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Sammendrag

I 2006 publiserte Hergenrother og medarbeidere en artikkel om at de hadde utviklet et lite
molekyl som direkte aktiverte procaspase-3 til aktiv caspase-3. Dette stoffet ble kalt
procaspase-activating compound-1 (PAC-1). PAC-1 ga caspaseaktivering in vitro og
induserte apoptose 1 kreftceller direkte proporsjonalt med konsentrasjonen av procaspase-3 i
disse cellene. I vanlige, friske celler viste de at nivaet av procaspase-3 var mye lavere,

dermed ville man selektiv kunne ramme kreftceller.

PAC-1 ble brukt som et verktoy for & indusere apoptose i cellelinjen PC12 (Rimul 2007) og
rottekornceller (Lindland-Tjenn 2009). Det ble vist at PAC-1 ga celleded, men at denne ikke
ble beskyttet av caspasehemmeren (CI), Ac-DEVD-CMK, i PC12 celler. I rottekornceller og
kyllingkornceller har caspasechemmeren vist & beskytte mot celleded (Lindland-Tjenn 2009;
Aziz, Akselsen et al. 2010).

Effekten til PAC-1 skyldes sinkchelatering (Peterson, Goode et al. 2009), og siden sink
pavirker mange prosesser i kroppen, kunne det vere at den caspaseuavhengige deden i PC12
skyldtes pavirkning av cellesyklus. Kornceller er ikke-delende celler, hvor effekter av PAC-

1 kan studeres uten pavirkning av mediatorer fra cellesyklusen.

I PC12 celler og kyllingkornceller induserer PAC-1 celleded. Det ble ikke funnet beskyttelse
mot celleded ved tilsetting av Ac-DEVD-CMK i verken PCI12 celler eller korncellene fra
kylling. Caspaser ble aktivert av PAC-1 1 PC12 celler og helt hemmet ved tilsetting av CI.
Det ble observert en hogyere celleded i PAC-1 eksponerte celler ved 48t og 72t enn 24t, som
ikke taler for en direkte caspase-3 aktivering. ROS ble generert i PC12 celler eksponert for
PAC-1. Det ble ogsa observert beskyttelse mot celleded av vitamin C og E 1 PC12 celler.
PAC-1 og STS virker synergistisk pé caspaseaktivering og celleded.

Virkningsmekanismen til PAC-1 er fremdeles uklar og flere forsek mé utferes for & belyse

alle sider ved effekten til PAC-1.
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1. Innledning

Da det i 2006 ble oppdaget en direkte caspase-3 aktivator tenkte man at det kunne fore til en
helt ny strategi innen kreftbehandling. Procaspase-3 aktiveres som et av de siste trinnene i
programmert celleded (apoptose, avsnitt 1.2.2). Hergenrother og medarbeidere viste til en
systematisk evaluering av procaspase-3 nivaet i flere kreftcellelinjer, og fant at nivdet av
procaspase-3 var mye hgyere enn i vanlige, friske celler. Dersom PAC-1 virker i et av de
siste trinnene 1 caspasekaskaden (avsnitt 1.2.5), og irreversibelt aktiverte den, kunne man
drepe cancercellene relativt selektiv dersom nivaet av procaspase-3 var veldig forheyet i

cancercellene sammenlignet med i friske celler (Putt, Chen et al. 2006).

1.1 Kreft

En celle har mange forskjellige signalmolekyler som stimulerer til proliferering og
differensiering. Den har ogsd signalmolekyler som hindrer cellen fra videre utvikling, og
som fér cellen til 4 begd selvmord (apoptose). Dette systemet er komplekst og avhenger av
signaler bade innad og utenfor cellen. I friske celler vil en uregelmessighet i1
celledelingssyklusen fore til at cellen gér i apoptose. Uregelmessigheter blir fanget opp ved
kontrollstasjoner av cyclinavhengige kinaser ved wulike faser cellen entrer i

celledelingssyklusen (Johnson and Walker 1999).

Kreft kan skyldes defekter i gentranskripsjon som hindrer cellen i & oppdage feil 1
celledelingssyklusen eller hindrer celle & gd i apoptose etter at det er oppdaget en slik feil.
Signalveien kan vere brutt et sted pd veien slik at cellen ikke gér i apoptose, eller at cellen

far motstridende signaler om a overleve fra vekstfaktorer (Putt, Chen et al. 2006).

Mange cytotoksiske stoffer som brukes i kreftbehandling induserer apoptose, men dersom
signalveien er brutt vil det fore til resistens mot behandlingen og dermed apoptose. Resistens
mot apoptotiske signaler (1.2.2 Apoptose) kan skyldes oppregulering eller nedregulering i
nekkelproteiner i denne komplekse kaskaden, eller mutasjon i genene som koder for
proteinene. En direkte aktivering av caspase-3 vil da kunne vere mer -effektiv

kreftbehandling



1.2 Celledgd

Celleded kan skje pa flere méater, men deles oftest opp 1 apoptose og nekrose. Det var i det
19 arhundret, at naturlig foreckommende celleded ble beskrevet. Ikke for Kerr og kollegene
publiserte en artikkel i 1972 (Kerr, Wyllie et al. 1972), ble konseptet om fysiologisk
(programmert) celledod mottatt med anerkjennelse. I dag gjeres det mye forskning pa
omrddet, siden overaktivitet eller svak aktivitet i cellededsveiene er knyttet til mange

sykdommer (Fadeel and Orrenius).

Tabell 1.1: Apoptose sammenlignet med nekrose. Tabellen er oversatt fra (Kroemer,

Dallaporta et al. 1998).

Apoptose Nekrose
Fysiologisk eller patologisk “accidental”
Alltid patologisk

Tilsynelatende godt regulert

Plasmamembranen er inntakt til lenge etter
at prosessen har startet

Makrofagisk eliminering
Ikke lekkasje av celleinnhold
Liten eller ingen inflammasjon

Biokjemiske og morfologiske egenskaper:
Kromatin kondensering, nukleer
fragmentering, DNA fragmentering

Selektiv proteindegradering av spesifikke
proteaser (caspaser)

Endringer i plasmamembranen: tap av
membranasymmetri for tap av
membranintegritet

Cellekrymping

Ingen mitokondrisk svelling

Uregulert eller lite regulert

Plasmamembranen blir adelagt tidlig

Lekkasje av celleinnhold

Inflammasjon

Biokjemiske og morfologiske egenskaper:

Svelling av hele cytoplasma samt
mitokondriene.

Sekunder nekrose: Nér cellene der ved
apoptose, men ikke blir fjernet av
makrofager, vil cellen lyseres.
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1.2.1 Nekrose

Nekrose (tabell 1.1) er en patologisk form for celleded som er uheldig for vevet rundt. En
irreversibel svelling av cellen forer til at cellen til slutt sprekker og frigjer celleinnholdet.
Ofte pavirkes mange omliggende celler, slik at en inflammasjon oppstar. Dette skjer som

folge av hypertermi, metabolsk forgiftning og direkte celletraume (Fadeel and Orrenius).

1.2.2 Apoptose

Apoptose er en velorganisert prosess i cellen som forer til celleded i1 de fleste, om ikke alle
typer celler. Cellen far morfologiske forandringer som “’blebbing” av cellemembranen og
den krymper. Inne i cellen vil kjernen og DNA fragmentere og kromatin dekondensere.
Endepunktet er at cellen ender opp i sma membranomsluttede apoptotiske fragmenter. Disse

apoptotiske fragmentene blir gjenkjent og fagocytert av naboceller eller fagocytter.

Apoptose skjer etter at et eller flere ytre eller indre signaler sendes, og aktiverer kaskadene.
Fordelen med apoptose er at denne prosessen skader ikke vevet rundt seg og som regel,
induserer ikke immunrespons. Den etterlater ikke arr. Apoptose skjer som regel via
caspasekaskadene og er indusert via dedsreseptorveien (“extrinsic”) eller mitokondriene

("intrinsic”) (Fadeel and Orrenius).

1.2.3 Mitokondrieindusert apoptose

Frigjering av cytokrom c fra mitokondriene ferer til aktivering av apoptose protease
aktiverende faktor-1 (Apaf-1). Denne rekrutterer procaspase-9, og under tilstedevarelse av
ATP og cytokrom c, danner et apoptosom. Dette apoptosomet kloyver procaspase-9 til
caspase-9, som igjen aktiverer andre caspaser. Denne signalveien kalles ogsa den indre

signalveien.

1.2.4 Dodsreseptorveien

Deadsreseptorer pa celleoverflaten kan ta imot ekstracellulere signaler om 4 g i apoptose.
Fas binder til Fasreseptor, eller APO-2 ligand og tumor nekrose faktor (TNF)-relatert
apoptose induserende ligand (TRAIL) binder til TRAIL-reseptor. Denne bindingen blir
etterfulgt av dannelse av et kompleks som rekrutter procaspase-8 eller 10 (Fadeel and
Orrenius). Procaspasen blir klgyvet til den aktive caspasen som aktiverer nedstremscaspaser
(caspase 3,6 og 7). Det er ogsa kommunikasjon mellom dedsreseptorveien og

12



mitokondrieindusert apoptose. Bid, et protein 1 Bcl-2-familien, translokerer fra
mitokondriene og frigjer cytokrom c, etter 4 ha blitt kleyvet av caspase-8 (Polster and

Fiskum 2004).

1.2.5 Caspaser

Caspaser (cystein-aspartat spesifikke proteaser) er proteolytiske enzymer som er narmest
uunnvearlig i en cellereguleringsprosess for 4 utfere apoptose. Disse lages som inaktive
procaspaser (zymogener) og kan raskt aktiveres av oppstremssignaler. Det er kjent 14
forskjellige caspaser, og av disse er det syv som medierer apoptose. De andre er viktig for
immunologiske responser. Av caspasene som medierer apoptose deler vi de inn i
initiatorcaspaser og effektorcaspaser. Mekanisme for caspaseavhengig apoptose er vist i
figur 1.1. Procaspasene bestar av en stor og liten subenhet. Det er et spesifikt aspartatsete pa
procaspasen, hvor den store subenheten og den lille subenheten skilles, slik at caspasen kan
dimerisere og danne en aktiv heterotetramer. En cysteingruppe pa caspasen er det ansvarlige

setet for kleyving av substrater (Fadeel and Orrenius).

1.2.6 Initiatorcaspaser

Initiatorcaspasene er caspase 2, 8, 9 og 10. Disse caspasene har lange N-terminalkjeder
(prodomene), med caspase rekrutteringsdomene (CARDs) og dedseffektor domene (DEDs)
(Friedlander 2003). Caspase 8 og 10 er sentrale mediatorer i dedsreseptorveien. De aktiveres
ved at Fas-ligand binder til Fas-reseptoren, som interagerer med Fas-assosiert dedsdomene
protein (FADD) og rekrutterer procaspase-8 eller 10 og danner dedsreseptor indusert
signaleringskompleks (DISC). Procaspase-8 eller 10 blir da proteolytisk aktivt etter at det er

kloyvet og signalerer videre til effektorcaspasene.

1.2.7 Effektorcaspaser

Effektorcaspasene (“executioner caspases”) blir aktivert av initiatorcaspasene.
Initiatorcaspasene kloyver av prodomene, og effektorcaspasene kan da ogsa aktivere seg selv
og danne dimerer. Effektorcaspasene er caspase 3, 6 og 7. Disse er ansvarlige for

degraderingen av cellulere og nukleare proteiner (Fadeel and Orrenius).
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procaspase-8

executioner

FAS/FASL l procaspase
FADD
caspase-8 |
executioner
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procaspase-9 ——— caspase-9
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P53

Lo

Bcl-2 Bcl-xI ——— Bax, Bik, Bad

l -1 mitochondrial
cytochrome-c

cytochrome-c

Figur 1.1 Mekanisme for caspaseavhengig apoptose. Apoptosen skjer som folge av
ligandbinding til Fas og aktivering av procaspase-8, eller stressrelatert frigjering av
cytokrom c fra mitokondriene som aktiverer procaspase-9. Begge signalveiene forer til
aktivering av effektorcaspaser som procaspase-3. Figuren er hentet fra (Gadkar,
Gunawan et al. 2005)

1.3 Caspaseaktivering

Initiatorcaspasene blir, som tidligere nevnt, aktivert av signaler fra dedsreseptorene eller
mitokondriene. Effektorcaspasene blir aktivert av initiatorcaspasene, ved kloyving av
procaspaseenheten. Deretter kan caspasen aktivere seg selv og forsterke signalet. Noen
sykdommer skyldes en feil i denne kaskaden. Dersom kaskaden ikke lar seg aktivere pa
grunn av en feil oppstrems, vil ikke cellen g i apoptose. Ved kreftutvikling kan dette vere
en av arsakene. Derfor ville en direkte caspaseaktivator kunne fore til at cellene gar i

apoptose, uten a vere avhengig av signaler oppstrems.
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1.3.1 PAC-1

PAC-1 (figur 1.2-3) ble utviklet i 2006 av Hergenrother og medarbeidere (Putt, Chen et al.
2006). Stoffet ble utviklet som en direkte caspase-3 aktivator, etter 4 ha screenet flere tusen
stoffer for aktivitet mot caspase-3. De rapporterte at i mange kreftceller var niviet av
procaspase-3 meget forheyet sammenlignet med ikke-kreftceller, og at cellededen var
direkte relatert til konsentrasjonen av procaspase-3. Forst kom hypotesen om at den flyttet
triaspartat “’safety catch” péd procaspase-3, ved hjelp av piperazin nitrogenet i strukturen til
PAC-1. Det ble foreslatt at posisjonen til ”safety catch”en pa procaspase-3 er folsom for pH.
Under apoptose skjer det en surgjering, og det ville fore til at setet under safety catch”en
ble tilgjengelig for proteolyse (Roy, Bayly et al. 2001). PAC-1 er positivt ladet ved
fysiologisk pH. Dermed ville PAC-1 kunne fjerne denne bremseklossen, og procaspase-3

ville deretter autoaktiveres (Putt, Chen et al. 2006).

12009 kom Hergenrother med en ny artikkel som foreslo at mekanismen var at PAC-1 var
en sinkchelator og at den fjernet hemmende sink fra procaspasen. De sa pa divalente
metallioner og katalytisk aktivitet av caspase-3. Bade kobber, sink, kobolt, jern og
metallioner hemmet opp til 100% ved ekende konsentrasjoner av metallet. De studerte PAC-
1 og caspase-3 aktiviteten med ekende konsentrasjoner av Zn>", og observerte en sterk
hemming av caspase-3 aktiviteten ved hey konsentrasjon av Zn*". Tilsvarende forsek med
buffer uten PAC-1 viste at det trengtes lavere konsentrasjon med Zn>', for 4 i reduksjon i
aktiviteten. Ved 500 nM caspase-3 og en konsentrasjon pad ca 1000 nM ZnSO,, begynner
aktiviteten i bufferbehandlet prove & minke, mens i1 buffer eksponert med 50 uM PAC-1
opprettholdes aktiviteten ved enda hgyere niva av ZnSQO4. Ved et annet eksperiment har de
en gitt mengde aktiv caspase-3 eller procaspase-3 i buffer med og uten ZnSOy. I bufferen
uten sink er aktiviteten hey og stabil, mens i buffer tilsatt sink, er aktiviteten minimal for den
stiger ved okende mengder PAC-1. Overraskende, sa viser ogsa dette eksperimentet at PAC-

1 hemmer caspaseaktiviteten ved hegy konsentrasjon av PAC-1.

Mer eller mindre de samme resultatene kommer ved testing av caspase-7 istedenfor caspase-
3. Bade procaspase-3, caspase-3, procaspase-7 og caspase-7 far okt aktivitet med PAC-1 in
vitro. Titrering med PAC-1 og ekende mengder ZnSO,, gir et skifte i UV-spekteret. I
forholdet 1:1 hadde PAC-1 skiftet absorpsjonen av UV-lys fra ren PAC-1 til den sinkbundne
statusen (96% av PAC-1 er bundet til sink ved et forhold pd 1:1) Det er kjent at ortho-
hydroksy N-acyl hydrazonestrukturer har en chelaterende effekt pa flere metaller (figur 1.2).
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PAC-1-indusert celleded blir hemmet av sink**-tilsetning i medium i cellekulturer (Peterson,

Goode et al. 2009).

Figur 1.2 Sink har affinitet til ortho-hydroksy-N-acylhydrazonestrukturer.

Hergenrother og medarbeidere utviklet ogsa andre lignende molekyler, bla. et som kalles
deallyl-PAC-1 (DA, vist i figur 1.3). DA har effekt pd celleded slik som PAC-1, men i
mindre grad. DA har ogsd mindre affinitet til sink. Dehydroksid deallyl-PAC-1 har ikke
effekt pa celleded og ingen affinitet til sink. Redusert PAC-1 har endret tredimensjonal
utfoldelse i1 forhold til PAC-1, slik at sink ikke lenger kan bindes.

SRS SRS NS

H H

PAC 1 DA

DH Redusert PAC -1

Figur 1.3 Strukturen til PAC-1, DA, DH og redusert PAC-1. (Peterson, Goode et al.
2009).
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1.3.2 Sinkchelatering

Sink finnes 1 mange viktige enzymer. Omtrent 90% av intracelluler sink finnes i
proteinkomplekser som sinkfingre, metalloproteiner, DNA polymerase og mange flere. Ca
10% befinner seg i sdkalte “zink-pools”. Sink spiller en viktig rolle i mange forskjellige
typer enzymer. Disse er involvert i metabolisme av RNA og DNA, genuttrykk og
signalveier. En studie fra 2006, estimerte at omtrent 10% av de humane proteinene
potensielt kan binde sink, i tillegg til hundrevis som er involvert i transport av sink.
Forskjellige ”pools” av sink kan ha forskjellig cellulere funksjoner, som nukleinsyre
syntese, nevrotransmitter lagring og sekresjon i enkelte presynaptiske terminaler samt

mikrotubuli (Daugas, Nochy et al. 2000).

TPEN (N,N,N',N'-tetrakis(2-pyridylmetyl)etylenediamine) er en sinkchelator, som nettopp
ved a fjerne intracellular sink trigger apoptose i thymocytter (McCabe Jr, Jiang et al. 1993).
Sink beskytter mot apoptose. (Chimienti, Seve et al. 2001) Dersom sink blir fjernet, kan ogsé
celledelingssyklusen stoppe opp, og cellen bli sendt til apoptose. Ved 4 hemme Ca*" og
Mg**-avhengige endonukleaser kan sink hemme DNA fragmenteringen i et sent trinn i
apoptosen. Caspaseaktivering blir ogsd hemmet av sink, og dermed blir apoptosen hemmet i

et tidligere trinn (Broadley, White et al. 2007).

1.3.3 Staurosporin

Staurosporin (STS) ble oppdaget i 1977 fra bakterien Streptomyces Staurosporeus. STS er en
potent kinasehemmer. I nanomolarkonsentrasjoner hemmer den serine/treoninkinaser som
protein kinase C og tyrosinkinase v-src. Det er vist at STS induserer en apoptotisk ded og at
en tidlig hendelse er cellekrymping, etterfulgt av frigjering av cytokrom c fra mitokondriene
og caspaseaktivering via den indre veien (Porcelli, Ghelli et al. 2004). PC12-celler som blir
eksponert for STS har blitt vist & fa en ekt intracelluler konsentrasjon av kalsium. Det forer
til akkumulering av reaktive oksygen molekyler (ROS), deretter lipidperoksidasjon, og tap
av transmembranpotensialet i mitokondriene. @kt kalsium intracellulert og ROS-produksjon
(kapittel 1.4) er viktig 1 staurosporinindusert celleded, da kalsiumchelatorer og
peroksynitrittfangere  beskytter mot celleded (Kruman, Guo et al. 1998). Caspase-3-
hemmere har vist & redusere DNA-fragmentering indusert av STS med rundt 90% i SH-
SYS5Y celler (Scott, Sobotka-Briner et al. 2003). Caspasechemmer har ogsa vist full
beskyttelse mot STS-indusert celleded i PC12 celler (Kruman, Guo et al. 1998).



1.4 ROS-produksjon

Reaktive oksygen specier (ROS) er brukt om bla. hydroksyl-, alkoksyl- og peroksylradikaler,
som brytes ned raskt, og superoksid- og nitroksylradikaler, som brytes ned litt saktere. ROS
omfatter ogsa ikke-radikaler som hydrogenperoksid og organiske hydroperoksider (Simon,
Haj-Yehia et al. 2000). De dannes i alle celler som folge av kjemiske reaksjoner. I den indre
mitokondriemembranen skjer ATP-dannelse ved hjelp av elektrontransportkjeden. Dette er
en viktig kilde til ROS-produksjon. Andre kilder til okt ROS-produksjon er ulike kjemiske
substanser, UV-straling og varmepakjenning. ROS er viktige i cellesignalering, ionetransport

og for immunforsvaret, f.eks. rekruttere blodplater ved sérdannelse.

Det som kjennetegner disse forbindelsene er at de reagerer lett med andre stoffer og kan
dermed fore til skader om de reagerer med f.eks DNA. Det kan fore til oksidativt stress nar
ROS-produksjonen stiger, og det gir uheldige folger for cellene. ROS kan bli fanget opp av
naturlige antioksidanter som er i cellene og dermed uskadeliggjores. I forbindelse med
apoptose er ROS-generering fra mitokondriene en viktig hendelse, og folger med bla.

frigjoring av cytokrom c (Valencia and Moran 2004).
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1.5 Mal med oppgaven
Malet for denne oppgaven har vert & teste folgende hypoteser:

1. PAC-1 og DA gir celleded i cellelinjen PC12 og i kyllingkornceller som ikke deler
seg. PAC-1 og DA aktiverer procaspase-3 i PC12-celler og caspaseaktiveringen er

ansvarlig for cellededen.

2. Cellededen og caspaseaktiveringen skyldes sinkchelatering via ortho-hydroksy N-
acyl hydrazonestrukturen. DH har ikke denne strukturen komplett og har derfor ingen

effekt.

3. Direkte caspase-3 aktivering gir like god caspaseaktivering som mitokondrieindusert

caspase-3 aktivering.

4. PAC-1 virker pa caspase-3 i apoptosen, hvor STS ogsa virker. Dersom dette leddet

blir stimulert optimalt, vil ikke kombinasjonen gke cellededen.

5. Dersom sinkchelateringen pavirkes av pH, og STS gir en eventuell okt effekt av
PAC-1-indusert celleded, s& er det pH som gir den eokten effekten. Surgjering av
PC12-mediet pavirker celledodresponsen i PC12 celler eksponert med PAC-I
tilsvarende STS i kombinasjon med PAC-1.

6. PAC-I induserer celledod via direkte aktivering av caspase-3 og cellededen vil ikke

pavirkes av ROS-fangere.

Det er ogsa enskelig a4 undersgke hvorvidt procaspase-7 er involvert i PAC-1-indusert
celledad. Procaspase-7 er en induserbar caspase (Larner, McKinsey et al. 2005). Kanskje
er caspase-7 vel sd viktig som procaspase-3 som mediator i PAC-1-indusert celleded,

men effekten kommer langsommere fordi den mé induseres, oppreguleres og aktiveres.
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2. Materialer og metoder

2.1 Kjemi; Syntese av PAC-1-derivat med redusert
hydrazone

HO 3 eq. NaCNBH;3 HO
N ﬁ 0 N/ﬁ 0
b JJ\ N b N \)L H
N ~
NN 3:1 THF: AcOH N
H rt, 24 hr, H
67%
PAC-1 Redusert PAC-1

Figur 2.1 Foreslitt syntese av redusert PAC-1 publisert av (Peterson, Goode et al.
2009).

Metode (Peterson, Hsu et al. 2009):

PAC-1 ble veid opp i en ensket mengde (0,10 g, 0,25 mmol, 1 ekvivalent), og tilsatt i en 3:1
losning av tetrahydrofuran (THF) og eddiksyre (AcOH). Deretter ble natrium
cyanoborhydrid (0,048 g, 0,76 mmol, 3 ekvivalenter) tilsatt ved 0°C (I vannbad med is og
vann). Blandingen sto i romtemperatur og rert med magnetrerer i 20 timer. Blandingen ble
sa ekstrahert, etter 4 ha blitt tilsatt litt is og 1 ml konsentrert saltsyre, med forst diklormetan
(2x10 ml) og sa etylacetat (2x10 ml). For & fjerne rester av eddiksyre ble organisk fase
vasket med natriumhydrogenkarbonat (NaHCOj;). Rester av vann ble terket ut med
magnesiumsulfat (danner krystallvann). Den organiske losningen ble sé filtrert og satt pa
rotavapor for produktet ble analysert ved NMR. Analysen viste at produktet var blitt dannet

1 sa lavt utbytte at det ikke var egnet & g& videre med den reduserte formen av PAC-1.

2.2 Kjemikalier og reagenser

Tabell 2.1 Stoffliste

Produkt: Produsent:

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

BCA Protein Assay Kit

Pierce Biotechnology, Rockford, USA
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Bovint Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bromfenolblatt

Merck AG, Darmstadt, Tyskland

Caspase-7 antistoff p10

Santa Cruz Biotechnology

Caspase-3-inhibitor III, Ac-DEVD-CMK

Calbiochem, San Diego, USA

Cytosin B-D-Arabino-Furanoside (Ara-C)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Deallyl-PAC-1, DA

Gave fra stipendiat Qyvind Akselsen, Avd.
for farmaseytisk kjemi, Universitetet i Oslo,
Norge

Deallyl- dehydroksy-PAC-1, DH

Gave fra stipendiat Qyvind Akselsen, Avd.
for farmaseytisk kjemi, Universitetet i Oslo,
Norge

Dihydrorhodamine 123

Invitrogen Co, Carlsbad California, USA

Dimetylsulfoksid

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)

Invitrogen Co

Gentamicin sulfat salt

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Glukose Merck, Darmstadt, Tyskland

Glyserol VWR internasjonal

Hepes Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Hesteserum Invitrogen Co, Carlsbad California, USA
Igepal Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kalveserum, fotalt (FBS)

Invitrogen Co, Carlsbad California, USA

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Metanol

Merck & Co, New Jersey, USA

MitoTracker® Red CM-H.XRos

Invitrogen Co, Carlsbad California, USA

Natrium deoxycholat

Koch-Light Laboratories Ltd, Colnbrook
Bucks

Natriumklorid (NaCl)

J.T. Baker, Deventer, Holland

Natriumpyruvat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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PAC-1

Gave fra stipendiat Qyvind Akselsen, Avd.
for farmaseytisk kjemi, Universitetet i Oslo,
Norge

Poly L-glysine hydrobromid

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Precision Plus All Blue Standards

Bio-Rad, USA

Restore Western Blot Stripping Buffer

Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Sekunder antistoff, Donkey anti-goat IlgG-HRP

Santa Cruz Biotechnology

Staurosporin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sodium dodecyl sulfat (SDS)

Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Supersignal West Femto Thermo Scientific
Supersignal West Piko Thermo Scientific
Tris/Glycine Buffer (TG) 10 X Bio-Rad, USA
Tris/Glycine/SDS Buffer (TGS) 10 X Bio-Rad, USA

Trizma base (C4H;1NO3)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trizma HCL Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Trypanbla Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Trypsin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Tween 20 Calbiochem, San Diego, USA
Torrmelk Normilk AS, Norge

Vitamin C, L-ascorbic acid

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Vitamin E, (+/-)-a-Tocopherol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

(Z-Asp-Glu-Val-Asp)2-Rhodamine 110

Bachem Bioscience, King of Prussia, USA

22




2.3 PC12 celler

2.3.1 Splitting av PC12 celler

PC12-cellene ble splittet nar de var konfluente, hver 3. eller 4. dag, og inkubert ved 5 % CO,
og 37 °C.

Splitteprosedyre:

1.

Gammelt medium 1 cellekulturflasken helles av.

10 ml PC12-medium (tabell 2.2) tilsettes flasken. Flasken bankes hardt pa flere sider

for 4 fa lesnet cellene fra bunnen. Se i mikroskopet for & sikre at cellene er lose.

Cellesuspensjonen pipetteres opp og ned, eventuelt med en pasteurpipette med trang

apning for 4 redusere aggregater med celler og fd en jevn fordeling av cellene.

Nér cellene ser fine ut splittes de over til ny flaske ved & overfere 1,5 ml av

cellesuspensjonen til en ny cellekulturflaske, og tilsette 20 ml PC12-medium til den.

Ved splitting til skdler bestemmes forst celletettheten 1 suspensjonen. En liten drdpe

telles ved hjelp av Biirkers tellekammer og mikroskop.

Celletettheten i skilene skal optimalt vaere 7 x 10" celler/ml. Volumet som trengs fra

celleflasken (X) blir beregnet ved hjelp av formelen:

X (ml)= (Antall ml per skél * antall skaler * 7 x 10* celler/ml)/

(antall celler i tellekammer x 10%)

Antallet ml cellesuspensjon overferes til en erlenmeyerkolbe. Deretter tilsettes sa

mye PC12-medium som trengs for & fylle det totale volumet til alle skdlene (Y):
Y (ml)= (Antall ml per skal x antall skéler) - antall ml cellesuspensjon
Cellesuspensjonen tilsettes PC12-medium og blandes godt.

Pipetteres ut riktig volum til ulike sterile skdler. 10 ml til store skéler, 3,3 ml til

medium og 1 ml til sma skiler.

10. Inkuberes ved 37°C og 5% COa.
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Tabell 2.2 PC12-medium med serum

Komponent Mengde

Fotalt kalveserum 50 ml
Hesteserum 25 ml
Natriumpyruvat 5ml
Penicillin/Streptomycin 5ml
Dulbecco's MEM 500 ml

2.3.2 Surgjering av PC12 celler

Til PC12-mediet ble det tilsatt konsentrert HCl og malt pH til angitte verdier. Det ble
benyttet 4 forskjellige pH-verdier; 6,25 , 6,00 , 5,75 og 4,15. Etter pH-justering ble mediet
sterilfiltrert (0,2 uM), fort over i plastrar (50 ml) og satt i kjeleskapet (ca. 4°C). Etter at
mediet hadde stétt en stund ble mediet jevnlig testet med pH-papir for & holde kontroll med
evt. endring av pH. I mediet er det Hepesbuffer. PC12 cellene ble splittet i vanlig medium.
Dagen etter ble mediet byttet med pH-modifisert medium og telt etter 24 timer.

2.4 Kornceller fra kylling

Korncellekulturene er hentet fra cerebellum i kyllingfostere. Disse cellene er differensierte

nevroner som ikke gjennomgar celledeling.

2.4.1 Poly L-lysin behandling av kulturskaler

For at kyllingnevronene skal feste seg til skalene behandles skalene med poly-L-lysin minst

en dag for preparering av kulturene.

24



Prosedyre:

1.

10 ml fra en flaske med 500 ml autoklavert MQ eller destillert vann overferes til en
steril flaske med 5 mg poly-L-lysin.

Det blandes og overfores tilbake til vannflasken.

1 ml av lesningen tilsettes til de sma skalene (8,8 cm?), 2 ml til medium (21,5 cm?)
og 5 ml til store skaler (66,5 cm?).

Poly-L-lysin-lgsningen suges av etter 30-60 minutter og skalene torkes over natt i en
steril LAF benk.

2.4.2 Preparering av korncellekulturer

Befruktede kyllingegg fra Samvirkekylling i Valer legges i rugemaskin ved 37°C i 18 dager.

Eggene bedoves i iskaldt vann, kyllingen tas ut og dekapiteres. Fra lillehjernen blir tatt ut og

frem til eksponering, foregar prosessen sterilt og ved bruk av aseptiske teknikker.

Prosedyre

1.

Kyllingene bedoves ved at eggene legges i isvann i ca 10 minutter, 6 egg om gangen.
Eggene vaskes med 70% sprit for de &pnes.

En steril skalpell brukes til & dekapitere kyllingene, og hodene fraktes sa over til
LAF-benken hvor lillehjerne dissekeres ut med saks og pinsett, og overferes til en

stor petriskdl med losning 1 (tabell 2.4-5).

Hjernehinnene fjernes forsiktig ved hjelp av to pinsetter og lillehjernene overfores til

en ny stor petriskal med lgsning 1.

Lesning 1 suges av og lillehjernene kuttes i sma biter med en skalpell. Det kuttes i to

retninger vinkelrett pd hverandre.

10 ml av lesning 1 tilsettes igjen i skdlen og bitene overfores til et sterilt 50 ml ror

med nye 10 ml av lgsning 1. Reret sentrifugeres ved 1000 rpm i 1 minutt.

Supernatanten fjernes og pelleten resuspenderes i 8 ml losning 2 (tabell 2.5).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Cellesuspensjonen overfores til en steril trypsineringsflaske og settes i vannbad ved
37°C i 15 minutter. Korkene skrus halvveis og flasken ristes forsiktig med jevne

mellomrom.

Bitene fra trypsineringsflasken suges opp og overfores til et sterilt 50 ml rer med 15
ml lgsning 4 (tabell 2.5). Roret fylles opp til 50 ml med losning 4 og sentrifugeres
ved 1000 rpm 1 2 minutter. Hvis supernatanten etter sentrifugering ikke er klar, kan

en liten mengde losning 3 (tabell 2.5) tilsettes roret og sentrifugeringen gjentas.
Supernatanten suges forsiktig av og roret tilsettes 3 ml losning 3.

Pelleten loses forsiktig ved & pipettere opp og ned 15-20 ganger med en
pasteurpipette med avrundet spiss (avrundes i flamme). Nér celleklumpene har
sunket ned i reret, overfores den gverste klumpfrie delen av lesningen til et sterilt 50

ml ror med 15 ml lgsning 5 (tabell 2.5).

Ved behov kan trinn 10 og 11 gjentas helt til det ikke lenger er synlige celleklumper

tilstede og resten av lgsningen overfores til reret som inneholder lgsning 5.
Cellesuspensjonen med lgsning 5 (tabell 2.5) sentrifugeres ved 900 rpm i1 7 min.

Supernatanten suges av og 10 ml platemedium (tabell 2.6 for ’serumfri" preparasjon

og tabell 2.7 for "vanlig” preparasjon) tilsettes.

Pelleten loses og alt overfores til en glassflaske med samme medium, som inneholder
halvparten av den mengden medium som er beregnet ut fra antall preparerte skéler.

En liten prove tas ut til celletelling i Biirchers tellekammer.

Cellesuspensjonen fortynnes med platemedium til en tetthet pa 1,7*¥10° celler per ml

medium. Det oppnés ved hjelp av denne formelen:

Antall ml platemedium totalt: (antall ml cellesuspensjon * celletetthet per ml i

cellesuspensjonen) / ensket celletetthet per ml.

Cellesuspensjonen overfores til petriskiler som er behandlet med poly-L-lysin dagen
i forveien. Overfor 1 ml til sma skaler (pluss 1 ml cellemedium), 3,3 ml til

mediumskéler og 10 ml til store skéler.



18. Skalene inkuberes i inkubatorskap ved 37° C og 5% CO..

Tabell 2.3 Sterilt utstyr til preparering av korncellekulturer

Saks og pinsett til disseksjon

2 pinsetter for fjerning av hjernehinner
Skalpell

Trypsineringsflaske

Glassflaske for lesningene 1-5 og platemedium
Petriskéler

50 ml glassror

Pasteurpipette

Autoklaveres ved 120° C i 20 minutter.

Tabell 2.4 Krebs-Ringerlosning 10X

Komponent Mengde
Fenolredt 50 mg
KH,PO4 0,83 g
KCl 1,80 g
Glukose 12,85 ¢
NaCl 3535 ¢
NaHCO; 10,70 g
Destillert vann ad 500 ml
Lagres i kjoleskap i 5-6 maneder.
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Losningene 1-5 (tabell 2.5) lages ny for hver korncellepreparering og sterilfiltreres (0,2 wm)
for bruk.

Tabell 2.5 Losning 1-5

Lesning Komponent Mengde
Losning 1 Bovint serumalbumin (BSA) 1,50 g
MgSO;, (3,82 g/100 ml destillert vann) 4 ml
Krebs-Ringerlgsning 10X (tabell 2.4) 50 ml
Destillert vann ad 500 ml
Losning 2 Trypsin type 111 25 mg
Losning 1 100 ml
Losning 3 MgSO;4 (3,82 g/100 ml destillert vann) 0,50 ml
Deoksyribonuklease 1 (DNase 1) 6,25 mg
Trypsinhemmer (Type 1-S) 26,0 mg
Losning 1 ad 50 ml
Losning 4 Losning 3 16 ml
Losning 1 100 ml
Losning 5 MgSO;, (3,82 g/100 ml destillert vann) 0,320 ml
CaCl; (1,20 g/100 ml destillert vann) 0,320 ml
Losning 1 40 ml

Tabell 2.6 Platemedium til ”’serumfrie” kyllingpreparasjoner

Komponent Mengde
BME 500 ml
Varmeinaktivert hesteserum 50 ml
(varmeinaktivert 30 minutter i 56°C pa

vannbad)
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KCl
Penicillin/streptomycin
Glutamin 2 mM

Insulin 100 nM

825 mg
5ml
146 mg

12,5 mg

Tabell 2.7 Ernaringsmedium til kylling korncellekulturer med serum

Komponent Mengde

Basal medium Eagle (BME) 500 ml

Kyllingserum (varmeinaktivert) 25 ml

Gentamycinsulfat 50 mg

L-glutamin 146 mg

KCl 825 mg (5,4 mg er allerede 1 mediet)
Oppbevares kjolig

Tabell 2.8 Ernzeringsmedium til ’serumfrie” kyllingpreparasjoner

Komponent Mengde Sluttkonsentrasjon
BME 500 ml

KCl 825 mg 22 mM
penicillin/streptomycin 5ml

glutamin 146 mg 2 mM

humant transferrin 50 mg 100 ng/ml

putrecin 4,8 mg 60 uM
natriumselenitt 2,6 ul 30 nm

trijodtyronin 160 wl 1 nM

insulin 25 pg/ml 1,25 ml 25 ug/ml
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2.4.3 Tilsetting av Ara-C

Cytosine -D arabino-furanoside (Ara-C) tilsettes kulturene 24 timer etter preparering for a

hindre vekst av ikke-nevronale celler.

For de ”serumfrie” skéler tilsettes Ara-C til erneringsmediet. Sa byttes platemediet som er 1
skélen til lik mengde ernaringsmedium (tabell 2.8) tilsatt Ara-C. For korncellekulturene med
serum tilsettes Ara-C direkte til mediet i skdlen. 1 mg Ara-C loses i 10 ml erneringsmedium

og sterilfiltreres (0,2 um). Det tilsettes 25 ul per ml ern@ringsmedium.

2.5 Caspaseassay

For & male caspaseaktivitet ble PC-12 celler sadd ut 1 96-brennersplater og eksponert slik at
det var ulike behandlinger i hver rad, og paralleller bortover hver kolonne. Etter & ha stétt i 4,
10, 18 eller 24 timer ble cellene behandlet med RIPA-buffer, som lyserer cellene. Caspase-3
substrat med rhodamin ble tilsatt etter angitt tid og lest av ved hjelp av plateleser og
programmet HTSoft. Rhodamin er et fluorescerende stoff. Differansen mellom snittet av tre
brennene med substrat og snittet av to brenner med substrat og hemmer fra samme rad,

gjenspeiler aktiviteten av caspase med de ulike tilsetningene.

Prosedyre for maling av caspaseaktivitet:

1. PC12 celler sés ut i svarte 96-brgnnersbrett.

2. Dagen etter eksponeres cellene for stoffene, og settes i inkubatorskap (37°C og

5% CO») 1 angitt tid.

3. 2X RIPA (tabell 2.9-11) tilsettes (Z-Asp-Glu-Val-Asp),-Rhodamine 110, slik at
konsentrasjonen i brennen blir 20 pM. Av blandingen tas det ut 2/5 av volumet i
et nytt plastror og tilsettes caspase-3-hemmer slik at konsentrasjonen i brennen 1

uM.

4. Nér cellene har blitt eksponert i angitt tid, fjernes forst 50 ul av mediet slik at
resterende volum er ca 100 ul, og tilsettes 100 pl 2xRIPA med substrat til de

forste 3 kolonnene og 100 pl 2xRIPA med substrat uten hemmer til kolonne 4 og
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5. Hvorfor det ble fjernet og tilsatt ulike volumer, er pga vaskefordamping fra det

ble sddd ut celler dag 1.

5. Etter at RIPA-blandingen er tilsatt, er cellene klare for fluorescencemaling.

Programmet som benyttes heter HTSoft, og eksitasjonsfilter méles ved 485 nm,

mens emisjonsfilteret méles ved 535 nm, 3 flash med integrasjonstid pa 40 us.

Verdiene ble behandlet i Excel, hvor differansen mellom substrat og substrat +

hemmer ga verdien pé caspaseaktiviteten. Brettet ble avlest 1 plateleseren ved t=0

timer, 0,5 timer, 2 timer, 4 timer, 19 timer og 24 timer.

Tabell 2.9 2X RIPA-buffer

Komponent Mengde i 100 ml buffer
Tris HCI IM pH 7,4 10 ml

Igepal 2 ml

Natrium deoxycholat 0,5g

EGTA 0,1M 2 ml

NaCl-lgsning 5M (tabell 2.10) 6 ml

MQ-vann Ad 100 ml

Tabell 2.10 SM NaCl-lesning

NaCl 146,1 g

MQ-vann 400ml

Loses opp i erlenmeyerkolbe med
magnetrorer, helles tilbake i malesylinderen

og tilsettes ad 500 ml MQ-vann.

Autoklaveres
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Tabell 2.11 EGTA 0,5M

EGTA 7,608 g
MQ-vann Ad 200 ml

Blandes i erlenmeyerkolbe med
magnetrorer.

2.6 ROS-assay i Kyllingkornceller

Prosedyre:

1. Celler splittes ut i medium skéler.
2. Etter 3 dager eksponeres cellene med stoffene.

3. DHR tilsettes en time for hesting (se prosedyre for hesting av store skéler under
avsnitt 2.8.1). P4 en stor skl gar det tre medium skaler. Vaesken med iskald PBS
(tabell 2.12) flyttes fra den ferste, til den andre og sé til den tredje, for det overfores

til eppendorfror.

2.7 ROS-assay i PC12-celler

Prosedyre:
1. Celler splittes ut i svart 96-brennerplate.
2. Cellene eksponeres etter 24 timer. Mediet i brennen overfores til eppendorfror, hvor
det aktuelle stoffet tilsettes og pipetteres noen ganger opp og ned. Deretter tas mediet

tilbake 1 brennen. Det lages tre paralleller per stoff. Settes deretter i inkubatorskap
med 37°C og 5% CO..

3. En time for planlagt avlesning av ROS-aktivitet, tilsettes dihydrorhodamin. Det er en

probe som penetrerer cellemembranen, og fluorescerer nar den blir oksidert.
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4. Etter at cellene har blitt eksponert for stoffene i 4t, byttes mediet pé cellene. PC12-

mediet (tabell 2.2) tas av og PBS (tabell 2.12) tilsettes i brennene, slik at

bakgrunnstey fra det fargede PC12-mediet unngas ved avlesning.

5. Miles i plateleser ved 485nm 535nm 30min. Hver brenn leses 15 ganger i 30 min.

Tabell 2.12 PBS

Komponent: Mengde:
NaCl 2¢g

KCl1 0,8¢g
KH,PO, 1,08 g
Na,HPO4 * 2H,0 7,12 g
Destillert vann Ad 4000 ml

PpH justeres til 7,4 med HCI og autoklaveres

2.8 Western blot

Westernblotting er en metode for & identifisere proteiner i en celleprove. Antistoff fester seg

pa antigener i proven. Slik kan man selektere ut hvilke proteiner man ensker a pévise.

Sekunderantistoff vil feste seg pa primerantistoff og etter behandling med Supersignal West

Femto eller Piko, vil man kunne kvalitativt og kvantitativt bestemme proteininnholdet 1

proven. Praveopparbeidelsen gar gjennom flere prosedyrer for den er klar for fremkalling.

2.8.1 Eksponering og hgsting av celler

Cellene sas ut i ensket konsentrasjon (7 x 10* celler/ml for PC12 og 1,7 x 10° celler/ml for

kyllingnevroner) i store skéler (66,5 cm®). Inkuberes i 24t for PC12 celler og i 3 dager for

kyllingnevronene, ved 37°C og 5% CO,, for de eksponeres.
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Tabell 2.13 Eksponering av store skiler for Western

Komponent Konsentrasjon i
mediet

Pacl 100 uM

Da 100 uM

DH 100 uM

STS 1 uM

DMSO 0,1%

Ubh

Etter eksponering settes cellene tilbake i inkubatorskapet. Cellene hestes etter 4 timer og 24

timer. Ved det ene forseket med tidsstudier ble cellene hastet etter 1 time, 2 timer, 4 timer og

24 timer.

Prosedyre for hesting av store skéler:

1.

2.

3.
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Cellemediet helles av skalen og pipetteres bort.

Skalen skylles to ganger med PBS (tabell 2.12) (PBS’en skal std p4 is).

100 ul hestebuffer (tabell 2.14) tilsettes rundt om i skélen.

Cellene skrapes av overflaten med en celleskrape to veier vinkelrett pa hverandre.
Suspensjonen overferes over i et eppendorfrer og settes pa is.

Nér alle skélene er hostet, kokes eppendorfrarene i 2 min ved 95°C for de fryses ned
ved -80°C.



Tabell 2.14 Hostebuffer

Mengde hostebuffer tilpasses behovet. 100

ul per stor skal. Blandes til for hver gang det

brukes.

Komponent Mengde (til 1 ml)
Leupeptin 5 mg/ml 1wl

Pepstatin A 1 mg/ml Sul

PMSF 100 mM 3ul

NazVO, 10 pul

2% SDS 1 ml

2.8.2 Proteinmaling og tilsetning av prevebuffer (laemmli)

For cellepraver ble brukt til Westernblotting, ble proteininnholdet i hver prove bestemt ved
hjelp av "BCA protein assay kit” (Pierce) og lest av i en plateleser som maéler absorbans.
Ved hjelp av formelen som beregnes av plateleseren, setter man inn y-verdien og far ut x-
verdien som gjenspeiler proteinkonsentrasjonen. Det er enskelig & ha en proteinmengde pé
50 wg i hver brenn. Det viktigste er at mengden protein i hver brenn er lik. Man tar
utgangspunkt i praven med lavest konsentrasjon. Det tilsettes 2x eller 4x provebuffer (tabell
2.17 og 2.18) ettersom hvilken proteinkonsentrasjon man har og hvilken man ensker & ende

opp med etter tilsetningen av prevebuffer.

Proteiner har ulike ladninger, romstruktur og masse. Hensikten med prevebufferen er 4 fa en
uniform negativ ladning, ekt leselighet og reduksjon av S-S bindinger slik at storrelsen er det

som bestemmer vandringshastigheten.
Prosedyre for proteinmiling og tilsetning av prevebuffer:
1. Standardlesning og “working reagent” lages klart (tabell 2.15).

2. 12 av brennene i en blank 96-brennersplate tilsettes standardlesning i de

mengdene som figuren over plateoppsettet viser (tabell 2.16).
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3. 10 ul celleprave tilsettes i de neste brennene. Dersom proteinkonsentrasjonen
er hay, kan lavere volumer brukes. Hver prove tilsettes i to ulike brenner

(tabell 2.16).
4. Alle brennene tilsettes 200 pl “working reagent” (tabell 2.15).

5. De to blanke brennene og brennene med standardlesning, tilsettes samme

volumet som i punkt 4. av hestebufferen (tabell 2.14). Dette gjores for & méle

bakgrunnsstoy.
6. Brettet inkuberes ved 37 °© C i 1 time.
7. Absorbans maéles ved 570 nm i plateleseren. (Metoden kalles nevro protein.)
8. Etter avlesning beregnes konsentrasjonen av protein i provene.
9. Dersom konsentrasjon av protein er lav, brukes 4X laemmli (tabell 2.18) i

forholdet 3:1 med henholdsvis protein og 4X laemmli. Forevrig bruker man

2X laemmli (tabell 2.17) 1 forholdet 1:1.

Tabell 2.15 Losninger til Proteinméaling

Standardlesning:
Bovint serumalbumin 2 mg/ml: 50 uM
PBS (tabell 2.12) 150 uM
Working reagent:

Mengde som lages avpasses i forhold til antall brenner som skal brukes.
(Volum ”working reagent” = Antall brenner med standard og prever x 200 ul/brenn)

BCA protein assay reagent A 50 deler
BCA protein assay reagent B 1 del
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Tabell 2.16 Plateoppsett til proteinméling

Blank 10 uL Prove 2 | Osv..

Standard

Blank 10 uL Prave 2
Standard

1 uL 20 uL Prove 3

Standard | Standard

1 uL 20 uL Prove 3
Standard | Standard

2,5 ulL 40 uL Prove 4
Standard | Standard

2,5 ulL 40 uL Prove 4
Standard | Standard

S5uL Prove 1 | Prove 5
Standard

50 uL Prove 1 | Prove 5
Standard

Tabell 2.17 2X Laemmli

Komponent Mengde
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 3ml

10% SDS 4 ml

50% glyserol 2ml
merkaptoetanol I ml
Bromfenolblatt noen korn




Tabell 2.18 4X Laemmli

Komponent Mengde
Tris-HC1 (2M) pH 6,8 1,5 ml
SDS 20% 1,5 ml
Glyserol 40% 4 ml
MQ-vann 1 ml

Merkaptoetanol (obs, tilsette i avtrekksskap | 2 ml
rett for laemmlibufferen skal brukes)

Bromfenolblatt (tilsettes 1 avtrekksskap til
losningen blir farget bla) noen korn

2.8.3 Gelstgping

Avhengig av sterrelsen pd proteinene man ensker & detektere kan man stepe 10 eller 12 %
gel. For caspase-7 og caspase-3 er det aktuelt med 12 %, fordi disse proteinene er sma. Jo
hoyere tetthet pd gelen, dess mer motstand meter proteinene nar de vandrer, og derfor vil
smé proteiner vil separert bra. Tykkelsen pa gelen velges ut fra volumet man ensker & pafere
1 brennen. Dersom man har lav proteinkonsentrasjon, vil et storre volum vare gunstig.
Antallet brenner velges ut fra antallet prover og ensket volum. I gel med 1,5 mm tykkelse og

10 brenner er det plass til et volum péd 50 pl.

Prosedyre for gelstoping:
1. Gjores i avtrekk pga akrylamid som er giftig ved innédnding for den er polymerisert.

Bruk hansker.
2. Bakplate og forplate av glass som er vasket helt rene, settes sammen kant i kant.

3. Glassplatene festes i resten av stopeformen og kontrolleres for lekkasje, ved a helle
vann imellom glassplatene. Dersom det ikke lekker, helles vannet ut og det er klart

for steping.

4. Komponentene til nedre gel (tabell 2.19-20) blandes sammen i et plastrer. Temed

tilsettes sist (induserer geldannelsen). Overfores deretter mellom glassplatene.
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Onskes det tynn gel (0,75mm) brukes oppskriften nedenfor. Onskes det tykk gel

(1,5mm) lager man dobbelt sd mye.

5. Litt MQ-vann helles i glassplatene for & sikre en rett kant pd gelen.

6. Polymeriseres i 30 min.

7. Komponentene til stacking gelen (tabell 2.21-22) blandes sammen i et plastror.

Temed tilsettes sist.

8. Vannet over den stivnede gelen helles ut, og stacking gelen helles over den stivnede

gelen.

9. En plastkam, med riktig antall brenner og tykkelse, festes i &pningen av glassplatene.

Obs, det spruter noen draper fremover.
10. Polymeriseres 1 ytterligere 30 min.

Tabell 2.19 Nedre gel (tynn gel) 12 %

Komponent Mengde
MQ-vann 3,3 ml
Nedre gelbuffer (tabell 2.9) 2,6 ml
Akrylamid 4,0 ml
APS 10% 100 pl
Temed 4 ul
Tabell 2.20 Nedre gelbuffer

Komponent Mengde
Trizma base 18,170 g
SDS 20% 2,0 ml
MQ-vann ad 100 ml

HCI brukes for d justere pH til 8,8
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Tabell 2.21 Stacking gel

Komponent Mengde
MQ-vann 1,2ml
Akrylamid 0,3 ml
Ovre gelbuffer (tabell 2.11) 0,5 ml
APS 10% 10 pl
Temed 2 ul
Tabell 2.22 Ovre gelbuffer

Komponent Mengde
Trizma base 6,06 g
SDS (20%) 2,0 ml
MQ-vann ad 100 ml
HCI brukes for d justere pH til 6,8

Tabell 2.23 Elfobuffer

TGS 100 ml
Destillert vann 900 ml
Tabell 2.24 Blottebuffer

TG 100 ml
Metanol 200 ml
Destillert vann 700 ml
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2.8.4 Elektroforese

Under elektroforesen vandrer proteinene nedover gelen og separeres ut i fra sterrelse.
Ladningen skal i teorien vere lik, slik at storrelse og 3D-struktur er den eneste parameteren
som pavirker hvor langt proteinene vandrer. Provebufferen (tabell 2.17 og 2.18) skal holde
samme pH som gvre gel. Det er viktig for at proteinene skal havne mest mulig samtidig pa

nedre gel, slik at bandene blir sd smale som mulig og separasjonen god.
Tips: Det er lurt 4 ha laget elfobuffer og blottebuffer for man begynner pa elektroforesen.

Prosedyre for elektroforese:
1. Nar den ovre gelen har stivnet, fjernes plastkammen forsiktig. Glassplatene skylles

forsiktig i springvann.

2. Karet for gelkjoring monteres. (Sett glasset med gelen inn i den grenne plastformen

og sett den inn i formen med elektrodene pa og ta dette sammen i karet.)
3. Elfobuffer (tabell 2.23) helles i karet.
4. Luftbobler under glassplatene fjernes ved hjelp av en beoyd kanyle.
5. En plastkam settes over gelen for & angi brennenes plassering.

6. I den forste brennen tilsettes 5 pl Precision Plus All Blue Standard. Prave tilsettes i

de resterende brennene. 15 pl til smé brenner og 50 pl til store brenner.

7. Gelen kobles til strem. Forst 90 volt i 15 min, deretter 150 volt til prevene har
vandret gjennom hele gelen (ca 1 time). Dersom man ser etter sma proteiner, er det

viktig & ikke la den ga for langt.

2.8.5 Blotting og farging

Ved blottting overfores proteinene og standarden fra gelen til membranpapiret. Fargingen er
for & se hvor mye protein man har fatt p4 membranen og om det er jevn mengde fra hver av

brennene.

Prosedyre for blotting og farging:
1. Bruk bla hansker (pga metanolen).
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2. To skrubber og to filterpapir per gel legges i et kar med blottebuffer (tabell 2.24).

3. Gelen fjernes forsiktig fra glassplatene ved hjelp av en plastspatel. En
nitrocellulosemembran dyppes i blottebuffer og legges oppa den ene siden av gelen.

Et filterpapir legges pa den andre siden. Legg det sammen i denne rekkefolgen:

* Svart plastramme
* Skrubb
* Filterpapir
* Gel
* Membran
* Filterpapir skrubb
* Hyvit plastramme
4. Rammen med gelen puttes i et blottekar. Ha i1 en iskassett og magnetrorer. La den sta
pa kjelerommet og fyll opp med blottebuffer.

5. Stremstyrken settes til 400 mA i 1,5 time eller 50 mA over natt.

7. Membranen legges i et kar med Ponceau S lgsning i 1 minutt med proteinsiden opp,

da blir proteinene farget rede.
8. Membranen vaskes 1 et kar med destillert vann.

9. La overfladig vaske renne av for man legger membranen inn i en plastiomme og tar

bilde av proteinbdndene med en kopimaskin.

2.8.6 Blokking og pasetting av antistoff

Prosedyre
1. Membranen legges i et 50 ml plastrer med proteinsiden mot midten (bruk pinsett og

hansker).

2. Roret tilsettes 5 ml 5 % teorrmelk 1 TBS med Tween (tabell 2.25-26), og legges til

rulling i 1 time.
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. Primaerantistoff og minst 3 ml 5 % terrmelk i TBS m/Tween (tabell 2.25-26) tilsettes
membranen. Blandingsforholdet avhenger av type antistoff og hvor sensitivt det er. I
dette arbeidet ble det benyttet caspase-7 antistoff i blandingsforholdet 1:200, dvs 15
ul caspase-7 antistoff til 3 ml TBS m/Tween. La plastreret ligge til rulling pa

kjelerom over natten.

. Neste dag helles melken med antistoffet av og vaskes deretter tre ganger 10 minutter

med 5 ml 1x TBS m/Tween i romtemperatur.

. Sekundarantistoff i minst 3 ml 5 % terrmelk i TBS m/Tween tilsettes og legges til
rulling i en time. Blandingsforholdet avhenger av type antistoff. Det ble benyttet

”donkey anti-goat”, fordi primerantistoffet var fremstilt fra geit.

. Melken med sekundarantistoff helles av og vaskes tre ganger 10 minutter med TBS

m/Tween ved romtemperatur.

Tabell 2.25 Torrmelk (5 %) i TBS m/ Tween

Terrmelk
TBS m/Tween (tabell 2.26)

Oppbevares kjolig, sjekk at den ikke har blitt
darlig for bruk.

25¢g

50 ml

Tabell 2.26 Tris bufret saltvann (TBS) med Tween

Komponent Mengde
Trizma base 1,21 g
NaCl 4,00 g
Tween 20 0,25 ml
Destillert vann Ad 500 ml
pH justeres til 7,6 med HCI
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2.8.7 Fremkalling

Prosedyre

1.

2.

3.

4.

Fremkallingsvaeske blandes 1:1. Supersignal West Piko brukes ndr man far mye
signal, mens Supersignal West Femto brukes nir man trenger en mer folsom

fremkallingsvaske.

Membranen tas ut av plastreret, overfladig veeske rennes av og membranen legges
med proteinsiden opp pa en glassplate. Ca 1 ml fremkallingsveaske pipetteres ut over
membranen, slik at det fordeler seg godt. Bruk hansker og pinsett. La ligge 1 5

minutter.

Overfladig veeske fra membranen helles av og membranen legges i en plastlomme.

Fremkalles ved hjelp av GeneSnap fra SynGene.

Etter fremkallingen legges membranen i plastreret med 1x TBS eller eventuelt

strippes for pafering av nytt antistoff.

2.8.8 Stripping

Prosedyre
1. Membranen legges i et 50 ml plastrer med proteinsiden mot midten.
2. Plastroret tilsettes 5 ml strippebuffer (Western Blot Stripping Buffer), og legges til
rulling 1 15 min ved romtemperatur.
3. Strippebufferen helles av og membranen vaskes med 5 ml TBS m/Tween ved
romtemperatur i 3 timer.
4. Membranen er klar til & blokkes. Se prosedyren som er tidligere beskrevet 1 2.8.6.
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2.9 Celledgd

For & kvantifisere cellededen etter tilsetning av de forskjellige stoffene i ulike
konsentrasjoner ble det benyttet et stoff som farger kun celler som er dede. Trypanbld farger
celler som har mistet membranintegriteten og dermed kan man i mikroskop, skille pa

levende og dede celler.

2.9.1 Behandling av PC12 celler

Cellene ble sddd ut pd medium skéler. Dagen etter ble de eksponert for stoffene. 24t eller 48t
etter eksponering ble skdlene farget med trypanbld. Da ble vaske fjernet fra cellene slik at
det resterende volumet var 1 ml medium og deretter ble 250 ul trypanblalesning (tabell 2.27)

tilsatt.

Skalene ble satt tilbake i inkubatorskapet i en halvtime, for telling ble utfort. Inkubatorskapet
holdt 37°C og 5% CO..

2.9.2 Behandling av kornceller fra kylling

Cellene ble sadd ut pd mediumskaler. 3 dager etter ble cellene eksponert for stoffene. Dagen
etter eksponering ble skalene farget med trypanblalesning (tabell 2.27). Forst fjernes veske

slik at resterende volum av kyllingmediet er 1 ml, deretter tilsettes 250ul trypanblalesning.

Skélene ble satt tilbake i inkubatorskapet i en halvtime, for telling ble utfert. Inkubatorskapet
holdt 37°C og 5% CO..
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Tabell 2.27 Trypanblilesning

2 % Trypanblai stocklesning
Trypanbla lg

Destillert vann 50 ml

Komponentene blandes sammen og varmes opp til kokepunktet. Dette gjpres i avtrekk.

Deretter settes lgsningen til avkjpling ved romtemperatur for den filtreres.

NaCl stocklesning

NaCl 18¢g
Destillert vann 100 ml
Trypanblilesning

Trypanbld stocklpsning blandes med NaCl stocklgsning i forholdet 1:1 rett for bruk

2.9.3 Telle celledod

Hver skal ble telt for levende og dede celler, tre omrdder i hver skal. Avhengig av hvor

mange celler det var ble en kvart, halve eller hele synsfeltet telt.
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Tabell 2.28 Eksempel pa eksponering av PC12-cellene

Eksponering av
PC12-cellene,
tilsatt 1 PC-12
medium

(tabell 2.1)

PAC-1 10 uM
PAC-130 uM
PAC-1 100 uM
DA 10 uM

DA 30 pM

DA 100 uM
DH 10 uM

DH 30 pM

DH 100 uM
STS 1 uM

STS 2 uM
DMSO 1 pl

Ubehandlet

+/- Caspase-3-hemmer
+/- Caspase-3-hemmer
+/- Caspase-3-hemmer
+/- Caspase-3-hemmer
+/- Caspase-3-hemmer
+/- Caspase-3-hemmer
+/- Caspase-3-hemmer
+/- Caspase-3-hemmer
+/- Caspase-3-hemmer
+/- Caspase-3-hemmer
+/- Caspase-3-hemmer
+/- Caspase-3-hemmer

+/- Caspase-3-hemmer

+/- endring av pH

+/- endring av pH

2.10 Grafer og statistikk

Resultatene er fremstilt grafisk ved bruk av Microsoft Excel 2004 for Mac. Statistikken er

utfort ved hjelp av programmet SigmaStat™. Tallmateriale er angitt som gjennomsnitt og

standardfeil (SEM, standard error of mean), samt antall observasjoner/forsek. Det er angitt 1

figurtekst hvilke statistiske tester og hvilket signifikansnivdet som er brukt. Det er angitt i

tabell tilherende hver figur, hvilke stoffer og konsentrasjoner som er brukt i forseket.
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3. Resultater

3.1 Doseavhengig celledgd indusert av PAC-1i PC12 og
kyllingnevroner

Det er vist at PAC-1 gir celleded i pM-omradet. Derfor ble det utfort cellededstesting med
PAC-1 (lest i DMSO) ved 10, 30 og 100 uM. PAC-1 induserer en doseavhengig celleded 1
PC12 celler og det var signifikant ekt celleded i forhold til kontrollen ved PAC-1 30 og 100
uM 1 PC12 celler (figur 3.1 og tabell 3.1). Skéler med heoy konsentrasjon av PAC-1 kunne gi
krystallisering (vist 1 figur 3.1b). Kyllingkornceller er vist i figur 3.2a. Det observeres
nevroner og ikke-nevronale celler 1 kyllingkulturene, men kun nevroner telles med i
grunnlaget for disse dataene. PAC-1 gir ogsa doseavhengig ded i kyllingkornceller. Det var
signifikant gkt celleded ved PAC-1 30 og 100 uM (figur 3.2 og tabell 3.2) og i kornceller i
serumfritt medium ved PAC-1 100 uM (figur 3.3 og tabell 3.3). I figur 3.28 sees
ubehandlede PCI12 celler, slik de observeres i mikroskop. Hoy konsentrasjon med PAC-1
forte til at mange celler lgsnet fra bunnen (se avsnitt 3.2). De gjenvarende cellene var sma

og runde, med korte utlopere.

90 -
80 -
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40
30 - %ok
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10 | .
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Ubh DMSO PAC-1 10 PAC-1 30 PAC-1 100

Figur 3.1a PAC-1-indusert celleded i PC12 celler eksponert i 24 timer. Cellesuspensjon
ble platet ut i skil og eksponert dagen etter. Celleded i prosent ble malt vha
trypanblifarging 24 timer etter eksponering. ** angir signifikans p<0,001 mot DMSO
og ubh som kontroll ved bruk av one-way ANOVA, Dunnets post hoc test.
Ubh=ubehandlet. Tallene angir PAC-1 konsentrasjon i pM.
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Figur 3.1b Krystalldannelse i 100 uM PAC-1 eksponerte PC12 celler.

Tabell 3.1 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.1a

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige
totalt forsek

Ubh 2,96 0,66 9 8

DMSO 0,1% 2,09 0,45 9 8

PAC-1 10 uM 6,55 0,64 10 9

PAC-1 30 uM 17,23 3,01 5 4

PAC-1 100 uM | 59,36 4,26 10 9
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O

Figur 3.2a Utsnitt av celler slik det observeres i mikroskop. Pilene markerer
kyllingnevroner. Det er en heterogen blanding av celler, bide nevroner og ikke-
nevronale celler. Cellene har medium med serum og er platet ut i skil og inkubert ved
37°C og 5% CO; i 3 dager.
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Figur 3.2b PAC-1-indusert celleded i kyllingkornceller med serum eksponert i 24

timer. Cellesuspensjon ble platet ut i skiler og eksponert 3 dager etter. Celleded er
angitt i prosent og ble mélt vha ved trypanblifarging 24 timer etter eksponering. *
angir signifikans p<0,05 i mot DMSO som kontroll ved bruk av one-way ANOVA,
Dunnets post hoc test. Ubh=ubehandlet. Tallene angir PAC-1 konsentrasjon i pM.
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Tabell 3.2 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.2b

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige
totalt forsek

Ubh 27,74 3,37 5 5

DMSO 17,51 5,11 3 3

PAC-1 10 uM 37,37 7,02 5 5

PAC-130 uM 56,55 11,09 5 5

PAC-1 100 uM 86,24 4,71 5 5
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Figur 3.3 PAC-1-indusert celleded i kyllingkornceller i serumfritt medium eksponert i
24 timer. Cellesuspensjon ble platet ut i skiler og eksponert 3 dager etter. Celledod er
angitt i prosent og ble malt vha trypanblifarging 24 timer etter eksponering. * angir
signifikans p<0,05 i mot DMSO og ubh som kontroll ved bruk av one-way ANOVA,
Dunnets post hoc test. Ubh=ubehandlet. Tallene angir PAC-1 konsentrasjon i pM.
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Tabell 3.3 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.3

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige
totalt forsek

Ubh 43,27 7,71 5 4

DMSO 47,76 6,71 5 4

PAC-1 10 uM 57,20 6,14 5 4

PAC-1 30 uM 53,80 7,32 5 4

PAC-1 100 uM 91,94 8,06 5 4

3.1.1 Caspasehemmer har ingen pavirkning pa PAC-1-indusert

celleded

Det ble sett p& om PAC-1-indusert celleded var caspaseavhengig. Siden den foreslétte
mekanismen er direkte caspase-3-aktivering, ber en caspase-3-hemmer beskytte mot
celledaden. Det ble derfor tilsatt caspase-3-hemmer (CI, Ac-DEVD-CMK, 1 uM) til PC12-
mediet samtidig med PAC-1. Denne caspase-3-hemmeren er, pd tross av navnet, ikke

spesifikk hemmer av kun caspase-3, men hemmer ogsa caspase-6, 7, 8 og 10, ifelge

produsenten Calbiochem.

Det var ingen forskjell pé celleded om CI var tilstede sammen med PAC-1 eller ikke, verken

1 PC12 celler (figur 3.4 og tabell 3.4), kyllingnevroner med serum (figur 3.5 og tabell 3.5)

eller kyllingnevroner i serumfritt medium (figur 3.6 og tabell 3.6).

Det ble malt om CI beskyttet PC12 celer mot celleded indusert av PAC-1 ved 48t (figur 3.7

og tabell 3.7). Det ble heller ikke funnet noen beskyttelse mot PAC-1 med CI ved 48t.
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Figur 3.4 Celledod indusert av PAC-1 med og uten CI mélt etter 24t i PC12 celler.
Cellesuspensjon med PC12 celler ble platet ut i skiler og eksponert dagen etter. PAC-1
og CI ble tilsatt samtidig. Celleded er angitt i prosent og ble mélt vha trypanblifarging
24 timer etter eksponering. Tallene angir konsentrasjon av PAC-1 i pM. CI- og
DMSO-behandlede celler hadde en celleded pa henholdsvis 2,02% og 2,09%.

Tabell 3.4 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.4

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige
totalt forsek

PAC-1 10 uM 7,34 1,41 4 4

PAC-1 10 uM + CI | 6,16 1,37 4 4

1 uM

PAC-1 30 uM 18,22 3,66 4 4

PAC-130uM + CI | 17,49 3,99 4 4

1 uM

PAC-1 100 uM 69,09 5,18 4 4

PAC-1 100 uM + | 73,04 5,02 4 4

Cl1uM
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Figur 3.5 Celleded indusert av PAC-1 med og uten CI malt etter 24 timer i
kyllingnevroner med serum i mediet. Cellesuspensjon med kyllingnevroner ble platet

ut i skiler og eksponert 3 dager etter. PAC-1 og CI ble tilsatt samtidig.
Konsentrasjonene er angitt i tabell 3.5. Celleded i prosent ble méalt vha

trypanblifarging 24 timer etter eksponering. CI- og DMSO-behandlede celler hadde en
celleded pa henholdsvis 28,33% og 17,51%.

Tabell 3.5 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.5

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige
totalt forsek

PAC-1 10 uM 37,37 7,02 3 3

PAC-1 10 uM + | 46,98 3,66 3 3

ClI1uM

PAC-1 30 uM 56,55 11,09 2 2

PAC-130 uM + | 62,66 1,32 2 2

ClI1uM

PAC-1 100 uM 86,24 4,71 4 4

PAC-1 100 uM + | 87,61 2,63 4 4

Cl1uM
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Figur 3.6 Effekt av CI pa PAC-1-indusert celleded i kyllingnevroner med serumfritt
medium eksponert i 24 timer. Cellesuspensjon med Kkyllingnevroner ble platet ut i
skéler og eksponert 3 dager etter. PAC-1 og CI ble tilsatt samtidig. Celleded i prosent
ble malt vha trypanblifarging 24 timer etter eksponering CI- og DMSO-behandlede
celler hadde en celleded pa henholdsvis 45,00 % og 47,76%.

Tabell 3.6 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.6

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige
totalt forsek

PAC-1 10 uM 57,20 6,14 5 4

PAC-1 10 uM + CI | 47,98 4,82 5 4

1 uM

PAC-1 30 uM 53,80 7,32 5 4

PAC-1 30 uM + CI | 58,64 8,89 5 4

1 uM

PAC-1 100 uM 91,94 8,06 5 4

PAC-1 100 uM + | 90,30 9,70 5 4

ClI1uM
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Figur 3.7 Effekt av CI pa PAC-1-indusert celledoed i PC12 celler eksponert i 48 t.
Cellene ble platet ut i skiler og eksponert dagen etter. PAC-1 og CI ble tilsatt samtidig.
Celleded i prosent ble mélt vha trypanblifarging 48 timer etter eksponering. Tallene
angir konsentrasjonen av PAC-1. CI- og DMSO-behandlede celler hadde en celleded
pa 2,19% og 2,49%.

Tabell 3.7 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.7

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige
totalt forsek

PAC-1 10 uM 38,04 7,79 4 4

PAC-1 10 uM + | 24,74 7,76 4 4

Cl1uM

PAC-1 30 uM 50,58 4,46 4 4

PAC-130uM + | 51,78 6,35 4 4

ClI1uM

PAC-1 100 uM | 72,31 8,47 4 4

PAC-1 100 uM | 70,18 6,74 4 4

+CI1uM
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3.1.2 PAC-1-indusert celledad er betydelig hayere ved 48t enn ved
24t

Ved méling av celleded fremmet av PAC-1 ved 24t og 48t er cellededen signifikant hoyere
ved eksponering 1 48t enn i 24t. Forskjellen i celleded mellom de ulike konsentrasjonene

minker nar konsentrasjonen gker (figur 3.8 og tabell 3.8).

I den forste artikkelen til Hergenrother (Putt, Chen et al. 2006) undersgkte de PAC-1-
indusert celleded 1 ulike cellekulturer/linjer ved 24 t og 72 t. Derfor ble det testet pd PC12

celler ved 24t, 48t og 72t med en lav konsentrasjon av PAC-1, som ikke ga nevneverdig

celledad etter 24t (figur 3.9 og tabell 3.9).

Eksperimentet vist i figur 3.9 er en pilot og bare testet en gang. Cellededen har okt
betraktelig fra 24 timer til 48 timer og har ekt videre ved 72 timer, ved eksponering for PAC-
1. Cellededen virker & vaere lik i PAC-1 og Cl-eksponerte celler versus kun PAC-1 ved 48
og 72 t. Celledaden er hayere i cellene eksponert for CI og DMSO, versus kun DMSO.
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Figur 3.8 Celledod i PC12 celler er signifikant heyere ved eksponering i 48 timer versus
24 timer. Cellene er platet ut samtidig, og eksponert dagen etter. Cellededen i prosent
ble milt vha trypanblifarging 24 eller 48 timer etter eksponering. ** angir signifikans
p<0,001 nir 48 timer er sammenlignet med 24 timer for de ulike konsentrasjonene, ved
bruk av t-test.
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Tabell 3.8 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.8

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner | uavhengige
totalt forsek

PAC-1 10 uM 24t 6,00 0,82 7 7

PAC-1 10 uM 48t 43,06 5,59 7 7

PAC-1 30 uM 24t 14,81 1,91 3 3

PAC-1 30 uM 48t 57,13 4,67 7 7

PAC-1 100 uM 24t 54,38 6,83 7 7

PAC-1 100 uM 48t 74,74 10,47 7 7
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Figur 3.9 Celledod i PC12 celler ved 24, 48 og 72 timer. PAC-1 gir mye heyere ded ved
48 og 72 timer. Cellene er platet ut samtidig, og eksponert dagen etter. Cellededen ble
malt vha trypanblifarging 24, 48 eller 72 timer etter eksponering.
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Tabell 3.9 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.9

Eksponering % Celleded 24t | % Celleded 48t | % Celledod 72 t
DMSO 0,1% 2,00 4,85 9,82

DMSO 0,1% + CI 1 uM 1,17 9,16 23,27

PAC-1 10 uM 3,37 56,27 76,52

PAC-1 10 uyM +CI 1 uM 3,78 48,10 69,57

3.1.3 PAC-1 aktiverer caspaser

For a se péd caspaseaktiverende effekt, ble det kjort caspaseassay med PAC-1 og negativ

kontroll, DMSO.

PAC-1 aktiverer caspaser signifikant bedre enn DMSO (figur 3.10 og tabell 3.10). Dette er
ogsa blitt vist tidligere. Det var tvil om hvorvidt caspase-3 lot seg aktivere i noen serlig grad
1 PC12 celler, fordi PAC-1 ga ikke serlig hoy caspaseaktivitet. Derfor ble det ogsa testet

med staurosporin (STS) som positiv kontroll (avsnitt 3.4).

Kurven i figur 3.10 viser at gkningen er storst i starten. Aktiviteten viser linear korrelasjon 1
omrédet fra O til 2 timer, men fir da en endring i kurven. Fra 2 timer og til 24 timer er det
fremdeles lineert, men stigningstallet er da mye lavere. Ved 4 ta utgangspunkt i tallene i det
forste lineere omréadet, gir PAC-1 en okning i caspaseaktivitet pd 151,29 RFU/time med
korrelasjon pa R*=0,7925. Videre er stigning fra tid 2 til 24 pa 7,78 RFU/time med
korrelasjon pa R*=0,9772. Tilsvarende gir DMSO en stigning pa 49,05 RFU/time ved tid 0
til 2, og fra tid 2 til 24 er det ingen stigning.

Figur 3.11, 3.12 og 3.13 er fra samme cellesplitting som cellededsstudiene i figur 3.9 og er
bare utfort en gang. PAC-1 viser caspaseaktivering etter eksponering i 24, 48 og 72 timer.

Ved tilsetting av CI samtidig med annen eksponering, vises ingen caspaseaktivering,
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Figur 3.10 Caspaseaktivitet milt som RFU i PC12 celler eksponert med PAC-1 og
DMSO i 4t for tilsetting av RIPA-buffer. Cellene ble platet ut i 96-brennersplater og
eksponert dagen etter. * angir signifikans p<0,05 fra tid 0,5 ved bruk av t-test. Forseket
er utfort 6 ganger.

Tabell 3.10 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.10

Eksponering Tid 0 Tid 0,5 Tid 2 Tid 19 Tid 24
DMSO 0,1 %, 65,83 39,26 149,33 136,92 145,78
Casp.akt.

DMSO 0,1%, 39,4 61,21 45,45 44,54 47,31
SEM

PAC-1 100 uM, 95,39 327,47 442,67 593,54 605,68
Casp.akt

PAC-1 100 uM, 47,93 98,14 114,33 151,84 147,90
SEM
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Figur 3.11 Caspaseaktivering malt som RFU etter 24t eksponering i PC12 celler.
Cellene ble platet ut i 96-brennersplater, eksponert dagen etter og tilsatt RIPA 24t
etter eksponering.

Tabell 3.11 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.11

Eksponering Tid 0 Tid 0,5 Tid 19 Tid 24
PAC-10 uM 74 3928 4884 4332
PAC-10 uM + -12 28 512 544
Cl1uM

DMSO 0,1% -17 119 463 459
DMSO 0,1 % + | -110 -31 -5 5
Cl1uM
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Figur 3.12 Caspaseaktivering i RFU etter 48t eksponering i PC12 celler. Cellene ble
platet ut i 96-brennersplater, eksponert dagen etter og tilsatt RIPA 48t etter
eksponering.

Tabell 3.12 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.12

Tid 0 Tid 0,5 Tid 19 Tid 24
PAC-10 uM 387 8151 11286 10077
PAC-10 uM + -5 68 972 1001
Cl1uM
DMSO 0,1% -3 2484 7191 6858
DMSO 0,1 % + |43 -154 16 27
Cl1uM
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Figur 3.13 Caspaseaktivering i RFU etter 72t eksponering i PC12 celler. Cellene ble
platet ut i 96-brennersplater, eksponert dagen etter og tilsatt RIPA 72t etter
eksponering.

Tabell 3.13 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.13

Tid 0 Tid 0,5 Tid 21
PAC-10 uM 192 3015 3823
PAC-10uM +CI'1 | -87 -113 498
uM
DMSO 0,1% 22 1721 10513
DMSO 0,1 % +CI | -192 -190 470
1 uM
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3.2 Antallet observerte celler er lavere etter PAC-1-
eksponering

Ved telling av PC12 celler ble det observert et lavere antall celler pa bunnen av skélen, nar
de var behandlet med PAC-1 versus ubehandlet. Ved kvantitativ maling pa dette, ses en
nedgang i antall celler som omvendt proporsjonal med dosen (figur 3.14 og tabell 3.14). DA
100 (kapittel 3.3) viser knapt noen nedgang, og staurosporin viser en signifikant, men svak
nedgang. PAC-1 derimot viser en signifikant sterk reduksjon i antall celler sammenlignet

med kontrollen. STS 2 uM viser en heyere andel celleded enn PAC-1 100 uM.

Cellededen blant cellene som flot i mediet sammenlignet med den respektive skalens bunn
viste at cellededen var relativt lik (figur 3.15 og tabell 3.15). Det ble videre antatt at
celledoden som ble observert i skdlen var tilnermet den reelle, og at den ikke ble

overestimert eller underestimert pé tross av at mange celler falt av.
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Figur 3.14 Prosentvis celletall ved eksponering for ulike stoffer i forhold til ubehandlet
(ubehandlet er 100%). Cellene er platet ut i skiler og eksponert dagen etter. Cellene
ble telt vha trypanblifarging 24t etter eksponering. ** angir signifikans p<0,001 og *
angir signifikans p<0,05 mot ubehandlet, ved bruk av t-test. Stoffer og konsentrasjoner
som er benyttet er angitt i tabell 3.14.
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Tabell 3.14 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.14 Tallene er normalisert slik
at antall celler i ubehandlet preve er 100 %, mens de andre tallene er relative til

ubehandlet.
Eksponering % Celletall | % Celletall | Antall celler | +/- SEM | Antall
levende dede relativt til observasjoner
Ubh totalt

Ubh 97,28 2,63 100 0 4
PAC-1 10 uM 60,36 3,93 64,33 7,18 4
PAC-130 uM 37,73 7,61 45,37 4,10 4
PAC-1 100 uM 10,11 22,65 32,79 4,90 4

DA 10 uM 90,27 2,67 92,98 12,68 4

DA 30 uM 83,09 4,09 87,24 18,31 4

DA 100 uM 52,52 19,07 71,63 24,27 4

DH 10 uM 93,05 2,47 95,59 18,87 4

DH 30 uM 82,99 3,33 86,37 15,00 4

DH 100 uM 77,58 3,73 81,35 16,81 4
DMSO 0,1 % 121,10 3,88 125,04 40,72 4

STS 1 uM 48,26 20,06 68,38 13,23 4
STS 2 uM 15,70 22,08 37,78 14,81 4
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Figur 3.15 Prosent celleded i skil (adherente) og i mediet (cellesuspensjon) ved ulike
eksponeringer angitt i tabell 3.15. Cellene er platet ut i skiler og eksponert dagen etter.
Cellene ble telt vha trypanblifarging 24t etter eksponering, enten i skilene eller at det
respektive mediet ble helt over i en annen skil og telt. Tallene angir konsentrasjonen av
PAC-1.

Tabell 3.15 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.15

Eksponering Celleded +/- SEM Celleded +/- SEM Antall
adherente adherente celle- celle- observasjon
celler celler suspensjon suspensjon | er

Ubh 3,10 0,13 5,57 2,96 2

DMSO 0,1% 1,82 0,22 9,03 3,47 2

PAC-1 10 uM 5,61 1,12 15,08 8,25 2

PAC-1 100 uM 57,15 0,67 48,00 4,33 2

3.3 Ufullstendig ortho-hydroksy N-acyl hydrazonestruktur
gir ingen effekt

Gjennom & gjore studier pé strukturaktivitetsforhold ble det undersekt hvilken betydning
OH-gruppen i ortho-hydroksy N-acyl hydrazonestrukturen hadde for caspaseaktiveringen og
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celleded. Det var dermed enskelig & bruke PAC-1 uten OH-gruppen. Det var ikke mulig &
anskaffe et PAC-1-derivat uten OH-gruppen, men det var tilgjengelig PAC-1 uten allyl og
OH-gruppen (DH). For & kunne sammenligne DH med PAC-1 ble deallyl-PAC-1 (DA) brukt
itillegg.

DA er strukturelt likt som PAC-1, bortsett fra at DA mangler en allylgruppe pa fenolringen.
Denne allylgruppen péavirker cellededen. Effekten av DA er tilstede, da eksponering med
100 uM DA gir en signifikant celleded ift placebo. DH var ment & vare negativ kontroll,
siden OH-bindingen pd ortho-hydroksy N-acyl hydrazonestrukture er essensiell for den
chelaterende effekten. Peterson et al (2009) viste at DH har tilnermet ingen sinkchelaterende

effekt, sa derfor var det onskelig & se om den hadde effekt pé celleded og caspaseaktivering.

Det er vist i figur 3.16 at DA 100 uM gir signifikant gkt celledod sammenlignet med DA 10
og 30 uM. DH 100 gir ikke signifikant celleded sammenlignet med 10 og 30 uM. I
kyllingnevronene var det ingen signifikant celledod ved eksponering med DA 100 uM
sammenlignet med 10 og 30 uM. PAC-1 100 uM gir signifikant heyere celleded enn PAC-1
10 og 30 uM Spredningen i cellededstallene i1 kylling var stor (figur 3.17 og tabell 3.17).

Forskjell i celleded er signifikant forkjellige ved PAC-1 100 uM og DA 100 uM. Forskjellen
mellom celledod fremmet av DA 100 uM og DH 100 uM viste en p-verdi akkurat over
signifikansnivdet som er satt til 0,05. DH 100 uM viste ingen signifikant forskjell fra DMSO
0,1 %.

Caspasehemmer pévirker ikke celleded indusert av DA eller DH (figur 3.18 og tabell 3.18).

PAC-1 gir signifikant gkt caspaseaktivering sammenlignet med DH ved alle tidspunkter fra
tid 0,5 (figur 3.19 og tabell 3.19). PAC-1 gir kun signifikant caspaseaktivering ift. DA ved
tid 24. DA og DH viser relativt like caspaseaktiverende egenskaper, og de er svakt gkt, men
ikke signifikant forskjellige fra DMSO (graf ikke vist, se data i figur 3.10 og tabell 3.10 for
DMSO samt figur 3.19 og tabell 3.19).
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Figur 3.16 Celledod i PC12 celler etter eksponering i 24 timer med PAC-1, DA og DH i
konsentrasjonene 10, 30 og 100 u M. Cellene er platet ut i skiler og eksponert dagen
etter. Celleded i prosent ble milt vha trypanblifarging 24t etter eksponering. ** angir

signifikans p<0,001, og * angir signifikans p<0,05 ved bruk av t-test.

Tabell 3.16 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.16

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige
totalt forsek

PAC-1 10 uM 7,34 1,41 4 4

PAC-1 30 uM 18,22 3,66 4 4

PAC-1 100 uM 64,08 5,18 6 5

DA 10 uM 3,98 1,06 4 4

DA 30 uM 5,96 2,33 4 4

DA 100 uM 20,24 4,41 6 5

DH 10 uM 4,02 1,8 4 4

DH 30 uM 4,37 1,42 4 4
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Figur 3.17 Celledod i kyllingnevroner med serum i mediet etter eksponering i 24 timer
med PAC-1, DA og DH i konsentrasjonene 10, 30 og 100 pM. Cellene er platet ut i

skéler og eksponert 3 dager etter. Celleded i prosent ble malt vha trypanblafarging 24t
etter eksponering. ** angir signifikans p<0,001, og * angir signifikans p<0,05 ved bruk

av t-test.

Tabell 3.17 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.17

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige
totalt forsek

PAC-1 10 uM 37,37 7,02 5 5

PAC-130 uM 56,55 11,11 5 5

PAC-1 100 uM | 88,16 4,30 6 6

DA 10 uM 39,80 18,00 3 3

DA 30 uM 38,83 14,43 3 3

DA 100 uM 51,60 11,42 4 4

DH 10 uM 26,56 5,23 3 3
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DH 30 uM 27,17 6,44 2 2

DH 100 uM 30,77 4,94 4 4
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Figur 3.18 Tilsetting av CI virker ikke inn pa celleded indusert av PAC-1, DA eller DH.
Cellene er platet ut i skiler og eksponert dagen etter. Celleded i prosent ble malt vha
trypanblifarging 24t etter eksponering.

Tabell 3.18 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.18

Eksponering % Celleded | +/- SEM % Celleded | +/- SEM Antall
uten CI med CI observasjoner
totalt
PAC-110uM | 7,34 1,41 6,16 1,37 4
PAC-130 uM 18,22 3,67 17,49 3,99 4
PAC-1 100 uM | 69,09 5,97 73,04 5,02 4
DA 10 uM 3,98 1,06 3,23 2,14 4
DA 30 uM 5,96 2,32 6,01 1,84 4
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DA 100uM [ 25,53 6,04 23,70 4,57 4
DH 10 uM 4,02 1,80 3,85 1,78 4
DH 30 uM 4,37 1,42 4,68 1,21 4
DH 100 uM 8,29 2,48 4,16 1,45 4
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Figur 3.19 Caspaseaktivitet milt ved RFU i PC12 celler eksponert for PAC-1, DA og
DH i 4t. Cellene er platet ut i 96-brennersplater og eksponert dagen etter. RIPA ble
tilsatt 4 timer etter eksponering, og angir tid 0. * angir signifikans p<0,05 mot PAC-1
ved one-way ANOVA, dunnett post hoc test. Ved t=24 er biade DA 100 og DH 100
signifikante. Antallet forsek er 6.

Tabell 3.19 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.19.

Tid 0 Tid 0,5 Tid 2 Tid 19 Tid 24
PAC-1 100 uM | 95,39 327,47 442,67 593,54 605,68
Casp.akt.
PAC-1 100 uM, | 47,93 98,14 114,33 151,84 147,90
SEM
DA 100 uM, 33,74 136,07 212,94 244,42 234,18
Casp.akt
DA 100 uM, 78,22 43,29 49,15 72,86 76,81
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SEM

DH 100 uM, 130,46 68,10 110,78 192,53 227,32
Casp.akt

DH 100 uM, 51,04 31,16 22,40 63,29 63,31
SEM

3.4 Staurosporin induserer celledgd i PC12 celler og
kyllingnevroner

Staurosporin (STS) aktiverer caspaser og gir celledead i flere celletyper (Porcelli, Ghelli et al.
2004). Det var enskelig med en positiv kontroll for PAC-1 som aktiverer caspaser som et
ledd i mitokondrieindusert apoptose. Det har blitt publisert tidligere at PC12 celler fér
aktivert caspaser og der som felge av STS (Kruman, Guo et al. 1998).

En signifikant celleded observeres etter 24 timers eksponering i PC12 celler med STS 0,5 og
1 uM (figur 3.20 og tabell 3.20), og i kyllingnevroner (med serum) med STS 1 uM (figur
3.21 og tabell 3.21). Cellene som ble observert i mikroskop var smé og runde, og hadde til

dels fragmentere utlopere.

Staurosporin gir signifikant og sterk ekning 1 caspaseaktivitet 1 PC12 celler.
Caspaseaktiviteten oker proporsjonalt med tiden i de to forste timene med en R*-verdi pa
0,9398 (korrelasjonsverdi), men sé flater kurven ut. Det er derfor riktig & se pd stigningen de
forste 2 timene som uttrykk for caspaseaktiverende effekt (figur 3.22). Stigningen er pa
4300 RFU/min fer den flater ut.
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Figur 3.20 Staurosporinindusert celleded i PC12 celler. Cellene er platet ut i skiler og
eksponert dagen etter. Celleded i prosent ble mélt vha trypanblifarging 24 timer etter
eksponering. * angir signifikans p<0,05 ved one-way ANOVA, Dunnetts post hoc test.

Tabell 3.20 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.20

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner | uavhengige
totalt forsek

DMSO 1,62 0,19 4 4

STS 0,5 uM 12,41 1,73 5 4

STS 1 uM 87,82 3,53 4 4
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Figur 3.21 Staurosporinindusert celleded i kyllingnevroner med serum i mediet.
Cellene er platet ut i skiler og eksponert 3 dager etter. Celleded i prosent er malt vha
trypanblifarging 24 timer etter eksponering. ** angir signifikans p<0,001 ved bruk av

t-test.

Tabell 3.21 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.21

Eksponering % Celleded +/- SEM Antall observasjoner
DMSO 17,51 6,59 3
STS 1 uM 99,35 0,65 3
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Figur 3.22 STS gir signifikant ekning i caspaseaktivitet i PC12 celler. Cellene er platet
ut i 96-brennersplater og eksponert dagen etter. RIPA ble tilsatt 4t eksponering og er

satt til tid 0. * angir signifikans p<0,001 ved bruk av t-test, fra tid 0,5. Antallet forsek

er 6.

Tabell 3.22 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.22

Tid 0 Tid 0,5 Tid 2 Tid 19 Tid 24
DMSO 0,1 %, 65,83 39,26 149,33 136,92 145,78
Casp.akt.
DMSO 0,1%, 39,4 61,21 45,45 44,54 47,31
SEM
STS 1 uM, 591,60 4934,30 9805,33 10317,93 10891,75
Casp.akt
STS 1 uM, SEM 123,55 1083,70 252237 2765,11 3174,02

3.5 STS gir betydelig bedre caspaseaktivering enn Pac-1

Figur 3.23 viser at staurosporin er en god caspaseaktivator. Det er caspaser i PC12 celler og
de lar seg aktivere, men PAC-1 aktiverer ikke caspasene i like stor grad som STS. Variansen
er stor fra en méiling til neste. Caspaseaktiviteten, ved STS-eksponering, eker lineert de

forste 2 timene. Deretter far stigningstallet en nedgang i RFU/time etter ca 2 timer, men
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fortsetter da ogsa lineart. For de to forste timene er stigningstallet til caspaseaktiviteten pa
4293,1 RFU/time med R*-verdi pa 0,9398, samtidig som DMSO ikke viser like sterk lineaer
korrelasjon (R*=0,79). Fra 2 timer til 24 timer er stigningstallet til caspaseaktiviteten pa

44,47 RFU/time med R*-verdi pa 0,8903.
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Figur 3.23 Caspaseaktivitet i PC12 celler eksponert med STS og PAC-1 i 4t. Cellene er
platet ut i 96-brennersplate og eksponert dagen etter. RIPA ble tilsatt 4t etter
eksponering og angir tid 0. * angir signifikans p<0,05 ved bruk av t-test, fra tid 0,5.
STS-dataene er de samme som i figur 3.22. Antall forsek er 6.

Tabell 3.23 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.23

Tid 0 Tid 0,5 Tid 2 Tid 19 Tid 24
PAC-1 100 uM, 95,39 327,47 442,67 593,54 605,68
Casp.akt.
PAC-1 100 uM, 47,93 98,14 114,33 151,84 147,90
SEM
STS 1 uM, 591,60 4934,30 9805,33 10317,93 10891,75
Casp.akt
STS 1 uM, SEM 123,55 1083,70 252237 2765,11 3174,02
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3.6 PAC-1 og STS gitt i kombinasjon gir synergi

Det ble observert en mye hgyere aktivering av caspasene i STS-eksponerte PC12 celler.
Derfor ble det undersgkt om STS gjorde noe med cellene, som PAC-1 ikke klarte, og
hvorvidt de sammen ville kunne aktivere caspasene bedre. Cellene ble eksponert for en lav
dose med PAC-1 og STS, som i seg selv ikke ga noen sarlig heoy ded, og kombinasjon av
disse dosene (figur 3.24 og tabell 3.24).

Det er veldig interessant at det er en synergistisk effekt av kombinasjonen. Det ble testet
caspaseaktivering ved eksponering for de samme konsentrasjonene av stoffene, for a se om
dette ogséd gjaldt caspaseaktiveringen (figur 3.25 og tabell 3.25). Det er okt caspaseaktivitet
ved eksponering for bdde PAC-1 og STS, men denne var ikke signifikant forskjellig fra STS
eller PAC-1, da standardfeilen (SEM) var stor. STS 0,5 var signifikant forskjellig fra PAC-1.

Caspaseaktiveringen blir helt hemmet ved tilsetting av CI samtidig med STS og PAC-1
(figur 3.26 og tabell 3.26). Denne var kun signifikant i tid 0,5 pd grunn av stor standardfeil 1

de senere tidspunktene.
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Figur 3.24 Celledod i PC12 celler eksponert for PAC-1 10 uM, STS 0,5 uM eller
kombinasjon av PAC-1 og STS. Cellene er platet ut i skiler og eksponert dagen etter.
Celleded ble telt etter 24 timer. ** angir signifikans p<0,001 ved bruk av t-test, bade
kombinasjonen mot STS og PAC-1, men ogsi kombinasjonen mot summen av PAC-1-
og STS-indusert celledod.
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Tabell 3.24 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.23

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige
forsek
DMSO 0,1% 1,62 0,19 4 4
PAC-1 10 uM 5,40 0,83 5 4
STS 0,5 uM 12,41 1,73 5 4
PAC-1 10 uM + | 50,09 6,23 5 4
STS 0,5 uM
7000 1 —e—PAC-1 10
6000 —— Sts 0,5

—&— PAC-1 10 + Sts 0,5

5000 - —>—DMSO0
4000 -
3000 - *
2000
1000 -
0 i= ———% ‘
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Figur 3.25 Caspaseaktivering i PC12 celler eksponert for PAC-1, STS eller
kombinasjonen. Aktiveringen er mélt i RFU. Cellene er platet ut i 96-brennersplate og
eksponert dagen etter. RIPA ble tilsatt 4t etter eksponering og angir tid 0. * angir
signifikans p<0,05 mot PAC-1 ved bruk av t-test fra tid 0,5. Antallet forsek er 4.

Tabell 3.25 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.24

Tid 0 Tid 0,5 Tid 19 Tid 24

PAC-1 10 uM 11,54 87,88 65,38 65,88
casp.akt

78




PAC-1 10 uM, | 79,84 123,37 33,21 29,38
SEM

STS 0,5 uM 171,25 2348,42 3276,67 3098,71
casp.akt

STS 0,5 uM, 142,96 704,91 992,31 967,98
SEM

PAC-1 10 uM + | 196,88 3134,50 4750,46 4689,50
STS 0,5 uM
casp.akt.

PAC-1 10 uM + | 153,76 1025,64 2043,17 1982,64
STS 0,5 uM,
SEM

DMSO 0,1% 4,13 5,79 -42,71 -34,21
casp.akt

DMSO 0,1%, 78,24 65,47 48,01 52,31
SEM

5500 -
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Figur 3.26 Tilsetting av CI samtidig med eksponering av de andre stoffene hemmer
caspaseaktivering helt. Caspaseaktiveringen er angitt i RFU. Cellene er platet ut i 96-
brennersplate og eksponert dagen etter. RIPA ble tilsatt 4t etter eksponering og angir
tid 0. * angir signifikans p<0,05 og gjelder bare t=0,5. Antallet forsek er 4.
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Tabell 3.26 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.25

Tid 0 Tid 0,5 Tid 19 Tid 24

PAC-1 10 uM + | 196,88 3134,50 4750,46 4689,50
STS 0,5 uM
casp.akt.

PAC-1 10 uM + | 153,76 1025,64 2043,17 1982,64
STS 0,5 uM,
SEM

PAC-1 10 uM + | -123.21 -16,21 -128,92 -132,63
STS 0,5 uM +
CI 1uM,
casp.akt.

PAC-1 10 uM + | 108,00 80,11 54,07 52,32
STS 0,5 uM +
CI1uM, SEM

3.7 pH pavirker PAC-1-indusert celledad

PAC-1 gir signifikant celleded, sammenlignet med ubehandlet, ved alle pH-verdier bortsett
fra ved pH 4,15 (figur 3.27 og tabell 3.27). Ved pH 4,15 er cellededen mye hoyere enn ved
5,75 og det er sannsynligvis mange prosesser som pavirkes av pH nar den er sa sur, at PAC-
1 spiller en liten betydning. Ved surgjering av PC12-mediet var det en potensering i effekten
til PAC-1. Ratioen mellom celledoden i PAC-1-behandlede celler og ubehandlede blir

mindre med surere pH, mens differansen i celleded oker.

Cellene var morfologisk annerledes ved sur pH. Det ble observert mindre og rundere celler
med lavere pH (figur 3.28). Cellene hadde ogsa faerre utlopere ved pH 4,15 enn pH 7.4.
Celletallet viste en tendens til reduksjon ved minkende pH (figur 3.29 og tabell 3.28).
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Figur 3.27 Celleded ved ulike pH-verdier med og uten tilsetting av PAC-1 10 puM. PC12
cellene er platet ut i skiler og eksponert dagen etter. Celleded i prosent er mélt vha
trypanblifarging 24 timer etter eksponering. * angir signifikans p<0,05 og ** angir
signifikans p<0,001, ved bruk av t-test.

Tabell 3.27 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.27

Eksponering % Celleded +/- SEM Antall Antall vavhengige
observasjoner forsek

pH 74 1,58 0,56 4 4

pH 6,25 3,03 0,71 5 4

pH 6,00 3,21 0,54 5 4

pH 5,75 5,01 1,31 5 4

pH 4,15 52,84 9,22 4 4

PAC-1 10 uM + | 6,29 0,52 5 4

pH 7,4

PAC-1 10 uM + | 9,70 2,18 5 4

pH 6,25

PAC-1 10 uM + | 11,04 2,42 5 4
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pH 6,00
PAC-110 uM + | 17,77 4,67 5 4
pH 5,75
PAC-110 uM + | 61,48 4,05 4 4
pH 4,15

Figur 3.28 PC12 celler med pH 4,15 i mediet (t.h) eksponert i 24 t og ubehandlet (pH
7,4, t.v) Bildene er tatt fra to av skidlene som er telt i figur 3.27.
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Figur 3.29 PC12-celler behandlet med ulike pH-verdier, med og uten PAC-1. Det er

samme skiler som er brukt her som i figur 3.27.

Tabell 3.28 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.29 Antallet celler i ubehandlet
skil med pH 7.4 er 100%, mens de andre tallene er relative til den ubehandlede.

Eksponering Levende celler | Dade celler +/- SEM Antall
observasjoner

PAC-1 10 uM + | 92,44 6,49 7,96 4

pH 7,4

PAC-1 10 uM + | 53,02 7,54 12,25 4

pH 6,25

PAC-1 10 uM + | 66,18 12,46 14,57 4

pH 6,00

PAC-1 10 uM + | 52,35 19,97 10,37 4

pH 5,75

PAC-1 10 uM + | 17,23 18,71 15,50 4

pH 4,15

pH 7,4 98,49 1,51 0 4

pH 6,25 64,26 2,38 22,55 4

pH 6,00 62,84 2,26 15,78 4

pH 5,75 52,77 3,81 13,65 4
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pH 4,15 42,12 42,22 41,46 4

3.8 ROS-fangere gir delvis beskyttelse mot PAC-1-indusert
celledad.

3.8.1 Celledad i PC12 celler og kyllingnevroner eksponert med
ROS-fangere

Den konservative hypotesen tilsier at PAC-1 skal gi en direkte caspase-3 aktivering, og at
denne aktiveringen kommer etter eventuell involvering av initiatorcaspaser, mitokondrier og
vekstfaktorer. Det var derfor veldig interessant & se om ROS-fangere hadde noen pévirkning
pa celleded. Dihydrorhodamine er en peroksynitrittngytraliserer, vitamin C og E (viktig for &
motvirke lipidoksidering) og MitoTracker® Red er generelle radikalfangere. Vitamin C & E
ga en signifikant reduksjon i celleded i forhold til PAC-1 i PC12 celler. Det var ogsa
signifikant reduksjon med vitamin C & E i celler eksponert med STS. Dersom det hadde blitt
gjort flere forsek i kylling, kunne det kanskje ogsa blitt vist signifikant reduksjon der.
Variasjonen i tallene i kyllingnevronforsekene var store, men det var en tendens til
beskyttelse av vitaminene. MitoTracker® Red passerer mitokondriemembranen og blir
oksidert av oksygenradikaler. Den fluoriscerer ogsa nér den blir oksidert, noe som ble testet i

ROS-assay. Det ble ikke vist noen generering av ROS ved bruk av MitoTracker® Red.
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Figur 3.30 Celledod i PC12 celler eksponert for PAC-1 og vitamin C og E. Cellene ble
platet ut i skiler og eksponert dagen etter. Celleded i prosent ble milt vha

trypanblifarging 24t etter eksponering. * angir signifikans p<0,05 ved bruk av t-test.
Stoffer og konsentrasjoner som ble brukt er angitt i tabell 3.29.

Tabell 3.29 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.30

Eksponering % Celleded +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige

forsek

DMSO 0,1 % 6,58 0,44 4 4

PAC-1 100 uM 45,82 3,46 6 5

VitC2uM + |436 1,76 5 4

vit E 10 uM

PAC-1 100 uM + | 34,96 2,81 6 5

vitC2 uM + vit

E 10 uM
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Figur 3.31 Celleded i PC12 celler eksponert for PAC-1 og DHR. Cellene ble platet ut i
skéler og eksponert dagen etter. Celleded ble mélt vha trypanblifarging 24t etter
eksponering. Stoffer og konsentrasjoner er angitt i tabell 3.30.

Tabell 3.30 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.31

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige

forsek

DMSO 0,1 % 2,00 0,62 3 2

PAC-1 100 uM 51,44 4,28 3 2

DHR 1 uM 3,02 1,13 3 2

PAC-1 100 uM + | 40,46 4,54 3 2

DHR 1 uM
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Figur 3.32 ROS-fangere hemmer cellededen indusert av STS. Cellene ble platet ut i

| , i

Sts + Vit C&E

skéler og eksponert dagen etter. Celleded i prosent ble malt vha trypanbliafarging 24t

etter eksponering. * angir signifikans p<0,05 ved bruk av t-test. Konsentrasjoner er

angitt i tabell 3.31.

Tabell 3.31 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.32

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall
observasjoner

VitC2 uM + 2,48 0,70 2

vit E 10 uM

STS 1 uM 82,00 1,53 2

STS1+vitC2 | 31,61 10,86 2

uM + vit E 10

uM
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Figur 3.33 Celleded i kyllingnevroner med serum i mediet, eksponert med PAC-1,
PAC-1 og vitamin C og E, og kontroll. Cellene ble platet ut i skiler og eksponert 3
dager etter. Celledoed i prosent ble malt vha trypanblifarging 24t etter eksponering.
Stoffer og konsentrasjoner er angitt i tabell 3.32.

Tabell 3.32 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.33

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige

forsek

DMSO 0,1% + | 42,78 0,53 2 2

vit C 2 uM + vit

E 10 uM

PAC-1 30 uM 55,34 0,12 2 2

PAC-130 uM + | 43,65 4,82 2 2

vit C 2 uM + vit

E 10 uM
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Figur 3.34 Celleded i kyllingnevroner med serumfritt medium, eksponert med PAC-1,
PAC-1 og vitamin C og E, og kontroll. Cellene ble platet ut i skiler og eksponert 3
dager etter. Celledod i prosent ble malt vha trypanblifarging 24t etter eksponering.
Stoffer og konsentrasjoner er angitt i tabell 3.33.

Tabell 3.33 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.34. Tallene er normalisert
fordi variasjonen i basalded ved forsekene var stor, mens den relative forskjellen i
celledod mellom PAC-1 og PAC-1 med vitaminer var jevnere.

Eksponering % Celledod +/- SEM Antall Antall
observasjoner uavhengige

forsek

DMSO 0,1% + | 102,54 9,23 5 4

vit C 2 uM + vit

E 10 uM

PAC-1 30 uM 100 0 5 4

PAC-130uM + | 91,20 4,18 5 4

vit C 2 uM + vit

E 10 uM

3.8.2 ROS-assay utfert med DHR i PC12

Det sa ut som at ROS-fangere hadde effekt pé celleded, og derfor ble det ogsa utfert ROS-
assay. Denne metoden skal se hvorvidt det blir generert ROS ved at proben, DHR, blir
oksidert i narveer av peroksynitritt og DHR vil da fluoriscere. I PC12 celler vil STS
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generere peroksynitritt, og peroksynitritt er veldig viktig i staurosporinindusert ded. Cellene
ble eksponert i 4t med STS som positiv kontroll, da dette tidspunktet tidligere har blitt vist &
gi mest fluorescens ndr DHR har blitt brukt som probe (Kruman, Guo et al. 1998).

Staurosporin skulle vere en god positiv kontroll til denne metoden, da virkningsmekanismen
til staurosporin involverer ROS-dannelse. Det var derfor overraskende at brennene eksponert
med staurosporin ikke ga noen serlig fluoriscens av DHR. STS var ingen god positiv
kontroll i disse forsekene (figur 3.35 og tabell 3.34). Det gjennomsnittlige stigningstallet er
lavere enn hos kontrollen. Det kan tolkes ut fra figur 3.35 at staurosporin er en dérlig positiv

kontroll eller at metoden er darlig (diskusjonsdelen).

Malingene som ble gjort ga stor spredning ved alle stoffer. Det ble derfor ikke gjort noen
signifikante funn. Resultatene viser at PAC-1 gjor at DHR fluoriscerer mer enn i kontrollen

og derivatene (figur 3.37-38 og tabell 3.34).

1,2 -

0,8
0,6
0,4

0,2

DMSO STS

Figur 3.35 ROS-dannelse milt i RFU i PC12 celler eksponert for DMSO 0,1% og STS 1
uM. Cellene ble platet ut i 96-brennerplater og eksponert dagen etter. 3t etter
eksponering ble det tilsatt DHR til mediet og 4t etter eksponering ble fluorescens mailt.
For tallmateriale se tabell 3.34.

90



30 4

25 4

y = 0,7761x + 4,5402
R? = 0,929

0 5

10 15

25

Figur 3.36 Korrelasjon av fluorescens (RFU) som funksjon av tid ved miling av DHR
og ROS-aktivitet i PAC-1 100 pM eksponerte PC12 celler. Cellene ble platet ut i 96-
brennersplater og eksponert dagen etter. 3t etter eksponering ble det tilsatt DHR til

mediet og 4t etter eksponering ble fluorescens malt.

Tabell 3.34 ROS-aktivitet i 96-brennersplater med PC12 celler eksponert med ulike
stoffer. Stigningstall som var mer enn 2 standard avvik fra gjennomsnittmélingen er

utelatt.
Stoff Stigningstall R-verdi SEM Antall
RFU/min

PAC-1 100 uM | 0,78 0,93 0,22 11
DA 100 uM 0,76 0,96 0,13 11
DH 100 uM 0,61 0,92 0,09 12
DMSO 0,1% 0,88 0,95 0,15 12
STS I uM 0,60 0,95 0,15 11
Ubh 0,64 0,93 0,10 11
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PAC-1 100 uM | 0,49 0,94 0,07 8
+CI1uM

Cl 1uM 0,50 0,92 0,10 7
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Figur 3.37 ROS-dannelse mélt i RFU i PC12 celler eksponert for PAC-1 100 uM, CI 1
uM og kombinasjonen. Cellene ble platet ut i 96-brennersplater og eksponert dagen
etter. 3t etter eksponering ble det tilsatt DHR til mediet og 4t etter eksponering ble
fluorescens malt. For tallmateriale se tabell 3.34.
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Figur 3.38 ROS-dannelse mélt i RFU i PC12 celler eksponert for PAC-1 100 pM, DA
100 uM og DH 100 nwM. Cellene ble platet ut i 96-brennersplater og eksponert dagen
etter. 3t etter eksponering ble det tilsatt DHR til mediet og 4t etter eksponering ble
fluorescens milt. Se tallmateriale i tabell 3.34.

3.8.3 ROS-assay utfert med DHR i kyllingnevroner

ROS-assay utfert i1 kyllingnevronene (med serum i mediet) viste ingen gkning i RFU/min
(figur 3.40 og tabell 3.35). Korrelasjonen viste at det var ingen lineeer sammenheng. Dette
forseket ble utfort en gang med 2 paralleller. Kyllingnevroner ble behandlet med PAC-1,
DA, DH og DMSO, og skélene ble hestet etter 4t og deretter lest av. Det ble ikke utfort flere
forsek i kylling.
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Figur 3.40 PAC-1 viste ingen okning i RFU/min nir ROS-aktivitet ble malt i
kyllingnevroner. Cellene ble platet ut i 96-brennersplater og eksponert 3 dager etter. 3t
etter eksponering ble det tilsatt DHR til mediet og 4t etter eksponering ble cellene
hestet, pipettert ut i 96-brennersplate og fluorescens mélt i plateleser.

Tabell 3.35 Tallmateriale som ligger til grunn for figur 3.37

Eksponering Stigningstall Korrelasjon Antall
RFU/min

PAC-1 100 uM -0,0196 0,0089 2

DA 100 uM 0,0482 0,0218 2

DH 100 uM 0,0473 0,0366 2

DMSO uM -0,0929 0,0631 2
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3.9 Pavisning av procaspase-7 og klgyvet caspase-7

Det er vist at PAC-1 aktiverer caspaser. Det har ogsé blitt vist til at procaspase-3 blir kloyvet
til caspase-3. Det er allikevel lite procaspase-3 som blir kleyvet. Siden det ble funnet, 1
denne oppgaven, at cellededen var mye heyere ved 48t enn 24t, kunne det skyldes at
caspasen som aktiveres er induserbar (Larner, McKinsey et al. 2005; Zhang, Alber et al.
2006). Procaspase-7 er strukturelt likt som procaspase-3. PAC-1 har vist & aktivere
procaspase-7 ved sinkchelatering (Peterson, Goode et al. 2009). Caspasehemmer tilsatt 2 og
4 timer etter PAC-1 til rotte kornceller har vist & hemme cellededen med over 50 %, men

funnet var ikke signifikant (Lindland-Tjenn 2009).

Det ble ikke funnet noen spesifikke Westernbdnd ved fremkalling av
nitrocellulosemembranen etter & ha péafert caspase-7 antistoff og tilherende sekunder
antistoff. Forsgket ble gjentatt mange ganger uten bedre resultater (diskusjon, avsnitt 4.1.3).
Figur 3.41-42 viser uspesifikke bdnd og mangel pa bidnd ved molekylvekt 38 kD. Det
kloyvede bidndene er pa 10 kD.

Procaspase-7 har blitt pavist i PC12 celler (Larner, McKinsey et al. 2005). Antistoffet som
ble brukt har vist band tidligere (Fiala and Kinkor 2004; Song, Yao et al. 2003).

Procaspase-7

37kD — | = | «—

inaktiv form

10kD — <4— Kloyvet caspase-7

Figur 3.41 ' Westernblot
med standard (Precision Plus All Blue Standards) i kolonnen helt til venstre. Videre
mot heyre er det prever med henholdsvis PC12 celler eksponert med PAC-1 100 uM,
DA 100 uM, DH 100 pM, DMSO 0,1%, STS 1 puM og ubehandlet. Cellene var
eksponert i 4t for hesting.
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Procaspase-7
37kD —

inaktiv form

1I0kD — <« Kloyvet caspase-7

Figur 3.42 Westernblot med standard (Precision Plus All Blue Standards) i kolonnen
helt til venstre. Videre mot hoyre er det prover med kyllingnevroner eksponert for
PAC-1100 pM, DA 100 pM, DH 100 pM, DMSO 0,1%, STS 1 uM og ubehandlet. De
tre bronnene til hoyre er PC12 med DMSO 0,1%, STS 1 uM og ubehandlet. Alle
cellene var eksponert i 4t for hosting.
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4. Diskusjon

4.1 Diskusjon av metoder

4.1.1 PC12 celler og kornceller fra kylling

Cellekulturer deles generelt inn i cellelinjer og primerkulturer. Cellelinjer vokser i flasker og
kan vokse in vitro 1 mange ar, mens primarkulturer prepareres og brukes innen kort tid.
Fordelen med linjene er at de har samme opprinnelse, og i forsek vil cellene opptre relativt

likt fra forsek til forsek, og reproduserbarhet vil dermed vere storre enn i primarkulturer.

PC12 celler er en proliferende cellelinje som stammer fra en rotte- binyrefeokromocytom
(Greene and Tischler 1976). PC12 er en kreftcellelinje, og det betyr at den har fatt endrede
egenskaper 1 form av ekt overlevelse og den har mistet noen av de differensierte

egenskapene som tilsvarende ikke-kreftceller har.

Primaerkulturer er isolert fra vev og stammer fra flere forskjellige dyr. Cellene lever ikke
lenge in vitro, og krever mer kompliserte dyrkningsbetingelser. Primerkultur vil i sterre grad
enn cellelinjer gjenspeile det man finner in vivo. Kornceller fra kylling er en modell for a
studere nevronal utvikling, og er en metode som er utviklet ved farmaseytisk institutt
(Jacobs, Aden et al. 2006). Fordelen med & bruke kylling som modell er at den har mange
like egenskaper som rotte, som er en velstudert modell med hey kredibilitet for & studere
nevronal utvikling, funksjon og patologi (Contestabile 2002). I motsetning til rotte krever
ikke kylling dyrestall, men rugemaskin, og er derfor en enklere modell. I studier hvor kylling
er sammenlignet med rotte, viser de to kulturene samme glutamatindusert eksitotoksisitet,
ROS-aktivitet og caspaseaktivering. Celleded ved eksponering for glutamat kan blokkeres
med caspasehemmer (Jacobs, Aden et al. 2006). Siden cellene dyrkes med tilstedevarelse av

Ara-C, vil det ikke vere prolifererende celler tilstede.

Primerkulturer er ofte mer sarbare for pékjenninger enn cellelinjer. Basaldeden 1
kyllingnevronene varierte mye, og var i snitt pad 27,74% for korncellene med serum (figur
3.2 og tabell 3.2), og 43,27% 1 korncellene i serumfritt medium (figur 3.3 og tabell 3.3),
mens den var 2,96% 1 PC12 celler (figur 3.1 og tabell 3.1).
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PC12 celler og kornceller fra kylling er tidligere brukt til studier av PAC-1. PAC-1 har da
vist & gi caspaseaktivitet og indusert celleded. I korncellene har caspasehemmer gitt
fullstendig beskyttelse mot cellededen, mens det i PC12 celler ikke har gitt beskyttelse ved
tilsetting av caspasehemmer (Aziz, Akselsen et al. 2010). Kyllingkorncellene er derfor en
egnet modell for & se nermere pa mekanismene som ligger til grunn for PAC-1-indusert

celledad.

Ved hey konsentrasjon av PAC-1, kan stoffet felle ut og danne krystaller, enten alene eller
sammen med noen av komponentene i mediet. I figur 3.1a er en slik utfelling vist. Utfelling
kunne sees bdde med og uten mikroskop. Det skjedde noen ganger bade i skiler med PC12
celler og kyllingnevroner ved konsentrasjon pd 100 uM. Dette er noe man ber vere
oppmerksom pé, da resultatene kan bli misvisende som en felge av det. Det kan vare at man
kan unnga krystalldannelse dersom PAC-1 blir tilsatt til medium for mediet blir tilsatt

cellene, men dette ble ikke undersgkt.

4.1.2 Metode for @ male celledad

I denne oppgaven har det blitt benyttet trypanbla til & farge dede celler, som deretter ble telt 1
mikroskop. Trypanblé passerer cellemembranen i celler som har mistet membranintegriteten.
Tap av membranintegritet er felles for dede celler (Aras, Hartnett et al. 2008). Denne
metoden har den fordelen at man ser cellene man teller, og man kan se morfologiske
forandringer pa celler som folge av behandlingen de har fatt. I korncellekulturene er det kun
nevronene man skal telle, og derfor er det viktig & kunne skille dem slik man gjor i
mikroskopet. Ulempen ved metoden er at den tar lang tid, og det er en subjektiv vurdering.
Nekrotiske celler svulmer opp og synes derfor godt, mens apoptotiske celler blir smé, og gér
ogsa over 1 fragmenter. Noen celler er farget klart blatt, mens andre celler kan vere sma og

antyder blafarge. Derfor er det ikke alltid lett & skille pd om en celle er ded eller ikke.

Det ble observert at celletallet var lavere i PAC-1 eksponerte celler enn i1 kontrollceller (figur
3.14). Celler eksponert for PAC-1 viser feerre utlepere enn ubehandlede, og mange er runde.
Aktin og spektrin er substrater for caspaser (Chan and Mattson 1999), og utever en viktig
effekt i cytoskjelettet. Derfor kan en av grunnene til at celletallet er lavere ved PAC-1
eksponering, vaere at cellene har mindre utlepere, som folge av at monomerene som er med

pa & danne utlepere, blir klgyvet av caspaser. Celler med utlepere sitter bedre festet til skélen
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enn celler uten utlopere. Det var derfor knyttet usikkerhet til om det observerte forholdet
mellom dede og levende celler ville vert annerledes om ikke cellene hadde lesnet fra bunnen
pa skélen. Derfor ble mediet med trypanbld telt for & finne cellededsandelen der, og
sammenligne med den respektive skalen. Det ble telt to paralleller med PAC-1 10 og 100
uM, DMSO og ubehandlet. I figur 3.15 er det vist celleded blant cellene som sitter fast pa
bunnen av skalen og celleded blant cellene som er lose i mediet. Cellededen viser seg & vaere
sa lik, at det kan antas at cellededstallene i PC12 cellene er riktige pa tross av at mange faller

av. Det styrker derfor sikkerheten pa de kvantitative celledodsdataene funnet i PC12.

Kyllingnevronene var vanskelige & telle. Skdlene med korncellene ble tilsatt Ara-c for &
hindre vekst av ikke-nevronale celler, men noen vil vare tilstede. Disse celletyper skulle
ikke telles. Nevronene har en karakteristisk form som skiller dem visuelt fra de andre cellene
man observerer i skalen, men de er ofte i klumper. Det er vanskelig & vaere neoyaktig pa
celleantallet 1 klumper. Det var stor variasjon i basalded og stor variasjon i hvor lett det var a
skille cellene fra hverandre. Ved noen av prepareringene var kvaliteten darlig og det ble
observert fragmenter og cellerester som virket forstyrrende for tellingen. Ved telling av
nevroner i serumfritt medium ble celletallene generelt hoyere enn i skdler hvor det var serum

i mediet, og det var enklere a skille tellbare celler fra hverandre.

4.1.3 Metode for a studere proteiner involvert i celledad

Westernblotting kan brukes til kvalitativ og kvantitativ analyse av spesifikke proteiner i en
prove. Metoden krever noen dagers forberedning for man kan lese av resultat ved
fremkalling. Det ble benyttet et nytt antistoff, og det kreves proving og feiling, for man fér
etablert en standard for hvilke konsentrasjoner og eksponeringstider man ber benytte for
optimalt resultat. Det er derfor en tidkrevende metode. Western blotting ble benyttet til &
pavise caspase-7 1 PC12 celler og kornceller eksponert for ulike behandlinger. Antistoffet
som ble benyttet har tidligere vist & gi band pa procaspase-7 og kleyvet caspase-7 i PC12
celler (Fiala and Kinkor 2004; Song, Chen et al. 2009). Det ble ingen spesifikke band med
riktig molekylvekt i forsekene som ble utfort her. Det ble testet med flere ulike prover, bade
PC12 celler, kyllingnevroner og melanocytter. Problemet ved Western blottene som ble
utfort i den oppgaven var bade for mye bakgrunn, uspesifikke band og mangel pa spesifikke.

Det ble gjort mange tiltak for & kompensere for problemer som oppsto. Sterk bakgrunn kan
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skyldes darlig blokking, for mye sekundear antistoff, darlig vasking med TBS m/Tween og
en ber heller bruke Supersignal West piko, som er mindre sensitiv, enn Supersignal West
femto. Det ble forsekt & blokke lengre, endre konsentrasjonen pa primarantistoffet, endre
sekunderantistoff og eke proteinmengden i hver brenn. Det ble ikke testet med annen
membran, bytte av blokkemiddel eller endring av geltykkelse. Det minste bandet har
storrelse pd 10 kD og kommer derfor nesten samtidig med vaeskefronten. Dersom
vaeskefronten og det kloyvede caspase-7-bandet hadde vert bedre separert er det lettere a

identifisere.

Caspaseassay er en metode for & méle caspaseaktiviteten i en prove etter ulike behandlinger.
PC12 cellene méles i samme brett som de er platet ut i. En tidligere benyttet metode gikk ut
pa & sa ut celler i medium skaler, for sd & heste og tilsette i 96-brennersplaten (Slagsvold,
Rosseland et al. 2003). Metoder som innebarer hesting, krever at man gjor proteinmaling for
a kunne korrigere for proteinkonsentrasjonen i provene som blir avlest. Det er derfor en stor
fordel at cellene kan sds rett i 96-brennersplaten, da man antar at celletetthet og dermed

proteinkonsentrasjon er lik 1 alle brennene.

Det tilsettes RIPA-buffer som lyserer cellene og caspasesubstrat som fluorescerer nar
substratet kloyves. Det males hvor mye substrat som kleyves. Mengde fluoriscernede
substrat gjenspeiler hvor mye caspase-3 som er aktivert i preven. Denne metoden er objektiv
og lite tidkrevende, men maélingene i1 plateleseren mé utferes i gitte tidsrom der hvor

kleyvingen er liner, for & se utviklingen i substratklayving over tid.

4.1.4 Maling av ROS-produksjon

ROS-produksjon i cellene kan kvantifiseres ved & bruke en probe som penetrerer
cellemembranen og sender ut et signal nir den blir oksidert. Dihydrorhodamin er et slikt
stoff, og det fluoriserer nar det blir oksidert fra dihydrorhodamin til rhodamin. Denne proben
oksideres av peroksynitritt, som er en type ROS (Cuzzocrea, Misko et al. 2000). Det betyr at
den ikke reagerer med alle former for ROS, og gir dermed ikke et fullstendig bilde av ROS-

produksjonen.

Avlesningene ga store malevariasjoner. Dette kan skyldes ujevn fordeling av tilferte stoffer i

brennene. For & gi mest mulig homogen fordeling ble derfor mediet i brennene tatt ut for
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eksponering, blandet godt med stoffene og fert tilbake. P4 tross av dette var det stor
variasjon pa mélingene. En annen forklaring er at nettopp prosedyren med & ta ut mediet og
sette tilbake, for sé til slutt & bytte ut PC12-mediet med PBS, kan fore til underestimering.
PC12 cellene lgsner lett fra brennene, og i sterre grad PAC-1-eksponerte celler (som
tidligere nevnt). Derfor kan det vaere faerre celler i brennene eksponert med PAC-1 enn i
kontrollbrennene. Det betyr faerre celler til & oksidere proben, og en underestimering av den
reelle ROS-genereringen. Tall som 14 mer enn 2 standard avvik unna gjennomsnittet ble

derfor utelatt. Av totalt 8 eller 12 mélinger ble det fjernet 0-2 tall for hvert stoff.
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4.2 Diskusjon av resultater

4.2.1 PAC-1-indusert celledad kan skyldes flere mekanismer

PAC-1 og DA gir celleded i bade PC12 celler og kyllingnevroner. Celledoden oker
proporsjonalt med dosen. I lungecancercellelinjen, NCL-H226 ble det vist en IC sp-verdi pa
0,35 uM, mens i andre linjer som ble testet var ICsp-verdien mellom 0,5 og 3,5 uM (Putt,
Chen et al. 2006). I andre studier er det funnet langt heyere ICso-verdier. For PC12 celler er
det nedvendig at PAC-1 gis i doser ved 10-30 uM-omradet for & se en respons pé celleded

etter 24t.

Den konservative hypotesen tilsier at det skal vere en direkte caspase-3 aktivering, og at
denne aktiveringen skal komme uten eventuell involvering av initiatorcaspaser, mitokondrier
og vekstfaktorer. Caspaseassay viser caspaseaktivering malt ved 4 timer. Denne blir helt
hemmet ved tilsetting av caspasehemmer i cellene samtidig med PAC-1 eksponering.
Dersom det er direkte caspase-3 aktivering som forer til celleded er det & forvente at
cellededen kommer raskt etter eksponering med PAC-1. I PC12 cellene ble celledad mélt
ved 48 timer og 72 timer, i tillegg til 24 timer. Det er tydelig ekning i cellededstallene etter
48 timer. Det kan bety at evnen PAC-1 har til & aktivere procaspase-3 ikke er god nok til &
indusere en god cellededsrespons, men at det tar tid for caspase-3 far kloyvet nok til at cellen

der.

Eventuelt kan PAC-1 aktivere procaspase-3 og det gir en positiv feedback pa
caspasekaskaden, f. eks ved kloyving av initiatorcaspaser og/eller vekstfaktorer som virker
modifiserende pd apoptoseprosessen, slik at responsen forsterkes. Caspase-9 blir klgyvet av
caspase-3 slik at den katalytiske aktivitetet til caspase-9 i apoptosomet oker drastisk (Zou,
Yang et al. 2003). ERK2 kan fosforylere caspase-9, slik at caspase-9 inaktiveres (Allan,
Morrice et al. 2003). PAC-1 gir reduksjon 1 fosforylert ERK (Lindland-Tjenn 2009).
Dersom PAC-1 gir aktiv caspase-3, ERK inaktiveres og caspase-9 ikke blir hemmet av ERK,
kan signalet fra kloyvet caspase-3 forsterkes slik at den mitokondrieinduserte apoptosen bli
aktivert. Dette vil gi ROS-aktivering. Dersom dette er den gitte mekanismen, forklarer det
hvorfor vekstfaktorer beskytter mot PAC-1-indusert ded (Lindland-Tjenn 2009), og gir
ROS-aktivering, og at det tar tid for cellene der.
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ERK er kinaser som er viktige i intracellulaer signalering. Aktivering av ERK (fosforylering)
er assosiert med undertrykking av apoptose (Martin, Allan et al. 2008). Studier peker i begge
retninger vedrerende kloyving av fosforylert ERK som respons pa caspaseaktivitet.
Lindland-Tjenn (2007) fant at serumdeprivasjon og PAC-1 reduserer nivaet av fosforylert
ERK. P53 hemmer ERK2 ved caspasemediert kloyving, men det ble ogsa funnet kloyving av
ERK2 i MCF-7 celler, som mangler gen for funksjonelt caspase-3 (Marchetti, Cecchinelli et
al. 2004). Fas-mediert apoptose har vist a ikke endre pa nivaet av ERK og ERK2 (Widmann,
Gibson et al. 1998).

Enda en forklaring kan vare at det egentlig er pavirkning av andre sinkholdige molekyler
som forarsaker cellededsstimuli, f eks ved pavirkning av DNA polymerase (Slater, Mildvan
et al. 1971). Sinkdeprivasjon ferer til hemming av celleproliferasjon ved a stoppe
cellesyklusen i fase G¢/G; (Adamo, Zago et al. 2010), men ogsa i G,/S fasen (Wong, Zhao et
al. 2007). Sinkmangel kan indusere apoptose i bade proliferative og ikke-delingsdyktige
nevronale celler via den indre veien, som folge av hemming av ERK, caspase-3-aktivering
og nedregulering av nuklear faktor-kappa B (NF-kB)-avhengige antiapoptotiske gener
(Adamo, Zago et al. 2010).

En caspasehemmer burde hindre caspaseaktivering og en potensiell positiv feedback, men
caspasechemmeren, ac-DEVD-CMK, som hemmer flere caspaser, virker ikke beskyttende pa
PAC-1-indusert celledod. Caspasechemmeren, zVAD-fmk, kan fere til alternative
cellededsveier som nekrose og autofagisk celleded (Vandenabeele and Berghe 2006). Det
kan vare at celler som er eksponert for PAC-1 der som felge av en caspaseaktivering, som
forsterkes av en feedback loop, men det kan ogsé tenkes at ndr man tilsetter caspasehemmer,
sa dor cellen av en annen mekanisme. Denne eventuelle andre mekanismen er ogsa PAC-1-
avhengig, men at CI forer til at det er andre signalkaskader som da blir aktivert. Et ledd 1
bade nekrose og autofagisk celleded, slik det er beskrevet av Vandenabeele og Berghe, er at
det dannes ROS, men ved méiling av ROS-aktivitet i PC12 celler tilsatt PAC-1 og CI
samtidig, var det mye lavere ROS-generering enn i alle de andre brennene. Flere malinger
mé gjores for & se om det funnet er signifikant, eller ber méles péd et annet tidspunkt (se

42.7).

Frigjering av AIF (apoptose induserende faktor) fra mitokondriene kan mediere en
caspaseuavhengig cellededskaskade som ogsd er viktig i nevroner. AIF blir frigjort til

cytosol for & indusere celledod som respons pa PARP-1 (poly(ADP-ribose) polymerase-1)
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aktivering (Yu, Andrabi et al. 2006). Frigjering av cytokrom c og AIF fra mitokondriene
virker & vere separate hendelser, og AIF kan bli regulert forskjellig i caspaseavhengig og
uavhengig celleded (Polster and Fiskum 2004). AIF fungerer som bade en antioksidant og
apoptoseinduser. AIF er, ved oksidoreduktaseegenskapene sine, en viktig medspiller i

antioksidantforsvaret (Cande, Cecconi et al. 2002; Higgins, Beart et al. 2009).

Dersom mitokondriene blir skadet, beveger AIF seg fra cytosol til kjernen. Translokasjon av
AIF til kjernen er observert som folge av bl.a. NMDA-behandling, peroksynitrittbehandling
og oksygen-/glukosedeprivasjon (Polster and Fiskum 2004). AIF ferer til DNA
fragmentering og kromatinkondensering (Daugas, Nochy et al. 2000). I PC12 celler er PAC-
I-mediert celleded caspaseuavhengig. Det hadde vert interessant & underseke nermere om

AIF og PARP-1 blir pavirket av eksponering med PAC-1.

Det er vist at oppregulering av procaspase-7 mRNA, okte nivier av procaspase-7 og
aktivering av caspase-7, som respons péd traumatisk hjerneskade (Larner, McKinsey et al.
2005; Zhang, Alber et al. 2006; Song, Chen et al. 2009) . Caspase-7 péavirkes av PAC-1, og
caspase-7 blir ogsd hemmet av sink (Peterson, Goode et al. 2009). Som nevnt tidligere i1 dette
avsnittet, er cellededen mye heyere ved 48 og 72 timer, enn ved 24 timer. Caspasehemmer
tilsatt senere enn eksponering med PAC-1 ga storre beskyttelse enn nér CI er tilsatt samtidig
med PAC-1 i rottekyllingnevroner (Lindland-Tjenn 2009). Det ville derfor vare interessant &

fa belyst mengdene av procaspase-7 og aktiv caspase-7 i PC12 celler.

4.2.2 Ortho-hydroksy N-acyl hydrazonestrukturen er viktig for
effekt av PAC-1

Det ble vist i1 artikkelen til Peterson et al. at PAC-1 binder sink in vitro. PAC-1 ble vist a
lokaliseres intracellulert ved caspase-3 (Peterson, Hsu et al. 2009). Sink hindrer caspase-3-

aktivering.

Det er kjent at ortho-hydroksy N-acyl hydrazonestrukturen binder metaller (Charkoudian,
Pham et al. 2006; Kovacic 2008). Peterson og medarbeidere har sett pa sinkbindende
egenskaper, ICsp-verdien i cellelinjen U937 og caspase-3 aktivering. PAC-1 binder sink med
en Kd pa 52 nM, ICsp-verdien er 4,8 uM og caspaseaktiveringen ved 10 uM er pa 45,8 %.
Tilsvarende har DA en Kd pd 77 nM, ICsp-verdi pa 15,3 uM og caspaseaktiverende effekt pa
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30 %. DH har en Kd pa mer enn 1000 nM, ICso-verdi pd over 100 uM og viser ingen

caspaseaktivering (Peterson, Hsu et al. 2009).

Resultatene i denne oppgaven viser at PAC-1 100 uM gir en trefold ekning i celleded
sammenlignet med DA 100 uM, tilsvarende er konsentrasjonen for ICsp-verdien trefold
lavere for PAC-1 (se over). Caspaseaktiveringen fremmet av DA er ca 2/3 av aktiveringen til
PAC-1 ifelge Peterson og medarbeidere. Funnene her viste at caspaseaktiveringen til DA og
DH var omtrent 1/3 av aktiveringen til PAC-1. Ubehandlede brenner viste en
caspaseaktivering pa omtrent 1/6 (data ikke vist), mens i DMSO-behandlede brenner var

aktiveringen litt hayere enn i ubehandlede.

Det at DA gir celleded mer effektivt enn DH, men caspaseaktiveringen er tilsvarende kan
bety at caspaser ikke er involvert i cellededen. Eventuelt kan det tolkes som at det er ikke
mengden av caspaser som er avgjerende, men hvilken caspase som aktiveres og hvor den er

lokalisert.

4.2.3 STS induserer caspasene bedre enn PAC-1

STS ble benyttet for & fa en kontroll som gir apoptotisk stimuli og iverksetter den indre
mitokondrieinduserte signalveien. Innkubering med staurosporin i mer enn 2 timer gir en
intracelluler surgjoring i ECV304 celler. Surgjeringen var ikke viktig for STS-mediert
celleded (Porcelli, Ghelli et al. 2004). Som nevnt i innledningen, er det publisert tidligere at
STS-indusert celleded blir helt hemmet av caspasehemmer (Kruman, Guo et al. 1998).
Forsek utfert i denne oppgaven viste ingen beskyttelse ved bruk av caspasehemmer mot

STS-indusert celleded (data ikke vist).

I 2009 publiserte Wells og medarbeider en artikkel om at de har utviklet en annen direkte
caspase-3-aktivator, kalt 1541. 1541 gir aktivering av bdde caspase-3 og caspase-6. De
hevder at dette stoffet induserer en autoproteolytisk aktivering ved 4 stabilisere en mer aktiv
konformasjon og denne konformasjon er ogsa mer mottakelig for intermolekylar proteolyse.
1541 ble sammenlignet med STS, og ved lik celleded gir STS enn hoyere caspaseaktivering.
Begge stoffene ga rask celleded. De mener at det betyr at bare en breokdel av
effektorcaspasene trenger & bli aktivert for & indusere celledod. Cytokrom c ble frigjort for

aktivering av caspase-3 med STS, men etter aktiveringen med 1541. Det skyldes feedback pa
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den indre signalveien diskutert i avsnitt 4.2.1. I cellelinjen DKO MEF, som hadde dobbel
“knock out” pd genet som koder for Bak og Bax, to viktige mediatorer i mitokondrieindusert
apoptose, ble celleded indusert av STS hindret, mens 1541 induserte celleded. I cellelinjen
MCF-7, som mangler et funksjonelt caspase-3 gen, viste 1541 liten respons. Det ble ogsa
testet med PAC-1 og de fant ved 100 uM PAC-1 ingen malbar ekning i aktivitet eller
autoproteolyse av effektorcaspasene, mens 25 uM ga god respons (Wolan, Zorn et al. 2009).
Det kan skyldes at PAC-1 i hoye konsentrasjoner virker hemmende pa caspaseaktiviteten
(Peterson, Goode et al. 2009). Det kan vere at PAC-1 er en darlig aktivator, eller at en
direkte caspase-3-aktivator ikke kan indusere caspase-3 like effektivt som
mitokondrieindusert caspase-3-aktivering. Artikkelen til Wells gir et inntrykk av at direkte
caspase-3-aktivering er en effektiv metode for & indusere celleded. Det hadde vert

interessant & gjore flere studier og sammenligne disse to stoffenes egenskaper.

4.2.4 STS og PAC-1 virker pa ulike signalveier

Det er nerliggende 4 tenke at STS og PAC-1 virker pd ulike signalveier, siden de i
kombinasjon gir heoyere celleded enn om man summerer sammen celleded indusert av hvert
av stoffene. Mulige mekanismer for PAC-1 indusert celleded er diskutert i avsnitt 4.2.1. Det
er kjent at STS er en kinasehemmer (Kruman, Guo et al. 1998). STS ble forst beskrevet som
en hemmer av protein kinase C (PKC), men har siden vist & hemme mange forskjellige
protein kinaser. Den eksakte mekanismen for STS-indusert celledod er ennd ikke kjent.
Kritiske ledd i mekanismen er blant annet tidlig caspaseaktivering, ekning av det
intracellulere kalsiumnivdet og ROS-produksjon (Kruman, Guo et al. 1998). Staurosporin
forer ogsa til intracelluler surgjoring (Waibel, Kramer et al. 2007), men staurosporin-

indusert celleded er ikke avhengig av denne surgjeringen (Porcelli, Ghelli et al. 2004).

Det er kjent at celler har flere signalveier for & gi celleded, slik at det finnes reserveplaner
om enkelte signalstoffer skulle veere manglende (f.eks caspaseavhengig og caspaseuavhengig
apoptose). Studiene utfort her tyder pd at PAC-1 og STS virker pa ulike mediatorer, pé tross
av at begge virker via den mitokondrieinduserte signalveien, enten direkte eller indirekte.
Kanskje STS hemmer mediatorer som ellers ville ha hemmet PAC-1 medierte effekter og
vice versa. Forelapig blir det spekulasjoner og flere studier trengs for & se tidsforlapet for

ulike trinn 1 apoptoseinduksjonen, samt hvilke mediatorer som er involvert.
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4.2.5 pH kan pavirke prolifererende egenskaper og PAC-1-medierte
effekter

pH har vist & vaere sur i omradet rundt kreftceller, men med store variasjoner. Det var derfor
antatt at cellene var sure pa innsiden ogsa. Det gikk mange ar for det var mulig & teste den
intracelluleere pHen, men den har derimot vist & vaere mer alkalisk enn pH malt i normale
celler (Griffiths 1991). Dysregulering av protonpumpen pa plasmamembranen er assosiert

med en cancer fenotype.

Okt intracelluler pH har blitt demonstrert parallelt med transformasjon og proliferasjon
(Shrode, Tapper et al. 1997). Dersom hey pH gir proliferasjon, kan det vare at lav
cytosolisk pH gir mindre celledeling. I PC12 celler er det tidligere blitt undersekt hvordan
pH intracellulert pévirker mitogenese (Thomas, Ritz et al. 1998). Det har blitt vist at
intracelluler surgjering. Forsuring, indusert enten ved jerncyanid eller propionsyre,
produserte mitogene effekter. Det ble foreslatt at intracelluleer surgjering i seg selv gir
vekstfaktorlignende mitogene effekter i PC12 celler. Dette er ogsd vist i studier pa andre
celletyper (Thomas, Ritz et al. 1998). Det har ogsa blitt vist en direkte aktivering av DNA
endonuklease ved redusert pH intracelluleert, og at det var en direkte arsak til apoptose
(Gottlieb, Nordberg et al. 1996). Apoptose, som er syreindusert, har i tillegg vist & skje

gjennom en organisert signalvei som er uavhengig av caspasene (Zanke, Lee et al. 1998).

Det ble ikke testet hva den intracellulere pHen var ved pH-forsgkene som ble gjort i denne
oppgaven, men det ville gitt nyttig informasjon. Celletallene i skaler utsatt for pH-endringer
ble undersgkt og er vist i figur 3.29 og tabell 3.28. Det var store forskjeller, men trenden
viste at jo surere pH, dess faerre celler. Bortsett fra celletallene ved pH 4,15, viste tallene en

proporsjonal reduksjon i celletall med reduksjon i pHen.

En mulig forklaring pa en viss okning i effekten pé celledod nidr PAC-1 gis i surt miljo kan
vere at sink blir mer effektivt chelatert av PAC-1, og deretter vil det skje en
autoaktiveringen av procaspase-3. Ved surt milje kan en sur amidhydrolyse skje av
procaspase-3. “Safety catch”en péd procaspase-3 ble sagt & vere pH-avhengig (Putt, Chen et
al. 2006). Evnen sink har til & hemme procaspase-3 kan ogséd vere pH-avhengig. Sink er et
divalent metall, og kanskje protoner kan redusere den kjemiske bindingsstyrken mellom
sinkionet og PAC-1 og/eller sinkionet og procaspasen og dermed lgsne pé sinkionet, slik at

kapasiteten til & aktivere caspasen gker. Det er en likevekt mellom fri sink i vann og sink
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bundet til vann; Zn*" + 2H,0 < ZnOH' + H' (Han and Singer 2007). Nar pHen senkes gér
denne likevekten mot mer fri sink. Disse frie sinkionene kan bade virke hemmende pa
caspasen og bli chelatert av PAC-1. Kanskje beskytter surere pH mot caspaseaktivering, men
med PAC-1 tilstede gar likevekten mot chelatering av PAC-1. Dermed vil sur pH med PAC-
1 tilstede redusere hemmingen av procaspase-3 og eke autokatalyseringen. Forgvrig pavirker
pH-modifikasjoner =~ mange prosesser inne i cellen, som f eks passasje over
plasmamembranen (Stella, Pellerin et al. 1995). Signaler fra plasmamembranen kan pavirke
mange signalveier i cellen. Det ble ikke testet om caspaseaktiveringen var gkt ved surere pH,

men det hadde det veert interessant & studere nermere.

4.2.6 ROS er involvert i celledeaden

Mange apoptose-stimulerende signaler gir  ROS-produksjon i mitokondriene. Dette
etterfolges av membranlipidperoksidering og tap av mitokondrisk transmembran-potensial
(Kruman, Guo et al. 1998). PAC-1 skulle egentlig indusert apoptose i et trinn som kommer
etter involvering av mitokondriene. Derfor ble det undersekt nermere om ROS var tilstede

ved PAC-1 eksponering.

STS induserer apoptose, og denne involverer ROS-dannelse. Det er tidligere vist at STS gir
ROS-produksjon 1 PC12 celler, og at den nér en topp ved méiling etter 4 timer. Derfor ble
STS valgt som positiv kontroll og cellene ble eksponert i 4 timer for avlesning. Det var
overraskende at resultatet viste ingen generering av ROS i det som var ment & vere positiv
kontroll. Ubehandlet var klart lavere enn PAC-1 eksponerte celler. Det som var overraskende
var at DMSO-behandlede skaler ogsa ga ROS, og tilsynelatende heyere enn de andre
stoffene (se ogsé diskusjon 4.1.4). Assayen sier ingenting om lokaliseringen til ROS. Det er
ikke bare den kvantitative ekningen i signalstoffer/enzymer som har betydning for effekt pa

apoptose, men ogsa lokaliseringen av de ulike stoffene.

Funnene vedrerende ROS-aktivitet var ikke signifikante, men cellededen ble signifikant
redusert med ROS fangerne, vitamin C og E. Caspasehemmeren, Ac-DEVD-CMK, ble tilsatt
samtidig som PAC-1 og det viste mindre generering av ROS enn i kontroll. Dette funnet er i
trad med tidligere funn som viser at ROS ikke ble dannet i PC12 celler behandlet med STS
og zVAD-fimk, versus celler med kun STS (Kruman, Guo et al. 1998). Som nevnt ovenfor

kan zVAD-fmk, ferer til alternative cellededsveier som nekrose og autofagisk celledad.
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Noen studier har vist at disse veiene ogsa involverer ROS-produksjon, men pé et veldig
tidlig tidspunkt (Vandenabeele and Berghe 2006). Det kan vere at ROS-assayen ville vist at
det ble dannet ROS om det ble testet pa et tidligere tidspunkt enn 4 timer. Det trengs flere
studier som viser ndr ROS-produksjonen er hayest og om den reduseres av CI. I tillegg kan

det ogsa vere interessant med cellededsstudier med kombinasjon av PAC-1 og ROS-fanger
+/- CL.
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4.3 Konklusjoner:

. PAC-1 gir caspaseuavhengig celleded i PC12 celler og kyllingkornceller. DA gir

ogsd dod, men i mindre grad. Caspaser blir aktivert som folge av PAC-1
eksponering, men denne aktiveringen er ikke ansvarlig for cellededen. Hypotesen om

caspase-3-avhengig celleded gjelder ikke for disse celletypene.

Ortho-hydroksy N-acyl hydrazonestrukturen er nedvendig for effekt pa celleded 1
PC12 celler og kyllingkornceller. Denne strukturen gir ogsé caspaseaktivering. Dette
samsvarer med den  publiserte litteraturen @ og  samsvarer  med
sinkchelateringsegenskapene. Dette forsterker hypotesen om at OH-gruppen er

viktig.

Caspaseaktiveringen er mye bedre ved eksponering med STS sammenlignet med
eksponering med PAC-1 i PC12 celler. Dette betyr at PAC-1 enten er en darlig
caspase-3-aktivator eller at mitokondrieindusert signalvei gir mer effektiv aktivering
av caspase-3. Hypotesen om at PAC-1- og mitokondrieindusert caspase-3-aktivering

er like effektiv forkastes.

STS i kombinasjon med PAC-1 virker synergistisk celleded i PC12. Dette er ikke
forenelig med at bade STS og PAC-1 skulle virket optimalt pd caspase-3 og dermed

ikke gi synergi, men det tyder pé at de virker pd ulike mediatorer.

. Det er en svak ekning i differansen mellom celleded i PC12 celler med og uten PAC-

1 ved sur pH sammenlignet med neytral pH. Okningen er ikke like stor som nar STS
og PAC-1 gis i kombinasjon. Dette er ikke forenelig med at det er STS-indusert

surgjering som er ansvarlig for synergien.

. ROS-fangere beskytter PC12 celler mot PAC-1-indusert celleded. Det er ikke

forenelig med en direkte caspase-3-indusert apoptose.

Metoden for & pavise hvorvidt caspase-7 er involvert i PAC-1-indusert celleded krever mer

utpreving (se avsnitt 4.1.3).
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