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HENSIKTEN MED OPPGAVEN

Kreft er en sykdom de fleste vil bereres av i lapet av livet, enten som parerende eller
ved at de selv rammes av sykdommen. I Norge vil hele 1 av 3 fa kreft, og rundt

174 000 personer lever med en kreftdiagnose. Kreft karakteriseres av celler i
ukontrollert vekst, og dette 1 kombinasjonen med invasjon av nytt vev gjor dem
potensielt letale [1]. Dagens kreftbehandling bestar hovedsakelig av kirurgi, stréling
og kjemoterapi. Tradisjonelle kjemoterapeutika (cytostatika) er i stor grad basert pa
hemming av proliferasjon og induksjon av celleded som felge av skade pd DNA.
Begrensninger i behandlingens selektivitet er generelt et problem ved at toksisiteten
ogsé rammer normale celler. Dette gir utslag i bivirkninger, som skader p& normalvev
(f.eks lever), dose-begrensende toksisitet (f.eks leverenzymer i blod) haravfall,
kvalme og brekninger, smerter etc. En méte 4 oke selektiviteten av kreftbehandling pa

er & utnytte egenskaper hos kreftcellene som skiller dem fra normale celler.

Moderne legemidler, som tyrosinkinasehemmere og monoklonale antistoffer, tilbyr en
mer malrettet kreftbehandling sammenlignet med konvensjonell kreftterapi. Disse har
bidratt til fremskritt i behandling av utbredte krefttyper som brystkreft, lungekreft og
tykktarmskreft. En begrensning for terapeutisk nytte av makromolekyler som utever
sin effekt intracellulert er at de etter opptak ved endocytose degraderes lysosomalt for
de nér sitt terapeutiske mal i cytosol. Fotokjemisk internalisering (PCI) er en ny
metode for levering av terapeutiske molekyler fra endocytiske vesikler til cytosol.
Metoden er basert pa lysdirigert aktivering av fotosensitive forbindelser (fotosensiti-
zere) lokalisert i membranen av endocytiske vesikler. Aktiveringen genererer
fotokjemiske reaksjoner som forer til skade pd endosom/lysosommembranen slik at de
endocyterte molekylene frigjores til cytosol. Mélet med oppgaven er a lage et
malrettet immunotoksin mot HER2, en reseptor som er overuttrykket i en rekke
krefttyper, for sa & teste dette for levering med PCI. Immunotoksinet lages ved &
kombinere det anti-HER?2 antistoffet trastuzumab og plantetoksinet saporin og vil
testes in vitro pa cellelinjer med ulik ekspresjon av HER2. Tidligere studier har vist at
cytotoksisiteten av EGF-saporin [2] og cetuximab-saporin [3] kan ekes ved levering

med PCI. Begge konjugatene er immunotoksiner rettet mot EGFR.
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1 Innledning

KAPITTEL 1: INNLEDNING

1.1 Fotodynamisk Terapi (PDT)

Det er over hundre &r siden man forst oppdaget at lys kombinert med visse
kjemikalier kan fremkalle celleded [4]. Forsek med ulike kombinasjoner av disse to
komponentene har ledet frem til dagens fotodynamiske terapi (PDT). PDT er en
metode hvor en lysemfintlig forbindelse (fotosensitizer, PS) eller dets forlaper
administreres enten lokalt (topisk) eller systemisk til pasienten. PS vil preferensielt
akkumuleres i tumorvev og aktiveres ved bestraling av lys med bestemte
belgelengder. Aktiveringen forarsaker fotokjemiske og -biologiske prosesser som gir

irreversibel gdeleggelse av tumorvevet.

1.1.1 Fotosensitive forbindelser og fotoreaksjoner

En PS er en kjemisk forbindelse som kan eksiteres av lys med bestemte belgelengder
og som igjen kan overfere denne energien til andre forbindelser [5]. Absorpsjon av
energi i form av et foton gjer at et elektron eksiteres fra grunntilstand (°p) til et hoyere
energinivd og PS gér over i en kortlivet eksitert singlett tilstand ('p) (Figur 1.1). Fra
singlett tilstand kan energi avgis som varme (internal conversion) eller fluorescens.
Fluorescensen kan brukes til deteksjon av kreft (f.eks diagnostisering av blaerekreft
ved bruk av Hexvix®) [6]. Alternativt kan PS ga over i en mer stabil triplett tilstand
¢ p) ved & gjennomga en spinninversjon (intersystem crossing) slik at de to uparede
elektronene har samme spinn. Nar PS vender tilbake til grunntilstanden frigjeres
energi [4]. Energien kan pa samme méte som fra singlett tilstand avgis som varme
eller fluorescens (kalles da fosforescens). Alternativt kan energien overferes i form av
et elektron eller hydrogenatom til et substrat og danne et radikal eller overfores til
molekylart oksygen (*0,) slik at eksitert singlett oksygen ('O5) dannes. De to

fotokjemiske reaksjonene kalles henholdsvis type I og II reaksjoner.

12



1 Innledning
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Figur 1.1: Forenklet Jablonski diagram av energioverforinger ved PDT.

PS eksiteres fra grunntilstanden “p til en kortlivet singlett tilstand 'p. Ved elektron
spinninversjon gar PS over i en triplett tilstand *p. Figuren illustrerer type II fotoreaksjon
hvor den eksiterte triplett tilstanden (°p) omdanner molekylcert oksygen, > O,, til singlett

oksygen, ' 0,.

1.1.1.1 Type I fotoreaksjoner

I type I reaksjoner overforer den eksiterte triplettilstanden av PS forst elektron eller
hydrogen til et substrat slik at radikaler dannes [4]. Radikalene reagerer s videre med
oksygen og danner oksygenradikaler som superoksid anion (O,"), hydroksylradikal
(OH)), hydrogenperoksid (H,0,) eller andre peroksider som kan indusere oksidativ
skade. Tumorvev har ofte omrader med hypoksi eller anoksi hvor type |
fotoreaksjoner (radikale mekanismer) foregéar i hoyere grad enn i normoksiske
omrader [5]. Dersom molekylart oksygen er til stede er imidlertid det sa reaktivt at

det vil veere foretrukket a reagere direkte med triplettilstanden (type II reaksjon).

1.1.1.2 Type 1I fotoreaksjoner

PDT virker hovedsakelig via type II fotoreaksjon, som gir dannelse av singlett
oksygen ('0,) i oksygenrikt miljo [5]. Dette skjer ved at den eksiterte PS (i triplett
tilstand) overforer sin energi direkte til molekylart oksygen 1 triplett grunntilstand

(*05) som derved eksiteres til en singlett tilstand. 'O, er en meget potent og toksisk
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1 Innledning

reaktiv oksygenforbindelse (ROS) som har evne til & oksidere flere typer
biomolekyler, som umettede triacyl glyseroler (fettsyrer), kolesterol, umettede
fosfolipider, aminosyrer (tryptophan, histidin, cystein, tyrosin og methionin) og
nukleinsyrebasen guanin [7]. Oksidasjon av cellekomponentene aktiverer mekanismer
som forérsaker celleded og tumoredeleggelse [8]. PDT er avhengig av oksygennivaet

i tumorvev og kan ikke drepe celler i anoksiske omrader av tumor [5].

Béde type I og II fotoreaksjoner forer til oksidasjon av biomolekyler, men av de
reaktive oksygenforbindelsene som genereres i reaksjonene regnes 'O, regnes som
den viktigste [7]. Dominansen av type Il over type I reaksjoner avhenger av flere

faktorer, som type PS, dens affinitet for substratene, samt oksygennivaet i vevet [4].

1.1.1.3 Fotosensitive forbindelser

Det var forst pa starten av 1900-tallet at kombinasjonen av lys og fotosensitive
forbindelser i behandling av ulike tilstander ble vitenskapelig undersekt av Raab, von
Tappeiner og Jesionek [9]. I 1955 renset Dr. Samuel Schwartz ut hematoporfyrin
derivat (HPD), som er en blanding bestdende av ulike porfyrinforbindelser [5]. HPD
ble evaluert for tumordeteksjon av Lipson et al. i 1960-arene [10]. Det var imidlertid
forst 1 1970-4rene at utviklingen av moderne PDT skjet fart som folge av innsatsen til
Dr. Thomas Dougherty et al. [11;12]. De gjennomferte studier med kombinasjoner av
HPD og radt lys pa sterre pasientgrupper og renset ut Photofrin (porfimer sodium) fra
HPD [13]. Photoftin er per i dag den mest brukte PS i klinisk PDT [14].

Dersom en PS skal kunne nyttiggjeres klinisk ber den ideelt sett tilfredsstille en rekke
krav. Den ber produsere ROS effektivt, vanligvis absorbere lys med hoye
belgelengder (600-800 nm), akkumuleres i tumorvev, gi minimal toksisitet i seg selv,
vare kjemisk ren, stabil og kunne administreres i klinisk anvendbare formuleringer
[5]. Man har hittil ikke funnet fotosensitive forbindelser som optimalt tilfredsstiller
alle disse kravene. Mange av porfyrinene og deres derivater har imidlertid vist seg &
vaere de mest velegnede for klinisk bruk. Porfyrinene er basert p& den sykliske
grunnstrukturen av porfin, bestdende av fire pyrrolringer som er bundet sammen via

metylen (Figur 1.2) [15]. Kjemisk modifisering av grunnstrukturen gir opphav til en
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rekke nye fotosensitizere med ulike egenskaper. Eksempler pa PS’e i porfyrinfamilien
er Photofrin® (porfimer sodium), Visudyne® (verteporfin, et benzoporfyrin derivat),
meso-substituert klorin , tetra(meta-hydroksyfenyl)klorin (mTHPC), tetrafenyl-
sulfonater (TPPS;) og aluminium ftalocyaninsulfonater (AlPcS,). Porfyrinene kan
produseres med et varierende antall sulfonatgrupper (fra 1 til 4 grupper) bundet til den
aromatiske ringstrukturen, noe som resulterer i varierende vannleselighet. PS’e basert
pa tetrapyrrolstrukturen administreres intravenest pa grunn av manglende evne til &
penetrere huden ved topisk (lokal) administrasjon [7]. 5-aminolevulinsyre (5-ALA,
Levulan®), metyl 5-aminolevulinat (M-ALA, Metvix®) og hexaminolevulinat (ALA

hexyl ester, Hexvix®) er precursors som omdannes til porfyriner ved metabolisme.

c) S!%_
[ & ,_N
s i N:m\'i N
- kY

TEPS4: Ry = 505 A1Pcs;,
TPP3;, R14 = 507,Ra3=H

De to sistnevnte administreres kun lokalt (topisk).

a)

=

Figur 1.2: Forbindelser med kjemisk struktur basert pd tetrapyrrol.
a) Porfins grunnstruktur bestdende av fire pyrrolringer bundet sammen via metylenbindinger.
b) To sulfonerte meso-tetrafenylporfiner, TPPS; og TPPS,,. ¢) Disulfonert

aluminiumftalocyanin, AIPcS,,.

De fire nitrogenatomene i porfyrinenes kjerne kan binde til metaller og danne stabile
metallkomplekser [5]. Metalloporfyriner har endret absorpsjonsspekter, fotodynamisk
stabilitet og evne til & produsere 'O,. Porfyriner og metalloporfyriner har en tendens
til 4 danne aggregater i losning. Inkorporering av paramagnetiske metaller, f. eks Fe®',
oker sannsynligheten for non-radiative decay (dvs. energien avgis som varme), noe
som forer til deaktivering av den eksiterte singlett tilstanden uten produksjon av ROS.

Dette gjor at slike forbindelser ikke er egnet som PS’e i PDT. Binding av
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diamagnetiske metaller (Zn™, AI) vil péd den andre siden generelt oke stabiliteten av

den tripletteksiterte tilstanden og effektivisere produksjonen av ROS [16].

TPCS;, (disulfonert tetrafenylklorin), som benyttes i denne studien, er en ny, patentert
PS utviklet for klinisk bruk av PCI Biotech (Oslo). Kjemiske struktur av TPCS,,
(Figur 1.3) er basert pa tetrapyrrol ringstruktur, men redusert dobbeltbinding i en av
pyrrolringene gjor at forbindelsen karakteriseres som et klorin [7]. Klorinene
absorberer lys med belgelengder godt inn i den rede delen av fargespekteret (~ 625-
740 nm) og har vanligvis en absorpsjonstopp rundt 652-660 nm (Figur 1.3 B).

A B
TPCS
025 3ugxr%|a .
opngd
0,20 F

0 500 55D GO0 GBSO
Balgelengde (nm)

0

Redusert
dobbeltbinding

400 500 Laiili] von
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Figur 1.3: Kjemisk struktur og eksitasjons- og emisjonsspekter for disulfonert
tetrafenylklorin (TPCS,,).

A) Struktur av TPCS,,. TPCS, inkluderer tre isomerer hvor redusert dobbeltbinding finnes pd
de andre pyrrolene. B) Eksitasjonsspekter (stort diagram) og emisjonsspekter (lite diagram)
for TPCS,, formulert i Cremophor ELP (Amphinex).

1.1.2 Selektivitet av PDT

Selv om de fleste PS’e administreres systemisk er effekten av PDT primeert lokal [8].
Preferensiell akkumulering av PS i mélvev og lokal administrering av lys gjor at

effekten kan begrenses til malomradene.
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1.1.2.1 Distribusjon av fotosensitizer

PS’e som benyttes i PDT akkumuleres preferensielt i tumorvev, enten i kreftcellene
eller i stroma rundt [5]. Mekanismene er ikke fullt ut forstatt enda, men det er flere
biologiske og anatomiske egenskaper ved tumorvev som skiller dem fra normalt vev
og som kan bidra til den selektive fordelingen [8]. De fleste PS’e oppfoerer seg som
makromolekyler etter systemisk administrasjon, enten fordi de binder til serum
proteiner, som albumin, HDL, LDL etc., eller fordi de danner intermolekylaere
aggregater [17]. Okt vaskulaer permeabilitet i tumor bidrar til at makromolekyler tas
opp 1 sterre grad enn i normalt vev. Dette, kombinert med preferensiell retensjon av
makromolekyler som folge av darlig utviklet lymfesystem, bidrar til selektiv
akkumulering i tumorvev. HDL (high-density lipoproteiner) leverer PS til celler via
en uspesifikk utveksling med plasmamembranen. PS bundet til LDL (low-density
lipoproteiner) kan tas opp intracellulert via reseptormediert endocytose [18].
Tumorceller er vist & ha gkt antall LDL-reseptorer sammenlignet med normalt vev, og
dette kan bidra til ekt opptak av PS. I tumorvev er det vanligvis lavere ekstracelluler
pH enn i normalt vev [5]. PS som er anioniske i normalt vev kan bli mer neytrale og
lipofile i tumorvev. Opptak av PS direkte gjennom plasmamembranen vil generelt oke
med lipofilisiteten til PS, og lipofilisiteten eker generelt med synkende pH. Andre
faktorer som kan bidra til selektiv akkumulering er hoyt nivé av kollagen i tumor
stroma, som binder porfyriner, hoyt niva av lipider i tumor, som binder hydrofobe PS
og tumorassosierte makrofager som akkumulerer PS selektivt [19]. Opptak av topisk
administrerte PS er selektiv p& grunn av at stratum corneum over tumorvev eller

inflammatorisk vev reduseres i tykkelse [7].

PS akkumuleres preferensielt i tumorveyv til en viss grad. Porfyriner og sulfonerte
ftalocyaniner er rapportert & ha en ratio pa henholdsvis 1-3:1 og 2-7:1 mellom tumor
og omkringliggende vev [20]. Selektiviteten for tumorvev kan gkes ytterligere ved
maélrettet levering med ligander eller antistoffer eller vha passive barere, som
liposomer, miceller og polymerer. PS-mAb (monoklonalt antistoff) konjugater rettet
mot spesifikke antigener pé overflaten av tumorceller [21] og konjugering av PS til

serumbaserte proteiner (som LDL) [22] representerer ulike strategier for gkt
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selektivitet. Pkt orientering av PS til LDL kan oppnas ved inkorporering i liposomer

eller miceller [23] eller ved & danne en emulsjon av PS i Chremophor EL [24].

1.1.2.2 Intracelluleer lokalisering av fotosensitizeren

PS’s fysikalsk-kjemiske egenskaper pavirker ikke bare det cellulere opptaket, men
ogsé den subcellulere lokaliseringen [7]. Hydrofobe PS’e, som Photoftin og tetra(3-
hydroksyfenyl)porfyrin (3THPP), tas primeert opp i cellene ved penetrasjon av
plasmamembranen og lokaliseres i intracelluleere membraner [25]. PS’e som ikke er i
stand til & penetrere plasmamembranen tas opp ved endocytose. Endocytose skjer ved
at deler av plasmamembranen invagineres, frigjores og danner en endocytisk vesikkel
som inneholder det endocyterte materialet [26]. Hydrofile PS’e, som AlPcS, og
TPPS,, tas opp ved pinocytose og lokaliseres i intracellulaere granula, primaert i
endosomer og lysosomer [16;25]. Pinocytose involverer opptak av vaeske og lost
materiale og er generelt en lite effektiv opptaksmekanisme. Amfifile PS’e, som
TPPS;, 0g TPCS,,, kan med sine hydrofobe deler binde til plasmamembranen, men de
hydrofile delene kan hemme penetrasjon gjennom membranen. Slike PS’e tas opp via
adsorptiv endocytose, som er en mer effektiv opptaksmekanisme enn pinocytose, og
lokaliseres i endosomer og lysosomer med sine hydrofobe deler forankret i

vesikkelmembranen, mens de hydrofile delene vender innover i lumen [27;28].

De fleste PS’e som benyttes klinisk har en hydrofob del som gjer at de kan
akkumuleres i organellemembraner. Photofrin er vist & lokaliseres til mitokondrie-
membraner, samt Golgi apparatet og endoplasmatisk reticulum [25]. Lokalisering av
PS vil avhenge av inkubasjonstiden for belysning (drug-light interval) siden
akkumulering av PS etter administrasjon er en dynamisk prosess. Subcellulaere
lokaliseringer som har blitt identifisert for PS er mitokondriene, lysosomer,
endoplasmatisk reticulum (ER), Golgi apparatet og plasmamembranen [5]. De
feerreste PS’e, og ingen av de som benyttes klinisk, akkumuleres i nukleus, noe som
gjor at PDT har et lavt potensiale for a forarsake edeleggelse av DNA, mutasjoner og
fremvekst av kreft [29]. Siden PS fluorescerer kan intracelluler lokalisering evalueres
ved fluorescensmikroskopi. Nye PS’e er i motsetning til Photofrin helst rene

forbindelser, ikke blandinger, noe som gjor det enklere & bestemme lokaliseringen,
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bade pé vevs- og celleniva. Det primaere cytotoksiske produktet, '0,, kan etter
dannelse ikke vandre lengre enn 10-20 nm for det deeksiteres, noe som tilsvarer en
levetid p& 10-40 ns [30]. Det omradet som skades vil derfor gjenspeile lokalisering av
PS under belysning, en sammenheng som er verifisert ved bl.a. & undersoke
odeleggelse av ekstralysosomalt lokalisert Photofrin og lysosomalt lokaliserte

ftalocyaniner [31].

1.1.2.3 Lokal administrasjon av lys

I tillegg til at PS akkumuleres preferensielt i tumorvev bidrar lokal administrering av
lys til okt spesifisitet ved at PS kun aktiveres i det omradet som eksponeres for lys.
For & aktivere PS ma lysets (fotonenes) energi tilsvare differansen mellom to
energibaner, dvs. mellom den eksiterte tilstanden og grunntilstanden [5]. Lyskildens
emisjonsspektrum ma derfor korrespondere med PS’s absorpsjonsspektrum. PS’e som
brukes i PDT absorberer lys mellom 400 og 800 nm. Penetrasjon av lys gjennom vev
avhenger av lysets balgelengde, og dérlig penetrasjon ved lave belgelengder (< 600
nm) gjer vanligvis disse uegnet for klinisk bruk. Lys absorberes av kromoforer i vev.
Melanin og heme er de viktigste kromoforene i kroppen [32]. Begge absorberer i hoy
grad lys i den ultrafiolette og synlige regionen av fargespekteret, og i liten grad lys
nar det infrarede omrédet (> 600 nm). Penetrasjon gjennom vev er vist & oke fra 5-10
mm for lys med belgelengder rundt 630 nm til opp mot 20 mm for lys nar den
infrarede regionen [7]. Det vil imidlertid vaere en ovre grense pé ca. 850 nm dersom
lyset skal benyttes klinisk i PDT. Dette skyldes at fotoner med heyere belgelengder

ikke vil ha nok energi til & eksitere O, for dannelse av 102.

Dagens teknologi med bruk av moderne fiberoptiske systemer og endoskopiske
metoder gjor at lys kan leveres i kontrollerte doser til de fleste omrader av kroppen,
bade internt og eksternt [8]. Ved behandling av indre organer kreves vanligvis bruk av
laser [7]. Lasere leverer kollimert lys med spesifikke belgelengder og hey irradians.
Dette reduserer pavirkning av tilstatende vev. Til kutan eller subkutan behandling
benyttes vanligvis lyskilder som ikke er laserbaserte, enten lamper med filter som kun

slipper gjennom lys med bestemte belgelengder eller lysemitterende dioder. Innen
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klinisk PDT brukes synlig lys i doser som ikke er skadelig i seg selv. Behandlingstid

er vanligvis kun 5-30 minutter.

1.1.3 Terapeutiske effekter av PDT pa tumorvev

PDT utever sine toksiske effekter pa tumor gjennom dannelsen av reaktive oksygen-
forbindelser (ROS) som oksiderer ulike typer biomolekyler (Avsnitt 1.1.1.2). Vevet
skades via tre hovedmekanismer. ROS seorger for en direkte toksisk effekt pa tumor-
cellene gjennom aktivering av celleded [33]. I tillegg kan ROS forérsake indirekte
skade ved at blodforsyningen til tumoren stenges av og ved aktivering av en immun-
respons mot tumorcellene (Figur 1.4) [4]. I hvilken grad hver av mekanismene
aktiveres avhenger av flere faktorer, som fysikalsk-kjemiske egenskaper hos PS, tid
mellom administrering av PS og lysbehandling (drug-light interval, DLI), lysdosen,
vevstypen og konsentrasjon av oksygen i vevet [19;34]. For langsiktig kontroll av

tumor etter PDT kreves det muligens en kombinasjon av alle tre mekanismene [17].

Eksitert singlett

tilstand Tri|1lett Apoptose og nekrose
_wﬂmml i tumorceller
P W W o mam
P \ Dendrittisk celle
N N
Foton
Grunntilstand N\

Hedstenging av i
i £ oo |
mikrovaskulatur \‘\‘M&- Neytrofil

Figur 1.4: Effekter av PDT i tumorvev.
Reaktive oksygenforbindelser (ROS) fordrsaker skade pd vev gjennom aktivering av apoptose
og/eller nekrose i tumorceller, nedstenging av mikrovaskulatur i tumor og stimulering av en

antitumor immunrespons[33].
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1.1.3.1 Direkte cytotoksiske effekter

PDT-indusert dannelse av ROS initierer hovedsakelig apoptose og nekrose, men er
ogsé vist 4 igangsette autofagi [5]. Omfanget av de primare skadene etter aktivering
av PS er vist & vere en avgjerende faktor for hvilke mekanismer for celleded som
aktiveres [7]. Ved hogye fotodynamiske doser dominerer nekrose fremfor apoptose,

mens man ved mer moderate doser ser en storre andel apoptotisk celleded [25].

Subcelluleer lokalisering av PS avgjor hvilke organeller og intracellulere molekyler
som forst skades ved belysning, og dette vil ha betydning for hvilke mekanismer som
aktiveres eller inaktiveres og ferer til celleded. Noodt et al. viste at ulike PS’e
induserte apoptose i ulik grad og via forskjellige signalveier, avhengig av omrade med
primar skade [25]. PS’e som lokaliseres i mitokondriene kan indusere apoptose
direkte gjennom frigjering av cytokrom ¢ og kaspaseaktivering [7;35]. PS’e lokalisert
i plasmamembranen kan gjennom dannelsen av ROS oksidere membrankomponenter
og aktivere nekrose med lekkasje av cellulert innhold til det ekstracellulere rom.
Frigjeringen kan aktivere en inflammatorisk respons (omtalt i Avsnitt 1.1.3.2) [35].
PS lokalisert i lysosomene kan indusere celleded enten ved frigjering av lysosomale
enzymer til cytosol eller ved at PS selv relokaliseres til cytosol og cytoplasmiske
membransystemer, som mitokondriene og endoplasmatisk reticulum [16;19;36].
Studier har vist at fotokjemisk edeleggelse av lysosomer kan fore til frigjoring av
lysosomale proteaser (i.e. cathepsiner) som klayver Bid til tBid (pro-apoptotisk
medlem av Bcl-2 familien) [37]. tBid aktiverer en mitokondriell apoptotisk signalvei
med frigjering av cytokrom c og pafelgende aktivering av pro-kaspase-9 og -3.
Tetrafenylporfyrinene TPPS,, og TPPS, tas opp ved endocytose og lokaliseres
endolysosomalt, men er vist & redistribueres til henholdsvis cytosol og endoplasmatisk
reticulum etter lyseksponering [25;38]. PDT med TPPS;, har vist & gi en rask
aktivering av tre kinaser i MAPK familien; ekstracelluler signalregulert kinase
(ERK), stressaktivert protein kinase/c-Jun NH; terminal kinase (JNK) og p38 [39].
MAPK signalveien spiller en viktig rolle for proliferasjon, overlevelse, angiogenese

0g metastase.
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Autofagi er en viktig proteindegraderingsmekanisme som serger for resirkulering av
cellekomponenter nar tilgangen pa naringsstoffer er begrenset og degradering av
odelagte organeller for & fremme celleoverlevelse [5]. Autofagi skjer ved at deler av
cytoplasma lukkes inn i vakuoler (autofagosomer) som transporteres til lysosomer
hvor innholdet tommes og degraderes. P4 denne méaten kan cellen skaffe aminosyrer
og andre essensielle naringsstoffer under langvarig sult. Ved lave PDT-doser og liten
grad av skade kan autofagi assosieres med okt celleoverlevelse [40]. Dersom skadene
er mer omfattende slik at resirkulering av skadde komponenter overgar cellens

kapasitet kan autofagi serge for celledrap.

1.1.3.2 Indirekte effekter av PDT

Vaskulaere effekter

PDT kan indirekte mediere celledrap ved & indusere vaskulere skader [5]. Slike
vaskulere effekter ble pavist allerede i 1989 for Photofrin-basert PDT [4]. Skadene
hemmer leveringen av oksygen og naringsstoffer, og kan fore til en vedvarende
hypoksi/anoksi i tumor [17]. Mekanismer bak vaskulere edeleggelser etter PDT
varierer i stor grad med type PS som benyttes [29]. Ved systemisk administrasjon av
PS skjer redistribusjon fra blod til vev ferst etter et visst tidsintervall, og intervallet
oker generelt med hydrofilisiteten av PS. Kort inkubasjonstid for belysning gir hayere

konsentrasjon av PS i blod og dermed storre vaskulere skader.

Immunologiske effekter

I tillegg til de cytotoksiske og vaskulare effektene induserer PDT ogsa en kompleks
immunrespons. Denne responsen involverer rekruttering av inflammatoriske celler,
som makrofager/monocytter og neytrofiler [34], og generering av en langvarig
immunrespons, som kan resultere i en antitumor immunitet [29]. Oksidasjon av
biomolekyler i plasmamembranen og membranen av cellulere organeller kan gi
aktivering av fosfolipaser som degraderer fosfolipider og induserer frigjoring av
inflammatoriske mediatorer [17]. Den inflammatoriske signaliseringen forer til
rekruttering av neytrofiler, mastceller og monocytter/makrofager. Makrofager kan

fagocytere drepte og skadede tumorceller, og gjennom uttrykk av MHC klasse I1-

22



1 Innledning

molekyler pd overflaten som binder tumorspesifikke peptider gjenkjennes de av
CD4"-celler (hjelper T-lymfocytter) [41]. CD4 -cellene aktiveres og gjor CD8 -celler
(cytotoksiske T-lymfocytter) mer sensitive for tumorspesifikke epitoper [29]. CD8"-
celler kan ogsé aktiveres av tumorspesifikke peptider bundet til MHC klasse I-
molekyler pa overflaten av dendrittiske celler. Ekspansjon og aktivering av CD4 " og
CD8" T-cellekloner som gjenkjenner tumorceller som sine mal kan fere til utvikling
av en langvarig immunitet mot de samme tumorcellene (i.e. forsinket type

hypersensitivitet, DTH).

Flere rapporter forteller at PDT kan indusere ulike former for immunosuppresjon [42].
I nesten alle tilfellene assosieres immunosuppresjonen med hemming av kontakt
hypersensitivitet (CHS), en type T-celle-mediert immunitet, i mus [43]. CHS initieres
gjennom eksponering av et hapten, som binder til et celleassosiert eller ekstracellulart
protein. Hapten-proteinet presenteres pa overflaten av antigenpresenterende celler
(e.g. dendrittiske celler) ved hjelp av MHC-molekyler. I motsetning til DTH, som er
en MCH klasse II-mediert prosess, antas CHS & medieres av MHC klasse I-molekyler
[5]. MHC-molekylene gjenkjennes av CD4" og CD8" T-lymfocytter, som rekrutterer
flere inflammatoriske celler. Ved systemisk PDT (i.e. lyset penetrerer huden) ser den
PDT-medierte suppresjonen av CHS ut til 4 involvere systemisk frigjering av IL-10,
et anti-inflammatorisk cytokin [44]. Immunsuppressiv respons av kutan PDT (i.e.

blatt lys) ser imidlertid ut til & vaere uavhengig av IL-10 [45].

1.1.4 Klinisk nytte av PDT

Kirurgi, stréleterapi og kjemoterapi er de vanligste metodene som benyttes i
kreftbehandling. Alle tre metodene begrenses imidlertid av mangel pa spesifisitet,
som forer til skade pa friskt vev og pafelgende bivirkninger. Sammenlignet med
konvensjonelle terapier kan PDT tilby flere fordeler, som okt spesifisitet gjennom
lokal og lysdirigert aktivering av PS, lavt mutagent potensiale, lav systemisk
toksisitet, gode kosmetiske resultater og ingen kryssresistens med kjemoterapi eller
radioterapi [8]. Og mens de tradisjonelle terapiene hovedsakelig fremkaller en
immunsuppressiv respons, forarsaker PDT en sterk lokal inflammasjon som kan

aktivere immunsystemet systemisk [46]. Men utfordringer gjenstar, da PDT har sine
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begrensninger i form av hudfototoksisitet, begrenset selektiv akkumulering i malvev,
samt begrenset evne til & kurere metastaserende kreft. PDT benyttes i dag til
behandling av aldersrelatert makular degenerering (AMD), samt flere ulike
kreftformer, inkludert hudkreft [4]. PS’e godkjent for behandling av kreft med PDT er
Photofrin® (porfimer sodium) og Foscan® (temoporfin) til systemisk administrasjon
og precursorene Levulan® (aminolevulinsyre, ALA) og Metvix® (metylamino-
levulinat, M-ALA) til lokal administrasjon [8]. Visudyne® (verteporfin, et
benzoporfyrin derivat) er godkjent for behandling av AMD. Kombinasjonen av
preferensiell akkumulering i tumorvev og fluorescerende egenskaper gjor at PS’e som
brukes i PDT ogsa kan utnyttes innen diagnostisering for deteksjon av tumorvev.

Hexvix® (ALA hexyl ester) er godkjent for deteksjon av blerecancer.

1.2 Fotokjemisk Internalisering (PCI)

Fotokjemisk internalisering (PCI) bygger p& de samme prinsippene som PDT og er en
metode for malrettet levering av makromolekyler til cytosol. Lysmediert aktivering av
PS lokalisert i membranen av endocytiske vesikler forer til skade p4 membranene og
frigjoring av endocyterte makromolekyler til cytosol. PCI har siden den forste
publikasjonen i 1999 [47] blitt evaluert bade in vitro og in vivo for levering av en
rekke ulike makromolekyler. PCI er vist & gi en mer effektiv levering av blant annet
ribosominaktiverende proteiner (RIPs) [48;49], RIP-baserte immunotoksiner [2;3;50],

gener [51] og noen kjemoterapeutiske legemidler [52].

1.2.1 Prinsipper bak PCI

Plasmamembranen er naturlig impermeabel for molekyler storre enn ca. 1 kDa [53].
Membranimpermeable molekyler kan tas opp intracellulert ved endocytose, enten ved
vaeskefase-pinocytose, gjennom indirekte assosiasjon med membranstrukturer eller
spesifikk interaksjon med reseptorer i plasmamembranen. De endocyterte molekylene
transporteres til tidlige endosomer, hvorfra de enten resirkuleres til plasmamembranen

eller fraktes til lysosomer [26]. Lysosomene har lav pH (5.0) og inneholder aktive
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sure hydrolaser som serger for kontrollert nedbrytning av makromolekyler.
Makromolekyler, som proteiner og nukleinsyrer, har stort potensiale som legemidler i
behandling av kreft, og flere er allerede klinisk godkjent. Mange makromolekyler
utever sin effekt intracellulert, men degraderes 1 endosomer/lysosomer for de nar sitt
intracelluleere mél. Dette er en viktig arsak til lav terapeutisk effekt av denne type
legemidler [54]. PCI er en metode for frigjering av endocyterte makromolekyler til
cytosol og baseres pa lokalisering av PS i membranen til endocytiske vesikler [47].
Lysmediert aktivering av PS gir dannelse av ROS, primart singlett oksygen ('O,),
som oksiderer fosfolipider og andre membrankomponenter (Figur 1.5) [7].
Membranen skades og de endocytiske vesiklene skades slik at innholdet lekker ut.
PCI kan kombinere fordelene ved PDT og nyutviklede, mer tumorspesifikke makro-
molekyler (f.eks immunotoksiner) til behandling av kreft. Metoden kan tilby en
treveis spesifisitet gjennom preferensiell akkumulering av PS i solide tumorer, lokal
administrasjon av lys og konjugering av makromolekyler til en malrettet del som
fremmer reseptormediert endocytose. PCI er gjennom dannelse av ROS vist & mediere
de samme direkte cytotoksiske, vaskulere og immunologiske effekter som PDT

(Avsnitt 1.1.3) [55].

1.Endocytose

Figur 1.5: Skjematisk illustrasjon av PCI prosessen.

1) Makromolekylene (M) og fotosensitizeren (S) tas opp ved endocytose. Makromolekylene
lokaliseres i lumen av endocytiske vesikler, mens fotosensitizeren lokaliseres i membranen til
vesiklene. 2) Ndr fotosensitizeren eksponeres for lys med bestemte bolgelengder dannes
reaktive oksygenforbindelser (ROS), hovedsakelig singlett oksygen ('O.). 3) Membran-
komponenter oksideres, membranstrukturen skades og makromolekylene frigjores til cytosol

hvor de kan virke pad sitt intracellulcere mal [54].
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1.2.2 To strategier for legemiddellevering med PCI: ”Lys for” eller ”Lys

etter”

PCI kan gjennomfores etter to prinsipper: administrasjon av lys fer og etter opptak av

makromolekyler til cellene (Figur 1.6)

1.2.2.1 ”Lys etter” - strategi

”Lys etter” - strategien baserer seg pa opptak og lokalisering av PS og makromolekyl
i de samme endolysosomale vesiklene (Figur 1.6 A). Nar PS eksponeres for lys med
bestemte belgelengder aktiveres fotokjemiske reaksjoner som gir skade pé vesikkel-
membranen med pafelgende frigjering av makromolekylene til cytosol. ”Lys etter” er
den originale strategien for PCI [56]. Potensielle ulemper med metoden er risikoen for
endolysosomal enzymatisk degradering av makromolekylene for frigjoring og

fotokjemisk skade pad makromolekyler som befinner seg naer PS ved lyseksponering.

1.2.2.2 ”Lys for” - strategi

Ved ”lys for” - strategi administreres makromolekylene forst etter lysdirigert
aktivering av PS (Figur 1.6 B) [56]. Ved denne strategien gjennomfores forst PDT
som gjennom dannelsen av ROS forarsaker skade pa endosom/lysosommembranene.
Makromolekylene tas opp i intakte vesikler som dannes etter den fotokjemiske
behandlingen og som fusjonerer med de skadede vesiklene, og dermed frigjores
makromolekylene. Strategien er vist & vere effektiv ved fotokjemisk behandling

opptil 6-8 timer for levering av makromolekylet [57].
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Figur 1.6: PCI basert pad ”lys for” og ”lys etter”- strategi.

A) Ved "lys etter’-strategi endocyteres og lokaliseres bdade makromolekylet (M) og
fotosensitizeren (S) i de samme vesiklene (I). Ved lyseksponering aktiveres fotosensitizeren og
makromolekylet frigjores til cytosol (II). B) Ved "lys for "-strategi endocyteres og aktiveres
fotosensitizeren med lys (I11) for makromolekylet endocyteres og lokaliseres i intakte vesikler
(IV). Fusjon mellom intakte vesikler med makromolekyl og skadede vesikler med

fotosensitizer forer til frigjoring av makromolekylet [56].

Béde behandling med lys for” og "lys etter” strategi er vist & effektivisere levering av
makromolekyler til cytosol. Hvilken av strategiene som er mest effektiv varierer med
typen makromolekyl. ”Lys for” er vist & veere mest effektivt for levering av det type 1
ribosominaktiverende proteinet, gelonin [56], mens "lys etter” viste seg & vaere mye
mer effektivt for konjugatet EGF-saporin [2]. Dersom makromolekylet som skal
leveres er koblet til en malrettet del er det essensielt for det reseptormedierte opptaket
at antigenet pé cellens overflate er intakt. I tilfeller hvor antigenet skades av PDT vil

’lys etter” strategien veere mer hensiktsmessig.

1.2.3 Fotosensitizere brukt i PCI

Membranimpermeable molekyler tas opp i cellene ved endocytose og lokaliseres i
lumen av endocytiske vesikler med en storrelse pa ~100 nm i diameter. For & unnga

fotokjemisk skade pd makromolekylene ved belysning mé PS lokaliseres i
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membranen av vesiklene, ikke i lumen [58]. ROS oksiderer biomolekyler i naer
omkrets i selve membranen og 'O, (singlett oksygen), som regnes som den viktigste
av de reaktive oksygenforbindelsene, kan kun vandre 10-20 nm for den deeksiteres.
Dette, kombinert med storre aktivitet av 'O, i membraner enn i vandig milje, vil gi
minimal skade pd molekyler i lumen og disse kan frigjeres med sin biologiske
aktivitet i behold [47]. Lokalisering av PS 1 membranen av endosomer/lysosomer
krever amfifile egenskaper [57], som hos to av de mest brukte PS’e i PCI; TPPS,,
(disulfonert tetrafenylporfyrin) og aluminium ftalocyanin (AIPcS,,) (Figur 1.7). Som
folge av sine lysabsorpsjonsegenskaper brukes TPPS,, in vitro og AlPcS,, in vivo
[58]. AlPcS,, eksiteres av lys med beglgelengder i omradet rundt 675 nm, hvor
vevspenetrasjonen er n@rmest optimal, mens TPPS;, har maksimal absorpsjon rundt
415-420 nm. Tetrasulfonerte hydrofile versjoner av de samme forbindelsene
lokaliseres etter opptak ved pinocytose i lumen av endocytiske vesikler, og kan derfor

ikke nyttiggjeres i PCI [26].

'TPP SZa .A.]P C SZa
s

pateg
O@fgm

TPPS,

Endosomerilysosomer

Figur 1.7: Lokalisering av sulfonerte fotosensitizere i endocytiske vesikler.

TPPS;, og ALPcS,, er disulfonerte fotosensitizere som lokaliseres i membranen av endocytiske
vesikler. De er begge mye brukt i PCI, henholdsvis in vitro og in vivo. Tetrasulfonert TPPS,
lokaliseres i lumen av endocytiske vesikler og kan derfor ikke utnyttes i PCI [57,;59].
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1.2.4 Terapeutisk potensiale av PCI

Behandling av kreft med tradisjonelle legemidler har generelt vart begrenset av
alvorlige bivirkninger som felge av mangel pa tumorspesifisitet [1]. Dette har dannet
grunnlag for en ny generasjon av legemidler som utnytter egenskaper hos tumorceller
som skiller dem fra normale celler og som tilbyr ekt spesifisitet mot kreftceller
sammenlignet med tradisjonelle legemidler. Ineffektiv levering til cytosol som folge
av molekylenes storrelse, ladning og/eller hydrofilisitet gjor legemidlene til aktuelle

kandidater for levering med PCI.

1.2.4.1 PCI av terapeutiske agenter

Levering av gelonin, saporin, gener og bleomycin med PCI har blitt vist i over 30
ulike cellelinjer og er dokumentert ogsé in vivo [57]. Metoden setter ingen
begrensninger for storrelsen pa molekylene utover at de mé kunne akkumuleres 1
endocytiske vesikler [47]. Hvor effektivt molekylene frigjores i intakt form kan
avhenge av den hydrolytiske aktiviteten i de endocytiske vesiklene, molekylenes
sensitivitet for oksidasjon av ROS og cellenes endocytoseaktivitet. Alle mammalske
celler, bortsett fra modne erytrocytter, har endocytisk aktivitet. Dette gjor at levering
med PCI ikke begrenses til visse vevstyper, men har potensiale for behandling av en
rekke maligne og non-maligne tilstander. PCI er vist & gke den cytotoksiske effekten
av bleomycin, et kjemoterapeutika pa ca 1,4 kDa som akkumuleres i endocytiske
vesikler. Dette tyder pa at ikke kun makromolekyler, men ogsd membranimpermeable
molekyler med mindre sterrelse kan leveres med PCI [52]. PCI muliggjer reduksjon
av legemiddeldosen ved at flere av de terapeutiske molekylene nér sitt mal, og dette
kan bidra til pafelgende reduksjon i doserelaterte bivirkninger. PCI har potensiale for
behandling av en rekke sykdommer, som kreft, kardiovaskuleere sykdommer,
genetiske sykdommer, autoimmune sykdommer, revmatoid artritt og for levering av

DNA vaksiner.
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1.2.4.2 Levering av proteiner og immunotoksiner

Proteintoksiner fra bakterier eller planter er blant de mest potente cytotoksiske
stoffene i naturen og 1-10 toksinmolekyler kan vere tilstrekkelig for & drepe én celle
[59]. Ribosominaktiverende proteiner (RIPs) fra planter utever sin terapeutiske effekt
ved & hemme proteinsyntesen i ribosomene. Type 1 RIPs tas opp ved pinocytose, men
har minimal terapeutisk effekt p& grunn av liten translokalisering fra endosomer og
lysosomer til cytosol [60]. Dette er ogsé vist & veere en begrensning for nytten av type
1 RIPs som del av immunotoksiner (IT’er) for behandling av kreft [59]. Type 1 RIPs
haye cytotoksiske potensiale kombinert med opptak ved endocytose og ineffektiv
levering til cytosol gjer dem til ideelle kandidater for levering med PCI. PCI er vist &
oke den terapeutiske effekten av bdde saporin og gelonin (30 kDa type 1 RIPs).
Saporin har ogsa vart forsekt innkapslet i malrettede liposomer for & eke endocytose-
graden, og deretter blitt levert til cytosol med PCI [49]. Gelonin har alene og som del
av IT (MOC31-gelonin) vist synergistiske toksiske effekter i kombinasjon med PCI,
bade in vitro [48;50] og in vivo [61]. PCI er ogsa vist & gke cytotoksisiteten av
affinitetstoksinet EGF-saporin [2] og IT et cetuximab-saporin [3]. RIPs og [T er er

mer detaljert beskrevet i Avsnitt 1.4; Immunotoksiner.

1.3 Epidermal vekstfaktor reseptor (EGFR) familien

EGFR (epidermal growth factor receptor) familien eller ErbB protein familien bestar
av fire tyrosin kinase reseptorer: EGFR (HER1,erbB-1), HER2 (neu/erbB-2), HER3
(erbB-3) og HER4 (erbB-4) (Figur 1.8). Reseptorene er uttrykt i en rekke vev med
epitelialt, mesenchymalt og neuronalt opphav [62] og medierer signaler som er viktige
for proliferasjon, differensiering og overlevelse av normale celler [63]. Oppregulerte
nivéer av ErbB reseptorer sees i forbindelse med organ morfogenese, vedlikehold og
reparasjon [64]. Strukturelt bestar alle fire reseptorene av et stort ekstracellulart
ligandbindende domene, en transmembran a-helix og et intracelluleert domene med

tyrosinkinaseaktivitet.
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EGFR ErbB2 ErbB3 ErbB4

Figur 1.8: EGF/ErbB-reseptorenes ekstracellulcere strukturer ved fraveer av ligand.
Hver struktur er inndelt i fire domener. Domene I og 11l er leucinrike regioner ansvarlige for
ligandbinding. Domene Il og 1V er cysteinrike regioner bundet sammen av disulfidbindinger.

HER?2 (ErbB-2) har en annen konformasjon enn de tre andre reseptorene [65].

1.3.1 Aktivering av EGF-reseptorene

EGF-reseptorene aktiveres ved binding av ekstracellulere ligander. Det er identifisert
en rekke ligander med ulik affinitet for hver av de fire reseptorene [66]. Blant de mest
kjente er EGF, TGF-a og neuregulinene. Ligandbinding fremkaller en konformasjons-
endring fra inaktiv til aktiv konformasjon ved at de ligandbindende domene I og III
dras mot hverandre (Figur 1.9) [65;67]. Disulfidbindinger mellom domene II og IV
brytes slik at domenene eksponeres og kan interagere med tilsvarende domener pa
naboreseptorer. Resultatet er dannelse av homodimer (kompleks av to identiske
reseptorer) eller heterodimer (kompleks av to ulike EGF-reseptorer). EGFR/HER1 og
HER?2 er autonome og kan gjennomgé dimerisering og generere intracellulere
signaler. HER3 kan binde ligander, men er ikke i stand til & generere signaler pé egen
hand pé grunn av manglende kinasefunksjon, og mé derfor aktivere kinasene til de tre
andre reseptorsubtypene [68;69]. HER2 har ingen kjente endogene ligander og har i
motsetning til de tre andre reseptorene konstant aktiv konformasjon. Dette gjor at den
kan kryssaktiveres ved at den blir del av en heterodimer sammen med HER1, HER3
eller HER4 [70]. En annen mulighet for aktivering som er unik for HER2 er dannelse
av homodimer uten ligandbinding. Homodimerisering forekommer spontant ved
overuttrykk av reseptoren og vil bli n&ermere omtalt i Avsnitt 1.3.4; EGF-reseptorenes

rolle i kreft.
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Figur 1.9: Konformasjonsendring i ekstracelluleer del av EGFR/HER]1 og pdfolgende
dimerisering ved binding av EGF.

Binding av EGF til domene I og 11l gir konfirmasjonsendring med rotasjon av domene I og 11
rundt aksen (markert med svart buet pil). Domene Il og IV eksponeres og kan interagere med

annen monomer [65].

Ved reseptordimerisering autofosforyleres de intracellulere tyrosindomenene og
tyrosinkinaseaktiviteten stimuleres [71]. Dette igangsetter et komplekst intracelluleert
nettverk av signalkaskader som formidler informasjon om flere fundamentale
cellulaere prosesser som proliferasjon, vekst, differensiering, invasjon, angiogenese,

metastasering, overlevelse og apoptose.

1.3.2 Intracelluleere signalveier

Fosforylerte tyrosiner pa reseptorenes intracelluleere domener fungerer som
bindingsseter for en rekke signalproteiner. Proteinene har enten Src homologi (SH2)
eller fosfotyrosinbindende (PTB) domener og fungerer som adaptere som kobler

tyrosinkinasereseptorene til intracellulaere signalveier [72].

1.3.2.1 Mitogenaktivert proteinkinase (MAPK) signalvei

MAPK-signalveien, ogsa kalt Ras-raf-MEK-ERK signalveien, gir gjennom mitogen

aktiverte protein kinaser og er en felles nedstrems signalkaskade etter stimulering av
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EGF-reseptorer med alle typer ErbB-ligander [73]. Aktivering av Ras setter i gang en
fosforyleringskaskade av serin/treonin kinaser, kalt MAPK kaskaden (Figur 1.10)
[66]. Denne frakter signalene fra plasmamembranen til cellekjernen hvor transkrip-
sjonsfaktorer stimulerer genekspresjon som forer til celleproliferasjon, angiogenese,
metastasering og okt overlevelse. Det eksakte utfallet vil veere avhengig av hvilke

andre gener som er aktive i cellen og hvilke andre signaler cellen mottar.

1.3.2.2 Akt/Fosfatidylinositol-3-kinase (PI3K) signalvei

Aktivering av Ras fremmer ogsa aktivering av PI3-kinase [66]. Aktivert PI3-kinase
gir rekruttering av Akt (ogsa kalt protein kinase B) til plasmamembranen hvor Akt
fosforyleres (Figur 1.10). Aktivert Akt kan fosforylere en rekke substrater og

stimulere ulike celluleere prosesser, som gkt celleoverlevelse og vekst [73].

1.3.2.3 Stress-aktivert protein kinase signalvei

Et annet mal for EGFR/HER signaliseringen er protein kinase C (PKC) og Jak/STAT
(Figur 1.10) [74]. EGF-reseptorenes tyrosinkinaser fosforylerer og aktiverer STAT
(Signal transducers and activators of transcription) proteiner, en familie av trans-
kripsjonsfaktorer som er lokalisert i cytoplasma [75]. Ved aktivering danner STAT-
proteinene homodimerer eller heterodimerer og translokaliseres deretter relativt raskt
til cellekjernen, hvor de interagerer med andre transkripsjonsfaktorer og induserer

genekspresjon. STAT signalisering regulerer differensiering, vekst og apoptose.
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Figur 1.10: EGFR signaltransduksjon.
Ligandbinding til EGFR aktiverer MAP-kinase, PI3-kinase og Stat/Jak signalveier som

resulterer i gentranskripsjon, modulering av cellesyklus, angiogenese, vekst og apoptose

[76].

1.3.3 Terminering av EGFR/HER signalisering

EGFR/HER signaliseringen termineres ved at reseptordimeren internaliseres og
degraderes av lysosomale enzymer [62]. Ligandbinding stimulerer endocytose av
ligand-reseptor komplekset i clathrin-coatede vesikler, etterfulgt av enten degradering
i lysosomer eller dissosiering av liganden og resirkulering av reseptorene tilbake til
celleoverflaten. Om reseptorene degraderes eller resirkuleres avhenger av
dimersammensetningen, tyrosinkinaseaktiviteten og type ligand. HER2 heterodimerer
er vist & vaere de mest stabile ved at en redusert dissosiasjonsrate gir et lengre og

kraftigere signal.

1.3.4 EGF-reseptorenes rolle i kreft

Kreftceller har sitt opphav i normale celler, men gjennom mutasjoner og epigenetiske
forandringer har de ervervet egenskaper som gjor at de unnslipper normale
regulatoriske mekanismer [1;77]. Karakteristiske egenskaper hos kreftceller er

genetisk ustabilitet, ignorering av eksterne og interne signaler som regulerer
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proliferasjon, unngéelse av apoptose og invasjon av, overlevelse og proliferasjon i
ukjent vev. Dysregulering eller overaktivering av ErbB signaliseringen er identifisert
for en rekke ulike krefttyper [73]. Arsaker kan veaere genamplifisering, forhayet niva
av reseptor eller ligand, muterte reseptorutgaver eller defekt reseptorinternalisering

[63;70].

EGFR/ERbB-1

Overekspresjon av EGFR/ErbB-1 er funnet i flere typer cancerceller og assosieres
med en mer aggressiv sykdomsform [70]. De aller fleste carcinomer og ca.30 % av
humane typer brystkreft har forheyede nivéer av EGFR [68]. Reseptoren antas & ha

betydning i senere faser av utviklingen og for metastasering.

HER2/ERbB-2

Overekspresjon av HER2 sees i en rekke ulike typer kreft, som bryst, lunge, pancreas,
colon esofagus, endometrium og cervix [73]. Korrelasjonen mellom forheyede nivéer
av HER2 og forekomst av kreft er best studert for brystkreft, hvor et overuttrykk av
HER?2 sees hos rundt 25 % av kvinnene med diagnosen tidlig brystcancer. Forheayede
nivder av HER2 er assosiert med aggressivt sykdomsforlep, okt sannsynlighet for
tilbakefall og dérlige prognoser [78]. HER2 homodimerer kan dannes spontant ved
overuttrykk av reseptoren og signalene resulterer i dysregulert cellevekst og onkogene
transformasjoner (i.e. som gir opphav til kreft). HER2 er foretrukket dimeriserings-
partner for de tre andre erbB-reseptorene. Heterodimerer med HER2 er mer stabile og
viser redusert dissosieringsrate for ligand, lav endocyteringsrate, forlenget reseptor-
stimulering og raskere resirkulering av reseptorene fra endocytiske vesikler tilbake til
celleoverflaten. Resultatet er at de intracellulare signalene av reseptoraktivering
forlenges og forsterkes. HER2 er uttrykket i relativt lave nivaer i normalt vev, noe
som burde vere fordelaktig med tanke pa toksisitetsprofilen til HER2-rettede
terapeutika. Overuttrykk av HER2 er funnet i bade primertumorer og i metastaser,

som tyder pé at anti-HER2 behandling kan ha effekt i alt tumorvev [79].
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Genmutasjoner

Mutasjoner i signalkaskadene som aktiveres av ErbB kan ogsa bidra til utvikling av
kreft. Det skjer enten ved aktivering av proto-onkogener til onkogener eller inhibering
av tumor suppressor gener [1]. Muterte versjoner av proto-onkogenet Ras finnes hos
ca 30% av de humane kreftformene [66]. Ved permanent aktivering av Ras vil cellen
oppfere seg som om den konstant stimuleres av proliferasjonsstimulerende
ekstracellulere signaler (mitogener). Dette kan bidra til utvikling av kreft. Ras-ERK
signalveien antas a vaere en av de viktigste signalveiene for malign transformasjon

[80].

1.3.5 EGFR-familien som mal i kreftterapi

Ved behandling av kreft seker man & begrense graden av systemisk toksisitet ved &
gjore behandlingen sé selektiv som mulig. Selektiviteten kan ekes ved & utnytte
egenskaper hos kreftcellene som normale celler mangler eller i mindre grad besitter,
for eksempel overekspresjon av EGF-reseptorer pd overflaten av cellene [1].
Malrettede terapier som anti-EGFR/HER monoklonale antistoffer (mAb), syntetiske
tyrosinkinasehemmere (TKI), konjugater av toksiner og anti-EGFR/HER antistoffer
(dvs. immunotoksiner) eller EGFR/HER ligander (dvs. affinitetstoksiner) og antisense
terapi mot EGF-reseptorer kan gi okt selektivitet for kreftceller sammenlignet med
konvensjonelle terapier [63]. Det vil her bli fokusert p4 monoklonale antistoffer og

tyrosinkinasehemmere. Immunotoksiner er beskrevet i Avsnitt 1.4.

1.3.5.1 Monoklonale antistoffer (mAbs)

Monoklonale antistoffer (mAbs) rettet mot EGF-reseptorer gjenkjenner og binder
spesifikt til reseptorenes ekstracelluleere domene [76]. Antistoffbindingen stimulerer
dimerisering, internalisering og nedregulering av reseptoren samtidig som
ligandstimulert tyrosinkinaseaktivitet og intracellulere signalkaskader hemmes [62].
Flere blokkerende mAbs har blitt utviklet mot EGFR/HER1 og HER2. De mest
benyttede er henholdsvis cetuximab (IMC-C225, Erbitux®) og trastuzumab
(Herceptin®) som begge er godkjente for klinisk bruk.
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Monoklonale antistoffer av samme type produseres fra samme B-celle klon. Dette gir
homogenisitet og veldefinert spesifisitet som gir lite kryssreaksjon med andre
antigener [41]. De fleste mAbs er av typen IgG (immunoglobulin G) [81]. IgG er
homodimerer av to lette kjeder og to tunge kjeder, hver med variable og konstante
domener. Alle mAbs bestar av proteinkjeder fra enten mus eller mennesker, eller en
kombinasjon av disse. Human anti-mus antistoff (HAMA) immunrespons gir
begrenset terapeutisk nytte av murine antistoffer (fra mus), og teknikker har blitt
utviklet for & humanisere mAbs (Figur 1.11) [63]. IgG binder til antigen og kan
aktivere komplement som forer til lysering av antigenpresenterende celler (Figur
1.12) [41]. IgG viser ogsa en opsoniserende effekt gjennom binding til Fc-reseptorer
pd makrofager og neytrofile granulocytter som forer til en effektiv reseptormediert
endocytose av antistoff-antigen komplekset. Antistoffavhengig celluler cytotoksisitet
(ADCC) og komplementavhengig cytotoksisitet (CDC) kan bidra til tumorregresjon
og dette kan vere en forklaring pa hvorfor en del mAbs er vist & veere mer effektive in

vivo enn in vitro [63].

Murint Kimert Humanisert Humant

ﬂ Sekvenser fra mus H Humane sekvenser

— Antigenbindende
reqgioner

O Glykosylering

Figur 1.11: Monoklonale antistoffer (mAbs) med ulikt opphav.

Murine mAbs bestdr utelukkende av antistoffgener fra mus. Hos kimere mAbs er de variable
regionene hentet fra mus, mens de konstante regionene er humane. Humaniserte mAbs har
kun antigenbindende region fra mus, og hos humane mAbs er hele antistoffgenet humant.

Immunogenisiteten vil generelt reduseres med okende andel humanderiverte proteinsekvenser

[81].
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Cetuximab

Cetuximab (IMC-C225) er et kimert IgG1 antistoff rettet mot det ekstracellulaere
ligandbindende domenet av EGFR (HER1) [3]. Antistoffets affinitet for reseptoren
overgér endogene ligander som EGF og TGF-a, og ved binding hindrer cetuximab
ligandbinding og reseptoraktivering [82]. Cetuximab oppregulerer nivaet av Cdk
hemmeren p27*"', noe som gir stans av cellesyklusen i G1 fasen slik at progresjon i
S-fasen, hvor DNA-replikasjon foregér, hemmes [83]. Cetuximab hemmer ogsa
angiogenese, invasjon og metastasering, samt at niva og aktivering av pro-apoptotiske
molekyler gkes. In vivo bidrar ADCC og CDC til tumorregresjon [74]. Cetuximab
viser synergisme i kombinasjon med kjemoterapi, straleterapi og erbB2-rettede
monoklonale antistoffer [63]. Cetuximab er godkjent for behandling av colon cancer

og head and neck cancer i kombinasjon med henholdsvis kjemoterapi og straleterapi.

Trastuzumab

Trastuzumab er et humanisert [gG1 monoklonalt antistoff (mAb) rettet mot det
ekstracelluleere domenet av HER2 [79]. Trastuzumab stimulerer internalisering og
degradering av HER2, hindrer dimerisering og induserer apoptose [70]. I tillegg sees
en doseavhengig reduksjon av antall celler i S-fasen (den delen av cellesyklusen hvor
DNA replikeres og proteiner syntetiseres), hemming av angiogenese (ekspresjon av
vascular endothelial growth factor, VEGF, reduseres), samt at aktivering av ADCC og
CDC bidrar til ytterligere antitumoraktivitet [84]. Trastuzumab er et klinisk godkjent
og mye utnyttet terapeutikum under handelsnavnet Herceptin®. I kombinasjon med
kjemoterapi har trastuzumab vist & eke livskvaliteten og overlevelsen hos kvinner
med HER2-positiv metastaserende brystcancer sammenlignet med samme

kjemoterapi alene [85].

Behandling av kreft med antistoffer alene er sjelden kurativt i seg selv[86]. Binding til
en cytotoksisk forbindelse er en mate & oke den terapeutiske effekten pd, noe IT er
med konjugering av antistoffet til et proteintoksin er et eksempel pa (Avsnitt 1.4).
Andre strategier som har blitt brukt for & eke den terapeutiske effekten av antistoft-
baserte legemidler er kombinasjon med kjemoterapeutika og rekonstruering for a
forbedre antistoffenes effektorfunksjoner, farmakokinetikk og signaliserende aktivitet

[87].
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Figur 1.12: Aktivering av ADCC og CDC med mAbs.

Monoklonale antistoffer (mAbs) binder til antigen pd malcellens overflate. Clq-delen av
komplementkomponenten C1 binder til Fc-regionen av mAb og starter en komplement-
aktiveringsprosess som ender med at det terminale komplementkomplekset (MAC) danner
porer i cellemembranen slik at cellen lyseres. Fc reseptorer pd overflaten av fagocytter og
noytrofiler binder til mAb og medierer effektiv reseptormediert endocytose (fagocytose) [41].
Av IgG mAbs viser subtypene IgG1 og IgG3 storst evne til a aktivere ADCC og CDC [81].

1.3.5.2 Tyrosinkinasehemmere (TKI)

Tyrosinkinasehemmere (TKI) rettet mot erbB-reseptorer er sma syntetiske molekyler
som virker direkte pé reseptorenes intracellulere tyrosinkinase domener [62]. Her
konkurrerer de med adenosinbasen pa ATP om & binde til en smal hydrofob lomme.
Bindingen forhindrer ATP-mediert fosforylering av tyrosingrupper i reseptoren og i
maélproteinene som medierer de cellulere effektene. Dermed hemmes signalveier som
leder til proliferasjon, invasjon, angiogenese og metastasering av cellene, samt at
apoptose induseres. Tyrosinkinasehemmere pavirker ikke reseptorekspresjonen slik
mAbs gjor [76]. Lapatinib hemmer tyrosinkinasedomener pa bdde EGFR og HER2 og
benyttes i kombinasjonsbehandling av pasienter med avansert eller metastatisk
brystkreft med overekspresjon av HER2 [88]. Gefitinib (Iressa®, ZD-1839) og
erlotinib (Tarceva®, OSI-774) er selektive hemmere av EGFR/HERI tyrosinkinasen

og benyttes begge innen behandling av blant annet ikke-smécellet lungecancer.
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Gjennom blokkering av tyrosinkinasedomenet pd EGFR kan de ogsa blokkere
fosforylering ved heterodimerisering av dimeriseringspartnerne HER2 og HER3 [63].

1.4 Immunotoksiner

Terapeutiske immunotoksiner (IT er) bestér av et antistoff eller antistoffragment
koblet til et toksin (Figur 1.13) [89]. Antistoffet leder toksinet til malcellene ved
gjenkjennelse av og selektiv binding til antigen i cellemembranen. IT tas opp
intracellulert ved endocytose og lokaliseres i endocytiske vesikler, men for & uteve
sin effekt m4 toksindelen translokaliseres til cytosol [90]. Fer utnyttet man hele
proteintoksiner og murine mAbs i produksjon av IT’er, mens det né utvikles
rekombinante I'T er som bestér av Fv-fragment av et humant/humanisert mAb og
toksin uten cellebindende del [91]. IT er har flere potensielle bruksomrader, men

hovedfokuset har hittil veert pa behandling av kreft [60].

\\Y 4

Antistoff/antistoffragment Toksin fra plante eller bakterie
- gjenkjenner malcellen - treper cellen

Figur 1.13: Forenklet framstilling av immunotoksin.
Antistoffet eller et fragment av dette sorger for mdlrettet levering av toksin til mdlcellen hvor

toksinet kan utove sin cytotoksisitet.

1.4.1 Plantetoksiner

Ribosominaktiverende proteiner (RIPs) er toksiske enzymer som produseres i planter
og bakterier [92]. Proteintoksiner utever vanligvis sin cytotoksisitet gjennom
inaktivering av elongeringsfaktor 2 (EF-2) eller det EF-2 bindende setet pa 28S
ribosomsubenheten. Endo og hans kollegaer fant ut at den enzymatiske aktiviteten av
RIPs fra planter var kloyving av N-glykosid-bindingen pa adenings»4 i eukaryot 28S
rRNA [93;94]. Klgyvingen gjer at den store subenheten (60S) i ribosomene fratas

40



1 Innledning

evnen til & binde til elongeringsfaktorer, og dermed stanses proteinsyntesen. RIPs
forarsaker ved denne mekanismen katalytisk og irreversibel inaktivering av eukaryote
ribosomer. RIPs har ogsé blitt observert & fjerne adenin fra ADP-ribose kjeden av
aktivert poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), som er involvert i reparering av DNA
[60]. Resultatene indikerer tidlig direkte odeleggelse av DNA, uavhengig av RIPs
ribosominhiberende aktivitet, noe som tyder pé at toksinene kan komme seg inn i
cellekjernen. RIPs kan forarsake apoptose, nekrose og cytokinproduksjon med
péfelgende inflammasjon [60]. I tillegg har de fleste RIPs allergene og antivirale

egenskaper.

1.4.1.1 Type 1 og 2 ribosominaktiverende proteiner (RIPs)

Det finnes to hovedtyper ribosominaktiverende proteiner fra planter; type 1 og 2.
Type 1 RIPs bestar av en enkelt polypeptidkjede (A-kjede) med N-glykosidase-
aktivitet (Figur 1.14 a). Type 2 RIPs bestar av to eller fire polypeptidkjeder, hvorav
minimum én A-kjede og én B-kjede som er bundet sammen via disulfidbroer og
hydrofobe bindinger (Figur 1.14 b) [92;95]. B-kjeden har galaktosespesifikk lektin-
aktivitet som gjor at den binder til reseptorer 1 plasmamembranen og fremmer opptak
av A-kjeden inn i cellen via endocytose. Type 1 og 2 RIPs har de samme ribosom-
inaktiverende egenskapene (A-kjeden), men ineffektivt opptak og lite effektiv
transport til cytosol som folge av mangel pa lektin gjor at type 1 RIPs er mindre

toksiske mot celler i kultur [59].

a) Type 1 RIP b} Type 2 RIP

55

A-kjede Ackjede + B-kjede

Figur 1.14: Struktur av type 1 og 2 ribosominaktiverende proteiner.

a) Type 1 RIPs bestar av en polypeptidkjede med N-glykosidaseaktivitet (A-kjede), mens b)
type 2 RIPs bestar av en A-kjede bundet til en polypeptidkjede med lektinaktivitet (B-kjede).
For B-kjeden i figuren er det kun vist ett karbohydratbindende sete.
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Type 2 RIPs

Ricin, abrin og modeccin er eksempler pa type 2 RIPs. Etter opptak ved reseptor-
mediert endocytose og lokalisering til endosomer kan de ved retrograd transport
fraktes via Golgi og endoplasmatisk reticulum til cytosol hvor de utever sin effekt
[61]. Mangel pé spesifisitet kombinert med hoy cytotoksisitet begrenser deres

terapeutiske potensiale.

Type 1 RIPs

Saporin, gelonin og pokeweed antiviral protein (PAP) er eksempler pé type 1 RIPs.
Type 1 RIPs tas opp intracellulaert ved pinocytose og transporteres hovedsakelig til
lysosomer hvor de degraderes [59]. Opptaksmekanismen er altsd mindre effektiv enn
for type 2 RIPs. For & gke grad av reseptormediert opptak av type 1 RIPs kan de
kobles til molekyler med evne til & binde til cellemembranen eller de kan fraktes vha
andre leveringsmetoder. I teorien kan barerne vere bdde hormoner, lektiner,
vekstfaktorer, liposomer, antistoffer og vitaminbindende proteiner. Den mest brukte

bareren er imidlertid monoklonale antistoffer (mAbs) (dvs. IT er)

Blant de type 1 RIPs vi kjenner til i dag har saporin vist seg 4 vaere det generelt mest
toksiske mot celler. I tillegg til & inaktivere ribosomer er saporin vist & indusere
apoptose gjennom mitokondriell kaskade helt uavhengig av hemming av
proteinsyntesen [96]. Saporin, som har en molekylvekt pa ca 30 kDa, finnes i flere
former i alle vev av Saponaria Officinalis (soapwort), i bide fre, blader og roten [92].
I motsetning til de fleste andre RIPs inneholder saporin ikke karbohydrater [2].
Celluleert opptak av saporin er vist & medieres av ap-makroglobulin reseptorer, men
observasjoner tyder pé at saporin ogsé har en reseptoruavhengig opptaksmekanisme

[60].

1.4.2 Terapeutiske immunotoksiner

Type 2 RIPs binder til alle typer celler og kan ikke nyttiggjeres 1 IT er [60]. Type 1
RIPs og isolerte A-kjeder fra type 2 RIPs derimot mangler cellebindende domene og
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ved 4 konjugere disse til mélrettede ligander kan man oppnd ekt cellulart opptak av
toksinet, samt at toksinet kun tas opp selektivt i celler som uttrykker visse
overflateproteiner [61]. Antistoffet/antistoffragmentet binder til spesifikke reseptorer
som sitter i cellens plasmamembran og IT-reseptor komplekset tas opp intracellulaert
ved reseptormediert endocytose (Figur 1.15). Fra endocytiske vesikler méa toksinet
translokaliseres til cytosol for & uteve sin effekt pa ribosomene. Liganden og toksinet
kan bindes til hverandre bade gjennom kovalente (e.g. disulfidbindinger) og
nonkovalente (e.g. biotin-avidin eller biotin-streptavidin binding) interaksjoner.
Konjugeringsmetoden er kritisk for & bevare toksinets aktivitet [2]. I tilfeller hvor
liganden hindrer toksinets aktive sete ma bindingen mellom dem brytes for at toksinet

skal kunne hemme proteinsyntesen. IT et fungerer da som et prodrug.

immunotoksin

3)

Endocytisk vesikkel

Lysosam

Endoplasmatisk reticulum

Figur 1.15: Reseptormediert opptak av terapeutisk immunotoksin.

Immunotoksinets malrettede del (antistoff) binder til reseptor i plasmamembranen (1). IT-
reseptor komplekset internaliseres (2) og lokaliseres i endocytisk vesikkel (3). Toksinet md
relokaliseres til cytosol for d kunne utove sin effekt pd ribosomene (4a), ellers vil det

degraderes av lysosomale hydrolaser (4b).
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1.4.2.1 Utfordringer med immunotoksiner i kreftterapi

Som tidligere nevnt har hovedfokuset ved utvikling og testing av IT er vart pa
behandling av kreft. Sammenlignet med kjemoterapi burde IT er vise fordeler i form
av hey potens og toksisk effekt pa bade proliferererende og hvilende celler [60]. Pa
tross av dette har behandling av solide tumorer med immunotoksiner sa langt ikke
veert serlig vellykket [59]. Dette skyldes delvis tumorfysiologi med stor avstand fra
vaskulatur til mélcellene og heyt interstitielt trykk som gir dérlig opptak og
penetrasjon inn i tumorvev. Andre sentrale utfordringer er vist & vaere blant annet
immunogenisitet, kort halveringstid og uspesifikk toksisitet [90]. Pasienter med solide
tumorer som har intakt immunsystem danner antistoffer mot proteintoksiner fra
bakterier og planter [89]. De immunologiske reaksjonene begrenser antall sykluser av
behandlingen. En forutsetning for klinisk nytte av IT er er hay spesifisitet for
malcellene [92]. Vascular leak syndrome (VLS), hepatotoksisitet og nyretoksisitet er
vanlige former for uensket toksisitet av IT er og skyldes henholdsvis IT’s transport
gjennom endotelceller, binding til hepatocytter og renal ekskresjon [90]. Uensket
toksisitet kan potensielt reduseres ved inkorporering av IT 1 biologisk nedbrytbare

polymerer slik at toksinet unngar kontakt med reseptorer i normalt vev [97].

Bruk av rekombinante IT er (produsert 1 bakterier) gir fordeler i form av okt
homogenisitet, redusert molekylvekt, som potensielt kan ke tumorpenetrasjonen, og
redusert immunogenisitet [98]. En ulempe ved bruk av rekombinante mAbs er at de
mangler evne til & generere ADCC og CDC fordi Fc-delen mangler. En annen strategi
for reduksjon av I'T’s immunogenisitet er kovalent binding til polyetylenglykol
(PEG), som kan hindre at IT gjenkjennes av immunforsvaret, samtidig som at
halveringstiden okes som folge av nedsatt renal ekskresjon [90]. Manglende frigjoring
av toksinet fra endocytiske vesikler til cytosol med pafelgende degradering i
lysosomer kan vere en hindring for terapeutisk nytte og kreve hoye doser av IT. I
slike tilfeller vil levering av IT med PCI kunne gi okt selektivitet, potensiere effekten
og tillate dosereduksjon med péfelgende reduksjon av dose-relaterte bivirkninger.

Som felge av hoy effektivitet kan antall behandlingssykluser reduseres, noe som kan
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minske problemet med immunogenisitet. For ekt cytotoksisitet av IT er med PCI er

det viktig at den mélrettede liganden endocyteres effektivt i tumorceller [2].
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KAPITTEL 2: MATERIALER OG METODER

2.1 Cellelinjer og dyrkningsmedium

Forsgkene 1 studien ble 1 hovedsak utfort pd to cancer mamma cellelinjer fra
American Type Culture Collection med ulik ekspresjonsgrad av HER2 og EGFR1
(Tabell 2.1). Zr-75-1 (ATCC no.CRL-1500, epithelial ductal carcinom) er en HER2-
positiv cellelinje med lav ekspresjon av EGFR. MDA-MB231 (ATCC no.HTB-26,
human epithelial adenocarcinom) har lav ekspresjon av HER2 og ble derfor inkludert
som negativ kontroll. Alt arbeid med celler i kultur ble utfert med aseptiske

arbeidsteknikker under sterile omgivelser i LAF-benk.

Tabell 2.1: Oversikt over cellelinjene som ble benyttet i studien

Cellelinje | Reseptorekspresjon | Medium | Splitt | Opprinnelse Type
HER2 | EGFRI ratio
Zr-75-1 + Lav RPMI 1:2- Human Epithelial ductal
1640 1:3 carcinom
MDA- Lav + RPMI | 1:10- Human Epithelial
MB231 1640 2:10 adenocarcinom

Bade Zr-75-1 og MDA-MB231 ble dyrket i RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich)
supplert med 10% fotalt kalveserum (GIBCO), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin (Penicillin-Streptomycin solution, Sigma-Aldrich) og 2mM glutamin
(Sigma-Aldrich). Cellene ble dyrket i monolagkultur i 75 cm? vevskulturflasker
(Nunclon) 1 inkubatorskap ved 37 °C og 5 % v/v CO,. All inkubasjon av celler ble
ogsé gjort under disse betingelsene. For & sikre adekvat tilfersel av naringsstoffer og

vekstfaktorer ble medium skiftet jevnlig (ca hver andre dag).
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2.2 Standardprosedyrer

2.2.1 Omsetting av celler

Ved omsetting av Zr-75-1 ble dyrkningsmediet sugd av, cellene ble vasket med 1 ml
trypsin-EDTA lesning (Sigma-Aldrich) og behandlet med 1,5 ml trypsin-EDTA
losning i1 2 minutter for de ble losnet fra bunnen ved 4 sl pé flasken. Trypsin bryter
cellematrixforbindelser ved sin proteaseaktivitet, mens EDTA binder Ca®" og bryter
Ca®" avhengige celle-celle adhesjoner. Dermed lasner cellene bade fra hverandre og
fra underlaget. Trypsin ble neytralisert ved 4 tilsette 8,5 ml dyrkningsmedium og
lesningen ble spylt noen ganger mot bakveggen vha en 10 ml-engangspipette.
Cellesuspensjonen ble fordelt i nye 75 cm® flasker sammen med 18 ml medium i hver
flaske. Tilsvarende prosedyre ble gjennomfert for MDA-MB231, men disse cellene
ble kun vasket én gang med 1 ml trypsin-EDTA og behandlet med 1,5 ml trypsin-
EDTA i 1 minutt. Begge cellelinjene ble omsatt to ganger per uke med splitt ratio gitt
i Tabell 2.1. Splitt ratio refererer til hvilken grad cellesuspensjonen fortynnes for hver
passasje. Splitt ratio 1:3 betyr at cellesuspensjonen fra én flaske fordeles i tre nye

flasker med samme storrelse som originalflasken.

2.2.2 Telling av celler

Celler i suspensjon etter trypsin-EDTA behandling ble overfort til et 10 ml-ror og
sentrifugert i 3 minutter ved 1000 rpm (rates per minute). Cellene ble resuspendert
vha en pasteurpipette og en drape ble overfort til et tellekammer bestdende av et
rutenett med ni ruter (Glasstic®slide 10 with grids, HY COR).Vha mikroskop ble
cellene i tre diagonale ruter telt og gjennomsnittlig antall celler per rute ble
multiplisert med 10* for & finne antall celler per ml suspensjon (hver av de ni rutene

har et volum pé 0,1 pl).
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2.2.3 Utsiing av celler

Cellene ble sadd ut i 96 brenners-brett (Nunclon) i 100ul neringsmedium for
viabilitetsméling med MTT-assay. Pa bakgrunn av tetthetsforsek ble det sddd ut

12 000 celler per brenn av Zr-75-1 og 20 000 celler per brenn av MDA-MB231. For
hesting til Western blotting og parallelle kontroller til MTT-médling ble cellene sddd ut
1 6-brenners brett (Nunclon) i 1,5ml neringsmedium. Celleantall per brenn var da 600
000 av Zr-75-1 og 400 000 av MDA-MB231. Begge cellelinjene ble inkubert i ca.6

timer for at de skulle feste seg for videre behandling.

2.3 PDT og PCl in vitro

2.3.1 Lyskilde og fotosensitizer

Lyskilden som ble benyttet i forsekene (LumiSource®, PCI Biotech AS, Oslo) bestér
av fire lysror (18 W/rer, Osram L 18/67) som emitterer blétt lys med en topp pa ca.
435 nm (Figur 2.1). Lyskilden luftkjeles for & sikre stabil strdling og forhindre at
cellene utsettes for hypertermi [3]. TPCS,, (tetraphenylchlorin disulfonate) er en ny,
patentert fotosensitizer (PS) utviklet av PCI Biotech (Oslo) (Avsnitt 1.1.1.3) som ble
benyttet 1 alle PDT og PCI forsgkene (eksitasjons- og emisjonsspekter 1 Figur 1.3).
TPCS,, er formulert i Cremophor® ELP (BASF) i konsentrasjonen 30 mg/ml.
Brukskonsentrasjonen ble satt til 0,2 pg/ml pa bakgrunn av tidligere forsek. Alt arbeid
med PS ble gjort under dempet belysning. Ved inkubasjon med PS ble brettene pakket

inn 1 aluminiumsfolie.

B 8 &8 8

Relativ intensitet

00 B0 400 450 500 550 B0 ESD OO
Bolgelengde {nmj}

-1

Figur 2.1: Emisjonsspekter for LumiSource® (PCI Biotech AS, Oslo).
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2.3.2 Prinsipp for behandling av celler med PDT

Etter at cellene som er sddd ut har festet seg tilsettes de PS i medium og inkuberes
over natt i 18 timer (Figur 2.2). Dagen etter suges mediet av og cellene vaskes to
ganger med friskt medium for de tilsettes nytt medium. Dette gjores for a vaske bort
PS som er bundet til plasmamembranen. Cellene inkuberes i 4 timer for de belyses
med lampe som emitterer lys med riktig belgelengde, tilsvarende PS’s eksitasjons-

spektrum.

Tilsett PS Vask x2? +
tilsett nytt medium

. \V/a -
— i — s =
~———=" 18t inkubasjon —

I 4t inkubasjon -W-—

Lyseksponering

Figur 2.2: Generell prosedyre for PDT

2.3.3 Prinsipp for behandling av celler med PCI

PCI kan gjennomfores etter to strategier: ”Lys for” eller ”Lys etter” (beskrevet 1
Avsnitt 1.2.1). De fleste forsekene i studien ble gjennomfert med “’lys etter” strategi.
Ved lys etter” strategi inkuberes cellene med en PS som lokaliseres i membranen av
endocytiske vesikler og et makromolekyl som tas opp i de samme vesiklene (Figur 2.3
a). Cellene inkuberes med PS i 18 timer, for de vaskes to ganger med rent medium og
nytt medium tilsettes. Cellene inkuberes sé i fire nye timer for belysning.
Makromolekylet administreres til cellene for belysning, men kan tilsettes samtidig
som PS eller ved et senere tidspunkt, avhengig av ensket inkubasjonstid. Ved
belysning aktiveres PS og skade pa membranen gjor at det toksiske molekylet
frigjores til cytosol. Hovedprinsippet for "lys for” strategien er at makromolekylet
tilsettes forst etter belysning (Figur 2.3 b). Behandling av cellene med PS, vask og
inkubasjon i1 PS-fritt medium og belysning skjer imidlertid etter samme prosedyre

som ved "’lys etter”.
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Figur 2.3: Generell prosedyre for PCL

a) illustrerer behandling av celler med “lys etter” strategi. Tidspunkt for tilsetting av
makromolekylet varieres avhengig av onsket inkubasjonstid. I dette eksempelet er
inkubasjonstid for makromolekylet 3 timer. b) illustrerer behandling av celler etter lys for”

prinsippet. Tidsintervall fra lyseksponering til tilsetting av makromolekyl kan varieres.

I forsekene ble flere toksiske molekyler evaluert for levering med PCI: Saporin (3
mg/ml, Sigma-Aldrich), Streptavidin-Saporin (1,3 mg/ml, Advanced Targeting
Systems) og Trastuzumab-Saporin (immunotoksin av biotinylert trastuzumab og

streptavidin-saporin, Avsnitt 2.5).

2.4  Viabilitetsmiling med MTT-assay

2.4.1 Prinsipp for MTT-metoden

MTT er en kvantitativ kolorimetrisk test for maling av mitokondriell enzymaktivitet
[99]. MTT, 3-[4,5-dimetyltiazol-2-y]-2,5-difenyltetrazolium bromid, er et vannlgselig
tetrazolium salt med svakt gul farge. Ved inkubasjon med levende, metabolsk aktive
celler vil mitokondrielle enzymer redusere tetrazolium saltet og danne ulgselige

fiolette formazankrystaller. Det mitokondrielle enzymet succinat dehydrogenase er
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ansvarlig for reduksjon av MTT. Ved tilsetning av DMSO (dimethyl sulfoxide) loses
krystallene og en homogen lesning dannes. Ogsa andre organiske lesninger kan
benyttes. Et spektrofotometer méler den optiske tettheten i losningen. Den mélte
absorbansen som funksjon av konsentrasjonen av formazankrystaller i lesningen

korrelerer med antall metabolsk aktive celler.

2.4.2 Prosedyre for behandling av celler med PDT

96 brenners-brett

e Medium ble sugd av ca.6 timer etter utsding av cellene.

e Brennene med ubehandlede celler ble tilsatt 50 pl naeringsmedium, mens
brennene hvor cellene skulle behandles med PDT ble tilsatt 50 pl av en
losning med 0,2 pg/ml TPCS;, 1 neringsmedium.

e Cellene ble satt i inkubatorskap over natt i 18 timer.

e Dag 2 ble cellene ble vasket to omganger med 100 pl neringsmedium for &
vaske bort overskudd av TPCS,,, samt TPCS,, pa plasmamembranen.

e Nytt medium (100 pl) ble tilsatt og cellene ble inkubert i 4 timer.

e Cellene ble utsatt for varierende lysdoser fra LumiSource®.

e Cellene ble inkubert frem til celleviabiliteten ble malt ved MTT-assay ca. 48

timer etter belysning (Avsnitt 2.4.4).

Samme prosedyre ble brukt for behandling av celler 1 6 brenners-brett med samme

brukskonsentrasjon av TPCS,,. Volum av medium for inkubasjon og vask var 1,5 ml.

2.4.3 Prosedyre for behandling av celler med PCI

2.4.3.1 PCI med "lys etter” strategi
e Medium ble sugd av ca.6 timer etter utsding av celler 1 96 brenners-brett.

e 50 pl lesning med aktuelle konsentrasjoner av TPCS,, og makromolekyl ble

tilsatt til cellene skulle behandles med PCI. I tillegg ble kontroller inkludert,
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hvor brennene kun ble tilsatt neringsmedium (ubehandlede celler), TPCS,, (i
henhold til prosedyre for PDT i Avsnitt 2.3.1) eller makromolekyl.

Cellene ble inkubert over natt i 18 timer.

Cellene ble vasket to ganger med 100 pl medium og inkubert 4 timer i 100 pl
medium.

Etter fire timer ble cellene eksponert for lys fra LumiSource®.

48 timer etter belysning ble celleviabiliteten malt vha MTT-assay (Avsnitt
2.4.4).

2.4.3.2 PCI etter ”lys forst” prinsipp

Medium ble sugd av ca.6 timer etter utsding av celler i 96 brenners-brett.
Cellene ble tilsatt 50 pl 0,2 pg/ml TPCS;, 1 medium. Noen av brennene ble
kun tilsatt medium (ubehandlede celler).

Cellene ble inkubert i 18 timer.

Cellene ble vasket to ganger med 100 pl medium og inkubert 4 timer i 100 pl
medium.

Etter fire timer ble cellene eksponert for lys fra LumiSource®.

Mediet ble sugd av rett etter lyseksponering og medium med makromolekyl
ble tilsatt.

Celleviabiliteten ble malt vha MTT-assay 48 timer etter belysning (Avsnitt
2.4.4).

2.4.4 Prosedyre for MTT-assay

MTT-assay ble gjennomfort 48 timer etter belysning for bade Zr-75-1 og MDA-
MB231 cellene.

Medium ble sugd av i 96 brenners-brett og 100 pl 0,25mg/ml MTT (Sigma-
Aldrich) i medium ble tilsatt i hver brenn.

I tillegg ble MTT-lgsningen tilsatt i en hel kolonne som ”blank” referanse.
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e Cellene ble inkubert i 1-3,5 timer avhengig av hvor raskt formazankrystallene
ble dannet.

e MTT-lgsningen ble sugd av og 100 pl dimetyl sulfoksid (DMSO, Sigma-
Aldrich) ble tilsatt i hver av brennene.

e Platene ble ristet 1 5 min for & gi en homogen losning.

e Absorbansen ble malt med multibrenn spektrofotometer scanner, enten ved
570 nm med Original Multiscan EX Labsystems (Global Medical Instru-
mentation) eller ved 595 nm med Sunrise™ (Tecan). Ved bruk av Sunrise™
ble resultatene behandlet i softwareprogrammet Magellan™ (Tecan).

e C(Celleviabiliteten ble beregnet ved & male absorbans relativt til de ubehandlede

cellene.

I forsek der MTT-assay ble kjort parallelt med Western blotting som kontroll for
celleviabilitet ble cellene sddd ut i 6 brenners-brett. Volum av bade 0,25 mg/ml MTT
1 medium og DMSO ble da ekt til 1,5 ml. 50 pl fra hver brenn ble pipettert ut til et 96-

brenners brett som sé ble analysert spektrofotometrisk.

2.5 Tillaging av trastuzumab-saporin immunotoksin

Hovedmélet for oppgaven er a lage et mélrettet immunotoksin (IT) mot HER2 som
skal evalueres for intracellular levering med PCI. Immunotoksinet etableres ved a

kompleksere trastuzumab (Herceptin®), et HER2-rettet mAb, til saporin, et type 1

RIP, via biotin-streptavidin binding (Figur 2.4).

Trastuzumab
komplekseres til saporin

via biotin-streptavidin ‘
binding \

A\

Fol

biotin streptavidin saporin  trastuzumab

Figur 2.4: Kompleksering av trastuzumab til saporin via biotin-streptavidin binding[100].
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2.5.1 Biotinylering av Trastuzumab

Konjugering av biotin til antistoffet er forste steg i tillaging av immunotoksinet.
Biotin (ogsa kjent som vitamin H) er et lite molekyl (244 Da) som vanligvis ikke
endrer egenskapene til makromolekylene som biotinyleres[101]. Til biotinyleringen
benyttes sulfo-NHS-biotin (EZ-Link Sulfo-NHS-biotin, Pierce). NHS-aktiverte
biotiner reagerer med primere aminer og danner stabile amidbindinger (Figur 2.5).
Primaere aminer finnes i sidekjeden av lysin og pa den N-terminale enden av
proteiner. Prosedyren som ble fulgt var utarbeidet av M. Roederer og basert pa en

protokoll av Aaron Kantor[102].
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Figur 2.5: Prinsipp for biotinylering av trastuzumab.

NHS-aktivert biotin reagerer med et primeert amin og danner amidbinding[103].
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2.5.2 Prosedyre for biotinylering av trastuzumab

e 0,190 ml (tilsvarer 4mg trastuzumab) ble pipettert ut av et hetteglass
Herceptin® (Roche) med konsentrasjonen 21 mg/ml og fortynnet til 2 mg/ml
med 1,810 ml destillert vann.

e 2 mg sulfo-NHS-biotin ble last i 200 ul DMSO 99,9% anhydrat.

e 32 ul av lesningen med sulfo-NHS-biotin i DMSO ble tilsatt til 2 ml av
losningen med 2 mg/ml trastuzumab (tilsvarer 80 pg biotin per mg
trastuzumab)

e Blandingen ble inkubert pa vippe ved romtemperatur i ca.2,5 timer.

2.5.3 Rensing av biotin-trastuzumab ved gelfiltrasjonskromatografi

En kolonne av typen Sephadex G-25M (Amersham) ble brukt til & fjerne ikke-

konjugert sulfo-NHS-biotin fra lesningen av biotin-trastuzumab.

e 25 ml storagebuffer (oppskrift; Appendiks) ble brukt for kondisjonering av
kolonnen.

e For filtrering gjennom kolonnen ble roret med trastuzumab og biotin tilsatt
0,468 ml storagebuffer til et totalt prevevolum pa 2,5 ml.

e Proven ble applisert i kolonnen.

e Nye 3,5 ml storagebuffer ble tilsatt i mindre porsjoner som elueringsbuffer.
Fraksjoner pa 15 draper ble samlet i 1,8ml-Eppendorfrer (Eppendorf).

e Absorbans av fraksjonene ble malt ved 280 nm ved & fortynne 100 ul preve
med 100 pl storagebuffer.

e For 4 eluere ut alt tilsatt antistoff ble mer storagebuffer tilsatt til kolonnen.
Fraksjonene ble samlet opp pa tilsvarende méte som de forste rerene og

absorbans ble malt.
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2.5.4 Kvantifisering av biotinylert trastuzumab

Konsentrasjon av trastuzumab i de sammensléatte elueringsfraksjonene ble bestemt

vha spektrofotometri.

Prosedyre for kvantifisering av trastuzumab:

e Det ble laget en fortynningsrekke av trastuzumab (Herceptin®) i destillert
vann. Dette gav standardlesninger med konsentrasjoner fra 0,75 uM til 12 uM.

e Destillert vann ble benyttet som blankpreve. Sa ble absorbans malt for alle
losningene med tre paralleller av hver.

e En standardkurve ble laget med absorbans plottet mot konsentrasjon av
trastuzumab.

e Absorbans av lesningen med de sammenslatte elueringsfraksjonene ble malt.

Konsentrasjon av trastuzumab i lesningen ble bestemt ut fra standardkurven.

Det ble antatt at alt trastuzumab var biotinylert. For & bestemme mengde biotin per
mol trastuzumab i biotinyleringsproduktet ble Pierce biotinylation quantitation kit
(Pierce) benyttet[ 104]. Kitet inneholder en ferdig reagens med en blanding av HABA
(4’-hydroxyazobenzene-2-carboxylic acid) og avidin. HABA-avidin komplekset
absorberer lys med en boelgelengde pd 500 nm. Hvert biotin kan binde ett molekyl
avidin. Nér biotin tilsettes vil det fortrenge HABA og binde til avidin. Absorbansen

synker da proporsjonalt, dvs. endring i absorbans korrelerer med mengde biotin.

Prosedyre for kvantifisering av biotin:

e No-Weigh™ HABA/Avidin Premix ble varmet til romtemperatur. Et mikrorer
med No-Weigh HABA/Avidin Premix ble tilsatt 100 pl destillert vann og
lesningen ble blandet vha en automatpipette.

e 800 pl PBS ble tilsatt i en 1 ml kyvette og brukt som blankpreve for
absorbansmaling med Ultrospec™ 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer
(GE Healthcare).

e 100 pl av lesningen med No-Weigh HABA/Avidin Premix og vann ble tilsatt
til kyvetten og blandet godt med PBS.

e Absorbans av blandingen ble mélt ved 500 nm (gir Asoo HABA/Avidin).
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100 pl prove (biotinylert trastuzumab) ble tilsatt til kyvetten og blandet godt.
Absorbans ble malt ved 500 nm i flere omganger til verdien hadde stabilisert
seg i minst 15 sekunder (gir Asopo HABA/Avidin/Biotin prove).

Tilsvarende prosedyre ble gjennomfert som positiv kontroll med tilsetning av
100 pl biotinylert HRP (ImmunoPure® Biotinylated Horseradish Peroxidase
(40 kDa), 5 mg) i stedet for biotinylert trastuzumab.

Antall mol biotin per mol trastuzumab ble kalkulert basert pa Beer-Lamberts
lov: A=¢1C, hvor A er absorbansen, ¢ er molar ekstinksjonskoeffisient (for
HABA/Avidin-prever ved 500 nm og pH 7,0 er denne 34 000 M'cm™), 1 er
lengden av lysveien (cm) og C er konsentrasjon av lesningen (M).

Det biotinylerte antistoffet ble lagret i kjoleskap frem til videre kompleksering

til streptavidin-saporin.

Kompleksering av biotinylert Trastuzumab til Streptavidin-Saporin

Streptavidin, isolert fra Streptomyces avidinii, er en ikke-glykosylert tetramer med

molekylaer vekt pa 53 kDa. Hver av de fire subenhetene har ett bindingssete for biotin.

Affinitetskonstanten for binding mellom biotin og streptavidin er meget hay (10" L -

mol™) og komplekset som dannes er derfor svert stabilt[101]. Streptavidin-ZAP

(Advanced Targeting Systems), et konjugat som bestar av to saporin per streptavidin,

ble benyttet. Konjugatet har en molekylaer vekt pa 128 kDa og er lost i PBS i

konsentrasjonen 1,3 mg/ml, som tilsvarer 1,0 10° M.

Prosedyre:

43,3 ul av preven med biotinylert trastuzumab ble blandet med 6,68 ul
streptavidin-ZAP. Dette gir mol ratio 4:1 (hvert molekyl av streptavidin har
fire bindingsseter for biotin) og totalvolum 50 pl.

Losningen ble vortexet i 3 minutter og fordelt i fem Eppendorfrer med 10 pl 1
hvert av rerene.

P& grunn av den heye bindingsaffiniteten mellom biotin og streptavidin antas
reaksjonen a vaere fullstendig og danner et immunotoksin bestdende av 1

molekyl streptavidin, 2 molekyler saporin og 4 molekyler biotin-trastuzumab.
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e Det ble ogsa tilberedt en kontrollesning av streptavidin-saporin hvor 43,3 pl
PBS ble tilsatt til 6,68 pul Streptavidin-ZAP. Kontrollesningen ble fordelt i fem
Eppendorfror.

e Losningene ble lagret ved -80°C.

2.5.6 Blokkering av HER2 med trastuzumab fer PCI av trastuzumab-

saporin

Fritt trastuzumab ble administrert til cellene i forkant av behandling med trastuzumab-
saporin. Trastuzumab binder til HER2 og kan blokkere péfelgende binding av
immunotoksinet til samme reseptor. Redusert celledrap med immunotoksin som felge

av blokkeringen kan si noe om viktigheten av immunotoksinets HER2-spesifisitet.

Prosedyre:

e Cellene ble telt, sddd ut og inkubert med 50 pl 0,2 pg/ml TPCS,, 1 18 timer
som beskrevet i Avsnitt 2.4.2.

e Etter to ganger vask med 100 pl medium ble cellene tilsatt 50 pl 2,72 -10% M
trastuzumab 1 medium. En kontrollserie ble tilsatt rent medium.

e Etter 1 time inkubasjon ble cellene tilsatt 50 ul 1,36 -10° M trastuzumab-
saporin (eller streptavidin-streptavidin) i medium. I brennene hvor
trastuzumab og immunotoksin ble koinkubert var mol ratio 1:20 med
overskudd av fritt trastuzumab.

e Cellene ble inkubert i nye 3 timer for de ble belyst med LumiSource®, dvs. 4
timer totalt fra vask til belysning.

e Celleviabiliteten ble méalt vha. MTT-assay 48 timer etter belysning.

2.6 Western blotting

Western blotting er en metode for deteksjon av spesifikke proteiner i celleprover. Den
kan benyttes bade til kvalitativ og kvantitativ analyse. Metoden inkluderer separasjon

av proteinene ved gelelektroforese (Avsnitt 2.6.3) og overforing av proteinene til
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membran (blotting, Avsnitt 2.6.4) hvor de kan detekteres vha antistoffer som er
spesifikke for de enkelte proteinene. Western blotting ble i oppgaven brukt til &

analysere reseptornivé i behandlede og ubehandlede celler.

De ulike stegene ved utferelse av metoden:

1) Praveopparbeidelse (Avsnitt 2.6.1)

2) Spektrofotometrisk bestemmelse av relativ proteinmengde i cellelysatene
(Avsnitt 2.6.2)

3) Gelelektroforese (Avsnitt 2.6.3)

4) Overforing av proteiner til membran (blotting, Avsnitt 2.6.4)

5) Inkubasjon med antistoffer (Avsnitt 2.6.5)

6) Inkubasjon med chemiluminescent substrat og analyse av membran (Avsnitt

2.6.6)

2.6.1 Proveopparbeidelse

Cellene ble lysert vha en lyseringsbuffer (oppskrift; Appendiks). Denne inneholder
blant annet protease- og fosfatasehemmere som forhindrer at enzymer i proven
klayver eller defosforylerer proteinene. Proveopparbeidelsen ble gjort med cellene pa

is for & stanse cellulere prosesser.

Prosedyre:

e Cellene ble sddd ut 1 6-brenners brett og behandlet som beskrevet andre steder
1 Kapittel 2; Materialer og metoder. Antall celler sddd ut per brenn var
600 000 for Zr-75-1, 300 000 for MDA-MB231 og 400 000 for BT-20 og A-
431 (de to siste ble inkludert som kontroller). Volum per brenn var 1,5 ml.

e [ de cellene hvor man skulle se pa fosforylert form av EGFR (Y1068) ble
cellene stimulert med EGF i konsentrasjonen 100 ng/ml i 2 minutter for
hesting av cellene. Dette ble gjort ved & fortynne 2 pg/ml EGF i medium i

forholdet 1:100 og overfere 7,5 pl til hver av brennene med 1,5 ml medium.

59



2.6.2

2 Materialer og metoder

Veasken ble sé sugd opp og skylt ut forsiktig to ganger med en 1ml-
automatpipette for & gi en mest mulig homogen lgsning.

Skalene ble satt pa is for & stanse cellulaere prosesser.

Mediet ble sugd av og cellene ble vasket med 1 ml iskald PBS per brenn.
PBS ble sugd av og 50 pl lyseringsbuffer (oppskrift; Appendiks) ble tilsatt i
hver av brennene. Brettet ble vendt pa til en seig masse av celler kunne sees.
Cellene ble overfort til 1,8 ml Eppendorfrer vha celleskrape og pipette.

0,3 pul benzonase ble tilsatt til reret for det ble satt pa is i noen minutter.
Etter vortex og nedspinning ble cellelysatene fordelt i 1,8 ml Eppendorfrer; 10
ul til ett ror for DNA-maling og 50 pl til de resterende rorene.

Cellelysatene ble lagret ved -80°C.

Spektrofotometrisk bestemmelse av relativ proteinmengde i prevene

For & kunne sammenligne proteinmengden i de ulike prevene i samme gel ble mengde

DNA kvantifisert pd forhand.

Prosedyre:

Rerene som inneholdt 10 pl lysat ble tilsatt 490 ul dH,O (gir fortynningsfaktor
50), vortexet og spunnet ned.

Ultrospec™ 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer (GE Healthcare) ble
brukt til 4 mile DNA.

Maleapparatet ble forst nullstilt med en blankpreve (dH,O).

Kyvetten ble vasket to ganger med prove for analyse og det ble gjort tre
madlinger a 100 pl for hver av prevene.

Gjennomsnittlig DNA ble regnet ut og appliseringsvolum for hvert av lysatene
ble beregnet slik at det relativt sett ble applisert samme DNA-mengde i hver
brenn. Dette ble gjort ved & dividere max appliseringsvolum (satt til 45 pl) pa
gjennomsnittlig malte DNA-verdi for den aktuelle proven, og multiplisere med

gjennomsnittlig DNA-verdi for den minst konsentrerte proven.
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Eksempel: To prever med gjennomsnittsmalingene 93 og 105,5. Maks. volum
settes til 45 pl (for proven med lavest gjennomsnittsverdi). Appliseringsvolum

for praven med hoyest gjennomsnittsverdi blir da (45 pl /105,5) - 93 = 39,7 ul.

2.6.3 Gelelektroforese (SDS-PAGE)

SDS-PAGE (SDS polyacrylamide-gel electrophoresis) er en teknikk for separasjon av
proteiner under pavirkning av et elektrisk felt. Proteinene vandrer gjennom en gel av
polyakrylamid (oppskrift; Appendiks). Gelen dannes ved polymerisering av
akrylamid monomerer, en prosess som katalyseres av ammonium persulfate (APS, GE
Healthcare) og tetrametyletylendiamin (TEMED, Bio-Rad). Sterrelsen pd porene i
gelen reduseres med ekende konsentrasjon av akrylamid, og denne justeres etter
storrelsen pa proteinene man ensker & separere (Tabell 2.2). SDS (sodium dodecyl
sulfate), som er sterkt negativt ladet, binder til hydrofobe deler av proteinene. Dette
forer til at proteinene foldes ut og frigjeres fra andre proteiner eller fettmolekyler,

samt at denaturerte polypeptider far en negativ ladning.

Tabell 2.2: Akrylamidinnhold i separating gel bestemmes ut fra proteinenes molekylvekt

Protein molekylvekt (kDa) | Innhold av akrylamid

<40 15 %
40-175 12 %
> 175 7,5 %

Systemet bestar av to geler som begge er bufret med Tris-HCI. Den ovre gelen
(samlende gel, oppskrift; Appendiks) har lavere innhold av akrylamid og pH som
ligger to enheter lavere enn i den nedre gelen (separerende gel, oppskrift; Appendiks).
Provene appliseres i brenner og forholdene i den samlende gelen gjor at de
konsentreres i smale band fer de kommer til separeringsgelen hvor proteinene
separeres. Nar de negativt ladede proteinene utsettes for et elektrisk felt vil de vandre
mot den positive elektroden (Figur 2.6 a). Proteiner med samme sterrelse vil vandre
med samme hastighet, fordi de er foldet ut (gir lik form) og binder samme mengde

SDS (gir lik negativ ladning) [105]. Mindre proteiner vil vandre raskere gjennom
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gelen (Figur 2.6 b). Sterre proteiner utsettes for storre elektriske krefter, men
retardasjon som folge av poresterrelsen gjor at de mindre proteinene likevel migrerer
lengst. Proteinene vises som band i gelen inndelt etter molekylvekt. En
molekylvektstandard appliseres i en av brennene og vha denne kan man bestemme

storrelsen pa proteinene som detekteres.
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Figur 2.6: Gelektroforese.
a) Forenklet illustrasjon av oppsett for SDS-PAGE, b) Proteiner med ulik storrelse vandrer
med ulik hastighet gjennom polyakrylamid gel[106,107].

Utstyr i serien Mini PROTEAN® System (Bio-Rad) ble brukt til gelelektroforese.

Gelen har sterrelsen 7,5 x 10 cm.

Prosedyre:
e Yitterglass og dekkglass (Bio-Rad) ble vasket med 70 % etanol og satt sammen

1 stativ (casting stand, Bio-Rad). Separerende og samlende gel ble laget etter
“hjemmelaget” oppskrift (Appendiks). Prosentinnhold av polyakrylamid ble
bestemt ut fra molekylvekten av proteinene som skulle undersekes (Tabell
2.6.1).

e Separerende gel (8,3 x 4,7 cm) ble stopt forst og ble stdende for
polymerisering i minst 30 minutter med 1 ml iso-butanol applisert forsiktig
over den separerende gelen.

e Iso-butanol ble helt av og gelen ble vasket 4-5 ganger med dH,0. Overfladig
dH,O ble tarket bort forsiktig med et filterpapir.
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Samlende gel ble helt over helt opp til kanten av glassplatene (til total heyde
8,2 cm) og en gel-kam (som gir 10 brenner) ble satt pa forsiktig slik at
luftbobler ikke oppsto. Gelen ble stdende for polymerisering i 15-20 minutter.
1x elektroforesebuffer (oppskrift; Appendiks) ble laget i mellomtiden.
Provene ble kokt i 5 minutter ved 95 °C pa varmeblokk, nedkjelt pa is,
vortexet og spunnet ned.

Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad) ble satt sammen og fylt opp med 1x
elektroforesebuffer (helt fullt i indre kammer, 30% i ytre kammer).
Gel-kammene ble tatt forsiktig opp av brennene og brennene ble skylt med 1x
elektroforesebuffer vha en 1ml-pipette.

Provene ble applisert med volum i henhold til relativ proteinmengde (Avsnitt
2.6.2). 8 pl Precision Plus Protein Western C Standards (Bio-Rad) ble
applisert i en av brennene som molekylvektstandard. I de tomme brennene ble
30 pl lyseringsbuffer (1:2 fortynning) applisert.

Lokk ble satt pa elektroforesecellene og karet rundt beholderen ble fylt opp
med is. Gelelelektroforese ble gjennomfoert ved 200 V (400 mA) i 45 min eller
til man kunne se at prevebandene hadde vandret hele veien gjennom gelen.

PowerPac HC power supply (Bio-Rad) ble brukt som strembkilde.

2.6.4 Overforing av proteiner til membran (blotting)

Etter separasjon overferes proteinene fra gelen til en PVDF (polyvinylidene

difluoride) Hybond™-P transfermembran (GE Healthcare) vha elektrisk spenning.

Membranen er hydrofob med en porestorrelse pa 0,45 um og binder like effektivt til

alle proteiner. Utstyret som brukt var Mini Trans-Blot Celle eller Trans-Blot Celle

(Bio-Rad), som hver kan blotte henholdsvis to eller fire geler a 7,5 x 10 cm over til

membran.

Prosedyre:

PVDF membranene ble klippet i ovre hayre hjorne (for & markere brenn nr.1),

dynket i metanol og lagt i transferbuffer (oppskrift; Appendiks) pé vippe.
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Glassplatene ble skilt og den samlende gelen ble separert fra den separerende
gelen som ble lagt i transferbuffer pa vippe.

Absorberende filterpapir (7,5 x 10 cm) og svamper ble dynket i transferbuffer.
Transfercellen ble satt sammen i denne rekkefolgen: Svart kassettdel-svamp-
filterpapir-gel-membran-filterpapir-svamp (2x i stor kassett)-rod kassettdel
(Figur 2.7).

En pipette ble rullet over det gverste filterpapiret for & fjerne luftbobler.
Temperaturen under blottingen ble regulerert med Bio-Ice cooling unit (Bio-
Rad). Overforing til membran ble gjennomfort med magnet i kammeret ved
~100V (400mA) i 60 min for lite kammer eller ~50V (400 mA) i 120 min for
stort kammer. PowerPac HC power supply (Bio-Rad) ble brukt som
stromkilde.
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Figur 2.7: Sammensetning av transfercellen ved blotting.

2.6.5 Inkubering med antistoffer

Proteinene detekteres vha binding til spesifikke antistoffer. Prosessen foregér i to steg.

Forste steg er inkubasjon med et primart antistoff som er spesifikt for det aktuelle

proteinet. Andre steg er inkubasjon med et sekundeert antistoff (spesifikt for arten som
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det primere antistoffet er hentet fra) som er merket med enzymet horse radish
peroxidase (HRP). For & forhindre uspesifikke interaksjoner mellom membranen og
antistoffene blokkeres uspesifikk binding til membranen pa forhind. Dette gjores med

en losning av 5 % terrmelk 1 TTBS (oppskrift; Appendiks).

Prosedyre:

e Membranene ble skilt fra gelen og tatt over i 50ml-ror hvor de ble skylt kjapt
med ca 5 ml TTBS (oppskrift; Appendiks).

o 15 ml 5 % terrmelk i TTBS ble tilsatt for blokkering i 1 time ved
romtemperatur.

e Membranene ble inkubert med primeert antistoff over natt ved 4 °C. Oversikt
over konsentrasjon og inkuberingsbuffer for antistoffene som ble brukt er gitt i
Tabell 2.3. Ved inkubasjon i BSA (bovine serum albumin, 5% BSA i TTBS)
ble membranene skylt kjapt i TTBS for tilsetting av lasning med antistoff.

e Dagen etter ble membranene vasket tre omganger a 5 minutter med 20 ml
TTBS.

e Membranene ble inkubert med sekundeert antistoff (konsentrasjon gitt i Tabell
2.3) og 1 pl precision-protein StrepTactin HRP conjugate (Bio-Rad) i 10 ml

melk i 1 time ved romtemperatur.

Tabell 2.3: Oversikt over primcere antistoffer*og sekundcere antistoffer** brukt i forsoket

Primeert My, Konsentrasjon | Inkuberings- | Sekundeert | Konsentrasjon
Antistoff (volum / Sml) buffer antistoff | (volum / 10ml)
EGFR-total 175 kDa | 1:2000 (2,5 pl) BSA Anti-kanin | 1:2000 (5 pl)
EGFR-P 175 kDa | 1:2000 (2,5 pl) Melk Anti-mus | 1:1000 (10 pl)
(Y1068)

HER2-total 185 kDa | 1:1000 (5 pl) BSA Anti-kanin | 1:2000 (5 pl)
HER2-P 185 kDa | 1:1000 (5 pl) BSA Anti-kanin | 1:2000 (5 pl)
(Y1221/1222)

(*, ** fra Cell Signaling Technology)
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2.6.6 Inkubasjon med chemiluminescent substrat og analyse av membran

For deteksjon av signalene benyttes luminol, et chemiluminescent substrat. I reaksjon
med horse radish peroxidase (HRP) produseres luminescence proporsjonalt med
mengden av protein p4d membranen. Dette danner grunnlag for semikvantitativ
analyse av resultatet (dvs. et begrenset antall svarmuligheter foreligger langs en ikke-
kontinuerlig skala). Proteinene analyseres kvalitativt ved & sammenligne med bandene

i molekylvektstandarden med kjent molekylvekt.

Prosedyre:

e Membranene ble vasket fem omganger a 5 minutter med 10-15 ml TTBS.

e Membranene ble sé inkubert i 5 minutter med en lesning av 1,5 ml
Luminol/Enhancer Solution + 1,5 ml Peroxide Buffer, som utgjer Immun-
Star™ Western C™ Kit (Bio-Rad).

e Etter inkubering ble membranene lagt mellom to transparente ark, luftboblene
ble torket forsiktig bort og membranene ble plassert i en Phosphor Screen for &

beskytte dem mot lys.

e Membranene ble analysert vha av et cooled charge-coupled device (CCD)
kamera i ChemiDoc-It™ Imaging System (Bio-Rad), et instrument som
detekterer luminescens. Resultatene ble analysert og bearbeidet i

softwareprogrammet Quantity One (Bio-Rad).

2.7  Fluorescensmikroskopi

Til fluorescensmalingene ble det brukt et Zeiss Axioplan epifluorescens og
fasekontrastmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Tyskland). Mikroskopet er blant annet
utstyrt med eksitasjonskilde, eksitasjonsfilter, dikromatisk speil og emisjonsfilter som
sorger for at kun lys med ensket bolgelengde slippes gjennom objektivet til preparatet
og herfra opp til detektoren (Figur 2.8). Filtrene ble tilpasset eksitasjons- og

emisjonsspekteret til forbindelsen som skulle undersekes. Eksitasjonskilden 1
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mikroskopet er en kvikkselvlampe (HBO 100W) og denne ma etter tenning vaere pa i
minst 20 minutter for den skrues av igjen. Fluorescens- og fasekontrastbilder ble tatt
med et cooled charge-coupled device (CCD) kamera (Astromed 3200, Astromed,
Cambridge, UK) og resultatene ble analysert og bearbeidet ved bruk av AnalySIS®
Soft Imaging System (Olympus, Hamburg, Tyskland). Mikroskoperingen ble

giennomfort med lyset i rommet avskrudd.

Detektor
— Emisjonsfilter

————

Pl ﬂ vla
. . . 3 =,
Dikromatisk speil —;,;f' I_l_ i—*n”{
hY

Eksitasjonsfilter

Objektiv

Preparat

Figur 2.8: Forenklet framstilling av epifluorescens- og fasekontrastmikroskop.
Eksitasjonsfilteret er et bandpassfilter som filtrerer lyset fra lyskilden (kvikksolvlampe) slik
at kun lys mellom to bolgelengder slippes gjennom. Bolgelengdeomradet som brukes tilpasses
den fluorescerende forbindelsens eksitasjonsspekter. Et dikromatisk speil (beam splitter)
spalter lyset slik at noe lys slippes giennom, mens andre deler av lysspekteret speiles videre.
Emisjonsfilteret filtrerer lyset som kommer fra preparatet og skal sendes til detektoren slik at
det emitterte lyset separeres fra eksitasjonslys med lavere bolgelengde. Emisjonsfilteret kan

veere et langpassfilter som slipper gjennom alt lys over en viss bolgelengde.

2.7.1 Intracelluleer lokalisering av TPCS,,

Fluorescensmikroskopi ble brukt til & studere intracelluler lokalisering av TPCS,,
(struktur; Figur 1.3), TPCS2a karakteriseres som en fluorescerende forbindelse ved at
den opptar energi i form av lys med bestemte belgelengder (eksitasjon) og avgir

energi som lys med en hoyere belgelengde (emisjon) (spekter; Figur 1.3).
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Fotosensitizerens lokalisering ble studert etter inkubasjon i 18 timer og etter

pafelgende vask og inkubering i rent medium i 4 timer.

Prosedyre:

2 ml cellesuspensjon ble sddd ut i tre Falcon 3001 skéler ettermiddag dag 1
(BD). Tetthet ved utsaing var 100 000 celler per brenn (~10 000 celler/cm?).
Ettermiddag dag 3 ble medium sugd av. Skél 1 og 2 ble tilsatt 2 ml 0,2 pg/ml
TPCS;, 1 medium, mens den tredje ble tilsatt 2 ml friskt medium. Cellene ble
inkubert 1 18 timer over natt.

Dag 4: Cellene som skulle studeres uten behandling (skal 3) og etter 18 timer
inkubasjon med TPCS;, (skél 2) ble vasket to ganger med 1 ml kald 1x lesning
av PBS (oppskrift; Appendiks) for nye 1 ml av samme losning ble tilsatt.
Cellene i skal 1 ble vasket to ganger med 1 ml friskt medium og tilsatt 2 ml
medium for inkubering i 4 timer. Samme prosedyre for vask med PBS ble
fulgt for disse cellene etter at de fire timene var gatt.

Den overfladige vasken i skélene ble sugd av med en pasteurpipette og et
dekkglass ble lagt forsiktig opp 1 skélen.

Cellene ble undersokt vha et 40x nonimmersjonsobjektiv supplert med 2,5x
forsterrelse.

Et 395-440 nm eksitasjonsfilter, 460 nm dikromatisk speil (beam splitter) og
610 nm emisjonsfilter ble brukt ved fluorescensmikroskopering av TPCS,,.
Fluorescens- og fasekontrastbilder ble tatt med fokuseringstiden satt til 1

sekund ved deteksjon av fluorescens og 0,1 sekund for fasekontrast.

2.7.2 Intracellulzert opptak av trastuzumab etter PCI behandling ("lys

for”)

Lokalisering av trastuzumab ble underseokt i ubehandlede celler og celler behandlet

med PCI etter "lys for”-strategi. Siden trastuzumab ikke selv fluorescerer ble

biotinylert trastuzumab kompleksert med fluorescensmerket streptavidin

(Streptavidin, Alexa Fluor® 488 conjugate, Molecular Probes) for & kunne

undersoke lokalisering i cellene vha fluorescensmikroskopi. Alexa488 har nesten
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sammenfallende spektralegenskaper med fluorescein (Figur 2.9), men sammenlignet
med fluorescein har konjugater med Alexa488 flere fordeler, som intens
fluorescens, hoy fotostabilitet og lav pH-sensitivitet. Alexa488-merket trastuzumab-
biotin-streptavidin viser maksimal eksitasjon ved ca. 495 nm og maksimal emisjon

ved ca. 519 nm.
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Figur 2.9: Eksitasjons- og emisjonsspekter for fluorescein IgG antistoff ( — ) og Alexa
fluor 488 IgG antistoff ( —==) [108].

Prosedyre:

o 7Zr-75-1 celler ble sadd ut i 8 well Permanox® Slides (Lab-Tek® Chamber
Slide™ System, Nalge Nunc) med 10 000 celler per brenn i 200 pl RPMI
1640 medium.

e Etter 6 timer ble cellene tilsatt 50 pl 0,2 pg/ml TPCS;, i medium og inkubert
over natt i 18 timer.

e Dagen etter ble cellene ble vasket to ganger med 200 pl medium og inkubert i
200 pl medium i 4 timer.

e Cellene ble eksponert i 4,5 minutter med lys fra LumiSource®.

e Umiddelbart etter belysning ble medium i alle brennene sugd av og bade de
behandlede og de ubehandlede cellene ble tilsatt 100 pul 100 nM Alexa488-

merket trastuzumab-biotin-streptavidin i medium.

69



2 Materialer og metoder

Cellene ble inkubert i 3 timer.

Etter inkubasjon ble cellene vasket 3x med kald 1x lgsning av PBS og
kammerene og rutenettet av silikon ble fjernet fra bunnplaten. Et dekkglass ble
forsiktig lagt over bunnplaten med cellene pa.

Cellene ble undersekt vha et 40x nonimmersjonsobjektiv supplert med 2,5x
forsterrelse.

Et 450-490 nm eksitasjonsfilter, 510 nm dikromatisk speil (beam splitter) og
520 nm emisjonsfilter ble brukt ved fluorescensmikroskopering av Alexa488-
trastuzumab-streptavidin.

Fluorescens- og fasekontrastbilder ble tatt med fokuseringstiden satt til 5

sekunder ved deteksjon av fluorescens og 0,1 sekund for fasekontrast.
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KAPITTEL 3: RESULTATER

3.1 Ekspresjon av HER2 og EGFR i ulike cellelinjer

To cellelinjer ble benyttet i oppgaven; Zr-75-1 og MDA-MB231. Cellelinjene ble
valgt blant annet pa bakgrunn av deres ekspresjon av HER2, siden dette er avgjerende
for selektiv levering av proteintoksin med trastuzumab. Ekspresjon av total mengde
og fosforylert (aktiv) form av EGFR og HER2 ble analysert med Western blotting. To
cellelinjer ble inkludert som referanser; A-431, som er kjent for et hayt ekspresjons-
nivd av EGFR, og BT-20, som uttrykker bdde EGFR og HER2. Pravene som ble
applisert i brennene ved elektroforese ble justert med hensyn péa proteinmengde for &

kunne sammenligne ekspresjonsnivdet av HER2 og EGFR i forskjellige celler.

3.1.1 Ekspresjon av HER2

Resultatene indikerer sterk ekspresjon av HER2 i Zr-75-1 og meget svak ekspresjon i
MDA-MB231 (Figur 3.1). Dette er i samsvar med tidligere publikasjoner[109-111].
Figur 3.1 indikerer videre at HER2 i liten eller ingen grad er aktivert i Zr-75-1 cellene
under standard inkubasjonsbetingelser sammenlignet med signalene for A-431 og BT-

20. I MDA-MB231 cellene ble det ikke detektert noen aktivering av HER2.
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Figur 3.1: Ekspresjon av HER?2 i ubehandlede celler.

Ekspresjon av total mengde (HER2) og fosforylert (p-HER2, Y1221/Y1222) form av HER2 i
A-431, BT-20, MDA-MB231 og Zr-75-1 celler. HER?2 og p-HER2 har molekylvekt 185 kDa.
"MW viser molekylvektstandarden.
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3.1.2 Ekspresjon av EGFR

Ved undersgkelse av ekspresjon av fosforylert EGFR ble cellene inkubert med 100
ng/ml EGF i 2 minutter rett for cellehesting for & stimulere tyrosinfosforylering av
EGFR. Resultatene indikerer ekspresjon av EGFR i MDA-MB231 cellene, men ikke i
like sterk grad som i A-431 og BT-20 cellene (Figur 3.2). Ekspresjonen av EGFR er
meget lav i Zr-75-1 cellene. Resultatene indikerer at etter behandling med EGF er
EGFR aktivert i A-431 og BT-20 cellene, men ikke i hverken MDA-MB231 eller Zr-
75-1 cellene (Figur 3.2).
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Figur 3.2: Ekspresjon av EGFR i ubehandlede celler.

Ekspresjon av total mengde (EGFR) og fosforylert (p-EGFR, Y1068) form av EGFR i A-431,
BT-20, MDA-MB231 og Zr-75-1 celler behandlet med EGF som beskrevet i teksten. EGFR og
p-EGFR har molekylvekt 175 kDa. "MW viser molekylvektstandarden.

3.2 Etablering av tetthetskurver for ubehandlede celler

Celler som vokser i kultur far neeringsstoffer og vekstfaktorer fra naeringsmediet de
vokser i. Cellene vil vokse eksponentielt inntil et konfluent lag (monolag) dannes og
veksthastigheten avtar. Nar cellene nermer seg konfluens reduseres veksthastigheten
og cellene kan de. Det ble derfor initielt undersekt hvor tett cellene kunne sées ut for
a unnga at cellene nermet seg konfluens under forsekene. Tetthetskurver ble derfor
etablert ved at cellene ble sadd ut i 96 brenners-brett med 1-32 -10° celler per bronn
(areal per bronn ~ 0,3 cm?). Tetthetskurvene ble etablert 96 timer etter utsaing siden
bdde PDT- og PCI-forsekene foregdr over 4 dager. Celletettheten ble malt med MTT-

assay.
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3.2.1 Celletetthetskurve for Zr-75-1 celler

Forsgkene viser en positiv korrelasjon mellom antall celler sadd ut per brenn og antall
celler 1 brennen 96 timer senere i et omrade opp til 15 000 celler/brenn (Figur 3.3).
Ved celletetthetsuavhengig vekst vil denne korrelasjonen vere linear. Figur 3.3 viser
en svakt avtagende celletetthet ved forsekets slutt som folge av ekende celletetthet
ved utsdingstidspunktet, og ingen ytterligere fortetting over 15 000 celler/brenn.
Resultatet indikerer at celletettheten influerer pa cellevekst i hele maleomradet, men
velger i de videre forsgkene a sa ut 12 000 celler/brenn da dette gir optimale

mdleverdier 1 MTT-assayet uten at cellene oppnar konfluens ved utsding av forseket.
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Figur 3.3: Celletetthetskurve for ubehandlede Zr-75-1 celler.

Celletetthet malt med MTT-assay er plottet mot antall celler som ble sadd ut per bronn i 96
bronners-brett 96 timer tidligere. Resultatene er middelverdier av tre paralleller.

Standardavvik (SD) er tegnet inn.

3.2.2 Celletetthetskurve for MDA-MB231 celler

Figur 3.4 indikerer en positiv korrelasjon mellom antall celler sadd ut per brenn og
antall celler 1 brennen 96 timer senere 1 hele maleomrédet opp til 32 000 celler/brenn
(~ 10° celler/cm?). Resultatet kan tyde p4 at utsdingseffektiviteten (plating efficiency),
dvs. antall celler som er opphav til kolonier, er relativt lav for MDA-MB231 cellene. I
folge Figur 3.4 sees en svakt avtagende celletetthet ved forsekets slutt ettersom tetthet

ved utsaingstidspunktet okes. Celletetthet ved utséing i de videre forsekene velges slik
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at optimale maleverdier oppnas i MTT-assayet uten at cellene oppnér konfluens ved

avslutning av forseket, og settes derfor til 20 000 celler/brenn.
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Figur 3.4: Celletetthetskurve for ubehandlede MDA-MB231 celler.

Celletetthet malt med MTT-assay er plottet mot antall celler som ble sadd ut per bronn i 96
bronners-brett 96 timer tidligere. Resultatene er middelverdier av tre paralleller.

Standardavvik (SD) er tegnet inn.

3.3 Intracelluleer lokalisering av TPCS,,

Levering av endocyterte makromolekyler til cytosol med PCI forutsetter lokalisering
av fotosensitizeren (PS) i membranen til endocytiske vesikler. TPCS,, vil som folge
av sine amfifile egenskaper assosieres til membranstrukturer og forventes & vare
lokalisert i endosom/lysosommembraner etter opptak ved adsorptiv endocytose, men
forventes & ogsa kunne detekteres pa plasmamembranen. TPCS,, fluorescerer og den
intracellulere lokaliseringen ble undersgkt med fluorescensmikroskopi. Cellene ble
inkubert med 0,2 pg/ml TPCS,, 1 18 timer. Lokalisering av TPCS,, ble studert bade

for og etter vask og 4 timer inkubasjon i PS-fritt medium.

3.3.1 Lokalisering av TPCS,, i Zr-75-1 celler

I de ubehandlede cellene detekteres ingen fluorescens. I Zr-75-1 celler behandlet med

TPCS,, 1 18 timer er TPCS,,, basert pa fluorescensmikroskopi, lokalisert i granula og
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som en diffus fluorescens over hele cellen (Figur 3.5, bilde 1b). Erfaring fra tidligere
studier indikerer at TPCS,, er lokalisert i endocytiske vesikler og plasmamembranen
ved de beskrevne inkubasjonsbetingelsene[28;48]. Etter pafolgende vask og 4 timer
inkubasjon 1 PS-fritt medium sees et granulert fluorescensmenster, samt at den
diffuse fluorescensen, som antas & vaere fra TPCS,, lokalisert pa plasmamembranen,

ikke lenger kan detekteres (figur 3.5, bilde 2b).

— T |
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Figur 3.5: Fasekontrast- og fluorescensbilder av TPCS,, i Zr-75-1 celler.

Bildene viser celler etter 1) inkubasjon med 0,2 ug/ml TPCS,,i 18 timer og 2) pdfolgende
vask og inkubasjon i PS-fritt medium i 4 timer. a) viser fasekontrast av Zr-75-1 cellenes
morfologi, mens b) viser TPCS,, fluorescens. Bildene er tatt med 40x objektiv supplert med
2,5x forstorrelse. Intensiteten i bildene er justert for d kunne sammenligne fluorescensen etter

de ulike behandlingene.

3.3.2 Lokalisering av TPCS,, i MDA-MB231 celler

Ved fluorescensmikroskopi av MDA-MB231 celler behandlet med TPCS,, 1 18 timer
detekteres en granuler fluorescens kombinert med en mer diffus fluorescens over hele

cellen (Figur 3.6, bilde 1b). Den diffuse fluorescensen, som antas a veere TPCS,, pa
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plasmamembranen, detekteres i mindre grad etter 4 timer inkubasjon 1 PS-fritt
medium, mens fluorescensen i granula detekteres i samme grad (Figur 3.6, bilde 2b). 1

de ubehandlede cellene detekteres ingen fluorescens.

20 mikrom

oo~ ©
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Figur 3.6: Fasekontrast- og fluorescensbilder av TPCS,, i MDA-MB231 celler.

20 mikrom

Bildene viser celler etter 1) inkubasjon med 0,2 ug/ml TPCS,,i 18 timer og 2) pdfolgende
vask og inkubasjon i PS-fritt medium i 4 timer. a) viser fasekontrast av MDA-MB231 cellenes
morfologi, mens b) viser TPCS,, fluorescens. Bildene er tatt med 40x objektiv supplert med
2,5x forstorrelse. Intensiteten i bildene er justert for a kunne sammenligne fluorescensen etter

de ulike behandlingene.

3.4 PDT med TPCS;,

Zr-75-1 og MDA-MB231 celler ble behandlet med PDT og overlevelseskurver etter
eksponering for ekende lysdoser ble etablert. Cellene ble behandlet med 0,2 pg/ml
TPCS,,1 18 timer, vasket og inkubert 4 timer i PS-fritt medium for lyseksponering.
Celleoverlevelsen ble malt med MTT 48 timer etter belysning. Resultatene indikerer
at PDT med TPCS,, gir storre celledrap i MDA-MB231 enn i Zr-75-1 med tilsvarende

lysdoser (Figur 3.7). Sammenligning av lysdosene som resulterer i 20 %
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celleoverlevelse indikerer at MDA-MB231 cellene er ~ 1,7 ganger sa sensitive som
Zr-75-1 cellene for PDT med 0,2 pg/ml TPCS,,. Toksisitet av TPCS,, uten lys er i
folge figur 3.7 minimal vist ved ~ 0,5 % celledrap i MDA-MB231 cellene og ~ 1 %
celledrap i1 Zr-75-1 cellene. Toksisitet av lys alene uten PS ble ikke undersokt.
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Figur 3.7: Overlevelse av Zr-75-1 og MDA-MB231 celler etter PDT med TPCS2a.

Celleoverlevelsen beregnes i forhold til ubehandlede kontrollceller og er plottet mot lysdosen.

Resultatene representerer middelverdier av tre paralleller. Standardavvik (SD) er tegnet inn.

3.5 PCI av saporin

Saporin (type 1 RIP) utever sin effekt pa ribosomer i cytoplasma gjennom hemming
av proteinsyntesen (Avsnitt 1.4.1.1). Saporin er potensielt meget cytotoksisk, men blir
etter opptak ved endocytose i stor grad degraderert i lysosomer og tas derfor i liten
grad opp i cytosol pa egen hand. Dette gjor at saporin er egnet for levering med PCI,
enten alene eller som del av et konjugat. PCI frigjer saporin fra endosomer/lysosomer
og forer til en synergistisk effekt av & kombinere fotokjemisk behandling (PDT) med
behandling med plantetoksinet [2;48;112]. PCI av saporin er imidlertid ikke tidligere
undersokt, og effekten av PDT, PCI av saporin og saporin alene ble derfor undersokt i
Zr-75-1 og MDA-MB231 cellene. Cellene ble inkubert med 0,2 pug/ml TPCS,,
og/eller 0,5 pg/ml saporin i 18 timer for inkubasjon i medium fritt for PS og saporin i

4 timer fulgt av lyseksponering.
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3.5.1 PCI av saporin med ”lys etter” — strategi i Zr-75-1 celler

”Lys for”- strategi hvor toksinet administreres forst i etterkant av lysbehandlingen er
vist & vaere den mest effektive metoden for levering av gelonin (30 kDa type 1 RIP)
med PCI[56]. PCI av saporin ble imidlertid kun undersgkt med "lys etter”- strategi
hvor PS og toksinet lokaliseres i de samme vesiklene i forkant av lyseksponering.
Resultatene indikerer gkt toksisk effekt av saporin som felge av levering med PCI
(Figur 3.8). I folge figuren er ikke saporin alene cytotoksisk 1 den konsentrasjonen
som ble undersegkt. PCI av saporin med 150 sekunder lyseksponering gir nesten 90 %
celledrap. Ved 55 % celleoverlevelse er PCI av saporin ~ 5 ganger mer effektivt enn

PDT.
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Figur 3.8: Behandling av Zr-75-1 celler med PCI av saporin med "lys etter” - strategi.

Celleoverlevelsen er beregnet i forhold til ubehandlede celler og plottet mot lysdosen.

Resultatene representerer middelverdier av tre paralleller. Standardavvik (SD) er tegnet inn.

3.5.2 PCI av saporin med ”lys etter” — strategi i MDA-MB231 celler

Resultatene indikerer at PCI i stor grad eker den cytotoksiske effekten av saporin
(Figur 3.9). Toksisiteten av saporin alene er imidlertid relativt hoy og resulterer i hele
30 % celledrap. PDT induserer < 20 % celledrap og det sees ingen dose-respons

sammenheng. Ved PCI av saporin sees hele 75 % celledrap etter 60 sekunder, noe
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som betyr at PCI-effekten er storre enn den samlede effekten av PDT og saporin

alene.
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Figur 3.9: Behandling av MDA-MB231 celler med PCI av saporin med ”lys etter” -strategi.

Celleoverlevelsen er beregnet i forhold til ubehandlede celler og plottet mot lysdosen. Hvert

punkt representerer middelverdien av tre paralleller. Standardavvik (SD) er tegnet inn.

3.6 Etablering av trastuzumab-saporin immunotoksin

Det HER2-mélrettede immunotoksinet trastuzumab-saporin ble konstruert ved forst &
biotinylere trastuzumab for sa & kompleksere trastuzumab med streptavidin-konjugert
saporin som beskrevet i Avsnitt 2.5. Biotin binder til streptavidin med hoy affinitet og

bindingen som dannes er meget stabil.

3.6.1 Gelfiltrasjonskromatografi av biotinylert trastuzumab

Ved biotinylering av trastuzumab ble det tilsatt et overskudd av biotin. For & forhindre
binding av fritt biotin til streptavidin-saporin ble reaksjonslesningen renset vha
gelfiltrasjonskromatografi. Kolonnen, som var pakket med porgse Sephadex G-25
kuler, lar molekyler storre enn 50 kDa (f.eks biotinylert trastuzumab) vandre gjennom
kolonnen uten 4 trenge inn i kulene, mens mindre molekyler (f.eks ubundet biotin)
vandrer inn i kulene og trenger derfor et storre elueringsvolum for 8 komme gjennom

kolonnen. Eluatet ble samlet i ror med 15 dréper per ror (tilsvarer ca. 0,75 ml) og
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absorbans av elueringsfraksjonene (fortynnet 1:2) ble malt spektrofotometrisk ved
280 nm. Kurven som gjengir absorbans plottet mot volum av eluatet har et toppunkt
ved ca. 6 ml og en mindre topp rundt 10 ml (Figur 3.10). Den siste toppen kan skyldes
at noe av preven ble virvlet opp i kolonnen og derfor ble hengende etter som en hale.
En annen mulighet er at de lette kjedene i antistoffet pd 25 kDa ble spaltet av og at
disse trengte et storre elueringsvolum. Resultatene tyder pa at kun fraksjonene i ror 5-
16 (som tilsvarer elueringsvolum ~ 3,75-12 ml) inneholdt biotinylert trastuzumab.

Derfor ble disse slatt sammen til ett ror og benyttet til videre etablering av IT.

1,6
1,4 - —e— Biotinylert trastuzumab
1,2 4
1,0 1
0,8
0,6 |

Absorbans

0,4 1
0,2 |
0,0

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Elueringsvolum (ml)

Figur 3.10: Gelfiltrasjonskromatografi av biotinylert trastuzumab.

Absorbans i elueringsfraksjonene (1:2 fortynning) ved 280 nm er plottet mot akkumulert
volum av eluatet. Absorbans ved 280 nm korrelerer med konsentrasjon av trastuzumab i

losningen.

3.6.2 Kvantitativ bestemmelse av biotinylert trastuzumab

Biotinylert trastuzumab ble kvantifisert vha spektrofotometri. En standardkurve for
trastuzumab ble etablert ved & méle absorpsjon ved 280 nm i referanselesninger med
kjent konsentrasjon. Standardlesningene inneholdt fra 0,5-12 uM trastuzumab. Ved
hjelp av regresjon ble en funksjon for standardkurven bestemt (Figur 3.11) og denne
ble brukt til & regne ut konsentrasjon av trastuzumab i elueringsproduktet. Absorbans i
losningen med biotinylert trastuzumab ble mélt til 1,37 + 0,02, som tilsvarte 6,3 pM
trastuzumab. Biotin ble kvantifisert vha Pierce EZ-Link Sulfo-NHS-Biotinylation Kit
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(prosedyre; Avsnitt 2.5.4). Antall mol biotin per mol trastuzumab ble kalkulert basert

pa Beer-Lamberts lov. Utregningene kan sammenfattes slik:

0,9 x Agm HSA) — &g HAAB) x Mg (trastuzumab) x 10
C (tragtuzumabl x £ x 1

(0,9 x 0,814) —0,595) x 143531 g/mol x 10
2 mefmlx 34 000 M lem % 1 om

= 2.9 mol biofin per mol trastuzwm ab

Hvor: Asg H/A = absorbans av HABA/avidin-lgsningen fer tilsetting av biotin
Asogo H/A/B = absorbans av HABA/avidin-lgsningen etter tilsetting av biotin
My, (trastuzumab) = molekylvekt av trastuzumab (g/mol)
C (trastuzumab) = konsentrasjon av trastuzumab (mg/ml)
€ = molar ekstinksjonskoeffisient for HABA/avidin M'em™)

1 =lengden av lysveien (cm)

Utregningene gav et resultat pa 2,9 mol biotin per mol trastuzumab i det biotinylerte

produktet, dvs. opp mot 3 molekyler biotin per molekyl trastuzumab.

g 95 - + Standardlgsninger
8 ’ /
% 2 / = Biotinylert
215 trastuzumab
c y =0,2159x +0,0148
8 11 — Lineaer
5 .
205 regresjonslinje
2 O / A4
T 6,3 T
0 5 10 15

Konsentrasjon av Trastuzumab (pM)

Figur 3.11: Kvantitativ bestemmelse av biotinylert trastuzumab.

Absorbans ved 280 nm er plottet mot konsentrasjon av trastuzumab i standardlosninger.
Funksjon for kurven er bestemt ved regresjon. Hvert punkt representerer middelverdien av tre

paralleller og standardavvik (SD) er tegnet inn.
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3.8 Cytotoksiske effekter av streptavidin-saporin

IT av trastuzumab og saporin ble etablert vha biotin-streptavidin binding. For &
undersoke om konjugeringen til streptavidin endret saporins opptak og/eller
cytotoksisitet ble effekten av streptavidin-saporin og saporin sammenlignet. Cellene
ble behandlet med 0,2 pg/ml TPCS,, og 1,36 nM saporin eller streptavidin-saporin i
18 timer, for vask og 4 timer inkubasjon i medium fritt for PS og saporin fulgt av

lyseksponering.

3.8.1 PCI av saporin og streptavidin-saporin i Zr-75-1 celler

Resultatene indikerer at den cytotoksiske effekten av streptavidin-saporin og saporin
alene er relativt lik (Figur 3.12). Resultatene kan videre tyde pé at streptavidin-saporin
gir noe lavere effekt enn saporin ved levering med PCI, men den cytotoksiske

effekten er for liten til & kunne trekke noen konklusjoner.
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Figur 3.13: Behandling av Zr-75-1 celler med saporin og streptavidin-saporin med og uten

PCL
Celleoverlevelsen er beregnet i forhold til ubehandlede kontrollceller. Resultatene er

middelverdier av tre paralleller. Standardavvik (SD) er tegnet inn.
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3.8.2 PCI av saporin og streptavidin-saporin i MDA-MB231 celler

Resultatene indikerer at streptavidin-saporin og saporin alene induserer omtrent
samme cytotoksiske effekt (Figur 3.13). PCI av streptavidin-saporin induserer ingen
okt cytotoksisitet sammenlignet med streptavidin-saporin alene, mens PCI gir en klart

okt effekt av ukonjugert saporin.
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Figur 3.13: Behandling av MDA-MB231celler med saporin og streptavidin-saporin med og
uten PCL.
Celleoverlevelsen er beregnet i forhold til ubehandlede kontrollceller. Resultatene er

middelverdier av tre paralleller. Standardavvik (SD) er tegnet inn.

3.9 Studier av immunotoksinet trastuzumab-saporin

Trastuzumab-saporin er et HER2-malrettet IT. Binding av trastuzumab til HER2 pa
celleoverflaten fremmer opptak av toksinet ved reseptormediert endocytose. Den
terapeutiske nytten av [T et vil imidlertid begrenses av begrenset translokasjon til
cytosol og lysosomal degradering av toksinet. Trastuzumab-saporin ble derfor
evaluert for levering med PCI. Undersegkelser ble gjort i bAde HER2-positive og
HER2-negative cellelinjer for & vurdere trastuzumab-saporins HER2-selektivitet og

viktigheten av HER2 for opptak av IT et i cellene.
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3.9.1 Cytotoksiske effekter av trastuzumab-saporin i Zr-75-1 celler

Toksisk effekt av ekende konsentrasjoner av trastuzumab-saporin ble undersekt i
HER2-positive Zr-75-1 celler. Cellene ble behandlet med varierende konsentrasjoner
av trastuzumab-saporin i 18 timer for de ble vasket og inkubert i medium i 4 timer
fulgt av lyseksponering. Resultatene indikerer at effekten av trastuzumab-saporin i Zr-
75-1 celler gker svakt med konsentrasjonen opp til ca. 10 nM (Figur 3.14). Kurven
viser at trastuzumab-saporin ikke reduserer celleviabiliteten med mer enn 15 % med

de konsentrasjonene som ble undersekt.
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Figur 3.14: Cytotoksisitet av trastuzumab-saporin i HER2-positive Zr-75-1 celler.
Overlevelsen er beregnet i forhold til ubehandlede kontrollceller. Resultatene er

middelverdier av tre parallelle malinger. Standardavvik (SD) er tegnet inn.

3.9.2 PCI av trastuzumab-saporin i HER2-positive Zr-75-1 celler

Trastuzumab-saporin ble testet ut i HER2-positive Zr-75-1 celler med levering med
PCI. PCI av streptavidin-saporin ble inkludert som kontroll for & studere betydningen
av trastuzumab for opptak og toksisitet av trastuzumab-saporin. P4 bakgrunn av
resultatene i Figur 3.14 ble trastuzumab-saporin testet i konsentrasjonsomradet 1-1000
pM. Cellene ble behandlet med 0,2 pg/ml TPCS,, og/eller varierende konsentrasjoner
av trastuzumab-saporin eller streptavidin-saporin i 18 timer, vasket og inkubert 4

timer i medium for 180 sekunder lyseksponering. Resultatene indikerer at
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streptavidin-saporin og trastuzumab-saporin alene gir minimal toksisitet i Zr-75-1
(Figur 3.15). Effekten okes ved kombinasjon med PCI for alle konsentrasjoner av
trastuzumab-saporin og streptavidin-saporin, men trastuzumab-saporin er ca. 10
ganger mer cytotoksisk enn streptavidin-saporin ved kombinasjon med PCI i Zr-75-1

cellene.
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Figur 3.15: Behandling av Zr-75-1 med varierende konsentrasjoner av trastuzumab-
saporin og streptavidin-saporin med og uten PCIL

Cellene som ble behandlet med PCI ble eksponert for lys i 180 sekunder, mens de andre
cellene ikke fikk lysbehandling. Overlevelsen er beregnet i forhold til ubehandlede
kontrollceller. Resultat for PCI uten trastuzumab-saporin eller streptavidin-saporin tilsvarer
overlevelse etter fotokjemisk behandling (PDT). Resultatene er middelverdier av tre parallelle

madlinger. Standardavvik (SD) er tegnet inn.

3.9.3 PCI av trastuzumab-saporin i HER2-negative MDA-MB231 celler

Effekt av trastuzumab-saporin ble ogsad undersekt i HER2-negative MDA-MB231
celler for & studere betydningen av HER2 for den behandlende effekten av immuno-
toksinet i cellene. Cellene ble behandlet med 0,2 pg/ml TPCS,, og/eller varierende
konsentrasjoner av trastuzumab-saporin eller streptavidin-saporin i 18 timer, vasket
og inkubert 4 timer i medium for 180 sekunder lyseksponering. Resultatene indikerer
at bade streptavidin-saporin og trastuzumab-saporin alene utever minimal toksisitet i

MDA-MB231 cellene (Figur 3.16), men at den toksiske effekten eker i kombinasjon
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med PCI ved konsentrasjoner av trastuzumab-saporin og streptavidin-saporin over 10
pM. Det er ingen signifikant forskjell i cytotoksisitet av streptavidin-saporin og

trastuzumab-saporin i kombinasjon med PCL
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Figur 3.16: Behandling av MDA-MB231 med varierende konsentrasjoner av trastuzumab-
saporin og streptavidin-saporin med og uten PCIL

Cellene som ble behandlet med PCI ble eksponert for lys i 180 sekunder, mens de andre
cellene ikke fikk lysbehandling. Overlevelsen er beregnet i forhold til ubehandlede
kontrollceller. Resultat for PCI uten trastuzumab-saporin eller streptavidin-saporin tilsvarer
overlevelse etter fotokjemisk behandling (PDT). Resultatene er middelverdier av tre parallelle

malinger. Standardavvik (SD) er tegnet inn.

3.9.4 PCI av trastuzumab-saporin i Zr-75-1 celler etter blokkering av

HER2 med fritt trastuzumab

Cellulert opptak av trastuzumab-saporin ble forsekt blokkert med et overskudd av
fritt trastuzumab i forkant av levering av trastuzumab-saporin med PCI. Dette ble
gjort for & dokumentere betydningen av HER2 for behandlende effekt av trastuzumab-
saporin i HER2-positive celler. Cellene ble inkubert med 0,2 pg/ml TPCS,, 1 18 timer
for de ble vasket tre ganger med medium. Noen av cellene ble tilsatt 27 nM
trastuzumab (20x overskudd), mens andre ble tilsatt medium. Etter inkubasjon i 1
time ble cellene tilsatt 1,36 nM trastuzumab-saporin eller streptavidin-saporin og

inkubert i nye 3 timer i fortsatt nervaer av trastuzumab. Cellene ble eksponert for
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varierende lysdoser. Resultatene i Figur 3.17 er 1 samsvar med tidligere forsek som
viser at trastuzumab-saporin er mer toksisk i Zr-75-1 cellene enn streptavidin-saporin
ved levering med PCI (Figur 3.15). Ved blokkering av HER2 med trastuzumab for
behandling med trastuzumab-saporin fulgt av PCI induseres ikke storre effekt enn ved

PCI av streptavidin-saporin.
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Figur 3.17: Blokkering av HER?2 med fritt trastuzumab.

Cellene ble behandlet med TPCS,, for inkubering med streptavidin-saporin, IT eller
blokkering av HER? i forkant av trastuzumab-saporin. Overlevelsen er beregnet i forhold til
ubehandlede kontroliceller. Resultatene er middelverdier av tre parallelle malinger.

Standardavvik (SD) er tegnet inn.

3.9.5 PCI av trastuzumab-saporin med ”lys forst” — prinsippet

Ved behandling av celler med PCI etter "lys forst” - strategi gjennomfoeres den
fotokjemiske behandlingen i forkant av administrasjon av de terapeutiske molekylene
(Avsnitt 2.3.3). Tidligere studier av saporin-konjugater har vist at PCI med "lys forst”
ikke gir noen storre effekt enn den fotokjemiske behandlingen alene [2;3]. Effekt av
PDT, PCI av saporin med "lys etter” og "lys forst” ble undersokt i Zr-75-1 celler. Alle
cellene ble behandlet med 0,2 pg/ml TPCS,,1 18 timer, vasket og inkubert 4 timer i
PS-fritt medium fer lyseksponering. Cellene som skulle behandles med PCI med ’lys
etter” ble inkubert med 0,14 nM IT i 18 timer (samtidig med TPCS,,), mens de som
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skulle behandles med PCI med "lys forst” ble tilsatt 0,14 nM trastuzumab-saporin rett
etter belysning. Resultatene indikerer at effekten av PCI av saporin i stor grad
reduseres ved behandling med “lys forst” sammenlignet med “lys etter” (Figur 3.18).
Forskjellen i effekt mellom PDT og PCI med ”lys forst” er relativt konstant
uavhengig av om lysdosen egkes. Ved PCI med "lys etter” oppnds en synergistisk

effekt mellom den fotokjemiske behandlingen og effekten av IT.
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Figur 3.18: Behandling av Zr-75-1 med PCI av trastuzumab-saporin med ”lys etter” og
¥lys forst”-strategi.

Cellene ble inkubert med trastuzumab-saporin i forkant eller etterkant av fotokjemisk
behandling med varierende lysdoser. Overlevelsen er beregnet i forhold til ubehandlede
kontrollceller. Resultatene er middelverdier av tre parallelle mdlinger. Standardavvik (SD) er

tegnet inn.

3.10 Fotokjemisk skade paA HER2 og EGFR etter PDT

Siden effekt av trastuzumab-saporin ble redusert ved levering med PCI med "lys
forst” 1 forhold til "lys etter” (Figur 3.18) var det av interesse 4 underseke om PDT
pavirket reseptormediert opptak av immunotoksinet. Fotokjemisk skade pda EGFR og
HER?2 etter behandling med PDT ble studert vha Western blotting. Cellene ble
behandlet med 0,2 pg/ml TPCS,,1 18 timer, vasket og inkubert 4 timer i PS-fritt

medium for lyseksponering. Cellene ble hestet 5 minutter etter belysning (prosedyre;
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Avsnitt 2.6.1). Pravene som ble applisert i brennene ved elektroforese ble justert med
hensyn pa proteinmengde for & kunne sammenligne ekspresjonsnivdet av HER2 og
EGEFR etter ulik lyseksponering. Overlevelsesstudier med MTT-assay ble utfort 48
timer etter belysning for celler som ble behandlet identisk og parallelt med cellene
som skulle undersekes med Western blotting. Resultatene indikerer at 150 og 300
sekunder lyseksponering drepte hhv. 17 og 38 % av Zr-75-1 cellene og 34 og 66 % av
MDA-MB231 cellene (Figur 3.19).
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Figur 3.19: Celleoverlevelse etter PDT.
Celleoverlevelsen er plottet mot lysdosen. Resultatene er middelverdier av tre

paralleller. Standardavvik (SD) er tegnet inn.

3.10.1 Fotokjemisk skade pa HE2 i Zr-75-1 celler etter PDT

Resultatene indikerer en nedgang i bade total mengde og aktiv (fosforylert) form av
HER?2 i Zr-75-1 celler etter PDT med ekende lysdoser (Figur 3.20). Nedreguleringen

ser ut til & vaere storst for den fosforylerte formen av HER2.
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Figur 3.20: Ekspresjon av HER?2 og p-HER?2 i Zr-75-1 celler etter PDT-behandling.

Figuren viser ekspresjon av A) total mengde HER2 og B) fosforylert HER2 i Zr-75-1 celler.
Cellene ble belyst med oppgitte lysdoser (hhv. 60, 120 og 180 sekunder) og hostet 5 minutter
etter belysning. 180 sekunder belysning tilsvarer ca. 20 % celledrap. Intensiteten er beregnet
relativt til "NL”, dvs. celler behandlet med PS uten lys. Ved applisering av prover til

elektroforese ble det justert for relativ proteinmengde. "MW viser molekylvektstandarden.

3.10.2 Fotokjemisk skade pa EGFR i MDA-MB231 celler etter PDT

Ved undersekelse av ekspresjon av fosforylert EGFR ble cellene inkubert med 100
ng/ml EGF i 2 minutter rett for cellehesting for & stimulere tyrosinfosforylering av
EGFR. Resultatene viser en tydelig nedregulering av p-EGFR i MDA-MB231 celler
etter PDT med ekende lysdoser (Figur 3.21). Resultatene viser liten eller ingen
nedregulering av total mengde EGFR.

90



3 Resultater

A)

Relativ intensitet (%)
()]
o

80 -
40 |
20 -
O,

3OOSek 1503ek

250kDa —

150kDa [~
Rl T
EGFR .
MW
B & 120
8 100
‘w80
c
‘g 60
.; 40 |
Hi |
g o

300sek  150sek

PEGFR| Wi s - - 250kDa

150kDa

MW

Figur 3.21: Ekspresjon av EGFR og p-EGFR i MDA-MB231 celler etter PDT-behandling.

Figuren viser ekspresjon av A) total mengde EGFR og B) fosforylert EGFR i MDA-MB231
celler. Cellene ble belyst med oppgitte lysdoser (hhv. 150 og 300 sekunder) og hostet 5
minutter etter belysning. 300 sekunder belysning tilsvarer ca. 66 % celledrap. Intensiteten er
beregnet relativt til "NT”, dvs. ubehandlede kontrollceller. "NL” viser celler behandlet med
PS uten lys. Ved applisering av prover til elektroforese ble det justert for relativ
proteinmengde. "MW viser molekylvektstandarden.
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3.11 Fluorescensmikroskopi av trastuzumab-opptak ved PCI med

“lys forst”

Pa bakgrunn av resultatene i Avsnitt 3.9.5 og 3.10.1 var det av interesse & studere
cellulert opptak av trastuzumab ved PCI med “lys ferst”. Trastuzumab utgjer den
cellebindende delen av trastuzumab-saporin og er ansvarlig for opptak av saporin i
cellene. Biotinylert trastuzumab ble kompleksert med fluorescensmerket streptavidin
(konjugert til Alexa Fluor® 488) og cellulaert opptak ble studert vha fluorescens-
mikroskopi i HER2-positive Zr-75-1 celler for & underseke om PDT hemmer opptak
av antistoffet. Zr-75-1 celler ble inkubert med 0,2 pg/ml TPCS,, eller PS-fritt medium
1 18 timer, vasket og inkubert 4 timer i PS-fritt medium for lyseksponering.
Umiddelbart etter belysning ble cellene tilsatt 100 nM alexa488-merket trastuzumab-
biotin-streptavidin og inkubert i 3 timer. Cellene ble studert med en filterkombinasjon
som var tilpasset absorpsjons- og emisjonsegenskapene til alexa488 (Figur 2.9). Det
ble undersgkt at fluorescens fra TPCS,, ikke ble detektert med denne

filterkombinasjonen.

Mikroskopibildene indikerer et granulaert fluorescensmeonster i de ubehandlede Zr-75-
1 cellene (Figur 3.22, bilde 1b). Dette tyder pa internalisering av trastuzumab. Det
sees ingen fluorescens i cellekjernen. Etter behandling av cellene med PDT som i "’lys
forst”- behandlingsregimet sees fluorescensen som sterre klynger i forbindelse med
plasmamembranen. Bildene gjengir fluorescens i cellen som helhet, ikke bare i et
tverrsnitt. Dette gjor at det er vanskelig & vurdere hvorvidt klyngen av fluorescens
inne i midten av cellen i Figur 3.22, bilde 2b reflekterer fluorescens inne i cellen eller
pa plasmamembranen pé cellens overside. Trastuzumab-lokaliseringen som indikert
med pil i Figur 3.22, bilde 2b indikerer imidlertid at trastuzumab-bindingen klynges

sammen i et omrade pa overflaten av cellen.
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Figur 3.22: Fluorescensmikroskopi av alexa488-merket trastuzumab-biotin-streptavidin i

Zr-75-1 celler.

1) viser ubehandlede Zr-75-1 celler og 2) viser celler behandlet med PCI av alexa488-merket
trastuzumab-biotin-streptavidin med “lys forst”. a) viser fasekontrast av Zr-75-1 cellene,
mens b) viser fluorescens av alexa488-merket trastuzumab-biotin-streptavidin. Bildene er tatt
med 40x objektiv supplert med 2,5x forstorrelse. Bakgrunnsfluorescens er trukket fra og
intensiteten i bildene er justert for a kunne sammenligne fluorescensen etter de ulike

behandlingene.

93



4 Diskusjon

KAPITTEL 4: DISKUSJON

4.1 HER2-mailrettet behandling

Malrettet behandling av brystkreft har i flere tidr dreiet seg rundt hormonrettet terapi,
som tamoxifen og aromatasehemmere. I de senere arene har en rekke nye malrettede
terapier blitt utviklet som folge av bedre kjennskap til gener og signaliseringsveier
som er involverte i utvikling av kreft [113]. Overekspresjon av HER2 er identifisert
hos nesten 25 % av pasienter med brystkreft, og dette kombinert med mangfoldet av
cellulere funksjoner som reguleres via EGFR/HER-familien gjor HER?2 til et aktuelt
angrepspunkt for malrettet kreftterapi [114]. To legemidler er sa langt godkjente for
behandling av HER2-positiv brystkreft; trastuzumab (Herceptin®), introdusert i 1998,
og lapatinib (Tykerb/Tyverb®), i 2007 [115].

Trastuzumab brukes i behandling av brystkreft i kombinasjon med tradisjonelle
kjemoterapeutika, som taxaner og vinorelbine [113]. En stor andel av pasientene med
overekspresjon av HER2 vil imidlertid ikke respondere pa trastuzumab, og tilbakefall
og utvikling av resistens mot trastuzumab i tumor er et velkjent problem i klinisk
sammenheng. Resistensutvikling kan tenkes a skyldes endret interaksjon mellom
antistoff og reseptor, kompensatorisk aktivering av andre reseptorer (f.eks andre EGF-
reseptorer eller gstrogenreseptorer) eller konstant aktivering av signalkaskader
nedstrams for HER2 [113]. Kun 1 av 3 pasienter med HER2-positiv metastaserende
brystkreft responderer pa trastuzumab monoterapi, og de fleste av dem vil utvikle
resistens innen et ar [116]. Dette har fort til et behov for utvikling av nye, mer potente
HER2-malrettede terapier, som f.eks trastuzumab-MCC-DM1 [115]. Trastuzumab
bundet via tioeter (MCC) til mikrotubuli-hemmeren DM1 er i fase 1-studier vist & gi
doseavhengig veksthemming av HER2-positive brystkreftceller som er resistente mot
trastuzumab monoterapi [117]. Trastuzumab-MCC-DM1 internaliseres ved binding til
HER2-positive celler og DM antas a frigjeres i aktiv form etter lysosomal

degradering av komplekset [118].
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Malet med denne oppgaven var & etablere et HER2-mélrettet immunotoksin (IT) for
sa & evaluere dette for levering med PCI. Et trastuzumab-konjugat ble konstruert vha
biotin-streptavidin med sikte pa malrettet levering av plantetoksinet saporin til HER2-
positive kreftceller. P4 bakgrunn av tidligere publikasjoner [109] og proteindeteksjon
med Western blotting (Figur 3.1) ble Zr-75-1 benyttet som HER2-positiv cellelinje i
forsekene, mens MDA-MB231 ble inkludert som HER2-negativ kontrollcellelinje.

Begge er humane cancer mamma cellelinjer.

4.2 Intracellulzer lokalisering av TPCS;,

Intracelluleer lokalisering av fotosensitizeren (PS) ble undersekt, fordi endolysosomal
lokalisering er en forutsetning for frigjering av endocyterte molekyler med PCI.
Fluorescensmikroskopi av Zr-75-1 og MDA-MB231 celler etter 18 timer inkubasjon
med TPCS,;,, vask og 4 timer inkubasjon i PS-fritt medium viste granuler fluorescens,
som trolig reflekterer endolysosomal lokalisering av TPCS,, (Figur 3.5 og 3.6, bilde
2b). Bilder tatt for vask og 4 timer inkubasjon i PS-fritt medium viste 1 tillegg en
diffus fluorescens over hele cellene (Figur 3.5 og 3.6, bilde 1b). Pa grunn av sin
amfifile struktur vil TPCS,, penetrere inn i, men ikke gjennom celluleere membraner.
Den diffuse fluorescensen etter 18 timer inkubasjon med TPCS;, skyldes derfor trolig
binding av TPCS,, til plasmamembranen, og ikke lokalisering i cytoplasma. Dette
kunne imidlertid vert dokumentert bedre med konfokal mikroskopi. Mangel pa
deteksjon av fluorescens pa plasmamembranen etter 4 timer vask med medium tyder
pa at TPCS,, vaskes bort fra plasmamembranen. Observasjonene er i samsvar med

resultater av forsek med andre amfifile PS’e (AlPcS,, og TPPS,,) [28;48].

4.2.1 Konsekvenser av lokalisering av PS pa plasmamembranen for PCI

I PCI-behandlingen vil man i tillegg til den fotokjemisk induserte leveringen av
terapeutiske molekyler ogséa indusere direkte cytotoksiske effekter av den
fotokjemiske behandlingen. Lokalisering av PS pé plasmamembranen ved belysnings-
tidspunktet vil kunne medfere oksidering av membrankomponenter, som umettede

fettsyrer og kolesterol, og gi skade p& plasmamembranen. Skadene kan indusere
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nekrostiske prosesser som, avhengig av hvor raskt de inntreffer, kan innvirke pa den
cytotoksiske effekten av fotokjemisk frigjering av makromolekylet. Ved PCI med
’lys for”-strategi kan oksidativ skade pd plasmamembranen fore til endret opptak av
makromolekylet (Figur 3.18). Mikroskopistudier av intracelluler lokalisering av
TPCS,, (Figur 3.5 og 3.6) tyder pé at det meste av PS er borte fra plasmamembranen
etter 4 timer vask 1 PS-fritt medium. Det kan imidlertid ikke utelukkes at sma
mengder PS fortsatt er gjenvaerende pa plasmamembranen. Alternativt kan PS
relokaliseres under lysbehandlingen fra de endocytiske vesiklene til

plasmamembranen.

4.3 Cytotoksiske effekter av PDT og PCI av saporin i Zr-75-1 og
MDA-MB231 celler

Cytotoksisiteten som medieres ved levering av toksiner med PCI er et resultat av den
fotokjemiske behandlingen og behandling med toksinet. Saporin (type 1 RIP) er alene
lite toksisk mot celler grunnet ineffektivt opptak ved pinocytose etterfulgt av
degradering i lysosomer, som gir liten grad av translokalisering til cytosol [60]. In
vitro studier har vist at cytotoksisiteten av type 1 RIPs kan gkes mer enn 100 ganger 1

kombinasjon med fotokjemisk behandling [119].

Forsek hvor saporin alene, PDT og PCI av saporin ble studert viser en synergistisk
toksisk effekt ved kombinasjon av saporin og fotokjemisk behandling (Figur 3.8 og
3.9). Den observerte kombinerte effekten av PDT og saporin er storre enn additiv
effekt ved alle lysdoser i bade Zr-75-1 og MDA-MB231 cellene. Storre cytotoksisitet
av PCI av saporin i MDA-MB231 enn i Zr-75-1 cellene ved tilsvarende lysdoser kan
skyldes forskjeller i cellelinjenes endocytoserate eller cellenes sensitivitet overfor den
fotokjemiske behandlingen eller saporin. MDA-MB231 cellene var mer sensitive
overfor bade PDT og saporin (Figur 3.7 og 3.9), noe som kan skyldes bade hoyere
endocytoserate og hoyere generell behandlingssensitivitet. Imidlertid indikerer den
sterkere cytotoksiske effekten av den fotokjemiske frigjering av endocytert saporin at
endocytoseraten er hgyere i MDA-MB231 cellene enn i Zr-75-1 cellene. Dette ber
imidlertid verifiseres med cellulere opptaksstudier av endocytosemarkerer og

TPCS,,.
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4.4 Cytotoksiske effekter av streptavidin-saporin

En potensiell begrensning med bruk av konjugater av saporin sammenlignet med fritt
saporin er at den toksiske aktiviteten kan bli redusert som folge av den kjemiske
konjugeringen. Trastuzumab ble kompleksert til saporin via biotin-streptavidin
binding. Bindingen ansees som en enkel metode for konstruering av malrettede
konjugater og er vist & bevare spesifisiteten av bade EGF-saporin og cetuximab-
saporin [2]. Den cytotoksiske effekten av saporin og streptavidin-saporin med og uten
PCI har imidlertid ikke blitt sammenlignet tidligere. Dosene som ble undersekt av
saporin og streptavidin-saporin alene i Zr-75-1 og MDA-MB231 cellene var for lave
til & kunne trekke bastante slutninger angéende deres relative cytotoksisitet (Figur
3.12 0g 3.13). Ved levering med PCI var det imidlertid en klart storre effekt av
saporin enn streptavidin-saporin i MDA-MB231 cellene (Figur 3.13), noe som ogsé
kunne indikeres ut fra resultatene med Zr-75-1 cellene selv om dosene i disse studiene
var for lave til & trekke klare konklusjoner (Figur 3.12). Den observerte effekten av
behandlingene vil vaere en sum av cellulart opptak, frigjering til cytosol og direkte
cytotoksisk effekt av saporin. Studier gjort av Hess et al. viste at ECso-verdien (dvs.
50 % av maksimal effektiv konsentrasjon) av saporin i et cellefritt reticulocytt lysat
system var 6,4 pM sammenlignet med 190 pM for streptavidin-saporin, noe som
tilsvarer ~ 30 ganger reduksjon i den direkte cytotoksiske effekten som folge av
konjugeringen [120]. Ved kompleksering av streptavidin-saporin til gpC9M (en hay-
aviditetstetramer) ble ECso-verdien redusert til 43,8 pM. Resultatet tyder pa at
saporins enzymatiske aktivitet hemmes ved binding av saporin til streptavidin, men at
aktiviteten delvis reetableres nar streptavidin binder til tetrameren gpC9M. En mulig
forklaring pa fenomenet er at konformasjonsendringer finner sted ved binding av
streptavidin-saporin som forer til at streptavidin stenger for saporins aktive sete. Ved
binding av streptavidin til gpCIM skjer igjen en konformasjonsendring som gjor at
det aktive setet eksponeres. Det kan tenkes at dette er arsak til den reduserte effekten
av PCI av streptavidin-saporin sammenlignet med PCI av saporin som er vist i Figur

3.12 0g 3.13.
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4.5 Studier avimmunotoksinet trastuzumab-saporin

Studier viste at trastuzumab-saporin alene utevde lav cytotoksisitet i baide HER2-
positive Zr-75-1 celler og HER2-negative MDA-MB231 celler (Figur 3.15 og 3.16).
Den lave cytotoksiske effekten av trastuzumab-saporin i Zr-75-1 og MDA-MB231
cellene kan blant annet skyldes ineffektivt opptak og lav translokalisering av saporin
til cytosol. At hverken det HER2-spesifikke 1T et eller streptavidin-saporin induserer
signifikant cytotoksisitet i de HER2-positive cellene kan tyde pa at manglende

endolysosomal frigjering av toksinet er en begrensning for terapeutisk effekt.

4.5.1 PCI av trastuzumab-saporin

PCI er i flere studier vist & potensiere effekten av mélrettede toksiner, bade
affinitetstoksiner [2] og IT er [3]. Blant annet er cytotoksisiteten av MOC31-gelonin
og EGF-saporin vist & gkes hhv. >100 ganger og > 1000 ganger som folge av levering
med PCI [2;50]. Trastuzumab-saporin og streptavidin-saporin ble evaluert for levering
med PCI. Levering med PCI med ”lys etter” strategi resulterte i en synergistisk
toksisk effekt sammenlignet med effekt av fotokjemisk behandling og trastuzumab-
saporin/streptavidin-saporin alene i bdde Zr-75-1 og MDA-MB231 cellene (Figur
3.15 og 3.16). Resultatet indikerer at den fotokjemiske behandlingen forer til

frigjoring av toksinet fra endosomer og lysosomer for det blir proteolytisk degradert.

4.5.2 HER2-spesifisitet av trastuzumab-saporin

Trastuzumab-saporin induserte betydelig hoyere toksisitet enn streptavidin-saporin
ved levering med PCI i HER2-positive Zr-75-1 celler (Figur 3.15). Den cytotoksiske
effekten i Zr-75-1 cellene var ca. 10 ganger storre etter PCI av trastuzumab-saporin
enn PCI av streptavidin-saporin ved en lysdose som gav ca. 41 % celleoverlevelse
etter PDT. I de HER2-negative MDA-MB231 cellene var det derimot ingen
tilsvarende forskjell pa PCl-effekt av trastuzumab-saporin og streptavidin-saporin
(Figur 3.16). Observasjonene bekrefter at trastuzumab-saporin leveres spesifikt til

celler som overuttrykker HER2. Resultatene samsvarer med publikasjoner som
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omhandler IT er, hvor spesifikke mAb-antigen interaksjoner rapporteres & indusere
internalisering av IT’ene [89;90]. Trastuzumab-saporins HER2-spesifisitet ble ogsé
dokumentert ved & inkubere Zr-75-1 celler med ukonjugert trastuzumab i forkant av
administrasjon av trastuzumab-saporin (Figur 3.17). Trastuzumab ble tilsatt i
overskudd for & oppnd metning av HER2-reseptoren og derved forhindre interaksjon
mellom trastuzumab-saporin og HER2. HER2-blokkering forte til at trastuzumab-
saporin ikke utevde sterre cytotoksisitet enn streptavidin-saporin ved levering med
PCI. Det indikerer at binding av trastuzumab til saporin eker opptaket av saporin

primert via binding til HER2 1 Zr-75-1 cellene.

4.6 Sammenligning av PCI med ”Lys for” og ”lys etter” strategi

Trastuzumab-saporin induserte storre cytotoksisk effekt med PCI med lys etter”-
strategi enn med “lys for” (Figur 3.18). Resultatene samsvarer med PCl-studier av
andre malrettede toksiner [2;3]. Studier av den cytotoksiske effekten av trastuzumab-
saporin (Figur 3.15 og 3.16) tyder pa at antistoftbinding til HER2 er avgjerende for
opptaket av IT’et. Redusert effekt av trastuzumab-saporin ved administrering til

cellene etter PDT kan derfor tenkes & skyldes fotokjemisk skade pé reseptoren.

4.6.1 Fotokjemisk skade av EGFR og HER2 etter PDT

PDT med TPPS;, har i tidligere studier blitt vist &8 hemme EGF-stimulert fosforylering
av EGFR i flere cellelinjer bade med og uten 4 timer inkubasjon PS-fritt medium i
forkant av belysning [28]. Effekt pa total EGFR har kun blitt pavist direkte etter 18
timer inkubasjon med TPPS,,. Ekspresjon av EGFR og HER?2 etter behandling av
celler med PDT ble studer med Western blotting. Studiene viste at ekspresjon av bade
total mengde og aktivert (fosforylert) form av reseptorene var nedregulert 5 minutter
etter fotokjemisk behandling i bdide MDA-MB231 og Zr-75-1 cellene (Figur 3.20 og
3.21). Dette kan skyldes at EGFR og HER?2 ble skadet som folge av relokalisering av
PS ved belysning [16] eller at sm& mengder av PS var gjenvarende pa

plasmamembranen etter vaskeprosedyren.
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4.6.2 Opptak av trastuzumab-saporin etter fotokjemisk behandling

Intracellulaert opptak av trastuzumab-saporin i HER2-positive Zr-75-1 celler som i
forkant var blitt behandlet med PDT ble studert vha fluorescensmikroskopi.
Alexa488-merket trastuzumab-biotin-streptavidin ble brukt for a studere opptak av
trastuzumab-saporin, da det ble antatt at saporin ikke er av betydning for opptak av
IT’et. I Zr-75-1 cellene som ikke var behandlet med PDT var konjugatet lokalisert i
granula, noe som indikerte at det hadde blitt internalisert og tatt opp i endocytiske
vesikler (Figur 3.22, bilde 1b). Ved inkubering av Zr-75-1 celler med konjugatet etter
PDT ble fluorescensen detektert som store felt i forbindelse med plasmamembranen
(Figur 3.22, bilde 2b). Dette kunne tyde pa at trastuzumab hadde bundet til HER2
uten at komplekset ble internalisert. Mulige arsaker til klyngevis lokalisering av

fluorescensen og manglende internalisering ber diskuteres.

Det er tidligere rapportert at PDT ikke inhiberer endocytose generelt, siden gelonin
induserer starre cytotoksisitet ved PCI med lys for” enn ”lys etter”-strategi [56].
Studier tyder imidlertid pa at PDT kan inhibere reseptormediert endocytose [2;3].
PDT med lipofile og amfifile PS’e kan indusere oksidasjon av umettede lipider, som
fosfolipider og kolesterol, i celluleere membraner [121]. Lipidsammensetningen i
plasmamembranen er vist & pavirke assosieringsegenskaper og biologiske funksjoner
hos reseptorene i EGFR/HER-familien [122]. Kolesterol utgjer ~ 45 mol% av det
totale lipidinnholdet i plasmamembranen [123] og sfingolipider og kolesterol finnes i
serlig hay konsentrasjon i lipid rafts hvor HER2 og EGFR er funnet & ko-lokaliseres
[122]. Oksidasjon av umettede lipider gir dannelse av lipidperoksider, som brytes ned
til produkter som endrer lipid raftenes egenskaper dramatisk [124]. PDT induserer
dannelse av ceramid som er vist & indusere en spontan assosiering av lipid rafts i
nanometer-skala til storre domener i mikrometer-skala [125]. Dannelse av slike store
rafts er en fundamental prosess for reseptor clustering, rekruttering av intracellulere
molekyler eller eksklusjon av inhiberende signalfaktorer, som initierer
signaltransduksjon [126]. Studier tyder pa at kolesterol sgrger for et dynamisk milje i
lipid rafts, muligens gjennom F-actin polymerisering, og at oksidasjon av kolesterol
vil kunne endre mobiliteten av HER2 og EGFR i plasmamembranen [127]. PDT kan

derfor gjennom indusering av fotooksidativ skade pa membranlipider ha indirekte
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innvirkning pa reseptorenes mobilitet, dimeriseringsegenskaper og evnen til & mediere

signalisering [128].

4.7 Potensielle fordeler og begrensninger ved behandling av

brystkreft med PCI av trastuzumab-saporin

IT’er kan potensielt tilby en mer effektiv og spesifikk kreftbehandling sammenlignet
med konvensjonelle terapier. Til né har imidlertid kun et IT blitt godkjent; et konjugat
av IL-2 og modifisert difteria toksin for behandling av kutant T-celle lymfom [129].
Trastuzumab-saporin kan potensielt utnyttes i mélrettet behandling av kreftceller med
overekspresjon av HER2. Ved behandling med PCI benyttes ikke antistoffet primeert
som et legemiddel, men som et middel for levering av et legemiddel, i dette tilfellet
saporin. Trastuzumab kan likevel hemme cellevekst gjennom inhibering av

vekstfremmende signalveier, samt indusering av ADCC og CDC in vivo.

Generelle utfordringer med behandling med IT er er opptak 1 normale celler som forer
til uensket toksisitet og immunogenisitet. I tillegg begrenses behandling av solide
tumorer av darlig penetrasjon av IT er inn i tumorvev [130]. HER2 uttrykkes til en
viss grad i normale celler, noe som kan redusere spesifisiteten av trastuzumab-saporin
behandlingen. Trastuzumabs lange halveringstid (3-4 uker) kan gi opphav til
uenskede bivirkninger, blant annet hepatotoksisitet, kardiotoksisitet og vascular leak
syndrome (VLS) [114]. VLS kan reduseres ved & bruke sma konjugater med kort
halveringstid i plasma og leveringsmetoder som hindrer binding av toksinet til
endotelceller [129]. Lang halveringstid i plasma kan imidlertid ha sine fordeler ved at
storre konsentrasjonsgradient over cellulere barrierer gker penetrasjon inn i tumor
[87;113]. Sterrelsen av trastuzumab-saporin (>240 kDa) kan veare en begrensning,
bade pga begrenset penetrasjon inn i tumorvev og immunogenisitet. Starrelsen kunne
veert redusert ved & utnytte kun Fv-delen av antistoffet, men trastuzumab mister da
evnen til & mediere ADCC og CDC, som er vist & vere viktig for effekt av
trastuzumab in vivo [131]. Immunogenisiteten mot selve antistoffet antas & veere

minimal, siden trastuzumab er et humanisert antistoff. Produksjon av neytraliserende
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antistoffer mot saporin derimot er ikke usannsynlig, siden toksinet er produsert i

planter.

PCI kan bidra til & overkomme flere av utfordringene og oke det terapeutiske
potensialet av IT er. PCI kan gi okt selektivitet og redusert toksisitet ved at toksinet
kun frigjeres i celler hvor PS aktiveres. PS akkumuleres som kjent preferensielt 1
tumorvev og belysning skjer lokalt. Toksiner som tas opp i normale celler uten PS vil
degraderes lysosomalt. PCI kan videre bidra til redusert immunogenisitet og
resistensutvikling, siden hey effektivitet gjor at antall behandlingssykluser kan

reduseres.

4.8 Eksperimentelle feilkilder

Metodene som ble brukt i studien er beheftet med flere potensielle feilkilder som kan

ha hatt innvirkning pa resultatene.

4.8.1 Telling og utsiing av celler

Telling av celler ble gjort ved a pipettere ut en drape av cellesuspensjonen til et
tellekammer og telle cellene vha mikroskop. Det kan tenkes at lesningen ikke var
homogen og at uttaket av suspensjonen derfor ikke var representativ for resten av

lesningen. Uneyaktighet hos operater under telleprosessen kan heller ikke utelukkes.
4.8.2 Beskyttelse mot lys ved arbeid med TPCS,,

Arbeid med PS ble konsekvent utfort under dempet belysning. Det kan imidlertid
tenkes at PS har blitt aktivert som folget av utilsiktet lyseksponering. Celler som

skulle ha ulike lysdose ble sadd ut og belyst i samme brett. Det kan derfor tenkes at

cellene ble utsatt for mer lys enn de skulle ha blitt.
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4.8.3 Etablering avimmunotoksinet trastuzumab-saporin

Biotinylert trastuzumab ble kompleksert med et streptavidin-saporin konjugat med
ratio 2:1 av saporin og streptavidin og fire bindingsseter for biotin per streptavidin-
molekyl. Biotin-trastuzumab og streptavidin-saporin ble derfor blandet i molforholdet
4:1. Biotin binder til streptavidin med meget hoy affinitetskonstant, men muligheten
for dannelse av flere produkter med ulik ratio mellom trastuzumab og saporin var
likevel til stede. Dette kan ha resultert i konjugater med hoy molekylvekt (> 700 kDa)
som vil ha vanskeligheter med a bli tatt opp i solide tumorer in vivo. Studien var ment
som en “proof of concept”- studie, og det ble derfor ikke gjort noe forsek pa a

optimalisere komplekseringen.

4.8.4 MTT-assay vs. Klonogen overlevelse-assay

MTT-assay méler viabilitet ved & benytte et substrat som modifiseres av celler med
mitokondriell enzymaktivitet. Celler som er deende kan imidlertid fortsatt kan ha en
viss mitokondrieaktivitet og derfor er varighet mellom behandling av cellene og
cytotoksisitets-assay en viktig faktor. Dersom cytotoksisitets-assayet gjennomfores
for kort tid etter behandlingen kan dette resultere i en overestimering av LCs,
(konsentrasjonen som gir 50% drap) ved at antall deende celler underestimeres.
Klonogen overlevelse-assay beregner antall celler som er opphav til nye kolonier og
regnes som gullstandarden for bestemmelse av celleviabilitet in vitro [132]. Dannelse
av celleaggregater, lang tid mellom behandling og cytotoksisitets-assay og lav
utsdingseffektivitet (plating efficiency) kan imidlertid begrense nytten av klonogene

assays.
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Appendiks

APPENDIKS
Al Kjemikalier
Acrylamid/Bis solution (Bio-Rad)
Streptavidin, Alexa Fluor® 488 conjugate (Molecular Probes)
Ammonium persulfate (GE Healthcare)
Benzonase (Merck)
BSA, bovine serum albumin (Sigma-Aldrich)
DMSO, dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich)
EGF, epidermal growth factor (Sigma-Aldrich)
Fatalt kalveserum, FCS (GIBCO)
Glutamin (Sigma-Aldrich)
Glycin (Bio-Rad)
Herceptin® (trastuzumab) (Roche)
Metanol (Sigma-Aldrich)
MTT-lgsning (Sigma-Aldrich)
PBS, phosphate buffered saline (Sigma-Aldrich)
Penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich)
Phosphatase inhibitor cocktail I (Sigma-Aldrich)
Phosphatase inhibitor cocktail 11 (Sigma-Aldrich)
Protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich)
RPMI 1640 vekstmedium (Sigma-Aldrich)
Saporin (Sigma-Aldrich)
Strep-ZAP, Streptavidin-saporin (ATS)
TEMED (Bio-Rad)
Trypsin-EDTA-lgsning (1x) (Sigma-Aldrich)
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Appendiks

A2 Leveranderer

Advanced Targeting Systems (ATS), San Diego, CA, USA
American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA
Amersham Biosciences, Amershamplace, UK
BASF Corporation, Mount Olive, NJ

BD Biosciences, CA, USA

Bio-Rad Laboratories, CA, USA

Cell Signaling Technology,

Eppendorf AG, Hamburg, Tyskland

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sverige
GIBCO BRL, Paisley, UK

Global Medical Instrumentation, Ramsey, MN, USA
HYCOR Biomedical Inc, CA, USA

Merck KgaA, Darmstadt, Tyskland

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

Nalge Nunc International Corp., Naperville, IL
Nunclon, Nunc™, Roskilde, Danmark

Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL

Roche AG, Basel, Sveits

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

Tecan Trading AG, Sveits

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
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A3 Lesninger

Lyseringsbuffer
Lyserings-stock

Protease inhibitor cocktail
Phosphatase inhibitor cocktail I
Phosphatase inhibitor cocktail II
PMSF

NaVO4

NaF

B-glycerol-P

Separerende gel med 7,5 % acrylamid
dH,O

0,5 M Tris-HCI pH 8,8

10 % (w/v) SDS

40 % Acrylamid/Bis solution

(Bio-Rad Laboratories, Philadelphia PA)
10 % ammonium persulfat

TEMED

Samlende gel

dH,O

0,5 M Tris-HCI pH 6,8

10 % (w/v) SDS

40 % Acrylamid/Bis solution

(Bio-Rad Laboratories, Philadelphia PA)
10 % ammonium persulfat

TEMED

10% Sodium dodecyl sulfate (SDS)
SDS
dH,O

945 ul
10 pl
10 pl
10 pl
Sul
Sul
Sul
10 pl

4,35 ml
2,5ml
0,1 ml

1,9 ml
50 ul
Sul

6,4 ml
2,5 ml
100 pl

1,9 ml

50 pl
Sul

10g
fortynnet til 100ml
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0,5M Tris HCI med pH 6,8
Tris-HCI
Tris-base

dH,O

1,5M Tris-HCI med pH 8.8
Tris-HCI
Tris-base

dH,O

10x elektroforesebuffer
Tris-Base

Glycine

SDS

dH,O

1x elektroforesebuffer
10x elektroforesebuffer

dH,O

10x transferbuffer
Tris-Base

Glycine

dH,O

1x transferbuffer
10x transferbuffer
Metanol

dH,O

TTBS

dH,O

10x TBS

10 % Tween 20

17,5¢g
1,7¢g
fortynnet til 250 ml

923 g
385¢g
fortynnet til 250 ml

30g

144 g

10g

fortynnet til 1L

100ml
fortynnet til 1L

303 ¢
144 g
fortynnet til 1L

100 ml
200 ml
fortynnet til 1L

890 ml
100 ml
10 ml
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Appendiks

5 % toerrmelk i TTBS
Skim Milk Powder 5¢g
TTBS 100 ml

5 % BSA i TTBS

BSA 5g
TTBS 100 ml
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