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1. SAMMENDRAG

Flere in vitro-metoder kan benyttes til & evaluere bade generell og organspesifikk toksisitet.
Disse metodene kan kombineres med bioprospektering for & screene mulige legemidler for
cytotoksisk effekt, og samtidig begrense bruken av dyr til slike forsek. In vitro-metoder kan
dermed vare bade et supplement og et alternativ til bruk av forseksdyr. I denne studien er det
benyttet kontinuerlige cellelinjer fra krefttypen glioblastoma multiforme, som stammer fra
hjerne, til 4 evaluere cytotoksisk effekt av helt bivenom (BV) fra vestlig honningbie (4pis
mellifera). De to cellekulturene som ble benyttet, U251 og C6, var henholdsvis av humant
opphav og hentet fra rotte. Det ble benyttet forskjellige metoder for & evaluere levedyktighet,
vekstbegrensning, rekonvalens og induksjon av apoptose med tanke pa en eventuell fremtidig

bruk som legemiddel mot kreft.

BV gir en betydelig begrensning av levedyktighet av bade U251 og C6 allerede etter 24
timers eksponering. U251-cellene viste 70% levedyktige celler ved eksponering med 6 pg/ml
BV i 24 timer, mens C6-cellene viste tilsvarende effekt ved 9 pg/ml, med 65,8% levedyktige
celler. Tilsvarende effekt ble observert ved eksponering over lengre tid, der 6 pg/ml BV
opprettholdt den veksthemmende effekten etter 72 timer hos U251, mens 9 pg/ml métte til for
a opprettholde veksthemmende effekt hos C6. Nar eksponeringen ble fjernet etter 48 timer og
cellene fikk vokse i friskt medium viste det seg at 6 pg/ml BV ikke ga en varig
veksthemmende effekt hos noen av celletypene. C6 viste ogsa her hoyest grad av toleranse,
der de forste 24 timene etter fjerning av eksponering ga en vekstokning pa 111%, mot 70%
hos U251. Hoechst-farging for apoptose viste at BV gir en doseavhengig induksjon av
apoptose hos U251. Apoptose var ogsa tilstede hos C6, men det er usikkert 1 hvilken grad BV

induserer denne effekten, og om den er doseavhengig.

Denne studien er den forste som viser at BV gir induksjon av apoptose hos U251-celler in
vitro. Resultatene viser ogsa tydelig at forskjellige typer glioblastoma-celler reagerer i ulik
grad pa eksponering med BV. C6-cellene viste en gjennomgaende hoyere toleranse for BV
sett 1 forhold til U251-cellene. Mekanismen for den observerte vekstreduksjonen er ikke kjent,
men andre studier antyder at bdde calmodulin- og COX-2-hemmende effekt kan vaere
medvirkende. Arsken til den observerte forskjellen i respons er heller ikke kjent, men en

grunn kan vere at de to celletypene har opphav fra forskjellige arter.
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2. INTRODUKSJON

Ved Universitet 1 Bergen, Institutt for Indremedisin, Haukeland Universitetssykehus, har
Professor Knut-Jan Andersen og hans gruppe i en drrekke benyttet vevskulturer til
toksikologiske studier in vitro, og 1 de senere arene ogsa inkludert bioprospektering som en
del av disse studiene. Gjennom disse studiene har de utviklet mange gode metoder for enkelt &
kunne screene substanser for eventuell cytotoksisk effekt pé forskjellige cellelinjer. I kampen
mot kreft har det 1 den senere tid blitt vist ekende interesse for medisiner fra plante- og
dyreriket gjennom bioprospektering. Disse medisinene har ofte har vist god medisinsk effekt
kombinert med lav toksisitet, som er enskelig i en eventuell behandling for a forhindre
bivirkninger og allikevel opprettholde tilfredstillende effekt. Bi-venom (BV) er et slik lett
tilgjengelig middel fra dyreriket, og er mye brukt i tradisjonell ostlig medisin pé lidelser som
forkjelelse, reumatisme og kreft. Ved & eksponere forskjellige cellelinjer for BV kan man

evaluere den cytotoksiske effekten med tanke pa eventuell fremtidig bruk i kreftbehandling.

2.1 - BIOPROSPEKTERING

Oppdagelse og utvikling av nye legemidler gjennomgikk en markant forandring i lepet av det
forrige drhundre. For 1900-tallet bestod de fleste medisiner av forskjellige komponenter
hentet fra planter, dyr, mineraler og mikrober, enten i ubehandlet form eller i delvis
behandlede produkter og ekstrakter. Rundt drhundreskiftet lanserte Langley idéen om en
’reseptor-substans” som medierte virkningen av et legemiddel (Langley, 1901; Langley,
1905). Selv om enkelte legemidler allerede ble brukt som rene, isolerte substanser (f.eks.
morfin), ble na flere og flere legemidler isolert og rengjort istedet for at man brukte
ubehandlede materialer og ekstrakter. Et velkjent eksempel av slike legemidler i daglig bruk
er digoxin, et hjerteglykosid fra planten Digitalis lanata, som forst ble isolert i 1930 av Dr
Sydney Smith (GlaxoSmithKline, 2008).

P& 1970-tallet begynte forskere for alvor a syntetisere legemidler kjemisk i laboratorier, men
fortsatt var naturen en viktig kilde til legemidler. Mellom 1981-2006 var 63% av nye
smamolekylare legemidler enten hentet direkte fra naturen eller derivert av et naturlig
produkt (Newman & Cragg, 2007). Bioprospektering er definert av FN som “Utforsking av

biodiversitet for kommersielt, vitenskapelig eller kulturelt nyttige genetiske og biokjemiske
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ressurser”’(UNEP, 2008). I legemiddelsammenheng beskriver dette en prosess der man ser
etter potensielle legemidler 1 naturen. Det finnes flere forskjellige strategier for & utove
bioprospektering, der en vanlig brukt metode gér ut pa tilfeldige prover og screening av
materialet, mens en annen metode benytter folkemedisin/tradisjonell medisin som
utgangspunkt for sgk etter nyttige substanser. Den forste metoden ma naturligvis foregd i stor
skala, og har sitt hovedargument i at bare en liten del av klodens biologiske materiale er testet
for biologisk effekt. I denne studien er den siste metoden valgt, som har sine fordeler ved at
man selv 1 sméskala eksperimenter kan finne substanser med biologisk aktivitet, og at man i

utgangspunktet har indisier om at preven inneholder substanser med biologisk effekt.

2.2 - KREFT

Kreft er en samlebetegnelse for en rekke sykdommer som har som fellestrekk at en gruppe
celler viser en form for ukontrollert cellevekst, invasjon av nerliggende omrader 1 organismen
og i enkelte tilfeller ogsd metastase (spredning til fjerntliggende deler av organismen via
blodbanen eller lymfesystemet). Disse cellene danner maligne svulster (tumorer) som vokser
ukontrollert og aggressivt. Per definisjon er det kun maligne svulster som defineres som kreft.
Benigne svulster mangler de tre fellestrekkene som maligne svulster viser og er normalt ikke
dadelige (f.eks. foflekker). Noen benigne svulster kan allikevel forirsake store skader, f.eks.
ved dannelse av svulster i hjernen, med péfelgende press pa deler av nervesystemet. Kreft er
et stort problem pd verdensbasis, og 1 folge Verdens Helseorganisasjon (WHO) var kreft
arsaken til 13% av alle dedsfall 1 2005 (WHO, 2006). Behandling av kreftsvulster er et sveert
viktig forskningsomrade, og per i dag er kirurgi (fjerning av svulst), kjemoterapi
(medikamentell behandling - cytostatika), immunoterapi (forsterking av immunforsvar) og
stralebehandling (radioaktiv stréling av svulst) de vanligste behandlingsmetodene. Ofte
benyttes flere av disse metodene for best mulig resultat, men allikevel er det mange typer
kreft vi, per 1 dag, ikke er i stand til 4 helbrede. En av disse typene er glioblastoma
multiforme, den mest aggressive typen kreft fra gliaceller (DeVita et al., 2005).
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2.3 - CELLEKULTURER

En cellekultur beskrives som in vitro vedlikehold og vekst av celler med opprinnelse fra
multicellulere organismer (FAO, 2001). Dyrking av cellekulturer utenfor organismen ble
oppdaget allerede i 1885 (Alberts B., 2002), men tok seg opp forst pa 1950-tallet, med
utviklingen av poliovaksinen som det forste store resultatet innenfor forskning med
cellekulturer (Chaudry, 2004). Cellekulturer dyrkes og bearbeides alltid under tilneermet
sterile forhold, da enhver form for infeksjon med bakterier/virus/sopp o.l. vil kunne edelegge
for en cellekultur. Dette kommer av at bakterier/sopp/virus har en mye heyere vekstrate enn
eukaryote celler, og vil fort kunne ta over en cellekultur hvis den blir infisert. Dette er nok
ogsd noe av grunnen til at cellekulturer ble lite brukt for 1950, siden teknologien til & jobbe
med og dyrke celler under sterile forhold ikke var tilgjengelig. Det er flere fordeler ved a
dyrke celler 1 kultur, blant annet er resultater reproduserbare ved at man bruker en batch med
klonede celler, og man kan fé hurtige svar pa aktuelle problemstillinger. Ved dyrking av celler

1 kultur omtaler man to forskjellige typer cellelinjer:

1. Primere cellelinjer

2. Kontinuerlige cellelinjer

Primeere cellelinjer stammer fra biopsier av mammalsk vev, der cellene ofte viser vevs-
spesifikke egenskaper, som uttrykk av spesifikke proteiner. Disse cellelinjene krever en del
arbeid a klargjere, og brukes primert ndr det ikke finnes kontinuerlige cellelinjer tilgjengelig
eller der behov for differensiering er nedvendig. En slik primer cellelinje vil etterhvert de ut,
men noen slike primare linjer “transformeres” til en kontinuerlig cellelinje. Dette skjer etter
mange subkulturer pa friskt medium, og den nye kontinuerlige cellelinjen vil ofte vere svert
forskjellig fra den primere moderlinjen, bade med tanke pa morfologi, genetikk og mulighet

til & danne svulster. Noen slike kontinuerlige cellelinjer kan vedlikeholdes tilnermet uendelig.
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2.4 - TOKSIKOLOGISKE STUDIER - CYTOTOKSIKOLOGI

Toksikologiske studier utfores pd alle potensielle legemidler, og er en nedvendig del av
legemiddelutviklingen. Dette bestér av forskjellige tester som utfores pa de fleste nye
substanser/produkter som skal i handel, for eksempel tilsetningsstoffer i mat,
husholdningsprodukter, legemidler, kosttilskudd etc. De fleste toksikologiske tester utfores pa
forseksdyr, og ca 1 million forseksdyr benyttes 1 toksikologiske studier hvert ar i Europa
(Abbott, 2005). Som et alternativ eller tillegg til bruk av forseksdyr kan man ogsa benytte
cellekulturer til toksikologiske tester. Dette er meget nyttig innenfor legemiddelutvikling, der
man kan undersgke generell toksisitet pd humane celler, og ogsé en evetuell effekt pa celler
tatt fra et malorgan. Saerlig ved utvikling av cytostatika er toksikologiske studier ved hjelp av
cellekulturer et viktig instrument. En vanlig strategi ved bekjempelse av kreftceller er & skape
en spesifikk hemming av kreftcellenes vekst uten store bivirkninger/skader pd det omliggende

vevet.

Ved a benytte in vitro cytotoksiske studier pa cellekulturer kan man raskt og effektivt
undersegke effekten av et potensielt legemiddel pa bade normale celler og kreftceller. Bruken
av cellekulturer gjor dermed at man kan ekskludere substanser fra videre studier pd et tidlig
stadium uten at man behever & benytte seg av forseksdyr i like stor grad. Det er verdt & merke
seg at bruken av kontinuerlige cellelinjer kan ha begrenset verdi ved undersegkelse av organ-
spesifikk toksisitet. Dette kommer av den tidligere nevnte “overgangen” fra en primeer til en
kontinuerlig cellelinje, som ofte innbefatter en hoy grad av forandring 1 morfologi og
genetikk. Kontinuerlige cellelinjer vil dermed ikke nedvendigvis vaere representativt for
opprinnelsesorganet (Barile, 1994). Dette betyr at primaere cellelinjer ber brukes til slike
studier. Ved undersekelse av basal cytotoksisitet, derimot, er kontinuerlige cellelinjer

velegnet.

Fra in vivo toksikologiske studier er LDs, (dedelig dose i 50% av dyrene) og gjennomsnittlig
human dedelig blod-konsentrasjon noen av de vanligste parametrene man ser pa. Til
sammenligning vil man ved in vitro undersgkelser kunne se pd ICsp-verdier. ICso-verdier er de
verdiene som gir 50% inhibering av forhdndsbestemte endepunkter. Det er tidligere vist at
ICsp-verdier kan gi vel s& gode resultater som LDsp-verdier nar man skal forutsi toksisitet hos

mennesker (Hopkinson et al., 1993).
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2.5 - BIVENOM

Stikk fra vestlig honningbie (4Apis mellifera) og relaterte produkter fra honningbier har veert
brukt i tradisjonell medisin i bdde Kina og Korea i tusenvis av ar, og brukes den dag i dag mot
en rekke lidelser som forkjelelse og autoimmune sykdommer. Bruken av bivenom (BV) er
imidlertid en omstridt metode sett med vestlige oyne og forskning gjeres na rundt sikkerheten
ved slik behandling. BV er lett tilgjengelig, og bestdr av mange forskjellige substanser med
biologisk aktivitet, deriblant melittin, fosfolipase A, (PLA;), apamin og mastcelle-
degranulerende peptid (Habermann, 1972). Studier utfort pa disse komponentene av BV har
vist en god del toksiske effekter. Melittin, som utgjer ca. 50% av tert venom (Orlov et al.,
1981; Orsolic et al., 2003), er vist & ha hemolytisk og antimikrobiell effekt (Habermann,
1972; Wade et al., 1990), mens PLA; gir en myotoksisk effekt pa skjelettmuskulatur
(Gutiérrez & Ownby, 2003). Melittin kan ogsd indusere smerte og gi ekt blodtilstremming,
kjent som neurogen inflammasjon (Sumikura et al., 2003). Konsentrert BV i pulverform er
naturligvis helseskadelig, og det er viktig med gode rutiner pé laboratoriet for a forhindre

skader ved handtering.

Studier utfort pd BV som en helhet, ikke enkeltkomponenter, viser at BV kan gi en anti-
inflammatorisk effekt ved & frigi katekolaminer fra adrenal medulla (Kwon et al., 2003) og at
BV kan inhibere cellevekst av maligne melanoma-celler bade in vitro og in vivo (Liu et al.,
2002) samt inhiberer vekst av celler fra carcinoma mammae in vitro (Orsolic et al., 2003). Det
er ogsa vist en calmodulinhemmende effekt med pafelgende inhibering av cellevekst1 L1210
leukemiske celler (Hait et al., 1983). Andre studier av legemidler som inhiberer
calmodulineffekt har vist at slike legemidler kan gi en pafelgende inhibering av DNA-syntese
i glioblastoma cellelinjer (Okumura et al., 1982), noe som kan vare et viktig hjelpemiddel i
behandling av denne aggressive formen for kreft. Det er gjort fa studier pa den generelle
cytotoksiske effekten av BV, men en studie viste cytotoksisk effekt pd normale humane
lymfocytter og HL-60-celler (Lee et al., 2007). Bivenom er ogsa pévist & indusere apoptose i
flere tilfeller, blant annet i synoviale fibroblaster fra pasienter med reumatoid arthritt (Hong et

al., 2005) og pa en human lungekreft-cellelinje, NCI-H1299 (Jang et al., 2003).
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2.6 - MAL MED STUDIEN

For & viderefore tradisjonen til Knut-Jan Andersen og hans gruppe ved Institutt for
Indremedisin var hovedfokuset 1 denne studien lagt til & underseke den cytotoksiske effekten
av en substans hentet fra naturen, spesifikt ved a undersgke bi-venom (BV) hentet fra vestlig
honningbie (4pis mellifera). BV er mye brukt i gstlig folkemedisin og lett tilgjengelig
kommersielt. Den cytotoksiske effekten ble evaluert in vitro pa cellekulturer av typene U251
(human tumor fra hjerne) og C6 (glial tumor indusert hos rotte). Begge disse cellelinjene er

kontinuerlige cellelinjer som danner monolayer cellekulturer.

Malet med studien ble & evaluere den cytotoksiske effekten BV utgjorde in vitro pd U251 og
C6 celler, med tanke pé eventuell inhibering av tumorvekst og -spredning, og samtidig
sammenligne effekten pé disse to forskjellige cellelinjene. Flere metoder er benyttet for &
underseoke akutt/kronisk toksisitet, eventuell redusert vekst/proliferasjon, samt hvorvidt BV

gir induksjon av apoptose.
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3. MATERIALER

3.1 - KIEMIKALIER

Alle kjemikalier som er brukt i studien er av beste tilgjengelige kvalitet, og har sitt opphav fra

en av folgende produsenter, om ikke annet er spesifisert:

- Sigma-Aldrich Ltd., St. Louis, MO, USA

- Cambrex Bio Science Verviers, Verviers, Belgia
- Ogxiozid Ltd, Basingstoke, Hampshire, UK

- Thermo Electron Corp, Pittsburg, PA, USA

3.2 - APPARATER OG UTSTYR

Vekstflasker, skéler og plater brukt til dyrking av celler er alle kjopt inn fra Nunc AS,

Danmark.

- Lysmikroskop: Nikon TMS-F (Nikon, Japan)
- Inkubator: ThermoForma Steri-Cycle CO, Incubator (Thermo Electron Corp, USA)
satt til 37°C, 5% CO,, 100% relativ fuktighet.
- Fluorescensmikroskop:
o Mikroskop: Olympus BX51
o Kamera: Olympus DP71
o Fluorescenslampe: Olympus U-RFL-T

3.3 - BIOLOGISKE MATERIALER

Glioma U251, humane kreftceller tatt fra hjerne er benyttet. Cellekulturen var en gave til
Institutt for Indremedisin fra Professor Claus Edvardsen, Institutt for Patologi, Haukeland
Universitetssykehus, Universitetet i Bergen. Cellelinjen har sitt opphav fra pasienter med

glioblastoma multiforme, som er den mest aggressive formen for glioma. (DeVita et al., 2005)
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Cé6-cellelinjen kommer fra glial tumor hos Wistar-Furth-rotter, indusert med N-

nitrosometylurea (Benda et al., 1968)

3.4 - TESTMATERIALE

Bi-venom ble kjopt inn fra Sigma-Aldrich Ltd, St. Louis, MO, USA. Venomet kom 1
pulverform, og ble last 1 0.9 % saltvann til 10 mg/ml og oppbevart ved under 0°C (Lee et al.,
2007). BV er sveert giftig i konsentrert form, og sikkerhetstiltak i form av doble hansker og
sikkerhetsbenk med avtrekk ble benyttet for & hindre skade pa personer under héndtering av

materialet.
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4. METODE

4.1 - EUKARYOT CELLEKULTUR

To eukaryote cellekulturer er benyttet for in vitro studier, og det er benyttet standard teknikker
i alle operasjoner (Freshney, 2005). Alt arbeid med cellekulturer er utfert i en sterilbenk med
laminar flow. Hansker og sterile pipettespisser er benyttet, og sterilbenken, samt alle flasker,
plastrer og annet utstyr brukt inne 1 benken ble vasket med 70% etanol for bruk. Alle

forsekene er utfort med 3 paralleller og i tilegg gjentatte repetisjoner der det har vaert mulig.

4.2 - MEDIUM

4.2.1 - Innhold:

Komponenter blandet inn i en flaske pa 0,5 L serum-tilsatt DMEM (Sigma-Aldrich Ltd.) er
gitt 1 tabell 3.1.

Tabell 3.1: Komponenter i serum-supplementert DMEM

Komponenter Volum (mL)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 500
Fetal Bovine Serum (FBS) 10% 50
L-glutamine 2% 10
Penicillin (100 TU/mL)+Streptomycin (100 mg/mL) 10
Non-Essential Amino Acids (NEAA) 16

4.2.2 - Prosedyre:

1. 500 ml Fotal Bovine Serum (FBS), lagret ved under -20°C, ble tint over natten ved
4°C og deretter varmet det opp 1 et vannbad til 56°C. Flasken vendes og ristes hvert 5.
minutt for & opprettholde uniform temperatur.

2. Nér 56°C er niddd holdes flasken i vannbadet i 30 minutter for serumet deretter
fordeles 1 sterlie 50 ml plastrer og fryses ned til under -20°C for videre oppbevaring.

3. Ved tillaging av medium: Et 50 ml ror tas opp av fryseren og tines 1 et vannbad ved
37°C, for det deretter tilsettes 1 en 0,5 L flaske DMEM sammen med resten av
komponentene, gitt i tabell 3.1. Innholdet blandes godt og det ferdige mediet
oppbevares ved 4°C.
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4.3 - KRYOPRESERVERING

4.3.1 - Teori

Kryopreservering innebarer frysing ved ekstremt lave temperaturer. Vanligvis brukes
flytende nitrogen til & oppna slike lav temperaturer. Flytende nitrogen koker ved -196°C, og
holder derfor en konstant temperatur sé lenge det alltid er nitrogen i1 tanken. Vevsprever og
celler kan fryses ned slik at alle biologiske prosesser stopper opp og kan oppbevares i det
uendelige for de tines opp igjen og kan brukes videre. For at vevet og cellene ikke skal ta
skade av fryse- eller tineprosessen brukes en type frostvaske, f.eks etylenglykol eller
dimetylsulfoksid (DMSO). Etter tilsetting av frostvaeske ma cellene dehydreres, slik at det
ikke dannes iskrystaller inne i cellene. Dette gjores ved at temperaturen senkes veldig sakte
for pravene overfores til nitrogentanken. For & senke temperaturen sakte benyttes ofte en
beholder med isopropanol, som fyseampullene plasseres i. Deretter plasseres denne
beholderen i en fryser ved -80°C, slik at temperaturen synker med ca 1°C per minutt. Ved a
benytte kryopreservering kan man opprettholde en cellelinje, og gjore gjentatte forsek med

samme passasje, uten a risikere genetisk drift i cellelinjen.

4.3.2 - Prosedyre

1. Friske celler trypsineres med 0,25% Trypsin-EDTA-lesning og telles. Cellene
sentrifugeres ved 2200 rpm i 2 minutter for & fjerne medium. Supernatanten fjernes.

2. Cellene resuspenderes deretter i riktig mengde frysemedium, slik at man oppnar ca
3,0-10° celler/ml. Frysemediet bestar av DMEM supplementert med 20% FBS og 10%
(w/v) DMSO.

3. Cellesupensjonen blir deretter fordelt i fryseampuller, 1 ml per ampulle. Ampullene
plasseres i en beholder med isopropanol, og settes inn i en fryser ved -80°C i 3 timer.

4. Deretter overfores cellene raskt til nitrogentanken. Hvis temperaturen stiger over -
50°C mens fryseampullene transporteres blir cellene raskt edelagt, og det er derfor

viktig at overferingen her skjer kjapt.
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4.4 - OPPTINING AV FROSNE CELLER

4.4.1 - Prosedyre

For a ta kryoampuller med frosne celler ut av nitrogentanken brukes beskyttelseshansker og

en maske foran ansiktet.

1. Ampullene som skal brukes fjernes fra tanken ved hjelp av en pinsett, og transporteres
raskt til et vannbad som holder 37°C.

2. Etter et par minuttter, ndr cellene er opptinet, vaskes ampullen med 70% etanol for
cellene overfores til et 10 ml plastrer med skrukork.

3. 5 mL DMEM medium tilsatt serum tilsettes i raret drapevis for at cellene skal unngé
osmotisk sjokk.

4. Cellesuspensjonen sentrifugeres i 2 minutter ved 2200 rpm, og supernatanten fjernes.
Dette gjores for & fjerne frysemediet, DMSO.

5. Cellene resuspenderes deretter i 10 mL nytt medium, og plasseres sa i inkubator ved

37°C.

4.5 - OMSETNING AV CELLELINJER - SUBKULTURER

4.5.1 - Teori

Omsetning av cellekulturer gjores regelmessig for & unnga at celleveksten blir hindret.
Hindring av cellevekst skjer f.eks. nér cellepopulasjonen har nddd maksimal tetthet, eller det
meste av vekstflaten er okkupert. Omsetning av cellekulturen gjores nér cellene har oppnadd
konfluens, som er gitt ndr cellepopulasjonen opptar nesten all tilgjengelig vekstflate (McAteer
& Douglas, 1979). Rent praktisk involverer in vitro omsetning av en cellekultur at cellene

trypsineres slik at de lgsner, og overfores til en ny vekstflaske.

4.5.2 - Prosedyre
1. Nar cellene har oppnadd konfluens tas de ut av inkubator og over i en arbeidsbenk
med steril luftflow.
2. Mediet fjernes fra flasken, og cellene vaskes med 1 ml 0,25% trypsin. Trypsinet
fjernes, og nye 2 ml trypsin tilsettes for flasken plasseres i inkubator i 5-10 minutter til

cellene losner.
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3. Lesningen pipetteres opp og ned noen ganger for & bryte opp celleklumper, for 0,5 ml
cellesuspensjon overfores til en ny flaske.

4. 10 ml vekstmedium tilsettes, og flasken settes til videre inkubasjon. Serumet i
vesktmediet inhiberer effekten av trypsin, slik at cellene igjen kan feste seg til

flaskebunnen.

4.6 - TELLING AV CELLER

4.6.1 - Teori

For de fleste studier som gjores med celler er det nedvendig med en kvantifisering av cellene.
Ved & bruke like mengder celler i hvert forsek vil man oppna optimal vekst, og metoden kan i
storre grad standardiseres. Hvis man 1 tillegg bruker kryopreserverte celler fra samme

omsetning kan resultatene ofte reproduseres i stor grad.

En vanlig teknikk for & kvantifisere celler er 4 bruke et haemocytometer i kombinasjon med et
invertert lysmikroskop. Med et haemocytometer beregnes cellekonsentrasjonen, oftest gitt i
antall celler/ml. I denne studien er det benyttet et haemocytometer av Biirker-typen (Biirker-
kammer). Et Biirker-kammer bestir av en glassplate med to definerte omréder pd 9 mm?,
avgrenset av 3 parallelle linjer. Dette omradet er dekket av et dekkglass, slik at dybden blir
0,1 mm. Telleomradene er videre delt inn i 9 like store kvadrater, hvert p4 1 mm?, som igjen

er delt inn 1 16 like store kvadrater for & lette tellingen.

Ca 20 pl cellesuspensjon tilsettes 1 Biirker-kammeret

og blir fort inn av kapillerkrefter. Cellene kan deretter

observeres under et lysmikroskop med et 10X objektiv

b

og et kvadrat p4 9 mm” fokuseres. Selve tellingen v

gjeres ved 4 telle antall celler i et I mm? kvadrat,

fordelt pa 16 sma hjelpekvadrat. Disse er skilt fra

hverandre med doble linjer, og hvert hjelpekvadrat

telles derfor fra toppen og venstre side for 4 forhidre at

den samme cellen telles flere ganger. Et minimum av 3 Figur 4.i: Birker haemocytometer.
Figuren viser et forsterret omrade pa 9 mm”.

Alle tall gitt i mm. (LO-LaborOptik GmbH,
Tyskland)
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slike 1 mm” kvadrater telles, og gjennomsnittlig antall celler beregnes, for 4 f4 et statistisk

signifikant resultat.
Konsentrasjonen av celler i suspensjonen kan deretter beregnes pa folgende méte:

c= n/V (formel 4.1)

Der ¢ = konsentrasjonen av celler (celler/ml), n = gjennsomsnittlig antall celler per 1 mm®
kvadrat og V = volumet av kvadratet (ml). Et areal pi 1 mm” og dybde pa 0,1 mm gir et
volum pa 0,1 mm’ = 1-10™ ml. For 4 ende opp med antall celler/ml, multipliseres det derfor

med 10
c=n-10* (formel 4.2)

Ved beregning av totalt antall celler 1 suspensjonen tas ogsa en eventuell fortynningsfaktor

med i formelen, som blir som folger:

Antall celler totalt = n- 10* - fortynningsfaktor (formel 4.3)

4.6.2 - Prosedyre

1. Biirker-kammeret rengjores forsiktig med 70% etanol, og et dekkglass plasseres over
tellekvadratene.

2. Cellekulturen trypsineres pé vanlig mate med 2 ml trypsin til den har lgsnet fra
flasken. Deretter overfores suspensjonen til et 10 ml plastror med skrukork, for det
fortynnes med medium til 10 ml totalvolum.

3. For a sikre en enkeltcellesuspensjon pipetteres cellene forsiktig opp og ned noen
ganger slik at celleklumper brytes opp.

4. Proven blandes godt for 20 pl overfores til Biirker-kammeret ved & sette pipettespissen
forsiktig til kanten av kammeret og la suspensjonen bli dradd inn i kammeret ved hjelp
av kapillaerkrefter.

5. Kammeret overfores til et lysmikroskop, og cellene telles ved 10X forsterrelse.

6. Gjennomsnittlig antall celler per mm® beregnes, og cellekonsentrasjonen i

suspensjonen beregnes ved hjelp av formel 4.2.
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4.7 - VEKSTKURVE

4.7.1 - Teori

Celler vokser med forskjellig hastighet, og de fleste cellekulturer har en karakteristisk
vekstkurve, som kan deles inn i 3 faser. Latensfase, eksponetialfase (log-fase) og
stasjonerfase (platd-fase). Hvis man plotter antallet celler mot tid, vil disse tre fasene stort sett
danne en S-kurve, og man kan bestemme cellekulturens maksimale celletetthet, tid for
dobling av populasjonen mm. For & beregne cellekulturens doblingstid, mgt (mean generation

time, benyttes folgende formel (Zhou et al., 2008):

("/mgt)
N =N, 2\ /mgt (formel 4.4)

der N, er antall celler ved starten av et gitt maleintervall og N er antall celler etter T timer.

4.7.2 - Prosedyre

1. 10" celler sds ut i hver brenn i en 6-brenns-plate og tilsettes 5 ml medium. Platene
settes til inkubering. Dette er dag 0.

2. Padag?2,4,6,8, 10, 12, 14 og 18 vaskes cellene i tre parallelle brenner forst med 1 ml
trypsin, og derettet trypsineres cellene med 2 ml trypsin i 5-10 minutter, til de har
losnet fra brennen.

3. 2 ml nytt medium tilsettes hver brenn for & stoppe effekten av trypsin, og cellene
pipetteres forsiktig opp og ned for & oppné en enkeltcelle-suspensjon.

4. Fra hver brenn tas 50 ul godt blandet cellesuspensjon over til et eppendorfrer og
blandes med 50 pl Trypanbld. Proven las std i 5 minutter.

5. Det totale antall levende celler beregnes ved a telle i et Biirker-kammer.

6. Plotter en kurve med antall celler mot tid.
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4.8 - LEVEDYKTIGHET

4.8.1 - Teori

I et vanlig lysmikroskop kan man ikke uten videre skille levedyktige celler fra skadede celler,
og det kan veere nedvendig 4 undersgke mengden levedyktige celler i en cellekultur. I denne
studien er det benyttet farging med Trypanblé (Sigma), som penetrerer cellemembranen til
dede celler og farger de bla (Hoskins et al., 1956). Dette kan observeres i et lysmikroskop, og
antallet dede celler i forhold til levedyktige celler telles.

4.8.2 - Prosedyre

1. 1,0-10° celler sés ut i en 24-brenns-plate og inkuberes til semikonfluens i 2 ml
DMEM.

2. Mediet fjernes, og cellene eksponeres for varierende konsentrasjoner BV i DMEM (3,
6, 9 og 12 pg/ml). Platen inkuberes 1 24 timer ved 37°C.

3. Mediet fjernes, og cellene trypsineres med 0,5 ml trypsin. Nye 2 ml DMEM tilsettes
for 4 neytralisere effekten av trypsin.

4. Fra hver brenn tas 50 pl godt blandet cellesuspensjon over til et eppendorfrer og
blandes med 50 pl Trypanbla. Proven las sta i 5 minutter.

5. Cellene telles i et Biirker-kammer, og andelen dede celler etter eksponering beregnes

og plottes i et diagram.

4.9 - INHIBERING AV VEKST

4.9.1 - Teori

En viktig prosess 1 utviklingen av en kreftsvulst er kreftcellenes ukontrollerte vekstprosess.
Medikamentell behandling av kreft har ofte som hensikt & stanse denne ukontrollerte
celleveksten. Denne studien har undersekt 1 hvilken grad BV kan inhibere cellevekst hos ulike
kreftceller, U251 og C6. Det er brukt konsentrasjoner fra mellom 3 og 12 ug/ml BV i DMEM,
dette har tidligere vist veksthemmende effekt pa humane lymfocytter og HL-60-celler (Lee et
al., 2007).

-21 -



Metode

4.9.2 - Prosedyre

1.

1,0-10° celler sés ut i hver bronn i en 6-brenns-plate, og tilsettes 5 ml medium. Platene
settes til inkubering over natten.

Mediet i brennene fjernes, og 5 ml medium inneholdende ulike konsentrasjoner av BV
tilsettes 1 hver brenn som skal eksponeres (3, 6, 9 og 12 pg/ml BV i DMEM).
Kontrollbrgnnene tilsettes 5 ml DMEM uten BV. Dette er tid 0.

Kontroll ved tid 0 telles. Cellene i tre parallelle brenner vaskes forst med 1 ml trypsin,
og deretter trypsineres cellene med 2 ml trypsin 1 5-10 minutter, til de har losnet fra
brennen.

2 ml nytt medium tilsettes hver brenn for & stoppe effekten av trypsin, og cellene
pipetteres forsiktig opp og ned for a oppné en enkeltcelle-suspensjon.

Fra hver brenn tas 50 pl godt blandet cellesuspensjon over til et eppendorfror og
blandes med 50 pl Trypanbla. Proven las sta i 5 minutter.

Det totale antall levende celler beregnes ved a telle i et Biirker-kammer.

Punkt 3-6 gjentas ved 24, 48 og 72 timer etter eksponering, bade for kontroll og
eksponerte celler.

Plotter en kurve med antall levende celler mot tid.

4.10 - EKSPONERING | 48 TIMER - REKONVALENS

4.10.1 - Teori

Det er ogsa nyttig & undersgke om en cellekultur tar varig skade av eksponering over et visst

tidsintervall. En mate & undersoke dette pa er ved & eksponere cellene 1 48 timer, for deretter &

tilsette nytt friskt medium, og underseke hvordan veksten forandrer seg i forhold til kontroll-

cellene.

4.10.2 - Prosedyre

1.

2,0-10° celler sés ut i hver brenn i en 6-brenns-plate, og tilsettes 3 ml medium. Platene
settes til inkubering over natten.
Mediet 1 brennene fjernes og 5 ml medium (6 pg/ml BV) tilsettes 1 hver brenn som

skal eksponeres. Kontrollbrenner tilsettes 5 ml DMEM uten BV. Dette er tid 0.
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3. Cellene i tre parallelle brenner vaskes forst med 1 ml trypsin, og deretter trypsineres
cellene med 2 ml trypsin i1 5-10 minutter, til de har lesnet fra brennen.

4. 2 ml nytt medium tilsettes hver brenn for & stoppe effekten av trypsin, og cellene
pipetteres forsiktig opp og ned for & oppné en enkeltcelle-suspensjon.

5. Fra hver brenn tas 50 pl godt blandet cellesuspensjon over til et eppendorfrer og
blandes med 50 pl Trypanbld. Proven las std i 5 minutter.

6. Det totale antall levende celler beregnes ved & telle i et Biirker-kammer.

7. Punkt 3-6 gjentas etter 24, 48 og 72 timer etter eksponering, bade for kontroll og
eksponerte celler.

8. Etter 48 timer fjernes mediet med BV fra de 3 brennene som skal undersekes for
rekonvalens, og det tilsettes 5 ml medium uten BV. Platen settes til inkubasjon igjen.

9. Etter 72 timer telles de 3 brennene som i punkt 3-6.

10. Plotter en kurve med antall levende celler mot tid.

4.11 - APOPTOSE

4.11.1 - Teori

Apoptose er en av to spesifikke méter en celle kan de pd, der den andre er nekrose. Nekrose
beskriver celleded pga ekstern skade. Morfologisk kjennetegnes nekrotiske celler ved at de
sveller opp og lyseres, innholdet i cellen slippes ut med pafelgende skade og inflammasjon av
det omliggende vevet. Nekrose av en celle kan skje i lapet av et par sekunder (Collins et al.,
1997), mens apoptose er en relativt mye tregere prosess. Apoptose kalles ofte for
programmert celleded og ble forst beskrevet i 1972 (Kerr et al., 1972). Apoptose innebaerer
morfologiske forandringer i cellen, som krymping av cellekroppen, kondensering av
kromatin, fragmentering av cellekjernen og bortfall av evne til adhesjon. Selve mekanismen
for apoptose utlgses av en “dedsfaktor” (Willingham, 1999) som er programmert i cellens
DNA. Apoptose kan detekteres i en celle ved a farge cellene med Hoechst-33342. Hoechst-
33342 er en fluoriserende farge som gér gjennom cellemembraner, og binder til
adenin/thymin-rike omrader i kromatinet. Fargen brukes dermed til 4 underseke kondesering
av kromatin, og kan detekteres i et flourescensmikroskop. Eksitasjons- og emisjonsmaksima:
350/460 nm. Mange legemidler som brukes i kampen mot kreft har til hensikt & indusere
apoptose 1 kreftcellene, og denne studien har undersekt hvorvidt BV induserer apoptose 1

U251 og Cé.
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4.11.2 - Prosedyre

1.

Med en steril pinsett vaskes 6 dekkglass i 70% etanol, terkes forsiktig ved a plassere
kanten mot et stykke papir, for resten av etanolen brennes av i en propanflamme.
Dekkglassene avkjoeles i pinsetten for de plasseres 1 hver brenn i en 6-brenns plate.

Hver brenn tilsettes 2,0-10° celler og 5,0 ml medium.

3. Platen inkuberes ved 37°C til cellene har nddd semikonfluens pé dekkglasset.

Mediet fjernes, og nye 5,0 ml medium tilsatt forskjellige konsentrasjoner BV tilsettes i
hver brenn (3, 6, 9 og 12 pg/ml BV 1 DMEM). Platen inkuberes videre i 24 timer.
Mediet fjernes, og cellene vaskes forsiktig med PBS (Oxiod) 1 30 sekunder.

Provene fikseres med 100% iskald metanol i 10 minutter, og vaskes deretter med PBS
1 2x2 minutter.

En Hoechst-33342-1gsning (50 pg/ml 1 PBS) tilsettes pd dekkglasset og provene stér i
10 minutter, tildekket med aluminiumsfolie.

Provene vaskes igjen med PBS i 2x2 minutter for de fér torke et par minutter pa
benken.

En liten drape monteringsmedium plasseres pa et objektglass, og dekkglasset plasseres

forsiktig pa objektglasset med celle-siden ned. Provene oppbevares morkt.

10. Pravene observeres med en fluorescensmikroskop.
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5. RESULTATER

5.1 - VEKSTKURVE

5.1.1- U251

Et likt antall celler (1,0-10%) ble sadd ut i hver brenn i flere 6-brenns-plater, tilsatt medium og
inkubert ved standard betingelser. Antall celler i en brenn ble telt 1 et haemocytometer under
et lysmikroskop ved forskjellige tidsintervaller og er presentert i en kurve (figur 5.1). Alle
tellinger er gjort med 3 paralleller. Celleveksten gir en forventet S-formet kurve, med en treg
latensfase som gér over i en logaritmisk vekstfase (eksponentialfase), for veksten flater ut i en
platéfase. For begge cellekulturene ble det ved hjelp av lysmikroskop observert semi-

konfluens i eksponentialfasen av vekstkurven.

Vekstkurve - U251

4,5 ~ Platafase
4,0
3,5 -
3,0 -
2,5 -
2,0 -
1,5 -
1,0 -
0> 71601 0,02
0,0 A

0 2 4 6 8 10 14 18
Antall dager

4,10

Eksponetialfase

1,63

Antall celler, x106

Latensfase

Figur 5.i: Vekstkurve for U251 cellelinje. 1,0-10* celler ble sadd ut i hver brenn i flere 6-
brenns-plater og antall celler ble beregnet ved gitte tidsintervaller i et haemocytometer.

U251 viser logaritmisk vekst fra dag 5-10 etter utsaing. Observering under lysmikroskop viser
at det 1 dette tidsintervallet er semikonfluens 1 cellekulturen. Dette er nyttig informasjon nér
senere forsgk planlegges, bdde for 4 vite optimal eksponeringstidspunkt for cellene, samt hvor
raskt cellekulturen vokser. P4 denne maten kan forberedelsene til et forak forkortes og man

jobber mer effektivt. Cellekulturens doblingstid beregnes til 26,4 timer (formel 4.4).
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5.1.2-C6

Samme prosedyre ble fulgt for C6 som for U251, med 1,0-10* celler sddd ut i hver brenn.
Resultatene, vist i figur 5.ii, viser tendenser til samme S-formede vekstkurve som ble
observert for U251. Tall fra dag 12 antas a vere ukorrekte, da disse ligger langt lavere enn tall
fra dag 10. Det er rimelig 4 anta at ukorrekte data fra dag 12 gjor at den stasjonare fasen ikke

observeres 1 forsoket.

Vekstkurve - C6

( Platafase )

7,0 1
6,0
50 -

4,0 -
30 - Eksponentialfase
’

6,81

Antall celler, 106

2,0 Latensfase
1,0 -~
0,0

0,01 0,02

0 2 4 6 8 10 12 14
Antall dager

Figur 5.ii: Vekstkurve for C6 cellelinje. 1,0-10* celler ble sadd ut i hver brenn i flere 6-bronns-
plater og antall celler ble beregnet ved gitte tidsintervaller i et haemocytometer.

Den logaritmiske vekstfasen for C6-cellelinjen ligger her mellom dag 6 og 10, men det ma
antas at denne veksten varer videre til dag 11-12 ut i fra forventning om S-formet vekstkurve.

Cellekulturen har en beregnet doblingstid lik 27,1 timer.

5.2 - LEVEDYKTIGHET

5.2.1-U251

I en 24-brenns-plate blir 1,0-10° celler sédd ut i hver brenn og inkuberes over natten. Cellene
blir deretter eksponert 1 24 timer med varierende konsentrasjoner BV 1 DMEM. Cellene farges
deretter med trypanbl4, og telles i et haemocytometer. Andelen levedyktige celler beregnes og
presenteres i figur 5.iii og 5.iv. For U251-cellelinjen ses det lite nedgang i levedyktighet ved
eksponering for 3 ug/ml BV 1 DMEM. Derimot observeres en markert nedgang i
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levedyktighet ved 6 pg/ml, og en videre nedgang til 9 ug/ml. Levedyktighet for kontrollen
ligger pé 98,23 %. Ekstrapolering med lineer tilneerming gir en ICsp-verdi lik 12,8 pg/ml for

24 timers eksponering.

Levedyktighet - U251

100

80

60

40

% levedyktige celler

20

m Kontroll m 3 pg/ml m6 pug/ml m9 pg/ml m12 pg/ml

Figur 5.iii: Andel levedyktige celler av U251. 1,0-10° celler sis ut i hver brenn og inkuberes
over natten. Cellene ble sa eksponert med forskjellige konsentrasjoner av BV i DMEM i 24
timer. Andel levende celler telles i et haemocytometer etter farging med trypanbla.

5.2.2-C6

Samme prosedyre ble fulgt for C6-cellene som for U251-cellene. Resultatene er vist i figur
5.1v, og viser noe nedgang i levedyktighet ved eksponering for 3 pg/ml og 6 ug/ml BV i
DMEM. Deretter observeres markant nedgang i levedyktighet ved 9 pg/ml og 12 pg/ml BV i
DMEM. Levedyktighet for kontroll-cellene var pd tilneermet 100%. Ekstrapolering med

lineer tilnerming gir en 1Csp-verdi lik 15,1 pg/ml for 24 timers eksponering.
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Figur 5.iv: Andel levedyktige celler av C6. 1,0-10° celler sis ut i hver brenn og inkuberes over
natten. Cellene ble sa eksponert med forskjellige konsentrasjoner av BV i DMEM i 24 timer.
Andel levende celler telles 1 et haemocytometer etter farging med trypanbla.

5.3 - INHIBERING AV VEKST

5.3.1-U251

1,0:10° celler fra U251-cellelinjen ble sadd ut i hver brenn i 6-brenns-plater og inkubert over
natten med DMEM. Deretter ble det tilsatt varierende konsentrasjoner av BV i DMEM (3,6,9
og 12 pg/ml), og cellene ble satt til inkubering. Ved 24,48 og 72 timer ble det foretatt telling

av 3 parallelle brenner for hver konsentrasjon. Resultatet er vist 1 figur 5.v.

Allerede etter 24 timer ses tydelig begrensning av cellevekst for alle de eksponerte cellene.
Denne trenden holder seg ved telling etter 48 timer, mens etter 72 timer har veksten betydelig
bedret seg for cellene som ble eksponert for 3 pg/ml. Alle konsentrasjoner over 3 pg/ml ser ut
til & hemme veksten 1 stor grad. Direkte observasjon i lysmikroskopet ved 10x forsterrelse
viser ogsa tydelig at skende mengde BV gir storre grad av celler som har lgsnet fra

underlaget, samt morfologiske forandringer.

5.3.2-C6
Samme prosedyre ble fulgt for C6- som for U251-cellelinjen, med 1,0-10° celler sadd ut i hver

brenn. Resultatet for eksponeringen er vist 1 figur 5.vi.
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Figur 5.v: Inhibering av vekst av U251 ved forskjellige konsentrasjoner BV i DMEM.
1,0-10° celler ble sadd ut og eksponert for 3,6,9 og 12 ug/ml BV i DMEM i 72 timer. Stolpene

angir minimums- og maksimumsverdi.
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Figur 5.vi: Inhibering av vekst av C6 ved forskjellige konsentrasjoner BV i DMEM.

1,0-10° celler ble sadd ut og eksponert for 3,6,9 og 12 ug/ml BV i DMEM i 72 timer.
Stolpene angir minimums- og maksimumsverdi.

Resultater
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Det ses lite begrensning av vekst etter 24 timer for de eksponerte cellene. Etter 48 timer ser vi
noe begrenset vekst hos cellene som ble eksponert med 3 og 6 pg/ml BV i DMEM. For
cellene som ble eksponert med 9 og 12 pg/ml BV er veksten tilnermet lik 0. Etter 72 timer
har veksten okt betraktelig for 3 og 6 pg/ml, med samme trend som for kontrollcellene
mellom 48 og 72 timer. De cellene som ble eksponert for 9 pg/ml viser fortsatt redusert vekst,
selv om den har kommet seg noe i forhold til de forste 48 timene. For cellene med 12 pg/ml er
fortsatt veksten tilnermet lik 0. Direkte observasjon i lysmikroskopet ved 10x forsterrelse
viser ogsa her, som for U251, gkende grad av celler som har lesnet fra underlaget, samt

morfologiske forandringer ved okende mengde BV i mediet.

5.4 - EKSPONERING | 48 TIMER - REKONVALENS

5.4.1-U251

I hver bronn i flere 6-brenns-plater ble 2,0-10° celler av U251-cellelinjen sadd ut, tilsatt 3 ml
DMEM og inkubert over natten. Pafolgende dag ble det tilsatt 5 ml medium med 6 pg/ml BV,
og vanlig DMEM uten BV til kontrollbrennene. Antall celler ble talt i et haemocytometer ved
0, 24 og 48 timer. Etter 48 timer ble mediet fjernet, og alle cellene ble tilsatt friskt medium
uten BV. Etter nye 24 timer (72 timer totalt) ble antall celler beregnet. Resultatet er vist 1 figur

5.vil.

For de eksponerte cellene vises en forventet hemming av vekst frem til 48 timer. Fra 48 timer
til 72 timer ses noe ekning av veksten, men ikke i storre grad enn for de fortsatt eksponerte

cellene fra figur 5.v.

54.2-C6

Samme prosedyre folges for C6- som for U251-cellelinjen, med 2,0-10° celler sadd ut i hver
brenn, som eksponeres for 6 ng/ml BV i DMEM. Resultatet er vist i figur 5.viii.
Kontrollcellene har en jevn vekstkurve, mens de eksponerte cellene viser tydelig hemming av
vekst, dog 1 mindre grad enn U251-cellene viste. Etter fjerning av BV etter 48 timer oker

veksten betraktelig, og viser samme trend som for kontrollcellene.
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Figur 5.vii: 48-timers eksponering av U251 med 6 pg/ml BV DMEM. 2,0-10° celler av U251

ble sadd ut i hver brenn og eksponert for 6 pg/ml BV i DMEM. BV fjernes etter 48 timer.

Stolpene angir minimums- og maksimumsverdi.
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Figur 5.viii: 48-timers eksponering av C6 med 6 pg/ml BV DMEM. 2,0-10° celler av C6 ble
sadd ut i hver brenn og eksponert for 6 pg/ml BV i DMEM. BV fjernes etter 48 timer. Stolpene
angir minimums- og maksimumsverdi.
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Resultater

5.5 - APOPTOSE

De forste forsekene med farging for apoptose var mislykkede, da ingen farge trengte inn 1
cellene. Det ble bekreftet ved lysmikroskopi at det faktisk var celler pa dekkglassene, og
dermed konkludert med at det muligens var noe galt med Hoechst-fargen som ble benyttet. En
ny flaske Hoechst-33342 ble derfor kjopt inn fra Sigma-Aldrich Ltd., og forseket ble gjentatt

etter samme metode.

5.5.1-U251

2,0-10° celler av U251-cellelinjen ble sadd ut pa sterile dekkglass i hver brenn i en 6-brenns-
plate og satt til inkubering over natten. Pafelgende dag ble cellene eksponert for 3,6,9 og 12
pg/ml BV i 5 ml DMEM, og satt til inkubering 1 24 timer. Etter 24 timer ble eksponeringen
fiernet, og cellene ble vasket, fiksert og farget med Hoechst-33342. Dekkglassene ble deretter
montert pa objektglass, og cellene ble fotografert i et fluorescensmikroskop ved 40x

forsterring. Resultatet for badde U251 og C6 er vist i figur 5.ix.

For U251 kan man se en tydelig ekning 1 kondensering av kromatin og dannelse av
apoptotiske kropper med okt konsentrasjon av BV. Ved 9 og 12 pg/ml ses det ogsa en okt

grad av andre morfologiske forandringer, som krymping av celler og celler som har sprukket.

5.5.2-C6

Samme prosedyre ble utfort for C6 som for U251, med 2,0-10° celler sddd ut i hver brenn.
Resultatene for C6 viser apoptotiske celler med tydelig kondensering av kromatin og dannelse
av apoptotiske kropper. Som ved U251 observeres ogsd her gkende grad av morfologiske
forandringer med okt mengde BV (krymping av celler, odelagte og sprukne celler). I tillegg

observeres det en klar reduksjon av celletetthet ved skende mengde BV.
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Figur 5.ix: Farging for apoptose, U251 og C6. 2,0-10° celler av U2510g C6 ble sadd ut og
eksponert for 3,6,9 og 12 pg/ml BV i DMEM i 24 timer. Farget med Hoechst-33342 og
fotografert i fluorescensmikroskop ved 40x forsterrelse.
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6. DISKUSJON

6.1 - GENERELT

I denne studien har hovedfokus vaert & underseke den cytotoksiske effekten av bivenom (BV)
ved hjelp av vevskulturer, som et alternativ til bruk av forseksdyr. Flere godt innarbeidete in
vitro-modeller har blitt brukt pa to forskjellige cellelinjer, maligne humane glioma kreftceller,
U251, og induserte kreftceller fra rotte, C6. Etter min kunnskap har det ikke tidligere vert
utfort studier som undersegker en mulig anti-tumor-effekt pa disse celletypene. En studie fra
2007 undersokte den generelle cytotoksiske effekten pd normale humane lymfocytter og HL-
60-celler (Lee et al., 2007), og viste at BV gir en cytotoksisk effekt. C6-celler er tidligere vist
a veere en god modell for & undersegke de forskjellige aspektene rundt glioblastoma-vekst og -

invasjon (Grobben et al., 2002).

6.2 - VEKST OG PROLIFERASJON

Det innledende forsegket i denne studien var a finne frem til en standard vekstkurve for begge
celletypene. En vekstkurve gir oss vital informasjon om cellelinjens veksthastighet,
doblingstid, konfluensomrade etc. Alt dette er nyttig a vite ndr man skal planlegge de

kommende forsgkene for & finne optimale eksponeringstidspunkt o.1.

U251-cellene viste seg & ha en noe tregere vekst og doblingstid (fig 5.1) enn for C6-cellene
(fig 5.11), men denne forskjellen var sé liten at det ble besluttet & bruke de samme
forseksbetingelsene pa begge cellelinjene; dette letter ogsa sammenligning av resultatene for
de to cellelinjene. For U251 var gjennomsnittlig doblingstid i eksponentialfasen 26,4 timer og
for C6 14 den pa 27,1 timer. Begge vekstkurvene viser at ved & s ut mellom 1,0-10° og
5,0-10° celler, vil cellene ha kommet inn i starten av den eksponentielle vekstfasen etter 1
dagn. Dette er derfor et passende tidspunkt & eksponere cellene for BV. I figur 5.ii er det verdt
a merke seg en “uteligger” etter 12 degn som ikke korresponderer med de andre resultatene.
Det er rimelig & anta at dette er forarsaket av en menneskelig feil, enten under utsding av
celler eller selve telleprosessen. For videre studier gjennomferes ber det derfor utfores et nytt
forsek for & bekrefte at C6 virkelig viser en slik S-formet vekstkurve som er forventet. For

U251 samsvarer resultatene med tidligere funn (Yaeger et al., 1991).
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Levedyktighet

For & underseke levedyktigheten til U251- og C6-celler ved tilsetning av BV ble det utfort 24-
timers eksponering med gkende konsentrasjoner av BV og pafelgende eksludering av ikke-
levedyktige celler med farging med trypanbla. Dette er en enkel og rask metode for a
undersoke effekten av en substans som tidligere er benyttet i denne forskningsgruppen med
god effekt og stor grad av reproduserbarhet (Andersen et al., 1994). P4 bakgrunn av tidligere
studier pa andre celletyper ble det forventet en reduksjon i levedyktighet ved konsentrasjoner

av BV mellom 3-12 pg/ml (Lee et al., 2007).

I denne studien viser det seg at tilsetning av 3 pg/ml BV gir sveert lite nedgang 1 levedyktighet
sammenlignet med kontrollen for U251-celler (fig 5.iii). Derimot merker man en markant
nedgang i levedyktighet allerede ved 6 pg/ml BV, og enda lavere levedyktighet for 9 og 12
pg/ml BV. Beregning av konsentrasjon som gir 50% levedyktige celler etter 24 timer, 1Csy-
verdi, gir her et resultat pa 12,8 pg/ml. Til sammenligning ligger resultatene for C6-cellene
forskjovet ett hakk mot kraftigere konsentrasjon (fig 5.iv). Resultatene viser at 3 og 6 ng/ml
gir en svak nedgang sammenlignet med kontrollen og man ma helt opp pa 9 pg/ml for det ses
en markant nedgang i levedyktigheten. En ekstrapolering gir her en ICso-verdi lik 15,1 pg/ml
BV ved eksponering i 24 timer.

Inhibering av vekst

For & undersegke hvilken hemmende effekt BV har pd cellenes vekst over tid ble det satt opp et
forsek der cellene eksponeres for forskjellige konsentrasjoner BV 1 72 timer. Resultatene viser
tydelig den samme trenden som ble observert ved levedyktighet. For U251-cellene gir alle
konsentrasjonene av BV hemming av vekst ettter 24 og 48 timer (fig 5.v), mens etter 72 timer
ser det ut til at bare konsentrasjoner over 3 pg/ml gir hemmende effekt. Cellene som ble gitt 3

pg/ml BV ser ut til & ha normalisert veksten og felger samme trenden som kontroll-cellene.

For C6-cellene viser 3 og 6 pg/ml BV ingen umiddelbar hemming av vekst etter 24 timer,
men bide 9 og 12 pg/ml BV hemmer veksten markant (fig 5.vi). Etter 48 timer er det fortsatt
tilnaermet null vekst hos de to kraftigste konsentrasjonene, mens 3 og 6 pg/ml BV viser na

tegn til veksthemming. Forst etter 72 timer ses resultatet klart og tydelig; 3 og 6 ng/ml BV har
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normalisert veksten og felger kontrollcellene. Cellene med 9 pg/ml BV har betydelig redusert
vekst 1 forhold til kontroll, mens de med 12 pg/ml BV fortsatt gir tilneermet null vekst.

For bade U251-cellene eksponert med 3 pg/ml, og for C6-cellene eksponert med 3 og 6
pg/ml, ses en klar ekning av vekst etter 48 timer. Den samme effekten er rapportert for
maligne melanoma-celler (Liu et al., 2002), og kan ha sammenheng med at de aktive

komponentene i BV har relativt kort halveringstid i serumtilsatt medium (Orsolic et al., 2003).

Eksponering i 48 timer - Rekonvalens

Et forseksoppsett ble ogsa benyttet for & underseke i hvilken grad cellene tar varig skade av
eksponeringen med BV. Cellene ble eksponert i 48 timer med 6 pg/ml BV i DMEM og
deretter tilsatt frisk DMEM uten BV. For U251-cellene vises en klar hemming av veksten
frem til og med 48 timer etter eksponering. Dataene for kontroll ved 48 timer er noe usikre,
men resultatene viser allikevel en klart hemmet vekst hos de eksponerte cellene. I lapet av de
forste 24 timene ses en gkning i antall celler pa 25%. De neste 24 timene er veksten tilnarmet
lik null, mens nar eksponeringen fjernes etter 48 timer, ses en gkning 1 antall celler pa 70%

frem mot 72 timer.

For C6-cellene er det noe hemming av vekst etter 24 og 48 timer (fig 5.viii), men etter at nytt
medium tilsettes uten BV normaliseres veksten, og etter 72 timer folger de eksponerte cellene
samme trend som kontrollcellene. Dette er som forventet, da 6 ug/ml BV ikke ga markant

hemming av vekst for C6 cellene etter 72 timer (fig 5.vi). Det ser dermed ikke ut til at BV gir

en varig vekstreduksjon for noen av celletypene etter fjerning av eksponering.

6.3 - APOPTOSE

Aktivering av det apoptotiske systemet og pafelgende programmert celleded er svert
interresant vedrerende hemming av vekst hos kreftceller. Hvorvidt kreftcellene “’drepes”
gjennom apoptose eller nekrose er et viktig moment med tanke pé eventuelle bivirkninger, da
nekrotisk celleded vil gi en storre grad av skade pd det omliggende vevet enn ved apoptotisk
celledod. Serlig ved kreftsvulster 1 hjernen er dette et stort problem, da eventuelle skader pd

friskt vev kan ha store konsekvenser for pasienten. I slike tilfeller er det derfor ekstremt viktig
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at man begrenser skadevirkningene mest mulig, samtidig med at man klarer a fjerne

kreftcellene pa en effektiv méte.

I denne studien er det benyttet farging med Hoechst-33342 for & detektere kondesering av
kromatin og dannelse av apoptotiske “kropper”. Bildene fra fluorescensmikroskopet viser
celler eksponert i 24 timer med ekende konsentrasjoner av BV samt ikke-eksponerte
kontrollceller. For U251-cellene ses en doseavhengig ekning i dannelse av apoptotiske celler
(fig 5.ix). Mens det hos kontrollcellene knapt finnes apoptotiske celler, er det tydelige
apoptotiske celler bade ved 9 og 12 pg/ml BV. Det er ogsa antydning til en ekning 1 antall
celler med morfologiske forandringer ved 9 og 12 pg/ml BV. Det mé derfor kunne antas at
BV induserer det apoptotiske systemet hos U251-celler. Mekanismen for denne aktiveringen

er derimot uklar.

BV ser ogsé ut til & indusere apoptose ved 24 timers eksponering av C6-cellene. Selv om
apoptose observeres ved alle pravene er trenden allikevel gkende med okt konsentrasjon av
BV. Dette underbygges ved at celletettheten synker betraktelig med okt konsentrasjon av BV,
slik at andelen apoptotiske celler gker. Resultatet er allikevel noe mer usikkert enn hos U251,
da eventuell nekrotisk celleded i lopet av disse 24 timene kan forarsake at celler lgsner fra
dekkglasset og forsvinner med vasking for de blir fiksert. Hvis flere celler losner med ekende
konsentrasjon av BV vil dette 1 sé fall forklare hvorfor celletettheten synker i sé stor grad.
Dette gjor at det ikke uten videre undersegkelser kan fastslas om induksjon av apoptose hos
Co6-cellene er doseavhengig. Det er allikevel rimelig 4 anta at effekten er doseavhengig ogsa
her, da denne studien viser at induksjon av apoptose er doseavhengig hos U251-celler, samt at
BV tidligere har vist 4 ha en dose-avhengig induksjon av apoptose hos flere celletyper,

deriblant synoviale fibroblaster (Hong et al., 2005) og hos lungekreftceller (Jang et al., 2003).

Den samme studien utfert av Jang et al. viste ogsa at BV ga en klar nedregulering av COX-2
hos de samme cellene, uten & nedregulere COX-1. Ved inflammatoriske reaksjoner og
kreftsvulster finner man en oppregulering av COX-2 med péafelgende produksjon av
prostaglandiner (Herschman, 1996; Tomozawa et al., 2000; Wardlaw et al., 2000), og det er
kjent at NSAIDS (COX-hemmere) brukes i behandling av forskjellige typer kreft (Thun et al.,
1993). Andre studier har vist at oppregulering av COX-2 er svaert vanlig hos glioblastoma
multiforme (Prayson et al., 2002), og det er derfor rimelig & anta at dette ogsa er tilfelle hos

U251- og Cé6-cellene. Den manglende hemmingen av COX-1 som observeres av Jang et al. er
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ogsé et godt tegn, da legemidler som ferer til hemming av COX-1 ofte gir bivirkninger som

f.eks. ulcer.

En annen mulig forklaring pa den observerte induksjonen av apoptose og den veksthemmende
effekten kan vaere at BV virker som en calmodulin-antagonist, som tidligere vist hos
leukemiske celler (Hait et al., 1983). Calmodulin-antagonister inhiberer DNA-syntese og
fordrsaker morforlogiske forandringer hos gliaceller (Okumura et al., 1982), og dette er

muligens ogsa tilfellet hos U251/C6.

6.3 - SAMMENLIGNING MELLOM U251 OG C6

Denne studien er den forste som viser at BV induserer apoptose hos celler av typen U251, og
at denne effekten er doseavhengig. Allikevel kan det ikke konkluderes med at BV uten videre
vil gi en doseavhangig induksjon av apoptose hos andre glioblastoma-celler, da resultatene fra
Cé6-cellelinjen er noe uklare. Disse forsekene ber repeteres og utvides for & undersoke dette

nermere.

Resultatene antyder at BV gir en kraftigere inhibering av levedyktighet for U251-celler enn
for Cé-celler, og at effekten ogsé her er doseavhenging. Tilsvarende resultater er tidligere
observert pa synoviale firboblaster, som viste at 10 pg/ml BV ga en reduksjon i levedyktighet
til 40,7% etter 24 timer (Hong et al., 2005). Ogsa i denne studien var effekten doseavhengig.
En annen studie viste samme trend for HL-60-celler og normale humane lymfocytter (Lee et
al., 2007) der 5 og 10 pg/ml BV i DMEM ga kraftig reduksjon av levedyktighet etter 24
timer, mens 1 pg/ml ga svaert liten reduksjon. Disse resultatene viste ogsd en liten forkjell
mellom de to celletypene som var undersekt, der lymfocytter viste tegn til lavere toleranse for
BV enn HL-60. Noe av arsaken til dette ble tillagt at nylig tillagde lymfocytt-kulturer in vitro
var utsatt for spontan apoptose i storre grad enn HL-60. Det er en mulighet for at det samme
kan vere tilfellet for C6-cellene i denne studien, da farging for apoptose viste en hgyre andel
apoptose hos ikke-eksponerte celler for C6 enn for U251. Arsaken til den spontane apoptosen
vil allikevel ikke vaere den samme, da vi 1 denne studien benytter en kontinuerlig cellelinje,

mens Lee et al. benyttet blodceller hentet fra en 33-arig kvinne.

Videre funn i studien viser at det kreves noe hoyere konsentrasjon av BV for & oppna den

samme veksthemmende effekten for C6-cellene som man observerer for U251-cellene. Til
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slutt ser man at C6-cellene viser storre grad av rekonvalens nar BV fjernes etter 48 timers

eksponering enn det som er observert for U251-cellene ved samme konsentrasjon av BV.

Som et lite sammendrag kan vi derfor konkludere med at BV har en kraftigere cytotoksisk
effekt in vitro pa celler av typen U251 enn pa C6. Selv om begge celletypene er tatt fra tumor
1 gliaceller, er det mulig at effekten pd humane celler er mer tilstede enn hos C6-cellene som
er hentet fra rotte. Videre studier ma til for a verifisere disse resultatene. En annen forskjell
mellom disse cellelinjene som kan forklare de forskjellige resultatene er at U251 er hentet fra
naturlig forekomst av glioblastoma multiforme, mens C6-cellen er kunstig indusert (Grobben
et al., 2002). Dermed er det sannsynlig at disse to cellelinjene vil utvise noe forskjellige

karakteristikker 1 slike forsgksmodeller.

6.4 - IN VITRO TOKSIKOLOGI

Som tidligere nevt er bruken av in vitro-modeller en nyttig ressurs for & evaluere den
cytotoksiske effekten av forskjellige substanser. Innenfor farmasien er toksikologiske tester et
nedvendig steg 1 utviklingen av legemidler. Forskningsgruppen her pd Institutt for
Indremedisin har tidligere vist at cellekulturer kan vare nyttige ogsa til mekanistiske studier,
blant annet ved undersgkelse av nefrotoksisitet av rentgenkontrastmedia, som viste
doseavhengig nefrotoksisitet og vakuolisering av to renale cellelinjer, proximale tubul, LL.C-

PK, og distale tubuli, MDCK (Andersen et al., 1994).

Denne studien viser at ved a benytte forskjellige in vitro modeller kan man raskt og enkelt
evaluere den cytotoksiske effekten av potensielle legemidler. I enkelte tilfeller, som ved
potensielle kreftmidler, vil man ogsa raskt kunne fastsld om det potensielle legemiddelet viser
tegn til en fremtidig ensket klinisk effekt. Ved fraver av en slik ensket effekt kan man derfor

raskt utelukke den aktuelle substansen fra videre forsek med dyr.

In vitro-metoder for & underseke cytotoksisk effekt er ikke en erstatning for bruk av
foreksdyr, men derimot et viktig supplement til bruken av disse dyrene. Man kan estimere
fornuftige konsentrasjoner til bruk videre forsek samt fullstendig utelukke substanser som
apenbart ikke har ensket effekt. Dette kan dermed veare en metode som kan begrense bruken
av forseksdyr i alle de tilfellene der man ser at den cytotoksike effekten er for hoy eller ikke

gir ensket effekt.
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Diskusjon

6.5 - VIDERE ARBEID

En fortsettelse av denne studien ber starte med verifisering av resultatene som er oppnadd. I
tillegg ber metodene kjores pa flere cellelinjer, ogsé pé friske ikke-carcinome humane celler,
slik at den generelle cytotoksiske effekten av BV kan evalueres. Til dette arbeidet ber det
ogsé benyttes primare cellekulturer, slik at organspesifikk toksisitet kan evalueres. Videre
kan man undersgke den tumor-supressive effekten av BV ved a benytte spheroider av
kreftceller og konfrontere disse med friske celler. Dette er en metode som er benyttet i mange

ar i denne forskningsgruppen med gode resultater.

Induksjon av apoptose ber ogsé verifiseres hos flere cellelinjer og med flere metoder. Mulige
metoder man kan bruke er farging med DAPI for & se pd kondensering av kromatin og gel-
elektroforese for & detektere DNA-fragmenter som er typiske for celler som gér i apoptose. En
annen mulighet er 4 underseke hvilken effekt BV har pd cellesyklus ved & benytte flow-
cytometri. Det er ogsa enskelig & fastsla hvilke mekansismer som resulterer i at BV induserer
apoptose. Den mulige calmodulinhemmende effekten ber undersekes, samt ogsa eventuell
nedregulering av COX-aktivitet. Til dette formalet kan det ogsa vere aktuelt & se pa
enkeltkomponenter 1 venomet, ikke bare pa helt venom. I en eventuell fremtidig bruk som

legemiddel vil det ogsd med all sannsynlighet veere enkeltkomponenter som adminitreres og

ikke BV som helhet.
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