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Sammendrag

Introduksjon: Takrolimus er en kalsinevrinhemmer som hemmer proliferasjonen av T-
celler og brukes etter organtransplantasjon. Legemiddelet har et smalt terapeutisk vindu, og
utviser stor intra- og interindividuell variasjon i respons. Til tross for at blodkonsentrasjonen
av takrolimus blir monitorert hos pasientene, er nyretoksisitet en vanlig bivirkning, og det
diskuteres hvorvidt de intrarenale nivaene av takrolimus kan vere av betydning. Takrolimus
metaboliseres i stor grad av CYP3A4/5 og er samtidig substrat for P-glykoprotein. Hensikten
med denne masteroppgaven er derfor a optimalisere Western blot-metoder til & kvantifisere
proteinuttrykk av CYP3A4/5 og P-gp i sma mengder nyrevev. Metoden skal senere benyttes
til & semikvantifisere uttrykk av de nevnte proteiner i nalebiopsier fra nyretransplanterte
pasienter, for a studere om det er en sammenheng mellom intrarenale nivaer av takrolimus og
uttrykk av proteinene.

Metode: Western blot-metoder for CYP3A4, CYP3A5 og P-g ble optimalisert og
videreutviklet med hensyn til standardrekker, validering av intradag presisjon og preparering
av nyrevevet. Videre ble metodene optimalisert med hensyn til a kunne benytte sma mengder
vev fra nalebiopsier fra nyretransplanterte pasienter. Nyrevev fra fem pasienter som har
gjennomgatt nefrektomi (REK 2014/200) ble anvendt, og det ble laget homogenater ved hjelp
av Precellys 24. Proteinene ble deretter separert ved gelelektroforese med pafglgende blotting
over til en nitrocellulosemembran. Det ble benyttet spesifikke antistoffer for CYP3AS5,
CYP3A4 og P-gp og fremkallingen av blotene ble gjort i ChemiDoc™ MP imager (Bio Rad).
Intensiteten til de respektive b&ndene ble analyser i ImageLab™ og interpolert til en
tilhgrende standardrekke med intensitet som funksjon av konsentrasjon i Graph Pad Prism.

Resultater: Det ble ikke funnet krysshinding mellom primarantistoffene for CYP3A4
eller CYP3ADS. Intensiteten til standardrekkene viste et sigmoidalt kurveforlep med god
korrelasjon for P-gp, CYP3A5 og CYP3A4 (r*>0,97). Standardrekkene for CYP3A4,
CYP3A5 og P-gp ble wvalidert for intradag presisjon og -ngyaktighet med lave
variasjonskoeffisienter (CV<20%) og med lavt avvik fra teoretisk verdi (<15%).
Optimaliseringen muliggjorde samtidig kvantifisering av CYP3A5 og P-gp. Det ble observert
kvantifiserbart, men variabelt proteinuttrykk av CYP3A4, CYP3A5 og P-gp i svert sma
mengder nyrevev.

Konklusjon: Western blot-metoder ble optimalisert, videreutviklet og validert for
semikvantitativ bestemmelse av proteinuttrykk av CYP3A4,CYP3A5 og P-gp i1 nyrevev. |
tillegg muliggjorde den videreutviklede metoden samtidig deteksjon og semikvantifisering av
P-gp og CYP3AS5 i svaert sma mengder nyrevev som tilsvarer nalebiopsier. Det ble funnet
variabelt uttrykk av CYP3A4, CYP3AS og P-gp i fortynnet nyrehomogenat fra 5 pasienter.
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Introduksjon

1 Introduksjon

1.1 Farmakokinetisk variabilitet

For & forsta variasjonen i legemiddelrespons, bar man ha kunnskap om legemiddelets evne til
a na virkestedet. Dette pavirkes blant annet av hvordan legemiddelet absorberes, distribueres,
metaboliseres og elimineres (ADME). Arsaken til farmakokinetisk variasjon er multifaktorell
og kan forklares av bade kjenn, alder, genetikk, interagerende legemiddelbruk, naeringsstoffer
og komorbiditet [1].

Absorpsjon ved peroral administrasjon kan skje bade som en aktiv og passiv prosess, hvor
den aktive transporten krever energi og den passive baseres pa diffusjon. Diffusjon er den
kvantitativt viktigste maten legemidler passerer over membraner pa, og de kjemiske
egenskapene til molekylet er viktig ved passiv diffusjon. Den relative hydrofobe lgseligheten,
grad av ionisering og molekylstarrelse er viktige parametere for diffusjon over membranen.
Blant annet vil ikke sterkt hydrofile stoffer passere over cellemembranen [1, 2]. Videre

begrenses absorpsjonen av transporterer i cellemembranen og metaboliserende enzymer.

Metabolisme av legemidler kan deles inn i to faser der fase | innebzrer metabolisme via blant
annet cytokrom P450-enzymer (CYP-enzymer), mens det i fase Il foregar en konjugasjon
med hydrofile co-substrater. Hensikten med bade fase I og Il er & gjere legemidlene mer
polare slik at de lettere kan elimineres. Enterocyttene i tarmveggen og hepatocyttene i lever
utgjer de viktigste metaboliserende cellene, og lever inneholder kvantitativt sett flere CYP-
enzymer enn tarm [3]. | tarmveggen utgjer CYP3A-innholdet nermere 80% av det totale
CYP-innholdet, mens det i lever utgjer ca 40% av totalinnholdet [4, 5]. Metabolisme i lever
og tarmvegg bidrar derfor til & begrense den perorale biotilgjengeligheten (F) av legemidler.
Foruten metabolisme i lever og tarm, finnes CYP-enzymer ogsd i annet vev og kan vare
opphav til lokal vevsmetabolisme som kan bidra til bivirkninger, organtoksisitet, allergier
eller kreft [6].

Transporterer finnes i cellemembraner og transporterer legemidler og andre xenobiotika ut og
inn av cellen, og de pavirker dermed intra- og ekstracellulaere konsentrasjoner av legemidler
0g andre substanser. Det finnes to hovedgrupper av transportgrer, og disse er ATP-bindende

kassett-familien (ABC-familien) og solute carrier-familien (SLC-famlien). P-glykoprotein
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(P-gp) er en ABC-transportgr som blant annet er lokalisert i apikale membraner i enterocytter
og proksimale tubuli, og den pumper legemidler og xenobiotika ut i lumen. P4 den maten
reduseres blant annet absorpsjonen av legemidler fra tarm, og eliminasjonen av legemidler i
nyrene gker [7]. Det antas at aktiv transport av legemidler over cellemembraner pavirker bade

terapeutisk effekt og graden av bivirkninger [8].

| enterocyttene er P-gp og CYP3A-enzymer samlokalisert i tarmtottene (villi) hvor et
tilsynelatende samarbeid om begrensing av absorpsjonen av legemidler finner sted. CYP3A er
lokalisert i endoplasmatisk retikulum, mens P-gp befinner seg i den apikale cellemembranen.
Enzymene og transportgren overlapper i substratspesifisiteten, og legemidler som tas opp i
enterocytten kan metaboliseres av CYP3A-enzymer for en eventuell effluks av legemiddel
eller metabolitt til tarmlumen ved hjelp av P-gp (Figur 1). Videre fra tarmen nar legemiddelet
portaren som farer til lever, hvor legemiddelet ytterligere kan metaboliseres, far det nar den

systemiske sirkulasjonen [8, 9].

Sirkulasjonen

%
E " \+\ ’ b |
= -:f\lf'-glij}
S 2
ﬁ i & & T

> CYP3A

Feeces

Figur 1: lllustrasjon av P-gp og CYP-enzymers begrensende effekter p& absorpsjon fra tarmen.
Legemiddelet passerer over cellemembranen og pumpes deretter ut av cellen via P-gp eller
metaboliseres av CYP3A-enzymer. Videre kan bade legemiddel og metabolitt pumpes ut av cellen
eller transporteres videre til sirkulasjonen. Dersom legemiddelet ikke nar sirkulasjonen vil det skilles
ut med faeces. Trekant symboliserer substrat og firkant symboliserer metabolitt.
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Eliminasjon av polare stoffer skjer hovedsakelig via nyrene. Denne prosessen innebzrer
glumeruleer filtrasjon, aktiv tubuleer sekresjon og passiv reabsorpsjon. En reduksjon i
nyrefunksjon pavirker alle disse prosessene [1]. Legemdler kan elimineres uforandret eller
metabolisert via nyrene, og effluks-transportarer i proksimale tubuli pavirker den aktive

sekresjonen av disse [10].

1.1.1 Farmakogenetikk

Farmakogenomikk baserer seg pa at interindividuell genetisk variasjon kan gi opphav til ulik
legemiddelrespons. Dette kan skyldes polymorfisme i genet som koder for proteiner som
pavirker farmakokinetikken og farmakodynamikken til et legemiddel. Disse polymorfe
formene kan komme av punktmutasjoner og utbytting av ett enkelt nukleotid (SNP). Dersom
allelet har en frekvens pd mer enn 1% i en populasjon, kan det kalles for genetisk
polymorfisme [11]. Genetisk polymorfisme kan veere etnisk betinget og har mest sannsynlig
kommet av at de egenskapene genet koder for har veert fordelaktig i et avgrenset geografisk

omrade [1].

1.1.2 Cytokrom P-450 (CYP) enzymsystemet

CYP-enzymer er den viktigste gruppen med legemiddelmetaboliserende enzymer som man
kjenner til og star for 70-80% av all metabolisme av legemidler. Det har blitt funnet 57 aktive
gener for CYP-enzymer. Disse proteinene plasseres i superfamilier basert pa
aminosyresekvensen og fordeles videre i familier og sub-familier med gkende grad av
sekvenslikhet. Enzymene gis navn for superfamilien med CYP etterfulgt av et nummer for
familien, en bokstav for sub-familien og et avsluttende tall for CYP-formen. Dermed blir
CYP3A4 inndelt i familie nummer 3, subfamilie A og gen nummer 4 [12]. Det er
hovedsakelig tolv CYP-enzymer som er ansvarlige for metabolisme av xenobiotika; CYP1A1l,
CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1,
CYP3A4 og CYP3AG. Leveren er det organet som uttrykker flest CYP-enzymer og bidrar i
hgy grad til ferstepassasjemetabolisme, men CYP-enzymer uttrykkes ogsa i ekstrahepatisk

vev som gastrointestinal traktus (Gl-traktus), lunger, nyrer og sentralnervesystemet [12, 13].
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Arsaker til variasjon i uttrykk av CYP-enzymer fra individ til individ kan veere miljgmessig,
sykdomsrelatert eller genetisk betinget (Figur 2). Ved miljgmessig pavirkning kan endring i
metylering av DNA (epigenetikk) pavirke uttrykket av enzymene. Det har blant annet blitt
pavist en sammenheng mellom metylering av DNA og uttrykk av mRNA for CYP1A2 i lever
[14]. Polymorft uttrykk for CYP 2D6, CYP2C19, CYP2C9, CYP2B6, CYP3A5 og CYP2A6
er en arsak til variabilitet i aktiviteten til disse enzymene, og fenotypene kan inndeles i
ultrarask, ekstensiv, intermedier og sakte omsettere [13]. Metabolisme via et CYP-enzym
muliggjeres ved elektrondonorer og ikke-kovalent binding av oksygen i et heme-kompleks i
enzymet [12]. Disse elektronene kan doneres fra NADPH-oksidoreduktase eller cytokrom bs i
cellen. Mutasjoner i genene som koder for elektrondonorene kan pavirke aktiviteten til CYP-
enzymene. Dette gjelder blant annet for polymorfismen POR*28 som pavirker andelen
NADPH-reduktase som kan donere elektroner til CYP-enzymer, og dermed pavirkes den
metabolske kapasiteten indirekte [15, 16].

CYP3A4/5(30,2%)

1. Indusering (1)

2. Kjgnn(f>m) CYP212 (3%) CYP2E1 (3%

3. Inflammasjon (/) 1. Polymorfisme(d) Ind(use)ring(’l‘)
4. Ppolymorfisme (J) / 2. Sykdommer (1)
5. Alder 3. Inflammasjon ()

CYP1A2 (8,9%) 4. Kjgnn{m>f)
1.  Indusering ()
2. Inflammasjon (1)
3. Kolestasz(l) CYP2D6 (20%)
4. Alder (1) 1. Polymorfisme(J)
5. (Polymorfisme) 2. Inflammasjon ()
6. (Kjgnn, m>f?)
CYP2A6 (3,4%)
1. Indusering(T)
2. Polymorfisme(]) CYP2C19 (6,8%)
3. Inﬂam:asjon(d,) 1. Indusering (1)
4. Alder(™) CYP2B6 (7,2%) 2. Polymorfisme(J)
5. (Kjgnn,f>m? ing j
S e T Y e
3. Inflammasjon () 1. Indusering(T) 2. Polymorfisme(l) . -
4 Alder(1) 2. Polymorfisme(l)  3° | qommacion (1)
5. (Kjgnn, f>m?) 3. Inflammasion(V) ,  pjger(4)
: % : 4. Alder{™) 5. (Kignn?)

Figur 2: Illustrasjon av andel vanlige legemidler som metaboliseres av et utvalg CYP-enzymer, med tilhgrende faktorer som
kan pavirke aktivitet og uttrykk. Det er gkt usikkerhet knyttet til faktorene som er presentert i parentes. Modifisert fra Zanger et
al. [11].

Uavhengig av de polymorfe formene som bestemmer aktiviteten til noen av CYP-enzymene,
kan faktorer som bruk av induserende legemidler, alder, kjgnn, inflammasjonstilstander og
ulike sykdommer pavirke aktiviteten. Graden av pavirkning og arsaken til denne endringen av

aktivitet, er forskjellig for de ulike CYP-enzymene [13].

4



Introduksjon

CYP3A-familien

CYP3A-familien bestar av 4 proteiner; CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 og CYP3A43. | leveren
utgjer CYP3A4 i gjennomsnitt 20-50% av totalt mikrosomalt CYP3A-protein [17, 18].
CYP3AGS uttrykkes i starre grad i ekstrahepatisk vev som nyre og prostata, og samtidig hos
individer som har CYP3A5*1 kan CYP3A5 utgjer en sterre andel av det totale CYP3A-
innholdet i lever [19]. Det viser seg at CYP3A7 uttrykkes i starre grad i lever hos fostre enn
hos voksne, og enzymet bidrar da med 50% av totalt mikrosomalt protein i lever [13, 19]. Det
har blitt funnet MRNA for CYP3A43 i lever, nyre, prostata og pancreas, men i mindre grad
enn mRNA for CYP3A4. CYP3A43 ansees ikke for & bidra i vesentlig grad til metabolisme
av xenobiotika, men enzymet antas & ha en viktig rolle i ekstrahepatisk metabolisme av
spesifikke substrater [20].

CYP3A4 er det isoenzymet som star for metabolismen av flest legemidler, og det antas at
miljgmessige faktorer forklarer mer av den observerte variasjonen i aktivitet enn
polymorfisme [21]. Uavhengig av dette er det funnet en korrelasjon med CYP3A4*22 og en
nedsatt enzymatisk aktivitet og uttrykk av CYP3A4 [22]. Videre har en meta-analyse av 7

studier i nyretransplanterte pasienter som benyttet takrolimus, sett en assosiasjon mellom

Co
DOSE

Pasienter med CYP3A4*1B krevde derfor en hgyere dosering for a na riktig Co-verdi, og dette

alleltypen CYP3A4*1B og en lavere

i forhold til pasienter med CYP3A4*1 varianten.

kan indikere at pasienter med alleltypen CYP3A4*1B har en hgyere metabolismekapasitet av
takrolimus [23]. Selv om disse polymorfismene er observert, kan de ikke forklare variasjonen
av CYP3A4 fullstendig [21]. Det undersgkes derfor ogsa hvorvidt endogene substanser kan
benyttes til & forutsi CYP3A4 aktivitet i pasienter [24].

Sammen med CYP3A4, bidrar CYP3ADS til den totale CYP3A-aktiviteten i metabolisme av
legemidler, og substratspesifisiteten til CYP3A4 og CYP3ADS er i stor grad overlappende, men
ikke fullstendig [25, 26]. Disse isoenzymene metaboliserer nermere 30% av vanlig brukte
legemidler (Figur 2). I motsetning til CYP3A4 er polymorfe former av CYP3A5 mer
beskrivende for den metabolske kapasiteten til enzymet. CYP3A5*1 som uttrykker aktivt
enzym er mindre vanlig enn CYP3A5*3, og allelfrekvensen for CYP3A5*1 varierer og er blant
kaukasiere pa 10-20 %, 33% blant japanere og 55% blant amerikanere med afrikansk
opprinnelse [20]. CYP3A5*3 er beskrevet som en SNP i intron 3 der alternativ spleising kan

gi en inkludering av et prematurt stoppkodon som resulterer i dannelse av et ikke-funksjonelt
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enzym. Denne spleisingen er imidlertid ikke fullstendig, og kan i noen tilfeller resultere i
uttrykk av funksjonelt CYP3A5-enzym som kan bidra til den totale CYP3A-aktiviteten.
Mekanismene bak den ufullstendige spleisingen er ikke fullstendig kartlagt [18, 27, 28].

Reguleringen av uttrykket av CYP3A4 og CYP3AS5 gar i hovedsak via pregnan-X-reseptoren
(PXR), men ogsa av konstituerende androstan-reseptor og vitamin D-reseptor som kan
etterligne PXR. Disse reseptorene har lignende ligander, og de er avhengige av a dimerisere
med RXR for a kunne transkribere DNA til mRNA [13, 29]. Selv om uttrykket av CYP3A4
og CYP3A5 reguleres pa samme mate, induseres de ikke likt ved bruk av legemidler,
naturstoffer eller naeringsstoffer som er kjent som CYP3A-indusere. For eksempel gir bruk av
Johannesurt gkt uttrykk av mRNA for CYP3A4, men ikke for CYP3A5. Samtidig gker
deksametason uttrykket av mRNA for bade CYP3A4 og CYP3A5 med hhv 3 og 1,5 ganger
[26, 30].

1.1.3 Transportarer

Transporterer finnes som nevnt tidligere i cellemembranen og kontrollerer innfluks av
essensielle neringsstoffer og ioner samtidig som de kontrollerer effluks av cellulert avfall,
miljatoksiner, legemidler og andre xenobiotika [9]. P& denne maten kan de bidra til & gke eller
senke opptak av legemidler, og dersom effekten av legemiddelet er inne i cellen, kan de
begrense denne [31]. Transportarer er viktige for a opprettholde homeostase, og ca 7% av det

humane genomet bestar av gener som koder for transportarer og transporter-relaterte proteiner

9.

Transportgrer i ABC-familien er avhengig av hydrolyse av ATP for & aktivt transportere
substrater over membraner. Denne transporten kalles for primar aktiv transport, og den
molekylere mekanismen er ikke fullstendig kartlagt. Man kjenner til 49 gener for ABC-
proteiner som kan inndeles i 7 grupper; fra ABCA til ABCG hvor ABCB-gruppen bestar av
11 proteiner, deriblant P-gp [9]. ABC-transportarer er lokalisert i den apikale membranen i
nyre, i hepatocytter, i endotelet, i blod-hjerne-barrieren, blod-cerebrospinalvaske-barrieren,
blod-testis-barrieren og blod-placenta-barrieren [9].
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P-glykoprotein

P-glykoprotein (P-gp) er et transmembran protein som i utgangspunktet ble observert ved
utvikling av multiresistente kreftceller [32], og er siden blitt en av de mest studerte
transportgrene og er viktig ved transport av mange legemidler. Proteinet bestar av mer enn
1200 aminosyrer og finnes som en glykosylert og en ikke-glykosylert form, der den
glykosylerte formen har en molekylvekt pa 170 kDa og den ikke-glykosylerte har en
molekylvekt pa 140 kDa [33, 34]. | cellemembranen har P-gp to transmembrane domener og
fungerer som en ATP-avhengig efflukspumpe, og den transporterer bade hydrofobe,
kationiske og amfoteere stoffer. ABCB1 er genet som uttrykker P-gp og det er funnet 70
SNPer, hvor ingen sa langt har vist seg a gi fullstendig tap av funksjonen, men hvor enkelte
kan tyde pa en variabilitet i funksjon og uttrykk [35]. P-gp uttrykkes hovedsakelig i den
apikale membranen i epitelceller i kroppen; blant annet i tarmveggen, blod-hjerne-barrieren,

placenta, nyrer og lever.

Transkripsjonen av P-gp er sannsynligvis multifaktorell og kan avhenge av celletype og
epigenetiske miljgfaktorer. Det er blant annet vist sammenheng mellom uttrykket av
transporteren og kjerne-faktor kappa-B (NFkB), Y-boks-bindende protein 1 (YB-1) og PXR,
hvor dette da er undersgkt i forskjellige cellelinjer [36-38]. Det er ogsa observert en
sammenheng mellom vevsuttrykk og alder samt immunologisk og hormonell pavirkning [39],
og i dyremodeller har man sett motstridene effekter pa uttrykket og aktiviteten til P-gp ved
indusert kronisk eller akutt nyresvikt [10]. Blant annet er det observert en stgrre mengde med
P-gp per totalprotein i nyre enn i lever. Ved proteomikkanalyse ved LC-MS/MS er det
rapportert en mengde pa 0,75 pmol P-gp/mg protein i en membranfraksjon fra lever og 3,6
pmol P-gp/mg protein i en membranfraksjon fra nyren [40]. Lokale effekter med endret
legemiddelkonsentrasjon intrarenalt ved variasjon i uttrykk av P-gp i nyrer kan ogsa
forekomme [10].

En mye studert polymorfisme er en endring av C til T i exon 12 (ABCB1 3435C>T) som ikke
gir endring i aminosyresekvensen, men det antas at denne kan redusere stabiliteten til MRNA
for P-gp eller den kan endre foldingen og inkorporeringen av proteinet i cellemembranen.
Polymorfismen har en allelfrekvens pa 26% i kaukasiere, 20% i kinesere, 27% av japanere og
5% blant amerikanere med afrikansk opphav. Starre metaanalyser har ikke funnet tydelige
konsekvenser av polymorfismen 3435C>T i forhold til eksponeringen av takrolimus og Co,
Cmax eller CL/F, men lokale forandringer kan ikke utelukkes i nyrevevet hos mennesker [35].
7
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1.2 Ekstrahepatisk metabolisme

1.2.1 Vevsspesifikk metabolisme

Uttrykk av CYP-enzymer varierer fra vev til vev samtidig som det kan endres med alder. |
tillegg kan post-translasjonelle modifiseringer vaere arsak til variasjon i uttrykk av CYP-
enzymer i vev [27]. Som nevnt tidligere inneholder leveren kvantitativt sett flere CYP-
enzymer enn tarmen, men CYP3A-innholdet i tarm utgjer 80% av det totale innholdet av
CYP-enzymer i tarmen, hvorpa det i lever utgjer nermere 40% av totalinnholdet. Det er mest
informasjon tilgjengelig om metabolisme ved CYP-enzymer i tarm og lever, opptrer ogsa
metabolisme av legemidler i annet vev som nyre, lunge, hud og urinblere [6]. Nyrens
metabolisme av legemidler ansees ikke som veldig stor, men kan i noen tilfeller bidra like

mye som metabolisme i lever [41].
Metabolisme og transport i nyre

I nyren finner man hovedsakelig CYP-enzymer i proksimale tubuli, men ogsa i distale tubuli
og Henle’s sloyfe. Samtidig er uttrykket i nyrebarken ca 1,5 ganger hgyere enn i nyremargen.
Uttrykket av CYP-enzymer pavirkes av genotypen, og ved CYP3A5*1/*1 observeres et gkt
uttrykk av  CYP3A5 proksimalt enn distalt [6, 42]. Ved analyser av mengde mRNA
observeres det starre mengder mRNA for CYP3A5 enn CYP3A4 i nyren. Den metabolske
kapasiteten til nyren varierer i stor grad, og aktiviteten i mikrosomer fra 29 nyrer har blitt
rapportert a variere sa mye som 134 ganger for CYP3A. Den gkte metabolismekapasiteten ble
assosiert med gkt uttrykk av CYP3A5 [43],09 dette gjor at det antas at CYP3A5 er det
dominerende CYP-enzymet i nyren, med en mindre andel CYP3A4 [19, 42]. Det er uvisst
hvordan uttrykket av CYP3A reguleres i nyren, men det diskuteres hvorvidt dette forekommer
utenom PXR. Dette baseres pd at PXR uttrykkes i mindre grad i nyre-, prostata- og
binyrebarkvev enn i tarm og lever og at vitamin-D-reseptoren (VDR) har vist & kunne
oppregulere uttrykk av CYP3A [13, 19, 44].

Transporteren P-gp er lokalisert i den apikale delen av nyretubuli og bidrar til sekresjon av
xenobiotika ut i urinen. Transkripsjonen til P-gp diskuteres fortsatt, og det er ikke en tydelig
sammenheng med polymorfismer av ABCB1 og uttrykket av P-gp i nyretubuli [45]. Videre
gjenfinner man anioniske (OATS)- og kationiske (OCT)-influkstransportgrer som kontrollerer

influks av organiske anioner og kationer fra blodet og videre inn i nyrecellen. I tillegg til P-gp

8
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finnes andre efflukstransporterer som OAT4 og OCT2 i den apikale membranen som driver
transporten av xenobiotika ut i urinen. Reabsorpsjonen styres av transportgrer som
peptidtransporteren PEPT1/2 og MRP1/2/5/6 [7].

1.3 Nyretransplantasjon

Etter nyretransplantasjon settes pasienter pa immunsuppressive legemidler som de ma bruke
resten av livet. Det ble i 2016 transplantert 240 nyrer totalt i Norge, og ved utgangen av aret
var det 349 pasienter pa venteliste. Dette tallet omfatter bade nyrer fra ded og levende donor
[46]. Graftoverlevelsen etter 5 ar er tilneermet 80% for nyretransplanterte og antallet
rejeksjoner har gatt ned, men kalsinevrinhemmerer gir samtidig opphav til alvorlige
bivirkninger som nefrotoksisitet. Nefrotoksisitet ved bruk av kalsinevrinhemmer er en

alvorlig bivirkning som forekommer bade ved renale og ikke-renale transplantasjoner [35].

1.3.1 Takrolimus

Takrolimus er et makrolidlakton som isoleres fra Streptomyces tsukubaensis og ble farst
beskrevet i 1987 [35]. Takrolimus tilhgrer gruppen kalsinevrinhemmere, som er en gruppe
legemidler som hemmer lymfocyttaktivering ved & hemme fosforylering av kalsinevrin, og
dermed hemmer ekspresjonen av interleukin-2 (IL-2). Dette skjer ved at takrolimus
komplekserer med FKBP12 og dermed hemmes kalsinevrins defosforylering av NFAT som
translokaliseres inn i cellekjernen og transkriberer IL-2 i T-celler [47]. Videre hemmer dette
proliferasjonen av immunceller og man oppnar en demping av immunforsvaret [48].
Takrolimus brukes derfor etter transplantasjon for & forhindre avstgtning av det mottatte
organet [35]. | Norge brukes derfor takrolimus i kombinasjon med mykofenolatmofetil og
glukokortikosteroider etter transplantasjon. Takrolimus har et smalt terapeutisk vindu, og

pasientene falges jevnlig opp ved malinger av trough-konsentrasjoner.

Den orale absorpsjonen starter i tynntarmen, og absorpsjonsmaksimum nas etter 1-3 timer. F
regnes som lav, men det observeres en stor interindividuell variasjon fra 4-94% [35].
Takrolimus metaboliseres av CYP3A-enzymer og er substrat for P-gp, og den fraksjonen av
legemiddelet som nar sirkulasjonen er hovedsakelig bundet til erytrocytter eller
plasmaproteiner. Distribusjonsvolumet (Vd) blir derfor 0,5-1,4 L/kg basert pa fullblod (\Vd
fublod) 09 30 L/kg basert pd plasma (Vdpiasma). Takrolimus utsettes for hgy grad av
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metabolisme og mindre enn 0,5% av legemiddelet utskilles uforandret i urin og feeces.
Gjennomsnittlig halveringstid er beregnet til & veere 44 timer og steady state oppnas derfor
ikke far etter noen dager [35, 49]. Det har blitt demonstrert at dersom man dosejusterer basert
pa CYP3A5-genotype, vil man raskere oppna korrekt trough-konsetrasjon og faerre justeringer
av dosen. Pasienter med CYP3A5*1 viser stor interindividuell variasjon i metabolismen av
takrolimus, og det antas at enkelte pasienter kan oppleve gkt eksponering selv om trough-

konsentrasjonen er lik [35].

1.3.2 Nefrotoksisitet av kalsinevrinhemmere

Takrolimus er nefrotoksisk og den toksiske effekten av takrolimus kan inndeles i en akutt og
kronisk pavirkning av nyrefunksjonen (Figur 3). Den akutte toksisiteten til
kalsinevrinhemmere antas & foregd ved vasokonstriksjon av den afferente og efferente
arteriolen i nyren, og den antas & veere doseavhengig [50]. Dette resulterer i nedsatt renal
blodtilfarsel og dermed nedsatt glomeruler filtrasjonsrate (GFR). Det er ingen klar
arsakssammenheng, men mye tyder pa at kalsinevrinhemmerne endrer endotelets produksjon
av vasodilatorer som prostagladiner og nitrogenoksid, og samtidig egkes produksjonen av
vasokonstriktorer som endotelin og tromboxan [50]. Kalsinevrinhemmere aktiverer renin-
angiotensin-aldosteron-systemet (RAAS), noe som igjen farer til aktivering av angiotensin |1

og redusert renal blodtilfarsel.

Plateaggregering T Prostaglandiner T Sympatikus T ‘ | Vakuolisering T Tubulzer dysfunksjon

Endotelin T | og elektrolyttforstyrrelser
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¥
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Figur 3: Skjematisk fremstilling av mulige arsaker til nyretoksisitet ved bruk av takrolimus. EMT: epitelial mesenkymal
transisjon, ECM: ekstracelluler matrix, ROS: reactive oxygen species, GFR: glomeruler filtrasjonsrate, Q: blodtilfarsel.
Modifisert fra: Naesens et al. [47].

Tubuleer atrofi
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Det er usikkert hvordan, men kalsinevrinhemmere gker i tillegg utskillelsen av renin fra
juxtaglomulere celler. Renin aktiverer angiotensinogen til angiotensin I, og angiotensin-
converting-enzyme konverterer angiotensin | videre til vasokonstriktoren angiotensin II.
Angiotensin 1l gker utskillelsen av aldosteron som pa sin side gker reabsorbsjonen av natrium

i nyren [47].

Hyalin-arterosklerose er ogsa en mulig arsaksmekanisme bak redusert blodtilfarsel i nyren og
tap av nefronfunksjon i den kroniske toksiske pavirkningen, men den cellulere mekanismen
er uklar. Det antas at arteriosklerose er en viktig arsak til interstitiell fibrose, tubuler atrofi og
glomeruler sklerose. Hypoperfusjonen kan videre fare til dannelse av frie radikaler som kan
fare til apoptose [47]. Kalsinevrinhemmere antas a fare til gkt ekspresjon av TGF-B, som gker
interstitiell fibrose ved & gke produksjonen og hemme nedbrytningen av extracellulaere matrix
proteiner (f.eks. collagen). I tillegg induseres epitelial mesenkymal transisjon (EMT) hvor
epitelceller endrer karakteristika og hvor blant annet redusert produksjon av E-caderin

hemmer celle til celle adhesjon og gker celle migrasjon.

Den kroniske eksponeringen og den akutte effekten pa nyren, bidrar begge til den overordnete
toksiske effekten av takrolimus. Det diskuteres hvorvidt bivirkningene kommer som et
resultat av hemming av kalsinevrin, toksiske metabolitter eller legemidlene i seg selv.
Samtidig er det lite informasjon om de intrarenale konsentrasjonene av takrolimus i vevet, og
det kan tenkes at hgye intrarenale nivaer kan disponere for toksiske effekter [47]. Det har
blant annet blitt observert et lavt uttrykk av bade CYP3A5 og P-gp i biopsier fra pasienter
som opplever nefrotoksisitet ved bruk av takrolimus (Figur 4) [51, 52].

Nyrecelle Urin

5% Nyrebark
/ T P-gp ’ -------------------

‘-E’L-",:‘;: i / Metabolitter Nyremarg
' "‘}ff ——— Metabolitter
CYPaaas
(ER]

Figur 4: Illustrasjon av hvordan CYP3A5/4 og P-gp pavirker intrarenale nivaer av takrolimus i proksimale
tubuli.
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Knops et al. studerte metabolismekapasiteten til donerte nyreceller in vitro, og de observerte
en gkt metabolisme av takrolimus ved genotypen CYP3A5*1/ABCB1 3435TT enn andre
sammensatte genotyper [53]. Samtidig har det blitt rapporter en gkt risiko for utvikling av
nyretoksisitet av takrolimus ved lavt uttrykk av P-gp i den apikale membranen i nyretubuli
[45].

1.4 Western blot-metodikk

Western blot er en metode for analyse av proteiner. Metoden gar ut fra & bryte ned den
tredimensjonale strukturen til proteiner, for sa & dekke proteinene i en detergent slik at de far

til jevn ladning og kan separeres ved en gelelektroforese basert pa individuell molekylvekt.

Det finnes ulike metoder for homogenisering av vev og celler. Blant annet metoder som
Precellys®24, Potter-Elvehjem homogenisator og sonikator. Etter homogensering av vevet blir
prevene blandet med en samplebuffer. Denne blandingen skal bidra til videre nedbrytning,
blant annet ved a bryte intrastrukturelle disulfidbroer. P4 denne maten vil proteinene rettes ut
til lengre strukturer. Disse degenererte proteinene ma deretter gis ladning. Natriumlaurylsulfat
(SDS) er en detergent som legger seg rundt de hydrofobe omradene i proteinet med en negativ
ladning i den ene enden. Dette gjeres for & unnga at proteinene skal koble seg sammen via
hydrofobe interaksjoner og hydrogenbindinger, og SDS har sdledes en frastatende effekt.
Bindingen av SDS pavirker vandringen, og det er viktig a tilsette overskudd av denne.
Membranproteiner vil i sterre grad binde SDS, og foldingen av disse proteinene etter
homogenisering kan vare en utfordring. Dersom proteinet folder seg pa nytt, vil man kunne fa
avvik fra forventet vandring pa grunn av endringer av strukturen [54]. De negativt ladete

proteinene kan deretter kjgres i en gelelektroforese for & separeres basert pa vekt. En

molekylvektstandard brukes for & ha kontroll pa hvor langt ned i gelen proteinene har vandret.

12
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Bruk av sakalte «housekeeping»-proteiner har vart mye brukt innen Western blot-analyser,
men nyere metoder viser at farging med Ponceau S ogsa kan vere en god nok kontroll for
jevn pasetting og blotting over pa membranen [55-57]. Ved blotting over til membranen
benyttes Hoefer sin metode (Figur 5), og ved tillaging av «sandwich» ma gelen plasseres slik

at de negativt ladete proteinene vandrer til gelen mot katoden.

| . Fuktet
Gel ‘\‘ : / filterpapir
Membran /
. +
Figur 5: Hoefers «Sandwich» for blotting av proteiner fra gel til
membran.

1.5 Hensikt med oppgaven

Hensikten med denne masteroppgaven var a optimalisere Western blot-metoder for & semi-
kvantifisere CYP3A4, CYP3A5 og P-gp i svaert sma mengder humant nyrevev. Den
optimaliserte metoden er tiltenkt a benyttes i en senere klinisk studie hvor det skal innhentes
nalebiopsier fra nyretransplanterte pasienter. Disse nalebiopsiene skal videre benyttes for &
studere hvorvidt det er en sammenheng mellom uttrykket av CYP3A4, CYP3A5 og P-gp og

intrarenale konsentrasjoner av takrolimus.
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2 Materialer og metode

2.1 Pasientmateriale

Nyrevev fra fem pasienter som har gjennomgatt nefrektomi (REK 2014/200) har blitt benyttet
og disse omtales heretter som pasient 1-5. Pasient 1-3 fikk utfgrt nefrektomi grunnet
nyresykdom (cystenyrer eller nefrosklerose). Pasient 4 og 5 var tidligere nyretransplanterte
pasienter som hadde brukt takrolimus og fjernet nyren pa grunn av tapt graftfunksjon.

2.2 Materialer

2.2.1 Kjemikalier

Kjemikalier Leverander

-merkaptoetanol Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Bio-Rad Protein Assay fargelgsning Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Bromfenolbla Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Clarity ECL kjemiluminescense reagens Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Destillert vann, Aquatron A4S Bibby Science Products SA, Frankrike
Fettfri tarrmelk Normilk AS, Oslo, Norge (gave)
Glyserol Sigma-Alrich, Missouri, USA
H,SO, Merck, Damstadt, Tyskland

HCL Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Insekt CYP3A4-xenosomer BD Technologies, CA, USA

Insekt CYP3A5-xenosomer BD Technologies, CA, USA

Insekt P-glykoprotein-xenosomer Corning gentest®, NY, USA
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NaCl

PBS

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
Primaert antistoff CYP3A4 (kanin anti-CYP3A4)
Primaert antistoff CYP3A5 (kanin anti-CYP3Ab5)
Primaert antistoff P-glycoprotein (kanin-anti-Pgp)
SDS

Sekundeert antistoff (mus-anti-kanin)

Sekundeert antistoff (geit-anti-kanin)

Sekundeert antistoff (geit-anti-mus)

VWR International AS, Oslo, Norge
Lonza Ltd., Basel, Switzerland

Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Enzo life sciences, New York, USA
Enzo life sciences, New York, USA
Enzo life sciences, New York, USA
Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA

Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA

Tris base Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Tween 20 Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
2.2.2 Utstyr

Utstyr Leverandgr

Amersham™ membranes, nitrocellulose

b™ software

ChemiDoc™ MP imager, Image La
Criterion™ TGX™ Precast Midi Protein gel
Eppendorfrgr 1,5 ml

Mikrobrgnn plate

Mini-Protean® TGX™ Gels

Precellys®24

GE Healthcare, Germany

Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Tyskland
Thermo Fisher Scientific, Danmark
Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA

Bertin Corporation, MD, USA
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Skalpell steril

The Belly Dancer™

Trans-Blot®Turbo™ Midi-size nitrocellulose
Trans-Blot®Turbo™ 5x Transfer buffer
Trans-Blot®Turbo™ Transfer Stacks
Trans-Blot®Turbo™ Transfer System

Vekt AB54

Victor™ X4

Whirlmikser MS 3 basic

Swann-Morton Ltd, Sheffield, England
Stovall life Science Inc, USA

Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA
Mettler-Toledo, Inc., OH, USA

Perkin Elmer, Finland

IKA Works Inc, Wilmington NC USA

2.2.3 Lasninger

2x Samplebuffer med reduksjonsmiddel
10% bromfenolblétt
15% glyserol

Destillert vann
1% SDS
0,0625 M Tris HCI pH 6,8
20% B-merkaptoetanol
5x Samplebuffer uten reduksjonsmiddel
0,5M Tris HCI pH 6,8
SDS
Glyserol

Bromfenolblatt
Blottebuffer

Metanol
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Strippebuffer

Destillert vann 16,9 ml
10% SDS 5ml
Tris-HCI pH 6,8 0,5 M 3,125 ml
BME 200 pl
1Xx TTBS (pH 7.5)
0,05 % Tween 20 0,5 ml
10x TTBS 100 ml
Destillert vann ad 1000 ml
10x TTBS (pH 7.5)
100 mM Trisma base 24,3 ¢
1000 mM NacCl 1169¢
Destillert vann ad 2000 ml
5% tgrrmelk i 1X TTBS
Tarrmelk (fettfri) 59
IX TTBS ad 100 ml
1% tgrrmelk i 1x TTBS
5% tgrrmelk 6 ml
IXx TTBS ad 30 ml
2.3 Metode

2.3.1 Homogenisering av biopsier

Prinsipp

Precellys®24

Nyrebiopsier ble homogenisert ved Precellys®24, som er en standardisert metode som river

vev og celler i stykker. Silicakuler blir i denne metoden kastet rundt i et rer sammen med vev

og vaeske. Avhengig av type vev, kan man forandre pa parametere som gker eller minsker
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kreftene vevet utsettes for. Dette kan vaere omdreininger per minutt (rpm), antall sekunder,

antall sykluser samt endring av kulemateriale eller kulestarrelse.

Utfarelse

Nyrevevet ble plassert i hvert sitt engangsrer sammen med egnede silikakuler og
homogeniseringsbuffer bestaende av PBS. Det ble tilsatt 200 pl med homogeniseringsbuffer
for forste risting pa maskinen for ikke a ha for stort volum i rgrene ved denne ristingen.
Rarene ble farst ristet 3x 30 sekunder, og pa grunn av varmeutvikling ble rgrene plassert pa is
i 3 minutter mellom hver risting. Deretter ble rgrene ristet en fjerde gang, men denne gangen

ble det tilsatt 800 pul med homogeniseringsbuffer far risting.

o

Deretter ble et restvolum av homogeniseringsbuffer tilsatt for & oppna @nsket
homogenatkonsentrasjon pa 5% (w/V, vatvekt) for preveopparbeidelsen i innledende forsgk.

Senere ble homogenatet fortynnet for & oppna gnsket totalproteinkonsentrasjon.
Sonikering

Homogenatet ble utsatt for hgyfrekvente lydbglger far applisering pa gelen ved bruk av en
sonikator eller et ultralyd-bad. En sonikator er en liten stav som man plasserer ned i
homogenatet og som sender hgyfrekvente lydbglger gjennom lgsningen. Ved benyttelse av
ultralydbadet blir pravene holdt flytende i et vannbad mens det utsettes for ultralyd. Dermed

blir homogenatet ytterligere homogenisert.

Preparering av pregver for Western blot-analyse

Videre ble 1 del med preve blandet med 4 deler samplebuffer for & klargjere prevene for
Western blot-analyse. Der det bel benyttet starre volum ble materialet utsatt for ultralyd via
en sonikator i 5 sekunder, og de minste volumene ble satt pa ultralydbad i 15 minutter.

Kombinerte standarder av CYP3A5 og P-glykoprotein ble sasmmenblandet rett for analysen.
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2.3.2 Western blot-analyse

Gelelektroforese

Standardprgvene ble laget av transfekterte insektsmikrosomer med CYP3ADS5 eller P-gp eller
en kombinasjon av nevnte. Bade standardene og prgvene ble whirlmixet (Whirlmixer MS3
basic) for de ble applisert p& en gradientgel med 4-15% polyakrylamid (Criterion™ TGX™
Precast Midi Protein gels). Deretter ble spenningen satt til 80 volt i 10 minutter i et sakalt
«setting» trinn for & samle proteinene i brgnnen. Dette bidrar til en jevnere vandring i gelen
og forebygger «smiling». Videre ble spenningen satt til 200 volt i 1 time under selve
elektroforesen. | brgnnene ble det pasatt 5 pl av molekyvektstandardlgsning (Precision Plus
Protein ™ Dual Color Standards), 20 pl av standardene og pasientprovene ble pésatt med

estimert lik mengde totalprotein i hver brgnn.
Blotting til membranen

Det ble benyttet Bio-Rads eget turbo-transfersystem. Med dette systemet felger det med
ferdigklippede nitrocellulosemembraner og filterpapir. Membranen og filterpapiret ble fuktet i
transferbuffer i 2 minutter for disse ble lagt i rekkefaglge etter Hoefer sin metode i en skuff
tilhgrende blottemaskinen (Trans-blot Turbo Transfer System); farst 4 lag med filterpapir pa
bunnen, deretter membran og tilhgrende gel, med 3 lag med filterpapir pa toppen. Det er
viktig at membranen blir plassert neermest anoden i forhold til gelen, slik at de negativt ladede

proteinene vandrer riktig retning og fester seg pa membranen.

Et ferdig innstilt turboprogram markert «mixed Mw» ble brukt for dette systemet, og dette

varer i 7 minutter med en spenning pa 25 V (Trans-Blot®Turbo™ Transfer System).
Stripping av membranen

Deretter ble membranen klippet i to; en gvre del med P-gp og en nedre del med CYP3A. Den
gvre delen av membranen ble lagt i en boks med lokk og oppvarmet strippebuffer. Deretter
ble dette satt pa vannbad ved 55 °C i 15 minutter. Videre ble den behandlede membranen

vasket med 10x kranvann far 2x3 minutter med destillert vann.

Etter blottingen og behandlingen med strippebuffer, ble membranen blokket med en lgsning
av 5% melkeprotein i 60 minutter for & forhindre uspesifikk binding av primerantistoffet til

membranen. Deretter ble den nedre delen av membranen inkubert med primerantistoff for
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CYP3AG5 fortynnet 1:5000 i 5% terrmelk over natten i et lukket system pa en flat overflate
dekket med parafilm pa kjglerom. Pafglgende dag ble membranen vasket med T-TBS 3x10
minutter pa vipping (The Belly Dancer) i romtemperatur, etterfulgt av inkubering med
sekundeerantistoff fortynnet 1:10 000 i 1% tgrrmelk i 60 minutter pa vipping. Den gvre delen
av membranen ble inkubert med primerantistoff for P-gp ved samme metode, men fortynnet
1:200. Sekunderantistoffet for P-g ble fortynnet 1:3000. Membranen ble etter dette vasket
raskt to ganger med T-TBS, far den ble vasket 4x10 minutter pa vipping i romtemperatur med
T-TBS.

Fremkalling

Membranen ble inkubert med 6 ml Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad Life Sciences) i
5 minutter, tarket og deretter lagt i plastfilm for fremkalling. Membranen ble skannet i

ChemiDoc MP imager med varierende eksponeringstid for alle proteinene.

2.3.3 Totalproteinmaling

Analyse av totalprotein i homogenatene ble utfart etter metoden beskrevet av Bradford.
Denne metoden baserer seg pa & farge homogenatet med Coomassie Brilliant Blue G-250.
Ved binding av fargestoffet til proteinene vil lgsningen gke absorpsjonen fra 465 nm til 595
nm som man da kan male. Natrium dodecyl sulfat interferer med denne absorpsjonen, og
totalproteinmalingen utfagres derfor etter homogenisering med Precellys og kun blandet med
PBS [58].

Standardrekken bestod av en nullprgve, og bovint serumalbumin (BSA) i 5 ulike
konsentrasjoner fra 50 pg/ml til 400 pug/ml. Det ble pipettert 10 pl av hver standard pa en 96-
brgnners mikroplate i 2 paralleller. Homogenatet ble fortynnet i PBS, og 10 pl fra en passende
fortynning ble pipettert i 3 paralleller pd samme mikroplate. «Bio-Rad protein Assay»-
fargelgsning ble laget ved a fortynne 10 ml med «Bio-Rad Protein Assay Dye» i 40 ml
destillert vann. Av den fortynnede lgsningen ble 200 pl pipettert i brannene med homogenat
eller standardlgsning. Denne blandingen ble inkubert i 5 minutter for rikelig
kompleksdannelse mellom protein og fargelgsning. Totalproteinmalingen ble utfart i Victor™
X4 og beregnet ut fra standardrekken som ble applisert pa mikroplaten. Uttrykket av CYP3A5

og P-glykoprotein ble normalisert i forhold til innhold av totalprotein i homogenatene.

20



Materialer og metode

2.3.4 Optimalisering av Western blot-metodene for CYP3A

Utfordringen med den opprinnelige metoden var at bandene for CYP3A vandret kortere enn
forventet, P-gp og CYP3A ble analysert ulike geler og ettersom nalebiopsiene er 2-8 mg var

det gnskelig a kontrollere et nedre deteksjonsniva.

Semikvantifisering av CYP3A4, CYP3A5 og P-gp i nalebiopsier fra nyretransplanterte
pasienter krevde derfor at Western blot-metoder ble videreutviklet ved optimalisering av
preparering av pasientprever, valg av standardkonsentrasjoner og kombinasjonen av disse,
testing av neyaktighet og presisjon, endring av gel, justering av totalproteininnholdet og

etablering av et nedre deteksjonsniva av CYP3A og P-gp i homogenatet.
Spesifisitet for primeerantistoff for CYP3A

Det ble testet for spesifisitet av primarantistoff for CYP3A5 og CYP3A4.. Dette ble utfart
ved Western blot av transfekterte insektsmikrosomer pa én gradientgel. Det ble pasatt 3
standarder i konsentrasjonsomradet 0,4 pmol/ml til 2,0 pmol/ml for CYP3AS5, og deretter 3
paralleller for CYP3A4. Videre ble det pasatt 10 upl av 3 standarder for CYP3A4 i
konsentrasjonsomrade 0,4 pmol/ml til 2,0 pmol/ml, og 10 pl av 3 paralleller av 1,0 pmol/ml
av standard for CYP3AS. Etter gelelektroforesen og blottingen over pd membranen, ble
membranen klippet i to deler for & separere omradene A og B. Omradene A og B ble
henholdsvis behandlet med primarantistoff for CYP3A5 og CYP3A4. Far fremkalling ble de

to membrandelene behandlet med samme fremkallingsveeske.
Tillaging og testing av insektsmikrosom-standarder

Det ble besluttet & lage en standardrekke med 12 fortynninger av insektsmikrosomer
transfektert med CYP3A4 og CYP3AS. Dette ble gjennomfart separat for CYP3A4 og
CYP3AS5. Konsentrasjonsomradet for begge standardrekkene gikk fra 2,0 nM til 0,2 nM. Det
ble benyttet en standardrekke med 7 konsentrasjoner av CYP3ADS5 i konsentrasjonsomradet 0,5
nM til 0,075 nM, der 0,125 nM var den laveste konsentrasjonen som var detekterbar i

kombinasjonstandarder med P-gp, for semikvantifisering.
Validering av intradag variasjon

Intradag presisjon og -ngyaktighet ble testet i et konsentrasjonsomrade pa 5 punkter i
standardkurven til CYP3A4 og CYP3A5. Det ble applisert 4 paralleller a 10 pl av
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konsentrasjonene 1,0, 0,67, 0,5, 0,33 og 0,29 nM pa en ferdigstept gradientgel med 26

brenner.
Testing av preparering av pasientprgver

En del av 5 % (w/V) homogenat fra pasient 2 ble blandet med en samplebuffer med
reduksjonsmiddelet B-merkaptoetanol (BME) og en annen del av homogenatet ble blandet
med en samplebuffer uten reduksjonsmiddel. Begge prevene ble kokt og eksponert for

hayfrekvent ultralyd fra en sonikator i 5 sekunder for analyse.
Innledende forsgk fortynning av nyrehomogenater

Nalebiopsiene som tas fra nyrene til transplanterte pasienter er fra 2 til 8 mg og blir videre
homogenisert i 200 pl PBS. Dette tilsvarer en konsentrasjon pd 10-40 mg vev/ml i
homogenatet. For a estimere et deteksjonsniva av proteinene i forhold til mengde vev fra
nalebiopsiene, ble et 5% (50 mg vev/ml) homogenat fra pasient 2 fortynnet trinnvis til 1%.
Homogenatet for analyse av CYP3A ble kokt i en samplebuffer uten BME og homogenatet
for analyse av P-gp ble tilsatt en samplebuffer med BME uten & bli kokt (opprinnelig

preparering). Begge pravene ble utsatt for ultralyd via en sonikator fer analyse.

2.3.5 Optimalisering av Western blot-metodene for P-glykoprotein

Testing av tillagde standardfortynninger

Det ble laget en standardrekke med 8 fortynninger av insektsmikrosomer i
konsentrasjonsomradet 7,5 ng/ml til 0,25 ng/ml. Senere ble det besluttet & benytte alle unntatt

den gverste konsentrasjonen i kombinasjonstandarder med CYP3A5.
Validering av intradag variasjon

Intradag presisjon og -ngyaktighet ble testet ved 3 konsentrasjoner pa standardkurven. Det ble
applisert 4 paralleller a 20 pl av konsentrasjonene 3,0, 1,5 og 0,5 ng/ml pa en ferdigstept 4-
15% gradientgel med 18 brgnner. Variasjonskoeffisienten (CV%) ble beregnet som et mal pa
presisjon, og ngyaktigheten til metoden ble beregnet ut fra beregnet konsentrasjons

overensstemmelse med teoretisk konsentrasjon.
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Preparering av pasientprgver og strippebehandling av P-gp

Homogenat for analyse av P-gp ble behandlet med eller uten koking, og med eller uten
reduksjonsmiddelet BME i samplebufferen. Etter dette ble membranen utsatt for en
behandling med oppvarmet strippebuffer i 55 °C vannbad i 15 minutter. Hensikten med
strippingen var a utsette P-gp for reduksjonsmiddelet BME. Dette muliggjer analyse av flere

proteiner i samme omrade [59].
Endring av gel fra 7,5% til 4-15% gradientgel

Innledende forsgk av P-gp ble gjennomfart pa en 7,5% gel med ukokt homogenat blandet
med en samplebuffer med BME. Det ble besluttet & sammenligne vandringen av P-gp pa en
7,5% gel med vandringen av P-gp pa en 4-15% gradientgel der homogenatet ble blandet med
en samplebuffer uten BME og behandlet med strippebuffer med BME.

2.3.6 Endringer for samtidig deteksjon

Kombinerte standarder

Det ble testet for betydningen av sammenblanding av standarder fer applisering pa
gradientgelen. En kombinert standardrekke av CYP3AS5 og P-gp ble applisert i brennen hver
for seg far elektroforesen i konsentrasjonsomradet 1,25 til 15,0 ng/ml for P-gp og 0,1 til 1,0
nM for CYP3AS. Senere ble det besluttet 8 sasmmenblande standardene fer applisering. Dette
ble blant annet gjort i konsentrasjonsomradet 5,0 til 0,5 ng/ml for P-gp og fra 0,5 til 0,075 for
CYP3AS.

Justering av totalprotein

I innledende forsgk ble ikke justering av totalprotein brukt systematisk. Dette ble senere
benyttet for & gradvis justere metoden over mot kvantifisering av CYP3A og P-gp i
nalebiopsier. Homogenatet ble fortynnet for & inneholde passende mengde totalprotein som
nevnt under punkt 1.4.4: «Innledende forsgk med opprinnelig metode pa fortynnede

nyrehomogenater». Konsentrasjonen ble etter hvert justert til 0,8 pg/pl.
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2.3.7 Applisering av metode pa nyrehomogenater

Semikvantitativ bestemmelse av CYP3A5 og P-gp ble utfert pa en gradientgel med 3
paralleller fra hver pasient og med en tilhgrende kombinert standardkurve i
konsentrasjonsomradet 5,0 ng/ml til 0,5 ng/ml av P-gp og fra 0,5 nM til 0,075 nM for
CYP3AS. Pasient 1 og 2 og en fortynning av pasient 2 (1:1) ble analysert sammen pa en gel,
og pasient 3-5 ble analysert pa en annen gel. Det ble applisert 16 pg totalprotein i hver brgnn.

Sigmoidal kurvetilpasning ble benyttet til kvantifisering og innholdet av CYP3A5 og P-gp ble

normalisert i forhold til milligram totalprotein.
Innledende forsgk med semikvantitativ bestemmelse av CYP3A4

Nyrehomogenat fra pasient 1-5 ble fortynnet til 0,5 % homogenat og analysert pa en 5-20%
gradientgel med en standardkurve med 5 konsentrasjoner i konsentrasjonsomradet 1,33 nM til

0,333 nM. Det ble ikke justert for totalprotein i disse homogenatene.

Sigmoidal kurvetilpasning ble benyttet til kvantifisering, og estimert mengde CYP3A4 ble
normalisert i forhold til mengde totalprotein applisert i hver brgnn.

2.3.8 Databearbeidelse

Western blotene ble fremkalt i ChemiDoc™ MP imager og deteksjonsband ble analysert for

b™ (Bio-Rad Laboratories). Dataene fra Image Lab™ ble

semikvantifisering i Image La
overfart til Microsoft Excel 2016 for sortering av dataene fra hver enkelt pasient. Deretter ble
Graph Pad Prism benyttet for beste kurvetilpasning for standardkurvene i hver enkelt analyse.
Bade linezr og ikke-linear regresjon ble undersgkt. Excel ble sa videre brukt for beregning
av gjennomsnitt, variasjonskoeffisient, standardavvik og beregning i forhold til

totalproteininnhold.
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3 Resultater

3.1 Optimalisering og validering av Western blot-
metodene for CYP3A

Analyse av spesifisiteten til primarantistoff for CYP3A4 og CYP3A5

Western-blot for analyse av spesifisiteten for primarantistoff for CYP3A4 og CYP3AS5, viste
ingen tegn til kryssinteraksjoner mellom primarantistoffene og fortynninger av
insektsmikrosomene i konsentrasjonsomradet 0,4 nM til 2,0 nM for CYP3A4 og CYP3A5
(Figur 6).

A R
- - -
A

Figur 6: Western blot for spesifisitet til primarantistoff til hhv CYP3A5 og CYP3A4. A: 3
standarder av CYP3A5 i konsentrasjonsomrade 0,4 nM til 2,0 nM, og deretter 3 paralleller av
CYP3A4 med en konsentrasjon pa 1,0 nM. B: 3 standarder av CYP3A4 i konsentrasjonsomrade
0,4 nM til 2,0 nM, og deretter 3 paralleller av 1,0 nM av CYP3A5.
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3.1.1 Testing av tillagde standardfortynninger

Western blot av standardrekken med 12 ulike konsentrasjoner viste en nedgang i intensitet
med gkende fortynning av bade CYP3A5- ogCYP3A4-standarden i konsentrasjonsomradet
0,2 nM til 2,0 nM (Figur 7 A og B). Standardkurvene til CYP3A4 og CYP3ADS5 viste begge
god sigmoidal tilpasning med korrelasjonskoeffisienter (r?) p& hhv 0,989 og 0,982 (Figur 7 C
og D). Det ble senere besluttet a benytte en standardrekke med 7 konsentrasjoner i
konsentrasjonsomradet 0,075 til 0,5 nM der 0,125 nM er den laveste konsentrasjonen som er
detekterbar. Denne standardrekken ble benyttet til semikvantifisering av CYP-enzymer i

pasienthomogenatene.
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Figur 7: A: Western blot av 12 standardfortynninger av CYP3A4 insektsmikrosomer i konsentrasjonsomradet
0,2 nM til 2,0 nM vist som standardkurve i C med intensitet som funksjon av konsentrasjon med en
korrelasjonskoeffisient pa 0,99 ved sigmoidal kurvetilpasning. B: Western blot av 12 standardfortynninger av
CYP3A5 insektsmikrosomer i konsentrasjonsomradet 0,2 nM til 2,0 nM vist som standarkurve i D med intensitet
som funksjon av konsentrasjon med en korrelasjonskoeffisient pa 0,98 ved sigmoidal kurvetilpasning.
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3.1.2 Validering av intradag variasjon

Sigmoidal kurvetilpasning av standardkurven ga god intradag presisjon for bade CYP3A4 og
CYP3A5 i hele konsentrasjonsomradet (Figur 8). Det var tilfredsstillende presisjon og
ngyaktighet ved alle 5 konsentrasjoner med variasjonskoeffisienter under 20% for CYP3A4

(Tabell 1) og under 7% for CYP3A5 (Tabell 2). Metoden viste ogsa tilfredsstillende
ngyaktighet.
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Figur 8: A: Western blot av intradag variasjon i konsentrasjonsomradet 0,29 nM til 1,0 nM for CYP3A4 vist i C som
standardkurve uttrykt ved intensitet som funksjon av konsentrasjon med r?=0,97 ved sigmoidal kurvetilpasning
(Graph Pad Prism). Det var 4 paralleller for hver av de 5 konsentrasjonene. B: Western blot av intradag variasjon i
konsentrasjonsomradet 0,29 nM til 1,0 nM for CYP3A5 vist i D som standardkurve uttrykt ved intensitet som
funksjon av konsentrasjon med r>=0,98 ved sigmoidal kurvetilpasning (Graph Pad Prism). Det var 4 paralleller for
hver av de 5konsentrasjonene.
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Tabell 1: Intradag validering for semikvantitativ bestemmelse
av CYP3A4 ved sigmoidal kurvetilpasning

Antall Teoretisk Beregnet
aralleller konsentrasjon konsentrasjon Ngyaktighet CcVv
P ") CYP3A4 CYP3A4 (%) (%)
(nM) (nM)
4 1,00 1,00 99,8 6,1
4 0,67 0,67 99,9 4,3
4 0,50 0,50 99,6 10,2
4 0,33 0,34 102,2 19,2
4 0,29 0,28 96,7 13,1

Tabell 2: Intradag validering for semikvantitativ bestemmelse av
CYP3A5 ved sigmoidal kurvetilpasning

Antall Teoretisk Beregnet
aralleller konsentrasjon konsentrasjon Ngyaktighet CV
P ") CYP3A5 CYP3A5 (%) (%)
(nM) (nM)
4 1,0 1,0 99,8 4,7
4 0,67 0,67 99,8 3,5
4 0,50 0,50 100,3 6,1
4 0,33 0,33 99,4 2,9
4 0,29 0,29 100,0 34
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3.1.3 Preparering av pasientpraver

| tidligere Western blot-forsgk med CYP3A4 semikvantifisering i homogenater fra magesekk,
tarm og nyrevev fra pasienter ble det observert band for CYP3A4 og CYP3A5 som vandret
for kort under gelelektroforesen. Likeledes viste Western blot av nyrehomogenat fra pasient 2
tilsatt samplebuffer med BME i denne oppgaven, ogsd band som vandret for kort bade i
forhold til molekylvektstandard og inssektsmikrosomstandard (Figur 9 A og B). Derimot viste
Western blot fra samme nyrehomogenat tilsatt samplebuffer uten BME bénd med tilsvarende
lengde som bade molekylvektstandard og insektsmikrosomstandard (Figur 9 A og B). Det ble
derfor besluttet a benytte en sample buffer uten BME for analyse av CYP3A4 og CYP3AS.
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Figur 9: Western blot av 2 forsgk av nyrehomogenat fra pasient 2
tilsatt samplebuffer med BME og uten BME. A: analyse av CYP3AS5,
B: Analyse av CYP3A4. BME: p-merkaptoetanol
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3.1.4 Innledende forsgk med fortynning av nyrehomogenater

Nalebiopsiene er i en starrelsesorden pa 2-8 mg og ved fortynning i 200 pl PBS vil
homogenatet bli mellom 1 og 4%. Derfor ble det innledningsvis besluttet a teste muligheten
for deteksjon av bade CYP3A og P-gp i svart tynt homogenat. Homogenat fra pasient 2 viste
at det ved analyse av homogenat under 2% (w/V, vatvekt) ikke var mulig a detektere band fra
CYP3A5 (Figur 10 A), men for CYP3A4 og P-gp ble det detektret band ogsa ved 1%
homogenat (Figur 10 B og C). Det ble derfor antatt at en analyse av 2% homogenat kunne
muliggjere deteksjon, men at en konsentrasjon naermere 3% ville med stgrre sikkerhet gi

mulighet for kvantifisering.
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Figur 10: A: Western blot analyse av CYP3A5 i fortynnet homogenat fra 1-5% i pasient 2 pa 4-15%
gradientgel. B: Western blot analyse av CYP3A4 i fortynnet homogenat fra 1-5% i pasient 2 pa 4-15%
gradientgel.C: Western blot analyse av P-gp i fortynnet homogenat fra 1-5% i pasient 2 pa 7,5% gel.
Det er pasatt 2 paralleller av hver fortynning.
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3.2 Optimalisering av Western blot-metoder for P-gp

3.2.1 Tetsting av tillagde standardfortynninger

En standardrekke for P-gp med 8 punkter viste en nedgang i intensitet ved gkende grad av
fortynning i konsentrasjonsomradet 0,25 ng/ml til 7,5 ng/ml (Figur 11). Sigmoidal
kurvetilpasning av standardrekken ga en korrelasjonskoeffisient pa 0,99.

Det ble senere besluttet a benytte seg av en standardrekke med 7 konsentrasjoner i
konsentrasjonsomradet 0,25 ng/ml til 5 ng/ml der alle bandene var detekterbare for

semikvantitativ bestemmelse av P-gp i nyrehomogenatene.
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Figur 11: A: Western blot av standarkurve i konsentrasjonsomradet 0,25 til 7,5 ng/ml
vist i B som standardkurve uttrykt ved intensitet som funksjon av konsentrasjon med
r?=0,99 ved sigmoidal kurvetilpasning.
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3.2.2 Validering av intra-dag variasjon

Testing av intra-dag presisjon og ngyaktighet i konsentrasjonsomradet 0,5 ng/ml til 3,0 ng/ml
med 4 paralleller av hver standard, ga god presisjon med variasjonskoeffisienter under 10% i

gvre og midtre konsentrasjonsomrade og under 17% i det lave konsentrasjonsomradet (Tabell
3, Figur 12).
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Figur 12:A: Western blot av intradag-variasjon for standarder i konsentrasjonsomradet 0,5
ng/ml til 3,0 ng/ml for P-gp vist i B som standardkurve uttrykt ved intensitet som funksjon av
konsentrasjon med r>=0,98 ved sigmoidal kurvetilpasning.

Tabell 3: Intradag validering for semikvantitativ bestemmelse av P-gp
ved sigmoid kurvetilpasning

Antall Teoretisk Beregnet
konsentrasjon gnet Ngyaktighet CcVv
paralleller konsentrasjon
") e (ng/mb) gy
(ng/ml)

4 3,0 2,85 95,1 8,7
4 1,5 1,50 99,7 4,8
3 0,5 0,45 112,3 16,8
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3.2.3 Preparering av pasientprgver og behandling med strippebuffer

For & kunne analysere bade P-gp og CYP3A5/4 i den mengden vev som kommer fra
nalebiopsiene, ble det besluttet & teste ulike forbehandlinger av pasientprgven for
bestemmelse av P-gp. Homogenat fra hver pasient ble enten tilsatt samplebuffer med BMEog
kokt, tilsatt samplebuffer med BME og ikke kokt eller tilsatt samplebuffer uten BME og ikke
kokt.

Western blot-analysen viste som tidligere antatt at P-gp ikke kan behandles ved koking,
ettersom man da fér et langt band i en sékalt «smear» (Figur 13). Analysen viste ogsa at de
detekterte bandene i pasienthomogenatet og fra insektsmikrosomstandarden ble tydeligere
etter behandling med strippebuffer (Figur 13 B). Intensiteten i bandet fra den ukokte preven
uten BME viste et tydelig bdnd som ble vurdert til & vere tilsvarende bandet fra ukokt prove
med BME. Ettersom en samplebuffer uten BME var det beste for CYP3A, ble det besluttet &
ikke koke nyrehomogenatene og tilsette en samplebuffer uten BME, men at membranen burde

klippes i to for & behandle P-gp med en strippebuffer med BME.

Standardkurve Ukokt med BME Ukokt uten BME Kokt med BME

A A A A
N \ [ /m—t— )

- - - <= 150 kDa
"
. |

- ,
ve = 150 kDa
N

Figur 13: A: Fremkalling av Western blot-analyse av P-gp fra pasient 1-5 pd membran uten
behandling med strippebuffer. Det er pasatt 1 prave fra hver pasient hvor prgven er enten ukokt
med BME, ukokt uten BME eller kokt med BME. B: Fremkalling av Western blot-analyse etter
behandling med strippebuffer. Det er pasatt 1 prgve fra hver pasient hvor prgven er enten ukokt
med BME, ukokt uten BME eller kokt med BME. BME: g-merkaptoetanol
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3.2.4 Endring av gel fra 7,5% til 4-15% gradientgel

Innledende forsgk tydeliggjorde behov for optimalisering av Western blot-analysen av P-gp.
Ved bruk av en 7,5% gel ble det funnet band for P-gp som I3 i et omrade mellom 150 kDa og
nesten ved 250 kDa for standarden, og band i pasientprgven ble liggende ved 250 kDa (Figur
14 A). Derimot ble det ved Western blot-analyse av metoden pa gradientgel med
strippebehandling detektert band ved 150 kDa i homogenat fra pasient 1-3 (Figur 14 B). Det

ble derfor besluttet & benytte gradientgel i videre analyse av P-gp.

Pasient 2

Pasient 1-5
B A <= 250 kDa
[
150 kD
. s <= 150kDa

Figur 14: A: Western blot av innledende forsgk
med homogenat fra pasient 2 tilsatt en
samplebuffer uten BME og analysert pa en
75% gel. B: Analyse av P-gp i
pasienthomogenat fra 1-5 tilsatt samplebuffer
uten BME pa 4-15% gradientgel og behandling
med strippebuffer. BME: f-merkaptoetanol
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3.3 Optimalisering for samtidig deteksjon av CYP3AS5 og
P-gp

3.3.1 Kombinerte standarder
For & semikvantifisere CYP3A5 og P-gp pa samme gel matte standardene kombineres i

samme brgnn. Western blot-analyse av kombinerte standarder uten sammenblanding far
pasetting ga prikkete band (Figur 15 A). Ved sammenblanding av standarder fer applisering
pa gelen, ble bandene tydeligere og mer avgrenset (Figur 15 B). Det ble derfor besluttet &
blande standardene samme rett for applisering.

: g1
L — - <« 150 kDa

D - o L

Det ble benyttet 7 konsentrasjoner i konsentrasjonsomradet 1,25 til 15,0 ng/ml for P-gp og 0,1 til 1,0 nM for
CYP3A5.B: Kombinerte standarder for P-gp og CYP3A5 med sammenblanding fgr applisering. Det ble benyttet 7
konsentrasjoner i konsentrasjonsomradet 0,5 til 5,0 ng/ml for P-gp og 0,5 til 0,075 for CYP3A5.

3.3.2 Justering av totalprotein
Ved applisering av nyrehomogenat som inneholdt 20 g totalprotein i hver brgnn ble band fra

bade P-gp og CYP3A5 detektert pA membranen (Figur 16). Denne mengden totalprotein er
realistisk & oppna ved homogenisering av sma nalebiopsier, og det ble beregnet at 20 g var

tilstrekkelig mengde totalprotein for deteksjon av CYP3AS5 og P-gp.

Pasient 1-5

- <= 150 kDa

- <= 50 kDa

Figur 16: Western blot-analyse av nyrehomogenat tilsvarende
20ug totalprotein pasatt i hver brgnn. Samtidig analyse av
CYP3A5(50 kDa) og P-gp (150 kDa) i nyrehomogenat fra
pasient 1-5.
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3.4 Semikvantifisering av CYP3A5 og P-glykoprotein

3.4.1 Anvendelse av metoden pa nyrehomogenater

Ved samtidig Western blot-analyse av P-gp og CYP3AS5 i pasient 1-2 ble det ngdvendig med
to forskjellige fremkallingstider. Dette pa grunn av den betydelig hgyere mengden P-gp i
forhold den lave mengden CYP3AS5. Kvantifiseringen av CYP3A5 behgvde derfor lengre
fremkallingstid far analyse (Figur 17 B). Standardkurven viste en nedgang i intensitet ved
gkende fortynningsgrad, og samtidig viser pasientprgvene variasjon i intensiteten mellom
pasient 1 og 2 (Figur 17).

Pasient 2
fortynnet
Standardkurve Pasient 1 Pasient 2 1:2
A A A A
Al A A N/ \
b
- S e e e e e €= 150 kDa
B
- . T
| — — o « 50 kDa
C D
6x10° 4x10°+
3x1084
= 4x10°% =
E E 2x10%+4
.3 @
E 2108 E
1x108+
0f : : : . 0 . : : .
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2
Konsentrasjon P-gp log (ng/ml) Konsentrasjon CYP3A5 log (nM)

Figur 17: Samtidig Western blot analyse av P-gp og CYP3A5 i pasient 1 0g2 med en 2 ganger
fortynning av pasient 2 med 3 paralleller av hver. A: Benyttet til semikvantitativ bestemmelse av P-
gp, 5,6 sekunder fremkalling. Standardkurve i konsentrasjonsomradet 0,5 til 5,0 ng/ml vist i C. B:
Benyttet til semikvantitativ bestemmelse av CYP3A5, 12,8 sekunder fremkalling. Standardkurve i
konsentrasjonsomradet 0,075 til 0,5 nM vist i D. Analysert pa en 18 branner 4-15% gradientgel med
16,0 ug totalprotein i hver brgnn
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Ved endelig utprgving av metoden ble det mulig 4 detektere og kvantifisere band fra P-gp og
CYP3AS fra pasient 3, mens det kun var mulig a detektere band fra P-gp fra pasient 4 og 5.
Det ble i tillegg detektert sveert svake band fra CYP3AS5 fra pasient 4 og 5. Band fra P-gp fra
pasient 4 og 5 & utenfor standardkurven. Mengden med P-gp og CYP3A5 ble
semikvantifisert fra pasient 3.Western blot av pasient 3-5 viste en interindividuell variasjon i

intensitet (Figur 18). Standardkurene viste en synkende grad av intensitet med ekende

fortynning (Figur 18).
Standardkurve Pasient Pasient 4 Pasient 5
. — A A A
Ar Pag Y \/ .
i P ] . . = 150kDa
L ot

<= 50kDa

1x107 4 2x10°

5x10°4

1x105+

Intensitet
Intensitet _

521054

o+—=* T T ! 0 T T T !
-0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 -0.8 -0.6 -04 -0.2
Konsentrasjon P-gp log (ng/ml) Konsentrasjon CYP3AS5 log (nM)

Figur 18: Samtidig Western blot av P-gp og CYP3A5 i pasient 3-5. A: benyttet til semikvantitativ
bestemmelse av P-gp. Standardrekke for P-gp i konsentrasjonsomradet 0,5 til 5,0 ng/ml vist i C, r?=0,99.
B: benyttet til semikvantitativ bestemmelse av CYP3A5. standardrekke for CYP3A5 i
konsentrasjonsomrédet 0,075 til 0,5 nM vist i D, r>= 0,98 (Graphpad Prism). Det er pasatt 16 ug
totalprotein i hver brgnn. Utfart pa en 18 brenner 4-15% gradientgel.

De individuelle bandene fra pasientene ga estimerte intradag variasjonskoeffisienter pa under
12% hos alle pasientene (Tabell 4 og 5). Pasient 2 hadde det hgyeste innholdet av bade P-gp
og CYP3A5 som ble estimert til 72,9 pmol P-gp/mg totalprotein (beregnet til mol ved bruk av
molekylvekt 140kDa) (Tabell 4) og 0,36 pmol CYP3A5/mg totalprotein (Tabell 5). Den
laveste kvantifiserbare verdien for CYP3A5 hadde pasient 3 med en estimert mengde med
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0,19 pmol CYP3A5/mg totalprotein. Pasient 1 hadde pa sin side den laveste estimerte
konsentrasjonen som var kvantifiserbar for P-gp med en mengde med 28,9 pmol P-gp/mg
totalptotein. Det er stor spredning i den estimerte proteinkonsentrasjonen, og den
interindividuelle variasjonen for pasient 1-3 ligger pa 57% og 33% hhv for P-gp og CYP3A5.
Pasient 4 og 5 hadde ikke kvantifiserbare mengder av CYP3AD5 eller P-gp.

Tabell 4: Semikvantifisering av P-gp ved sigmoidal kurvetilpasning

Antall

Pasient paralleller . | et [P : C
") (Gjennomsnittlig pmol*/mg totalprotein +/-SD) (%0)
1 3 289+18 7,4
2 3 729+19 33
3 3 29,4+ 0,30 1,1
4 Ikke kvantifiserbar
5 Ikke kvantifiserbar

*mol er beregnet med molekylvekt 140 kDa

Tabell 5: Semikvantifisering av CYP3A5 ved sigmoidal kurvetilpasning

Pasient paégltlz::er . . Mengde CYROAS . c
") (Gjennomsnittlig pmol/mg totalprotein +/- SD) (%)

3 0,24 £ 0,01 7,7

3 0,36 £ 0,05 15,5

3 0,19 £ 0,02 9,6

Ikke kvantifiserbar

g B~ W N -

Ikke kvantifiserbar
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3.4.2 Innledende forsgk med semikvantitativ bestemmelse av CYP3A4

Det ble gjennomfgrt en semikvantitativ bestemmelse av CYP3A4 i 0,5% nyrehomogenat fra
pasient 1-5. Analysen muliggjorde en estimering av CYP-innholdet for to av pasientene der
pasient 5 hadde hgyest innhold med 3,2 pmol CYP3A4/mg totalprotein. Pasient 2 ble estimert
til en mengde pa 1,37 pmol/mg totalprotein (Tabell 6). Intensiteten for bandene til de
resterende pasientene 1a under standardkurven og kunne dermed ikke kvantifiseres, men det

ble detektert band i hver parallell til alle pasientene (Figur 19 A).

Standardkurve Pasient 1 Pasient2  Pasient3  Pasient4  Pasient5
! =:\ A A A A A
Al ( \ [ \( N/ \ \
g v s a— — - oty ..l')&,lh- 50 kDa
T
=iy
B 1.5x10°-

1x1084

Intensitet

5x1054

0 T T T T T 1
06 -05 -04 03 -02 -01 0.0
Konsentrasjon CYP3A4 log(nM)

Figur 19: A: Western blot- analyse av 0,5% homogenat fra pasient 1-5 i 3 paralleller med tilhgrende
standardkurve vist i B med intensitet som funksjon av konsentrasjon med sigmoidal kurvetilpasning, r’= 1,000

Tabell 6: Semikvantifisering av CYP3A4 i 0,5% nyrehomogenat ved sigmoidal kurvetilpasning

Pasient a?arllltlz::er Mengde CYP3A4 cv
P () (Gjennomsnittlig pmol/mg totalprotein +/- SD) (%)

Ikke kvantifiserbar

3 1,37 £ 0,01 1,7
Ikke kvantifiserbar
Ikke kvantifiserbar

3 3,32+0,03 6,0

g B~ W N -

39



Diskusjon

4 Diskusjon

Optimalisering av Western blot-metoder

I denne masteroppgaven har Western blot-metoder for semikvantitaiv bestemmelse av
CYP3A4, CYP3A5 og P-gp ved bruk av insektsmikrosom-standardrekker blitt videreutviklet
og validert med hensyn til intradag presisjon og -ngyaktighet. Siden de utviklede metodene
skal anvendes til & studere uttrykk av proteinene i sveert sma nalebiopsier fra
nyretransplanterte pasienter som star pa takrolimus, ble det utviklet en metode for samtidig
analyse av CYP3A5 og P-gp, da dette muliggjorde bruk av mindre vev. Metoden baserer seg
pa veletablerte og kjente prinsipper med lav kostnad, og enkel utfgrelse som gjer metoden
reproduserbar dersom nyrevev er tilgjengelig.

Western blot-metodene for CYP3A4, CYP3A5 og P-gp som er videreutviklet og optimalisert
i denne oppgaven bygger pa metoder som tidligere er utviklet i var forskningsgruppe, der
proteinuttrykk av CYP3A-enzymene har blitt bestemt ved ulike Western blot-metoder [60-
62]. Primerantistoffene for CYP3A4 og CYP3AGS viste ingen kryssbinding mellom de to
enzymene, og standardkurvene for CYP3A4, CYP3A5 og P-gp viste god korrelasjon ved
sigmoidal kurvetilpasning. Validering av metodene for bestemmelse av CYP3A4, CYP3A5
og P-gp viste tilfredsstillende intradag presisjon og -ngyaktighet i konsentrasjonsomradet 0,29
til 1,0 nM for CYP3A4 og CYP3A5, og 05 til 3,0 ng/ml for P-gp. Med
variasjonskoeffisienter under 20% for CYP3A4, under 7% for CYP3AS5 og under 17% for P-
gp og med en ngyaktighet pa under 15% avvik fra teoretisk verdi, tilfredsstiller metoden

EMASs krav for intradag validering av bioanalytiske metoder [63].

Western blot-metoder er tradisjonelt ofte benyttet til relativ bestemmelse av proteinmengder
som CYP3A-enzymer og P-gp i homogenater eller subcellulere fraksjoner fra vev ved hjelp
av housekeeping-proteiner, men metodene benyttes i denne oppgaven til semikvantifisering
av disse proteinene i homogenater fra nyrevev ved bruk av en insektsmikrosom-
standardrekke. Ved denne metoden er det mulig & lage et homogenat av sma mengder nyrevev
fra nyretransplanterte pasienter, som med en konsentrasjon pa 0,8 pg totalprotein/ul i
homogenatet kan semikvantifiseres direkte med Western blot-metoder. Som alternativ til
anvendelse av Western-metodikk som i denne oppgaven, kan proteiner ogsa analyseres pa

LC-MS/MS ved sakalt proteomikkmetoder. Her gjenkjennes en aminosyresekvens som er
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unik for proteinet. En sakalt «targeted»-proteomikkmetode har vert anvendt pa nyrevev, der
de har benyttet biopsibiter fra nyrebarken som veier fra 50 til 100 mg, noe som er vesentlig
sterre enn vevsbitene som er aktuelt & fa ved en nalebiopsi fra nyretransplanterte pasienter.
Nalebiopsiene vil vaere store nok til & kunne analyseres ved bruk av metoden som er
videreutviklet og optimalisert i denne oppgaven, men er mest sannsynlig for sma for a

analyseres ved en «targeted»-proteomikkmetode [40, 64].

Utgangspunktet for denne masteroppgaven var at man i tidligere arbeid med
semikvantifisering av CYP3A-enzymer i homogenat fra ventrikkel og lever fra pasienter
detekterte et band som vandret kortere enn CYP3A fra insektsmikrosom-standarden [60]. Det
er tidligere beskrevet i litteraturen at keratin fra vevet kan interferere med analyse av proteiner
ved bruk av Western blot-metoder [65]. En mulig forklaring pa dette kan vare keratin, som er
et stoff som bygger opp struktur og robusthet i celler. Keratin er intermedizre filamenter som
er tvinnede komplekser av lengre trader med monomere som er bundet sammen via
disulfidbruer. Disulfidbruene mellom de lange intermediaere filamentene brytes ved kontakt
med reduksjonsmiddelet B-merkaptoetanol (BME) og vil kunne separeres under
elektroforesen og forstyrre signalet i omradet 50 kDa [65, 66]. Dersom man bruker en
samplebuffer uten reduksjonsmiddel vil ikke de intermediaere filamentene brytes ned til
monomere pa 50 kDa, og heller separeres som proteiner med en hgyere molekylvekt. Det ble
derfor besluttet & preparere prgvene med en samplebuffer uten BME. Ved & fjerne BME fra
samplebufferen ble det dermed mulig & analysere CYP3A4/5 ved 50 kDa (Figur 9).

Videre benyttet man tidligere i forskningsgruppen 7,5% geler for bestemmelse av P-gp, noe
som ga opphav til brede band med variabel vandrelengde [61, 67]. Ved analyse av P-gp pa en
4-15% gradient gel ble bandet bedre separert og vandret nermere teoretisk molekylvekt pa
140-170 kDa. Tidligere har bandet som vandret for kort pa en 7,5% gel blitt antatt & veere en
dimer av P-gp fra bade hjerne og nyre [68, 69]. Noe av arsaken til at store membranproteiner
ikke alltid vandrer den lengden som star beskrevet i litteraturen, kan vere at det er for lite
degradering av proteinene og ogsa dersom SDS ikke er i overskudd. Dersom SDS ikke er i
tilstrekkelig overskudd, vil det veere risiko for folding av de degraderte proteinene. Dersom
proteinene foldes etter degradering, vil de ikke separeres korrekt ved elektroforesen. Under
elektroforesen er det viktig at proteinene er rettet ut og har unison ladning. Ved ulik folding

kan ulik ladning forekomme, og som resultat vil ikke proteinene vandre tilstrekkelig i forhold
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til hva molekylvekten tilsier [54]. Ved & endre gel til en 4-15% gradientgel vandret P-gp
tilstrekkelig i forhold til molekylvektstandarden.

I innledende forsgk ble CYP3A5, CYP3A4 og P-gp detektert separat i nyrehomogenat fra
pasient 2. Siden nalebiopsiene er sveaert sma, ble det besluttet a prioritere deteksjon av P-gp og
CYP3A5 fremfor CYP3A4. Metoden ble derfor videreutviklet med hensyn til samtidig
deteksjon av CYP3A5 og P-gp. Likevel kan inkludering av CYP3A4 i analysen veere
interessant for a forstd bedre den metabolske kapasiteten til nyren. CYP3A4 og CYP3A5
bidrar begge til metabolisme av takrolimus [70], og uttrykk av CYP3A4 kan pavirke
intrarenale konsentrasjoner av legemiddelet. Metoden ber i s fall testes for mulig inkludering
av en kombinert standard av CYP3A4, CYP3A5 og P-gp. Det vil vare en fordel dersom dette
optimaliseres videre i forhold til semikvantifisering av nyrehomogenat fra pasient 1-5, for
utprgving pa nalebiopiser fra nyretransplanterte pasienter.

Uttrykk av CYP3A-enzymer i nyrevevet

CYP3A5 ble ved denne metoden detektert i pasient 1-3. Som nevnt innledningsvis er
allelfrekvensen til det som regnes som aktivt CYP3A5 (CYP3A5*1) blant kaukasiere pa 10-20
%, 33% blant japanere og 55% blant amerikanere med afrikansk opprinnelse [20]. Genotypen
til pasientene i denne studien er ikke kjent, men det kan ikke utelukkes at det her er funnet
uttrykk av funksjonelt CYP3A5 hos individer med CYP3A5*3/*3 genotype ettersom dette har
blitt pavist tidligere [42]. En mulig forklaring kan vere alternativ spleising av mRNA til
CYP3A5*3 som har resultert i detekterbare mengder med enzymet i disse pasientene ettersom

spleising med inkludering av et prematurt stoppkodon ikke er fullstendig [18, 27].

Det ble estimert mengder med CYP3AS5 i homogenat fra nyrevev fra pasientene i denne
oppgaven i omradet 0,19-0,36 pmol CYP3A5/mg totalprotein med en interindividuell
variasjon pa 33%. Det er i noe hgyere mengder enn det som er rapportert av Aleksa et al. [71]
som estimerte CYP3A5-mengder fra 0,007 til 0,28 pmol CYP3A5/mg totalt protein i
mikrosomfraksjonen ved bruk av Western blot-metoder, og mengden CYP-enzymer vil vare
anriket i en mikrosomfraksjon i forhold til et homogenat. P4 samme mate som med nyrevevet
benyttet i denne oppgaven har ikke Aleksa og medarbeidere rapportert pasientenes
legemiddelbruk eller andre arsaker som kan bidra til den observerte variasjonen i uttrykk av

CYP3AS5. Ettersom Aleksa et al. analyserte mikrosomfraksjoner, er det vanskelig a direkte
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sammenligne med mengdene som er estimert i denne oppgaven som baserer seg pa en

totalproteinkonsentrasjon i homogenatet.

I nyrehomogenat fra pasient 4 og 5 ble det ikke detektert band fra CYP3AS. Disse pasientene
hadde veert eksponert for takrolimus, men det er ikke Kkjent hvorvidt de opplevde
nefrotoksiske bivirkninger. I en tidligere studie gjort pa protokollbiopsier ble det funnet
mindre mengder av CYP3A5 i pasienter som opplevde toksisitet ved bruk av
kalsinevrinhemmere som ble pavist ved immunohistokjemisk farging. Dette er rapportert
uavhengig av informasjon om genotypen til pasientene som har blitt undersgkt for dette [51].
Genotypen CYP3A5*1/*1 har blitt assosiert med starst risiko for nefrotoksisitet og hgyest
uttrykk av proteinet [42, 72]. Dersom uttrykket av proteinet lokalt i vevet er hgyt, vil det
kunne bli en opphopning av metabolitter i vevet. P4 den annen side kan et lavt uttrykk av
CYP3AG5 gi en gkt eksponering for et mulig toksisk legemiddel som takrolimus, som igjen
kan gi en lokal gkning i hemming av kalsinevrin. Naesens et al. [47] konkluderer med at
mulige lokale effekter i vevet mest sannsynlig er den sterste risikoen for utviklingen av
nefrotoksisitet. Hvorvidt dette er lokale effekter av takrolimus, metabolitter eller hemming av

kalsinevrin er derimot uvisst.

Samtidig ble det detektert CYP3A4 i 0,5% nyrehomogenat fra alle pasienter i denne
oppgaven. Det ble estimert mengder pa henholdsvis 1,37 og 3,32 pmol CYP3A4/mg
totalprotein i nyrehomogenat fra pasient 2 og 5. Disse estimatene er hgyere enn tidligere
rapporterte funn. Aleksa et al. [71] detekterte CYP3A4 i 66% av pasientene i en liten gruppe,
og disse ble semikvantifisert til & inneholde 0,027-0,161 pmol CYP3A4/mg protein i en
mikrosomfraksjon. Det forelligger ikke informasjon om hvorvidt pasientene studert i dette
prosjektet benyttet CYP3A-induserende legemidler som for eksempel glukokortikosteroider.
Som nevnt tidligere kan glukokortikosteroider indusere CYP3A, og det er beskrevet i
litteraturen at CYP3A4 vil pavirkes i starre grad enn CYP3AS5 [30]. Dette kan resultere i gkte
nivaer av CYP3A4 i forhold til CYP3A5 som her har blitt estimert til & veere 3,8 ganger
heyere i pasient 2. Det var ikke forventet & detektere CYP3A4 siden tidligere beskrevet
litteratur har rapportert uttrykket av mRNA for CYP3A4 som minimalt [19]. Det er forelgpig
begrenset litteratur som beskriver uttrykket av CYP3A4 i nyren [41].
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Uttrykk av P-glykoprotein i nyrevev

Det ble estimert mengder av P-gp i pasient 1-3 i omradet 28,9-72,9 pmol/mg totalprotein. |
tillegg ble det detektert, men ikke mulig & kvantifisere band fra P-gp i homogenat fra pasient
4 0g 5. Ved en «targeted»-proteomikkmetode har Prasad et al. [64] estimert at det var 2,09
pmol P-gp/mg totalprotein i en membranfraksjon fra nyrebarken. Disse forfatterne observerte
ogsa en interindividuell variasjon, men mengden P-gp uttrykt i membranfraksjonene fra
nyrebarken var lavere enn de estimerte mengdene P-gp funnet i pasienthomogenatene i denne
oppgaven. Mengdene P-gp estimert i pasient 1-3 i denne oppgaven er hgyere enn de hgyeste
verdiene som er estimert ved LC-MS/MSav Prasad og medarbeidere. Det er flere faktorer som
pavirker uttrykk av P-gp og ulike sykdomstilstander har blitt beskrevet & pavirke uttrykket av
transporteren [73].

Detekterte band fra P-gp i pasient 4 og 5 var betydelig svakere enn bandene som ble detektert
og kvantifisert fra pasient 1-3. Genotyping av P-gp er ikke tilgjengelig fra verken donor eller
mottaker i denne oppgaven, men det har blitt observert en assosiasjon mellom redusert GFR
og genotypen ABCB1 C3435T hos donor som antas & gi en nedgang i uttrykk av P-gp [74]
[35]. Samtidig har det blitt observert et lavt uttrykk av P-gp i proksimale tubuliceller hos
pasienter som har opplevd nefrotoksisitet ved bruk av kalsinevrinhemmere [52]. Utenom det
genetiske aspektet kan det tenkes at en semikvantifisering av P-gp i pasient 4 og 5 kunne veert

mulig dersom stgrre mengde vev hadde blitt analysert.

Hensikten med denne oppgaven var a utvikle en metode til semikvantifisering av CYP3A-
enzymer og P-gp i sma nyrebiopsier, og nyrevevet som ble benyttet i metodeutviklingen var
ikke direkte sammenlignbart. Metoden ma derfor testes videre for & bekrefte anvendbarheten
pa reelle nalebiopsier fra pasienter, men det er interessant & observere at proteinene var
kvantifiserbare i sveert tynne homogenater, og at det var betydelig variabilitet i uttrykk av
proteinene. Nyrevevet som ble benyttet fra pasient 1-5 var heller ikke systematisk innhentet
fra et spesifikt omrade i nyren. Det er tidligere beskrevet ulikt uttrykk av mRNA for CYP3A,
avhengig av hvilken del av nyren man analyserer. Det er observert hgyest enzymatisk aktivitet
i proksimale tubuli celler (PTC) i nyren. 1 tillegg er det beskrevet uttrykk av CYP3AS5 i
Henles slgyfe og i distale tubuli [51, 53]. Videre kommer nyrene i dette prosjektet fra
pasienter med inflammasjonstilstander og ulike sykdommer, og det er uvisst hvordan dette
kan pavirke uttrykket av CYP-enzymene og P-gp. En assosiasjon mellom

inflammasjonsmarkgarer og nedregulering av CYP-enzymer er beskrevet i litteraturen. Det er
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Diskusjon

tidligere vist at inflammasjon kan nedregulere mengde CYP-enzymer som uttrykkes i blant
annet lever og tarm [75]. Hvorvidt det samme skjer i nyre er imidlertid uvisst [76]. Nar det
gjelder pavirkning av immunologisk status pa uttrykk av transportgrer er forholdet mer
komplekst, med motstridene resultater i forhold til P-gp [73].
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Konklusjon

5 Konklusjon

Western blot-metoder ble optimalisert, videreutviklet og validert for semikvantitativ
bestemmelse av proteinuttrykk av CYP3A4, CYP3A5 og P-gp i nyrevev. Metodene viste god
intradag presisjon og -ngyaktighet. | tillegg muliggjorde den videreutviklede metoden
samtidig deteksjon og semikvantifisering av CYP3A5 og P-gp i sveert sma mengder nyrevev
som tilsvarer nalebiopsier fra nyretransplanterte pasienter. Det ble funnet variabelt
proteinuttrykk av CYP3A4, CYP3A5 og P-gp i fortynnet nyrehomogenat fra fem pasienter.
Mulighet for inkludering av CYP3A4 i den optimaliserte metoden for CYP3A5 og P-gp kan

undersgkes videre.
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Bakgrunn

Takrolimus er en kalsineurinhemmer som hemmer proliferasjonen av T- Nyrece”e Urin
celler, ved a nedregulere syntesen av IL-2 og ekspresjonen av cellenes .
IL-2-reseptorer og brukes derfor etter transplantasjon av organer. = 2 1.
Legemiddelet har et smalt terapeutisk vindu, og utviser stor intra- og <, )
interindividuell variasjon i respons. Til tross for at blodkonsentrasjonen av

takrolimus blir monitorert, forekommer nyretoksisitet hos enkelte s \
pasienter. Takrolimus metaboliseres i stor grad av CYP3A4/5 og er P-gp
samtidig substrat for P-glykoprotein (P-gp) (Figur 1). Det diskuteres
hvorvidt uttrykket av disse proteinene kan pavirke intrarenale nivaer av o /" i
takrolimus og dens metabolitter. ﬁ) Metabolitter
‘(,77 (/) =" Metabolitter
- CYP3A4/5
Hensikt (€R)
Hensikten med denne masteroppgaven er a optimalisere Westem blot-

4 i X % Figur 1: Illustrasjon av hvordan CYP3A5/4 og P-| virker intrarenale nivaer av
metoder til a kvantifisere CYP3A5 og P-gp i svaert sma mengder nyrevev i taiw,imus. ! g P

den hensikt a studere mulige assosiasjoner mellom intrarenal
konsentrasjon av takrolimus og uttrykk av disse proteinene i
protokollbiopsier.

Metode Resultater og diskusjon

- Nyrevev fra fem pasienter som har gjennomgatt nefrektomi (REK - Antistoffet for CYP3AS viste ingen kryssbinding til insekts-
2014/200) ble anvendt. mikrosomer transfektert med CYP3A4.

- Homogenater (2-5% (w/v)) ble laget ved hjelp av Precellys® 24. - Standardkurvene viste god sigmoid kurvetilpasning med en

Det ble benyttet en 4-15% gradientgel for samtidig Western blot- regresjonskoeffisient pa 0,9968 og 0,9766 for hhv P-gp og

analyser av CYP3AS5 og P-glykoprotein. Proteinene ble blottet over CYP3AS (Figur 2).

pa en nitrocellulose-membran som deretter ble klippet i to. - Metoden viste tilfredsstillende intradag presisjon for kvantifisering
Membrandelen med P-gp ble behandlet med en strippebuffer med av CYP3A5 og P-gp (Tabell 1), men skal valideres ytterligere i
B-merkaptoetanol. lavere konsentrasjonsomrader for CYP3A5.

- Membranene ble inkubert separat med spesifikke antistoffer (Enzo - Deteksjon av CYP3A5 og P-og pa samme gel muliggjorde bruk
Life Sciences) for henholdsvis CYP3A5 og P-gp. av svaert sma mengder pasientmateriale (Figur 3).

- Det ble laget standardrekker av insektsmikrosomer transfektert med - Det ble detektert varierende mengder av P-gp i nyrene. Pasient 2
CYP3A5 og P-gp (BD Technologies) som ble benyttet til hadde vesentlig sterre mengder enn pasient 1 og 3. Pasient 4 og
kvantifisering av proteinene. 5 hadde ikke detekterbare mengder P-gp (Figur 3).

- Metoden ble validert for intradag presisjon for CYP3A5- og P-gp- - CYP3A5 ble detektert i varierende mengder i pasientene, og
standarder i tre konsentrasjonsomrader. pasient 4 og 5 hadde noe heyere nivaer enn pasient 1-3.

Pasient 1 Pasient 2 Pasient 3 Pasient 4 Pasient 5
A  Standardkurve P-gp B Standardkurve CYP3AS
3000000- 2000000 P-gp e » - -
2000000

08 46 04 02 00 02 04 06 04 02 00
Konsontrasjon log(ug/mi) Konsentrasjon log(nM)

l '_// o
1500000
1
ki 1000000
£
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I~ i ey |

CYP3AS5 —>|
50 kDa i
Figur 3: Western blot av P-gp og CYP3A5 pa samme gel for nyrevev fra

5 pasienter (to paralleller av hver).

Figur 2: A: dardkurve for P-gp. B: Standardkurve for CYP3AS.

Tabell 1; Validering av intradag presisjon

Ki j Antall p cv
CYP3A5 (n) (%)
(nM)
0,5 4 135 .
0,33 ) 63 Konklusjon
0,29 4 75 Det har blitt utviklet en metode for samtidig deteksjon av
Konsentrasjon CYP3AS5 og P-glykoprotein ved anvendelse av sma mengder
P-gp nyrevev fra fem pasienter. Etter ytterligere optimalisering av
(ug/mi) . _— standardkurvene kan metoden benyttes til utredning av
15 A 168 mekanismer bak nyretoksisitet i transplanterte pasienter.
0,5 3 142
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