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1. Forkortelser

AR
AREG
BPH
BSA
CSS
dH,O
DNA
EGF
EGFR
ERK
FBS
FSH
G6PDH
GnRH
HRP
ICs
IGF-1
LDS
LH
MAPK
mRNA
NSCLC
Pen/Strep
PI3-K
PIP2
PSA
RNA
SDS
SOS
TBS-T
TUR-P
v

Androgen reseptor

Amfiregulin

Benign Prostata Hyperplasi
Bovint serum albumin

Charcoal stripped serum
Destillert vann
Deoksyribonukleinsyre
Epidermal vekstfaktor

Epidermal vekstfaktor reseptor
Ekstracellulert regulert kinase
Fotalt bovint serum

Folikkel stimulerende hormon
Glukose- 6- fosfat dehydrogenase
Gonadotropin frigjerende hormon
Horse raddish peroxidase
Inhiberende konsentrasjon; ved 50 %
Insulin- liknende vekstfaktor 1
Lauryl Dodecyl Sulfat
Luteiniserende hormon

Mitogen- aktivert protein kinase
Messenger RNA

Ikke- smécellet lungekreft
Penicillin og streptomycin
Phosphoinositid 3- kinase
Phosphatidylinositol 4,5 bisphosfate
Prostataspesifikt antigen
Ribonukleinsyre

Natrium (Sodium) Dodecyl Sulfat
Son Of Sevenless

Trisbufret saltlosning med tween
Transuretral reseksjon av prostata
Volt



2. Sammendrag

Prostatakreft er en av de vanligste kreftformene blant menn i Norge, med tilneermet 4000 nye
tilfeller 1 &ret. Kun en andel av disse pasientene er kandidater for kurativ behandling ved
fjerning av prostatakjertelen. Kirurgisk eller kjemisk kastrasjon er per i dag den eneste
effektive systemiske behandling som kan tilbys gvrige pasienter. Imidlertid forer denne
behandlingen i de fleste tilfeller til utvikling av hormonrefrakter prostatakreft, hvilket betyr
bortfall av behandlingseffekt og pafelgende sykdomsprogresjon.

Epidermal vekstfaktorreseptor (EGFR), en reseptor tyrosin kinase, er vist & vare oppregulert
1 prostatakreft. Signalveier aktivert av EGF kan stimulere androgen reseptor (AR) 1 fraveer av
ligand, noe som vil kunne fore til kreftcellenes overlevelse i fraver av androgener. Iressa®
(ZD 1839, gefitinib) er en lavmolekyler tyrosinkinase- inhibitor som viser relativ spesifisitet
mot EGFR. Dette legemiddelet har vist klare antitumor- effekter i flere humane kreftformer.
Legemiddelets effekter i prostatakreftpasienter er blant annet til utpreving ved en klinisk
fase II- studie ved Oslo Urologiske Universitetsklinikk (Aker universitetssykehus) i

kombinasjon med et anti- androgen, Casodex® (bicalutamid).

Resultater fra studier utfort i pasienter med ikke- smacellet lungecancer (NSCLC) har vist at
det er nedvendig 4 identifisere hvilke pasienter som vil kunne fa effekt av Iressa®-
behandling. EGFR- liganden amfiregulin (AREG) er foreslatt som en mulig marker pé ikke-
respondenter i NSCLC. Liganden er ogsa vist & spille en rolle i prostatakreft, blant annet ved
at den er oppregulert i androgenuavhengige prostatakreftceller in vitro. Samspillet mellom

AREG og Iressa® er derfor undersegkt i denne oppgaven.

Ved bruk av den androgenfelsomme cellelinjen LNCaP og den androgenuavhengige
cellelinjen C4-2, er det ved bruk av *H- tymidin inkorporeringsassay i denne oppgaven sett
pa effekten av gkende konsentrasjoner av Iressa® pé cellenes proliferasjon. Den
proliferasjonshemmende effekten viste seg & vaere sterkt konsentrasjonsavhengig, og
kraftigere i LNCaP- enn i C4-2- celler. Tilnermet total hemming av cellenes proliferasjon

ble imidlertid sett ved tilsetning av konsentrasjonen 50 uM i begge cellelinjene.

For a se nermere pd AREGs effekter pa proliferasjon er ogsa cellene stimulert med ulike

konsentrasjoner av AREG. AREG utviste ingen proliferasjonsgkende effekt alene, og
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pavirket heller ikke proliferasjonen til celler hemmet med 1 uM Iressa®. Epidermal
vekstfaktor (EGF), en annen EGFR- ligand som binder reseptoren med heyere affinitet enn
AREG, er tatt med i forsgkene som positiv kontroll pa reseptoraktivering. Heller ikke EGF
hadde noen effekt pé cellenes proliferasjon under de forseksbetingelser som er benyttet i

oppgaven.

Da AREG er vist & vaere oppregulert i androgenuavhengige cellelinjer, er det i denne
oppgaven undersgkt hvilke mekanismer som ligger bak oppregulering av denne
vekstfaktoren i androgenfelsomme celler. Dette er undersekt i cellelinjen LNCaP, som er
blitt forsekt stimulert med flere ulike vekstfaktorer, steroidhormoner og analoger.
Steroidhormonet 17f- estradiol og dihydrotestosteron- analogen R1881 reduserte nivéet av
AREG pd mRNA- niva. Fravar av steroider i mediet ga i seg selv en liten induksjon av
AREG mRNA, mens kun mindre effekter ble observert med de andre faktorene. Disse
resultatene tyder pa at AREG er regulert av steroidhormoner, og at bortfall av androgener
ved kirurgisk eller kjemisk kastrasjon kan fore til oppregulering av AREG- nivaer 1

prostatakreftceller.

Det er i denne oppgaven ikke funnet resultater som tyder pa at AREG er en marker for ikke-
respondere pd Iressa®. Dette md imidlertid undersgkes med flere andre metoder for en mulig
sammenheng kan utelukkes. AREG er derimot identifisert som en mulig bidragsyter til
utvikling av hormonrefraktar prostatakreft, og dermed som et potensielt mél for fremtidig

kreftterapi.
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3. Bakgrunn

3.1 Prostata

Prostatakjertelen, eller blaerehalskjertelen, er en del av mannens reproduktive system. Det er
en valnettstor kjertel som omslutter gverste del av urinreret. Kjertelen er lokalisert rett under
blaerehalsen og foran rektum, og er kun skilt fra endetarmen av et tynt lag med bindevev '.
Den kan derfor kjennes ved rektal eksaminasjon (figur 3.1). Prostatakjertelens funksjon er a
skille ut seminal vaeske til urethra ved seedutlosning >. Denne vasken inneholder rikelig med
sure fosfataser og sitronsyre, og bidrar blant annet til & opprettholde et neeringsrikt og

stabiliserende miljo for seedcellene °.

Endetarm

Pros;cata A

Figur 3.1: Rektalundersokelse av prostatakjertelen. Bildet er hentet fra http://www.botavie-

info.de/images/prostata/prostata-untersuchung.jpg
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3.1.1 Mikrostruktur

Prostatakjertelen bestar bade av kjertelvev og non- kjertelvev. Kjertelen kan deles inn pa

folgende mate * (Figur 3.2):

e Den fibromuskulare sonen; ligger pa fremsiden av prostatakjertelen. Sonen
bestar i stor grad av muskulert vev.

e Transisjons- sonen; den innerste delen av prostatakjertelen, som omringer
urinreret. Sonen begynner & vokse ved 40-ars alderen, og er av den grunn ofte
opphav til den godartede lidelsen benign prostata hyperplasi (BPH). Denne sonen
opptar ca 5 % av kjertelvolumet, og ca 10 % av tilfellene av prostatakreft oppstar
her.

e Den sentrale sonen; omringer transisjons-sonen, og opptar ca 25 % av volumet til
non- kjertelvevet. Omtrent 5 % av alle prostatakrefttilfeller oppstér i denne
sonen.

e Den perifere sonen; lokalisert pa baksiden av prostatakjertelen, nermest rektum.
Denne sonen opptar ca 75-80% av prostatakjertelens volum, og ca 80 % av alle
tilfeller av prostatakreft oppstar her.

U Urethra ‘,( Fibromuscular
(/- i stroma

TZ Transitional _sz f2oedd &
Y, ;A'.I_ -a; r--.
b "

zone .

CZ Central zone

e P2

PZ Periphersal zone

Rectal wall

Figur 3.2: Oversikt over de ulike sonene i prostatakjertelen. Bildet er hentet fra

http://training.seer.cancer.gov/ss_module02_prostate/unit02_sec03 anatomy.html

3.1.2 Modning og vekst av prostatakjertelen

I barndommen er prostatakjertelen relativt liten, og den begynner & vokse forst i puberteten.

Kjertelen nar sin fulle sterrelse rundt 20- ars alder °.

Modning av prostatakjertelen avhenger av de mannlige kjennshormonene testosteron og
dihydrotestosteron (DHT), en mer potent metabolitt av testosteron. Disse hormonene

stimulerer prostatacellene til vekst og modning ved & bindes til kjernereseptoren androgen

12
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reseptor (AR). Ligandbinding til AR forer til homodimerisering og pafelgende binding til
DNA responselementer, noe som initierer genekspresjon. Genene som aktiveres av AR er
opphav til proteiner involvert 1 regulering av blant annet proliferasjon, apoptose og

differensiering av prostatacellene °.

Prostatakjertelens normale funksjon og vekst er neye regulert av hjernen, nermere bestemt
av hypofysen og hypothalamus ’. Hypothalamus skiller ut hormonet gonadotropin-
frigjerende hormon (GnRH). En gkning i GnRH- nivéet i blodet stimulerer hypofysen til
utskillelse av de gonadotrope hormonene luteiniserende hormon (LH) og
folikkelstimulerende hormon (FSH) ®. Disse hormonene stimulerer Leydigcellene i testiklene
til produksjon av testosteron. Testosteron blir omdannet i prostata til sin mer potente
metabolitt, DHT, via enzymet 5a- reduktase. Regulering av hypothalamus- hypofyse-
testikkel aksen foregar ved negativ feedback, ved at sirkulerende serumtestosteron forhindrer
utskillelse av GnRH fra hypothalamus og av gonadotropinhormoner fra hypofysen *°.

Hormonaksen star for ca. 95 % av den daglige testosteronproduksjonen .

Hypothalamus skiller ogsa ut hormonet ACTH- frigjerende hormon, som stimulerer
hypofysen til sekresjon av hormonet adrenokortikotropt hormon (ACTH). ACTH stimulerer
binyrebarken til produksjon av blant annet androgener °. Binyrebarken stér for omtrent 5 %

av den daglige testosteronproduksjonen .

3.1.3 Benign prostatahyperplasi (BPH)

Benign prostatahyperplasi (BPH) er en godartet forsterrelse av prostata. BPH er en utbredt
sykdom, og kan pavises hos menn helt ned i 30-ars alderen '. Likevel er dette en lidelse som
1 stor grad rammer eldre menn, og skyldes antagelig kontinuerlig pavirkning av androgenene
testosteron og DHT. Dette forer til stadige delinger av prostatacellene, slik at kjertelen i sin
helhet forsterres '°. Hos de fleste menn vil prostatakjertelen begynne & vokse rundt 40- 50-
ars alderen °. Dette forer til forsnevring av urinreret, noe som vil gi symptomer som
urinretensjon og vanskelig bleretemming. I tillegg vil det fore til en kompensatorisk vekst
av muskulaturen 1 urinbleren, noe som vil kunne gi vanskeligheter med a kontrollere

vannlatingen.
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Diagnose
BPH- diagnosen stilles gjerne klinisk, basert pa pasientens symptomer og en eventuell rektal
palpasjon av prostata '°. Det er viktig & vaere oppmerksom p& muligheten for at symptomene

skyldes prostatakreft, da dette er en vanlig differensialdiagnose.

Behandling

BPH kan behandles béade kirurgisk og medikamentelt, avhengig av alvorlighetsgrad.
Medikamentelt har man to alternativ: adrenerge al-reseptorantagonister og Sa-
reduktasehemmere ''. Adrenerge al-reseptorantagonister forer til avslapning av glatt
muskulatur 1 prostata og 1 blerehals, og forer pa denne méten til forenklet bleretomming.
5a- reduktasehemmere blokkerer omdannelsen av testosteron til DHT, slik at den
stimulerende effekten pd AR reduseres. Dette forer i sin tur til at prostatakjertelen minsker 1
storrelse. Kirurgisk behandling av BPH er aktuelt dersom plagene er alvorlige, eller dersom
behandling med legemidler ikke har tilstrekkelig effekt. Den vanligste operasjonen er
transuretral reseksjon av prostata (TUR), en prosedyre der prostatavevet naermest urinreret

fjernes ved endoskopi '°.

3.2 Prostatakreft

Prostatakreft er blant de hyppigste kreftformene i Norge, og er den vanligste kreftformen
blant menn med 3 817 nye tilfeller i 2006 '2. Antall diagnostiserte tilfeller har okt betydelig
de siste arene, mye pa grunn av forbedrede diagnostiske metoder. Spesielt serummalingen av
prostataspesifikt antigen har hatt stor betydning for pavisningen av nye tilfeller "°. I tillegg er
den gkende alderen i befolkningen en medvirkende arsak, da risikoen for & utvikle
prostatakreft stiger betydelig med okt levealder. Halvparten av menn som diagnostiseres
med prostatakreft er over 73 4r, og prostatakreft anses 4 vaere en uvanlig diagnose for menn

under 50 ar 2.
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3.2.1 Symptomer

Tidlig i sykdommen gir prostatakreft fa eller ingen symptomer '*. Dersom tumoren vokser
slik at den affiserer urinveiene, vil den kunne bli symptomgivende. Mange av symptomene
pa prostatakreft er til forveksling lik symptomene pa BPH, derfor anbefales menn 4 ga til

lege dersom de opplever noen av felgende symptomer ':

e Vanskeligheter med & temme blearen.

e Hyppige toalettbesok, spesielt om natten
e Smerte eller svie ved vannlating.

e Blod i urin eller sed

e Smerter i ryggen, hoftene eller bekkenet

e Smertefull utlesning

Ved lokalisert sykdom vil man kun oppleve obstruksjonssymptomer, men dersom
sykdommen gér over i lokalavansert eller metastaserende kreft vil pasienten kunne oppleve
til dels kraftige symptomer. Lokalavansert prostatakreft manifesterer seg ved blant annet
hematuri, underlivssmerter, hematospermi og uremi, mens metastasert prostatakreft i tillegg
kan gi symptomer som rygg- og skjelettsmerter, nevrologiske symptomer, tretthet og

vekttap'®.

3.2.2 Diagnose

Menn som diagnostiseres med prostatakreft oppseker oftest legen pa grunn av
vannlatingsproblemer. Ved slike symptomer skal det utferes en PSA (prostataspesifikt
antigen)- maling, i tillegg til palpasjon av prostata *. Dersom funn fra disse testene viser

tegn pa prostatakreft, anbefales biopsi.

PSA- maling

PSA - prostataspesifikt antigen- er et enkeltkjedet glykoprotein som uttrykkes i
prostatakjertelens epitelceller. PSA er et organspesifikt enzym, en serinprotease, som er en
viktig komponent i seedvaesken '°. Enzymets funksjon er & klgyve sedvaskens geldannende
proteiner, slik at seedvzasken blir mer tyntflytende '’. Normalt finnes det kun lave nivéer av

PSA iblodet, men sykdommer i prostata vil kunne fore til okt lekkasje og dermed til hayere
15
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serumverdier av PSA. Serum-PSA er forheyet badde ved benigne og maligne prostatalidelser,
og er dermed ikke en spesifikk marker for prostatakreft. Andre tilstander som kan gi okt
PSA er blant annet BPH, akutt prostatitt, cystitt og urinretensjon '*!”. Dessuten vil en
seedutlesning i lopet av de siste 72 timer for maling pavirke resultatet '°. Enkelte
undersokelser, som prostatamassasje og cystoskopi, vil ogsd kunne gi falskt forhgyede

<1
verdier'”.

Etter norske retningslinjer anses PSA-nivéet for 4 vaere forhayet dersom verdien overstiger

118

4,0 ng/ml . Omlag ¢n av ti menn med PSA-verdier mellom 4,0 og 10 ng/ml far diagnosen

prostatakreft .

Da gkt serum-PSA ikke er en s@rlig spesifikk marker for prostatakreft, er det utviklet flere

undersokelser som kan supplere funnet '"*'®:

e PSA- hastighet; okning i PSA-verdi per tidsenhet

e PSA- tetthet; PSA- verdien relateres til prostatavolum

e Aldersspesifikke referanseverdier; det tas hensyn til pasientens alder, da PSA
verdien gker med gkende levealder

e PSA- varianter; fritt PSA versus komplekst PSA. Det er vist at pasienter med
prostatakreft har lavere verdier av fritt PSA i forhold til total PSA.

Fremtidige markgrer for prostatakreft
I tillegg til PSA fokuseres det pa & finne andre, gode diagnostiske markerer som er

spesifikke for prostatakreft. Mulige fremtidige kandidater er blant andre '°:

e AMACR; gen som koder for et enzym involvert i betaoksidasjon av forgrenede
fettsyrer. Enzymets rolle i progresjon av prostatakreft er forelopig ikke kjent,
men nivdene er funnet & vere gkt i adenocarcinomvev og i premaligne lesjoner i
prostata.

e GSTPI; glutationtransferase som er nedregulert hos 80 % av
prostatakreftpasienter 2. Enzymets oppgave i cellen er & beskytte mot oksidativ
skade, og en nedregulering av enzymet vil av den grunn gjere cellene mindre
motstandsdyktige mot karsinogener.

e EZH2; gen som er vist & veere oppregulert i hormonrefrakteer prostatakreft >'.
Genet koder for en av bestanddelene i et polycomb- kompleks som regulerer
kromatinstruktur. Studier tyder pa at EZH2 kan brukes til & skille mellom
metastaserende og lokaliserte tumorer.
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e PCA3; antas 4 vaere en av de mest spesifikke markerene for prostatakreft.
Ekspresjon av PCA3 er funnet & vaere okt bide i primartumor og i metastaser fra
prostatakreft.

Gleasongrad og Gleasonscore

For a vurdere histologien og prognosen til et gitt prostata adenocarcinom benyttes ofte
Gleason graderingssystem. Graderingssystemet baserer seg pa tap av prostatacellenes
opprinnelige arkitektur, deriblant form, sterrelse og differensieringsgrad **. Graderingen
benyttes pa nalbiopsier, TUR-P (transuretral reseksjon av prostata) og operasjonsresektat ',
Systemet baserer seg pd vurdering av kreftcellenes vekstmenster 1 forhold til fem ulike
histologiske menstre, der 1 er den minst aggressive formen (figur 3.3). De fem ulike
histologiske menstrene brukes for & gi en histologisk score, Gleasonscore. Denne kan variere
fra 2 til 10, og regnes ut ved 4 addere Gleasongradene til de to mest dominerende menstrene
i vevsproven >. Det er funnet 4 vaere stor overensstemmelse mellom Gleasonscore og
sykdommens prognose '#**. Konstatering av Gleasonscore er viktig bade for den videre

utredningen og for & kunne vurdere pasientens behandlingsbehov.

Grad 3

Grad 4

Grad 5

Figur 3.3: Dr. Gleasons opprinnelige, forenklede tegning av de ulike Gleasongradene. Figuren er hentet fra

http://www.prostate-cancer.org/education/staging/Dowd_GleasonScore.html 22.
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Stadieinndeling av prostatatumorer
Dersom diagnosen prostatakreft stilles, skal tumoren stadieinndeles i1 forhold til TNM-
systemet (tabell 3.1). T star for tumorutbredelse, N for forekomst av lymfekjertelmetastaser

og M for forekomst av fjernmetastaser .

Tabell 3.1: Oversikt over ulike klassifiseringer av prostatatumorer. Tabellen er hentet fra Legemiddelverkets

terapianbefaling for prostatakreft, 2004 7.

TNM-KLASSIFIKASJON - UICC 2002

TO  Primaertumor ikke pavist

Tx  Primartumor ikke vurdert

T1  Tumor som ikke er palpabel eller pavisbar med ultralyd eller annen
radiologisk metodikk

T1la Tumori<5 % av det undersokte vevsmaterialet ved TUR-P

T1b Tumori>5 % av det undersekte vevsmaterialet ved TUR-P

T1c Tumor identifisert ved nalebiopsi (f.ex. utfert pga. forhoyet PSA)

T2 Palpabel eller synlig tumor begrenset til prostatakjertelen

T2a Tumor engasjerer halvparten eller mindre av en labe

T2b Tumor engasjerer mer enn halvparten av en lobe men ikke begge
lobene

T2c Tumor engasjerer begge lobene

T3 Tumor som nar utenfor prostatakapselen

T3a Ekstrakapsuleer utbredelse

T3b Tumor som invaderer den ene ene eller begge seedblerene

T4  Tumor fiksert til, eller som invaderer narliggende strukturer andre
enn sadblarene: blaerehalsen, analsfinkteren, rektum,
levatormuskulaturen eller bekkenveggen

N- og M-kategori angis med 1 eller 0 avhengig av om lymfekjertelmetastaser

respektive fiernmetastaser er pavist eller ikke. Dersom man ikke har gjort

undersekelser for & kartlegge metastasering kategoriseres tumoren som

Nx respektive Mx. Fjernmetastasering kan inndeles i M1a: ikke-regionale

lymfekjertler, M1b: skjelett, M1c: andre metastaseomrader.

3.2.3 Hormonfelsom prostatakreft

Prostatakjertelen er i utgangspunktet avhengig av kjennshormoner (androgener) for & vokse
og for & fungere normalt. Dette gjelder ogséa dersom celler i prostata utvikler seg til
kreftceller, og den resulterende tumoren vil derfor veere hormonavhengig, eller
hormonfelsom. De aller fleste prostatatumorer er i utgangspunktet hormonfelsomme ved

diagnosetidspunktet.
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Behandling av hormonfglsom prostatakreft

Prostatakreft er en kreftform som ikke vil gi symptomer i alle tilfeller. Derfor er det viktig &
gjore en grundig redegjorelse for alvorlighetsgraden for en eventuell behandling
pabegynnes. Dette er spesielt viktig med tanke pa at flere menn vil de av alderdom for
sykdommen vil manifestere seg klinisk, og at behandling i disse tilfellene vil pafere

pasienten ungdvendige bivirkninger.

Kurativ behandling

Pasienter med klinisk lokalisert sykdom er kandidater for radikal prostatektomi, en kirurgisk
behandlingsform med kurasjon som mél. Dette er i stor grad et behandlingstilbud til menn
under 70 &r >, da disse har tilstrekkelig forventet levealder til at risiko ved operasjonen
oppveies. Studier har vist at opptil 70 % av dem som behandles med radikal prostatektomi
vil forbli tumor- frie i minimum 7-10 &r etter operasjonen *°. Likevel er det verdt & merke
seg at en andel av pasientene med antatt lokalisert sykdom likevel kan ha spredning utenfor

prostatakjertelen **. Disse vil ikke bli kurert ved en eventuell radikal prostatektomi.

Ulemper ved radikal prostatektomi er den relativt store faren for morbiditet som folge av
operasjonen, for eksempel peroperative bledninger, rektal skade, urininkontinens og erektil
dysfunksjon **. I den siste tiden er det imidlertid tatt i bruk nye og forbedrede
operasjonsmetoder, som blant annet baserer seg pa bruk av roboter. Dette bidrar til & oke
neyaktigheten ved denne typen operasjon, og derved redusere risikoen for de overnevnte

skader.

Behandling med tanke pa a bremse sykdomsforlgpet
Pa grunn av hormonfelsomme prostatatumorers avhengighet av androgenstimulering for
proliferasjon og vekst, er androgen deprivasjon et effektivt behandlingsalternativ ved denne

kreftformen. Dette kan oppnas p4 flere ulike mater °:

e Orkiektomi; fjerning av testiklene. Denne behandlingen gir et sveert raskt fall 1
androgennivdene i serum, og anbefales derfor til pasienter med neurologiske
komplikasjoner som folge av metastaser. Bivirkninger av behandlingen skyldes 1
all hovedsak bortfall av de mannlige kjennshormoner, og er uttalt ved hetetokter,
svetting, bortfall av libido og ereksjonsevne samt gkt risiko for anemi,
osteoporose og muskelsvakhet.

e (GnRH- agonister; over tid vil dette, pa grunn av negativ feedback til hypofysen
og hypothalamus, fore til redusert testosteronproduksjon. Med denne
behandlingen vil serumtestosteron stige initialt. Dette kan gi forverrede
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symptomer, og klinisk forverring dersom det foreligger metastaser. Effekten
varer 1 ca to uker. Av denne grunn anbefales det & benytte et antiandrogen 1
oppstartsfasen. Behandling med GnRH- agonist kan forventes & gi
kastrasjonsnivéer av testosteron i serum etter to til fire uker. Bivirkningene er de
samme som ved orkiektomi, men pa grunn av behandlingens ikke-endelige art
foretrekker en del pasienter denne behandlingsformen.

e (strogener; dette er et alternativ for pasienter som ikke ensker kastrasjon.
Behandlingen gir kastrasjonsnivéer av testosteron i serum etter ca fire uker.
Fordelen med dette behandlingsalternativet er at risikoen for svetting og
osteoporose reduseres, men en ulempe ved behandlingen er gkt risiko for
kardiovaskulare hendelser.

e Antiandrogener; AR- antagonister av ikke- steroid natur. Med dette
behandlingsalternativet kan pasienten beholde normalt serumtestosteronniv,
samtidig som testosteronets effekt i prostatakreftcellene hemmes. Vanlige
bivirkninger ved denne behandlingen er gynekomasti og brystembhet.

Ved valg av behandlingsalternativ er det viktig & ta bade pasientens ensker og forventede
levealder 1 betraktning. En relativt stor andel av menn som diagnostiseres med prostatakreft
vil de med sin prostatakreft og ikke av den. Pa nasjonalt niva er det derfor anbefalt at
pasienter uten behandlingskrevende symptomer, med en forventet overlevelse pa under 10
ar, ikke far spesifikk behandling. Dette pd grunn av den store risikoen for bivirkninger.
Pasientene bor i slike tilfeller folges opp 1 allmennhelsetjenesten eller av spesialsykepleier

ved en urologisk enhet "°.

3.2.4 Hormonrefraktaer prostatakreft

Hormonrefraktaer prostatakreft defineres som progredierende sykdom til tross for
kastrasjonsnivé av testosteron i serum . Opprinnelig er prostatakreftceller avhengig av
androgener for vekst, slik at kirurgisk eller kjemisk kastrasjon vil fore til klinisk remisjon.
Gitt nok tid vil det imidlertid skje molekylaere og cellulere endringer i de gjenverende
kreftcellene som tillater fortsatt vekst *. Cellene har da blitt hormonuavhengige, eller
hormonrefraktaere. Seleksjon av eventuelle hormonuavhengige cellepopulasjoner tilstede 1
den opprinnelige tumoren er ogsa en mulig forklaring pd utviklingen av hormonrefraktaer

prostatakreft.
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Behandling av hormonrefrakteer prostatakreft

Pasienter med hormonrefrakter prostatakreft kan oppleve a ha effekt av
androgendeprivasjon, men kun i en begrenset overgangsfase. Det finnes per 1 dag ingen
effektiv behandling av hormonrefraktaer prostatakreft, og behandlingen av disse pasientene

er derfor palliativt rettet. Folgende behandlingsalternativer kan forsokes '*:

Endokrint aktive substanser

e Glukokortikoider kan brukes alene eller sammen med cytostatika. Disse gir sin
effekt blant annet ved & hemme binyrenes utskillelse av kjennshormoner.
Glukokortikoider kan dessuten gi gkt appetitt og ekt velbefinnende.

e Antiandrogener kan forsekes hos pasienter som tidligere ikke har fitt denne
behandlingen, da hormonfelsomme kreftceller fremdeles kan vare tilstede i
tumoren.

e Estramustinfosfat brukes i hovedsak sammen med cytostatika. Stoffet har bade
cytostatiske og hormonelle egenskaper, og virker bade ved & hemme dannelsen
av mikrotubuli og ved at metabolittene utviser gstrogenlignende effekter .

Cytostatika

Studier har vist at mitoxantrone (en topoisomerase- hemmer) gir god palliativ effekt i
kombinasjon med kortikosteroider. Dette manifesterer seg ved smertelindring og forbedret
livskvalitet. Docetaxel (en mikrotubuli- hemmer) er ogsé vist a vere effektiv ved

hormonrefraktar prostatakreft ', og er i dag mye brukt i klinikken.

Smertelindrende behandling

Smertebehandling inngar som en viktig del av den palliative omsorgen ved hormonrefraktaer
prostatakreft, da spesielt skjelettmetastaser vil kunne gi opphav til sterke smerter. Hvilket
preparat som velges avhenger av smertens alvorlighetsgrad, og paracetamol er forstevalg ved
lette smerter. Ved forsterkede smertetilstander gis opioider av varierende styrke. Dersom
smerten 1 all hovedsak er bevegelsesutlost, kan man forseke NSAIDs istedenfor paracetamol.
Tricykliske antidepressiva, gabapentin eller epidural morfin kan ogsa forsekes dersom

smertene har neurogent opphav "°.

Skjelettsmerter behandles effektivt med stralebehandling, og effekten er veldokumentert .
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Aktivering av androgen reseptor (AR) i hormonrefrakteer prostatakreft

Det er foreslatt flere mekanismer for hvordan prostatakreftcellene unnslipper androgen

blokade og oppnar fortsatt vekst selv med kastrasjonsnivder av testosteron i serum.

AR er vist & vaere uttrykt i alle varianter av prostatacancer, inkludert hormonrefraktere

tumorer 30

. Det er derfor postulert at aktivering av AR fortsetter & vare viktig for

prostatacellenes vekst og deling, selv etter at kastrasjonsnivier av testosteron er oppnadd *.

Det er postulert flere mekanismer for hvordan AR kan bidra til at kreftcellene blir

hormonrefraktare >’:

@kt uttrykk av AR- genet Dette vil fore til at cellene evner & respondere pa
svart lave androgenkonsentrasjoner, tilsvarende konsentrasjonen ved
kastrasjonsnivd. En mekanisme bak dette kan blant annet vare at okt uttrykk av
AR gir gkt ligandbinding. Okt AR- uttrykk kan skyldes genamplifikasjon; enten
som folge av mutasjoner, eller av seleksjon av de cellene 1 et androgendeprivert
miljo som uttrykker mest AR. Enkelte studier har vist at hormonrefraktaere
tumorer har gkt ekspresjon av AR i forhold til hormonavhengige tumorer. Funnet
av at androgen- uavhengige celler kan vokse med 80 % lavere androgenniva 1
vekstmediet enn hva androgenavhengige celler kan *', stotter hypotesen om at ekt
uttrykk av AR bidrar til hormonuavhengighet.

Mutasjoner i AR- genet De fleste mutasjoner som er pavist, befinner seg i
reseptorens ligandbindende domene. Dette kan fore til endret ligandspesifisitet,
slik at reseptoren vil aktiveres ogsa av nonandrogene steroidmolekyler. I noen
tilfeller vil mutasjoner kunne fore til at reseptoren ogsé aktiveres av
antiandrogener, noe som vil bidra til resistens mot denne behandlingsformen.

@kt produksjon av androgener Prostatacellene selv antas & kunne bidra til okt
androgenproduksjon. Dette foregér sannsynligvis ved at de eker hastigheten pa
omdanning av testosteron til DHT ved & gke aktiviteten til enzymet Sa-
reduktase. Denne hypotesen stottes av flere studier:

0 Etniske grupper med hoy forekomst av prostatakreft har hoyere nivaer av Sa-
reduktase aktivitet

0 Ved kastrasjonsbehandling reduseres serumtestosteron med opptil 95 %,
mens nivaene av DHT i prostatavevet synker med kun 60 %

0 Det er pévist at gener involvert i steroid-biosyntesen er overuttrykt i
tilbakevendende prostatatumorer

Liganduavhengig aktivering av AR Studier har funnet at aktivering av signaler
nedstroms for AR kan aktiveres selv uten ligandbinding til AR. Dermed blir
kreftcellenes vekst uavhengig av androgen kontroll. Blant annet er det vist at
flere vekstfaktorer, inkludert IGF-1 og EGF, samt flere cytokiner, kan gi opphav
til fosforylert og aktivert AR. B-2 adrenerg reseptor er ogsé funnet & kunne
aktivere AR *%.
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e Endringer i balansen mellom koaktivatorer og korepressorer Det er
identifisert flere koaktivatorer og korepressorer som er involvert i reguleringen av
AR- drevet transkripsjon. Det er blant annet funnet en gkning av koaktivatorer i
androgen- uavhengig sykdom. Koaktiverende proteiner er vist & ske ARs respons
pd alternative ligander, oke ARs sensitivitet for lave androgennivéer, samt &pne
for ligand- vavhengig AR aktivering.

Det er ogsa mulig at kreftcellene utvikler mekanismer for & forbigd AR- signalveien
fullstendig. Den best kjente mekanismen for dette involverer apoptosemodulering: i
hormonavhengige celler vil androgen deprivasjon fere til apoptose i cellene, mens det i
androgen- uavhengige celler er funnet en oppregulering av antiapoptotiske molekyler *”. En
annen mulig mekanisme for omgéelse av AR- signalveien, er neuroendokrin differensiering
av prostatakreftcellene *°. Neuroendokrine celler har en lavere proliferasjonshastighet, noe
som gir cellene gkt overlevelse ved behandling med kjemoterapeutika, endokrine stoffer og
straleterapi. I tillegg skiller neuroendokrine celler ut neuropeptider som serotonin og
bombesin, og bidrar pa denne méten til okt proliferasjon hos narliggende kreftceller *°. Det
er vist gkt forekomst av neuroendokrine prostatakreftceller i hormonrefraktaere tumorer
sammenliknet med hormonfelsomme tumorer *°. Dette har medfort at forekomsten av

neuroendokrine celler forbindes med darligere prognose.

3.3 ErbB-familien

Epidermal vekstfaktor- reseptorfamilien er vist 4 spille en rolle i flere humane kreftformer **.
Familien er en underklasse av gruppen tyrosin kinase- reseptorer, og inkluderer til sammen
fire reseptorer: EGFR, erbB2/HER2/neu, erbB3/HER3 og erbB4/HER4 **. Disse proteinene
er uttrykt i bdde humant og animalsk vev, hovedsakelig i epitelceller og i celler av

neuroendokrin natur *°.

Reseptorene er transmembrane proteiner, og aktiveres ved at en ligand bindes til det
ekstracelluleere domenet. Ligandbinding gir endret konformasjon av det intracellulere
domenet, og forer til at reseptorene danner homo- eller heterodimerer. Samtidig aktiveres det
intracellulere tyrosin kinase- domenet. Aktivering ferer til fosforylering av spesifikke
tyrosinresiduer, slik at disse kan fungere som docking sites for proteiner med Src- homologi
(SH2) og fosfotyrosin bindingsseter (PTB). Rekruttering av slike proteiner forer til
aktivering av intracellulere signalveier, blant annet Ras/Raf/MAPK- signalveien, PI3K/Akt-
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signalveien og phospholipase Cy- signalveien ***. Flere av disse signalveiene kan initiere
prosesser som gir tumorvekst; blant annet genekspresjon, proliferasjon, angiogenese og

redusert apoptose *°.

3.3.1 Ras/Raf/MAPK- signalveien

Den gkte tyrosin kinase- aktiviteten til EGFR som felge av ligandbinding ferer blant annet
til rekruttering av adaptorproteinene vekstfaktor- reseptorbundet protein 2 (GRB2) og SOS.
Rekruttering av disse adaptorproteinene forer igjen til aktivering av G- proteinene RAS og
RAF*7. Aktivering av RAF-1 vil i sin tur, via flere intermediare kinaser, fore til
fosforylering og aktivering av MAP kinasene ERK-1 og ERK-2. ERK 1 og 2 vil translokere
til cellekjernen, der de fosforylerer nukleaere transkripsjonsfaktorer og dermed forer til

endret genekspresjon >* (figur 3.4).

Nucleus

Transcription
Factors

Figur 3.4: Skjematisk oversikt over ulike intracellulcere signalveier som initieres av aktivert EGFR. Bildet er

hentet fra www.sigmaaldrich.com .
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3.3.2 PI3K/Akt- signalveien

Ligandbinding til EGFR og andre tyrosin kinase- reseptorer kan ogsé fore til fosforylering
av phosphatidylinositol 3- kinase (PI3-K). En underklasse av PI3-K, klasse I PI3-K,
fosforylerer phosphatidylinositol 4,5 bisphostate (PIP2), slik at det blir dannet
phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate (PIP3). PIP3 fungerer som et forankringssted for
proteiner som innehar et pleckstrin- homologi (PH) domene, slik som for eksempel Akt og
phosphoinositide- avhengig protein kinase- 1 (PDK-1) *. PDK-1 kan s& fosforylere Akt,
som er postulert & kunne fosforylere over 9000 intracellulaere proteiner. Akt synes derfor &

vare en viktig bidragsyter til kontroll av cellevekst og celleproliferasjon .

3.3.3 Fosfolipase Cy- signalveien

Fosfolipase Cy interagerer direkte med aktivert EGFR, og hydrolyserer PIP2 til inositol
1,3,5- trihosphate (IP3) og 1,2 diacylglycerol (DAG)**. IP3 er viktig for reguleringen av
intracellulert kalsiumutslipp, og DAG fungerer som en kofaktor for aktivering av protein

kinase C. Aktivering av protein kinase C kan i sin tur resultere i aktivering av MAPK **.

3.3.4 Ligander til ErbB-familien

Ligandene til reseptorene i denne familien kan deles inn i tre grupper, etter hvilke reseptorer

de bindes til **:

1. EGF, TGF-a og amfiregulin (AREG): Bindes selektivt til EGFR
2. Betacellulin, HB-EGF og epiregulin: Bindes bade til EGFR og til ErbB4
3. Neureguliner (NRGer), kan deles inn 1 to subgrupper:

a. NRGI1 og NRG2: bindes til bade ErbB3 og ErbB4

b. NRG3 og NRG4: bindes kun til ErbB4.

Hvilken ligand som bindes til ErbB- reseptorene kan vare av betydning for videre

signalering inn i cellen. Dette kan blant annet skyldes ulik stabilitet av ulike ligand- reseptor

komplekser *°.
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3.3.5 ErbB- reseptorer i prostatakreft

Det er vist overekspresjon av biade EGFR og ErbB3 i prostatakreft *'. Harper et al. fant i
1998 at EGFR var kraftig uttrykt i premaligne lesjoner med hey PIN (prostatic interepithelial
neoplasia)- verdi **. Androgenuavhengige prostatakreftceller har dessuten hayere
ekspresjon av EGFR enn hva androgenavhengige kreftceller har **. Dette kan tyde pé at
EGFR- aktivering og — signalering spiller en rolle ved utviklingen av androgenuavhengig
prostatakreft. Overekspresjon av reseptoren Her2/neu er vist a fore til aktivering av AR-
signalveien, og bidrar pa denne maten til prostatakreftcellenes overlevelse 1 et

androgendeprivert miljo **.

3.3.6 Terapi rettet mot ErbB- familien

Med bakgrunn i ErbB- familiens antatte rolle i kreftutvikling er det rettet mye fokus mot a
utvikle legemidler rettet mot EGFR og andre medlemmer i ErbB- familien. Hépet er at man
ved & hemme deres signalveier kan redusere kreftcellenes vekst, proliferasjon og

angiogenese, samt oke apoptoseraten.

Det er flere strategier som kan benyttes for a utnytte tyrosin- kinase reseptorene som

legemiddeltarget, blant annet **:

e Monoklonale antistoffer, rettet mot det ekstracelluleere domenet. Disse opptar
bindingssetet og hindrer pd denne maten ligandbinding til reseptoren. Et
eksempel er trastuzumab, et antistoff rettet mot HER2 .

e Tyrosinkinase- hemmere, som bindes til det intracellulere ATP- bindende setet 1
reseptorene. Dermed vil ikke reseptorene kunne aktiveres, slik at
signaloverfering innover i cellene forhindres. Gefitinib er en slik tyrosinkinase-

hemmer /.

e Toksinkonjugater, der man forseker a binde et toksin til ligander som er
spesifikke for reseptoren. P4 denne méten ensker man & oppna spesifikk apoptose
1 kreftcellene.

e Antisense- behandling, som benytter seg av korte enkelttrddede DNA- fragmenter
som bindes til sekvenser i det genet man gnsker a stilne. P4 denne méten kan
genet for reseptoren skrus av, slik at reseptorproteinet ikke uttrykkes. Denne
typen behandling er ennd ikke tatt i klinisk bruk.
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3.4 Iressa®

Iressa® (gefitinib, ZD1839) er et lavmolekylert syntetisk anilinoquinazolin *’ (figur 3.5).
Legemiddelet har god biologisk tilgjengelighet, og er effektivt ved oralt inntak **.

F
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Figur 3.5: Kjemisk strukturformel for Iressa® (gefitinib, ZD1839). Figuren er hentet fra Report from the
FDA: United States Food and Drug Administration Drug Approval Summary; Gefitinib (ZD1839; Iressa)
Tablets *.

Iressa® er en non- kompetitiv tyrosinkinase- hemmer, som bindes til det ATP- bindende
setet i reseptorens katalytiske domene *°. Legemiddelet har vist relativt selektiv aktivitet
rettet mot EGFR med en ICs pd 0,04-0,079 uM. Iressa® har ogsé en potensielt hemmende
effekt rettet mot reseptoren HER2, men da i betydelig hayere konsentrasjon, med en ICsy pé
1,2-3,7 uM *'. In vivo- studier har vist at Iressa® reduserer celleproliferasjon, induserer
cellesyklus- arrest, gker apoptose og viser antiangiogene effekter i en rekke humane
kreftformer *°. Legemiddelet er per i dag godkjent som behandling av avansert ikke-
smicellet lungecancer (NSCLC) i flere land, deriblant USA og Japan *’.

Iressa® er vist & vare et godt tolerert legemiddel, og de vanligste bivirkningene bestar av

diare, hudutslett og kvalme. >

3.4.1 Effekter av Iressa® i prostatakreft

Studier i prostatacellelinjer har vist en tydelig effekt av Iressa® in vitro. Vicentini et al. >

viste 1 2003 at EGFR var tilstede, og fosforylert, i alle cellelinjene de studerte. Dette
inkluderte bade androgenavhengige og — uavhengige cellelinjer. Videre fant de at Iressa®

hemmet EGFR fosforylering i alle cellelinjene, med en ICsy-verdi pé 0,46- 0,97 uM. Denne
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og flere andre studier har konkludert med at Iressa® hemmer EGFR i bade
androgenavhengige og — uavhengige prostatakreftcellelinjer, samt at legemiddelet hindrer

celledeling ved a blokkere cellenes vekst 1 Go/G;- fasen av cellesyklus 3,

I Norge er det ved Aker Universitetssykehus utfort en klinisk fase II- studie pa effektene av
Iressa® 1 kombinasjon med antiandrogenet Casodex® i prostatakreft. Resultatene herfra er

per mai 2008 ikke ferdig analysert.

Identifisering av respondenter pa Iressa®
Da Iressa® ble utviklet, var det store forventninger til legemiddelets effekt ved behandling
av flere kreftformer. Studier har imidlertid vist at det er et tydelig behov for a kunne forutsi

3734 1 kreftformen avansert ikke-

hvilke pasienter som vil respondere pd behandlingen
smacellet lungecancer (NSCLC) er det foreslatt at EGFR- liganden AREG kan vere en

prediktiv marker for feilslatt behandling med Iressa®.

AREG

AREQG er en av ligandene til EGFR. Liganden viser lavere affinitet til reseptoren enn hva

blant annet EGF gjor >°.

Kakiuchi et al. fant 1 2004 at amfiregulin var oppregulert hos pasienter som ikke responderte
pa Iressa®- behandling, samt at AREG induserte gefitinib- resistens hos NSCLC- celler in
vitro *°.

I prostatakreftceller er det blant annet vist at ekspresjonen av amfiregulin er oppregulert i
androgenuavhengige cellelinjer °’, hvilket tyder pa at AREG kan vaere en bidragsyter til
utviklingen av hormonrefraktaer prostatakreft. Upubliserte data fra Urologisk
Forskningsinstitutt (UFI) ved Aker Universitetssykehus, identifiserer AREG som et av 400
androgenregulerte gener i1 den androgenfelsomme prostatakreftcellelinjen LNCaP (funnet

ved LIMMA - analyse, false discovery rate = 5 %).
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3.5 Formal med oppgaven

Pé bakgrunn av behovet for 4 identifisere markerer for ikke-respondere pa Iressa®, er det
onskelig & underseke hypotesen om at AREG kan vare en slik marker. I tillegg er det
onskelig 4 se nermere pd hva som pavirker prostatakreftcellers ekspresjon av AREG.

Folgende sgkes undersokt:

e Konsentrasjonskurve for Iressa® 1 androgenfelsomme versus
androgenuavhengige cellelinjer

e AREGs effekter pa proliferasjon i androgenfelsomme versus androgenavhengige
cellelinjer

e Sammenlikne AREGs effekter pé proliferasjon med EGFs effekter
e AREGs innvirkning pa Iressa®- konsentrasjonskurvene

e Undersgke hva som skjer med ekspresjonen av AREG dersom
androgenfolsomme LNCaP- celler inkuberes 1 steroidfattig medium

e Undersgke hvilken effekt ulike substanser har pa cellenes uttrykk av AREG
mRNA
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4. Materialer

4.1 Reagenser

Reagens: Produsent: Katalognummer:
*H- thymidin Amersham, GE Healthcare | TRA 120
Albumin, bovine serum (BSA) Sigma Cas 9048-46-8
Amphiregulin Sigma A 7080
Antirabbit IgG Jackson Immuno Research | 111-035-003
Apo-transferrin (Apo-T) Sigma T2252
Bio-rad protein assay Bio Rad Laboratories, Inc. | 500-0006
d-Biotin Sigma B- 4639
DMEM/F12 (1:1) Gibco, Invitrogen ™ 31330-095
DMEM/F12 v/ fenolredt Gibco, Invitrogen ™ 11039021
Epidermal Growth Factor (EGF) Sigma E 9644
Foetal Bovine Serum (FBS) Invitrogen ™ 10270106
Halt™ Phosphatase Inhibitor Cocktail Pierce Biotecknology, Inc. | 78420
Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, Pierce Biotecknology, Inc. | 78415
EDTA-Free
Immobilon Western Chemiluminescent | Millipore WBKLS0500
HRP Substrate
Insulin (fra bovin pancreas) Sigma Cas 11070-73-8
Insulin- like growth factor-1 Sigma 13769
Isopropanol/ 2-propanol Fluka Biochemika/ Sigma | EC 2006617
Isoproterenol Sigma 1-5627
Kaliumklorid (KCI) pro analysi Sigma P9333
Leptin Sigma L4146
Magic Mark XP Western Standard Invitrogen ™ LC5602
Methanol VWR International EC 200-659-6
Microscint™ 0 High Efficiency LSC PerkinElmer, Boston, MA | 6013611

Natriumazid

Amersham Pharmacia

Biotech UK

Cas 26628-22-8

Natriumklorid (NaCl) pro analysi

Merck

1.06404.1000

NuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel, 1,5 mm | Invitrogen ™ NP0335BOX

NuPAGE® 10% Bis-Tris Gel, 1,5 mm x | Invitrogen ™ NP0315BOX
10 wells

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) Invitrogen ™ NP0008

NuPAGE® Transfer Buffer (20x) Invitrogen ™ NP0006-1
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NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer | Invitrogen ™ NP0001-02
PBS (phosphate Buffered Saline) tablets | Gibco 18912-014
Penicillin AlpharmaPanPharma Vnr 505503
Phospho- p44/42 MAPK Cell Signaling 9101
QIAGEN Quantitect SYBR-green Qiagen 204245
RTPCR kit
R1881 Roussel UCLAF
RPMI 1640 + L-glutamin Gibco, Invitrogen ™ 21875-091
RPMI 1640 uten fenolrodt Gibco, Invitrogen ™ 11835-105
NatriumSodium fluoride, SigmaUltra Sigma S 7920
Streptomycin X-Gen Pharmaceuticals NDC 398220706-2
T3 (3,5,3’-L-trijodthyronin) Sigma T-2277
Trizma® base, SigmaUltra Sigma T- 6791
TRIzol Reagent Invitrogen ™ 15596-026
Trypsin Sigma T4799
Tween 20 Sigma P 1379
UltraPURE™ Distilled Water, DNAse Gibco, InVitrogen ™ 1097703510977035
and RNAse free
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4.2 Losninger

4.2.1 TBS-T

NaCl 80 g

KCl 2g

Tris base 30g
Tween Sml
dH,O ad 10 liter

pH justeres til ca. 8.

4.2.2 RIPA- buffer

NaCl 150 mM
NP- 40 1 %
SDS 0,10 %
Tris- HCI 50 mM
dH,0O

4.2.3 RIPA- buffer med fosfatase- og proteasehemmere
Rett for bruk tilsettes RIPA- bufferen (per ml)

Proteasehemmer (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free) 10 pl
Fosfatasehemmer (Halt™ Phosphatase Inhibitor Cocktail) 10 pl

Pé grunn av kort holdbarhet mé losningen brukes umiddelbart etter tilsetning av fosfatase-

og proteasehemmerne.

4.2.4 Transferbuffer

NuPAGE transferbuffer, 20 x 50 ml
Metanol 200 ml
dH20 ad 1 liter
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4.2.5 RPMI- medium

RPMI 1640 + L-glutamin tilsettes, per ml:

Penicillin 50 ug
Streptomycin 50 ug
FBS eller CSS 10 %

RPMI 1640 + L-glutamin inneholder fenolredt som pH- indikator. Fargen endres fra rodlig
ved hoy pH til gulaktig ndr pH synker. Lavere pH i mediet tyder pé redusert
oksygeninnhold, og fargeendring brukes som en indikator pa at cellene trenger mediumskift.

4.2.6 T- medium

DMEM/F12 (1:1) tilsettes, per ml:

Insulin S5ug

T3 0,0136 ng
Apo- transferrin Sug
Biotin 0,25 pg
Adenin 25 ng
Streptomycin 50 ug
Penicillin 50 ug
FBS eller CSS 5%

DMEM/F12- mediet inneholder fenolredt som pH- indikator. Fargen endres fra redlig til
gulaktig nar pH synker. Lavere pH 1 mediet tyder pa redusert oksygeninnhold, og

fargeendring brukes derfor som en indikator pa at cellene trenger mediumskift.
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4.2.7 Strippet serum (CSS)

I strippet serum er hydrofobe forbindelser fjernet ved hjelp av aktivt kull. Dette gjores for &

forhindre at steroider 1 serumet skal pavirke cellene under forsek.

Forst aktiveres 2,5 g kull i en buffer bestdende av:

Dextran 0,0025 %
Tris- HCI 0,01M
dH20 ad 1 liter

Aktivering forer til dannelse av porer i kullets overflate, noe som eker kullets overflateareal
betraktelig. Den store overflaten serger for at aktivert kull kan absorbere store mengder

hydrofobe forbindelser.

Suspensjonen settes til roring ved 4 °C over natt, for det aktiverte kullet sentrifugeres i 10
minutter ved 3000 rpm. Supernatanten fjernes, og erstattes med 500 ml serum (FBS).
Blandingen far std og rotere ved 4 °C i ca 12 timer. Under denne prosessen tiltrekker kullet
de hydrofobe forbindelsene i serumet. Deretter sentrifugeres blandingen, og kullet synker til
bunns. Supernatanten sterilfiltreres (poresterrelse 0,45 pm)ved hjelp av en vakuumpumpe,

og fordeles i sterile ror a 50 ml. Det strippede serumet fryses ned og oppbevares ved — 20 °C.

Med denne metoden vil man ikke klare & fjerne steroider fullstendig. Likevel vil
sluttkonsentrasjonen i medium tilsatt strippet serum tilsvare kastrasjonsnivaer av androgener
in vivo, og det er dette det er ment & vare en modell for. Vannleselige vekstfaktorer vil

fremdeles veare tilstede i1 serumet.

I denne oppgaven brukes betegnelsen CSS pa medium tilsatt strippet serum. FBS brukes pa

samme mate som betegnelse pa medium tilsatt vanlig serum, FBS.
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4.3 Cellelinjer

4.3.1 LNCaP (Lymph Node Cancer Prostate) - celler

LNCaP cellene (figur 4.1) ble er opprinnelig isolert i 1977, fra en 50 &r gammel mann med
bekreftet metastasert prostatacarcinom >>~°. Cellene ble hentet ut ved nélbiopsi fra den
venstre supraventrikulare lymfeknuten *°. Cellene uttrykker hoy-affinitets AR i cytosol og i
cellekjernen, bade i kultur og som xenograft. Cellemodellen er androgenresponsiv, og anses
& vaere en god modell for androgenavhengig prostatakreft **®. De responderer pa 5a-
dihydrotestosteron- stimulering med vekst og sur fosfatase produksjon *°. Cellenes evne til &
danne svulster ved injeksjon i forsgksdyr er opprettholdt, og utviklingen av tumorer er vist a
korrelere med nivéet av androgener i serum. Hvor hurtig tumorene vokser, er derimot

uavhengig bade av vertens kjenn og dens hormonelle status >*.

LNCaP-cellene vokser i RPMI — medium, som er beskrevet i punkt 4.2.5. I denne oppgaven

er cellene brukt fra passasje 21 til passasje 34.

Figur 4.1: LNCaP- celler i kultur
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4.3.2 LNCaP C4-2- celler

LNCaP C4-2 cellene, eller C4-2 cellene (figur 4.2), er en andregenerasjons avledning av

cellelinjen LNCaP.

Figur 4.2: C4-2 celler i kultur

Cellelinjen er gjort androgenuavhengig ved at LNCaP- celler ble koinjisert i mus sammen
med den humane fibroblast cellelinjen MS. Etter 8 uker ble musene kastrert, og tumorene
fikk vokse 1 ytterligere 4 - 5 uker. Disse cellene er opphav til henholdsvis cellelinjene C4 og
C5 °' (Figur 4.3). C4- cellene ble videre koinjisert sammen med MS celler inn i en kastert

mus, og fikk vokse i ytterligere 12 uker °"*%

(Figur 4.3). Den resulterende cellelinjen, C4-2,
har evnen til & danne tumorer ved injeksjon i kastrerte mus selv uten MS-cellene, og til &
danne kolonier selv nir den sés ut i serumfritt medium. Cellelinjen anses derfor & vaere

androgenuavhengig "%,
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Figur 4.3: Utvikling av den hormonrefrakteere cellelinjen LNCaP C4-2. Tegningen er fritt etter et skjema

hentet fra artikkelen “Androgen- independent cancer progression and bone metastasis in the LNCaP model of

62
human prostate cancer” ™.

C4-2- cellene vokser i T-medium, som er beskrevet i punkt 4.2.6.

4.4 Primere

Tabell 4.1: Primersekvenser brukt i oppgaven

Primer Left Right
Amfiregulin | GAGCACCTGGAAGCAGTAACA | AACTACTGTCAATCATGCTGTGAGTTT
G6PDH TGCATGAGCCAGATAGGC ACAGGGAGGAGATGTGGTTG

Primerne er produsert av InVitrogen.
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4.5 Utstyr

Immobilon PVDF transfer membranes

Microplate scintillation and luminescence counter (Packard)
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.

NuPAGE blottekar

NuPAGE elektroforesekar

Opticon Monitor 3

Topcount, Packard Instrument, Perkin Elmer

Ultraspec 3300 (Amersham Biosciences)
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5. Metoder

5.1 Celledyrking

Cellene oppbevares nedfrosset pa flytende nitrogen, og tines opp ved behov. Tiningen
foregér hurtigst mulig, ved at raret holdes 1 37 °C vannbad til cellepelleten sa vidt slipper
kanten av oppbevaringsreret. Deretter overfores cellene raskt til et 12 ml ror med 5 ml
iskaldt vekstmedium tilsatt FBS og Pen/Strep. Cellesuspensjonen sentrifugeres s ved 2000
rpm i 5 minutter. Mediet fjernes, og cellepelleten resuspenderes i romtemperert
vekstmedium. Cellene overfores til en 75 cm® Corning flaske og oppbevares i inkubatorskap
som holder 37 °C, med 5 % CO, . Nér cellene har festet seg til flasken, vanligvis etter 3
dager, skiftes mediet cellene er inkubert i. Dette gjores deretter annenhver dag, og cellene

splittes en gang per uke.

5.2 Proteinekstraksjon

5.2.1 Cellestimulering til proteinekstraksjon

800 000 celler sas ut i 10 cm Corning skaler. De far vokse i tre dogn i FBS, for mediet
skiftes ut med CSS . Cellene overfores til CSS for pd denne maten & unngé pavirkning fra
androgener 1 mediet mens forsgket pigar. En celleskal fortsetter i FBS som kontroll. Nér

cellene har gatt 1 CSS 1 ca ett degn, stimuleres cellene med de aktuelle forbindelsene.

5.2.2 Hosting av proteiner

Cellene hestes nar de har blitt stimulert 1 et bestemt antall minutter. Mediet 1 skdlene suges
av, og cellene vaskes to ganger i kald PBS. Deretter spyles cellene los med PBS, og
overfores til 12 ml sentrifugerer. Cellene sentrifugeres i kjolesentrifuge ved 2000 rpm og 4
°C 1 5 minutter. Supernatanten fjernes. RIPA- buffer med fosfatase - og proteasehemmere
tilsettes cellepelleten, og suspensjonen pipetteres opp og ned noen ganger for a sikre jevn

suspensjon. Cellesuspensjonen snurres sa i rotator i 30 minutter ved 4 °C. Dette forer til
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odeleggelse av cellene, slik at proteinene frigis og loses 1 RIPA bufferen. Nir denne
prosessen er ferdig sentrifugeres provene i kjelesentrifuge 1 20 minutter, ved 12 000 rpm og
4 °C. Ulest materiale vil sementere og danne en pellet, og proteinene vil vare a finne 1

supernatanten.

5.2.3 Proteinmaling

Til proteinmaling benyttes et spektrofotometer av typen Ultrospec 3300 pro UV/ Visible
spectrophotometer (Amersham Biosciences). Kittet som brukes er Bio-Rad Protein Assay
Dye Reagent Concentrate. Bakgrunnen for metoden er at fargelosningen Coomassie ®
Brilliant Blue G-250 endrer sitt absorpsjonsmaksimum fra 465 nm til 595 nm nar den bindes
til proteiner. ® Fargen og absorbansen i den endelige losningen vil variere med
proteinkonsentrasjonen 1 preven. Absorbansen til proven méles ved 595 nm, og absorbansen
er direkte proporsjonal med proteinkonsentrasjonen innenfor et begrenset
konsentrasjonsomrade. Bakgrunn for omregningen fra absorbans til proteinkonsentrasjon er
Beers lov, som sier at lysabsorpsjonen til en preove er proporsjonal med konsentrasjonen av

stoff 1 proven.

For konsentrasjonen i proteinprevene kan méles, mé det settes opp en standardkurve med
kjente proteinkonsentrasjoner. Til dette brukes en lgsning av BSA (bovine serum albumin).
BSA tilsettes 1 konsentrasjoner fra 1 mg/ml til 10 mg/ml, da dette antas & dekke provenes
konsentrasjonsomrade. Ut fra den resulterende standardkurven beregnes

proteinkonsentrasjonen i provene.
Preveopparbeidelsen foregir ved at man tilsetter folgende i et eppendorfror:

e 3 ul RIPA- buffer med protease - og fosfataseshemmere
e 1 pl proteinekstrakt

e 790 pl dH,O

e 200 pl Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Preven vortexes i noen sekunder for a sikre jevn fordeling av farge og protein. Etter 5
minutters inkubering i romtemperatur vortexes preven pa nytt, for den overfores til en
kyvette og malingen kan begynne. Den forste proven skal vere blank, da apparatet
automatisk setter den forste mélingen til 0 mg/ml.
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5.3 Westernblott

5.3.1 Prinsipp

Westernblotting er en metode for & detektere tilstedevarelsen til, eller relative mengder av,

spesifikke proteiner i en prove.

Den sterke anioniske detergenten Lauryl dodecyl sulfat (LDS) brukes i kombinasjon med et
reduksjonsmiddel og varme for & dissosiere proteiner for de appliseres pa gel. Bundet til
Natrium Dodecyl Sulfat (SDS) blir denaturerte polypeptider negativt ladet, og under
elektroforese vandrer de gjennom gelen i overensstemmelse med sin storrelse. Standarder
med kjent molekylvekt kjores pa gelen for & kunne si noe om molekylvekten og mobiliteten
til det proteinet som studeres. Etter gelelektroforese benyttes stram for & overfere proteinene
til en proteinbindende membran, hvor de senere kan detekteres ved bruk av antistoff
spesifikt rettet mot malproteinet °*®. Et sekundeerantistoff festet til enzymet horse raddish
peroxidase (HRP) bindes til primerantistoffet. Under fremkalling vil dette enzymet
katalysere produksjonen av peroksider i fremkallingsvasken, noe som resulterer 1 utsending

av synlig lys . Utsendt lys kan detekteres ved hjelp av et CCD- kamera.

5.3.2 Proveopparbeidelse

Proteinekstrakt tilsvarende 50 pg tilsettes buffer (i denne oppgaven er RIPA buffer med
fosfatase — og proteasechemmere benyttet) ad 20 pl. I tillegg tilsettes 6,3 ul NuPAGE®
Sample Buffer. Samplebufferen inneholder glyserol som eker blandingens viskositet, slik at

den synker til bunns i brennen pé gelen ved applisering.

For applisering pa gel kokes blandingen i fem minutter ved 95 °C for & denaturere
proteinene. Samplebufferen inneholder LDS, som bindes til proteinene. De resulterende
LDS- proteinkomplekser med negativ ladning vil vandre mot den positive anoden under
elektroforesen. Da proteinene na er denaturert og kapslet inn 1 LDS, vil mobiliteten 1

hovedsak vare bestemt av proteinenes molekylvekt og ikke av deres struktur.
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5.3.3 Elektroforese

Gelen settes oppi karet, og karet fylles opp med NuPAGE SDS running buffer. I den forste
brennen pa gelen tilsettes 3 ul MagicMark. Dette er en lgsning av flere proteiner med ulik og
kjent molekylmasse, som fungerer som en molekylvekts- standard for proteinprevene. I de
neste brennene appliseres provene; 26 pl av hver prove. Strommen over elektroforesekaret
settes pa 200 V, og proteinene vandrer nedover gelen mot anoden. SDS i bufferen bidrar til &
holde proteinene denaturert, slik at separasjonen kun foregar pa bakgrunn av proteinenes
storrelse. Proteinene far vandre til den bla fargefronten fra samplebufferen nar enden av

gelen.

5.3.4 Overforing til membram

Nar proteinene er separert pa gelen, overfores de til en polyvinyliden fluorid (PVDF)
membran. Til dette benyttes en NuPAGE® blottemodul. Forst aktiveres membranen ett
minutt i metanol. Deretter legges den i transferbuffer sammen med blottepads og filterpapir.
Nér alt er tilstrekkelig fuktet, legges blottepads, filterpapir, gel og membran ned i
blottemodulen som vist pa figur 5.1. Blottemodulen settes ned i NuPAGE® karet, og fylles
opp med transferbuffer. Utenfor fylles karet opp med dH,O for & redusere
temperaturstigning som felge av spenningen i karet. Streammen settes pa 35 V, og i lapet av
en time vil de negativt ladde proteinene overfores til membranen, som ligger nermest
anoden. Membranen har egenskaper som gjer at den binder proteiner uspesifikt, slik at alle

proteiner fra provene festes til membranens overflate under prosessen.

Anode (+)

Blottepad

Blottepad
Blottepad

Filterpapir
Filterpapir
Transfermembran
Gel

Filterpapir
Filterpapir

Blottepad

Blottepad

Blottepad

Katode (-)

Figur 5.1: Oppsett av blottepads, filterpapir, transfermembran og gel under proteinoverforing
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5.3.5 Inkubering med antistoff

Etter at proteinene er overfort til PVDF- membranen, blokkes membranen med en 5 %
torrmelkslosning 1 TBS-T. Karet med membranen og terrmelkslgsningen settes til vipping 1
to timer i romtemperatur. Proteinene i melken vil na bindes til ledige bindingsseter pa
membranen, og slik forhindre uspesifikk binding av antistoff. Etter blokking vaskes
membranen 1 3x5 minutter i TBS-T, for primerantistoffet tilsettes. Primarantistoffet
fortynnes til optimal konsentrasjon 1 oppgitt lesning. I denne oppgaven er det benyttet
antistoff rettet mot pERK, fortynnet 1:1000 i en 5 % BSA- losning i TBS-T. Membranen
settes til vipping ved 4 °C med antistofflesningen over natt. Dag 2 vaskes membranen pa
nytt i 3x5 minutter med TBS-T. Deretter legges membranen over i en losning med
sekunderantistoff (fortynnet 1:10000 1 TBS-T), og settes til vipping 1 €n time i
romtemperatur. For membranen er klar til fremkalling ma den vaskes nok en gang i 3x5

minutter 1 TBS-T for & fjerne ubundet sekunderantistoft.

5.3.6 Fremkalling og deteksjon

Membranen inkuberes 1 5 minutter med Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate (Millipore). De to reagensene i kittet blandes 1:1 rett for bruk. Etter inkubering er
membranen klar for fotografering med et CCD-kamera. Lukkertiden som er benyttet i denne
oppgaven er 5 minutter, da dette er funnet & vaere optimalt for forholdet mellom signal og

bakgrunn pa bildet.

5.3.7 Loadingkontroll

Etter fremkallingen foretas en loadingkontroll for & kontrollere at applisert mengde av
protein i hver enkelt brenn har veaert lik. Det tilsettes primerantistoff mot et protein som
antas a ha lik mengde i ekstrakter fra stimulerte og ustimulerte celler. I denne oppgaven er
a—tubulin, en byggestein i cellenes mikrotubuli, brukt som loadingkontroll (fortynnet 1:1000
15 % torrmelkslosning i TBS-T).
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5.4 RNA- ekstraksjon

5.4.1 Cellestimulering til RNA-ekstraksjon

150 000 celler sas ut i brenner pa Corning 6- brennsplater, med diameter 3,5 cm. Tre dager
etter utsding skiftes mediet pa cellene til CSS. Dette gjores for & unngé at steroidhormoner
og andre hydrofobe forbindelser fra serumet skal pavirke cellenes mRNA nivaer. Cellene gar
1 CSS 1 ett dogn for cellene stimuleres. Etter stimulering kultiveres cellene 1 ytterligere ett

dogn for de hastes med Trizol.

5.4.2 RNA- hgsting med Trizol
RNA- hesting er blitt utfort etter protokoll fra InVitrogen Life Sciences ¢’

Cellene vaskes forst med 1 ml kald PBS. Deretter tilsettes 1 ml trizol til hver brenn med
celler. Trizol er en mono-fasisk lesning av fenol og guanidin isothiocyanat, og serger for at
RNAets struktur beholdes nér cellemembraner og cellekomponenter brytes ned. Cellene
skrapes lgs, og blandingen overfores til eppendorfrer. Rerene inkuberes i romtemperatur i 5
minutter, for 200 pl kloroform tilsettes hver prove. Kloroform serger for god separasjon av
fettfasen og vannfasen i lesningen. Pravene vortexes for & oppna en jevn suspensjon, for de
inkuberes 1 romtemperatur 1 ytterligere 3 minutter. Nér de to fasene s vidt har skilt seg,
sentrifugeres provene i 15 minutter ved 12 000 rpm og 4 °C. Denne prosessen serger for at
de to fasene separeres fullstendig. RNA blir 4 finne 1 vannfasen, som vil ligge overst.
Supernatanten overfores til et nytt eppendorfrer, og tilsettes 0,5 ml isopropanol. Dette sorger
for utfelling av RNA. Blandingen vendes noen f& ganger, for den inkuberes i romtemperatur
1 10 minutter. Blandingen sentrifugeres pa nytt i 10 minutter ved 12 000 rmp og 4 °C. Né vil
RNA gjenfinnes som pellet i bunnen av reret. Supernatanten fjernes, og 1 ml etanol 70%
tilsettes. Provene vortexes, og sentrifugeres i 5 minutter ved 12 000 rpm og 4 °C. Etanolen
fijernes, og RNA- pelleten torkes 1 10-20 minutter i romtemperatur til den er glassklar.
Deretter loses pelleten i RNAse- fritt vann. RNA og RNAse-fritt vann inkuberes i
romtemperatur 1 30 minutter, for 4 sikre at RNA er fullstendig lost. RNA-ekstraktet er

deretter klart til konsentrasjonsmaling, og kan siden oppbevares ved -80 °C.
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5.4.3 RNA- maling med NanoDrop (type ND-1000)

Til dette brukes et spektrofotometer av typen ND-1000 (NanoDrop Technologies). 1 pl
RNA- ekstrakt pipetteres ut pa enden av en optisk fiber- kabel. En annen optisk fiber- kabel
bringes i kontakt med preven, slik at preven fungerer som en bro mellom de to optiske
fibrene. Absorbansen i proven males ved bruk av en xenonlampe som lyskilde, og prevens

RNA- konsentrasjon kalkuleres i henhold til Beers lov .

5.5 Ett- trinns real-time RT-PCR

5.5.1 Prinsipp

PCR (polymerase kjedereaksjon) er en molekylerbiologisk metode for & oppamplifisere
mange kopier av ett enkelt DNA- molekyl. Metoden baserer seg pad enzymet DNA-
polymerase, et enzym som katalyserer polymeriseringen av baser i DNA- trdden. DNA-
polymerasen er avhengig av en komplementer trad (templat) og av en startsekvens (primer)
for & kunne replikere DNA. Den nye trdden som blir dannet blir komplementeer til templat-

traden.

I RT-PCR (revers transcriptase- PCR) tilsettes enzymet revers transkriptase, et enzym som
har evnen til 4 oversette mRNA- sekvenser til cDNA- sekvenser. Deretter kan PCR-
reaksjonen foregd som normalt. Denne metoden gir mulighet for & sammenlikne RNA-
uttrykk i flere prover. I denne oppgaven er teknikken brukt for & se pd hvordan ulike

stimuleringer av celler pavirker genekspresjon pA mRNA- niva.

5.5.2 Komponenter i RT- PCR

DNA- templat
DNA- templatet er den gensekvensen man ensker & {4 oppamplifisert. I prinsippet holder det

med en enkelt kopi av denne DNA- sekvensen.
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DNA- polymerase

DNA- polymerase enzymet katalyserer replikasjonen av DNA. Enzymet er avhengig av et
opprinnelig DNA- templat, og av at dette foreligger 1 enkelttradet form. Polymerasen er ogsa
avhengig av en startsekvens som er komplementer til templattrdden, en primer. Polymerasen
adderer nukleotider til 3> OH- grupper, slik at primersekvensen forlenges i en bestemt

retning langs templattraden.

Primere

Primerne er forhdndsdesignede oligonukleotider pa ca 20 basepar, som er komplementere til
hver sin ende av den gensekvensen man ensker & oppamplifisere. Primerne binder seg til
hver sin komplementere trdd og fungerer som startsekvens for DNA- polymerase. De to
primerne som brukes kalles 5’ og 3’ primer, forward og reverse primer eller left og right

primer.

For at man skal fa oppamplifisert den riktige gensekvensen er det viktig med god
primerdesign. Man ensker sé spesifikke primere som mulig, slik at disse ikke bindes til
andre sekvenser 1 genomet. Dessuten er det viktig at primerne ikke er komplementare til
hverandre og at sekundarstrukturer ikke kan dannes internt i primerne, da man pa denne
maten vil kunne f& oppamplifisert uspesifikke og uenskede DNA- sekvenser. Det finnes
dataprogrammer som benyttes til primerdesign. Nir man kjenner sekvensen av det genet
man egnsker 4 analysere, legges dette inn 1 programmet, og programmet foresldr mulige

primerpar som kan benyttes.

Primerne som er benyttet i denne oppgaven er designet slik at de ligger pa hver sin side av
en exon- intron overgang. Dette gjores for & forhindre oppamplifisering av kontaminerende
DNA. Ved transkripsjon av DNA vil exon-intron overganger spleises ut, slik at de
resulterende RNA- sekvensene blir kortere enn de opprinnelige DNA-sekvensene. Disse
RNA- sekvensene vil vare av en passende lengde for amplifikasjon, mens eventuelle
segmenter fra kontaminerende DNA 1 praksis vil vaere for lange til & oppamplifiseres ved de

gitte PCR- betingelsene.

I denne oppgaven ble programmet Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi) benyttet til primerdesign. Se tabell 4.1.
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Buffer
I hver enkelt RT- PCR- reaksjon er det viktig med korrekte betingelser for at revers
transkriptase og DNA polymerase skal fungere optimalt. Bufferen sikrer optimale

betingelser, og inneholder blant annet Tris-HCI, KCl og MgCl,.

Farge

I real time RT-PCR kan man felge hvordan reaksjonen forleper, slik at man ikke bare
baserer seg pa sluttresultatet. Dette oppnds ved at det tilsettes en fluorescerende farge til
reaksjonen. I denne oppgaven er fargen SYBR green I ® benyttet, en farge som inkorporeres
i dobbelttradet DNA og fluorescerer . Mengden fluorescens er direkte proporsjonal med
mengden cDNA i reaksjonen. Ved & méle fluorescensen fortlapende kan man dermed folge

okningen av DNA- produkt i PCR- reaksjonen .

Frie nukleotider
For at DNA- polymerase skal kunne addere nukleotider til den voksende DNA- trdden, er
polymerasen avhengig av et stort antall frie nukleotider. Derfor tilsettes frie nukleotider i et

stort overskudd til reaksjonen.

Kitet QuantiTect SYBR Green RT-PCR kit (Qiagen) er benyttet til RT-PCR reaksjonene 1
denne oppgaven. Kitet inneholder enzymene Omniscript og Sensiscript revers transkriptaser,

i tillegg til HotStarTaq DNA polymerase.

5.5.3 Proveopparbeidelse

For tilsetning pad RT-PCR platen lages en losning av de ulike komponentene som trengs i

reaksjonen. Ved tilsetning av lgsningen til platen vil det bli felgende fordeling 1 hver brenn:

e 12,5 pl QuantiTect SYBR green 2X
e 1,25 ul 10 uM forward primer

e 1,25l 10 uM reverse primer

e 0,25 pl QuantiTect RT Mix

o 475 ul RNAsefritt dH,O

Til hver bronn tilsettes ogsa 250 ng RNA (5ul av lesning pé 50 ng/ul).
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Platen sentrifugeres lett for analysen settes 1 gang

5.5.4 RT-PCR reaksjonen

Selve reaksjonen bestar av folgende trinn:

10.

Inkubering ved 50 °C i 30 minutter. 50 °C er optimal temperatur for revers
transkribering, og man far dannet cDNA fra RNA.

Inkubering ved 94 °C i 15 minutter. Ved denne temperaturen vil revers transkriptasen
inaktiveres, samtidig som DNA- polymerasen aktiveres

Inkubering ved 94 °C i 15 sekunder. Hydrogenbindinger i DNA- dobbelthelix brytes,
og de to trddene separeres.

Inkubering ved 55 °C i 30 sekunder. Denne temperaturen ligger ca 5 °C over
primernes smeltetemperatur, og primerene vil nd kunne binde seg til DNA- templatet.

Inkubering ved 72 °C i 30 sekunder. 72 °C er den optimale temperaturen for DNA-
polymerase- enzymet. Den komplementaere DNA- traden syntetiseres.

Avlesning. Apparatet leser av fluorescensen fra SYBR green etter hver runde. P&
denne méaten kan man folge reaksjonen underveis.

Reaksjonen (punkt 3-6) gjentas 39 ganger. Etter 40 runder vil DNA 1 teorien
foreligge i 2°"" kopier (fordi man for forste reaksjon allerede har to DNA-
templater).

Inkubering ved 72 °C i 5 minutter. Dette sikrer at DNA- polymerasen fér tid til &
ferdigstille eventuelle uferdige DNA- fragmenter.

Smeltepunktsanalyse. Dette gjores for & kontrollere at det kun er dannet ett PCR-
produkt. Dersom alt DNA som er oppamplifisert er av samme lengde, skal man kun

fa en topp pa smeltekurven. Resultatet leses av automatisk av apparatet, ved hver 0,3
°C.

Inkubering ved 6 °C til reaksjonen stanses av operator. Dette sikrer at det DNAet
som er oppamplifisert ikke denaturerer.

Det at revers transkriptase inaktiveres ved samme temperatur som DNA- polymerase

aktiveres, forer til at begge reaksjonene kan foregd i samme ror. Derav navnet ett- trinns RT-

PCR.

5.5.5 Analyse av resultater

Som en kontroll pa at primerne har virket som de skal, og at man kun har fétt oppamplifisert

ett enkelt genprodukt, foretas en smeltepunktsanalyse. Det skal kun vare eén topp 1

smeltepunktskurven, noe som tyder pa at PCR- reaksjonen kun har dannet ett DNA- produkt.
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Dersom det er flere topper 1 smeltepunktsanalysen har ikke primerne fungert optimalt, og

nye primere mé designes.

Som et tillegg til smeltepunktsanalysen kan man kjere det oppamplifiserte DNA- produktet
pa gel, der DNA- fragmenter separeres etter storrelse. P4 den maten kan man sammenlikne
med DNA- fragmenter av kjent storrelse, og pa denne maten se om det er sannsynlig at rett
produkt er oppamplifisert. Det ferdige produktet ber ogsé sekvenseres, for & forsikre at

reaksjonen har gitt korrekt PCR- produkt.

Analysering av resultatene har i denne oppgaven vert gjort ved hjelp av AAC - metoden.
Cq- verdien til en prove er det antall sykluser, eller runder, med DNA- amplifikasjon som
ma til for at fluorescensen skal né en forhandsbestemt terskelverdi. Mange DNA- molekyler
1 utgangsmaterialet vil kreve faerre sykluser for & oppna en bestemt fluorescens, og vil derfor

gi en lav C- verdi.

For & ta hayde for mulige variasjoner 1 tilsatt mengde RNA/cDNA, analyseres mengden av et
husholdningsgen i tillegg til det aktuelle malgenet. Uttrykket av husholdningsgenet antas &
vare upavirket av ulike forsgksbetingelser, og kan dermed brukes som en
normaliseringskontroll for de aktuelle pravene. I denne oppgaven er det brukt glukose- 6-
fosfat dehydrogenase (G6PDH), et enzym som deltar i Krebs’ syklus (sitronsyresyklusen) i

cellene.

Relativ kvantifisering

Nér man ser pa RNA- uttrykk, som i denne oppgaven, har man muligheten til & se pa
hvordan ulik behandling av celler forer til endret genekspresjon. Alle resultater 1 oppgaven
er gjengitt som relative verdier i forhold til en kontroll. Celler som har gétt i steroiddeprivert

medium (CSS) er benyttet som kontroll i alle forsgkene.

Resultatene fra reaksjonen bearbeides i dataprogrammet Opticon Monitor 3. Programmet
leser av fluorescensen for hver 0,3 °C, og bearbeider dataene slik at provenes C)- verdier
kan avleses. C)- verdiene kan hentes ut og bearbeides videre, for eksempel i Microsoft
Excel. Grunnen til at C(- verdiene ma bearbeides, er at C()- verdiene er omvendt
logaritmiske. Forst trekker man fra C- verdien til husholdningsgenet (G6PDH), for & serge
for at alle C(y- verdiene er normalisert. Deretter trekker man fra den normaliserte C(t)-

verdien til kontrollen. Det er dette som blir AAC,. For & 4 tallene over pa normal form
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(ikke- logaritmisk), benyttes formelen 2““" for hver av prevene. Kontrollen vil da fa

verdien 1, og alle de andre verdiene vil vare relative til denne .

For a forsikre seg om at denne formelen er gyldig i de aktuelle tilfellene, ma det bevises at
reaksjonene ved oppamplifisering av henholdsvis mélgen og husholdningsgen har lik
effektivitet 2. Dette er et mal pa4 om reaksjonen klarer & gi full uttelling for hver syklus, og
dermed ogsé en kontroll pa om primerne fungerer som de skal ved de aktuelle betingelsene.
For a regne ut de ulike reaksjonenes effektivitet ble det satt opp en standardkurve for hvert
enkelt gen (figur 5.2). Effektiviteten kan regnes ut ved bruk av formelen E = 10"%-1, der E
er effektiviteten og K er stigningstallet til standardkurven . I teorien skal effektiviteten bli
1, eller 100 %, dersom antall DNA-kopier dobles effektivt ved hver syklus. Effektiviteten

oppgis ofte som en prosentverdi, som regnes ut ved bruk av formelen E(%) = E x 100.

[#=-3298¢+ 2564 r2-0362 I~ Use Replicates [~ Selectedwells | |#=-3.478x + 27.07; 1"2 = 0.983 I~ Use Replicates [~ Selected wWells
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Figur 5.2: Standardkurver for genene AREG og G6PDH Standardavviket mellom standardkurvenes

effektivitet var 4.9, og ble ansett d veere tilstrekkelig lite slik at AAC - metoden kunne benyttes.

5.6 °H- tymidin inkorporeringsassay

5.6.1 Prinsipp

I et *H-tymidin inkorporeringsassay undersokes cellenes vekst- og proliferasjonshastighet
ved bruk av tymidin merket med den radioaktive isotopen *H. Tymidin er en forleper til
basen tymin, en av de fire basene som inngdr i DNA- molekylet. Nér cellene replikerer sitt
DNA, vil *H- tymidin inkorporeres i DNA-trdden. P& denne méten vil mengden inkorporert

*H- tymidin i cellene bli et mal pa hvor hurtig cellene replikerer sitt DNA, og dermed pa
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hvor fort de prolifererer. Opptatt mengde *H- tymidin kan sa kvantifiseres pa bakgrunn av

den radioaktive stralingen fra *H-isotopen.

5.6.2 Cellestimulering

Cellene sés ut i brenner pa en 96-brennsplate, med en tetthet pa 2500 celler per brenn. Etter
tre dogn skiftes mediet til cellene, og byttes eventuelt til CSS. Cellene gér sa 1 det nye
mediet i 2 dogn for stimulering (dag 5). Cellene stimuleres i paralleller & 6 brenner. Etter
stimulering kultiveres cellene i ett dogn, for radioaktivt *H- merket tymidin tilsettes (dag 6).
Cellene kultiveres s& med *H- tymidin i ett degn, fer brettet fryses ned ved -20°C. Cellene

holdes s& nedfrosset frem til inkorporert *H- tymidin skal kvantifiseres.

5.6.3 Proveopparbeidelse

Cellene tines 1 inkubatorskap ved 37 °C. Nér cellene er tint, overfores de til en filterplate
(UniFilter, Perkin Elmer, Boston, MA) ved hjelp av en vakuumpumpe (Packard Filtermate
196 Harvester, Unifilter- 96). Overfladig vaske suges opp 1 apparatet, slik at det kun er
cellemateriale og dermed intracellulaert *H- tymidin som sitter igjen pa platen. Platen
inkuberes 1 ca 90 minutter ved 45 °C, slik at den terker fullstendig. Deretter tilsettes 20- 25
ul scintillasjonsvaeske, Microscint™ 0O High Efficiency LSC Cocktail (PerkinElmer, Boston,
MA) til hver enkelt brenn pi filterplaten.

5.6.4 Analyse

Selve analysen foregar pa en Microplate scintillation and luminescence counter (Packard).
Apparatet teller radioaktiviteten som strdler ut fra hver enkelt brenn, og angir denne i form
av et telletall. Tallene som oppgis kan enkelt overfores til et statistikkprogram og bearbeides

videre.

5.6.5 Relativ kvantifisering

Datamaterialet fra *H- tymidin overfores til dataprogrammet Microsoft Excel, der
gjennomsnitt og standardavvik 1 prevene beregnes. For & sammenligne data mellom separate

plater normaliseres alle tallene til en kontroll, som er med pa hver enkelt plate. Dette gjores
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for 4 ta heyde for mulige ulikheter 1 behandling av platene under hvert respektive forsek. I
denne oppgaven er celler kultivert i steroiddeprivert medium (CSS) valgt som kontroll, og
telleverdien til disse er blitt tildelt verdien 1. Proliferasjon i alle andre prover er oppgitt som

en verdi relativ til denne.

5.7 DNA- ekstraksjon

DNA- ekstraksjon er blitt utfort for & normalisere data fra *H- tymidin inkorporeringsassay.
Det antas at DNA- mengden er lik i LNCaP- og C4-2- celler, og méling av DNA- mengden i

provene blir derfor brukt som et relativt mél pa antall celler.

5.7.1 Cellestimulering til DNA- ekstraksjon

Celledyrking- og stimulering til DNA- ekstraksjon blir utfert parallelt med, og etter
prosedyre for, utsding og stimulering til *H- tymidin inkorporeringsassay (punkt 5.6.2). I
stedet for 4 tilsette *H- tymidin (dag 6), tilsettes cellene 50 pl RPMI medium.

5.7.2 DNA- hgsting med Wizard SV Genomic DNA Purification
System

DNA hestes dag 7, det vil si samme dag som cellene til *H- tymidin inkorporeringsassay
fryses ned (punkt 5.6.2). Oppsettet folger protokollen til kitet Wizard SV Genomic DNA

Purification System (Promega) s

Cellene vaskes forst en gang med PBS. Deretter tilsettes 150 pl Wizard® SV Lysis Buffer til
hvert triplikat pa platen, det vil si 50 pl til hver brenn med celler. Lysatet pipetteres opp og
ned for & sikre lysering av cellene. Lysatet fra ett triplikat overferes til en Wizard® SV
Minikolonne. Denne kolonnen er plassert oppi et samlerer. Kolonnen sentrifugeres ved
13000 rpm 1 3 minutter. Den overfladige vaesken 1 samleroret kastes, og kolonnen tilsettes
650 pul Wizard® SV Wash Solution. Rerene sentrifugeres pa nytt ved 13000 rpm i 1 minutt.
Den overflodige vaesken i samlergret kastes. Vaskingen med Wizard® SV Wash Solution
gjentas 3 ganger. Etter siste vasking sentrifugeres minikolonnen ved & ved 13000 rpm i 2
minutter, for & fjerne all vaskelgsning. Minikolonnen overferes til et eppendorffrer, og

tilsettes 250 pl romtemperert nukleasefritt vann. Det tilsettes ogsd en RNAse-lgsning, for &
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rense bort RNA som sitter pd kolonnen. Eppendorffreret med minikolonnen sentrifugeres

ved 13000 rpm i I minutt. DNA vil na elueres ut av kolonnen sammen med vannet.

5.7.3 DNA- maling med NanoDrop (type ND-1000)

Konsentrasjonsmaling av DNA i eluatet bestemmes etter samme prosedyre som for RNA-

maling, se punkt 5.4.3

5.8 Proteinmaling av celler sadd ut i 96-brgnns plate
Proteinmaling er blitt utfort for & normalisere data fra *H- tymidin inkorporeringsassay.

LNCaP celler sas ut og behandles slik som celler som skal til *H- tymidin
inkorporeringsassay, punkt 5.6.3. Istedenfor tilsetning av *H- tymidin (dag 6), tilsettes 50 pl
RPMI medium til hver brenn. Mediet fjernes og cellene fryses ned dag 7. Pa analysedagen
tilsettes 200 pl 0,1 M NaOH til hver brenn, og cellene tines. Videre kvantifiseres
proteinmengden etter protokoll som tidligere beskrevet av en hovedfagsstudent ved

Farmaspytisk Institutt, UiO, avdeling for farmaseytisk biovitenskap’:

50 pl fra hver enkelt bronn overfores til en 96-brenners mikrotiterplate. I tillegg tilsettes 2 x
50 ul proteinstandard til hver rad pa platen. Proteinstandardene bestar av BSA fortynnet i 0,1
M NaOH til kjent konsentrasjon. Hver brenn pa platen tilsettes 200 ul standard
proteinfargingsreagens, som bestér av fargekonsentrat (Bio-rad) fortynnet 1:4 i dH,O.
Provene inkuberes 5 minutter 1 romtemperatur, for absorbansen méles ved 595 nm med en
Victor mikroplateleser (Perkin Elmer). Utregningen av proteinkonsentrasjonen i hver brenn

gjores ved sammenlikning mot standardkurven. Proteinkonsentrasjonen oppgis 1 pg/ml.

P& grunn av volumet som analyseres (250 pl, 2 ml) og det benyttede volumet av den
opprinnelige NaOH- lgsningen (50 pl av 200 pl, 1:4), vil oppgitt proteinkonsentrasjon i

ng/ml tilsvare pg protein opprinnelig tilstede 1 hver brenn.
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6. Resultater

6.1 Sammenlikning av *H- tymidin inkorporering i LNCaP
og C4-2 celler

Vi ensket a studere forskjeller i proliferasjonshastighet mellom de androgensensitive
LNCaP- cellene og de androgenuavhengige C4-2- cellene. Dette ble gjort ved &
sammenlikne mengde inkorporert *H- tymidin med mengde DNA i cellelinjene som et mal

pé antall celler.

Forsgket ble utfort ved & s ut to parallelle plater bade med LNCaP- celler og C4-2- celler,
som beskrevet i punkt 5.6.2. En plate fra hver cellelinje var beregnet til *H- tymidin
inkorporeringsassay, og en til DNA- méling. Samtlige prever ble behandlet som ved et *H-
tymidin inkorporeringsassay, med unntak av tilsetning av RPMI 1640 i stedet for *H-
tymidin til prevene der DNA skulle méles. Etter kvantifisering av inkorporert *H-tymidin og
DNA mengde i hver parallell, ble det regnet ut hvor mye *H-tymidin som var inkorporert per

ng DNA i hver prove.

Det viste seg at det var betraktelig mer DNA 1 prover fra C4-2- cellene enn i prover fra

LNCaP- cellene (figur 6-1).
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Figur 6.1: DNA mengde i LNCaP- og C4-2- celler inkubert i 96- bronnsplate i 7 dager, vist ved DNA-
ekstraksjon Wizard SV Genomic DNA Purification System ble brukt til a ekstrahere DNA fra LNCaP- og C4-
2- celler etter at disse var behandlet som ved et *H- tymidin proliferasjonsassay. Grafene viser snittverdi og

standardavvik fra 15 prover. Forsoket er utfort én gang.

Som vist pé figur 6.2, inkorporerte C4- cellene nesten dobbelt s& mye *H- tymidin som

LNCaP- cellene per ng DNA.
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Figur 6.2: Tymidininkorporering per ng DNA i LNCaP og C4-2 celler kultivert i FBS Inkorporert *H-tymidin
i cellene, undersokt med *H-tymidin inkorporeringsassay, ble normalisert mot DNA- mengden i celler utsatt for
de samme forsoksbetingelser. Normalisering ble utfort ved at inkorporert >H-tymidin i hver prove ble delt pd

den gjennomsnittlige DNA- mengden fra totalt 15 prover. Grafene viser snittverdi og standardavvik fra 15

normaliserte prover. Forsoket er utfort én gang.
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6.2 Proliferasjon av LNCaP og C4-2 celler inkubert i FBS
versus CSS

For & undersoke effekten av et steroidfattig vekstmiljo pa cellenes proliferasjon, ble LNCaP-
og C4-2- celler overfort til CSS. Dette ble gjort 3 dager etter utsding. Cellene ble inkubert
med dette mediet i 3 dager for tilsetning av *H-tymidin, og frosset ned 24 timer etter

tilsetning. Celler inkubert i FBS ble benyttet som kontroll.

De androgensensitive LNCaP- cellene viser som forventet proliferasjonsnedgang etter
overforing til CSS (figur 6.3- A). De androgenuavhengige C4-2 cellene viser derimot en
tendens til gkt proliferasjon etter overforing til CSS (figur 6.3- B).
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£ 9 o6
E

E -9 0,4 -

|_
0,2 <
0 4

FBS | css

Figur 6.3: Proliferasjon av LNCaP og C4-2 celler i ulike vekstbetingelser, undersokt med > H-tymidin
inkorporeringsassay *H-tymidin inkorporeringsassay ble benyttet for d se pd effekten av steroidfattig
vekstmedium pa cellenes proliferasjonshastiget. A) LNCaP- celler. B) C4-2-celler. Resultatene er vist relativt
til *H-tymidininkorporeringen i celler inkubert i CSS. Grafene viser gjennomsnitt og standardavvik fra 6

separate forsok, alle utfort med 6 paralleller.
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6.3 AREG-respons i LNCaP- og C4-2- celler

For a se pé eventuelle effekter av EGFR- liganden AREG pa cellenes proliferasjon, ble det
satt opp “H- tymidin inkorporeringsassay der cellene ble stimulert med ekende
konsentrasjoner av AREG. Stimuleringsforsgket ble utfert bade i FBS og 1 CSS. Stimulering
med EGF 10 ng/ml er tatt med som positiv kontroll.

Verken i FBS eller i CSS hadde AREG noen effekt pé proliferasjon (figur 6.4).

A LNCaP ) Ccss

2,5 1 FBS

Tyridininkorporering, relative verdier
=Y
1

0,5 -
0 .
Kontroll 10 100 200 10
AREG ng/ml EGF ng/ml
B Cc4-2 3 css
£ FBS

Tymidininkorporering relative verdier
e o
[ o
[l [l

Kontroll 10 100 200 10
AREG ng/ml EGF ng/ml

Figur 6.4: Effekter av stimulering med AREG i LNCaP- og C4-2 — celler, undersokt med *H-
tymidininkorporeringsassay *H- tymidin inkorporeringsassay ble benyttet for i bestemme effekten av AREG
pd cellenes proliferasjon. EGF i konsentrasjonen 10 ng/ml var inkludert i forsoket som positiv kontroll. 4)
Effekten av okende konsentrasjoner AREG pad *H-tymidininkorporering i LNCaP- celler. B) Effekten av okende
konsentrasjoner AREG pd *H-tymidininkorporering i C4-2- celler. Resultatene er vist relativt til *H-
tymidininkorporeringen i celler inkubert i CSS. Grafene viser gjennomsnitt og standardavvik fra tre separate

forsok, alle utfort med 6 paralleller.
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6.4 Kontroll av AREGs og EGFs EGFR- stimulerende
effekt

For & kontrollere kvaliteten pd EGF- og AREG- lgsningene ble det utfort et
stimuleringsforsek for 4 se pa ligandenes evne til 4 aktivere EGFR, her vist ved fosforylering
av ERK (pERK, figur 6.5). Cellene ble stimulert med AREG og EGF som angitt pa figur 6.5.
Tilsvarende forsek var tidligere utfort pa laboratoriet >, og ekstrakter fra et slikt forsek ble

her benyttet som positiv kontroll.

Som det fremgér av figur 6.5, hadde bdde AREG og EGF stimulerende effekt pa EGFR, vist
ved fosforylering av ERK. Kraftigst var effekten av EGF 100 ng/ml, men effekten var ogsa
synlig i prover isolert fra celler stimulert med EGF 1 ng/ml eller AREG 100 ng/ml.
Sammenliknet med kontrollprevene, isolert fra celler inkubert 1 FBS eller CSS, var effekten
sveert tydelig. I proven isolert fra celler stimulert med AREG 1 ng/ml var det derimot ingen

synlig effekt.

<«— PpPERK

<— a-tubulin

Figur 6.5: Aktivering av ERK som folge av stimulering av LNCaP- celler med AREG og EGF, vist ved
Westernblott LNCaP- celler ble stimulert med AREG og EGF i 30 minutter, i konsentrasjoner som anvist pd
figur. Proteiner isolert fra tidligere forsok pd laboratoriet ble tatt med som positiv kontroll. Konsentrasjonene

av AREG og EGF benyttet til stimulering av kontrollene var 100 ng/ml. Proteinet o-tubulin ble benyttet som

loadingkontroll. Forsoket er utfort en gang.

De tidligere isolerte proteinekstraktene som ble benyttet som positiv kontroll var isolert fra

celler stimulert med EGF og AREG i konsentrasjonen 100 ng/ml.
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Sammenliknet med den positive kontrollen forte tilsetning av EGF 100 ng/ml til et noe
sterkere signal. Signalet fra celler stimulert med AREG 100 ng/ml var imidlertid noe svakere

enn i den positive kontrollen. Arsakene til dette ble ikke funnet.

6.5 Konsentrasjonsavhengig effekt av Iressa® i LNCaP og
C4-2 celler

6.5.1 Konsentrasjonskurve for Iressa®s proliferasjonshemmende
effekt

For a kartlegge Iressa®s effekter pa proliferasjon i de to cellelinjene, ble det satt opp
konsentrasjonskurver for Iressa® bade 1 LNCaP- og C4-2- celler. Det var ogsa enskelig &
undersoke eventuelle forskjeller i effekten avhengig av cellenes vekstbetingelser. Derfor ble

forsgkene utfort bdde 1 FBS og 1 CSS.

Som det fremgér av figur 6.6, tyder resultatene pé at den relative nedgangen i proliferasjon
er tydeligere 1 LNCaP- celler inkubert 1 CSS enn 1 LNCaP- celler inkubert i FBS (figur 6.6-
A). 1 C4-2- celler er det derimot liten forskjell pa effekten av Iressa® under ulike

vekstbetingelser. Et unntak er konsentrasjonen 0,1 uM, der tilsetning av Iressa® faktisk ser

ut til & ha hatt en proliferasjonsekende effekt pé celler inkubert i FBS (figur 6.6- B).

1 uM Iressa® utviser en kraftigere proliferasjonshemmende effekt i LNCaP- celler enn 1 C4-
celler, slik det fremgéar av figur 6.6- C. 50 % hemming av proliferasjon ses ved tilsetning av i
underkant av 1 uM Iressa® i LNCaP- celler, og underkant av 10 uM 1 C4-2- celler. Ved 50

uM er den proliferasjonshemmende effekten tilnermet total i begge cellelinjer.
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Figur 6.6: Konsentrasjonskurver for Iressa®s proliferasjonhemmende effekt i cellelinjene LNCaP og C4-2,
undersokt med *H- tymidin inkorporeringsassay Cellene ble tilsatt Iressa® i konsentrasjonene 0,1, 1, 10 og
50 uM. A) Hemmende effekt av Iressa® i LNCaP-celler, inkubert i FBS eller CSS. B) Hemmende effekt av
Iressa® i C4-2- celler, inkubert i FBS eller CSS. Alle resultater er vist relativt til > H-tymidininkorporering i
uhemmede celler (verdi 1, ikke vist) . C) Oppsummering av Iressa®’s proliferasjonshemmende effekt i LNCaP
og C4-2- celler inkubert i CSS). Tallene er oppgitt som prosentvis inhibering, og er relative til hemmingen av
uhemmede celler (verdi 0, ikke vist). Grafene viser gjennomsnitt og standardavvik basert pd tre separate

forsok, alle utfort med 6 paralleller.
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6.5.2 Normalisering av konsentrasjonskurvene med proteinmaling

Proteinmaling ble utfort for & forsikre at den kraftige nedgangen i inkorporert *H-tymidin
etter hemming med 50 uM Iressa® ikke skyldtes tap av celler under forsgket. To parallelle
konsentrasjonskurver ble satt opp i LNCaP- celler, sddd ut i hver sin 96-brenns plate som
beskrevet i punkt 5.6.2. En plate ble analysert med *H- tymidin inkorporeringsassay, og en

med proteinmaling.

Forseket ble utfort bade i FBS og 1 CSS. Dette ble gjort for fange opp eventuelle variasjoner

i cellenes oppfersel under ulike vekstbetingelser.

Resultatene viser at nedgangen i inkorporert *H-tymidin opprettholdes dersom inkorporert
*H-tymidin normaliseres mot proteinmengden i hver parallelle prove (figur 6.7- A og figur
6.8- A). Resultatet fra proteinmdlingen viser dessuten at proteinmengden 1 de ulike provene

var relativt konstant (figur 6.6- B og figur 6.8- B).
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Figur 6.7: Inkorporering av >H-tymidin per ug protein i LNCaP- celler inkubert i FBS Proteinmdling ble
benyttet for d validere at nedgangen i proliferasjonstall etter hemming med Iressa® ikke skyldtes tap av celler
under forsoket. A) Resultatene fra > H-tymidininkorporering vises her alene (inkorporert tymidin) og
normalisert mot proteinmengden i hver parallelle prove (inkorporert tymidin per ug protein) B) Soylediagram
som viser proteinmengden i hver enkelt prove. Grafene viser snittverdi og standardavvik basert pa ett forsok,

utfort med 6 paralleller.
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Figur 6.8: Inkorporering av *H-tymidin per ug protein i LNCaP- celler inkubert i CSS Proteinmdling ble
benyttet for d validere at nedgangen i proliferasjonstall etter hemming med Iressa® ikke skyldtes tap av celler
under forsoket. A) Resultatene fra *H-tymidininkorporering vises her alene (inkorporert tymidin) og
normalisert mot proteinmengden i hver parallelle prove (inkorporert tymidin per ug protein). B) Soylediagram

som viser proteinmengden i hver enkelt prove. Grafene viser snittverdi og standardavvik basert pd ett forsok,

utfort med 6 paralleller.
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6.6 Konsentrasjonskurve for Iressa®s hemmende effekt
med AREG eller EFG tilstede i mediet

Det var onskelig & undersoke om AREG har noen effekt pa proliferasjonsnedgangen sett ved
hemming med Iressa®. For 4 studere dette ble konsentrasjonskurven til Iressa® satt opp pé
nytt, denne gangen med AREG 100 ng/ml tilstede 1 mediet. Konsentrasjonskurven ble ogsa

gjentatt med EGF 10 ng/ml, ment som positiv kontroll. Forsekene ble utfert i CSS).

Resultatet viser at verken AREG eller EGF pévirker den proliferasjonsnedsettende effekten
av Iressa® i sarlig grad (figur 6.9 og 6.10). Ved de Iressa®- konsentrasjoner der
tilstedevarelse av AREG eller EGF ser ut til & utgjere en forskjell, er det cellene som er
inkubert med Iressa® alene som viser hoyest proliferasjonshastighet. Effektene er imidlertid

sma, og med overlappende standardavvik.
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Figur 6.9: Effekter av AREG tilstede i mediet ved inhibering med Iressa® i CSS, vist ved *H-tymidin
inkorporeringsassay Konsentrasjonskurver for Iressa® ble satt opp i ncerveer av 100 ng/ml AREG. A)
LNCaP- celler. B) C4-2- celler. Alle resultater er vist relativt til "H- tymidininkorporering i celler inkubert i
CSS (verdi 1, ikke vist). Grafene viser gjennomsnitt og standardavvik basert pa tre separate forsok, alle utfort

med 6 paralleller.
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Figur 6.10: Effekter av EGF tilstede i mediet ved inhibering med Iressa® i CSS, vist ved *H-tymidin
inkorporeringsassay Konsentrasjonskurver for Iressa® ble satt opp i ncerveer av 10 ng/ml EGF. A) LNCaP-
celler. B) C4-2 celler. Alle resultater er vist relativt til *H- tymidininkorporering i celler inkubert i CSS (verdi
1, ikke vist). Grafene viser gjennomsnitt og standardavvik basert pd tre separate forsok, alle utfort med 6

paralleller.
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6.7 Konsentrasjonsavhengig effekt av AREG pa Iressa®-
respons

For & ta hayde for at AREG 100 ng/ml muligens ikke er optimal konsentrasjon for & pavirke
effekten av Iressa®, ble celler hemmet med 1 uM Iressa® stimulert med ekende
konsentrasjoner AREG. Valget av Iressa®- konsentrasjonen 1 uM ble gjort pa bakgrunn av
flere tidligere studier, som alle har benyttet denne konsentrasjonen **’*’’. Denne

konsentrasjonen ble ansett & veere mest relevant 1 forhold til den kliniske bruken av Iressa®.

Resultatene (figur 6.11) viser at AREG i det studerte konsentrasjonsomridet ikke pavirker
effekten av 1 uM Iressa®. I LNCaP- celler inkubert i CSS ser det ut til & vare effekt av
AREG 5 ng/ml, men denne effekten er beskjeden og ikke signifikant. Tilsvarende ser det ut
til at AREG 100 ng/ml kan ha hatt en effekt pa LNCaP- celler inkubert i FBS, men heller

ikke denne effekten er signifikant.
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Figur 6.11: Effekter av okende konsentrasjoner av AREG i mediet ved hemming med Iressa®, vist ved *H-
tymidin inkorporeringsassay Cellene ble stimulert med okende konsentrasjoner av AREG i ncerveer av Iressa®
1 uM. Stimulering med EGF 10 ng/ml i ncerveer av Iressa® er tatt med som positiv kontroll. A) LNCap- celler.
B) C4-2- celler. Resultatene er vist relativt til *H- tymidininkorporeringen i celler inkubert i CSS (verdi 1, ikke

vist). Grafene viser gjennomsnitt og standardavvik fra tre separate forsok, alle utfort med 6 paralleller.
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6.8 Nivaer av AREG mRNA i LNCaP- celler etter
stimulering av ulike signalveier

Tidligere studier ved Urologisk Forskningsinstitutt har vist at niviene av AREG er hayere 1
androgenuavhengige cellelinjer enn i androgenfolsomme cellelinjer °’. Av denne grunn ble
det underseokt hvordan ulike vekstfaktorer og hormoner regulerer AREG- uttrykket 1 de

androgenfolsomme LNCaP- cellene.

6.8.1 AREG- uttrykk som fglge av ulike vekstbetingelser

Det ble forst undersgkt om skifte av vekstbetingelser til CSS hadde noen betydning for

cellenes ekspresjon av AREG.

Resultatene (figur 6.12) tyder pa at LNCaP- cellene oker sin ekspresjon av AREG dersom de
fratas vekstfremmende androgener og andre steroidhormoner. @kningen er imidlertid relativt

beskjeden.
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Figur 6.12: Ekspresjon av AREG mRNA etter overforing av LNCaP celler til CSS, vist ved RT-PCR RNA fra
cellene ble hostet 24 timer etter overforing til CSS. Enzymet G6PDH ble benyttet som endogen kontroll.
Verdiene er relative til mengden AREG mRNA fra celler inkubert i FBS. Grafene er basert pd gjennomsnitt og

standardavvik fra totalt fem separate forsok, alle utfort med to paralleller.

69



70

6.8.2 AREG- uttrykk som falge av stimulering med vekstfaktorer,
hormoner og analoger

For & undersgke om noen vekstfaktorer, hormoner eller analoger stimulerer LNCaP- cellene
til okt ekspresjon av AREG, ble cellene stimulert med flere ulike substanser. De benyttede
substansene ble valgt pa bakgrunn av sin relevans for vart forskningsfokus, og sin

tilgjengelighet 1 laboratoriet samt hos samarbeidspartnere.

Ingen av substansene ga signifikant gkning av AREG- nivéet (figur 6.13). Imidlertid viser
resultatene at steroidhormonene R1881 (en syntetisk DHT- analog) og 17-f estradiol

reduserte nivaet av AREG mRNA 1 cellene.
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Figur 6.13: Ekspresjon av AREG mRNA etter stimulering av LNCaP- celler med ulike substanser, vist ved
RT-PCR Stimuleringene er utfort i celler inkubert i CSS. RNA fra cellene ble hostet 24 timer etter stimulering.
G6PDH er benyttet som endogen kontroll. Uttrykket av AREG mRNA i hver prove er normalisert mot uttrykket
av AREG mRNA i celler inkubert i CSS. Grafene viser gjennomsnitt og standardavvik basert pd tre separate
forsok, alle utfort i 2 paralleller. (FSH= folikkel stimulerende hormon; EPAC= 8-(4-Chlorophenylthio)-2’-O-
methyl-cAMP; T3= 3,3°5-Triiodo-L-tyronin; IGF-1= insulinlignende vekstfaktor 1; FSK= forskolin;, RA=

retinsyre)
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7. Diskusjon

7.1 Valg av cellelinjer

I denne oppgaven er cellelinjene LNCaP og LNCaP C4-2 valgt som modeller for
henholdsvis hormonavhengig og hormonrefrakter prostatakreft. Disse cellene anses & vere
gode modeller for utviklingen av hormonrefrakter prostatakreft, spesielt da de har samme

genetiske opphav.

Likevel md det i tolkningen av resultatene tas hensyn til at dette kun er in vitro- modeller for
prostatakreft. For bedre & kunne utrede AREGs rolle som en mulig marker for ikke-

respondenter pa Iressa®, er det nedvendig & gjore analyser ogsa pa pasientmateriale.

7.2 Bruk av *H- tymidin inkorporeringsassay

Metoden for *H- tymidin inkorporeringsassay var ikke tidligere benyttet ved Urologisk
Forskningsinstitutt. Av den grunn var det i begynnelsen av arbeidet med denne oppgaven
usikkerhet rundt metodens reproduserbarhet. Til tross for optimalisering av metoden
underveis viser metoden fremdeles tendenser til store standardavvik. Dette har imidlertid
ikke har noen avgjerende betydning for tolkning av resultater 1 denne oppgaven, da effektene
1 mange tilfeller har vert s& smi at overlappende standardavvik ville vert sannsynlig uansett

valg av metode.

De relativt sma standardavvikene sett innbyrdes mellom parallellene i enkeltforsek, i denne
oppgaven blant annet vist ved normalisering mot DNA (figur 6.2), ble ansett som en
bekreftelse pd at metoden var tilstrekkelig optimalisert. Likevel kunne det med fordel ha blitt

brukt mer tid pa optimalisering av metoden.
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7.2.1 DNA- maling

DNA- méling ble utfort for & se pd ulikheter i proliferasjon mellom LNCaP- celler og C4-2-
celler. Metoden ble ogsé benyttet til & kontrollere lik fordeling av celler i de ulike brennene

pa 96- brennsplatene etter mediumskift.

Resultatene viste at provene fra C4-2- cellene inneholdt betydelig mer DNA enn provene fra
LNCaP- cellene. Dette kan skyldes mer DNA per celle, eller det kan skyldes at C4-2 cellene
har proliferert hurtigere over hele forseksperioden og at det derfor er flere av disse cellene
ved analysetidspunktet. Det er ikke utfort noen forsek for 4 se pA DNA- mengden i et kjent
antall celler, og dette burde vart gjort for & kunne tolke disse resultatene med storre
sikkerhet. Likevel kan man si det er sannsynlig at forskjellen skyldes ulik
proliferasjonshastighet under hele forsgket, spesielt da vi erfaringsmessig observerer raskere
okning i celletall med C4-2 cellene enn med LNCaP- cellene. Dette er ogsé i samsvar med
andres observasjon av proliferasjon i C4-2 cellene "®. Det anses som usannsynlig at celler fra
samme genetiske opphav skal ha en sdpass ulik DNA- profil at ulikheter i DNA- mengde per

celle kan veare arsaken.

7.3 Proliferasjon etter stimulering med AREG og EGF, og
hemming med Iressa®

7.3.1 Proliferasjon av LNCaP- og C4-2- celler inkuberti FBS
versus CSS

Resultatene illustrerer forskjellene pa cellelinjene LNCaP og C4-2. Der LNCaP- cellene
vokser og trives best 1 FBS, viser tallene at C4-2- cellene faktisk prolifererer hurtigst i CSS.
Selv om C4-2 cellene er hormonuavhengige, er det ingen grunn til 4 tro at de skal ha
vekstfordeler i medium tilsatt CSS. En mulig forklaring pa resultatene kan vare at disse
cellene, etter inkubering i CSS i 3 dager for tilsetning av *H- tymidin, har bedre plass &
vokse pd enn cellene som har gatt 1 FBS under hele forseket. En annen mulighet er at det kan
finnes hydrofobe forbindelser i FBS som utviser en proliferasjonshemmende effekt pa C4-2-

cellene. Denne eventuelt hemmende effekten vil vare fraveerende 1 CSS.
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7.3.2 Kontroll av AREGs og EGFs EGFR- stimulerende effekt

For a vare sikker pd at den manglende proliferative effekten av AREG og EGF ikke var et
resultat av darlig kvalitet av ekstraktene, ble det satt opp forsegk for & se pd ligandenes evne
til & aktivere EGFR. Dette ble gjort med Westernblotting ved & se pa mengden av pERK, da
dette er et signalmolekyl som aktiveres nedstroms for EGFR ved ligandbinding. Valget av
konsentrasjonene 1 og 100 ng/ml av bdde EGF og AREG ble gjort pa bakgrunn av forsgk
tidligere utfort i laboratoriet °’. Resultatet fra dette forseket viser tydelig at bade EGF og
AREG har en aktiverende effekt pA EGFR. Det er likevel verdt & merke seg at til tross for
like forsgksbetingelser, er mengden pERK etter stimulering med AREG mindre 1 prevene fra
forsek gjort under arbeidet med denne oppgaven enn i provene fra tidligere forsek. Dette kan
tyde pa at AREG- ekstraktet brukt i denne oppgaven muligens ikke har vart av optimal
kvalitet. Noe som taler mot denne forklaringen er imidlertid at ekstraktet som ble benyttet til
forsekene var ferskt, og bestilt nettopp pé grunn av det tidligere benyttede ekstraktets
reduserte evne til & aktivere ERK. Det ble imidlertid ikke sett noen forskjell i ERK-
aktivering mellom det nye og det gamle ekstraktet, noe som tyder pa at den reduserte ERK-

aktiveringen skyldes andre faktorer.

7.3.3 AREG- respons i LNCaP- og C4-2 celler

AREG og EGF er ligander til EGFR, en vekstfaktorreseptor som stimulerer cellene til vekst
og deling. Det var derfor naturlig & forvente at tilsetning av disse ligandene til cellenes
vekstmedium ville fore til okt proliferasjon. Samtidig er det verdt & merke seg at man i
prostatakreftceller har sett at EGF bade kan fremme proliferasjon ”° og differensiering * av
cellene. Vi observerte imidlertid ingen effekt av EGF i vére *H- tymidin

inkorporeringsassay.

Noe av forklaringen kan vere at vekstmediet i seg selv inneholder vekstfaktorer, og at ekstra
tilforsel av AREG eller EGF dermed ikke har noen betydning. Likevel kan man stille
spersmalstegn ved at den endrede balansen mellom disse to vekstfaktorene og andre
vekstfaktorer tilstede 1 mediet ikke pavirket cellenes proliferasjon i noen grad, da okt
aktivering av EGFR kan fore til et noe endret dimeriseringsmenster mellom ErbB-

reseptorene i cellene.
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Westernblotanalysen viste svakere aktivering av ERK ved tilsetning av AREG enn av EGF.
Det kan vare en forklaring pa hvorfor det ikke fremkommer noen effekt av AREG pa
proliferasjon. Imidlertid er det heller ikke sett noen effekt av EGF, som gir en sterkere
aktivering av ERK. Man har imidlertid ikke pdvist noen korrelasjon mellom ERK- aktivitet
og proliferasjon i prostatakreftceller ’*. Dette gjor resultatene mer troverdige. Det er likevel
viktig & veere oppmerksom pa at eventuelle effekter forarsaket av AREG ikke nedvendigvis
vil veere tilsvarende ved tilsetning av EGF, noe som begrenser EGFs rolle som positiv

kontroll.

Resultatene fra disse forsgkene ber bekreftes med andre metoder for man kan utelukke at

AREG har noen effekt pa cellenes proliferasjon.

7.3.4 Konsentrasjonsavhengig effekt av Iressa® i LNCaP- og C4-2-
celler

Konsentrasjonskurvene viser en klar og konsentrasjonsavhengig proliferasjonshemmende
effekt av Iressa®. Ved tilsetning av Iressa® 50 uM er den proliferasjonshemmende effekten

tilnermet total 1 begge de undersokte cellelinjene.

Det ma stilles spersmélstegn ved at proliferasjonen til cellene synker nedover mot null ved
hoy konsentrasjon av Iressa®. Oppheret 1 proliferasjon kan vanskelig forklares med
hemming av EGFR alene, spesielt ikke i cellene som vokser i medium tilsatt FBS og dermed
stimuleres av androgener. I konsentrasjonen 50 uM vil dessuten Iressa® ogsa hemme
reseptoren HER2, da denne har en IC50- verdi pa 1,2- 3,7 uM °'. Det er ogsa mulig at andre

reseptortyrosinkinaser vil kunne hemmes ved en sipass hoy konsentrasjon som 50 uM.

Den proliferasjonshemmende effekten av Iressa® er hgyere i LNCaP- celler enn i C4-2-
celler. Dette tyder pa at C4-2- celler er mindre avhengig av signalering fra EGFR enn hva

LNCaP- celler er.

Proteinmaling
Nedgangen i cellenes proliferasjon som folge av hemming med Iressa® kan skyldes toksiske

effekter av Iressa®, som celleded og dermed tap av celler.
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Valget av proteinmaling som kontroll for at alle brennene under *H- tymidin
inkorporeringsassay inneholdt like mange celler, ble gjort pé bakgrunn av funnet av at
proliferasjonen til celler hemmet med Iressa® 50 uM var tilnermet lik null. Proteinmaling
ble derfor brukt som en kontroll pa at det fremdeles var celler tilstede i disse brennene. Dette
er ogsa begrunnelsen for at dette forseket ble foretatt pa celler hemmet med Iressa®, og ikke
kun celler inkubert i FBS og CSS. Resultatet fra proteinmalingen tilsier at celleantallet var
jevnt, og at tap av celler ikke kan forklare den kraftige nedgangen i *H- tymidin -

inkorporering etter hemming med Iressa®.

Det kan argumenteres for at en nedgang 1 proliferasjon nedvendigvis vil fere til nedgang 1
provenes proteinmengde, da cellenes proliferasjon ved hesting har blitt hemmet 1 2 dager for
kvantifisering av inkorporert *H- tymidin. Det vil dermed vzre en mulighet for at det vil
vare flere celler tilstede i brenner uten tilsatt [ressa® ved analysetidspunktet. Smé endringer
1 proteinmengde mellom de ulike provene ville derfor vaere 4 forvente, men ble ikke sett

under dette forsoket.

Forseket ble kun utfert én gang. Dette ble ansett & vare tilstrekkelig, da forseket kun var
ment & bekrefte at celleantallet var jevnt i alle brennene pé platen etter mediumskift og

hemming.

7.3.5 Konsentrasjonskurve for Iressa®s hemmende effekt med
AREG eller EGF tilstede i mediet

Her var det, pa bakgrunn av resultater fra studier pi4 NSCLC gjort av Kakiuchi et al. *°,
forventet at stimulering med AREG muligens kunne gi en viss beskyttende effekt mot den
proliferasjonshemmende effekten til Iressa®. Dette viste seg 4 ikke vere tilfelle 1
cellelinjene undersgkt 1 denne oppgaven. Vi benyttet konsentrasjoner av AREG som vi
tidligere har vist gir en konsentrasjons- avhengig aktivering av ERK i disse cellelinjene .
Heller ikke EGF, som ble benyttet som positiv kontroll, hadde noen pavirkning pa Iressa®s

effekter (se punkt 7.3.6 for ytterligere diskusjon).
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7.3.6 Konsentrasjonsavhengig effekt av AREG pa Iressa®-
respons

Valget av Iressa®- konsentrasjonen (1 pM) 1 dette forseket ble gjort pd bakgrunn av flere
andre studier, som alle har benyttet denne konsentrasjonen i sine forsek **'%"".
Farmakokinetiske data fra fase I studier har dessuten vist at den maksimale

serumkonsentrasjonen etter administrering av Iressa® ligger mellom 0,1 og 1,9 pM **.

Resultatene 1 denne oppgaven indikerer at AREG i de undersgkte konsentrasjonene ikke har

noen effekt pa cellenes Iressa®- respons.

Iressa® er en nonkompetetiv hemmer av EGFR, og bindes til det intracelluleere ATP-
bindende setet pa reseptoren. Derfor kan det anses logisk at en gkning i ligandkonsentrasjon
ikke medforer redusert effekt av Iressa®. Okt ligandbinding skal 1 teorien ikke ha noen

betydning for aktivering av reseptoren dersom denne er hemmet.

Dersom Iressa® kun hadde vart bundet til en fraksjon av reseptorene, kunne man imidlertid
forvente effekt av okt ligandkonsentrasjon. Resultatene i denne oppgaven viser imidlertid at
effekten av AREG er fraverende selv ved moderate konsentrasjoner av Iressa®, noe som

tyder pa at fraksjonen av reseptorer hemmet av Iressa® ikke er av betydning.

Av denne grunn er det nerliggende & anta at den beskyttende effekten av AREG sett i
NSCLC- celler medieres via andre mekanismer enn kun & aktivere reseptoren. En slik
mekanisme kan for eksempel vere at AREG endrer dimeriseringsmensteret mellom EGFR
og andre medlemmer i ErbB- familien i cellelinjer fra NSCLC, og p& denne maten endrer

signaloverforingen i cellene.

7.4 Nivaer av AREG mRNA i LNCaP- celler etter
stimulering av ulike signalveier

Pé bakgrunn av tidligere studier som har vist gkt uttrykk av AREG i androgenuavhengige
cellelinjer ', var det onskelig 4 studere ulike substansers evne til 4 stimulere AREG-
uttrykket i de androgenavhengige LNCaP- cellene. P4 denne maten var det enskelig & finne
ut om det er noen endogene substanser som kan bidra til utvikling av hormonrefraktaer

prostatakreft. Valget av substanser ble gjort pa bakgrunn av tilgjengelighet i laboratoriet pa
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det aktuelle tidspunkt, og valget av konsentrasjoner var basert pa konsentrasjoner tidligere

brukt under forsek i LNCaP og andre prostatakreftcellelinjer.

For a f4 konklusive data, burde det vert satt opp en konsentrasjonskurve og en tidskurve for
hver enkelt substans som ble undersgkt. Dette var det imidlertid ikke mulig & utfere innenfor
tidsrammen til denne oppgaven. En konsekvens er at mulige effekter av de undersokte
substansene pd AREG- ekspresjonen kan ha blitt oversett, pa grunn av valg av

uhensiktsmessige konsentrasjoner og/eller stimuleringstider.

Resultatene som foreligger, viser at ingen av de undersgkte substansene i de angitte
konsentrasjoner stimulerer til gkt uttrykk av AREG mRNA innefor forsgkets tidsramme (24
timer). Derimot er det interessant at tilfersel av steroidhormonene 17f- estradiol og R1881
forte til redusert nivd av AREG mRNA. Spesielt reduksjonen sett ved stimulering med
R1881 kan tyde pé at androgendeprivasjon vil gi ekt AREG- uttrykk i prostatakreftcellene,
fordi den mulig hemmende effekten vil bortfalle. Dette kan vare med og forklare hvorfor
cellelinjer som er gjort androgenuavhengige ved androgendeprivasjon uttrykker mer AREG

enn hva androgenavhengige cellelinjer gjor.

Denne forklaringen stemmer ogsa overens med gkningen av AREG mRNA i celler inkubert i
CSS. Resultatene kan tyde pé at okt uttrykk av AREG er en viktig beskyttelsesmekanisme

for cellene dersom de fratas vekstfremmende androgener.

7.5 Konklusjon

Iressa® utviser en tydelig proliferasjonshemmende effekt bade i LNCaP- og i C4-2- celler,
vist ved *H- tymidin inkorporeringsassay. Den proliferasjonshemmende effekten av
moderate konsentrasjoner (1-10 uM) er starre 1 LNCaP- celler enn i C4-2- celler. Ved
heyere konsentrasjon (50 uM) er imidlertid den proliferasjonshemmende effekten tilneermet

total 1 begge cellelinjer.

Den proliferasjonshemmende effekten av Iressa® pavirkes ikke ved tilfersel av EGFR-
liganden AREG. Pa bakgrunn av funn gjort i denne oppgaven er det dermed ingenting som

tyder pa at AREG kan vere en marker for ikke- respondenter pé Iressa®- behandling.
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Supplerende studier mé imidlertid utferes for man fullstendig kan utelukke AREG som en

slik marker.

Resultater fra RT-PCR tyder pd at AREG- nivaene 1 LNCaP- celler er androgenregulert.
Dette stemmer overens med tidligere funn, som viser at androgenuavhengige cellelinjer
uttrykker hayere nivaer av AREG enn androgenfolsomme cellelinjer. Sammen med disse
tidligere funnene tyder resultatene i denne oppgaven pa at AREG kan vere et mulig mal for

fremtidig kreftterapi.

7.6 Fremtidige studier

Ved Oslo Urologiske Universitetsklinikk er det opprettet en prostatabiobank, der vev fra et
stort antall pasienter er samlet. Dessuten har det ved avdelingen veert foretatt en klinisk fase
IT studie pa Iressa® i kombinasjon med antiandrogenet Casodex®. Resultatene fra denne

studien er per mai 2008 ikke ferdig analysert.

For a studere effekten av hoye nivder av AREG pé Iressa®- respons, kan det vaere aktuelt &
kjore RT-PCR pad mRNA ekstrahert fra pasientprover. Resultater herfra kan dermed
sammenliknes med de kliniske effektene av Iressa® som eventuelt kommer frem av den kliniske

fase II- studien.
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