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1. SAMMENDRAG

Stadig flere barn som har fatt diagnosen kreft overlever. Sxrlig smé barn som er under vekst
og utvikling er sarbare overfor bivirkninger og senvirkninger av mange av de konvensjonelle
kreftbehandlings regimene. Det er derfor viktig 4 finne bedre og mer skdnsomme
behandlingsmetoder for 4 behandle kreft. Antimikrobielle peptider har 1 de siste drene vist en
lovende tumorcellespesifikk aktivitet. Det isoleres og identifisers stadig nye antikrobielle
peptider fra en rekke organismer, og det er et omfattnede arbeid a kartlegge aktiviteten til alle

disse peptidene.

1 dette prosjektet har vi studert om antimikrobielle peptider isolert og identifisert fra
pyatekrabbe (Hyas araneus), Py-11 og Py-21 kan ha en selektiv aktivitet pa cellelinjer fra
nevroblastom sammenlignet med normale cellelinjer. Resultatene antyder at peptidene P-11
og Py-21 fra hemocytter i pyntekrabbe har en selektiv aktivitet pa nevroblastomcellelinjen
Kelly, sammenlignet med normalcelielinjen MRC-3. Denne aktiviteten syntes 4 veere mest
tydelig hos Py-11, mens Py-21 ogsé har en aktivitet mot nrmalcellelinjen i1 de forsgkene som
er utfgrt her. Resultatene viser ogsé at det har betydning for aktiviteten hvilket medium man
dyrker cellene i, Dette kan veere et resultat som {glge av cellenes preferanse til ulike medier,

men ogsa en fglge av at mediene pavirker peptidene direkte.



2. INTRODUESJON

2.1 ANTIMIKROBIELLE PEPTIDER

Generelt og inndeling i grupper

Antimikrobielle peptider er genkodede polypeptider med varierende lengde og strukturer.
Man har funnet antimikrobielle peptider 1 alle typer levende organismer, inkludert mennesker,
insekter, bakterier, vertebrater, invertebrater og planter (1-3). De har en funksjon 1 det
uspesifikke immunforsvaret i disse artene og er med pa & bekjempe mikrober, Disse
beskyttelsesmekanismene er sveert gamle og godt konservert i alle organismer. Mobilisering
av antimikrobielle peptider blir trolig raskt indusert av infeksjoner og skade, og er en del av
den aller fgrste responsen. I f.eks. insekter blir peptid frigjort som sekret fra immunologiske
organ (“fat-body™) over i hemolymfe. Innen {4 sekunder kan konsentrasjonen av

antimikrobielle peptider i hemolymfe gke fra 1 til 100 uM.

Det er etter hvert mange peptider som er kjent og et klassifiseringssystem har blitt utarbeidet
for & dele dem inn i grupper. Disse gruppene er vist i figur 2.1. Gruppeinndelingen er basert
pa kjemiske karakteristika til peptidene. De fleste antimikrobielle peptider er mindre enn 10
kDa, er kationske, amfipatiske og membranaktive. Antimikrobielle peptider har ofte vist seg @
ha en aktivitet som er bade antibakteriell, antifungal, antiviral og i noen tilfeller ogsa
antitumor(4). Det blir ogsé forsket pd den spermicidale aktiviteten enkelte
amtimikrobiellepeptider har (bl.a. magainin-A), og mulig utnyitelse av denne effekten til

prevensjonsmiddel (5).



Mekanismer for aktivitet

Lyktiske peptid gdelegger membranens bi-layer integritet enten ved disrupsjon eller ved a
danne porer. Nar bilaget er forstyrret vil det elektrokjemiske transmembran-potensialet
kollapse, en influx av vann og toner vil fgre til at cellen sveller opp og dgr. Denne
gdeleggelsen av membraner skjer innen minutter etter at de Iytiske peptidene interagerer med
milmembranen (6,7).

Mange studier har blitt gjort for & forsgke a forklare Avordan peptidene gdelegger membraner
i bakterier, men det er fa entydige resultat. Man har forgvrig kommet frem til fem ulike
modeller for & forklare den lytiske peptidmembran aktiviteten. Disse fem modellene ex:
"Barrel-stave” eller helical bundle”modellen, teppemeodellen, "toroidal"modellen,

"detergent-like effect”modellen og "in-plane diffusion”modellen.

"Rarrel-stave” modellen:

“Rarrel-stave” modellen kjennetegnes av at de amfipatiske peptidene settet inn 1 den

hydrofobe kjernen av bilaget i membranen og danner porer (fig 2.2) (4).

Denne modellen inkluderer flere individuelle steg: a) binding av monomere av peptidene pd
membranen, b) aggregering av peptidene til bunter, ¢) insersjon av buntene inn i membranen,
og d) rekruttering av nye peptider for & gjgre pore diameteren stgrre.

For at dette skal kunne skje ma peptidet miste veere 22 aminosyrer langt dersom det er o
heliks og minst 8 aminosyrer dersom det er B-sheet, ellers vil det ikke kunne nd igjennom hele

membranen. Mellitin gdelegger trolig membraner ved "Barrel-stave” mekanismen. (4)



Teppemodellen:

I{plge teppemodellen (fig 2.2) vil peptidene feste seg pd membranen og dekke membranen
som et teppe. Peptidene vil da interagere med de lipide hodegruppene pa membranen.
Orienteringen til peptidene vil gi lokale forstyrrelser i membran stabiliteten, og gi
deformasjoner i form av store sprekker, lekkasje av cytoplasma komponenter, pdelagt

membranpotensiale, og til slutt, disintegrasjon av cella (8).

"Toroidal"modellen:

Toroidalmodellen (smultringmodellen) er en viderefgring av "Barrel-stave”modellen og
teppemodellen. Magainin fglger trolig denne modellen (9). Iflge denne modellen vil peptidet
forst binde til membranen i en inaktiv form. Ved en viss ratio av peptid/lipid hodegrupper i
membran vil toroidale porer oppsté(9). Figur 2.3 viser toroidamodellen og Barrel-stave-
modellen. Hovedforskjellen pa disse to modellene er at istedet for at peptider borrer seg ned 1
membranen som i Barrel-stave-modellen, vil peptidene forbli integrerte med hodegruppene i

membranlipidene, og peptidene bgyer membranen slik at det oppstir en pore(9).

Deterzentmodellen:

Ifplge denne modellen vil bilaget bli gdelagt som en fglge at det blir dannet miceller fra

membranregioner med hgy peptid tetthet(10).

"n-plane-diffusion”modellen:

De modellene som er beskrevet til nd krever relativt hgye konsentrasjoner av kationske,
amnfipatiske c-heliks peptider. "In-plane-diffusion” modellen er foreslatt for peptider som

ogsd viser aktivitet ved lave peptid/lipid ratio. Modellen tar utgangspunkt i et drag pa



kurvaturen i membranen. Midlertidige porer kan bli dannet av peptider som beveger seg plant

med membranen inne 1 bilaget, og forstyrrer pakkinga av bilaget(10).

Andre mekanismer for aktivitet:

Utenom det 4 kunne danne porer finnes det ogsa andre mekanismer antimikrobielle peptider
kan benytte for 4 drepe patogene mikroorganismer. Seminalplamin f.eks. dreper trolig
bakterier ved 4 aktivere molekyler 1 autolysekaskaden inne 1 bakterie cellene. Peptidet PP-39
inhiberer proteinsyntese og vil induserer degradering av proteiner som trengs til DNA
replikasjon 1 bakterier. Human neutrophil defensin-1 har trolig sin baktericide aktivitet ved &

inhibere bade proteinsyntese og DNA syntese(5).

Lytiske peptider og cancerceller

Man har i flere studie observert at naturlig forekommende peptid som f.eks. cecropin,
magainin og dermaseptin er celleselektive(10). De binder og lyserer bakterier og tumorceller,
og ikke normale mammalske celler. Andre peptider, som f.esk. melittin lyserer bade bakterier,

turnorceller og hemocytter (10).

Disse observasjonene antyder at peptidene er membranspesifikke. De er selektive for celler
med spesifikke, gienkjennelige membrankarakteristika. Man tror at ladningen i membran
bilaget er viktig for peptid bindingen til membranen, mens hydrofobe interaksjoner mellom
peptid og hodegruppene 1 lipidmembranen er avgjgrende for omfanget av Iyseringen. Andre
faktorer som ogsa bestemuner fglsomheten til cellen er membranfluiditeten og

transmembranpotensialet(10).
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Antimikrobielle peptider er kjent for sin evne til a pdelegge bakterieceller. Bakterieceller og
cancerceller har en del fellestrekk. De er begge negativt ladet, og har derfor stor evne til 4
binde kationske amfipatiske peptid. De har begge hdye transmembran potensialer. Dette
potensialet kan bli forstyrret ved destabilisering av membranen, noe som igjen gir lekkasje av

clektrolytter og ender i celledad (10).

MNormale nonmaligne mammalske celler fremstdr som ngytrale i ladning og har som oftest lavt
transmembran potensiale. Eukaryote celler inneholder ogsé endel kolesterol. Kolesterol virker
i beskytte cellene ved 4 endre membranfluiditeten og aktiviteten til membran assosierte
tytiske peptider. Forsgk har vist en forsinkelse av cecropinaktivitet med gkende andel
kolesterol i membranen (11). Forsinkelsen gir cellen sjansen til & fjerne cecropin v.hj.a.

proteaser, og gir derfor gkt resistens mot peptidet.

Humane tumorceller inneholder 3-7 ganger sd mye fosfatidylserin i overflaten sammenlignet
med normale celler (12). Fosfatidylserin sitter i den ytre delen av membranen og bidrar sterkt
til den negativt ladede overflaten pa den ytre membranen. Fosfatidylserin 1 normale human

celler sitter primeert pé innsiden av membranen (12).

Disse forskjellene i membran komposisjon, fluiditet og membranpotensiale kan kanskje
forklare den observerte preferansen enkelte kationske Iytiske peptider viser for tumorceller

fremfor normale eukaryote celler(10).



Py- peptidet

Py-11 og Py-21 er begge isolert fra hemocytter i pyntekrabbe (Hyas araneus) (13-15) Delvis
aminosyresekvens er vist i tabell 2.1. Fullstendig sekvens er ikke kjent derfor er ogsé dette
prosjektet utfgrt med syntetisk fremstilt peptider fra den kjente delsekvensen. Py-11 og Py-21
inneholder trolig modifiserte aminosyrer eller substitusjoner pa C-terminalende som gjgr
aminosyresekvensering vanskelig (13). Videre arbeid har vist mer av sekvensen av Py-21 enn
det som er vist her, og det viser seg at 1 den C-terminaleenden bestér av bl.a. 2

disulfidbruer(13).

Begge disse peptidene er rike pa prolin og arginin. De inngér derfor trolig i gruppe 2 av
klassifiseringen av antimirorbiellepeptider som er vist i figur 2.1. MN-terminal del av begge
peptidene har vist antibakteriell aktivitet mot bide gram positive og gram negative
bakterier(13). Generelt tror man at prolin-arginin rike peptider utgver sin
antibakterielleaktivtet via intracellulare mekanismer og ikke ved & perforere membranen (16).

Om detie ogsd gjelder disse peptidene er ennd ikke kjent.

2.2 NEYROBLASTOM

Mevroblastoma utgdr fra primitive celler, nevroblaster, 1 det sympatiske nervesystemet. De
produserer derfor en rekke katekolaminer. Nevroblastoma er den mest vanlige ekstrakraniale
solide tumor typen hos barn under 15 &r (17). 1 Norden har nevroblastom en insidens pa ca 1
per 100 000 barn (18). I USA er ca 90% av de ~600 nye tilfellene som blir diagnostisert hvert

ar, funnet hos barn under 5 ar, med hgyest insidens blant barn mellom 1-2 ar (19).



Spredning og symplomer

I over 50% av tilfellene av nevroblastom finner man primartumor i binyre. Resten oppstér i
paraspinale sympatiske ganglier i toraks eller abdomen, eller 1 ganglier lokalisert 1 bekken
(17). Nevroblastom spres 1 hovedsak til regionale lymfeknuter, skjeleit og beinmarg. Hos
veldig sma barn (<1 &r) med tumor i stadium 45 kan man av og til se et unikt

spredningsmgnster der man far spredning til lever og hud (17).

Symptomer hos barn med nevroblastom er i stor grad avhengig av hvor primartumeor og evit.
metastase er lokalisert. Ca 60% av de primzaere tumorer er 1 abdomen og de kan ofte bli
assosiert med palpable oppfylninger, fordgyelsesproblemer, ubehag og smerte. Nevroblastom
i toraks ( ca 20%) blir ofte diagnostisert ved rgntgen toraks. Man kan da ofte se symptomer
som f.eks. respirasjons besvar, dysfagi og sirkulasjonsproblemer. Cervicale nevroblastoma
(ca 5%) viser ofte palpable kuler og Horners syndrom. Tumorer 1 bekkenet (ca 5%) kan gi
konstipasjon, resturin og gdemer. 1 ca 10% av tilfellene er ikke lokalisasjonen til primsrtumor

kjent (20).

Kliniske symptomer etter metastase varierer ogsa bredt. [ sma barn under 1 4r med metastase i
lever (Pepper syndrom) kan 4 icterus og sirkulatoriske og respiratoriske problem. I denne
aldersgruppen kan man ogsa fa blalige, smé kuler subcutant som fgrste symptom. Eldre barn
har andre typiske metastaser og derfor ogsé andre typiske symptomer. Diffuse beinsmerter,
proptosis og periorbitale ecchymoser (Huichinson syndrom) kan vere symptomer ved
metastase til beinmarg, skjelett og orbital tumor lokalisasjon. Generelle symptomer kan vare

darlig tilvekst, feber, hypertensjon, takycardi og svette (20).
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Forskning har enna ikke kunnet firme noen utenforliggende arsak til nevroblastom. Det er
heller enna ikke bevist at nevroblastom er en del av noen utviklingsforstyrrelser, medfgdte
eller arvet syndrom, og det er heller ikke assosiert med annen malign sykdom (21). Knudson
og Strong (22) har vist at opptil 22% av alle nevroblastom kan veare et resultat av
germeellemutasjon. Det virker som om denne gruppa fglger en autosomalt dominant
arverckke. De barna som er arvelig predisponert far tidligere diagnose (median alder for
diagnose ca 9 mnd mot normal medial alder for diagnose 18 mnd) og oftere mer omfattende

sykdom med multifokale primeaere tumorer. Dette er 1 trdd med Knudsons "two hit hypotese™.

Selv om noen altsd har en medfadt predisposisjon for & utvikle nevroblastom er de fleste
tilfellene spontant oppstatt. Somatiske endringer som f.eks. tilfgrte alleler og aktivering av
onkogener, tap av alleler eller endringer i tumorcelle ploiditet her blitt vist 4 ha en viktig roile

i utviklingen av sporadiske nevroblastomtilfeller (17).

MNevroblastompasienter blir delt inn 1 lav-, intermediat- og hgyrisiko kategorier og blir
behandlet etter hvilken gruppe de tilhgrer. Det "International Risk Grouping system” er basert
pé alder, tumor stadium, og ulike biologiske faktorer som blir brukt som prognostiske faktorer

(bl.a. grad av MYCHM amplifikasjon har vist seg 4 si noe om risiko) (tab 2.3) (20).

Stadier op risikograpper

Mevroblastom blir delt inn i stadier etter et internasjonalt system; “International

Meuroblastoma Staging System ” (IMN58) (Tab 2.2) (20)
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Behandling

Ulike stadier krever ulike regime for behandling. Alder ved diagnosetidspunkt og
prognostiske faktorer er ogsa avgjgrende for hvilken behandling man velger  gi. Kort sagt
kan man si at kirurgt blir brukt som primarbehandling dersom det er en lokalisert tumor
(stadium 1 og 2). Dersom det er darlige prognostiske faktorer kan man velge 4 gi kjemoterapi
i tillegg. Preoperativ kjemoterapi blir anbefalt ved stadium 3 nevroblastom. Megaterapi
(hpydose cellegift og/eller total straling av hele kroppen) etterfulgt av autolog stamcelle
transplantasjon blir anbefalt ved MYCN amplifiserte tumorer. Lokal straleterapi kan vere

indisert ved aggressive tumorer, eller ufullstendig fjerning av primear tumor (20).

Metastatisk, stadium 4 nevroblastom, behandles med kjemoterapi, som fglges av kirurgi
dersom det er mulig og hensiktsmessig. Megaterapi etterfulgt av autolog stamcelleterapi kan
vare indisert for noen pasienter. Behandlingstrategier hos barn under 1 r er tilsvarende de

som man bruker pa stgrre barn, men man er ikke sikker pa om megaterpi er indisert (20).

Behandlingen av det spesielle stadiet 48 kan variere veldig. Rundt 50% av klinisk “stille”
tumorer, kan ofte komme best ut ved en "vent og se” strategi. Moen av dem vil ga tilbake
spontant uten noen form for behandling, mens andre igjen vil utvikle seg i negativ retning og
trenge behandling. Dersom det er en rask utvikling kan man benytte seg av kjemoterapi

og/eller straling. Dersom ngdvendig kan man ogsa benylie seg av kirurgi (20).

Barn og kreft, Det 4 leve etter kreftbehandling.
Behandlingen av kreft, ogsd hos bam, blir stadig bedre og stadig flere barn overlever kreften.
Av barn som far kreft i dag vil 75% overleve 5 ar eller lenger, en gkning pa over 45% siden

tidlig 1960 tallet (23). Nar barn som har blitt behandlet for kreft lever lenger, ser man ogsa
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langtidseffekten av behandlingen bedre. Bade kirurgi, straling, noen typer kjemoterapi, og
beinmargstransplantasjon kan gi sen virkninger. Den psykiske pdkjennelsen det medfgrer 4
overleve en alvorlig sykdom vil ogsé sette spor hos barnet og 1 méten foreldrene forholdes seg

t1l barnet.

Sen virkningene man har sett til nd viser at seerlig kjemoterapi og striling kan gi uheldige
resultat over lang tid. Graden av ettervirkning avhengig av dosestgrrelse og hyppighet, og er
ogsd avhengig av hvilke omrader av kroppen behandlingen er rettet mot. Man ser en rekke
utviklings forstyrrelser inne hjernefunksjon, noe som gir seg utslag i redusert IQ (10-20
poeng), konsentrasjonsvansker, reduserte motoriske ferdigheter og nedsatt hukommelse.
Svekket syn og hgrsel, vekstreduksjon, hypotyriodisme, nedsatt fertilitet, nedsatt hjerte/kar
funksjon, respiratoriske problemer er sen effekter som er dokumentert. I tillegg har barn som
har overlevd kreft en gkt sjanse for & utvikle en sekundeer cancer senere 1 livet, dette gjelder

seriig de som er behandlet med straling (23).

Pa grunn av alle disse senvirkningene av kreftbehandling er det vikiig 4 lete etter nye, gode og

forhipentligvis mer skinsomme for resten av barnet, behandlingsmetoder og midier. Her kan

kanskje tumorcellespesifikke antimikrobielle peptider komme inn.
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3. MATERIAL OG METODER

21 CELLELINJER OG MEDIER

Celleliniene som ble benyttet var Kelly, en human nevroblastom cellelinje og som
normalkotroll ble den humane embryofibroblastcellelinjen MRC-5 benyttet. Cellene ble
dyrket i RPMI-1640 eller MEM vekstmedium, begge supplimert med 10% varmeinaktivert
fptalt kalveserum. Cellene ble dyrket ved 37°C 1 en fuktet atmostere med 5% CO,. Far
forsgk ble cellene dyrket i gnsket konsentrasjon i en 96 brgnners mikrotiterplate i 16-24 timer
for at de skulle fa festet seg pa platen fgr stimulering. Cellene ble sa vasket med 100 pl

medium uten serum for tilsetting av medium og peptid.

3.2 PEPTIDER

Peptidene som ble brukt i dette forsgket er isolert fra hemocytter fra pyntekrabbe (Hyas

araneus) (13-15). Delvis aminosyresekvensen er kjent (tabell 2.1).
Peptidene benyttet 1 dette prosjektet er blitt syntetisk fremstilt ved en Fmoce prosedyre som
beskrevet av Haug (13) . Peptidene ble donert prosjektet fra Dr. Styrvold ved Institutt for

Marin Bioteknologi, Morges Fiskerihgyskole.

Peptidene ble fortynnet 1 PBS- buffer til gnsket konsentrasjon, og oppbevart ved -20°C.
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3.3 AKTIVITETSMALINGER

100 ul friske celler i medivm tilsatt Alamar blue (1:10) ble sddd ut per brgnn i et 96 brgnners
brett. Peptid ble fortynnet i PBS til gnsket konsentrasjon og tilsatt hver enkelt brgnn. 6
paralielier for hver peptid konsentrasjon. I kontrollbrgnnene ble det tilsatt PBS uten peptid 1
samme mengde. Det ble tilsatt peptid til en sluttkonsentrasjon i brgnnen pé 0, 10, 25, 50,75
og 100 pg/ml. Platene ble satt til dyrkning ved 37 grader. Platene ble lest av

spektrofotometrisk ved 570 nm etter 2 og 4 timer.

Ved endetidspunkt 24 timer ble metabolisme i levende celler mékt ved mikrotetrazolium

(MTT) basert calorimetrisk assay.

Medie og Alamar blue ble sugd av, og cellene vasket med PBS-. MTT lgsning (5 ml/mi MTT
i PBS) ble fortynnet 1:10 1 0,5% fatalt kalveserum. Celle fikk st ved rom tempertur i minst 3
timer. 50 ul av supernantanten ble tatt av og 150 ul sur propanol (isopropanol med 0.33%

HCI) tilsatt. Sto pé risting i ca 20 min, og leser sa av spektrofotometrisk ved OD 570 nm i en

mikrotiterplateleser.
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4, RESULTAT

4.1 Py-11 (MI7)

Figur 4.1, 4.2 og 4.3 viser avlest absorbans ved 2 timer og 4 timer etter tilsats peptidet Py-11 1
ulike konsentrasjoner, og avlest absorbans etter MTT 24 timer etter tilsats av peptid Py-11 (N
17). I Figur 4.1 er Py-11 (N 17) tilsatt nevroblastomacellelinjen Kelly, og man kan se at
resultatene antyder en nedgang i celleaktivitet med gkende konsentrasjon av peptid.
resultatene er ikke entydige, s®rlig ikke ved 24 timer, men generelt kan man se en lavere
celleaktivitet i cellekulturer som er tilsatt peptidet, sammenlignet med kontroll som ikke er
tilsatt peptid. Nar peptidet bli tilsatt normalcellelinjen MRC-5 kan man ikke se en slik effekt.
Der antyder resultatene heller en gkning i celleaktivitet ved gkende konsentrasjon tilsatt Py 11

(N 17) peptid. Et unntak er 100 pg/ml peptid etter 24 timer og MTT.

Forsgket i figur 4.1 ble ogsa utfgrt med et annet cellemedium, MEM. Dette er fremstilt 1 figur
4.3. resultatene der viser ikke samme tendensen som i figur 4.1 der cellemediet RPMI ble
benyttet. 1 figur 4.3 ser man 1 stedet resultater som ligner mer pa de man ser med MRC-5 og

Py 11 (N 17).

4,2 Py-11 (20 mer)

For peptidet Py 11 (20 mex) ble det dessverre kun gjort forsgk med Kelly celler i RPMI
medie. Dette pga. en fryser som ble gdelagt, og pafgigende mangel pa materiale. For Py-11
(20 mer) mot Kelly celler i RPMI medie er det som med Py-11 (N 17) en gkende aktivitet

med gpkende konsentrasjon

-
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4,3 Py.21 (23 mer)

Samme forsgk ble utfgrt med Py-21 som med Py 11 (N 17). Mot Kelly celler i RPMI
medium, figur 4.5, kan det se ut som det er en viss gkende aktivitet med gkende
konsentrasjon. Parallellene varierte en del 1 dette forsgket, noe som har gitt seg utslag 1 store

standardavvik som man kan se 1 figuren.

Mot MRC-5 normalcellelinjen i RPMI medium, vist i figur 4.6, kan man ogsé se en gkende
aktivitet med gkende konsentrasjon av peptid. 1 figur 4.7 Kan man se at ogsd i MEM medie
har Py 21 en gkende aktivitet mot Kelly celler med gkende konsentrasjon. Denne aktiviteten

er serlig synlig etter 2 timer.
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5. DISKUSTON

I dette prosjekiet ble to forskjellige antimikrobielle peptider isolert fra pyntekrabbe testet for
aktivitet pé nevroblastomcellelinjen Kelly. Denne aktiviteten ble sammenlignet med
akiiviteten mot normatcellelinjen MRC-5, og det ble ogsa gjort forsgk for a se om cellemediet
brukt under forspket hadde noen innvirkning pa aktiviteten. Resultatene antyder at Py-11 og
Py-21 har en aktivitet mot Kelly nevroblastomceller. Denne aktiviteten virker & vaere mer
tumorspesifikk for Py-11 (N 17) enn for Py-21 som ogsé virker & ha en aktivitet mot MRC-5
normalceller. Det er forskjell pa aktiviteten mot Kelly celler i ulike medier, sarlig tydelig er
det med Py-11 (N 17) som gir en synlig lavere aktivitet mot Kelly celler 1 MEM medium enn

i RPMI medium 1 de forsgkene som er gjort her.

Py-11 og Py-21 har antibakteriell aktivitet i lave konsentrasjoner mot en rekke ulike bakterier.
Peptidene er renset fra hemolymfe 1 pyntekrabbe. Etter rensing far man kun smé mengder rent
peptid. Sannsynligvis innholder peptidet 1 N-terminalende noen modifiserte aminosyrer.
Derfor er det vanskelig & fa en full sekvens av peptidene. Etter 4 ha syntetisert deler av
peptidet har man vist at ogsa disse ufullstendige peptidene har god antibakteriell aktivitet
(13). Det er forgvrig mulig at fullsekvens peptider ville gitt et annet resultat i dette prosjektet.
Det er vanskelig og forutsi, og man ma evnt. gjgre nye forsgk med fullsekvens peptider for &

finne det ut.

Den antibakterielle aktiviteten (il mange prolinrike antimikrobielle peptider skyldes trolig
intracellulzr aktivitet (16). Bade Py-11 og Py-21 er prolinrike. Det er ikke enna klart
mekanismene for den antibakterielle aktivteten til disse to peptidene, men det er en god sjanse

for at de har likhetstrekk med andre peptider i samme gruppe. Tumorspesifikk aktivitet fra



antimikrobiellepeptider har trolig et grunnlag i endringer i membranen til cancerceller(10-12).
Dersom Py-11 og Py-21 har intracelluleer aktivitet kan kankje det forklare hvorfor de ikke
viser klarere cancercellespesifikk aktivitet 1 forsgkene som er utfgrt her. Andre marine
antimikrobiellepeptider med en mer membranspesifikk aktivitet kan kanskje vazre bedre

kandidater til eventuelle videre forsgk.

Resultatene i figur 4.1-4.7 er alle vist med standardavvik. Til tider er dette standardavviket
stort, som f.eks. i figur 4.1 og 4.5. Dette antyder at det er store feilkilder i forsgkene. Den
viktigste feilkilden er nok at en som ikke er s erfaren med cellearbeid har utfgrt forsgkene.
Sterilteknikk og cellearbeid krever trening og resultatene blir mer konsekvente nar man har
tilegnet seg en viss erfaring innefor omradet. Det var vanskelig a fa likt antall celler 1 hver
brenn. Sannsynligvis ville dette ogsa ha blitt lettere med trening. Ulikt celleantall i brgnnene
vil selvfolgelig gi store forskjeller i malt aktivitet 1 de ulike brgnnene. Peptidene skal
fortynnes i stor grad. Dette er ogsa en kilde til feil. Fortynningene er gjort trinnvis for 4 unnga
de stgrste feilene, men det er likevel vanskelig & sammenligne ulike forsgksoppsett grunnet

denne feilkilden.

De milemetodene som er valgt er Alamar Blue og MTT farging. Begge metodene maéler
metabolismen i cellene. Dgde celler vil selviglgelig ikke ha noen metabolisme, men ogsé
levende celler kan ha redusert metabolisme under forskjellige omstendigheter. Andre forsgk
mé derfor til for 4 vise hvilken effekt peptidene virkelig har pa cellene. Mekanismen for
aktiviteten mi det selviplgelig ogsa gjpres mye arbeid pa dersom man skal kunne bestemme

f.eks. om aktivitetene kommer pagrunn av pavirkning av membran eller intracellulert.
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Det er fra disse forsgkene en klar indikasjon pa at valg av cellemedium pavirker den mélte
aktivitetn. Dette er et kjent fenomen innen forskning pé antimikrobielle peptider. BlLa har
Kjuul et al (24) vist at aktiviteten til cecropin overfor fiskepatogene bakterier blir betydelig
redusert ved gkende saltkonsentrasjon. Dette kan skyldes bade peptid spesifikke ting, men
ogsa cellespesifikke ting kan her virke inn. Ulike medier kan gjgre cellene mer eller mindre
fplsomme for peptid av en rekke ulike 4rsaker, bl.a. veksthastighet, osmoregulering,
induksjon av ulike systemer intracellulert, uttrykk av ulike overflate proteiner kan variere i
ulike medier for ulike celler. Derfor ma man ogsa sammenligne aktiviteten for ulike celletyper

med stor forsiktighet.

Det hadde veert av interesse & videre utforske denne aktiviteten som man ser fra Py-11 og Py-
21 pa nevroblastomeellelinjen Kelly. Sarlig Py-11 (N 17) som virker & vaere mer selektiv for
hviltke celler de har aktivitet mot. Andre cellelinjer, kanskje andre cancercelleliner, kan
kanskje vise seg & veere mer fglsomme for peptidene, og det er ogsi mulig at dersom man far
stgrre mengder av peptidet og kan teste ut aktiviteten ved hgyere konsentrasjoner at man da
kan se tydeligere effekt. Det er ogsé identifisert flere peptider fra pyntekrabbe og andre
marine organismer som ogsa kan testes ut. Det er uansett et poeng at peptidene viser 4 ha en
effekt pa humane cellelinjer. Det innbeerer at videre testing mé til fgr man kan bruke
peptidene f.eks. antibakterielt i mennesker. Celletoksisiteten mé videre utredes. 1 alle fall

dersom teraputisk dose lizger 1 konsentrasjonsomradet som er testet her eller havere.
p £E ] Y
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APPENDIX:

Figurer og tabeller kapitiel 2

Classification of Cytolytic Antimicrobial Peptides Basedon their Chemical Charactgristics

1. Linear helical papldes withoal Oys, with or withow a binge

Cecropin B OVIIFKIERVGRMIBNGEIKAGPAY AVLGEAKAL
Magainin 2 GIGKFLHSAKKFGKAFYGEIMNG
LL 37 LLGDFFRKSKEK:GKEFKRIVORIKDFLRNLVPRTES

2. Poplide without Cys, and ennched with ong or twe amino acids {(Pro-Arg, Trp or His)

. PR-39 RRARPRFPYLPRPARPPPEEPPAILPPRIPPGFPPRIPPAFP
- ndglicidin ILPWRWPWWPWRR
¢ Histatin 1 DSHEESRHHGRHOHHKYGRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN

| 3. Peptides with one disulfide bond

Sovine dodecapeptids BLECRWVIRVECR

Esculentin 14 GIFSKLAGKKIKNLLISCLEKNVGKEYGMDVYRTGIDIAGUKIKGEG
4. Peptides wilhy two or more $-8 bonds. Mainly or exclusively 3-sheet HUATAN DEFENMN
Tachyplesin 1 KWCPRVEYRGICYARCH

- Protegrin 1 RGGRLOYCARRFCVOVGR

. Human defansin 4 vESCRLYVFCRRTELRYGNCLIGGYSFTYCGTRY

Figur 2.1 Gruppeinndeling av antimikrobielle peptider basert pa kjemiske egenskaper, med

eksepler pa peptider som tilhgrer de ulike gruppene (4).



Figar 2.2 Teppemodellen og "barrel —stave”modellen for membranaktivitet til

antimikrobiellepeptider (4).
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Figur 2,3 Toroidalmodellen (smultring) vs Barrel-stavemodellen (9).
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Tabell 2.1 Peptidsekvenser (13, 15).

MNavn Aminosyresekvens Molekylvekt Renhet
Py-11 20 mer WQRPL TRPRP FSRPR PYRPN 2577,97 97,7%
Py-11 N17 PL TRPRP FSRPR PYRPM 2107,43 95,1%
Py-21 23 mer SRWPS PGRPR PFPGR PKPIF RRR  2801,27 100%

Tabell 2.2 The International Neuroblastom Staging System (INSS) (20).

Stadium 1

Stadium 2A

Stadium 2B

Stadium 3

Stadium 4

Stadium 45

lokalisert tumor som kan fjernes totalt med eller uten mikroskopisk residual sykdom;
representative ipsilaterale lymfeknuter er negative for tumor mikroskopisk (Iymfekauter festet
pa tumor og fjerna med tumor kan vare positive)

Lokalisert tumor som ikke kan fjernes totalt; representative ipsilaterale nonadherente
fymfeknuter negative for tumor mikroskopisk.

.okalisert turmor som kan eller ikke kan fjernes totalt; ipsilaterale nonadherente lymfeknuter
positive for tumor. Forstarra kontralaterale fymfeknuter md veere negative for tumor
mikroskopisk.

Unifateral tumor som ikke kan fjernes totalt som infiltrerer over midtlinjen med eller uten
regional lymfeknute affeksjon; eller lokalisert unilateral tumor med kontralateral regional
lymfeknute affeksjon; etler midtlinjetumor med bilateral utbredelse med infiltrasjon eller
bilateral lymfeknute affeksjon.

Alle typer primare tumorer som har gitt spredning til fjerne lymfeknuter, skjelett, beinmarg,
lever, hud og/eller andre organ

Lokatisert primer tumor (som definert for stadium 1, ZA elier 2B) med spredaing begrensa til

hud, lever og/eller beinmarg. Kun barn < | ar.
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Tabell 2.3 Risikogruppe inndeling av nevroblastoma basert pa kliniske og biologiske

egenskaper (20).
Stadium Lav risiko Middels risiko gy risiko
1 alle ingen ingen
2A0g 2B alder <1 &r, elier ingen alder 1-21 ar og MYCN
alder [-21 4r og MYCN non- AMP + UH
AMP, eller
alder 1-21 4r og MYCN AMP
+ FH
3 ingen Alder <l &r og MYCN alder 0-21 &r og MYCN
non-AMP, eller AMP, eller
alder 1-21 &rog alder 1-21 &r and MYCN
MYCN non-AMP + non-AMP + UH
FH
4 ingen alder <1 &rog MYCN  alder < | &r og MYC
non-AMP AMP, eller
alder 1-21 &r
45 MYCN non-AMP + FH + MYCN non-AMP + MYCN AMP

DI»1

UH + DI=]

AMP= amplifisert; non-AMP= tkke amplifisert; DI= DNA indeks (ploiditet); FH= favorabel histologi; U= ufavorabel histologi
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Figur 4.1, Py-11 (N 17) behandlede Kelly
celler 1 RPMI medie.

Absorbans malt ved 570 nm etter 2 og 4
timer med Alamar Blue, og etter 24 timer

etter MTT assay.
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Figur 4.2 Py-11 (N 17) behandiede
MRC-5 celier | RPMI medie.
Absorbans malt ved 570 nm etter 2 og 4
timer med Alamar Blue, og etter 24 timer

etter MTT assay.
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Figur 4.3 Py-11 (N 17) behandlede
Kelly celler i MEM medie

Absorbans malt ved 570 nm etter 2 og 4
timer med Alamar Blue, og etter 24 timer

etter MTT assay.

Absorbans 570 nm

2 timer

[

Kontroll  0ug/ml  2Sugfmt S50ug/ml  75ug/ml  100ug/mi

4 timer

0 : . : . s
Kontroll  0ue/ml  25ug/mi 50ug/mi  75ugfml  10Qug/mb

24 timer (MTT)

0,04
0,035
008 F— T
0,025 -
0,02 -
001 -

0,61+

0,005 -

Kontrotf  10ug/mt  256ug/ml  S0ug/ml  75ugimi  100ug/ml

Konsentrasjon peptid

Figur 4.4 Py-11 (20 mer) behandlede Kelly
celler i RPMI medie

Absorbans malt ved 570 nm etter 2 og 4
timer med Alamar Blue, og etter 24 timer

etter MTT assay.
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Figar 4.5 Py-21 (23 mer) behandlede
Kelly celler 1 RPMI medie

Absorbans malt ved 570 nm etier 2 og 4
timer med Alamar Blue, og etter 24 timer

etter MTT assay.

Figur 4.6 Py-21 (23 mer) behandlede
Kelly celler 1 MEM medie

Absorbans malt ved 570 nm etter 2 og 4
timer med Alamar Blue, og efter 24 timer

etter MTT assay.
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Figur 4.7 Py-21 (23 mer) behandlede
MRC-5 celler § RPME medie

Absorbans malt ved 570 nm etter 2 og 4
timer med Alamar Blue, og etter 24 timer

etter MTT assay.




