Mulige interaksjoner mellom
tyrosin kinase reseptoren Axl, metabolisme og proliferasjon
I brystkreftceller (MDA-MB-231)

av

Ingunn Bergslien

Masteroppgave i Farmasi

Senter for Farmasi
Institutt for Biomedisin
Medisinsk fakultet

Universitetet i Bergen
2009






Forord

Forord

Dette arbeidet ble utfert ved Institutt for Biomedisin, Universitetet i Bergen, fra august 2008
til juni 20009.

Forst av alt vil jeg rette en stor takk til veileder og ferste ammanuensis Karl Johan Tronstad
som har holdt den rede trdden i arbeidet, og som har vart positiv og hjelpsom.

Likesd mye vil jeg takke biveileder Julie Nikolaisen som alltid har satt av tid til meg, og
hjulpet meg. Jeg er veldig takknemlig, Julie.

En stor takk mé ogsa rettes til Ingrid Strand som har gjort livet lettere pd lab’en. Alltid var det
god hjelp & fa og svar 4 finne.

’Mitokondrie-gruppa” hadde ikke vert det samme uten det sosiale, og det sosiale hadde ikke
veert det samme uten Hanne R. Hagland og Linn H. Nilsson. Hanne har ogsé fulgt godt opp

gjennom hele prosessen.

Gisle Starseth Solhaug; hva hadde vel masteren vart uten deg? Kommer til & savne deg og

”farmasifamilien” mye!

Takk til Knut, mamma og pappa, familie og venner for god stette og mange minnerike stunder

gjennom studietiden.

Bergen, 19. mai 2009

Ingunn Bergslien



Innholdsfortegnelse

Innholdsfortegnelse

Forord I
Innholdsfortegnelse I
Forkortelser \%
1 Introduksjon 1
1.1.2 Laktatsyre fermentering 2
1.1.3 Mitokondriene og deres energiomsetning 3
1.1.3.2. Sitronsyresyklus 4

1.1.3.3 Oksidativ fosforylering 4

1.2 Kreftcellenes unike energimetabolisme 5
1.2.1 Warburg effekten 6
1.2.2 Faktorer som potensielt bidrar til aecrob glykolyse i kreft 6
1.2.2.1 GLUT-1 og HK I 6

1.2.2.2 ”Crabtree effekten” 7

1.2.2.3 Hypoksi induserbar faktor (HIF) 8

1.3 Signalveier som knytter sammen metabolisme og vekstregulering i kreftceller 9
1.3.1 Akt signalvei 9
1.3.2 AMP-aktivert protein kinase (AMPK) 9

1.4  Tyrosin kinase reseptoren Axl 10
1.4.1 Tyrosin kinase reseptorer (TKRer) 10
1.4.2 Oppdagelsen av Axl 11
1.4.3 Oppbygning og aktivering av Axl 11
1.4.4 Signalisering via Axl 12
1.4.5 Axl i tumor dannelse og metastase 13
1.4.6 Axl og Warburg, en potensiell link? 14

2  Mal 16
3 Materialer 17
3.1 Kjemikalier 17
3.2 Cellelinjer 19
3.3 Buffere og lesninger 19
3.3.1 Rutine kulturmedium 19
3.3.2 PBS losning 20
3.3.3 Frysemedium 20
3.3.4 Trypan blé losning 20
3.3.5 Buffere og lesninger for laktatmaling 20
3.3.6 Buffere og lesninger for lysering av celler 20
3.3.7 Buffere og lesninger for SDS-PAGE 21
3.3.8 Buffere og lesninger for proteinoverforing (blotting) og blokkering 21

34  Molekylare standarder for Western blotting 21
3.5  Antistoffer for Western blotting 22
3.6  Antistoffer for flow cytometriske analyser 22
3.7  Fluorescerende prober for analyse av levende celler 23
3.8  Kommersielle analyser 23
3.9  Dataprogrammer 23
3.10  Forbruksmaterialer 23
3.11 Teknisk utstyr 24

4 Metoder 25
4.1 Dyrking og vedlikehold av cellelinjene 25

II



Innholdsfortegnelse

4.1.1 Cellelinjene
4.1.2 Trypsinering og splitting av cellene
4.1.3 Bestemmelse av celletall
4.1.4 Frysing og opptining av celler
4.2 Proliferasjonsmaling
42.1 MTT
4.2.2 BrdU
4.2.3 alamarBlue®
4.3  Kartlegging av energimetabolismen
4.3.1 Oksygrafi
4.3.2 Laktat malinger
4.4  Proteinuttrykk
4.4.1 SDS-PAGE og Western blotting
4.4.1.1 Lysering av celler, og maling av proteinkonsentrasjon

25
25
25
26
26
27
27
28
28
28
29
29
29
29

4.4.1.2 Reduksjons SDS polyakrylamid gel elektroforese ("Redusing SDS-PAGE”) 30

4.4.1.3 Western Blotting

4.4.2 Flow cytometri
4.4.2.1 Immunomerking av Axl for flow cytometrisk analyse
4.4.2.2 Flow cytometrisk analyse av fikserte celler

4.5 Morfologi

4.5.1 Merking av celler med MitoTracker® Deep Red 633 for visualisering av

mitokondriell morfologi.
4.6  Forsekdesign
4.6.1 Initiale proliferasjonsforsek
4.6.2 Utvidede dybdestudier med utvalgte betingelser
4.6.2.1 Proliferasjonsbestemmelse med metabolske modulatorer
4.6.2.2 Flerparameter undersgkelse av to metabolske modulatorer
5 Resultater
5.1 Cellemodellen
5.1.1 Karakterisering av cellemodellen med flow cytometri
5.1.2 Karakterisering av cellemodellen med Western Blotting
5.2 Mitokondriell morfologi i VT og AxIl-
5.3  Karakterisering av energimetabolismen
5.3.1 Oksygrafi
5.3.2 Aerob glykolyse og laktat produksjon
5.4  Proliferasjon
5.4.1 Proliferasjonsmaéling og celletetthet
5.4.1.1 Bestemmelse av optimal celletetthet
5.4.1.2 Sammenligning av metodene
5.4.2 Metabolsk manipulering og proliferasjonsbestemmelse
5.5  Mulitiparameter analyse av to metabolske modulatorer
5.5.1 Deteksjon av relativ mitokondriemengde
5.5.2 Flow cytometrisk analyse av Akt og AMPK utrykking og fosforylering
5.5.2.1 Akt
5.5.2.2 AMPK
5.5.3 Laktat
6 Diskusjon
7 Konklusjoner
8 Fremtidige perspektiver
Referanser

III

30
32
33
33
34

34
34
34
34
34
35
36
36
36
37
38
39
39
41
41
42
42
44
45
47
47
48
49
51
56
57
65
66
67



Innholdsfortegnelse

Appendiks 1 73
Flow cytometriske undersgkelser av mitokondrier og redoks-balanse 73
1.1 Metode 73

1.2 Resultater 75

1.2.1 Mitokondriemengde (méling av kardiolipin) 75

1.2.2 Membranpotensiale 75

1.2.3 Oksidativt stress 76
Appendiks 2 77
Appendiks 3 78

IV



Forkortelser

Forkortelser

Forkortelse

Navn

2DG
ACC
Akt/PKB
AMPK
ATP
AxI-
BrdU
ddH,0O
Eng.
ERK/MAPK
ETK
EtOH
EVF
FNIII
G6P
Gas6
GBD
Gla
GLUT
HIF
HK

Ig

IMH
IMM
LDH
LG
MMP
MP
mtDNA
mTOR

2-deoksyglukose

Acetyl-CoA karboksylase
Proteinkinase B
AMP-aktivert protein kinase
Adenosintrifosfat
MDA-MB-231 AxI-
5-bromo-2’-deoksyuridin
Dobbeldestillert H,O

Engelsk

Mitogen-aktivert protein kinase"
Elektrontransportkjeden
Etanol

Epidermal vekst faktor
Fibronektin type II1
Glukose-6-fosfat

”Growth arrest spesific gene 6”
Glykogen bindende domene
Gammakarboksyglutamatsyre
Glukosetransporter

Hypoksi induserbar faktor
Heksokinase
Immunoglobulin
Intermembrant hulrom

Indre mitokondriemembran
Laktat dehydrogenase
Laminin G

Metalloproteinase

Mikroplate

Mitokondrielt DNA

”mammalian target of rapamycin”



Forkortelser

MTT
Mw
nDNA
NFkB
Oks.fos.
PB
PDH
PDK1
PGC-1a
PI;K
PIP3
PLCy
PPARYy
PVDF
Rictor
ROS
rRNA
SSS
TAM
TBST-MLK
TK
TKR
tRNA
TSC2
ucCp

VDAC
VGMC

VT

YMM

3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl-)-2,5-difenyltetrasolium bromid
Molekylvekt (gram/mol)

Nukleart DNA

“nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells”
Oksidativ fosforylering

PBS-0,2 % BSA

Pyruvat dehydrogenase

Fosfoinositid-avhengig kinase 1

”Peroxisome proliferator-activated receptor y, coactivator 1 a”
Fosfatidylinositol 3-kinase

Fosfatidylinositol 3,4,5 trifosfat

Fosfolipase Cy

”Peroxisome proliferator-activated receptor y”
Polyvinylidendifluorid

“rapamycin-insensitive companion of mTOR”

Reaktive oksygenforbindelser

Ribosomalt RNA

Sitronsyresyklus

Tyro3, Axl, Mer

TBST- 3 % melk

Tyrosin kinase

Tyrosin kinase reseptor

transfer RNA (overforings RNA)

“tuberous sclerosis complex-2”’

avkoblings proteiner

Volum (1)

“Voltage dependent anion channel”

Vaskulaere glatte muskelceller

MDA-MB-231 villtype

Vekt (g)

Ytre mitkondriemembran

VI



Introduksjon

1 Introduksjon

1.1  Energimetabolisme

Energimetabolisme er samlebetegnelse for alle de prosesser i en celle som krever energi
(anabole) og som avgir energi (katabole). Cellene trenger energi for & kunne vokse og
proliferere, og for a kunne signalisere og respondere pa endringer 1 ekstra- og intracellulaert
milje. De katabole prosessene bestdr av nedbrytning av karbohydrater, fettsyrer og aminosyrer
som illustrert 1 Figur 1.1. Nedbrytningen av glukose til karbondioksid og vann kan deles opp i
flere delprosesser som hver bidrar i produksjon av ATP, som er den universelle
energibereren. I den folgende teksten oppsummeres hovedtrekkene av cellenes utnyttelse av

glukose som energikilde.

Glukose

ll{eku skinase Ii 2-deoksyglukose

Glukose6-fosfat
v

¥
Pyruvat —» Laktat

Cytosol Fettsyrer ~—_ f_.Aminosyrer
I

. . Matrik
Mitokondriet l R

Acetyl-CoA

OKS.FOS.
4H+

Rotenon

Suksinat Fumarat

ADP+Pi  ATP

Figur 1.1: Oversikt over nedbrytning av glukose for energiproduksjon

Nedbrytning av glukose til pyruvat bestar av ti enzymkatalyserte steg og gir et netto utbytte pa 2 ATP. Prosessen
foregar i cytosol. Ved aerobe forhold oksideres pyruvat videre i mitokondriene, mens under anaerobe forhold
reduseres pyruvat til laktat. De kjemiske inhibitorene 2-deoksyglukose og rotenon som hemmer henholdsvis
glykolyse og respirasjon er angitt, da disse er aktuelle i studien. (SSS= sitronsyresyklus, OKS.FOS= oksidativ
fosforylering, K= kompleks, Q= coenzym Q, YMM= ytre mitokondriemembran, IMH= intermembrant hulrom
(mellomrommet mellom membranene), IMM= indre mitokondriemembran, Cyt.C= cytokrom C)

Se pafelgende tekst for ytterligere detaljer.
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1.1.1 Glykolyse

Animalske celler nytter glukose via tre hovedveier, hvorav den ene er oksidasjonen av
glukose via glykolyse for & skaffe til veie energi i form av ATP. Alternativt blir glukose lagret
som polysakkarid (glykogen) eller sukrose, eller oksidert via pentosefosfat veien.
Kartleggingen av glykolysen ble fullfert i 1930 arene, og var den forste metabolske veien
beskrevet. Ett glukosemolekyl blir gjennom ti enzymkatalyserte steg omdannet til to
molekyler av 3-karbon-komponenten pyruvat, som er endeprodukt i prosessen. Energi som
frigjores konserveres i form av ATP og NADH. Totalt forbrukes 2 molekyler ATP, mens det
dannes 4 ATP molekyler og 2 NADH molekyler. Netto utbytte fra glykolysen blir dermed 2
ATP og 2 NADH. Omdanningen av glukose til pyruvat skjer i cytosol, og under glykolysen
frigjores bare en fraksjon av den totalt tilgjengelige energien i molekylet.

Totalreaksjon for glykolysen:

Glukose + 2P; + 2ADP +2NAD" — 2 pyruvat + 2ATP + 2NADH + 2H" + 2H,0

Heksokinasene (HK) katalyser omdanningen av glukose til glukose-6-fosfat (G6P) som er det
forste- og ett av de hastighetsbestemmende trinnene 1 glykolysen (Figur 1.1). HK hemmes av
den kjemiske inhibitoren 2-deoksyglukose (2DG), som omdannes til den ikke-metaboliserbare
komponenten 2-deoksyglukose-6-fosfat i det forste steget av glykolysen, og behandling av
celler med 2DG forer derfor til at ATP nivaet synker (Sato et al.,1993)

1.1.2 Laktatsyre fermentering

Fullstendig oksidasjon av glukose krever aerobe forhold. Under anaerobe forhold degraderes
glukose via en fermenteringsprosess. NADH som dannes i glykolysen mé regenereres til
NAD", fordi NAD" nyttes som elektronakseptor i sluttfasen av glykolysen. Hvis NAD+ ikke
regenereres Vil glykolysen stoppe opp. Under aerobe forhold avgis elektroner fra NADH til
O, ved mitokondriell respirasjon. Ved anaerobe forhold (for eksempel ved hypoksi)
regenereres NAD ' ved overforing av elektroner fra NADH til pyruvat, som resulterer i
dannelsen av laktatsyre (Figur 1.1). Reaksjonen katalyseres av laktat dehydrogenase (LDH).
ATP utbyttet fra glykolysen under anaerobe forhold er mye lavere enn ved fullstendig
oksidering av glukose via mitokondriell respirasjon; henholdsvis 2 ATP per glukosemolekyl
versus 30-32 ATP per glukosemolekyl. 15 ganger s& mye glukose trengs dermed under

anaerobe forhold for & gi det samme energiutbyttet som ved aerobe forhold.
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1.1.3 Mitokondriene og deres energiomsetning

1.1.3.1 Mitokondrienes struktur og egenskaper

Mitokondrier er dobbeltmembran omsluttede organeller med dynamiske egenskaper (Figur
1.2). De kan danne filamentese nettverk, strekke seg, trekke seg sammen, fusjonere og
fragmentere (McBride et al., 2006). Strukturen og antall mitokondrier per celle varierer fra

vev til vev, men storrelsesmessig er de generelt 1-2 pm lange og 0,5-1um brede.

Indre mitokondrie
membran (IMM)

Intermembrant
hulrom

Ytre mitokondrie
membran (YMM)

Figur 1.2 Mitokondriets oppbygning

Den YMM omslutter organellen, mens den IMM bestéar av mange innbuktninger kaldt cristae, som gir IMM en
stor overflate. Organellen blir p& grunn av dobbeltmembranen inndelt i to; hulrommet som ligger mellom IMM
og YMM (intermembrant hulrom), og matriks som er omsluttet av IMM. Transport av molekyler og proteiner
mellom disse to rommene, og mellom organellen og cytosol, er strengt regulert.

Mitokondriell funksjon er et vidt begrep som ma defineres ut ifra cellenes kontekst. Generelt
varierer funksjonen fra vev til vev avhengig av vevets metabolske krav. Mitokondriene spiller
en avgjerende rolle i oksidativ metabolisme, samt i andre metabolske prosesser som
glukoneogenese, urea syklus og regenerering av cytosolsk NAD". I tillegg til de rent
metabolske oppgavene spiller mitokondriene ogsé en sentral rolle i apoptose, gen regulering,
cellesyklus kontroll, intracelluler kalsium homeostase og fosfat regulering (McBride et al.,
2000).

Mitokondriene har eget DNA (mtDNA) som totalt sett utgjer under 1 % av totalt cellulaert
DNA, men genproduktene er essensielle for normal celluleer funksjon. Genomet er et
sirkuleert DNA molekyl, 16,6 kb stort, og koder for 13 proteiner i elektron transport kjeden
(ETK), i tillegg til 2 rRNA og 22 tRNA nedvendige for translasjon av mitokondrielle gener
(Singh og Costello, 2009).
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1.1.3.2. Sitronsyresyklus

For metabolittene (glukose, andre karbohydrater og fettsyrer) kan entre sitronsyresyklus (SSS)
m4i karbonskjelettene brytes ned til acetyl-gruppen pé acetyl-CoA. Pyruvat fra glykolysen
fraktes fra cytosol og inn i mitokondriene, og reagerer der med coenzym A (CoA), som
resulterer i dannelsen av acetyl-CoA (Figur 1.1). Reaksjonen kalles oksidativ
dekarboksylering og er katalysert av pyruvat dehydrogenase (PDH) komplekset (Briere et al.,
20006). Acetyl-CoA gér deretter inn 1 SSS som bestér av atte enzymbkatalyserte steg. Energi
som frigis konserveres i form av GTP og elektrondonorene NADH og FADH,. For fullstendig
oksidering av glukose, under aerobe forhold, donerer NADH og FADH; i neste steg

elektroner til respirasjonskjeden (Figur 1.1).

1.1.3.3 Oksidativ fosforylering

Alle oksidative steg i degraderingen av glukose, andre karbohydrater, fett og aminosyrer
konvergerer i dette siste steget av celluler respirasjon, hvor energi frigitt fra oksidasjonen
driver syntese av ATP. Som illustrert i Figur 1.1 involverer prosessen reduksjon av O, til H,O
hvor elektroner doneres fra NADH og FADH, dannet i SSS og andre katabolske veier.
Oksidativ fosforylering, ogsa omtalt som mitokondriell/celluler respirasjon forgar i indre
mitokondriemembran (IMM) og bestar av at elektroner stremmer via en serie
membranbundne barerproteiner kalt elektrontransport kjeden (ETK) (Figur 1.3).
Barerproteinene omtales som proteinkompleks I-IV (Figur 1.3).

Energi frigitt fra elektronenes vandring gjennom proteinkompleksene er koblet til transport av
protoner gjennom kompleks I, III og IV, og pé denne maten konserveres den frie energien
som et elektrokjemisk potensiale over IMM (Mitchell 1961). Den elektrokjemiske kraften
som bygges opp kalles membranpotensial og driver en transmembran strem av protoner ned
deres konsentrasjonsgradient, hvor energi som frigjeres nyttes til fosforylering av ADP

katalysert av ATP syntase (Kompleks V) (Nelson og Cox 2000).
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NADH+H+
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Figur 1.3 Oksidativ fosforylering og inhibitorer av elektrontransport

Oksidativ fosforylering foregéar i den IMM hvor en kjede av protein komplekser (omtalt som kompleks I-1V)
deltar i transporten av elektroner avgitt fra NADH og suksinat. Transporten av elektroner er koblet til transport
av protoner (H") over membranen som forer til at en elektrokjemisk gradient dannes (membranpotensiale). I
kompleks V nyttes energien fra den elektrokjemiske gradienten til fosforylering av ADP. Ulike inhibitorer og
deres virkested i ETK er angitt.

I enkelte typer vev, som i brunt fettvev, er cellene spesialiserte til & danne varme istedenfor
ATP fra katabole prosesser. Fenomenet kalles ”avkobling” og skyldes at energien i
protongradienten ikke blir benyttet til ATP produksjon, men blir frigjort som varme. Nar
protoner lekker gjennom IMM brytes linken mellom membranpotensial og ATP syntese, og
energien frigjores som varme. Avkobling av mitokondriene er en naturlig forckommende
prosess som involverer en familie av proteiner kaldt ”avkoblingsproteiner” (uncoupling

protein, UCP) (Jezek et al., 1998).

1.2 Kreftcellenes unike energimetabolisme

Cellene i kroppen er under kontinuerlig kontroll med hensyn pa vekst og proliferasjon. De
kontrollerende mekanismene bestéar av utallige signalnettverk som formidler budskap om liv
eller dod, vekst, proliferasjon, hvile eller aldring. Kreftceller derimot, har en unik evne til &
overse vekstrestriksjoner, unnga aktiverng av immunsystemet og ignorere dedssignaler
(Hanahan og Weinberg, 2000). P4 denne méten har de et tilnermet grenselost
replikasjonspotensial som resulterer i dannelsen av tumorer bestdende av til dels

udifferensierte celler. Utviklingen av maligne celler (neoplasmer) er ikke en ett-stegs-prosess,
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men krever koordinerte endringer i ulike signalveier. Slike endringer kan skyldes mutasjoner i
tumorsupressor gener eller onkogener (Hanahan og Weinberg, 2000).

Tumorcellene opplever store variasjoner i deres nermiljo som gir dem metabolske
utfordringer. Deler av en hurtigvoksende tumor vil oppleve perioder med darlig blodtilfersel,
som resulterer 1 darlig naeringstilgang og hypoksi, samtidig som avfallsstoffer hoper seg opp,
mens andre deler av tumoren kan ha rikelig kontakt med sirkulasjonen. Evnen til a takle
metabolsk stress blir derfor avgjerende for kreftcellenes overlevelse og proliferasjon.
Kreftcellenes unike egenskaper, som overkjorer vanlige cellers “oppforsel”, har fanget
forskernes interesse gjennom flere tiar. I dette komplekse bildet vil man gjerne lete etter, og

prove & finne fellesnevnere som kan angripes terapeutisk.

1.2.1 Warburg effekten

I normale celler er balansen mellom glykolyse og mitokondriell respirasjon finregulert.
Hurtigvoksende og udifferensierte tumorceller viser derimot generelt hayere glykolyserater
sammenlignet med friske celler, selv under tilstrekkelig O, tilgang, som resulterer 1 hoy laktat
produksjon (Warburg, 1956). Denne observasjonen av det som ofte blir omtalt som aerob
glykolyse ble forste gang ble beskrevet av Otto Warburg i 1924, og tyder pa at
kontrollmekanismen som regulerer balansen mellom glykolyse og mitokondriell respirasjon er
forstyrret 1 kreftceller. Fenomenet har derav fatt navnet Warburg effekten.

Det karakteristiske okte glukoseopptaket i kreftceller blir 1 dag utnyttet 1 kreft diagnostikk ved
hjelp av positronemisjonstomografi (PET-scanning) med bruk av '*F-2-deoksyglukose som
radiomarker (Keloff et al., 2005).

Warburg selv hevdet at den drivende kraften bak ekt glykolyse i tumorceller skyldtes en
irreversibel skade av den mitokondrielle funksjonen; hvis kreftcellene ikke kompenserte med
a oke den glykolytiske fluksen ville energibehovet ikke bli dekket (Warburg, 1956).
Medvirkende faktorer til et slik metabolsk skifte, sett i ulike typer tumorer, er i dag et aktuelt

tema innen forskning og utgjer et potensielt terapeutisk angrepspunkt.

1.2.2 Faktorer som potensielt bidrar til aerob glykolyse i kreft

1.2.2.1 GLUT-1 og HK 11

I tumorer har man observert at glukoseopptaket i cellene er forheyet blant annet pd grunn av
oppregulering glukosetransporter 1 (GLUT-1). GLUT-1 er en hoyaffinitets-transporter, som
tilherer familien av Na'-uavhengige glukose transporterer (GLUT), som fremmer passiv

diffusjon av glukose over plasmamembranen (Thorens, 1996). Tilnermet alle vev i kroppen
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uttrykker GLUT-1, og uttrykkingen induseres ved onkogen transformasjon av celler (Uldry og
Thorens 2004).

En annen faktor som kan knyttes til okt glykolytisk aktivitet er HK II. Det finnes fire
isoformer av HK 1 mammalske celler (Katzen og Schimke, 1965), hvorav HK II er den
dominernede isoformen i kreftceller, og den er ofte overuttrykket (Pedersen et al., 2002).
HKII har evne til & binde til den spenningsavhengige anion kanalen (VDAC) som sitter i
YMM. ATP som genereres under oksidativ fosforylering forlater mitokondriene via denne
kanalen og gir HKII rikelig tilgang til ATP som kinasen nytter til fosforylering av glukose
(Pedersen et al., 2002). Binding av HKII til VDAC beskytter i tillegg mot apoptose (Pastorino
etal., 2003)

I tillegg til faktorene som er nevnt over har man sett transkripsjonell oppregulering av andre
transporterer og enzymer som deltar i opptaket og nedbrytningen av glukose. LDH aktiviteten
er malt 3,7-7 ganger hgyere i humane brysttumorer sammenlignet med normalt vev (Balinsky

et al., 1984).

1.2.2.2 "Crabtree effekten”

Ved & gke glukosetilgangen for hurtigvoksende tumorer inhiberes den mitokondrielle
respirasjonen delvis (Sussman et al.,1980). Fenomenet er veldokumentert og har fatt navnet
”Crabtree effekten”. Ved hemmet mitokondriell respirasjon mé kreftcellene kompensere for
energitapet ved & oke glykolyseraten, som blant annet forer til at pH i cytosol reduseres pa
grunn av ekt laktat produksjon (Hagland et al., 2007). pH reduksjonen kan innvirke pd pH
sensitive oksidase enzymer, som 2-oksoglutarat dehydrognease komplekset og cytokrom bc;
komplekset, som igjen virker negativt inn pa den mitokondrielle respirasjonen (Sussman et
al., 1980). Pa denne maten oppstér det en ”ond sirkel” som ferer til at den mitokondrielle
funksjonen reduseres.

mtDNAet er sérbart for oksidativ edeleggelse og mutasjoner, og dette skyldes trolig den
narliggende produksjonen av reaktive oksygeforbindelser (ROS) (Grossman and Shoubridge,
1996). Inntil 2 % av den totale O, mengden som forbrukes i oksidativ fosforylering
gjennomgér en ett-elektrons reduksjon og danner superoksid i normalt respirerende celler,
men nivaet kan vere langt hayere i kreftceller (Turrens et al., 1997). Dette gjor og at
kreftceller er utsatt for en hgyere mutasjonsrate sammenlignet med normale celler. Ulike

faktorer som virker inn pa den mitokondrielle funksjonen i1 tumorer er illustrert i Figur 1.4.
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1.2.2.3 Hypoksi induserbar faktor (HIF)

HIF-1a er en transkripsjonsfaktor som brytes ned i nerver av O, ved hjelp av
ubiquitinligasen Von Hippel Lindau (VHL) proteinet. Ved hypoksi stabiliseres HIF-1a, som
translokerer til nukleus, binder HIF-1 og induserer uttrykkingen av gener som gker
angiogenese og glykolyse (Figur 1.4) (Selak et al., 2005, Pugh og Ratcliffe, 2003). Okning av
HIF-1a er pavist 1 aggressive tumorer og arsaken skyldes blant annet at VHL proteinet er
mutert (Moreno-Sanchez et al., 2007). Metastatiske tumorcellelinjer som MDA (brystkreft)
viser haye nivaer av HIF-1a., overuttrykking av glykolytiske enzymer og hay glykolytisk rate
uavhengig av O, nivd, mens ikke-metastatiske brysttumor cellelinjer (MCF-7) viser

oppregulering av de ulike faktorene kun ved hypoksi (Robey et al., 2005).

Miljg:
-Hypoksi
-ROS

Mitokondriell dysfunksjon:
ATP 4,ROS ¢

l

-4 Glykolyse

-Aktivering av overlevelses-
signalveier: Alt, AMPI, HIF-1

-Endret redoks-balanse

-8eleksjon av maligne celler

Modifisert fra Chen et al., 2007
Figur 1.4 Faktorer som bidrar til gkt mitokondrielt stress, mitokondriell dysfunksjon og aerob glykolyse.
Figuren viser hvordan ulike tumorfremmende faktorer kan innvirke med viktige elementer i mitokondriell
funksjon. Se tekst for detaljer.



Introduksjon

1.3 Signalveier som knytter sammen metabolisme og vekstregulering i kreftceller
1.3.1 Akt signalvei

Serin/threonin kinasen Akt tilherer den cAMP avhengige-, cGMP avhengige protein kinase C
familien (Stambolic og Woodgett, 2006). Akt aktiveres av vekstfaktorstimulerte tyrosin
kinase reseptorer, og Akt mediert signalisering spiller en fundamental rolle for
celleproliferasjon, vekst og overlevelse (Datta et al., 1999). Tumor utvikling og progresjon
skyldes at balansen mellom celleproliferasjon og overlevelse (apoptose) forskyves. Akt
signalvei er en av de hyppigst dysregulerte signalveiene i tumorer (Nicholson og Anderson,
2002) og den unormale Akt aktiviteten forer til ukontrollert celleproliferasjon, endret
energimetabolisme og okt resistens mot apoptose (Figur 1.5) (Kim et al. 2001, Bijur og Jope
2003, Majewski et al., 2004, Plas og Thompson, 2005).

For aktivering rekrutteres Akt til plasmamembranen og binder fosfatidylinositol 3,4,5 trifosfat
(PIP3). PIP3 dannes ved aktivering av fosfatidylinositol3-kinase (PI3K), som igjen aktiveres
av vekstfaktorstimulerte reseptorer eller Ras (Sarbassov et al., 2005). Aktivering av de ulike
faktorene 1 signalveien foregar via en fosforyleringskaskade hvor fullstendig aktivering av
Akt krever fosforylering av to seter. Fosfoinositid-avhengig kinase 1 (PDK1) fosforylerer
threonin 308, mens “mammalian target of rapamycin” (mTOR) i kompleks med rictor 2
fosforylerer serin 473 (Sarbassov et al., 2005).

Den gkte glykolytiske raten 1 tumorer kan delvis forklares pa grunn av den unormalt hoye Akt
aktiviteten (Elstrom et al., 2004). Akt trigger transkripsjonen av GLUT-1 og stimulerer
faktorens translokasjon til plasmamembranen som forer til at glukoseopptaket oker, samtidig
som internalisering av transporteren hemmes (Wieman et al., 2007). I tillegg regulerer Akt

bindingen av HK II til VDAC (Pastorino et al., 2005).

1.3.2 AMP-aktivert protein kinase (AMPK)

AMPK er en serin/threonin proteinkinase som fungerer som en energisensor i cellene. Lav
energistatus og cellulert stress som gker AMP:ATP ratioen aktiverer kinasen. Ved lavt ATP
nivd, som ved hypoksi og dérlig neringstilgang, fosforyleres en rekke substrater av AMPK
som forer til at energi krevende (anabole) prosesser hemmes og energigivende (katabole)
prosesser aktiveres (Towler og Hardie, 2007). AMPK aktivering forer ogsa til stimulering av
mitokondriell biogenese mediert via PGC-1a (Canto et al., 2009) (Figur 1.5).

AMPK signalsystemet kan sees pa som en motpart til Akt signalvei fordi AMPK inhiberer
aktivering av mTOR (Figur 1.5) (Inoki et al., 2003). Dette forer AMPK direkte inn 1 rekken
av proteiner som kan knyttes til kreft, blant annet fordi mTOR er oppregulert i en rekke



Introduksjon

tumorer (Schmelzle og Hall, 2000). Figur 1.5 oppsummerer AMPK sin rolle i tilknytning til
kreft.

AMPK komplekset bestar av de tre subenhetene a, f og v, hvorav a subenheten har katalytisk
aktivitet. Ved okt AMP:ATP ratio binder AMP til et regulatorisk sete pd y subenheten, og
AMP binding favoriserer fosforylering av en spesifikk threonin enhet pa a subenheten

(threonin 172) utfert av tumor supressoren LKBI1 kinase (Figur 1.5) (Hawley et al.,1996).

Cellulesr
energi status

Nezeringsstatus

Hypoksi

Mitokondrielle effekter:

- biogenese

- funksjon

- signalisering

- pemeabilitets transisjon

Autofagi Protein syntese Proliferasjon

Angiogenese Celle syklus Celleded

Modifisert fra Hagland et al., 2007
Figur 1.5 AMPK og Akt sine mulige roller i kreft er knyttet til energimetabolisme, overlevelse og
proliferasjon i tumorceller.
Figuren skisserer noen av de mest sentrale mekanismene som interagerer som respons pd energistatus og
vekstregulering.

1.4 Tyrosin kinase reseptoren Axl

1.4.1 Tyrosin kinase reseptorer (TKRer)

Tyrosinkinase reseptor (TKR) familien tilherer gruppen membrankryssende reseptorer, og
karakteriseres av et cytoplasmisk domene med tyrosinkinase aktivitet (Hunter 1998).
TKR’ene er essensielle 1 signalomformingskaskader som medierer inter- og intracelluler
kommunikasjon, og de kontrollerer fundamentale cellulaere prosesser som cellesykluskontroll,
metabolisme, celle migrering, overlevelse, proliferasjon og differensiering (Schlessinger

2000). Reseptorfamilien inkluderer en rekke vekstfaktoraktiverte reseptorer, og sees derfor

10
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ofte i ssmmenheng med initiering eller progresjon av kreft, enten pa grunn av mutasjoner som

gir gkt aktivitet (funksjon) eller reseptor/ligand overuttrykking (Hunter et al., 1998).

1.4.2 Oppdagelsen av Axl

Axl ble oppdaget i 1988 som et uidentifisert gen med transformerende egenskaper i to
pasienter med kronisk myelogen leukemi (Liu et al., 1988). I 1991 ble genet klonet og
identifisert som en RTK av to uavhengige grupper som kalte reseptoren henholdsvis Axl
(O’Bryan et al., 1991) og UFO (Janssen et al., 1991). P4 samme tid ble AxI identifisert av
ytterligere en gruppe som kalte genet for “adhesjons-relatert kinase” (Ark) (Rescigno et al.,
1991). Reseptoren omtales heretter som Axl.

Normalt uttrykkes Axl i de fleste organer og celletyper 1 kroppen, mens overuttrykking av
reseptoren er identifisert ulike humane tumorer som livmor-, gastrisk-, prostata-, colon-,
melanoma-, tyreoid-, lunge-, og brystcancer (Oppsummert i Linger et al., 2008). I den humane
brystkreft cellelinjen MDA-MB-231 er uttrykkingen av AxI rapportert 12 ganger hayere enn i
normale brystceller (Meric et al., 2002).

1.4.3 Oppbygning og aktivering av Axl

Axl tilherer subfamilien av RTK er som kalles TAM. TAM familien bestér av de tre
reseptorene Sky(Tyro3), Axl og Mer, hvor navnet kommer av forbokstavene til de tre
reseptorene 1 familien. Axl er den av reseptorene som hittil er hyppigst assosiert med kreft. |
tillegg til & vaere et gen med transformerende egenskaper, er Axl normalt involvert i
immunitet, blodplate funksjon og spermatogenese (Oppsummert i Linger et al., 2008).

AxI aktiveres av den vitamin K-avhengige liganden product of growth arrest-spesific gene 6”
(Gasb6), og sammen danner de en aktiv ligand-reseptor dimer 2:2 (Sasaki et al., 2006).

Figur 1.6 viser oppbygningen av Axl og Gasb6.

11
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Figur 1.6 Oppbyggingen av Axl og Gas 6

Axl bestar ekstracellulert (N terminalt) av to immunoglobulin lignede domener (Ig), som utgjer bindingssetet for
Gas 6, og to fibronektin type Il domener (FNIII). Det intracellulaere domenet har tyrosin kinase aktivitet (C
terminalt). Gas6 bestar av en gamma-karboksyglutamatsyre (Gla) region, fire “epidermal vekst faktor” (EVF)
repetisjoner, og to reseptorbindende globulere laminin G-lignende (LG) domener.

1.4.4 Signalisering via Axl|

De forste studiene identifiserte PI;K og fosfolipase Cy (PLCy) som intracellulare
bindingspartnere for Axl, og signalisering via disse bindingspartnerne har betydning for
overlevelse og proliferasjon (Linger et al., 2008). Ulike studier har senere vist at Gas6-
mediert reseptor aktivering stimulerer celleoverlevelse, proliferasjon, cellemigrasjon og

celleadhesjon via ulike signalveier (se Figur 1.7 med referanser).

12
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Figur 1.7 Signalveier mediert via AxI

Gas6/AxI signalsytemet er aktivert i vaskulaturen og er involvert i onkogen transformasjon av celler. Axl
regulerer celleoverlevelse, vekst og proliferasjon (Hasanbsic et al., 2004, Sawabu et al., 2007, Holland et al.,
2005), samt celle migrasjon og adhesjon (bl.a Vajkoczy et al., 2006) via de ulike signalveiene angitt i figuren.

1.4.5 AxI i tumor dannelse og metastase

Som til nd beskrevet er overuttrykking av Axl observert i en rekke typer humane tumorer.
Samtidig er forhayet Axl uttrykking assosiert med dérlig prognose 1 klinikken (Nakano et al.,
2003, Shieh et al., 2005). I ulike studier har man knyttet reseptorens onkogene potensial til
reseptor overuttrykking. Deriblant forte overuttrykking av Axl til transformasjon av
fibroblaster i fraveer av ligand in vitro (Burchert et al., 1998), og i en annen studie fant man at
uttrykking av AxI er nedvendig for tumordannelse av MDA-MB-231 in vivo (Holland et al.,
2005). Studiene indikerer at Axl er et gen med transformerende egenskaper.

Generelt er nivdene av AxI hgyere 1 metastaser sammenlignet med normalt vev og primare
tumorer, og det et er funnet korrelasjon mellom uttrykking av Axl og tumorstadium, derav i
brystkreft (Berclaz et al., 2001). AxI1 uttrykking i tumorer har vist seg a korrelere med
egenskaper som er typiske for aggressive tumorer som migrasjon, invasjon og angiogenese.
Alle disse faktorene er nedvendige for metastase dannelse.

Celluleer morfologi og adhesjon er to avgjerende faktorer knyttet til migrasjon og invasjon av
tumorceller. Som vist 1 Figur 1.7 er Axl signalisering knyttet til regulering av aktin
cytoskjelettet. Underuttrykking av AxI gir tumorceller en fenotype som er karakterisert som

mindre invasiv med tap av filopodier, redusert mobilitet og tap av celle-celle kontakter

13
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(Vajkoczy et al., 2006). Det ekstracelluleere domentet til AxI bestar av adhesjonsmolekyl
lignende motiver, som indikerer at Axl kan vaere involvert i celle-celle interaksjoner (Figur
1.7) (Bellosta et al., 1995, McCloskey et al., 1997).

Utviklingen av en metastase karakteriseres av den primere tumorens evne til & trenge
gjennom bindevev, blant annet ved & produsere matriks degraderende enzymer som matriks
metalloproteinaser (MMP’er). Disse proteinene er kollagenaser som bryter ned kollagen. Axl
kan spesifikt, og Gas6-uavhengig, indusere uttrykking av MMP-9 mediert via ERK/ NF«xB
signalvei (Tai et al., 2008).

Tumorer kompenserer for redusert O, og naringstilgang ved & indusere angiogenese for &
sikre celleproliferasjon, samtidig som angiogenese er nadvendig for malign transformasjon. I
tillegg til 4 vaere et gen med transformerende egenskaper er Gas6/Axl systemet aktivert i
vaskulaturen. Proliferasjon og migrering av vaskulere glatte muskelceller (VGMC) danner
grunnlaget initiering av angiogenese under normale forhold, og studier har vist at migrasjon
av VGMC korrelerer med uttrykket av Axl (Fridell et al., 1998). I en musemodell forte
underuttrykking av Axl til redusert vaskularisering av tumoren, samtidig som funksjonaliteten
til sirkulasjonen ble redusert (Holland et al., 2005). Disse funnene tyder pa at Axl spiller en

rolle i angiogenese in Vivo.

1.4.6 Axl og Warburg, en potensiell link?

Axl uttrykkes 1 invasive brystkreftcellelinjer som har heye nivder av HIF-1, overuttrykker
glykolytiske enzymer og har en oppreglulert aerob glykolyse (som MDA-MB-231), men ikke
1 tumorer med lavere invasivitet og normal glykolyse (som MCF-7) (Zhang et al., 2008,
Robey et al., 2005). Det er kjent at bade stabilisering av HIF-1 og uttrykking av Axl korrelerer
med induksjon av angiogenese, slik at det er en mulig sammenheng mellom disse faktorene.
Samtidig er signalveiene som aktiveres av Axl de samme signalveiene som har vist seg & vaere
bidragsytere til kreftcellenes avvikende metabolisme.

I tillegg har man sett at AxI signalisering avhenger av glukosenivéet. Effekten av
glukoseendring med hensyn pd Axl signalisering er undersekt i VGMC (Cavet et al., 2008). I
hoy glukose fant man Axl mediert celle migrering via ERK1/2 signalvei, mens i lav glukose

fant man AxI mediert celleoverlevelse via Akt signalvei (Figur 1.8).

14



Introduksjon

Hoy glukose Lav glukose

(Fash (Fash

Al o — Axl }‘
=] 140kDa i T LIakDg ~
‘ r:l == N r"_L" N ™
HP-2 PI3-
/e s

S oy o

A FEh ) 2
Akt [ v U ERE 12
ERK 1,2 Al
(J?'{':\,
ol
P-mTOR | easpase 3
Celle N\ _,/J
migrasjon N /
i
¥y L
Apoptose

(modifisert fra Cavet et al., 2008)
Figur 1.8 Signalisering via Axl avhenger av glukosenivaet i VGMC
I hey glukose (27,5mmol/l): Gas6 stimulering av 140kDa Axl ferer til aktivering av ERK1/2 (via SHP-2) som
resulterer i cellemigrasjon. I lav glukose (5,5mmol/l): Gas6 stimulering av 114 kDa Axl ferer til aktivering av
Akt og mTOR med simultan inhibering av kaspase 3. Glukosenivéet hadde innvirkning pa interaksjonsaffiniteten
mellom bindingspartnere. Begge mekanismene virker anti-apoptotisk i cellene.

Imidlertid ble betydningen av Gas6/Ax] i diabetes nefropati undersekt, hvor man in vitro fant
at ved & oke cellenes glukose tilgang ble uttrykket av Gas6/Ax1 oppregulert, med simultan
aktivering av Akt/mTOR signalvei (Arai et al., 2008). I samme studie gkte glomeruler
Gas6/Axl uttrykking simultant med ekt fosforylering av Akt i to in vivo modellsystemer.
Funnene fra de to ulike studiene presentert indikerer at Axl signalisering via Akt signalvei

avhenger av glukoseniva, men at reguleringen kan variere avhengig av vev.

Pa dette grunnlaget ensker vi & undersoke om Axl spiller en rolle for proliferasjonen av-, og

metabolismen i brystkreft cellelinjen MDA-MB-231.
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Metabolismen i kreftceller er assosiert med gkt aerob glykolyse, et fenomen omtalt som
Warburg effekten. Den forheyede glykolytiske raten utgjer en av de sterre forskjellene, som
skiller normale celler fra kreftceller, og forstéelse av de underliggende mekanismene er viktig
for & kunne utvikle méilrettet kreftterapi.

Brystkreft cellelinjen MDA-MB-231 er karakterisert som aggressiv og invasiv, og viser hoye
rater av aerob glykolyse, sammenlignet med brystkreft cellelinjer med lavere invasivitet.
Tyrosin kinase reseptoren Axl overuttrykkes i MDA-MB-231 og andre metastatiske tumor
cellelinjer, og overuttrykking er assosiert med dérlig prognose i klinikken. AxI er knyttet til
prosesser karakteristiske for metastatiske tumorer som celleadhesjon, cellemigrering og
angiogenese.

I dette studiet sgker vi etter en potensiell ssmmenheng mellom Axl nivé, tumor metabolisme
og celleproliferasjon i MDA-MB-231 ved & sammenligne MDA-MB-231 (VT) med den
modifiserte cellelinjen MDA-MB-231 AxI- (Axl-).

Folgende undermaél kan defineres:

e Studere proliferasjonsprofilen til cellelinjene. Til dette skal vi bruke tre ulike metoder som
detekterer proliferasjon og sammenligne dem.

e Kartlegge energimetabolismen ved & male glykolyse (laktatproduksjon) og mitokondriell
respirasjon (oksygenforbruk).

e Avgjore glykolyseavhengigheten og respirasjonsavhengigheten til cellene ved & bestemme
ICso for de metabolske inhibitorene rotenon og 2DG.

e Studere mitokondriell struktur og funksjon

e Studere Akt og AMPK signalveiene, som er begge er knyttet til celleoverlevelse og

proliferasjon
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3 Materialer
3.1 Kjemikalier

Kjemikalie Kjemisk formel, Mw, (g/mol) Leverandar
forkortelse
2-deoksy-D-glukose CesH 1205 164,16 Sigma
2-Mercaptoetanol C,H,0S8 78,1 Merck
30 % akrylamid/bis lesning, 37,5:1 - - Merck
Ammonium persulfat HgN,OsS,, APS 2282 BioRad
Aprotinin fra bovin lunge Cr84H430N34079S5 6511,44 Sigma
Bovint serum albumin, 1,49mg/ml BSA - Sigma-Aldrich
Karbonyl cyanide 4-(trifluormetoksy)- _
C10H5F3N40, FCCP 254, 17 Slgma
fenylhydrason
Cytocrome ¢ Cytc 12500 Sigma
Digitonin, ~50% (TLC) C56H92029 1229,31 Fluka
Dimetylsulfoksid HYBRI- MAX® (CH3),S0O, DMSO 78,1 Sigma
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM - Gibco

uten fenolrad (+ 4500 mg glukose/L,

med L-glutamin)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM - Sigma
(+ 4500 mg glukose/L, uten L-

glutamin)

Etanol, 96 % C,Hs0H, EtOH 46,1 Vinmonopolet

Fotalt bovint serum FBS - PAA:The Cell
Culture
Company

Formaldehyde, 37% losning CH,O 30,03 Sigma

Frysetorket melk (0,6 % (w/w) fett) - - Marvel

Glutamat CsHgNO4Na 169,1 Sigma

Glysin, > 99,7 % C,HsNO, 75,07 Merck

Glyserol >99,5% C;H;z03 92,1 Fluka

Hydrogen peroksid lgsning, 30 % (v/v) H,O» 34,01 Sigma

i H,O

Hydrazin H,NNH,-H,0O 32,04 Sigma

Kaliumklorid KCl1 74,55 Merck

Leupeptin hemisulfat salt C0H3sNgO4 1/2H,SO4 475,59 Sigma
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Luminol, >97 %
L-glutamin

Malaic acid

Metanol
Monokaliumfosfat
NAD"
N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamid
Natriumklorid
Natrium deoksycholat
Natriumhydroksid
Natrium ortovanadat
Natrium dodecylsulfat
Nonidet P40

Oligomycin

p-Kumar syre

Penicillin/Streptomycin (100x)

Fenylmetansylfonyl fluorid
Ponceau S

Rotenon

Saltsyre

Trizma® base, >99,9 % titrering
Trypan Bla

TWEEN® 20

CsH7N30,
CsHioN20;3
C4H¢Os

CH;0H

KH,PO,

C¢H 6N, TEMED
NaCl

C24H3904Na, NaDOC

NaOH

NazVOq
C12H»504SNa, SDS
(CsH40),C14H20,
NP40
HOC¢H4CH=
CHCO,H
Ci6H17N;NaOS:
C4HgaN14026S3,
PenStrep

C7H7FO,S, PMSF
CH1oN4NasO1354
C23H2206

HCl

C4H;NO3, TRIS
C23H24N6O14S4Nay

177,16
146,14
134,1
32,0
136,1
663,43
116,2
58,44
414,6
39,997
183,91
288.,4

800
164,16

174,19
760,57
394,42
36,5

121,14
960,81

Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Fluka
BioRad
Merck
Calbiochem
Merck
Sigma
Merck

Sigma

Sigma

Sigma

PAA: The Cell
Culture

Company

Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma

Sigma
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3.2  Cellelinjer

Cellelinje Celle type Opphav Modifikasjoner  Levrandgr
MDA-MB-  Human, Kaukasisk, 51 &r  Villtype (VT) Jim Lorens,
231 VT epitellignende gammel kvinne. Avdeling for
bryst Stammer fra Biomedisin,
adenokarsinoma  pleural effusjon. UiB
cellelinje
(Dstrogenreseptor
negativ (ER-))
MDA-MB- Samme som Samme som Axl ’nedslding”  Jim Lorens,
231 Axl- MDA-MB-231 MDA-MB-231 utfort av Jim Avdeling for
VT VT Lorens’ gruppe,  Biomedisin,
(se under). UiB
3T3 Fibroblast Opparbeidet fra Jim Lorens,
cellelinje fra deaggregerte Avdeling for
embryoer av ”Swiss albino Biomedisin,
”Swiss albino mouse” embryoer UiB
mouse” 11962

Informasjon i kolonne 2 og 3 i tabellen stammer fra databasene "DSMZ”
(http://www.dsmz.de/human_and_animal_cell _lines/cell_line _index.php) og “Human and
animal cell lines” (http://www.biotech.ist.unige.it/cldb/cname-1c.html)

MDA-MB-231 VT cellene

Cellelinjen gir opphav til aggresive og invasive brysttumorer. Cellene er gstrogenreseptor
negative, som forer til resistens mot kjemoterapi (hormonterapi). Axl overuttrykkes i cellene,
og overuttrykkingen korrelerer med invasiviteten. Studier av Axl som potensielt terapeutisk
mal 1 cellelinjen er derfor av interesse.

MDA-MB-231 AxI- cellene
Den modifiserte cellelinjen ble laget ved a sla ned Axl ved hjelp av shRNA. Metoden ble
utfort som beskrevet i artikkelen til Holland et al., 2005 (se ref.)

3T3 cellene

3T3 er standardcellelinjen blant fibroblaster, og cellene brukes hyppig i biokjemiske og
cellebiologi studier, inkludert studier av vekstfaktorer da cellene uttrykker og signaliserer via
et vidt spekter av reseptorer. Vi inkluderte cellelinjen som en referanse for kontroll.

3.3 Buffere og lgsninger

3.3.1 Rutine kulturmedium

Ingredienser Final konsentrasjon

DMEM (4,5 g/l glukose, uten L—glutamin)l) 90 % (v/v)
Fotalt bovint serum (FBS)? 10 % (v/v)
L-glutamin 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomysin (100x) 1 % (v/v)

YMedium brukt ved proliferasjonsstudier med MTT: DMEM uten fenolrodt.
DVarmeinaktivert i 30 minutter ved 56°C.
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3.3.2 PBS lgsning

Lgsning Ingredienser Final konsentrasjon

PBSx1 Natriumklorid 0,8 % (W/v)
Kaliumklorid 0,02% (w/v)
Monokaliumfosfat 0,2% (w/v)
Natriumhydroksid Til pH 7,3

3.3.3 Frysemedium

Ingredienser

Final konsentrasjon

DMEM (4,5 g/l glukose med 1-glutamin) 70 % (v/v)
Fatalt bovint serum 20 % (v/v)
DMSO 10 % (v/v)

3.3.4 Trypan bla lgsning

Lgsning Ingredienser Final konsentrasjon
Trypan bl lesning Tryfan bla 0,6 % (W/v)
NaCl 0,9 % (w/v)

3.3.5 Buffere og lgsninger for laktatmaling

Lgsning Ingredienser Final konsentrasjon
Losning A NAD" 10,55 mM

Glycin 64,51 mM

Hydrazin" 163,64 mM

5 M NaOH Til pH 9,5 (ca 0,5 % (v/v))
Losning B L-laktat dehydrogenase 13 enheter (units)
Y Giftig

3.3.6 Buffere og lgsninger for lysering av celler

Lasning

Reagens

Final konsentrasjon

NP40 RIPA buffer

Nonidet P40 (NP40)
SDS

NaDOC"

IM TRIS-HCI (pH 7.,4)
5M NaCl

1 % (v/v)
0,1 % (W/v)
0,5 % (W/v)
50mM
150mM

RIPA lyserings buffer ?

Aprotinin (i 0,9 % NaCl)
Leupeptin (i 0,9 % NaCl)
Natrium ortovanadat
PMSF?

NP40-RIPA buffer

153,6nM
2,1mM
2mM
ImM
97,8 %

Y Toksisk; bruk munnbind og vekt med undertrykk ved innveiing

? Lages p4 is.

) PMSF er kun aktiv i 30 minutter etter tillaging
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3.3.7 Buffere og lgsninger for SDS-PAGE

Lgsning Reagens Final konsentrasjon
4x ”Sample buffer” Glyserol (95 % lgsning) 40 % (v/v)

SDS (20 % lesning) 8 % (V/v)

1,5M Tris-HCI pH 8,8 279mM

2-Mercaptoetanol 4 % (v/v)

BTB tilneermet 0,1 mg/ml (w/v)
10 % Separasjons gel 30 % akrylamid/bis lgsning 10 % (w/v)

1,5M Tris-HCI (pH 6,8) 375mM

SDS

0,1 % (w/v)

APS 0,05 % (w/v)
TEMED 5% (v/v)

4 % ”’Stacking gel” 30 % akrylamid/bis losning 4 % (W/v)
0,5M Tris-HCI (pH 8,6) 125mM

SDS

0,1 % (W/v)

APS 0,05 % (w/v)

TEMED 5 % (v/v)
10x ”Running buffer” Tris 250mM

Glycin 1,92M

SDS 1 % (w/v)

3.3.8 Buffere og lgsninger for proteinoverfgring (blotting) og blokkering

Lgsning Ingredienser Final konsentrasjon
1x Overforings buffer Tris 25mM

Glysin 192mM

Metanol 20 % (w/v)
Trietanolamin bufret Tris-Hcl (pH8,0) 25mM
saltlesning- Tween 20 NaCl 125mM
(TBST) Tween 20 0,1 % (v/v)
Blokkerings buffer TBST med 3 % terrmelk 100 % (v/v)
Deteksjons reagenser: Tris-HCI (pH 8,5) 100mM
Losning A Luminol 254mM

p-kumar syre 15,5mM

Tris-HCI (pH 8,5) 100mM
Losning B Hydrogen peroksid lgsning 1,8mM
Ponceau S lgsning Ponceau S 0,2 % (W/v)

Triklor eddiksyre 3 % (v/v)
3.4  Molekyleere standarder for Western blotting
Standard Omrade Leverandgr
Precicion Plus Protein dual color standards 10-250 kDa BioRad
Magic Mark™" XP Western Protein Standard 20-220 kDa Invitrogen
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3.5  Antistoffer for Western blotting

Antistoff Vert Fortynning Lgsning Leverandgr
1° antistoff
Anti-Ax1 1:3000 PB R&D Systems
Anti-beta-Aktin  Kanin 1:5000 TBST-MLK abCam
2° antistoff
Anti-mus IgG 1:5000 TBST-MLK BioRad
(H+L)-HRP
konjugat
Anti-kanin 1:2000 TBST-MLK BioRad
IgG(H+L)-HRP
konjugat
3.6 Antistoffer for flow cytometriske analyser
Antistoff Vert Fortynning Leverandgr
1° antistoff
Anti-hAxl Mus 1:200 R&D systems
p-Akterars Kanin 1:25 Cell signalling
p-Aktinsos Kanin 1:100 Cell signalling
AKktiotal Kanin 1:100 Cell signalling
p-AMPKa 172 Kanin 1:50 Cell signalling
AMPKa Kanin 1:50 Cell signaling
p-AMPKP ser108 Kanin 1:100 Cell signalling
AMPKp Kanin 1:50 Cell signalling
ACC Kanin 1:400 Cell signalling
p-ACCqer79 Kanin 1:25 Cell signalling
2° antistoff
Alexa 647 Geit 1:1000 BD Bioscience
Goat anti rabbit
Anti-mus APC Geit 1:5000 Molecular Probes
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3.7 Fluorescerende prober for analyse av levende celler
Probe Metode Laser Maks Maks Detek Parameter Leveran
Eksitasjon Emisjon -tor -dar

NAO Flow 488 495nm 519nm  FL1  Relativ Invitrogen

(acridin cytometri mitokondrie Molecular

orange 10- mengde Probes

nonyl

bromide)

TMRM Flow 488 549nm 57Tnm  FL-2 Membran Invitrogen

cytometri potensial Molecular

Probes

CM;- Flow 488 495nm 517aom  FL-1  Oksidativt  Invitrogen

H,DCFDA  cytometri stress (ROS) Molecular
Probes

MitoTracker Mikroskopi 633 640nm 662nm - Mitokondrie Invitrogen

® Deep Red morfologi ~ Molecular
probes

3.8  Kommersielle analyser

Kit Leverandgr

Vybrant® MTT cell proliferation Assay Kit Molucular Probes

Cell proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Roche

alamarBlue® Assay Invitrogen

Pierce® BCA Protein Assay Kit Pierce Biotechnology

3.9  Dataprogrammer

Program Bruksomrade Levrandgr

BD CellQuest Flow cytometri BD Biosciences

DatLab 4 Oksygrafi Oroboros

Quantity One Western blotting BioRad

FlowJo Bearbeidelse av data fra flow FlowJo

cytometri

LSM 5 Image Examiner Bilde prossesering Carl Zeiss

3.10 Forbruksmaterialer

Materiale Levrandgr

Acrodisc® sproyte filter FALL corporations

Cellekultur flasker Sarstedt / Nunc

Kanyler BD

Mikroplater Sarstedt

Pipetter Sarstedt

Ror Sarstedt/ VWR

Sproyter Terumo
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3.11 Teknisk utstyr

Utstyr Levrandgr
BD FACSCalibour ™ Flow Cytometer BD biosciences
Centrifuge 5810 R Eppendorf
DUS530, Life Science UV/VIS spektrofotometer Beckman

EL 808 IU Ultra MP reader

Finnpipette

Fluor-S™ MultiImager

Haake W26 vannbad

Laminal Air Flow kabinett

Mikroplate leser (modell 550)
Mini-protean 3 elektroforese celle for SDS-PAGE
Mini Spin

Minitrans blotte celle for Western blott
Ms2 minishaker

Nikon Eclipse TS100 lysmikroskop
OROBOROS Oxygraph-2k

Rotamax 120

Transonic 310 sonicator

UVM 340 ELISA leser

Zeiss LSM 510 Meta konfokal mikroskop

Bio-Tek instruments
Thermolab systems
BioRad

Haake

Nuaire

BioRad

BioRad

Eppendorf

BioRad

IKA®

Nikon

Oroboros instruments
Heidolph

Elma

ASYS

Carl Zeiss
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4 Metoder

4.1  Dyrking og vedlikehold av cellelinjene

4.1.1 Cellelinjene

De tre cellelinjene MDA-MB-231 VT/AxI- og 3T3 ble alle dyrket i DMEM komplett medium
og oppbevart under standardiserte forhold i inkubator. Inkubatoren holder 37°C og 5 % CO,.
Alle forsgk med levende celler ble utfort under sterile forhold i et LAF laminal air flow”
kabinett. Alle losninger/vaesker som ble tilsatt cellekulturene ble forvarmet til 37°C i vannbad.

Overflater og utstyr ble desinfisert med 70 % etanol for bruk.

4.1.2 Trypsinering og splitting av cellene

Cellelinjene MDA-MB-231 VT/AxI- og 3T3 er alle adherente celletyper og ble dyrket i
henholdsvis 175 cm? og 75 cm” cellekultur flasker.

MDA-MB-231 VT /Axl- ble dyrket til en konfluens pa ca 90 % for de ble splittet, mens 3T3
cellene ble dyrket til en konfluens pa ca 70 %.

For a losne cellene fra flaskebunnen ble trypsin-EDTA og PBS tilsatt etter forholdet 3:1 for
MDA-MB-231 VT/AxI- cellene og 1:1 for 3T3 cellene. Cellene ble sa innkubert i ca 1 minutt
ved romtemperatur. MDA-MB-231 VT/AxI- cellene satt relativt godt festet til flaskebunnen,
sa ved trypsinering gav vi flasken et lett slag pd undersiden slik at cellene losnet. Reaksjonen
ble stoppet ved & tilsette et volum forvarmet komplett DMEM som tilsvarte minimum
volumet trypsin-EDTA tilsatt. Cellene ble deretter overfort til 15 ml ror og sentrifugert ved
800 rpm 1 4 minutter ved romtemperatur. Cellepelleten ble resuspendert i komplett DMEM og

splittet 1:3 eller 1:4 (dette varierte noe) ca annenhver dag.

4.1.3 Bestemmelse av celletall

For a bestemme celletall brukte vi Biirker cellekammer. Kammeret rommer et bestemt volum,
slik at ved 4 tilsette en cellesuspensjon kan antall celler per ml bestemmes.

Kammeret inneholder et rutenett (Figur 4.1), og ved 4 telle antall celler i 16 ruter kan
celletallet bestemmes ved hjelp av felgende ligning:

antall celler / antall ruter x 1,6 x 10° x fortynningsfaktor = celler/ml
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Figur 4.1 Burker cellekammer
Rutenettet bestar av ni store ruter, og hver av disse bestar igjen av 16 ruter. Ved celletelling telte vi antall celler i
tre av de store rutene (3x16 ruter), beregnet snittet og fulgte ligningen over.

Trypan bla er en farge som brukes for selektiv farging av dede celler. Levende celler med
intakt cellemembran farges ikke. Ved farging av cellene med trypan bla lesning kan man ved

celletelling med bruk av mikroskop skille mellom dede og viable celler.

4.1.4 Frysing og opptining av celler

Cellene ble trypsinert, celletettheten ble bestemt, og etter sentrifugering ved 800 rpm i 4
minutter ble cellene resuspendert i frysemedium til en tetthet pa ca 2x10° celler/ml. Nunc
cryorer a 1,8 ml ble tilfort 1 ml av cellesuspensjonen hver. For optimal nedkjeling av cellene
ble rarene rullet inn i papir og satt i en isoporboks, da dette bremser nedkjolingsprosessen, for
de ble satt i en fyser som holdt -80°C over natten. Deretter ble cryorerene overfort til en tank
med flytende N, for langtidslagring.

For opptining av cellene ble cryorerene desinfisert med 70 % etanol for de ble &pnet forsiktig
1 LAF-kabinettet for & fjerne eventuelt overtrykk i rerene. Deretter ble rerene tint hurtig ved
oppvarming i hinden. Cellene ble resuspendert i forvarmet komplett DMEM (37°C) og
overfort til cellekultur flasker. Mediet ble skiftet neste dag. Videre ble cellene dyrket som
beskrevet 1 avsnitt 4.1.2.

4.2  Proliferasjonsmaling

Kvantitativ deteksjon av vekstrater brukes for & teste ulike stoffers innvirkning pa
replikasjonen, for eksempel innvirkningen av cytotoksiske kjemikalier og for screening av
biologisk aktive komponenter. Det finnes ulike metoder for & detektere vekstrate, og blant de

vanligste er fluorescerende og kromogene indikatorer.
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421 MTT

Analysemetoden er basert pA omdanningen av det lgselige saltet MTT (3-(4,5-dimetylthiazol-
2-yl-)-2,5-difenyltetrasolium bromid) til detekterbare bla formasan krystaller av metabolske
aktive enzymer. Den eksakte virkningsmekanismen er imidlertid ikke kjent (Berredige et al.,
2005). Formasan blir lgseliggjort og konsentrasjonen kan deretter bestemmes ved
absorbansmaling. Absorbansen korrelerer linezert med vekstraten.

Prosedyren ble utfort 1 henhold til instruks fra produsent. Cellekulturer dyrket pd 96-brenners
MP ble tilsatt MTT (12mM Stock) tilsvarende 10 % av kulturmediet (1,0mM) i 4 timer. Etter
inkubasjon med SDS-HCI i 18 timer ble absorbansen avlest ved 570nm.

4.2.2 BrdU

BrdU er en kolorimetrisk immunanalytisk metode for in vitro cellesystemer basert pa
maélinger av inkorporasjon av pyrimidin analogen 5-bromo-2’-deoksyuridin (BrdU) under
DNA replikasjon. BrdU innlemmes istedenfor tymidin under DNA syntese i prolifererende
celler og kan detekteres ved hjelp av BrdU-spesifikt antistoff, konjugert til peroksidase, som
gir et farget produkt ved tilsetting av substrat (tetramtyl-benzidin). Absorbansen korrelerer
direkte med mengden av DNA syntetisert under inkuberingsperioden.

Prosedyren ble utfert i henhold til instruks fra produsent og er her oppsummert trinn for trinn:

‘ 1. Sa ut celler ‘

‘ 2. Merking av celler med BrdU ‘

Inkuber med fikserings/denaturerings

(%)

losning

4. Inkuber med Anti-BrdU POD |

s. Vaske steg |
6. Substrat reaksjon |
7. Deteksjon |

Cellene ble merket med ”BrdU merkings lesning” (primeert antistof) tilsatt til en
finalkonsentrasjon pa 10uM 1 4 timer. Fikserings/denaturerings losning ble tilsatt i 30
minutter og deretter fjernet for sekundert antistoff ble tilsatt. MP ble inkubert med sekundaert
antistoff 1 60 minutter for cellene ble vasket tre ganger med PBS. Deretter ble substratlasning
tilsatt og absorbansen avlest etter 10 og 15 minutter pa en ELISA plateleser ved 370 nm

(referansebelgelengden ble satt til 492nm).
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4.2.3 alamarBlue®

Denne metoden er basert pd omdanningen av det bl4, ikke-fluoriserende fargestoffet resazurin
av mitokondrielle og andre metabolske aktive enzymer til det rosa, fluoriserende resorufin.
Resorufin er vannleselig og kan detekteres bade spektrofotometrisk og fluorimetrisk.
Produsenten oppgir at cellene ikke péavirkes av kjemikaliene som tilsettes 1 metoden, slik at
det lar seg gjore 4 ta mélinger pa ulike tidspunkt av de samme cellene.

Forsgket ble utfort i henhold til prosedyre fra produsent. alamarBlue® ble tilsatt tilsvarende
10 % av kulturmediet og deretter ble absorbansen avlest ved tidspunktene 2, 3, 4 og 23 timer
ved belgelengdene 570nm og 600nm.

Beregninger ble utfort 1 henhold til prosedyre fra produsent.

4.3  Kartlegging av energimetabolismen

4.3.1 Oksygrafi

For analyse pa oksygraf blir preven av celler tilsatt i et lukket kammer. Instrumentet som ble
brukt i forseket har to 2 ml kammere med hver sin oksygensensor som gjor det mulig a kjore
to prover samtidig. Kammerene holder konstant temperatur under forsgket og en
omreringsmekanisme serger for homogen oksygen konsentrasjon i preven. Systemet er
ugjennomtrengelig for oksygen slik at kun oksygen opplest 1 mediet 1 proven registreres.
Elektrodene er koblet til en PC, og dataprogrammet som benyttes tillater ”online” observasjon
av oksygennivéer og forbruksrater i kammerene. Ved a tilfore ulike substrater og inhibitorer
av respirasjonskjeden separat, kan man se pa oksygenforbruket ved den enkelte behandling,
og dermed male ulike parametere av den mitokondrielle funksjonen.

Tabell 4.4 viser ulike kjemikalier som ble tilfort cellene under eksperimentet. Resultatet ble

analysert ved hjelp av dataprogrammet Oroboros DatLab 4.
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Tabell 4.1 Kjemikalier tilsatt ved okygrafi

Kjemikalie Funksjon

Antimycin A Blokkerer elektrontransport ved kompleks III, mellom cytokrom b
og cytokrom cl.

Digitonin Permeabiliserer cellemembranen

FCCP Avkobler; inhiberer koblingen mellom elektrontransport og ATP
produksjon.

Oligomycin Blokkerer ATP syntese

Rotenon Inhiberer elektrontransport ved kompleks I ved & blokke NADH-
dehydrogenase

Suksinat Elektrondonor til kompleks II

Malat Substrat i SSS (NADH produksjon)

Glutamat Substrat i SSS (NADH produksjon)

4.3.2 Laktat malinger

Ved & male laktatkonsentrasjonen i mediet cellene har blitt dyrket 1 kan vi avgjere hvor
glykolytiske cellelinjene er relativt til hverandre. Sentrifugerte mediumprover tilsettes laktat
dehydrogenase (losning B) som katalyserer reaksjonen:

laktat + NAD" <> pyruvat + NADH

NADH som produseres i reaksjonen detekteres spektrofotometrisk ved 340nm.

Medium som cellene hadde gétt i, fra ulike forsek, ble tatt vare pa og oppbevart ved 4°C frem
til videre analyse. Provene ble analysert pé en 96-brenners MP sammen med en standardrekke
med 0-4mM laktat (eksempel pé standardrekke er gitt i appendiks 2). Prevene og standardene
ble fortynnet 1 PBS. Per bronn tilsatte vi 20 pl prove og 170ul losning A. Absorbansen ble
avlest pd spektrofotometer ved 340nm. Deretter ble 10ul losning B tilsatt i hver brenn, og MP
ble deretter inkubert ved romtemperatur i 1 time, for absorbansen pé ny ble avlest ved 340nm.
Laktatverdien i provene ble beregnet ved a trekke fra bakgrunnen (feor reaksjon) og den
negative kontrollen (tilsatt lasning B uten celler), og deretter kalkulert relativt til kontroll hvor
kontroll 1 vére forsek var VT cellene:

Relativ mengde laktat = (absorbans - bakgrunn - negativ kontroll)/kontroll

(Prosedyren er beskrevet i artikkelen Yang og Balcarcel, 2004 (se ref.))

4.4  Proteinuttrykk

4.4.1 SDS-PAGE og Western blotting

4.4.1.1 Lysering av celler, og maling av proteinkonsentrasjon

Cellene ble overfort til 15 ml ror og sentrifugert ved 800 rpm 1 4 minutter for mediet ble

fjernet. Prosessen ble gjentatt ved & vaske med PBS. Rerene ble sd satt pd is og pelleten ble
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lost 1 500pl kald RIPA lyseringsbuffer og inkubert i 1-2 minutter, for rerene ble sentrifugert
ved 1350 rpm i 5 minutter ved 4°C. Lysatet ble overfort til eppendorf rer og oppbevart ved
-20 °C.

Proteinkonsentrasjonen ble bestemt spektrofotometrisk ved 562nm ved a bruke Pierce® BCA
Protein Assay Kit som inneholder en albumin proteinstandard. (Standardrekke: se

appendiks 3)

4.4.1.2 Reduksjons SDS polyakrylamid gel elektroforese (”"Redusing SDS-PAGE”)
”Sample bufferen” inneholder den anione detergenten SDS og reduksjonsmiddelet 2-
mercaptoetanol. SDS denaturerer proteinenes sekunder og tertizr struktur, og tilferer negativ
ladning til hvert protein som korresponderer med den respektive molekylsterrelsen. Ved gel-
elektroforese tilfores et elektrisk felt over gelen og pa grunn av den totale negative ladningen
vil hvert enkelt protein vandre gjennom gel-matriksen mot anoden. Vandringslengden
korresponderer med massen (i kDa) til det enkelte proteinet.

Gelen som elektroforesen foregar i er bygget opp av et nettverk av den organiske polymeren
polyakrylamid hvor konsentrasjonen av polyakrylamid kan varieres avhengig av sterrelsen til
proteinene av interesse. Gelen bestér av to lag, hvorav det gvre laget kalles “’stacking gel”,
som samler pravene til smale band for separasjonen begynner. Separasjonen foregér i den
nedre delen av gelen som kalles separasjonsgelen.

Elektroforesen ble satt opp og kjert i et system fra BioRad. Geltykkelsen var Imm og
stacking- og separasjonsgelen inneholdt henholdsvis 4 % og 10 % akrylamid. Gelen ble satt i
en egnet bufferlesning og kjert ved romtemperatur med konstant spenning pa 200V inntil

proteinene med lavest molekylvekt hadde vandret til bunnen av gelen.

4.4.1.3 Western Blotting

Metoden gar ut péd a overfore de separerte peptidkjedene etter elektroforesen (SDS-PAGE) fra
gelen og over til en membran, hvor proteiner av interesse detekteres spesifikt ved & merke
med antistoff. Prosessen hvor overferingen skjer kalles blotting, og ndr spenning driver
prosessen kalles det elektroblotting.

Etter SDS PAGE ble gelen tatt ut av systemet og lagt i blottebuffer i ca 10 minutter. Til
blottingen brukte vi en polyvinylidendifluorid (PVDF) membran som foerst mé aktiveres 1 100
% metanol. For overfering av proteinene brukte vi et “Tank overforings”-system fra BioRad

innstilt med en konstant spenning pa 19V. Blottingen ble utfort i 12 timer pa kjolerom.
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For a sjekke at lik mengde protein var tilsatt i brennene ble blottet farget med Ponceau S
losning 1 ca 30 sekunder, og blottet ble deretter skyllet 1 ddH,O.

For & hindre uspesifikk binding av antistoff ble membranen lagt i blokkeringsbuffer i ca

2 timer ved romtemperatur. Etter blokkeringen ble membranen inkubert med primert antistoff
fortynnet i TBST-MLK og satt pé kjelerom over natten. Péfelgende dag ble membranen
vasket en gang med TBST-MLK og 3x10 minutter med TBST for sekundert antistoff ble
tilsatt.

Membranen ble inkubert i 2 timer i romtemperatur med Horseradish peroksidase (HRP)
konjugert sekundart antistoff fortynnet i TBST-MLK, og deretter vasket i 3x10 minutter med
TBST, for den ble lagt i ddH,O.

For a detektere antistoff bundet til membranen tilsatte vi et substrat (ECL reagens: lesning A
blandet med losning B, 1:1, se 3.3.7). Antistoffet er konjugert med et enzym som reagerer
med luminol i ECL-reagensen, og i reaksjonen dannes luminiscence. Membranen ble inkubert
med ECL-reagensen i ett minutt i romtemperatur og deretter ble resultatet avlest i et digitalt

bildetakingssystem fra BioRad. Programvaren som ble brukt var ”QuantityOne”.

Western Blotting

_ 1. Proteinprm_rene ble 2. Ved elektroforese ble de 3. Membranen ble
5. . fraksjonert frakasjonerte proteinene overfart blokkert med TBSTMLK
N\)«%a. SDS-PAGE fra gelen til membranen
= +
EI TRt - 7 §
L \ s P
N
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6. Blottet ble inkubert med 5. Membranen ble inkubert % NErRCIE Gk Il
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Figur 4.2 Utfgrelse av Western blotting
Se tekst for detaljer.
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4.4.2 Flow cytometri

Flow cytometri er en metode for a kunne studere, telle og sortere partikler eller celler av en
viss sterrelsesorden (0,2 - 150 mikrometer) 1 en suspensjon. Teknikken gjor det mulig & utfore
multiparameter analyse av den enkelte celle.

Cellene presenteres for et optisk system bestdende av lasere, speil, filtre og detektorer. P&
grunn av hydrodynamisk fokusering av cellene vil kun en enkelt celle passere laserstridlen ved
ett gitt tidspunkt, og spredningen av lyset detekteres (spredning og/eller emisjon) (Figur 4.3).
Signalene konverteres til elektriske impulser som kan analyseres ved hjelp av
dataprogrammer.

De ulike parameterne man méaler ved flow cytometri er forover spredning (eng. forward
scatter = FSC), sideveis spredning (eng. side scatter = SSC) og fluorescens. Grovt sett er
storrelsen til FSC signalet proporsjonal med cellens volum, mens SSC signalet er et mal for
cellens indre granularitet og kompleksitet. Ved & merke celler med en fluoriserende marker
vil markeren eksiteres til et hoyere energiniva nar en laserstrale med passende belgelengde
treffer, og energien frigjores deretter som fotoner (emisjon) som detekteres. Hver marker har
et karakteristisk absorpsjons- og emisjonsspekter som vi kan nytte til analyse av celler.

Alle flow cytometriske analyser ble utfort ved bruk av BD FACS Calibur™ flow cytometer
sammen med BD CellQuest data programvare. For videre analyse av dataene brukte vi
programvaren FlowJo.
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Figur 4.3 Prinsipp for flow cytometri
Se tekst for detaljer.
Figuren er hentet fra http://www.abcam.com/ps/CMS/Images/Flow-Cytometry-Diagram2.jpg og modifisert.
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4.4.2.1 Immunomerking av Axl for flow cytometrisk analyse

2x10° celler av VT og Axl- celler ble overfort til eppendorf ror. 1 mL kald PBS-0,2 % BSA
(PB) losning ble tilsatt hvert ror og cellene ble spunnet ned pa sentrifuge ved en hastighet pa
700xg i 5 minutter i rom temperatur. Cellene ble resuspendert i 100pul AxI1 antistoff losning
(1:200 lest i kald PB), negative kontroller ble inkludert, og cellene ble inkubert i
romtemperatur 1 45 minutter. Deretter ble cellene vasket to ganger med PB lgsningen, og
supernatanten ble fjernet for cellene ble resuspendert 1 100ul sekundert antistoft (1:5000 i PB
losning). Cellene ble inkubert 30 minutter i romtemperatur (i merket) og deretter vasket to

ganger som beskrevet over.

4.4.2.2 Flow cytometrisk analyse av fikserte celler
For fiksering, permeabilisering og immunomerking av celler for flow cytometrisk analyse
fulgte vi en protokoll fra Cell Signaling

(http://www.cellsignal.com/support/protocols/Flow.html )

Cellene ble trypsinert pa is, sentrifugert ved 800rpm i1 4 min og resuspendert iskald PBS.
Deretter ble cellene sentrifugert pa ny, resuspendert i 1 ml 3,7 % formaldehyd i PBS og
fiksert pd is 1 10 min. Fikseringslosningen ble fjernet ved sentrifugering som beskrevet over.
Cellepelleten ble sd resuspendert 1 iskald 90 % metanol til en celletetthet pa 2x1076 celler/ml,
og inkubert i 30 minutter pa is for permeabilisering. Provene ble lagret ved -20°C.

For analyse ble 125ul cellesuspensjon (250 000 celler) tilsatt i 15 ml ror. Cellene ble vasket
ved 4 tilsette 2,5 ml inkubasjonsbuffer og ble deretter sentrifugert ved 700g 1 5 minutter for
supernatanten ble fjernet, og vaskingen ble repetert. For blokkering ble cellene resuspendert i
100ul inkubasjonsbuffer, og inkubert i 10 minutter ved romtemperatur, for primaert antistoff
ble tilsatt. Prevene ble inkubert med primeert antistoff i 60 minutter i romtemperatur, og
provene ble deretter vasket 2 ganger med inkubasjonsbuffer som beskrevet over. Sekundeart
antistoff (fortynnet i inkubasjons buffer) ble tilsatt og prevene inkubert ved romtemperatur i
30 minutter. Tilslutt ble cellene vasket 2 ganger som tidligere beskrevet, og deretter
resuspendert is 0,3 ml iskald PBS. Cellene ble overfort til analyserer for flow cytometri og

satt pa is.
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45  Morfologi

4.5.1 Merking av celler med MitoTracker® Deep Red 633 for visualisering av
mitokondriell morfologi.

For visualisering av mitokondriell morfologi i MDA-MB 231 VT/AxI- brukte vi den
fluoriserende markeren MitoTracker® Deep Red (MTDR). MTDR farger mitokondriene i
levende celler og akkumulasjonen av proben avhenger av membranpotensialet. Eksitasjons
maksimum for MTDR er 640 nm og emisjons maksimum er 662 nm.

Vi sadde ut celler pa skéler med innebygd coverslipp og dagen etter ble det tilsatt MTDR til
en final konsentrasjon pad 500nM. Cellene ble inkubert med fargestoffet i 30 minutter. Mediet
ble sa fjernet og cellene ble vasket 3 ganger med rutine kulturmedium, for det ble tilsatt 1ml
medium uten fenol red supplert med 10 % FBS.

Deretter ble det tatt bilde av cellene med konfokal mirkroskopet Zeiss LSM 510 Meta.

4.6  Forsgkdesign

4.6.1 Initiale proliferasjonsforsgk

Initiale forsek ble utfort for & finne optimal celletetthet for MTT, BrdU og alamarBlue ved &
sé ut 1000-15 000 celler/brenn pa en 96-brenners MP. Cellene ble deretter inkubert ved 37°C

i 24 timer for prosedyren ble utfort som beskrevet i avsnitt 4.2.

4.6.2 Utvidede dybdestudier med utvalgte betingelser

4.6.2.1 Proliferasjonsbestemmelse med metabolske modulatorer

For proliferasjonsbestemmelse av MDA-MB-132 VT/AxI- behandlet med metabolske
modulatorer ble celler sddd ut med en tetthet pa 4000 celler per brenn pé 96-brenners. Etter
24 timer ble cellene behandlet med kondisjonert medium som cellene ble inkubert med 1 nye
24 timer. De siste 4 timene av behandlingstiden ble cellene inkubert med MTT og BrdU. 3T3
celler ble inkludert i studiene med rotenon. I BrdU forsekene ble rotenon og 2DG tilsatt etter
dosebredden gitt i tabell 4.2, mens 1 MTT forsgkene ble rotenon tilsatt etter dosebredden gitt i
tabell 4.2.

Absorbansen ble korrigert ved a trekke fra absorbansen fra den negative kontrollen (en brenn
uten celler), og relativ proliferasjon ble beregnet som ratio av gjennomsnittet av korrigert

absorbans av behandlede celler mot ubehandlede celler (kontrollen).
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Tabell 4.2 Metabolske modulatorer

Modulator Dosebredde
Rotenon (lest i EtOH)" 0,05-10pM
2-deoksyglukose (lgst i rutine kulturmedium) 0,34-10mM

" Rotenon ble lost i EtOH til en final konsentrasjon pa 0,2mM, og deretter tilsatt til onsket konsentrasjon i rutine
kulturmedie.

4.6.2.2 Flerparameter undersgkelse av to metabolske modulatorer
2,5 millioner MDA-MB-231 VT/AxI- celler ble sadd ut i 75cm” cellekulturflasker og inkubert
under standard forhold ved 37°C i 24 timer. Deretter ble mediet erstattet med kondisjonert

medium beskrevet i Tabell 4.3, og cellene ble inkubert i nye 24 timer.
Tabell 4.3 Metabolske modulatorer

Behandling Final konsentrasjon rotenon Final konsentrasjon 2DG
Kontroll - -

Lav rotenon 0,25uM -

1Cs( rotenon 0,5uM -

Lav 2DG - 2mM

IC50 2DG - 4mM

* Rotenon er giftig slik at munnbind ble brukt ved innveiing. Rotenon ble lost i EtOH til en konsentrasjon pé
0,2mM og deretter lost i rutine kultur medium.
*2DG ble lost i rutine kultur medium

Etter 24 timers behandling ble det utfort flow cytometrisk analyse av levende celler (se

appendiks 1) og fikserte celler (avsnitt 4.4.2.2), samt gjort laktat malinger (avsnitt 4.3.2).
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5 Resultater

5.1  Cellemodellen

Cellelinjen MDA-MB-231 stammer fra en brystkrefttumor som ble karakterisert som
aggressiv og invasiv (Zhang et al., 2008). Tyrosin kinase reseptoren Axl er overuttrykket 1
denne- og andre typer tumorer, og dens funksjon er blant annet knyttet til overlevelse,
angiogenese og metastase (Meric et al., 2002, Linger et al., 2008). Imidlertid er AxI en relativt
nyoppdaget tyrosin kinase reseptor (bl.a. O’Bryan et al., 1991), og det er derfor av interesse a
studere dens betydning i tumor signalisering og metabolisme.

MDA-MB-231 celler hvor uttrykket av Axl er redusert (slatt ned) ble laget ved hjelp av
shRNA for dette master prosjekt startet. For & forsikre oss om at uttrykkingen av Axl faktisk
var lavere i den modifiserte MDA-MB-231 cellelinjen (MDA-MB-231 Axl-), sammenlignet
vi uttrykket av Axl med umodifiserte villtype (VT) celler (MDA-MB-231 VT) ved hjelp av
flow cytometrisk analyse og Western blotting.

MDA-MB-231 VT omtales heretter som VT, mens MDA-MB-231AxI- omtales som AxI-.

5.1.1 Karakterisering av cellemodellen med flow cytometri

10° 10' 102 10°
Axl uttrykk
Prgve Axl uttrykk
Axl- 8,23
Axl- 6,48
i Figur 5.1 Ax] underuttrykking pavist med
VT 128,88 flow cytomertri
VT 125,60 Cellene ble merket med antistoft mot Axl (1:200
sl sekckariroll 343 1 PB) og deretter se.kundaart antistoff konjugert
med APC (1:5000 i PB). Autofluorescens
VT sek.kontroll 3,20 kontroll og sekundar antistoff koniroll
Axl- autofluorescens | 3,27 {sek kontroll) ble inkludert. 10 000 celler per
I. VT autofluorescens | 3,17 prove ble analyzert pa flow cytometer.
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Kurvene i Figur 5.1 viser relativ mengde av Axl (geo.mean) i de ulike prevene detektert med
antistoff. Kurven for Axl- cellene er forskjovet til venstre 1 figuren som viser at uttrykket av
Axl er lavere i Axl- enn i VT cellene. Kurvene for autofluorescens og 2° antistoff kontrollene

bekrefter resultatet.

5.1.2 Karakterisering av cellemodellen med Western Blotting

Som en ekstra kontroll utferte vi Western blotting for 4 detektere uttrykket av Axl i de to
cellelinjene.

B

Axl: ca
110kDa |
—
A TokDa—1—

B M

VI VT YT VT  Axl- Axl- Azl Axle Pot VT VT VT VT Axl Azl A Axl

40 40 30 50 40 40 50 50 std 4p 40 a0 50 40 40 50 50
Hg Hg HE Hg He Hg Hg L HE Hg Hg Hg HE HE Hg He

Figur 5.2 Axl underutrykking pavist med Western blotting

VT og Axl- celler dyrket under rutineforhold ble lysert i RIPA buffer. Lysatet ble kjort pa gel for de separerte
proteinene ble overfort til membran. Blottet ble merket med antistoff mot AxI, 1:3000 i PBS. A) Western Blott.
B) Membranen ble farget med Pounceou S lesning for & sjekke at lik mengde protein var satt pa gelen, og
deretter scannet. Figuren angir hvordan brennene ble fylt. Bdndet pa 75kDa fra protein standarden er indikert pa
figur B, og pilen til hoyre indikerer hvor vi fant Axl bandet. Figuren viser ett av to identiske forsak.

Figur 5.2 bekrefter funnet fra Figur 5.1 og viser at uttrykket av Axl er markant lavere i de
manipulerte AxI- cellene. Molekylmassen til Axl er ca. 110kDa og pilen til heyre indikerer
hvor vi fant bandet som er vist i Figur 5.2 A. Et band pa 75kDa fra proteinstandarden
(prot.std.) er avmerket for ssmmenligning. Figur 5.2 B viser at de parallelle brennene ble fylt
med lik mengde protein, og at brennene fylt med en lavere mengde protein (40ug) er svakere
farget enn brennene fylt med en hayere mengde protein (50pg).

Blottet ble i tillegg merket med antistoff mot aktin, som er en anerkjent metode for & detektere
lik fylling av brennene. Ved deteksjon sa vi kun skygger av brennene i kanten av blottet (data

ikke vist). Det er derfor rimelig & anta at vi ved SDS-PAGE hadde kjert elektroforesen for

lenge, slik at proteiner pd molekylsterrelsen til aktin hadde vandret utenfor gelen. Aktin har
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en molekylvekt pa 42 kDa, sammenlignet med AxIl som har en molekylvekt pé ca 110 kDa.
Farging av membranen med Ponceaou S ble derfor brukt som alternativ metode.
Som forventet viste resultatene fra flow cytometri og Western blotting at den modifiserte

cellelinjen hadde et markant lavere utrykk av Axl sammenlignet med VT cellene.

5.2  Mitokondriell morfologi i VT og AxI-

For & studere Axl sin eventuelle betydning for cellemorfologien og den mitokondrielle
morfologien tok vi bilder av de to cellelinjene farget med MitoTracker® Deep red (MTDR).
Bildene er angitt i Figur 5.3 og viser at VT cellene er langstrakte med filopodier, i motsetning
til Axl- cellene som er rundere og mangler filopodier. I AxI- cellene er mitokondriene i storre
grad samlet rundt kjernen, sammenlignet med i VT cellene som har utstrekte mitokondrier
spredt i hele den cellulere matriksen. I begge cellelinjene sees mitokondriene som
filamentese nettverk.

Cellemorfologien fra bildene stemmer overens med erfaring fra studier av cellekulturene i
kulturflaske under lysmikroskop, ved & bruke 10-40x objektiv. I lysmikroskopet er Axl-
cellene rundere enn VT cellene, men det finnes innslag av langstrakte celler. VT cellene er
sees derimot kun som langstrakte, og bare celler som har lgsnet fra flaskebunnen er runde
(dede celler). Derimot, i Axl- kulturen sitter de runde cellene beskrevet i Figur 5.3b fast til

flaskebunnen (levende celler).

38



Resultater

20pm EE)

Figur 5.3 Visualisering av celle- og mitokondrie morfologi
a) VT og b) Axl- celler ble farget med MTDR med en final konsentasjon pa 500nM og deretter inkubert i 30
minutter under standard forhold i inkubator. Cellene ble sé vasket tre ganger med rutine kulturmedium, for
DMEM uten fenolred ble tilsatt. Bildene er tatt med Zeiss LSM 510 Meta konfokal mikroskop med et 63x vann
immersjons objektiv. MTDR ble eksitert med en laser med belgelenngde pa 633nm, emmisjonen ble detektert fra
650nm og oppover(Long pass filter 650nm). A) MTDR, B) Differensiell interferens kontrast (DIC) bilde, C)
Overlegg

5.3  Karakterisering av energimetabolismen

5.3.1 Oksygrafi

Kreftceller som har en gkt aerob glykolyse viser ofte en redusert respirasjons kapasitet
(Hagland et al., 2007). Fordi bildene av de to cellelinjene viste at den mitokondrielle
morfologien var forkjellig ensket vi & underseke om respirasjonen varierte mellom
cellelinjene. O, forbruket ble malt pa oksygraf. Rutinerespirasjonen i cellene ble malt, og ved
hjelp av ulike kjemikalier (se Tabell 5.1) ble mitokondriene manipulert for & studere ulike

aspekter av respirasjonsaktiviteten.
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Figur 5.4: O, forbruk i MDA-MB-231 VT / AxI-
Figuren viser ulike parametere av celluler respirasjon malt i MDA-MB-231 VT/AxI- celler. Celler ble dyrket

rutine kulturmedie under rutineforhold fer de ble analysert pa Oroboros oksygraf-2k. De ulike parameterne og
deres funksjon er beskrevet i Tabell 5.1. Grafen til heyre viser prosent utnyttelse av maks kapasitet. To forsek
ble utfert og figurene viser snittet av disse.

Tabell 5.1 Kjemikalier tilsatt ved oksygrafi og parametere malt

Forkortelse Parameter malt Kjemikalie Kjemikaliets
funksjon
Rutine Rutine respirasjon Malat og Produksjon av
glutamat NADH via TCA
Lekkasje Lekkasje av protoner Oligomycin Kompleks V
gjennom MM hemmer
Maks Maksimal FCCP Avkobler
respirasjonskapasitet
KI Kompleks I (KI) sitt - -
bidrag til maksimal
respirasjonskapasitet
(KI = maks-KII)
KII Komplkes IT (KII) sitt Rotenon Hemmer KI

bidrag til maksimal
respirasjonskapasitet

% utnyttelse

Rutine/maks.

Hvor stor del av den
maksimale
respirasjonskapasiteten
cellene bruker under
rutineforhold; kalles
”kobling” av ETK.

Figur 5.4 viser at rutine respirasjonen i de to cellelinjene er tilneermet lik, men at den

maksimale respirasjonen i AxI- cellene er forhgyet sammenlignet med VT cellene. Dette betyr

at Axl- cellene bruker en mindre del (6 % mindre) av den totale respirasjonskapasiteten under

rutine forhold, sammenlignet med VT cellene (Figur 5.4 til hgyre). VT cellene utnytter ca

1/4, mens AxI- cellene utnytter ca 1/5 av den totale respirasjonskapasiteten. Figurene viser

40



Resultater

ogsé at bidraget til den maksimale respirasjonskapasiteten er storre fra kompleks II enn fra
kompleks I 1 begge cellelinjene.

Dataene indikerer totalt sett at Axl- cellene synes & ha en hoyere maksimal
respirasjonskapasitet, og en lavere prosentvis utnyttelse av maks kapasitet, sammenlignet med

VT cellene.

5.3.2 Aerob glykolyse og laktat produksjon

I nzerver av O, utskilles laktat fra cellene som et resultat av aerob glykolyse. Fenomenet er
observert i en rekke tumortyper, deriblant brystkreft (Robey et al., 2005).

For a avdekke om den ene cellelinjen var mer glykolytisk enn den andre ble laktatmalinger av

mediet cellene hadde gétt 1 utfort.

Laktat

120
100 -

80 -
avT

60 O Axl-
40

20 A

% laktat sammenlignet med VT

0

Figur 5.5: Laktatproduksjon i VT og AxI-

6 millioner celler av VT og AxI- ble sadd ut og dyrket under standardforhold i inkubator i 24 timer. Mediet ble
deretter tatt av og analysert som beskrevet i metodedelen. Figuren viser ett av to representative forsek oppgitt
som gjennomsnitt +/- standardavvik med n=4.

Av Figur 5.5 ser vi at de to cellelinjene er viser tilnermet samme glykolytiske aktivitet under

rutineforhold.
5.4  Proliferasjon

De observerte forskjellene mellom cellelinjene indikerte at AxI- cellene hadde en hayere

maksimal respirasjon og avvikende mitokondriell morfologi sammenlignet med VT cellene.
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5.4.1 Proliferasjonsmaling og celletetthet

For & undersoke eventuelle forkjeller mer inngdende var det naturlig & starte med & méle
vekstraten til cellene. Til dette ble tre ulike metoder som detekterer proliferasjon brukt.
Innledningsvis sammenlignet vi de tre deteksjonsmetodene MTT, BrdU og alamarBlue for a
finne optimale testforhold med hensyn pa celletetthet. Metodene benytter ulike prinsipper for
maling av proliferasjon og viabilitet, hvorav MTT og alamarBlue méler enzymatisk aktivitet,
mens BrdU méler DNA replikasjon (for detaljer; se Metoder). Bruk av disse metodene ville
derfor ogséd kunne gi oss tilleggsinformasjon om eventuelle fysiologiske endringer i AxI-
cellene.

Vi ensket & mdle proliferasjonen i cellekulturer som var 1 eksponentiell vekstfase. Det var
derfor viktig 4 tilrettelegge forsekene slik at cellekulturene var subkonfluente, for 4 unnga at

cellene ble pavirket av ytre faktorer som konfluens, neringsmangel og avfallstoffer.

5.4.1.1 Bestemmelse av optimal celletetthet

Figur 5.6 viser proliferasjonen av VT og AxI- cellene detektert med MTT og BrdU, mens
Figur 5.7 viser proliferasjonen detektert med alamarBlue. Fibroblast cellelinjen 3T3 ble
inkludert som en referanse for sammenligning i forsekene utfort med BrdU og alamarBlue.
MTT omdanningen gker tilnaermet linezert med okt celletetthet for bdde VT og AxlI- cellene
og tilsvarende ser vi av deteksjonen med alamarBlue etter 2, 3 og 4 timers inkubasjon. Etter
23 timers inkubering med alamarBlue er tilnermet 100 % av den tilsatte mengden alamarBlue
omdannet for celletettheter over 5000 for alle cellelinjene. Av grafene i BrdU forseket ser vi
at proliferasjonen avtar ved celletettheter over 7000celler/brenn for VT cellene, og ved
celletettheter over 5000 celler/brenn for AxIl- cellene, nedenfor er forholdet tilnaermet lineaert.
Basert pa disse observasjonene er det hensiktsmessig & velge en celletetthet under 5000, og
for & veere pé den sikre siden ble 4000 celler valgt. Dette var tilsvarende det vi fant for 3T3
cellene.

Totalt sett indikerer Figur 5.6 og 5.7 at vekstraten til VT og AxI- cellene er tilnaermet lik

under rutine forhold.
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Figur 5.6 Bestemmelse av optimal celletetthet utfert med MTT og BrdU

MDA-MB-231 VT/AxI- celler ble sadd ut med en tetthet pa 0-15000 celler pa 96-brenners MP i rutine
kulturmedie. Cellene ble inkubert i 24 timer under standardforhold i inkubator, fer cellene ble merket med MTT
og BrdU i 4 timer. For MTT ble absorbans avlest ved 570 nm, og ved BrdU ble absobans avlest ved 370nm
(referansebolgelengde pd 492nm) pa Asys UVM ELISA leser. Forsgket ble utfort en gang og verdiene er gitt
som gjennomsnitt +/- standardavvik med n=4.
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Figur 5.7 Bestemmelse av optimal celletetthet utfgrt med alamarBlue

MDA-MB-231 VT/AxI- og 3T3 celler ble sadd ut med en tetthet pa 0-15000 celler pa 96-brenners MP i rutine
kulturmedie. 3T3 celler ble inkludert som kontroll. Cellene ble inkubert i 24 timer under standardforhold i
inkubator og etter tilsetting av alamarBlue ble absorbansen avlest etter 2, 3, 4 og 23 timer ved 570nm og 600nm
pa Asys UVM ELISA leser. Forseket ble utfert en gang og verdiene er gitt som gjennomsnitt +/- standardavvik
med n=4. Andel (%) redusert alamarBlue ble beregnet i henhold til prosedyren fra produsenten, og verdiene er
gitt som gjennomsnitt +/- standardavvik med n=4.
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Som en ekstra kontroll ble 4000 celler/brenn sadd ut og proliferasjonen ble detektert med
MTT og BrdU. 3T3 cellelinjen ble inkludert som referanse.
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Figur 5.8: Proliferasjon under rutineforhold detektert med MTT og BrdU

MDA-MB-231VT /Axl- og 3T3 celler ble sadd ut med en celletetthet pa 4000 celler/brenn pa en 96-brenners
MP i rutine kulturmedie og inkubert under standardforhold i 48 timer. Cellene ble inkubert med MTT og BrdU
de 4 siste timene. Absorbansen ble avlest ved 570nm for MTT og ved 370nm (referansebelgelengde pa 492 nm)
for BrdU pa Asys UVM ELISA leser. MTT forsgket er utfort to ganger og BrdU forseket er utfert tre ganger.
Figuren viser ett representativt forsegk for hver av metodene og verdiene er gitt som gjennomsnitt +/-
standardavvik med n=4.

Figur 5.8 indikerer at VT og AxI- cellene har lik proliferasjonsprofil under rutineforhold,
detektert med bdde MTT og BrdU. Imidlertid var resultatene noe varierende for 3T3 cellene
som kan skyldes at cellene hadde gatt for tett og differensiert.

5.4.1.2 Sammenligning av metodene

Figur 5.9 viser at inkorporeringen av BrdU avtar ved heye celletettheter, mens omdanningen
av MTT og alamarBlue oker tilnermet linezrt. Metodene har forskjellige analyseprinsipper;
MTT og alamarBlue omdannes av metabolske enzymer, mens BrdU inkorporeres i DNA

under DNA syntese.
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Figur 5.9: Relativ sammenligning av proliferasjon malt med MTT, BrdU og alamarBlue

Figur 5.6 og 5.7 fremstilt som prosent av absorbansen til 15000 celler for hver av de tre proliferasjonsmetodene
utfert. For de tre metodene er cellene inkubert med henholsvis MTT, BrdU og alamarBlue i 4 timer.
Standardavvik er utelatt for & gjere figuren mer oversiktelig, men de er gitt i Figur 5.6 og 5.7.

5.4.2 Metabolsk manipulering og proliferasjonsbestemmelse

Vi gnsket a studere proliferasjonsprofilen til VT og AxI- cellene ved metabolsk modulering.
Ved & manipulere cellene med de metabolske inhibitorene rotenon og 2DG ensket vi &
undersoke om de to cellelinjene responderte forskjellig. Siden MTT og alamarBlue assayene
viste veldig like resultater bestemte vi oss for 4 bruke MTT og BrdU i videre studier.
Rotenon inhiberer kompleks I i1 respirasjonskjeden, og ved & behandle celler med rotenon kan
vi avgjere hvor avhengige cellene er av respirasjonen for & vokse. Metabolsk fleksible celler
kan gke den glykolytiske raten for & opprettholde energiproduksjonen, eller benytte
alternative metabolske ruter for 4 kjore respirasjonen via respirasjonskompleks II (Hagland et
al., 2007). 2DG er en glykolysehemmer som inhiberer heksokinase (HK) som katalyserer det
forste steget i glykolysen. Ved inhibering av HK ma cellene finne alternative katabolske ruter
for a opprettholde proliferasjonen.

Vi ensket & finne den konsentrasjonen av rotenon og 2DG som gav 50 % hemming av
proliferasjonen, ICso roteEnON 0Z ICs02pG, 1 MDA-MB-231 VT/AxI- ved hjelp av MTT og

BrdU, og detektere eventuelle forskjeller mellom cellelinjene med tanke pé sensitiviteten

ovenfor inhibitorene.
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Figur 5.10: Dosekurve av rotenon etter 24 timers behandling, utfert med MTT
Celler ble sadd ut i rutine kulturmedie med en tetthet pa 4000 celler per brenn pa 96-brenners MP og inkubert
under standardforhold i 24 timer. Deretter ble rotenon tilsatt i dosebredden 0-10uM og cellene ble inkubert i nye
24 timer. De siste 4 timene av behandlingstiden ble cellene inkubert med MTT. Absorbans ble avlest pa Asys
UVM ELISA leser ved 570nm. Prosedyren ble for evrig utfert som beskrevet i avsnitt 4.2.1. Figuren viser ett
representativt forsek av i alt to utferte forsek, og verdiene er gitt som gjennomsnitt +/- standardavvik med n=4.
Vi forventet at proliferasjonen skulle avta med ekende konsentrasjon rotenon, men av Figur
5.10 ser vi at dette ikke er tilfelle 1 vart forsek. Forseket ble ogsa repetert med tilnaermet
samme resultat. Dette kan skyldes metodologiske feilkilder eller molekylare interaksjoner
mellom rotenon og MTT. Av tidsmessige hensyn ble det besluttet at MTT assayet skulle tas ut
1 de videre studiene.
Figur 5.11 indikerer at VT og Axl- cellene har samme vekstrate ved hemming av
respirasjonen (Figur 5.11 til venstre) og ved hemming av glykolysen (Figur 5.11 til heyre).

P& grunnlag av henholdsvis tre og to forsek ble ICsy rotenon beregnet til ca 0,5uM og ICsg 2pg

beregnet til ca 4mM for badde VT og AxI- cellene.
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Figur 5.11: Dosekurve av rotenon og 2DG

Celler ble sadd ut i rutine kulturmedie med en tetthet pa 4000 celler per brenn pa 96-brenners MP, og inkubert
under standardforhold i 24 timer. Rotenon ble deretter tilsatt i dosebredden 0-10uM mens 2DG ble tilsatt i
dosebredden 0-10mM, og cellene ble inkubert i nye 24 timer. De siste 4 timene av behandlingstiden ble cellene
inkubert med BrdU. Cellelinjen 3T3 ble inkludert som kontroll i rotenon forsgket. Foragvrig ble prosedyrene
utfert i henhold til instruks fra produsent. Absorbans og fluoresens ble avlest pa Asys UVM ELISA leser.
Figuren viser ett representativt forsgk av i alt tre utforte forsek for rotenon og to forsek for 2DG, og verdiene er
gitt som gjennomsnitt +/- standardavvik med n=4. Imidlertid sprikte resultatene for 3T3 mellom de ulike rotenon
forsekene.

55  Mulitiparameter analyse av to metabolske modulatorer

Til na har proliferasjonsstudiene vist at VT og AxI- cellene har tilnaermet lik
proliferasjonsprofil under rutineforhold, og at de responderer likt ved behandling av de to
metabolske modulatorene rotenon og 2DG. Imidlertid viser bildene at AxI- cellenes
mitokondrie morfologi avviker fra VT cellenes, samtidig som oksygraf dataene indikerer at
det er en forskjell i respirasjonen.

For a studere eventuelle bakenforliggende mekanismer for observasjonene ble cellene

behandlet som angitt i Tabell 5.2 1 24 timer, og ulike metabolske parametere ble malt.

Tabell 5.2 Behandling av cellene for utfgrelse av multiparameter analyse

Behandling Konsentrasjon
Rotenon ICs 0,5uM
Rotenon % ICs 0,25uM
2DG ICs 4mM
2DG % IC5() 2mM

5.5.1 Deteksjon av relativ mitokondriemengde

Cellenes evne til & opp- og nedregulere mitokondriemengden som respons pa
miljeforandringer gir en indikasjon pa hvor metabolsk fleksible cellene er. Proteinet porin,
ogsa omtalt som spennings avhengig anion kanal (VDAC), finnes kun i den YMM, og

deteksjon av proteinet benyttes som et relativt mal av mitokondriemengden.
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Vi var interessert i & underseke om mitokondriemengden varierte mellom cellelinjene MDA -
MB-231 VT/AxI-, og om mitokondriemengden ble pavirket av metabolsk pékjenning fra de to

metabolske modulatorene rotenon og 2DG.
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Figur 5.12: Deteksjon av porin utfart med flow cytometrisk analyse

6 millioner VT og AxI- celler ble sddd ut i rutine kulturmedie og inkubert i 24 timer under rutine forhold.
Mediumet ble fjernet og erstattet med kondisjonert kulturmedie tilsatt rotenon og 2DG (konsentrasjonene angitt i
Tabell 5.2), kontroll ble inkludert, og cellekulturene ble inkubert i nye 24 timer. Cellene ble deretter trypsinert pa
is, fiksert og permeabilisert. For flow cytomertisk analyse ble cellene merket med antistoff mot porin og deretter
sekundert antistoft (Alexa 647). 10 000 celler/behandling ble analysert pa flow cytometer. Forseket ble utfert en
gang.

Figur 5.12 viser deteksjon av porin i VT og AxI- cellene relativt til VT kontroll, angitt i
prosent. Ved deteksjon av porin fant vi at mitokondriemengden er tilnermet lik 1 de to
ubehandlede cellelinjene. For VT cellene forer behandling med rotenon til en ca 20 % okning
av mitokondriemengden for begge konsentrasjoner, mens celler behandlet med 2DG ikke
viser noen forskjell sammenlignet med VT kontroll. For Axl- cellene viser figuren at
mitokondriemengden reduseres med 20 % ved tilfersel av 0,25uM rotenon og 2mM 2DG
sammenlignet med AxlI- kontroll, mens tilfering av 0,5uM rotenon og 4mM 2DG ikke gir

noen endring av betydning sammenlignet med AxI- kontroll.

5.5.2 Flow cytometrisk analyse av Akt og AMPK utrykking og fosforylering
Ut fra de ulike funnene beskrevet over var det av interesse a studere faktorer som bidrar til
reguleringen av celluleer metabolisme og proliferasjon. Signalveier mediert via Akt og AMPK

regulerer blant annet cellevekst og proliferasjon avhengig av ytre og indre cellulere forhold
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som naringstilgang og stress. I tillegg er dysfunksjon i de to signalveiene assosiert med okt

overlevelse og proliferasjon, samt avvikende energimetabolisme i tumorceller.

5.5.2.1 Akt

Akt signalvei er oppregulert i en rekke tumorer og er assosiert med det glykolytiske skiftet
som beskrives 1 litteraturen (Elstrom et al., 2004). Under stressende forhold forer Akt mediert
signalisering til okt celleoverlevelse ved & hemme initiering av apoptose (Pastorino et al.,
2005). Aktiviteten til Akt avhenger av fosforyleringsgraden til de to fosforyleringssetene serin
473 og threonin 308. Fosforylering av begge setene er nedvendig for maksimal Akt
aktivering. Ved a bruke Akt-spesifikke antistoffer ble uttrykket og fosforyleringsstatusen til
Akt bestemt 1 VT og AxI- cellene ved hjelp av flow cytometri.

Figur 5.13 angir de ulike parametrene som prosent av VT kontroll. De ulike parametere for
hvert forsgk er ogsa oppgitt i Tabell 5.3 og 5.4 som prosentvise verdier av VT kontroll.

For ubehandlede celler viser figurene at bade uttrykket av Akt, og de fosforylerte formene av
Akt, er betydelig lavere 1 Axl- cellene, sammenlignet med 1 VT cellene (ca 35-50 %
reduksjon). Forskjellen er storst for p-Aktsera73. (Tallmaterialet er det samme for ubehandlede

celler i Figur 5.13 A og B).
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Figur 5.13 Flow cytometrisk analyse av Akt

6 millioner celler av MDA-MB-231 VT/AxI- ble sadd ut i rutine kulturmedie og inkubert i 24 timer under rutine
forhold. Mediumet ble fjernet og erstattet med kondisjonert kulturmedie tilsatt de metabolske modulatorene
rotenon (A) og 2DG (B) etter konsentrasjonene angitt i Tabell 5.2, kontroll ble inkludert, og cellekulturene ble
inkubert i nye 24 timer. Cellene ble deretter trypsinert pa is, fiksert og permeabilisert. For flow cytomertisk
analyse ble cellene merket med henholdsvis anti-Akty.;, anti-p-Akty,30s 0g anti-p-Aktg.473, 0g deretter sekundeert
antistoff (Alexa647). 10 000 celler/behandling ble analysert pa flow cytometer. Forsgket ble utfert en gang.
Tallmaterialet er det samme for ubehandlede celler i figur A og B.

Rotenon og Akt

Figur 5.13 A viser at ved rotenonbehandling av VT cellene er fosforylerings statusen til Akt
relativt uforandret, pavist ved deteksjon av p-Akts.473. Rotenonbehandling av AxI- cellene har
liten effekt for Akt uttrykket, men fosforyleringen av serin 473 i AxI- cellene redusert med
2/3 sammenlignet med behandlede VT celler. Ut fra vare data indikerer dette at Akt
aktiviteten er betydelig redusert i AxI- cellene. Effektene av respirasjonshemming for
uttrykket av de tre formene for Akt ser ut til & vaere doseavhengig i begge cellelinjene, selv

om den doseavhengige forskjellen er liten.
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2DG og Akt
Figur 5.13 B viser at uttrykket av Akt 0g de to fosforylerte formene ved behandling med

2DG er betydelig redusert 1 VT cellene, sammenlignet med kontrollene. Det reduserte
uttrykket er doseavhengig for de fosforylerte formene av Akt. I VT cellene utgjor p-Aktsera7s
kun ca 30 % av av VT kontroll ved behandling med 4mM 2DG, som indikerer en betydelig
redusert Akt aktivitet. I AxI- cellene avtar ogséd fosforyleringsstatusen til Akt ved 2DG
behandling, sammenlignet med kontrollene. Imidlertid er uttrykket av de tre formene for Akt
under rutine forhold lavere 1 AxI- cellene enn i VT cellene, slik at Axl- cellene relativt sett er

mindre sensitive for behandling med 2DG i forhold til VT cellene.

5.5.2.2 AMPK

AMPK har en viktig posisjon i cellene nér det gjelder & balansere celleproliferasjon i forhold
til neringstilgang, og faktoren aktiveres ved forheyet AMP:ATP ratio. AMPK kan ogsé sees
pa som en motpart til Akt fordi aktivert AMPK indirekte inhiberer faktoren (Inoki et al.,
2003). Ved a péfere cellene metabolsk stress forventer vi en forhayet AMPK aktivitet, og
aktiviteten avhenger av fosforyleringsgraden til threoninl72 pa a-subenheten (Woods et al.,
2003). Fosfospesifike antistoffer kan derfor brukes ved flow cytometri for & male den relative
AMPK aktiviteten.

Figur 5.14 angir i prosent uttrykket av de ulike parametrene malt ssmmenlignet med VT
kontroll. Sammenligning av de ulike parametere for hvert forsek er ogsa oppgitt i Tabell 5.3
og 5.4 som prosentvise verdier av VT kontroll.

Figuren viser at i ubehandlede celler er uttrykket av AMPKa og p-AMPKou172 lavere 1 AxI -
cellene, henholdsvis 34 % og 16 %, sammenlignet med VT cellene, mens uttrykket ikke
varierer mellom de to cellelinjene for AMPKp. For p-AMPK 108 er uttrykket i ubehandlede
celler ca 20 % hayere 1 Axl- sammenlignet med VT cellene. (Tallmaterialet er det samme for

ubehandlede celler i begge Figur 5.14 A og B).
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Figur 5.14 Flow cytometrisk analyse av AMPK

6 millioner celler av MDA-MB-231 VT/AxI- ble sadd ut i rutine kulturmedie og inkubert i 24 timer under
standard forhold. Mediumet ble fjernet og erstattet med kondisjonert kulturmedie tilsatt rotenon og 2DG etter
konsentrasjonene angitt i Tabell 5.2, kontroll ble inkludert, og cellekulturene ble inkubert i nye 24 timer. Cellene
ble deretter trypsinert pé is, fiksert og permeabilisert. For flow cytomertisk analyse ble cellene merket med anti-
AMPKa, anti-p-AMPKoy,17, anti-AMPK og anti AMPK B,103 0g deretter sekundart antistoff (Alexa 647). 10
000 celler/behandling ble analysert pa flow cytometer. To forsgk ble utfert med tilsvarende resultat for AMPKa,
mens de andre forsekene ble utfort en gang. Tallmaterialet er det samme for ubehandlede celler i1 begge figurene.

AMPK og rotenon

Figur 5.14 A viser rotenonavhengige variasjoner av uttrykket av AMPK i MDA-MB-
231VT/Axl-. Vi observerer at uttrykket av AMPKa er lavere i VT cellene ved behandling
med rotenon sammenlignet med kontroll, og effekten synes & veere doseavhengig. Samtidig
viser figuren at uttrykket av p-AMPKau,172 oker ved rotenonbehandling 1 begge cellelinjer
som forventet. For AMPKJf sees ingen rotenon avhengige variasjoner for cellelinjene. Figuren
viser imidlertid et okt uttrykk av p-AMPKBseri0s 1 VT cellene ved behandling med rotenon,

mens en tydelig motsatt effekt sees i Axl- cellene.
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AMPK o0g 2DG

Figur 5.14 B viser 2DG avhengige variasjoner for uttrykket av AMPK i cellelinjene. I bade
VT og Axl- cellene ser vi et redusert uttrykk av AMPK,r,, samt en okning 1 fosforylering av
p-AMPKayy 172 ved behandling. Det gkte uttrykket av p-AMPKouy172 er mest uttalt for AxI-
cellene. Uttrykket av AMPKJ er tilneermet uforandret i begge cellelinjene. For p-AMPK Bgeri08
reduseres uttrykket betraktelig ved behandling med 2DG 1 AxI- cellene, tilsvarende det

reduserte uttrykket vi ser ved behandling med rotenon.

Totalt sett, ved behandling med rotenon og 2DG, reduseres uttrykket av AMPKa mens
uttrykket av AMPKQJ er relativt uforandret i cellelinjene. Fosforyleringen av threonin 172
oker 1 begge cellelinjene som forventet, men for p-AMPK Bser108 Observerte vi et betydelig

redusert uttrykk i AxI- cellene.

AMPK-deaktivert ACC

ACC deaktiveres nedstrams for AMPK, og fosforylering av serin 79 indikerer inaktivitet
(Carlson et al.,1973). Vi forventer derfor at uttrykket av p-ACCger79 folger uttrykket av p-
AMPKoynr172 0g p-AMPK Bseri0s, samt at uttrykket av p-ACCser79 oker ved behandling med de
metabolske inhibitorene rotenon og 2DG.

Figur 5.15 angir uttrykket av de ulike parametrene i prosent sammenlignet med VT kontroll.
Sammenligning av de ulike parametere for hvert forsek er ogsa oppgitt i Tabell 5.3 0g 5.4
som prosentvise verdier av VT kontroll.

Figuren viser at i ubehandlede celler er uttrykket av ACC lavere i Axl- enn i VT cellene, mens
fosforylering av serin 79 i ubehandlede AxI- celler er gkt med 60 % sammenlignet med 1 VT
cellene. (Tallmaterialet er det samme for ubehandlede celler i Figur 5.15 A og B).

Ved behandling med rotenon (A) avtar uttrykket av ACC i1 VT cellene, mens fosforylering av
p-ACCger79 som forventet gker. Denne gkningen korrelerer med okt fosforylering av p-

AMPK a7, omtalt tidligere. For AxI- cellene er fosforyleringsstatusen til serin 79 lavere ved
rotenonbehandling, som kan sammenlignes med nedgangen for p-AMPK Ber10s (omtalt
tidligere).

Ved behandling med 2DG (B) gker uttrykket av ACC i bade VT og Axl- cellene. Derimot ser
vi en nedgang av p-ACCq79 1 begge cellelinjene. Sistnevnte kan sammenlignes med det

reduserte uttrykket vi observere for p-AMPKJ i AxI- cellene.
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Figur 5.15 Flow cytometrisk analyse av ACC og p-ACCg g

6 millioner celler av MDA-MB-231 VT/AxI- ble sadd ut i rutine kulturmedie og inkubert i 24 timer under
standard forhold. Mediumet ble fjernet og erstattet med kondisjonert kulturmedie tilsatt de metabolske
modulatorene rotenon og 2DG etter konsentrasjonene angitt i figuren (ICs, verdi og % 1Cs, verdi), kontroll ble
inkludert, og cellekulturene ble inkubert i nye 24 timer. Cellene ble deretter trypsinert pa is, fiksert og
permeabilisert. For flow cytomertisk analyse ble cellene merket med antistoff mot ACC og antistoff mot p-
ACCqe79, 0g deretter sekundeert antistoff (Alexa 647). 10 000 celler/behandling ble analysert pa flow cytometer.
Forseket ble utfort en gang. Tallmaterialet er det samme for ubehandlede celler i begge figurene.
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Tabell 5.3 Relative avvik av Akt, AMPK og ACC i MDA-MB-231 VVT/AxI- behandlet med rotenon.

Behandling
VT AxI-

_ Kontroll 0,25uM 0,5uM | Kontroll 0,25uM  0,5uM
Antistoff rotenon rotenon rotenon  rotenon
Akt relaterte
Aktiotal - - 8% -23% -34% -34% -39%
pP-Aktinr3os - -29% -24% -41% +25% +31%
p-AKtsera73 - -4% 7% -48% -67% -71%
AMPK
relaterte
AMPKa - -25 -38 -34 21 -53
AMPKf - -36 0 +3 -5 -5
p-AMPKOLthrln - +29 -8 -16 -12 +4
P-AMPK Bgeri08 - +33 +17 +19 -45 -44
ACC - -54 -47 -25 -47 +11
P-ACCserr9 - +30 +52 +60 +9 Data

mangler

Verdiene er beregnet som relative avvik i prosent sammenlignet med villtype (VT) kontroll.

Tabell 5.4 Relative avvik av Akt, AMPK og ACC i MDA-MB-231 VT/AxI- behandlet med 2DG.

Behandling
VT AxI-

_ Kontroll 2mM 4mM Kontroll 2mM 4mM
Antistoff 2DG 2DG 2DG  2DG
Akt relaterte
Aktiotal - -33% -19% -34% -46% -44%
pP-AKtinr3os - -48% -52% -41% -62% -51%
p-Aktserars - -39% -66% -48% -77% -69%
AMPK
relaterte
AMPKa - -26 -16 -44 -58 -37
AMPKB - +1 -1 +3 -6 -6
p-AMPK o172 - +7 -9 -16 +24 +13
p'AMPKBser108 - -36 -2 +19 -55 -48
ACC - -50 +69 -25 +32 +73
p-ACCser79 - -16 -29 +60 -18 Data

mangler

Verdiene er beregnet som relative avvik i prosent sammenlignet med villtype (VT) kontroll.
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5.5.3 Laktat
Fra proliferasjonsstudiene fant vi at cellelinjene viser den samme overlevelsen under stressede
forhold. Vi ensket derfor & belyse en annen side av cellenes evne til & omstille seg metabolsk

ndr a) respirasjonen hemmes og nar b) glykolysen hemmes, ved & méle laktatproduksjonen og

studere eventuelle forskjeller.
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Figur 5.16 Laktatproduksjon i VT og Axl- cellene

6 millioner celler av VT og AxI- ble sadd ut og dyrket i rutine kulturmedie under standardforhold i inkubator i 24
timer. Mediet ble fjernet og erstattet med kondisjonert medium tilsatt de metabolske modulatorene rotenon og
2DG, som angitt i Tabell 5.2, og inkubert under standard forhold i nye 24 timer. Medium ble deretter tatt ut og
laktatmalinger utfert som beskrevet i metodedelen. Figuren viser ett representativt forsek av totalt to utforte
forsek, og verdiene er gitt som gjennomsnitt +/- standardavvik med n=4.

Som beskrevet i avsnitt 5.3.2 ser vi av figuren at AxI- cellene viser samme glykolytisk
aktivitet som VT cellene under normale forhold (samme tallmateriale som i figur 5.5).

Som forventet viser Figur 5.16 at begge cellelinjene oppregulerer glykolysen ved
respirasjonshemming, og at glykolysen hemmes ved behandling med 2DG. Figuren indikerer
imidlertid at ved respirasjonshemming har AxI- cellene en heyere laktatproduksjon enn VT
cellene, og de kompenserer relativt sett mer enn VT cellene ved & oppregulere den
glykolytiske aktiviteten.

Samlet sett indikerer dataene fra porin deteksjon og laktat malinger at ved

respirasjonshemming oppregulerer VT cellene mitokondriemengden, mens AxI- cellene

kompenserer ved & oppregulere glykolysen.
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6 Diskusjon

Denne studien har tatt for seg & undersgke proliferasjonsprofilen og ulike aspekter av
metabolismen i cellelinjene MDA-MB-231 VT/AxI-, for 4 belyse om AxI signalisering kan
vare involvert 1 noen av prosessene som forer til det glykolytiske skiftet observert i tumorer.
Brystkreft cellelinjen MDA-MB-231 er karakterisert som aggressiv og invasiv, og har en
hayere glykolyse aktivitet ssmmenlignet med brystkreft cellelinjer med lavere invasivitet
(Zhang et al., 2008, Robey et al., 2005). Fra litteraturen vet vi at Axl er involvert i ulike
prosesser tilknyttet metastase, derav i MDA-MB-231 (Holland et al., 2005). Noen av
signalnettverkene som kontrollerer disse prosessene er ogsa involvert i oppreguleringen av
glykolysen i tumorer, og forstaelse av de underliggende mekanismene er derfor viktig for &
kunne utvikle malrettet terapi.

Etter hva vi kjenner til har fi studier tidligere omtalt problemstillingen som her er beskrevet, i
alle fall ikke med den samme innfalsvinkelen. Vi har derfor brukt flere ulike metoder for &
prove & kartlegge og danne et oversiktsbilde av AxI sin potensielle rolle i tumor metabolisme.
Denne diskusjonen er basert pa de observasjonene og tolkningene vi har gjort basert pa vare
data, med vitende om at repetisjon av enkelte forsek vil vere nedvendig for a trekke sikre
konklusjoner. Metodenes begrensninger blir ogsd omtalt. Omfanget av oppgaven og
tidsaspektet har satt sin begrensning for hva som er mulig & gé inn pa og studere i detalj nar
det kommer til de utallige signalveiene som potensielt kan bidra til trendene vi har observert.

Nye studier kan bekrefte eller avkrefte de observasjonene som her blir diskutert.
Ved test av cellemodellen fant vi at Axl uttrykket var betydelig lavere i den modifiserte

cellelinjen, som indikerte at vi kunne bruke cellemodellen i videre studier. Figur 6.1

oppsummerer resultatene vére.
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Figur 6.1 Oppsummering av resultater
Figuren viser resultatene for AxI- cellene sammenlignet med VT cellene.

Ulike metoder for & male proliferasjon og viabilitet benytter forskjellige analyseprinsipper og
kan derfor gi ulike resultater av cellenes respons. De vanligste metodene méler celletall,
metabolsk aktivitet eller DNA syntese. Det er viktig & vere klar over hva en egentlig maler
for & kunne trekke de riktige konklusjonene. Vi sammenlignet her tre ulike assay; MTT, BrdU
og alamarBlue for & finne optimale testforhold for hver av metodene med hensyn pa
celletetthet.

Det er kjent at MTT og alamarBlue assayene viser linearitet over et vidt spenn av
celletettheter (oppgitt fra produsent), noe vi kunne bekrefte i vare forsek. MTT og alamarBlue
omdannes av metabolske enzymer i cellene, men mekanismene er ikke fullstendig kartlagt.
Med andre ord detekterer disse assayene celluler metabolsk aktivitet, i motsetning til BrdU,
som maler DNA replikasjon. Forsekene utfort med BrdU viser at inkorprering av BrdU avtar
for hoye celletettheter under testforholdene beskrevet (Figur 5.6). Dette kan skyldes faktorer
som konfluente cellekulturer, mangel pa naring og opphopning av avfallstoffer. Alle disse
faktorene kan virke hemmende for proliferasjonen.

Det lineaere forholdet vi observerer etter fire timers inkubasjon med MTT og alamarBlue
(Figur 5.9) kan forklares ut fra at ved a eke celletettheten gker mengden metabolske enzymer

tilgjengelig for & omdanne substratene. Metabolske enzymer hemmes ikke i like stor grad
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under suboptimale vekstforhold som populasjonsveksten gjor. Det er derfor viktig & papeke at
disse metodene ikke nadvendigvis detekterer celleproliferasjon. Tilsvarende observasjoner er
ogsé gjort tidligere, og en har for eksempel observert at MTT assayet kan gi avvikende
resultater i forsek hvor en manipulerer energimetabolismen uten nedvendigvis & pavirke
celleproliferasjon (Tronstad et al., 2001). P& bakgrunn av observasjonene var BrdU assayet
best egnet til deteksjon av proliferasjon, men av de tre metodene testet var denne metoden

mest sensitiv for valg av celletetthet.

Vare resultater fra MTT forsekene viser, i motsetning til hva vi hadde forventet, ingen
doseavhengig reduksjon av proliferasjonen ved tilsetting av rotenon (Figur 5.10). Dette er i
strid med hva vi mélte med BrdU (Figur 5.11), og kan indikere at MTT ikke kan brukes som
deteksjonsmetode i proliferasjonsstudier som inkluderer rotenon. Den eksakte mekanismen
for reduksjon av MTT er ukjent, men mitokondrieavhengig reduksjon er en av teoriene
(Berridge et al., 2005). Optimal celletetthet ble valgt pa bakgrunn av BrdU studiet som viste
storst sensitivitet med hensyn pé celletetthet (Figur 5.6). I MTT studiet gir celletettheten vi
valgte (4000 celler/brenn) svert lavt signal, noe som kan ha fort til at doseavhengig reduksjon

av proliferasjonen ved bruk av rotenon ikke kom til uttrykk.

Fra proliferasjonsstudiene fant vi at VT og AxI- cellene viste lik proliferasjonsprofil under
rutineforhold (Figur 5.8). Dette er konsistent med andre studier som har vist MDA-MB-231
VT/Axl- ikke viser signifikante proliferative forskjeller in vitro (Holland et al., 2005, Zhang
et al., 2008). Imidlertid, og av stor interesse, viser den forstnevnte studien at tap av Axl
hemmer vekst av humane tumorer i en in vivo MDA-MB-231 xenograft modell. Studien
antyder ogséd at mekanismene bak observasjonene i xenograft modellen, i forhold til in vitro
modellen, ikke er klarlagt, men at Axl sin betydning i tumorformasjon og progressjon trolig er
knyttet til interaksjoner mellom tumor og stroma. Celleproliferasjon i en tumor avhenger
delvis av signaler fra de ytre omgivelser (eks cytokiner). I in vitro studier tas cellene ut av sin
opprinnelige kontekst og dette er derfor en av hovedsvakhetene ved denne typen studier. Det
kan imidlertid synes som at den observerte effekten i studien til Holland er celletype
avhengig, da en studie av en lungeadenokarsinoma cellelinje med lavt AxI niva viste redusert
proliferativ kapasietet og ekt apoptose in vitro (Shieh et al., 2005).

Det er et kjent fenomen at kreftceller som oppregulerer glykolysen i mange tilfeller har
nedregulert mitokondriell respirasjon, og at respirasjonskjeden kan vere mer eller mindre

defekt (Hagland et al., 2007). Litteraturen beskriver MDA-MB-231 (med heyt uttrykk av Axl)
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som glykolytisk, selv under rikelig tilgang pa O,, sett relativt til brystkreft cellelinjer med
lavere invasivitet og lavere AxI uttrykk (Robey et al., 2005). Vére laktatmalinger tyder pa at
Axl-nivaet ikke har sa mye & si for glykolyse aktiviteten i MDA-MB-231 cellene under
normale kulturbetingelser (Figur 5.5). Imidlertid s& vi at Axl- cellene hadde en hoyere
respirasjonskapasitet (Figur 5.4). I denne sammenhengen var det interessant for oss &
undersgke om AxI- cellene var mindre avhengige av glykolysen enn VT cellene for & kunne
proliferere.

I proliferasjonsforsekene med BrdU fant vi at VT og Axl- cellene har lik proliferasjonsprofil
ved hemming av respirasjonen og glykolysen, mediert via henholdsvis rotenon og 2DG.
Laktatmalingene bekreftet at behandlingen virket som forventet ved henholdsvis & gke og
senke glykolyseraten til cellene (Figur 5.16). Dette tyder pa at VT og AxI- cellene baserer seg
pa energiproduksjon fra glykolyse og respirasjon i lik grad for & kunne vokse og proliferere.
BrdU forsekene gav reproduserbare dose-respons kurver for bade rotenon og 2DG i MDA -
MB-231 VT og Axl-, og pa bakgrunn av forsgkene ble ICsy rotenon bestemt til 0,5uM, og
ICs02pG bestemt til 4mM for VT og AxI- cellene.

Selv om proliferasjonsstudiene indikerte at cellelinjene har lik proliferasjonsprofil fant vi
avvikende cellulaer og mitokondriell morfologi mellom VT og AxlI- cellene (Figur 5.3). VT
cellene var mer langstrakte med filopodier, mens AxI- cellene var rundere uten filopodier.
Bildene viste at mitokondriene 1 VT cellene var utbredt i hele den cellulere matriksen, i
motsetning til Axl- cellene som har mitokondriene lokalisert rundt kjernen. I begge
cellelinjene synes mitokondriene & danne nettverk. Ut ifra observasjonene er det rimelig &
sporre seg om den observerte morfologien til Axl- cellene skyldes fravaer av Axl, eller selve
behandlingen disse cellene har gjennomgétt ved nedsldingen av Axl. Dette kan eventuelt
undersegkes ved & reintrodusere AxI.

Flere studier viser at tap av AxI ferer til endret cellemorfologi med tap av filopodier.
Glioblastomaceller overuttrykker Axl, og transfeksjon av disse cellene med en ufunksjonell
AxI] mutant forte i en studie til endret cellemorfologi, tap av filopodier, redusert motilitet og
tap av celle-celle kontakter (Vajkoczy et al., 2006). En annen studie sammenlignet MDA-MB-
231VT/AxI- celler og fant at den modifiserte cellelinjen manglet filopodie strukturer, samt at
den var mindre invasiv (Zhang et al., 2008). I denne studien ble cellelinjen MCF-7 inkludert
som referanse. Disse cellene har lav invasiv kapasitet og lavt uttrykk av Axl, og viste seg & ha

samme fenotype som den modifiserte MDA-MB-231 cellelinjen. P4 bakgrunn av funnenne fra
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de ulike studiene, som statter vare data, er det rimelig & anta at tap av Axl gir en fenotype av

MDA-MB-231 med redusert invasiv kapasitet.

Den avvikende mitokondrielle morfologien til AxI- cellene er av interesse for oss. Figur 5.3
viser at det mitokondrielle nettverket i VT cellene har en storre utbredelse i den cellulare,
matriksen, sammenlignet med 1 Axl- cellene. Mitokondriene er dynamiske organeller som kan
forandre morfologi avhengig av cellesyklus og ulike ytre forhold, som nér cellene behandles
med toksiske forbindelser, og forandringene skjer raskt (minutter) (Karbowski og Youle,
2003). I tillegg er mitokondriene hovedmediatorer i apoptose, og celler i tidlig apoptotisk fase
viser avvikende mitokondriell morfologi sammenlignet med normale celler (Karbowski og
Youle, 2003). Potensielt skyldes den avvikende mitokondrielle morfologien til Axl- cellene
fraveer av Axl, men ut fra obsevasjonene som litteraturen beskriver kan en mulig forklaring
vaere at Axl- cellene trivdes dérligere under forsgksbetingelsene, sammenlignet med VT
cellene, slik at mitokondriemorfologien endret seg. Hvorfor det skulle vere slik vet vi

imidlertid ikke.

For danne et sa komplett bilde som mulig av de to cellelinjenes metabolske profil, under
rutineforhold og ved metabolsk stress, ble ulike parametere malt. Ved mélinger av porin som
marker fant vi at cellelinjene har tilnermet lik mitokondriemengde (Figur 5.12). Dette er
interessant i forhold til den observerte avvikende mitokondrielle morfologien (Figur 5.3).
Imidlertid forteller ikke disse to parametrene noe om funksjonaliteten til respirasjonskjeden.
Ved & kartlegge respirasjonsprofilen fant vi at rutine respirasjonen i de to cellelinjene er lik,
men at den maksimale respirasjonskapasiteten 1 Axl- cellene er forhayet, samt at forskjellen
ikke skyldtes lekkasje av elektroner da denne parameteren er tilneermet lik hos begge
cellelinjer (Figur 5.4). Dataene fra respirasjonsmalingene indikerer ogsa at Axl- cellene
bruker en mindre del av den totale respirasjonskapasiteten, sammenlignet med VT cellene. Ut
fra disse obserasjonene er det naturlig a stille spersmalet; er Axl- cellene metabolsk mer
fleksible enn VT cellene?

En méte 4 male metabolsk fleksibilitet pa er & behandle celler med metabolske inhibitorer og
studere responsen, slik vi gjorde. Cellene ble behandlet med rotenon og 2DG i 24 timer, og
ulike parametere av den metabolske funksjonen ble malt. Ved deteksjon av porin fant vi at VT
cellene oppregulerer mitokondriemengden ved behandling med rotenon, mens Axl- cellene
ikke kompenserer ved & gke mitokondriemengden (Figur 5.12). Potensielt kan AxI- cellene

kompensere for energitapet ved & oke respirasjonsraten (Axl- cellene kan eke den prosentvise
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utnyttelsen fordi de har ”mer & ga pa”). Imidlertid finnes det ingen publikasjoner som omtaler
relasjonen mellom Axl og mitokondriell respirasjon etter hva vi kjenner til.

Ett av de andre funnene vare, detektert ved laktatmalinger, indikerer at AxI- cellene viser en
storre evne til & oppregulere glykolysen enn VT cellene ved rotenon behandling (Figur 5.16).
Dette er ogsa en mulig forklaring pé hvordan AxI- celler som utsettes for metabolsk stress

kompenserer, sammenlignet med VT cellene.

Maling av mitokondriell biogenese, membranpotensial og reaktive oksygenforbindelser ble
ogsa forsekt malt ved hjelp av spesifike fluorescerende prober og flow cytometri (Appendiks
1). Disse malingene viste seg & bli problematiske grunnet fluorescerende proteiner som var

introdusert 1 forbindelse med den genetiske modifiseringen av cellene.

I flerparameter undersokelsene ble cellene behandlet med hver av de metabolske inhibitorene
i 24 timer. Hvis det er en forskjell mellom cellelinjene med hensyn pa porinmengden, slik
dataene indikerer, er behandlingstiden potensielt for kort til & kunne fa frem tydelige
forskjeller. Selv om celler responderer raskt pd miljeendringer, vil ikke oppreguleringen av
mitokondriene nedvendigvis komme til sitt fulle uttrykk i lopet av 24 timer. Imidlertid er
behandlingen cytotoksisk, slik at det ikke er sikkert at cellene hadde télt 2-3 dagers
behandling. Forsegket gir en indikasjon pa at VT cellene har evne til & oppregulere
mitokondriemengden ved rotenonbehandling, i motsetning til AxI- cellene, men forskjellene

kunne potensielt kommet tydeligere til uttrykk ved lengre behandlingstid.

Studier har vist at oppregulering av mitokondriell energiproduksjon som kompensatorisk
mekanisme i celler utsatt for metabolsk stress er mediert via AMPK. Aktivering av
signalsystemet AMPK/PGC-10/PPARYy gker mitokondriell biogenese og cellular respirasjon
(Wu et al., 1999). Hvis dette er en av mekanismene som forklarer oppreguleringen av
mitokondriemengden ved rotenonbehandling, kan vi forvente at AMPK nivéet er hoyesti VT
cellene ved respirasjonshemming. Som forventet detekterte vi hoyest aktivering av AMPK 1
VT cellene ved behandling med rotenon (Figur 5.14).

Vi observerte en tydelig og interessant effekt i AxI- cellene ved behandling med bade rotenon
og 2DG. Uttrykket av den fosforylerte formen av AMPKJ var redusert, og effekten ble ogsa
observert nedstroms ved deteksjon av fosforyleringsgraden til ACC (Figur 5.15). AMPK
bestér av de tre subenhetene a, B og v, hvorav a- og y-subenhetene sine funksjoner er kjent,

mens AMPKQJ sin eksakte funksjon er usikker (Woods et al., 2003). Imidlertid inneholder [3-
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subenheten et glykogenbindene domene (GBD), og studier har vist at AMPK kolokaliserer
med glykogen (Polekhina et al., 2003). De fleste studier maler AMPK aktivitet ved & male
fosforylerings nivéet av threonin 172 (Woods et al., 2003). Imidlertid viser litteraturen at
autofosforylering av serin 108 pA AMPKSp er nedvendig for AMPK aktivitet (Warden et al.,
2001). Etter hva vi kjenner til har den eventuelle relasjonen mellom Axl og AMPK aldri blitt
publisert, men ut ifra observasjonene er det en potensiell sammenheng mellom Axl og
AMPK, da faktorene synes & pdvirke hverandre. Interessant nok er begge faktorer involvert i

angiogenese.

Akt er kjent som en viktig mediator i overlevelsessignalisering under stressede forhold, blant
annet ved 4 oke lokaliseringen av HKII til VDAC, som forer til inhibering av apoptose
(Pasorino et al., 2003). Axl signalisering via Akt eker celleoverlevelsen i ulike studier via
anti-apoptotiske mekanismer (Lee et al., 2002, Hasanbasic et al., 2004).

I denne studien antok vi at fosforylering av Akt pé serin 473 og threonin 308 var entydig med
at Akt var aktiv, selv om vi ikke méilte fosforyleringsstatusen til méalproteiner nedstroms for
Akt. Vi observerte at aktiveringen av Akt var opptil 50 % lavere i AxI- cellene under rutine
forhold (Figur 5.13). Imidlertid ser dette ut til & vaere en konsekvens av en i1 utgangspunket lav
uttrykking av Akt i den modifiserte cellelinjen. Et lavere uttrykk kan bety at AxI- cellene har
en mer normalisert Akt aktivitet, som samsvarer mer med Akt aktiviteten 1 normale celler, da
studier viser at ulike tumorer har et unormalt heyt uttrykk av Akt (Nicholson og Anderson,
2002). I studien kunne vi inkludert en referanse cellelinje for mulig & fa svar pa dette,
eventuelt hadde det vaert interessant & inkludere en brystkreft cellelinje med lav invasivitet
(eks MCF-7).

Et lavere Akt uttrykk i AxI- cellene kan potensielt bety at disse cellene er mindre
glykolytiske, da ekt uttrykking av Akt i tumorer er assosiert med blant annet ekt transkripsjon
og stimulering av transport av GLUT-1 til plasmamembranen (Elstrom et al., 2004). Vi
observerte ikke at Axl- cellene var mindre glykolytiske, men respirasjonsmalingene viste at de
har en storre respirasjonskapasitet, som kan tyde pa at Axl- cellene totalt sett har en
metabolisme som ligger nermere “normalen”, sammenlignet med VT cellene.

Ved metabolsk stress, som i vér studie ble mediert via rotenon og 2DG, ekte ikke Akt
aktiviteten slik enkelte studier beskriver (Pastorino et al., 2002), snarere tvert imot. Generelt
for begge cellelinjene avtok aktiviteten til Akt ved metabolsk stress (Figur 5.13). Vi sa
imidlertid at AMPK aktiviteten var oppregulert, slik at disse to signalveiene potensielt

regulerer hverandre i en stressrespons.
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Vi observerte at aktiviteten til Akt ble betraktelig redusert ved behandling med 2DG i begge
cellelinjene, men relativt sett var reduksjonen sterre 1 VT cellene enn 1 Axl- cellene.
Resultatene vére viser at 2DG mediert stress forer til en Akt aktivitet i VT cellene som er pd
niva med aktiviteten i Axl- cellene, slik at VT cellene potensielt far en mer normalisert Akt
aktivitet ved glykolyse hemming.

Rotenon behandlingen hadde ikke stort utslag for aktiviteten til Akt1 VT cellene. Full
aktivering av Akt krever fosforylering av to fosforyleringsseter. Threonin 308 mi fosforyleres
av PDK for at serin 473 kan bli fosforylert, imidlertid kan threonin 308 bli defosforylert uten
at serin 473 blir det (Sarbassov et al., 2005). Rotenonbehandling gir sterst utslag for
defosforylering av serin 473 1 AxI- cellene, mens det er motsatt for VT (threonin 308). Dette
kan tyde pd at reguleringen av signalveien under stress er ulik i de to cellelinjene. I tidligere
studier har man blant annet observert at AxI signalisering via Akt avhenger av glukoseniva
(Arai et al., 2008). Det hadde derfor vert av interesse & méile Axl sin betydning for
proliferasjonen av- og ulike metabolske parametere i MDA-MB-231 VT/AxI- celler dyrket i

medium med hey og lav glukose konsentrasjon.

64



Konklusjoner

7 Konklusjoner
Denne studien har sammenlignet proliferasjon og ulike metabolske parametere i MDA-MB-
231 VT/AxI- celler. Vi observerte at cellene med lavere AxI uttrykk:
¢ hadde endret celluler og mitokondriell morfologi.
¢ hadde uendret proliferasjonsrate.
e hadde en hoyere respirasjons kapasitet og brukte en mindre andel av
respirasjonskapasiteten under rutineforhold.
e hadde uendret sensitivitet ovenfor rotenon og 2DG 1 proliferasjonsforsekene.
e hadde en heyere glykolyse aktivitet ved respirasjonshemming.
e ikke oppregulerte mitokondriemengden under hemming av respirasjonen slik VT
cellene gjorde.
e hadde lavere uttrykk av Akt 0g fosforylert Akt bdde under rutineforhold og ved
metabolsk manipulering.
e blant annet hadde et tydelig redusert utrykk av fosforylert AMPKp ved metabolsk

manipulering, som gav utslag i at fosforyleringen av ACC var lav.

Noen av disse observasjonene bygger pa et relativt begrenset antall forsek (grunnet
tidsbegrensning) og vil matte bekreftes i nye forsek. Resultatene har likevel gitt indikasjoner
som vi har provd a sette i sammenheng med annen tilgjengelig litteratur. Det kan konkluderes
at proliferasjonen til de to celletypene er uendret under de testede betingelser. Vi finner
likevel en rekke endringer 1 metabolske egenskaper og relaterte signalfaktorer. De to
cellelinjene synes begge & vaere metabolsk fleksible under stress, men fleksibiliteten synes a
involvere ulike kompensasjonsmekanismer. Disse observasjonene kan potensielt knyttes til
obsevasjonen av avvikende mitokondriell morfologi i Axl- cellene, sammenlignet med VT
cellene.

Pa grunn av et lavere Akt uttrykk og en lavere fosforyleringsstatus av Akt i AxI- cellene, samt
lav AMPK aktivitet under stressede forhold, kan disse faktorene hver for seg, eller sammen,
innvirke pa overlevelsen og proliferasjonen til cellene, slik at overlevelsen totalt sett er

uforandret.
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8 Fremtidige perspektiver

Repetisjon av forsgkene og nye tilneermingsmater kan gi okt innsikt i de mekanismene som
potensielt regulerer- og reguleres av Axl i tumorvekst og metabolisme. Nye spersmal har
oppstatt 1 lopet av studien, da dataene vére tyder pa at det er en metabolsk forskjell mellom
cellelinjene, men som ikke synes & virke inn pé proliferasjonen. Cellelinjene kan benytte seg
av alternative katabolske ruter for a tilegne seg energi som vi ikke har studert.
Underuttrykking av AxI har i studier vist seg & redusere proliferasjonen av MDA-MB-231
AxI- in vivo, men ikke in vitro (Holland et al., 2005). Forklaringen er imidlertid ikke kjent.
Dette er konsistent med resultatene vare. Fremtidige studier av proliferasjon og metabolisme
ber derfor undersekes in vivo. Ulike metoder kan benyttes for & studere celler i omgivelser
som er mer lik deres naturlige omgivelser. En tilneermingsmate, i tillegg til dyreforsek, er for

eksempel & dyrke cellene i multicelle spheroider.

Interessante funn som ber studeres og eventuelt bekreftes av nye studier er sammenhengen
mellom den mitokondrielle morfologien i Axl- cellene og respirasjonen. Flere parametere av
den mitokondrielle funksjonen kan testes, blant annet membranpotensial. En annen
tilneermingsmate for 4 studere metabolsk fleksibilitet er & dyrke cellene i hoy og lav glukose,
og male ulike parametere som proliferasjon, metabolisme, samt aktiviteten til signalveier som
Akt og AMPK. Siden vi ikke kjenner til publikasjoner som omtaler relasjonen mellom AxI og
AMPK, kan dette vere en studie for fremtiden siden AxI, ut fra vare resultater, synes a vaere
avgjorende for AMPK signalisering under metabolsk stress. Dette kan ogsa studeres ved

fraveer av glukose.

Axl sin rolle 1 metastase, uavhengig av mekanisme, forer reseptoren inn i1 rekken av tyrosin
kinase reseptorer som er av terapeutisk interesse. I tumorer induseres uttrykking av Axl ved
behandling med ulike kjemoterapeutika (Hong et al., 2008). AxI inhibitorer kan potensielt
redusere invasiviteten og utviklingen av metastaser, samt gke folsomheten for

kjemoterapeutika.
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Appendiks

Appendiks 1

Flow cytometriske undersgkelser av mitokondrier og redoks-balanse

1.1 Metode

Ved hjelp av tre fluoriserende prober sa vi pa tre ulike parametere. Vi brukte Nonyl Acridine
Orange (NAO) til & méle mitokondriemengden (kardiolipin) i cellene, Tetra Metyl
Rhodamine Metyl ester (TMRM) for & male mirokondriellt membranpotensiale og CM;-
H,DCFDA for & gi et relativt mél pé reaktive oksygen forbindelser (ROS) i cellene. FCCP og
H,O; ble inkludert som kontroller. FCCP er en avkobler som kutter koblingen mellom
respirasjonskjeden og ATP produksjon i mitokondriene, som resulterer i at

membranpotensialet utslettes, mens H,O; er en sterkt oksiderende agen.

Initiale forsgk

Initiale forsgk ble utfert for 4 bestemme hvilke konsentrasjoner av de tre probene vi skulle
bruke i senere forsek. Prover med en tetthet pa 10° celler/ml ble tilsattt NAO, TMRM og
CM,-H,DCFDA og inkubert ved 37°C etter Tabell 1. Etter merking ble prevene satt pa is
frem til analysering.

Analyser av 10 000 celler/prove ble utfort ved bruk av BD FACS Calibur™ flow cytometer

og BD CellQuest data software. Data ble videre analysert av dataprogrammet FlowJo.

Tabell 1: Prober brukt ved flow cytometri

Probe Dosebredde | Inkuberingstid
NAO 0-300nM 15 minutter
TMRM 0-500nM 30 minutter
CM,-H,DCFDA |0-20uM 30 minutter

Flow cytometrisk analyse av mitokondrier og redoks-balanse i behandlede celler

Cellene ble behandlet som angitt i Tabell 2 for analysen startet.
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Tabell 2: Metabolske modulatorer

Behandling Final Final
konsentrasjon konsentrasjon
rotenon 2-deoksyglukose

(2-DG)

Kontroll - -

Lav rotenon (1) 0,25uM -

ICs rotenon (rh) | 0,5uM -

Lav 2-D (21) - 2mM

ICso 2-DG (2h) - 4mM

* Rotenon er giftig og munnbind ble brukt ved innveiing. Rotenon ble lgst i EtOH til en konsentrasjon pa 0,2mM
og deretter lost i rutine kultur medium.
*2-DG ble lost i rutine kultur medium

For flow cytometrisk analyse av levende celler ble celletettheten justert til 1*10° celler/ml og
prover a 250ul cellesuspensjon ble tilsatt de ulike probene som angitt i tabell 2. Som kontroll
ble prover med ubehandlede celler tilsatt FCCP rett for tilsetting av NAO og TMRM, og H,0,
rett for tilsetting av CM,-H,DCFDA, ogséa angitt i tabell 3. Provene tilsatt NAO ble etter
inkubering sentrifugert ved 800g i 4 minutter og resuspendert i kald PBS Etter merking ble
provene satt pd is frem til analysering.

Analyse av 10 000 celler/prave ble utfort ved & bruke BD FACS Calibur™ flyt cytometer og
BD CellQuest data programvare. For videre analyse av dataene brukte vi programvaren

FlowlJo.

Tabell 3 Prober brukt ved flow cytometri og kjemikalier tilsatt som kontroll

Probe/kjemikalie Final konsentrasjon Kontroll kjemikalie Inkuberingstid
(final konsentrasjon) (37°C)

NAO 200nM FCCP (0,05M) 15 min

TMRM 200nM FCCP (0,05M) 30 min

CM,-H,DCFDA 5uM H,0, (0,8M) 30min
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1.2 Resultater
1.2.1 Mitokondriemengde (maling av kardiolipin)

NAO

800 7
300 1
700
800 1
500 1 @vT
400 W Al
300 A l
200 A
100 A

Fluorescens

& <
Y O

& & & & F

Figur 1 Kardiolipin som relativt mal for mitokondriemengde detektert med NAO

Celler ble sddd ut og inkubert i 24 timer under standardforhold i inkubator, for medium ble byttet ut med
medium tilsatt rotenon og 2DG og inkubert i nye 24 timer. NAO ble tilsatt til en finalkonsentrasjon pa 200nM
per 0,5%10° celler. Som kontroll ble FCCP tilsatt en preve av hver av cellelinjene til en finalkons pa 0,2mM.
Milinger ble utfert pA BD FACS Calibur™ og detektert i FL-1. Forseket er utfort en gang.

1.2.2 Membranpotensiale
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Figur 2 Membranpotensiale detektert med TMRM

Celler ble sddd ut og inkubert i 24 timer under standardforhold i inkubator, for medium ble byttet ut med
medium tilsatt rotenon og 2DG og inkubert i nye 24 timer. TMRM ble tilsatt til en finalkonsentrasjon pa 200nM
per 0,5%10° celler. Som kontroll ble FCCP tilsatt en preve av hver av cellelinjene til en finalkons pa 0,2mM.
Milinger ble utfort pA BD FACS Calibur™ og detektert i FL-2. Figuren viser snittet av to paralleller.
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1.2.3 Oksidativt stress

ROS

avT
| Axl-

Fluorescens

Figur 3 Oksidativt stress detektert med CM,H,DCFDA

Celler ble sddd ut og inkubert i 24 timer under standardforhold i inkubator, for medium ble byttet ut med
medium tilsatt rotenon og 2DG og inkubert i nye 24 timer. CM,H,DCFDA ble tilsatt til en finalkonsentrasjon pa
5uM per 0,5%10° celler. Som kontroll ble H,O, tilsatt en prove av hver av cellelinjene til en finalkons pa 100uM.
Milinger ble utfort pA BD FACS Calibur™ og detektert i FL-1. Figuren viser snittet av to paraleller.
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Appendiks 2

Standardkurve Laktat

4,5 1 y = 6,9327x + 0,479
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Figur 4 Eksempel pa standardkurve for laktatalinger
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Appendiks 3
Standardkurve for proteinbestemmelse
2500
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Figur 5 Standardkurve for proteinbestemmelse fgr SDS-PAGE
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