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Sammendrag

Sammendrag

Legumain er en lysosomal endopeptidase som normalt er uttrykt i mange humane vev. Studier
har imidlertid vist at uttrykket av legumain er oppregulert i kreftsvulster, og at legumain kan
veere involvert i metastasering og invasivitet ved kreft. Grunnet substratspesifisiteten

legumain har for a spalte peptidbindinger karboksyterminalt for asparagin (Asn), kan

legumain vare et interessant enzymatisk mal innen kreftbehandling.

Kolkisin er et trisyklisk alkaloid som ekstraheres fra planten Colchicum automnale. Planten
har veert brukt som medisin i arhundrer, blant annet i behandlingen av urinsyregikt. | de
senere arene har virkningsmekanismen av kolkisin vert i fokus, og bruk innen flere
forskijellige terapeutiske omrader har veert vurdert. Grunnet evnen kolkisin har til & binde
mikrotubuli og dermed hemme mitose, har kolkisin vist et potensiale innen kreftterapi. For &
unnga den generelle toksisiteten har et prodrug (Suc-Ala-Ala-Asn-Val-kolkisin) som spaltes
av legumain blitt syntetisert. 1 denne studien ble effektene av dette prodruget undersgkt og
sammenlignet med kolkisin og kolkisin-valin (-Val)

Humane nyreceller fra embryo (HEK293-celler), en monoklonal stabil legumaintransfektert
HEK293-cellelinje  (M38L) og tykktarmskreftcellelinjen HCT-116 ble brukt som
cellemodeller. Celleviabilitet etter behandling med kolkisin, kolkisin-valin og kolkisin-
prodrug ble malt ved hjelp av tetrazoliumsaltet MTS. For a verifisere at effekten av prodruget
kommer av prodrug-spaltning utfert av legumain, ble cellene inkubert med
legumainhemmeren cystatin E/M ved behandling med kolkisin-prodrug. I tillegg ble cellene
behandlet med endocytosehemmeren Dyngo4a for & undersgke om kolkisin-prodrug ble tatt
opp i cellene ved endocytose. Caspasehemmeren biotin-VAD-fmk ble tilsatt for & undersgke
om denne kunne beskytte mot effektene av kolkisin-prodrug. Aktivitet av legumain ble malt
ved bruk av et spesifikt fluorescerende peptidsubstrat og proteinuttrykk av legumain og

caspase-3 ble undersgkt ved immunoblotting.

Celleviabilitetsmalinger viste at konjugering med den aktuelle peptidsekvensen reduserte
effekten av kolkisin i HEK293. Celler som overuttrykte legumain (M38L) viste seg derimot a
vaere sensitive for behandling med kolkisin-prodrug, mens tilsetning av cystatin E/M beskyttet
cellene mot kolkisin-prodrugets effekter. Dette bekrefter teorien om at spaltning av prodruget
ble utfert av legumain og styrker muligheten for malstyring av cytostatika til kreftsvulster
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Sammendrag

med hgyt uttrykk av enzymet. Legumainaktiviteten ble redusert ved behandling med de
forskjellige kolkisinforbindelsene hvor kolkisin ga starst og kolkisin-prodrug minst effekt. |

tillegg kan det se ut til at endocytose spiller en rolle i opptaket av kolkisin-prodrug i celler.
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Innledning

1 Innledning

1.1 Kreft

Kreft er en samlebetegnelse pa sykdommer som starter med ukontrollert celledeling. | cellene
finnes det gener som hele tiden styrer vekstprosessene slik at celler som skades eller der blir
erstattet av nye friske celler. 1 genene kan det oppstd mutasjoner som farer til at cellenes
delingshastighet kommer ut av kontroll, og cellene mister sin opprinnelige funksjon. Ettersom
delingen fortsetter vil det bli en opphopning av kreftceller i det organet delingen startet, og
dette gir opphav til en kreftsvulst. Kreftceller kan sa lgsrive seg fra primarsvulsten og fares
med lymfe- eller blodarer til andre deler og organer i kroppen. Dette gir opphav til nye

svulster som kalles metastaser [1].

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figur 1.1. Inndeling av kjennetegn pa kreftutvikling. Figuren viser inndeling av seks biologiske muligheter
for kreftutvikling [2].

Kjennetegnene pa kreftutvikling er mange og komplekse, men det er forsgkt a lage en
inndeling med seks biologiske muligheter for utvikling av kreft (Fig. 1.1) [2]. Svulster er
komplekse vev hvor mange forskjellige celletyper deltar i utallige ulike funksjoner. Blant
annet har kreftceller evnen til & opprettholde kronisk proliferasjon ved & nedregulere signaler
som skal pavirke normalhomeostasen i en celle. | tillegg unngar kreftcellene a ga inn i
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apoptose ved & gke uttrykket av antiapoptotiske regulatorer eller nedregulere proapoptotiske

faktorer.

Kreftsvulster ma, som normalt vev, ha tilgang pa oksygen og neringsstoffer sa vel som
muligheten til & kvitte seg med avfallsstoffer. Derfor ma det dannes nye blodarer til en
voksende svulst. Nydannelse av blodarer kalles angiogenese og i kreftsvulster er

angiogenesen nesten alltid aktivert [2].

Invasjon og metastasering av kreftceller starter farst med en lokal invasjon hvor makrofager i
tumorperiferien gir tilgang pa matriks-nedbrytende enzymer som matriksmetalloproteinaser
(MMP) og cystein-cathepsiner. Deretter gar kreftceller inn i neerliggende blod- og lymfearer
0g sa ut i vev andre steder i kroppen. Her dannes sma mikrometastaser som til slutt blir til

starre svulster [2].

Ulike proteaser kan bidra til tumorcelleprogresjon gjennom prosessering av signalmolekyler
og deres reseptorer. | tillegg kan disse effektene ogsa resultere i en nedgang i apoptotiske
funksjoner [3]. Spesielt serinproteaser og matriksmetalloproteinasen gelatinase A (MMP-2)
har vist seg & vere involvert i angiogenese og metastasedannelse ved nedbrytning av
ekstracelluleer matriks (ECM) [4].

1.2 Proteaser

Proteaser blir ogsa kalt peptidaser, proteinaser eller proteolytiske enzymer. De er en gruppe
enzymer som bryter ned eller aktiverer proteiner og polypeptider ved & klgyve
peptidbindinger ved hydrolyse. Proteaser deles inn i seks ulike klasser etter katalytisk sete;
aspartat-, cystein-, glutamat-, metallo-, serin- og treonin-proteaser. Disse er igjen delt inn i
klaner basert pa sin tertizere struktur, og proteaser i samme klan antas & komme fra samme
evolusjonare utgangspunkt. Proteasene kan deles inn i familier etter likhet i
aminosyresekvens, noe som betyr at en klan kan bestd av mange ulike familier [5]. Nar
spaltningen skjer i midten av proteinmolekylet kalles enzymene endopeptidaser. Spaltningen
kan ogsa skje fra enten N-terminal eller C-terminal ende av proteinet hvor enzymene kalles

henholdsvis aminopeptidaser, karboksypeptidaser, eller samlebetegnelsen eksopeptidaser [6].

Det har blitt vist at proteaser har en viktig rolle som regulatorer i mange viktige prosesser i

kroppen. Proteaser farer til irreversible spaltning av proteiner som kan vere involvert i
9
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celledeling, DNA-replikasjon, vevsdannelse, immunrespons og hemostase. Et eksempel pa
sistnevnte er den proteolytiske kaskaden i blodkoagulasjon. Her aktiveres serinproteaser
trinnvis frem til aktivering av trombin, slik at fibrinogen aktiveres til fibrin og
blodkoagulasjon skjer. Feil i proteaseaktiveringen kan fore til flere ulike patologiske tilstander
som for eksempel osteoporose, kreft og kardiovaskulere sykdommer inkludert

trombedannelse [6].

1.3 Legumain

Legumain er en lysosomal endopeptidase tilhgrende C13-familien innenfor CD-klanen av
cysteinproteasene (Figur 1.2). Enzymet er strukturelt beslektet med caspasene (C14) og de
bakterielle proteasene clostripain (C11) og gingipain (C25) fra de patogene bakteriene
Clostridium histolyticum og Porphyromonas gingivalis. | likhet med andre familier innenfor
CD-klanen, viser legumain strenge krav til aminosyren i P1-posisjon i et proteinsubstrat for at
Klgyvning skal skje. Legumain er hittil det eneste kjente enzymet som spalter
karboksyterminalt for aminosyren asparagin (Asn) [7]. Samtidig er det vist at ved sure
betingelser kan legumain ogsa spalte etter aminosyren aspartat (Asp). Ved pH 3 vil aspartat

veere i protonert form og dermed veere funksjonelt liknende asparagin [8].

Tidligere var legumain kun kjent fra planter og parasitten Shistosoma mansoni. |1 1997 ble
legumain pavist ogsa i pattedyr, og det ble klart at enzymet hos pattedyr var homologt til
legumain fra planter og Shistosoma [9]. Studier har vist at legumain er uttrykt i mange

mammalske vev som lever, milt og tymus, og med hgyest niva i nyrer og placenta [10].

Klan

Familie

Figur 1.2. Klan CD av cysteinproteasene med tilhgrende familier. Eksempler pa proteaser i de ulike
familiene er clostripain i C11, caspaser i C14 og gingipain R i C25, sammen med legumain som tilhgrer familie

C13 i denne inndelingen.
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1.3.1 Aktivering

Legumain dannes som et 56 kDa inaktivt proenzym kalt prolegumain. Videre prosessering er
en autokatalytisk prosess som gjgres av legumain selv. Ved pH 5,5 dannes et 47 kDa inaktivt
mellomprodukt ved prosessering ved Asn®® fra C-terminal ende (figur 1.3) Videre senkning
av pH til 4,5 vil resultere i 46 kDa aktivt mellomprodukt hvor den aktiverende klgyvningen
skjer ved Asp® [11].

Siste steg til den modne 36 kDa-formen av legumain skjer ikke autokatalytisk, men er mediert
av andre enzymer i det sure miljget i lysosomene. Den optimale pH for aktivering av
prolegumain er vist til & veere 4,5, noe som stemmer med pH-verdier malt i lysosomer fra

makrofager, nyreceller og fibroblaster [12].

: siskjejeoone g3y

d3v uou

Figur 1.3 Aktivering av legumain. Inaktivt prolegumain (56 kDa) omdannes til 47 kDa og ved senkning av pH
videre til 46 kDa, henholdsvis inaktiv og aktiv form av legumain.. Fra 46 kDa aktiv form skjer en videre

prosessering gjort av andre lysosomale enzymer og sluttproduktet er 36 kDa modent legumain [11].

1.3.2 Funksjoner

Legumain har vist seg a ha flere ulike funksjoner bade som et proteolytisk enzym, men ogsa
via andre mekanismer. Et eksempel pa det siste gjelder i hemmingen av osteoklastdannelse og
beinresorpsjon. Her er det et 17 kDa C-terminal fragment av legumain som har effekt pa

osteoklastdannelsen, og ikke det aktive enzymet i seg selv [13, 14]. Legumain er ogsa
11
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involvert i prosesseringen av mikrobielle antigener for klasse 11 vevstypemolekyl-
presentasjon (MHC-presentasjon). Proteinantigener brytes ned og danner komplekser med
vevstypemolekylene pa overflaten av de profesjonelle antigenpresenterende cellene for
presentasjon til T-celler i immunforsvaret. At legumain er involvert ble vist etter studier med
tetanustoksin-antigen hvor ingen av de kjente lysosomale cathepsinene viste seg a vere
ansvarlige for prosesseringen [15]. Videre er det vist at legumain er involvert i destabilisering
av aterosklerotiske plakk. @kte nivaer av legumain korrelerer med gkt akkumulering av
inflammatoriske celler i aterosklerotiske skader. Clerin et al. har vist at
monocytter/makrofager og skumceller er hovedcelletypene som uttrykker legumain i
aterosklerotisk vev. En hypotese er at prolegumain kan sekreres ekstracelluleert og muligens
kan gjennomga autokalatyisk aktivering i det sure miljget. Den aktive formen av legumain
kan deretter aktivere andre sekrerte lysosomale proteaser som cathepsin L og S, eller
gelatinase A (MMP-2), som er involvert i aterosklerose [16].

Legumain er ngdvendig for normal nyrefunksjon ved at det bryter ned proteiner og aktiverer
proteaser i proksimale tubulere celler i nefronene. Knock-out-mus for legumain har vist en
akkumulering av proteiner som resulterer i forstgrrede lysosomer og celler [17, 18]. I tillegg
kan det tenkes at legumain spiller en rolle i remodelleringen av ECM ved degradering av

fibronektin, som er en av hovedbestanddelene i ECM [19].

1.3.3 Legumain i kreft

Legumain er overuttrykt i flere typer kreftsvulster, blant annet tykktarm-, bryst- og
prostatakreft. Mye tyder pa en induksjon av genekspresjonen in vivo i tumormiljget og studier
har vist at celler med et hgyt uttrykk av legumain har en gkt migrasjonsevne og invasive
egenskaper [3]. Det er vist en korrelasjon mellom tumorinvasjon, metastasering 0g
tilstedeveerelsen av cysteinendopeptidaser (spesielt cathepsin B og L). Legumain kan
prosessere cysteinproteaser, i tillegg til pro-gelatinase A (pro-MMP-2) til deres aktive former,
0g pa denne maten bidra til svulstens kapasitet til invasivitet og metastase. Pasienter med lavt

legumainuttrykk i kreftsvulster har generelt vist seg a ha en bedre prognose [20].

12
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1.3.4 Cystatiner hemmer legumain

| kroppen reguleres cysteinproteaser av endogene hemmere kalt cystatiner. Ved a kontrollere
aktiviteten og uttrykket av cysteinproteasene opprettholdes normale kroppsprosesser slik at
sykdommer som kan oppsta ved overuttrykk unngas. Cystatiner kan deles inn i tre
hovedfamilier funnet i pattedyr: type 1 (cystatin A og B), type 2 (cystatin C, D, E/M, F, G, S,
SA og SN) og type 3 (L- og H-kinogener) [21]. Type 1-cystatiner er primert intracellulere
proteiner uten disulfidbindinger, mens type 2 hovedsakelig er ekstracelluleere sekrerte
proteiner med disulfidbindinger. Molekylvekten ligger pa henholdsvis ~11 og ~13-15 kDa.
Type 3-cystatinene er i motsetning store glykoproteiner som i lang tid har vert kjent som
forlgpere for blant annet vasodilatoren bradykinin [22]. Enkelte cystatiner innen type 2-
gruppen (cystatin C, E/M og F) kan hemme legumain, men cystatin E/M er den med hgyest
inhibitorisk kapasitet (Ki-verdi pa 1,6 pM) [21]. Cystatin E/M har veert rapportert til & vere
sterkt involvert i ulike krefttyper ved & nedregulere invasiviteten til kreftceller. Dette skjer
antagelig ved hemming av legumain og/eller cathepsin B og L, som alle muligens er involvert
I metastaseringen og invasjonen av tumorceller. Av denne grunn blir cystatin E/M omtalt som

en tumorsuppressor [23].

1.4 Kolkisin

Kolkisin er et trisyklisk alkaloid som ekstraheres fra planten Colchicum automnale tilhgrende
liljefamilien. Kolkisin ble farst isolert i 1820, men planten har veert i bruk innen medisinen i
mange arhundrer, spesielt i behandling mot urinsyregikt [24]. Kolkisin er fortsatt i bruk mot
urinsyregikt i tillegg til som behandling for familieer middelhavsfeber og Beghets sykdom. |
2009 godkjente FDA (Food and Drug Administration, USA) kolkisin som monoterapi for
akutt urinsyregikt og familizer middelhavsfeber [25]. I Norge finnes kolkisin i tablettform (0,5
mg kolkisin) og brukes bade profylaktisk og ved akutte anfall av urinsyregikt. Profylaktisk
brukes kolkisin ofte i kombinasjon med midler som gker utskillelsen eller hemmer dannelsen
av urinsyre, spesielt i oppstart av denne behandlingen [26]. Det har veert et gkende forbruk av
kolkisin i Norge de siste arene. Fra 2004 til 2012 var det en 3 ganger gkning [27] og forbruket

er stgrst blant menn.
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1.4.1 Virkningsmekanisme og farmakologi

Cytoskijelettet i eukaryote celler bestar av et stort nettverk av proteinfilamenter som strekker
seg utover i hele cytoplasma og er ansvarlig for intracelluleer transport, segregering av
kromosomene og selve delingen av cellen. Cytoskjelettet bestar av tre typer proteinfilamenter:
intermedizere filamenter, mikrotubuli og aktinfilamenter (figur 1.4), og hver av disse har ulike

mekaniske egenskaper.

Cell membrane

Actin filament

Figur 1.4 De tre typene av proteinfilamenter i cytoskjelettet til en eukaryot celle [28].

Mikrotubuli organiserer innholdet i cellen. Det bestar av en dimer av a- og B-tubulin bundet
sammen ved non-kovalent binding. Denne dimeren stables utover fra ringer bestadende av 13
y-tubulin-molekyler plassert pa ulike steder av cellens sentrosom. Sammen danner disse lange
hule rer av proteiner som innehar en dynamisk ustabilitet. Dette betyr at de kjapt kan vokse,
eller krympe tilbake til sentrosomet, far nye hule rgr kan bygges opp igjen. Denne dynamiske
ustabiliteten kommer av tubulins evne til & hydrolysere GTP til GDP etter binding til en
voksende mikrotubuli. Dersom proteinfilamentet vokser kjappere enn tubulin kan hydrolysere
GTP, vil filamentet fortsette a vokse helt til GTP blir hydrolysert. Deretter kan tubulin
depolymerisere fra enden. Dynamisk ustabilitet er viktig for mikrotubulis funksjon som
transportgr og organisator i cellen, og den er spesielt viktig i den mitotiske spindelen under

mitose.

Eukaryote cellers cellesyklus bestar en interfase og en M-fase [29]. Interfasen deles opp i G-,
G,-, og S-fase hvor henholdsvis vekst og kromosomduplikasjon skjer. I M-fasen skjer selve
delingen av kjernen (mitose) og deling av cytoplasma (cytokinese). Far M-fasen kan begynne
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ma DNA vere fullstendig replikert og sentrosomet duplisert. Etter dette, nar cellen er pa vei
inn i mitose, dannes den mitotiske spindelen som har ansvaret for fordelingen av

kromosomene til de to dattercellene (figur 1.5) [29].

Sentrosom

= o

Mikrotubuli

Kromosomer

Figur 1.5. En celle i M-fase. Sentrosomet er duplisert, mikrotubuli vokser ut fra sentrosomene og kromosomene

separeres til hver sin nye celle [29].

Kolkisin binder til B-tubulin slik at dimeren mister sin opprinnelige struktur, og dermed ikke
kan brukes i mikrotubulidannelse. Nar kolkisinbehandling motvirker polymeriseringen av
mikrotubuli stanses den dynamiske ustabiliteten midt i mitosen og den mitotiske spindelen
forsvinner [25, 29]. Nar det mitotiske apparatet endres pa denne maten startes en kaskade av

fosforylerings- og caspaseavhengige hendelser som aktiverer apoptose [30].

Det har vart rapportert at kolkisin i tillegg kan binde til y-tubulin, noe som ogsa vil fare til at
mikrotubuli ikke kan dannes fra sentrosomet og blant annet mitose vil hemmes. Siden y-
tubulin er overuttrykt i humane glioblastomer (ondartet hjernesvulst) og endret i
brystkreftceller [31], styrkes muligheten for kolkisins plass i kreftterapien.

Videre har kolkisin vist effekt pa leukocytter ved & endre deres adhesjon, mobilitet og
cytokinproduksjon. Sammen med endring av aktiviteten til cyclooksygenasene COX-1 og
COX-2, kan dette forklare mye av de antiinflammatoriske effektene av kolkisin [32]. Den
raske effekten kolkisin har i akutte anfall av urinsyregikt kan vere relatert (il

antioksidantegenskaper, blant annet ved & hemme dannelse av et superoksidderivat [32].

Kolkisin er en lipofil forbindelse som absorberes raskt fra ileum og jejunum. Den orale
biotilgjengeligheten ligger pa rundt 45 %, men med store individuelle variasjoner. Kolkisin
blir metabolisert i lever ved hjelp av cytokrom P450 (CYP)-3A4 og utskillelsen via galle er
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avhengig av P-glykoprotein [24]. Dette, i tillegg til at kolkisin kan forarsake diaré og oppkast,
kan forklare de store interindividuelle variasjonene i responsen til kolkisin [32]. Det er ogsa
rapportert at kolkisin kan indusere CYP2C9, CYP2E1 og CYP3A4 [33]. Kolkisin har et
relativt smalt terapeutisk vindu far gastrointestinale, eller mer alvorlige, bivirkninger kan
oppsta. Ved en kolkisinforgiftning vil det veere en latenstid pa 2-6 timer fgr symptomene
oppstar. Symptomene varierer fra brennende falelse i munn, magesmerter og oppkast til store
skader pa nyrer, karsystemet og respirasjonssvikt [24, 26]. Dgdelig dose av kolkisin ligger pa
0,8 mg/kg [32].

1.4.2 Bruk i dag

Urinsyregikt

Urinsyregikt er en betennelsessykdom i ledd som kommer av en ubalanse mellom
produksjonen og utskillelsen av urinsyre i kroppen. Sykdommen rammer flest menn og
andelen gker med alderen. Symptomene kommer ofte fra stortdleddet og sykdommen kalles
derfor ogsa podagra eller Kaptein Voms sykdom, men andre ledd som ankel, albue, handledd
og kne kan ogsad rammes. Urinsyre dannes fra metabolisme av puriner og skilles normalt
hovedsakelig ut av nyrer, men ogsa noe gjennom tarm. | de fleste tilfeller er det nedsatt
utskillelse gjennom nyrene som er arsak til ubalansen. Nar en slik ubalanse oppstar vil
urinsyre/urat (ionisert form av urinsyre) akkumuleres i blod og vev. Nar vevet blir overmettet
felles uratsalter ut og krystaller akkumuleres i ledd. Dermed utvikles en inflammatorisk
respons ved at utfellingen av krystaller stimulerer til fagocytose av ngytrofiler. Anfallene kan
trigges av fettholdige kjattprodukter, alkohol, generelt hgyt purininntak gjennom maten eller
ved bruk av acetylsalisylsyre eller tiazid-diuretika. Anfallene behandles som regel med ikke-
steroide antiinflammatoriske midler (NSAIDs), men kolkisin er et alternativt preparat dersom
pasienten ikke taler NSAIDs. Ved gjentatte anfall vurderes behandling med legemidler som
enten hemmer produksjon av urinsyre (allopurinol) eller gker utskillelsen gjennom nyrene

(probenecid), eventuelt med kolkisin i tillegg [34].
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Behcets sykdom

Behcets sykdom er en kronisk inflammatorisk sykdom som rammer flere organer.
Sykdommen kjennetegnes av tilbakevendende sar i munn og underliv, forskjellige
hudsymptomer og gyebetennelser. De kliniske manifestasjonene antas i stor grad a skyldes
vaskulitt (betennelse i areveggen som kan svekke blodforsyningen), og i Behgets sykdom
involveres alle typer blodkar, bade pa den arterielle og vengse siden. Diagnosen stilles etter
kliniske kriterier deriblant gjentatte sar i munnhulen. Arsaken er ukjent, men i tillegg til
bakterie- og virusinfeksjoner spiller bade immunologi og arv en rolle. Behandlingen er
symptomatisk med lokale steroider, tetrasyklin mot orale sar eller NSAIDs, kolkisin eller
immunosuppressiva som systemisk behandling. Sykdommen er utbredt i Tyrkia og deler av

Midtgsten, men er sveert sjelden i Norge [35].

Familieer middelhavsfeber

Familizer middelhavsfeber er en sjelden sykdom i Norge, men finnes hos enkelte grupper i
Midtgsten. Symptomene er feberanfall sammen med betennelse i bukhinnen, i lungehinnen
eller i synovialhinnen i ledd. Anfallene varer ofte noen fa dager, og pasienten er ellers helt
frisk mellom anfallene. Familizer middelhavsfeber er en autosomal recessiv arvelig sykdom
hvor genet som er ansvarlig for sykdommen koder for proteinet pyrin. Pyrin interagerer med
mikrotubuli, og det er derfor kolkisin har blitt anvendt i behandlingen av sykdommen. En
daglig dose pa 1-2 mg kolkisin holder de fleste pasienter symptomfrie eller reduserer

frekvensen av anfallene [36].

1.4.3 Andre mulige bruksomrader for kolkisin

Residiv av perikarditt

Etter et anfall med akutt perikarditt (betennelse i hjerteposen) vil residiv kunne opptre i 10-30
% av pasientene, og dette blir ansett som den vanligste komplikasjonen [37]. Kolkisin har i
flere studier vist positive effekter ved a motvirke tilbakefall av perikarditt [37, 38].
Behandling med kolkisin, i tillegg til konvensjonell behandling med antiinflammatoriske
legemidler (acetylsalisylsyre eller ibuprofen), halverte tilbakefallsraten etter 18 maneder i en
studie med 120 pasienter fra fire italienske sykehus [37].
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| tillegg ble symptomvarigheten og antall residiver redusert med tilleggsbehandling med
kolkisin mot kun den konvensjonelle behandlingen. Den farmakologiske effekten av kolkisin
pa perikarditt ser ut til & vere relatert til dets evne til & stoppe mikrotubulidannelse og dets
oppkonsentrering i leukocytter, for dermed a kunne gi en antiinflammatorisk effekt [37].

Hindre tilbakefall av kardiovaskuleer sykdom

Pasienter som behandles med statiner og plateaggregasjonshemmere ved kardiovaskulaer
sykdom har likevel en risiko for kardiovaskulere hendelser. Arsaken kan veere at den
tradisjonelle behandlingen ikke behandler den inflammatoriske delen av sykdommen.
Tilstedeverelse av aktiverte ngytrofiler i aterosklerotiske plakk gir mulighet for at ved a
hemme deres funksjon kan risikoen for sykdomsprogresjon reduseres. Nylig har en klinisk
studie vist at kolkisin ga gode resultater i hemmingen av kardiovaskuleere hendelser hos
pasienter med kardiovaskuler sykdom [39]. Studien var en randomisert blindet studie hvor
532 pasienter med etablert stabil kardiovaskuler sykdom ble inkludert. Kolkisin (0,5 mg)
eller placebo ble gitt daglig, i tillegg til annen standardterapi (statiner, clopidogrel og/eller
acetylsalisylsyre). Resultatene viste at pasienter som fikk kolkisinbehandling hadde en
signifikant redusert risiko for kardiovaskuleere hendelser som hjerteinfarkt, hjertestans og
slag. [39].

1.4.4 Kolkisin som kreftlegemiddel?

Flere antimitotiske legemidler blir i dag brukt innenfor kreftterapien. Disse kan deles inn i fire
ulike klasser etter bindingssete for legemiddelet: laulimalide-, taksan-, vinka-alkaloid- og
kolkisin-bindingssetet. Taksanene, inkludert paklitaksel, binder til polymeriserte mikrotubuli
pa den indre overflaten av B-tubulin og hindrer dermed depolymerisering. Vinka-alkaloidene
fremmer depolymerisering ved binding mellom to af-dimere [25]. Resultatet av behandling
med disse forbindelsene er det samme som for kolkisin; stans i celledelingen. Siden
kreftceller gjennomgar mitose ved en raskere hastighet enn normale celler, betyr dette at

kreftceller er mer sensitive for antimitotiske legemidler.

I motsetning til de fleste andre celler er endotelceller i blodarer i en svulst avhengig av tubulin
og ikke aktinfilamenter for a opprettholde sin cellemorfologi [40]. Kolkisinforbindelser kan

av den grunn motvirke dannelse av nye blodarer (angiogenesehemmere) [25, 40], adelegge
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eksisterende blodarer ved at endotelcellene mister sin opprinnelige form, og pa denne maten
forarsake blodkoagulasjon og nedsatt perfusjon. Dermed far ikke cellene i svulstens nermiljg
nok oksygen og naringsstoffer, noe som igjen leder til vevsnekrose. Likevel finnes det hittil
ingen legemidler innen kreftbehandling som binder til bindingssetet for kolkisin pa
mikrotubuli [40].

1.5 Legumainspesifikke prodrugs innen

kreftmedisin

Fellestrekk for forbindelser brukt i kreftmedisin er at de er toksiske bade for kreftceller og
normale celler. Dette gjar at de ofte ma gis i lavere doser for a begrense bivirkninger, noe som
nedsetter deres effektivitet som antitumorlegemiddel. For & unnga den store pavirkningen av
normalvevet har det blitt undersgkt om tumormiljget har noen spesielle egenskaper som kan

brukes til malstyring av legemidlene.

Det finnes litteratur som tar for seg den proteolytiske substratspesifisiteten til legumain og
dets rolle og overuttrykk i tumormiljg. Flere ulike prodrugs med legumain som enzymatisk

mal har blitt designet og felles for disse er tanken om en redusert toksisitet overfor normalvev.

Toksisiteten til doksorubicin blir ikke endret ved addisjon av et leucin-molekyl pa
aminogruppen i molekylet, men ved videre addisjon av aminosyrer reduseres den cytotoksiske
aktiviteten [3]. Ut i fra disse funnene har det blant annet blitt syntetisert et prodrug kalt LEG-
3/Legubicin [3, 41]. LEG-3/Legubicin ble syntetisert ved addisjon av ravsyre/
butoksykarbonyl-alanin-alanin-asparagin-leucin  (Suc/Boc-Ala-Ala-Asn-Leu). Boc brukes
som beskyttelsesgruppe pa N-terminal ende under syntesen, men fjernes i noen tilfeller for
addisjon av Suc [42]. | tillegg vil tilstedeveerelse av Boc [3] eller Suc beskytte
peptidsekvensen mot hydrolyse av aminopeptidaser. Pa grunn av forbindelsens peptidsekvens

antas den a kunne bli spaltet av legumain [3, 41].

Studiene viste at LEG-3/Legubicin var lite toksisk for kontrollceller som ikke uttrykker
legumain [3, 41]. For celler transfektert med legumain-cDNA og som uttrykker legumain pa
celleoverflaten viste LEG-3 en ECsp-verdi (halvparten av maksimum effektiv konsentrasjon)
pa omtrent samme niva som for doksorubicin. Doksorubicin tilsatt cellekulturer ble kjapt tatt

opp i cellene mens LEG-3 forble ekstracellulert, noe som stemmer overens med den reduserte
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toksisiteten. Ved tilsetning av LEG-3 til legumain-overuttrykkende celler i kultur ble
endeproduktet doksorubicin funnet i cellene, og dette bekreftet teorien om ekstracellulzer
spaltning [41]. Den cytotoksiske effekten av Legubicin var mindre enn 1 % av effekten
doksorubicin har pa kontrollceller, mens Legubicin i legumain-overuttrykkende celler viste en
fremtredende toksisitet [3]. Med dette ble det konkludert at doksorubicin-prodrugs har
signifikant forbedret terapeutisk sikkerhet og tilsvarende effekter sammenlignet med
doksorubicin [3, 41].

Etoposid er et annet mye brukt kreftlegemiddel, men bruken begrenses av mange
bivirkninger, lav vannlgselighet og den induserte legemiddelresistensen som oppstar etter
gjentatte behandlinger. Et etoposid-prodrug vil kunne unnga disse begrensningene og gke
effektiviteten og sikkerheten av etoposid som et kreftlegemiddel. Prodruget ble syntetisert ved
addisjon av karbobenyloksy-alanin-alanin-asparagin-etylendiamin til etoposid (CBZ-Ala-Ala-
Asn-etylendiamin-etoposid) [43]. CBZ brukes som beskyttelsesgruppe under peptidsyntese
tilsvarende Boc i tidligere eksempel. Prodruget er designet for & spaltes av legumain til
etylendiamin-etoposid, fer denne videre frisetter etoposid ved fysiologisk pH. Legumain-
overuttrykkende HEK?293-celler viste spaltning av prodruget, men ingen effekt pa
proliferasjonen ble vist. Teoriene for dette var blant annet at etylendiamin-etoposid ikke gikk
ut av lysosomene etter spaltning eller at fritt etoposid ikke ble frigjort i cytoplasma. | tillegg
kunne det tenkes at prodruget enten ikke ble tatt opp i lysosomene eller tatt opp i cellene i det
hele tatt [43].

Auristatin er et mye mer potent kreftlegemiddel enn for eksempel doksorubicin og taksol, selv
om virkningsmekanismen ligner taksols, begge via hemming av mikrotubuli. Auristatin har
ogsa en ikke-selektiv toksisitet ovenfor normalvev og av den grunn har en prodrugstrategi for
substratspesifisiteten til legumain ogsa blitt utviklet for auristatin. Flere forbindelser ble
undersgkt og prodrug av auristatin-analogene DDAE og MMAE viste hgyere toksisitet i celler
med hgyt innhold av legumain. Forsgk har vist at disse auristatin-prodrugene kan hindre

tumorvekst og metastase uten toksisitet [44]
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1.6 Kolkisin-prodrug

1.6.1 Hvorfor lage prodrug av kolkisin?

Grunnet virkningsmekanismen til kolkisin som mitosehemmer og dens likhet med andre
antimitotiske legemidler allerede pa markedet, har Kkolkisin eller kolkisin-liknende
forbindelser veert i sgkelyset for bruk innen kreftterapi. Pa grunn av den generelle toksisiteten
av kolkisin pa normalvev har ikke kolkisin hittil fatt en plass innen dette omradet. Det ble
vurdert at ved & syntetisere et prodrug som kan unnga den generelle toksisiteten, kunne
kolkisin ha en mulig plass innen kreftterapi. Tanken var at prodruget skal spaltes og frigjare
aktivt kolkisin i kreftsvulster ved & utnytte substratspesifisiteten og tilstedevarelsen av
legumain i tumormiljg. P4 denne maten tenkes det at den generelle toksisiteten av kolkisin

kan unngas.

Det aktuelle prodruget ble syntetisert ved Avdeling for farmasgytisk kjemi ved Farmasgytisk
institutt, UiO. Syntesen var del av masteroppgaven "Syntese og biologisk evaluering av nye
legumainsubstrater med antineoplastisk effekt, som mulige selektive hemmere av tumorvekst"
til Luan Minh Nguyen (2012).

1.6.2 Kolkisinforbindelsenes struktur

Figur 1.6 viser struktur av kolkisin (A), kolkisin-valin (B) og kolkisin-prodrug (C) brukt i
denne oppgaven. Kolkisin-prodrug forventes spaltet av legumain (angitt ved pil) slik at

produktet blir kolkisin-valin.
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Figur 1.6 A. Kolkisin B. Kolkisin-valin C. Kolkisin-prodrug (N-Suc-Ala-Ala-Asn-Val-Kolkisin)
(O. Alexander H. Astrand, personlig meddelelse)
21



Innledning

1.7 Mal med oppgaven

Malene med denne oppgaven er a:

Undersgke om det & konjugere kolkisin med valin (Val) eller Ala-Ala-Asn-Val
reduserer den generelle toksisiteten av kolkisin som en prodrugstrategi innen
kreftterapi.

Undersgke om den cytotoksiske effekten av prodrug er sterre i celler som

overuttrykker legumain i forhold til celler med lite endogent uttrykk av legumain.

Bekrefte betydningen av legumain for effekten av kolkisin-prodrug ved & bruke
hemmere av legumain (cystatin E/M eller caspasehemmeren biotin-VAD-fmk) i
tillegg til & undersgke om prodruget tas opp i cellene ved endocytose ved hjelp av en

endocytosehemmer (Dyngo4a).

Studere om kolkisin og kolkisinforbindelsene har effekt pa legumainaktivitet i ulike

celletyper.
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2 Materialer og metoder

2.1 Kjemikalier og reagenser

10 X Tris/Glycine Buffer (#161-0771)

Bio-Rad Laboratories Inc,
California, USA

Albuminstandard (23209)

Thermo Scientific, USA

Anti-biotin HRP- antistoff (#7727)

Cell Signaling Technology®

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (500-0006)

Bio-Rad Laboratories Inc

Biotin-VAD-fmk

Merck, Darmstadt, Tyskland

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(G3580)

Promega Corporation, Madison,
USA

Colchicine (C9754)

SIGMA ALDRICH™, Missouri,
USA

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium, gibco® (42430-025)

Life Technologies, Carlsbad
California, USA

DMSO- Dimetylsulfoksid, (CH3),SO (D2650)

SIGMA ALDRICH™

DTT, ditiotreitol (438117)

SIGMA ALDRICH™

Fetal Bovine Serum Gold (A15-151)

PAA Laboratories GmbH,
Pasching, @sterrike

G418 disulfate salt solution (060M0812)

SIGMA ALDRICH™

Geit anti-human polyklonalt antistoff mot Caspase-3 (AF-605-NA)

R&D Systems, Minneapolis,
USA

Geit anti-mus- 1gG (H+L)-HRP Konjugat (#170-6516)

Bio-Rad Laboratories Inc

Geit anti-human polyklonalt antistoff mot legumain (AF-2199)

R&D Systems

Kolkisin-prodrug

Kolkisin-valin

Pal Rongved,

O. Alexander H. Astrand,

Luan Minh Nguyen,
Farmasgytisk insitutt, UiO, Oslo

Mus anti-human monoklonalt antistoff mot GAPDH (F0111)

Santa Cruz Biotechnologi, Inc,
Texas, USA

Natriumklorid, NaCl (1.06404.1000)

Merck

NUPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel, Novex® (NP0322)

NuPAGE® Antioxidant, Invitrogen™ (NP0005)

NUPAGE® LDS Sample Buffer (4x)

NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20x) (NP0001)

Life Technologies

Penicillin/Streptomycin (100X) (P11-010)

PAA Laboratories GmbH

Polyklonal kanin anti-geit immunoglobulin (P0160)

Dakocytomation, Glostrup,
Danmark

Ponceau lgsning (P71701L)

SIGMA ALDRICH™

Precision Plus Protein™ All Blue Standards (161-0373)

Bio-Rad Laboratories Inc

Restore™ Western Blot Stripping Buffer (21059)

Thermo Scientific, USA

rhLegumain recombinant human (2199-cy)

R&D Systems

Sodium Pyruvate Solution (100 mM) (S11-003)

PAA Laboratories GmbH

Streptavidin Horseradish peroxidase conjugated (#21126)

Supersignal® West Dura Extended Duration Substrate (34076)

Thermo Scientific
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Toerrmelk

Normilk, Levanger, Norge

Tris (base), (T1503)

SIGMA ALDRICH™

Trypan blue stain 0,4 % (T10282)

Trypsin-EDTA 0,25%, GIBCO® (25200-056)

Life Technologies

Tween 20 (170-6531)

Bio-Rad Laboratories Inc

Z-Ala-Ala-Asn-AMC, legumainsubstrat

Bachem, Budendorf Sveits
Department of Biochemistry,
University of Cambridge, UK

2.2 Utstyrsliste

AmershamTM HybondTM-ECL membran

GE Healthcare,

BioHit Optifit tip pipettspisser, 10, 200, 1000 pl

Sartorius Biohit Liquid Handling
Oy, Finland

ECL Semi-dry blotters Blottemaskin

Amersham Biosciences,
Storbritannia

Class Il type A2-LAF-benk

ESCO, Singapore

Corning® 15 ml Sentrifugergr (430791)

Corning® 50 ml Sentrifugerer (430829)

Corning® 50 ml Sentrifugergr (430921)

Corning® 75 cm2 Celleflaske (3276)

Corning® 96-brgnnersbrett (3598)

Costar ® 6-brgnnersbrett (3506)

Costar® 5 ml pipette (4051)

Costar® 10 ml pipette (4101)

Costar® 25 ml pipette (4251)

Corning Incorporated, NY, USA

Countess automated cell counter

Invitrogen, Life Tecnhologies

Digital Dry Bath

Labnet international Inc. , USA

Dri-Block DB-2A

Techne, Storbritannia

Heraeus Fresco 21 Centrifuge

Thermo Scientific

Holten LaminAir LAF-benk

Medinor, Oslo, Norge

Inkubatorskap- Galaxy 170S

Eppendorf, Connecticut, USA

Molecular Imager® ChemiDocTM XRS+ with Image LabTM

Software

Bio-Rad Laboratories Inc,
California, USA

Nunc 96- brgnners Mikrotiterplate

Nunc, Roskilde Danmark

Olympus CKX41 Mikroskop

Olympus, Tokyo, Japan

SUB Agua 12 vannbad

Grant, Cambrigde, England

The Belly Dancer

Stovall Life Science Greensboro,
NC, USA

Wallac Victor 3 1420 Multilabel Counter

Perkin Elmer, USA

XCell SureLockTM Electrophoresis Cell

Life Tecnhologies, USA
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2.3 Celletyper, dyrking og hgsting

2.3.1 HEK293-celler

HEK293, Human Embryonic Kidney 293, (American Type Culture Collection: ATCC: CRL-
1573™) kommer fra en HEK-cellelinje stabilt transformert med venstre arm av adenovirus 5-
DNA i kromosom 19 av vertsgenomet [45]. HEK293-cellelinjen har egenskaper som gjer at
de er lette a transfektere og gir gode muligheter til & produsere funksjonelle proteiner. De

vokser godt og er enkle a vedlikeholde, noe som sammen med den effektive

proteinproduksjonen gjar disse cellene ideelle for mange typer celleforsgk [45].

2.3.2 M38L-celler

M38L er en monoklonal stabil HEK293-cellelinje som er transfektert med humant cDNA for
legumain og som derfor overuttrykker legumain [46]. Plasmidvektoren som barer legumain
cDNA inneholder ogsa resistensgener mot antibiotikumet Geneticin® (G418). Dette
innebeerer at celler som eventuelt ikke har blitt transfektert selekteres ut ved behandling med
G418.

2.3.3 HCT-116-celler

HCT-116, human colorectal adenocarcinoma cells (ATCC: CCL-247™) er en kreftcellelinje
fra tykktarmskarsinom av human opprinnelse. De er adherente i vekst og vokser godt ved

skift av medium hver 2.-3. dag.

2.3.4 Tining og utsaing av celler

Celler og vev kan fryses ned og oppbevares i flytende nitrogen (-196 °C) for deretter & kunne
tines opp til bruk i forskning [47]. Ved tining og utsaing av HEK293-, M38L-, og HCT-116-
celler varmes 10 ml HEK-medium (vedlegg) til 37 °C. Celleampullen tas ut av nitrogentanken
og tines raskt under omdreiing pa vannbad i 40-60 sekunder, far ampullen tgrkes med 70 %
etanol og det tinte cellematerialet overfares til mediet. Deretter dyrkes cellene i celleflasker
ved 37 °C og 5 % CO..
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2.3.5 Splitting, telling og utsaing av celler til forsgk

HEK293-, M38L-, og HCT-116-cellene splittes og saes ut pa samme mate. Mediet suges av
og cellene vaskes én gang med DMEM uten tilsetninger. Deretter tilsettes 2 ml trypsin-EDTA
for & lgsne cellene fra celleflasken. Etter fem minutter inkubering i varmeskap med trypsin-
EDTA, tilsettes 10 ml nytt HEK-medium med serum. Serum brukes for & inaktivere trypsin-
EDTA og suspensjonen overfares til et 50 ml sentrifugerer far sentrifugering ved 800 rpm i
fem minutter. Medium suges av og cellepelleten resuspenderes i nytt medium for
celletettheten bestemmes. Dette gjeres ved at 10 pl cellesuspensjon og 10 pl trypanblatt
blandes fgr 10 pl males med automatisk celleteller (Countess™). Nye lgsninger av medium
og cellesuspensjon lages ut fra gnsket konsentrasjon til forsgk og informasjon fra celleteller.
Nye stamflasker blir opprettet og M38L far i tillegg 160 pl av antibiotikumet G418 til 10 ml
HEK-medium.

2.3.6 Hgsting av HEK293-, M38L- og HCT-116-celler

Hasting av celler i 6-brgnnersbrett gjares etter folgende prosedyre: Medium suges av og
kastes eller overfgres i eppendorfrar, ettersom hva som er gnskelig av eventuelle analyser.
Dersom medium fra brgnnene ble tatt vare pa, sentrifugeres disse pa 800 rpm i fem minutter
slik at pellet dannes. Denne resuspenderes i 250 pl lysisbuffer (vedlegg). Cellene vaskes
forsiktig med 1 ml 1 x PBS (vedlegg) fer lgsningen suges av og kastes. Til hver bragnn tilsettes
0,5 ml lysisbuffer og cellene spyles og skrapes lgse, far lysatet overfares til merkede
eppendorfer. Deretter frysetines alle rarene ved henholdsvis -70 °C og varmeblokk 30 °C,
totalt tre ganger fer rgrene sentrifugeres ved 10000 G i fem minutter og supernatanten
overfares til nye ror, Klare til analyse.

2.4 Celleforsgk

2.4.1 Celleforsgk med HEK293 og M38L behandlet med ulike
konsentrasjoner av kolkisin, kolkisin-valin og kolkisin-prodrug

HEK?293 og M38L ble splittet og sadd ut (2.3.5) i 6-brennersbrett, 2,5 x10° celler per brgnn.
Brettene ble inkubert i 24 timer ved 37 °C og 5 % CO,. Deretter ble 10 pl av ulike
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konsentrasjoner av kolkisin, kolkisin-valin eller kolkisin-prodrug tilsatt fer brettene inkuberes

i nye 24 timer for hgsting (2.3.6) og analyser.

2.5 Totalproteinmaling

Totalproteinmaling utferes etter prosedyre beskrevet av Bradford [48]. Konsentrasjon av
protein males ved tilsetning av et fargestoff, Coomassie Plus Protein Assay Reagent.
Fargestoffet binder proteiner i prgvene og det skjer et skift i absorpsjonsmaksimum fra 465
nm til 595 nm. Bindingen mellom fargestoffet og proteiner er en rask prosess og etter cirka to

minutter er prosessen komplett slik at gkningen i absorbans ved 595 nm kan males [48].

Albuminstandard (0, 50, 100, 200, 300 og 400 pg/ml) tilsettes i to paralleller og lysat fra
forsgk (10 pl) i tre paralleller til en klar mikrotiterplate. Deretter tilsettes 200 pl av en 1:5-
fortynning av Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate Reagent til alle brgnner.
Platen star i fem minutter for absorbansmaling ved 595 nm i mikroplateleser (Wallac Victor®
1420 Multilabel Counter). Konsentrasjonene av albuminstandard brukes til & etablere en

standardkurve som brukes til utregning av totalprotein.

2.6 Legumainaktivitetsmaling

Legumainaktivitet males ved hjelp av et spesifikt fluorescerende peptidsubstrat, Z-Ala-Ala-
Asn-AMC, beskrevet av Chen et al. [9] og Johansen et al. [49]. Substratet spaltes av legumain
0og AMC (4-metyl-7-kumaryl-amid) er "leaving group". AMC har hgyere fluorescens nar det

er fritt, enn nar det er bundet til resten av peptidet.

Pragvene (20 pl) og blindprave (20 ul lysisbuffer) tilsettes i triplikater i et svart 96-brgnners-
brett. Brettet settes inn mikroplateleser (Wallac Victor® 1420 Multilabel Counter) hvor 100 pl
assaybuffer (vedlegg) med reduksjonsmiddel (ditiotreitol, DTT) tilsettes hver brgnn slik at
cysteinproteasen blir aktiv. Rett far malingen tilsettes 50 I substratopplgsning (vedlegg) slik
at sluttkonsentrasjon i brgnnen blir 10 puM. Brettet ristes i ti sekunder etter hver av
tilsetningene og i tre sekunder fer malinger. Repeterte malinger ved 360 nm for eksitasjon og
460 nm for emisjon maler gkningen i fluorescens over tid og gkningen i fluorescens pr.
sekund (AF /sek) blir kalkulert [49].
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2.7 Celleviabilitetsmaling

o

Tetrazoliumsalter er av de mest brukte verktgy for 4 male metabolsk aktivitet i ulike
celletyper innen cellebiologi. Tetrazoliumsalter har en positivt ladet kvarternar tetrazolring
med fire nitrogenatomer. Denne ringen er omringet av tre aromatringer med ulike
substitusjonsgrupper. Nar disse forbindelsene reduseres, brytes tetrazolringen, og det dannes
fargete produkter kalt formazaner. Fra en tidlig prototypeforbindelse har det, med mange

modifiseringer, blitt produsert flere forskjellige tetrazoliumforbindelser med ulike egenskaper.

MTT (2-(4,5-dimetyl-2-tiazolyl)-3,5-difenyl-2H-tetrazoliumbromid), en forlgper for MTS
([3-(4-,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboksymetoksyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium)),

har en positiv ladning pa tetrazolringen som muliggjer overfaring over plasmamembranen til
levende celler pa grunn av cellens negative membranpotensial pa innsiden. MTS (figur 2.1)
har derimot en negativt ladet sulfonatgruppe pa en av fenylringene som motvirker denne
positive ladningen, og det dannes et "indre salt”. Sammen med den svakt sure
karboksygruppen blir overfgring over plasmamembranen vanskelig. Likevel er det vist at
MTS i en viss grad kan krysse plasmamembranen, noe som kan komme av at de generelle

lipofile egenskapene til dels kan motvirke noe av den svake negative ladningen [50].

OCH,COOH SOT OCH,COOH

3 SO5
N\
A : ©\(N\N‘O
/ \

NN S, cH, NCH S o

N /
Ha CHa

MTS > Formazan

Figur 2.1. Struktur av MTS-reagens og dens omdanning til farget formazanprodukt.

Figur 2.2 viser intracellular og ekstracelluler reduksjon av tetrazoliumsalter representert ved
MTT og den lgselige, negativt ladede WST-1 (natrium 5-(2,4-disulfofenyl)-2-(4-jodfenyl)-3-
(4-nitrofenyl)-2H-tetrazolium indre salt). Intracelluleer reduksjon av MTT skjer ved hjelp av
flere ulike reduserende forbindelser, men NADH har vist seg & veere den favoriserte

forbindelsen som elektrondonor. WST-1 reduseres ekstracelluleert og krever en intermediger
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elektronakseptor, i dette tilfelle representert ved mPMS, som plukker opp elektroner ved
celleoverflaten, danner et radikal-intermediat og videre kan redusere tetrazoliumforbindelsen.
Pa grunn av sin struktur reduseres MTS-reagenset i starst grad ekstracellulert ved hjelp av en
intermediger elektronakseptor og elektroner fra intracelluleer NADH, men noe intracelluler

reduksjon kan ogsa veere mulig [50].

H,0, W WST-10x
X SOD

superoxide +—— mPMS°* mPMSred

Yem* extracellular
AW¥rm =30 t0 60 mv Ubiquinone plasma
Yem™ 7 N cytoplasm

AW¥MT=150t0 170 mV Pur™

MTTred
various
pyruvate substrates
] MTTOX
glucose

Figur 2.2. Foreslatte mekanismer for ulike tetrazoliumforbindelser. MTT reduseres intracellulzrt,
hovedsakelig av elektrondonoren NADH. WST-1 reduseres ekstracelluleert ved hjelp av en intermediger
elektronakseptor mPMS [50].

Celleviabilitet i disse forsgkene er malt ved hjelp av MTS hvor 20 pl MTS-reagens tilsettes
cellene i et 96-brgnnersbrett. Cellene inkuberes i varmeskap og absorbans males ved 490 nm i
mikroplateleser én gang per time i fire timer. Alle brett inneholder blindpraver, det vil si
brgnner med kun cellemedium og MTS-reagens, for & kunne korrigere for absorbans fra

uomdannet MTS-reagens i mediet.

2.8 Elektroforese og immunoblotting

Cellelysater fra celleforsgk ble forberedt for elektroforese og immunoblotting. Grunnet hgyt
legumaininnhold i M38L-cellelinjen ble det valgt kun 1,5 pg som proteinmengde til hver
brgnn i elektroforesegelen. Utregnet fra totalproteinmalinger, fortynnes riktig volum av
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lysatet i lysisbuffer slik at totalvolum blir 13 pl. Dette tilsettes 5 pl av 4 x Sample Buffer og 2
ul av 0,5 M DTT, blandes pa vortex og varmes i 10 minutter ved 70 °C (elektroforeseprave;
vedlegg) fer prevene er klare for applikasjon pa polyakrylamidgelen (NUPAGE® 4-12 %
Bis-Tris Gels). Varming med DTT tilstede denaturerer proteinene ved at disulfidbindingene i

proteinstrukturen brytes.

Gelen settes pa forhand i et elektroforesekar som fylles med 800 ml elektroforesebuffer
(vedlegg) og 500 pl antioksidant (NUPAGE® Antioxidant) fer preve (15 ul), proteinstandard
eller rekombinant legumain tilsettes brgnnene. Natriumdodekylsulfat (SDS) denaturerer
proteinene ytterligere og gir dem en uniform negativ ladning, slik at de vandrer etter starrelse
og ikke den primere ladningen. Antioksidant tilsettes for & holde proteinene i redusert
tilstand. Elektroforesen gar med 200 volt i 50 minutter og proteinene separeres ved at de

minste proteinene vandrer lengst.

Proteinene overfares til en nitrocellulosemembran ved hjelp av blottebuffer (vedlegg) og en
blottemaskin med 32 mA per gel i cirka 90 minutter. Membranen blokkes sa i blotto (vedlegg)
for & blokkere ikke-spesifikk binding til membranen. Membranen har en stor evne til & binde
proteiner og siden antistoffene i seg selv er proteiner, ma denne interaksjonen blokkeres slik
at antistoff kun bindes til malproteinet. Membranen inkuberes med primeerantistoff over natt
pa kjelerom og i 1 time med sekunderantistoff neste dag. Tabell 2.3 viser oversikt over
primer- og sekundaerantistoff som ble brukt. Primaerantistoff er spesifikt for det proteinet vi
gnsker & detektere og sekundeerantistoff er spesifikt for primarantistoffet. Sekundaerantistoff
er konjugert med enzymet horseradish peroxidase (HRP) som i kompleks med "Supersignal®
West Dura Extended Duration"-reagens detekteres av Molecular Imager® ChemiDoc™
XRS".

Stripping og reblotting av membranene ble gjort slik at deteksjon for caspase-3, legumain og
GAPDH ble gjort pa de samme membranene. Membranene ble kvantifisert og korrigert for
"loading" ved hjelp av GAPDH som "housekeeping-kontroll*.

| de ulike forsgkene med biotin-VAD-fmk (hele celler og cellelysatforsgk) ble det ikke
korrigert for totalprotein fer prgvene ble forberedt til elektroforese. Dette betyr at 13 pl lysat
uten fortynning i lysisbuffer ble brukt til a lage elektroforesepravene (vedlegg), far samme
prosedyre som tidligere ble fulgt videre. Disse membranene ble fremkalt direkte med

sekundeerantistoff anti-biotin HRP-antistoff, og reblottet med Streptavidin-HRP-antistoff uten
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inkubering med primerantistoff. Deretter ble disse membranene reblottet for deteksjon av

legumain pa vanlig mate.

Tabell 2.1. Oversikt over primeer- og tilhgrende sekunderantistoffer.

Protein Primerantistoff Fortynning Sekundeerantistoff Fortynning
Legumain Geit anti-human 1:1000 Kanin anti-geit 1:5000
polyklonalt antistoff mot immunoglobulin/HRP
legumain
GAPDH Mus anti-human 1:10000 Geit anti-mus 1gG (H+L)- 1:1500
monoklonalt antistoff HRP-Konjugat
mot GAPDH
Caspase-3 Geit anti-human 1:400 Kanin anti-geit 1:5000
polyklonalt antistoff mot immunoglobulin/HRP
caspase-3
Streptavidin - Streptavidin 1:1000
Horseradish peroxidase
(HRP) conjugated
Biotin-VAD-fmk - Anti-biotin HRP- antistoff 1:1000

2.9 Statistiske analyser

Resultatene i denne oppgaven er oppgitt som gjennomsnitt + standardfeil (SEM) eller relative
gjennomsnitt + SEM sammenlignet med kontroll. Gjennomsnittsverdiene er beregnet fra

parallellene i forsgkene og antall forsgk (n) varierer fra 1-6.

I celleviabilitetsmalingene er to-utvalgs t-test (paret t-test) brukt for & undersgke om de
observerte forskjellene mellom celletyper, kolkisinforbindelser og/eller tilsetninger er
statistisk signifikante. To-utvalgs t-test (uparet t-test) ble benyttet der antall paralleller ikke
var likt mellom de to utvalgene som ble sammenlignet. Signifikansniva er definert som p <

0,05 og alle de statistiske analysene ble utfart ved hjelp av GraphPad Prism.

For & beregne ICss- og ICso-verdier ved hjelp av GraphPad Prism ble ikke-linesr

regresjonsanalyse benyttet siden dataene ikke viste en lineser sammenheng.
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3 Resultater

3.1 Kolkisinforbindelser reduserer celleviabilitet til
HEK293- og M38L-celler

Forskjellige studier har undersgkt om en prodrug-strategi kan gi en mindre generell toksisitet
av flere legemidler mot kreft. | denne studien ble det undersgkt om et prodrug av kolkisin som
spaltes av legumain kunne inkluderes i en slik strategi. Her har det blitt studert forskjellen
mellom ulike kolkisinforbindelser pd de to cellelinjene HEK293 og M38L (legumain-
overuttrykkende HEK293 celler).

Celleviabiliteten til de tre aktuelle substansene kolkisin, kolkisin-valin og kolkisin-prodrug
ble malt ved tilsetning av MTS-reagens og absorbansmaling (2.7). Etter stimulering med
forskjellige konsentrasjoner av kolkisin ble det observert at kolkisinbehandling ga en redusert
viabilitet ved lave konsentrasjoner, og uten signifikant forskjell mellom de to celletypene
(figur 3.1A). En ICss-verdi (75 % celleviabilitet) pa 0,017 og 0,022 uM for henholdsvis
HEK293- og M38L-celler viste at dette er et toksisk stoff i lave konsentrasjoner for begge
celletypene (tabell 3.1). ICs5 ble brukt som mal for lettere & kunne skille mellom effekten

forbindelsene hadde ved lave konsentrasjoner pa de to celletypene.

Tabell 3.1. Celleviabilitet oppgitt som ICs5- og ICso-verdier for ulike kolkisinforbindelser. For de tre
kolkisinforbindelsene ble henholdsvis IC+5- 0g 1Cso-verdier beregnet for begge celletypene ved hjelp av fire-
parametrisk metode i GraphPad Prism. Tabellen angir beregnede verdier basert pa gjennomsnittsverdier fra
parallelle maélinger innad i hvert forsgk. Ratioberegningene viser endringene i konsentrasjon av
kolkisinforbindelsene for 75 % eller 50 % celleviabilitet i forhold til kolkisinbehandling (kontroll).

HEK?293 M38L HEK293 M38L

1Cso ICss ICso ICss 1Cso ICss 1Cso ICss

(UM) (UM) (UM) (UM) (ratio) | (ratio) | (ratio) | (ratio)
Kolkisin 0,0240 | 0,017 0,040 0,022 1,0 1,0 1,0 1,0
Kolkisin- 0,267 0,080 0,435 0,199 11,2 4,7 10,9 9,0
valin
Kolkisin- 2,56 1,44 2,73 0,215 107 85,1 68,4 9,8
prodrug

Stimulering med ulike konsentrasjoner av kolkisin-valin og tilsvarende inkuberingsbetingelser

som for kolkisin, ga en toksisk effekt ved en hgyere konsentrasjon enn kolkisin, og de to
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celletypene responderte pad samme mate (figur 3.1B). En IC7s-verdi pa 0,08 og 0,20 uM for de
to celletypene (tabell 3.1) viste at nar kolkisin ble konjugert med valin ble toksisiteten

redusert med henholdsvis fem og ti ganger.

Tilsvarende forsgk ble gjort for kolkisin-prodrug og det ble observert en ytterligere reduksjon
i toksisitet for de to celletypene (figur 3.1C). En ICs-verdi pa 1,44 uM for HEK293- og 0,20
UM for M38L-celler (tabell 3.1) viste at kolkisin-prodrug var syv ganger mer toksisk for
celletypen som overuttrykker legumain. Ved konsentrasjonene 0,1 og 0,5 puM kolkisin-
prodrug var forskjellene i viabilitet signifikante. 1Cso-verdier ble ogsa kalkulert, og disse viste
at kolkisin-prodrug ga en 107 ganger hgyere ICso-verdi enn kolkisin i HEK293 og 68 ganger
hagyere verdi i M38L (tabell 3.1).
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Figur
3.1. Effekt av kolkisinforbindelser pa celleviabiliteten til HEK293- og M38L-celler. HEK293 og M38L (20
000 celler/brgnn) ble dyrket i 96-brgnnersbrett i 24 timer og deretter inkubert i 48 timer med ulike
konsentrasjoner av enten kolkisin (A; 0-500 pM; n=3), kolkisin-valin (B; 0-50 puM; n=3) eller kolkisin-prodrug
(C; 0-100 uM; n=6; * p<0,05 vs. M38L, t-test). D) Kolkisin, kolkisin-valin og kolkisin-prodrug (0-10 pM).
MTS-reagens ble tilsatt hver brgnn og absorbans ble malt ved 490 nm etter 4 timer. Figuren viser

gjennomsnittlig celleviabilitet £ SEM i prosent av ustimulert kontroll.
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3.2 Ulik effekt av kolkisinforbindelser pa
celleviabilitet til HCT-116-celler

Det var gnskelig a teste kolkisinforbindelsene i flere celletyper for & fa et bredere bilde av
forbindelsenes toksiske effekter. Derfor ble det ogsa utfert forsgk pa celleviabiliteten til
tykktarmskreftcellelinjen HCT-116 etter behandling med kolkisin-valin og kolkisin-prodrug.
Inkuberingsbetingelsene var tilsvarende som ved forsgk med HEK293-cellelinjene og
konsentrasjonene som ble brukt var 0-10 uM av begge forbindelsene. Ved konsentrasjonene
0,1 uM, 0,5 uM og 1,0 uM var forskjellene mellom kolkisin-valin og kolkisin-prodrug
signifikante (figur 3.2)
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-®- Kolkisin-prodrug
-# Kolkisin-valin

Celleviabilitet (% av kontroll)
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Figur 3.2 Effekt av kolkisin-valin og kolkisin-prodrug pa cellelinjen HCT-116. HCT-116-celler (20 000
celler/brgnn) ble dyrket i 96-brannersbrett i 24 timer og deretter inkubert i 48 timer med ulike konsentrasjoner av
enten kolkisin-valin eller kolkisin-prodrug. MTS-reagens ble tilsatt hver brgnn og absorbans ble malt ved 490
nm etter 4 timer. Figuren viser gjennomsnittlig celleviabilitet + SEM i prosent av ustimulert kontroll (n=3;
*p<0,05 vs. kolkisin-valin, t-test).

Det ble beregnet IC;s-verdier for de to kolkisinforbindelsene. Disse viste at en 25 %
reduksjon i celleviabilitet fant sted ved 0,074 uM for kolkisin-valin og ved 3,81 uM for
kolkisin-prodrug, noe som bekreftet at ogsa i denne celletypen var kolkisin-prodrug betydelig

mindre toksisk enn kolkisin-valin.
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3.3 Cystatin E/M beskytter mot den toksiske
effekten av kolkisin-prodrug

Endogene hemmere av legumain er type 2-cystatinene. Av type 2-cystatinene er cystatin E/M
den mest potente med en Ki-verdi pa 1,6 pM, mens cystatin F og C har en Ki-verdi pa
henholdsvis 0,2 og 10 nM [21]. Det var derfor interessant a finne ut om tilsetning av cystatin
E/M til HEK293- og M38L-celler ga mindre toksisitet av prodruget som spaltes av legumain.
HEK293- og M38L-celler ble inkubert med ulike konsentrasjoner av kolkisin-prodrug (0-10
UM) med eller uten 50 % kondisjonert medium fra M4C-celler (HEK 293 celler som
overuttrykker og sekrerer cystatin E/M) eller tilsvarende medium fra HEK293-celler. Det ble
observert en beskyttende effekt mot prodrugets toksiske effekter ved bruk av medium som
inneholdt cystatin E/M (figur 3.3). Konsentrasjonene 5 og 10 uM kolkisin-prodrug viste at
den toksiske effekten var lavere hos celletypene som mottok cystatin E/M og ved 5 uM
kolkisin-prodrug var forskjellen mellom M38L-celler med og uten tilsetning av cystatin E/M
signifikant.
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Figur 3.3. Effekt av tilsetning av cystatin E/M pa celleviabilitet til HEK293- og M38L-celler behandlet
med Kolkisin-prodrug. HEK293 og M38L (20 000 celler/brgnn) ble dyrket i 96-brgnnersbrett i 24 timer og
deretter inkubert med ulike konsentrasjoner av kolkisin-prodrug + 50 % kondisjonert medium fra M4C-celler
(cystatin E/M) i 48 timer eller tilsvarende medium fra HEK293. Absorbans ved 490 nm ble malt 4 timer etter
tilsetning av MTS-reagens til hver brgnn (n=3; *p<0,05 mot M38L-celler med vs uten cystatin E/M, t-test).

Figuren viser gjennomsnittlig celleviabilitet + SEM i prosent av ustimulert kontroll.
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3.4 Endocytosehemmeren Dyngo4a reduserer den
toksiske effekten av 10 uM kolkisin-prodrug

Videre ble det undersgkt om endocytosehemmeren Dyngo4a kunne pavirke celledgd som
kolkisin-prodrug forarsaket. Siden det har blitt etablert at kolkisin-prodrug i hgyere
konsentrasjoner pavirket begge celletypene likt, ville tilsetning av Dyngo4a kunne undersgke
en mulig mekanisme for Kkolkisin-prodrugets eventuelle opptak i cellene. Cellene ble
behandlet med enten 0,1 eller 10 uM kolkisin-prodrug sammen med Dyngo4a. En reduksjon i
toksisitet ble vist hos cellene behandlet med 10 puM kolkisin-prodrug etter tilsetning av
gkende konsentrasjoner av Dyngo4a (figur 3.4B). Tilsetning av 10 uM kolkisin-prodrug og
50 uM Dyngod4a viste signifikant forskjell fra kontroll (K) i HEK293. Forsgkene viste ogsa at
0,1 og 0,5 % DMSO (lgsningsmiddel for Dyngo4a) ikke var toksisk for de to celletypene
(figur 3.4C).
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Figur 3.4. Effekt av endocytosehemmeren Dyngo4a pd HEK293- og M38L-celler behandlet med 0,1 og 10
UM kolkisin-prodrug. HEK293 og M38L (20 000 celler/brgnn) ble dyrket i 96-bragnnersbrett i 24 timer for
inkubering i 48 timer med 0,1 uM (A; n=6) eller 10 uM kolkisin-prodrug (B; n=6; *p< 0,05 vs 0 UM Dyngo4a,
uparet t-test) og gkende konsentrasjoner Dyngo4a (0-50 pM). MTS-reagens ble tilsatt hver brgnn og absorbans
ble malt ved 490 nm etter 4 timer. Kontroll (K) ble kun tilsatt 0,1 eller 0,5 % DMSO (A og B). C) 0,1 % vs 0,5
% DMSO. Figuren viser gjennomsnittlig celleviabilitet + SEM i prosent av kontroll.
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3.5 Immunoblott av M38L-cellelysater viser
tilstedeveerelsen av procaspase-3

Caspasene er involvert i mekanismen for apoptose og caspase-3 tilhgrer effektorcaspasene
(caspase-3,-6 og -7). Disse spalter et stort antall cellulere proteiner som trengs for a drive
apoptose fremover. Initiatorcaspasene (blant annet caspase-8, og -9) spalter de inaktive
effektorcaspasene til deres aktive former. Slik aktiveres procaspase-3 til caspase-3 av caspase-
8 [51]. Det var gnskelig a undersgke om behandling med kolkisinforbindelser pavirket
caspase-3-uttrykk hos M38L. Spesifikke antistoffer for deteksjon av caspase-3 ble benyttet og
deteksjon ved 34 kDa ble vist. Dette stemmer overens med sterrelsen for procaspase-3 og
ikke den aktive formen av caspase-3 som har starrelsen 18 kDa (figur 3.5A og 3.5B). Det ble
observert en svak tendens til akkumulering av proformen av caspase-3 etter behandling med
gkende konsentrasjoner av kolkisinforbindelsene (figur 3.5A-E). Samtidig ble det vist noe
forskjellig uttrykk av procaspase-3 etter behandling med kolkisin, kolkisin-valin eller
kolkisin-prodrug. Kolkisin-prodrug viste lavere bandintensitet enn bade kolkisin-valin og
kolkisin ved flere av de tilsvarende konsentrasjonene. | lysatene av celler behandlet med
kolkisin-prodrug ble det ogsa vist klare antydninger til band under 34 kDa, men dette ble ikke
vist for kolkisin-, eller kolkisin-valin-behandling (Figur 3.5B).
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Figur 3.5. Immunoblott av procaspase-3 i M38L-lysater etter behandling med ulike konsentrasjoner av
kolkisinforbindelser. M38L-lysater ble forberedt for elektroforese og 1,5 pg totalprotein ble applisert til hver
brgnn. Blottene ble analysert med primeerantistoff mot caspase-3 og GAPDH. Representative blott er vist for
deteksjon av caspase-3 etter behandling med kolkisin (A og B; 0-0,5 uM; n=2), kolkisin-valin (A; 0-10 pM;
n=2) og kolkisin-prodrug (B; 0-5 uM; n=2). Bandintensitet (i prosent av kontroll +SEM) ble kvantifisert og
relatert til "housekeeping”-kontroll GAPDH for kolkisin (C), kolkisin-valin (D) og kolkisin-prodrug (E).
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3.6 Kolkisinforbindelser hemmer legumainaktivitet i
HEK293- og M38L-celler

HEK?293 og M38L ble stimulert med ulike konsentrasjoner av kolkisin i 24 timer fgr hgsting
og madling av legumainaktivitet i cellelysatene. Det ble observert en nedgang i
legumainaktivitet etter behandling med lave konsentrasjoner av kolkisin (figur 3.6). En 1Csq-
verdi pa 0,028 pM for HEK293 og 0,031 uM for M38L viste at kolkisin hadde lik effekt pa

legumainaktiviteten i de to celletypene (tabell 3.2).
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Figur 3.6 Legumainaktivitet i cellelysater til HEK293 og M38L etter inkubering med gkende
konsentrasjoner av kolkisinforbindelser. HEK293 og M38L (250 000 celler/orgnn) ble sadd ut i 6-
brgnnersbrett 24 timer far cellene ble inkubert i 24 timer med gkende konsentrasjoner av kolkisin, kolkisin-valin
eller kolkisin-prodrug (0-10 uM). Cellene ble deretter tilsatt lysisbuffer (pH 5,8) far legumainaktivitet ble malt
ved hjelp av et fluorescerende peptidsubstrat (Z-Ala-Ala-Asn-AMC). Figuren viser gjennomsnittlig

legumainaktivitet/ug totalprotein £ SEM i prosent av ustimulert kontroll (n=3-4).

Tilsvarende forsgk ble utfart med kolkisin-valin og kolkisin-prodrug. Det ble observert 10-20
ganger gkning i 1Cso-verdiene for kolkisin-valin i forhold til kolkisin med ICso-verdier pa
henholdsvis 0,48 uM og 0,37 uM for HEK293 og M38L (figur 3.6 og tabell 3.2). Tilsvarende
verdier etter behandling med kolkisin-prodrug ga ICso-verdier pa henholdsvis 4,0 og 4,8 UM.
Samlet viste disse eksperimentene at de to celletypene responderte ganske likt med hensyn til
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reduksjon av legumainaktivitet, men at konjugering av kolkisin med valin og et tripeptid

(prodrug) dramatisk reduserte evnen til a pavirke cellenes legumainaktivitet.

Tabell 3.2. ICsq-verdier for kolkisinforbindelsenes effekt pa legumainaktivitet i HEK293 og M38L. Verdiene ble

utregnet ved hjelp av fire-parametrisk fremstilling i GraphPad Prism. Ratioberegningene viser endringene i

konsentrasjon av kolkisinforbindelsene for 50 % legumainaktivitet i forhold til kolkisinbehandling (kontroll).

HEK293 M38L HEK293 M38L
1Cs0 ICs0 1Cs0 ICs0
(UM) (UM) (ratio) (ratio)
Kolkisin 0,028 0,031 1,0 1,0
Kolkisin- 0,48 0,37 17,0 11,9
valin
Kolkisin- 4,00 4,80 143 155
prodrug

M38L-celler ble behandlet med de ulike kolkisinforbindelsene og hgstet til immunoblotting.

Det ble vist en akkumulering av prolegumain (56 kDa) og en nedgang bade i de intermedizere

formene (46/47 kDa) og den modne formen av legumain (36 kDa) ved gkende

konsentrasjoner av alle kolkisinforbindelsene (fig. 3.7A og 3.7B). Bandintensitetsanalysene

viste samme tendens (figur 3.7C, D og E for behandling med henholdsvis kolkisin, kolkisin-

valin og kolkisin-prodrug).
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Figur 3.7 Immunoblott viste at nedgangen i legumainaktivitet skyldtes redusert dannelse av aktiv form.
M38L-cellelysater ble forberedt for elektroforese og 1,5 ug totalprotein ble applisert til hver brgnn. Blottene ble
analysert med primarantistoffer mot legumain og GAPDH. Representative blott for deteksjon av legumain etter
behandling med kolkisin (A og B; 0-0,5 uM; n=2), kolkisin-valin (A; 0-10 uM; n=2) og kolkisin-prodrug (B; O-
5 uM; n=2). Bandintensitet (i prosent av kontroll +SEM) ble kvantifisert ved & relatere intensiteten til

"housekeeping"'-kontroll GAPDH for C) kolkisin, D) kolkisin-valin og E) kolkisin-prodrug.
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3.7 Caspasehemmeren biotin-VAD-fmk reduserer
legumainaktivitet i HEK293, M38L og HCT-116

Det var gnskelig & undersgke om biotin-VAD-fmk, en irreversibel caspasehemmer, ogsa
hemmet legumainaktivitet hos HEK293, M38L og HCT-116. Cellene ble splittet og sadd ut
(2.3.5) tilsvarende tidligere forsgk. Etter inkubering i 24 timer ble brgnnene tilsatt 0,1 %
DMSO (lgsningsmiddel) eller 10 uM av biotin-VAD-fmk. Etter 24 timer ble cellene hgstet
etter prosedyre (2.3.6).

| alle tre celletypene ble det vist en redusert legumainaktivitet i forhold til kontroll, bade for
celleforsgket, hvor behandlingen med biotin-VAD-fmk ble gjort i hele celler, og i
cellelysatforsgket, hvor behandlingen ble gjort etter hgsting ved pH 4,0 (figur 3.9 A, B og C).
Reduksjonen i legumainaktivitet var stgrst i cellelysatforsekene for alle celletypene.
Nedgangen av legumainaktivitet i cellelysatforsgkene hos HEK293, M38L og HCT-116 var
henholdsvis 100, 98 og 103 % mot 76, 18 og 85 % i forsgkene med hele celler.
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Figur 3.9 Legumainaktivitet etter tilsetning av biotin-VAD-fmk til hele celler eller cellelysater. Til
celleforsgket (celler) ble HEK293, M38L og HCT-116 (250 000 celler/brgnn) dyrket i 6-brgnnersbrett i 24 timer
far inkubering i 24 timer med 10 pM biotin-VAD-fmk eller 0,1 % DMSO (kontroll). Deretter ble cellene hgstet i
lysisbuffer pH 5,8 far maling av legumainaktivitet. Til cellelysatforsgket (lysat) ble celler dyrket i 0,1 % DMSO
og hgstet i lysisbuffer pH 4,0. Deretter ble cellelysatene inkubert med 10 pM biotin-VAD-fmk ved 37 °C i1
time og legumainaktivitet ble malt. Figuren viser legumainaktivitet/ug totalprotein for HEK293-celler (A; n=2),
M38L-celler (B; n=2) og HCT-116-celler (C; n=1).
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Cellelysatene fra bade celleforsgket og cellelysatforsgket ble videre brukt til immunoblotting
for & undersgke hva nedgangen i legumainaktivitet kunne skyldes. Streptavidin har hgy
affinitet for biotin og ble derfor forsgkt til deteksjon av biotin-VAD-fmk bundet til legumain.
Av ukjente grunner ble det ikke detektert noen band i fremkallingen (figur ikke vist). Deretter
ble deteksjon med antistoff mot biotin forsgkt, men ogsa dette uten resultat. Ved reblotting
med antistoff mot legumain viste bade figur 3.10A og 3.10B svakere eller fravaerende band
for prolegumain etter hgsting ved pH 4,0 (cellelysat) mot pH 5,8 (hele celler). Celleforsgkene
viste ingen tendens til at biotin-VAD-fmk hemmet autoaktiveringen av prolegumain til aktivt
legumain. | figur 3.10 B ble det ogsa observert at de intermedizre formene av legumain
(46/47 kDa) forsvant helt hos bade HEK293 og HCT-116, noe som ikke var tilfelle hos M38L
(figur 3.10A). Blottene viste altsa fullstendig omdanning av prolegumain til den modne
formen ved 36 kDa i cellelysatforsgkene for HEK293 og HCT-116, men ikke for M38L.

A
pH 5,8 + + + - - -
pH 4,0 - - - + + +
Biotin-VAD-fmk (10 uM) - + + - + +
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— e —56
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Figur 3.10 Immunoblott av cellelysat fra HEK293, M38L og HCT-116 tilsatt biotin-VAD-fmk. Prgver av
HEK293, M38L og HCT-116 (Fig. 3.9) ble forberedt for elektroforese. Blottene ble analysert med
primarantistoff mot legumain. Deteksjon av legumain etter behandling med 10 uM biotin-VAD-fmk i hele celler
og i cellelysat fra M38L (A), HEK293 og HCT-116 (B).
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3.8 Effekt av biotin-VAD-fmk pa celleviabilitet til
HEK?293- og HCT-116-celler etter behandling med
kolkisin-prodrug

Biotin-VAD-fmk reduserte legumainaktivitet hos HEK293, M38L og HCT-116. Derfor ble
det undersgkt om denne irreversible caspasehemmeren ogsa kunne pavirke toksisiteten av
kolkisin-prodrug pa HEK293 og HCT-116. Etter stimulering og inkubering i 48 timer med
kolkisin-prodrug med eller uten biotin-VAD-fmk eller 0,1 % DMSO (kontroll) ble viabiliteten
malt. Forbehandling av cellene med biotin-VAD-fmk sa ikke ut til & beskytte de to
celletypene mot toksisiteten av kolkisin-prodrug i forhold til kontroll (figur 3.8), men for fa
forsgk har blitt utfart til a gjare statistiske analyser.
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Figur 3.8 Effekt av biotin-VAD-fmk tilsatt HEK293 og HCT-116 sammen med gkende konsentrasjoner
kolkisin-prodrug. HEK293 og HCT-116 (20 000 celler/brgnn) ble dyrket i 96-brgnnersbrett i 24 timer sammen
med enten 10 uM biotin-VAD-fmk eller 0,1 % DMSO. Deretter ble cellene inkubert i 48 timer med ulike
konsentrasjoner av kolkisin-prodrug i tillegg til 10 uM biotin-VAD-fmk eller 0,1 % DMSO. MTS-reagens ble
tilsatt hver brenn og absorbans ble malt ved 490 nm etter 4 timer. Kontroll (O uM prodrug) ble tilsatt kun 10 pM
biotin-VAD-fmk eller 0,1 % DMSQO. Figuren viser gjennomsnittlig celleviabilitet £ SEM i prosent av kontroll
(n=2).
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4 Diskusjon

Kreft er den vanligste dedsarsaken etter hjerte- og karsykdommer i Norge, og de vanligste
kreftformene er prostata hos menn, brystkreft hos kvinner, lungekreft, tykktarm- og
endetarmkreft hos begge kjgnn [52]. Nye legemidler og strategier er hele tiden i sgkelyset for
a forbedre kreftbehandlingen. Virkningen av legemidler pa markedet i dag begrenses av sin
generelle toksisitet overfor normalvev [41, 43], resistensutvikling [41] og noen ogsa av

fysikalsk-kjemiske egenskaper som for eksempel darlig vannlgselighet [43].

@kt uttrykk av proteaser og nedregulering av proteaseinhibitorer observeres ofte i
kreftsvulster. Flere studier har vist overuttrykk av cysteinproteasen legumain i krefttyper som
bryst- [3], prostata- [3, 20] og tykktarmssvulster [3, 53], samtidig som gkt legumainuttrykk
korrelerer med svulstinvasjon og metastase in vivo. Blant annet kan legumain spalte pro-
MMP-2 til aktiv MMP-2 etter spaltning ved aminosyren asparagin (Asn). MMP-2 kan bryte
ned ekstracelluleer matriks (ECM)-proteiner og dermed fremme vevsinvasjon [54]. Studier har
vist at pasienter med lavt legumainuttrykk i kreftsvulster generelt har en bedre prognose [20].

Mikrotubuli er en av hovedkomponentene i cytoskjelettet i eukaryote celler, og de har en
viktig rolle i organisering av cellulere prosesser som bevegelse, signalering, celledeling og
intracelluleer transport. Den dynamiske ustabiliteten til mikrotubuli er viktig for disse
funksjonene, spesielt under mitose nar datterkromosomene fordeles. Taksanene og vinka-
alkaloidene er legemidler som binder til B-tubulin, og de er mye brukt i onkologien i dag. Men
som ved annen kjemoterapi er resistens via P-glykoprotein et problem [55]. Pa grunn av bade
suksessen, men ogsa begrensningene antimitotiske legemidler har i kreftterapi, har sgkelyset
veert rettet mot nye antimitotiske legemidler. Et fokus er muligheten for binding til B-tubulin

og spesielt til kolkisins bindingssete [25, 55, 56].

Det er tidligere undersgkt om det kan syntetiseres forbindelser som binder til samme sete som
kolkisin pa B-tubulin, men som vil gi lavere generell toksisitet i normalvev. En slik
forbindelse er Combretastatin A-4 (CA4)-prodrug og dens fosforylerte form CA4P som
hydrolyseres av fosfastaser in vivo. P4 denne maten frigis aktivt stoff som virker ved a
gdelegge blodarer i svulsten [25, 57]. Derivater av kolkisin og ulike prodrugs av
kolkisinforbindelser har ogsa blitt undersgkt [25, 40]. Et eksempel er ZD6126, et vannlgselig
fosfatprodrug av N-acetylcolchinol som spaltes av fosfataser og frigir aktiv forbindelse, ogsa
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med virkning mot mikrotubuli i blodarer [58]. ZD6126 kom til fase Il i klinisk utprgvning,
men studien matte avsluttes pa grunn av toksisk effekt pa hjerte- og karsystemet ved

terapeutiske doser [25].

Som tidligere nevnt har flere studier ogsa undersgkt mulighetene for bruk av legumain som
enzymatisk mal i en prodrug-strategi ved kreftbehandling. | denne oppgaven var det
interessant & studere et kolkisin-prodrug med en peptidsekvens (Suc-Ala-Ala-Asn-Val) som
antas a bli spaltet av legumain in vivo. Oppgaven ble gjennomfart som et samarbeid mellom
var forskningsgruppe (ProTarg), farsteamanuensis Pal Rongved og doktorgradsstipendiat O.
Alexander H. Astrand ved Avdeling for farmasgytisk kjemi, Farmasgytisk institutt,
Universitetet i Oslo. Syntesen av kolkisin-valin og det aktuelle prodruget er beskrevet i
masteroppgaven "Syntese og biologisk evaluering av nye legumainsubstrater med
antineoplastisk effekt, som mulige selektive hemmere av tumorvekst" utfgrt av Luan Minh
Nguyen (2012).

4.1 Valg av cellemodeller

| oppgaven ble det valgt en monoklonalt transfektert HEK293-cellelinje som overuttrykker
legumain (M38L). I tillegg ble det brukt kondisjonert medium fra en cystatin E/M-
overuttrykkende HEK293-cellelinje (M4C). Kontroll-cellelinjen var utransfekterte HEK293-
celler. HEK293-cellelinjen er lett & vedlikeholde, er rask i vekst og har evne til & produsere
modne og funksjonelle proteiner [45]. Sammen med utransfektert HEK293 som kontroll
utgjer M38L en velegnet cellemodell for & studere effekter av legumain ved behandling med

kolkisin-prodrug.

4.2 Celleviabilitet

Kolkisin har et smalt terapeutisk vindu og pa grunn av store individuelle variasjoner i
biotilgjengelighet, er det vanskelig & oppgi absolutte verdier for ikke-toksiske, toksiske og
dadelige doser [59]. Litteraturen oppgir likevel en generell toksisk dose pa rundt 0,5 mg/kg
[40, 59] og dedelig dose pa 0,8 mg/kg av kolkisin [32, 59]. Det oppgis i prekliniske data fra
kreftmodeller at det kreves kolkisindoser pa over 5 mg/kg for en signifikant reduksjon i
blodperfusjonen til svulster [40].
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| denne oppgaven ble det undersgkt hvordan kolkisin pavirker celleviabiliteten til HEK293-
og M38L-celler i forhold til et kolkisin-prodrug (Suc-Ala-Ala-Asn-Val-kolkisin). | prodruget
er en peptidsekvens koblet pa kolkisin og denne peptidsekvensen gjenkjennes av og spaltes av
legumain [42]. Hypotesen var derfor at M38L er mer fglsom enn HEK293 for kolkisin-
prodrug, siden M38L overuttrykker legumain. Grunnet substratspesifisiteten legumain har for
spaltning karboksyterminalt for asparagin (Asn) vil aminosyren valin (Val) fortsatt veere

bundet til kolkisin etter spalting. Kolkisin-valin er derfor ogsa inkludert i studien.

IC75 (75 % celleviabilitet) ble valgt som beste mal for & sammenligne forskjellen mellom de
to celletypene etter behandling med kolkisinforbindelsene. IC-s-verdier pa 1,44 uM prodrug i
HEK293 og 0,215 uM prodrug i M38L viser at kolkisin-prodrug er omtrent syv ganger mer
toksisk for cellene som overuttrykker legumain. Med tanke pa peptidsekvensen (Suc-Ala-Ala-
Asn-Val) i prodruget og substratspesifisiteten til legumain, er det narliggende a tenke at
prodruget har blitt spaltet til kolkisin-valin i starre grad i M38L enn i HEK293.

Andre studier oppgir oftest ICso-verdier for forbindelser som undersgkes. Det er her valgt &
ogsd oppgi ICse-verdier da disse bedre illustrerer forskjellen mellom de ulike
kolkisinforbindelsene. 1Csp-verdier oppgitt som ratioberegninger i forhold til kolkisin som
kontroll, viser at kolkisin-prodrug er 107 ganger mindre toksisk enn kolkisin i HEK293 og 68
ganger mindre toksisk enn kolkisin i M38L. | motsetning viser kolkisin-valin bare 10-11
ganger lavere toksisitet i forhold til kolkisin. Disse beregningene viser en lavere toksisitet av

kolkisin-prodrug i forhold til kolkisin, noe som var den gnskede effekten.

Nedgang i viabilitet etter behandling med kolkisin-valin kom ved en hgyere konsentrasjon
enn ved behandling med kolksin. Dette viser at kolkisin-valin er mindre toksisk enn kolkisin.
En teori kan veere at kolkisin-valin er substrat for eksopeptidaser i cellene, og ved avspaltning
av valin kan kolkisin frigjgres og uteve sin toksiske virkning. | det lave
konsentrasjonsomradet vil lite kolkisin ha blitt frigjort, men ved hgyere konsentrasjoner vil
mer ha blitt dannet. Derfor vil effektene etter hvert nd samme niva for kolkisin-valin som for

kolkisin.

Cellepermeabilitet av de tre forbindelsene er viktig i denne sammenhengen. Kolkisin-valin er
mest lipofil, deretter kommer kolkisin og til slutt kolkisin-prodrug som er en hydrofil
forbindelse. Dersom dette betyr at kolkisin-valin gar lettest over cellemembranen, tyder ogsa

dette pa at kolkisin-valin enten er en mindre potent forbindelse med tanke pa interaksjon med
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B-tubulin og effekt pa celleviabilitet eller at det farst ma spaltes til kolkisin intracellulzrt far

den toksiske effekten inntrer.

| litteraturen er det tidligere blitt beskrevet legumainbaserte-prodrugs av doksorubicin,
etoposid og auristatin som alle tre spaltes til aktive forbindelser av legumain [3, 41, 43, 44].
Bade i studiene for doksorubicin og etoposid ble ogsa HEK293 og legumain-overuttrykkende
HEK?293-celler brukt som cellemodeller og tetrazoliumssalter brukt til viabilitetsmalinger,
slik som i denne Masteroppgaven. Likheter i resultatene som kan sammenlignes er den
generelt lavere toksisiteten prodrugene viser i HEK293 sammenlignet med legumain-
overuttrykkende celler. Talleksempler viste en ICso-verdi pa >100 uM mot 3,2 pM for
doksorubicin-prodrug og >100 uM mot 0,7 uM for etoposid-prodrug. | tillegg er det i

litteraturen bekreftende resultater for denne prodrug-strategien in vivo i mus [41, 44].

Ved lave konsentrasjoner under 1 pM av kolkisin-prodrug er effekten pa celleviabilitet
tilnermet stabil far nedgangen vises mellom 1 og 5 puM. Det kan spekuleres i om det er en
heterogenitet innad i cellepopulasjonen slik at cellene kan ha noe ulike egenskaper. |
celledelingen fordeles endosomer og lysosomer mellom to datterceller og Bergeland et al. har
vist at antallet endosomer/lysosomer i dattercellene blir omtrent halvert etter celledeling [60].
Studien viste at antallet tidlige endosomer gkte i dattercellen nar endocytose ble gjenopptatt
etter cytokinesen (siste stadium av celledeling; fordeling av cytoplasma), og at disse
sannsynligvis modnes videre til sene endosomer og lysosomer. En hypotese kan veere at nar
cellene befinner seg i ulike stadier av cellesyklus kan muligens dattercellene fra en celle som
nettopp var i celledelingsfasen ha feerre lysosomer, ha lavere aktivitet av legumain, og dermed
en darligere evne til & spalte kolkisin-prodrug til aktiv forbindelse. P4 denne maten vil disse
cellene kunne bli mindre pavirket av kolkisin-prodrug enn cellene som er i en annen del av
cellesyklus og mulig har flere lysosomer. En annen hypotese for denne heterogeniteten er at
siden HEK293 og M38L er adherente celler kan det veere at det dannes sure mikrodomener
mellom tettvokste celler i direkte kontakt med hverandre eller mot plastbunnen i
dyrkningsbrettet slik som tidligere vist for adherente osteoklaster i kontaktsonen mot
dyrkningsskaler [61]. Pa denne maten dannes det omrader med lav pH ekstracelluleert som

fremmer spaltning av sekrert prolegumain.

Det var i tillegg enskelig a studere effektene av kolkisin-prodrug i en kreftcellelinje. Dette ble

gjort for & undersgke om effektene var sammenlignbare mellom ikke-kreftcellelinjer
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(HEK293 og M38L) og tykktarmskreft-cellelinjen HCT-116. Det ble kun beregnet 1C;s-
verdier for HCT-116 ettersom ICs ikke ble oppnadd. ICss-verdier pa 0,074 og 3,80 uM for
henholdsvis kolkisin-valin og kolkisin-prodrug er ssmmenlignbare med verdiene for HEK293
(henholdsvis 0,080 og 1,44 uM).

Dersom det er slik at legumainaktivitet er ngdvendig for kolkisin-prodrugets effekt var det
interessant a undersgke om hemming av legumain ville beskytte cellene mot den toksiske
effekten. Som den mest potente endogene hemmeren av legumain, med en Ki-verdi pa 1,6 pM
[21], ble cystatin E/M valgt. Resultatene viste at ved 5 uM prodrug var forskjellene mellom
med og uten tilsetning av cystatin E/M signifikante i M38L. For 10 uM prodrug ble det ikke
utfart statistisk analyse grunnet for fa paralleller, men de observerte effektene styrker tanken
om at legumainaktivitet er ngdvendig for prodrugets effekt. | tillegg ble det utfart
celleviabilitetsforsgk med kolkisin-prodrug pa M4C-cellelinjen (HEK293-celler som
overuttrykker cystatin E/M) i sammenligning med HEK293 (utfert av Hilde Nilsen). En klar
tendens til forskjell i celleviabilitet mellom celletypene, hvor M4C var minst falsom, styrker

ogsa teorien om at legumain er involvert i prodrugets spaltning og effekt.

4.3 Endocytose

Endocytose er en samlebetegnelse pa mekanismer for opptak i en celle. Dette skjer ved at
cellemembranen danner en innbuktning som etter hvert avsngres [62]. Endocytose kan skje
via flere ulike mekanismer og deles ofte inn i clathrin-avhengige og clathrin-uavhengige
mekanismer [63]. Den clathrin-avhengige endocytosen tar opp materiale til cellen fra
overflaten ved a bruke clathrin-dekkede vesikler og denne typen endocytose brukes av alle
eukaryote celler [64]. Mekanismen er blant annet avhengig av GTPasen dynamin for
avsngring av vesiklene [63, 64], men dynamin er ogsa involvert i flere former for cellulaer

endocytose enn den clathrin-avhengige [64].

Dyngo4a er en potent dynamin-hemmer som har vist seg blant annet & kunne hemme
botulinumtoksin type A-endocytose i neuroner [65]. Kolkisin-prodrug er en hydrofil
forbindelse og sett i sammenheng med den toksiske effekten, var det derfor interessant a
undersgke om opptaket i celler skyldtes endocytose. @kende konsentrasjoner av Dyngo4a ble
tilsatt HEK293 og M38L samtidig som disse ble behandlet med kolkisin-prodrug. Resultatene
etter behandling med Dyngo4a ga en klar indikasjon pa at endocytose er involvert i opptaket
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av og dermed effekten av prodruget i bade HEK293 og M38L. Dette tyder pa at spaltningen,
eller i det minste noe av spaltningen av kolkisin-prodrug, skjer intracellulert. Ved 50 puM
Dyngo4a og 10 pM Kkolkisin-prodrug var forskjellen i forhold til kontroll signifikant i
HEK?293.

4.4 Biotin-VAD-fmk som legumainhemmer

Rozman-Pungercar et al. har vist at flere caspasehemmere man tidligere trodde var spesifikke,
ogsa kan hemme aktiviteten av enkelte cathepsiner og legumain [66]. Biotin-VAD-fmk
(biotin-Val-Ala-Asp(Ome)-fluormetylketon) er et slikt eksempel. Konjugeringen med biotin
gir muligheten for deteksjon med for eksempel streptavidin, et biotin-bindende protein.
Fluormetylketon gir fordeler som lipofilisitet og god penetrering av membraner [67], samtidig
som den danner en irreversibel og kovalent binding med det aktive setet til enzymet. Som en
parallell til forsgk med cystatin E/M var det interessant & undersgke om biotin-VAD-fmk
kunne hemme legumain og dermed motvirke spaltningen og toksisiteten av kolkisin-prodrug.
Farst matte det undersgkes om caspasehemmeren faktisk hemmet legumain og dette ble utfart
i HEK293, M38L og HCT-116. Tilsetningen av biotin-VAD-fmk ble enten gitt til celler i
kultur eller direkte til cellelysat etter hgsting ved pH 4. Tidligere studier har vist at legumain
ogsa kan spalte karboksyterminalt for aminosyren aspartat (Asp) ved sur pH [8]. Dette
kommer av at ved sur pH vil Asp vare i protonert form og dermed likne pa asparagin (Asn).
Siden biotin-VAD-fmk inneholder Asp ble en lavere pH-verdi enn ved tidligere cellehgsting
(pH 5,8) valgt for a gjgre hemmeren mer favorisert for legumain. Resultatene viste en klar
hemming av legumain, men i starre grad i cellelysat enn i hele celler og dette statter at
legumain kan spalte karboksyterminalt for protonert Asp.

Immunoblott fra de samme forsgkene med biotin-VAD-fmk ble forsgkt fremkalt med
streptavidin som har hgy affinitet for biotin og med antistoff mot biotin. Av ukjente arsaker
ble begge disse uten resultat. Fremkalling med antistoff mot legumain viste derimot at for
HEK293 og HCT-116 hgstet i pH 4 forsvant proformen (56 kDa) av legumain. Forklaringen
kan veere at ved den sure pH-verdien fremmes prosesseringen av prolegumain. For M38L ble
deteksjonen av proformen kun svakere. Dette kan komme av det hgye uttrykket av legumain i
M38L slik at ikke all prolegumain ble prosessert i tidsintervallet (24 timer) for forsgkene. |
HEK?293 og HCT-116 ble det i tillegg observert at starrelsen pa aktivt modent legumain (36

kDa) hadde noe hgyere molekylvekt (37 kDa) i cellene og lysatene som ble behandlet med
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caspasehemmeren, i forhold til de som ikke ble det. En teori for dette er at biotin-VAD-fmk er
bundet til modent legumain slik at molekylvekten gker. En annen teori kan veere at biotin-
VAD-fmk har hemmet legumain og dermed den autokatalytiske aktiviteten. Pa denne maten
vil den Asp-baserte klayvningen ved Asp® (fra 47 til 46 kDa) ikke skje. Dette vil fore til at
den videre prosesseringen fra C-terminal ende blir gjort pa 47 kDa- til 37 kDa-legumain, og
ikke fra 46-kDa til 36 kDa-legumain. Ettersom inkubering med streptavidin og antistoff mot
biotin ikke ga noe resultat er det vanskelig a trekke en konklusjon angaende hvilken av

teoriene som er mest sannsynlig.

Celleviabilitet ble analysert for HEK293 og HCT-116 etter behandling med kolkisin-prodrug
med eller uten tilsetning av biotin-VAD-fmk. Beskyttelse mot prodrugets toksiske effekter var
forventet, men av ukjente arsaker sa ikke tilsetning av biotin-VAD-fmk ut til 4 beskytte de to
celletypene. Kun to forsgk ble utfart, men resultatene var like. Det kan vurderes om biotin-
VAD-fmK i stedet burde veert undersgkt i M38L som var mest falsom for kolkisin-prodrug.

4.5 Caspase-3

Det er tidligere beskrevet at kolkisinbehandling av celler farer til celledgd via apoptose [30].
Caspase-3 er svart sentral i denne dgdsmekanismen, og det var derfor gnskelig & undersgke
caspase-3-uttrykket i M38L. Det ble kun detektert procaspase-3 (34 kDa), og det var forventet
at uttrykket ble svakere etter behandling av cellene med gkende konsentrasjoner av

kolkisinforbindelsene. Resultatene viste imidlertid en akkumulering av procaspase-3.

Chen et al. har vist at kolkisin induserer caspase-3 og caspase-9-aktivering i humane
leverceller [68]. Studien viste at kolkisinaktivert apoptose falger den mitokondriemedierte og
ikke den eksogene veien for apoptose via dgdsreseptorer. Mitokondriene er generatorene av
kjemisk energi til cellene, og de har gjennom flere mekanismer en sentral rolle i kontrollen av
celledgd [69]. Vare resultater viste at kolkisinforbindelsene hemmer celleviabilitet, samtidig
som immunoblottene viste akkumulering av procaspase-3. Dersom det er slik at en
akkumulering av procaspase-3 betyr mindre grad av aktivering til aktiv form, ma det
diskuteres hva dette kan komme av. | lang tid har forstyrrelse i elektrontransportkjeden veert
kjent som et tidlig ledd i celleded [69]. Celleviabilitetsmalinger ved reduksjon av MTS-
reagens er avhengig av elektrontransportkjeden som tidligere beskrevet. Selv om

celleviabilitetsmalinger ved reduksjon av tetrazoliumsalter er mye i bruk, kan det veere at ved
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tidspunktet for MTS-tilsetning og malingene ble utfert, var cellene kun pavirket i
elektrontransportkjeden og ikke pa caspasenivd. Med tanke pa at cellene analysert ved
immunoblotting var inkubert med kolkisinforbindelsene i en kortere tidsperiode (24 timer)
enn cellene til viabilitetsmalinger (48 timer), kan det veare at caspaseaktiveringen ikke var

startet.

| tillegg ma det ogsa vurderes om akkumulering av procaspase-3 ikke har en sammenheng
med nedgang av den aktive formen av caspase-3, siden vi ikke detekterte aktiv caspase-3 som
kan bekrefte dette. Det bgr derfor kjeres caspaseaktivitetsmalinger far en eventuell

konklusjon kan trekkes.

4.6 Legumainaktivitet

Det ble observert en reduksjon av legumainaktivitet i bade HEK293 og M38L etter
behandling med de tre kolkisinforbindelsene. Samtidig viser forbindelsene forskjellig grad av
legumainhemming som i stor grad samsvarer med effektene de har pa celleviabilitet. Det kan
spekuleres i om kolkisinforbindelsene i seg selv har direkte effekt pa legumainaktiviteten,
eller om nedgangen kommer av at cellenes mitokondrier pavirkes og at cellene deretter dar.
Det har blitt vist at kolkisin rammer den mitokondrielle veien i apoptosemekanismen [68]. |
den lysosomale membranen sitter det en adenosintrifosfat(ATP)-drevet protonpumpe som
pumper protoner inn i lysosomene for a opprettholde en sur pH [29]. Ved forstyrrelse av
elektrontransportkjeden vil ATP-produksjonen reduseres og man kan tenke seg at
lysosomenes protonpumpe pavirkes slik at det sure miljget inne i lysosomene dermed ikke
opprettholdes. Uten det sure miljget vil ikke prolegumain autoaktiveres, og dette kan forklare
akkumuleringen av prolegumain og nedgangen i aktiv moden form av legumain sett ved

immunoblotting.
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5 Konklusjon

Data fra denne Masteroppgaven viser at:

o  Toksisiteten av kolkisin reduseres ved konjugering med aminosyren valin, og en
ytterligere reduksjon vises ved konjugering med peptidsekvensen Suc-Ala-Ala-Asn-Val

(kolkisin-prodrug).

o M38L celler (overuttrykker legumain) er mer sensitive enn HEK293 celler (kontroll)
for behandling med kolkisin-prodrug. Dette tyder pa at kolkisin-prodrug blir spaltet til aktiv

forbindelse av legumain i cellene.

o | HCT-116 celler (fra tykktarmskreft) har kolkisin-prodrug en generelt lavere toksisitet
enn kolkisin-valin. Denne cellelinjen viser at konjugering med den aktuelle peptidsekvensen

reduserer den generelle toksisiteten til kolkisin.

o  Tilsetning av legumainhemmeren cystatin E/M beskytter cellene mot prodrugets
toksiske effekter og dette viser at cellene er avhengig av legumain for spaltning av kolkisin-
prodrug.

o) Effektene etter tilsetning av endocytosehemmeren Dyngo4a indikerer at endocytose er

involvert i opptaket av kolkisin-prodrug i cellene.

o  Kaolkisinforbindelsene reduserer legumainaktiviteten i HEK293 og M38L, men i ulik
grad. Elektroforese og immunoblott av cellelysatene viser en akkumulering av prolegumain
(56 kDa) og reduksjon i aktiv moden form av legumain (36 kDa).

o  Caspasehemmeren biotin-VAD-fmk reduserer legumainaktivitet i HEK293, M38L og
HCT-116, men viser ikke effekt pa celleviabilitet etter behandling med kolkisin-prodrug i
HEK293 og HCT-116.
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Vedlegg

Vedlegg

Celledyrking og hgsting

Dyrkningsmedium for HEK293, M38L og HCT-116 (HEK-medium)

440 ml DMEM med 4 mM L-glutamin, 4500 mg/L glukose

50 ml Fetalt kalveserum (FBS)
5 ml Natriumpyrovat

5 ml Penicillin (100U/ml)- Streptomycin (100 pg/ml)

1X PBS

0,2 g NaH;PO4xH,0

1 g NaH,PO4x2H,0

6 0] Na, C5H507X2H20
8 g NaCl

dH,O til 1,0 L

Lysisbuffer (pH 5,8)

14,71 g Natriumcitrat (NazCeHsO7x2H,0)
0,19 g Na,-EDTA

5 g N-oktyl-B-D-glukopyranosid
HCI/NaOH for justering av pH til 5,8
dH,O til 500 ml

Lysisbuffer (pH 4,0)

14,71 g Natriumcitrat (NazCeHsO7x2H,0)
0,19 g Na,- EDTA

5 g N-oktyl-B-D-glukopyranosid
HCI/NaOH for justering av pH til 4,0
dH,0 til 500 ml

Totalproteinmaling

Fortynnet Coomassiereagens 1:5

10 ml Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate

40 ml dH,0
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Vedlegg

Legumainmaling

Legumain-assaybuffer (pH 5,8)
8,3005 g Sitronsyre (C¢HgO7xH,0)
21,537 g Na;HPO4x2H,0

0,37224 g Na,EDTA

0,1 g CHAPS

dH,O til 1,0 L

200 pl 200mM ditiotreitol (DTT) tilsettes 40 ml assaybuffer rett far bruk

Legumain-substratopplgsning (34 uM)

200 pl av stamlgsning Z-Ala-Ala-Asn-AMC (2,5 mM i DMSO) til sluttkonsentrasjon 34 uM

14,5 ml Assaybuffer

Immunoblotting (Westernblotting)

Blottebuffer

400 ml 10 X Tris/Glycine-buffer (Bio-Rad)
800 ml Metanol (MeOH),

2,8 L dH,0

Blotto 5 % 100ml
5 g Fettfri tarrmelk,
1 X T-TBS til 100 ml

Elektroforesebuffer

Fortynnes 1:20

40 ml NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20X)
dH,O til 800 ml

500 ul NUPAGE® Antioksidant direkte i elektroforesekaret

10 X T-TBS 2L

24,2 g Tris

146,8 g NaCl

10 ml Tween 20®

dHO til 2 L

HCI/NaOH for pH-justering til pH 7,5
Fortynnes til 1 X med dH,O ved bruk.
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Vedlegg

10 X T-TBS 2L- ny oppskrift

48,4 g Tris

220,2 g NaCl

20 ml Tween 20®

dH.O til 2 L

HCI/NaOH for pH-justering til pH 7,5
Fortynnes til 1 X med dH,0 ved bruk

Forberedelse av praver for elektroforese
Etter malt totalproteinmengde beregnes volum lysat fra prgven (for a gi snsket
totalproteinmengde) + volum lysisbuffer for at disse skal bli 13 pl totalt.
X ul lysat fra forsgk
+ X ul lysisbuffer
= 13 pul totalvolum
+ 5 ul 4 X LDS Sample Buffer
+2ul0,5M DTT
= 20 pl totalvolum

Vortex og varmes i 10 minutter ved 70 °C
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Cellular effects of a colchicine-prodrug
cleaved by legumain

Tina Elvestrand®, Ove Alexander Hogmoen Astrand® , Robert Smith?, Pal Rongved®, Hilde Nilsen®, Rigmor Solberg® , and Harald Thidemann Johansen®
“Department of Pharmaceutical Bioscience, and *Department of Pharmaceutical Chemistry, School of Pharmacy, University of Oslo, PO Box 1068 Blindern,

0316 Oslo. tinael@student.farmasi.

INTRODUCTION
L in is an asp inyl endopeptid p d in most human tissues.
Malignant tumors have shown i d expression of I and it has

been suggested that this could be an indicator of tumor invasiveness and
ability to form metastases. Because of the sub P ity of 1
restricted to cleavage of peptide bonds carboxyterminally to asparagine (Asn),
legumain could be an interesting target in cancer treatment.

The drug colchicine has been used for the treatment of gout and familial
Mediterranean fever. Since this drug and its derivatives have the ability to bind
to tubulin in the mitotic spindle and therefore inhibit mitosis, colchicine has a
potential also in cancer therapy. To avoid the general toxicity of colchicine, a
prodrug (Ala-Ala-Asn-Val-colchicine) that is cleaved by legumain has been
developed. In this study, the cellular effects of colchicine versus the prodrug
will be investigated.

METHODS

A human embryonic kidney (HEK293; ATCC, CRL-1573) and a stably

I legumain o ing HEK293 (M38L) cell lines have been
used as cell models. Cell viability after with colchici Ichici
valine (-Val) and colchicine-prodrug (-prodrug) was measured by MTS
analysis. Concentration and activity of legumain was analyzed by
immunoblotting and a specific fluorogenic legumain-specific peptide
substrate.

Abbreviations: MTS, li pound [3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H. li inner salt.
RESULTS

Colchicine and conjugates caused reduced cell viability

* Cell viability was reduced after treatment with all three compounds, but to a
different extent by the same concentrations.

* 70 % viability was reached by 0.025 uM colchicine and 0.3 uM colchicine-valine
in both HEK293 and legumain over-expressing (M38L) cells. However, the two
cell lines responded differently when exposed to colchicine-prodrug. While 70 %
viability of HEK293 required approx. 1.5 pM prodrug, M38L cells was affected at
similar concentrations as colchicine alone (0.025 uM).
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Figure 1. Cell viability 48 hours after sti ion with icine (A),

valine (B) and colchicine-prodrug (C; structure (D)). HEK293 and M38L cells were treated with 0
to 500 pM of each compound, respectively, and cell viability was measured by MTS (n=3). Red
arrow indicates expected cleavage point for legumain.

Preliminary results indicated ion of p pase-3 (34 kDa) after cell

with i i ions of either ine or

A Colchicine (uM) 0 001002500505 - - - - -
Colchicine-valine(uM) - - - - - 0 01 05 1 10
kDa

—— . . e ——— 1
B —————et

Anti-Caspase-3

Anti-GAPDH

B Colchicine (uM) 0 001 005 0.1 05 - - - - -
Colchicine-prodrug (uM) - T T 001 051 5
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Figure 2. showing caspase-3 in M38L cells after treatment with
different of (A and B), valine (A) or prodrug (B)

as indicated. A human/mouse caspase-3 antibody (R&D Systems) was used for detection. (n=2)

io.no

Legumain activity was inhibited by both colchicine and -prodrug

* Colchicine, -valine or -prodrug all decreased legumain activity in both HEK293 and
M38L (legumain over-expressing) cells, but to various extent.

« Colchici line and colchicine-prodrug reduced I in activity by a 10- or
100-fold higher i pectivel. p to colchici

Both cell types responded similar to the three experimental substances.
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Figure 3. Legumain activity in HEK293 and M38L cells treated with colchicine (black),

icine-valine (green) and icine-prodrug (red). Legumain activity was measured in cell
lysates afier 24 hours of i ion with the i and is expressed as mean +/-
S.EM (n=3).

Decreased pr ing of 1 in by colchicine or -prodrug
L | blots showed an ion of prol (56 kDa) with increasing
ions of colchicine or j This was ied with reduced
mature (active) form (36 kDa).
* Both colchici line and colchicine-prodrug required a higher concentration than

before lation of prol became apparent.
* These observations were consistent with the observed decrease in legumain activity.
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Figure 4. Immunoblots showing legumain cxpression in M38L cells after treatment with

(A and B), line (A), and prodrug (B) as indicated. For
detection of legumain bands, a polyclonal human legumain antibody (R&D Systems) was used. One
representative blot is shown (n=2).

Anti-legumain

Anti-GAPDH

CONCLUSIONS

Colchicine-prodrug was more toxic to cells over-expressing legumain
(M38L) than control (Fig. 1), indicating cell-specific targeting, resulting
from cleavage of the prodrug and possibly toxicity by colcichine-val.

No differences in cell viability of HEK293 and M38L were observed
after tr with colchicine or colchicine-valine (Fig. 1).

Legumain activity decreased with increasing concentrations of the three
compounds (Fig. 3), reflected in ion of prol in (Fig. 4).
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