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Sammendrag

Den doxorubicin (DOX)-resistente sarcomcellelinjen MES-SA /Dx5
ble i denne studien vist & veere kryssresistent mot fotodynamisk terapi
(PDT) med den amfifile fotosensitizeren disulfonert tetrafenylklorin
(TPCSsg,). Resistensen ble vist & ikke skyldes forskjeller i opptak eller
lokalisering av TPCSy, i forhold til den PDT-sensitive moderlinjen
MES-SA. Den nye strategien fotokjemisk internalisering (PCI) ble imi-
dlertid vist & kunne omga PDT-resistensen, og ble antatt & skyldes den
sterke toksisiteten etter internalisering av makromolekylet rGelonin.
Studering av celluleere overlevelsesmekanismer avslgrte at en forskjell i
apoptotisk signalering kunne st& bak den ulike sensitiviteten for PDT
mellom cellelinjene, og utpekte p38 som et dgdssignal i MES-SA. Ak-
tivering av p38 ble vist & veere oppregulert ved PDT i MES-SA. Dette
ble ikke observert i MES-SA /Dx5. Nedsatt fosforylering av substratet
MAP-kinase-aktivert proteinkinase 2 (MAPKAPK-2) etter behandling
med en p38-inhibitor i MES-SA bekreftet disse resultatene. Konvert-
ering av autofagosom-proteinet lettkjede 3B (LC3B) viste seg ogsa &
vaere ulikt mellom cellelinjene, og avdekket at autofagi kan ha en vik-
tig plass i resistensmekanismen. MES-SA /Dx5 konverterte LC3B I til
LC3B I1i lavere grad enn MES-SA ved bade PDT- og PCI-behanding.
Resultatene fra studien indikerer viktigheten av MAPK i TPCSg,-
PDT-indusert cytotoksisitet, og dokumenterer god effekt av PCI pa
resistente MES-SA /Dx5-celler.



Abstract

The doxorubicin (DOX) resistant sarcoma cell line MES-SA /Dx5
was in the present study shown to be cross-resistant to photodynam-
ic therapy (PDT) using the amphiphilic photosensitizer disulfonat-
ed tetraphenyl chlorine (TPCSy,). The resistance was shown to not
be caused by differences in accumulation nor localization of TPCSo,
compared to the PDT sensitive mother line MES-SA. The new strat-
egy, photochemical internalization (PCI), was however shown to cir-
cumvent the PDT resistance, and this was assumed to be due to the
strong toxicity after internalization of the macromolecule rGelonin. A
thoroughly study of the surviving mechanisms revealed apoptotic sig-
naling to stand behind the differences in sensitivity to PDT between
the cell lines, and assigned p38 as a death signal in MES-SA. The
activation of p38 was demonstrated to be upregulated in PDT treat-
ed MES-SA cells. This was not observed in MES-SA /Dx5. Impaired
phosphorylation of the substrate MAP kinase activated protein kinase
2 (MAPKAPK-2) after treatment with a p38 inhibitor in MES-SA con-
firmed these results. Conversion of the autophagosome protein, light
chain 3B (LC3B), appeared also to be different between the cell lines,
and uncovered autophagy to plausably have a role in the mechanisms
of PDT resistance. MES-SA/Dx5 converted LC3B I to LC3B II in
a lower manner than MES-SA after both PDT and PCI treatment.
The results from this study demonstrate the importance of MAPK in
TPCS9,-PDT induced cytotoxicity, and document the effectiveness of
PCI treatment of resistant MES-SA /Dx5 cells.
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Hensikt med oppgaven

Kirurgi, straleterapi og kjemoterapi er de viktigste behandlingsformene mot
kreft i dag. Til tross for de senere ars utvikling av mange anticancerterapeuti-
ka med gkende selektivitet for cancerceller, er medikamentell kreftbehandling
fremdeles ikke god nok. Medfgdt eller ervervet resistens mot cytotoksiske
legemidler er en av de stgrste utfordringene for a oppna komplett og varig
remisjon av kreft med konvensjonelle sa vel som nyere legemidler |1, 2].

MES-SA /Dx5 er en sarcomcellelinje med ervervet resistens mot doxoru-
bicin (DOX). P-glykoprotein (PGP) er vist & sta bak resistensen ved & pumpe
DOX ut av cellene [3]. MES-SA/Dx5 er videre vist & vaere kryssresistent
mot flere andre kjemoterapeutika [4]. I 2006 ble det vist av Selbo et al. at
MES-SA /Dx5 ogsa er resistent mot fotodynamisk terapi (PDT) med foto-
sensitizeren disulfonert tetrafenylporfin (TPPS,,), men at PGP ikke kunne
forklare resistensen [5]. Arsakene til resistensen ble ikke videre studert, men
det ble indikert at fotokjemisk internalisering (PCI), som baserer seg pa PDT,
kunne omga resistensen i MES-SA /Dxb5.

Denne masteroppgaven har til hensikt a studere mekanismer involvert i
PDT-resistens i MES-SA/Dx5 og hvordan PCI kan virke pa disse mekanis-
mene.

I oppgaven er disulfonert tetrafenylklorin (TPCSs,) benyttet som foto-

sensitizer. Denne er fotokjemisk og strukturelt sveert lik TPPS,,.
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1 Innledning

1.1 Resistens
1.1.1 Generelle mekanismer bak resistens

Fordi solide tumorer ofte er svaert heterogene, kan enkelte populasjoner veere
mer resistente mot kjemoterapi enn andre [4]. Tilstedevaerelsen eller utvikling
av resistens er blant de viktigste arsakene til terapisvikt i dagens anticancer-
behandling [6, 7].

Transportproteiner i ATP-bindingskassett (ABC)-familien er vist & ha
en viktig rolle i resistente tumorceller [8]. Proteinene kan deles inn i 7 sub-
familier avhengig av domeneorganisering; ABC(A-G), der ABCB-familien er
assosiert med multilegemiddel-resistens (MDR), og ofte ogsa kalles MDR
|8]. PGP (ABCBI) er en adenosin-5-trifosfat (ATP)-drevet efflukspumpe
som kan transportere hundrevis av strukturelt ulike hydrofobe amfifatiske
forbindelser [9]. Proteinet spiller en kritisk rolle i beskyttelse av cellen fra tok-
siske forbindelser og endogene metabolitter, og er det proteinet som er vist
a transportere flest legemidler i anticancerbehandling [9, 8]. MDR-relatert
protein (MRP) har i den senere tid ogsa blitt assosiert med MDR, og er, som
PGP, et protein som er medlem av ABC-familien [3].

Det er i tillegg vist at redusert intracelluleer legemiddelakkumulering er
enda en mekanismene i MDR, og at dette er forarsaket av en lavere trans-
membran pH-gradient eller elektrisk potensiale, noe som gjor at legemidlene
ikke akkumulerer like lett |3, 10]. En annen modell involverer endomembran-
vesikler [3]. Deponering av legemidler i slike vesikler er vist a beskytte cellene
fra legemidlenes cytotoksiske effekter ved at legemidlene eksocytertes ut eller
brytes ned [3]. Den vesikulaere akkumuleringen avhenger ogsé av en trans-
membran pH-gradient, og da mange cytotoksiske legemidler er basiske vil de,
i deres ngytrale hydrofobe form, diffundere fritt over lipidbilaget [3]. T de sure
omradene, vil legemidlene protoneres, bli hydrofile og fanges [3, 11]. Dette
fenomenet kalles protonation, sequestration og secretion (PSS)-modellen [3].
I samsvar med dette, har vesikler som legemidlene akkumuleres i blitt iden-

tifisert som lysosomer, endosomer og vesikler i golgi-omradet [3]. Man har
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1 INNLEDNING

ogsa sett at en gkning i pH i endomembran-omradene blokkerer vesikulaer
akkumulering av legemidler og blokkerer cellulaer legemiddeleffluks [3].

Det er mange mater MDR-celler kan utnytte den pH-avhengige vesikulaere
akkumuleringen av legemidler pa [3]. Deponering av legemiddel kan i re-
sistente celler veere gkt pa grunn av gkte volumer av endosomer og lysosomer,

eller legemiddeleffluks kan vzere gkt grunnet forhgyede eksocytoserater 3, 12].

1.2 Fotodynamisk terapi
1.2.1 Virkningsmekanismer bak PDT

11972 foreslo Diamond et al. at fotosensiterende stoffers evne til & lokaliseres
i tumor og reagere toksisk kunne gjore dem effektive i kreftbehandling [13].
Dagens PDT-behandling er et resultat av slike forsgk og involverer to in-
dividuelle ikke-toksiske komponenter. Disse kombineres for a indusere oksy-
genavhengige effekter i celler og vev; en fotosensitizer og lys [14]. Den ak-
tiverte fotosensitizeren reagerer med oksygen eller et annet substrat, og dan-
ner reaktive oksygenforbindelser (ROS) som videre gir irreversibel skade pa
tumorvevet [15, 16]. Dette skjer i umiddelbar naerhet til den lysabsorberende

fotosensitizeren [14].

Type I- og II-reaksjoner Bestraling av fotosensitizeren med lys med en
bestemt bglgelengde eksiterer den fra grunntilstanden pU til eksitert tilstand,
Ipx [17]. Fotosensitizeren kan falle tilbake til grunntilstanden ved & emit-
tere et fluorescerende foton eller avgi varme [17, 14|. Alternativt kan den ek-
siterte tilstanden gjennomga inter system crossing (ISC) til den lengrelevende
triplettilstanden, ®p* [17, 14]. 3p* kan reagere videre pa to mater; type I- og
type Il-reaksjon, der type I i storre grad inntreffer i fraveer av oksygen (fig-
ur 1).

14



1 INNLEDNING
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Figur 1: Type I-reaksjon: Under anaerobe forhold kan den eksiterte foto-
sensitizeren, >p* reagere direkte med organiske substrater ved oksydering [17]. Den
kan da overfore et elektron til substratet slik at det dannes radikaler [14]. Disse
radikalene interagerer med oksygen (eller andre substrater) og forer til en kjedereak-
sjon og dannelsen av oksygenerte produkter [14]. Redusert fotosensitizer kan reagere
videre med oksygen og produsere superoksyd-anioner, O, , som videre kan danne
sveert reaktive hydroxyl-radikaler, OH® [17, 14]. Disse reaksjonene avhenger av sub-
stratkonsentrasjonen, og kalles en type-I-reaksjon [17, 14]. Type II-reaksjon: Al-
ternativt kan fotosensitizertripletten overfore energien sin direkte til molekylert
oksygen under aerobe forhold, og det dannes oksygenerte produkter som igjen kan
reagere med fotosensitizer-radikalet (type Il-reaksjon) [14]. Ved en slik reaksjon
dannes singlettoksygen [14]. Tilpasset figur fra Dolmans et al. [14].

Dannelsen av singlettoksygen ved en type-II-reaksjon er antatt a veere
den viktigste forbindelsen som genereres ved PDT [14]. Singlettoksygen blir
dannet nar den aktiverte fotosensitizeren overforer energi til molekylaert oksy-
gen. Dette kan illustreres med et Jablonski-diagram (figur 2). I celler reagerer
singlettoksygenet med aminosyrer, fettsyrer og kolesterol [18|. Hvor i cellen
singlettoksygenet vil reagere avhenger av subcellulaer lokalisering av foto-
sensitizeren [18]. Umettede membranlipider er spesielt utsatt for singlett-
oksygenreaksjoner og frie radikalreaksjoner [18|. Disse reaksjonene resulterer

i dannelsen av lipidhydroperoksider og lipiddegraderingsprodukter [18]. Dette

15



1 INNLEDNING

har konsekvenser for den biologiske funksjonen til membranene, spesielt deres

evne til & opprettholde strukturen til cellen [18].
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Figur 2: Forenklet Jablonski-diagram: En fotosensitizer eksiteres fra grunn-
tilstanden p° til singlettilstanden px. 'px er en kortlevd tilstand som enten kan
falle tilbake til grunntilstand og emitiere fluorescens eller, ved ISC, gd over til
triplettilstanden >px. Fra triplettilstanden kan fotosensitizeren enten gé tilbake til
sin grunntilstand og emittere et fosforescent-foton, eller overfore energien sin til
et annet molekyl, feks triplettoksygen og danne singlettoksygen [17]. For & overfore
energi til triplettoksygen kreves det imadlertid en endring 1 elektronspinn i oksygenet
[17]. Energiniviene i figuren er kun ment som en illustrasjon. Tilpasset figur fra
Dolmans et al. [14]

Bade type I- og type-Il-reaksjoner opptrer samtidig, og forholdet mel-
lom disse prosessene avhenger av hvilken fotosensitizer som brukes, kon-
sentrasjon av substrat og oksygen, og bindingsaffiniteten av sensitizeren til
substratet [14]. Halveringstiden til singlettoksygen i biologiske systemer kan
vaere ned til 0,04 ps, og diffusjonsradiusen under 0,02 pm [14]. Graden av foto-
skade og cytotoksisitet avhenger av type sensitizer, intracellulaer lokalisasjon,
administrasjonsdose, lysdose, fluencerate, oksygentilgjengelighet og tidsinter-

vallet mellom administrasjon av sensitizer og lyseksponering [14].
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Figur 3: Lysspekter. Tilpasset figur fra http://nkiforlaget.no, mai 2012.

1.2.2 Lys i PDT-behandling

Lys er en form for elektromagnetisk straling som strekker seg over en lang
rekke bolgelengder () [19]. Mellom radiobglgene i meteromradet og gammabgl-
gene med bglgelengder omkring 10-11 meter, ligger synlig lys relevant for
PDT mellom 400 og 700 nm [19]. Energiinnholdet, E, i lys er relatert til bel-
gelengden til absorpsjonen med formelen £ = hv = hc/~, der h er Plancks
konstant (6,63 x 10734 J), v er frekvensen, c er lysets hastighet i vakuum (3,0
x 10® m/s), og v er bolgelengden [19]. Nar lyset absorberes av et molekyl,
forarsaker energien til de absorberte fotonene blant annet at det absorberende
molekylet eksiteres [19]. Rodt lys er den delen av spektret som har evne til &
penetrere dypt inn i vev, og er derfor sveert godt egnet til in vivo-behandling
av solide tumorer med PDT (figur 3) [17].

1.2.3 Fotosensitizere og klinisk bruk av PDT

Flere hundre nye fotosensitizere har blitt utviklet de siste 20 arene i hap om
a finne en optimal fotosensitizer for PDT-behandling [20]|. Av porfyrinoidene
finnes porfyriner, kloriner, bakteriokloriner, ftalocyaniner og texafyriner, men
det er porfyrinene som er de mest studerte fotosensitizerene sa langt [17, 14].
Porfyriner, kloriner og bakteriokloriner (figur 4) har absorpsjonsmaksimum
i det synlige rgde omradet i det elektromagnetiske spekteret og genererer
singlettoksygen effektivt |17]. Disse strukturene er derfor blant de mest bruk-

te i in vivo behandling med PDT [17]. Komponentene bestar av en porfin-
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struktur - fire pyrrolringer bundet sammen av metinbruer i en syklisk konfig-
urasjon - sammen med en sidekjede som vanligvis er metallisk [14]. T tillegg
finnes de porfyrinliknende komponentene. Disse har imidlertid absorpsjons-
maksimum i det bla omradet, og PDT dypt inn i vev vil ikke veere effektivt
[17].

Mekanismene bak hvorfor fotosensitizere selektivt akkumulerer i tumor-
er er kompleks og var lenge ikke fullt ut forstatt [14]. Man antok at det
var pa grunn av den hgye vaskulaere permeabiliteten til disse stoffene, deres
affinitet til prolifererende endotel og mangel pa lymfatisk drenasje i tumorer
[14]. Na vet man at low-density lipoprotein (LDL) kan gke selektiviteten av
tumor-malretting med fotosensitizere, pa grunn av den hgye ekspresjonen av

spesifikke LDL-reseptorer i mange typer cancerceller [21].

Porfyrin Klorin Bakterioklorin
22 1 e- 20 we- 18 me-

Figur 4: Porfinstrukturer: Porfyriner, kloriner og bakteriokloriner. Tilpasset fig-
ur fra MacDonald et al. [17]

I 1975 skjedde det et gjennombrudd, da Dougherty et al. kunne rap-
portere at administrasjon av hematoporfyrin-derivat (HpD) og rodt lys forte
til komplett bekjempelse av brystkreft i mus [14]. HpD og den rensede versjo-
nen Photofrin@®) var de forste fotosensitizerene som ble studert klinisk med
PDT, og siden 1993 har PDT med Photofrin@®) veert regulatorisk godkjent
til bruk i pasienter med tidlig og avansert kreft i lunge, tarm og urinveier
[13, 15]. Photofrin(®) var lenge den eneste fotosensitizeren som var kommer-
sielt tilgjengelig pa markedet [17]. Den er derfor mest brukt og best studert
blant fotosensitizerene. Photofrin@®) bestar av mange porfyrinoligomere med

ulike lengder, bindinger og stereokjemi, og man antar at kun noen av disse
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oligomerene star for virkningen [17].

Mange nye forbindelser er blitt syntetisert i et forsgk pa a lage en bedre
fotosensitizer enn Photofrin@®). Photofrin@®) har kun et svakt absorpsjons-
band ved 630 nm og er derfor ikke optimal i forhold til lyspenetrering [17].
Siden har benzo-porfyrin-derivat (BPD) blitt syntetisert fra protoporfyrin
[17]. BPD-kromoforene har absorpsjonsmaksimum rundt 650 nm, men for-
di BPD har rask clearance fra det systemiske kretslgpet er det flere kreft-
former den ikke er egnet for [17]. T 2000 ble Visudyne®) (verteporfin) god-
kjent for behandling av aldersrelatert makular degenerering (AMD), der
laserlys fokuseres pa neovaskulaturen som vokser naer makula og forarsak-
er blindhet, og i 2009 ble porfyrinderivatene Metvix@®) (metylaminolevulinat
eller metyl-aminolevuleninsyre (ALA)) og Foscan®) (temoporfin) godkjent
for henholdsvis behandling av overflatisk og/eller nodulser basalcellekreft
og behandling av plateepitelkreft i hode og hals [17]. ALA er et prodrug
og er en forlgper til hem [17]. Overskudd av ALA forer til produksjon av
protoporfyrin-IX (PpIX) (en fotosensitizer) raskere enn jern-ferrochelatase
kan konvertere PpIX til hem (ikke en fotosensitizer) [17].

PDT er ogsa vist a fungere som et effektivt diagnostisk verktgy (foto-
dynamisk diagnostikk (PDD)) [22, 23]. PDD utnytter da fluorescens til &
oppdage lesjoner, fordi fluorokromet selektivt akkumulerer i tumor [23]. Et
eksempel er Hexvix®) (hexaminolevulinat) i deteksjon av blerekreft, der
belysning med blatt lys eksiterer fluorokromet slik at det emitterer rgdt lys
(http://www.photocure.com).

1.2.4 PDT-resistens

Som for andre konvensjonelle anticancerbehandlinger kan det ogsa oppsta re-
sistens mot PDT [24]. Graden av resistens er imidlertid ofte av lavere omfang
enn for de fleste andre terapiformer, og hittil er PDT-resistente celler kun
isolert in witro [24]. I 1991 isolerte Luna og Gomer et al. stralingsinduserte
fibrosarcoma (RIF)-celler med ervervet resistens mot Photofrin@®)-PDT [24].
Samme ar isolerte og karakteriserte Singh et al. to kloner med opphav fra

samme cellelinje [24]. Disse var eksponert for 8 sykluser med Photofrin®)-
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PDT, og gav opphav til cellelinjen RIF-8A som var 100 ganger mer resistent
enn moderlinjen [24]. Da de resistente cellene ble injisert i mus, ble ogsa
PDT-resistens in vivo registrert [24]. Siden har resistens mot flere andre fo-
tosensitizere ogsa blitt observert, men graden av resistens har imidlertid veert
varierende [25, 24].

Mange forsgk demonstrerer at arsaken til PDT-resistens avhenger av
celleopphav og hvilken fotosensitizer som benyttes, men forsgkene har ikke
gitt svar pa hvilke cellulsere mekanismer som kan sta bak [24]. Man antar
at mekanismene kan veaere tilsvarende mekanismene bak generell legemiddel-
resistens, og at disse kan vaere relatert til ulik opptaksrate eller effluks, en-
dret intracelluleer distribusjon av legemidlet, darligere legemiddelaktivering
eller gkt inaktivering av legemiddel [24]. Men i 1993 viste Sharkey et al. at
PDT-resistens i RIF-8A ikke var et resultat av ulikt legemiddelopptak [26].
Det ble ogsa vist at resistensen ikke skyltes typiske MDR-mekanismer [26].
De PDT-resistente cellene isolert av Luna og Glomer utviste heller ikke en
MDR-fenotype, og man sa ingen overekspresjon av PGP [24].

Strukturen til fotosensitizeren er imidlertid vist & ha en ngkkelfunksjon i
utviklingen av resistens, og at resistensen er relatert til den spesifikke subcel-
lulzere lokalisasjonen av fotosensitizeren [24]. Det primzere angrepspunktet i
PDT er for enkelte fotosensitizere vist a vaere mitokondriene [26]. Man har
sett at de tidligste skadene etter porfyrin-PDT skjer i mitokondriene, og at
skadene er assosiert med mitokondrielle enzymer involvert i oksidativ fos-
forylering [26]. Distinkte forskjeller i mitokondrier er blitt vist mellom ube-
handlede RIF-celler og RIF-8A av Singh og Sharkey et al. [26]. Tilsvarende
resultater ble observert i cisplatinresistente carcinomaceller som ogsa var
kryssresistente med Photofrin@®-mediert PDT [26]. I ALA-PDT-resistente
kloner har man sett et gkt antall mitokondrier, men sammenliknet med to-
talprotein var derimot cellelinjene like |24].

RIF-8A-cellelinjen ble av Moorehead et al. vist a veere kryssresistent
mot cisplatinbehandling, men man har ogsa observert at MDR-celler kan
veere resistente mot PDT [24]. Interessante funn av Tsai et al. viste at den
DOX-resistente brystcancerlinjen MCF-7/DXR hadde lavere akkumulering
av PpIX fra prodruget ALA enn den ubehandlede MCF-7, men selv der like
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mengder PpIX ble akkumulert, var MCF-7/DXR mindre sensitiv for PDT
[24]. Resistensen mot ALA-PDT kunne derfor ikke bare veere pa grunn av
okt effluks av PpIX. Tilsvarende resultater ble observert av Selbo et al. i
2006 [5]. Den DOX-resistente cellelinjen MES-SA/Dx5 ble vist a vaere re-
sistent mot TPPS,,-PDT, men prosessen kunne ikke veere mediert av PGP,
da det ikke var relevant forskjell i opptak av TPPS,, mellom MES-SA /Dx5
og moderlinjen [5].

I tillegg til PGP, er en annen ABC-transporter beskrevet i litteraturen
[24]. Overekspresjon av et nytt medlem av G-subfamilien i ABC-familen har
blitt beskrevet i cellelinjen MCF-7/AdrVp [24]. Transportgren betegnes som
et brystcancer-resistens-protein (BCRP), og tilhgrer ABCG2 [24]. Funksjo-
nen til BCRP er assosiert med organismens forsvar mot genotoksiner fra
gastrointestinal (GI)-traktus og clearance av toksiske metabolitter via galle
eller urin [24]. Studier utfort pa en ABCG2-knockout-mus har gitt bevis for
transportgrens evne til a pumpe ut PpIX og beskytte cellene mot fototok-
sisitet [24|. Hypoksi er funnet & oppregulere ekspresjon av ABCG2 og a oke
celleoverlevelse ved & minke intracelluleer akkumulering av hem og andre
porfyriner [24]. Pa den maten kan hypoksi hemme PDT-effekten, ikke bare
fordi prosessen krever oksygen, men ogsa gjennom ABCG2-mediert minking
i intracelluleere fotosensitizer-nivaer [24]. Tsunoda et al. har ogsa demonstr-
ert korrelasjon mellom ekspresjon av ABCG2 og resistens mot PDT, men
ABCG?2 har kun evne til & transportere enkelte fotosensitizere [24]. Hemato-
porfyrin IX, meso-tetra(3-hydroksyfenyl)porfin (m-THPP) og meso-tetra(3-
hydroksyfenyl)klorin (m-THPC) er noen av fotosensitizerene som ikke trans-
porteres av BCRP [24].

1.3 Fotokjemisk internalisering

I tillegg til kirurgi, straleterapi og behandling med smamolekylaere forbindelser
benyttes ofte ogsa makromolekyler i cancerterapi. For & oppna ensket biolo-
gisk effekt av makromolekyler med intracellulaert angrepspunkt er internalis-
ering inn i cellecytosol kritisk. Ved endocytose tas imidlertid makromoleky-

lene opp i cellene og fraktes til lysosomer, der de i stor grad degraderes for
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de far utfert sin effekt. Membranen i de endocytiske vesiklene kan derfor

betraktes som den viktigste hindringen for cytosolisk levering i cellene [20)].

1.3.1 Virkningsmekanismer bak PCI

Den norskutviklede metoden, PCI, er en metode for a frigjgre makromolekylaere
legemidler fra endosomer og lysosomer ved lysaktivering (figur 5) [27, 28|.
PCI er basert pa fotosensitizere som lokaliseres i endolysosomale membran-
er og genererer ROS ved lyseksponering [27]. Metoden kan derfor betraktes
som en kombinasjonsbehandling av PDT rettet mot disse membranene, og

legemidlet som frigjgres.
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Figur 5: Prinsipp bak PCI: Makromolekylet M tas opp i endosytiske vesikler.
Fotosensitizeren S akkumulerer 1 endosommembranen og akliveres av lys og mem-
branen gdelegges. Makromolekylet slippes ut 1 cytosol. Tilpasset figur fra Prasmick-
aite et al. [29].

PCI er vist a gke den biologiske effekten til en stor mengde makro-
molekyler og andre molekyler som penetrerer plasmamembranen darlig, inklud-
ert type I-ribosominaktiverende protein (RIP) (egenskapene til RIP er beskrevet
i mer detalj i 1.3.3) |20]. Retensjonen av fotosensitizer i tumorvev i kombi-
nasjon med kontrollert lyslevering gjor PCI relativt selektivt for cancervev
[30]. Prosessen forer til at at endosomale og lysosomale membraner gdelegges,
men mekanismen er ikke fullt ut forstatt [31]. Man antar at den kan skyldes
dannelsen av porer i membranene [18|. I en membran-liknende modell som ble

benyttet av Mojzisova et al. i 2009 ble poredannelsen trigget av peroksidering
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av lipidene som ferte til hydroperoksiddannelse [18]. Det ble her blant annet
benyttet TPCSy, [18]. Man antok at hydroperoksiddannelsen forte til brudd
i lipidkjedene [18]. Idet en pore ble dannet, lakk vesiklenes innhold ut [18|.

1.3.2 Fotosensitizere og klinisk bruk av PCI

Bade porfyriner og kloriner er strukturer i fotosensitizere som brukes i PCI.
De opptrer i naturen, som hem i erytrocytter, og som klorofyll i grgnne blader
|32]. Fotosensitizere til PCI-bruk ma lokaliseres til endolysosomale membran-
er og de ma derfor vaere amfifile [20]. Dette er mulig ved & inkludere én eller
to karboksylgrupper pa den ene siden av molekylet, og la resten av molekylet
forbli hydrofobt [20]. Fotosensitizere som har to sulfonatgrupper i stedet for
karboksylgrupper kan ikke penetrere celluleere membraner [20]. Disse er godt
egnet i PCI. Sulfonatgrupper har lave pK ,-verdier, og protoneres selv ikke i
de sure lysosomene [20].

Absorpsjonsspektrene til frie baser av kloriner og porfyriner er karakteris-
ert av et intenst band omkring 400 nm [33]. Dette bandet kalles Soretbandet
|33|. Fire andre svakere absorpsjonsband er ogsa tilstede i den synlige regio-
nen, sakalte @-band [33]. Klorinene har et karakteristisk Q-band i det rgde
omradet i absorpsjonsspektret [33], og er mer intenst enn korresponderende
band i porfyriner [32]. Dette kan utnyttes i PDT og PCI [32, 33]. Porfyriner
og kloriner kan effektivt underga ISC til sine triplettilstander, og fgre til pro-
duksjon av ROS [33]. Dette gjor porfyrin-relaterte komponenter egnet for
PCI i anticancerbehandling [32].

Prekliniske studier av PCI har blitt utfort med fotosensitizerene TPPS,,,
TPCS,, og aluminium-ftalocyanin-disulfonat (AlPcS,,) [20]. PCI Biotech un-
dersgker na TPCSsy, i en I/Il-studie pa University Hospital i London, UK
|34]. The National Center for Tumor Diseases (NCT), University Hospital
Heidelberg, og Ludwig Maximilian University Munich, Tyskland, har startet
screening av pasienter for videre studier av TPCSs, i hode- og nakke-cancer
(http://www.pcibiotech.com, mai 2012).

TPPS,, har porfyrinstruktur og dermed lav absorpsjon i det optiske
vinduet (der lyspenetrasjon gjennom vev krever 600-800 nm) [20]. TPPS,,
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benyttes derfor in vitro [20]. AIPcS,, har et sterkt absorpsjonsband omkring
670 nm og har derfor veert brukt i in vivo-studier [20], men er heller ikke en
optimal fotosensitizer [20]. P4 grunn av dens mange isomere har den store
batch-til-batch-variasjoner [20]. TPCS,, ble spesielt utviklet til PCI, og har
en effektiv evne til & sitte godt i membranbilag [18]. Dette er pa grunn av
molekylets sulfonerte grupper som barer non-ngytraliserbare negative lad-
ninger [18|. De polare kjedene lokaliserer seg pa fosfolipid-vann-interfasen av
membranen, og den hydrofobe makroringen orienterer seg innvendig i lipidene

18].

TPCS,, TPCS,, (Amfinex®)) (figur 6) har sitt utgangspunkt i TPPS,,,
og er et resultat av en di-imidreduksjon [20]. Den eneste forskjellen mellom de
to komponentene er dobbeltbindingen i kjernen til TPPS,,. Dette er generelt
en forskjell mellom porfyriner og kloriner (figur 4) [32]. TPCS,, absorberer
lys ved bade 415 nm og 652 nm (figur 7), og er derfor mer relevant for klinisk
bruk i PCI enn TPPS,, som kun har absorpsjonsmaksimum i det bla omradet
(415 nm) [20].

Syntetisert TPCSy, bestar av tre isomere og har lav batch-til-batch-
variasjon [20]. Mindre enn 0,5 % av utgangsmaterialet, TPPS,,, er tilstedet
[20]. Sammenliknet med TPPS,,, har TPCS,, en annen romlig struktur. Alle
tre isomere 1 TPCSy, er bgyd omkring kjernen, og elektronene kan derfor ha
lavere mobilitet sammenliknet med elektronene i TPPS,, [32]. Den spesielle
strukturen til TPCS,, gjor at man kan forvente en annen aggregeringstype
enn den som opptrer i TPPS,, [33]. De fluorescerende egenskapene er derfor
forskjellige [33].
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Figur 6: En av isoformene til TPCS,, Figur fra Berg et al. [20].
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Figur 7: Absorpsjonsspektre: Absorpsjonsspekteret til a) TPCSaq 09 b) TPPSa,
lost i 10 % Cremophor ELP. Tilpasset figur fra Berg et al. [20].
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I 2011 ble det vist av Berg et al. at TPCS,, lokaliseres i intracelluleere
granuler i cellelinjen CT26.CL25 [20]. Disse granulene ble vist & veere en-
docytotiske vesikler [20]. TPCSsy,s amfifile egenskaper med log D-verdi naer
0, gjor denne fotosensitizeren ideell for PCI, og tillater den a lokalisere seg i
membranene til disse vesiklene [33]. Ved tumorbelysing vil TPCS,, absorbere

rgdt lys og generere ROS, som primzrt er singlettoksygen [33].

1.3.3 Makromolekyler i PCI

Makromolekyler har et stort potensiale som terapeutiske forbindelser, men
terapeutisk bruk av makromolekyler, som feks i genterapi, er ofte begrenset
fordi makromolekylet ikke har evne til & na cytosol, samt at molekylet man-
gler vevsspesifikk malretting [35]. Intracelluleer levering av makromolekyler
har lenge veert ansett a vaere en stor teknologisk utfordring [35]. T 1999 ble
det vist at PCI effektivt kan indusere lysrettet levering av makromolekyler til
cytosol, noe som indikerer at PCI kan benyttes for stedsspesifikk malretting
i for eksempel genterapi, vaksinering og i kreftbehandling [35]. PCI er siden
vist a gke biologisk aktivitet til mange makromolekyler og andre molekyler
som ikke har evne til & penetrere plasmamembranen, inkludert type I-RIP,
immunotoksiner, plasmider, adenovirus, ulike oligonukleotider, dendrimer-
baserte kjemoterapeutika og ukonjugerte kjemoterapeutika som bleomycin
og DOX [36, 37]. Muligheten for spesifikk malretting av makromolekyler til
spesielle celler, organer eller vev kan med andre ord veere sveert fordelaktig
i en rekke terapier [35]. Med PCI av type I-RIP, er det oppnadd en kurativ
rate pa 60-80 % i dyremodeller [38].

Gelonin [ denne oppgaven er PCI benyttet for a levere gelonin til cytosol.
Gelonin er et klasse I-RIP fra planten Gelonium multiforum |39|. Proteinet
induserer celledgd ved & fjerne basen A4324 i 28 s TRNA som hindrer assosier-
ing av elongasjonsfaktorene faktor-1 og -2 (EF-1 og EF-2) med subenheten
60 s [40]. Den potente cytotoksisiteten gjor den til en egnet kandidat for
bruk i immunotoksin- eller ligandtoksin-syntese [41]. Fordi gelonin virker en-

zymatisk, kreves det svaert fa molekyler til & drepe en celle, men da toksinet
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ikke kan krysse plasmamembraner har det svaert begrenset toksisitet [40].
Gelonin har ingen cellebindende kjede, og mangler derfor evne til a binde seg

til celleoverflater og penetrere cellemembraner |39].

1.4 Dgdsmekanismer relatert til PDT og PCI

[ respons pa skade og stress har celler ulike mekanismer for a overleve eller dg.
Celler som dgr etter akutte skader vil typisk svelle og sprekke, og forarsake en
potensielt gdeleggende inflammatorisk respons pa sine naboceller [42]. Denne
prosessen kalles cellenekrose og er en ukontrollert prosess [42]. Apoptose og
autofagi er, i kontrast til cellenekrose, kontrollerte dgdsmekanismer og over-
levelsesmekanismer i celler, som kan oppreguleres eller nedreguleres av ulike

typer stress.

1.4.1 Regulering av apoptose

Apoptotisk celledpd er den best studerte formen for kontrollert celledgd, og
er en normal prosess i homeostasen for & regulere cellepopulasjonen i vev
|43, 44]. Apoptose kan ogsa fungere som en beskyttelsesmekanisme, som i
en immunreaksjon eller der celler er skadet av sykdom [44]. Den er ATP-
krevende, og karakteriseres morfologisk av kromatin-kondensering, cellekrymp-
ing, dannelse av apoptotiske legemer, og fagocytose av naboceller [43]. T til-
legg er den karakterisert av klgyving av kromosomalt DNA og eksponering
av fosfatidylserin pa plasmamembranen [43].

En rekke stimuli, bade fysiologiske og patologiske, kan trigge apoptose,
men ikke alle celler vil ngdvendigvis dg i respons pa den samme stimulusen
[44]. Straling eller kjemoterapi kan resultere i DNA-skade pa noen typer
celler, noe som kan lede til apoptotisk celledgd via en pb3-avhengig signalvei
|44]. T andre celler kan hormoner, som kortikosteroider, fare til apoptotisk dgd
[44]. Celler som uttrykker Fas- eller TNF-reseptorer kan ved ligandbinding
og protein-kryss-linking fore til apoptose [44]|. Andre celler har en standard
dedssignalvei som ma blokkeres av overlevelsesfaktorer som hormoner eller
vekstfaktorer [44].
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Apoptosesignalering gar gjennom flere uavhengige katabolske signalerings-
veier (figur 8 og 9) som kan trigges av faktorer i og utenfor cellen [45, 46, 44].
Det er blitt vist at det finnes to hovedsignalveier i apoptosen; dgdsreseptor-
signalveien (extrinsic) og den mitokondrielle signalveien (intrinsic) [44]. Det
foreligger bevis for at disse signalveiene er knyttet sammen og at molekyler i
én signalvei kan pavirke den andre [44]. T tillegg finnes det en tredje signalvei
som involverer T-cellemediert cytotoksisitet og perforin/granzym-avhengig
dreping av cellen [44]. Perforin/granzym-signalveien kan indusere apoptose
via enten granzym A eller granzym B [44]. Extrinsic-, intrinsic- og granzym
B-signalveiene fgrer sammen til et felles maskineri som gdelegger cellen [45].
Dette maskineriet settes i gang av klgyving av caspase-3, og resulterer i DNA-
fragmentering, degradering av cytoskjelettet, og de andre stereotypiske mor-
fologiske og biokjemiske endringene observert gjennom apoptosen ved at vi-
tale substrater klgyves [44, 43]. Granzym A-signalveien aktiverer en parallell,

caspase-uavhengig celledgdsignalvei via enkelttradig DNA-gdeleggelse [44].

Intrinsicsignalvei
Straling, toksiner, hypoksi etc

Extrinsicsignalvei Perforin/Granzym

l signalvei
Cytotoksiske T-celler
Dgdsligand
Dadsreseptor
1 Mitokondrielle endringer perforin -\
Adaptorer l I \
Apoptosom-dannelse

Granzym B GranzymA
DISC-dannelse l 1 1
1 Caspase-9-aktivering Caspase-10- SET kompleks
Caspase-8-aktivering 1 aktivering 1
A o
\ Caspase-3aktivering / DNA-Klgyving
(Dedssignalering)

Endonuklease-aktivering = Degradering av kromosomalt DNA
Protease-aktivering = Degradering av nuklezre proteiner = Cytoskjelett-reorganisering

Cytomorfologiske endringer:
Kromatin-og cytoplasmakondensering, nuklear fragmentering, etc

Dannelse av apoptotiske legemer

Figur 8: Skjematisk representasjon av apoptotiske signalveier: De to
hovedsignalveiene 1 apoptose er extrinsic og intrinsic signalvei. I tillegg finnes
perforin/granzym-signalveien. Hver av disse krever spesifikke triggesignaler slik at
en energiavhengig kaskade kan settes i gang. Hver signalvei aktiverer sine egne
initiator-caspaser (8, 9 og 10) som deretter vil aktivere caspase-3. Granzym A er i
motsetning til dette en caspase-uavhengig prosess. Tilpasset figur fra Elmore et al.

[44].
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Man har identifisert flere hovedgrupper av molekyler som er involvert
i trigging og regulering av den apoptotiske prosessen [45]. Aktiveringen av
initiator-pro-caspaser krever at adaptorproteiner og pro-caspaser dimeriserer
og aktiverer proteaser [47|. Fztrinsic signaleringsvei avhenger av binding av
dedsligander som FasL, TNF-a og TNF-relatert apoptoseinduserende ligand
(TRAIL) til sine respektive celleoverflatereseptorer [47]. Dette forer til klus-
tring og den intracelluleere dannelsen av dgdsindusert signaleringskompleks
(DISC), der pro-caspase-8 og -10 aktiveres [47]. De aktiverte caspasene kan
deretter klpyve og aktivere pro-caspase-3 og -7 [47].

Intrinsic signaleringsvei trigges av diverse ekstracellulaere og intracel-
lulaere stress og krever permeabilisering av den ytre mitokondrielle membra-
nen slik at apoptotiske molekyler som cytokrom-c kan frigjores [47]. Cytokrom-
¢ binder til Apaf-1 som igjen kan aktivere pro-caspase-9 i et kompleks kalt
apoptosom [47, 48]. Caspase-9 klgyver og aktiverer nedstrgms caspaser inklud-
ert pro-caspase-3, og induserer pa den méaten apoptose [47].

Noen av de aktiverte caspasene klgyver ngkkelproteiner i cellen [42].
Enkelte caspaser klgyver nuklezere membraner, mens andre klgyver et protein
som vanligvis holder et DNA-degraderingsenzym, DNAse, i en inaktiv form
[42]. Klgyvingen vil fgre til at DNAsen kutter opp DNAet i cellekjernen [42].
Pa denne maten dgr cellen raskt og kontrollert, og de gdelagte cellene kan
fagocytteres [42]. Denne type celledpd defineres ofte som en type-I-prosess
|46].
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Figur 9: Apoptosesignalering Figur fra http://www.cellsignal.com, april 2012.

Apoptose fra oksidativt stress Flere kjemiske og fysiske behandlinger
som induserer apoptose er ogsa vist a indusere oksidativt stress [49]. Et ek-
sempel er ioniserende og ultrafiolett straling som bade induserer apoptose,
og genererer ROS som Hy0s og OH® [49]. Eksponering for lave doser HyOs
induserer apoptose i flere ulike celletyper, og oksidativt stress kan betraktes
som en direkte mediator av apoptose [49].

Enkelte forbindelser som induserer apoptose er forbindelser som kan ut-
lgse dannelsen av ROS [49]. Eksempler pa slike i tillegg til fotosensitizere
som aktiveres av lys er DOX, cisplatin og eter-linkede lipider, som er neo-
plastiske forbindelser som bade induserer apoptose og oksidativ gdeleggelse i
sensitive celler [49]. Hvordan oksidativt stress kan fore til celledgd, er vist &
veere framprovosert av ROS-mediert DNA-skade som fglge av aktivering av
poly-ADP-ribose-transferase og akkumulering av p53 (som begge er involvert
i apoptose) |49]. I tillegg kan oksidativt stress fore til dannelsen av oksiderte
lipider i cellemembraner [49]. ROS reagerer lett med polyumettede fettsyrer
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og kolesterol som finnes i cellemembranene, og kan pa den maten resultere i

oksiderte lipider som induserer apoptose [49].

ROS-medierte mekanismer i cancerceller I normale celler har ROS
en essensiell funskjon i regulering av signaltransduksjon, cellevekst og celle-
differensiering [50]. I flere studier er det blitt foreslatt at mange typer can-
cerceller har gkte nivier av ROS sammenliknet med normale celler, og det
er vist at en moderat gkning i ROS kan promotere celleproliferasjon og celle-
differensiering [50]. For hgye mengder ROS kan imidlertid forarsake oksida-
tive gdeleggelser i lipider, proteiner og DNA, slik at en balansering av ROS-
homeostasen er helt avgjgrende for normal cellevekst og -overlevelse [50].
En stgrre gkning i ROS er assosiert med unormal cancercellevekst og reflek-
terer en forstyrrelse i redoks-homeostasen som enten kan veere grunnet gkt
ROS-produksjon eller en minking i ROS-clearance [50]. En slik tilstand kalles
oksidativt stress, og er assosiert med progresjon av kreft [50]. Ettersom for
store mengder ROS kan vaere toksisk for cellene, kan man anta at cancerceller,
som allerede har hgye ROS-mengder, vil veere mer sensitive for en ytterligere
gkning i ROS-nivaer enn normale celler [50].

Cancerceller som er blitt resistente mot gkt oksidativt stress, ser man for
seg at har satt i gang mekanismer som, ikke bare aktiverer ROS-clearance,
men som ogsa hemmer apoptose [50]. Enkelte cancerceller utvikler ogsa re-
sistensmekanismer mot flere anticancerbehandlinger [50]. Dette kan vaere for-
di cellene tolerer eksogent stress bedre, oppregulerer overlevelsesmolekyler
eller gker legemiddelinaktiveringen [50]. Det er bitt foreslatt at resistens mot
forbindelser som induserer intracelluleer ROS-produksjon, som DOX, pacli-
taxel og platina-baserte legemidler, er korrelert med gkt antioksidantkapa-
sitet [50].

MAP-kinase-aktivert proteinkinase (MAPKAPK) er en gruppe protein-
er som regulerer celleproliferasjon, differensiering, motilitet og overlevelse,
og kan aktiveres av stressinduserende signaler som oksidativt stress [51,
52, 53]. Disse er serin/treonin-kinaser som responderer gjennom en prolin-
rettet fosoforylering av kinasedomenet fra ekstracelluleere kinaser som ki-

nase 1, 2 og p38 mitogen-aktivert proteinkinase (MAPK) [51]. p38 er vist
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a aktivere MAPKAPK-2 og flere andre pro-inflammatoriske cytokiner [52].
MAPKAPK-2 regulerer pa den maten apoptosen (figur 10) [54, 55, 52|. Flere
proteiner som potensielt sett kan nedregulere aktiviteten til p38 er vist a
vaere overuttrykt i humane tumorer, men p38 er ogsa vist a hemme cancer-
progresjon ved a modulere cellulaere prosesser som cellemigrasjon og -invasjon
[56]. Dette betyr at p38-aktivering béade kan assosieres med darlig prognose

og med tumorsuppresjon [56].
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Figur 10: Signalveier som aktiverer p38-MAPK: p38 kan aktiveres av
flere kinaser. Fosforylert p38 kan wvidere fosforylere og aktivere MAPKAPK-2
(MK2) som er involvert i videre transkripsjon og induksjon av apoptose. Figur
fra http://www.cellsignal.com, april 2012.

Aktivering av apoptose med PDT Mange signaleringskaskader aktiveres
samtidig i cancerceller som utsettes for fotodynamisk stress [43]. Mye tyder

pa at disse apoptotiske hendelsene bestemmes av flere faktorer inkludert
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type fotosensitizer som benyttes, dens intracellulaere distribusjon og konsen-
trasjon, og lysdose [47|. Studier utfort de siste arene indikerer at PDT kan
drepe kreftceller direkte ved apoptose eller ved andre non-apoptotiske sig-
nalveier [43|. Karakteren til det fotooksiderte malet i PDT har stor pavirkn-
ing pa signaleringsveiene og celledgdsméatene [43]. Generelt vil fotosensitizere
som lokaliseres i cellenes mitokondrier eller endoplasmatisk retikulum (ER)
promotere apoptose, mens PDT som er rettet mot enten plasmamembra-
nen eller lysosomer, enten kan forsinke eller blokkere programmert apop-
tose som disponerer cellene for nekrose [43]. Disse effektene er vist a vaere
doseavhengige [57].

For fotosensitizere som utviser svakere assosiasjon med mitokondrielle
membraner vet man fremdeles lite om rollen til apoptose, men for kompo-
nenter som lokaliseres i plasmamembranen kan balansen raskt forskyves mot
nekrotisk celledgd, mest trolig pa grunn av tap av membranintegritet og tap
av ATP [43, 47]. PDT med slike fotosensitizere er imidlertid vist a raskt
gke apoptose i fibroblaster [58]. For PDT med fotosensitizere med affinitet
til lysosomer er det vist en treg induksjon av apoptose [58]. Apoptose et-
ter behandling med TPPS,,-PDT er blant annet vist a veere karakterisert
av cellefragmentering [58|. Behandling med hgye konsentrasjoner AlPcS,, er

vist & fore til mindre apoptose og en oppregulering av nekrotisk celledgd [31].

1.4.2 Regulering av autofagi

Autofagi er en katabolsk prosess som man antar fjerner gdelagte proteiner
og organeller i celler som er skadet [59]. Autofagi kan veere en cytoprotektiv
mekanisme for a gke tumorcelleoverlevelse nar cellene er under forhold som
metabolsk stress, hypoksi og kjemoterapi [60]. Prosessen er godt regulert, og
involverer at deler av cytoplasma og organeller brytes ned i autofagosomer og
lysosomer [46]. Pa den maten virker autofagi som et dynamisk gjennvinnings-
system som produserer nye byggesteiner og energi for cellulaer renovering og
homeostase [61]. Avhengig av hvilke organeller som elimineres, kan autofa-
gi ogsa betraktes som en dgdsmekanisme (type Il-celledpd), og under visse

betingelser kan den autofagiske signaleringsveien hindre aktivering av apop-
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tose [46].

Grovt sett finnes det tre former for autofagi (figur 11). Makroautofagi er
en prosess der en del av cytoplasma, inkludert organeller, isoleres fra membra-
nen (ogsa kalt fagofor) og danner et autofagosom, der Atgl6L1-komplekset og
LC3 er kritiske for lukkingen og isolering av membranen [61]. Den ytre mem-
branen til autofagosomet fusjonerer med lysosomet, og materialet degraderes
i autolysosomet [61]. Makroautofagi er den mest studerte autofagiprosessen,

og regnes ogsa som den viktigste [61].
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Figur 11: Tre former for autofagi: Makroautofagi, mikroautofagi og chaperon-
mediert autofagi. Tilpasset figur fra Mizushima et al. [61].

Mikroautofagi er en annen prosess der sma deler av cytoplasma tas opp

ved invaginasjon av den lysosomale eller endosomale membranen [61]. Den
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tredje prosessen kalles chaperon-mediert autofagi, og involverer substratpro-
teiner som inneholder en KFERQ-liknende pentapeptidsekvens [61]. Chaperon-
mediert autofagi baserer seg pa gjenkjenning av KFERQ-relaterte sekvenser
[59]. Gjenkjenning av disse sekvensene av det cytosoliske chaperonet hsc70 og
dets kochaperoner, fgrer til translokasjon av substratet inn i den lysosomale
lumen for degradering etter binding med lysosomal Lamp-2A [59, 61].
Degraderingsproduktene som resulterer fra alle disse tre formene for aut-
ofagi kan brukes av cellene til ulike formal, slik som ny proteinsyntese, en-

ergiproduksjn og glukoneogenese [61].

Aktivering av autofagi fra oksidativt stress og PDT PDT er vist a
indusere autofagi i en rekke studier [62, 63, 64]. Dewaele et al. viste i 2011
at ROS generert av PDT, med en ER-assosiert fotosensitizer, stimulerer til
makroautofagi i normale celler og i cancerceller [59]. Med Western blotting
ble det vist at LC3-I ble konvertert til LC3-IT - en spesifikk biomarker for
makroautofagi [59]. Hemmeren 3-metyladenin ble vist & redusere clearance av
oksidativt gdelagte proteiner og gkte apoptosen [59]. Man konkluderte derfor
med at makroautofagi hadde en cytoprotektiv rolle i PDT [59]. Et paradoks
var imidlertid at genetisk tap av makroautofagi gkte clearance av oksiderte
proteiner og reduserte fototoksisitet [59]. Det ble funnet at oppregulering av
chaperon-mediert autofagi kompenserte for den genetiske manglen, og gkte
cellulaer resistens mot PDT [59]. Celler som manglet chaperon-mediert aut-
ofagi var mer sensitive for fototoksisitet [59]. Man konkluderte dermed med at
chaperon-mediert autofagi er den mest dominerende beskyttelsesmekanismen
mot PDT [59].
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2 Materialer og metode

2.1 Cellelinjer og dyrkningsmedium

I denne studien er alle forsgk utfert pa to sarcom-cellelinjer med ulik sen-
sitivitet for antracyklin-antibiotikumet DOX; MES-SA og MES-SA /Dx5, og
to brystcancerlinjer; MA11 og MA11 (3 x 3 PDT) med ulik sensitivitet for
PDT.

MES-SA er en cellelinje fra en blandet livimor-sarcom som er sensitiv for
DOX, og har i studien blitt brukt til a vise forskjeller mellom denne cellelinjen
og datterlinjen MES-SA /Dx5. MES-SA /Dx5 er en DOX-resistent variant av
moderlinjen, som har veert behandlet med 5,0 x 107 M DOX over lengre
tid [4]. DOX-resistensen er stabil etter lange perioder med vekst i DOX-fritt
medium [4]. MA11 (3 x 3 PDT)-cellene er gjort resistente mot TPCS,,-PDT
ved behandling med tre gangers inkubasjon med 0,3 - 0,5 pg/mL TPCS,,
over tre uker. Behandlingen ble utfgrt med standard PDT-prosedyre (2.8) i
3 minutter.

En gkning i resistens mot DOX har blitt assosiert med en gkning i kryssre-
sistens mot flere andre legemidler [4]. MES-SA /Dx5-linjen utviser kryssre-
sistens mot daunorubicin, dactinomycin, mitoxantron, colchicin, vinkristin,
vinblastin, og etoposid og moderat resistens mot mitomycin C og melfalan
|4]. Man har korrelert kryssresistensen med ekspresjon av PGP, men ikke
med MRP [3]. DOX-akkumulering i MES-SA /Dx5 er vist & veere redusert
med 50 % sammenliknet med MES-SA [4]. Arsaken er gkt effluks av DOX
via PGP [4]. Hvorfor MES-SA /Dx5 i tillegg er resistent mot TPPSy,-PDT
er ikke kjent, og man vet heller ikke om det samme gjelder for andre foto-
sensitizere.

MA11 er brystcarcinomceller med opphav fra beinmargsmetastaser. PDT-
resistente MAll-celler har, i motsetning til MES-SA /Dx5, direkte blitt re-
sistente mot PDT etter gjentatt eksponering for PDT i tre sykluser 4 3
minutter. Cellene er blitt dyrket i RPMI-medium og splittet ukentlig.

MES-SA og MES-SA/Dx5 har i denne studien blitt dyrket i mediumet
McCoy’s ba med 10 % fotalt kalveserum, 100 U/mL penicillin (P0781), og
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100 pg/mL streptomycin. Mediumet ble byttet annenhver til hver tredje dag
for & sikre optimale vekstbetingelser. Cellene ble dyrket i 75 c¢cm? eller 175
cm? vevskulturflasker og inkubert i inkubatorskap ved 37°C og 5 % v/v COs.
Ingen celler ble brukt etter 25 splittinger.

Under alt arbeid med celler i kultur er det benyttet aseptiske arbeid-
steknikker, og arbeidet har foregatt i LAF-benk.

2.2 Standardprosedyrer
2.2.1 Splitting av celler

For a sikre at cellene ikke ble konfluente for utforelsen av forsgkene, ble
celleflaskene splittet jevnlig. Det er viktig at cellene er i et delingsstadie nar
forsgkene utfores. Splitting ble derfor foretatt ved 80 % konfluens. Nar splitt
nummer 25 var oppnadd, ble nye celler hentet fra nitrogenfryseren, og cellene
fikk ga en uke for de ble benyttet i forsgk.

Splitting av MES-SA Ved splitting av MES-SA ble medium sugd av
og cellemonolaget vasket med 2 eller 3 mL fosfat-bufret saltvann (PBS),
avhengig av om det ble benyttet 75 cm? eller 175 cm? vevskulturflasker. Cel-
lene ble behandlet med 2 eller 3 mL trypsin et par minutter i inkubatorskap
(37°C) og lgsnet med lette slag mot flaskesiden. Trypsin har proteaseaktivitet,
og lgsner cellene ved at cellematrixforbindelser brytes. Trypsin bestar i til-
legg av etylendiamintetraacetat (EDTA) og kan derfor bryte Ca?*-avhengige
celle-celle-adhesjoner fordi Ca?* bindes opp. Etter at cellene var studert i
mikroskop for a sikre at alle celler var lgsnet fra underlaget og hverandre, ble
8 eller 17 mL dyrkningsmedium tilsatt for a ngytralisere trypsinet. Cellesus-
pensjonen ble spylt nedover flaskeveggen med en pipette, og gnsket mengde
ble overfort til nye 75 cm? eller 175 cm?-flasker med 20 eller 40 mL dyrkn-

ingsmedium.

Splitting av MES-SA /Dx5 Splitting av MES-SA/Dx5 ble utfert med
EDTA-buffer (se Vedlegg A for oppskrift). EDTA har den egenskapen at

den binder Ca?t og dermed bryter Ca?T-avhengige celle-celle-adhesjoner.
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Splitting av MES-SA /Dx5 ble utfort sjeldnere enn for MES-SA pa grunn

av tregere vekst fgr oppnadd konfluens.

2.2.2 Telling av celler

For utsaing av celler, ble cellekonsentrasjonen malt ved hjelp av et niruters
Glasstic@®) slide 10 with grids-tellekammer (HYCOR). Tre diagonale ruter ble
talt gjennom mikroskop. Gjennomsnittlig antall ble multiplisert med 10* da
hver av de ni rutene hadde et volum pa 0,1 uL . Dermed ble konsentrasjonen

funnet 1 antall celler per mL.

2.3 Etablering av tetthetskurve

For a kunne beregne utsaingsantall til forsgkene var det ngdvendig a etablere
en tetthetskurve for cellelinjene. Pa dag 1 ble det sadd ut 2000, 4000, 6000,
8000, 10 000 og 12 000 celler per brgnn i et 96 brgnnersbrett. Pa dag 2 ble
vekstmedium skiftet ut, og cellene satt til inkubasjon i 18 timer. Pa dag 3
ble brgnnene vasket to ganger med 100 pul. vekstmedium, og tilsatt 100 ulL
vekstmedium for a etterlikne prosedyren i de andre forsgkene utfgrt i denne
masteroppgaven. Pa dag 5 ble celleviabilitet malt med 3-[4,5-dimetyltiazol-
2-yl]-2,5-difenyl-tetrazolium-bromid (MTT)-assay.

2.3.1 Utsaing av celler

For viabilitetsmaling med MTT-assay ble det sadd ut 6000 celler per brgnn
for begge cellelinjer der forsgk ble utfort i 96-brgnnersbrett (0,33 ¢cm?). For vi-
abilitetsmaling og proteindeteksjon som ble malt i 6-brgnnersbrett eller 3001-
skaler (9,6 cm?), ble det sadd ut 350 000 celler per brgnn. Til mikroskopiforsek
ble det sidd ut 50 000 celler per brenn i 4-brennersbrett (1,9 em?). For at
cellene skulle feste seg, ble begge cellelinjer inkubert i ett degn for videre
forsok.
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2.4 Etablering av vekstkurve

For & beregne doblingstiden til cellelinjene, ble det etablert vekstkurver. Pa
dag 1 ble det sadd ut 150 000 celler per skal i 3001-skaler. Etter 24, 48, 72
og 96 timer ble medium sugd av. Det ble vasket med 300 pL. PBS, og tilsatt
300 uL trypsin eller EDTA-buffer for henholdsvis MES-SA og MES-SA /Dxb5
slik at cellene skulle lgsne. Etter noen minutters inkubering i varmeskap ble
700 puLb McCoy’s bHa tilsatt. 1, 0,5, 0,250 og 0,125 mL cellesuspensjon ble
overfort til 9, 9,5, 9,75 og 9,88 mL counterbuffer etter henholdsvis 24, 48, 72
og 96 timer. Suspensjonene ble blandet godt fgr celleantallet ble talt med en

Coulter Counter. Det ble gjort tre paralleller for hver méaling.

2.5 Doxorubicin-sensitivitet

For & bekrefte at MES-SA /Dx5 har ervervet resistens mot DOX ble det utfort
en sensitivitetsstudie. Pa dag 1 ble det sadd ut 6000 celler per brgnn i et 96-
brgnnersbrett for begge cellelinjer. Pa dag 2 ble det tilsatt tre paralleller med
100 L 0,01, 0,1, 1, 10, 100 og 1000 nM DOX. Pa dag 5 ble relativ viabilitet
malt med MTT-assay som beskrevet i 2.10.

2.6 Fluorescensmikroskopi
Prinsipp

Det ble benyttet fluorescensmikroskopi for a studere cellulzer lokalisasjon av
TPCS,,. Prinsippet for fluorescensmikroskopi gar ut pa en selektiv deteksjon
av fluorescensen til en forbindelse, og involverer bruk av et eksitasjonsfilter,

et dikromatisk speil og et emisjonsfilter (figur 12).
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Figur 12: Skjematisk figur av fluorescensmikroskopi: Ved eksitasjonen fil-
treres lys gjennom eksitasjonsfilteret og gar inn i filterblokken. Det dikromatiske
speilet med en karakteristisk bglgelengde reflekterer lys med lavere bplgelengde. Ved
emisjon slipper det dikromatiske speilet gjennom mer langbplget emisjonslys. Fi
emasjonsfilter filtrerer lyset som slippes ut av filterblokken. Dette lyset kan detek-
teres av et kamera eller studeres med gyet gjennom okularet.

Prosedyre

e Pa dag 1 ble 50 000 celler ble sadd ut per brgnn i 4-brgnnersbrett med
dekkglass i bunn.

e Pa dag 2 ble enkelte av brgnnene behandlet med 0,5 ug/mlL TPCS,,,

mens de resterende ble det skiftet vekstmedium pa.

e Dag 3 ble det vasket to ganger med 300 pl. vekstmedium for & chase
eller "jage* fotosensitizeren vekk fra cellemembranen og inn i cellene.
Cellene ble inkubert videre ved 37°C i 4 timer. Til noen av de ubehan-
dlede og TPCSy,-behandlede brgnnene ble det minst 20 minutter for
mikroskopering tilsatt 0,3 L. LysoTrackerGreen(®).

e Cellene ble vasket 2 ganger med 500 pL iskald PBS med Ca?* og Mg?™,
og 500 pl ble tilsatt tilslutt.
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e PBS ble sugd av og dekkglasset ble dyppet i iskald PBS fgr det ble lagt
over et objektglass. Overflgdig vaeske ble trukket vekk med filterpapir.

e For intracellulzer deteksjon av fotosensitizer ble det benyttet et Zeiss
Axioplan 1 epi-fluorescens —og fasekontrastmikroskop (Zeiss, Obercochen,
Tyskland). En HBO/100 W kvikksglvlampe ble benyttet som eksi-
tasjonskilde. Fglgende eksitasjonsfilter ble benyttet for TPCSy,: 395-
440 nm, dikromatisk speil: 460 nm, og emisjonsfilter: 610 nm. For
LysoTrackerGreen®) ble det benyttet eksitasjonsfilter: 470/40 (HE),
dikromatisk speil: 495 (HE), og emisjonsfilter: 525/50 (HE).

e For fluorescens- og fasekontrastbilder ble det brukt et CCD (cooled
charge-coupled device)-kamera (Astromed, Cambridge, UK), og Axio-
Vision Analysis software ble benyttet for prosessering av bildene. I alle
mikroskopiforsgk ble det tatt negative kontrollbilder for & bekrefte at

fluorescensen ikke skyldtes annet enn fluorokromene som var tilsatt.

2.7 Fotosensitizer-opptak
Prinsipp

Analyse av sensitizeropptak kan utfgres etter et prinsipp som baserer seg pa
forbindelsens evne til a fluorescere. Ved a tilsette kjente konsentrasjoner foto-
sensitizer til cellelysat, lages en standardkurve med fluorescens per mengde
fotosensitizer per mengde protein. Dermed kan malt fluorescens i TPCSq,-

behandlede celler relateres til mengde fotosensitizer per mengde protein.

Prosedyrer

Prosedyre for hgsting av celler

e 350 000 celler ble sadd ut i 3001-skaler. Noen celler ble behandlet med
1000 pL 0,05 pg/mL TPCSy,, mens andre ble det skiftet vekstmedium

pa.
e Dtter 5 minutter, 1 time, 18 timer, og 18 timer og chase ble cellene

hgstet med fglgende prosedyre:
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e Cellene ble vasket to ganger med iskald PBS, og lysert med 1 mL 0,1
M NaOH. Celler som skulle benyttes til proteinmaling ble lysert med
100 pL 0,1 M NaOH.

e For a etablere en standardkurve med TPCS,,-konsentrasjon per mengde
protein, ble det til ubehandlede cellelysater lysert med 1 mL 0,1 M
NaOH tilsatt 0, 5, 10, 20 og 40 ng/mL TPCS,,.

e Cellelysatene ble skrapt sammen med celleskrape og overfgrt til ep-
pendorfrgr. Det ble gjort to paralleller for hvert tidspunkt, og protein-
mengde ble malt med Lowry-basert assay beskrevet i 2.11.3. Alt arbeid
foregikk beskyttet mot lys.

Prosedyre for maling av fotosensitizeropptak

e 1 mL cellelysat ble tatt ut til fluorescensmaling med Cary Eclipse Flu-

orescence Spectrophotometer fra Holger Teknologi.

e Fotosensitizeren i cellelysatet ble eksitert ved 420 nm, og emisjon ble

malt ved 650 nm ved hjelp av programmet Cary Eclipse.

e Det ble korrigert for bakgrunn.

2.8 Fotodynamisk terapi in vitro
Prinsipp

Fotodynamisk terapi er, som beskrevet i 1.2.1, et prinsipp som involverer et
fotosensiterende molekyl, lys ved en bestemt bglgelengde og oksygen. Ved a
inkubere celler med en fotosensitizer over en viss tid, og deretter eksitere foto-
sensitizeren, vil den, wia ISC, reagere med molekylaert oksygen og generere

ROS som kan gjgre irreversibel skade pa cellene.

Prosedyre for PDT n vitro

e [itt dggn etter utsaing av celler, ble medium sugd av med en mikropipette.
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e 0,05 eller 0,2 pug/mL TPCS,, eller TPPSy, i vekstmedium ble tilsatt
cellebrgnnene som skulle behandles, og det ble tilsatt 100 eller 1000 pL

vekstmedium i brgnner til kontroll for henholdsvis 96- eller 6-brgnnersbrett /3001-

skaler, fgr cellene ble satt til 18 timers inkubasjon i varmeskap.

e Neste dag ble alle cellebrgnner vasket to ganger med 100 eller 1000 pL
og tilsatt 100 eller 1000 pL vekstmedium.

e Cellene ble satt til 4 timers inkubasjon i varmeskap for a chase foto-

sensitizeren inn i cellene og vekk fra plasmamembranen.

e Onsket lysdose ble gitt ved hjelp av LumiSource®) for cellene ble satt

til inkubasjon.

e Etter 48 timer ble celleviabilitet malt ved MTT-assy (2.10).

2.8.1 Belysing og aktivering av fotosensitizere

I denne oppgaven er fotosensitizerene TPCS,, og TPPS,, benyttet. TPCS,,
er syntetisert fra en di-imidreduksjon av TPPSy, [20]. Syntetisert TPCS,,
inneholder 3 isomere, og absorberer lys ved 415 og 652 nm [20]. TPPS,, ab-
sorberer lys ved 415 nm [20|. Belysing av fotosensitizer-behandlede celler ble
utfort med lampen LumiSource®) (PCI Biotech ASA) som bestar av fire 18
W Osram L 18/67 standard lysrgr. Lampen leverer blatt lys med emisjons-
maksium péa ca 435 nm. Irrandiansen varierer < 10 % i hele belysningsom-
radet (45 x 17 cm), og har en effekt pa 11,5 mW /cm?. Lampen er utstyrt med
vifte for a hindre at lyseksponerte celler utsettes for hypertermi. 15 minutter
fgr belysning av behandlede celler ble lampen skrudd pa for a sikre stabil

irradians. 100 sekunder lysdose tilsvarer 1,33 J/cm?.

2.9 Fotokjemisk internalisering in vitro
Prinsipp

PCI baserer seg pa PDT, men involverer i tillegg et makromolekyl (2.9.1).

Malet er a drive makromolekylet inn i cellenes cytosol, der det kan utgve sin
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effekt. Som beskrevet i avsnitt 1.3.1 vil ROS som genereres av fotosensitizeren
skade de endolysosomale vesiklene som omslutter makromolekylet, slik at
makromolekylene slipper ut i cytosol.

Prosedyre for PCI in vitro

e Ett dggn etter utsaing av celler, ble medium sugd av med en mikropipette.

e 0,05 eller 0,2 pg/mL TPCS,, eller TPPS,, i vekstmedium og 3 pg/mL
rGelonin i vekstmedium ble tilsatt cellebrgnnene som skulle behandles
med PCI, og det ble tilsatt 3 ug/mL rGelonin i vekstmedium i brgnner
til kontroll, for cellene ble satt til 18 timers inkubasjon i inkubator. 1
PCl-forsgk med gkende geloninkonsentrasjon ble det tilsatt rGelonin
med konsentrasjonene 0,1, 0,3, 1, 3, 10 og 30 pg/mL.

e Neste dag ble alle cellebrgnner vasket to ganger med 100 eller 1000 uL
og tilsatt 100 eller 1000 pL vekstmedium.

e Cellene ble satt til 4 timers inkubasjon i inkubator for a chase foto-

sensitizeren inn i cellene og vekk fra plasmamembranen.

e (nsket lysdose ble gitt ved hjelp av LumiSource®) for cellene ble satt

til inkubasjon igjen.

e Etter 48 timer ble celleviabiliteten malt ved MTT-assay (2.10).

2.9.1 Makromolekyl

I alle forsgk er rekombinant gelonin benyttet som makromolekyl, og forkortes

i oppgaven med rGelonin eller rGel.

2.10 Viabilitetsmaling med MTT-assay
Prinsipp for MTT-assay

Dette assayet benyttes for & male viabilitet etter behandling av en celle-

linje. MTT-assay baserer seg pa omdannelsen av MTT til formazankrystaller

45



2 MATERIALER OG METODE

i levende celler, og bestemmer mitokondriell aktivitet [65]. En gkning eller

minking i antall levende celler kan detekteres ved a male formazankonsen-

trasjonen ved hjelp av optisk tetthet ved en gitt bglgelengde [65].

Prosedyre for MTT-assay

48 timer etter belysning ble medium i cellebrgnnene sugd av med
mikropipette. For DOX-sensitivitetsforsgk ble medium sugd av 72 timer
etter tilsetning av DOX.

50 og 500 pL 0,4 mg/mL MTT ble tilsatt cellebrgnnene i henholdsvis
96- og 6-brgnnersbrett, samt en blank rad pa hvert brett, og deretter

satt til inkubasjon i 2-4 timer.

Deretter ble MTT sugd av med mikropipette, og 100 og 1000 uL
dimetylsulfoksid (DMSO) tilsatt hver MTT-brgnn, og brettet satt pa

risteinkubator i 5 minutter.

Absorbans ble méalt ved 570 nm i PowerWave™ XS2 Microplate Spec-
trophotometer fra BioTek ved hjelp av programvaren Genb, og det ble

foretatt korrigering med blanke brgnner.

I alle figurer er dataene normalisert i forhold til ubehandlede celler.

2.11 Analyser av proteinuttrykk

2.11.1 SDS-PAGE, Western blott og immundeteksjon

Prgveopparbeidelse til SDS-PAGE og Western blott

Prosedyre for prgveopparbeidelse

Celler ble ved dag 1 sadd ut i 6-brgnnersbrett som beskrevet i 2.3.1.

Ved dag 2 ble cellene behandlet med PDT og/eller PCI som beskrevet
12.8 og 2.9.

Etter 18 timer ble cellene vasket og tilsatt 1 mL vekstmedium.
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e Fire timer etter vask ble brettene belyst i 300 sekunder. Alle forspk

inkluderte ubehandlede kontroller og negative kontroller.

e Ved gnsket tidspunkt ble cellene satt pa is for a stoppe videre cellulaere

prosesser.

e Cellebrgnnene ble vasket med 1 mL iskald 1 x PBS uten Mg*" eller
Ca?" og lysert med 70 uL lyseringsbuffer (Vedlegg A).

e Lysatet ble skrapt sammen med celleskrape og overfort til eppendorfror,

og 0,3 ul benzonase tilsatt.
Bestemmelse av relativ proteinmengde med DNA-maling

Prinsipp for DNA-maling Prinsippet benyttet for DNA-maling gar
ut pa a male absorbans ved 260/230 nm (DNA). Absorbansen som males kan
relateres direkte til DN A-konsentrasjonen i prgvene, men da bromfenolblatt
i lyseringsbufferen absorberer lys ved den samme bglgelengden, ma instru-

mentet blankes.

Prosedyre for DNA-maling

e 20 uL Samplebuffer (Vedlegg A) ble fortynnet 1:50 med dH,O og ble
benyttet som blank. 20 uL. prgve ble fortynnet 1:25.

e En kyvette ble vasket to ganger med blank for spektrofotometeret (Ul-
trospec 2100 pro UV /Visible) ble nullstilt med 90 uL blank.

e Fgr hver maling ble kyvetten vasket to ganger med prgve, og det ble
for hver maling gjort tre paralleller med 90 uL. prove.

e Gjennomsnittelig DNA ble regnet ut for 3 paralleller slik at appliser-
ingsvolum kunne beregnes. Ettersom maksimalt appliseringsvolum for
gelene er 15 plL per brgnn, ble prgven med laveste maling applisert som
15 plL.
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SDS-PAGE og Western blott

Prinsipp for SDS-PAGE Sodium-dodecyl-sulfat-polyakrylamid-gel-
elektroforese (SDS-PAGE) baserer seg pa migrering av ladede molekyler i en
gelmatrix i respons pa et elektrisk felt [66]. Teknikken fasiliterer separasjonen
av en blanding av proteiner etter molekylvekt |66]. SDS-PAGE involverer
dissosiering av inter- og intrakjede-disulfidbindinger, som oppnas ved & varme
opp proteinprgven i kokende vannbad i nzerveer av en reduserende forbindelse,
som dithiotreitol (DTT) [66]. Proteinene coates ogsa med en negativ ladning
i naerveer av den anioniske detergenten sodium-dodecyl-sulfat (SDS) [66].
Proteinene kan dermed separeres og vises som band ettersom de migrerer i
et elektrisk felt gjennom gelmatrixen [66].

Gelen bestar av to lag, der den gverste delen er en stacking-gel og resten
er en separerende gel [66]. Meningen med stacking-gelen er & oppkonsentrere
proteinene i prgven i ett lag for de vandrer inn i den separerende gelen [66].

Parallelt bgr en standard protein-stige separeres sammen med proteinprgven.

Prosedyre for SDS-PAGE

e Stige ble tillaget av 6 L Samplebuffer, 3 uL Kaleidoskop (Bio-Rad) og
3 uL Biotinylated ladder (Cell Signaling) (Vedlegg B).

e Det ble stukket hull pa eppendorfrgr med cellelysat, og rerene ble kokt

ved 95°C i 5 minutter. Stigen ble behandlet pa samme mate.
e Eppendorfrgrene ble satt noen minutter pa is, vortexet og spunnet ned.

e Geloppsats ble satt sammen pa isbad, og det ble helt 1 x Runningbuffer
(Se Vedlegg A for oppskrift) i kammeret opp til malestrek.

e 10 uL stige ble applisert i fogrste gelbrgnn.
e Like proteinmengder ble applisert i hver sin brgnn pa gelen.

o Gelelektroforese ble kjort ved 200 V og 400 mA til fronten hadde gatt

ned.
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Gel Til gel-elektroforese ble det benyttet Ready Gel®) 4-20 % Tris-HCl
med 15 brgnner & 15 uL fra Bio-Rad.

Prinsipp for Western blotting For at proteinene skal kunne detek-
teres med antistoffer, ma de overfgres til en nitrocellulose- eller polyvinyliden-
difluorid (PVDF)-membran. En metode som kan benyttes kalles elektroblot-
ting eller Western blotting, og involverer en elektrisk spenning som dytter
proteinene fra gelen over pa membranen. Proteinene overfgres til membranen
i samme mgnster som i gelen. P4 denne maten blir proteinene eksponert for
deteksjon pa en tynn overflate. Proteinbindingen baserer seg pa hydrofobe

interaksjoner og ioneinteraksjoner mellom membranen og proteinet.

Prosedyre for Western blotting

e Gelen benyttet i SDS-PAGE ble lagt under en PVDF-membran kalibr-
ert med metanol og dynket i Transferbuffer (se Vedlegg A for oppskrift).
Gelen og membranen ble lagt mellom filter og svamper, og eventuelle
luftbobler ble rullet ut.

e Oppsatsen ble satt i et blottekammer fylt med Transferbuffer og en
isblokk, og satt pa magnetrgrer.

e Proteinblotting ble kjgrt ved 100 V og 400 mA i 2 timer ved 4°C.

Immundeteksjon

Prinsipp for inkubering med primaert antistoff Primaere antistof-
fer genereres nar en vert eller immuncellekultur eksponeres for et protein eller
en del av proteinet. I mennesker og dyr er dette en del av immunresponsen,
men i dette tilfellet hgstes antistoffene og kan benyttes som et deteksjonsverk-
tgy som binder til proteinene pa membranen direkte. Etter blokkering av
membranen for & hindre uspesifikk binding av antistoff, inkuberes den med

primaert antistoff over gnsket tid.
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Prosedyre for inkubering med primeaert antistoff

e Membranen ble, etter Western Blotting, vasket 3 ganger & 5 minutter
med 12 mL 1 x TTBS (Vedlegg A) i et 50 mL-ror.

e Deretter ble membranen blokkert med 5 mL 5 % torrmelk i 1 x TTBS

i 1 time ved romtemperatur.

e Primeert antistoff (Vedlegg B) ble tilsatt 5 mL 5 % tgrrmelk i 1 x TTBS
eller 5 % bovint serumalbumin (BSA), og tilsatt 50 mL-rgret. Der BSA
ble brukt, ble membranen fgrst skylt med 12 mL 1 x TTBS. Inkubasjon

med primaert antistoff gikk over natt ved 4°C pa rulle.

Prinsipp for inkubering med sekundeert antistoff Etter vasking
av membranen for & fjerne ubundet primeert antistoff, eksponeres mem-
branen for et antistoff med affinitet for dem specie-spesifikke delen til det
primare antistoffet. De primaere antistoffene kommer fra animale eller ani-
male hybridoma-kulturer. Et anti-mus sekundaert antistoff vil binde til nesten

alle primaere antistoffer som kommer fra mus.

Prosedyre for inkubering med sekundart antistoff

e Morgenen etter inkubering med primaert antistoff, ble membranen vas-
ket 3 ganger & 5 minutter med 12 mL 1 x TTBS.

e Deretter ble membranen inkubert i 2 timer ved romtemperatur med

sekundeert antistoff og antistoff mot biotin for a detektere stigen.
Fremkalling av Western blott

Prinsipp for fremkalling Det sekundare antistoffet er ofte linket til et
enzym. Enzymet kan vaere pepperrot-peroksidase og har evne til a klgyve en
kjemiluminescent forbindelse, og reaksjonen produserer luminescens i forhold
til mengde protein. En film plasseres mot membranen og eksponeres for lys
som produseres i reaksjonen. Lyset skaper et bilde pa filmen tilsvarende mgn-

stret og mengden protein som er tilstede pa membranen.
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Prosedyre for fremkalling
e Membranen ble vasket 3 ganger & 5 minutter med 1 x TTBS.

e 1-1,5 mL LumiGlo A og LumiGlo B (KPL) (1:1) ble dryppet over mem-

branen. Inkuberte i 5 minutter i romtemperatur.

e Membranen ble lagt mellom to transparente ark, og teipet fast i en

fremkallingskassett.

e En film ble lagt over membranen i kassetten pa mgrkerom, og fremkalt.

Kvantifisering av Western blott

Prinsipp for kvantifisering av Western blott Proteinuttrykk kan
kvantifiseres ved a se pa det relative uttrykket i forhold til total protein-

mengde.

Prosedyre for kvantifisering av Western blott

e Det ble tatt utgangspunkt i det storste bandet pa blottet og tegnet et
rektangel rundt dette.

e Rektanglet ble kopiert i stgrrelse og tegnet omkring de andre bandene
man gnsket a kvantifisere, samt tegnet inn pa et bakgrunnsomrade uten

ujevnheter.

e Dataprogrammet Quantity One ble benyttet for & beregne relative vol-

umer av bandene i forhold til bakgrunn.

e De relative verdiene ble deretter normalisert i forhold til loading-kontrollband

fra gamma-tubulin. Det ble gjort tre paralleller for hvert rektangel.

2.11.2 Enzchek caspase-3-assay

Prgveopparbeidelse til Enzchek caspase-3-assay
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Prosedyre for prgveopparbeidelse

350 000 celler ble sadd ut i 6-brgnnersbrett.

24 timer etter PDT og PCI (2.8 og 2.9) ble mediet overfort til eppen-
dorfrer.

Cellene ble trypsinert eller lgsnet med EDTA-buffer. Mediet som var
blitt tatt vare pa i eppendorfrgrene ble brukt til & ngytralisere trypsinet
og EDTA-bufferen.

Cellesuspensjonen ble deretter sentrifugert i 3 minutter ved 1000 om-

dreininger per minutt (rpm).

Supernatanten ble sugd av, og cellepelleten ble resuspendert i PBS og

sentrifugert pa nytt for a fjerne mediumrester.

Cellepelleten ble resuspendert i 60 pl. 1 x lyseringsbuffer fra kitet (Ved-
legg A) og inkubert 30 minutter pa is.

De lyserte cellene ble sentrifugert i 5 minutter ved 5000 rpm.

50 pL supernatant ble overfort til 96-brgnnersbrett for proteindetek-
sjon, og 5 pl ble overfort til et 96-brgnnersbrett for proteinmaling.

Bestemmelse av relativ proteinmengde til Enzchek caspase-3-assay

Det ble benyttet Lowry-basert assay (2.11.3) til bestemmelse av relativ pro-

teinmengde 1 EnzChek-assayet.

Proteindeteksjon med caspase-3-assay

Prinsipp for proteindeteksjon med caspase-3-assay Prinsippet

bak deteksjon av caspase-3 med EnzChek Caspase-3 Assay Kit #1 involver-
er substratet 7-amino-4-metylkumarin-derivert Z-DEVD-AMC (der Z rep-

resenterer en benzyloksykarbonylgruppe) som fluorescerer svakt i UV-lys

(eksitasjon /emisjon 330/390), men som gir en sterk bla fluroescens (eksi-

tasjon/emisjon 342/441) ved proteolytisk klgyvning av caspase-3.
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Kitet kan benyttes til & detektere caspase-3-aktivitet og naert relaterte
proteaser 1 celleekstrakter ved a bruke en fluorescens-mikroplate-leser eller et

fluorometer.

Prosedyre for proteindeteksjon med caspase-3-assay

e 50 ulL 2 x substrat working-lgsning (Vedlegg A) ble tilsatt hver prove
og blank.

e Prgvene ble inkubert tildekket i 30 minutter ved romtemperatur.

e Fluroescens ble malt (eksitasjon/emisjon 365/410-460).

2.11.3 Bestemmelse av relativ proteinmengde med Lowry-assay
Lowry-basert assay

Prinsipp for Lowry-assay Lowry-assay er en metode som kvantifiser-
er farge etter en reaksjon med Folin-Ciocalteu-fenol med tyrosylresiduer i et
ukjent protein. Fargeverdien sammenliknes med fargeverdien til en standard-
kurve av et standardprotein. Ofte benyttes BSA som standardprotein. Meto-

den er designet for a kvantifisere 1 - 20 ug protein. @¥nskes proteinbestemmelse

i et annet omrade, kan volumene i assayet gkes med en lik faktor [67].

Prosedyre for Lowry-basert assay For bestemmelse av relativ pro-
teinmengde ble det benyttet et Lowry-basert assay og reagenser fra Lowry-
assay-kit (Bio-Rad) (Vedlegg C).

e Standard ble tillaget av BSA og lyseringsbuffer i konsentrasjonene 0,
0,25, 0,4, 0,5, 0,71, 1 og 2 ug/uL.

e Reagens S og reagens A fra kitet ble blandet i forholdet 1:50.
e 25 ul. S+A ble tilsatt brgnner i et 96-brgnnersbrett.
e 5 ul prgve og 5 plL standard ble tilsatt hver sine brgnner med S+A.
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e 200 uL reagens B ble tilsatt alle brgnner det skulle males pa, inkludert

en rad med blanke brgnner tilsatt kun lyseringsbuffer.
e Brettet ble satt pa svak risting i 15 minutter.

e Absorbans ble méalt ved 750 nm i PowerWave™ XS2 Microplate Spec-
trophotometer fra BioTek ved hjelp av programvaren Gend, og det ble

foretatt korrigering med blanke brgnner.

2.12 Inhibering av cellesignalveier
Prinsipp for inhibering av apoptose og autofagi

I figur 13 er prinsipp for inhibering av cellesignalveiene apoptose og autofagi

vist.
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Figur 13: Inhibering med PD98059, SB203580 og 3-MA: Prinsipp for in-
hibering av a) ERK med PD98059, b) p38 med SB203580 og ¢) LC3B med 3-MA.
Figur fra http://www.cellsignal.com, april 2012.
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Prosedyre for inhibering av cellesignalveier

e PDT- og PCI-behandling ble gitt som beskrevet i 2.8 og 2.9.

e 0,05 mM PD98059 (mitogen-aktivert proteinkinasekinase (MEK)-inhibitor),
0,02 mM SB203580 (fosforylert p38 (Pp38)-inhibitor) og 10 mM 3-
metyladenin (3-MA) (autofagi-inhibitor) ble gitt henholdsvis 2 timer,

2 timer og 30 minutter fgr lys.

e Hemmerene ble fjernet 2-3 timer (PD98059), 2-3 timer (SB203580) og
24 timer (3-MA) etter lys, og brgnnene ble vasket 2 ganger med Mec-
Coy’s Ha for nytt vekstmedium ble tilsatt.

e Etter gnsket tidspunkt etter lys ble celler hgstet som beskrevet i prosedyren
for proveopparbeidelse til SDS-PAGE, og proteinuttrykk analysert med
Western blott (2.11).

e 48 timer etter lys ble celleviabilitet malt med MTT-assay (2.10).

2.13 Statistisk vurdering av resultater

I alle forsgk er t-test benyttet for vurdering av forskjeller mellom gjennom-
snittsverdier i to datasett. Programmet SigmaPlot 11.0 med integrert Sig-

maStat er benyttet som statistisk verktgy for alle data.
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3 Resultater

3.1 Etablering av vekstkurver og tetthetskurver for ube-
handlede celler

For ubehandlede celler ble det initielt etablert vekstkurver for & ha et hilde
pa veksthastighetsforskjeller mellom linjene. Tetthetskurver ble etablert for
a bestemme et utsaingsantall for forsgkene. For at resultatene skal veere rep-
resentative fra gang til gang, er det viktig at cellene ikke blir konfluente i
lgpet av forsgkene. Celler som er konfluente har redusert veksthastighet og

kan lettere dg.

3.1.1 Celletetthetskurver for MES-SA- og MES-SA /Dx5-celler

Resultater fra tetthetsforsgk er vist i figur 14a og 14b. Tetthetsforsgket viser
at MES-SA-cellene har en lineaer vekst opptil 12 000 utsadde celler per brgnn.
Det betyr at cellene ikke blir konfluente ved disse utsaingskonsentrasjonene.
Kurven flater ut etter 12 000 utsadde celler per brgnn hvilket indikerer at
brgnnene blir for tette for optimale vekstbetingelser etter dette punktet. I
videre forsgk ble det benyttet 6000 celler per brgnn i 96-brgnnersbrett.
Tetthetsforsgket for MES-SA /Dxb-cellene viser en linezr vekst opp til
8000 utsadde celler per bronn. MES-SA kan derfor vokse tettere enn MES-
SA/Dx5, men for enkelthetsskyld settes utsaingsantallet likt for begge celle-
linjer. 1 videre forsgk ble det derfor benyttet 6000 celler per brgnn i 96-
brgnnersbrett da dette gir optimale maleverdier i MTT-assayet uten at cel-

lene blir konfluente.

57



3 RESULTATER

g
=}

N
&l

N
(=]
L
N
w
L

o -
w w
) .
- = N
[=] 3} [=}
. \ .

o
o
.

o
[S)
)

—&— Ubehandlede MES-SA-celler —@— Ubehandlede MES-SA/Dx5-celler

Tetthet 96 timer etter utsaing, OD 570 nm
5
Tetthet 96 timer etter utsaing, OD 570 nm

0,0

LTSS S

Q Q Q N O N N Q Q O Q
Q N\ N QS \ QQ \) Q Q QQ S "OQ %Q QQ '19
NN N N I A

N

N
PSS S o ({/]9 S S I RN
Antall celler sadd ut per brgnn Antall celler sadd ut per brann

(a) (b)

Figur 14: Celletetthetskurver: Optisk tetthet av a) MES-SA og b) MES-SA/Dz5
er plottet mot antall celler sidd ut per bronn ¢ 96 bronnersbrett 96 timer for vi-
abilitetsmaling med MTT. Resultatet er middelverdier av tre paralleller, og er et
representativt resultat av tre forsgk. Standardavvik er tegnet inn.

3.1.2 Cellevekstkurver for MES-SA- og MES-SA /Dx5-celler

Resultater fra cellevekststudier er vist i figur 15. Veksforsgket viser eksponen-
siell vekst av begge cellelinjer 0 til 96 timer etter utsaing. Forsgket viser ogsa
at MES-SA deler seg raskere enn MES-SA /Dx5. Doblingstid ble for MES-SA
estimert & veere 28 timer, og for MES-SA /Dx5 35 timer.
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Figur 15: Cellevekst for ubehandlede MES-SA- og MES-SA /Dx5-celler:
Celleantall er plottet mot tid etter utsding ¢ 3001-bronner. Resultatet er mid-
delverdier av tre paralleller, og er et representativt resultat fra tre forsgk malt med
Coulter Counter. Standardavvik er tegnet inn.

3.2 Doxorubicin-sensitivitet

Resultater av DOX-sensitivitet er vist i figur 16. MES-SA- og MES-SA /Dx5-
celler ble behandlet med ulike konsentrasjoner DOX (0 - 1000 nM) i 72 timer.
Viabilitet malt med MTT-assay viste at MES-SA /Dx5-cellene var 36 ganger
mindre sensitive for 1000 nM DOX enn moderlinjen MES-SA (P = < 0,001).
Dette korrelerer med Harker et al.s og Selbo et al.s resultater fra 1985 og
2006 [4, 5].

100 o— - 2 °

Relativ viabilitet, %

—8— MES-SA
—&— MES-SA/Dx5
01 : . , ‘ , -

0 0,01 0,1 1 10 100 1000

Doxorubicin-konsentrasjon, nM

Figur 16: Dozorubicin-sensitivitet i1 MES-SA og MES-SA/Dx5: Relativ
viabilitet som funksjon av DOX-konsentrasjon. Resultatet er malt med MTT-assay.
Standardavvik er tegnet inn.
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3.3 PDT og PCI med TPCS,, og TPPS,,
3.3.1 PDT med TPCS,,

Resultatene etter PDT-behandling av MES-SA og MES-SA /Dx5 med 0,05
pg/mlL TPCS,, er vist i figur 17. Viabilitet (MTT) av celler behandlet med
0,05 pg/mL TPCS.,-PDT er plottet som funksjon av lysdose i sekunder.
Begge cellelinjer ble behandlet med TPCS,, i 18 timer, og hadde en chase-
periode pa fire timer for belysning. PDT-behandlede MES-SA /Dx5-celler
var signifikant mindre sensitive for behandlingen enn moderlinjen MES-SA.
Ved 330 sekunder lys ble viabiliteten til MES-SA malt til a veere ca 1/20
av viabiliteten i MES-SA /Dx5-cellene. Forskjell i viabilitet hadde ved dette
punktet en P-verdi < 0,001.

100 A

Relativ viabilitet, %

—8— MES-SA
—@— MES-SA/Dx5

oL : , , i

0 100 200 300

Lysdose, sek

Figur 17: Viabilitet etter TPCS2,-PDT med gkende lysdose i MES-SA og
MES-SA /Dzx5: Relativ viabilitet er plottet som funksjon av lysdose. Resultatene
er middelverdier basert pd tre paralleller, og er et representativt resultat av tre
forspk. Standardavuvik er tegnet inn.

3.3.2 PCI med rGelonin og TPCS,,

For PCI-behandlede MES-SA- og MES-SA /Dx5-celler ble det initielt etablert
konsentrasjonskurver med rGelonin alene og som makromolekyl i PCI (fig-
ur 18). Det ble benyttet ulike konsentrasjoner rGelonin (0 - 30 ug/mL) og
tre ulike lysdoser (0, 150 og 300 sekunder). I videre forspk ble det benyttet
3 ug/mL rGelonin og 150 sekunder lys i 96-brgnnersbrett. I 6-brgnnersbrett
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og 3001-skaler ble det benyttet 300 sekunder lys.
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Figur 18: Viabilitet ved gkende rGelonin-konsentrasjon i MES-SA og
MES-SA/Dx5: Grafen wviser wviabilitet som fuksjon av a) gkende rGelonin-
konsentrasjon b) PCI med okende rGelonin-konsentrasjon ved 0 sekunder lys, c)
PCI med gkende rGelonin-konsentrasjon ved 150 sekunder lys, og d) PCI med
gkende rGelonin-konsentrasjon ved 300 sekunder lys. I alle PCl-grafene er 0,05
wg/mL TPCSs, benyttel. Resultatene er middelverdier basert pd tre paralleller, og
er et representativt resultat av tre forspk. Standardavvik er tegnet inn.

Resultatene fra PCI-behandling av rGelonin med TPCS,, med gkende
lysdose er vist i figur 19 og er sammenliknet med PDT-effektene.

Ved en lysdose som i PDT gav ca 50 % drap i MES-SA, gav effekten av
PCI en viabilitet pa ca 17 % sammenliknet med ubehandlede celler. Forskjel-
lene i dette punktet hadde P-verdi < 0,001. I MES-SA /Dx5 gav en PDT-dose
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som gav 50 % drap en PCl-effekt pa ca 7 % overlevelse. P-verdi for forskjel-
lene var < 0,001. Dette viser at PCI sammenliknet med PDT er mest effektiv
i MES-SA /Dx5.

Sammenlikning av effekt av PCI i forhold til ubehandlede celler indik-
erte imidlertid i alle forsgk gkt effekt i MES-SA ved tilstrekkelige lysdoser
(< 210 sek) sammenliknet med MES-SA/Dx5. Forskjellen kunne imidlertid
variere fra forsgk til forsgk. Den dramatiske forskjellen i figur 19¢ er ikke re-
produsert. PCI sammenliknet med rGelonin-behandling var signifikant mer
effektivt i MES-SA (P < 0,05) og MES-SA/Dx5 (P < 0,05) ved lysdoser over
60 sekunder, men det ble ikke vist signifikante forskjeller i effekt av rGelonin

alene mellom cellelinjene.
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Figur 19: PDT og PCI med 0,05 1g/mL TPCSs,, 3 ng/mL rGelonin og
dkende lysdose i MES-SA og MES-SA/Dx5: Relativ viabilitet etter a) PDT
og PCI i MES-SA, b) PDT og PCI i MES-SA/Dz5, og ¢) PCI 1 MES-SA og MES-
SA/Dz5 er plottet som funksjon av lysdose og malt med MTT-assay. Resultatene er

middelverdier basert pd tre paralleller, og er et representativt resultat av tre forsgk.
Standardavvik er tegnet inn.
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3.3.3 PDT og PCI med TPPS,,

Resultatene fra PDT-behandling med TPPS,y, i MES-SA og MES-SA /Dx5
er vist i figur 20. Celler behandlet med 0,05 pg/mL TPPS,,-PDT hadde
ingen effekt pa viabilitet ved noen lysdoser. Fgrst ved konsentrasjoner fra
0,2 ug/mL TPPS,, ble effekt pa viabilitet observert med PDT. Selbo et al.
observerte noe sterkere effekt av 0,05 pg/mL TPPS,, enn observert i denne
masteroppgaven [5]. PDT med TPPS,, var, som vist av Selbo et al., mest
effektivt i MES-SA, mens effekt av PCI var relativt lik mellom cellelinjene
[5]. Punktet som viser PCI med 0,2 pg/mL TPPS,, ved 0 sekunder lys i
MES-SA/Dx5 er antageligvis feil.
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Figur 20: PDT og PCI med TPPSy, i MES-SA o9 MES-SA/Dz5: Via-
biliteten etter behandling med a) 0,05 pg/mL og b) 0,2 pwg/mL TPPSy, er plottet
mot lysdosen, og malt med MTT. Resultatene er middelverdier basert pd tre paral-
leller, og er et resultat av ett forspk. Standardavvik er tegnet inn

3.4 Intracellul=er lokalisering og opptak av fotosensitizer
3.4.1 Intracellulser lokalisering av TPCS,,

TPCS,, fluorescerer etter eksitering med synlig lys. Dette gjgr det mulig
a undersgke intracelluleer lokalisering med fluorescensmikroskopi. Cellene ble
inkubert med 0,5 pg/mL TPCS,, 1 18 timer og studert 4 timer etter chase. 20

minutter for mikroskopering ble cellene inkubert med LysoTrackerGreen(®).
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Resultatene fra fluorescensmikroskopering med TPCS,, er vist i figur 21.
Granuleer, intracelluleer fluorescens fra TPCS,, ble observert i begge celle-
linjer. Bilder som var tatt etter inkubering av cellene med LysoTracker-
Green(®), som lokaliseres til endocytotiske vesikler, viste ogsa en sterk, gran-
uleer, intracelluleer fluorescens. Fluorescensen fra TPCS,, og LysoTracker-
Green@®) var delvis overlappende i begge cellelinjer. Distribusjonen av den
granuleere fluorescensen ble imidlertid vist a vaere noe ulik mellom celle-
linjene, der MES-SA indikerte lokalisering i sméa vesikler, mens MES-SA /Dxb5
indikerte lokalisering i stgrre. I ubehandlede celler ble det ikke detektert flu-
orescens ved benyttet eksponeringstid, og det ble kontrollert for at filtrene

kun slapp gjennom lys fra sine respektive fluorokromer.

(a)

Figur 21: Fasekontrast- og fluorescensbilder av TPCS:;, © MES-
SA- o9 MES-SA/Dx5-celler: Bildene wviser A TPCSy,-fluorescens, B
LysoTrackerGreen(®)-fluorescens, C et fusjonert bilde av TPCSaq-fluorescens
og LysoTrackerGreen®)-fluorescens, og D et fusjonert bilde av TPCSy,- og
LysoTrackerGreen(®)-fluorescens sammen med fasekontrast i a) MES-SA og b)
MES-SA/Dz5. Det er benyttet 40z objektiv sammen med 2,5z supplerende forstor-
relse.

3.4.2 Opptak av TPCS,,

Resultater av opptaksstudier av 0,05 pug/mL TPCS,, i MES-SA og MES-
SA/Dx5 er vist i figur 22. Det var et raskt opptak av TPCS,, i lgpet av
de forste 5 minuttene i begge cellelinjer (MES-SA: 13,1 ng TPCS,,/mg pro-
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tein/time, MES-SA /Dx5: 14,8 ng TPCS,, /mg protein/time). Hastigheten av
opptak minket etter dette. Opptaket mellom 1 og 18 timer hadde en hastighet
pa 0,28 ng TPCS,, /mg protein/time i MES-SA | og 0,19 ng TPCS,, /mg pro-
tein /time i MES-SA /Dx5. TPCSg,-akkumulering mellom cellelinjene etter 18

timer + chase viste ingen signifikant forskjell.

—8— MES-SA
6 1| —— MES-SA/Dx5

ng TPCS2a / mg protein

Figur 22: TPCS2a-opptak: Opptak av TPCSs,, mélt per mg protein, i MES-SA-
o9 MES-SA /Dz5-celler som funksjon av inkubasjonstid med TPCSs,. Ubehandlede
(NT) celler er tegnet inn. Resultatet er middelverdier av to paralleller, og er et
representativt resultat fra tre forsgk malt med fluorospektrometer. Standardavvik er
tegnet inn.

3.5 Analyser av proteinuttrykk
3.5.1 Caspase-3

Caspase-3-aktivitet ble forsgkt malt med SDS-PAGE, Western blott og im-
mundeteksjon, men gav ingen malbare resultater. Et sensitivt caspase-3-kit
ble derfor benyttet. Resultater av caspase-3-aktivitet 24 timer etter PDT
og PCI er vist i figur 23. Etter PDT- og PCI-behandling med 0,05 pug/mL
TPCSs, og 3 ug/mL rGelonin ved 300 sek lys ble caspase-3-aktivitet malt
med fluorometer. I to av tre forsgk viste resultatene en gkning i caspase-3-
aktivitet ved PDT- og PCI-behandling i begge cellelinjer, men ingen forskjell
mellom behandlingene. PDT- og PCI-behandling indikerte en dobling av
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caspase-3-aktivitet sammenliknet med ubehandlede MES-SA-celler, og 3,5
ganger gkning sammenliknet med ubehandlede MES-SA /Dx5-celler.

120
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Figur 23: Caspaseaktivitet 24 timer etter PDT og PCI i MES-SA og
MES-SA/Dz5: a) viser relativ caspase-3-aktivitet i ubehandlede (NT), rGelonin-
behandlede (rGel), TPCSs, uten lys-behandlede (PS), PCI uten lys-behandlede,
PDT-behandlede og PCIl-behandlede celler. b) viser viabilitet malt med MTT 48
timer etter behandling. Resultatene er snitt av to paralleller og grafene er represen-
tative for 2 av 3 forspk. Standardavvik er tegnet inn.

3.5.2 PARP

Resultater av Western blott av poly(ADP-ribose)polymerase (PARP)-klgyving
er vist i figur 24. Mellom 18 og 20 timer etter belysning ble ubehandlede
og PDT- og PCI-behandlede MES-SA- og MES-SA /Dx5-celler hgstet. Det
ble observert signifikant sterkere PARP Il-uttrykk i bade PDT- og PCI-
behandlede celler sammenliknet med ubehandlede (NT) celler (P < 0,001).
I MES-SA var det en forskjell pa ca 12 ganger mellom PDT-behandlede og
ubehandlede celler, og ca 19 ganger mellom PCI-behandlede og ubehandlede
celler. I MES-SA /Dx5 var denne forskjellen henholdsvis ca 3,5 ganger og 4
ganger. I MES-SA-celler viste denne forskjellen 1,5 ganger sterkere PARP-
[T-uttrykk ved PDT sammenliknet med PCI (P < 0,001). I MES-SA/Dx5
var denne forskjellen 1,2 (P = 0,003). MES-SA /Dx5 ble imidlertid observert
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a ha et sterkere basaluttrykk av PARP II (ca 4 ganger), sammenliknet med
MES-SA (P = 0,007).
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Figur 24: Klgyving av PARP etter PDT og PCI i MES-SA- og MES-
SA/Dz5-celler: Figuren viser i a) blott av PARP I og PARP Il i MES-SA
o9 MES-SA/Dz5 for ubehandlede (NT), TPCSa,-behandlede (PS), TPCSa,-
rGelonin-behandlede (PCI - lys), PDT-behandlede og PCI-behandlede celler 18-20
timer etter lys. Nedenfor blottet er PARP Il-kvantifisering vist, normalisert mot
ubehandlede MES-SA-celler. Blottet er et representativt resultat fra tre forspk. Ib)
vises viabilitet malt med MTT 48 timer etter behandling. Resultatet er et represen-
tativt blott fra tre forsgk. Standardavvik er tegnet inn.

3.5.3 LC3

Mellom 18 og 20 timer etter belysning ble PDT- og PCl-behandlede MES-
SA- og MES-SA /Dx5-celler hgstet, og lett-kjede 3B (LC3B)-klgyvning malt
med SDS-PAGE, Western blotting og immunteteksjon. Det ble observert
signifikant sterkere LC3B TI-uttrykk i bade PDT- og PCI-behandlede celler
sammenliknet med ubehandlede (NT) i begge cellelinjer (P < 0,001). I MES-
SA-celler var forskjellen mellom PDT-behandlede og ubehandlede celler ca
10 ganger, mens det mellom PCI-behandlede og ubehandlede celler var ca 6
ganger. Tilsvarende for MES-SA /Dx5 var henholdsvis ca 4,5 og 2,5 ganger.
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MES-SA /Dx5 ble imidlertid observert & ha et sterkere basaluttrykk av LC3B
IT (ca 2,8 ganger), sammenliknet med MES-SA (P < 0,001).
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Figur 25: Klgyving av LC3B etter PDT og PCI i MES-SA- og MES-
SA /Dx5-celler: Figuren viser blott av LC3B-klgyving i MES-SA og MES-SA/Dz5
for ubehandlede (NT), TPCSy,-behandlede (PS), TPCSa,- og rGelonin-behandlede
(PCI - lys), PDT-behandlede og PCI-behandlede celler 18-20 timer etter lys. Neden-
for blottet er LC3B Il-kvantifisering vist, normalisert mot ubehandlede MES-SA-
celler. Blottet er et representativt resultat fra tre forspk. Viabilitet malt med MTT
48 timer etter behandling er vist i figur 24 sammen med PARP-klgyving. Resultatet
er et representativt blott fra tre forsgk. Standardavvik er tegnet inn.

3.5.4 Fosforylering av p38

Pp38 i MES-SA og MES-SA /Dx5 Resultater av Western blott av p38-
forforylering er vist i figur 26. Ubehandlede og PDT-behandlede MES-SA- og
MES-SA /Dx5-celler ble hgstet 5 minutter, 1 time og 2 timer etter lys. Okt
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p38-fosforylering ble observert 5 minutter etter PDT i begge cellelinjer, og
fosforyleringen gkte 4,5 ganger for MES-SA (P < 0,001) og 3 ganger for MES-
SA/Dx5 (P = 0,004) i forhold til ubehandlede prgver ved 2 timer. Fosforylert
p38 i MES-SA var ca 2,5 ganger hgyere enn for MES-SA /Dx5 2 timer etter
PDT (P = 0,001). MES-SA ble observert a ha et sterkere basaluttrykk av
Pp38 (ca 2 ganger), sammenliknet med MES-SA /Dx5 (P = 0,004).

MES-5A  MES-SA/DxS

l I |
B e Pp3843kDa

B Gamma-tubulin 48 kDa

32".: 3—:
53 3 5%3
5 :l__L

Relativt P-p3g-Litrykk

Figur 26: Aktivering av p38 etter PDT i MES-SA og MES-SA /Dx5: Blot-
tet viser Pp38-uttrykk i MES-SA- og MES-SA/Dz5-celler 5 minutter, 1 time og 2
timer etter lys, og kvantifisering av Pp38 normalisert til total protein med gamma-
tubulin, presentert som relative verdier i forhold til ubehandlede MES-SA-celler.

Blottet er et resultat fra ett slikt forsgk.

Pp38 i MA11 Resultater av Western blott av p38-fosforylering i MA11
er vist i figur 27. Ubehandlede MA11-celler og PDT-resistente MA1l-celler
etter behandling med 3 x 3 minutter PDT ble hgstet uten behandling. Det
ble ikke funnet gkning i p38-fosforylering i MA11-celler sammenliknet med
PDT-resistente MA11-celler.
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Figur 27: Fosforylering av p38 1 MA11-celler og PDT-resistente MA11-
celler: Grafen viser a) Western blott av p38-fosforylering i brystcancerlinjene
MA11 og PDT-resistent MA11, og b) kvantifisering av Pp38 normalisert til totalt
protein (gamma-tubulin), presentert som relative verdier. Standardavvik er tegnet
nn. Blottet er et resultat av ett slikt forsok.

3.6 Celluleer viabilitet ved behandling med inhibitorer
3.6.1 SB203580

Fosforylert p38s evne til a fosforylere og aktivere MAPKAPK-2 etter PDT og
PCI ble i denne studien hemmet ved & bruke inhibitoren 4-(4-fluorofenyl)-2-
(4-metylsulfinylfenyl)-5-(4-pyridyl)-imidazol (SB203580) (figur 28). 0,02 mM
SB203580 ble tilsatt to timer for og vasket vekk to - tre timer etter 150 sekun-
der lyseksponering. SB203580 gkte overlevelsen i PDT-behandlede MES-SA-
celler fra 30 % til 45 % (P = 0,002). I PCI-behandlede MES-SA-celler gkte
overlevelsen fra 3 % til 12 % (P = 0,002). Ingen gkning i overlevelse ble ob-
servert nar SB203580 ble administrert til PDT- eller PCI-behandlede MES-
SA/Dx5.
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Figur 28: Viabilitet etter inhibering av Pp38: Grafen viser effekt av inhiber-
ing av fosforylert p38 med SB203580 i a) MES-SA- og b) MES-SA/Dz5-celler.
Resultatet er middelverdier fra tre paralleller, og er et representativt resultat fra tre
forsok. Standardavvik er tegnet inn. Resultatet er malt med MTT-assay.

Kontroll pa inhibering med SB203580 - Fosforylering av MAPKAPK-
2 Ubehandlede og PDT-behandlede MES-SA- og MES-SA /Dx5-celler ble
behandlet med 0 eller 0,02 mM SB203580 fra 2 timer for lys til 2 - 3 timer
etter, og hgstet som beskrevet i prosedyre for prgveopparbeidelse for SDS-
PAGE. Fosforylert MAPKAPK-2, P-MAPKAPK-2, som er et substrat for
p38, ble malt ved hjelp av SDS-PAGE, Western blotting og immuntetek-
sjon. Resultatene viser at fosforylering av MAPKAPK-2 er oppregulert 2,4
ganger i PDT-behandlede MES-SA-celler sammenliknet med ubehandlede (P
< 0,001), og at hemmeren SB203580 nedregulerer fosforyleringen til ca 1/6 (P
< 0,001) (figur 29). Inhiberingen korrelerer med den relative overlevelsen ved
PDT-behandling (28a og 28b). Det ble ogsa observert signifikant fosforylering
av MAPKAPK-2 i PDT-behandlet MES-SA /Dx5 (P < 0,001), men fosfory-
leringen var ca 1/4 av fosforyleringen av i PDT-behandlede MES-SA. Ingen
minking i P-MAPKAPK-2 etter behandling med inhibitor ble observert. Det
ble imidlertid observert en 2,4 ganger gkning (P < 0,001). Dette er ikke

reprodusert.
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Figur 29: MAPKAPK-2-fosforylering i MES-SA og MES-SA/Dx5: Fig-
urene viser P-MAPKAPK-2-uttrykk i ubehandlede og PDT-behandlede celler (NT
og PDT) uten og med SB203580 (- h og + h), og kvantifisering av P-MAPKAPK-2
normalisert til totalt protein med gamma-tubulin, relativt til ubehandlede MES-SA-
celler. Standardavvik er tegnet inn. Blottet er et resultat av ett slikt forsgk .

3.6.2 PD98059

MEKSs evne til a fosforylere og aktivere ekstracellulzer signalregulert kinase
(ERK) etter PDT og PCI ble i denne studien hemmet ved & bruke inhibitoren
PDY98059 (figur 30). 0,05 mM PD98059 ble tilsatt to timer for og vasket vekk
to - tre timer etter 150 sekunder lyseksponering. I PCI-behandlede MES-SA-
celler ble det observert en svak gkning i viabilitet der inhibitor var tilsatt
(P = 0,023). Resultatene er imidlertid ikke reprodusert. Det ble ikke ob-
servert signifikante forskjeller i viabilitet for PDT-behandlede MES-SA-celler
og PDT- og PCl-behandlede MES-SA /Dx5-celler eksponert for PD98059

sammenliknet med celler uten hemmer. I ubehandlede MES-SA-celler ble det
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imidlertid vist at inhibitoren forarsaker 10 % toksisitet alene (P = 0,028).
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Figur 30: Viabilitet etter inhibering av ERK: Grafen viser effekt av inhibering
av ERK via MEK med PD98059 i a) MES-SA og b) MES-SA /Dz5-celler. Resultatet
er middelverdier av tre paralleller i ett prelimencert forsgk. Standardavvik er tegnet
inn. Resultatet er malt med MTT-assay.

3.6.3 3-MA

MES-SA- og MES-SA /Dx5-celler ble behandlet med 30 mM 3-MA (autofagi-
inhibitor via LC3B) fra 30 minutter for lys til 24 timer etter lys. Det ble ikke
observert malbare resultater da 3-MA viste seg a vaere sveert toksisk for cel-

lene (figur ikke vist).
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4 Diskusjon

4.1 Diskusjon av resultater

For a omga eller oppheve resistensmekanismer i dagens etablerte cancerbe-
handling er det et behov for bedre kjennskap til hvilke mekanismer som
star bak resistensen. Dette kan gjgre at nye og bedre terapeutiske metoder
utvikles. PCI av makromolekylaere terapeutiske forbindelser er en relativt ny
strategi som er vist a drepe MDR-cancerceller. Denne oppgaven viser at ne-
dregulering av p38-signalveien i den DOX-resistente cellelinjen MES-SA /Dx5
bidrar til en PGP-uavhengig resistensmekanisme mot TPCS,,-PDT. Til tross
for at PCI bygger pa PDT-prinsippet, er det i denne masteroppgaven vist at

PCI kan omga denne PDT-resistensen.

Effekt av og resistens mot TPPS,, og TPCS,,

PDT med TPCS,, er ikke tidligere undersgkt i MES-SA og MES-SA /Dx5,
men effekten av modersubstansen, TPPS,,, har blitt studert i disse sarcom-
cellelinjene av Selbo et al. [5]. Det ble da vist at den DOX-resistente MES-
SA /Dx5-linjen er kryssresistent mot TPPS,,-PDT. Da TPCS,, er strukturelt
svaert lik TPPSy, var det naerliggende a anta tilsvarende resistens mot denne.
PGP er vist & sta bak DOX-resistensen i MES-SA /Dx5, men kan ikke forklare
PDT-resistensen med hverken TPPS,, eller TPCS,, som fotosensitizer siden
opptaket av disse ved belysningstidspunktet er likt i begge linjene (figur 22)
[5]. Det er ogsa naerliggende & anta at mekanismen bak DOX-resistensen
kan henge sammen med mekanismen bak PDT-resistensen. DOX er vist a
generere ROS, og det er tidligere blitt vist at DOX-resistente myelogene
leukemi-celler ogsa er resistente mot stralingsindusert ROS [49, 68]. I denne
masteroppgaven ble det observert at MES-SA /Dx5 er 36 ganger mindre sen-
sitiv for 1000 nM DOX enn moderlinjen (figur 16), og at denne lave sensi-
tiviteten korrelerer med TPPS,,-PDT-resistensen vist av Selbo et al. Selbo
et al. har imidlertid ogsa vist at PGP, som er ansvarlig for resistensen mot
DOX, ikke kan forklare PDT-insensitiviteten i MES-SA /Dx5 [5].

PDT med TPCS,, viste seg i denne masteroppgaven & vaere en effektiv
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behandlingsform i MES-SA-celler (figur 17). Tilsvarende effekter med andre
fotosensitizere er vist i flere andre studier pa disse cellene [69, 70]. MES-
SA/Dxb5 ble, som forventet, vist & veere resistent mot bade PDT-behandling
med fotosensitizeren TPCS,, (figur 17) og TPPS,, (figur 20). Slike resul-
tater er ogsa indikert for ALA-indusert PpIX i MES-SA/Dx5 av Chu et
al. |71]. T denne masteroppgaven krevdes det over dobbelt sa hgy konsen-
trasjon av TPPSy, som TPCS,, for a oppna effekt ved de samme lysdosene.
Mekanismene bak den store forskjellen i toksisitet kan henge sammen med de
konformasjonelle forskjellene i fotosensitizerene. Den romlige strukturen til
TPCS,, gjor at man, i tillegg til andre fluorescerende egenskaper, kan forvente
en annen mobilitet av elektronene [32]. Aggregeringstypen kan dermed veere
forskjellig fra den som opptrer i TPPS,,, og fore til forskjeller i reaktivitet
[33]. Det er derfor neerliggende & anta at dette kan pavirke genereringen av
ROS .

Aktiviteten av ABCG2 i enkelte kreftceller kan forklare at noen tumor-
er har medfgdt eller ervervet resistens mot en rekke anticancerterapeutika
inkludert PDT med fotosensitizere som ALA-indusert PpIX og BPD [72].
Opptaksstudier utfert av Chu et al. i 2012 viste at det cellulzere opptaket av
PpIX var lavere i MES-SA /Dx5 enn i MES-SA, 24 og 32 timer etter behan-
dling [71].

Lokalisering og opptak av TPCS,,

Intracelluleer lokalisering av TPCS,, i MES-SA og MES-SA /Dx5 ble under-
sokt da fotosensitizereffekten har en begrenset rekkevidde, og forskjeller i
lokalisering kan forklare forskjeller i PDT-mediert toksisitet. Det ble ikke
observert forskjeller i TPCS,,-lokalisering mellom cellelinjene fgr lysbehan-
dling. Resultater som viste overlapp mellom LysoTrackerGreen®) og TPCS,,
(figur 21) bekreftet lokalisering til endocytotiske vesikler, da LysoTrack-
erGreen®) har spesifikk lokalisering i disse. Man kan konkludere med at
TPCSy, penetrerer inn i celluleere membraner i disse endolysosomene og
utever sin effekt der. Resultatene korrelerer med observasjoner av andre am-
fifile fotosensitizeres lokalisering (TPPS,, og AlPcSs,), men kan ikke fork-
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lare TPCSy,-PDT-resistensen i MES-SA /Dx5 observert her [73]. Resultatene
kunne imidlertid indikere en forskjell i type vesikler TPCS,, lokaliseres i. I
MES-SA kunne vesiklene synes a veere mindre enn vesiklene observert i MES-
SA/Dx5. Dette ble ikke studert naermere. Eventuell forskjell i relokalisering
av fotosensitizeren mellom cellelinjene etter lys ble heller ikke studert og kan
derfor ikke utelukkes som resistensmekanisme.

Opptaksstudiene i denne masteroppgaven viste ingen signfikante forskjeller
i TPCSy.-opptak mellom cellelinjene (figur 22). Opptaket korrelerer i tillegg
med studier som viser at TPCS,,, sammen med TPPS,,, ikke er substrater
av BCRP i ABCG2-familien [72]. Dette kan forklares med forbindelsenes
amfifile egenskaper, siden ABCG2 fgrst og fremst transporterer ikke-amfifile
substrater |72].

Effekt av PCI med TPCS,,

Da Lou et al. reverserte MDR-fenotypen i den DOX-resistente brystcancer-
linjen MCF-7/ADR med PCI av DOX med fotosensitizeren TPPS,,, antok
man at PCI var en lovende metode for & sla ned MDR-resistens [74]. Her
var PSS, som baserer seg pa at basiske legemidler protoneres og fanges i
sure vesikler (1.1.1), den dominerende resistensmekanismen [5]. I motsetning
til MCF-7/ADR-~cellene akkumuleres ikke DOX i MES-SA og MES-SA /Dx5
etter PSS-modellen, og det har blitt vist at PCI av DOX i MES-SA og MES-
SA/Dx5 er ineffektivt [3, 5|. T 2006 ble det imidlertid indikert at TPPSy,-
PCI av toksinet rGelonin kunne omga mekanismene bak den DOX-induserte
PDT-resistensen i MES-SA/Dx5 [5]. rGelonin tas opp ved endocytose [30].
Til tross for den ervervede kryssresistensen mot TPPS,,- og TPCS,,-PDT
i MES-SA /Dx5 ble det, i denne masteroppgaven, vist at PCI av rGelonin
med fotosensitizeren TPCS,, ogsa omgikk resistensen (figur 19b). Dette er
generelt overraskende resultater da PCI bygger pa PDT-prinsippet og da
det ikke ble vist signifikante forskjeller i effekt av rGelonin alene (0,1 - 30
mg/mL) mellom cellelinjene (figur 18a). En mulig forklaring kan veere at
toksisiteten av PCI fgrst og fremst er mediert av rGelonin. Siden det kreves

fa internaliserte molekyler for & drepe en celle kan det tenkes at PClI-effekten
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sammenliknet med toksinet alene er relativt lik i de to cellelinjene, selv om
PDT-sensitiviteten er forskjellig. Dersom man sammenlikner PCl-effekten
med PDT, er PCI mer effektivt i MES-SA /Dx5 enn i MES-SA med TPCS,,.

Effekt pa apoptose

Resultatene i denne masteroppgaven indikerte oppregulering av caspase-3 i
MES-SA og MES-SA/Dx5 ved behandling med PDT og PCI, og viste at
de to behandlingene gav et apoptotisk signal i cellelinjene (figur 23a). Det
ble imidlertid ikke observert signifikante forskjeller mellom cellelinjene med
hensyn pa caspase-3. Ingen ytterligere gkning av caspase-3 ved PCI i forhold
til PDT indikerte at det i tillegg foreligger en annen mekanisme for celledrap
ved denne behandlingen. Pa en annen side viste resultatene ulik farmakologi
med hensyn pa PARP etter PCI i de to linjene.

PARP-klgyving, som i denne studien ble observert mellom 18 og 20
timer etter lys (figur 24), er ogsa vist & veere indusert i flere cellelinjer som
folge av PDT-behandling [75, 76]. PARP-klgving, som skyldes caspase-3,
og kjernekondensering har tidligere blitt observert etter PDT med TPCS,,
i ZR-T5-celler [77]. Apoptoseassosiert caspase-3-aktivitet har ogsa i ZR-75-
celler blitt observert etter PDT med den samme fotosensitizeren [77|. I denne
masteroppgaven ble det, i tillegg som vist av Faraj et al., imidlertid ogsa vist
a veere en forskjell i grad av PARP-klgyving mellom cellelinjene, der MES-
SA klgyvet mer PARP ved PDT (12 ganger) og PCI (19 ganger) sammen-
liknet med ubehandlede celler, enn det som ble vist i MES-SA /Dx5 (3,5 og
4 ganger). Resultatene fra PARP-klgyvingen viste at MES-SA /Dx5 har en
mindre uttalt apoptosesignalering via caspase-3 ved PDT- og PCI-behandling
med TPCS,, enn MES-SA. Dette er forventet for PDT. En interessant ob-
servasjon er at PARP ble vist a gke ytterligere for PCI i forhold til PDT,
spesielt i MES-SA. Dette ble ikke vist for caspase-3, til tross for at caspase-
3 ligger oppstrgms for PARP. En mindre forskjell i PARP-uttrykk mellom
PDT- og PCI-behandling i MES-SA /Dx5 indikerte at en annen mekanisme
enn apoptose star bak det dramatiske celledrapet ved PCI-behandlingen.
Basaluttrykket av PARP var imidlertid generelt hgyere i MES-SA /Dx5. Disse
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resultatene korrelerer med resistensen mot PDT-behandling i MES-SA /Dx5.
Resultatene forklarer imidlertid ikke at MES-SA /Dx5 er like sensitiv for PCI,
i forhold til ubehandlede celler, som moderlinjen. Ingen observerte forskjeller
i caspase-3 mellom MES-SA og MES-SA/Dx5, kunne indikere at en defekt
i apoptose-signaleringen mellom caspase-3 og PARP er ansvarlig for PDT-
resistensen.

At resultatene kun indikerte oppregulering av caspase-3 i to av tre forsgk
i PDT- og PCI-behandlede celler kan skyldes den omstendige hgsteprosessen
for EnzChek Caspase-3 Assay Kit #1, og det faktum at det kun ble benyttet
to paralleller i hvert forsgk.

Induksjon av apoptose er tidligere vist & avhenge av hvilken fotosensitizer
som benyttes og type celler [36]. Som andre triggere av apoptose, aktiverer
PDT caspase-signalveien gjennom klgyving av flere proteiner [36]. Cytokrom
¢ kan frigjgres fra mitokondriene og binde til APAF-1 og procaspase-9 slik
at resten av caspase-kaskaden aktiveres [36]. Apoptose ved HpD-PDT er for
ASTC-a-1-celler vist & vaere hovedsakelig gjennom den mitokondrielle (in-
trinsic) signalveien, og veere initiert av caspase-9 [78|. Frigjoringen av cy-
tokrom ¢ fra mitkondriene er da forarsaket av direkte skade pa mitokon-
driene, men indirekte aktivering via stimulering av Fas-reseptoren er ogsa
blitt dokumentert [36]. PDT-skader pa lysosomer er vist & kunne frigjore
lysosomlokalisert cathepsin, som dermed kan aktivere caspase-3 [36]. Flere
studier har imidlertid foreslatt at cathepsin i stedet klgyver og aktiverer bcl-
2-proteiner som binder til mitokondriene og frigjgr cytokrom c [36, 79, 80].
Da TPCSy, er en fotosensitizer med affinitet til lysosomer, kan man tenke

seg at den aktiverer cytokrom c-frigjgringen pa denne maten.

Effekter pa autofagi

Induksjon av autofagi er et vanlig utfall etter PDT, og kan inntreffe i ulike cel-
letyper [81, 63, 64]. Uavhengig av hvor i cellen fotosensitizeren akkumulerer
kan autofagi oppreguleres [81]. I denne masteroppgaven ble autofagi pavist
ved at det ble observert konvertering av LC3B 1 til LC3B II i TPCS,,-
PDT-behandlede celler (figur 25). Bade Kessel et al. og Faraj et al. har
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observert tilsvarende konvertering i andre celletyper [82, 77|. I denne stu-
dien ble det, interessant nok, ogsa observert en forskjell i grad av LC3B-
konvertering mellom cellelinjene. MES-SA ble vist a uttrykke LC3B II 10 og
6 ganger mer ved PDT og PCI sammenliknet med ubehandlede celler. T MES-
SA/Dxb5 var disse uttrykkene henholdsvis 4,5 og 2,5 i forhold til ubehandlede
celler. Disse resultatene viste at autofagi er mer oppregulert i MES-SA enn
i MES-SA /Dx5 sammenliknet med ubehandlede celler ved de to behandlin-
gene. Mindre LC3B Tl-uttrykk ved PCI sammenliknet med PDT viste at en
annen mekanisme enn autofagi ogsa er involvert. Som vist for PARP var ogsa
basaluttrykket av LC3B II sterkere i den resistente linjen.

Autofagi kan fungere som bade en overlevelses- og en dgdsmekanisme
i ulike typer celler og etter ulik type stress [83]. Xue et al. viste i 2010
at autofagi i MCF-7-celler er en dgdsmekanisme ved PDT-behandling med
ftalocyanin 4 |83]. Ved & inhibere LC3, som er viktig i autofagosomdannelsen,
hemmet de autofagi etter PDT [83]. De viste ogsa at celler med mangel pa
apoptosesignalering var avhengig av autofagi for a dg med ftalocyanin 4-PDT
[84, 83]. Autofagihemmeren 3-MA, som ble benyttet i denne masteroppgaven,
var imidlertid sa toksisk at det var vanskelig a trekke noen konklusjoner
om hvorvidt LC3B er et overlevelsessignal eller dgdssignal i cellene. Videre

studier med andre hemmere ma gjennomfores.

Effekt pa M AP-kinaser

I denne masteroppgaven ble det observert en fosforylering og aktivering av
p38 i PDT-behandlede sarcomceller (4 J/cm?) (figur 26). p38 er vist 4 veere
involvert i reguleringen av apoptose, og er en sentral mediator for over-
levelse og celledpdsmekanismer [85, 86, 76]. p38-mediert nedregulering av
Bcl og oppregulering av p53 er for eksempel vist & spille en viktig rolle i
oksidant-indusert apoptose i endotelceller [86]. Fosforylering av p38 i ube-
handlede MES-SA/Dx5 ble her vist & vaere halvparten av den i MES-SA.
2 timer etter PDT var Pp38-uttrykket 2,5 ganger sterkere i MES-SA enn i
MES-SA /Dx5. p38-signalveien sa derfor ut til & veere mindre uttalt i disse

resistente cellene. Forskjellen betyr at mekanismene bak PDT-responsen er
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forskjellig mellom cellelinjene. En inhibering av Pp38 med SB203580 hin-
dret i MES-SA fosforylering av p38-substratet MAPKAPK-2, og gkte via-
biliteten (figur 28a). Den gkte viabiliteten indikerte at p38 i dette tilfellet
er et dgdssignal i MES-SA-linjen. Ingen signfikant forskjell i overlevelse ble
observert da SB203580 ble administrert til PDT- eller PCI-behandlede MES-
SA/Dx5, som indikerte at p38-signalveien i disse cellene ikke bare er mindre
uttalt, men mulig ogsa defekt. Det ble ogsa vist at MES-SA /Dx5 har lavere
fosforylering av MAPKAPK-2 ved PDT-behandling med TPCS,, sammen-
liknet med MES-SA (figur 29). Dette er i samsvar med at MAPKAPK-2 er
et substrat av Pp38 og at MES-SA /Dx5 fosforylerer p38 i relativt liten grad.
Observasjonene korrelerer ogsa med at cellene undergar apoptose i ulik grad
(figur 24). p38-aktivitet har imidlertid blitt vist & gke etter Photofrin@®-PDT
av resistente Li-Fraumeni-syndrom (LFS)-celler sammenliknet med normale
humane fibroblast (NHE)-celler [87]. Inibering hadde, som vist i de resistente
MES-SA /Dx5-cellene, heller ikke her noen effekt pa celleoverlevelsen [87].

Inhibering av p38 i myelogene leukemi-celler etter straling utfgrt av Choi
et al. 1 2007 viste gkt viabilitet i villtype (WT)-celler, men ikke i DOX-
resistente [68]. Dette indikerer at p38 aktiveres etter straling i WT-celler og
ikke i DOX-resistente [68]. Slike resultater viser at p38 kan ha sterkere tilknyt-
ning til DOX-indusert PDT-resistens. Til sammenlikning ble det i MA11-
celler, ikke vist gkt Pp38-uttrykk i den PDT-sensitive varianten (figur 27).
Disse cellene er ikke vist & ha ulik sensitivitet overfor DOX (upublisert data
fra forskningsgruppen). En annen resistensmekanisme er derfor ansvarlig for
PDT-resistensen i disse cellene.

Rollen til MAPK-aktivering i PDT-drap er de siste arene blitt undersgkt
i en rekke studier med ulike fotosensitizere og tumorceller, og resultatene har
i stor grad veert motstridende [76, 86, 87, 88, 89]. Hypericinmediert PDT
har blitt vist av Hendrickx et al. & fore til vedvarende aktivering av p38-
MAPK i T24-celler, og man antok at p38 hadde en beskyttende rolle mot
PDT-indusert apoptose [85]. I motsetning til disse observasjonene viste Wey-
ergang et al. 1 2008 at p38 ogsa kunne fungere som et dgdssignal i enkelte
kreftceller, og at funksjonen til MAPK etter fotokjemisk behandling avhenger

av celletype, fotosensitizer, cellulzer lokalisasjon og lysdose [90]. Kralova et
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al. bekreftet dette samme ar [88].

Kralova viste i tillegg i 2008 at oppregulering av Pp38 kunne assosieres
med mitokondrie-drevet apoptose, selv der fotosentizeren tetrakis-meso-(4-
etylenglykol-2,3,5,6-tetrafluorofenyl)-porfyrin (PORF-TEG), som har affinitet
til lysosomer, ble benyttet [88]. Da TPCSs, ogsa har affinitet til lysosomale
membraner, kan man ikke utelukke en tilsvarende assosiasjon i MES-SA og
MES-SA/Dx5 med TPCS,,-PDT.

I 2012 viste Chu et al. oppregulering av fosforylert p38 og c-Jun N-
terminal proteinkinase (JNK) etter behandling med hexyl-ALA-PDT i bade
MES-SA (30 uM, 1 J/cm?) og MES-SA /Dx5-celler (30 uM, 2 J/cm?) som
benyttet i denne masteroppgaven [71]. Tre av hoved-MAPK-signalveiene i
pattedyr inkluderer JNK, p38 og ERK [85]. Den fototoksiske effekten av
hexyl-ALA-PDT ble vist a skyldes denne fosforyleringen, og fore til apop-
tose [71]. Da de respektive lysdosene Chu et al. benyttet indikerer ulik PDT-
sensitivitet mellom cellelinjene, korrelerer disse resultatene med observasjonene
i denne masteroppgaven, og viser resistens i MES-SA /Dx5.

En gkt JNK/p38:ERK-ratio har blitt assosiert med tendensen til & under-
gé apoptose [91]. Dette er vist for ALA-PDT og behandling med 'O, [92]. Da
Pp38-uttrykket i denne masteroppgaven generelt var hgyere i ubehandlede
MES-SA-celler sammenliknet med MES-SA /Dx5, kan det vaere interessant
a studere ratioen mellom p38 og ERK i cellelinjene naermere. Dersom man
antar at det ikke er forskjell i ERK-uttrykk mellom cellelinjene, kan ratioen
veere pkt for MES-SA.

Mange ulike observasjoner mellom fotosensitizere og cellelinjer i tillegg
til denne masteroppgaven bekrefter at MAPK-signaleringen er kompleks.
Det er imidlertid liten tvil om at MAPK har en sentral plass i PDT med
ulike fotosensitizere, og resultatene fra denne masteroppgaven indikerte at

nedreguleringen av Pp38 er mekanismen bak resistensen mot TPCS,,-PDT
i MES-SA /Dx5.
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PCI og resistens

I denne masteroppgaven ble det foreslatt at PCI ikke opphever PDT-resistens,
men mest trolig induserer akutt celledgd ved internalisering av det toksiske
proteinet rGelonin i MES-SA /Dx5, og pa den maten omgar resistensen. PCI
ble vist oppheve resistens mot rGelonin i cellelinjene, noe som er vist i flere
PCl-forsgk i MDR-celler |74, 93, 94|. Effekten har da veert grunnet gkt inter-
nalisering av et legemiddel inn i cytosol.

Forsgk med PCI av genmateriale har ogsa blitt utfert for a oppheve
mekanismer som forer til motstandsdyktighet mot behandling [95, 96]. Et
eksempel er PCI av WT-p53 for & oppheve mutasjonen som er assosiert med
darlig prognose i mange kreftformer [95]. PCI av den non-virale vektoren
polyetylenimin (PEI) ble rapportert & transfektere WT-p53 med sveert hgy
effektivitet i FaDu-celler, og demonstrerte kurasjon [95]. PCl-effekt av non-
virale vektorer er vist & vaere sveert effektivt [97, 98, 99]. PCI av rGelonin med
TPCSs, i MES-SA og MES-SA /Dx5 demonstrerte i denne masteroppgaven
at et internaliseringsprinsipp fungerer med disse parametrene. Det er derfor
neerliggende a ogsa anta en god effekt av transfeksjon. Et interessant forsgk
ville inkludert transfeksjon av et gen som koder for p38 i MES-SA /Dx5. Man
kan tenke seg at dette genet ville gjgre cellene mer utsatt for apoptose. Prin-
sippet kan tenkes overfort til resistente tumorer dersom resistensmekanismene

identifiseres pa forhand.

4.2 Diskusjon av materialer og metoder
Cellelinjer

Valg av cellelinjer for studering av MDR kan ha innflytelse pa resultatene
|100]. MES-SA og MES-SA/Dx5 benyttet i denne masteroppgaven er vist &
vaere svaert egnede cellelinjer til dette formal [100]. MES-SA og MES-SA /Dx5
har utgangspunkt i samme tumor, og studering av cellene gjgr at man kan
spore forskjeller i proteinuttrykk tilbake til det som kan ha forarsaket re-
sistensen pa genniva. MA1ll-celler med ervervet PDT-resistens ble inkludert

i studien for & se om de samme mekanismene var ansvarlig for PDT-resistens

83



4 DISKUSJON

som i MES-SA /Dx5.

Applisering av lys i PDT og PCI

I denne masteroppgaven er identisk behandling av celler tilstrebet i alle
forsgk. Det har derfor blitt benyttet like lysdoser i form av like lang lysek-
sponering mellom cellelinjene. Effekt av behandling kan ogsa sammenliknes
ved & studere letal dose (LD). LD50 kan for eksempel bestemmes matema-
tisk, men kan vaere vanskelig & oppna praktisk. Ved a beregne et gjennomsnitt
av flere LD, der for eksempel LD50 er tilstrebet, kan dette gi usikkerhet i

dataene.

Viabilitetsmaling

For beregning av celluleer viabilitet ble metoden MTT benyttet. Fordi en
MDR-fenotype er assosiert med potensiell efluks av ulike forbindelser, er det
blitt undersgkt hvorvidt en slik fenotype kan interferere med MTT-assay.
En sammenlikning av MTT-assay med andre celleviabilitets-assay har vist
en signifikant variasjon i IC50 mellom sensitive og legemiddelresistene un-
dergrupper av samme cellelinje [101]. Da det i denne masteroppgaven ble
benyttet relative viabilitetsverdier i forhold til ubehandlede celler, har ikke
denne variasjonen hatt relevans for malingene. En kontroll av viabilitetsre-
sultatene etter behandling med TPPS,, er utfort av Selbo et al. i MES-SA-
og MES-SA /Dx5-celler [5]. Resultatene fra klonal celleoverlevelse bekreftet
MTT-resultatene [5]. En potensiell begrensning med MTT-assay er imidlertid
at eventuell mikrobiell kontaminasjon vil kunne bidra til klgyving av MTT
og dannelsen av MTT-formazan (http://sigmaaldrich.com, april 2012). Inku-
bering med MTT ble derfor utfgrt med aseptiske arbeidsteknikker.
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TPCS,, ble i denne masteroppgaven vist a veere en svaert effektiv foto-
sensitizer i PDT-sensitive celler som MES-SA. Sensitizeren var flere ganger
mer effektiv enn modersubstansen TPPS,,, og viste ogsa svaert gode effekter
i PCI-behandling. T studien ble det vist at MES-SA/Dx5 er resistent mot
DOX og PDT med TPCSy,. Begge cellelinjer ble vist a4 ha lav sensitivitet
for toksinet rGelonin, og PCI av rGelonin ble vist & vaere en effektiv mate
a oppheve rGelonin-resistens pa. Det ble ogsa konkludert med at PCI kan
omga PDT-resistens i MES-SA /Dx5, og at det mulig er rGelonins toksisitet

som star for effekten.

Lokalisering av TPCS,, i endolysosomale vesikler viste at angrepspunk-
tene i cellelinjene er de samme for PDT, og opptaksstudiene gjorde at man
kunne konkludere med at andre mekanismer enn forskjell i akkumulering og
utpumping via PGP star bak resistensen. Det ble vist at dgdsmekanismene
i MES-SA skyldes apoptose ved PDT- og PCI-behandling, men at en slik
mekanisme ikke er like sterkt uttrykt i MES-SA/Dx5 eller at det forelig-
ger en defekt i deler av apoptose-signaleringen. Et svakere uttrykk ble ogsa
observert for autofagi i MES-SA /Dx5 behandlet med PDT og PCI. Disse
observasjonene er basert pa resultater som viser forskjeller i klgyving av
apoptose-indikatoren PARP mellom cellelinjene, og konvertering av autofagi-
indikatoren LC3B I til LC3B 1I. Et dypere dykk inn i apoptose-mekanismene
avslgrte at p38 er et dgdssignal i MES-SA behandlet med TPCS,,-PDT.
Et slikt signal kunne ikke i like stor grad observeres i MES-SA /Dx5. Selv
om PCl-effekten i MES-SA /Dx5 ble vist & vaere mer effektiv enn i MES-SA
sammenliknet med TPCS,,-PDT, ble ikke mekanismen som forarsaker det
dramatiske celledrapet ved PCI i MES-SA/Dx5 avslort. PCI av genet som
koder for p38 ble imidlertid foreslatt a veere en potensiell behandling for a
oppheve TPCS,,-PDT-resistensen i MES-SA /Dx5. Da det ble vist at det
ikke er mindre p38-uttrykk i PDT-resistente MA11-celler sammenliknet med
PDT-sensitive, kunne man konkludere med at lave uttrykk av p38 ikke er en
spesifikk marker for generell PDT-resistens, men at den er knyttet tettere

til DOX-indusert PDT-resistens, eller at den er celleavhengig. Dette betyr
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at det er et behov for identifisering av resistensmekanismer i flere former for
PDT-resistens.
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Vedlegg






Vedlegg A
EDTA-buffer til splitting av MES-SA /Dx5

0,15 g disodium EDTA
0,2 g KCI

0,28 g sodium bicarbonate
0,5 g dextrose

4,0 g NaCl

ad 500 mL Aqua purificata

Buffere til SDS-PAGE og Western Blotting:

Lyseringsbuffer til SDS-PAGE
10 pL NaF 200 mM i dH,O
10 pL PMSF 200 mM i isopropanol
10 plL aktivert NagVOy
20 pL B-glycerolfosfat 2 M i dH,0O
20 pl fosfatasehemmer-cocktail I
20 pL fosfatasehemmer-cocktail 11
20 pL proteasehemmer-cocktail

ad 2 mL Samplebuffer



Samplebuffer
6,2 mM Tris HCI
2 % w/v SDS
10 % w/v glycerol
50 mM DTT

0,01 % bromfenolbatt

10 x Runningbuffer
10 g SDS
30 g Trisbase
144 g glycin
ad 1 L. dH,O

pH 8,3

1 x Runningbuffer
100 mL 10 x Runningbuffer

ad 1 L dHQO

Transferbuffer
3,75 g SDS
15,1 g Trisbase
71,4 g glycin
1 L metanol

ad 5 L dHQO



10 x TBS
12,11 g Trisbase
87,66 g NaCl
ad 1 L dH,O

pH 7.6

1 x TTBS
100 mL 10 x TBS
100 mI. Tween 20

ad 1 L dH,O

Komponenter til EnzChek Caspase-3 Assay Kit #1:

10 mM Z-DEVD-AMC-substrat
4 mg Z-DEVD-AMC-substrat (MW = 767,7 kDa)

250 uL DMSO

20 X cellelyseringsbuffer
200 mM TRIS
2 M Na(Cl
20 mM EDTA
0,2 % TRITON™ X-100

pH 7.5



5 x reaksjonsbuffer
50 mM PIPES
10 mM EDTA
0,5 % CHAPS

pH 7.4

1M DTT
100 mg Dithiotreitol (MW = 502,5)

650 uL dH,O

1 x Lyseringsbuffer
50 pL 20 x cellelyseringsbuffer

950 uL dH,0

2 x reaksjonsbuffer
400 plL 5 x reaksjonsbuffer
10 uL 1 M DTT

590 pL dH,O

2 x substrat working-lgsning
20 pI. 10 mM Z-DEVD-AMC-substrat

980 uL 2 x reaksjonsbuffer



Vedlegg B

Stige benyttet i SDS-PAGE

Stoff: Produsent: | Fortynnet i: | Fortynning: | 2° antistoff
Kaleidoskop (161-0375) Bio-Rad Samplebuffer | 1:4
Biotinylated ladder (7727) | Cell Signaling | Samplebuffer | 1:4 Anti-biotin

Primaere antistoffer benyttet i immundeteksjon for Western blot-

ting
1° antistoff: Produsent: Fortynnet i: | Fortynning: | 2° antistoff
Anti-PARP (9542) Cell Signaling | 5 % melk 1:1000 Anti-kanin
Anti-LC3B (2775s) Cell Signaling | 5 % melk 1:1000 Anti-kanin
Anti-Pp38 (9216s) Cell Signaling | 5 % melk 1:1000 Anti-mus
Anti-P-MAPKAPK-2 (3007s) | Cell Signaling | 5 % BSA 1:1000 Anti-kanin
Anti-gammatubulin (T6557) | Sigma Aldrich | 5 % melk 1:5000 Anti-kanin

Sekundeere antistoffer benyttet i immundeteksjon for Western blot-

ting

2°* antistoff Produsent: | Fortynnet i: | Fortynning;:
Anti-biotin (7075) | Cell Signaling | 5 % melk 1:1000
Anti-kanin (7074s) | Cell Signaling | 5 % melk 1:5000
Anti-mus (7076) Cell Signaling | 5 % melk 1:5000







Vedlegg C

Reagenser i Lowry-basert assay

Reagens A: Alkalisk kobber-tartrat-lgsning
Reagens B: Fortynnet folin-reagens

Reagens S: Surfaktant-lgsning



