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Sammendrag

Legumain (asparaginyl endopeptidase, AEP) er en lysosomal cysteinprotease som er vist a
spille en rolle ved kreftutvikling. @kt forekomst av legumain i svulster assosieres med raskere
vekst og gkt metastasering. | tillegg omtales cystatin E/M, en potent endogen hemmer av

legumain, som en tumorsuppressor, og hemming av cystatin E/M farer til gkt metastasering.

Fotodynamisk terapi (PDT) er en noninvasiv behandlingsform som brukes mot ulike former for
kreft. Behandlingen baserer seg pa at en fotosensitizer (PS) akkumulerer i svulstvev, og ved
belysning vil PS bli aktivert og fare til celleded ved dannelse av reaktive oksygenforbindelser.
Ved bruk av amfifile PS, som lokaliseres til endocytiske vesikler, er det vist at lysosomale
cysteinproteaser som cathepsiner har en sentral rolle ved indusering av celleded. En tidligere
masteroppgave har indikert at gkt niva av cystatin E/M i kreftceller forte til redusert celledgd
etter PDT. Det var derfor av interesse a undersgke om legumain ogsa pavirket effekten av PDT,

og om PDT pavirket aktivitet eller molekyleare former av legumain og cystatin E/M.

| denne oppgaven ble SKOV-3-celler (fra eggstokk-kreft) og HEK293-celler (embryonale
nyreceller) brukt som cellemodeller. Det ble undersgkt hvordan PDT pavirket aktivitet og
molekylzare former av legumain og cystatin E/M i SKOV-3- og HEK293-celler, i tillegg til i
stabilt transfekterte HEK293-celler som overuttrykker legumain (M38L) eller cystatin E/M
(M4C). Det ble ogsa undersgkt om opptak av prolegumain eller cystatin E/M pavirket
celleviabiliteten etter PDT. Videre ble det sjekket om prolegumain eller cystatin E/M pavirket
celleveksten til de ulike cellelinjene. Legumainaktivitet ble malt med et fluorescerende
peptidsubstrat, uttrykk av molekylare former av legumain og cystatin E/M ble undersgkt ved
immunoblotting, celleviabilitet etter PDT ble malt ved hjelp av MTT-assay og cellevekst ble

malt ved IncuCyte.

Resultatene viste at kontrollceller (HEK293) internaliserte og prosesserte prolegumain til
moden aktiv form, samt internaliserte cystatin E/M. SKOV-3-cellene internaliserte cystatin
E/M, men ikke prolegumain. Det ble vist en signifikant reduksjon i legumainaktivitet etter PDT
i alle celletypene. 1 tillegg viste immunoblotting en signifikant reduksjon i aktiv moden form
av legumain (36 kDa) etter PDT. Celledyrkning i nerveer av cystatin E/M farte ikke til endring
i celleviabilitet etter PDT, sammenlignet med kontroll. Stabilt transfekterte celler som
overuttrykker cystatin E/M (M4C) viste heller ingen forskjell i celleoverlevelse. Eksponering
for prolegumain farte ikke til endring i celleviabiliteten til HEK293, men SKOV-3- og M38L-
VI



celler fikk gkt overlevelse sammenlignet med kontroll. Det ble ogsa vist at bade prolegumain

og cystatin E/M farte til raskere cellevekst i alle cellelinjene som ble undersgkt.
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Abstract

The lysosomal cysteine protease legumain (asparaginyl endopeptidase, AEP) has a role in the
development of cancer. Increased levels of legumain in tumors are associated with increased
growth and metastasis. Additionally, cystatin E/M, a potent endogenous inhibitor of legumain,

is referred to as a tumor suppressor and inhibition of cystatin E/M leads to increased metastasis.

Photodynamic therapy (PDT) is a non-invasive therapeutic procedure that can be used against
different forms of cancer. The procedure involves administration of a photosensitizer (PS) that
accumulates in tumors, and upon activation it will generate reactive oxygen species, which will
induce cell death. With the use of amphiphilic PS, which localizes to endocytic vesicles, it has
been shown that lysosomal cysteine proteases, like cathepsins, have a central role in the
induction of cell death. A previous master thesis has shown that high levels of cystatin E/M in
cancer cells led to reduced cell death after PDT. Therefore, it was of interest to study how
legumain affects the outcome after PDT, and how PDT effects the activity and molecular forms
of legumain and cystatin E/M.

In this master thesis SKOV-3 cells (from ovarian cancer) and HEK293 cells (embryonic kidney
cells) were used as cell models. The effect from PDT on the activity and molecular forms of
legumain and cystatin E/M was examined in HEK293 and SKOV-3 cells, in addition to stably
transfected HEK293 cells which overexpress legumain (M38L) or cystatin E/M (M4C). How
internalization of prolegumain and cystatin E/M affected the cell viability after PDT was also
examined. Additionally, it was analysed how prolegumain and cystatin E/M affected the cell
proliferation of different cell lines. Legumain activity was measured using a fluorescent peptide
substrate, the expression of legumain and cystatin E/M was analysed by immunoblotting and

cell viability after PDT was measured using MTT-assay.

The results verified that control cells (HEK293) could internalize and process prolegumain to
its mature active form, and also internalize cystatin E/M. SKOV-3 was on the other hand not
able to internalize prolegumain, but it could internalize cystatin E/M. There was a significant
reduction in the activity of legumain after PDT. Additionally, the immunoblot showed a
reduction in the active mature form of legumain (36 kDa) after PDT. Cell cultivation in the
presence of cystatin E/M did not lead to any difference in viability after PDT, compared with

control. Cells stably transfected to overexpress cystatin E/M (M4C) did not show any difference
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in cell viability either. Exposure of prolegumain did not lead to any difference in viability of
HEK?293 cells, but SKOV-3 and M38L cells showed an increased survival compared to control.
It was also shown that both prolegumain and cystatin E/M lead to increased cell proliferation
of all cell lines examined.
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1 Introduksjon

1.1 Fotodynamisk terapi (PDT)

Fotodynamisk terapi (PDT) er en noninvasiv behandlingsform som kan brukes mot ulike former
for kreft, som blant annet blarekreft og hudkreft [1]. Studier tyder ogsa pa at PDT kan brukes
mot andre sykdommer som aktinisk keratose, akne og peridontitt [2, 3]. Behandlingen baserer
seg pa at ikke-toksiske komponenter kombineres for & indusere cellulere effekter som farer til
celleded. PDT krever tre komponenter: en fotosensitizer (PS), lys og oksygen [1, 4].
Behandlingen er en to-trinns prosedyre hvor det farst administreres PS som fordeler seg i
kroppen og akkumulerer i svulstvev, slik at konsentrasjonen av PS blir hgyere her ssmmenlignet
med friskt vev. Deretter belyses omradet som skal behandles. Ved belysning vil PS bli aktivert,
reagere med oksygen og det dannes reaktive oksygenforbindelser (ROS) som vil skade
omkringliggende vev. Fotokjemiske reaksjoner er avhengig av oksygen, og i anoksisk vev vil
ikke PDT ha en effekt [1, 5]. Ingen av komponentene som kreves for PDT er toksiske hver for
seg, men ROS som dannes ved PDT behandling vil fare til celledgd blant annet ved initiering
av autofagi, apoptose og/eller nekrose [4]. PDT har ogsa indirekte effekter ved & skade
blodkarene rundt svulsten, og hindrer dermed kreftcellenes tilgang pa naringsstoffer.
Behandlingen vil i tillegg initiere en akutt immunrespons, som tiltrekker immunceller og kan

veere med pa a skape hukommelsesceller og en langvarig beskyttelse mot kreftformen [6].

1.1.1 Fotosensitizere (PS)

Fotosensitizere (PS) er en av komponentene som kreves i PDT-behandling. PS er ikke-toksiske
forbindelser som absorberer energien fra lys, og overfarer denne energien til forbindelser i
nerheten. Den absorberte energien vil ved PDT primart overfares til molekylaert oksygen, og
produsere ROS som singlett oksygen (*O,) og frie radikaler [7]. PS skal fortrinnsvis absorbere
lys med bglgelengde 600-800 nm. Lys med denne bglgelengden kan trenge dypt ned i vevet,
men samtidig absorberes det i liten grad av hudpigmenter (f.eks. melanin) og hemoglobin [8].

Dersom vevet som skal behandles er tynnere enn 2-3 mm kan kortere bglgelengder benyttes.

Effekten av PDT avhenger til en viss grad av hvor PS akkumulerer. Singlett oksygen som
dannes ved aktivering av PS har en halveringstid pa maksimalt 40 nanosekunder, og diffunderer

ikke mer enn 10-20 nm [9, 10]. 'O interagerer derfor bare med molekyler og strukturer i
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umiddelbar naerhet, og hva slags celleskader som blir indusert avhenger av hvor singlett

oksygen dannes [11].

Vevsdistribusjonen og lokaliseringen av PS i cellene, avhenger av hvordan den administreres
og dens kjemiske egenskaper [12]. Det er observert at konsentrasjonen av PS er signifikant
starre i kreftceller enn i normale celler. Den selektive akkumuleringen kan komme av at
blodkarene rundt svulster har gkt permeabilitet slik at det er lettere for makromolekyler som PS
a diffundere inn i svulstvev, sammenlignet med normalt vev. | tillegg har svulster redusert
lymfatisk drenasje, noe som vil fare til gkt retensjon av PS [13]. En annen forklaring pa den
selektive akkumuleringen i kreftceller er at PS har hgy affinitet for serum komponenter som
«low density lipoprotein» (LDL). Ved opptak av LDL i celler vil PS vere bundet til LDL, og
bli tatt opp fra blodbanen sammen med lipoproteinet. Pa grunn av forhgyet LDL reseptorniva i
kreftceller vil disse ha et gkt opptak av LDL, sammenlignet med celler fra frisk vev. Siden PS
er bundet til LDL, vil kreftcellene ogsa ha et gkt opptak av PS [14].

Intracelluart kan PS veere pa membranoverflater, eller inne i subcelluleere komponenter som
lysosomer og endosomer. Hvor PS lokaliseres avhenger av stoffets kjemiske egenskaper [8].
Hydrofile PS klarer ikke & diffundere gjennom lipofile biomembraner, men tas opp via
pinocytose og lokaliseres i matriks i endosomer og lysosomer. Effekten av hydrofile PS vil
derfor hovedsakelig veere pa innholdet i lysosomene, som lysosomale enzymer, men ved starre
doser av hydrofil PS kan ogsa membranene skades [15]. Lipofile PS kan diffundere gjennom
membranene pa ulike organeller, og vil akkumulere i for eksempel lysosomer, mitokondrier og
endoplasmatisk retikulum. Amfifile PS, slik som TPCS;a, brukt i denne oppgaven, tas opp i
cellen via adsorptiv endocytose og akkumulerer i det endolysosomale systemet [8, 15].

En ideell PS skal ha en lav toksisitet nar den ikke er belyst, dette gjelder bade fotosensitizeren
og eventuelle metabolitter av denne ved nedbrytning. Den skal akkumulere i svulstvev, og i
tillegg ber den ha en rask utskillelse fra normalt vev [4, 7]. Dette er for & hindre fototoksiske
bivirkninger [4]. Den ideelle PS bgr ogsa vere lett & syntetisere, og den ma ha god holdbarhet

ved lagring.

TPCS2a
Fotosensitizeren (PS) brukt i denne oppgaven, disulfonert tetrafenylklorin (TPCS2a), er en

amfifil PS, som vil lokaliseres i membranen til endocytiske vesikler og lysosomer [16].



Forbindelsen inneholder negative ladninger (fig. 1.1, A) som hindrer at PS trenger igjennom

membraner, og heller akkumulerer i endocytiske vesikler [16]

Som tidligere nevnt bgr PS absorbere lys med bglgelengder rundt 600-800 nm. TPCSza
absorbere lys bade ved korte bglgelengder, rundt 420 nm, og ved lange bglgelengder rundt 650
nm. Absorpsjonsspekteret til fotosensitizeren viser et klart band rundt 400 nm (Soret-bandet),
og i tillegg har den 4 sma topper rundt 500-600 nm (Q-bandene, fig. 1.1, B) [16, 17].
Fotosensitizeren er derfor egnet til bade in vitro forsgk, hvor man gjerne bruker blatt lys rundt
400 nm, og til in vivo bruk hvor det brukes rgdt lys rundt 650 nm. Ved belysning vil TPCS2,
absorbere energien fra lyset, og generere ROS, som hovedsakelig er singlett oksygen [17].

TPCS2asyntetiseres ved hjelp av en di-imidreduksjon av en annen fotosensitizer kalt disulfonert
tetrafenylporfin (TPPS2a). Syntesen av TPCS2a kan gi tre isomere forbindelser, men batch-til-
batch variasjonen er likevel veldig lav. Syntesen har i tillegg et bra utbytte, og under 0,5 % av

utgangsmaterialet, TPPS.,, er igjen etter syntesen [16].

TPCS,,
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Figur 1.1: Strukturformel (A) og absorbsjonsspekter (B) for fotosensitizer TPCSza. Struktur for en
isomer av disulfonert tetrafenylklorin (TPCSza) (A). Absorpsjonsspekteret for TPCSz, lgst i 10 %
Cremophor ELP (B) viser at fotosensitizeren absorberer lys bade ved korte og lange bglgelengder.
Begge grafer viser absorpsjonsspekteret for TPCS;,, den innfelte grafen er en forsterrelse av omrade
fra 450-700 nm. Figurene er modifisert fra Berg et al. (2011) [16].

1.1.2 Virkningsmekanismer bak PDT

Far belysning eksisterer PS i en grunntilstand (*PSo). Nar PS utsettes for lys ved en spesifikk
balgelengde, som kan absorberes av PS, blir den aktivert [18]. 1PSo vil absorbere lyset, og g



over til eksitert singlett tilstand (:PS:”). Denne tilstanden er ustabil, og vil bare vare noen fa
nanosekunder. Fra den eksiterte tilstanden kan PS falle tilbake til grunntilstand ved & avgi energi
ved en stralingsfri prosess, som for eksempel ved & avgi varme (fig. 1.2) [19, 20]. Eksitert PS
kan ogsa gjennomga «intersystem crossing» (ISC), sa den blir omgjort til en triplett-tilstand

(*PS1") som er mer langvarig (mikro/millisekunder) enn singlet-tilstanden (nanosekunder) [20].

PS,” - Eksitert singlett tilstand «Intersystem
- crossing» - ISC

3PS," - Triplett tilstand

Eksitasjon

Varme

Energi

Varme

Fluorescens

Fosforescens

PSS, - Grunntilstand

Figur 1.2: Forenklet Jablonski diagram. Ved tilfgring av energi, i dette tilfellet i form av lys, blir
fotosensitizer (PS) i grunntilstand (*PSo) eksitert til singlett tilstand (*PS;:"). *PS;" kan avgi energi i form
av varme eller fluorescens, og dermed ga tilbake til grunntilstanden. Den kan ogsa gjennomga
«intersystem crossing», hvor man far en triplett tilstand (°PS:"). Energien fra triplett tilstanden kan
avgis som varme eller fosforescens, men den kan ogsa reagere videre og danne ROS. Figuren er
modifisert fra Craig et al. (2015) [20].

PS i 3PS:”" kan gjennomga to typer fotokjemiske reaksjoner, kalt type | og type Il reaksjoner
[19]. Reaksjonene foregar samtidig, men hvilken reaksjon som dominerer avhenger blant annet
av type fotosensitizer, konsentrasjon av substrat og mengde oksygen. | naerveer av oksygen er

det som regel type Il som dominerer [1].

Type | reaksjon

En type | reaksjon innebeerer at eksitert PS i enten singlet (*PS1”)- eller triplett-tilstand (3PS1”)
overfarer et elektron eller et hydrogen til et substrat, slik at man far dannet radikaler (fig. 1.3)
[21]. Radikalene kan reagere med oksygen, og danne ROS som blant annet superoksid anion
(027) og hydrogenperoksid (H20>). Radikalene vil skape oksidativt stress som induserer
celledgd [22]. Type I reaksjoner er med pa & forsterke PDT-responsen, og kan vere

dominerende ved lave oksygennivaer [23].
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Figur 1.3: Type | og type Il reaksjoner. PS i triplett tilstand (3PS:") kan enten overfare et elektron eller
et hydrogen til et substrat (type | reaksjon) eller reagere direkte med oksygen (type 11 reaksjon). Ved en
type | reaksjon blir et elektron eller et hydrogen overfart til et substrat, slik at man far dannet radikaler.
Ved en type 11 reaksjon vil °PS;” reagere direkte med oksygen, og danne singlett oksygen (*O). Singlett
oksygen er en sterk ROS som kan oksidere f.eks. aminosyrer og umettede fettsyrer. Figuren er modifisert
fra C. Foote (1991) [24].

Type Il reaksjon

Ved type Il reaksjoner overfgrer PS i triplett-tilstand energi direkte til oksygen, og produserer
singlett oksygen (*02), som er en sterk ROS (fig. 1.3) [25]. ROS forarsaker skader pa celler
ved & oksidere aminosyrer, umettede fettsyrer og kolesterol [26]. Dette farer blant annet til
skade pa celluleere membraner og enzymer, og kan indusere celledgd [27]. Type Il reaksjoner

er viktigst for effekten av PDT.

1.2 Proteaser

Proteaser, ogsa kalt peptidaser, er proteolytiske enzymer som katalyserer nedbrytning av
proteiner via hydrolyse av peptidbindinger. Avhengig av hvor i proteinet de spalter kan
proteasene inndeles i eksopeptidaser eller endopeptidaser. Endopeptidaser spalter i midten av
proteinet ved spesifikke aminosyrer, mens eksopeptidaser spalter enten i N- eller C-terminal
ende. Rundt 2 % av det humane genomet koder for proteaser og det er funnet rundt 600 ulike
proteaser i mennesket [28, 29]. Proteaser ble lenge sett pa som enkle enzymer som kun var med
pa uspesifikk nedbrytning, og destruksjon av proteiner. Senere forskning har derimot vist at
proteaser ogsa deltar i spesifikke reaksjoner, og det er blitt demonstrert at de har en rekke viktige

funksjoner i kroppen [30]. De er blant annet involvert i regulering av ulike signalveier og



kaskadesystemer, som for eksempel koagulasjonskaskaden. Koagulasjonskaskaden bestar av
en rekke proteolytiske reaksjoner, som ender i dannelsen av fibrin [31]. Proteolytiske enzymer
har ogsa en viktig rolle ved aktivering og inaktivering av cytokiner, vekstfaktorer og andre
proteaser, som for eksempel aktivering av proMMP-2 til MMP-2 [32]. Proteaser deltar i
normalfysiologiske prosesser som cellesyklus, apoptose, DNA-replikasjon og immunrespons
[28, 29].

Ulike proteaser har ulike funksjoner, men felles for proteolytisk spalting er at det er
irreversibelt. Unormalt uttrykk av proteaser er forbundet med sykdom, og for hgy proteolytisk
aktivitet er forbundet med inflammatorisk, nevrodegenerativ og kardiovaskuleer sykdom, samt
tilstander som infeksjoner og kreft. Det er derfor viktig at den proteolytiske aktiviteten hele
tiden reguleres, og holdes pa et normalt niva [29]. Regulering av proteaseaktiviteten gjgres blant
annet ved a pavirke transkripsjon, syntetisere proteasene som inaktive enzymer og ved 8 hemme

aktiv enzymer med endogene inhibitorer [28].

Proteaser er klassifisert i MEROPS databasen etter aminosyresekvensen i det aktive setet og
formen pa den tredimensjonale strukturen. Klassifiseringen i MEROPS er en hierarkisk
klassifisering hvor proteasene deles inn i en av syv klasser basert pa katalytisk type. De syv
klassene er aspartat-, asparagin-, cystein-, glutamat-, metallo-, serin-, og treoninproteaser (fig.
1.4). De katalytiske klassene deles videre inn i klaner. Klanene bestar av proteaser med lignende
tredimensjonal struktur som indikerer et felles opphav. Klanene beskrives med to bokstaver,
hvor den ferste bokstaven indikerer katalytisk klasse. Klanene kan igjen deles inn i ulike
familier. Familiene beskrives med en bokstav etterfulgt av et nummer, hvor bokstaven beskriver

hvilken klan proteasen tilhgrer [33, 34].
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Figur 1.4: Klassifisering av proteaser ifelge MEROPS databasen. Proteaser klassifiseres i en av syv
klasser ut ifra katalytisk type. Klassene deles videre inn i klaner basert pa likheter i den tredimensjonale
strukturen til proteasene. Klanene inndeles i familier som er basert pa likheter i aminosyresekvenser.

Figur modifisert fra Rawlings et al. [33].

1.2.1 Proteaser og PDT

Studier indikerer at lysosomer og proteaser er involvert i mekanismer for celleded, enten ved a
starte eller amplifisere mekanismer som farer til celleded [28]. Flere PS er kjent for a lokalisere
i lysosomer og endosomer, og ved aktivering vil PS indusere skade og gdelegge membraner.
Lysosomal ruptur, og pafelgende lekkasje av lysosomale enzymer, kan resultere i celledgd. Det
er ulike mekanismer som ligger bak induseringen av celledad, blant annet kan de lysosomale
enzymene som blir frigjort skade cellulere komponenter slik at cellen dgr. @deleggelse av
endocytiske membraner er ogsa vist & skape en opphopning av Ca2* i cytosol, noe som farer til

for haye nivaer av Ca?* i mitokondriene, og dette vil indusere celledgd [15].

De lysosomale enzymene har optimal aktivitet ved lav pH, men det er vist at visse cathepsiner,
som for eksempel cathepsin B og L, fortsatt er aktive i cytosol hvor pH er rundt 7. Disse kan
indusere celledad ved a aktivere pro-apoptotiske faktorer som Bax og Bid, og inaktivere anti-
apoptotiske faktorer fra Bcl-2 familien. Cathepsiner klgyver bid til trunkert bid, som binder til
mitokondriene og induserer frigjaring av cytokrom c. Cytokrom c vil aktivere apoptosomer og
indusere apoptose [35]. Hvis en hgy konsentrasjon av lysosomale enzymer blir frigjort skjer
celledgd via nekrose, men ved frigjgring av en moderat mengde enzymer er det apoptose som

dominerer [36].



I hvor stor grad frigjgringen av lysosomale enzymer bidrar i den fototoksiske effekten av PDT
er likevel usikker, da det er vist at PDT farer til hel eller delvis inaktivering av lysosomale
enzymer [36, 37]. Inaktivering av lysosomale enzymer er vist ved bruk av fotosensitizere som
blant annet «nile blue» derivater, TPPS4 (meso-tetrafenylporfyrin), TPPS2a 0g AlPcS2a [37].
Hydrofile PS kan fere til fullstendig inaktivering av lysosomale enzymer, og ved bruk av
hydrofile PS vil ikke enzymene pavirke den cytotoksiske effekten av PDT. Ved bruk av
hydrofobe PS kan det kun bli en delvis inaktivering, og dermed kan cathepsiner som blir frigjort
til cytosol bidra til cytotoksisiteten. Det er likevel vist at en delvis inaktivering av lysosomale
enzymer ikke alltid er toksisk for cellene [37]. Kreftceller har ulik sensitivitet ovenfor PDT, og
dette kan komme av den varierende mengden lysosomale enzymer, og den varierende graden
av inaktivering ved lysosomal frigjering. Det er ogsa studier som tyder pa at balansen mellom
lysosomale enzymer, og deres inhibitorer kan pavirke den cytotoksiske effekten av PDT [36,
37].

1.3 Legumain

Legumain, ogsa kalt asparaginyl endopeptidase (AEP), er en lysosomal cysteinprotease som
spesifikt spalter peptidbindinger C-terminalt for aminosyren asparagin (Asn) [38]. Ved sure
betingelser (pH<5) vil proteasen ogsa spalte etter aspartat (Asp) [38, 39], og far dermed
caspase-lignende effekt. Proteasen tilhgrer klan CD og familie C13, og er strukturelt beslektet
med caspasene som tilhgrer klan CD og familie C14 (fig. 1.4) [40, 41]. Legumain skiller seg
fra cathepsinene ved at den ikke inhiberes av E64 (trans-epoksysuksinyl-L-leukylamido-(4-
guanidino)-butan), men den hemmes av inhibitoriske cystatiner som cystatin E/M og cystatin
C [42, 43]. Proteasen ble farst oppdaget i banner pa 1980-tallet, og i 1997 ble proteasen ogsa
funnet i pattedyr [41]. Legumain uttrykkes i de fleste vev i pattedyr, men finnes i spesielt hgye
nivaer i nyrer, placenta og testikler [40, 41]. I celler er proteasen hovedsakelig lokalisert i det

endolysosomale systemet, hvor den blant annet er med pa & degradere proteiner [40, 44].

1.3.1 Syntese og aktivering av legumain

Legumain syntetiseres som et inaktivt proenzym (prolegumain; 56 kDa), som deretter
autoaktiveres til en aktiv intermediger form (46 kDa), som videre prosesserer til aktiv moden
form (legumain; 36 kDa) [40]. Prolegumain bestar av ulike domener, som er et N-terminalt
propeptid (Val'8-Asp?), et katalytisk domene (Gly?-Met?®), og et C-terminalt prodomene som
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deles inn i et aktiveringspeptid (AP; Lys®®’-Asn®%) og et stabilisering- og
aktivitetsmodulerende-domene (LSAM; Asp®**-Tyr*®) (fig. 1.5). LSAM-domenet har en
positiv ladning, mens det katalytiske setet er negativt ladet. LSAM stabiliserer prolegumain ved
ngytral pH ved hjelp av elektrostatiske interaksjoner og blokkering av det aktive setet [40, 45,
46].

| det endolysosomale systemet hvor pH er lav (< 6,5) [47], vil prolegumain gjennomga flere
trinn av autoaktivering som farer til dannelsen av aktiv moden legumain (fig. 1.5) [46]. Den
farste autoaktiveringen skjer ved pH <5,5, hvor propeptidet fra C-terminal ende (LSAM) vil
avspaltes ved Asn®?®[45]. Det blir da dannet en inaktiv intermedieer form av legumain pa 47
kDa. Den intermedigre formen er inaktiv fordi LSAM domene fortsatt er elektrostatisk bundet
til enzymet. Ved enda lavere pH (pH < 4,5) vil det N-terminale propeptidet bli avspaltet ved
Asp?t og Asn?, og det blir dannet en aktiv intermedieer form pé 46 kDa. Ved avspalting av N-
terminalt propeptid, vil ogsa LSAM domene avspaltes, og enzymet blir da aktivt. Avspalting

av LSAM domene er ngdvendig for a oppna full enzymatisk aktivitet [45].

Prosessering til moden, aktiv legumain (36 kDa) utfagres ved proteolytisk spalting C-terminalt
for KRK?®, Hvilke proteaser det er som spalter enzymet er per i dag ikke kjent. Etter
autoaktiveringen til moden aktiv legumain endres stabiliteten til enzymet. Prolegumain er stabil
ved ngytral pH, men etter autoaktivering og prosessering til moden aktiv legumain er enzymet

stabilt kun ved pH < 6. Ved hgyere pH blir aktivt legumain irreversibelt denaturert [40].

Asp?1Asn2s KRK289Asn3222

Inaktiv proform 56 kDa G%-KRK28¢ LSAM pH 7.0
Inaktiv intermediaer form 47 kDa LSAM pH <55
Aktiv intermedizer form 46 kDa G®-KRKZ pH =45

Ukjent protease

Aktiv moden form 36 kDa

Figur 1.5: Prosessering og aktivering av legumain. Inaktiv proform (56 kDa) blir ved pH <5,5
autoaktivert til en inaktiv intermediserform (47 kDa) ved avspaltning av LSAM-domenet, C-terminalt
for Asn®%, Ved pH < 4,5 vil intermediaer form (47 kDa) avspaltes N-terminalt for Asp?' og Asn®, slik at
det dannes en aktiv intermedieer form (46 kDa). Den videre prosesseringen til moden aktiv legumain (36

kDa) gjares av en eller flere ukjente proteaser. Figur modifisert fra Dall et al. (2016) [40].



1.3.2 Legumain ved normalfysiologi og sykdomstilstander

Legumain er hovedsakelig lokalisert intracelluleert i endosomer og lysosomer, men enzymet har
ogsa blitt pavist i cellekjernen og ekstracellulert i for eksempel plasma [40, 48]. Legumain har
en rekke ulike funksjoner i kroppen, bade ved normalfysiologi og ved sykdomstilstander.
Enzymet spiller en viktig rolle blant annet i immunsystemet, hvor det degraderer og prosesserer
antigener for presentering for MHCII-komplekset [40, 49]. Legumain pavirker i tillegg den
medfgdte immunresponsen ved a aktivere «toll-like receptor 9» (TLR-9) i dendrittiske celler
[50]. Det er ogsa vist at enzymet er viktig for prosessering av andre cysteinproteaser som
cathepsin B, H og L [42, 51]. Legumain prosesserer cathepsiner fra enkeltkjeder til
dobbelkjeder [44]. I tillegg vil legumain aktivere matriks metalloproteinase (MMP) pro-MMP-
2 [42].

Legumain spiller en rolle ved en rekke ulike sykdomstilstander som blant annet kreft (se kap.
1.3.3), aterosklerose, osteoporose og nevrodegenerative sykdommer [39, 40]. Ved aterosklerose
vil proteaser som MMP-2 og cathepsin B, H og L bryte ned den ekstracelluleere matriksen
(ECM) og destabilisere det aterosklerotiske plakket. Ved & aktivere pro-MMP-2 er legumain
med pa & gke degradering av ECM [48]. | ustabile plakk er det vist et hgyt niva av legumain i
omrader rikt pa fibrin [52], og det kan tyde pa at enzymet ogsa har en rolle ved direkte
nedbrytning av ECM komponenter [48, 52]. Enzymet er ogsa med og pavirker beinhomeostasen
ved at legumain hemmer osteoblastdifferensieringen [40, 53]. Ved nevrodegenerative
sykdommer som Alzheimer’s sykdom, er det vist at pasienter rammet av sykdommen har et
hgyere niva av aktivt legumain i hjernen (her kalt 3-sekretase) sammenlignet med friske.
Legumain er med & klgyver bade «amyloid precursor protein» (APP) og tau, og begge disse har
en sentral rolle i sykdomsutviklingen ved Alzheimer’s sykdom [54].

1.3.3 Legumain og kreft

Ved kreft er det en ubalanse mellom proteaser og deres inhibitor [55], og det er vist at hgyt niva
av proteaser fremmer migrering av kreftceller, og gjar svulster mer invasive [56]. Ulike former
for kreft, som brystkreft, tarmkreft og kreft i eggstokkene overuttrykker legumain [57], og
mengden av enzymet er hgyere i senere stadier av sykdommen [58]. Bade in vivo og in vitro
studier har vist at hgyt niva av legumain i svulster er forbundet med gkt metastasering, mer

invasiv form for kreft og darligere prognoser [57, 59, 60].
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Legumain finnes hovedsakelig i lysosomer og sene endosomer, men enzymet har ogsa blitt
funnet ekstracelluleert [39]. | kreftceller er legumain lokalisert bade i cellekjernen og cytosol
[40], og i tillegg er enzymet blitt pavist utenfor kreftcellene i omkringliggende stromale celler
0g i tumor-assosierte makrofager (TAMSs) [39]. Mikromiljget rundt svulster er surt [61], og
dermed kan prolegumain som skilles ut fra kreftcellene bli aktivert til moden legumain [39].
Legumain bidrar til kreftutvikling ved a aktivere proMMP-2 og prosessere ulike cathepsiner,

som vil bryte ned ECM og bidra til metastasering og vekst inn i andre vev [57, 62].

Siden gkt forekomst av legumain i kreftsvulster assosieres med gkt metastasering og darligere
prognoser har enzymet blitt foreslatt som en prognostisk faktor, og som et «legemiddeltarget»
[60, 62]. Dyrestudier har vist at DNA vaksiner mot legumain kan brukes for 8 hemme vekst av
brystkreftceller [63]. Egenskapene til legumain kan i tillegg utnyttes for & lage ulike
«prodrugs», som aktiveres av ekstracelluleert legumain i svulstens mikromiljg [60]. Det har blitt
forsket pa doksorubicin som et «prodrug». Ved a feste et substratpeptid pa doksorubicin vil
legemidlet veere inaktivert, helt til legumain i svulstens mikromiljg spalter av den ekstra
gruppen og gjer legemidlet aktivt igjen. P4 denne maten vil man redusere toksisitet og

bivirkninger, fordi legemidlet kun aktiveres i nerheten av svulsten og ikke i friskt vev [64].

Som en lysosomal cysteinprotease kan legumain pavirke dgdsmekanismene ved fotodynamisk
terapi (PDT). Flere ulike fotosensitizere (PS) lokaliserer seg til endosomer og lysosomer, og
ved belysning vil PS aktiveres og fare til at lekkasje i membranene [37]. De lysosomale
cysteinproteasene vil da bli frigjort til cytosol, og dette kan vere cytotoksisk for cellene [65,
66]. Hvilken rolle legumain har pa effekten av PDT har det blitt forsket lite pa.

1.4 Cystatin E/M

Cystatin E/M er en endogen inhibitor som tilhgrer cystatin-familien. Cystatiner deles inn i 3
grupper, det er type 1, type 2 og type 3 cystatiner [55]. Type 1 hemmer cathepsiner
intracelluleert, mens type 2 inneholder et signalpeptid som farer til sekresjon ut av cellen og
disse virker derfor hovedsakelig ekstracelluleert. Type 3 er intravaskulere kininogener [67].
Cystatin E/M tilhgrer type 2 cystatiner [68, 69], og inhibitoren hemmer bade cathepsiner, og
legumain. Flere type 2 cystatiner som cystatin C og cystatin F kan ogsa hemme legumain, men
cystatin E/M er mest potent. Cystatiner hemmer proteaser ved a danne reversible hgy-affinitets

komplekser som hindrer den proteolytiske aktiviteten til malenzymet [67]. Tap av den
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hemmende effekten til cystatiner farer til uregulert protease aktivitet, og dette kan igjen fore til

sykdommer [29].

Cystatin E/M har lenge blitt tenkt pd som en tumorsuppressor, da det er vist at den hemmer
vekst og metastasering ved brystkreft. Uttrykket av cystatin E/M er redusert i mange ulike
kreftformer som brystkreft og prostatakreft, i tillegg observeres redusert uttrykk av inhibitoren
i gliomaceller [55, 70]. Flere studier har vist at tap av den hemmende effekten til cystatin E/M

farer til gkt vekst av kreftceller, og mer metastasering [71].
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2 Hensikt

Legumain er hovedsakelig en lysosomal cysteinprotease, som er vist & spille en rolle ved
kreftutvikling. @kt forekomst av legumain er observert i flere former for kreft, og enzymet
assosieres med gkt metastasering og darligere prognoser [59]. Det er i tillegg vist at cystatin
E/M, en potent endogen hemmer av legumain, fungerer som en tumorsuppressor [71].
Fotodynamisk terapi (PDT) er en godkjent behandlingsmetode mot flere typer kreftformer.
Fotosensitizere brukt i PDT kan lokaliseres til lysosomale membraner. Ved belysning vil
innholdet i lysosomene frigjeres til cytosol [37]. Malet med denne oppgaven er a viderefare

tidligere observasjoner fra en masteroppgaven i farmasi (2018) [72] ved &:

e Studere og sammenligne internalisering av prolegumain eller cystatin E/M i ulike
cellelinjer fra eggstokkreft eller normalvev.

e Studere cellulaere effekter av PDT pa legumain og cystatin E/M.
e Undersgke om legumain eller cystatin E/M pavirker celleviabiliteten etter PDT.

e Undersgke om legumain eller cystatin E/M pavirker celleproliferasjon av ulike

cellelinjer.
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3 Materialer og metoder

3.1 Materialer

3.1.1 Reagenser

Reagenser

Leverandgr

5X stripping buffer

Aceton, C3HgO

Albuminstandard (23209)

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (500-0006)
Chameleon™ DUO Pre-stained Protein
Ladder, proteinstandard (928-60000)
CHAPS

Cs2HssN207S (C3023)
Dinatrium-EDTA,

Na2C10H16N20s (00064)

DMSO, dimetylsulfoksid

(CH3)2SO (D8418)

DTT, ditiotreitol,

C4H100,S; (438117)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), dyrkningsmedium (12-604F)
Etanol, rektifisert (96 %)

C2Hs0OH (600051)

Fosfatbufret saltvann (PBS) 1X, med
kalsium og magnesium (D8662)
Fosfatbufret saltvann (PBS) 1X, uten
kalsium og magnesium (D8537)

LI-COR Biosciences, Cambridge, England
Merck, Darmstadt, Tyskland

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,
USA

LI-COR Biosciences, Lincoln, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Ferak, Berlin, Tyskland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
BioWhittaker®, Lonza Walkersville, Inc.
Antibac AS, Asker, Norge

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fotalt kalveserum, FBS (lot: 42G6195K)
G418 disulfalt saltlgsning, Genticin®
aminoglykosidantibiotika, 50 mg/ml
(G8168)

Geit anti-human polyklonalt antistoff mot
cystatin E/M (AF1286)

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

R & D Systems, Minnesota, USA

Geit anti-human polyklonalt antistoff mot
legumain (AF2199)
HEK-293 celler (CRL-1573)
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Human Total Legumain DuoSet ELISA
(DY4769)

R&D systems, Minnesota, USA

Intercept® Blocking Buffer
(927-60001)

IRDye® 800 CW Esel anti-geit
immunoglobulin (926-32214)
IRDye® 800 CW Esel anti-mus
immunoglobulin (926-32212)

LI-COR Biosciences, Cambridge, England
LI-COR Biosciences, Cambridge, England

LI-COR Biosciences, Cambridge, England

Kondisjonert medium fra HEK293-celler
(kontroll)

Tillaget i laboratoriet av overingenigr Hilde
Nilsen

Kondisjonert medium fra M38L-celler (rikt
pa prolegumain)

Kondisjonert medium fra M4C-celler (rikt
pa cystatin E/M

McCoy’s 5a Medium (M9309)

MTT

C18H16BIrNsS

Mus anti-human monoklonalt antistoff mot
GAPDH (Sc-47724)

NewBlot™ Nitro Stripping Buffer, 5x
(929-40030)

NuPAGE® Antioksidant (NP0005)
NUuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)
(NP0007)

NuPAGE® MOPS SDS Running buffer
(20x) (NP0001)

Penicillin-Streptomycin (10 000 E/ml
penicillin, 10 mg/ml streptomycin)
(P4333)

Ponceau S lgsning

C22H12N4Nas013S4 (P7170)

Reagent diluent (RD) concentrate (10X)
(DY995)

SKOV-3-celler (HTB-77)

Tillaget i laboratoriet av overingenigr Hilde
Nilsen

Tillaget i laboratoriet av overingenigr Hilde
Nilsen

Sigma-Aldrich Life Science

Sigma-Aldrich Life Science

Santa Cruz Biotechnology Inc., TX, USA
LI-COR Biosciences, Cambridge, England

Thermo Fisher Scientific Inc
Thermo Fisher Scientific Inc

Thermo Fisher Scientific Inc

Sigma-Aldrich Life Science

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

R&D systems

American Type Culture Collection (ATCC),

Virginia, USA
Substrat Reagent Pack R&D systems
(DY999)
Svovelsyre Merck, Darmstadt, Tyskland
H2SO4

TPSC»,, fotosensitizer (Amphinex)
Trypanblatt 0,4 % (T10282)
Trypsin-EDTA (T3924)

Tween® 20 (170-6531)

PCI Biotech AS, Oslo, Norge
Thermo Fisher Scientific Inc.
Sigma-Aldrich

Bio-Rad Laboratories
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Z-Ala-Ala-Asn-AMC, legumainsubstrat

Bachem, Bubendorf, Sveits

Zeocin™ 100 mg/ml (46-0509)

InVitrogen, Thermo Fisher Scientific

3.1.2 Utstyrsliste
Utstyr

Leverandgr

Bio-Rad PowerPac™ HC

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

BioHit Optifit tip pipettespisser (10, 200 og
1000 pl)

Sartorius Biohit Liquid Handling Oy,
Finland

Costar® 5 ml pipette (4051)

Corning Inc., NY, USA

Costar® 10 ml pipette (4101)

Corning Inc., NY, USA

Costar® 25 ml pipette (4251)

Corning Inc., NY, USA

Costar® 96-brgnners mikroplate
(3598)

Corning Inc., NY, USA

Costar® 96-brgnners mikroplate, svart
(3915)

Corning Inc., NY, USA

Countess™ Automated Cell Counter

Invitrogen, Thermo Fisher Life
Technologies

Eppendorfrar (1,5-, 2- og 5 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Tyskland

Finnpipette™

Thermo Fischer Scientific

Finnpipette™ F1 Multichannel

Thermo Fisher Scientific

Gen5™ Data Analysis Software

BioTek Instruments, Inc.

Glasstic Slide (87144E)

KOVA®, Garden Grove CA, USA

Heraeus™ Fresco™ 21 sentrifuge
(75002426)

Thermo Fisher Scientific

LumiSource® (blatt lys, 435 nm)

PCI Biotech AS, Oslo

Nunc™ EasYFlasks™ dyrkningsflaske
(75 cm? og 175 cm?)

Thermo Fisher Scientific

Nunc™ MicroWell™ 96-brgnners brett

Thermo Fisher Scientific, Roskilde,

(167008) Danmark
Nunc™ Multidishes 6 brgnners brett Thermo Fisher Scientific
(140675)

NUuPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel
Ferdigstept gradientgel til gelelektroforese
(NP0322)

Odyssey® CLx Near-Infrared Imaging
System

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific

Li-Cor Biosciences

PowerWave™ XS2 Microplate
Spectrophotometer

BioTek Instrumentes Inc., Winooski, VT,
USA.

Rotina 380R Sentrifuge
Sarstedt® sentrifugergr 15 ml
(62.554.502)
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Sarstedt® sentrifugergr 50 ml
(62.547.254)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Tyskland

The Belly Dancer

Trans-Blot®Turbo™ Transfer system
Trans-Blot® Turbo RTA Transfer Kit,
nitrocellulose, mini.

Blottepapir, nitrocellulose membrane og 5x
blottebuffer

(1704270)

Stovall Life Science, Greensboro, NC, USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Victor™ X4 Multimode Plate Reader,
mikroplateleser (2030-0050)
XCell SureLock™ Mini-Cell

Perkin Elmer Life and Analytical Sciences,
Boston, MA, USA
Life Technologies, Paisley, Storbritannia

Electrophoresis System, elektroforesekar

3.2 Celledyrking

3.2.1 Cellelinjer

HEK-293-celler

HEK293, humane embryonale nyreepitelceller, er en adherent cellelinje som er etablert fra et
abortert foster. Cellene er permanent transformert ved eksponering for en del av DNA-et til
adenovirus type 5 [73], og dette forhindrer cellene i & ga i apoptose. HEK293-celler er
klassifisert som «biosafety level 2» (BSL-2). | denne masteroppgaven dyrkes cellene i DMEM
med glukose (4,5 g/l) og L-glutamin (4 mM), som ble tilsatt fatalt kalveserum (FBS) til en
sluttkonsentrasjon pa 10 %, 100 E/ml penicillin og 100 pg/ml streptomycin (Vedlegg A, 1.1).

M38L-celler

M38L er en monoklonal cellelinje som overuttrykker legumain. Cellelinjen ble dannet ved a
transfektere HEK293-celler med humant cDNA for legumain (LGMN) i en plasmidvektor
(pcDNAS3.1) [68]. Plasmidvektoren inneholder i tillegg et resistensgen for antibiotikumet
gentamycin (G418), dette for & hindre oppvekst av ikke-transfekterte celler [68]. Cellene dyrkes
i HEK293-medium som ble tilsatt G418 til en sluttkonsentrasjon pa 800 pg/ml.

MA4C-celler
M4C er en monoklonal cellelinje som overuttrykker cystatin E/M, og cellene ble dannet ved a

transfektere HEK293-celler med humant cDNA for cystatin E/M i en pTracer plasmidvektor
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[68]. For & hindre oppvekst av ikke-transfekterte celler inneholder plasmidvektoren et
resistensgen for antibiotikumet phleomycin (Zeocin™) [68]. Cellene dyrkes i HEK?293-

medium som ble tilsatt Zeocin™ til en sluttkonsentrasjon pa 150 pg/ml.

SKOV-3-celler

SKOV-3 er en adherent epitelcellelinje fra adenokarsinom i eggstokk, som er etablert fra en 64
ar gammel kvinne. Cellene er klassifisert som «biosafety level 1» (BSL1). | denne oppgaven
blir cellene dyrket i McCoy’s medium med L-glutamin (0,21 g/l) og bikarbonat (2,2 g/l), som
ble tilsatt FBS til en sluttkonsentrasjon pa 10 %, 100 E/ml penicillin og 100 pg/ml streptomycin
(Vedlegg A, 1.2).

3.2.2 Frysing og tining av celler

Levende celler har enten blitt oppbevart pa en nitrogentank ved -196 °C, eller i en dypfryser
ved -80 °C. Ved nedfrysningen blir cellesuspensjonen tilsatt det kryobeskyttende stoffet
dimetylsulfoksid (DMSO). Dette sgrger for at vann trekkes ut av cellene ved nedfrysningen,
slik at dannelsen av intracellulaere iskrystaller blir hindret. Intracelluleere iskrystaller kan fore
til lysering av cellene, og dette ma unngas. Frysing av cellene brukt i denne oppgaven ble utfart

av overingenigr Hilde Nilsen, eller seksjonsingenigr Ane Sofie Viset Fremstedal.

Ved tining av cellene tas cellebeholderen ut av fryseren og cellesuspensjonen tines raskt ved 37
°C. Cellesuspensjonen overfares til et rar med 15 ml dyrkningsmedium, og sentrifugeres ved
1000 rpm i 5 min. Sentrifugeringen gjennomfares for a fjerne rester av DMSO, som vil virke
toksisk pa celler i kultur. Etter sentrifugering suges supernatanten forsiktig av, og cellepelleten
resuspenderes i 5 ml dyrkningsmedium. Cellesuspensjonen overfares deretter til en 75 eller 175
cm? celleflasken, som er fylt med henholdsvis 10 eller 30 ml oppvarmet dyrkningsmedium.
Cellene star i inkubatorskap ved 37 °C og 5 % CO: til de har nadd en tetthet rundt 70-80 %, og

er klare for a splittes. Cellene bar splittes 2-3 ganger far de brukes i forsgk.

3.2.3 Dyrking og splitting av celler

Cellene blir splittet nar tettheten i celleflasken er rundt 70-80 %, omtrent 2 ganger i uken.
Ved splitting av cellene blir medium sugd av, fer cellemonolaget vaskes med 3-5 ml
fosfatbufret saltvann (PBS) uten kalsium og magnesium (Vedlegg A, 2.1). Dette gjares fordi
det er viktig a fjerne alle rester av serum, da dette inneholder proteaseinhibitorer som ol-

18



antitrypsin, som inaktiverer trypsin. Etter vask med PBS blir det tilsatt trypsin, og cellene blir
inkubert ved 37 °C og 5 % CO2 i rundt 5 minutter for at trypsin skal virke og cellene lgsne
raskere. Mengden trypsin avhenger av flaskestarrelsen, for en flaske p& 75 cm? blir det brukt 2-
3 ml oppvarmet trypsin, mens for en 175 cm? blir det brukt rundt 4 ml. Cellene kontrolleres
visuelt i mikroskopet for & undersgke om de har lgsnet. Hvis cellene ikke har lgsnet kan flasken
bankes forsiktig et par ganger. Nar cellene har lgsnet tilsettes 5 ml medium med serum for a
inaktivere trypsin. Cellene splittes i @nsket tetthet til forsgk, eller overfares til nye
mediumflasker med nytt medium for videre dyrkning. Hvor mye medium det er i flaskene
avhenger av starrelsen, for flaskene p& 75 cm? ble det brukt 25 ml medium. Ved splitting for

videre dyrking blir SKOV-3 cellene som regel splittet 1:8, mens HEK293 cellene splittes 1:10.

3.2.4 Celletelling

Celletelling blir utfert ved hjelp av en automatisk celleteller, Countess™ Il (Farmasgytisk
institutt). Trypanbla blir tilsatt et uttak av cellekulturen for & skille mellom levende og dade
celler. Trypanbla vil farge dede celler bla, mens levende celler forblir ufarget fordi fargestoffet
ikke Kklarer & trenge gjennom en intakt cellemembran [13]. For celletellingen blandes 10 pl
trypanbla og 10 pl cellesuspensjon, og 10 pl av denne blandingen overfares til et tellekammer.

Tellekammeret plasseres i den automatiske celletelleren, som regner ut antall levende celler/ml.

Celletelling utfares i noen tilfeller ved bruk av et Glasstic® Slide tellekammer med
hemocytometer tellegitter (Radiumhospitalet). For celletelling overfares 10 pl av
cellesuspensjonen til et tellekammer som legges under et mikroskop. Tellegitteret har ni ruter,
og antall celler i 3 diagonale ruter telles. For & finne konsentrasjonen i antall celler /ml

cellesuspensjon bruker man formelen vist i figur 3.1.

Antall celler .
o T 10 000 = celler/ml

Figur 3.1: Formel for beregning av antall celler/ml cellesuspensjon. Formelen brukes ved celletelling
med Glasstic® Slide tellekammer med hemocytometer tellegitter. Antall celler i tre ruter telles, og

gjennomsnittet av dette antallet ganges med 10 000.
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3.2.5 Produksjon av kondisjonert medium som reagens

I denne oppgaven blir serumfritt kondisjonert medium (KM) fra HEK293-, M38L- og M4C-
celler brukt for stimulering av SKOV-3- og HEK293-celler. Ved tillaging av KM sas det ut
rundt 1 million celler per 75 cm? celleflasker. Cellene inkuberes i 4 dager eller til 75-90 %
konfluens, og deretter byttes gammelt medium til serumfritt HEK293-medium. Cellene star i
ytterligere 3 dager fer KM hgstes. KM sentrifugeres i 5 min ved 800 rpm. KM fordeles pa flere

rar, og fryses ned for senere bruk.

Tillagingen av kondisjonerte media ble utfert av overingenigr Hilde Nilsen.

3.2.6 Hgsting av kondisjonert medium og cellelysat

Fer hgsting av kondisjonert medium (KM) og cellelysat undersgkes cellene for morfologiske

forandringer og adherens i mikroskop.

Hgsting av kondisjonert medium
Medium suges forsiktig av cellene og overfares til 1,5 ml Eppendorfrer. Ragrene sentrifugeres
i 5 min ved 800 rpm. Etter sentrifugering overfgres supernatanten til nye 1,5 ml Eppendorfrar,

fryses og lagres ved -20 °C frem til analyser.

Hgsting av cellelysat

Far hesting av cellelysat vaskes cellene forsiktig en gang med 1 ml 1X PBS, far det tilsettes
500 pl lysisbuffer (Vedlegg A, 2.3) i hver brgnn. Cellene kontrolleres i mikroskop for &
sjekke at de faktisk har lgsnet. Cellelysat suges opp og overfares til 1,5 ml Eppendorfrar.
Cellelysat fryses og tines 3 ganger, hvor det fryses ved -80 °C i 15 min og tines ved 30 °C pa
varmeblokk. Etter dette sentrifugeres lysatene i 5 min ved 10 000 g og 4 °C. Etter
sentrifugering overfares supernatanten til nye Eppendorfrar, for det fryses og lagres ved -20

°C frem til analyser.

3.2.7 Eksponering av SKOV-3- og HEK293-celler for kondisjonerte
media

SKOV-3- og HEK?293-celler ble i denne masteroppgaven eksponert for 75 % v/v kondisjonert
medium fra enten HEK293-, M38L- eller M4C-celler i 48 timer. Siden KM er serumfritt ble
dyrkningsmediet fer bruk tilsatt ekstra serum (FBS). Kondisjonert medium fra M38L
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inneholder sekrert prolegumain, mens kondisjonert medium fra M4C inneholder sekrert
cystatin E/M. Kondisjonert medium fra HEK293 blir brukt som kontroll. Konsentrasjonen av

legumain i M38L-mediet ble analysert ved hjelp av ELISA av overingenigr Hilde Nilsen.

3.3 Fotodynamisk terapi in vitro

3.3.1 Fotosensitizer og belysning

Fotosensitizeren (PS) brukt i denne oppgaven var disulfonert tetrafenylklorin (TPCS2,, 0,35
mg/ml, Amphinex®). Dette er en lyssensitiv forbindelse, og alle forsgk som involverer TPCSza
ble utfart i dempet belysning. Fotodynamisk terapi (PDT) ble utfart med lampen LumiSource®
som bestar av fire 18 W Osram L 18/67 standard lysrer [74]. Lampen avgir blatt lys med
emisjonsmaksimum pa 435 nm (fig. 3.2). Lyset avgir en homogen straling over en
belysningsoverflate pa 45 x 17 cm. Lampen er utstyrt med en vifte for a hindre at lyseksponerte
celler utsettes for hypertermi. Viften sgrger ogsa for a opprettholde en konstant irradians.
Lampen ble skrudd pa minimum 15 minutter far belysning av behandlede celler, for a sikre en

homogen belysning.
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Figur 3.2: Emisjonsspektrum fra LumiSource®. Figur er produsert og gjort tilgjengelig av professor
Kristian Berg.

3.3.2 Prosedyre for PDT

PDT-forsgk utfgres enten i 96-brenners mikroplate eller 6-brgnnersbrett. For HEK293- M38L-
og M4C-celler blir det sadd ut 5000 celler/brgnn ved bruk av 96-brgnners mikroplate, og
500 000 celler/brgnn for 6-bregnnersbrett. Ved bruk av SKOV-3-celler ble det sadd ut 3000
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celler/brgnn til 96-bragnners mikroplate, og 200 000 celler til 6-brgnners brett. | denne oppgaven
ble cellene eksponert for ulike kondisjonerte media far behandling med PDT. Prosedyren starter
med utsaing av cellene, og 5-6 timer etter utsding ble cellene eksponert for kondisjonert
medium. Vanlig dyrkningsmedium suges av, og erstattes med 75 % v/v kondisjonert medium.
Ett dagn etter ble cellene i tillegg inkubert med 0,4 pg/ml TPCS2ai 18 timer. Cellene ble tilsatt
kondisjonert medium med TPCS,a, mens kontrollcellene ble tilsatt rent kondisjonert medium.
Dagen etter ble brgnnene vasket to ganger med 1X PBS med kalsium og magnesium (Vedlegg
A, 2.2), far nytt 75 % v/v kondisjonert medium tilsettes. Cellene plasseres i inkubator i 4 timer
for & vaske ut PS fra plasmamembranen. Etter 4 timer ble gnsket lysdose gitt ved hjelp av
Lumisource®, far cellene settes tilbake i inkubatoren ved 37 °C og 5 % CO.. Etter 48 timer ble
celleviabilitet malt ved MTT-assay. For maling av legumainaktivitet etter PDT ble cellene

lysert 30 minutter etter belysning.

3.4 Maling av celleviabilitet ved MTT-assay

MTT-assay er en metode som brukes for @ male celleviabiliteten. Metoden baserer seg pa at de
fleste celler har konstant mitokondriell dehydrogenase-aktivitet, og en gkning eller reduksjon i
antall levende celler vil ha en direkte sammenheng med mitokondriell aktivitet i cellene. Ved
tilsetting av MTT-reagens (3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl]-2,5 difenyl tetrazolium bromid) vil
levende celler omdanne tetrazolium-saltet til ulgselige formazankrystaller, som er fiolette.
Konsentrasjonen av formazankrystaller finnes ved a lgse opp krystallene og male optisk tetthet.
Konsentrasjonen av formazankrystaller gir et indirekte mal pa viabiliteten av cellene. Hagy
celleviabilitet vil gi hagy dannelse av formazankrystaller pa grunn av hgy mitokondriell aktivitet,
0g vice versa [75].

I denne oppgaven ble MTT-lgsning tilsatt cellene 48 timer etter PDT. Cellemediet byttes ut
med 0,25 mg/ml MTT-reagens, fer cellene ble inkubert ved 37 °C og 5 % CO: i 3-4 timer,
avhengig av hvor raskt formazankrystallene dannes. Etter dette suges MTT-reagenset av med
en mikropipette, og 100 pl DMSO tilsettes for a lgse opp formazankrystallene. For & sikre at
krystallene lgses opp, settes brettet til risting i rundt 15 minutter. Nar krystallene er opplast
males den optiske tettheten ved 570 nm i et spektrofotometer (PowerWave™ XS2). Som
blindpreve brukes MTT-reagens tilsatt i tomme brgnner og som fglger hele prosedyren, og

avlest verdi trekkes fra absorbansmalingene til pravene.
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3.5 Maling av celleproliferasjon ved IncuCyte® FLR

IncuCyte® FLR gir en mulighet for a observere cellevekst over tid ved a analysere fasekontrast
bilder tatt ved gitte tidsintervaller. Et mikroskop er plassert inne i en inkubator, og alle bilder
sendes til en ekstern datamaskin hvor bildene prosesseres. Celleproliferasjonen undersgkes ved
a analysere konfluens i cellebrgnnene over tid. Datamaskinen registrerer hvor mye av
cellebrgnnen som er dekket av celler, og gkende konfluens kan brukes som et indirekte mal for

proliferasjonen.

IncuCyte® FLR ble brukt for & sjekke celleproliferasjonen til HEK293-, M38L-, M4C- og
SKOV-3-celler. HEK293-, M38L- og M4C-celler ble sadd ut i 96-branners brett, med 3000 og
5000 celler/brgnn, og plassert direkte i IncuCyte® FLR. HEK293- og SKOV-3-celler som
skulle fa tilsatt kondisjonert medium ble sadd ut i 96-brgnnersbrett og inkubert ved 37 °C og 5
% CO; i 4-5 timer slik at de festet seg. For HEK293-celler ble det sadd ut 3000 og 5000
celler/brgnn, og for SKOV-3-celler ble det sadd ut 1500 og 3000 celler/brgnn. Nar cellene
hadde festet seg ble dyrkningsmedium byttet ut med 75 % v/v kondisjonert medium. Etter
tilsetning av kondisjonert medium ble cellene plassert i inkubatoren koblet til IncuCyte® FLR
systemet. Det ble tatt et bilde av hver brann hver tredje time, og cellene undersgkes over totalt

70 timer.

3.6 Maling totalprotein

For maling av totalprotein ble det benyttet en metoden beskrevet av Bradford [76]. Metoden
baserer seg pa at Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG) i sur lgsning vil binde seg til
aminosyrer som arginin, tryptofan, tyrosin, histidin og fenylalanin i proteiner. Ved binding til
proteiner vil CBBG endre farge fra brun til bla, og dette gir endring i absorbsjonsmaksimum
fra 464 til 595 nm. Dannelse av CBBG-protein-kompleks vil gi @kt absorbans, og
konsentrasjonen av totalprotein bestemmes ved maling av absorbans ved 595 nm i en

mikroplateleser.

Absorbans ved Bradfordmetoden er ikke linezer med konsentrasjonen av totalprotein, fordi
absorpsjonsspektrene av fri og kompleksbundet CBBG overlapper. Det lages derfor en
standardkurve med bovint serum albumin fortynnet i lysisbuffer i konsentrasjonene 0, 50, 100,
200, 300 og 400 pg/ml. Mengden totalprotein i en ukjent prgve vil beregnes ut ifra denne

standardkurven.
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Til en transparent 96-brgnners mikroplate tilsettes 10 pl av hver standardkonsentrasjon og
cellelysatprove i triplikat. Til standarder og praver tilsettes 200 pl fargereagens fortynnet 1:5 i
destillert vann (Vedlegg A 3.1). Etter tilsetting av fargereagens star platen i romtemperatur i 5
minutter far den plasseres i mikroplateleseren for maling av absorbans ved 595 nm. Ved hgy
konsentrasjon av totalprotein kan det veere ngdvendig & fortynne cellelysatene, da
konsentrasjonen ma veere innenfor standardkurven. Far totalproteinmaling i denne oppgaven

ble prgvene fortynnet 1:3.

Maling av totalprotein blir utfert for & korrigere legumainaktivitet med konsentrasjonen av
totalprotein (kap 3.7), og for a beregne mengde cellelysat til acetonfelling far gelelektroforese

og immunoblotting (kap 3.8).

3.7 Maling av legumainaktivitet

For & beregne aktivitet av legumain brukes metoden beskrevet av Chen et al. og Johansen et al.
[41, 77]. Peptidsubstratet Z-Ala-Ala-Asn-AMC blir benyttet ved malingene, dette er ansett som
et selektivt substrat for legumain som vil spalte av gruppen AMC (aminometylkumarin). AMC
har hgyere fluorescens nar det er fritt enn nar den er bundet, og ved avspaltning vil det
produseres et fluorescerende signal som kan males i en mikroplateleser. AMC har en
eksitasjonshglgelengde pa 342 nm og en emisjonshglgelengde pa 460 nm. @kning i fluorescens
er et mal pa enzymaktiviteten i preven. Siden hastigheten av enzymaktivitetsreaksjoner er

temperaturavhengige holdes temperaturen konstant pa 30 °C ved maling av legumainaktivitet.

Legumainaktivitet ble malt i cellelysat fra HEK293-, M38L-, M4C- og SKOV-3-celler. Det ble

ikke tilsatt noen proteasehemmer ved malingene av legumainaktivitet.

Til et svart 96-brgnners brett tilsettes 20 pl blankprave (lysisbuffer, vedlegg A 2.3) og 20 ul av
lysatprgvene i triplikater. Brettet plasseres i en mikroplateleser (Victor™ X4). Til hver brgnn
vil det automatisk tilsettes 100 ul assaybuffer (Vedlegg A, 4.1), som er tilsatt ditiotreitol (DTT)
til en sluttkonsentrasjon pa 1 mM. DTT er et reduksjonsmiddel som reduserer tiolgruppen i
cysteinproteaser, og dette er ngdvendig for & aktivere enzymet. Etter tilsetting av assaybuffer
ventes det i 10 minutter for 50 pl substratopplgsning (Z-Ala-Ala-Asn-AMC) automatisk
tilsettes og fluorescensmalingene begynner. Enzymaktiviteten beregnes automatisk av

mikroplateleseren som endring i fluorescens per sekund (dF/sek). Ved analyser av cellelysat fra
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HEK?293-, M4C- og SKOV-3-celler males kinetikken over en time, mens ved analyse av M38L

cellelysat males kinetikken over 10 minutter.

3.8 Gelelektroforese og immunoblotting

3.8.1 Acetonfelling av totalprotein i cellelysat

For gjennomfaring av gelelektroforese er det ngdvendig & male totalprotein (kap. 3.6) og
oppkonsentrere cellelysatene til en forhandsbestemt mengde protein. Dette for a sikre at lik
mengde totalprotein ble applisert i hver brgnn pa gelen. | denne oppgaven ble cellelysatene

oppkonsentrert til 0,67 pg/pl.

Utfelling av proteiner ble gjort ved acetonfelling. Iskaldt aceton blandes med cellelysat i
forholdet 80:20 far inkubering i 60 min ved -20 °C for a utfelle proteinene. Etter inkubering
sentrifugeres prgvene i 20 min ved 15 000 g og 4 °C, fer supernatanten avpippeteres og kastes.
Proteinpelleten som er igjen tarkes i rundt 20 minutter, far tillaging av gelelektroforesepraver
(kap. 3.8.2).

3.8.2 Tillaging av gelelektroforesepragver

For tillaging av gelelektroforeseprgver blir det benyttet destillert vann, DTT og
«NUPAGE®LDS Sample Buffer 4X» (pravebuffer). DTT er et reduksjonsmiddel som reduserer
disulfidbindinger i proteiner. Pragvebufferen inneholder litiumdodecylsulfat, og vil sgrge for at
proteinene i praven blir denaturert og far en uniform negativ ladning. Den uniforme negative
ladningen vil sgrge for at proteinene vandrer mot positivt ladet pol, og at separasjonen pa gelen
kun avhenger av molekylstarrelse (kDa).

Proteinpelleten fra acetonfellingen (kap. 3.8.1) lgses i 13 pl destillert vann, 2 pl DTT (0,5 M)
og 5 pl 4X pravebuffer til et totalvolum pa 20 pl. For a sgrge for at proteinene er helt denaturert

varmes prgvene i 10 min ved 70 °C.

3.8.3 Gelelektroforese

I denne oppgaven blir proteinene separert ved hjelp av en vertikal polyakrylamid-

gelelektroforese (PAGE). Proteinprgvene blir applisert i brgnner pa gelen, og ved hjelp av
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gelens porgsitet og elektrisk spenning vil proteinene vandre mot anoden og separeres basert pa
molekylstgrrelse. Ved Kkjgring av elektroforese i denne oppgaven benyttes ferdigstapt
gradientgel av polyakrylamid (4-12 %) med 12 brgnner. Gelen plasseres i et elektroforesekar
som fylles med 800 ml elektroforesebuffer (Vedlegg A 5.2). Til én brenn tilsettes 5 ul av
proteinstandard Chamleon™ Duo Pre-Stained Protein Ladder. Til de gvrige brennene
appliseres 15 pl proteinprgve (10 pg totalprotein). Far elektroforesen starter tilsettes 500 pl
antioksidant (NUPAGE®) til det indre karet. Elektroforesen kjgres ved konstant spenning pa
200 V i 50 min.

3.8.4 Immunoblotting

Immunoblotting brukes for & detektere proteiner som er separert ved gelelektroforesen.
Proteiner separert pa gelen overfares til en nitrocellulosemembran ved bruk av elektrisk strgm
[78]. Detekteringen av proteinene er basert pa en antigen-antistoffreaksjon, hvor det tilsettes et
primeaerantistoff som binder til et spesifikt protein. Deretter tilsettes et sekundeerantistoff som
binder spesifikt til primarantistoffet. Sekundaerantistoffet har en infrargd fluorescerende
gruppe som kan detekteres ved 700 eller 800 nm ved skanning med Odyssey® CLx Near-
Infrared Imaging System (LI-COR).

Etter gelelektroforese fuktes nitrocellulosemembran og filterpapir med blottebuffer (vedlegg A
5.2) i et par minutter fgr de legges sammen som en sandwich etter Hoefer-metoden [79]. Godt
fuktet filterpapir plasseres i bunnen, og nitrocellulosemembranen plasseres oppa denne.
Deretter kan elektroforesegelen forsiktig lasnes fra elektroforeseplaten, stackinggelen fjernes,
og gelen plasseres oppa nitrocellulosemembranen. Et fuktet filterpapir legges forsiktig over
gelen. Det er viktig & unnga luftbobler mellom de ulike lagene. Proteiner blir overfart fra gelen
til membranen ved & plassere sandwichen i en blottemaskin (Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System) ved 25 V i 30 min.

Membranen farges i et minutt med Ponceau S for visualisering og fotografering av proteiner
som er overfgrt fra gel til membran. Fargen fjernes deretter ved skylling med farst destillert
vann, og sa 1X TBS (Vedlegg A, 5.3).

Etter blotting er det viktig & blokkere membranen med blokkeringsbuffer, for a hindre
uspesifikk binding av primeerantistoff. Membranen legges i blokkeringsbuffer i 60 minutter ved

romtemperatur og vipping. Lgsningen helles sa av og membranen plasseres i et 50 ml
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sentrifugergr som inneholder primarantistoff fortynnet i en 1:2 blanding med blokkeringsbuffer
og vaskebuffer (tabell 3.1). Sentrifugergret med membranen settes i kjgleskap med vipping over

natten.

Tabell 3.1: Oversikt over primarantistoffer brukt for immunoblotting

Protein Primearantistoff Fortynning

Legumain Geit anti-human polyklonalt antistoff mot legumain | 1:200

Cystatin E/M Geit anti-human polyklonalt antistoff mot cystatin 1:250

E/M
GAPDH Mus anti-human monoklonalt antistoff mot GAPDH | 1:10 000
[B-aktin Kanin monoklonalt antistoff mot beta-aktin 1:5000

Tabell 3.2: Oversikt over sekundarantistoffer brukt for immunoblotting

Sekunderantistoff Fortynning
IRDye® 800CW Esel anti-geit 1:10 000
IRDye® 800 CW Esel anti-mus 1:10 000
IRDye® 800CW Esel anti-kanin 1:10 000

Etter inkubering over natt med primarantistoff vaskes membranen 3 ganger 5-15 minutter med
vaskebuffer (vedlegg A 5.4) ved romtemperatur og vipping. Deretter inkuberes membranen i
10 ml sekundeerantistoff fortynnet i 1:2 blanding av blokkeringsbuffer og vaskebuffer (tabell
3.2) i 60 minutter. Etter inkubering med sekundzerantistoff vaskes membranen 3-4 ganger 5-15
minutter med vaskebuffer, for den skylles en gang med 1X TBS og tarkes mellom filterpapir.
Etter tarking skannes membranen ved 800 nm med Odyssey® CLx Near-Infrared Imaging

System (LI-COR) og infrargd fluorescerende gruppe detekteres som grent signal.
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3.8.5 Reblotting

En membran kan benyttes for deteksjon av flere proteiner, men da ma primeer- og sekundar
antistoffene fra forrige deteksjon fjernes. Ved reblotting skylles membranen fgrst en gang med
1X TBS, far den inkuberes med 10-15 ml strippebuffer (vedlegg A, 5.5) i 15 min. Etter
inkubering vaskes membranen 3-4 ganger i 5-15 minutter med vaskebuffer (vedlegg A, 5.4),
for den skylles en gang med 1X TBS. Etter vasking kan membranen blokkeres pa nytt som

beskrevet over (3.8.4), og deretter inkuberes med nytt primer- og sekundaerantistoff.

3.9 ELISA

Konsentrasjonen av legumain i kondisjonert medium analyseres ved bruk av «Enzyme-linked
immunosorbent assay» (ELISA). For analysen ble det brukt et kommersielt ELISA-kKit, og
metoden som ble benyttet er sandwich-ELISA. Metoden baserer seg pa at et spesifikt antistoff
adsorberes pa en transparent 96-brgnners mikroplate, og antigenet fra prgven som skal

analyseres adsorberer til det spesifikke antistoffet [80].

Til en 96-brgnners mikroplate tilsettes 100 pl «Capture Antibody», som er fortynnet til 2 pg/ml
i 1X PBS. Platen dekkes med en plastfilm og inkuberes over natten ved romtemperatur. Neste
dag suges antistoffet av og kastes, og brgnnene vaskes tre ganger med 400 ul vaskebuffer (0,05
% Tween i 1X PBS). For & blokkere uspesifikke bindingsseter tilsettes deretter 300 pl «Reagent
Dilution», som inneholder albumin, til hver brgnn. Mikroplaten dekkes med en plastfilm og
settes til inkubering i en time ved romtemperatur, for den igjen vaskes tre ganger med
vaskebuffer. Etter vask tilsettes 100 pl av standard (0-2000 pg/ml fortynnet i RD) og praover.
Pravene fra M38L fortynnes fra 1:250 til 1:2000. Platen dekkes igjen med en plastfilm og
inkuberes i to timer ved romtemperatur. Legumain i prevene vil binde seg til «Capture
Antibody». Etter inkubering vaskes platen 3 ganger med vaskebuffer far det tilsettes 100 pl av
«Detection antibody» fortynnet i RD til 0,05 pug/ml. Platen settes igjen til inkubering i to timer
ved romtemperatur. «Detection antibody» vil binde seg til legumain, slik at det dannes en
sandwich mellom «Capture antibody», legumain og «Detection antibody». Platen vaskes igjen
som tidligere beskrevet, far det tilsettes 100 ul av streptavidin- «horseradish peroxidase»
fortynnet 1:200 i RD. Platen settes til inkubering ved romtemperatur i 20 minutter, fgr den igjen
vaskes tre ganger med 400 pl vaskebuffer. Etter vask tilsettes 100 pl substratlgsning, og igjen
settes platen til inkubering. Etter 20 minutter tilsettes 50 pl stoppelgsning i hver brgnn, og platen
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dunkes forsiktig for a sikre god blanding. Absorbans males ved 450 nm i en mikroplateleser
(Victor™ x4).

Analysene av konsentrasjon av legumain i kondisjonert medium fra M38L-celler ble utfort av
overingenigr Hilde Nilsen.

3.10 Statistiske analyser

I denne oppgaven er talldata presentert som gjennomsnitt + standardfeil (SEM). Gjennomsnittet
er beregnet ut ifra antall gjentakelser av forsgk, og antallet (n) varierer fra 1-3. Statistiske
analyser ble kun utfart hvis forsgket var repetert 3 ganger. Signifikansniva ble valgt til p < 0,05.
Tosidig uparet t-test er anvendt som statistisk metode. Noen av forsgkene ble analysert med en
multippel tosidig uparet t-test, og disse er korrigert med Bonferroni-Dunn korreksjon.
Signifikante forskjeller er angitt i figurene med en stjerne (*) for p < 0,05, og to stjerner (**)
ved p < 0,01. De statistiske analysene ble beregnet med GraphPad Prism 8 (GraphPad Software
Inc., CA, USA).
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4 Resultater

4.1 Internalisering av prolegumain eller cystatin E/M
| HEK293- og SKOV-3-celler

I denne masteroppgaven ble det undersgkt om PDT pavirket aktiviteten til cysteinproteasen
legumain. For & undersgke dette matte det verifiseres at HEK293- og SKOV-3-celler klarte a
ta opp og intracelluleert prosessere prolegumain til aktiv form, i tillegg til & internalisere
cystatin E/M. Opptak av legumain eller cystatin E/M ble undersgkt ved a eksponere cellene
for kondisjonert medium som inneholdt enten prolegumain eller cystatin E/M i 48 timer.
Kondisjonert medium ble hgstet fra M38L- og MA4C-celler, som er stabilt transfekterte
HEK293 cellelinjer som overuttrykker og sekrerer henholdsvis prolegumain eller cystatin
E/M [68]. Innholdet i kondisjonert medium har blitt undersgkt ved immunoblotting.
Resultatene viser at kondisjonert medium fra HEK293 (HEK293-KM) inneholdt verken
prolegumain eller cystatin E/M (fig. 4.1). Kondisjonert medium fra M38L (M38L-KM) var
rikt pa prolegumain, og det ga et tydelig proteinband ved 56 kDa, men det inneholdt ikke
cystatin E/M. Kondisjonert medium fra M4C (M4C-KM) ga derimot et sterkt utslag for
cystatin E/M, og det observeres proteinband med sterk intensitet bade ved 14 og 17 kDa. |
M4C-KM er bade den glykosylerte og den ikke-glykosylerte formen av cystatin E/M tilstede.

Mengden prolegumain i M38L-KM har blitt undersgkt ved hjelp av ELISA, og
konsentrasjonen av prolegumain i M38L-KM brukt i denne oppgaven varierer fra 148 ng/ml
til 384 ng/ml.
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Figur 4.1: Molekyleere former av prolegumain og cystatin E/M i kondisjonert medium fra

HEK293-, M38L- og M4C-celler. Kondisjonert medium ble blandet med prevebuffer og DTT. Etter
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polyakrylamidgelelektroforese (PAGE) og immunoblotting ble prgvene analysert med antistoff mot
legumain (gverste panel) og cystatin E/M (andre panel). Blottet ble skannet med Odyssey® CLx Near-

Infrared Imaging System.

Etter eksponering for kondisjonert medium ble HEK293- og SKOV-3-cellene lysert, og
legumainaktivitet ble malt i cellelysat og korrigert for konsentrasjonen av totalprotein.

Det ble vist at legumainaktiviteten for ubehandlede celler Ia rundt 20 dF/sek/ug totalprotein
for begge cellelinjene. Eksponering for prolegumain fgrte til en signifikant gkning i
legumainaktiviteten til HEK293, og aktiviteten ble tredoblet sammenlignet med kontroll (fig.
4.2, A). HEK293 klarte & internalisere og prosessere prolegumain til aktiv form. SKOV-3
viste derimot ingen endring i legumainaktiviteten etter eksponering for prolegumain (fig. 4.2,
B). Dette tydet pa at denne celletypen enten ikke klarte & internalisere og/eller prosessere

prolegumain til aktiv legumain.

Cellelysat fra bade HEK293- og SKOV-3-celler viste signifikant redusert legumainaktivitet
etter eksponering for cystatin E/M (fig. 4.2). Aktiviteten i HEK293 har blitt redusert med
rundt 20 % sammenlignet med kontroll. Legumainaktiviteten i SKOV-3-celler ble nesten
halvert, og var signifikant lavere enn kontroll. Reduksjonen i legumainaktivitet var betydelig
sterre for SKOV-3, som ble redusert med nesten 50 % (fig. 4.2, B), sammenlignet med
HEK293 som kun ble redusert med 20 % (fig. 4.2, A). Hemming av legumain tydet pa at

begge cellelinjene klarte a internalisere cystatin E/M.
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Figur 4.2: Legumainaktivitet etter internalisering av prolegumain eller cystatin E/M i HEK293-celler
(A) eller SKOV-3-celler (B). HEK293 (500 000 celler/brann, A) og SKOV-3 (200 000 celler/brgnn, B)
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ble eksponert for kondisjonert medium med hgyt innhold av prolegumain eller cystatin E/M ved 37 ° C
0g 5 % CO2 i 48 timer. HEK293- (A) og SKOV-3- (B) celler eksponert for kondisjonert medium fra
ikke-transfekterte HEK293-celler ble brukt som kontroll. Legumainaktivitet ble malt i cellelysat, ved
spalting av et fluorescerende peptidsubstrat (Z-Ala-Ala-Asn-AMC). Enzymaktiviteten er korrigert for
totalprotein og fremstilt som gjennomsnitt av dF/sek/ g totalprotein £ SEM (n=3). *indikerer p<0,05
og **indikerer p<0,01 sammenlignet med kontroll (tosidig uparet t-test).

De molekylere formene av legumain og cystatin E/M ble deretter undersgkt ved
immunoblotting. Inaktiv proform (56 kDa), intermediaer form (46/47 kDa) og moden form (36
kDa) av legumain ble observert i begge cellelinjene (fig. 4.3). Legumain i cellelysat av
HEK293-celler eksponert for prolegumain hadde en betydelig sterkere intensitet, sammenlignet
med legumain i kontrollceller (fig. 4.3, A). Dette var i samsvar med observasjonene fra
enzymaktivitetsmalingene (fig. 4.2, A). HEK293-celler eksponert for cystatin E/M hadde noe
svakere intensitet av moden form av legumain (36 kDa) sammenlignet med kontroll, noe som
samsvarte med redusert aktivitet (fig. 4.2, A). Opptak av cystatin E/M i HEK293-celler, bade
glykosylert (17 kDa) og ikke-glykosylert (14 kDa) form, ble bekreftet. Intermediser form av
legumain (46/47 kDa) ble pavist bade i kontrollceller, og i celler behandlet med M38L-KM og
M4C-KM. Den intermediare formen ble ikke pavirket av kondisjonert medium, og intensiteten

pa bandene er veldig svake for bade kontrollcellene og de behandlede cellene.

Immunoblotting av cellelysat fra SKOV-3 (fig. 4.3, B) samsvarte ogsa med
enzymaktivitetsmalingene (fig. 4.2, B). Proteinbandene for moden legumain (36 kDa) viste
omtrent lik intensitet mellom kontrollceller og celler eksponert for prolegumain, tilsvarende
som for legumainaktivitet. Legumain (36 kDa) i SKOV-3-celler eksponert for cystatin E/M
viste derimot en redusert intensitet. Begge formene av cystatin E/M ble ogsa observert i SKOV-
3 (fig. 4.3, B). Intermedieere form av legumain (46/47 kDa) ble ogsa pavist i SKOV-3-celler,

men den ble ikke pavirket av eksponeringen for kondisjonert medium.

For a verifisere at lik mengde protein ble pasatt ved immunoblotting ble GAPDH og beta-actin
(B-actin) brukt som «housekeeping»-kontroller. | HEK293-cellene ble det forsgkt med GAPDH
som «housekeeping», men pa grunn av problemer med blokkeringsbuffer og strippebuffer var
det ikke mulig, og B-actin ble brukt istedenfor (fig. 4.3, A). Intensiteten av B-actin var tilneermet
lik for alle cellelysatene, og dette tydet pa jevn pasetting av ug totalprotein/bregnn. Ved blotting

av SKOV-3 var problemene med blokkeringsbuffer og strippebuffer lgst, og i denne analysen
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ble GAPDH brukt «housekeeping»-kontroll (fig. 4.3, B). GAPDH viste 0gsa jevn pasetting av
g totalprotein/brann.
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Figur. 4.3: Molekyleere former av legumain og cystatin E/M i HEK293- (A) eller SKOV-3-(B) celler
eksponert for prolegumain eller cystatin E/M. HEK293 (500 000 celler/brgnn, A) eller SKOV-3
(200 000 celler/bragnn, B) ble eksponert for kondisjonert medium med hgyt innhold av prolegumain
eller cystatin E/M ved 37 ° C og 5 % CO2 i 48 timer. Etter lysering og acetonfelling av cellelysat ble
det pasatt 10 pg totalprotein/brgnn, som etter polyakrylamidgelelektroforese (PAGE) og
immunoblotting ble analysert med antistoff mot legumain (gverste panel) og cystatin E/M (andre panel)
og skannet med Odyssey® CLx Near-Infiared Imaging System. (n=1). f-actin ble brukt som
«housekeeping» i HEK293-cellene, og GAPDH ble brukt som «housekeeping» i SKOV-3.

4.2 Effekten av PDT pa legumain og cystatin E/M

4.2.1 Effekt av PDT pa legumainaktivitet og molekyleere former av
legumain og cystatin E/M i HEK293- og SKOV-3-celler

Fotosensitizeren brukt i denne oppgaven, TPCS.,, lokaliserer seg til endocytiske membraner.
Ved belysning vil membraner bli skadet og innholdet vil bli frigjort til cytosol [81]. Det var av
interesse a finne ut hvordan dette pavirket legumainaktiviteten, og de molekyleare formene av

legumain.

HEK293- og SKOV-3-celler ble dyrket og eksponert for kondisjonert medium med
prolegumain eller cystatin E/M sammen med fotosensitizer. Legumainaktivitet (dF/sek) ble

malt i cellelysat etter eksponering uten og med lys i 60 sekunder (fig. 4.4).
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Figur 4.4: Legumainaktivitet i HEK293 (A) og SKOV-3 (B) etter internalisering av prolegumain eller
cystatin E/M, og behandling med PDT. HEK293 (500 000 celler/brgnn; A) eller SKOV-3 (200 000
celler/bragnn; B) ble farst eksponert for prolegumain eller cystatin E/M i 24 timer for cellene i tillegg
ble inkubert med fotosensitizer (PS; 0,4 ug/ml TPCS.a) i 18 timer ved 37 ° C og 5 % CO.. Cellene ble
deretter vasket og inkubert 4 timer i PS-fritt medium med prolegumain eller cystatin E/M far
lyseksponering (blatt lys; 435 nm) i enten O eller 60 sek. Cellene ble lysert 30 min etter belysning.
HEK?293- (A) og SKOV-3- (B) celler eksponert for kondisjonert medium fra ikke-transfekterte HEK293-
celler ble brukt som kontroll. Legumainaktivitet ble malt i cellelysat ved spalting av et fluorescerende
peptidsubstrat (Z-Ala-Ala-Asn-AMC). Enzymaktiviteten ble korrigert for totalprotein (dF/sek/ug

totalprotein) og presentert som gjennomsnittet £ SEM, (n=2).

Det var en tydelig forskjell mellom celler som kun ble behandlet med fotosensitizer og celler
som ble behandlet med fotosensitizer og lys (PDT), bade for HEK293- og SKOV-3-celler (fig.
4.4). PDT farte til at legumainaktivitet ble betydelig redusert, bade i HEK293- og for SKOV-
3-cellene. For HEK?293 eksponert for prolegumain ble legumainaktiviteten redusert med ca. 50
% etter behandling med lys. Bade i HEK293- og SKOV-3-celler eksponert for cystatin E/M var
legumainaktiviteten lavere sammenlignet med kontrollceller bade far og etter eksponering for
lys. Den inhibitoriske effekten av cystatin E/M ble ikke pavirket av PDT.

Det ble ogsa observert at legumainaktiviteten ble redusert med 50 % etter eksponering for PS
alene sammenlignet med kontrollceller (fig. 4.2 og 4.4). Ubehandlede kontrollceller hadde
legumainaktivitet pa rundt 20 dF/sek/ug totalprotein (fig. 4.2), mens aktiviteten i celler
eksponert for PS var rundt 10 dF/sek/ug totalprotein (fig. 4.4). Redusert legumainaktivitet ble
ogsa observert for celler eksponert for prolegumain eller cystatin E/M. For HEK293-celler

eksponert for kun prolegumain var legumainaktiviteten gkt til rundt 60 dF/sek/pg totalprotein,
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mens i celler eksponert for prolegumain og PS var aktiviteten rundt 20 dF/sek/ug totalprotein,

omtrent som i kontrollceller uten lyseksponering.

For & undersgke om PDT pavirket molekylaere former av legumain eller cystatin E/M ble det
utfgrt immunoblotting pa de samme cellelysatene fra celler eksponert for PS alene eller etter
PDT (fig. 4.5). Det ble vist lignende uttrykk bade i HEK293- (fig. 4.5, A) og SKOV-3- (fig.
4.5, B) celler. Kontrollceller fra begge cellelinjer viste at intensiteten pa moden legumain (36
kDa) ble redusert etter behandling med PDT.

Eksponering for og internalisering av prolegumain (56 kDa) i HEK293 ga gkt mengde av bade
proform og moden legumain (36 kDa), sammenlignet med kontroll (fig. 4.5, A). Etter PDT var
intensitet pa proteinbandet for moden form (36 kDa) kraftig redusert, mens det var noe gkt
mengde av prolegumain, sammenlignet med celler eksponert for PS alene. Begge formene av
cystatin E/M er tilstede bade far og etter PDT behandling av HEK293. Det ble observert en noe
sterkere intensitet pa bandene for cystatin E/M, bade ikke-glykosylert (14 kDa) og glykosylert
(17 kDa), etter PDT.

| SKOV-3 ble det observert en gkt mengde prolegumain etter eksponering for M38L-KM, men
mengden moden aktiv legumain var ikke endret, sammenlignet med kontroll (fig. 4.5, B)
Eksponering for M4C-KM ga noe redusert intensitet pa proteinbandet for moden legumain (36
kDa). Dette samsvarte med resultatene fra enzymaktivitetsmalingene (fig. 4.2, B). Det ble
observert at PDT behandling farte til en reduksjon i intensiteten til proform (56 kDa) og moden
legumain (36 kDa). | SKOV-3-celler ble det observert at bandene for cystatin E/M hadde en
sterkere intensitet etter PDT behandling, pa samme mate som i HEK293. GAPDH ble brukt

som kontroll og viste jevnt proteininnhold i alle prgvene for begge cellelinjene.
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Figur 4.5: Molekylzre former av legumain og cystatin E/M i HEK293- og SKOV-3-celler fgr og etter
PDT behandling. HEK293 (500 000 celler/brgnn, A) og SKOV-3 (200 000 celler/brgnn, B) ble
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eksponert for prolegumain eller cystatin E/M i 24 timer for cellene i tillegg ble eksponert for
fotosensitizer (PS; 0,4 pg/ml TPCSz.) i 18 timer ved 37 ° C 0og 5 % CO.. Cellene ble deretter vasket og
inkubert 4 timer i PS-fritt medium med prolegumain eller cystatin E/M far lyseksponering (blatt lys; 435
nm) i enten O eller 60 sek. Cellene ble lysert 30 min etter belysning, og etter lysering og acetonfelling
av cellelysat ble det pasatt 10 pg totalprotein/brgnn. Etter PAGE og immunoblotting ble prgvene
analysert med antistoff mot legumain og cystatin E/M, og skanning med Odyssey® CLx Near-Infrared
Imaging System (n=1). GAPDH ble brukt som «housekeeping».

4.2.2 Effekt av PDT pa legumainaktivitet og molekyleere former av
legumain og cystatin E/M i M38L- og M4C-celler

Funn fra HEK293- og SKOV-3-celler tydet pa at legumain ble pavirket av PDT behandling,
mens cystatin E/M ikke ble det. Det var derfor av interesse a undersgke cellelinjer som stabilt
overuttrykker legumain (M38L) eller cystatin E/M (M4C). HEK293-celler ble bruk som

kontroll.

Enzymaktivitetsmalinger viste at eksponering for fotosensitizer alene ga legumainaktivitet pa
rundt 8 dF/sek/pg totalprotein i kontrollceller. M38L-celler hadde en legumainaktivitet som var
rundt 35 ganger starre, pa naermere 300 dF/sek/ g totalprotein (fig. 4.6). Etter behandling med
PDT ble det igjen observert et fall i legumainaktiviteten. PDT ga sterst reduksjon i aktivitet i
M38L cellene hvor aktiviteten var rundt 25 dF/sek/pg totalprotein etter en lysdose pa 60
sekunder. For M4C cellene var legumainaktiviteten tilnermet lik bade fer og etter PDT
behandling.
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Figur 4.6: Legumainaktivitet i M38L- og M4C-celler fgr og etter PDT behandling. M38L-, M4C- og
HEK?293-celler (500 000 celler/brgnn) ble sadd ut og inkubert ved 37 °C og 5 % COi 24 timer, for de
ble eksponert for fotosensitizer (PS; 0,4 pg/ml TPCSz) i 18 timer. Deretter ble de vasket og inkubert 4
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timer i PS-fritt medium, far belysning (blatt lys; 435 nm) i enten O eller 60 sek. Cellene ble lysert 30 min
etter belysning. HEK293-celller, som ikke er transfektert, ble brukt som kontroll. Legumainaktivitet ble
malt i cellelysat ved et fluorescerende peptidsubstrat (Z-Ala-Ala-Asn-AMC). Enzymaktiviteten ble
korrigert for totalprotein (dF/sek/ug totalprotein). Resultatene er presentert som gjennomsnitt £ SEM
(n=2).

Immunoblotting av HEK293 cellelysater viste i liten grad uttrykk av legumain, men det ble
observert svake band av bade proform og moden form. M38L cellelysater viste derimot flere
molekyleare former av legumain (fig. 4.7). 1 tillegg til proform (56 kDa), intermedieer form
(46/47 kDa) og moden form (36 kDa), ble det observert legumainband rundt 28 kDa og 10 kDa.
I M4C ble det kun observert en opphopning av prolegumain, sammenlignet med kontroll.
Immunoblotting av cystatin E/M viste at begge former (14 og 17 kDa) var tilstede i M4C

cellene.

PDT farte til en reduksjon av moden form av legumain (36 kDa) i alle celletypene,
sammenlignet med behandling med PS alene (fig. 4.7). | HEK293 kontrollceller var uttrykket
av alle former av legumain nesten borte. M38L-celler behandlet med PDT hadde gkt uttrykk av
prolegumain (56 kDa) sammenlignet med PS alene. Uttrykket av begge formene for cystatin
E/M (14 og 17 kDa) var uavhengig av behandling med PDT (fig. 4.7).
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Figur 4.7: Molekylere former av legumain og cystatin E/M i HEK293-, M38L og M4C-celler fgr og
etter PDT behandling. HEK293-, M38L- og M4C-celler (500 000 celler/brgnn) ble inkubert ved 37 °C
0g 5 % CO-i 24 timer, for de ble eksponert for fotosensitizer (0,4 pg/ml TPCSz.) i 18 timer. Deretter
ble cellene vasket og inkubert 4 timer i PS-fritt medium far belysning (blatt lys; 435 nm) i 0 eller 60 sek.

Cellene ble lysert 30 min etter belysning. Etter lysering og acetonfelling av cellelysat ble det pasatt 10
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Mg totalprotein/brgnn, som etter PAGE og immunoblotting ble analysert med antistoff mot legumain og
cystatin E/M og skanning med Odyssey® CLx Near-Infrared Imaging System. (n=1). GAPDH ble brukt
som «housekeeping»-kontroll.

4.3 Effekt av PDT pa celleviabilitet etter
internalisering av prolegumain eller cystatin E/M

HEK293- og SKOV-3-celler ble eksponert for 75 % kondisjonert medium med enten
prolegumain (M38L-KM) eller cystatin E/M (M4C-KM) i 48 timer far cellene ble behandlet
med PDT. Cellene ble farst eksponert for kondisjonert medium alene i 24 timer, deretter ble
cellene inkubert i kondisjonert medium med fotosensitizer (PS) i 18 timer. Etter inkubering
med PS ble cellene vasket, far nytt PS-fritt kondisjonert medium ble tilsatt. Etter 4 timer i PS-
fritt medium ble cellene belyst med blatt lys i 0-180 sekunder. Celleviabilitet ble malt 48 timer
etter belysning ved hjelp av MTT-assay. | alle forsgkene ble kondisjonert medium fra HEK293-
celler (HEK293-KM) brukt som kontroll.

PDT farte til celledrap ved alle lysdosene, bade i kontrollceller og i behandlede celler, men
celledrapet gkte med gkende lysoder (fig. 4.8). Generelt ble det observert varierende viabilitet
ved start av forsgket (lysdose 0 sekunder), og inkubering med enten prolegumain (fig. 4.8, A-
B) eller cystatin E/M (fig. 4.8, C-D) ga tendens til redusert celledrap i forhold til kontroll. |
HEK?293-celler var det sterst forskjell etter 40 sekunder, hvor celleviabilitet etter inkubering
med prolegumain var 30 % hgyere sammenlignet med kontroll (fig. 4.8, A). For SKOV-3
cellene var det starst forskjell i celleviabilitet etter 80 sekunder, hvor viabilitet av celler

eksponert for prolegumain var ca. 30 % hgyere sammenlignet med kontroll (fig. 4.8, B).

For HEK293-celler eksponert for cystatin E/M (fig. 4.8, C) ble det vist at PS-behandlede celler
hadde rundt 10-20 % hgyere celleviabilitet ved alle lysdoser sammenlignet med kontroll. For
SKOV-3-celler eksponert for cystatin E/M (fig. 4.8, D) var forskjellen i celleviabilitet starst

ved de laveste lysdosene (0-90 sekunder).
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Figur 4.8: Celleviabilitet av HEK293- eller SKOV-3-celler etter eksponering for prolegumain (A-B)
eller cystatin E/M (C-D) og behandling med PDT. HEK293 (5000 celler/brgnn; A og C) eller SKOV-
3 (3000 celler/brgnn; B og D) ble forst eksponert for prolegumain (A-B) eller cystatin E/M (C-D) i 24
timer far cellene i tillegg ble inkubert med fotosensitizer (0,4 pg/ml TPCSz,) i 18 timer ved 37 °C og 5
% CO.. Cellene ble deretter vasket og inkubert 4 timer i PS-fritt medium med prolegumain eller cystatin
E/M far lyseksponering med blatt lys i 0-180 sek. Celleviabilitet ble malt ved MTT-assay 48 timer etter
belysning. Viabiliteten er fremstilt som relativ celleviabilitet beregnet i forhold til kontroll som ikke ble
lyseksponert. HEK293- (A og C) og SKOV-3- (B og D) celler eksponert for kondisjonert medium fra
ikke-transfekterte HEK293-celler ble brukt som kontroll. Resultatene er presentert som gjennomsnitt +
SEM (n=2).

Ut fra verdiene for % overlevelse i figur 4.8 ble det observert at celleoverlevelsen varierte veldig
ved lysdose 0. For & gjere det enklere & sammenligne og observere eventuelle forskjeller
mellom behandlingene ble dataene normalisert og presentert i figur 4.9, hvor overlevelsen ved
lysdose 0 sekunder ble satt til 100 %.

Etter normalisering var det ingen forskjell i celleoverlevelse av HEK293-celler eksponert for
prolegumain sammenlignet med kontroll (fig. 4.9, A). Det ble derimot observert en tendens til
gkt celleviabilitet av SKOV-3-celler som var eksponert for prolegumain (fig. 4.9, B). Ved

lysdose 80 sekunder er celleviabiliteten for celler eksponert for prolegumain rundt 100 %, mens
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for kontrollcellene ligger viabiliteten rundt 50 %. Denne forskjellen i celleviabilitet vedvarte

ogsa ved hgyere lysdoser, og ved 180 sekunder er det rundt 30 % forskjell i celleoverlevelsen.

Etter normalisering ble det ikke observert noen betydelig forskjell i behandlingseffekten
mellom kontroliceller og celler eksponert for cystatin E/M, verken for HEK293- (fig. 4.9, C)
eller SKOV-3- (fig. 4.9, D) cellene.
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Figur 4.9: Celleviabilitet av HEK293- eller SKOV-3-celler etter eksponering for prolegumain (A-B)
eller cystatin E/M (C-D) og behandling med PDT. HEK293 (5000 celler/brgnn; A og C) eller SKOV-
3 (3000 celler/brgnn; B og D) ble farst eksponert for prolegumain (A-B) eller cystatin E/M (C-D) i 24
timer for cellene i tillegg ble inkubert med fotosensitizer (0,4 pg/ml TPCSz.) i 18 timer ved 37 °C og 5
% CO.. Cellene ble deretter vasket og inkubert 4 timer i PS-fritt medium med prolegumain eller cystatin
E/M far lyseksponering med blatt lys i 0-180 sek. Celleviabilitet ble malt ved MTT-assay 48 timer etter
belysning. Viabiliteten er fremstilt som relativ celleviabilitet beregnet i forhold til kontroll, som ikke ble
lyseksponert, og normalisert til 100 % viabilitet ved tid 0. HEK293- (A og C) og SKOV-3- (B og D)
celler eksponert for kondisjonert medium fra ikke-transfekterte HEK293-celler ble brukt som kontroll.

Resultatene er presenter som gjennomsnitt £ SEM (n=2).

4.4 Effekt av PDT pa celleviabilitet av celler som
overuttrykker prolegumain eller cystatin E/M

PDT-forsgk ble ogsa utfart pa M38L- og M4C-celler, som normalt overuttrykker henholdsvis
legumain eller cystatin E/M, for & undersgke effektene av PDT pa stabilt transfekterte
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cellelinjer. I disse forsgkene ble HEK293-celler brukt som kontroll. Cellene ble behandlet med

en standard PDT-prosedyre, som er beskrevet tidligere.

Resultatene viste at bade M38L- og M4C-celler hadde en liten gkning i celleviabiliteten
sammenlignet med kontrollcellene. Viabiliteten til M38L cellene 1a rundt 10 % hgayere
sammenlignet med kontroll (fig. 4.10, A). Celleviabiliteten til M4C cellene var rundt 20 %

hagyere enn kontrollcellene, ved alle lysedoser unntatt lysedose 180 sekunder (fig. 4.10, B).
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Figur 4.10: Celleviabilitet av M38L- eller MA4C-celler etter behandling med PDT. M38L (5000
celler/brgnn; A) og M4C (5000 celler/brgnn; B) ble inkubert med fotosensitizer (0,4 pg/ml TPCSzs) i
18 timer ved 37 ° C og 5 % CO,. Cellene ble deretter vasket og inkubert 4 timer i PS-fritt medium far
lyseksponering med blatt lys 0-180 sekunder. Celleviabilitet er malt ved MTT-assay 48 timer etter
belysning. Viabiliteten er fremstilt som relativ celleviabilitet beregnet i forhold til kontroll som ikke ble
lyseksponert (A-B). HEK293-celler, som ikke er transfektert, ble brukt som kontroll. Resultatene er

presentert som gjennomsnitt £ SEM, (n=2).

4.5 Effekt av legumain og cystatin E/M pa
celleproliferasjon

4.5.1 Celleproliferasjon i HEK293- og SKOV-3-celler etter dyrkning i
neerveer av prolegumain eller cystatin E/M

Observasjoner i mikroskopet under celledyrkning viste at celler som overuttrykker prolegumain
(M38L-celler) vokser raskere, mens celler som overuttrykker cystatin E/M (M4C-celler) vokser
saktere sammenlignet med HEK293-celler. Det var av interesse a undersgke om celleveksten

ble pavirket hvis celler ble dyrket i naervear av prolegumain eller cystatin E/M. SKOV-3- og
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HEK?293-celler ble dyrket i naerveer av kondisjonert medium med hgyt innhold av prolegumain

eller cystatin E/M, og celleproliferasjon ble malt ved hjelp av IncuCyte FLR®.

Fra resultatene ble det observert at varierende utsaingen av celler hadde fort til at antall celler
innen hvert malomrade ikke ble helt likt, selv om malarealet var identisk i alle forsgkene
(Vedlegg B, 1.1). Resultatene ble da tolket som at verken prolegumain eller cystatin E/M farte
til noen forskjell i cellevekst i HEK293-celler, mens for SKOV-3-celler var det kun
prolegumain som ga en signifikant raskere cellevekst etter 50 timer.

Pa grunn av den varierende utsaingen ble resultatene normalisert (fig. 4.11). Ved normalisering
ble det observert at celleveksten ble pavirket i bade HEK293- og SKOV-3-celler eksponert for
enten prolegumain eller cystatin E/M (fig. 4.11). HEK293 dyrket i naerveer av prolegumain
hadde en signifikant raskere cellevekst enn kontroll etter 50 timer (fig. 4.11, A og B). SKOV-
3-celler eksponert for prolegumain hadde ogsa signifikant raskere cellevekst etter 50 timer (Fig.
4.11, C og D). Forskjellene i cellevekst var starst etter rundt 50 timer for begge cellelinjene,
unntaket er SKOV-3 cellene som ble sadd ut med 3000 celler/brgnn. Her ble det kun observert
en signifikant forskjell etter 54 og 57 timer (fig. 4.11, D).

HEK?293-celler eksponert for cystatin E/M viste en raskere cellevekst sammenlignet med
kontroll. Cellevekst av HEK293-celler eksponert for cystatin E/M var lignende celleveksten til
celler eksponert for prolegumain (fig. 4.11, A-B). Det ble kun utfert to proliferasjonsforsgk for
celler eksponert for cystatin E/M, og statistikk kunne ikke beregnes. For SKOV-3-celler dyrket
I neerveer av cystatin E/M var celleveksten hgyere sammenlignet med kontroll, men litt lavere

sammenlignet med cellene eksponert for prolegumain (fig. 4.11, C-D).
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Figur 4.11: Normaliserte vekstkurver for HEK293 og SKOV-3-celler eksponert for enten
prolegumain eller cystatin E/M. HEK293 (3000 celler/brgnn; A, 5000 celler/brgnn; B) og SKOV-3
(1500 celler/brgnn; C, 3000 celler/brgnn; D) ble eksponert for kondisjonert medium rikt pa enten
prolegumain eller cystatin E/M. Celleveksten ble malt ved hjelp av IncuCyte FLR®. Det ble tatt et bilde
av hver brgnn hver 3. time i 70 timer. HEK293- (A og B) og SKOV-3- (C og D) celler eksponert for
kondisjonert medium fra ikke-transfekterte HEK293-celler ble brukt som kontroll. Resultatene er
normalisert til 1 ved tidspunkt 0, og fremstilt som gjennomsnitt £ SEM (n=2-3). *indikerer p<0,05 for
prolegumain sammenlignet med kontroll (multippel tosidig uparet t-test, korrigert med Bonferroni-

Dunn korreksjon).

4.5.2 Celleproliferasjon av M38L- og M4C-celler

Forskningsgruppen hadde preliminere data som tydet pa at det var forskjeller i

proliferasjonshastighet til M38L- og M4C-celler. For a verifisere observasjonene ble
veksthastigheten til HEK293-, M38L- og M4C-celler undersgkt ved hjelp av IncuCyte FLR®.

Igjen ble det observert at varierende utsaing har fgrt til at de ulike celletypene ikke hadde samme
celleantall ved oppstart (Vedlegg B, 1.2). Ut ifra disse proliferasjonskurvene virket det som om
M38L ikke hadde noe raskere proliferasjonsrate sammenlignet med HEK293. M4C-celler
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hadde derimot en lavere veksthastighet sasmmenlignet med proliferasjonsraten til bade kontroll
og M38L-celler (Vedlegg B, 1.2).

Pa grunn av varierende utsding ble resultatene normalisert. Fra normaliserte data ble det
observert at bade M38L og M4C vokser raskere enn HEK293. M38L hadde i tillegg en raskere
proliferasjonsrate enn M4C. Ved siste maling etter rundt 70 timer har HEK293 nesten 10 ganger
sa mange celler som det var ved start, mens M38L hadde neste 20 ganger sa mange. Denne
tendensen observeres bade ved tett utsding av celler (fig. 4.12, A) og ved utsding av fa celler
(fig. 4.12, B).

A B
40+
O HEK293

03 o 8
s 2 o=
a5 a9
o Q o O
e '{,‘,“C
g3 e 2
23 2F
S E S E
ag azo

0| l 1 T L} T T L} 1} T T 1 1 1 l)l L} T T T 1 T T T T T T L T 1

0 5 1015 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Tid (timer) Tid (timer)

Figur 4.12: Normaliserte vekstkurver for HEK293- M38L- og M4C-celler. HEK293- M38L- og M4C
(5000 celler/brgnn; A, 3000 celler/brgnn B) ble sadd ut og inkubert 70 timer i IncuCyte FLR®. Det ble

tatt et bilde av hver brgnn hver 3. time. Resultatene er fremstilt som gjennomsnitt £ SEM (n=2).

Resultatene tydet pa at prolegumain og cystatin E/M pavirket celleveksten, og farte til en
raskere cellevekst hos M38L og M4C sammenlignet med HEK293. Disse resultatene samsvarte
med vekstkurvene for HEK293-celler eksponert for ulike kondisjonerte medium (fig. 4.11, A-
B).
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5 Diskusjon

Proteaser deltar i mange ulike fysiologiske prosesser i kroppen, og det er vist at darlig regulering
av proteolytisk aktivitet er forbundet med mange ulike sykdommer. For hgy proteolytiske
aktivitet er blant annet forbundet med kreft [29], og det er vist at en rekke ulike kreftformer

overuttrykker den lysosomale cysteinproteasen legumain [40, 59, 60].

Kreft er en samlebetegnelse for sykdom som Kkjennetegnes av rask cellevekst og unormal
celledeling [82]. Det er et stort behov for utvikling av nye behandlingsformer mot kreft, da
eksisterende behandlinger begrenses av utvikling av resistens, mangel pa selektivitet og mange
bivirkninger. PDT er en selektiv kreftbehandlingsmetode som baserer seg pa at en fotosensitizer
(PS) aktiveres ved bestraling med lys, og danner ROS som starter signalkaskader som farer til

celleded blant annet ved apoptose eller nekrose [4].

Bakgrunnen for denne oppgaven er en tidligere masteroppgave i farmasi ved Mandana
Yadollahi, som viste tendens til at cystatin E/M har effekt pa celleviabiliteten til SKOV-3-celler
etter behandling med PDT [72]. | denne oppgaven ble derfor effekten av legumain og cystatin
E/M pa celleviabiliteten etter PDT undersgkt og sammenlignet, og det ble ogsa sett pa hvordan
PDT pavirker de molekyleare formene av legumain og cystatin E/M. I tillegg ble det undersgkt

om legumain eller cystatin E/M pavirket celleveksten til ulike cellelinjer.

| denne oppgaven ble HEK293- og SKOV-3-celler valgt som cellemodeller. M38L- og M4C-
celler ble ogsa brukt for & undersgke om HEK293-celler som er stabilt transfektert til a
overuttrykke henholdsvis legumain eller cystatin E/M, ga de samme resultatene som celler
eksponert for kondisjonert medium inneholdende prolegumain (56 kDa) eller cystatin E/M
(14/17 kDa). HEK293-celler (kontroll) har lavt basaluttrykk av legumain, men det er tidligere
vist at cellene klarer & internalisere prolegumain og cystatin E/M etter eksponering for
kondisjonert medium fra henholdsvis M38L- (overuttrykker prolegumain) eller MA4C-
(overuttrykker cystatin E/M) celler [68]. Resultatene i denne oppgaven samsvarer med funnene
gjort av Smith et al. [68], og det ble vist at ved a eksponere HEK293-celler for M38L-
kondisjonert medium i 48 timer ble legumainaktiviteten signifikant gkt. 1 motsetning ble det
etter eksponering for M4C-kondisjonert medium (cystatin E/M) observert en signifikant
reduksjon i legumainaktivitet. Dette tyder pa at cystatin E/M var blitt tatt opp i cellene og

hemmet legumain. Immunaoblotting viste at bade glykosylert (17 kDa) og ikke-glykosylert (14
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kDa) form av cystatin E/M ble internalisert i HEK293-celler. Eggstokk-kreftceller (SKOV-3)
eksponert for cystatin E/M viste ogsa en signifikant reduksjon i legumainaktiviteten, mens
dyrkning i medium rikt pa prolegumain ikke farte til endring av legumainaktiviteten i
kreftcellene. Dette tyder pa at prolegumain enten ikke ble internalisert i SKOV-3-celler, eller
sa klarte ikke SKOV-3-celler & prosessere prolegumain til moden aktiv legumain. Resultater
fra immunoblotting tyder pa farstnevnte, at SKOV-3 ikke klarer & internalisere prolegumain.
Det at begge cellelinjene klarte a internalisere cystatin E/M, men kun HEK293 klarte a ta opp
prolegumain kan komme av at cystatin E/M og prolegumain har ulike opptaksmekanismer i
cellene. Ekstrom et al. har vist at opptak av cystatin C, en annen cysteinproteasehemmer, er en
aktiv prosess, som mest sannsynlig skjer via reseptormediert opptak [83]. Cystatin E/M er, i
motsetning til cystatin C, glykosylert, sa det er ikke sikkert opptaket av cystatin E/M skjer pa
samme mate som for cystatin C. | en tidligere masteroppgaven fra forskningsgruppen ProTarg
ble det vist at opptaket av cystatin E/M mest sannsynlig ikke skjer via klatrin-mediert
endocytose [84]. Mekanismene bak opptak av prolegumain er det forsket lite pa, men flere
lysosomale cysteincathepsiner har et mannose-6-fosfatmotiv som kan binde til en mannose-6-
fosfat-reseptor pa celleoverflaten og stimulere til klatrin-mediert endocytose [85]. Legumain
har mannose-6-fosfatmotivet, men Lunde et al. har vist at internalisering av legumain ikke

foregar via klatrin-mediert endocytose [86].

Legumain syntetiseres som en inaktiv proform (56 kDa), som ved lav pH i lysosomene
autoaktiveres til en aktiv intermediger form (46 kDa), som videre prosesseres til en moden aktiv
form pa 36 kDa. Berg og Moan har forsket pa lysosomer som mal for fotodynamisk terapi [37].
En amfifil PS som TPCSza vil lokaliseres til lysosomer og endosomer, og ved belysning vil PS
bli aktivert og fare til lekkasje fra membranene. Cytosol kan dermed komme inn i lysosomene
eller innholdet i lysosomene, som lysosomale cysteinproteaser, kan frigjares til cytosol. Det var
av interesse a undersgke hvordan PDT pavirker den lysosomale cysteinprotease legumain, og
hvilke effekter enzymet kan ha pa celleviabiliteten etter PDT. | denne oppgaven ble det vist at
fotodynamisk terapi pavirker bade aktiviteten og de molekylere formene av legumain.
Resultatene viste at PDT farte til et kraftig fall i legumainaktiviteten i HEK293-celler eksponert
for kondisjonert medium rikt pa prolegumain og for M38L-celler som stabilt overuttrykker
prolegumain. For M38L-celler ble legumainaktiviteten redusert med nesten 90 % etter PDT,
men det var stor variasjon mellom forsgkene. Legumainaktiviteten i kontrollceller ble ogsa
redusert etter PDT. Immunoblotting samsvarte med legumainaktivitetsmalingene og viste at

PDT farte til en betydelig redusert mengde moden aktiv legumain (36 kDa).
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Samlet sett indikerer resultatene at PDT farer til inaktivering eller nedbrytning av legumain.
Dette samsvarer med studier gjort av Berg og Moan, som viste at PDT kan inaktivere
lysosomale enzymer i celler [36, 37]. Ulike studier har senere vist det samme, og blant annet
Nagaoka et al. har vist at singlett oksygen dannet ved PDT inaktiverer visse cathepsiner, som
cathepsin B og L [87]. Hva det er som farer til inaktiveringen av de lysosomale enzymene er
derimot ikke kjent. PDT vil fare til oksidering av aminosyrer som cystein, histidin, metionin,
tryptofan og tyrosin [15]. Bade cystein og histidin er viktig for den katalytiske effekten til
legumain [40], og reduksjon av cystein i det aktive setet er viktig for enzymaktiviteten.
Oksidasjon av cystein kan ha fert til at enzymet har blitt inaktivert, eller at aktiviteten har blitt
sterkt redusert. Oksidering av aminosyrene kan ogsa ha fert til konformasjonsendringer i
legumain som gjar at det aktive setet blir utilgjengelig, slik at enzymet mister sin aktivitet. Pa
immunoblottene ble det vist at PDT farte til en betydelig reduksjon i intensiteten pa
immunobandene for aktiv legumain. Dette kan ha kommet av at oksidering av aminosyrer

pavirker affiniteten av det polyklonale antistoffet brukt i immunoblottingen.

Inaktivering av enzymet kan ogsa komme av at moden aktiv legumain er sensitiv for ngytral
pH, og vil bli denaturert ved pH over 6 [40]. Ved lysosomal frigjgring kan det veere mulig at
enzymet lekker ut i cytosol, hvor pH normalt ligger rundt 7, og dette kan ha fart til at enzymet
har blitt denaturert. En annen mulighet er at PDT har fart til at pH i lysosomene endres. Den
lysosomale protonpumpen H*-ATPase kan oksideres og skades av PDT [35], i tillegg vil haye
lysdoser fgre til at membranen til lysosomene blir lekk slik at cytosol kan trenge inn i
lysosomene. Dette kan fare til en gkt pH, og dermed fare til at enzymet blir inaktivert i
lysosomene. Legumain befinner seg til vanlig i det endolysosomale systemet, men Haugen et
al. har vist at enzymet ogsa finnes i cellekjernen, i tillegg til at det er pavist veldig lave nivaer
av enzymet i cytosol [62, 86]. Hvor legumain var lokalisert etter PDT ble ikke studert i denne
oppgaven, men det kunne veert interessant a utfare subcellulaer fraksjonering for & studere dette,
men tiden strakk ikke til. Ngytral pH vil i tillegg hindre autoaktivering av prolegumain, slik at
man ikke far dannet aktiv legumain [40]. En annen mulig forklaring pa reduksjonen av aktiv
legumain etter PDT kan vere at enzymet blir inaktivert av endogene inhibitorer (cystatiner)
som finnes i cytosol [36], som for eksempel cystatin E/M [68]. Reduksjonen i uttrykk av
legumain (36 kDa) i alle cellelinjene tyder pa at reduksjon i aktivitet skyldes at enzymet er

denaturert, enten pa grunn av oksidering eller pa grunn av for hgy pH.
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I denne oppgaven ble det observert gkt mengde prolegumain i M38L-celler etter PDT. Dette
ble ogsa observert i HEK293-celler eksponert for kondisjonert medium rikt pa prolegumain.
Dette kan tyde pa at PDT hindrer prosessering av prolegumain til moden aktiv legumain, slik
at det blir en opphopning av proformen. Det er indikasjoner som tyder pa at ved endocytose
etter en fotokjemisk skade, sa vil endosomene fusjonere med skadede lysosomer. Proteinene
som har blitt tatt opp, vil derfor bli direkte frigjort til cytosol [88, 89]. Prolegumain som
internaliseres i cellen etter belysning, vil dermed mest sannsynlig bare bli frigjort til cytosol, og
prolegumain vil dermed aldri bli aktivert. Dette kan ha fert til en opphopning av prolegumain i
cellenes cytosol. Tendensen til gkt prolegumain ble ikke observert i SKOV-3-celler, noe som

stemmer overens med at cellene ikke internaliserer prolegumain.

Det polyklonale antistoffet mot legumain brukt til immunoblotting viste at det i M38L-
cellelysat ogsa ble observert immunoband pa rundt 25 og 10 kDa. Legumainformen pa 25 kDa
er tidligere beskrevet i litteraturen av Lunde et al. som viste at denne formen er aktiv, og mest
sannsynlig et prosessert produkt av moden aktiv form (36 kDa) [39, 86]. Formen pa rundt 10
kDa er ikke tidligere beskrevet i litteraturen, men forskningsgruppen ProTarg og deres
samarbeidspartnere i Danmark har tidligere observert denne formen i osteoblaster differensiert
fra stamceller i beinmargen (upubliserte data). Formen rundt 10 kDa kan vere et
nedbrytningsprodukt av legumain, men fra hvilken del av molekylet vites ikke. Ingen av de

smamolekylare formene ble pavirket av PDT.

Selv om legumainaktiviteten blir kraftig redusert etter PDT, er fortsatt litt legumainaktivitet
igjen etter behandlingen. Dette kan komme av at enkelte endosomer og lysosomer fortsatt er
intakte etter PDT. Ved PDT-metoden gjennomfares det en 4 timers vask, slik at PS blir fjernet
fra plasmamembranen. Endosomer som blir laget under eller etter vasking vil derfor ha lite PS
i seg, og de utsettes derfor ikke for fotokjemisk skade. Prolegumain som har blitt tatt opp og
befinner seg i disse tidlige endosomene vil dermed forbli intakt, og kan bli prosessert til moden

aktiv legumain.

| litteraturen er det vist at frigjering av lysosomale enzymer ut i cytosol kan fare til celledad.
Ved frigjgring av en stor mengde lysosomale enzymer skjer celledgd via nekrose, men frigjares
det kun en moderat mengde enzymer er det apoptose som dominerer [35]. Pa grunn av hgy pH
vil lysosomale cysteinproteaser bli inaktivert eller fa en sterk redusert aktivitet i cytosol. Det er
likevel vist at enkelte cathepsiner fortsatt er aktive i cytosol. Disse enzymene kan dermed bidra
til celledgdsmekanismer ved a inaktivere anti-apoptotiske faktorer fra Bcl-2 familien, og
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aktivere pro-apoptotiske faktorer som Bax [35, 90]. Litteraturen tyder pa at legumain er med
0g prosesserer cathepsiner i cytosol [39, 42], og kan muligens bidra til induksjon av celleded
etter behandling med PDT. Stoffer som gir permeabilisering av lysosomale membraner, som
for eksempel L-leucyl-leucin metylester, har lignende virkningsmekanisme som PDT.
Induseringen av celleded er fortsatt darlig forstatt, men det er blitt vist at lysosomal
membranpermeabilisering (LMP) starter en kaskade som blant annet farer til frigjering av
lysosomale enzymer til cytosol [91, 92]. Studier har vist at cathepsiner bidrar i induseringen av
celleded ved LMP, pa samme mate som ved PDT. Cathepsin C, B og L er viktige for effekten
av LMP, og hemming av cathepsin C er vist a hindre LMP-indusert celledgd [93]. Legumain
prosesserer bade cathepsin B og L, sa det er mulig at den ogsa har en rolle ved induksjonen av
celleded etter LMP, men dette er ikke studert.

Resultater i denne oppgaven viste at SKOV-3 celler eksponert for prolegumain hadde en hgyere
celleviabilitet sammenlignet med kontroll, og den samme tendensen ble observert i celler som
stabilt overuttrykker prolegumain (M38L-celler). En arsak til gkt celleoverlevelse kan veere at
hgyere konsentrasjon av legumain farer til gkt prosessering av cathepsiner, slik at det blir en
gkt forekomst av dobbelkjedete cathepsiner. Det kan ha pavirket celleoverlevelsen, og bar
studeres. For enkelte cathepsiner, som cathepsin B, har studier vist at dobbelkjedet form er mer
ustabil enn enkeltkjedet [94]. Det kan tenkes at dette farer til en raskere inaktivering eller
nedbrytning av cathepsiner, slik at dobbelkjedete cathepsiner ikke far indusert apoptose i like
stor grad. Det er ogsa mulig at de to ulike formene av cathepsiner har ulik substratspesifisitet
[94], noe som igjen kanskje kan pavirke hva de spalter og aktiverer eller inaktiverer i cytosol.
En annen forklaring pa den gkte celleoverlevelsen i M38L-celler kan vere at legumain i cytosol
degraderer substrater som fremmer apoptose. Per i dag er det ingen Kjente cytosoliske substrater

for legumain, og dette er noe som ma studeres nermere.

Studier indikerer at legumain er med & aktivere transkripsjonsfaktoren STAT3. Det er blant
annet vist at endotelceller eksponert for kondisjonert medium rikt pa legumain har en gkt
fosforylering av STAT3 [95], som pavirker gentranskripsjon og er involvert i regulering av for
eksempel celleproliferasjon og apoptose [96]. PDT farer ogsa til aktivering og gkt nukleaer
translokasjon av STAT3 [97]. Dette pavirker celleoverlevelsen etter behandlingen, og det er
vist at toksisiteten av PDT gker ved a8 hemme STAT3. Ved a fare til gkt fosforyleringen av
STATS3 kan altsa prolegumain ha pavirket celleoverlevelsen etter PDT. Det vil derfor veere

interessant a studere uttrykk og fosforyleringsgrad av STAT3. Eksponering for prolegumain
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farte derimot ikke til en forskjell i celleoverlevelsen til HEK293-celler. Dette kan komme av at
legumain har blitt inaktivert av PDT, og far dermed ikke utgvet en eventuell effekt pa

celleoverlevelsen.

Det ble vist at eksponering av SKOV-3-celler for prolegumain ikke ferte til endring i
legumainaktiviteten, og mengden moden legumain (36 kDa) var relativ lik mellom celler
eksponert for prolegumain og kontrollceller. Resultatene indikerer at SKOV-3-celler ikke klarte
a internalisere prolegumain, og derfor var det heller ikke forventet & finne forskjell i effekten
av PDT. Likevel ble det observert en hgyere celleoverlevelse etter eksponering for prolegumain.
Dette kan skyldes ekstracellulere effekter av legumain. Det er blitt vist at legumain
kolokaliserer med integriner pa celleoverflaten, blant annet til avp3-integrin pa brystkreftceller
[60, 98]. En studie gjort av Cannistra et al. i 1995, viste at SKOV-3-celler har et hgyt uttrykk
av avp3-integrin [99]. Effekten pa celleviabilitet etter PDT kan ogsa ha kommet av at
prolegumain har bundet seg til reseptorer pa celleoverflaten, som gjar cellene mindre sensitive

for lys.

Cystatin E/M, som i ulike studier refereres til som en tumorsuppressor [55, 71], kan hemme
legumain og andre cysteinproteaser intracelluleert bade i lysosomer, cytosol og cellekjernen
[68]. Inhibitoren sekreres hovedsakelig og kan hemme ogsa ekstracelluleert, men normalt er
aktiv legumain hovedsakelig lokalisert i endosomer og lysosomer. | mikromiljget til svulster,
hvor pH er lavere enn normalfysiologisk pH og ofte rundt 5,5, kan det derimot tenkes at
legumain kan veere aktiv i det ekstracellulzere miljget. Cystatin E/M kan hemme lysosomale
cysteinproteaser som frigjeres til cytosol etter PDT, og dette kan igjen hemme celledgd indusert
av PDT. Resultatene fra masteroppgaven til Mandana Yadollahi viste at eksponering for
cystatin E/M farte til redusert celledgd av SKOV-3-celler etter PDT [72]. Dette indikerte at
cystatin E/M hemmet legumain eller cathepsiner, og dermed hemmet induksjonen av apoptose
og celleded. Resultatene fra denne masteroppgaven viste derimot at eksponering for cystatin
E/M ikke hadde noe effekt pa celledad etter PDT, og samsvarte ikke med observasjonene til
Yadollahi [72]. Det ble heller ikke observert forskjell i celleviabilitet mellom M4C-celler som

overuttrykker cystatin E/M og kontrollceller etter PDT.

Grunner til at resultatene i denne oppgaven ikke samsvarer med tidligere resultater i
forskningsgruppen kan veere ulike feilkilder. En feilkilde ved PDT-forsgkene er at
celleoverlevelsen varierte veldig ved start av belysning (lysdose 0), og dette gjar det vanskelig

a tolke resultatene og trekke konklusjoner. Det varierende utgangspunktet kan komme av at
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celler har lgsnet underveis i forsgket, for eksempel ved bytte av cellemedium, og farer til at
antall celler ved maling av celleoverlevelsen er mindre enn det skulle veere. Hvis celler lgsner
I kontrollbrgnnene kan det derimot fare til at den relative celleoverlevelsen overestimeres. Det
ble underveis observert at spesielt HEK293-celler hadde tendens til & lgsne ved vask av celler.
En annen feilkilde er at krystallene dannet ved MTT-assay kan ha lgsnet ved avsuging av MTT-
reagens, og dette kan ogsa ha fart til at celledgden ble overestimert. Undersgkelsene av effekten
av prolegumain eller cystatin E/M pa celleviabiliteten etter PDT ble i denne oppgaven kun utfart
2 ganger, mens Yadollahi utfagrte forsgkene kun 1 gang [72]. Statistiske analyser kan dermed
ikke bli utfart, og det er vanskelig & si om eventuelle forskjeller er reelle eller om det skyldes
tilfeldigheter. Forsgkene ble heller ikke utfert med samme metoden. Yadollahi eksponerte
cellene for kondisjonert medium i kun 18 timer, mens i denne oppgaven ble cellene eksponert
for kondisjonert medium under hele forsgket.

Flere studier viser at hgye nivaer av legumain i svulster forbindes med gkt metastasering og
raskere cellevekst [57, 60, 62]. Wang et al. har vist at tumor-assosierte makrofager (TAMS)
som overuttrykker legumain vokser raskere enn kontrollceller [100]. De viste ogsa at i TAMs
hvor legumain var slatt ned (legumain «knock down») ble celleveksten signifikant lavere. |
tillegg tydet denne studien pa at TAMs med lavt uttrykk av legumain ferte til redusert vekst av
svulsten in vivo [100]. En metaanalyse gjennomfart av Ye et al. har ogsa vist at legumain
«knock downy farer til redusert svulstvekst [58]. Ved eksponering av celler for kondisjonert
medium rikt pa prolegumain eller cystatin E/M ble det observert endret celleproliferasjon.
Resultatene viste at legumain farte til en signifikant raskere cellevekst bade i HEK293- og
SKOV-3-celler, og dette samsvarte med litteraturen. Det ble ogsa vist at celler eksponert for
cystatin E/M hadde en raskere vekst enn kontrollcellene, men at de vokste saktere enn celler
eksponert for prolegumain. Den samme tendensen ble sett i stabilt transfekterte monokonale
cellelinjer hvor bade M38L- (overuttrykker legumain) og M4C- (overuttrykker cystatin E/M)
celler hadde raskere cellevekst enn HEK293-celler, men M4C vokste saktere enn M38L. Dette
tydet pa at bade legumain og cystatin E/M har en rolle ved celleproliferasjonen. Til tross for at
en rekke studier har vist at legumain pavirker celleproliferasjon er mekanismene bak fortsatt
ukjente. Det er blitt vist at legumain spalter histone 3.1 in vitro, noe som tyder pa at enzymet er
involvert i DNA replikasjon [62]. Cui et al. har vist at «knock down» av legumain i
magekreftceller fagrer til redusert fosforylering i signalveier som inkluderer AKT og
mitogenaktivert proteinkinase (MAPK) [101]. AKT og MAPK har begge viktige roller i flere

biologiske funksjoner blant annet i celleproliferasjon. Som tidligere nevnt viser studier at
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legumain farer til gkt fosforylering av transkripsjonsfaktoren STAT3 [95]. En mulig
mekanisme bak den gkte proliferasjon i celler eksponert for prolegumain kan veere at enzymet
farer til aktivering av STAT3 som kan pavirke genuttrykket, og fare til gkt celleproliferasjon.
Det er utfgrt studier som viser at den proliferative effekten av legumain kan vaere uavhengig av
enzymaktiviteten [102]. Proliferasjonen av SKOV-3-celler ble ogsa pavirket og dette kan tyde
at effekten av legumain pa celleproliferasjonen er ekstracellular, siden resultatene fra denne
oppgaven indikerer at SKOV-3 ikke internaliserer prolegumain.
Effekten av legumain og cystatin E/M pa celleproliferasjonen kan ha pavirket MTT-malingene,
og fart til feilaktige svar, slik at celleviabilitet burde studeres ved hjelp av maling av klonogen

overlevelse.

Den gkte proliferasjonen etter eksponeringen for prolegumain eller cystatin E/M kan ha
pavirket cellenes sensitivitet ovenfor PDT. Det er tidligere blitt vist at cellers sensitivitet
ovenfor stralebehandling blir pavirket av i hvilken fase i cellesyklus cellene befinner seg i [103],
og dette kan ogsa gjelde ved PDT. Hemming av legumain med siRNA reduserer fraksjonen av
celler i G2 [102], og dette kan ha fart til endret sensitivitet ovenfor PDT. Christensen et al.
publiserte en studie i 1981, som viste at celler som er i S-fase av cellesyklus er mer sensitive
ovenfor PDT med hematoporfyrin-derivater enn celler i de andre fasene [104].

Det at legumain er forbundet med blant annet gkt celleproliferasjon og gkt metastasering, har
gjort  enzymet il et attraktivc ~ malmolekyl for  legemiddelbehandling
[58, 60]. Det er blant annet blitt lagd potente hemmere mot legumain fra ulike specier, blant
annet mot legumain fra gris og mot rekombinant legumain fra mus [105]. Den hgye aktiviteten
av legumain i svulster kan ogsa utnyttes ved dannelse av prodrugs av cytotoksiske stoffer, som
spaltes av legumain der legemidlet skal virke. Det er blitt lagd legumainbaserte cytotoksiske

prodrugs av blant annet auristatin [106], doksorubucin [60] og kolkisin [107].

Poreba har skrevet en oversiktsartikkel som undersgker bruken av prodrugs ved PDT [108].
Ved a feste en quencher til fotosensitizeren via en peptidbinding vil PS bli inaktiv, og kan ikke
aktiveres av lys. Ved proteolytisk spalting vil PS bli frigjort, og kan dermed aktiveres av lys.
Til na er det laget prodrugs av PS som blir aktivert av MMP-7 og caspase-3 [108]. Resultatene
i denne oppgaven tyder pa at legumain ogsa kan utnyttes for a aktivere et PS-prodrug. Legumain
er aktivt i cellene fgr belysning, og kan veere med pa a spalte fotosensitizeren. Ved bruk av et

prodrug som selektivt spaltes av legumain vil PS i stor grad bli aktivert i svulstens celler eller
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dets mikromiljg, som er rikt pa legumain. Med denne metoden kan man redusere fototoksiske

bivirkninger som oppstar nar PS blir aktivert andre steder enn i svulsten.

5.1 Ufullstendige analyser

Noen forsgk eller analyser i denne studien burde veert repetert, men pa grunn av situasjonen
rundt pandemien med covid-19 ble lokalene pa Universitetet i Oslo stengt 12. mars 2020 og det
ble ikke tid eller anledning til dette. Blant annet burde immunoblottet av HEK293-cellelysat
(fig. 4.3, A), veert reblottet med GAPDH i stedet for B-actin, slik at alle immunoblottene i
oppgaven hadde samme «housekeeping»-kontroll. Undersgkelsen av proliferasjonshastigheten
til HEK293- og SKOV-3-celler eksponert for kondisjonert medium med cystatin E/M burde
veert gjentatt minst en gang til slik at statistiske analyser kunne blitt utfert.

I tillegg ville det ogsa vert interessant & se hvordan andre endogene inhibitorer av legumain ble
pavirket av PDT, for eksempel cystatin C, samt & subfraksjonere cellene etter PDT for & se hvor

legumain og/eller cystatin E/M befant seg.
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6 Konklusjon

Denne studien har vist at

54

Bade normale (HEK293-) og kreft (SKOV-3)-celler har evne til & internalisere cystatin
E/M, men kun HEK293-celler internaliserte og prosesserte prolegumain (56 kDa) til

moden aktiv legumain (36 kDa).

PDT farte til en reduksjon i mengden aktiv legumain (36 kDa) bade i HEK293- og
SKOV-3-celler. Stabilt legumain-transfekterte M38L-celler viste ogsa redusert niva av

moden aktiv legumain.

PDT farte til gkt mengde prolegumain (56 kDa) og redusert prosessering i HEK293-
celler eksponert for prolegumain, samt i M38L-celler.

PDT pavirket ikke ekspresjonen av cystatin E/M, og bade glykosylert (17 kDa) og ikke-
glykosylert (14 kDa) form var tilstede bade fer og etter PDT av HEK293- og SKOV-3-

celler eksponert for kondisjonert medium rikt pa cystatin E/M, samt i M4C-celler.

Verken tilfarsel av prolegumain eller cystatin E/M farte til endret celleviabilitet etter
PDT av HEK293-celler, mens for SKOV-3-celler forte tilfarsel av prolegumain til

redusert celledgd.

Bade legumain og cystatin E/M farte til gkt celleproliferasjon i alle cellelinjer undersgkt

i denne oppgaven.
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Vedlegg A: Sammensetning pa lgsninger
brukt | oppgaven

1 Dyrking av celler
1.1 Serumholdig DMEM

450 ml DMEM medium med L-glutamin (4 mM) og glukose (4,5 g/l)
50 ml Fatalt kalveserum
5ml Penicillin (100 E/ml)- Streptomycin (100 pl/ml)

1.2 Serumholdig McCoy’s SA medium

450 ml McCoy’s 5A medium med L-glutamin (0,21 g/I) og natriumbikarbonat (2,2
all).

50 ml Fotalt kalveserum

5ml Penicillin (100 E/ml)- Streptomycin (100 pl/ml)

1.3 Serumfritt DMEM medium

450 ml DMEM medium med L-glutamin (4mM) og glukose (4,5 g/l)
5ml Penicillin (100 E/ml)- Streptomycin (100 pl/ml)

5mil Natriumpyrovat (100 mM)

2,5 ml Fungizone (250 pg/ml)

2 Behandling av celler

2.1 1X PBS uten kalsium og magnesium

8 g/l Natriumklorid

1,15 g/l Dinatriumhyrogenfosfat
0,2 g/l Kaliumdihydrogenfosfat
0,2 g/l Kaliumklorid

2.2 1X PBS med kalsium og magnesium

8/l Natriumklorid

1,15 g/l Dinatriumhyrogenfosfat
0,2 g/l Kaliumdihydrogenfosfat
0,2 g/l Kaliumklorid
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0,133 g/l Kalsiumklorid
0,19/ Magnesiumklorid

2.3 Lysisbuffer

14,71 ¢ Natriumcitrat (100 mM)

59 N-oktyl-B-D-glukopyranosid (1 %)

0,199 Dinatrium-EDTA (1 mM)
Hydrogenklorid for pH-justering

AdO51 dH20

3 Totalproteinmaling

3.1 Fortynning av fargereagens 1:5
10 ml Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate
ad 50 ml dH20

Blandes godt og inspiseres for bunnfall

4 Maling av legumainaktivitet
4.1 Legumain assaybuffer, pH 5,8

21,54 g Dinatriumhydrogenfosfat
8,30 Sitronsyre

0,37¢g Dinatrium-EDTA

0,1g CHAPS

ad 1,01 dH20

200 pl DTT (200 mM) tilsettes 40 ml legumain assaybuffer rett far bruk.

4.2 Legumain substratopplgsning (34 uM)
200 pl Z-Ala-Ala-Asn-AMC stamlgsning (2,5 mM i DMSO)
14,5 ml Legumain assaybuffer (Vedlegg A 4.1)

5 Gelelektroforese og immunoblotting

5.1 Fortynning av elektroforesebuffer (1:20)
Fortynnes 1:20
40 ml NUPAGE® MOPS SDS Running buffer (20X)
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ad 800 ml dH20

500 pl NuPAGE® Antioksidant tilsettes direkte i blottebuffer i elektroforesekaret

5.2 Blottebuffer (1X)

200 ml 5X blottebuffer
200 mi Etanol
ad 1L dH20

5.3 TBS (10X)

48,4 g Tris (20 nM)
220,29 Natriumklorid

Hydrogenklorid for pH-justering
ad 2,01 dH20

Lasningen fortynnes 1:10 med dH-O til brukslgsning (1X) fer bruk

5.5 Vaskebuffer 0,1 % TTBS

100 mi 10X TBS
900 mi dH-20
1ml 20 % Tween

5.6 Strippe buffer
2ml NewBlot™ Nitro Stripping Buffer, 5X
8 ml dH20
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Vedlegg B: Proliferasjonsrate fra IncuCyte
FLR®

1.1 Vekstkurver for HEK293-, og SKOV-3-celler eksponert for prolegumain eller
cystatin E/M

A HEK293 B HEK293
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1.2 Vekstkurver for HEK293-, M38L- og M4C-celler
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Vedlegg C: Poster
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(NSFT). «Effekt av cysteinproteasen legumain pa celleviabilitet etter fotodynamisk terapi»

Effekt av cysteinproteasen legumain pa celleviabilitet etter

fotodynamisk terapi
Kristine Lakke Olsen'?, Harald Thidemane Johansen®, Hilde Nilsen!, Rigmor Solberg?, og Kristian Berg!?
{Zeksjon for farmakelegi oF farmasaytizk biovitenskap, Farmaseytisk Institury, Universizerst § Ozlo,
2Zekgjon for strdlingsh i, Jnstitutt for krefiforsining, OUS Radiumhospitalet, Ol
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Bakgrunn

Logumain (zsparaginy] endopeptidase, AEP) er en kysosomal
cysteinprotease som er vist 3 spille en rolle ved krefumikling,
Dkt forekomst av lezumain i svolster assosieres med raskere
vekst 0g ekt metastazering. Cystatin EM, en endogen hemmer
av legumain, omtzles zom en numarsuppressor. Hemming av
cystatim EM[ ferer til ekt metastasering, blant ammat ved
brysthaeft. Fotodynamisk terapi (PDT) ar behandling ved
kveft som basarer seg pd at en fotozenzitizer vil akdormulere i
mmorvey, aktiverss ved lyssksponering og ferer til celleded.
Enkslte fotosensitizere akkurmulerer i endocyttiske vesikler
som zkades etter lyshehandling. Forskmingsgruppen har
prelimingre data som kan tyde pd st legumain pavirker
celleviabiliteten, oz det er av imterssse 3 underseke hvordan
legumain oF cystatin EM pévirker cellevishilitat attar BDT.

Metoder

Callelinjens HEK223 og SEOV-3 ble henymet. HEE203 er
kumane embryonale myreepitelceller, og SEOV-3 cellar er
epitelceller fra adenokarsinom i ezzstolde. Callane ble =3dd ut
og ekzponert for 75 % v/ kondigjonert medium med heyt
innhold av prolegumain eller cyststin EW fra hemboldsviz
M3EL-celler (overuttrykker legumain) eller MA4C-celler
{overarmrykdesr cystatin E'W). Cellene ble Iyzert atter 48 timer
of internalizering av prolegumain og cystatin EA ble mal §
cellalysatens ved lagnmainskrivitstsmiling og immunchlotting.
For PDT ble cellens i de siste 18 timene elsponert for
fotosensitizersn TPCE.,. Deretter ble cellene vasket I ganger
med PES, for belyming med blEn b (435 mm)
Callevizbiliteten ble malt ved hjelp av MTT-azsav 48 timer
etter lyseksponeringen.

Resultater
Internalisering av prolegumain eller cystatin E/M endrer Internalisering og prosessering av
legumainaktiviteten prolegumain og cystatin E/M
A HEKZ93-celler B SKOV-3-celler
28 HEK293 celler SKOV-3 celler
% E = 20 T T 56 KDy
M= = E
LE 28
28 g2 18
=2
g T ; § T
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Figur 1: Legumainaktivitet etter internalizering av prolegumain eller
cystatin EN i HEE 293 celler (A) og SHOV-3 celler (B). Cellen= ble
eksponert for kondisjonert mediom med heyt innhold av henholdsvis
prolezumain (M3IEL-EMN) eller cystatin EM (W4C-ERM) i 48 timer.
Lagnmainaltiviteten bla milt i cellelysat, korrigert for totalprotsin og
frematilt som dF/sek/pg totalprotein = SEM (n=3).

Figur I: Immunoblet av cellelyzater fra SHOV-3 og
HFEK293 celler eksponert for prolezumain eller cystatin
EML Cellar ble dyrker med kondisjonsrt madium rikt pd
prolegumain  (M38L) eller cystatin EAL (M4C), samt
kontrollmedium (HEEK) i 43 timer. ff-zctin ble brukt zom
whonzekeeping: kontroll

Prolagumain ble internalisert og aktivert 1 HEK293 celler, men
ikke 1 SKOV-3 caller.

Cystatin E'M ble intarnalizert og hemmet legumainaktmviteten SEOV-3 celler.

bide 1 HEK193 og SKOV-3 caller, men hovedsakeliz 1 SKOV-3 * Bide SKOV-3 oz HEK293 internaliserer eystatin EM
celler. (14 ogleller 17 kDa).

* HEK293 celler tar opp og prosessarer prolegumain
{36 kDa) til moden legumain (36 kDa), men ikks

Effekt av internalisert prolegumain eller cystatin E/M pa celleviabilitet etter PDT

A HEKZ293-celler B SKOV-2-celler Figur 3: Celleviabititet stter inkubering med prolegumain
_ ) eller cystatin E/AL og fotodynamisk terapi av HEEK293 (A)
z 150 £ ‘ :“'x‘w og SKOV-3 (B) celler. Cellens ble sidd ut oz eksponent for
120 g - prolezumain eller cystatin E™ i 48 timer. I de siste 18 timene
E 4 bla callane opsd eksponert for fotosansitizersn TPCS,, (0,4
0 H] pgml} fmw lysekspomering (0-180 sek). Resuliztene er
E 8 fremstilt som prosant celleoverlavelsa £ SEM (a=2).
= T ]
E 0 - é % TR by s | Det var ingen signifikant forskjell i cellaoverlevelze
3 i T etter eksponanng av HEK 293 og SKOV-3 celler for
o 3 60 s 12 0 w0 & 50 1z 1% 180 prolegumain eller cystatin EM og PDT.
Tid (sekundar) Tid {aekundr}
Konklusjon

* HEEKIS3 men ikke SKOV.3, internalizerer prolegumam (36 kDa), som prosesseras til moden aktiv form (36 kDa) mtracellul=rt.
= SEOWV-3 og HEK293 mtemnalissrar cystatm E'M og hemmer lagumamaktivitetan.
*  Forelepize resultater tyder ikks pi at verken lagumain eller cystatin B pavirker celleviahiliteten atter fotodynamisk terapi.



