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Sammendrag

Det er veldokumentert at et jevnlig inntak av ikke-steroide antiinflammatoriske
legemidler (NSAIDs) kan redusere risikoen for kreftutvikling, blant annet i

tykktarmen. Det antas at denne effekten skyldes hemming av cyklooksygenase (COX)-
aktiviteten, det hastighetsbestemmende trinnet i prostaglandinsyntesen. Det finnes
imidlertid flere holdepunkter for at NSAIDs utgver antikarsinogene effekter uavhengig
av COX. Hensikten med oppgaven var a undersgke om effekter av NSAIDs medieres
via peroksisom-proliferator-aktivert reseptofPPAR ) og om reseptoraktiveringen
forekom i konsentrasjoner som er klinisk relevante. Fordi tidligere rapporter hat vist
PPAR -aktivering nedregulerer EP-reseptorer i tumorcellelinjer, ble FPs8&ulert

cAMP-akkumulering studert.

Det ble benyttet HT29-celler, som er en cellelinje isolert fra human coloncance

Cellene ble forbehandlet med PPARgonisten rosiglitazon, samt indometacin,
sulindaksulfid og meklofenamsyre, som er ulike NSAIDs. Cellene ble deretter

stimulert med PGEfor & male PGEstimulert cAMP-produksjon, som er et indirekte

mal pa reseptormengde. Forbehandling med samtlige ligander gav en redusert cAMP-
produksjon, men effekten var bare signifikant ved de hgyeste konsentrasjonene,
sammenlignet med kontroll. Dette er forenlig med en PRRdiert effekt. Forsgk pa

a bekrefte at effekten av rosiglitazon og de ulike NSAIDs var mediert via PBlar

gjort ved & anvende en PPARNtagonist, GW9662, men disse forsgkene gav ingen
sikker konklusjon. Da cAMP-assay er en indirekte metode for & undersgke om cellenes
EP-reseptorniva er endret, ble det undersgkt om forbehandlingen farte til nedregulering
av EP2-reseptorer. Mengden EP2 mRNA ble malt ved bruk av kvantitativ PCR. Disse
forsgkene viste at det kun var meklofenamsyre (2Psom gav en signifikant

reduksjon i EP2 mRNA-nivaet sammenlignet med kontrollen. Sulindaksulfid\i}0

viste 0ogsa en svak nedregulering av EP2 mRNA, men denne effekten var ikke

signifikant.



Resultatene er forenlige med at NSAIDs kan utgve effekter via PRAEh kun i

hayere konsentrasjoner, som ogsa viser tegn til cytotoksisitet. Det vil vaere ngdvendig
med ytterligere studier for & avklare om den reduserte,R@Rulerte CAMP-
produksjonen skyldes PPARktivering. | tillegg kreves det ytterligere undersgkelser

av ligandenes evne til & nedregulere nivaet av EP2 mRNA i HT29-cellene.
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1. Innledning

1.1 Bakgrunn for oppgaven

Det foreligger dyreeksperimentelle, epidemiologiske og kliniske studier som
dokumenterer at et jevnlig inntak av ikke-steroide antiinflammatoriske legemidler
(NSAIDs) eller hemmere av cyklooksygenase-2 (COX-2) kan redusere risikoen for
kreftutvikling, blant annet i tykktarmen [1-6]. Det antas at den beskyttende effekten
primeert skyldes hemming av den enzymatiske aktiviteten til cyklooksygenasg,(COX
som er det hastighetsbestemmende trinnet i prostaglandinsyntesen. Imidlertid er de
vist at NSAIDs hemmer proliferasjon og induserer apoptose i tumorceller som ikke
uttrykker COX-enzymer. Det er av den grunn foreslatt en rekke andre mekanismer som
NSAIDs kan utgve effekt gjennom, blant annet via peroksisom-proliferator-aktiverte
reseptorer (PPARS) [7-9].

1.2 Kreft

Kreft kiennetegnes ved ukontrollert cellevekst. Normale celler blir til ¢ettér nar

det oppstar mutasjoner i DNA. Genetiske endringer som aktivering av proto-onkogener
til onkogener (kreftfremkallende gen) og redusert uttrykk av tumorsuppressorgener,
gjer at kreftcellene opptrer autonomt og unngar de strenge kontrollfunksjoner som

forekommer ved normal celledeling [10, 11].
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1.3 Ikke-steroide antiinflammatoriske legemidler (NSAIDs)

Ikke-steroide antiinflammatoriske legemidler (NSAIDs) er en av de

legemiddelgruppene som er mest brukt verden over [12]. Legemidlene forskrives med
den hensikt & utgve symptommodifiserende effekter blant annet ved revmatiske lidelser
[13]. Legemiddelgruppen har tre farmakologiske effekter; antiinflammatorisk,

analgetisk og antipyretisk. Disse effektene skyldes primaert hemming av COX-
enzymene, som vil forarsake redusert prostaglandinproduksjonen [12]. Flere studier
viser at NSAIDs utgver antitumoraktivitet i form av hemmet celleprolifenas

indusert apoptose og hemmet angiogenese [1, 3], men i konsentrasjoner som er hgyere
enn det som er ngdvendig for & hemme COX-aktiviteten. Samtidig er det observasjoner
som indikerer at NSAIDs ogsa forarsaker disse effektene via mekanismer uavhengig
av hemmet COX-aktivitet [1, 8, 9].

1.4 Cyclooksygenase

Cyklooksygenase (COX) er lokalisert i endoplasmatisk retikulum (ER) og
kiernemembranen [14]. Det er et bifunksjonelt membranbundet hemprotein, som bade
katalyserer cyklooksygenase- og peroksidasereaksjonen i arakidonsyrekaskaden [4].
COX-enzymet forekommer hovedsakelig i to isoformer; COX-1 og COX-2. Det som
skiller de to formene fra hverandre er kroppsdistribusjonen og deres fysiologiske
funksjon [1]. COX-1 er konstitutivt uttrykt i mange vev. Enzymet forsyner vevene med
prostaglandiner som er ngdvendig for & opprettholde fysiologisk organfunksjon, som
beskyttelse av slimhinnen i gastrointestinaltrakten, regulering av blodkar og kontroll av
blodplateaggregering. COX-2 er derimot upaviselig i de fleste vev, bortsett fra i
menneskets hjerne, endotelceller, tykktarm og nyre. Enzymet induseres av blant annet

cytokiner, vekstfaktorer og onkogener [5, 7].
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Bade COX-1 og COX-2 er involvert i prostanoidsyntesen (figur 1). De katalyserer det
hastighetsbestemmende trinnet i metabolismen av arakidonsyre [15], en fletumett
fettsyre som dannes ved at fosfolipider og triglyserider hydrolyseres. Enzymet
fosfolipase A (PLA,) klgyver fosfolipidene og frigjgr arakidonsyre inn i cytosolen,
hvor det fungerer som forlgper til prostaglandinproduksjonen [1]. COX-enzymene
katalyserer oksidasjonen av arakidonsyre til prostaglangd{ifGG) og videre
reduksjonen til prostaglandin,KIPGH,). PGH, er et ustabilt produkt og vil raskt
omdannes til ulike prostanoider (PGPGE, PGF), prostasyklin (PG) og

tromboksan A (TXA,) ved hjelp av spesifikke isomeraser [4].

Fosfolipase A

Figur 1: Prostanoidsyntese.

Arakidonsyre frigjgres ved
aktivering av fosfolipase A
for deretter & oksideres videre

Cyclooksygenase aktivitet Uil prostaglandin Gav COX-
enzymene. Enzymene er ogs§

Arakidonsyre

COX-1 PGG, involvert i det neste trinnet,
COX-2 reduksjonen til prostaglandin
Peroksidase aktivitet H,. Spesifikke isomeraser er
ansvarlig for at PGH
PGH, omdannes til prostaglandiner

(PGD,, PGE, PGE ),

tromboksan A (TXA,) og
prostacyklin (PG)). Figuren
er en modifisering av figur 1 i

referanse [4].
PGE, PGD, PGI, PGF, TXA,

1.4.1 Prostaglandin E , (PGE),)

Prostaglandiner fungerer som autokrine eller parakrine signalmolekyler som
kontrollerer ulike cellefunksjoner i det omkringliggende omradet. Prostaglandinene er
involvert i flere biologiske prosesser, blant annet inflammasjon, beinmetabolisme,

sartilheling, nyrefunksjon, angiogenese og immunrespons [16, 17].
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Prostaglandin E(PGE) er en av hovedmetabolittene i prostanoidsyntesen, og er
tilstede gjennom hele gastrointestinaltrakten. P@Bver en rekke effekter i
gastrointestinaltrakten, inkludert kontroll av syre- og bikarbonatsekresjonen,
slimproduksjonen, samt beskyttelse av slimhinnen. Farmakologiske studier har
klassifisert PGEreseptorene i fire spesifikke transmembrane G-proteinkoblede
undergrupper; EP1-EP4, som skiller seg fra hverandre ved & ha ulik signaltransduksjon
og vevslokalisasjon [17]. EP1 mobiliserer intracelluleert kalsium via mekanismer s
ikke er endelig avklart, selv om det ofte antas at det skjer yleoolet aktivering av
fosfolipase C og inositol-1,4,5-trisfosfat §)PAktivering av EP2- og EP4-reseptorene
gir et gkt niva av cAMP i cellene via kobling tik @roteinet som kopler til adenylyl
cyclase (AC) [17-19]. PGEstimulering av EP4 er ogsa vist a fare til fosfoinositid 3-
kinase (PI3K)-avhengig fosforylering av Erk1/2 (celluleere signal-regulerte Kjnase
men kan ogsa veere involvert-catenin signalveien [20, 21]. EP3 reseptoren
forekommer i flere isoformer, og giennom binding tilgBotein og delvis Gprotein

kan reseptoraktiveringen medfgre bade redusert og gkt niva av cAMP, samt en gkt
mengde intracelluleert kalsium via aktivering ay[G7]. | noen tilfeller kan enkelte
prostaglandiner og deres metabolitter ogsa binde seg til kjernereseptorer som

peroksisom-proliferator-aktiverte reseptorer (PPAR) [22].

1.4.2 COX-2 og PGE ,-ekspresjon ved colorektale tumorer

Normalt er det lav ekspresjon av COX-2 i tykktarmens slimhinne. Det er derimot
observert gkt COX-2 ekspresjon ved coloncancer, bade paA mRNA- og protein-niva [4,
5]. Et gkt COX-2 niva i epitelceller, stromale celler og inflammasjonsceller
(makrofager, leukocytter) fgrer til dannelse av ulike prostaglandiner, som igjen vil
fremme angiogenese, beskytte mot apoptose, stimulere celleproliferasjon, indusere
metastase og undertrykke celle-medierte immunresponser (figur 2).dPGé&t
dominerende prostaglandinet som formidler COX-2 sin tumor-fremmende funksjon

ved coloncancer. PGHivaet er signifikant gkt bade ved benigne og maligne svulster
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sammenlignet med normalt vev [18, 22]. Overuttrykk av COX-2 i primeer svulst er

assosiert med darlig klinisk prognose [4].

Parakrin
L —

Autokrin

Arakidonsyre

resjon

Plasmamembran

Apoptose

!

Invasjon

Figur 2: Kreftassosierte effekter av PGE. Bade autokrin og parakrin PGE
stimulering pavirker kreftcellenes evne til & inveeleg fremme angiogenese, samt
unnga apoptose og undertrykke normal immunrespagsteh er en forenkling av
figur 2 i referanse [37].

| colorektale svulster er COX-2 lokalisert bade i epitelceller og naerliggemaieadt

celler. COX-2-produserte prostaglandiner vil kunne fremme tumorutvikling ved a virke
pa de maligne epitelcellene, ved a stimulere proliferasjon, hemme apoptose eller
stimulere migrasjon og metastasering. | tillegg kan prostaglandiner utgve effekt pa
omliggende stromale celler. Det er sett at gkt COX-2 ekspresjon kan modifisere
tumorveksten ved a stimulere fibroblastenes sekresjon av flere angiogene
vekstfaktorer, noe som stimulerer angiogenesen. COX-2 er ogsa tilstede i enéotelcell

i tumoren og det er dokumentert at COX-2-hemmere kan blokkere vandringen av disse
cellene, samt blokkere vekstfaktor-indusert angiogenese. | tillegg kan prostaglandiner

pavirke makrofager og andre immunceller i svulsten [6].
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1.4.3 COX-uavhengige mekanismer av NSAIDs og COX-2 hemmere

Det er gjort flere funn som reiser tvil om at NSAIDs og COX-2 hemmere kun utgver
antikarsinogene effekter via hemming av COX-enzymene. Det er vist at enkelte
NSAIDs kan hemme proliferasjonen og indusere apoptose i celler som ikke uttrykker
COX [1]. Bade sulindaksulfid og piroxicam induserte apoptose i HT29-celler (COX-2
positive), og i HCT15-celler (COX-2 negative) [8]. Dette tyder pa at det i tiliegg t
COX-avhengige mekanismer, ogsa finnes mekanismer uavhengig av COX, som bidrar
til den antikarsinogene aktiviteten til tradisjonelle NSAIDs. Det ser imidlat som

om de ulike NSAIDs har mer eller mindre egne, spesifikke COX-uavhengige
angrepspunkter [23]. De COX-uavhengige mekanismene som er foreslatt & skulle bidra
til antitumoraktivitet, er sett i konsentrasjoner som er betydelig hgyere (10-1000

ganger) enn det som er ngdvendig for & hemme prostaglandinsyntesen [7, 9].

Det er pavist flere COX-uavhengige mekanismer. NSAIDs kan hemme
transkripsjonsfaktorene NFB og AP-1, som blant annet fremmer celleoverlevelse og
forsterker proliferasjonen, samt fungerer som sentrale mediatorer ved impanwes
Denne effekten forekommer enten ved direkte hemming eller via endringer av
aktiviteten til celluleere kinaser [1, 7]. Videre er det klart at NSAIDs kan evigie
kinasekaskader ved a aktivere JNK (c-Junft#iminal kinase) og p38 MAPK, en
effekt som fremmer apoptose, samt blokkere aktiveringen av Erk-1 og -2, som vil
redusere celleveksten. Det er vist at HCT116-celler stimulert med ulikéDdSyav

gkt nivd av NAG-1 (NSAIDs-indusert gen 1, et gen som koder for en vekstfaktor
beslektet med TGH [24, 25], som er postulert & veere et tumorsuppressorgen.
Cellesyklusen er regulert av cykliner og cyklinavhengige kinaser (Cdk). NSAIDs kan
ved & hemme disse, forhindre videre celledeling [7]. Videre er det ogsa holdepunkter
for at NSAIDs-mediert apoptose involverer kjernereseptorene peroksisoms+patolife
aktiverte reseptorer (PPAR) [1, 7]. PPA& uttrykt i tykktarmen, og viser gkt
ekspresjon i bryst-, prostata- og tykktarmskreft. Det er vist at enkelte RP&ddRister
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kan indusere differensiering og apoptose i tumorceller, og dette ligger til grunn for &

tro at PPAR undertrykker tumorcelleproliferasjon [7].

1.5 Peroksisom-proliferator-aktiverte reseptorer (PPARS)

Peroksisom-proliferator-aktiverte reseptorer (PPARS) tilhgrer kieseptorfamilien,

som inkluderer steroidhormonreseptorer, tyreoideahormonreseptorer, vitamin D
reseptorer og retinsyrereseptorer, samt de reseptorene som enda ikke har noén definer
naturlig ligand, "orphan” reseptorer. Det som kjennetegner reseptorfamilien er at de
fungerer som ligand-aktiverte transkripsjonsfaktorer [26-28]. Reseptorene regulerer
glukose-, lipid- og kolesterolmetabolismen som respons pa fettsyrer og deres derivater

eikosanoider og legemidler benyttet i behandling av hyperlipidemi og diabetes [29].

Det er identifisert tre isoformer av PPARs; PPARPAR og PPAR, som viser ulik
vevsdistribusjon og ligandprioritet. Til tross for disse ulikhetene, deler de samme
strukturelle oppbygging [28]. PPAR molekylet bestar av fire hoveddomener med ulik
funksjon, der A/B-domenet er ansvarlig for ligand-uavhengig transkripsjonsregulering.
C-domenet interagerer med DNA via peroksisom-proliferator-respons-elahiRE]
sekvensen. Deretter kommer D-domenet som er bindingssete for kofaktorer og som
tillater at det siste domenet, E/F, har uavhengige bevegelser. | tillegg er E/Rediome
omradet for ligandbinding (figur 3) [30, 31].
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Bindingssete

Transkripsjonsregulering for kofaktorer

DNA-binding Ligandbinding

1 l

Figur 3: Skjematisk fremstilling av PPAR-molekylet med dets éasr og
funksjon. Figuren er en forenkling av figur 1 ieednse [30].

Ved ligandbinding danner PPARSs en funksjonell heterodimer med 9-cis retinsyre
reseptor (RXR). Videre interagerer PPAR/RXR-komplekset med spesifikke DN
sekvenser kalt peroksisom-proliferator-responselement (PPRE) som finnes pa
promotoromradet til PPAR-regulerte gener, og transkripsjonen settes i gang [32].
Regulering av gentranskripsjon via ligandbinding til kjernereseptorer involverer
spesifikke hjelpeproteiner, sakalte koaktivatorer og korepressorer. Agonist-induserte
konformasjonsendringer resulterer i gkt assosiasjon med koaktivator og redusert
assosiasjon med korepressor [33]. Ved ligandbinding vil korepressoren fortrenges, og
reseptoren knytte seg til et koaktivatormolekyl. Dette komplekset vil videre binde seg
til PPRE pa aktuelt promotoromrade og ende i aktivering av spesifikke gener (figur 4).
PPAR kan ogsa hemme gentranskripsjonen, men dette skjer vanligvis indirekte, ved at

PPAR binder andre transkripsjonsfaktorer, for eksempel BIE34].
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PPAR ligand

Figur 4: PPAR-signalering. Liganden binder seg til PPAR. Reseptoren danner
heterodimer med retinsyrereseptoren (RXR). Ved ligpamding vil korepressor (R)
fortrenges og reseptorkomplekset knytte seg tikétzatormolekyl (A). Dette
komplekset til deretter binde seg til PPRE sonokalisert pa promoteren i aktuelt
malgen, og enten aktivere eller undertrykke gefiguren er en forenkling av figur 3
i referanse [34].

1.5.1 PPAR

PPAR er i stor grad uttrykt i brunt og hvitt fettvev, men er ogsa tilstede i tarmepitel,
retina, skjelettmuskulatur og lymfeorganer. | senere tid er det ogsa sett at BPAR
uttrykt i endotelceller og i immunsystemets celler som makrofager, T- ofeB;ce

samt dendrittceller. Reseptoren har en avgjgrende rolle ved differensieringen av
fettceller og lipidlagring i hvitt fettvev, samt energifordeling i brunt fettvev [27, 28,
31]. I tillegg er PPAR ansvarlig for reguleringen av glukose- og lipidhomeostasen,
immunfunksjon, cellevekstregulering, celledifferensiering og induksjon av apoptose i

flere maligne cellelinjer [32, 35].

PPAR aktiveres av bade naturlige og syntetiske ligander. Av naturlige ligander kan

15d-PGJ, som er en metabolitt av PGy lipofile ligander, inkludert langkjedede
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flerumettede fettsyrer nevnes. | tillegg til disse er det utviklet fleneeigke PPAR-
agonister som tiazolidindioner (TZD), deriblant pioglitazon og rosiglitazon. Det er
ogsa vist at NSAIDs, for eksempel indometacin og ibuprofen, kan fungere som
PPAR -agonister [31].

PPAR er overuttrykt i ulike cancertyper som for eksempel bryst- og coloncancer [27,
32, 36], det er sett en signifikant gkning av PPARev fra tykktarmskreft,

sammenlignet med normalt tykktarmsvev fra de samme pasientene [36]. Aktiveringen
av reseptoren har vist seg a kunne utgve en rekke antikarsinogene effekter som
stimulering av apoptose og hemmet tumorvekst, samt redusert proliferasjon og
celledeling [27]. Det er identifisert flere mulige angrepspunkter som kan veere av
betydning for PPAR sine antikarsinogene effekter, deriblant stimulering til gkt
ekspresjon av PTEN, et tumorsuppressorgen som inaktiverer PI-3K-signalveien,
hemmet VEGF- og NFB ekspresjon, hemming av APG¢atenin-signalveien [36] og
okt ekspresjon av 15-hydroksy-prostaglandin dehydrogenase (15-PGDH), et enzym
som inaktiverer PGH37]. Blant de studiene som er knyttet til PPA&) dens rolle

ved kreft, foreligger det sprikende resultater, avhengig av om studiene er gjort in vitro
eller in vivo. Ved stimulering med PPARxgonister pa cellelinjer fra coloncancer in
vitro, er det sett en hemmende effekt pa tumordannelse. In vivo studier i mus viser
derimot at PPAR-ligander kan forsterke utviklingen av coloncancer, en effekt som er
avhengig av om APC-genet er mutert eller ikke [27]. Choi og medarbeidere viste i
tillegg at ligandkonsentrasjonen kan veere av vesentlig betydning, da hgye
konsentrasjoner av PPARgonist sa ut til & undertrykke tumorvekst, mens lave

konsentrasjoner fremmet veksten [38].
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1.6 Ligander brukt i forsgkene
Rosiglitazon

Rosiglitazon tilhgrer legemiddelgruppen tiazolidindioner (glitazoner) og har indikasjon
diabetes mellitus type 2 [29]. Liganden er en potent og selektiv PlaRi#Rator, med
hagy affinitet til reseptoren [39].

GW9662

GW09662 er beskrevet som en irreversibel, potent og selektiv PRARgonist [40].
Liganden fungerer imidlertid ogsa som en full antagonist pa PPédrviser partiell

agonisme ovenfor PPAR41].
Indometacin

Indometacin er et NSAID og klassifiseres som indol-eddiksyrederivat. Ligandan er e
potent, ikke-selektiv COX-hemmer som hemmer de to COX-enzymene i like stor grad
[42]. Det er sett at indometacin reduserer R&inulert CAMP-dannelse, samt
forarsaker en nedregulering av EP2 reseptorer i coloncancercellelinjen LS174T [43].
Liganden binder seg direkte og spesifikt til PPABg i hgye konsentrasjoner {00

UM [44]) anses indometacin som en PPAR)onist [45].

Sulindaksulfid

Sulindak er et NSAID som er neert beslektet med indometacin, og tilhgrer dermed
gruppen eddiksyrederivater. Liganden er et prodrug, som utgver det meste av sin
farmakologiske effekt ved & reduseres til den aktive metabolitten sulindaksulfid in
vivo. Liganden har vist seg & veere en effektiv COX-hemmer, med lik affinitet til begge
isoformene [42]. Studier pd HT29-celler viser at sulindaksulfid forarsaker en reduksj

I proliferasjonshastigheten, samt endrer cellenes morfologi og induserer apoptose.

Disse responsene er reversible, samt tids-og konsentrasjonsavhengige [46].
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Meklofenamsyre

Meklofenamsyre er et NSAID tilhgrende fenamat-familien. Liganden er en ikke-
selektiv COX-hemmer, i likhet med de overnevnte NSAIDs [42].

1.7 Hensikt og spesifikke problemstillinger for oppgaven

Hensikten med oppgaven var a studere om NSAIDs utgver noen av sine effekter via
PPAR , og om reseptoraktiveringen forekom i konsentrasjoner som er klinisk

relevante.

Basert pa preliminaere data fra tidligere masteroppgave skrevet av Heidi Krogh
Andreassen [47], og to publikasjoner hvor den ene tar for seg effekten av indometacin i
coloncancerceller [43], og den andre undersgker effekten av PRySRder i
lungekarsinomceller [48], er hypotesen at PPARtivering nedregulerer EP2
reseptornivaet. Jeg har derfor undersgkt P&imulert cCAMP-produksjon og EP2

MRNA ekspresjon i celler forbehandlet med PPAIgonisten rosiglitazon og ulike

NSAIDs. Spesifikt har jeg undersgkt falgende problemstillinger:

Nedreguleres PGEstimulert cAMP-produksjon og EP2 mRNA-ekspresjonen

av rosiglitazon og NSAIDs?
Er dette en effekt knyttet til alle NSAIDs, eller bare visse kjemisksxtsirer?
Er det i tilfelle en PPARmediert effekt?

Opptrer disse effektene av NSAIDs ved konsentrasjoner som er klinisk

relevante?
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2. Materialer og metoder

2.1 Materialer

2.1.1 Kjemikalier

Coomassi@ Plus Protein Assay Reagent fréerchim (Montlucon,
Frankrike)

Opti-Fluor® fra PerkinElmer Life and Analytical Sciences (Boston, MA,
USA)

Trietylamin fraMerck (Hohenbrunn, Tyskland)

Eddiksyreanhydrid, meklofenamsyre (natriumsalt), forskolin, 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX), dimetylsulfoksid (DMSO), merkaptoetanol, adenosine
3',5’ cyklisk monofosfat (CAMP), isoprenalin og sulindaksulfid gma
Chemical CO. (St. Louis, MO, USA)

D (+) - Glukose monohydrat, Ammoniumsulfat Weerck (Darmstadt,
Tyskland)

Rosiglitazon og PGHra Cayman Chemical Company (Ann Arbor, Ml,
USA)

SeaKerf LE Agarose, Nusieve3:1 Agarose frdonza (Rockland, ME,
USA)

Hepes fraResearch organics (Cleveland, Ohio, USA)
GelRed 10000x fr8iotium (Hayward, CA, USA)
GW9662 fraBiomol International (Plymouth Meeting, PA, USA)

Indometacin: Confortil pulver til injeksjonsvaeske ble innkjept pa
Rikshospitalets apotek og lgst i den medfglgende ampulle med Aqua ad
iniectabilia. Indometacin foreligger som natriumsalt i opplgsningen.
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2.1.2 Primere

Primere til kvantitativ PCR-bestemmelse av EP2 mRNA ble designet med
programmet Pearl Primer og bestilt fra InVitrogen. Primere til bestéserag

GAPDH og TagMan probe var designet med programmet Primer Express.
EP2 (forward): 5-GTGTCATTCTCAACCTCATCC-3
EP2 (reverse): 5-AAATCGTGAAAGGCAAGGAG-3
GAPDH (forward): 5-CCAAGGTCATCCATGACAACTT-3
GAPDH (reverse): 5-AGGGGCCATCCACAGTCTT-3

TaqMan Probe: 5-CTCATGACCACAGTCCATGCCATCACT-3

2.1.3 Isotop

[2,8-H] adenosine 3',5’ cyklisk monofosfat]] cAMP) (38 Ci/mmol) fra
Dupont Nen products (Boston, MA, USA)

2.1.4 Medium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) med 1 g/l Glukose, uten
glutamin fraLonza (Verviers, Belgia)

2.1.5 Antistoff

Antistoff mot adenosin 3,5’ cyclisk monofosfat (CAMP) var egenprodusert her
paFarmakologisk Institutt i Oslo [49].
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2.1.6 Lagsninger

Lagsninger til cCAMP-assay

Stock-lgsninger til Krebs-Ringer lgsning A

NacCl 45 g/L

KCI 5,75 g/100 mL
MgSQO, x 7 H,0 19,1 g/100 mL
KH,PO, 10,55 g/100 mL
CaCk x 2 H,O 8,08 g/100 mL

Krebs-Ringer lgsning A

NaCl (142 mM) 201,4 mL
KCI (3,53 mM) 5 mL
KH,PO, (2,83 med mer) 4 mL
MgSO, (1,41 mM) 2 mL
CaCb (2,32 mM) 4,6 mL
H20 873 mL
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Hepes (154 mM), pH=7,5

Hepes 18,35¢

H.0 05L

pH justeres med 1M NaOH (ca. 25 mL)

Krebs-Ringer Hepes buffer med glukose

Krebs-Ringer lgsning A 109 mL
Hepes (154 mM) 21 mL
Glukose (15 mM) 0,38 g

pH justeres til 7,4 med NaOH

Endelig konsentrasjon i Krebs-Hepes buffer blic
NaCl - 119 mM

KCl -2,96 mM

KH,PO, — 2,37 mM

MgSO, - 1,18 mM

CaCb—-1,95 mM

Hepes — 24,9 mM
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Krebs-Ringer Hepes buffer med IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthne)

IBMX (2 mM) 13,3 mg
Krebs-Ringer Hepes buffer 30 mL
Acetyleringsreagens

Eddiksyreanhydrid 0,4 mL
Trietylamin 1,0 mL
Mettet ammoniumsulfat (70 %)

(NH,).SO, 3229
H.O Ad 1000 mL
Antistoffbuffer

Bovin serum albumin 0,29
Gammaglobulin 0,049
Natriumacetat (100 mM), pH 6,2 50 mL
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Isotop

[*H] cAMP, 1 mCi/mmol, spesifikk aktivitet 38,0 Ci/mmol, ble fortynnet med 10

mM natriumacetatbuffer, pH = 6,2, til endelig konsentrasjon 3 nM.

(&)

PGE,-lgsning (Hormon)

Stock-PGE (10" M i etanol) 10 |

1 % NaHCQ 100 |

Stock-PGE dampes inn under nitrogen og lgses i 1 % Nakl@3ningen har
konsentrasjonen 0M og fortynnes videre i to trinn til 70M i 1 % NaHCQ.

Bruksferdig PGE-lgsning

PGE-lgsning (10 M) 400 |

KRH/IBMX 9,6 mL

Endelig konsentrasjon nar den er tilsatt i brannene ©M.0

Lasninger til gel-elektroforese

50xTAE - buffer, pH = 8.0

Tris Base 242 g
Iseddik 57,1 mL
0,5 M EDTA (pH = 8.0) 100 mL

H,O Ad 1000 mL
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1XTAE — buffer

0,04 M Tris/acetat
50xTAE - buffer fortynnes 1:50

0,001 M EDTA
50xTAE — buffer 20 mL
H,O 980 mL

1 % eller 2 % agarosegel

Agarose 1,59(309)
1XTAE — buffer 150 mL
GelRed 10000x 15 pl

Det ble utfart gelelektroforese bade ved RNA-isolering og kvalitativ PCR. De to
blandingene er laget pa samme mate, men med henholdsvis 1 % og 2 % agarose
tilsatt.

TE-buffer (10 mM), pH=7,4

1 M Tris-CI (pH = 7,5) 10 mL

500 mM EDTA (pH = 8,0) 2 mL

H,0 Ad 1000 mL
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2.2 Cellelinjene

Det ble hovedsakelig benyttet HT29-celler, med unntak av noen fa forsgk, hvor det
ogsa ble tatt i bruk HCT116-celler (se 3.5). Begge cellelinjene er isolert franhuma

coloncancer.

Det er i HT29-cellene sett en mutasjon i tumorsuppressorgenet APC (adenomatgs
polyposis coli) som er av vesentlig betydning for kreftutvikling i tykktarmen [38]. Det

er sett et hgyt uttrykk av PPARdenne cellelinjen [50]. I tillegg viser Banu og
medarbeidere at HT29 er en COX-2 positiv cellelinje, med kraftig uttrykk av COX-2
proteiner. Videre fant de at HT29-cellene uttrykker alle de fire EP-resegtolog i

noe ulik grad, fortrinnsvis mer av EP2- og EP4-reseptorer [51]. Det er gjort lignende
forsgk her pa laboratoriet, og det ble funnet uttrykk av EP1-, EP2- og EP4-reseptorene
| HT29-cellelinjen, men cAMP-produksjonen medieres i hovedsak av EP2 (upubliserte
data).

HCT116-cellene viser ogsa hay ekspresjon av PPA&Je pdA mRNA- og protein-
niva [52]. | likhet med HT29-cellene, uttrykker HCT116-cellene ogsd EP-reseptorer,
hovedsakelig EP2, men til en viss grad ogsa EP4. | motsetning til HT29-cellene, er

dette en COX-2 negativ cellelinje, og den uttrykker dermed ikke COX-2 enzymer [51].
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2.3 Celleforsgk
Dyrking og stimulering av celler

Til cAMP-assay ble cellene dyrket med en celletetthet p& 50 000 cefléidem
brgnners Costar-brett. Cellene til RNA-isoleringen ble dyrket i Corning-si2dler (
cn?) med samme celletetthet. Felles for begge metodene er at cellene ble sddd ut i
medium tilsatt penicillin, streptomycin, glutamin (2 mM) og 10 % hesteserum, og stod
I ett dggn ved 37 °C. Deretter ble alle brgnnene skylt med 0,9 % NaCl og videre
inkubert i serumfritt medium (tilsatt penicillin, streptomycin og glutamin) i exttla
dagn. Til slutt ble cellene stimulert i serumfritt medium med fglgende ligandér i uli
konsentrasjon for CAMP-assay og i €n konsentrasjon for RNA-isolering (oppgitt i
parentes): rosiglitazon (faM), GW9662, indometacin (10(M), sulindaksulfid (10

M) og meklofenamsyre (100M), og inkubert i minst 20 timer.

2.3.1 cAMP-assay
Prinsipp for analysen

Ved hjelp av en standardkurve med kjent konsentrasjon av cAMP, kan den ukjente
cAMP konsentrasjonen i celleprgvene bestemmes. Bade standarder og praver tilsettes
isotop (FH] cAMP) i kjent konsentrasjon, og etter at antistoff er tilsatt oppstar det en
konkurranse mellom cAMP og isotop om hgyest antistoffbinding. Ved & tilsette mettet
ammoniumsulfat oppstar det en utfelling av cAMP/antistoff, og all ubundet cAMP
fiernes ved sentrifugering. Radioaktiviteten males ved hjelp av en scintillatjenst

og resultatet vil kunne fastsla cAMP konsentrasjonen i cellepravene ved avlesning fra
standardkurven. Deteksjonen males i desintegrasjoner per minutt (DPM). Et hgyt antall
DPM betyr hgy radioaktivitet og hgy binding &#H] cAMP, som sammen gir uttrykk

for at prgvene har lav konsentrasjon av umerket cAMP. Ved gkende konsentrasjon av
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CcAMP i prgvene, konkurreres radioliganden ut, og mengde radioaktivitet bundet til

antistoff synker.

Preparering av praver

Hver brgnn ble tilsatt 1,5 ml Krebs-Ringer-Hepes (KRH) buffer etter at mediet va
flernet. Deretter ble cellebrettene satt til preinkubering i 15 minutter ved.37id€re

ble 500 pl PGE(hormon) lgst i KRH-buffer/IBMX, endelig konsentrasjon 1 uM, og
500 ul KRH-buffer/IBMX, brukt som kontroll, tilsatt etter eget skjema. Etter fem
minutters inkubasjon ble reaksjonen stoppet ved at bufferen ble pipettert bort og hver
brgnn tilsatt 600 pl kald 5 % TCA. Brgnnene ble skrapt med en rubber-policeman og
cellene overfart til koniske glassrgr ved hjelp av en glasspipette. Rgrene ble
sentrifugert ved 2400 rpm i 10 minutter ved 4 °C, og supernatanten overfart til matte

TT-rer. Prgvene ble frosset ved — 20 °C til analysen skulle utfgres.

Analyse av prgvene

Analysen ble utfart som beskrevet av Skomedal og medarbeidere [49]. Farst ble det
laget en standardkurve hvor cAMP ble fortynnet med 5 % TCA til fglgende
konsentrasjoner: 0 —1,25-2,5-5-10-20-40 - 80 — 160 nM. I tillegg ble det laget
en blankprgve som kun bestod av 5 % TCA. 250 pul av hver celleprgve ble overfort til
sma glassrgr, og sammen med hver standardlgsning ble alle rgrene tilsatt énsspatelspi
CaCaQ, dette for & naytralisere pravene. Rarene ble ristet pa en Whirlmixer far
sentrifugering ved 2000 rpm i 10 minutter ved 4 °C. Videre arbeid med prgvene ble
utfart pa is. To paralleller bestdende av 50 pl av hver celleprgve ble overfart til Nunc-
rgr, uten at noe CaG®le tatt med, og tilsatt 50 ul med isotopdr][cAMP. Deretter

ble det laget et acetyleringsreagens og 5 pl av dette ble tilsatt alle ror siohelbart

ble ristet pa Whirlmixer. Videre ble 100 pl antistoff (fortynnet med antistoffeli

1:2000) tilsatt alle rgr, med unntak av de to merket med "blank”, som i stedet ble tilsatt
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100 ul antistoff-buffer. Rgrene ble ristet pa Whirlmixer far de ble satt til inknibasj

ved 4 °C til neste dag. Dagen etter ble rgrene tilsatt 1 ml 70 % mettet ammoniymsulfat
dette for & felle proteinet, og sentrifugert ved 5000 rpm i 30 minutter ved 4 °C. Videre
ble supernatanten helt av og rgrene satt pa hodet over Linella-papir i ca. 10 minutter.
Helt til slutt ble 100 ul destillert vann og 2 ml telleveeske (OptiFiptisatt alle rar. |

tillegg til disse rarene ble det laget to paralleller merket "standard” drektaav 50 pl
isotop og 2 ml telleveeske, dette som en kontroll pa mengde radioaktivitet tilsatt til hver
prove. Rarene ble korket og ristet pa Whirlmixer fgr analysering i

scintillasjonstelleren.

2.3.2 Proteinmaling

For @ male den ukjente proteinkonsentrasjonen i celleprgvene ble det brukt
Coomassi@ Plus Protein Assay Reagent Kit. Nar Coomasbiades til protein i surt

miljg far man et umiddelbart absorbansskifte, fra 465 nm til 595 nm.

Det ble utfgrt proteinmaling pa cellepraver fra proteinbrett, der det var nok deller ti
ekstra brett for proteinmaling, eller pa pelleten fra cAMP-analysen, hvis detakke
nok celler til ekstra brett. Far selve proteinmalingen kunne utfgres, matte celteprgve
prepareres. Proteinbrettet ble tatt ut av fryseren og hver brgnn tilsatt entbestem
mengde 0,08 M NaOH (500-1000 pl). Etter inkubasjon ved 37 °C i tre timer, ble
innholdet i brgnnene overfart til matte TT-rgr. Pelleten fra cAMP-analysen bie lgs
500 ul 0,08 M NaOH under risting pa Whirlmixer og overfart til matte TT-rgr. Helt til

slutt ble prgvene satt i kjgleskap til proteinmalingen skulle foretas.

Farst ble det laget en standardkurve hvor en stock av bovin serumalbumin (BSA) ble
fortynnet med 0,08 M NaOH til falgende konsentrasjoner: 0 — 0,025 -0, 05 - 0,1 -0,



33

25-0,5-0,75 -1 mg/ml. Videre ble det benyttet en 96-brgnners plate, og 10 pl av
hver standard og ukjent prgve ble tilsatt i hver sine brgnner, i tre paralleller. Helt til
slutt ble 300 pl CoomasSigroteinreagens tilsatt hver brann og absorbansen ble avlest
i en EnVisiorf 2104 Multilabel Reader.

2.3.3 RNA-isolering

Prinsipp for analysen

Hovedmalet med RNA-isolering er a separere RNA fra proteiner, noe som er
oppnaelig pa grunn av deres ulike kjemiske egenskaper. Sammenlignet med proteiner
som er hydrofobe, er RNA-molekyler mer hydrofile grunnet deres ladde fosfatrygg.
RNA-isoleringen ble utfgrt ved a bruke et RNeasy minikit fra Quiagen. Dette gei fal
produsenten egnet til & isolere total RNA fra sma mengder startmatenaien®r

lyseres og homogeniseres i naerveer av en denaturerende buffer, som umiddelbart
inaktiverer RNaser og sikrer at intakt RNA isoleres. Ved & tilsette ethlysktet vil

bade RNA og DNA felle ut. Pravene appliseres pa RNeasy minikolonner hvor RNA og
DNA bindes. Det utfares en DNasebehandling pa filteret og forurensninger blir fiernet

ved vasking. Deretter blir RNA eluert.

For & unnga a kontaminere prgvene med DNA, eller tilfare dem eksogent RNase, ble
det under hele prosedyren benyttet hansker. | tillegg var alt utstyr og reagenser RNase

fritt og behandlet med kjemikalier som inaktiverer tilstedeveerende RNase.
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Hasting av celler

Mediet i skalene ble fiernet og det ble skylt med RNase-fritt saltvann. &eoégthver
skal tilsatt 350 | RLT lysis-buffer som var tilsatt 10/ml merkaptoetanol. Skalene
ble skrapt med en cell-lifter og innholdet overfart til eppendorf-rgr og dratt opp og ned

med sprayte tre-fire ganger.

Isolering av RNA fra prgvene

Til 350 [ lysat ble det tilsatt 3501 70 % etanol og blandet forsiktig med pipette.
Blandingen ble applisert pa sgyler og sentrifugert i 15 sekunder ved 13 000 rpm.
Eluatet ble kastet, far 350 buffer RW1 ble pipettert pa kolonnen. Prgvene ble igjen
sentrifugert i 15 sekunder ved 13 000 rpm, og eluatet kastet. Videre hi®Blase i

buffer RDD per prgve tilsatt membranen, og dette fikk sta i romtemperatur i 15
minutter. Nye 350 | buffer RW1 ble tilsatt sgylene, som ble sentrifugert ved 13 000
rpm i 15 sekunder. Eluatet ble igjen kastet og sgylene overfart til nye oppsamlingsrer.
Videre ble sgylene vasket to ganger med 308uffer RPE og sentrifugert ved 13 000
rpm i henholdsvis 15 sekund og to minutter. Mellom hver skylling ble eluatet kastet, og
etter siste skylling ble sgylene overfart til eppendorf-rar. Helt til slutt bld BDNase-

fritt vann tilsatt og pragvene eluert ved sentrifugering i ett minutt ved 13 000 rpm.

Maling av OD

Den endelige RNA-konsentrasjonen ble bestemt spektrofotometrisk ved & male
absorbansen ved 260 nmy£4. 5 | av hver prgve ble overfart til nytt eppendorf-rar

og tilsatt 95 | 10 mM TE-buffer. | tillegg til pravene, ble det ogsa benyttet en
blankprgve bestdende av ren TE-buffer. Rarene ble ristet pa vortex fgr de gjennomgikk
en rask sentrifugering. Hele innholdet (10Pble overfart til en kuvette og

absorbansen ble malt i et spektrofotometer (Ultrospec 2100 pro).
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Gelstgping

Det ble laget 1 % agarosegel. Agarose og 1xTAE-buffer ble varmet opp til oppkok,
slik at agarosen smeltet. Alle partiklene ma veere borte, da tilstedevaereitderpalrt
kunne pavirke vandringen pa gelen. Blandingen ble avkjglt far GelRed 10000x (5
per 50 mL) ble tilsatt. Den ferdige blandingen ble helt over ferdig oppsatt stativ med
brgnnkammer, og satt for & stivne. Da gelen var ferdig stivnet ble brannkammene

flernet og platen med gel satt i elektroforesekaret.

Gelelektroforese

Det ble kjgrt gelelektroforese for & fa en bekreftelse pa RNA kvaliteten. Vedingytr
pH er RNA negativt ladd, og vil bevege seg mot den positive polen nar spenning
tifares. Til5 | RNA (1 g, beregnet ut i fra verdiene fra OD-maling, fortynnet med
nukleasefritt vann) ble det tilsatt 2formamid. Blandingen ble varmet opp til 65 °C i
10 minutter og avkjglt pa is, far hver prgve ble tilsatt ®ading buffer. Hele volumet
(9 1) av hver prgve ble applisert pa gelen og kjgrt ved 50 V i ca. 60 minutter. RNA
bandene i gelen vil farges av GelRed 10000x. Dersom RNA er intakt og av god
kvalitet vil 18S og 28S RNA foreligge som to separate og intakte band nar gelen

gjennomlyses med ultrafiolett (UV) lys.

2.3.4 Kvalitativ PCR (gel)

Prinsipp for analysen

PCR er en metode som brukes for & lage flere kopier av bestemte DNA-sekvenser. Far
dette kan skje, ma RNA omdannes til cDNA (fglgende avsnitt). Metoden er basert pa
bruken av DNA polymerase som vil kopiere en bestemt DNA-sekvens i gjentatte

replikasjonssykluser. DNA bestar av to trader med basepar som er komplementzere
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med hverandre. Det vil si at en sekvens i den ene traden har en "negativ’ motsats i den
andre. Den doble DNA-traden denatureres og splittes til to enkelttrader. Derméd er de
mulig a fa tak i sekvensen som normalt ligger skjult inne i dobbelttraden. Primere
tilsatt i reaksjonsblandingen binder seg til gnsket sekvens i DNA. Videre blir
sekvensen kopiert av tilsatt enzym, far DNA denatureres igjen. Det hele foregar i en
PCR-maskin, som justerer temperaturen ut i fra et forhandsvalgt program. Fagrst vil
dobbelttradet DNA separeres, og ved oppvarming til 94 °C splittes dobbelhelixen og
DNA "smeltes” til enkelttradet DNA. | neste trinn senkes temperaturdikeilinder
primernes smeltepunkt, ca. 53-60 °C, dette skaper optimale bindingsforhold for
primerne. Til slutt gkes temperaturen igjen, vanligvis til 68-72 °C, slik at polyareras
kan replikere gnsket DNA-sekvens. Disse syklusene gjentas minst 40 ganger for at

ansket mengde kopier av DNA-fragmenter skal nas.

Syntese av cDNA med revers transkriptase

Hele prosessen foregar pa is og med hansker.

Enkelttradet mRNA er ustabilt og dermed uegnet som utgangsmaterialet til PCR-
reaksjonen. Hensikten med cDNA syntesen er & omdanne mRNA til cDNA, som er
mer stabilt. Basert pa OD-malingene tilsettes hvert ray BNA og RNAsefritt vann,

til et total volum pa 111. Videre tilsettes rgrene 1 dNTP mix og 1 | oligo dT, far

de inkuberes ved 65 °C i fem minutter i en PCR-maskin. Prgvene avkjgles pa is og
sentrifugeres, far videre bearbeiding. En reaksjonsmix bestaende av 4 ul 5X First
strand buffer, 1 ul 0,1 M DTT, 1 pul RNAseOUT og 1 pl SuperScript Il (enzym) per
prgve lages, og 71 av denne tilsettes hvert rgr. Innholdet blandes forsiktig og

sentrifugeres far rgrene igjen inkuberes i PCR-maskinen ved fglgende program:
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25 °C 5 minutter
50 °C 60 minutter
70 °C 15 minutter
4°C - slutt

Reaksjoner uten revers transkriptase ble kjgrt parallelt som kontroll pa kontaminas;

med genomisk DNA, og i PCR reaksjonen fungerte de som negativ kontroll. | disse

rgrene ble RNAseOUT og SuperScript Ill erstattet med RNAsefritt vann. RNA e

omdannet til cDNA, og PCR-reaksjonen kan utfgres.

PCR-reaksjonen

En reaksjonsblanding lages og bestar av fglgende per prev&0X PCR-buffer, 3 |
25 milliM MgCl,, 1 |1 10 milliM dNTP mix, 2 | cDNA, 0,25 | AmpliTaq (enzym)

og 36,75 | nukleasefritt vann. Sammen medllsense og 1| antisense primere,

tilsettes 48 | av reaksjonsblandingen hvert pragvergr, blandes forsiktig og

sentrifugeres. Rgrene plasseres i PCR-maskinen ved fglgende program:

94 °C 5 minutter
94 °C 30 sekunder
60 °C 30 sekunder
72 °C 1 minutt

72 °C 10 minutter
4°C - slutt

Gjentas 40 ganger
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Gelstaping

Dette gjgres mens PCR-reaksjonen utfgres. Det er benyttet samme fremgaisgsma
for gelstaping til RNA-isolering (se 2.3.3). Forskjellen er at det ved PCR ble laget en 2
% agarosegel, med en annen type agarose som er bedre egnet ved separering av

fragmenter av mindre starrelser.

Gelelektroforese

20 lav hver prgve fra PCR-reaksjonen blandes meld&adingbuffer (5xOrange),

og hele volumet (25l) appliseres pa gelen. | tillegg tilsettes én av brannedd 80

bp ladder (som er en blanding av DNA-fragmenter med kjent starrelse). Ved a tilsette
ladder ser man om det syntetiserte DNA har riktig starrelse. Elektroforeskjwiil

ved 100 mV i ca. 60 minutter.

2.3.5 Kvantitativ PCR
Prinsipp for analysen

Hensikten med kvantitativ RT-PCR, er a identifisere og samtidig mengdebestemme
reaksjonsprodukter som dannes i lgpet av hver syklus, og all data samles under PCR
prosessen. | denne oppgaven ble det brukt bade $¥B&en og Tagman probe til
deteksjon av PCR-produkt. SYBRreen er et fluorescerende fargestoff som i
ubunden form utviser lite fluorescens. Etter hvert som polymeriseringstrinnet forlgpe
vil flere fargemolekyler binde seg til nysyntetisert DNA, og dette kompleksgt wikt
fluorescenssignal som detekteres i PCR-maskinen. Et negativt aspekt ved bruk av
SYBR® Green, er at det binder seg til ethvert dobbelttrddet DNA tilstede, inkludert
primer-dimere og andre ikke-spesifikke reaksjonsprodukter, noe som kan fgre til en

overestimering av targetkonsentrasjonen [53, 54]. Probe-basert RT-PCR skiltan mell
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spesifikk og ikke-spesifikk amplifikasjon. Tagman probe som er en kort enkelttradet
oligonukleotidesekvens, komplementzer til en av DNA tradene i PCR-produktet
(amplicon), ble brukt for kvantifisering av kontrollgenet glyceraldehyd-3-fosfat-
dehydrogenase (GAPDH).

Terskelnivaet Cdefineres som antall sykluser av PCR-reaksjonen som ma til far
fluorescensen i en prave har nadd en terskelverdi. Desto mer templat som er tilstede i
begynnelsen av reaksjonen, desto feerre sykluser er ngdvendig for det lages
tilstrekkelige mengder av gnsket PCR-produkt [54]. En standardkurve med gkende
konsentrasjon av RNA ble kjgrt parallelt i PCR-prosessen, dette for a bekrefterat r
transkripsjon av mRNA til cDNA er lineaer. Standardkurven ble ogsa benyttet til &

beregne mengde PCR-produkt.

Ved & gjennomfare en smeltepunktsanalyse, vil man fa en bekreftelse pa
produktidentitet og det er mulig & skille mellom spesifikke og ikke-spesifikke
produkter. Temperaturen gkes sakte jlfdr det gnskede PCR-produktet nas, og
fluorescensen males. Da smeltetemperaturen for PCR-produktet (amplicon) er
fullstendig avhengig av dets nukleotidsammensetning, er det mulig & identifisere

signalet fra det gnskelige produktet. [54].

For a veie opp mot eventuelle skjevheter som kan ha oppstatt i lgpet av
prgveopparbeidelsen, som ulik mengde templattilsetning, variasjoner i effektiviteten a
RT-PCR mellom prgvene og for feil i kvantifiseringen av prgvene, blir
ekspresjonsnivaet av hvert analyserte gen normalisert opp mot "husholdningsgener”,
som i dette tilfellet var GAPDH. Dette genet skal vise minimal variasjon i
ekspresjonen mellom ulike vev i en organisme og skal normalt ikke pavirkes av

eksperimentell behandling.
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cDNA syntese med Invitrogen SuperScript Il Fitsasd synthesis
supermix for gRT-PCR

For hver prgve tilsettes falgende: 2@xRT reaksjonsmix, 41 RT enzym-mix, RNA
tilsvarende 1 g (beregnet ut i fra OD-malingene) og DEPC-vann adl4Drgrene

uten revers transkriptase erstattes RT enzym-mix med DEPC-vann. | tiegotda
standardkurver, hvor den ene fortynnes far revers transkriptase (RT) reaksjonen, og

den andre etterpad. Begge standardkurvene lages som en blanding av flere praver;
1. Standard 1 (fortynning fgr RT): 2-1-0,5-0,25-0,126RNA per rar.
2. Standard 2 (fortynning etter RT): 5 rar ag RNA.

Rarene blandes forsiktig og sentrifugeres for de settes i PCR-maskin med faglgende

inkuberingsbetingelser:

25 °C 10 minutter

50 °C 30 minutter

85 °C 5 minutter

4°C Avkjgling

Etter avkjgling, ble 21 E. coli RNase H tilsatt hvert rgr, og prgvene igjen inkubert i
PCR-maskinenen ved 37 °C i 20 minutter og avkjglt til 4 °C. Etter RT-reaksjonen ble
rarene til standardkurve 2 blandet og videre fortynnet pa falgende mate (tilsvarer
fortynning A);

2 g:40 |prgve + 20 | vann

1 g:20 I|prgve + 40 | vann

0,5 g: 10 | prgve + 50 | vann

0,25 g: 5 | prgve + 55 | vann

0,125 g: 2,5 | prgve + 57,51 vann
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Helt til slutt ble det laget to fortynninger av prgvene, for videre bruk ved kvantitativ
RT-PCR.

Fortynning A Alle prgvene (med og uten revers transkriptase) og standard 1 ble

fortynnet i forholdet 20| prgve + 40 | vann.

Fortynning B Kun prgver med revers transkriptase og begge standardkurvene ble

fortynnet i forholdet 5 | fortynning A + 300 | vann.

Preparering av prgvene

Det ble totalt laget tre 96-brgnners brett;

1. EP2 — Med SYBR Green, et fluorescerende fargestoff.
2.  EP2 - prover uten RT. Med SYBRBreen

3. GAPDH — Med TagMan probe.

Til brettene med EP2 ble det brd&ttynning Apraver. For hver prgve (bade med og
uten revers transkriptase), standard og 2 x bakgrunn (kun vann) ble det kjgrt med tre
paralleller, og det ble pipettert ut 2FcDNA per rgr. Deretter ble det laget en
reaksjonsmix, og for hver prgve tilsettes: 0,%orward primer (10 M) og 0,5 |

reverse primer (10M), 12,5 | SYBR® Green reaksjonsblanding og 2J5vann. 48 |

av denne blandingen ble pipettert ut til hvert rgr, som pa forhand inneholdt cDNA, det

hele ble blandet forsiktig og til slutt ble 24av blandingen tilsatt i hver brgnn.

Til brettet med GAPDH ble det brutdrtynning Bprgver. Her ble det kun brukt prgver
med revers transkriptase, standard og 2 x bakgrunn. Igjen ble det kjgrt med tre
paralleller, og det ble pipettert ut 9cDNA per rgr. Reaksjonsblandingen som ble
laget bestod for hver prgve av 12]5eaksjonsmix, 0,51 forward primer (10 M) og
0,5 Irevers primer (10 M), 0,25 | TagMan probe (5M) og 8,25 | vann. 66 | av



42

blandingen ble pipettert ut til hvert rgr og blandet forsiktig med allerede tilsat\cDN

for 24 | av reaksjonsblandingen ble tilsatt i hver brgnn.

Brettene ble i tur og orden satt i en PCR-maskin (ABI Prism 7900HT Sequence

Detection System, Applied Biosystems). Hvert brett stod i ca. 2-2 % time ved fglgende

PCR-betingelser:

50 °C 2 minutter
95 °C 10 minutter
95 °C 15 sekundel
60 °C 60 sekundet
95 °C 15 sekundel

40 sykluser

Ved SYBR® Green analysen, ble det i tillegg kjgrt et dissosiasjonstrinn. Spesifisiteten

av RT-PCR produktene ble bekreftet ved en smeltepunktsanalyse, som viser kun én

topp dersom det er spesifikke produkter tilstede.
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Analyse av kvantitative RT-PCR data

Et amplifikasjonsplot ble laget for hvert forsgk ved hjelp av "Sequence Detector
Software” (SDS versjon 2.2, Applied Biosystems). Plotet viser en gkning av
fargefluorescens i hver PCR syklus. Env€rdi for hver syklus ble automatisk

beregnet, og denne verdien forteller ved hvilken PCR syklus fluorescensen farst
detekteres over bakgrunnen. Den oppnas i den lineaere fasen av PCR, hvor det ikke er

tilstedeveerelse av hastighetsbestemmende komponenter [54].

Standardkurver for hvert sett av primer/probe ble laget ved a pleterdiene mot log

[total RNA]sar (likning 1), og resultatet blir en rett linje. Stigningstallet (a) beskriver
effektiviteten av PCR-reaksjonen, og dersom PCR amplifikasjonen er optimal vil
stigningstallet veere -3,3, ettersom 3,3 sykluser er ngdvendig for & oppna en 10-gangers

gkning av produktmengden [54].

(1) G=a*(logQ)+b

C, er terskelnivaet, a er stigningstallet, Q er antall kopier i begynnelsen og b er

skjeeringspunktet ved y-aksen.

| tilegg kommer det automatisk ut en korrelasjonskoeffisient som forteller hvor god
standardkurven er. Verdien ligger mellom 0 og 1, og det er gnskelig at den er sa nzer 1

som mulig.
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Beregninger og statistisk analyse

Hvert forsgk ble gjentatt minst tre ganger (hvis ikke annet er oppgitt i teksten).
Resultatet av cAMP-analysen ble kalkulert ut i fra tre paralleller av kboga@v hver
konsentrasjon av ligand. Videre ble det beregnet et gjennomsnitt av de tre parallellene,
far alle forsgkene ble slatt sammen. De sammenslatte resultatene kderarhaity

statistisk signifikans ved hjelp av en enveis variansanalyse (ANOVA) med Bamiferr
korreksjon for parvis sammenligning. Det var da mulig & se om ligandene utgvet en
signifikant dose-avhengig effekt, og eventuelt ved hvilke konsentrasjoner det var en
signifikant forskjell fra kontrollen. Forskjellene ble betraktet som statistgnifikante

dersom p < 0,05. Resultatet er uttrykt som gjennomsnitt + SEM.

| forsgkene hvor det ble sett pa effekten av rosiglitazon K)0pa PGE-, forskolin-

og isoprenalin-stimulert cAMP-produksjon, ble de sammenslatte resultatengeanaly
for statistisk signifikans ved en parret t-test. Det var dermed mulig & se om det var
signifikant forskjell i mengde cAMP-produksjon i cellene forbehandlet med medium
sammenlignet med cellene som ble forbehandlet med rosiglitazomM(1{&r

stimulering.

For kvantitativ RT-PCR-forsgkene ble hver pragve kjart i triplikater, og
gjennomsnittsverdien av disse ble brukt til beregning av ratio mellom EP2 mRNA i
pravene og normaliseringsgenet GAPDH. Resultatet er uttrykt som gjennomsnitt £
SEM. De sammenslatte resultatene ble analysert for statistisk lsagsified hjelp av
en enveis variansanalyse (ANOVA) med Bonferroni-korreksjon for parvis

sammenligning.

Bade utarbeidelse av grafer og statistiske beregninger er utfart i dataprogrammet
GraphPad Prism 5.
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3. Resultater

3.1 Ett dggn serumfritt vs. to dggn serumfritt

| tidligere forsgk [47] ble HT29-cellene dyrket ett dggn serumfritt og deretter ett dagn
serumfritt med ulike NSAIDs eller rosiglitazon. Siden cellene trivesgkidi under

serumfrie betingelser, gikk de farste forsgkene i denne oppgaven ut pa & undersgke om
samme effekt kunne oppnas ved a tilsette rosiglitazon/NSAIDs samtidig som det ble
byttet til serumfritt medium. Cellene ble i begge tilfeller forbehandlet msidlitazon

i konsentrasjonene 0107, 10° og 10° M, og deretter stimulert med PGE

Det var stor spredning mellom forsgkene, og resultatene var ikke statistisk sigajfikant
verken for cellene som stod ett dggn eller to dagn serumfritt. Etter to degn var det
likevel en tydelig doseavhengig effekt av rosiglitazon, selv om den ikke var

signifikant, mens det etter ett dggn ikke var noen klar doseavhengighet (data ikke vist).
Som fglge av disse resultatene ble det besluttet at det i fortsettelsen akigirskjdle
holdes fast ved tidligere protokoll: Ett dggn serumfritt fulgt av ett degn serumfritt med

tilsetning av aktuelle ligander.

3.2 Effekt av rosiglitazon i HT29-celler

3.2.1 Stimulering av cellene med PGE

HT29-cellene uttrykker EP-reseptorer, hovedsakelig EP2 og EP4. Aktivering av EP2-
og EP4-reseptorene gir et gkt niva av cAMP i cellene via kobling pr@ein og en

stimulering av adenylyl cyklase (AC) [51]. Videre er det i laboratoriet funreh sitP-
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responsen i hovedsak medieres av EP2-reseptorene i disse cellene (Sandnes,
upubliserte data). Rosiglitazon er en PPA®gonist, og det er i humane

lungekreftceller dokumentert at denne liganden hemmer celleveksten ved a redusere
EP2-uttrykket [48]. Cellene ble forbehandlet med Mrosiglitazon, og det ble
undersgkt om det oppstod en reduksjon i R&HEnulert cCAMP-produksjon. Cellene

ble stimulert med 1 uM PGE fem minutter i naerveer av fosfodiesterasehemmeren

IBMX far reaksjonen ble stoppet ved tilsetning av 5 % TCA.

Som figur 5 viser, er det liten spredning i resultatene mellom forsgkene. Resultatene
viser at forbehandling av cellene med rosiglitazon i 20 timer gav en redusext PGE
stimulert cAMP-produksjon. Ved hjelp av en paret t-test, fant vi at det er en signifikant
forskjell (p<0,0001) pa cAMP-produksjon mellom kontrollene og celler forbehandlet
med rosiglitazon. Rosiglitazon utaver dermed effekt paA€&ponsen. Dette

stemmer overens med tidligere studier i form av fulle dose-responskurver med PGE

her pa laboratoriet [47].

Figur 5: Effekt av rosiglitazon pa
HT29 PGE,-stimulert cAMP-
produksjon. Med en celletetthet pa
50 000 celler/ct stod cellene i
3 cr. B PCE, serumholdig medium (10 % serum)
ett dagn. Deretter ble det byttet til
serumfritt medium og cellene ble
20- inkubert i ett dagn til. Videre ble
cellene forbehandlet med
154 rosiglitazon (10 uM) eller bare
serumfritt medium og inkubert i 20
107 * timer. Cellene ble hgstet, stimulert
. - i med 1 uM PGEi neerveer av 0,5
= mM IBMX i 5 minutter, far cAMP-
: assay ble gjennomfart som beskrevet
S & I metodedelen. Resultatene er
& presentert som gjennomsnitt + SEM
S av seks uavhengige forsgk

cAMP, pmol/mg protein
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3.2.2 Stimulering av cellene med forskolin

For & undersgke om effekten av rosiglitazon var spesifikk for EP2-responsen, ble det
benyttet forskolin. Forskolin er et diterpen som er isolert fra rgttene til den indiske
plantenColeus forskohliiLiganden er en direkte aktivator av adenylyl cyklase (AC),
som hovedsakelig aktiverer den katalytiske enheten til enzymkomplekset, men ogsa til
en viss grad det stimulerende G-proteing) (66, 56]. Cellene ble stimulert med 10

KM forskolin i naerveer av IBMX i fem minutter far reaksjonen ble stoppet ved
tilsetning av 5 % TCA.

Forbehandling med rosiglitazon gav ingen endring i forskolin-stimulert cAMP-
produksjon (figur 6). t-testen (p=0,9128) viser at det ikke er signifikant forskjell
mellom kontrollceller og celler forbehandlet med rosiglitazon med hensyn pa cAMP-

produksjonen. Rosiglitazon utgver ingen effekt pa forskolin-responsen.

Figur 6: Effekt av rosiglitazon pa
HT29 forskolin-stimulert cAMP-
produksjon. Med en celletetthet pa
50 000 celler/cth stod cellene i
[ Buffer I Forskolin serumholdig medium (10 %) i ett
4001 dagn. Deretter ble det byttet til
serumfritt medium og cellene ble
inkubert i et dagn til. Videre ble
cellene forbehandlet med
rosiglitazon 10 M eller bare
serumfritt medium og inkubert i
minst 20 timer. Cellene ble hgstet
og stimulert med 10 uM forskolin i
neerveer av 0,5 mM IBMX i 5
minutter, far CAMP-assay ble
° giennomfart som beskrevet i
metodedelen. Resultatene er
& presentert som gjennomsnitt +
L SEM av seks uavhengige forsgk

3004

200+

cAMP, pmol/mg protein
S
<
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3.2.3 Stimulering av cellene med isoprenalin

For ytterligere a undersgke om effekten av rosiglitazon var spesifikk for EP2-
responsen, undersgkte jeg ogsa isoprenalin-stimulert cAMP-akkumulering etter
forbehandling med rosiglitazon. Det er tidligere vist at HT29-celler har isoprenal
stimulert cAMP respons [57]. Isoprenalin er en potent, ikke-selekdidrenerg

agonist, med lik affinitet til ;}-og ,-reseptorene. -adrenerge reseptorer tilhgrer
familien Gy-proteinkoblede reseptorer (GPCR) [58]. | tillegg til at HT29-cellene
uttrykker EP2- og EP4-reseptorer, er det funnet mMRNA uttrykk av badeg -

adrenerge reseptorer i samme cellelinje. Ved bruk av RT-PCR ble det sekitet sva
uttrykk av ;-adrenerge reseptorer, i motsetning til et sterkt uttrykkaadrenerge
reseptorer [59]. Cellene ble stimulert med 0,1 uM isoprenalin i ngerveer av IBMX i fem

minutter f@r reaksjonen ble stoppet ved tilsetning av 5 % TCA.

Som figur 7 viser, er det en gkning i mengde isoprenalin-stimulert cAMP etter
forbehandling med rosiglitazon. Ved hjelp av en paret t-test, fant vi at det er en
signifikant forskjell (p=0,0368) pa cAMP-produksjon mellom kontrollcellene og celler
forbehandlet med rosiglitazon. Dette var et uventet funn, men resultatet tyder i hvert
fall pa at effekten av rosiglitazon pa P&dfimulert cAMP-akkumulering ikke er en

uspesifikk effekt.

Figur 7: Effekt av rosiglitazon pa
HT29 isoprenalin-stimulert CAMP-
produksjon. Med en celletetthet
p& 50 000 celler/cmstod cellene i
serumholdig medium (10 %) i ett
1504 dagn. Deretter ble det byttet til
. serumfritt medium og cellene ble
-I- inkubert i ett dagn til. Videre ble
cellene forbehandlet med
rosiglitazon (10 M) eller bare
serumfritt medium og inkubert i
504 minst 20 timer. Cellene ble hgstet
og stimulert med 0,1 uM
- isoprenalin i naerveer av 0,5 mM
e= — . IBMX i 5 minutter, far cAMP-
& @ assay ble gjennomfgrt som
CPQ ,\\\q;vo beskrevet i metodedelen. Resultatg
0'69 er presentert som gjennomsnitt £
< SEM av tre uavhengige forsgk.
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For & bekrefte at rosiglitazon 1M har en effekt pa isoprenalin-stimulert cAMP-
produksjon ble det utfart cCAMP-bestemmelse med fulle dose-responskurver av
isoprenalin. Det ble brukt falgende konsentrasjoner av isoprenalin1@®, 3*10°,

107, 3*107 og 10° M. Tre uavhengige forsak ble utfart, og resultatet er presentert som
prosentandel av kontroll. Enveis ANOVA viste at resultatet var signifikant (p<
0,0001), og videre parvis sammenligning viste at resultatet var signifikant forskjellig
fra kontrollen ved 3*10 og 10° (*). Figur 8 viser at forbehandling med rosiglitazon

gker isoprenalin-stimulert cAMP-akkumulering sammenlignet med kontrollen.

-e- Control -® Rosiglitazone

10000+ *
8000+
6000+
4000+

2000+

cAMP, % of control

0d w—au

T T T 1

0 10® 107 10° 10°
Isoprenalin (M)

Figur 8: Effekt av rosiglitazon pa isoprenalin-stimulert cAMP-

produksjon. Med en celletetthet p& 50 000 cellerfestod cellene i
serumholdig medium (10 %) i ett dagn. Deretter ble det byttet til serumfritt
medium og cellene ble inkubert i ett dagn til. Videre ble cellene forbehandlet
med rosiglitazon (L0M) eller bare medium (serumfritt), og inkubert i minst
20 timer, far cellene ble stimulert med gkende konsentrasjoh {08, 3*10°%,
107, 3*107 og 10°M) av isoprenalin i naerveer av 0,5 mM IBMX i fem
minutter. Cellene ble hgstet og cCAMP-assay gjennomfgrt som beskrevet i
metodedelen. Resultatet er presentert som gjennomsnitt £ SEM av tre
uavhengige forsgk.
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3.3 Doseavhengig effekt av rosiglitazon og NSAIDs

Med en celletetthet p& 50 000 cellerfcstod cellene ett dagn i serumholdig medium,
tilsatt penicillin, streptomycin, glutamin (2 mM) og 10 % hesteserum. Derettdeble
byttet til serumfritt medium og cellene inkubert i enda ett dggn. Videre ble cellene
stimulert med forskjellige ligander i gkende konsentrasjoner, og inkubert en siste gang
I serumfritt medium i 20 timer. Til slutt ble cellene stimulert med 1 uM PiG&erveer

av 0,5 mM IBMX i fem minutter, far cAMP-assay ble utfagrt som beskrevet i

metodedelen (se 2.3.1).

3.3.1 Rosiglitazon

Cellene ble forbehandlet med rosiglitazon i konsentrasjonefi&11Q0’ M, 10° M

og 10°> M. Det ble utfart seks uavhengige forsgk med rosiglitazon, og som figur 9
viser, var det liten spredning mellom forsgkene. Etter utfgrt enveis variansanalyse
(ANOVA) med Bonferroni-korreksjon for parvis sammenligning, ble det funnet en
signifikant (p=0,0003) dose-avhengig effekt av rosiglitazon, og en signifikant forskjell

fra kontrollen ved konsentrasjonene 1 og M (*).

[
£ 150-
8 Figur 9: Dose-avhengig effekt
© av rosiglitazon pa PGE-
xR 1000 o< stimulert cAMP-produksjon i

- HT29-celler. Resultatet er
o * . .
S . presentert som gjennomsnitt +
< 50- SEM av seks uavhengige
© forsgk. * indikerer at resultatet
E er funnet signifikant forskjellig
@ 0 fra kontrollen ved parvis
I(JDT —— —— sammenligning og'bruk av
a 0 10®10710%105104 Bonferroni-korreksjon.

Rosiglitazon (M)
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3.3.2 Indometacin

Cellene ble forbehandlet med indometacin i konsentrasjonene 1, 3, 10, 30 og 100 uM i
disse forsgkene. Med indometacin ble det utfart fire uavhengige forsgk, og som figur
10 viser, er spredningen mellom forsgkene stor. ANOVA analysen (p-verdi=0,0667)
med Bonferroni-korreksjon viste at indometacin ikke utgver en signifikant dose-
avhengig effekt, men at effekten av liganden er signifikant forskjellig fra kontrollen

ved 100 M (*).

1507 Figur 10: Dose-avhengig
effekt av indometacin pa
PGE,-stimulert cAMP-
produksjon i HT29-celler.
Resultatet er presentert som
giennomsnitt + SEM av fire
uavhengige forsgk. *
indikerer at resultatet er
funnet signifikant
—— — T . forskjellig fra kontrollen

0 10® 10° 10* ved parvis sammenligning

) og bruk av Bonferroni-
Indometacin (M) korreksjon.

1004 *—

a
o
1

o
L

PGE-stim cAMP, % of control
*
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3.3.3 Sulindaksulfid

Cellene ble forbehandlet med sulindaksulfid i konsentrasjonene 1, 3, 10 og 30 uM. Det
ble utfart fire uavhengige forsgk. Som figur 11 viser, er det liten spredning mellom
forsgkene. Med ANOVA ble det funnet en signifikant (p< 0,0001) dose-avhengig

effekt av sulindaksulfid, og figuren viser at det er en signifikant reduksjon i mengde

cAMP ved konsentrasjonene 10 og 3@ (*).

150 Figur 11: Dose-avhengig
effekt av sulindak sulfid
pa PGE,-stimulert cAMP-
produksjon i HT29-celler.
Resultatet er presentert som
giennomsnitt + SEM av fire
uavhengige forsgk. *
indikerer at resultatet er
funnet signifikant
forskjellig fra kontrollen

. ved parvis sammenligning
'_(')_' " 106 105  10% og bruk av Bonferroni-

. _ korreksjon.
Sulindaksulfid (M)

1004 L *

a
o
1
*

o
[

PGE-stim cAMP, % of control
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3.3.4 Meklofenamsyre

Cellene ble forbehandlet med meklofenamsyre i konsentrasjonene 1, 3, 10, 30 og 100
HUM. Det ble utfgrt tre uavhengige forsgk. Som figur 12 viser, er det stor spredning
mellom forsgkene, men konsentrasjonene 1 og M8Kkiller seg ut med & ha en noe
mindre spredning. Med ANOVA ble det funnet en signifikant (p=0,0417) dose-
avhengig effekt av meklofenamsyre. Ved parvis sammenligning var effekten
signifikant kun ved 100M (*).

150- Figur 12: Dose-avhengig
effekt av
meklofenamsyre pa
PGE,-stimulert cAMP-
produksjon i HT29-
celler. Resultatet er
* presentert som
giennomsnitt £+ SEM av tre
uavhengige forsgk. *
indikerer at resultatet er
. funnet signifikant
'_(')_' 10° 105 104 1073 forskjellig fra kontrollen
ved parvis sammenligning
Meklofenamsyre (M) og bruk av Bonferroni-
korreksjon.

100+ *—

al
<

o
[

PGE-stim cAMP, % of control
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3.4 Effektav 10 M GW9662

For & bekrefte om effekten av NSAIDs medieres via PR&Rsket jeg & hemme

PPAR med en antagonist. GW9662 er i litteraturen beskrevet som en PPAR
antagonist [40]. Far vi brukte GW9662 for & se om den hemmet effekten av
rosiglitazon var det ngdvendig a finne ut om GW9662 hadde en egeneffekt pa PGE
stimulert cAMP-produksjon. Etter ett dggn i serumfritt medium, ble cellene
forbehandlet med GW9662 i konsentrasjoneri& 10° og 10° M. Etter enda et dggn

i serumfritt medium, ble cellene hgstet og B&EMulert cAMP-akkumulering malt
som beskrevet i metodedelen (se 2.3.1). Som figur 13 viser, har GW9662 opptil 10

M, ingen signifikant egeneffekt, sammenlignet med DMSO.

Figur 13: Effekt av GW9662 pa PGE-

g’ 16 stimulert cAMP-produksjon. Med en
3 14- celletetthet p& 50 000 celler/énstod
g I I cellene i serumholdig medium (10 %) i ett
a- 127 dagn. Deretter ble det byttet til serumfritt
<§( 104 medium og cellene ble inkubert i et dggn til.
O Videre ble cellene forbehandlet med
g gl forskjellige konsentrasjoner av GW9662
T eller kun serumfritt medium, og inkubert i
IEIDJ minst 20 timer, far cellene ble stimulert
a O _ med 1 uM PGEi naerveer av 0,5 mM
— T ', IBMX i fem minutter. Cellene ble deretter
0 10 10 10 .
hgstet og CAMP-assay gjennomfgrt som
GW (M) beskrevet i metodedelen. Resultatet er

presentert som middelverdi £ SEM (n=3) av
ett forsgk.
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Det ble utfgrt dose-respons forsgk med rosiglitazon + GW9662 for & undersgke om
antagonisten hemmet effekten av rosiglitazon. Cellene ble farst preinkubert med GW
9662 (10 uM) eller DMSO (0,5 %) i 30 minutter. Deretter ble cellene stimulert med
rosiglitazon i samme konsentrasjoner som beskrevet i 3.3.1, og igjen tilsatt GW9662
og DMSO. Som figur 14&iser, har GW9662 alene en signifikant reduserende effekt pa
PGE-stimulert cAMP-produksjon, sammenlignet med DMSO (p<0,0001). Etter parret
sammenligning (Bonferroni-korreksjon), viser resultatet at prostaglandinresponsen i
neervaer av GW9662 alene eller GW9662 i naerveer av rosiglitaZoogl00’ M var
signifikant redusert i forhold til kontrollen behandlet med DMSO.

150+ .
-o— Rosiglitazone

-= Rosiglitazone + GW
1004

k-

o
L

T T T T 1
0 10810710%10°10*

PGE-stim cAMP, % of control
7

Rosivs. Rosi + GW (M)

Figur 14: Dose-avhengig effekt av rosiglitazon + G\8662 pa PGR-stimulert cAMP-
produksjon i HT29-celler. Resultatet er presentert som gjennomsnitt + SEM av fem
uavhengige forsgk. * indikerer at celler forbehandlet med DMSO gir signifikant hgyere
cAMP-respons enn celler forbehandlet med GW9662 (Bonferroni-korreksjon).




56

3.5 Effekt av rosiglitazon pa HCT116-celler

| en tidligere masteroppgave [47] ble det ikke funnet signifikant effekt av rosiglitazon-
forbehandling pa PGEstimulert cAMP-akkumulering i HCT116-celler. Dette var i
samsvar med hypotesen om at PPARmMulering nedregulerer EP2-reseptorer, da
PGE-stimulert cAMP-akkumulering i HCT116 i hovedsak er mediert av EP4-

reseptorer (Sandnes, upubliserte data). Ved naermere gjennomgang av resultatene viste
det seg at det var stor spredning mellom forsgkene, og vi fant det derfor ngdvendig a
gjienta dem. Dette ble ogsa interessant i lys av en ny artikkel som viste atzonglita
nedregulerer EP4 mRNA via en PPARavhengig mekanisme i glioblastomceller

[60].

3.5.1 Stimulering av cellene med PGE

Som HT29-cellene, uttrykker ogsa HCT116-cellene EP-reseptorer, hovedsakelig EP2
og EP4. Cellene ble forbehandlet med Mrosiglitazon, og det ble undersgkt om det
oppstod en reduksjon i PGEtimulert cAMP-produksjon. Cellene ble stimulert med 1
MM PGE i neerveer av fosfodiesterasehemmeren IBMX i fem minutter far reaksjonen

ble stoppet ved tilsetning av 5 % TCA.

Som resultatet viser (figur 15), gav forbehandling av cellene med rosiglitazon i 20
timer en redusert PGEtimulert cAMP-produksjon. Det var liten spredning mellom
forsgkene, og det viste seg at det var en signifikant forskjell i CAMP-mengden mellom
kontrollceller og celler forbehandlet med rosiglitazon (t-test, p<0,0001). Rosiglitazon

utaver en effekt pd PGEesponsen i cellene.
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Figur 15: Effekt av rosiglitazon pa
PGE,-stimulert cAMP-produksjon.
Med en celletetthet pa 50 000
celler/cnt, stod cellene i serumholdig
medium (10 % serum) i ett dagn.
Deretter ble det byttet til serumfritt
medium og cellene ble inkubert i ett
dagn til. Videre ble cellene
forbehandlet med rosiglitazon 1M
eller bare serumfritt medium og
inkubert i 20 timer. Cellene ble hgstef
og stimulert med 1 uM PGHE
neerveer av 0,5mM IBMX i 5
minutter, far CAMP-assay ble
giennomfart som beskrevet i
metodedelen. Resultatene er
presentert som gjennomsnitt £ SEM
av tre uavhengige forsgk.

3.5.2 Stimulering av cellene med forskolin

For & undersgke om effekten av rosiglitazon var spesifikk for,RR@Bulering av EP-

reseptorene, eller om reduksjonen av cAMP-produksjonen skyldes pavirkning av hele

cyklasesystemet, ble det benyttet forskolin. Cellene ble stimulert med fargkghM

I neerveer av 0,5 mM IBMX i fem minutter far tilsetning av 5 % TCA som stoppet

reaksjonen.

Som resultatet viser (figur 16), gav forbehandling medNlQosiglitazon ingen

endring i forskolin-stimulert cAMP-produksjon. Dette ble bekreftet ved t-test

(p=0,8645) som viste at det ikke var signifikant forskjell mellom kontrollceller og

celler forbehandlet med rosiglitazon nar det gjelder forskolin-stimulert cAMP

produksjon. Rosiglitazon utaver dermed ingen effekt pa forskolin-responsen, verken i

HCT116-cellene eller HT29- cellene (se 3.2.2).
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Figur 16: Effekt av rosiglitazon pa
HCT116 forskolin-stimulert CAMP-
produksjon. Med en celletetthet pa
50 000 celler/ct stod cellene i
serumholdig medium (10 %) i ett

[ Buffer [ Forskolin

2007 daggn. Deretter ble det byttet til

S serumfritt medium og cellene ble

g 150+ inkubert i et dggn til. Videre ble

2 cellene forbehandlet med

= 1004 rosiglitazon 10 M i serumfritt

£ medium eller bare medium, og

Q" 501 inkubert i minst 20 timer. Cellene

% ble hgstet og stimulert med 10 puM

O —— —, forskolin i naerveer av 0,5 mM IBMX
& < i 5 minutter, far cAMP-assay ble

S & giennomfart som beskrevet i

metodedelen. Resultatene er
presentert som gjennomsnitt + SEM
av tre uavhengige fors.

3.6 Kontroll av RNA

En forutsetning for & gjgre PCR-analyse er at RNA er av god kvalitet. RNA kvaliteten
kan vurderes bade spektrofotometrisk og ved gelelektroforese. Ved & méle absorbansen
ved 260 nm (Agg) kan konsentrasjonen og kvaliteten av RNA bestemmes. Forholdet
mellom absorbansen ved 260 nm og 280 nm, gir et estimat pa renheten av RNA med
hensyn til protein. En fyAogo ratio mellom 1,8-2,0 indikerer at RNA er av god

kvalitet.

For & bekrefte RNA kvaliteten, ble det utfart en gelelektroforese, hvor 18S og 28S
rRNA fragmentene vil separeres. De to bandene farges av GelRed 10000x tilsatt i
agarosegelen. Dersom RNA er intakt og av god kvalitet vil bAndene for 18S og 28S
foreligge som to separate og intakte band nar gelen gjennomlyses med ultrafiojett (UV
lys. Resultatene vare viste tegn til at 18S og 28S foreld som to separate band, selv om

det ikke var sa tydelig som vi hadde gnsket (data ikke vist).
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3.7 Kontroll av primere

Tradisjonell RT-PCR og gelelektroforese ble brukt for kvalitativ screening av EP2- og
EP4-reseptor ekspresjon i HT29-cellene, samtidig som vi far undersgkt om de
nydesignede primerne fungerte slik de skulle. 1 tillegg til primere for EP2- og EP4-
reseptorer, ble det ogsa kjart praver med primere-fatin. -actin mRNA er uttrykt i

et moderat niva i flere celletyper, og det bandet som kommer opp etter kjgrt
gelelektroforese, fungerer som en kontroll pa vellykket PCR-reaksjon. Etter & ha prgvd
med ulike temperaturer for "annealing”-trinnet fikk vi opp band for EP2-reseptoren
med ny primer ved riktig starrelse (~ 200 bp) (figur 17), og vi kunne fortsette med
kvantitativ RT-PCR. Vi lyktes ikke i a finne optimale betingelser for deteksjon dv EP
MRNA i tide, og utelot derfor kvantitering av EP4 mRNA.

Starrelsesmarkgr

|

HT29 HCT116

HT29 HCT116
EP2 EP2 -actin
200 bp —— w— — B ——
< —
i r—

Figur 17: Agarose gel (2 %) som viser EP2 mRNA i HT2geller.
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3.8 Kvantitativ PCR

| denne oppgaven ble kvantitativ RT-PCR brukt for & bestemme nivaet av EP2 mRNA
i HT29-celler, og for & undersgke om ekspresjonen pavirkes av rosiglitazon og de
utvalgte NSAIDs. Dette er en sensitiv metode for pavisning av sma mengder mRNA,
samtidig som det er mulig & analysere genekspresjonen i flere prgver samtidig [54].
Som resultatet viser, figur 18, er det et uttrykk av EP2 mRNA i HT29-cellene
(kontroll). Sann som resultatet er presentert, et gjennomsnitt av fire forsgk, er det kun
meklofenamsyre som nedregulerer EP2 mRNA ekspresjonen, sammenlignet med
kontroll. I enkeltforsgkene var det i to av forsgkene ogsa en signifikant nedregulering
av EP2 mRNA-nivaet med rosiglitazon og indometacin (data ikke vist). Sammenlignet
med DMSO, nedregulerer ogsa sulindaksulfid EP2-ekspresjonen, men denne
reduksjonen var ikke signifikant. Bonferroni-korreksjon med parvis sammenligning
viste at det kun var meklofenamsyre som var signifikant forskjellig fra kontrollen.
DMSO gav en oppregulering av EP2 mRNA-nivaet, men denne gkningen var ikke

signifikant forskjellig fra kontrollen.
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Figur 18: Effekt av rosiglitazon og ulike NSAIDs pa EP2 mRNA ekspresjon i
HT29-celler. Med en celletetthet p& 50 000 cellerfcstod cellene i serumholdig
medium (10 %) i ett dagn. Deretter ble det byttet til serumfritt medium ogeelle
ble inkubert i et dggn til. Videre ble cellene forbehandlet med rosiglitazon (10
M), indometacin (100 uM), meklofenamsyre (100 uM), DMSO (0,02 %) og
sulindaksulfid (10 uM) i serumfritt medium og inkubert i minst 20 timer, far
cellene ble hgstet og bearbeidet som beskrevet i metodedelen (fra 2.3.3). Resultatet
er presentert som gjennomsnitt £ SEM av fire uavhengige forsgk. * indikerer en
signifikant forskjell fra kontrollen.
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3.9 Cytotoksisitet

For & se etter tegn til cytotoksisitet, ble det tatt bilder av HT29-celleeredgtking ett
daggn serumfritt og ett dggn serumfritt med tilsetning av rosiglitazon og de ulike
NSAIDs (figur 19, a-h). Som figur 19 a-b viser, ser det ikke ut til at rosiglitazommL0
er cytotoksisk for cellene, da cellenes morfologi er uendret sammenliknet med
kontrollen. Normalt vokser cellene i store cellegyer. Etter tilsetning av ligand i
stigende konsentrasjon, sa vi i mikroskopet at cellene skilte seg fra cellegyene og
opptradte mer som enkeltceller. De ble mer avgrenset, samtidig som cellestdote
redusert (figur 19, c-h). Ved de aller hgyeste konsentrasjonene; indometaciv, 100
meklofenamsyre 100M og sulindaksulfid 30 M, s& man antydninger til dgde celler,

da disse lgsner helt og flyter i veeskelaget.
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a) b)

9) h)

Figur 19: HT29-celler stimulert med rosiglitazon og ulike NSAIDs a) Kontroll: ubehandlede
celler. b) Celler stimulert med 1M rosiglitazon. c) Celler stimulert med 301 indometacin.
d) Celler stimulert med 100M indometacin. e) Celler stimulert med 30 meklofenamsyre.
f) Celler stimulert med 100M meklofenamsyre. g) Celler stimulerted 10 M sulindaksulfid.
h) Celler stimulert med 30M sulindaksulfid. Bildene er tatt med 20x forstarrelse.




63

4. Diskusjon

4.1 Metodologiske aspekter

Metodene som er benyttet i oppgaven er veletablerte pa dette laboratoriet. Rasglutte
arbeidet kom jeg i tidsngd, og det medfarte at kvantitativ PCR-bestemmelse av EP2-

mRNA ikke ble sa godt kvalitetssikret som gnskelig.

Indometacin, meklofenamsyre og isoprenalin foreld som vannlgselige salter og ble
tilsatt (etter fortynning) direkte i buffer eller medium. Rosiglitazon og P@GIE |gst i
etanol, og for & unnga a eksponere cellene for etanol ble stoffene dampet inn under
nitrogen (N) og inndampingsrestene ble lgst i buffer eller medium. For stoffene med
darlig vannlgselighet, som sulindaksulfid, GW9662 og forskolin, ble DMSO benyttet
som lgsemiddel. DMSO ansees som et inert Igsemiddel, det vil si at det ikke pavirker
biologiske systemer. Konsentrasjonen av DMSO ble likevel holdt sa lav som mulig av
den grunn at cellene kan pavirkes av lgsemidlet. | forsgkene med GW9662 ble det
tilsatt DMSO i en endelig konsentrasjon pa 0,5 %, mens det i forsgkene med
sulindaksulfid ble brukt 0,06 % DMSO. | forsgkene med kvantitativ PCR viste det seg
at cellene behandlet med DMSO (endelig konsentrasjon pa 0,06 %) gav en gkning i
EP2 mRNA ekspresjonen, sammenlignet med kontrollen uten DMSO. Dette gikk igjen
i samtlige av de fire forsgkene og kan tyde pa at DMSO alene har en svak effekt pa
HT29-cellene.

4.1.1 Dyrking av celler i serumfritt medium 1 dggn vs. 2 dggn

Serum inneholder flere vekstfaktorer, og vil kunne gi optimal vekst av ulike celletyper

etter at det er tilsatt i dyrkningsmediet. Siden serum inneholder sa mange faktorer
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det vanskelig & avgjgre hvilke som er av betydning for vekststimuleringen. En annen
ulempe er at serumsammensetningen kan variere fra batch til batch, dette eeet probl
som kan unngas ved bruk av serumfritt medium. De fleste celler liker seg darligere
under serumfrie betingelser, og vi sa at HT29-cellene hadde en tendens til & lasne
under mediebytte. | tillegg Igsnet noen celler under skylleprosessen med 0,9 % NacCl.
Av den grunn var det gnskelig & redusere tiden cellene stod serumfritt ned til ett dagn
og samtidig forbehandle dem med ligand. Til tross for at cellene liker seg darligere
under serumfrie betingelser, ble resultatene etter to dggn serumfritt mer repbadels
enn de hvor cellene kun stod ett dggn, og det ble besluttet a fortsette med tidligere

protokoll.

4.1.2 Kvaliteten av RNA

Kvaliteten av RNA kan bestemmes bade spektrofotometrisk og ved gelanalyse. Ratio
A, Asog Viste verdier som |a mellom 1,9 og 2,03 ved samtlige forsgk, og tyder

dermed pa god kvalitet av RNA. Da vi gikk videre med gelanalyse, ble ikke resultatet
helt som gnsket. 18S og 28S bandene som skulle komme til uttrykk som to separate og
intakte band, var uklare og sa ut til & veere konsentrert i siden av brannene. Dette kan
tyde pa ufullstendig solubilisering av RNA og bgr undersgkes nsermere. Muligens ville
en annen isoleringsmetode for RNA veere bedre, eller celleekstraktene kunnegiryses f
RNA-isolering. Det kunne ogsa veert aktuelt & prgve en annen metode for a undersgke
RNA-kvaliteten. For eksempel finnes et Agilent Bioanalyzer instrumentridgiég pa
Rikshospitalet. Dette bestemmer bade mengde og kvalitet av RNA i én operasjon og
gir en mer objektiv evaluering av kvaliteten enn det en visuell inspeksjon av en gel kan
gi. Dette ble det ikke tid til.
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4.1.3 Kvantitativ PCR

Kvantitativ PCR involverer en rekke reaksjonskomponenter som vil kunne pavirke
sluttproduktet etter kjgrt PCR-reaksjon, eksempelvis primere, reaksjonsbuffé?, dNT
mix og DNA polymeraser som taler relativt hgy temperatur (> 56 °). RT-PCRsanaly
av celluleer mRNA ekspresjon involverer flere tekniske trinn som vil kunne pavirke
sluttresultatet. Prinsipp som er av vesentlig betydning for sluttresultatistigiddt er

god kvalitet pa cellene og optimal celletetthet i pravene, isolering av rent og intakt
RNA, samt ngyaktighet i cDNA syntesen. Kun en liten mengde kontaminasjon i lgpet

av disse prosessene, vil veere nok til & pavirke analysen i negativ grad.

Vi mistenkte at prgvene inneholdt lite EP2 mRNA, og at det dermed var risiko for
forstyrrelser fra genomisk DNA. Dette ble avkreftet av reaksjonene uten revers
transkriptase (RT), som ble kjart parallelt nettopp som kontroll pa genomisk DNA
kontaminasjon, da resultatene fra prgvene uten RT viste en betryggende forskjell i C
(C; for praver rundt 30 sykluser, @r prgver uten RT ~ 40 sykluser). Primere som
binder seg til andre gensekvenser enn det som er gnsket, vil ogsa generere signal og
dermed gi misvisende resultat ved deteksjon med SY®®Ren. For & bekrefte at
resultatet ikke var pavirket av primer-dimerisering eller uspesifikke produkger, bl
PCR-produktet testet ved en smeltepunktsanalyse. Denne analysen vil bekrefte
produktidentiteten, samt skille mellom spesifikke og uspesifikke produkter. | samtlige

forsgk viste smeltepunktsanalysen kun én topp, og det vil si at primerne er spesifikke.

4.2 Er effekten av rosiglitazon spesifikk for EP2-responsen?

Som vist i figur 5 utgver rosiglitazon en effekt pa B&&Sponsen i HT29-cellene ved
a redusere cAMP-produksjonen. For & undersgke om effekten av rosiglitazon er

spesifikk for PGEstimulering av EP2-reseptorene, eller om reduksjonen av cCAMP-
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produksjonen skyldes pavirkning av hele cyklasesystemet, valgte vi & stimulere cellene
med forskolin og isoprenalin. Rosiglitazon gav ingen effekt pa forskolin-responsen
(verken i HT29- eller HCT116-cellene), noe som tyder pa at effekten er pa reseptoren
eller reseptor-Gkoplingen. Disse funnene er i samsvar med hypotesen om at PPAR
stimulering nedregulerer EP2-reseptorer i HT29-cellene. Stimuleringenleweceied
isoprenalin gav derimot uventede resultater. Det var en gkning i CAMP-produksjonen
etter at cellene ble forbehandlet med rosiglitazon. Dette kan tyde pa atameiglit

utaver en stimulerende effekt pa ekspresjonenadrenerge reseptorer, eller at

koplingen mellom -adrenerge reseptorer og avirkes. Dette bar undersgkes videre.

Forbehandling med rosiglitazon i HCT116-celler fgrte ogsa til en reduksjon,PGE
stimulert cAMP-produksjon. Denne reduksjonen (ca. 62 %) er for stor til & skyldes
nedregulering av EP2-reseptorer alene. Tidligere studier har vist at ca. 70 %av PGE
stimulert cAMP-akkumulering i HCT116-cellene medieres via EP4-reseptorer
(Sandnes, upublisert data). Dette tyder pa at det ogsa er en nedregulering av EP4-
reseptorene. Dette kan undersgkes ved bruk av selektive ligander i CAMP-assayet, som
butaprost (spesifikk EP2-agonist) eller L-161982 (EP4-selektiv antagonist). Kambe og
medarbeidere fant at PPARgonisten troglitazon nedregulerer EP4 mRNA via en

PPAR -uavhengig mekanisme i glioblastomceller [60]. De fant at liganden aktiverer
MEK-1/Erk-signalveien, som induserer fosforylering av transkripsjonsfaktoren Sp-1.
Fosforyleringen farer til redusert DNA-binding til Sp-1 bindingssetet i promoteren pa
genet for den humane EP4-reseptoren og forarsaker nedregulering av EP4 ekspresjon
[60].

For & fa en bekreftelse pa om rosiglitazon sin reduserende effekt pstGiert
cAMP-produksjon virkelig skyldes nedregulering av EP2- og EP4-reseptorer, burde
bade HT29- og HCT116-cellene undersgkes pa mRNA-niva. Vi fikk gjort noen forsgk
med HT29-cellene hvor vi kjarte kvantitativ RT-PCR og sa pa EP2 mRNA. Vi fant
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ikke at rosiglitazon nedregulerer nivaet av EP2 mRNA sammenlignet med kontrollen.
Men to av forsgkene med rosiglitazon gav nedregulering av EP2 mRNA-ekspresjonen,
og det vil dermed veere ngdvendig med flere forsgk for a fa et statistisk sikrerd.resulta
Vi malte mengden mRNA pa et relativt sent tidspunkt, det vil si pa samme tidspunkt
som PGE-stimulert cAMP-produksjon var redusert. Forutsatt at denne reduksjonen
skyldes nedsatt mengde reseptorer, ville en forvente at mRNA-nivaet ble redusert f
proteinet. En annen mulig forklaring er at det ikke er mMRNA-syntesen som pavirkes.
Det kunne veere at behandlingen farer til redusert stabilitet av mRNA eller protein,
eller at proteinsyntesen pavirkes. Det hadde derfor veert interessant a se tatetesul
hadde blitt annerledes om malingen av mMRNA hadde blitt gjort pa et tidligere
tidspunkt, for eksempel far man oppnadde en redusert proteinmengde. Et annet
alternativ ville veert & benytte seg av bindingsstudier. Fordi prostaglandiner eelipofil
og reseptormengden er lav, er det sannsynlig at det ville veere vanskelig & male

reseptormengden pa denne maten.

4.3 Effekt av GW9662

Det ble kun gjennomfart ett forsgk med GW9662, hvor ligandens egeneffekt pa PGE
stimulert cAMP-produksjon ble undersgkt (figur 13). | lys av resultatene vi fikk i

ettertid bgr egeneffekten av GW9662 undersgkes mer ngyaktig.

GW9662 binder seg kovalent til en cysteingruppe i PPER]. Dette tyder pa at
molekylet er reaktivt og ogsa kan reagere med andre proteiner i cellene. | mine forsgk
ble det brukt 10 uM GW9662, og cellene ble preinkubert med liganden i 30 minutter
for tilsetning av rosiglitazon (10 uM). Dersom GW9662 hadde veert en reversibel

antagonist, gar det an ut fra vanlig reseptorteori & beregne hvor stor andel av reseptoren
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som da vil veere tilgjengelig for rosiglitazon. Ut fra massevirkningsloven har vi da

folgende konkurrerende reaksjon (likning 1) [61].
(1) I+R=RlogL+R=RL

Der | = inhibitor, R = reseptor og L = agonist.

@ =W ogi -

Ved a sette total reseptorkonsentrasjpr RL + Rl + R og omorganisere, kommer

man fram til likning 3:

(3) (RL) — (L)(R[)

Vi kjenner ikke K og K;, men bruker som en tilnaerming KEGs, = 18 nM (~ 2*10°
M) for rosiglitazon og K~ 1Cso = 3,8 nM (~ 4*10° M) for GW9662 bestemt i
bindingsstudier av Seimandi og medarbeidere [41]. Det farer til at med disse
forutsetningene vil 17 % av reseptorene veere bundet av rosiglitazon ved likevekt.
Dette skulle tilsi at GW9662 burde hemme mye av responsen ved de anvendte
konsentrasjonene av GW9662 og rosiglitazon. Siden GW9662 er en irreversibel
hemmer og cellene preinkuberes med GW9662, bgr de fleste reseptorene veere

utilgjengelig for rosiglitazon, forutsatt at liganden tas godt opp av cellene.

| andre studier er det brukt henholdsvis 10 uM GW9662 og preinkubasjonstid pa én
time, og 20 uM GW9662 med preinkubasjonstid pa én time, far tilsetning av
rosiglitazon 10 uM. | begge studiene viste resultatene at GW9662 hemmet effekten
indusert av rosiglitazon [48, 62]. Vi kunne forsgkt med ulike konsentrasjoner av
GW9662, i tillegg til & ke preinkubasjonstiden for & se pa den hemmende effekten av
liganden pa effekten av rosiglitazon, dette er noe som krever videre utredning. Det

ville ogsa veere nyttig & finne en effekt som er en etablert Pre#Bkt, og studere
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effekten av GW9662 pa denne, for eksempel induksjon av ADRP (adipose
differentiation-related protein), som er et mye brukt mal pa PPAR-aktivitegrog s

induseres av alle PPAR-subtyper [63].

Det foreligger flere rapporter om PPARavhengige effekter av PPARgonister.

Han og Roman [48] observerte at den hemmende effekten av rosiglitazon (10 uM) og
ciglitazon (30 uM), to PPARIigander, pa EP2-ekspresjonen ble forhindret dersom det
samtidig ble stimulert med GW9662 (20 uM). Men GW9662 blokkerte ikke den
hemmende effekten utgvet av RGO pM), som er en endogen PPAIRjand [48].
Resultater etter forsgk utfgrt av Seargent og medarbeidere [64] stottet teonréd det
eksisterer PPARuavhengige mekanismer. De viser at GW9662, i tillegg til & hemme
PPAR -aktiviteten, ogsa hindret cellevekst og celleoverlevelse uavhengig av PPAR
[64]. Sammen tyder disse funnene pa at det trolig er bade PRARNgige og —
uavhengige signaler involvert i nedreguleringen av EP2-reseptornivaet. PPAR
ligander har vist seg & kunne regulere celleveksten via effekter pa ulike
kinasesignalveier, deriblant Erk-signalering. | lungekarsinomceller behandleihmed e
MAPK/Erk-hemmer (PD98059) i én time fgr tilsetning av troglitazon, en PPAR

ligand, ble det observert at PD98059 blokkerte hemmingen av EP2 protein-
ekspresjonen indusert av troglitazon. Det ble i tillegg vist at troglitazon stieulert
Erk1/2 fosforylering, som bekrefter at Erk-signalering er involvert i nedreguleringen
av EP2-reseptor ekspresjonen utgvet av PRIander i disse cellene [48]. Kambe

og medarbeidere viste at sulindaksulfid reduserte EP4-ekspresjonen i gliobldstomce
via endringer i Egr-1/Sp-1 signalveien, hvor Egr-1 normalt er ansvarlig for
oppreguleringen av EP4-nivaet, mens Sp-1 har en reduserende effekt. Sulindaksulfid
gker ekspresjonen av Egr-1 og Sp-1, og endrer fosforyleringen av proteinene via Erk.
Som en konsekvens av dette, induseres NAG-1 og ATF3, etterfulgt av en

nedregulering av EP4 mRNA-nivaet [65].
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4.4 Utgver NSAIDs noen av sine effekter via PPAR ?

Som nevnt tidligere kan enkelte NSAIDs utgve antiproliferative effekter via COX-
uavhengige mekanismer, deriblant via PPARtivering [7-9]. Sulindaksulfid er

tidligere vist & vaere en PPARgonist. Liganden hemmet celleveksten i en type
lungecancer i en hgyere konsentrasjon enn det som kreves for & hempreyRE&en
[66]. Indometacin har i hgye konsentrasjoner (< 100 uM) bundet seq til og aktivert
PPAR [45]. Det har veert undersgkt om denne aktiveringen forklarer indometacin sin
antiproliferative effekt pA humane coloncancer celler (HCT116). Mutant dominant-
negativ human PPARble brukt til & blokkere endogen PPARKktivitet. Det viste seg
imidlertid at de antiproliferative effektene ikke endret seg i neerveer av dominant-
negativ PPAR. Til tross for indometacin sin evne til & aktivere PPABdrar ikke

denne effekten til den antiproliferative aktiviteten i disse cellene [44].

| denne oppgaven ble det sett en dose-avhengig reduksjonidi@blert CAMP-
produksjon etter forbehandling med samtlige NSAIDs. Effekten var kun signifikant
forskjellig fra kontrollen ved de hgyeste konsentrasjonene. For indometacin og
meklofenamsyre var det stor spredning mellom forsgkene, og det gav utslag pa
ANOVA-analysen, ved at resultatene ikke ble statistisk signifikante. Av den grunn er
det ngdvendig & gjare flere forsgk med disse ligandene. Resultatet er i samsvar med
hypotesen var om at en aktivering av PPABseptoren nedregulerer EP2-
reseptornivaet. For & bekrefte hypotesen var planen a stimulere cellene i naerveer av
GW9662, en selektiv PPARantagonist. Disse forsgkene gav ikke forventet effekt, og
bar forfalges videre. Ved hjelp av reporterassay eller ved bruk av et egnet gen som
induseres av PPARbgr man oppna et funksjonelt mal pa at PPARkkeres av
GW9662. En annen mulighet vil vaere & bruke celler med siRNA-mediert
"knockdown” av PPAR. Bruken av PPARantagonister er i prinsippet et godt

verktay for & studere ulike PPARignalveier [40, 48]. Tidligere studier har vist at
GW9662 ikke aktiverer PPARmediert transkripsjon, men hemmet effekten av
rosiglitazon [40, 41]. | et annet arbeid ble det imidlertid observert at GW9662 alene
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hadde en veksthemmende effekt pa en brystkreftcellelinje, og GW9662 forsterket ogsa
den veksthemmende effekten av rosiglitazon [64]. Dette tyder pa at GW9662 kan ha
andre effekter, som kan ha sammenheng med at den har evnen til & binde seg kovalent
til PPAR og muligens ogsa til andre proteiner i cellene. Vare resultater med

rosiglitazon i kombinasjon med GW9662 farte til at den videre planen med a behandle
cellene med GW9662 og de utvalgte NSAIDs, ble lagt pa is. | videre studier bar derfor
effekten av NSAIDs pa PPARbekreftes eller avkreftes ved & kombinere

forbehandlingen med GW9662. Alternativt kan siRNA benyttes for 8 hemme

ekspresjonen av PPAR

Sett i lys av funnene med rosiglitazon i HCT116-cellene, ville det vaere interéssant
undersgke effekten av NSAIDs ogsa i disse cellene. | tillegg hadde det veert av
interesse a undersgke om NSAIDs ogsa gkesponsen i HT29-cellene, slik

rosiglitazon uventet gjorde.

4.5 Kan PPAR -aktivering nedregulere EP2- (og EP4-)
reseptornivaet?

Aktivering av EP2- og EP4-reseptorer gir et gkt niva av cAMP i cellene via kobling til
Ge-protein og en stimulering av adenylyl cyklase [17, 18]. A bruke cAMP-produksjon
som mal pa nivaet av EP-reseptorene, er en indirekte metode for & undersgke om en
eventuell PPAR-aktivering vil pavirke EP-reseptornivaet, da det i falge vanlig
reseptorteori er korrelasjon mellom respons og reseptorbinding. Et unntak vil veere hvis
cellene har et hgyt reseptortall, da kan man ha "spare receptors”, det vil si at
aktiveringen av en liten andel av reseptorene gir maksimal respons. Resultatene fra
cAMP-analysen viste at samtlige NSAIDs og rosiglitazon gav en redusest PGE

stimulert cAMP-produksjon. Dette taler for en felles virkningsmekanisme, og er
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forenlig med at effekten medieres via PPARI gnsket videre a undersgke om denne

effekten kunne knyttes opp til nedregulering av EP2-reseptorer.

Tidligere studier med indometacin viste redusert R&Enulert CAMP-produksjon i

en annen type coloncancer med ekspresjon av EP2-reseptorer, LS174T. Om denne
effekten skyldtes nedregulering av EP2-reseptorer, ble undersgkt ved & male mengden
EP2 mRNA ved bruk av gelanalyse. Dette er i beste fall en semikvantitativ metode.
Resultatet viste at indometacin gav en dose-avhengig reduksjon av EP2-reseptor
mMRNA [43]. Det er ogsa gjort forsgk hvor humane lungekarsinomceller, som viser
uttrykk av EP2-reseptorer, ble stimulert med rosiglitazon og ciglitazon, to RPAR
agonister. Resultatet av disse forsgkene viste at celleveksten ble hemmet via en
nedregulering av EP2 mRNA-nivaet [48]. To nye artikler viste derimot til resultate
hvor bade troglitazon, en PPARgonist, og sulindaksulfid, en COX-hemmer,
nedregulerte EP4 mRNA-nivaet i glioblastomceller via PPARvhengige

mekanismer [60, 65].

Kvantitativ RT-PCR er en mer ngyaktig metode sammenlignet med den Fujino og
medarbeidere brukte [43] for & undersgke endringer i EP2 mRNA-nivaet etter
forbehandling med utvalgte ligander. Det var bare meklofenamsyre som gav et
signifikant lavere niva av EP2 mRNA sammenlignet med kontrollen i mine forsgk.
Sulindaksulfid og DMSO gav henholdsvis en svak nedregulering og en svak
oppregulering av EP2 mRNA-nivaet, men effektene var ikke signifikante. Vi valgte i
disse forsgkene a bruke 10 uM sulindaksulfid for & unnga cytotoksisitet, men det er
mulig at 30 uM ville gitt starre effekt. Pa grunn av stor spredning i forsgkene, vil det
veere ngdvendig a gjennomfare flere forsgk for & oppna reproduserbare resultater. De
ujevne resultatene kan skyldes metodologiske problemer, dermed bgr metodene

optimaliseres ytterligere.
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4.6 Opptrer effektene av NSAIDs ved konsentrasjoner som
er klinisk relevante?

Da vi undersgkte PGEtimulert cAMP-produksjon, var at det var en signifikant
reduksjon i cAMP-mengden ved de hgyeste konsentrasjonene av samtlige NSAIDs,
sammenlignet med kontrollen. Underveis i arbeidet med oppgaven ble det tatt bilder av
cellene etter ligandstimulering, for & avdekke om det var tegn til cytotoksigitat (f

19). Og som bildene viste var det ved de samme konsentrasjonene som gav redusert
cAMP-respons av meklofenamsyre, indometacin og sulindaksulfid tegn til

cytotoksisitet.

Flere studier har tatt i bruk samme ligander, og konsentrasjonene er i samsvar med,
eventuelt noe hgyere enn de som er benyttet i denne oppgaven. Fujino og medarbeidere
[43], brukte indometacin 3-300 pM, i sine studier for & se om liganden hemmet PGE
stimulert cAMP produksjon. Her nevnes det at ved 300 uM indometacin ser det ut til at
det er en uspesifikk effekt pa stimuleringen av cAMP-produksjon, men at dette

muligens skyldes toksisitet da omtrent 10 % av cellene |a lgst i mediet [43]eDette

imidlertid én av fa som tar opp problemstillingen knyttet til cytotoksisitet.
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4.7 Konklusjon

| denne oppgaven har jeg funnet at rosiglitazon og utvalgte NSAIDs, bade indol-
eddiksyrederivatene og fenamatet, nedregulerer,f3@bulert cAMP-produksjon i
coloncancercellelinjen HT29. Dette er forenlig med en effekt mediert via PPAR

men det gjenstar & avklare om det er tilfellet. Effekten opptrer ved konsentrasjoner a
NSAIDs som er svakt cytotoksiske, og som neppe oppnas ved terapeutisk bruk, men
det utelukker ikke at effekten kan bidra ogsa ved terapeutiske konsentrasjoner. Det er
forelgpig uavklart om den reduserte cCAMP-responsen skyldes nedregulering av EP-

reseptorer eller andre mekanismer.
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