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Forord

Kjeere leser,

Dette har veert en sveert spennende tid, med mye latter, diskusjoner og etterkloke tanker. Tre
studenter ved Norges teknisk- naturvitenskaplige universitet (NTNU) i Alesund har varen 2024
gjennomfgrt en studie om effekten Ivermectin har pa den intrinsiske apoptoseveien hos A549-
celler. Den delte interessen for medisinsk bioteknologi, laboratoriearbeid og qPCR la grunnlaget for
bachelorgruppens gnske om a bygge videre pa tidligere studier ved NTNU som har studert effekten
av Ivermectin pa humane cellelinjer. Bacheloroppgaven har gitt studiens forfattere ferdigheter i
samarbeid, og prosjektplanlegging med gitte begrensninger. Aret har veert svaert givende og tillatt
anvendelse av store deler av kunnskapen som har blitt oppbygget gjennom de tre forhenvaerende

arene ved studiet i Bioteknologi.

Vi gnsker ogsa a rette en spesiell takk til var veileder Gro Audveig Hagen Bjgrngy, samt andre
ansatte ved instituttet for deres talmodighet, tillit og velvilje. Det rettes og en takk til familie
og venner som har veert aktive stgttespillere med givende motivasjon og essensiell korrekturlesing

under hele bacheloroppgaven.




Sammendrag

Studiens formal var & underspgke om det antiparasittiske legemiddelet Ivermectin fgrte til apoptose
via den intrinsiske apoptoseveien hos A549-celler. Studien er basert pa tidligere bacheloroppgaver
ved studieprogrammet, i tillegg til gvrige forskningsartikler som har demonstrert Ivermectins evne
til & hemme veksten til ulike typer kreftceller. Studiene ble ogsa benyttet i bestemmelse av tidsin-
tervaller og Ivermectinkonsentrasjon. Hoveddelen av studien gikk ut pa a studere virkningen av 5
pM Ivermectin i to ulike tidsintervall, 24 og 72 timer, ved a undersgke endring i genekspresjon til

apoptosemarkgrene BCL-2 og BAX ved hjelp av RT-qPCR.

RT-qPCR deles inn i templatfremstilling og qPCR-analyse. Templatfremstilling kan videre deles
inn i celletelling med Biirker tellekammer, RNA-isolering, maling av RNA-konsentrasjon, cDNA-
syntese og maling av cDNA-konsentrasjon. qPCR deles inn i primeroptimalisering og genekspre-
sjonsanalyse. Resultater fra genekspresjonsanalysene ble bearbeidet ved hjelp av AC;-metoden og
relativ genekspresjonsendring ble malt ved hjelp av AAC,-metoden. Signifikans til AC,-verdier og
resultater fra celleteling ble bestemt med en tosidig t-test med antatt ulik varians. Det ble ikke
observert statistisk signifikante nedganger i celleantall hos gruppen dyrket med 5 pM Ivermec-
tin, sammenlignet med gruppene dyrket med vekstmedium og vekstmedium tilsatt 5 pM DMSO.
Genekspresjonsanalysen viste ikke statistisk signifikante opp- eller nedreguleringer av genet som
koder for BCL-2 i 24 timers tidsintervall. Derimot viste genekspresjonsanalysen en trend til gkt
ekspresjon av BCL-2 for tidsintervall pa 72 timer, hvorav to verdier var av statistisk signifikans.
Resultatene kan indikere at 5 nM Ivermectin verken pavirker cellevekst eller apoptoseregulering

via den intrinsiske apoptoseveien hos A549-celler.

II



Abstract

The aim of the study was to examine if the anti parasitic drug Ivermectin would induce apopto-
sis through the intrinsic pathway in A549 cells. The study is based on previous bachelor theses
associated with the study programme of the authors, as well as reasearch articles examining simi-
lar topics. The theses and articles have demonstrated that Ivermectin inhibits growth in several
distinct types of cancer cells. The studies were also used to determine the time intervals and the
Ivermectin concentration. The study examined the effect of 5 pM Ivermectin in two distinct time
intervals, 24 and 72 hours, by examining the change in gene expression for the apoptosis markers

BAX and BCL-2, by means of RT-qPCR.

RT-qPCR is divided into isolation and synthesis of template, and qPCR analysis. Isolation and
synthesis of template is further divided into counting cells with a Biirker counting chamber, RNA
isolation, measuring of RNA concentration, cDNA synthesis and measuring of cDNA concentration.
qPCR analysis is divided into optimalization of primers and gene expression analysis. The results
from the gene expression analysis were prosessed with the AC, method and the relative change in
gene expression was decided with the AAC, method. The significance of the AC, values and the
cell counts was decided with an unpaired, two-tailed t-test with assumed unequal variance. The
study did not observe a statistic siginificant decline in cell numbers in groups incubated with 5 pM
Ivermectin, compared to the groups incubated with growth medium and growth medium added
5 uM DMSO. The gene expression analysis did not show a significant up- or downregulation of
gene expression within the gene responsible for the expression of BCL-2, within the time interval
of 24 hours. In contrast, the gene expression analysis of the 72-hour time interval showed a trend
of increased gene expression for BCL-2, where two of the p-values revealed values of statistical
significance. The results indicate that a concentration of 5 pM Ivermectin did not significantly
affect the cell growth not the regulation of apoptosis thorugh the intrinsic pathway of apoptosis
within cells of the A549 cell line.
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Begrepsliste

Begrep

Angiogenese

Caspase

Cy-verdi

Dimerisering
Glioblastom

Gliom

In vitro
In vivo
LAF-benk
ROS

Tumor

Definisjon

Dannelse av nye blodarer ut fra allerede eksisterende blodarer. Viktig for tumor-
vekst

Cysteine-aspartic protease

Cycle Quantification: Syklusnummeret hvor markgrgenet krysser en gitt terskelver-
di, vanligvis satt til & 10 SD til stgy fra grunnlinjen

Mekanisme for a gke affinitet, spesifitet og diversitet i bindingssetet.

Malign hjernesvulst, gliom i hjernen

Svult i sentralnervesystemet, celler som ligner gliaceller vokser uhemmet i hjer-
nen/ryggmargen

I glass, utenfor organismen

I det levende, forsgk i levende organismer

Laminar Air Flow-benk

Reaktive oksygenradikaler, skadelige oksygenmolekyler som kan gdelegge proteiner
og DNA

Masse, eller gruppe, av abnormale celler som dannes i kroppen. Fellesnavn pa svuls-

ter, bade god-og ondartede




Begrensninger

Begrensninger i tid har veert en faktor som har preget studien ved flere tilfeller. Arbeid pa labo-
ratorier ble satt til ukedager mellom 08:00 og 16:00, i tillegg ble laboratoriene delt med to andre
studentgrupper, samt ansatte, og laboratorietiden matte samkjores med disse. Dette har fort til
smale tidsrom for gjennomfgring av laboratoriearbeid, og med dét, vanskeliggjort planlegging av
laboratoriearbeid. Optimaliseringsforsgk ble ogsa pavirket av tid til gjennomfgring av studien. En
annen begrensning har veert gkonomi, som har fort til begrenset mengde reagenser. Mengde reagens
til cDNA-syntese, samt SYBR Green I har lagt foringen for forsgket. Dette, i tillegg til begrenset
gkonomi har fert til at studien benyttet et mindre antall paralleller enn initielt gnsket, noe som

kan veere en svakhet ved studien.




1 Introduksjon

1 folge International Agency for Research on Cancer var det i 2022 estimert opp mot 20 millioner
nye tilfeller av kreft. I samme ar var det 9.7 millioner mennesker som dgde grunnet kreftrelaterte
arsaker [1]. Lungekreft var den vanligste formen for kreft hos menn og kvinner samlet, og la
jevnt pa andreplass for menn og kvinner individuelt, med prostata- og brystkreft pa forsteplass [1].
Lungekreft fgrte til hgyest antall dgdsfall, hvor 5-ars overlevelsesraten befant seg i underkant av 20%
for 2020 [2]. Ved a gjennomfgre studier pa kreftceller in vitro, blir man kjent med hvordan kreftceller
reagerer pa ulike stimuli. Et formal med kreftrelaterte studier in vitro er & kunne identifisere og
etablerere kjennetegn ved symptomer for kreft, og a stille en hurtig og korrekt prognose. Ved a
gjennomfgre studier som denne, er formalet a utrede alternative behandlingsmetoder for kreft. In
vitro studier pa tilgjengelige cellelinjer apner for replikerbarhet, og mulighet for videre undersgkelser

in vivo dersom flere studier indentifiserer et stimuli med gnsket virkning.

Legemiddelreposisjonering, a finne nye bruksmater for allerede eksisterende legemidler, er nyt-
tig da tidsrammen fgr legemiddelet kan brukes til det nye formalet reduseres, da kliniske forsgk
pa tryggheten til legemiddelet allerede er gjennomfgrt. I tillegg medfgrer reposisjonering reduser-
te kostnader og redusert risiko, med tanke pa at medikamentet allerede er klinisk godkjent [3].
Ivermectin er et bredspektret medikament med mulighet for reposisjonering. Ivermectin ble fgrst
godkjent til bruk som et antiparasittisk middel til dyr, og deretter for mennesker i 1987 [4, 5,
6]. Medikamentet kan blant annet brukes mot helminter, som mange innvollsmark, og ektopara-
sitter som skabb [5]. Det har tidligere blitt gjennomfert studier som viser at Ivermectin har en
hemmende effekt pa celleproliferasjon [7]. I etterkant av oppmerksomheten Ivermectin fikk under
koronapandemien, er det gjennomfort flere studier ved NTNU Alesund rundt effekten Ivermectin

har pa kreftceller [8, 9].

Denne studien bygger videre pa deres betraktninger og resultater, samt andre relevante studier, for
a undersgke effekten Ivermectin har pa forholdet mellom genekspresjon av anti-apoptosemarkgr
BCL-2 og pro-apoptosemarkgr BAX i A549-celler ved hjelp av RT-qPCR [7]. Dette ble gjort ved
kontinuerlig celledyrking og subkultivering av A549-cellelinjen for a oppna eksponentiell vekst. Vi-
dere ble cellene inkubert med en Ivermectinkonsentrasjon pa 5 nM i ulike parti over tidsintervall pa
24 og 72 timer, med tilhgrende DMSO- og kontrollgruppe. RNA fra cellene ble isolert og omdannet
til cDNA fgr templatet ble preparert for endelig qPCR~analyse. Under qPCR-analysen ble primere
for referansegen HPRT'1 og B2M tatt i bruk for a bestemme relativ endring i genekspresjon. Det
ble ogsa anvendt andre statistiske analysemetoder som t-test for a bestemme statistisk signifikans

og variasjonskoeffisientanalyse for a se differanse mellom prgve og gjennomsnittet.

Oppgaven er delt inn i teori, metode, resultat, diskusjon og konklusjon hvor de ovenfornevnte tema

vil bli beskrevet i hensiktsmessig rekkefslge oppgitt i innholdsfortegnelsen.




2 Teori

Teoridelen vektlegger kunnskap vedrgrende kreft, da spesielt lungekreft, A549-cellelinjen og apo-
ptose. I tillegg gjgres det en gjennomgang av oppbygning og kjente mekanismer til legemiddelet
Ivermectin, hvor hovedvekten er lagt pa mekanismer i kreftutvikling. Teoridelen inneholder ogsa

en grundig gjennomgang av anvendte analysemetoder.

2.1 Kreft

Kreft er en genetisk sykdom av heterogent opphav [10]. Det vil si at opphavet for en tumor kan
veere unikt basert pa mutasjoner som oppstar. Dette gjgr at kreft i samme vev hos to ulike personer
kan ha utviklet ulike egenskaper. Til tross for heterogent opphav, vil utviklingen av mutasjoner hos
alle former for kreft danne flere fellestrekk som er ngdvendige for de blir en dgdelig sykdom [10,
11]. Gjennom progressive mutasjoner i tumorsuppressorgener og proto-onkogener slik som RAS,
p53, BRCA1 og BRCA2, anskaffer kreftceller seg fordelaktige egenskaper [11]. Disse egenskapene er
hgy proliferasjon, overstyring av cellesyklusens kontrollpunkter, egenskapen til & ignorere signaler
fra miljget rundt, og unngaelse av apoptose [11]. Nar én enkelt kreftcelle i en tumor utvikler en
ny fordelaktig mutasjon vil dattercellene bli dominante i tumoren, en prosess kjent som klonal
seleksjon [12]. Mutasjoner oppstar nar genmaterialet blir skadet. Dette kan skje gjennom kontakt
med farlige stoffer, straling og som et resultat av skadelige levevaner som rgyking, darlig kosthold
og fedme. Mutasjoner kan 0g oppsta ved feil under DN A-reparasjon- eller replikasjon, eller dersom
man er genetisk predisponert for a utvikle kreft [11]. En malign tumor har invasive egenskaper og er
synonymt med kreft [11]. Fra fgrste mutasjon og frem til en tumor tilegner seg invasive egenskaper
kan det ga mange ar, avhengig av hvor raskt de ngdvendige fordelaktige mutasjonene oppstar.
Ettersom kreftutvikling har et heterogent opphav, er det flere av mutasjonene som ikke utgjor
noen gkt risiko i startfasen, men etter akkumulasjon av mutasjoner over en lang periode vil cellen
bli genetisk ustabil og antallet mutasjoner gker i storre grad [11]. Dette medfgrer at sannsynligheten
for & utvikle kreft gker med alderen [12]. En tumor med invasiv egenskap kan danne metastaser i
lokalt og distalt vev som gjgr det vanskelig a operere bort tumoren [11]. Nar en tumor negermer seg
en viss stgrrelse vil dette, utfra tumorens plassering, pafgre kraftig belastning pa organene. Uten
motvirkende behandling, kan tumorens gradvise gkning i stgrrelse fgre til organsvikt og eventuell

ded [11].
2.1.1 Lungekreft

1 2020 hadde lungekreft hgyest dgdsrate av kreftrelaterte arsaker, og 1a under 20% for 5-ars over-
levelse [2]. Den hgye dgdsraten skyldes at diagnosetidspunktet ofte kommer i et sent stadium av
kreftutviklingen [13]. I Norge har dette fort til at rundt 40% av personer med lungekreft far dia-
gnosen for sent. Majoriteten av de rammede er i en alder fra 50 til 70 ar, og det er estimert at
naermere 90% av lungekrefttilfeller i Norge har oppstatt som direkte konsekvens av rgyking [13].

Histologiske forskjeller mellom primeerceller gjgr at man skiller mellom ikke-smacellet lungekreft




(NSCLC) og smacellet lungekreft [13]. Av disse star NSCLC for tilnsermet 85% av alle tilfeller
av lungekreft, og smacellet lungekreft for de resterende 15% [14]. Videre deles ulike undertyper
for NSCLC inn i plateepitelkarsinom, adenokarsinom og storcellet lungekreft. Adenokarsinom var
i 2020 den mest vanlige undertypen for lungekreft og sto for 39% av alle tilfeller hos menn, og 57%
hos kvinner [15]. Behandlingsalternativene for kreft har stgrst grad av suksess i et tidlig stadium av
kreftutviklingen. Tumorens stadium vil derfor veere avgjgrende for valg av behandlingsmetode [13].
Ved begrenset spredning er det mulig & kirurgisk fjerne en tumor. Dersom personen har utviklet
metastaser, anvendes behandling med én eller flere metoder som stralebehandling, kjemoterapi,
kirurgiske inngrep og immunterapi. Valg av metode er avhengig av lokasjon, stadium og variant av

kreft for & ha hgyest suksessrate [13].
2.1.2 Ab549-celler

Under malign kreftutvikling vil de opprinnelige heterogene mutasjonene over tid utvikle felles
likhetstrekk med andre tumorer. Derfor kan det med fordel lages cellelinjer som kan studeres
in vitro. Studier gjennomfert pa en cellelinje gjgres i et kunstig miljg som i stgrre grad er mer
repliserbart enn studier in vivo. Dette gjor det enklere a studere spesifikke egenskaper hos gnsket
malcelle, som videre danner et grunnlag for a identifisere flere spesifikke egenskaper pa tvers av
ulike former for kreft til tross for et heterogent opphav. Cellelinjen for A549-celler ble etablert
i 1972 av Giard et. al. og anvendes in witro i studier pa adenokarsinom og som modell for type
IT pneumocytter (ATII) [16, 17]. Primeercellene er alveolar basal epitelceller og har opprinnelse
fra en tumordannelse i lungevevet hos en 58 ar gammel kaukasoid mann [17]. Primeercellene er
lokalisert i alveolene og sekrerer surfaktant som gir alveolene beskyttelse mot patogene organismer,
oprettholder homeostase og hjelper med reparasjon og regenerasjon av epitelvevet [18]. A549-
celler er adherente og vokser optimalt i et monolag [19]. I et invertmikroskop observeres cellene
som sma runde kuler med ruglete overflate og noen utstikkere som viser tegn til cellemigrasjon.
Diameteren pa cellen ligger mellom 10.59um og 14.93um [19]. Generasjonstiden til A549-cellene vil
veere naermere 22 timer under eksponentiell vekst, men kan ta opp mot 40 timer dersom forholdene
ikke er optimale [19]. Vekstmedium brukt for disse cellene er Ham’s F-12K Kaighns Medium med
tilsatt Fetal Bovine Serum, Qualified, Oneshot (FBS) og antibiotika som Penicillin og Streptomycin
for a motvirke kontaminasjon [19]. Dersom cellene skal langtidsoppbevares er det anbefalt a lagre
de i flytende nitrogen i dampfase for & fryse cellene og redusere risiko for kontaminasjon [19]. A549-
cellelinjen har i mange ar blitt anvendt som en representativ ATII-celle for forskningsprosjekt som
gnsker a identifisere stoff som endrer cellens proliferasjon, metabolisme og apoptose, men noen
studier setter spgrsmal med relevansen av & bruke cellelinjer som en representant for primeerceller
[19, 20]. Dette er basert pa en distinkt forskjell fra den primeere ATII-cellen og A549-cellelinjen. I
lgpet av de to fgrste ukene under kultivering av A549-cellelinjen in vitro endret markgrekspresjonen

seg til en fenotype mer lik ATI-celler [20, 21].




2.1.3 Kultivering av A549-cellelinjen

Nar man kultiverer cellelinjer gnsker man a etterligne det opprinnelige miljget cellen er hentet fra.
Dersom cellene blir stresset kan det endre cellens egenskaper, og resultatet fra gjennomfgrte ana-
lyser kan bli upalitelig. Ved gjenskapelse av optimalt vekstforhold tas det utgangspunkt i cellenes
opprinnelige miljg i alveolene. Optimale vekstforhold for A549-celler innebzrer en inkubasjonstem-
peratur pa 37°C, og en gasskonsentrasjon pa 5% COs [22]. Cellene bgr inkuberes i egnet medium
tilsatt antibiotika og FBS [17]. Mediet inneholder aminosyrer, vitaminer, uorganiske salter som
sgrger for at celler vokser optimalt, i tillegg til andre ngdvendige komponenter som dextrose for
cellens metabolisme og natrium bikarbonat for & opprettholde pH [23, 24]. For at bufferen i mediet
skal opprettholde optimal fysiologisk pH mellom 7.0 og 7.6 er det viktig at cellene inkuberes ved
5% COs [23]. Egnet antibiotika for cellelinjen har som hensikt & redusere kontaminasjon ved &
drepe eller inhibiere vekst av andre prokaryote og eukaryote celler [25]. FBS supplerer mediet med
ngdvendige vekstfaktorer, men innholdet i FBS kan variere mellom ulike parti. Ved eksperimentell
handtering av cellekulturer kan invertmikroskop benyttes for & estimere konfluens, ved a se pa

arealet som er dekket av celler og arealet som er tomt.

Optimal konfluens fgr subkultivering er mellom 70% til 80% [26]. For hver gang man splitter, gker
passasjenummeret tilsvarende. Etter at man har tint cellelinjen og tilfgrt celler til en kulturbehol-
der gnsker man a fa cellene i eksponentiell vekst [27]. I lgpet av de to forste ukene er cellene i det
man kaller lagfasen. I lagfasen tilpasser cellene seg det nye miljget og veksten er lav [27]. Celle-
ne krever kontinuerlig tilsyn med mediumskifte omtrent hver 3. dag og subkultivering nar cellene
nar 80% konfluens [27, 22]. Dersom konfluensen i cellekulturen gkes over 80% konfluens, risikerer
man vekst i hgyden og dannelsen av polylag. Subkultivering av cellekulturen er hensiktmessig for
a sikre homogen tilgang til nseringsstoffer fra vekstmediet. Dersom konfluensen overskrider 80%
vil neeringstilgangen i kulturen bli heterogent fordelt. Ved kontinuerlig subkultivering av cellene
vil man over tid gke celleantallet og optimalisere celleveksten for en mer forutsigbar kultivering.
Optimalisert vekst er en grunnleggende forutsetning ved innfgring av stressfaktorer. Nar celleveks-
ten gker med forutsigbart intervall har cellene nadd den eksponentielle vekstfasen. I denne fasen
er cellene i optimal kultiveringstilstand [27]. T eksponentiell vekstfase vokser cellene kontinuerlig
med redusert forekomst av celledgd. Dersom cellene nzermer seg 100% konfluens, vil de ga over
i en stasjonerfase hvor antallet celler som dgr og antallet celler som dannes, er i balanse [27].
Pa grunn av redusert cellevekst, stresset stasjonzer fase pafgrer cellene og gkende oppsamling av
cytotoksiske stoffer, er dette ikke gnskelig [27, 28]. Fgr man kan splitte adherente celler ma man
bruke en protease kjent som trypsin i kombinasjon med ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
for & lgsrive overflateproteinene som cellen har festet seg til kulturbeholderens overflate med [27].
For optimal virkningsgrad av trypsin, vasker man cellene med egnet saltlgsning [27]. Dette renser
cellene for resterende FBS som kan inhibere trypsinet [27]. Dersom cellene lgsrives og blir liggende
i trypsinlgsningen over lengre tid, vil trypsin bryte ned proteiner i cellens overflatemembran, som

kan lede til celledgd eller ugnsket stress [27]. Nar gnsket mengde celler har lgsnet, tilsettes vekstme-




dium som inhiberer trypsin. Dersom man videre gnsker & finne celleantall kan Biirker tellekammer

anvendes.

2.2 Apoptose

Kreft kan behandles ved & fa kontroll pa den ukontrollerte celleveksten. Medikamenter som ompro-
grammerer cellene slik at de gar mot apoptose er den mest suksessfulle ikke-kirurgiske behandlingen
av kreft. Apoptose er en form for programmert celledgd hvor cellen setter igang mekanismer som
gjor at cellen selv elimineres [29, 30]. Dysregulert apotose, i form av nedregulering, er assosiert med
alle former for kreft, og dermed vil medikamenter som virker pa apoptotiske signalveier ha effekt
i alle typer kreft [31]. Mekanismen blir strengt kontrollert av ekstracelluleere signaler som enten
promoterer eller inhiberer apoptose. Signaler som inhiberer apoptose vil vanligvis fungere ved a re-
gulere proteiner i B-celle lymfom 2 (BCL-2) familien. I voksne vev skjer apoptose i omtrent samme
frekvens som celledelingen, og kontrollerer stgrrelsen pa vevet [32, 33]. I tillegg forekommer apo-
ptose som en forsvarsmekanisme for eksempel ved skade pa celler grunnet sykdom. Apoptose kan
utlgses av flere former for stimuli og varierer mellom ulike celletyper [34]. Mekanismen er viktig for
a unnga skade pa neerliggende celler og vev pa grunn av lekkasje av cytoplasma, slik som er tilfellet
ved nekrose [32]. Ved apoptose vil cellens morfologi endre seg. Tidlig i prosessen vil cellen krympe,
slik at cytoplasma og organellene ligger tettere, og pyknose starter [34]. Pyknose er en irreversibel
kondensering av kromatinet og cellekjernen. Pyknose forekommer i celler som gjennomgar apoptose
og nekrose [35]. Senere i prosessen far membranen blebs, irreguleere klumper i plasmamembranen.
Kjernemembranen opplgses og separasjon av cellefragmenter forekommer. Cellefragmentene bestar
av cytoplasma med tettpakkede organeller og kan i enkelte tilfeller inneholde kjernefragmenter.
De omfattende endringene ved cellens fysiske og fysiologiske egneskaper, vil fgre til tiltrekkelse av

fagocytter, vanligvis makrofager, som tar opp fragmentene fra den apoptotiske cellen [32, 34].

Kreftceller kan overleve nivaer av stress som ville fatt normalceller til & underga apoptose. Kreftcel-
lene unngar ofte apoptose ved mutasjoner i gener som koder for apoptoseregulering. For eksempel
har 50% av humane kreftceller mutasjoner i genet p53 som er ansvarlig for respons ved skade pa
DNA [11]. p53 fungerer ved & stanse cellesyklusen ved skade pa DNA, og dersom DNA ikke kan
repareres, indusere apoptose [36]. Kreftcellene kan unnga apoptose ved a gke uttrykket av protei-
ner i BCL-2 familien som fungerer anti-apopotiske. Overuttrykk av disse proteinene assosieres ofte
med en darlig prognose, gkt risiko for tilbakefall eller resistens mot kreftmedikamenter. Samtidig
har man sett at kreftcellene er ”"avhengige” av anti-apoptotiske BCL-2 og dermed at inhibering av
ett eller flere anti-apoptototiske proteiner i BCL-2 familien forarsaker apoptose i kreftcellene, men

ikke i normalt vev [33, 37].

Kreftcellene dysregulerer ofte signalveier for a vedlikeholde celluleer homeostase. Enkelte kreftceller
har for eksempel gkt uttrykk av MCL-1, et protein som inhiberes i respons pa cellestress og induse-
res ved stimulering fra cytokiner og vekstfaktorer. Enkelte krefttyper har ogsa vist nedsatt uttrykk

av miRNA som spiller en rolle i regulering av anti-apoptotiske proteiner. For eksempel har hepato-




cellulzer karsinom ingen uttrykk av miRNA-101 som normalt fungerer til & undertrykke uttrykk av
MCL-1 mRNA-translasjon. Kreftcellene kan ogsa undertrykke ekspresjon av pro-apoptotiske pro-
teiner. Et eksempel er undertrykket ekspresjon av aktivator BH3-proteinet BIM, tilhgrende BCL-2
familien. Post-translasjonelle modifikasjoner kan endre funksjon og stabiliteten til et protein, og
dette utnytter kreftcellen pa flere mater for & unnga apoptose. Et eksempel er endring av stabilite-
ten til apoptotiske proteiner. Normalt vil apoptotiske stimuli fgre til at et pro-apoptisk protein ikke
degraderes like raskt og at man dermed kan fa en akkumulering av disse proteinene. Kreftcellene
kan dysregulere denne prosessen ved a gke degraderingen av pro-apoptotiske proteiner eller gke
stabiliteten til de anti-apoptotiske [37]. Apoptose kan deles inn i to hovedveier. Den ene hovedvei-
en er den intrinsiske- eller mitokondrielle veien. Apoptose gjennom den intrinsiske veien skjer ved
hjelp av flere stimuli som ikke er mediert av reseptorer, men som fortsatt produserer intracellulsere
stimuli. Signalene kan virke inhiberende eller aktiverende pa apoptoseregulering i cellen. Den andre
hovedveien er den ekstrinsiske- eller dgdsreseptor veien. Her skjer apoptose ved hjelp av transmem-
brane reseptormedierte interaksjoner mellom ligander og dgdsreseptorer. Signalet overfgres fra en
narliggende celle [32, 34]. Ved binding mellom en ligand og en dgdsreseptor, medieres et signal
inn i cellen som utlgser mekanismer som fgrer til apoptose. Interaksjonene inkluderer flere tumor
nekrose faktorer (TNF) og FasL/FasR proteiner. Perforin/granzym veien kan ogsa indusere apo-
ptose ved hjelp av enten gramzym A eller granzym B [34]. Intrinsisk -og ekstrinsisk apoptosevei
og apoptose ved hjelp av granzym B leder alle til aktivering av initiator og utfgrelses caspaser.
For eksempel er det en utfgrelses caspase som vil fgre til nedbrytelsen av kjernelamina [34, 32].
Granzym A leder til apoptose uten hjelp fra caspasene, men gjennom skade pa enkelttradet DNA

[34].
2.2.1 Intrinsisk apoptosevei

Den intrinsiske apoptoseveien reguleres av stimuli som virker inhiberende eller aktiverende. Intrin-
sisk apoptosevei kalles ogsa den mitokondrielle apoptoseveien da signalveien hovedsakelig reguleres
av mitokondrielle proteiner. Proteinene fra mitokondriene frigjgres som respons pa stressfaktorer
som kjemoterapautiske midler, UV-lys, DNA-skade eller osmotisk stress [38]. Hovedregulatorene
tilhgrer BCL-2 familien, og det er hovedsakelig balansen mellom aktiviteten til de pro-apoptotiske
og anti-apoptotiske medlemmene av familien som bestemmer om cellen gar i apoptose eller ikke.
BCL-2 familien koder for omtrent 20 proteiner, blant disse BCL-2 og BAX, som regulerer den
intrinsiske apoptoseveien. Dersom de pro-apoptotiske medlemmene av BCL-2 familien har over-
vekt av aktivitet, er resultatet en prosess som kalles mitokondriell yttermembran permeabilisering
(MOMP). MOMP er selektiv permeabilisering av den mitokondrielle yttermembranen og fgrer til
frigjgring av proteiner fra det intermembrane rommet. Mekanismen kan i tillegg induseres av cy-
tolytiske stimuli [39, 33, 32]. Et av proteinene som frigjores som fplge av MOMP er cytokrom c.
Cytokrom c induserer celledgd ved a promotere samlingen av det syvarmede apoptosomet. Apo-
ptosomet rekrutterer initiator procaspaser som trigger en kaskadereaksjon av caspaser som leder

til apoptose [32]. En oversikt over veien fra frigjgring av cytokrom c til kaskadereaksjonen kan




sees i figur 1. Caspase-kaskaden initiert av caspase-9 innebaerer aktivering av ufgrelses caspaser
(caspase-3,-6 og -7) som klgyver flere proteinsubstrater for & initiere apoptose og nedbrytning av
cellulzere komponenter [33, 32, 39]. For eksempel klpyver Caspase-3 mange substrater som forer til
de morfologiske endringene i apopotiske celler, som kondensering av kromatin, fragmentering av

DNA og blebbing [40].
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Figur 1: Oversikt over den intrinsiske apoptoseveien. Overvekt av apoptotiske stimuli i den ytre
mitokondrielle membranen fgrer til frigjgring av cytokrom ¢ [32]. Cytokrom c vil binde seg til et
adaptorprotein som samles til apoptosomet, et syvarmet kompleks. De syv ”armene” rekrutterer og
aktiverer initator caspasen caspase-9 ved & fasilitere dimerisering av procaspasen [39]. Caspase-9
vil sa lede til en kaskadereaksjon av caspaser som fgrer til apoptose [32]. Figuren er hentet fra
”Chapter 18- The cell-division cycle” i boka ”Essential Cell Biology” [32]

2.2.2 BCL-2 familien

Hovedregulatorene i den intrinsiske apoptoseveien tilhgrer BCL-2 familien. Proteinfamilien deles
i tre; pro-apoptotiske proteiner, anti-apoptotiske proteiner og BH3-proteiner [33, 41]. En oversikt
over disse kan sees i figur 2. Det er interaksjoner mellom de tre gruppene i BCL-2 familien, og

deres ekspresjon, som bestemmer om cellen undergar apoptose via den intrinsiske apoptoseveien

42, 41].
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Figur 2: Oversikt over proteiner i BCL-2 familien og deres interaksjoner. Interaksjoner i mito-
kondrienes lipid bilag regulerer MOMP. Piler med strek oppa representerer inhiberende effekt,
piler representerer aktiverende effekt. Legend viser oversikt over hvordan proteinene er illustrert

i tegningene. a) Viser en oversikt over hvilken gruppe proteiner i BCL-2 familien tilhgrer. Pro-

apoptotiske proteiner benevnes som ” Pore-formers”. Binding av aktivator BH3 proteiner til lipid

bilaget gker affiniteten for pro-apoptotiske proteiner til bilaget slik at de kan oligomerisere og danne
porer i bilaget. Sensitizer BH3 proteiner hemmer anti-apoptotiske proteiner ved felles hemming,
av bade BH3 proteinet og det anti-apoptotiske proteinet. Felles hemming forekommer ogsa ved
inhibering av pro-apoptotiske og BH3 proteiner ved anti-apoptotiske proteiner. Figur b-d viser
interaksjoner i BCL-2 familien som fgrer til eller hemmer MOMP. Ett eksempel er brukt fra hver
kategori ved ¢BID (aktivator BH3 protein), BAX (pro-apoptotisk), BCL-X, (anti-apoptotisk) og
BAD (sensitizer BH3 protein). [41]. b) BID, aktivator BH3 protein, klgyves til den aktive for-
men ¢BID av intitior caspaspen caspase-8 [41, 43]. ¢BID bestar av to fragmenter, hvor ett av
dem settes inn i membranen. ¢cBID bundet til membranen kalles tBID. tBID rekrutterer og binder
til inaktiv BAX, slik at proteinet aktiveres og innsettes i lipidbilaget til mitokondriemembranen.
Membranbundet BAX kan sa oligomerisere til BAX porekompleks som initierer MOMP som frigjor
proteiner fra det intermembrane rommet i mitokondrien til cytosol (SMAC/Diablo og cytokrom
¢). ¢) Viser binding mellom BCL-X, og tBID eller BAX. Dette fgrer til felles hemming av pro- og
anti-apoptotiske proteiner. tBID bundet til BCL-X, kan ikke aktivere BAX og MOMP. BCL-X/,
kan ogsa binde til aktiv BAX og dermed inhibere oligomeriseringen [41]. I denne modellen er BAX
aktiv og kan indusere MOMP med mindre proteinet blir inhibert av anti-apoptotiske proteiner.
d og e) Viser binding av BAD til BCL-X;, som inaktiverer det anti-apoptotiske proteiner. Siden
BCL-X, har stgrre affinitet for tBID enn for BAX, vil BAD fgrst lgsne BAX fra BAX/BCL-X,
komplekset (d). Deretter vil BAD frigjgre tBID hos BCL-X;, ved & erstatte proteinet med seg selv.
Dette fgrer til binding mellom tBID og BAX, aktivering av BAX, oligomerisering og porekompleks
[41, 44]. Figuren er hentet fra ” BCL-2 family proteins: changing partners in the dance towards

death” [41].
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Alle proteiner i BCL-2 familien inneholder et domene som kalles BH3, her kan en gruppe i BCL-
2 familien som kalles BH3-proteiner binde seg. BH3-proteinene kan igjen deles inn i sensitizer
BH3-proteiner og aktivator BH3-proteiner. Det er binding av aktivator BH3-proteiner i BH3 do-
menet til de pro-apoptotiske proteinene som gjgr at de endrer konformasjon og kan danne porer
i den mitokondrielle yttermembranen. Sensitizer BH3-proteiner binder til BH3 domenet hos anti-
apoptotiske proteiner og hindrer de i a binde seg til og inhibere pro-apoptotiske proteiner [41, 45].
BH3 domenet i anti-apoptotiske proteiner kan ogsa binde til BH3 domenet til de pro-apoptotiske
proteinene eller aktivator BH3 proteinene. Slik blir disse proteinene inhibert og vil dermed ikke
promotere apoptose. Interaksjonene er kompetitive og reaksjonsretningen bestemmes av proteinene
i overskudd. Dette betyr at anti-apoptotiske proteiner, som BCL-2, kan virke enten ved a binde til
pro-apoptotiske proteiner og dermed inhibere proteinet, eller ved a binde til aktivator BH-3 protei-
ner slik at disse ikke kan aktivere pro-apoptotiske proteiner. Binding av aktivator BH3-proteiner til
pro-aptotiske proteiner, for eksempel BAX, fgrer til rekruttering av pro-apoptotiske proteiner til
den mitokondrielle membranen. Proteinene vil herfra gjennomga en konformasjonsendring i bilaget
og danne homodimere som gar sammen med andre homodimere til oligomerer. Disse oligomerene

av pro-apoptotiske proteiner danner porer i bilaget som forer til MOMP [41].

2.3 Ivermectin

Heterogeniteten til krefttumorer gjor det vanskelig & finne et spesifikt medikament som bremser
tumorveksten, men tidligere studier har vist at Ivermectin kan ha effekt pa cellevekst i tumorer [46,
47]. Effekten er vist gjennom flere molekylaere mekanismer, blant disse apoptose [48]. Ivermectin
blir produsert gjennom en blanding av to avermectiner fra bakterien Streptomyces avermitilis
og inneholder 80% 22,23-dihydroavermectin-Bla og 20% 22,23-dihydroavermectin-B1b [49, 50].
Kjemisk struktur kan sees i figur 3. Ivermectin har blitt brukt som et antiparasittisk middel for
dyr og fungerer ved a aktivere glutamatkanaler for klor, dette fgrer til en stor innstrgmning av
klorioner som til slutt interfererer med nerve- og muskelfunksjoner, og fgrer til paralyse og ded hos
parasitten [4, 49, 51]. Dosering av Ivermectin varierer med behandlingsarsak, men hyppigst brukt
er doser pa 150-200 ng/kg [6]. Doser opp til 2000 pg/ke har en signifikant sikkerhetsmargin og skal
veere trygt for bruk til mennesker [6, 52]. 2000 ng/kg tilsvarer en in vitro konsentrasjon pa 5 pM [52].
En tidligere bacheloroppgave om effekten av Ivermectin pa Caco-2 testet Ivermectinkonsentrasjoner
pa 2.5, 5 og 7.5 pM i 24, 48 og 72 timer og sa effekt ved 72 timer for 5 og 7.5 pM [8]. En annen
bacheloroppgave som sa pa effekten av Ivermectin pa A549-celler testet konsentrasjonene 0.5, 1 og
5 nM i 24, 72 og 120 timer. Studien sa at prgver dyrket med en Ivermecinkonsentrasjon pa 5 nM
i 72 timer ga antydning til stgrst forskjell, sammenlignet med kontrollen. Tidsintervallet pa 120

timer ga overvekst, mens kortere tidsintervaller tydet pa darligere effekt av Ivermectin [9].
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Figur 3: Kjemisk struktur til de to komponentene i Ivermectin; 22,23-dihydroavermectin-Bla og
22,23-dihydroavermectin-B1b. Figuren er hentet fra "Ivermectin- Old Drug, New Tricks?”[53].

Senere studier antyder at Ivermectin pavirker flere molekyleere mekanismer og kan ha effekt pa
andre sykdommer. Medikamentet har vist inhibitorisk effekt pa Sars-CoV-2 viruset, utvist anti-
inflammatorisk effekt pa T-celle indusert hudsykdom. Det er ogsa vist at Ivermectin minsker se-
rumkolesterol og glukosenivaer, samt forbedrer insulinsensitivitet i diabetisk mus [53, 49, 48]. I
tillegg har man, som nevnt, sett at Ivermectin kan ha antikarsinogen effekt og derfor kan anvendes
i behandling mot kreftsykdommer som for eksempel gliablastom, eggstokkreft og lungeadenokarsi-
nomer (LUAD) [48, 4]. Opphavet til Ivermectin sine antikarsinogene egenskaper pa et molekylaert
niva er enda ikke kjent. Dette gjor at man per na ikke kan bestemme hvilke krefttyper Ivermectin
vil kunne behandle, men man har sett at Ivermectin blant annet kan fgre til autofagi og apoptose
[48, 49]. Med autogafi menes det prosesser som innebarer at cellene pakker inn og deretter fordgyer
deler av sitt eget innhold. Det nedbrutte celleinnholdet vil senere kunne brukes av cellen selv eller
organismen [54]. Autofagi indusert av Ivermectin skjer ved at medikamentet inhiberer enzymet
PAK1 (P21 (RAC1)-aktivert kinase 1). Enzymet er involvert i flere biologiske prosesser og dermed
kan inhibering fgre til autofagi ved hjelp av flere signalveier, blant annet Akt/mTOR signalveien i

krefttyper som brystkreft og glioblastom [48]. PAK1 kan fosforylere Bad, et sensitizer BH3-protein
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i BCL-2 familien, enten pa egenhand eller ved hjelp av Raf-1. Fosforyleringen inhiberer Bad sin
interaksjon med anti-apoptotiske BCL-2 eller BCL-XL og leder slik til at cellen unngar apopto-
se. Nedregulering av PAK1 vil derfor kunne lede til apoptose [48, 55, 41]. Man har ogsa sett at
Ivermectin induserte apoptose i HeLa- celler og glioblastom ved a oppregulere uttrykket av BAX
og ph3, nedregulere uttrykket av BCL-2 og redusere nivaene av flere cykliner og cyklin avhengige
kinaser (CDKer), i tillegg til & gke frigjoringen av cytokrom c. Ivermectin har ogsa vist seg & kunne
inhibere angionese, utgve anti-mitotisk aktivitet og inhibere mitokondriell respirasjon [48]. Dette
er mekanismer som ma vaere pa plass for a fa celle- og tumorvekst. Inhibering av mitokondriell

respirasjon gker ogsa mengden ROS, en bidragsyter til apoptose. [49, 48].

Hvordan Ivermectin fgrer til programmert celledgd er forskjellig og varierer med krefttypen medi-
kamentet brukes til 4 behandle [49]. I tillegg har Ivermectin ulik effekt pa forskjellige celletyper.
Cellelinjer fra brystkreft og eggstokkreft er mer sensitive til Ivermectin, mens en cellelinje fra
prostatakreft er vist mer resistent [7]. Ivermectin forte til apopotose i cellelinjer blant annet fra
tykktarmskreft, eggstokkreft, glioblastomer og leukemi. Hos cellelinjer fra gliom, brystkreft og me-
lanom fgrte Ivermectin til autofagi [49]. En studie gjort av M.Li, et. al pa effekten av Ivermectin pa
humane LUAD cellelinjer (A549, H358 og H1299), viste at Ivermectin hindret kolononiformasjon og
levedyktigheten til cellene, pavirket celleproliferasjonen, fgrte til apoptose og gkt autofagi. Studien
sa at Ivermectin inhiberte PAK1 uttrykk i LUAD cellene, samtidig som en gkning av Caspase-3
ble observert. M. Li, et. al sa ogsa pa effekten av Ivermectin in vivo. I studien ble det injisert
humane A549-celler i nakenmus. Det ble rapportert at tumorene hos mus som mottok Ivermectin
vokste saktere sammenlignet med kontrollene. Samtidig var tumorene mindre i bade stgrrelse og
vekt, sammenlignet med kontrolltumorene. I studien ble det brukt en dose pa 60 mg/kg uten at
man s tegn pa toksisitet. Dette tyder pa at den trygge grensen satt pa 2mg/kg er godt innenfor

det trygge omradet for konsum av medikamentet [4].

2.4 RT-qPCR Analyse

Ekspresjonen av apoptosemarkgrer kan undersgkes ved hjelp av en genekspresjonsanalyse. En ge-
nekspresjonsanalyse tar for seg bestemmelsen av relativ ekspresjon for et gitt gen under bestemte
forhold, malt relativt til det samme genet under andre spesifiserte forhold, eller mot standardiserte
gener av bestemt ekspresjonsniva [56]. For eksempel ekspresjonen av et gen fgr og etter tilfgrelsen
av et legemiddel eller ulike stressbetingelser. Effekten av Ivermectin pa A549-celler kan undersgkes
ved hjelp av en slik genekspresjonsanalyse. qPCR er en en analysemetode basert pa polymerase
kjedereaksjon (PCR) som kombinerer amplifikasjon av DNA-malsekvenser med kvantifikasjon av
den initielle konsentrasjonen av den amplifiserte malsekvensen i reaksjonen [57].

En qPCR~analyse vil vaere godt egnet til studien av genekspresjon. PCR, refererer til prosessen
med amplifisering av en kjent DNA-sekvens, malsekvensen, et bestemt antall ganger for a genere-
re tilstrekkelig med kopier av DNA-sekvenser for sekvensering av en gnsket region innad i DNA

[58]. DNA-malsekvensene, heretter benevnt templat-DNA | er en definert region innad i DNA som
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markerer den genetiske sekvensen, malsekvensen, som koder for det genet man gnsker a analysere
[59]. For at qPCR skal kunne benyttes til kvantitativ analyse, er det essensielt med inkludering av
referansegener som endogene kontroller. Referansegener, ogsa kalt ”husholdningsgener” eller nor-
maliseringsgener, er gener med et konstant ekspresjonsniva uavhengig av forhold [60]. Integrerin-
gen av referansegener muliggjor sammenligningen av genekspresjon mellom ulike miljgbetingelser.
Dette er for a sikre at eventuelle forskjeller i genekspresjon av malsekvensene ikke forekommer
av andre faktorer enn de kontrollerte endringene gjort pa laboratoriet. Prosessen med inkludering
av referansegener, og sammeligningen mellom disse og malgenene, kalles normalisering av meto-
den [60]. Primere, bestaende av oligonukleotider, er korte enkelttradede DNA-polymerer (ssDNA)
komplementeere til hver DNA-trad av sekvensen man gnsker a analysere [61]. Primere kreves for
at DNA-polymerase skal kunne initiere DNA-syntese for amplifisering [62]. Det er i de fleste til-
feller, ngdvendig med bade en forward primer og en reverse primer komplementere til hver sin
DNA-trad, eller polynukleotidkjede [63]. Forward primer binder seg til polynukleotidkjeden som
brukes som templat, mens reverse primer bindes til polynukleotidkjeden komplementaer til den
initielle templat-DNA polynukleotidkjeden. De to primerne, primerparet, vil syntetisere nye po-
lynukleotidkjeder pa henholdsvis den negative, anti-sense DNA-trad i 3’- til 5’-retning, og den
positive komplementare, sense polynukleotidkjeden i 5’- til 3’-retning [59]. Forward primer bindes
til startkodon og reverse primer bindes til stoppkodon pa de respektive polynukleotidkjedene [59].
Begrepene anti-sense og sense refererer til kodene- og ikke-kodene segmenter innad i DNA [64]. Pri-
merparet gir DNA-polymerase et utgangspunkt for binding til 3’-hydroksylgruppen i primerenden,
som muliggjer pafglgende DNA-replikasjon. I tillegg fgrer det DNA-polymerase til den spesifikke
malsekvensen innad i DNA for amplifisering [62, 65]. Primerdesign er essensielt for a sikre spesi-
fisitet og for a unnga dannelsen av primerdimere. Spesifisiteten kan kun bekreftes eksperimentelt

[65).

DNA-polymerase er enzymet som driver DNA-syntese [60]. Under PCR-analyse brukes en termo-
stabil DN A-polymerase; Taq DNA-polymerase, forst isolert fra den termostabile bakterien Ther-
mus aquaticus [59, 66]. Taq DNA-polymerase brukes i PCR pa grunn av av dens termostabile
egenskaper, hvor enzymet har en halveringstid pa opptil 40 minutter ved en temperatur pa 95°C
[59]. PCR-prosessen skjer gjennom konsekutive sykluser med repeterende temperaturerendringer
over gitte tidsintervaller. Dermed er den termostabile egenskapen til Taq DNA-polymerase essen-
siell for ivaretakelse av DNA-polymerase sin enzymatiske aktivitet ved temperaturer hgye nok for

denatureringen av dsDNA [59].
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PCR baserer seg pa fundamentale prosesser som skjer naturlig ved DNA-replikasjon, og benytter
seg av de biokjemiske prinsippene baseparing og DNA-molekylers smeltetemperatur, for ampli-
fisering og pafelgende analyse av DNA [63]. PCR-syklusene kan deles inn i tre hovedkategorier:
Denaturering, hybridisering og polymerisering. I denatureringsfasen gkes reaksjonstemperaturen
til 95°C [63]. DNA denatureres ved at hydrogenbindingene som holder dsDNA sammen nedbrytes,
og resulterer i enkeltstaende polynukleotidkjeder, ssDNA [61]. Dette er grunnleggende for at de to
respektive polynukleotidkjedene skal kunne amplifiseres. Under annilierings- eller hybridiserings-
fasen, reduseres temperaturen til 50-65°C [63]. Ved polymerisering fester primerne seg til deres
komplementeere polynukleotidkjeder, hvor det dannes tilsvarende hydrogenbindinger som forank-
rer primerne til 3’-enden av hver templattrad samt forhindrer re-hybridiseringen av templattradene
med seg selv [61, 63]. Polymerisering, eller elongering, markerer den siste overordnende fasen av
PCR. Ved polymerisering justeres temperaturen til optimal temperatur for virkningen av Taq DNA-
polymerase, som oppnas ved 75 til 80°C [63]. Taq DNA-polymerase elongerer PCR-primerene og
lager kopier av templat-DNA [61]. Ved polymerisering, syntetiseres en ny polynukelotidkjede i 5’-
3’-retning ved a binde frie nukleotider sammen i reaksjonslgsningen. Reaksjonen resulterer i et nytt

DNA-molekyl komplementeert til det initielle DNA-molekylet [63].

Kvanitativ PCR (qPCR) kan utfgres ved ett- eller to-trinns RT-qPCR. Prosessen hvor DNA synte-
tiseres fra RNA fgr det videre gjennomgar PCR, spesifiseres som revers transkriptase polymerase
kjedereaksjon (RT-PCR). Ved sanntidsanalyse kalles prosessen tilsvarende RT-qPCR [60]. Ett-
trinns RT-qPCR, gar ut pa a utfgre prosessen ved omdannelse av RNA til DNA i et og samme
PCR-rgr som brukes i selve PCR-reaksjonen [67]. To-trinns RT-qPCR involverer bruken av ulike
ror: Ett for revers transkripsjon av prgven, og ett annet til pafolgende PCR-amplifisering [67]. Til
forskjell fra ett-trinns qPCR, vil to-trinns qPCR utfgre en separert reaksjon for syntese av cDNA
[67]. For at et gen skal uttrykkes, vil nukleotidsekvensen innad i DNA transkriberes til messenger-
RNA (mRNA) [56]. Derfor isoleres cellenes mRNA for videre analyse. For a kunne utfgre en
genekspresjonsanalyse ved bruk av qPCR, ma mRNA omdannes til komplementzert DNA (cDNA)
[68]. cDNA er en syntetisk form for DNA som ikke inneholder introner, ikke-kodende sekvenser,
ettersom det er basert pa mRNA-transkriptatet [69, 70]. cDNA-syntese er ngdvendig for ngyaktig
amplifisering. Dette skyldes at RNA-molekyler ikke vil detekteres i en qPCR-analyse grunnet de-
teksjonsprinsippets natur, beskrevet i avsnitt om fluorescens, i tillegg til praktiske aspekter ved
analysen, inkludert molekylaer stabilitet og effektivitet ved kvantifisering [68, 60]. Prosessen hvor
cDNA syntetiseres ved bruk av mRNA som templat kalles revers transkripsjon. Enzymet revers
transkriptase katalyserer reaksjonen. Revers transkriptase er en DNA-polymerase som brukes til
transkripsjonen av RNA til DNA [71]. Under transkripsjonen, brukes en oligo(dT) primer til &
initiere DNA-syntesen ved a danne et bindingssted for revers transkriptase [61]. En oligo(dT) pri-
mer bestar av 18-20 baser av thymin og er designet til & hybridisere mRNA-molekyler. Oligo(dT)
primeren hybridiserer polyadenylsyrekjede pa 3’-enden av mRNA-molekylet. Dette er en kjede

av adeninbaser som danner hydrogenbindinger med komplementaere thyminbaser fra Oligo(dT)
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primeren [61]. Revers transkriptase bruker den frie 3’-OH-gruppen gitt av oligo(dT) primer som
utgangspunkt for pafelgende DNA-syntese, og DNA syntetiseres i 3’- til 5-retning [66, 72]. Oli-
go(dT) primer er derfor essensielt for at revers transkriptase skal kunne feste seg til mRNA og utfere
cDNA-syntese. Fordelen med to-trinns RT-qPCR er at bruken av oligo(dT) primer tillater konver-
sjonen av de kodende sekvensene av RNA til cDNA. Dette muliggjgr at reaksjonen ikke begrenses
til spesifikke gener, men kan brukes til genanalyse selv etter at revers transkripsjonsreaksjonen er
gjennomfprt [60].
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Figur 4: Grafisk representasjon av den fgrste syklusen i en PCR-reaksjon vist i tre steg: Denatue-
ring, hybridisering og polymerisering. Temperatueen gkes og DNA denatureres til to enkeltstaende
polynukleotidkjeder. Reaksjonstemperaturen reduseres og primere tilsatt reaksjonen fester seg til
komplementzeere sekvenser pa de enkeltstaende polynukleotidkjedene. Temperaturen gkes igjen for
optimal enzymatisk virkning av DNA-polymerase som syntetiserer nye komplementaere polynukle-
otidkjeder. Resultatet er to identiske DNA-molekyl. Figuren er hentet fra ”Essential Cell Biology,
5th Edition” [62].
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Figur 5: En forlengelse av figur 4. De tre stegene denaturering, hybridisering og polymerisering
vil kontinuerlig fortsette sa lenge det er tilstrekkelig med reagenser for amplifikasjon til stede.
PCR-produktene fra fgrste PCR-syklus vil kunne amplifiseres eksponentielt til man oppnar opptil
millioner av kopier templat-DNA. Figuren er hentet fra ” Essential Cell Biology, 5th Edidtion” [62].

qPCR baseres pa prinsippet bak fluorescens. Reaksjonen har sitt opphav fra de fluorescerende
egenskapene til et fluorescerende reportergen, som tilsettes qPCR-reaksjonsanalysen. Fluorescens
er molekylers emisjon av lysenergi gyeblikkelig etter det samme molekylet selv har absorbert ly-

senergi av en lavere bglgelengde [73].
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gPCR har to anvendte fremgangsmater for deteksjon: Bruk av ikke-spesifikke DNA-bindende fluo-
rescerende fargestoffer og fluorescens-merket sekvensspesifikke prober. Bade ikke-spesifikke DNA-
bindende fluorescerende fargestoffer og fluorescens-merket sekvensspesifikke prober, inneholder for-
mer for reportergener [65]. Et reportergen er et gen som produserer en proteinreseptor som til-
later bindingen av prober til genet av interesse [61]. Inkludering av et slikt reportergen tillater
pafolgende fluorescens ved at de fluorescerende molekylene kan bindes til dsDNAet. Fluorescens
detekteres gjennom hele PCR-analysen og danner amplifikasjonskurven som tillater den kvanti-
tative analysen [68]. TagMan-prober eller fluorescens-merket sekvensspesifikke prober, er merkede
sekvensspesifikke oligonukleotider [57]. Det at de er sekvensspesifikke betyr at det er designet
for de spesifikke malsekvensene av interesse. TagMan prober er mer spesifikke ved kvantifika-
sjon og deteksjon av templat-DNA sammenlignet med ikke-spesifikke DNA-bindene fluoresceren-
de fargestoff [74]. Prosessen tillater generelt mer presis deteksjon av spesifiserte malsekvenser og
utelater uspesifikke sekvenser i stgrre grad enn ved bruk av ikke-spesifikke DNA-bindende fluo-
rescerende fargestoff [65]. For at proben skal fluorescere, ma den bindes til en sekvens komple-
mentzer til seg selv. Dette fgrer til at proben degrades av exonuklease aktiviteten til Taq DNA-
polymerase [75]. SYBR Green I er et asymmetrisk cyanin fargestoff med molekyleer struktu-
formel (2-[N-(3-dimethylaminopropyl)-N-propylaminol-4-[2,3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-
2-yl)-methylidene]-1-phenyl-quinolinium) [75]. SYBR Green I er en interkalernede fluorofor. En
fluorofor er et fluorescerende molekyl som emitterer lysbglger ved en gitt bglgelengde. Molekylet
vil eksiteres ved lysabsorbsjon og emittere lysbglger ved en lenger lysbglgelengde nar molekylet
vender tilbake til sin grunntilstand [75]. At et stoff er interkalerende betyr at det kan binde seg
til mindre fordypninger i dobbelttradet DNA (dsDNA) uten a forstyrre dens struktur eller bryte
hydrogenbindingene som holder polynukleotidkjedene sammen [61, 60]. Forst nar SYBR, Green
I har bundet seg til dsDNA vil molekylet fluorescere og pafglgende kvantifisering av DNA mu-
liggjores. SYBR Green I er et ikke-spesifikt fluorescernede fargestoff som tilsier at det tillater
deteksjonen av bade spesifikt og ikke-spesifikt amplikon. Av den grunn kan SYBR Green fgre til
deteksjonen av uspesifikke amplikon og primerdimere [60]. Uspesifisert binding i en PCR-reaksjon
refererer til bindingen av fluorescerende fargestoff til DNA-sekvenser som ikke er av interesse for
analysen [59]. Dannelse av primerdimer refererer til prosessen med selv-hybridisering, eller hy-
bridisering av en primer til en annen. Dette betyr at primerne hybridiserer med hverandre [59].
Under amplifisering av templat-DNA, vil mengden fluorescens i qPCR~analysen veere proporsjonal
med mengde amplikon. Ved deteksjon av SYBR Green I vil man dermed kunne kvantifisere den
initielle mengden templat-DNA i prgven [74]. Differansen mellom spesifisitet og effektivitet ved
sammenligning med bruk av prober eller ikke-spesifikke fluorescerende fargestoff, kan minimeres
ved ngyaktig og omfattende optimalisering av analysen [76]. Ved bruk av SYBR Green I er korrekt
primerdesign spesielt viktig da dannelse av primerdimer er desto mer sannsynlig enn ved bruk av

sekvensspesifikke prober [65].
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Figur 6: Binding av SYBR Green I fluorescerende molekyler til dsDNA. Figuren er hentet fra
”Real-Time Polymerase Chain Reaction: Current Techniques, Applications, and Role in COVID-
19 Diagnosis”. Figuren viser at SYBR Green I er avhengig av dsDNA for a kunne interkalere
og fluorescere, noe som betyr at man ikke vil fa detektert enkeltstaende ssDNA-molekyler ved
deteksjon i qPCR [60]. Dette er hensiktsmessig for a unnga ”falsk positiv” utslag for RNA- og
ssDNA-molekyler innad i en qPCR~analyse. SYBR Green I vil binde til ethvert dsDNA-molekyl,
uavhengig om det er spesifikt eller uspesifikt amplikon.

Til kontrast fra tradisjonell endepunkts-PCR, gir qPCR kvantitative analyseresultater i sanntid,
som innebaerer at man ikke har behov for etterfplgende gelelektroforese for videre analyse [74]. Det
manglende behovet for prosessering av PCR-resultater ved gelelektroforese, reduserer sannsynlig-
heten for krysskontaminering fra tidligere amplikon [60]. qPCR gir informasjon vedrgrende mengde
amplikon akkumulert innad i de ulike syklusene i reaksjonen, i tillegg til informasjon vedrgrende
effektiviteten av PCR-reaksjonen og potensielt ikke-spesifikke bindinger eller kontaminering [60].
qPCR-reaksjonsanalyse kan tilsvarende som for PCR, deles inn i tre faser: Den eksponentielle fa-
sen, den linezre fasen, og platafasen. Den eksponentielle fasen markerer fasen hvor antallet PCR-
produkt amplifiseres linezert [65]. Ved teoretisk maksimum tilsvarer fordoblingen 100% gkning av
templat-DNA for hver syklus. Den eksponentielle fasen forekommer i det fluorescensintensiteten
krysser terskelverdien, og er fasen hvor datainnsamling begynner. Threshold eller grenseverdien,
markerer det ngyaktige punktet i reaksjonen hvor antall amplikon akkumuleres i stor nok grad til at
reaksjonen har nadd punktet med eksponentiell gkning av PCR-produkt [68]. Fluorescensintensitet
i den eksponentielle fasen brukes til kvantifiseringen av initiell mengde templat-DNA og beregning
av PCR-effektivitet [60]. Datainnsamling foregar i den eksponentielle fasen da reaksjonskomponen-
tene enda ikke er en begrensende ressurs [68, 60]. I den linesre fasen reduseres amplifiseringsraten
og man far en lineser amplifisering. Dette forekommer av at reaksjonskompontene avtar og blir en
begrensende ressurs for videre amplifisering av PCR-produktene [68]. Platafasen betegner gyeblik-
ket i reaksjonen hvor amplifiseringen avtar ytterligere. Under platafasen slutter innsamlingen av

data fra qPCR~analysen [68].

Terskelverdi settes til ti ganger verdien av standard derivasjonen for det gjennomsnittlige amp-
lifikasjonssignalet som emitteres fra reaksjonen ved grunnlinjen [60]. Cy-verdien er definert som
syklusnummeret ved terskelnivéaet for log-basert fluorescens [77]. C,-verdien markerer ofte slutten
pa den eksponentielle fasen, og brukes til a estimere initiell mengde DNA i reaksjonen, hvor lavere

verdier indikerer hgyere initiell mengde DNA [60].
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Cg-verdien markerer ogsa punktet i analysen hvor PCR-effektiviteten fremdeles er relativt hgy,
samtidig som forholdet mellom start-DNA og amplikon er kvantifiserbart. Ethvert fluorescenssig-
nal hgyere enn grenseverdien antas a veere fluorescenssignal som representerer faktisk amplifisert
PCR-produkt [60]. Grenseverdien méa settes hgyt nok til at analysen ikke skal inkludere bak-
grunnsstgy, og lav nok til at faktiske fluorescenssignaler blir detektert og tatt med i analysen [60].
Cy-verdien gir en indikasjon pa PCR-spesifisitet, hvor hgy Cy-verdi (>40) indikerer ikke-spesifikk
binding i reaksjonen [78].
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Figur 7: Grafisk visualisering av amplifiseringsreaksjonen av ett enkelt amplikon. Kurven som viser
forholdet mellom antall reaksjonssykluser (x-aksen) og antall amplikon (y-aksen). C; er i denne
teksten omtalt som C,. AR,, betegner amplikons fluorescensemisjon til enhver tid minus emisjo-
nen av grunnlinjen [60]. Figuren er hentet fra ”Real-Time Polymerase Chain Reaction: Current
Techniques, Applications, and Role in COVID-19 Diagnosis” [60]

En smeltekurve visualiserer oligonukleotidenes spesifikke smeltetemperatur (7),,) [78]. Kurven tilla-
ges ved a plotte fluorescens som en funksjon av temperatur [79]. En smeltekurve muliggjer smelte-
punktsanalyse, som tillater grafisk visualisering av alle PCR-produktene innad i analysen. Dette
inkluderer bade spesifikke og ikke-spesifikke amplikon [79]. Smeltekurveanalyse er essensielt for &
forsikre seg om at uspesifikk binding av primer ikke tar sted under qPCR-reaksjonen [65]. Dette er
spesielt viktig ved bruk av ikke-spesifikke fluorescerende fargestoff, som SYBR Green I. Analyse
vil kunne bestemme spesifisiteten av amplifisert templat-DNA [60]. Dersom reaksjonen produse-
rer en stgrre andel primerdimere, kan det resultere i redusert analyseeffektivitet samt produsere
falskt positive prever [78]. For a utelukke at dannelse av primerdimer og om annen kontaminasjon
har hatt innvirkning pa prgveresultatet, anvendes en No Template Control, heretter benvent som
NTC. Ved a inkludere NTC for hvert primerpar kan man identifisere endringer i smeltekurven
som oppstar utenom og innad i det forventede smeltepunktet for primerpar. Primerdimere er korte
sekvenser som vil, av den grunn, ha et lavere smeltepunkt nsermere 70°C [80]. Ettersom NTC ikke
inneholder templat-DNA vil NTC vaere mer disponert for a utvikle primerdimere. Dette skyldes

at de primerdimerene som kan dannes i NTC, ikke konkurrerer med templatet som primerene har
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en hgyere spesifisitet for [80]. En standardkurve, ogsa kalt kalibreringskurve, inkluderes for hver
qPCR-plate for optimalisering av primerkonsentrasjon [65]. En standardkurve er en grafisk repre-
sentasjon av en serie standarder. Kurven viser sammenligningen av primerens Cy-verdier ved et

gitt fluorescenssignal, mot ulike primerkonsentrasjoner [60].

2.5 Statistiske analysemetoder

Tolkning av qPCR-resultater kan gjgres ved hjelp av statistiske analysemetoder. Statistisk analyse
av prgveresultater tillater kvantifisering og sammenligning av resultater pa tvers av analyser. AC,
gir et mal pa relativt utrykk av malgenet sammenlignet med referansegenet [78]. AC, viser antall
sykluser som kreves for at det fluorescerende signalet til templat-DNA skal overskride en spesifisert
terskel, og er uttrykt i et invers forhold (hgy AC, indikerer lav genekspresjon) [78]. AC, viser
forskjellen i genekspresjon mellom to prgver, altsa forskjellen mellom Cg-verdiene [60, 78]. AC,
kan vises formelt ved:

AC, =C

gmalgen  ~{referansegen

[81, 77] (1)

Ligning 1 viser at AC, er resultatet av Cj-verdi malt fra malgenet, eller malsekvensen, minus
tilsvarende verdi for referansegenet i samme reaksjon [82]. For 4 kunne bruke AC, videre er det

ngdvendig a normalisere prgvene for bade de faktiske prgvene og kontrollprgvene:

AC,(prove) = Cy(malsekvens, prove) — Cy(referansegen, prove) [83] (2)

AC, (kontroll) = C,(malsekvens, kontroll) — C, (referansegen, kontroll) [83] (3)

AAC,-metoden tillater ytterligere sammenligning av genekspresjon. Metoden brukes til 8 sammen-
ligne genutrykk mellom forskjellige eksperimentelle betingelser [78]. Sammen med andre statistis-
ke analyser, legger AAC,-metoden grunnlaget for en omfattende genekspresjonsanalyse. AAC,-
metoden baserer seg pa PCR-effektivitet [82]. Effektiviteten gir grunnlaget for sammenligning av
genutrykk da gener ma amplifiseres med tilnszermet lik PCR-effektivitet for at de skal kunne sam-
menlignes [78]. Uten denne samsvarelsen, vil ikke ngyaktig sammenligning kunne legges til grunn,
og dermed er metoden ungyaktig i sin helhet. Ulikheter i PCR-effektivitet mellom ulike analyser,
ved sammenligning av genekspresjon, vil ogsa resultere i standardkurver med ulike stigningstall
[78, 77]. Dersom mengde templat varierer i analysene, kan dette fore til ulikheter mellom Cj-
verdiene, som videre forer til misvisende resultater [78]. Metoden antar at en tilnsermet ideell

PCR-effektivitet; E ~ 1.00. Ligning 4 viser hvordan AAC, avhenger av ligning 2 og ligning 3:

AAC, = AC,(prove) — AC,(kontroll) [81] (4)
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For a kvantifisere den relative genekspresjonsendringen, kalkuleres endringen som ett enkelt tall.
Denne metoden kalles 2722%_metoden og er tilsvarende AAC;-metoden omgjort fra en logarit-
misk til en lineger skala [84, 85]. Tallet benevnes ekspresjonsforholdet og refererer til antall ganger
genet er uttrykt eller undertrykt, relativt til kontroll [81, 85]. Ligning 5 brukes til & beregne det

normaliserte ekspresjonsforholdet:
Relativ genekspresjonsendring = 2-44C%  [81] (5)

Tallet man far fra ligning 5 gir et intuitivt resultat: Dersom 2724C = 1 tolkes det som at det

27AAC’

ikke har forekommet en endring i genekspresjon. Dersom e > 1 er genet oppregulert i

AAC,

den eksperimentelle gruppen, og dersom 2~ 1 < 1 er genet nedregulert i den eksperimentelle

gruppen.

T-Test er en statistisk analysemetode som i qPCR kan brukes til & sammenligne gjennomsnittet
mellom to eksperimentelle grupper, for & bestemme om denne ulikheten er av statistisk signifikans
eller ikke [77]. Dersom det viser seg at resultatene forekommer av ren tilfeldighet, vil ulikheten
ikke veere av statistisk signifikans. Det finnes to typer t-test: sammenlignende og uavhengig t-
test. En sammenlignende t-test brukes til a studere ulikheter i resultat som stammer fra samme
prove. En uavhengig t-test sammenligner resultatet av to uavhengig prgveresultater; resultater fra
to ulike, ikke-relaterte grupperinger [86]. Videre kan det bestemmes hvorvidt en t-test skal anta
lik varians (homoskedastisitet) i resulterende data, eller ikke (heteroskedastisitet). Resultat fra en
t-test gir grunnlaget for om man kan avkrefte det som kalles for nullhypotesen. Nullhypotesen sier
at differansen innad i resultatene ikke er av signifikant verdi. Ved avkreftelse av nullhypotesen,
vil det deduktivt bekrefte den alternative hypotesen, som tilsvarer at differansen er av signifikant
forskjell [87]. For man gjennomfgrer en t-test analyse, settes en a-verdi. a-verdien setter maksimum
grense resultatet ma overholde for at analysen skal kunne sies a veere statistisk signifikant [87].
Resultatet av en t-test kalles en p-verdi (p for probability); en verdi som gar fra 0 til 1 og indikerer
sannsynligheten for at et resultat forekommer tilfeldig [87]. En p-verdi stgrre enn fastslatt a-verdi
indikerer at differansen med hgy sannsynlighet skyldes tilfeldigheter, og at en robust korrelasjon
ikke kan bekreftes. Ved p-verdier lavere enn a-verdien, forkastes nullhypotesen og resultatet er av

signifikant verdi [84, 88].

Variasjonskoeffisientanalyse, ” coefficient of variation (CV) analysis”, brukes for a statistisk evalu-
ere variasjon i resultatene. CV maler variasjonen mellom gjennomsnittet av dataene. CV er videre
definert som forholdet mellom standardavviket fra grunnlinjen, og gjennomsnittet av malingene
[84]. En lav CV indikerer at enkeltresultatene er mindre spredt relativt til gjennomsnittet av data,
som tilsvarer mer stabilitet innad i resultatene [84]. Dette er igjen med pa & forsterke sannsyn-
ligheten for at utfallet faktisk er av reel betydning. CV burde ikke brukes pa C4-verdier da disse
verdiene er inverse relativt til mengden templat-DNA (desto mindre Cy-verdi, desto hgyere initiell

mengde templat-DNA er det i ¢qPCR~analysen) [78].
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Istedenfor brukes en CV analyse pa resultat fra AC,-metoden [78]. Prosentvis CV utregnes mate-

matisk ved
o
CV = (,u) x 100% [84] (6)

Ligning 6 er et mal pa relativ varians med to variabler; o som betegner standardavvik (SD), og p
betegner gjennomsnittet. Forholdet mellom o og p viser at desto stgrre SD relativt til gjennom-
snittet, desto stgrre variasjon er det mellom prgveresultatene. o er proporsjonal med CV; hvis det
er lavt SD vil det tilsvarende veere lav CV, og vice versa. %CV-verdien i biologiske analyser er ofte

satt med en cutoff-verdi pa 11%-20% [89, 90].

n

Y (@i —2)? [0 (7)

i=1

1

n—1
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Ligning 7 viser hvordan man beregner standardavviket, o. T betegner gjennomsnittet av prgvene
T1, T2, T3, ..., Tn, av totalstgrrelse n. x; er en gitt Cy-verdi i analysen. Ligningen viser avviket av
de individuelle resultatene fra populasjonsgjennomsnittet [92]. SD beskriver delen av et normalt
distribuert datasett og er relativ til gjennomsnittet av prgveverdiene. Ligning 7 viser at SD er

avhengig av antall Cy-verdier, og deres distribusjon rundt gjennomsnittsverdien [87].

N
_ Dim Ti

p==y [91] (8)

Ligning 8 viser hvordan man beregner gjennomsnittet av resultatverdiene fra en qPCR~analyse.
Hvor x; representerer hver enkelt resultatverdi og N er totalt antall verdier. x; verdiene er de
normaliserte genekspresjonsverdiene hentet fra formel 5. I kontekst av en qPCR-analyse vil man

2—AAC

sette ¢ inn for z;. Ligning 8 viser summen av alle de relative genekspresjonsnivaene malt fra

alle qPCR-analysene, delt pa antall replikater, for a finne gjennomsnittlig relativ genekspresjon.
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3 DMaterialer og metode

I denne delen beskrives materialer og metoder anvendt i studien. Det praktiske segmentet kan
inndeles i optimalisering av vekst, kultivering med Ivermectin- og kontrollgsninger og hovedforsgk
inndelt i fremstilling av templat til RT-qPCR, gPCR-analyse og statistiske analyser. Optimalise-
ring av vekst innebar & dyrke A549-cellene til stabil vekst var oppnadd. A549-celler ble kultivert

med en Ivermectinkonsentrasjon pa 5 uM i to tidsintervaller pa 24 og 72 timer.

3.1 Celledyrking

Seksjonen omhandler metoder knyttet til kultivering av A549-celler, med og uten Ivermectin. Det-
te innebaerer oppstart av cellekulturen, vekstoptimalisering og dyrkning med Ivermectin- og kon-
trollgsninger. Celledyrking ble gjennomfert i LAF-benk etter prosedyre ”Rutiner pa cellelaborato-
riet” (A.2.1). Cellekulturen opprettholdes med regelmessig tilsetning av nytt vekstmedium. For at
cellekulturen ikke skulle vokse for tett ble det utfert subkultivering. Ved kontinuerlig subkultivering

ble celleveksten optimalisert, noe som ble gjort for a kvalitetssikre resultatene.
3.1.1 Tillaging av vekstmedium

500 mL Hams F-12K Kaighns Medium (Thermo Fisher Scientific art. nr. 21127-022) ble tilsatt 5
mL Penicillin-Streptomycin (Thermo Fisher Scientific art. nr. 15140163) og 50 mL FBS (Thermo
Fisher Scientific art. nr. 3160802). Flasken med FBS ble tatt fra fryser og tint i 2 timer fgr bruk.
Tillaging av lgsningen ble gjennomfgrt aseptisk i LAF-benk. Lgsningen vil heretter bli omtalt som

vekstmedium.
3.1.2 Tining av A549-celler

Ved oppstart av cellekultivering ble en 25cm? celleflaske med 6 mL vekstmedium bufret i inku-
beringsforhold pa 37°C og 5% CO,. A549-cellene var oppbevart i 2 mL kryorgr i kryotank ved
-80°C. Celletiningsprosessen ble utfgrt med utgangspunkt i vedlagt prosedyre ”Tining av celler”
(A.2.2). Cellene ble oppbevart i romtemperatur i omtrent 30 sekunder. Deretter ble vekstmedium
forsiktig tilsatt kryoflasken slik at A549-cellene ble fullstendig tint. Innholdet fra kryorgret ble
overfgrt til et 15 mL Falconrgr tilsatt 4 mL vekstmedium. Falconrgret med cellene ble sentrifugert
ved 200 g i fem minutter for & danne cellepellet. Tilstedevarelse av pellet ble visuelt kontrollert.
Supernatant ble deretter aspirert og cellepellet ble resuspendert i 1 mL vekstmedium. Cellesus-
pensjonen ble overfgrt til den forvarmede celleflasken. Ved hjelp av et invertmikroskop ble det
kontrollert at flasken inneholdt tilstrekkelig mengde celler fgr celleflasken med cellene ble plassert

i inkubatorskap.
3.1.3 Optimalisering av vekst

Etter tining av cellene startet arbeidet med a optimalisere veksten. Kultiveringen ble gjort ved op-

timale vekstforhold for A549-celler ved 37°C og 5% COs;. Cellene ble subkultivert i 1:2 forhold 24
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timer etter oppstart av cellekultivering. Subkultivering ble gjennomfgrt i henhold til prosedyre for
”Subkultivering av celler” (A.2.3). 6 mL vekstmedium ble overfort til to nye celleflasker. Gammelt
vekstmedium ble fjernet fra celleflasken med cellekulturen, og overfort til et spillbeger. Cellene
ble vasket to ganger med 3 mL Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (Gibco art.nr 14025-092)
eller fosfatbufret saltvann (PBS) (VWR art.nr E504-500ML), etter tilgjengelighet. 0,5 mL 0,25%
Trypsin-EDTA, heretter omtalt som trypsin, (Thermo Fisher Scientific art. nr. 25200-056) ble til-
satt celleflasken. Trypsinen fikk virke over hele overflaten ved a sakte vippe flasken fra side til side.
Etter omtrent to minutter ble cellene ytterligere lgsnet ved & sla handflaten bestemt i siden av
celleflasken. Ved hjelp av invertmikroskop ble det sjekket om cellene hadde lgsnet. Nar omtrent
80% av cellene hadde lgsnet, ble trypsin inaktivert ved & tilsette 4 mL vekstmedium. Cellekul-
turen ble homogenisert ved bruk av en pipette, og ble deretter overfgrt til et 15 mL Falconrgr.
Cellesuspensjonen ble sa sentrifugert ved 1200 rpm i tre minutter. Ved endt sentrifugering ble det
kontrollert at rgret hadde klar supernatant og at det var dannet cellepellet. Supernatanten ble sa
aspirert og cellepelleten ble resuspendert i 1 mL vekstmedium. Det ble sa tilsatt 1 mL vekstmedi-
um i Falconrgret per celleflaske det ble subkultiverert til, slik at totalt antall mL tilsvarte antall
celleflasker. Deretter ble 1 mL cellesuspensjon tilsatt de klargjorte celleflaskene. Etter tilsetning av
cellesuspensjon ble flasken flyttet rolig i en horisontal bevegelse i x-, sa y-retning for jevn fordeling
av celler i celleflasken. Celleflaskene ble kontrollert for innhold av celler ved hjelp av invertmikro-
skop og overfgrt til inkubator med optimale vekstforhold. Under kultivering ble det gjennomfgrt
kontinuerlig kontroll av konfluens hvert dggn i invertmikroskop. Cellekulturen ble subkultivert nar
konfluensen nsermet seg 80%. Splittingsforholdene ble optimalisert for oppskalering til ngdvendig
antall celleflasker for studiens formal, hovedsakelig i forholdet 1:2 eller 1:3 (A.2.3). For subkulti-
vering ble det vurdert hvilke flasker som var egnet til & ta med videre i studien. Her ble god, jevn

vekst og fraveer av kontaminasjon vektlagt.
3.1.4 Tillaging av Ivermectinlgsning og vekstmedium med Ivermectin/DMSO

Stamlgsning inneholdende 10 mM Ivermectin ble laget ved a veie inn 0,04376 gram Ivermectin i
pulverform (Sigma-Aldrich art. nr. I8898-1G). Ivermectin ble overfort til et 50 mL Falconrgr og
opplgst 1 5 mL ”Dimethyl Sulfoxide for Cell Culture”, heretter kalt DMSO (ITW Reagents art.
nr. 3672.0100). Blandingen mellom Ivermectin og DMSO, heretter kalt Ivermectinlgsningen, ble
tillaget i avtrekksbenk og blandet ved hjelp av en vortexmikser. Deretter ble Ivermectinlgsningen
sterilfiltrert i LAF-benk ved hjelp av 0,2 pM sterilt sprgytefilter (Pall art. nr. PN 4612) og overfort
til nye Falconrgr. Ivermectinlgsning ble fortynnet i vekstmedium til en konsentrasjon pa 5 pM.
Kontrollgsning med konsentrasjon pa 5 pM DMSO ble ogsa laget ved a fortynne DMSO i vekst-

medium.
3.1.5 Cellekultivering med 5 pM Ivermectinlgsning og kontroller

For oppstart av cellekultivering med 5 pM Ivermectinlgsning, ble cellene subkultivert i 1:3 forhold
til et 6-brgnners cellebrett etter prosedyre for ”Subkultivering av celler” (A.2.3). Cellene ble kul-
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tivert i 24 timer ved optimale vekstbetingelser for vekstmedium med 5 pM Ivermectin ble tilsatt
lpsningen. For & tilsette vekstmedium med Ivermectin ble gammelt vekstmedium aspirert, cellene
ble vasket med 3 mL HBSS/PBS to ganger og 6 mL vekstmedium tilsatt 5 pM Ivermectin ble tilsatt
til fire av brgnnene. I de to siste brgnnene ble det tilsatt kontrollgsninger i form av vekstmedium
med 5 pM DMSO og vekstmedium. Kulturene tilsatt vekstmedium, vekstmedium tilsatt Ivermec-
tin og vekstmedium tilsatt DMSO omtales heretter som henholdsvis kontroll-, eksperimentell- og
DMSO-gruppe. To av brettene for eksperimentell-, kontroll- og DMSO-gruppene ble dyrket i 24
timer og de resterende tre ble dyrket i 72 timer. Cellekulturene ble dyrket ved 37°C og 5% COs.
To av brettene pa hvert tidsintervall ble videre benyttet i hovedforsgket. Et av brettene kultivert i
72 timer ble brukt til optimaliseringsforsgk. For a kunne handtere alle brettene ble tidsintervallene

satt til forskjellige dager og tidspunkter.

3.2 Fremstilling av templat til RT-qPCR

Seksjonen presenterer metoder knyttet til fremstilling av templat-cDNA til RT-qPCR. Seksjonen
beskriver derfor metoder for hgsting av celler, RNA-isolering, cDNA-syntese og maling av RNA-

og cDNA-konsentrasjoner.

Etter 24 eller 72 timers kultivering av eksperimentell-, kontroll- og DMSO-gruppen, ble cellene
hgstet i henhold til prosedyre ”Hgsting av celler” (A.2.4). Vekstmediet ble aspirert fra brgnnene i
cellebrettet, og cellene ble vasket to ganger med 3 mL HBSS/PBS. Det siste volumet av HBSS/PBS
ble ikke fjernet fgr brgnnen skulle trypsineres slik at cellene ikke tgrket ut. To og to brgnner ble
trypsinert med 0,5 mL 0,25% trypsin. Tryspin ble latt virke i to minutter for cellene ble skrapet og
samlet ved hjelp av en celleskrape. Det ble kontrollert med et invertmikroskop at 80% av cellene
hadde lgsnet. Trypsin ble inaktivert ved & tilsette 4 mL vekstmedium til brgnnene. Cellesuspensjo-
nen ble overfgrt til 15 mL Falconrgr og homogenisert ved hjelp av en pipette. Cellene i suspensjo-
nen ble telt med Biirker tellekammer C-chip (NanoEntek art. nr. 631-1094), heretter omtalt som
Biirker tellekammer, i henhold til prosedyre for ”Celletelling” (A.2.5). 11 pL av cellesuspensjonen

ble overfgrt til begge sider av Biirker tellekammer. 3 ruter ble telt i begge kammer.
3.2.1 RNA-isolering

RNA-isolering ble gjennomfgrt med et RNeasy mini kit (Qiagen art. nr. 74104) i henhold til
prosedyre for "RNA-isolering” (A.2.6). Prgvene ble fremstilt pa is. Som forberedelse ble Buffer
RPE tilsatt fire volum 96% etanol (VWR art. nr. 20823.290). Cellesuspensjonen ble sentrifugert
pa 300 g i fem minutter etterfulgt av en visuell sjekk for & identifisere om cellepellet ble dannet.
Supernatant ble aspirert og 350 pL. buffer RLT ble tilsatt for a lysere cellene. Volumet ble valgt
da alle suspensjonene inneholdt mindre enn 5%10° celler. Pellet med lysisbuffer ble overfert til et
eppendorfrgr og vortexet i ett minutt. Ett volum 70% etanol, i henhold til prosedyren (A.2.6),
ble tilsatt og det ble blandet i volumet ved & pipettere opp og ned. Prgven ble sa overfert til en

RNeasy spinnkolonne plassert i et 2 mL oppsamlingsgr, og deretter sentrifugert i 15 sekunder ved
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10 000 rpm. Vzaesken i oppsamlingsrgret ble kastet i et spillbeger.

Videre ble 700 pL buffer RW1 tilsatt og reret sentrifugert i 15 sekunder ved 10 000 rpm, vaesken i
oppsamlingsrgret ble kastet i et spillbeger. 500 nL. buffer RPE ble tilsatt og rgret ble sentrifugert
i 15 sekunder ved 10 000 rpm. Igjen ble vaesken i oppsamlingsrgret kastet i et spillbeger og nye
500 pL buffer RPE ble tilsatt kolonnen. Rgret ble deretter sentrifugert i 2 minutter ved 10 000
rpm. Deretter ble oppsamlingsrgret kastet i et spillbeger og spinnkolonnen ble plassert i et nytt
oppsamlingsrgr med lokk. Spinnkolonnen ble tilfgrt RNase-fritt vann. Volum med RNase-fritt vann
ble bestemt etter forventet RNA-innhold, og ble vurdert etter estimert antall celler i suspensjonen
basert pa gjennomfert celletelling. Prgver med < 500 000 celler ble tilsatt 30 pl. RNase-fritt vann,
prgver med 500 000-900 000 celler ble tilsatt 40 pL, og prgver med over 900 000 celler ble tilsatt
50 nL. RNase-fritt vann. Spinnkolonnen ble sentrifugert i ett minutt ved 10 000 rpm for & elluere
RNA. Det ble pipettert ut en liten mengde RNA for & male RN A-konsentrasjon ved hjelp av Qubit
4.0 Fluorometer. Prgvene ble deretter fryst ned til -18°C.

3.2.2 cDNA-syntese

Syntese av ¢cDNA ble gjort ved hjelp av qScript Ultra Supermix (Quantabio art. nr. 95217-100)
og i henhold til prosedyre for ”cDNA-syntese” (A.2.8). Prgvene ble fremstilt pa is. Sterilteknikk
ble vektlagt. Det ble laget tre ¢cDNA-kopier per RNA-prgve. Hvert PCR-rgr ble fylt med 4 pL
gScript Ultra Supermix, templat-RNA og nukleasefritt vann til et totalt reaksjonsvolum pa 20 pL.
RNA-konsentrasjoner malt med Qubit 4.0 fluorometer ble brukt til utregning av mengde templat-
RNA i reaksjonen. Restvolumet ble fylt med nukleasefritt vann. I noen tilfeller ble RNase-fritt
vann brukt. Reaksjonene ble sa kort vortexet og sentrifugert med en minisentrifuge for a samle
innholdet. Prosedyre for RT-PCR ble gjennomfgrt i henhold til tabell 1. Konsentrasjon til ferdig
cDNA ble sa malt ved hjelp av Qubit 4.0 for cDNA ble fryst ned til -18°C fgr videre analyse.

Tabell 1: Program for cDNA-syntese. Viser temperatur og tid for de forskjellige trinnene i cDNA-
syntese

Temperatur | 25°C | 55°C 95°C | 4°C 4°C
Tid 2min | 10 min | 1 min | 4 min | Hold

3.2.3 Bestemmelse av RNA- og cDNA-konsentrasjon

Konsentrasjon av RNA og cDNA ble malt i Invitogen Qubit 4.0 Fluorometer. Analyse av RNA- og
c¢DNA-kosentrasjon ble utfgrt i henhold til prosedyrene ”Maling av RNA-konsentrasjon” (A.2.7)
og "Maling av ¢cDNA-konsentrasjon” (A.2.9). Qubit RNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scien-
tific art. nr. Q10210) ble tatt i bruk ved maling av RNA-konsentrasjon i Qubit 4.0 Fluorometer.
Maling av ¢cDNA-konsentrasjon ble gjort med Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scien-
tific art. nr. Q32850) ved hjelp av Qubit 4.0 Fluorometer. Working solution ble tillaget for alle
prover, inkludert to standarder, ved a blande Qubit Reagens og Qubit Buffer fra de respektive
reagenssettene i et 1:200 forhold. Volumet ble beregnet ved hjelp av reagenskalkulatoren pa Qubit

26



4.0 Fluorometer. Standarder for de forskjellige reagenssettene ble laget ved a tilsette 190 pL. wor-
king solution og 10 pL standard. Ved bestemmelse av RN A-konsentrasjon ble BR, RNA-standard
#1 og #2 fra reagenssettene brukt. dsSDNA BR standard #1 og #2 ble brukt til bestemmelse
av cDNA-konsentrasjonen. Standardene ble blandet med vortexmikser og inkubert i to minutter
ved romtemperatur fgr resultatene ble avlest i fluorometeret. Standardkurver ble generert av fluo-
rometeret. For & finne konsentrasjoner som ga resultater innenfor standardkurven, ble det utfort
optimaliseringsforsgk. Under optimaliseringen ble volum prgve og working solution variert for a
finne den mest hensiktsmessige mengden reagens og prgvevolum. Ut fra optimaliseringsforsgk ble
mengde RNA-prgve for & bestemme RNA-konsentrasjon satt til 1-2 pli, og mengden cDNA for a
bestemme cDNA-konsentrasjon satt til 10 pL. Det ble hovedsaklig brukt 2 nl i bestemmelse av
RNA-konsentrasjon, men ved cellesuspensjoner inneholdende et hgyt celleantall ble det brukt 1
nL. Restvolumet ble fylt med working solution til et totalt volum pa 200 pL. Rgrene med prgve og
working solution ble blandet med en vortexmaskin og inkubert i to minutter fgr de ble analysert i

Qubit 4.0 Fluorometer.

3.3 qPCR

Genekspresjonsanalyse ble utfort ved hjelp av AriaMx Real-Time PCR (qPCR) Instrument fra
Agilent med Power Track SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific art. nr. A46012).
Syklusene ble satt opp i henhold til prosedyre ”Oppsett av PCR instrumentet” (A.2.10), FAM og
ROX ble valgt som fargestoff i programvaren, hvor ROX er angitt referansefargestoff. Tabell 7,
vedlegg A.2.10 viser oppsett for varmesyklus brukt i gPCR. Enzymaktiveringen foregikk ved 95°C
i to minutter, denatureringstrinnet ved 95°C i 15 sekunder og hybridisering og polymerisering
ved 60°C i 60 sekunder. Denaturerings- og hybridiseringstrinnene ble gjentatt i 40 sykluser. For
a detektere eventuelle dannelser av primerdimere og andre ikke-spesifikke PCR-produkter, ble en

smeltepunktskurve benyttet. Innstillingene er oppgitt i tabell 8, vedlegg A.2.10.

Det ble i utgangspunktet brukt primere for HPRT1, B2M, BCL-2, BAX og Caspase-3 (Invitrogen,
art. nr. 10336-022). Primersekvensene er oppgitt i tabell 2. Primere ble fortynnet fra 100x til 10x

ved hjelp av nukleasefritt vann.

Tabell 2: Oversikt over forward- og reverse sekvenser for primere benyttet i forsgket.

Primer Forward Reverse
BCL-2 TGTGGATGACTGACTACCTGAACC | CAGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG
BAX CGGCGAATTGGAGATGAACTGG CTAGCAAAGTAGAAGAGGGCAACC
Caspase-3 | GTGGAACUGACGAUGAUAUGGC CGCAAAGTGACTGGATGAACC
HPRT1 | CATTATGCTGAGGATTTGGAAAGG CTTGAGCACACAGAGGGCTACA
B2M CCACTGAAAAAGATGAGTATGCCT | CCAATCCAAATGCGGCATCTTCA
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Det ble gjennomfgrt en analyse for a bestemme den optimale primerkonsentrasjonen, samt un-
dersgke om primerene bandt seg til malgenet. Dette ble gjort med utgangspunkt i prosedyre ”Op-
timalisering av Primerkonsentrasjoner” (A.2.11). For test av malgen ble prgver tilsatt Ivermectin
benyttet, for referansegenene ble kontrollprgver benyttet. Det ble forst gjort en analyse for & un-
dersgke om primer bandt seg til malgenet. I denne analysen ble kun primerkonsentrasjonen 800 nM
forward /800 nM reverse primer analysert. Det ble brukt fem brgnner, én for hver primer, i tillegg
til NTC for hver primer og blank med kun SYBR Green I og nukleasefritt vann. cDNA ble tilsatt
brgnnene til en endelig konsentrasjon pa 2,56 ng/pL. Det ble i tillegg tilsatt 10 pL. SYBR Green
T og 1,6 pnL. av bade forward og reverse primer. Restvolumet ble fylt med nukleasefritt vann til et
totalt volum pa 20 pL. PCR-platen ble forseglet og sentrifugert, for den ble satt i PCR-maskinen.
Deretter ble en analyse gjort for & undersgke optimale primerkonsentrasjoner (A.2.11). T denne
analysen ble det ble valgt a ikke ga videre med Caspase-3. Til forskjell fra fgrste forsgk ble cDNA
fortynnet pa forhand ved hjelp av nukleasefritt vann til en konsentrasjon pa 0,754 ng/pL. Det ble
tilsatt 2,5 pL templat, 10 pL SYBR Green I, og 0,6 nL, 1 nL eller 1,6 nL forward- og reverse primer
til alle brgnner (A.2.11, tabell 9). Restvolumet ble fylt med nukleasefritt vann. Platen ble forseglet
og sentrifugert for a samle innhold i brgnnene, fgr den ble satt i PCR-maskinen. For a velge optimal
primerkonsentrasjon ble en standardkurve brukt. Standardkurven ble konstruert i Microsoft Excel
ved & eksportere Cy-verdiene med tilhgrende primerkonsentrasjon. For bestemmelse av optimal pri-
merkonsentrasjon, ble Cy-verdiene separert og kategorisert ut i fra type gen (B2M, HPRT1, BCL-2,
BAX) og rangert etter Cy-verdi i synkende rekkefglge. Alle Cy-verdier for ulike gen ble markert og
satt inn i et punktdiagram og en linezer trendlinje ble implementert. Grafen dannet en lineger linje
som tillot visualisering av en sammenligning mellom resulterende C,-verdier fra prgvene tilsatt
Ivermectin, og kontrollprgvene i samme reaksjon. Fra standardkurven ble primerkonsentrasjoner
for analyse av genekspresjon bestemt. Oversikt over primervolum- og konsentrasjon kan sees i ta-
bell 3. Analysen ble gjort pa tre PCR-brett med paralleller for hver prgve i henhold til prosedyre
for "Brgnnoppsett” (A.2.12). Det ble benyttet fire primere; BCL-2 og BAX som malgen og HPRT'1
og B2M som referansegen. Det ble i tillegg satt opp NTC for hver primer, samt en blank prgve
som kontroll. cDNA ble fortynnet til en konsentrasjon pa 1,0225 ng/nL. Hver primer benyttet i
forsgket ble blandet til en mastermix sammen med SYBR Green I og nukleasefritt vann (A.2.12).
Volum brukt i hver mastermix kan sees i tabell 4. 1,25 uL. cDNA ble tilsatt alle brgnnene, utenom
NTC og blank. Deretter ble 18,75 pL. mastermix med gnsket primer tilsatt brgnnene. Platen ble

forseglet og sentrifugert for & samle innhold, fgr den ble satt i PCR-maskinen.
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Tabell 3: Mengde(nL)/konsentrasjon(mM) av forward og reverse primer (nL) for BCL-2, BAX,
HPRT1 og B2M brukt i analysen.

Primer Forward (nL/mM) | Reverse (nL/mM)
BCL-2 0.6/300 1.6/800
BAX 0.6/300 0.6/300
B2M 1.6/800 0.6/300

HPRT1 1.6/800 0.6/300

Tabell 4: Oversikt over volum (pL) mastermix/brgnn for hver primer.

BCL-2 | BAX | B2M | HPRT1
Forward primer 0,6 0,6 1,6 1,6
Reverse primer 1,6 0,6 0,6 0,6
Nukleasefritt vann 6,55 7,55 | 6,55 6,55
SYBR Green I 10 10 10 10

3.4 Statistiske analysemetoder

3.4.1 AAC;-metoden

AAC;-metoden ble tatt i bruk for & sammenligne genekspresjon mellom prgvene tilsatt Ivermectin
og kontrollprgvegruppene. Cy-verdiene ble normalisert ved bruk av ligning 2 og 3. Gjennomsnittet
av AC,-verdiene utregnet ved ligning 8, ble brukt i utregning av AAC,. AAC,;-metoden oppsum-
meres i ligning 4. Det normaliserte ekspresjonsforholdet ble utregnet med ligning 5 for forenklingen
av kvantifikasjon av relativ genekspresjon. Verdiene i ligning 5 vil og veere av gjennomsnittlige

AC,-verdier da de ble brukt i utregning av AAC,.
3.4.2 T-test

Det ble utfgrt en t-test for a vurdere resultatenes signifikans. T-test ble gjennomfert for & sam-
menligne numerisk data fra test- og kontrollgruppene, henholdsvis prgver med og uten Ivermectin.
T-test ble utfgrt pa bade celleantall fra celletelling, og for verdier fra qPCR-analysen. T-test av
celletelling ble utfgrt med gjennomsnittsverdiene fra eksperimentell- og kontrollgruppene. a-verdien
ble satt til 0.05 i henhold til normal statistisk praksis. Verdien tilsvarer et konfidensintervall pa
95%. Det ble tatt i bruk en uavhengig, tosidig t-test med antatt ulik varians, for a undersgke om
variasjon i celleantall mellom de ulike prgvene var av signifikant verdi. T-test for analyse av celle-
antall, ble utfgrt i Microsoft Excel ved bruk av funksjon ”"TTest”. Parametere innad i funksjonen

ble satt til ”tosidig fordeling” av data og ”to utvalg, med ulik varians”.

En uavhengig, tosidig t-test med antatt ulik varians, ble og tatt i bruk for a undersgke om diffe-

ransen mellom ACj-verdiene til eksperimentell- og kontroll-, og eksperimentell- og DMSO-gruppen
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var av signifikant verdi. a-verdien ble satt til 0.05, tilsvarende en konfidensintervall pa 95%. T-test
for analyse av celleantall, ble utfort i Microsoft Excel ved bruk av funksjon ” TTest”. Parametere

innad funksjonen ble satt til ”tosidig fordeling” av data og ”to utvalg, med ulik varians”.
3.4.3 Coefficient of Variation

En CV-analyse ble i dette forsgket utfort for bestemmelse av variasjonen i genekspresjonen som et
supplement til t-test, og for a studere analysens presisjon. Ligningen brukt til utregning er angitt i
ligning 6. Ved CV-analyse av relativ genekspresjon ble de normaliserte genekspresjonsverdiene fra
AC -analysen, benyttet i utregningen. Dette innebar & beregne gjennomsnittet og pafglgende SD
fra ACy-verdiene. Hvordan gjennomsnitt og SD beregnes vises i ligning 8 og 7. CV-verdi ble satt
til 15%.
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4 Resultat

Resultatdelen presenterer resultater fra cellekultivering og templatfremstilling til RT-qPCR, in-
kludert celletelling med Biirker tellekammer, i tillegg til RN A-isolering og ¢cDNA-syntese og gen-
ekspresjonsanalyse ved hjelp av qPCR, samt statistiske analyser. Studien ble gjennomfert pa fire
6-brgnners cellebrett, med to brett per tidintervall, samt et cellebrett til optimaliseringsforsgk.
Verdier til utregning av resultat fra statistisk analyser kommer fra celletelling og resultater av

RT-qPCR-analyser.

4.1 Cellekultivering

Seksjonen omhandler resultater relatert til kultivering av cellene, og deles inn i optimalisering av

vekst og kultivering med 5 pM Ivermectinlgsning.
4.1.1 Optimalisering av vekst

Ved oppstart av cellekulturen ble et hgyt celleantall observert ved hjelp av invertmikroskop. 24
timer etter oppstart av cellekulturen, hadde cellekulturen oppnadd 90% konfluens. Subkultive-
ring ble gjennomfgrt i et forhold pa 1:2. 72 timer senere ble veksten studert i invertmikroskop og
konfluensen ble vurdert til 70%. Subkultivering ble igjen gjennomfgrt i et forhold pa 1:2. Etter
subkultiveringen brukte cellene deretter 48 timer pa a oppna 75% konfluens, fgr de sa ble subkul-
tivert i et 1:2 forhold. 48 timer senere var konfluensen igjen pa 75% og cellene ble subkultivert i
et 1:3 forhold. Konfluens i cellekulturen 72 timer senere ble vurdert til 85% og cellekulturen ble
subkultivert i et 1:3 forhold. Optimaliseringsperioden foregikk i omtrent to uker, med totalt seks
subkultiveringer. Trypsinering for & oppna at 80% av cellene lgsnet, gikk fra omtrent 30 sekun-
der til to til tre minutter. I bade optimaliseringsperioden og i optimal vekstfase ble cellekulturene
subkultivert i et 1:2 og 1:3 forhold og splittet neste gang etter henholdvis 48 og 72 timer. En uke
senere ble det observert redusert cellevekst, med 20-40% konfluens 48 timer etter subkultivering
i et 1:2 forhold. Etter to subkultiveringer i forhold pa 1:2 med 72 timers mellomrom ble veksten

observert forbedret.
4.1.2 Cellekultivering med 5 pM Ivermectinlgsning

Ivermectin- og kontrollgsninger ble tilsatt til cellebrett inneholdende cellekulturer med 35-90%
konfluens. Observasjoner av endring i konfluens ble utfgrt i invertmikroskop ved hgsting av cellene.
Figur 8 viser ett eksempel pa hgy og lav konfluens. I appendiks ”Oversikt over konfluens” (A.3.1)
vises endring i konfluens hos cellekulturer fra eksperimentell-, kontroll- og DMSO-gruppen ved
kultivering i 24 og 72 timer. Fra bildene ble det ikke observert redusert vekst i den eksperimentelle
gruppen, relativt til kontroll- og DMSO-gruppen. For cellekulturer til optimaliseringsforsgk ble det
ikke tatt bilder av alle brgnner tilhgrende den eksperimentelle gruppen. Av for og etter bilder i

appendiks A.3.1 kan det relativt til kontrollprgvene, ikke observeres redusert vekst.
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Figur 8: Bildene er tatt gjennom okkular pa invertmikroskop ved 10x forstgrrelse og viser eksempel
pa lav (venstre) og hgy (hgyre) cellekonfluens for A549-Celler. Konfluensen kan antas & veere om-
trent 20% og 100%. Tatt for og etter kultivering med vekstmedium tilsatt 5 pM Ivermectinlgsning
i 72 timer ved 37°C og 5% COs.

4.2 Fremstilling av templat til RT-qPCR

Seksjonen fremstiller resultater relatert til fremstilling av cDNA-templat til gPCR-analysen. Dette

innebaerer resultat fra celletelling samt RNA- og ¢cDNA-konsentrasjoner.
4.2.1 Celletelling
Ligning 9 ble brukt for a beregne antall celler i Biirker tellekammer.

Antall celler i tellekammer

95 10=ml = Celler/mL 9)

Tabell 5: Gjennomsnitt og standardavvik til antall celler telt med Biirker tellekammer for
eksperimentell-, kontroll- DMSO-gruppen. Fgrste rad viser gjennomsnittlig cellentall og dets stan-
dardavvik til A549-celler kultivert med 5 pM Ivermectinlgsning, forst for 24 timer og deretter for 72
timer. Andre rad viser gjennomsnitt og standardavvik for A549-celler kultivert med vekstmedium,
fgrst for kultivering i 24 timer og deretter for kultivering i 72 timer. Tredje rad viser gjennomsnitt
og standardavvik for celler kultivert med 5 pM DMSO, fgrst for kultivering i 24 timer og deretter
for kultivering i 72 timer.

24 timer 72 timer

n o ol o
IVM 901333 | 556033 | 1301222 | 533829
Kontroll | 542222 | 386667 | 1527777 | 598889
DMSO | 1432592 | 905501 | 1208888 | 671111

En oversikt over gjennomsnittlig celleantall og standardavvik kan sees i tabell 5. Standardavvik
ble utregnet med ligning (7). Figur 9 inneholder en visualisering av antall celler per tidsintervall.

Tabellen og figuren viser at gjennomsnitt av celler telt i brgnner fra kontrollgruppen og DMSO-
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gruppen hadde lavest celleantall for kultivering i henholdsvis 24 og 72 timer. Hgyest celleantall ble
observert i DMSO-gruppen ved kultivering i 24 timer, og eksperimentellgruppen ved kultivering i
72 timer. Celleantallet er hgyere for grupper kultivert i 72 timer, utenom for DMSO-gruppen hvor

celleantallet er hgyere for 24 timer.

Gjennomsnittlig celleantall i A549-cellekultur
under ulike grupperinger og tidsintervaller

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

IVM K DMSO

E24t O72t

Figur 9: Gjennomsnittlig celleantall for eksperimentell-, kontroll- og DMSO-gruppen. Celleantall
ble sortert etter tidsintervall pa 24 og 72 timer. Sgyle en og to viser gjennomsnittlig celleantall hos
A549-celler kultivert med 5 pM Ivermectinlgsning i henholdsvis 24 og 72 timer. Sgyle tre og fire
viser gjennomsnittlig celleantall for A549-celler kultivert med vekstmedium i henholdsvis 24 og 72
timer. Sgyle fem og seks viser gjennomsnittlig celleantall for A549-celler kultivert 5 pM DMSO i
henholdsvis 24 og 72 timer.

4.2.2 Konsentrasjonsanalyser

RNA-konsentrasjoner malt med Qubit 4.0 Fluorometer etter RNA-isolering ved hjelp av RNeasy
kit vises i appendiks "RNA-konsentrasjon” (A.3.3). RNA fra RNA-isolering har gjennomgéende
hgyt utbytte. cDNA-konsentrasjoner malt med Qubit 4.0 fluorometer etter cDNA-syntese ved
hjelp av qScript Ultra Supermix fremstilles i appendiks A.3.4. Av appendikset ser man at lave
volum templat-RNA ble brukt i cDNA-syntese. Utbyttet av ¢cDNA var gjennomgaende lavt, sett
sammenlignet med RNA-konsentrasjonene. Gjennomsnitt for parti 0-5 var henholdvis 0.791, 0.996,
1.064, 1.003 og 1,018 ng/uL. Standardavvikene er henholdvis 0.092, 0.106, 0.261, 0.145 og 0.200.
En oversikt over fordelingen av cDNA-konsentrasjoner kan sees i figur 10. Figuren viser at cDNA-

utbyttet var varierende, bade innad i og mellom datasett.
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Fordeling av cDNA konsentrasjoner

11
X [ Datasett 0
1 X 5% X [ Datasett 1
[ Datasett 2
0,9 [ Datasett 3
[ Datasett 4

08 <
0,7

0,6

0,5

0,4

Figur 10: Oversikt over distribusjonen av cDNA-konsentrasjoner etter cDNA-syntese for parti 0-
5. Konsentrasjon er oppsatt pa y-aksen. Gjennomsnittlig cDNA-konsentrasjon for hvert parti er

» N

markert pa de indiviudelle datasett med et kryss, ” x”, ”vaerharene” (strekene som strekker seg opp
og ned i sentrum fra boksene) viser intervallet fra den laveste til den hgyeste verdien i datasettet.

4.3 qPCR

Seksjonen omhandler resultater som dannet grunnlaget for valg av primer og primermengde brukt
i genekspresjonsanalysen, og en samling av resultater knyttet til PCR-analyser. Genekspresjons-

analysen er inndelt i hovedforsgk 1, 2 og 3.
4.3.1 Smeltekurver fra optimalisering av primerkonsentrasjoner

Smeltepunktskurven i figur 11 ble brukt for & se om primerene, Caspase-3, BAX, BCL-2, B2M og
HPRT1, festet seg til mal- og referansegen. En oversikt over primersekvensene finnes i tabell 2. Dette
dannet grunnlaget for hvilke primere som ble brukt i videre analyse. Smeltekurve for BCL-2, BAX,
B2M og HPRT1 har enkeltvis et entydig smeltepunkt med en klart definert bglgetopp for hvert gen.
Fluorescensnivaet for BCL-2 og BAX var jevnt, men tydelig mindre enn for Caspase-3, B2M og
HPRT1. NTC for Caspase-3 har fatt en amplifikasjon med Cy-verdi 37.79, som gjenspeiler seg i liten
grad gjennom smeltepunktsanalyse som en langstrakt bglgetopp med lav fluorescens og et toppunkt
tilneermet 79°C. Under primeroptimaliseringen ble optimal konsentrasjon av forward og reverse
primer for de ulike RN A-sekvensene, bestemt ved hjelp av en standardkurve i et plotdiagram. Data
anvendt i diagrammet er basert pa resultat fra et qPCR-forsgk med de angitte primermengdene i
tabell 14. Fluorescens (ARn) er plottet langs x-aksen og C, langs y-aksen. Primerkonsentrasjonen
som uttrykte hgyest fluorescens med lavest C, for BCL-2, BAX, B2M og HPRT1 var henholdsvis
300£/300r, 300£/300r, 300f/500r og 500f/800r.
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Figur 11: Kurve fra qPCR-smeltepunktsanalyse for alle alternative primere i en graf. Figuren
viser temperatur langs x-aksen og fluorescens (-R’(T)) langs y-aksen. Til hgyre er alle inkluderte
prover fargekodet, navnsatt, og tilfgrt smeltepunktverdi (Tm). Fra hgyre til venstre viser figuren
en definert topp med smeltepunkt for BAX, Caspase-3, HPRT1, B2M og BCL-2.

Standardkurvene for de ulike primerene kan sees i appendiks A.3.5. Endelig bestemmelse av opti-
mal primerkonsentrasjon var for BCL-2, BAX, B2M og HPRT1 henholdsvis 300f/800r, 300f/300r,
800£/300r og 800f/300r, sammensetning av primerkonsentrasjoner kan sees i appendiks A.3.8. I
figur 12 ser man total smeltepunktanalyse for primeroptimaliseringforsgket. En mer detaljert fi-
gur over smeltepunktskurven for de individuelle mal- og referansegenene, finnes i appendiks A.3.7.
Smeltekurvene for BCL-2 viser ensidige bglgetopper med variable toppunkt, med felles smeltepunkt
pa 87°C. Sammenlignet med HPRT1 og B2M, uttrykker kurven et lavere toppunkt med lavere fluo-
rescensniva. Smeltekurve for BAX viser to separate bglgetopper som er lave og langstrakte med
smeltepunkt pa 75.5°C og 80.5°C. Smeltekurve for B2M viser en jevn kurve som gker til en ensidig,
spiss topp med smeltepunkttemperatur pa 83.5°C. Smeltekurve for HPRT1 er tilsvarende kurven
for B2M og er formet som en jevn kurve, med ujevn fordeling av toppunkt, og felles smeltepunkt-
temperatur pa 83°C. Under forste analyse av primere fikk NTC-prgve for Caspase-3 utslag med
en Cy-verdi pa 37.79. Under optimalisering av primerkonsentrasjon ga NTC for BAX primerutslag
med en Cy-verdi pa 36.89.
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Figur 12: Kurve for alle primersettene fra primeroptimaliseringsforsgket med qPCR i en graf. Figu-
ren viser temperatur langs x-aksen og fluorescens (-R’(T)) langs y-aksen. BCL-2 har et smeltepunkt
pa 87°C, BAX har to enkle smeltepunkt pa 75.5°C og ved 80.5°C, B2M har et smeltepunkt pa 83.5°C
og HPRT1 har et smeltepunkt pa 83°C. Ingen utslag for NTC eller blank prgve

4.3.2 (,-verdier

Appendiks A.3.9, tabell 16, 17 og 18 viser alle C;-verdier fra genekspresjonsalysen. For hver enkel
malsekvens var det liten variasjon i Cg-verdi for amplifikasjon pa tvers av ulike gPCR-brett. Like
Cy-verdier for hver primer, per tidsintervall, gjorde det mulig a sette opp gjennomsnittlige verdier
for & forenkle fremstillingen av verdiene. Med unntak av to prgver, gir alle paralleller for BAX enten
"No C,” pa én eller begge parallellene. Gjennomsnittlig C,-verdi for parallellene var 37.51 og 34.08
og kom henholdsvis fra prgver i kontroll- og eksperimentellgruppen kultivert i 72 timer. BCL-
2 hadde lav variasjon i Cy-verdi mellom parallellene. Gjennomsnittverdien var 27.79 og 27.95 for
eksperimentellgruppen kultivert i henholdsvis 24 og 72 timer, og kontrollgruppen kultivert i 24 og 72
timer hadde et gjennomsnitt pa henholdsvis 28.04 og 28.79. DMSO-gruppen hadde et gjennomsnitt
pa 28.06 ved kultivering i 24 timer og et gjennomsnitt pa 28.44 ved kultivering i 72 timer. HPRT1
og B2M hadde en jevn Cg-verdi for alle hovedforsgkene. Den eksperimentelle gruppen hadde for
HPRT1, en gjennomsnittsverdi pa 18.59 og 19.10 ved henholdsvis 24 og 72 timers kultivering.
Kontrollgruppen hadde gjennomsnittsverdier pa 18.95 og 19.22 ved kultivering i henholdsvis 24
og 72 timer. Gjennomsnittsverdier for 24 og 72 timers kultivering var henholdsvis 18.68 og 19.81
for DMSO-gruppen. For B2M var gjennomsnittlig Cy-verdi for eksperimentellgruppen 17.28 ved 24
timers kultivering, og 17.54 ved 72 timers kultivering. Kontrollgruppen hadde gjennomsnittsverdier
pa 17.57 og 17.58 ved henholdsvis 24 og 72 timers kultivering. Gjennomsnittsverdiene for DMSO-
gruppen ved kultivering i 24 og 72 timer er henholdsvis 17.42 og 17.61.
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Blank og NTC

For alle PCR-plater under hovedforsgket var det én blank prgve og én NTC-prgve per gensekvens.
Blank prove ga ikke utslag i form av Cy-verdi. Det fgrste hovedforsgket fikk NTC for B2M primeren
utslag med Cjy-verdi pa 35.31. I andre hovedforsgk ga bade BCL-2 og BAX henholdsvis C-verdi
pa 33.34 og 38.74 for NTC. I tredje og siste hovedforsgk fikk NTC for B2M utslag med Cj-verdi
pa 32.70.

4.3.3 Smeltekurver fra genekspresjonsanalyse

Smeltekurvene illustrerer tidspunktet hvor fluorescensen var sterkest under gradvis gkning av tem-
peratur. Smeltekurvene inndeles i hovedforsgk 1, 2 og 3. I figur 13, 14 og 15 vises den totale
smeltepunktkurven for de tre hovedforsgkene. Enkeltvise illustrasjoner av smeltepunktskurven for

de ulike malsekvensene fremstilles i appendiks A.3.10, figur 25, 26 og 27.

Hovedforsgk 1

Den forste genekspresjonsanalysen inneholdt 14 prgver fra eksperimentellgruppen, to prgver fra
DMSO-gruppen, fire prgver fra kontrollgruppen og én NTC for alle gen, samt én brgnn som blank.
Figur 13 viser en oversikt over smeltepunktsanalysen for dette forsgket. Smeltekurvene for BCL-2
viser ensidige bglgetopper med et smeltepunkt tilnaermet lik 87°C. Sammenlignet med HPRT1 og
B2M, uttrykker kurven et lavere toppunkt med lavere fluorescensniva. Smeltekurven for BAX viser
tilngermet ingen reaksjon. B2M sin smeltekurve viser en jevn kurve som gker til en ensidig, spiss
topp inneholdene ett avvik som uttrykker lavere fluorescensverdi. Smeltepunktstemperaturen var
pa 83.5°C. Smeltekurve for HPRT1 viser en jevn kurve som gker til en ensidig og spiss topp med
smeltepunktstemperatur mellom 82.5 og 83°C.
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Figur 13: Oversikt over alle smeltekurver fra hovedforsgk 1 for 24 timers intervall med
eksperimentell-, DMSO- og kontrollgruppen fremstilt i en graf. Figuren viser temperatur langs
x-aksen og fluorescens (-R’(T)) langs y-aksen. BCL-2 har et smeltepunkt pa 87°C, BAX har ikke
blitt uttrykt, med unntak av en enkelt smeltekurve med smeltepunkt pa 76.5°C, B2M har et smelte-
punkt pa 83.5°C, HPRT har et smeltepunkt pa 82.5°C - 83°C, NTC for B2M er eneste NTC som
ga utslag med et smeltepunkt pa 77°C. Ingen utslag for blank prgve.

Hovedforsgk 2

Den andre genekspresjonsanalysen inneholdt 14 prgver fra eksperimentellgruppen, fire prover fra
DMSO-gruppen, to prgver fra kontrollgruppen og én NTC for alle gen, samt én brgnn som blank.
Figur 14 viser oversikt over smeltepunktanalysen for dette forsgket. Smeltekurvene for BCL-2 vi-
ser ensidige bglgetopper med smeltepunkt tilnsermet 87°C. Sammenlignet med HPRT1 og B2M,
uttrykker kurven et lavere toppunkt med lavere fluorescensniva. Smeltekurve for BAX viser til-
naermet ingen reaksjon. Smeltekurve for B2M viser en jevn kurve som gker til en ensidig og spiss
topp med en smeltepunkttemperatur rundt 83.5°C. Smeltekurven for HPRT1 viser en jevn kurve
som gker til en ensidig og spiss topp, men med variable toppunkt. Smeltepunkttemperaturen ligger

mellom 82.5°C og 83°C for HPRT1.
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Figur 14: Oversikt over alle smeltekurver fra hovedforsgk 2 for 24 og 72 timers intervall med
eksperimentell-, DMSO- og kontrollgruppen fremstilt i en graf. Figuren viser temperatur langs
x-aksen og fluorescens (-R’(T)) langs y-aksen. Det ble ikke observert noen endring i smeltepunkt
mellom 24 og 72 timers kultivering. BCL-2 har et smeltepunkt pa 87°C. BAX har ikke blitt uttrykt.
B2M har et smeltepunkt pa 83.5°C. HPRT har et smeltepunkt pa 82.5-83°C. NTC for BCL-2 ga
et uforventet hgyt utslag med et smeltepunkt pa 76°C. Det ble ikke detektert et utsalg for blank
prove.

Hovedforsgk 3

Den tredje genekspresjonsanalysen inneholdt tolv prgver fra eksperimentelgruppen, fire prover fra
DMSO-gruppen, fire prgver fra kontrollgruppen og én NTC for alle gen, samt én brgnn som blank.
Figur 15 viser oversikt over smeltepunktsanalysen for dette forsgket. Smeltekurvene for BCL-2
viser ensidige bglgetopper med et smeltepunkt tilnzermet 87°C. Det lavere toppunktet betyr et
lavere fluorescensniva sammenlignet med B2M og HPRT1. Smeltekurve for BAX viser en sveert
ujevn kurve med flere lave og lange bglgetopper, uten indikasjon til en spesifikk smeltepunkttem-
peratur. Smeltekurve for B2M viser en jevn kurve som gker til en ensidig og spiss topp med en
smeltepunkttemperatur rundt 83.5°C. Smeltekurve for HPRT1 viser en jevn kurve som gker til en

ensidig og spiss topp med en smeltepunkttemperatur rundt 83°C.

39



700

800

g

Fluorescence (-R'(T))
g

H

100

Temperature (*C)

Figur 15: Oversikt over alle smeltekurver fra hovedforsgk 3 for 72 timers intervall med
eksperimentell-, DMSO- og kontrollgruppen fremstilt i en graf. Figuren viser temperatur langs
x-aksen og fluorescens (-R’(T)) langs y-aksen. BCL-2 har et smeltepunkt pa 87°C, med en kon-
trollprgve som har utslag bade ved 87°C og 75.5°C. BAX har fire variable smeltepunkt pa 80.5°C,
to pa 87.5°C og en pa 85°C, alle med lav fluorescens. B2M har et smeltepunkt pa 83.5°C. HPRT1
har et smeltepunkt pa 82.5°C-83°C. NTC for B2M har et smeltepunkt pa 83°C. Ingen utslag for
blank prgve.

4.4 Statistiske analysemetoder

Seksjonen presenterer en helhetlig oversikt over alle de statistiske analyseresultatene inkludert
normalisering av genekspresjon og relativ genekspresjon, samt utregning av statistisk signifikans

og varians.
4.4.1 AC, - Normalisering av genekspresjon

Ligning 1 ble brukt for normalisering av genekspresjon, AC,. Alle Cy-verdiene ble brukt i utreg-
ningen av AC,. Normalisering av genekspresjon ble gjort med genet som koder for BCL-2 som
malgen, og genene for HPRT1 og B2M som referansegener. BAX ble ekskludert fra videre analyse
pa grunn av mangel pa data. Dette gjelder for alle de statistsike analysemetodene. Normalisering
ble gjort i de tre ulike grupperingene; Eksperimentell-, DMSO- og kontrollgruppen. En oversikt over
distribusjonen av AC-verdier for prgver kultivert i 24 og 72 timer kan ses i henholdsvis figur 16 og
17. AC4-verdiene ble gruppert etter gen, tidsintervall og hvorvidt verdien tilhgrte eksperimentell-,
kontroll- eller DMSO-gruppe. Det ble utregnet gjennomsnittlig AC,-verdi for alle grupperinge-
ne. En oversikt over alle de gjennomsnittlige ACy-verdiene finnes i tabell 21 og 22 i appendiks
”Statistiske verdier” (A.3.11). En oversikt over gjennomsnittlige AC,-verdier brukt i utregning av
standardavvik finnes i tabell 25 og 26, appendiks A.3.11. Standardavvik for samtlige verdier finnes
i tabell 25 og 26, appendiks A.3.11.
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Figur 16: Oversikt over distribusjonen av AC,-verdier for hver av de ulike gruppene; eksperimentell-
, kontroll- og DMSO-gruppen, for tidsintervallet pa 24 timer. ACy-verdi er oppsatt pa y-aksen.
Gjennomsnittlig AC,-verdi for hvert relative gensett er markert for alle de individuelle datasett
med et kryss, ” x”. ”Vearharene” (strekene som strekker seg opp og ned i fra sentrum av boksene)
strekker seg fra den laveste til den hgyeste verdien i datasettet, hvor utliggerdatapunkt har blitt
utelatt.
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Figur 17: Oversikt over distribusjonen av AC,-verdier for hver av de ulike gruppene; eksperimentell-
, kontroll- og DMSO-gruppen, for tidsintervallet pa 72 timer. AC,-verdi er oppsatt pa y-aksen.
Gjennomsnittlig AC,-verdi for hvert relative gensett er markert for alle de individuelle datasett
med et kryss, 7 x”. "Verharene” (strekene som strekker seg opp og ned i fra sentrum av boksene)
strekker seg fra den laveste til den hgyeste verdien i datasettet, hvor utliggerdatapunkt har blitt
utelatt.

4.4.2 AAC;-metode

Ligning 4 ble brukt til utregning av AAC,-metoden. De gjennomsnittlige AC,-verdiene ble be-
nyttet i ligningen for & analysere relativ endring i genekspresjon. Det ble utregnet AAC,-verdier
for BCL-2 relativt til referansegenene HPRT1 og B2M i den eksperimentelle gruppen, relativt til
kontroll- og DMSO-gruppen. AAC,-metoden ble utfort for bade 24 og 72 timers tidsintervall.
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En oversikt over alle AAC,-verdier finnes i tabell 23, se appendiks ”Statistiske verdier” (A.3.11).
For kontrollgruppen i 24 timers tidsintervall, var endring i genekspresjon for BCL-2 relativt til
HPRT1 og B2M, henholdsvis lik 0.1125 og 0.0405. Tilsvarende for DMSO-gruppen, var relativ
endring i genekspresjon lik -0.01 og 0.143. For kontrollgruppen i 72 timers tidsintervall, var relativ
endring i genekspresjon for BCL-2 relativt til HPRT1 og B2M, henholdsvis lik -0.7155 og -0.8012.
Tilsvarende for DMSO-gruppen, var relative endring i genekspresjon lik 0.222 og -0.422. Det kan

ikke observeres en apenbar trend ut i fra AAC,-verdiene i de to tidsintervallene.

4.4.3 2 22%_metode

2-AAC_metoden ble brukt for analyse av prosentvis, relativ endring i genekspresjon av genet

som koder for BCL-2, relativt til referansegenene. AAC,-verdiene ble brukt i utregning av relativ

27AAC’

foldendring i genekspresjon. Ligning 5 ble brukt til utregning av 1-metoden. Relativ ge-

nekspresjonsanalyse ble utfort for bade kontrollgruppen og DMSO-gruppen, for 24 timers og 72

AACy_yerdiene finnes i tabell 24, appendiks A.3.11. For den eksperimentelle

timers tidsintervall. 2~
gruppen i det 24 timers lange tidsintervallet, var den relative prosentvise genekspresjonsendringen
av BCL-2 sammenlignet med referansegenene HPRT1 og B2M, redusert med henholdsvis 7% og
3% relativt til kontrollgruppen. I DMSO-gruppen hadde den relative prosentvise genekspresjons-
endringen av BCL-2 sammenlignet referansegenene med HPRT1, gkt med 1%. Til kontrast, for
B2M var den relative genekspresjonsendringen av BCL-2 redusert 9% relativt til B2M. Tilsva-
rende for tidsintervallet pa 72 timer, hadde relativ prosentvis genekspresjonsendring av BCL-2
sammenlignet med HPRT1 og B2M, ¢kt med henholdsvis 64% og 74% relativt til kontrollgruppen.
For DMSO-gruppen, var den relative prosentvise genekspresjonsendringen av BCL-2 sammenlignet
med HPRT1, redusert med 14%. Til kontrast, gkte ekspresjonen av BCL-2 med 34% sammenlignet
med B2M. Generelt observeres det en tendens av gkt genekspresjon BCL-2 i tidsintervallet pa 72
timers sammenlignet med tidsintervallet pa 24 timer. Dette gjelder szrlig kontrollgruppene. Det

er stgrre variasjon mellom dataene i 72 timers tidsintervallet relativt til tidsintervallet pa 24 timer.
4.4.4 T-test

Celleantall

P-verdiene fra t-test av celleantallet for eksperimentell gruppe i 24 timers tidsintervall relativt til
kontroll- og DMSO-gruppene, var av ikke signifikant verdi. P-verdiene var henholdsvis lik 0.51
og 0.50. Resultatet tilsier at forskjellen i antall celler mellom cellekulturene tilfgrt Ivermectin og
kontroll- og DMSO-gruppene, ikke er av statistisk signifikant verdi og nullhypotesen bekreftes. For
gruppene i 72 timers tidsintervall, var p-verdiene pa 0.77 og 0.91. Resultatene tilsier at forskjellen
i antall celler mellom cellekulturene tilfgrt Ivermectin, sammenlignet med kontroll- og DMSO-
gruppene, ikke er statistisk signifikant, og nullhypotesen bekreftes. En oversikt over gjennomsnittlig

celleantall og standardavvik finnes i tabell 5.
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Relativ genekspresjon

AC,-verdiene benyttet for utregning av t-test var for primer BCL-2. En uavhengig, tosidig t-test
med antatt ulik varians ble utfert for a studere den relative forskjellen i ekspresjon av genutrykk
innad i de ulike tidsintervallene. Tabell 6 viser en oversikt over alle p-verdiene fra disse t-testene.
Det ble observert ikke-signifikante verdier for alle verdiene innad i 24 timers tidsintervall. Det
ble observert to signifikante verdier innad i 72 timers tidsintervall: De to p-verdiene er for den
eksperimentelle gruppen relativt til kontrollgruppen for referansegenet B2M, og eksperimentell-
relativt til DMSO-gruppe for referansegenet HPRT1, begge i 72 timers tidsintervall. Nullhypotesen
beholdes for gvrige alle verdier.

Tabell 6: P-verdier fra t-test av kvantifikasjon av AC,-verdier. T-testen ble utfgrt innad i de to
tidsintervallene for a sammenligne ACj-verdier fra den eksperimentelle gruppen sammenlignet
med kontrollgruppen og DMSO-gruppen. De to grupperingene med henholdsvis kontrollgruppen
og DMSO-gruppen sammenlignet med den eksperimentelle gruppen, vises pa rad 1 og 2. Den fgrste

kolonnen viser verdier etter 24 timers tidsintervall, og den andre kolonnen viser verdier etter 72
timer. Verdiene er rundet opp til naermeste to desimaler.

IVM + Kontroll IVM + DMSO
BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M | BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M
24t 0.79 0.89 0.98 0.82
72t 0.10 0.03 0.03 0.07

4.4.5 Coefficient of Variation

De gjennomsnittlige verdiene fra ACj,;-metoden ble brukt i utregningen av CV-analyse. Gjennom-
snitt og standardavvik for kontrollgruppen ble utregnet med ligning 8 og ligning 7. De ble utregnet
en CV analyse for bade 24 timers og 72 timers tidsintervall. En oversikt over gjennomsnittlige
AC,-verdier, standardavvik-verdier og samtlige CV-verdier finnes i tabell 25 og 26, se appendiks
”Statistiske verdier” (A.3.11). Fra tabell 25 observeres det en varierende varians, med relativt lave
verdier. En trend man kan observere fra bade tabell 25 og 26, er at HPRT1 i kontrollgruppene
ser ut til & gi utslag for et stgrre standardavvik relativt til gjennomsnittet (hgyere CV-verdi) sam-
menlignet med gvrige verdier. Generelt vil CV-verdiene i begge tidsintervallene, indikere at det er
stgrst variasjon mellom prgveresultatene i denne grupperingen. Videre ser man en stabil variasjon
pa tvers av alle CV-verdier, med lavest CV-verdi tilsvarende 2.57% og hgyeste verdi pa 8.15%.
Dette tilsvarer en relativ liten spredning i datasettet rundt gjennomsnittet. Dette indikerer igjen

relativt ngyaktige og forutsigbare resultater. Alle verdier er innenfor akseptomradet (<11%).
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5 Diskusjon

Formalet med studien var a se om Ivermectin pavirket veksten til A549-celler in vitro. Den int-
rinsiske apoptoseveien, da spesifikt opp- og nedregulering av henholdsvis BAX og BCL-2, ble
brukt som utgangspunkt for bestemmelsen av Ivermectins virkeméate pa cellenes apoptoseregu-
lering. Cellekulturens konfluens, samt bestemmelse av celleantall gjennom celletelling, ble brukt
som ytterligere indikasjoner pa endring av cellevekst. Endringer i genekspresjon ble vurdert ut fra
qPCR-analyse. Studien benyttet en Ivermectinkonsentrasjon pa 5 pM. Det ble benyttet to ulike
kontrollgrupper, hvor den ene inneholdt vekstmedium, og den andre inneholdt vekstmedium tilsatt
5 uM DMSO. ”Diskusjon” vil inneholde tolkning samt refleksjon rundt analysens resultater, in-
kludert cellekulturenes konfluens, templatfremstilling, celleantall og resultater fra qPCR-analyse,
inkludert statistiske analysemetoder. Valg som ligger til grunn for studien begrunnes, metodens
styrker og svakheter droftes, og feilkilder samt alternative optimaliseringstrinn vil bli diskutert.
Diskusjonen avsluttes med forfatterenes forslag til videre forskning og hvordan studien kunne ha

blitt optimalisert ytterligere for a styrke analysenes resultater.

5.1 Cellekultivering

Seksjonen vil ta for seg diskusjon av resultater og metodebruk fra optimalisering av celleveksten.

Videre tolkes og diskuteres resultat fra kultivering med Ivermectin.
5.1.1 Optimalisering av vekst

Vekstoptimaliseringsperioden omtaler perioden fra tining av A549-cellekulturen til kultivering av
celler med Ivermectinlgsning tar sted. Pa grunnlag av hgyt initielt celleantall, ble cellekulturen
subkultivert 24 timer etter oppstart av forsgket. Tiden det tok mellom hver subkultivering var
konsistent, og cellekulturene ble subkultivert med samme subkultiveringsforhold, bade ved opti-
malisering av vekst og da cellene ble antatt a befinne seg i den eksponentielle fasen. En forventet
gkning i trypsineringstiden, fra ned mot 30 sekunder, til en tid som gjenspeilet prosedyren forekom
i lgpet av optimaliseringsperioden. Dette ga en indikasjon pa forbedring i cellens adherens. Peri-
oden med optimalisering av vekst ble ansett som viktig da den forsikret at eventuelle endringer
i vekst og/eller genuttrykk var utelukkende et resultat av stresset pafgrt cellene ved tilforsel av
Ivermectin, og ikke skyldtes andre miljgpavirkninger. Flere faktorer kan veere arsak til at veksten,
en uke etter den ble vurdert til & veere i optimal vekstfase, ble svekket. En potensiell, indirekte
faktor er at konfluens er et relativt mal, basert pa personlig oppfatning. Dermed kan konfluensen
ha blitt vurdert hgyere enn den egentlig var, dette kan ha fgrt til overdreven subkultivering av
cellene. Pa den andre siden ble konfluensen alltid vurdert av flere, noe som gir et sikrere grunnlag
for at antatt konfluens reflekterte reell konfluens. Under optimaliseringen av vekst gkte trypsine-
ringtiden kontinuerlig med tiden. Dette kan ha gitt opphav til en ytterligere faktor som kan ha
svekket cellene. Gjennom studien ble det fulgt et mal om at 80% av cellene skulle ha lgsnet for

trypsineringen ble opphgrt. Dog er dette malet relativt, noe som apner for at cellene kan ha blitt
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utsatt for overtrypsinering, og med dét, svekket cellevekst. Overtrypsinering kan ogsa gke stresset
til cellene. @kt celluleert stress kan pavirke resultater i genekspresjonsanalysen ved ekspresjon av
markgrer for cellulsert stress som ikke er et resultat av studiens tilfgrte stress, ved tilfgrsel av Iver-
mectin. Ettersom veksten ble redusert relativt tidlig etter at cellene ble vurdert & veere i optimal
vekstfase, er det plausibelt a anta at denne antagelsen ikke reflekterte virkeligheten, og at optimal
vekstfase aldri ble oppnadd. Dette stgttes opp av at cellene, i den forste vekstfasen, trenger tid til

a tilpasse seg sine nye vekstforhold og oppna optimal cellevekst.
5.1.2 Kultivering med 5 pM Ivermectin

Ivermectinkonsentrasjon pa 5 pM samt kultiveringstidsintervallet, ble som fglge av begrensninger
i tid, valgt pa grunnlag av tidligere studier [9, 8, 52, 6]. Videre er en konsentrasjon pa 5 pM den
hgyeste konsentrasjonen som er demonstrert til & veere innenfor forsvarlig bruk hos mennesker
[62, 6]. Av tidsintervaller brukt i tidligere bacheloroppgaver ble det sett pa som hensiktsmessig
a benytte seg av tidsintervallene 24 og 72 timer [9, 8]. Vurderingen ble gjort med grunnlag i at
provene kultivert i 72 timer kunne sta over helgen, som var hensiktsmessig med tanke pa tidligere
beskrevede begrensinger tilknyttet tilgang pa laboratoriet. Lengre tidsintervaller ble ikke vurdert
pa grunn av risiko for overvekst. Cellekulturen ble overfgrt fra celleflasker til cellebrett for a gjgre
det lettere a holde oversikt over mengden prgver og deres innhold. Basert pa veileders tidligere
erfaringer ble det besluttet a benytte samme volum reagens og cellesuspensjon for 6-brgnners celle-
brett som ved 25cm? celleflasker for & unnga fordamping av vekstmedium. Samme celleantall fgrte
til hgy konfluens raskere, sammenlignet med tiden det tok i celleflasker, ettersom cellebrettet had-
de mindre vekstoverflate (9.6 cm? i 6-brgnners cellebrett, mot 25cm? i celleflaskene) [93]. Kontroll
ble benyttet for a ha et grunnlag for sammenligning med den eksperimentelle gruppen. Kontroll-
gruppene ble inndelt i “kontroll” og ”kontroll med DMSQO”. Ettersom Ivermectin i pulverform
fortynnes i DMSO, ble det valgt a inkludere kontroll med DMSO for & kunne se om DMSO alene
hadde en effekt pa cellevekst og/eller genekspresjon. Appendiks ”Oversikt over konfluens” (A.3.1)
viser at konfluensen i brgnnene var forskjellig ved tilsetning av vekstmedium, vekstmedium tilsatt
Ivermectin og vekstmedium tilsatt DMSO. Differansen i konfluens fgr indusering av Ivermectin-
og kontrollgsninger mellom de ulike grupperingene, ansees som suboptimalt for forsgksdesignet,
og kan veere en mulig konsekvens av at veksten i celleflaskene ikke ble tilstrekkelig optimalisert
for oppstart av forsgket. Cellekulturen ble subkultivert i et 1:3 forhold ved overfgring til celle-
brett, noe som tilsvarer at hvert enkelt cellebrett inneholdt celler fra to forskjellige celleflasker.
Ved optimal og tilnzermet lik vekst i alle flaskene er det plausibelt at de forskjellige celleflaskene
ikke ville hatt en betydelig innvirkning pa forskjeller i konfluens. Differansen i andel celler overfgrt
fra cellesuspensjon til cellebrett, kan ogsa ha forekommet som fglge darlig pipetteringsteknikk.
Dersom man hadde hatt bedre tid, ville det optimale veert & telle cellene i Biirker tellekammer,
eller tilsvarende metoder, slik at det ble tilsatt ngyaktig lik mengde celler i hver brgnn. En visuell
fremstilling av konfluens, vist i appendiks ” Oversikt over konfluens” (A.3.1), for og etter cellekulti-

vering i eksperimentell-, kontroll- og DMSO-gruppen innad i de ulike tidsintervallene, gjor at man
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kan anta lik vekstutvikling pa tvers av vekstbetingelser. Noen av figurene brukt for & sammenlig-
ne veksten i cellekulturen hadde ulike innstillinger pa mikroskopet. Forskjellige innstillinger gjor
bildene mindre representative, da sammenligningsgrunnlaget svekkes. Det ble forsgkt a ta bilder
representative for cellekulturen i sin helhet, men dette er vanskelig da et bilde inn i mikroskopets
okkular kun viser en liten del av cellekulturen. Visuelt observeres det ogsa hgy konfluens i brgnner
med observert lav konfluens for kultivering av eksperimentell-, kontroll- og DMSO-gruppene. Dette
kan begrunnes med at vekstflaten i brgnner i cellebrett er mindre enn ved en celleflaske, og at hgy
konfluens derfor oppnas tidligere. Lik vekstutvikling kan tyde pa at kultivering med Ivermectin
over 24 og 72 timer ikke har hatt betydelig pavirkning pa cellenes overlevelse eller proliferasjon.
Cellene ble kultivert ved optimale vekstforhold i 24 timer etter subkultivering for vekstmedium
med Ivermectin ble tilsatt. Dette tillot cellene & adherere seg for tilfgrsel av 5 pM Ivermectin. Okt
adherens kan ha forsterket cellens motstandsevne mot Ivermectin, og derfor veaere en arsak til at
effekt av Ivermectin ikke kan observeres. En annen begrunnelse kan veere at 5 pM Ivermectin ikke

har hatt en betydelig innvirkning pa cellenes vekst eller overlevelse etter 24 og 72 timer.

5.2 Fremstilling av templat til RT-qPCR

Seksjonen vil ta for seg diskusjon angaende resultater og metodebruk fra fremstilling av templat
benyttet i gPCR-analysen. Dette inneberer resultater fra celletelling og maling av RNA- og cDNA-

konsentrasjoner.
5.2.1 Celletelling

Etter at et parti A549-celler hadde blitt kultivert i brgnner med vekstmedium tilsatt 5 pM Iver-
mectin, vekstmedium og vekstmedium tilsatt 5 pM DMSO, over en periode pa enten 24 timer eller
72 timer, ble cellene telt ved hjelp av Biirker tellekammer for & estimere celler per mL cellesus-
pensjon. Dette ble hovedsakelig gjort for a ansla volum til RNeasy prosedyre for RNA-isolering.
Samtidig ga celletellingen en indikasjon pa om det fantes en betydelig forskjell i vekst mellom
eksperimentell-, kontroll- og DMSO-gruppen. Telling av celler ved hjelp av et tellekammer viser
kun et representativt utvalg; det reelle celleantallet kan variere. Ved a benytte flere paralleller
kunne man ha sikret seg et mer representativt utvalg, men dette ble ikke gjennomfert da frem-
stilling av RNA og ¢cDNA for & male genekspresjon ma skje raskt, grunnet RNA sin ustabilitet.
En annen faktor som spilte inn var begrenset antall tellekammer. I studien ble kun 3 ruter telt.
Ved darlig fordeling av celler i tellekammeret oppstar risikoen for et misvisende resultat. For a
handtere dette ble fordeling av celler i tellekammeret kontrollert. Celleantallet som ble overfgrt fra
suspensjonen til tellekammeret kan ogsa ha veert lite representativt, da cellene vil synke til bunnen
i en suspensjon. For a unnga dette ble suspensjonen homogenisert for den ble pipettert i Biirker
tellekammer, men det kan tenkes at dette ikke alltid er tilstrekkelig for homogenisering og at det
kan ha forekommet forskjeller i effektiviteten ved bruk av denne metoden. Celler i suspensjonen
kan ogsa ha blitt pavirket av hvor mange av cellene som lgsnet ved trypsinering, hvor dette kan

pavirke celleantallet bade positivt og negativt. Fgr cellene ble tatt ut ble det kontrollert i invert-
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mikroskop at tilnaermet 80% av cellene hadde lgsnet, for & unnga undertrypsinering. Til ettertanke
kunne det ha blitt innfart et ytterligere kontrolltrinn ved & kontrollere celleantallet etter uttak av
cellekultur fra brgnnen. Overtrypsinering ble forsgkt unngatt ved a la trypsin virke i ngyaktig to
minutter. Her er derimot skraping av cellene en faktor som kan ha gkt trypsineringtiden, pa grunn
av varierende tidsbruk. Resultatet viste lavest celleantall for kontrollgruppen ved kultivering i 24
timer, og for DMSO-gruppen ved kultivering i 72 timer. Hgyest celleantall var det i DMSO- og
kontrollgruppen ved kultivering i henholdsvis 24 og 72 timer. Standardavviket er hgyt for alle grup-
per, og viser varierende resultater. Utvalget for prgver i kontroll- og DMSO-gruppen er begrenset,
med kun to prgver per tidsintervall. Dette forer til mer troverdige gjennomsnittstall hos prgver
fra den eksperimentelle gruppen, sammenlignet med kontroll- og DMSO-gruppen (Tabell 5). Det
vises ogsa en trend med hgyere celleantall hos prgver fra tidsintervaller pa 72 timer, med unntak
av DMSO-gruppen. Hgyere celleantall fra 72 timers tidsintervallet kan ha sammenheng med lengre
kultiveringstid. Hgyere celleantall hos DMSO-gruppen ved 24 timer kan ha sammenheng med for-
skjeller i konfluens ved tilsetning av DMSO. Videre indikasjoner vedrgrende Ivermectin sin effekt

pa antall celler gis ved hjelp av statistiske analyser, som fremkommer i seksjon 5.4.

5.3 qPCR

Seksjonen vil ta for seg diskusjon av resultater og metodebruk knyttet til primeroptimalisering,

inkludert oppsett av standardkurver, og genekspresjonsanalyse.
5.3.1 Primeroptimalisering

Forste qPCR~analyse utgjorde grunnlaget for hvilke primersekvenser som ble tatt i bruk for vi-
dere primeroptimalisering og i genekspresjonsanalysen. Formalet var & se om de utvalgte prime-
rene bandt seg til, og amplifiserte med god spesifisitet for markgrgenet. Oversikten over de ulike
markgrene og deres bestemte forward og reverse primersekvens er fremstilt i tabell 2. Som neg-
ativ kontroll ble det brukt en NTC for hver primer med en konsentrasjon pa 800f/800r nM. I
gPCR-analysen fikk alle prgvene som inneholdt markgrgen en Cjy-verdi. Med unntak av NTC for
Caspase-3, var det ingen NTC som passerte fastslatt terskelverdi. En NTC inneholder ikke temp-
lat, noe som fgrer til stgrre forekomst av primerdimere enn det som ville ha oppstatt i en prgve
inneholdende templat. Smeltepunktene for alle markgrene er entydige i smeltepunktsanalysen. Den
amplifiserte mengden av NTC for Caspase-3 primere ble gjenspeilet i smeltepunktsanalysen som en
sveert lav og langstrakt bglge. En slik bglge kjennetegner dannelse av primerdimere, men i motset-
ning til primerdimeres vanlige smeltepunkt rundt 70°C, er smeltepunktet for bglgen pa 79°C, som
er tilnzermet lik Caspase-3 sitt eget smeltepunkt malt til 78°C. Dette gjgr det vanskelig a utelukke
dannelse av primerdimere i markgrprgven, men hgy Cg,-verdi og lavt fluorescensniva indikerer at
primerdimeren ville hatt neglisjerbar pavirkning for resultatet til markgrgenet. Til tross for dette,
var NTC for Caspase-3 den eneste kontrollprgven som ga Cg-verdi, og ettersom smeltepunktet
overlappet nzert markgrgenets smeltepunkt, ble det bestemt at Caspase-3 ikke skulle testes videre.

I retrospekt kan dette fremsta som en forhastet beslutning ettersom markgrgenet hadde god amp-
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lifikasjon med hgy spesifisitet. Dermed kan det resonneres frem til at det burde blitt gjennomfert
flere replikat og paralleller for ulike primerkonsentrasjoner, fér man kunne ha dannet et godt nok
grunnlag for beslutningen, men pa grunn av tids-, templat- og reagensbegrensning ble det valgt a

ga videre til optimalisering av primerkonsentrasjoner.

I forsgk for optimalisering av forward og reverse primerkonsentrasjon ble det kun benyttet ett
replikat per primer og i NTC ble kun konsentrasjonen 800f/800r nM brukt. I fglge prosedyren
”Optimalisering av primerkonsentrasjoner” (A.2.11) skulle det ha blitt benyttet fire replikater per
primer. Alle ni variasjoner av primerkonsentrasjoner skulle ogsa ha blitt testet med fire replikater
for NTC. Det ble ikke gitt prioritet pa samme grunnlag som hvorfor det ikke ble gjennomfgrt
flere paralleller for valg av markgrer. Ettersom det bare ble gjennomfert NTC pa 800f/800r nM er
det ogsa usikkert hvordan andre primerkonsentrasjoner ville ha pavirket Cj-verdien og eventuell
dannelse av primerdimere. Formalet med a bruke en replika i dette optimaliseringstrinnet var for
a identifisere de eventuelle primerkonsentrasjonene som danner primerdimere, og for a bestemme
de primerene som tilsynelatende hadde hgyest primerspesifisitet for hvert gen til videre geneks-
presjonsanalyse. I motsetning til tidligere analyse for markgrvalg, hvor BAX hadde en Cj-verdi
pa 33.89, viste det seg under primeroptimaliseringen at dette resultatet ikke var repeterbart. Syv
av ni paralleller for BAX ble ikke amplifisert. De resterende to fikk Cy-verdi pa 33.92 og 33.43.
Ved sammenligning av provene amplifisert under analyse for primeroptimalisering, med de i test
av markgrspesifisitet, ble det observert en uforventet lav variasjon innad i Cj-verdier, sammen-
lignet med de resterende prgvene som ikke ble synlig amplifisert. Dette kan forekomme dersom
primeren ikke er optimal. Dersom man skal forsgke a begrunne at BAX er uttrykt, men som kon-
sekvens av en ukjent feilkilde ikke reflekteres i resultatet fra analysen, er det flere mulige arsaker
til hvorfor resultatene ser unaturlige ut. cDNA-konsentrasjon i analyse for primeroptimalisering og
test av markgrspesifitet var hgyere enn ved genekspresjonsanalysen. Dette er en feilkilde da gkt
templatkonsentrasjon kan redusere antall sykluser fgr amplifikasjonen oppnar eksponentiell vekst
og krysser grenselinjeverdien. Dette kan forklare hvorfor Cy-verdiene i de to fgrste analysene er
lavere enn hva de verdiene man fikk i genekspresjonsanalysene var. Pa den andre siden forklarer
ikke dette de markante forskjellene i Cy-verdier, fra verdi pa 33 sykluser til ingen Cy-verdi. Dersom
det hadde blitt gjort flere replikater for de ulike primerene kunne man ha antydet om dette var en

trend eller om de verdiene man har fatt er utliggere.

Standardkurvene og valg av optimal primerkonsentrasjon ble initielt valgt pa feil premisser. Antall
prgver ble plottet langs x-aksen og €, langs y-aksen. Basert pa en trendlinje ble den beste pri-
merkonsentrasjonen bestemt basert pa hvilken Cy-verdi som var naermest trendlinjen. For BCL-2,
BAX, B2M og HPRT1 ble henholdsvis 300f/800r nM, 300f/300r nM, 800f/300r nM og 800f/300r
nM valgt som optimal primerkonsentrasjon. Disse primerkonsentrasjonene ble brukt videre for
markgrprgvene og tilhgrende NTC-kontroll i genekspresjonsanalysen. Under primeroptimaliserin-
gen, med unntak av resultatet for BAX, viste resterende markgrgen entydige smeltekurver og jevn

Cg-verdi. Dette kan bety at selv om forholdet mellom fluorescens og Cy-verdi ikke var optimalt,
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ble korrekt markgrgen fremdeles amplifisert. Nar optimal primerkonsentrasjon skulle avgjgres for
BAX var det to Cg-verdier a ta utgangspunkt i. En begrensning pa to verdier fgrer til at en stan-
dardkurve mellom fluorescens og Cy-verdi er meningslgst. I motsetning til under forsgket hvor man
eksklusivt sa pa smeltekurvene fra primeroptimaliseringen, ble det i ettertid sammenlignet mellom
smeltekurve fra analyse av markgrspesifitet og primeroptimaliseringen. Da ble smeltepunktet pa
de to markgrbrgnnene for primerkonsentrasjon pa 800f/800r, og den enkle 300f/300r prgven sam-
menlignet. Smeltepunktet i primeroptimaliseringen for 800f/800r ligger pa 75.5°C, og for 300f/300r
ligger det pa 80.5°C, som er mer tilngermet det som er observert under analyse av markgrspesifitet.
Under forsgket ble det valgt a fortsette med primerkonsentrasjon pa 300f/300r ettersom dette
er minst volum primere, men i ettertid kan man se indikasjon pa at en primerkonsentrasjon pa
300f/300r danner primerdimere og ikke gnsket amplikon. Feil valg av optimal primerkonsentrasjon

kan ha fatt konsekvenser for videre resultat i genekspresjonsanalysen.
5.3.2 Genekspresjonsanalyse

Store variasjoner i analyseresultatet kan forekomme av RT-PCR; grunnet flere kritiske kontroll-
punkt i templatfremstillingen og spesiell fare for destabilisering av RNA. Som fglge av RNA sin
molekyleere ustabilitet, ved isolering og videre bearbeiding, ble RN A-isolering og -handtering utfgrt
pa is. Alle RNA-isoleringer ga hgyt RNA-utbytte som tilsier at RNA har blitt bevart gjennom iso-
leringen. Cg-verdier i genekspresjonsanalysen var like gjennom alle tre hovedforsgk og viser derfor
repliserbarhet, som tyder pa palitelige resultater fra qPCR. Like Cj,-verdier for hver primer, per
tidsintervall, gjorde det mulig a sette opp gjennomsnittlige verdier for a forenkle fremstillingen
av verdiene. Ettersom verdiene er relativt jevne, ble dette vurdert til & veere hensiktsmessig. Da
verdiene er av logaritmisk natur, vil denne fremstillingen kunne veere misledende da enkeltverdier
kan ha stor pavirkning pa den helhetlige gjennomsnittsverdien. Likevel ble ikke fremstillingen av
gjennomsnittsverdier sett pa som misvisende da gjennomsnittsverdiene heller ikke brukes videre
i statistisk utregning i form av ACj-verdier, hvor heller enkeltverdiene ble tatt i bruk for videre
analyse. Hensikten med genekspresjonsanalysen var i utgangspunktet a studere forholdet mellom
BLC-2 og BAX da samspillet mellom de to proteinene er med pa a regulere den intrinsiske apopto-
seveien. Det fantes fa utslag for malgenet BAX i genekspresjonsanalysen. Analyse av malgenet ga
Cy-verdier for begge paralleller ved to tilfeller, hvor disse kom fra kontroll- og eksperimentellgrup-
pen. Cg-verdiene var hgye, med verdi naer cutoff-verdien for prgven for kontrollgruppen. Utslagene
kan tyde pa kontaminasjon i brgnnen, eller dannelse av primerdimer. Med qPCR kan man ikke
bestemt si at et gen ikke er uttrykt, men en hgy C,-verdi kan indikere at genet er lavt uttrykt.
Det kan derfor tenkes at BAX ikke blir uttrykt i noen betydelig grad i provematerialet. Manglende
resultat kan tyde pa at 5 pM Ivermectin ikke har fgrt til apoptose ved den intrinsiske apoptoseveien
for A549-celler. En annen arsak kan veere feilkilder ved isolering av RNA, hvor RNA-uttrykket har

gatt tilbake til normaltilstand etter Ivermectin ble fjernet fra cellekulturen.

Resultatene for BAX har blitt forkastet pa grunn av manglende utslag pa en av de to parallellene.
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Flere replikater kunne gitt en bedre indikasjon pa genekspresjonen ved a tilfgre flere verdier, og
kunne gjort at flere av prgvene kunne ha blitt brukt i videre analyse og resultattolkning. Det ble i
utgangspunktet planlagt & benytte fire replikater for hver primer. Pa grunn av lavt cDNA-utbytte
ble dette en utfordring, da det ikke var tilstrekkelig med templat. Her kunne en lgsning veert a
behandle alle cDNA-prgver fra samme RNA-prgve som én prgve ved a sla de sammen fgr maling
av konsentrasjon. Dette utgjer ikke en gkning i konsentrasjon, men volumet templat ville gkt be-
traktelig. Grunnet lite templat ble det ogsa brukt lave cDNA-konsentrasjoner i PCR-analysen.
Templatkonsentrasjonen brukt i genekspresjonsanalysen la i det nedre sjiktet av tillat konsentra-
sjon i fplge prosedyren ”Brgnnoppsett” (A.2.12). Hoyere templatkonsentrasjoner kunne ha fort
til lavere Cg-verdier for alle markgrer, og derfor ogsa flere resultat ved genekspresjonsanalyse av
markgrgenet BAX. Lavt cDNA-utbytte, til tross for hgye RNA-konsentrasjoner, kan tyde pa at ikke
alt RNA ble omdannet til cDNA. Dette utgjor en risiko for at cDNA ikke inneholder malsekvensene
og derfor ikke blir detektert i genekspresjonsanalysen. Resultatet av ¢cDNA-konsentrasjonsanalyse
kan indikere at det burde blitt gjennomfert ytterligere optimalisering av prosedyren for syntese
av ¢cDNA. Videre optimalisering ble ikke gjennomfgrt pa grunn av begrensninger i tid og reagens.
I genekspresjonsanalysen ble det brukt andre cDNA-konsentrasjoner enn ved primeroptimalise-
ringen, noe som kan ha pavirket effektiviteten til primerene. Ideelt burde primerkonsentrasjonene
benyttet i optimaliseringsforsgk ha reflektert konsentrasjonen benyttet i hovedforsgkene. Dette kan
veere en alternativ forklaring pa manglende amplifisering av BAX. Analysens andre malsekvenser
har gitt utslag i form av Cy-verdi. Smeltekurver for alle primere, utenom BAX, tyder pa spesifikk
templatbinding. Med unntak av ett avvik for B2M, som kun forekommer i hovedforsgk 1. Denne
verdien kan komme fra primerdimerdannelse i NTC. Resultatene tilsier at primerene allikevel har

fungert, med unntak av primer for BAX.

NTC fungerer som kontrollpunkt for kontaminasjon fra andre nukleinsyrer og deteksjon av sub-
optimale primere. Blank prgve med kun SYBR Green I og nukleasefritt vann ble benyttet for a
kunne se etter forurensning, samt fjerne stgy. Genekspresjonsanalysen ga C,-verdier for noen NTC
i hvert hovedforspk. C4-verdiene var relativt hgye, med ingen verdier under 32 sykluser. Samti-
dig er dannelse av primerdimer mer sannsynlig i NTC. Gjennomsnittlige Cy-verdier for primerene
kan sees i appendiks A.3.11, tabell 19 og 20. For bade BCL-2 og B2M viser kun smeltekurven
for NTC tegn til primerdimer. Ved forekomst av primerdimer ville det oppstatt flere, eller ujevne
topper, i smeltepunktkurven (A.3.10, figur 25, 26 og 27). Resultatene gir ikke grunnlag for bety-
delig dannelse av primerdimer i brgnner med prgve. NTC for B2M fikk Cj4-verdier langt hgyere
enn gjennomsnittsverdiene for prgvene med templat, dette tyder pa at det ikke er kontaminasjon.
Derimot kan kontaminasjon ha fgrt til falskt forhgyede verdier i prgven. For BCL-2 var C,-verdiene
kun litt hgyere enn C,-verdiene fra prgver med templat. Dette kan indikere kontaminasjon. Sam-
tidig ga NTC utslag kun pa hovedforsgk to, mens C;-verdiene for BCL-2 var jevne gjennom alle
tre hovedforsgk. Dette gir grunnlag for & se vekk fra NTC for BCL-2. Eventuell primerdimer eller

kontaminasjon hos BAX er av lite betydning, da genekspresjonen ikke ble brukt i videre analyser.
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Cy-verdien i NTC for BAX var lik de fa resultatene som fremkom for BAX. Dette gir lite grunnlag
for & kunne si at primeren gir palitelige resultater. Samtidig som det er verdt a papeke at NTC
for BAX kun ga utslag i ett av hovedforsgkene, og at sannsynlighet for dannelse av primerdimer
er forhgyet i NTC generelt. Smeltekurven til NTC for BAX viser ingen flurorescenstopp og tilfgrer

derfor ingen vurderingsgrunnlag for primerens effektivitet.

5.4 Statistiske analysemetoder

Seksjonen vil ta for seg diskusjon av resultater fra alle de ulike statistiske analysemetodene og
deres betydning. I tillegg vil det ble diskutert metodebruk, inkludert grunnlaget for hvorfor de
ulike testene benyttes og det vil bli kort nevnt alternative anvendelser av disse metodene innad i

en qPCR-analyse.
5.4.1 AC(C, - Normalisering av genekspresjon

Normalisering av genekspresjon er ngdvendig for & kunne sammenligne mal- og referansegen. AC,-
utregning ble gjort i sammenheng med utregning av AAC, i tillegg til at verdiene ble anvendt
i utregning av t-test og CV-analyse. Annet enn deres videre anvendelse i ytterligere analyse, be-
skriver ACj-verdiene dg relativ genekspresjon. Fra tabell 21 og tabell 22 (A.3.11) ser man relativt
jevne verdier, bade pa tvers av eksperimentell-, kontroll- og DMSO-gruppene innad i samme og
ulike tidsintervaller. De stabile ACj-verdiene gir et indirekte mal pa stabiliteten innad i gPCR-
analysen pa tvers av gruppene og de ulike analysene. Dersom verdiene hadde variert i stor grad
mellom de ulike prgvene ville dette kunne tilsvare uegnede referansemarkgrer eller tekniske feil i
oppsettet av qPCR med tanke pa temperatur- og tidsintervaller. Resultatet av ACy-metoden kan
sies a veere av moderate til hgye tallverdier; ideelt ville man kunne sett enda lavere verdier for a
fastsla en stgrre korrelasjon i forskjellen av genuttrykk innad i grupperingene. De gjennomsnittlige
enkeltverdiene ligger generelt pa et sted mellom ni og elleve, og skaper dermed tvil om ekspresjonen
av malgenene sammenlignet mot referansene er av tilstrekkelig forskjell til & kunne si at det finnes
en korrelasjon. De hgye AC,-verdiene indikerer lav ekspresjon av BCL-2, noe som reflekteres i
videre analyse av AAC,-metoden og innad i de statistiske analysene. De hgye verdiene gjelder
for gvrig begge referansegenene, som avkrefter grunnlaget for at den lave relative ekspresjonen
skyldes suboptimalisert valg av referansegen. Da det ble brukt to referansegen, kan det dermed
argumenteres for at begge primerne var av uegnet natur, men primeroptimaliseringen diskutert

ovenfor tilsier at det ikke er noe grunnlag som tyder pa at bruk av suboptimale primere er tilfellet.
5.4.2 AAC;-metode

AACg-verdier ble utregnet fra gjennomsnittlige AC,-verdier ovenfor individuell utregning av alle
de enkeltstaende verdiene. Hensiken med utregning av AAC, ut i fra gjennomsnittlige AC,-verdier,
er at dette gir en oversikt over trender ovenfor enkelttilfeller. Det ble sett pa som nyttig a kunne
jevne ut resultatene og dermed redusere varians innad i enkeltresultater og heller rette fokus pa det

helhetlige bildet. Videre vurderes det at gjennomsnittet ikke vil pavirke tolkningen av resultatet,
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eller at resultatets fremstilling vil bli pavirket i den grad at det ikke lenger er representativt for
studiens funn. Gjennomsnittlige AC,-verdier blir sett pa som mer oversiktlige og a foretrekke i
analysen; det kunne like sa godt bli gjort med alle enkelte AC,-verdier, men det ble altsa ikke
vurdert hensiktsmessig. For tallene i seg selv, ligger verdiene jevnt rundt 0, bade pa den positive
og negative siden. Verdiene fglger trenden til verdier observert i AC,-metoden: De er lave og
relativt jevne, som indikerer liten differanse i genekspresjonen innad i eksperimentell-, kontroll- og

DMSO-gruppene.

5.4.3 2 220:_metode

2-28% metode folger logisk samme konklusjoner tatt fra AAC,-metoden. Trenden av gkt gen-

ekspresjon i 72 timers tidsintervall gir en indikasjon pa at genekspresjonen av BCL-2 gker relativt.
2-84C_metode ble sett pa som hensiktsmessig & ta i bruk da den gir en oversiktlig fremstilling
av genekspresjonsendringene, noe som forenkler studiens forfattere sin evne til & kommunisere stu-
diens vitenskaplige funn. Ut fra metodens anvendelse ble det generelt observert en reduksjon i
genekspresjon, da spesielt i 24 timers tidsintervall. Ekspresjonen av genet som koder for BCL-2
ble redusert med henholdsvis 7% og 3% relativt til HPRT1 og B2M, relativt til kontrollgruppen.
Ettersom reduksjonen i genekspresjon er av relativt liten grad, bekreftet med ytterligere statistisk
utregning, vil denne reduksjonen mest sannsynlig skyldes naturlige variasjoner. Genekspresjon er
dynamisk og vil variere naturlig i lgpet av en gitt periode, dermed vil man ikke kunne si med
sikkerhet at disse nedgangene i ekspresjonsnivéer tilser at Ivermectin hadde en reduserende effekt
pa genekspresjonen, som ville forsterket studiens initielle hypotese. Det samme vil gjelde relativt
til DMSO-gruppen, der genekspresjonen av BCL-2 gkte med 1% relativt til genet for HPRT1, og
redusertes med 9% relativt til genet for B2M. Trenden endrer seg betraktelig nar man observerer
data fra 72 timers tidsintervall. 72 timers tidsintervall resultaterte i stgrre endringer sammenlignet
med 24 timer. I sammenligningen av eksperimentell- og kontrollgruppen, gkte genekspresjonen for
HPRT1 med 64%, og 74% for B2M, relativt til BCL-2. For DMSO-gruppen i 72 timers tidsintervall,
var genuttrykket for BCL-2 relativt til HPRT1 redusert med 14%, mens genekspresjonen relativt til
B2M gkt med 34%. Verdiene er merkbart hgyere. Tallene vil likevel ikke gi grunnlag for at genene
har blitt ytterligere uttrykt, men kan gi en indikasjon pa at dette er tilfellet. De hgyere verdiene
for kontrollgruppen indikerer at et lenger tidsintervall gkte ekspresjonen av BCL-2, men statistisk
analyse av resultatene vil veere ngdvendig for ytterligere antydelse av resultatenes omfang. Som
nevnt i teori (2.2) kan kreftceller unngéa apoptose ved a gke uttrykket av anti-apoptotiske protei-
ner i BCL-2 familien [33, 37]. Den gkte ekspresjonen av BCL-2 ved lenger kultivering med 5 pM
Ivermectin kan derfor veere forarsaket av A549-cellenes molekylaere forsvarsmekanismer, som har
kommet til uttrykk ved lenger kultivering. Oppreguleringen kan indikere motstandsdyktighet hos
A549-celler mot 5 nM Ivermectin.

Merk at det ikke er tatt hensyn til andre faktorer som kan pavirkes ved behandling med Ivermectin,

og at det kan veere andre celluleere mekanismer som blir pavirket i en grad som endrer cellenes

52



fysiologi. For a bekrefte eller avkrefte trenden kan man argumentere for at studien skulle ha un-
dersgkt effekten av Ivermectin innad i A549-cellekulturer over lengre tidsintervaller. Da resultatet
fremdeles ikke er av statistisk signifikans, vil man kunne tenke seg til at et lenger tidsintervall, si
eksponering i 96 timer, ville kunne ha fgrt til ytterligere omveltninger i genekspresjon. Et lengre
tidsintervall vil og kunne virke mot sin hensikt da for eksempel 96 timer kan fgre til omfatten-
de cellevekst i kontroll- og DMSO-grupper, og eventuelt ogsa i den eksperimentelle gruppen i et
6-brgnners cellebrett. Det vil kunne oppsta en situasjon hvor cellene blir stresset av den hgye kon-
fluensen. Til ettertanke kunne det veert en idé a heller ha tatt i bruk stgrre celleflasker og eventuelt

subkultivert cellekulturen under forsgket for a forhindre overvekst.
5.4.4 T-test

T-test ble tatt i bruk i to ulike sammenhenger for undersgkelsen av ulike aspekter ved analysens
prgveresultater i sin helthet: For analyse av differansen mellom antall celler, AC,-verdier innad i
samme tidsintervall. Ved bearbeiding av resultatene fra celletelling, ble det utfgrt en uavhengig,
tosidig t-test. Dette ble sett pa som nyttig i den forstand at en t-test vil kunne bestemme dersom
det var statistisk signifikant differanse i celleantall mellom eksperimentell-, kontroll- og DMSO-
gruppene. Celletelling ble sett pa som et resultat i seg selv ved & fortelle noe om veksten til
cellekulturene i eksperimentell-, kontroll- og DMSO-gruppene. Fra resultatet kan det observeres
at celletallet for alle grupperingene var av ikke-signifikant differanse. Det observeres lavere p-
verdier ved analyse av prgvene fra 24 timers tidsintervall; 0.51 og 0.50 for sammenligning mellom
eksperimentell gruppe og henholdsvis kontroll- og DMSO-gruppene, sammenlignet med 72 timers
tidsintervall med tilsvarende p-verdier pa 0.77 og 0.91. Variasjonen kan ses pa som naturlig da
cellekulturene har hatt lenger tid pa a vokse, dog det ble antatt at cellekulturene tilfert Ivermectin

skulle ha fatt en redusert vekst, spesielt etter 72 timer.

T-test pa verdier fra qPCR, ble utfgrt ut i fra AC,-verdiene for sammenligning mellom resultat-
verdier og for vurdering av deres signifikans. Som nevnt i resultatdelen, ble ikke genet som koder
for apoptosemarkgr BAX brukt videre i statistisk utregning. BAX produserte ikke en reell mengde
data og ettersom statistiske analyser avhenger av at det er et tilstrekkelig mengde datasett a ta
verdier fra, ble denne ekskludert fra videre analyse. Bade for vurdering av signifikans av differansen
mellom ACj-verdiene innad i og mellom de to tidsintervallene, ble det utfort en uavhengig, tosidig
t-test med antatt ulik varians. Uavhengig t-test ble benyttet ettersom det er ulike grupperinger,
og ikke én og samme cellekultur som studeres, som det for eksempel ville veert med en ”fgr-og-
etter” analyse. Videre ble det og antatt ulik varians; dette skyldes hovedsaklig ulik prgvestgrrelse.
Innad i en gitt qPCR-~analyse, var det betydelig stor forskjell i antall prgver for eksperimentell
gruppe, sammenlignet med bade kontroll- og DMSO-gruppene. Denne variansen ble vurdert til a
veere sapass omfattende at en t-test av lik varians ble ekskludert og valgt bort til fordel for en
t-test med ulik varians. Statistiske analyser av biologisk datasett byr ofte pa stgrre variasjoner i

datasettet, da det ofte er et stort mangfold av ulike faktorer som pavirker resultatet [77]. Blant
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disse er alt fra naturlig forekommende forskjeller i biologisk materiale, til feil i provebehandling pa
laboratorie og innad i selve qPCR~analysens potensielle feilkilder. Denne biologiske variasjonen sett
i sammenheng med stor differanse i antall prover mellom de ulike gruppene, er med pa & forsterke
behovet for en t-test med antatt ulik varians. En tosidig t-test vil veere hensiktsmessig ved analyse
av AC,-verdiene, ettersom genekspresjon enten gkes eller reduseres. En tosidig analyse vil ta hgyde

for at tallene man sammenligner enten kan uttrykke et negativt eller et positivt forhold.

Som nevnt tidligere har det blitt brukt AC,-verdier i t-test av analyseresultater fra qPCR. Etter-
som en AC,-verdi gir et mal pa relativt uttrykk av malgen i forhold til et referansegen, vil det veere
hensiktsmessig a kunne bruke denne verdien ovenfor Cy-verdier. AC,-verdier vil, til forskjell fra Cg-
verdier, fgre til en normalisering av genuttrykket, som fgrer til mindre variabilitet i prgveverdiene
da disse vil ta hgyde for ulikheter i PCR-effektivitet samt prgvekvalitet. Denne studien ser ogsa
pa relativ kvantifisering ovenfor absolutt kvantifisering, dermed vil det ikke veere hensiktsmessig a
studere absolutte Cy-verdier, men heller bruke sammenlignende verdier som AC,. Da bade AAC,-

og 2-2AC% yerdiene utgjor atte verdier hver, vil disse ikke besta av tilstrekkelig antall verdier

til & f4 en representativ p-verdi. Dessuten er AAC,- og 2744C

7-metoden innad i denne studien,
utregnet fra gjennomsnittlige AC,-verdier, som ytterligere vil gjgre en t-test uegnet a bruke pa
disse tallverdiene. Relativ kvantifisering, AAC,- og 2-22% . metoden, antar ogsé tilnzermet ideell
PCR-effektivitet (E & 1), noe som sjeldent reflekteres i virkeligheten, og var ytterligere med pa a
forsterke beslutningen med a filtrere ut disse verdiene fra deres anvendelse i de statistiske analyse-

metodene. Man kan argumentere for & bruke alle AC,-verdier til endelig utregning av 2-44¢

7, og
heller ha utnyttet disse verdiene til utregning av t-test. Problemet oppstar da 2~22%-metoden
vil tranformere data til lineser skala. Dette er uheldig da en lineser skala vil kunne forskyve data-
settet; verdiene fra analysen vil kunne bli asymmetriske og skjevfordelt som gjgr at en t-test vil
gi ungyaktige resultater. AC,-verdier er av natur, pa en logaritmisk skala, noe som tilsvarer data
som i stgrre grad er symmetrisk fordelt. Da t-test antar normalfordeling av data, vil AC,-verdier
veere hensiktsmessig & bruke innad i beregningen av p-verdier. Den linezere fordelingen av 2~ 24Ca-
verdier, vil 0g veere opphavet til en stgrre varians, som igjen bidrar standpunktet til a frasta fra
a benytte logaritmiske resultatverdier, og heller anvende AC,-metoden i videre analyse av qPCR-
resutlater. 2~ 22C_verdier kan log-transformeres, ved logaritmisk base 10 utregning, dog igjen er

det ikke et likt antall kontrollprgver som antall prgver i den eksperimentelle gruppen, som gjgr at

det vil veere lite hensiktsmessig.

For t-test innad i 24 timers tidsintervall, ga ikke resultatet signifikante verdier for genekspresjonen,
for noen av markgrene. Fra tabell 6 (A.3.11) ser man en tydelig trend med hgye p-verdier (>0.05)
sammenlignet med fastslatt a-verdi. Da p-verdiene overskred a-verdiene, ble nullhypotesen be-
holdt, det vil si, ingen av genene for de ulike markgrene var uttrykt i en betydelig grad ovenfor
kontroll- og DMSO-gruppene. Resultatet tilsier at A549-cellelinjen ikke gar mot apoptose gjennom
den intriniske apoptoseveien. Dog, det kan vare en rekke faktorer som kan ha pavirket resultatet;

fra praktisk handtering pa laboratoriet til suboptimalt primerdesign eller generelt fraveer av virk-
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ningen Ivermectin har pa den intriniske apoptoseveien, som diskutert tidligere. Trendvis observeres
det lavere p-verdier for 72 timers tidsintervall sammenlignet med tidsintervallet pa 24 timer. For
DMSO- og kontrollgruppen, er ulikheten ikke av uforventet utfall da cellekulturene hadde mer tid
til & vokse og forsterke kreftcellers evne til motstandsdyktighet mot oppregulering av apoptose.
For den eksperimentelle gruppen var antagelsen at cellevekst skulle opphgre eller reduseres. Ut
i fra tabell 6 kan det observeres at p-verdiene for 72 timer tidsintervall er betydelig lavere rela-
tivt til 24 timer tidsintervall. P-verdier fra 72 timers tidsintervall var statistisk signifikante i kun
enkelte av gruppene som diskutert tidligere. T-test av AC, for BCL-2 relativt til B2M i kontroll-
gruppen, hadde en tilhgrende p-verdi pa 0.025 (<0.05), noe som oppfyller kravet om statistisk
signifikans. Lignende for BCL-2 relativt til HPRT1 i DMSO-gruppen i 72 timers tidsintervall, var
den tilhgrende p-verdien 0.25 (<0.05) nesten tilsvarende lik verdi som for tidligere gruppe. Disse to
p-verdiene tilsvarer statistisk signifikans, og nullhypotesen avkreftes for begge testene. Dette kan
tyde pa gkt ekspresjon av BCL-2 for tidsintervallet, og kan derfor gi grunnlag for a forkaste den
initielle hypotesen om at 5 pM Ivermectin forer til apoptose via den intrinsiske apoptoseveien hos

Ab549-celler.

T-test av de ulike grupperingene, AC,-verdier fra eksperimentell gruppe relativt til kontrollgrup-
pen, og AC,-verdier fra eksperimentell gruppe relativt til DMSO-gruppen, tillater sammenlignin-
gen mellom potensiell innvirkning DMSO kan ha hatt pa uttrykket av malgenet. Hypotesen har
i utgangspunktet veert at DMSO ikke skal ha en pavirkning pa cellevekst eller ekspresjon av ver-
ken mal- eller referansegenene brukt i denne analysen. Dette gjelder 0g gvrige gener som ikke har
veert av interesse 1 denne studien. Som nevnt tidligere, ble det observert hgyere celleantall i celle-
kulturene indusert med kun DMSO relativt til eksperimentell- og DMSO-gruppen, se tabell 25,
appendiks ”Statistiske verdier” (A.3.11), og figur 9. Likevel finnes det ikke tilstrekkelig informa-
sjon som tilsier at DMSO fgrer til verken gkt eller redusert cellevekst, da 2~ 22C-metoden viser
ingen betydelig variasjon fra de gvrige grupperingene, se tabell 24, appendiks ”Statistiske verdier”
(A.3.11). Det utelukkes ikke at det kan veere faktorer innad i DMSO som pavirker cellevekst uten-
for genmarkgrene som har blitt observert. I denne studien ble dette vurdert som ren variasjon, og
at ulikhetene kan skyldes tilfeldigheter ovenfor andre hypoteser. Ved sammenligning av p-verdier i
DMSO-grupen med de andre grupperingene, observeres det ikke en signifikant ulikhet i ekspresjon

av BCL-2 verken innad i, eller pa tvers av, tidsintervallene.
5.4.5 Coefficient of Variation

CV ble bestemt for a evaluere stabiliteten til relativ genekspresjon for mal- og referanseprimerne.
Pa samme grunnlag som for t-test av qPCR-verdiene, ble AC,-verdiene benyttet for utfgrelsen av
CV-analyse. Bruk av Cj-verdier direkte i en CV-analyse vil kunne veere med pa & gi en unormal for-
deling av verdienes distribusjon, og dermed skjevt fordelt varians. Dette kan pavirke CV-analysens
evne til & reflektere resultatenes virkelighet [84, 78]. Videre vil ikke Cj-verdiene ta hensyn til

ulikheter i PCR~effektivitet mellom forskjellige PCR-analyser. Da denne studien videre har som
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hovedformal & bruke qPCR til relativ kvantifisering ovenfor absolutt kvantifisering, ble det sett pa
som hensiktsmessig & ta i bruk ACy-verdiene til utregning av CV. Det er viktig a poengtere at
ulike verdier som Cy- og 27AA% kan benyttes avhengig av hva man gnsker & bruke CV-analysen
til. Denne CV-analysen tok sikte pa a observere hvor jevnt uttrykket for genekspresjon av BCL-2
var relativt til HPRT1 og B2M pa tvers av de ulike grupperingene, og dermed ble AC,-verdiene
benyttet. Selve gvrige grense, eller cutoff-verdien, for en CV-verdi varierer innad i naveerende
forskningslitteratur, og ut i fra hva slags type data man arbeider med. Dette vanskeliggjores yt-
terligere da det er stor variasjon i hvilke verdier man bruker innad i en CV-analyse; om det er
Cq-, AC- eller 2~ AAC_yerdier, noe som vil gjgre grenselinjeverdien verdien enda vanskeligere a
fastsla da den vil variere ut i fra hva slags data man tar utgangspunkt i ved utregning. I tillegg
vil grenseverdien for CV ofte veere satt hgyere ved bruk av qPCR. for absolutt kvantifikasjon for a
bestemme initiell mengde cDNA i en analyse. For biologisk data vil man vanligvis kunne observere
noe mer variasjon, samtidig som det er viktig a ikke sette CV-verdien for hgyt. CV-verdien ble
satt til 15%, en verdi som reflekteres i annen forskningslitteratur pa handtering av qPCR-data
[90]. Verdien er ogsa satt lavt da antall prover innad i denne studien er relativt lavt i forhold til
stgrre forskningsprosjekter, hvor disse ofte kan akseptere en hgyere grenseverdi for sin CV-analyse

(CV>30-50%).

Resultatene viser relativt lave verdier: I 24 timers tidsintervall ble CV-verdiene utregnet til 5.27%
for relativ ekspresjon av BCL-2 mot HPRT1 i eksperimentell gruppe, hvor verdiene var 7.12%
og 2.71% for tilsvarende markgrer i kontroll- og DMSO-gruppen. Resultatene tyder pa at man
ikke kan fastsla en gkt relativ genekspresjon av BCL-2 ved tilforsel av Ivermectin sammenlignet
med kontroll- og DMSO-gruppene. Tilsvarende for verdier fra 24 timers tidsintervall for ekspre-
sjonen av BCL-2 relativt til B2M, ble det observert mindre variasjoner mellom grupperingene og
generelt lavere CV-verdier. Trenden med mindre variasjoner for relativ ekspresjon av BCL-2 mot
B2M, forsatte i tidsintervallet pa 72 timer. For 72 timer tidsintervall var CV-verdien for relativ
ekspresjon av genet for BCL-2 mot HPRT1, pa 4.39% som relativt til kontroll- og DMSO-gruppen
(henholdsvis 8.15% og 2.95%) viser noe hgyere variasjon i stabiliteten av genekspresjonen pa tvers
av grupperingene, men det virker ikke til & veere av relativ stor betydning for resultatets validitet.
Pa tvers av enkelte CV-verdier som kan sees i tabell 25 og 26, i appendiks ”Statistiske verdier”
(A.3.11), observeres det lite variasjoner mellom 24 og 72 timers tidsintervaller. Ingen observerte
resultater overskred grenseverdien pa 15%. CV-verdiene i denne studien tyder pa relativt lave va-
riasjoner innad i datasettet og i genekspresjon mellom de ulike grupperingene, og med dét, mer
presise resultater. Resultatene tyder pa at verdiene i stgrre grad vil reflektere faktiske forhold i ana-
lysen, i tillegg til a gke analysens reproduserbarhet. Ingen AC,-verdier ble i etterkant ekskludert

fra analysens resultatbearbeiding eller -fremstilling, som fglge av CV-analysens resultat.
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5.5 Videre forskning

I denne studien ble det ikke observert signifikant nedgang i celleantall, eller signifikant endret
genekspresjon av BAX eller BCL-2 for A549-celler ved behandling med 5 pM Ivermectin i 24 timer.
Derimot viste 72 timers intervall en trend pa gkt genekspresjon av BCL-2. Da ikke alle resultat var
av statistisk signifikans, vil man kunne tenke seg til at et lenger tidsintervall, si eksponering i 96
timer, ville kunne ha fgrt til ytterligere omveltninger i genekspresjon. Et lengre tidsintervall vil og
kunne virke mot sin hensikt da for eksempel 96 timer kan fgre til omfattende cellevekst i kontroll-
og DMSO-grupper, og eventuelt ogsa i den eksperimentelle gruppen i et 6-brgnners cellebrett. Ved
videre studier vil det derfor kunne veere aktuelt a studere virkingen av lengre tidsintervaller for
kultivering med 5 pM Ivermectin for a kunne avkrefte eller bekrefte tendensen. Med undersgkelse
av lengre tidsintervaller, vil det kunne vaere hensiktsmessig a splitte ved 70% konfluens, eller ved

manglende adherens, vurdere stgrre vekstareal.

Anbefaling ved videre studier av effekten av Ivermectin pa den intrinsiske apoptoseveien er a sette
av mer tid til optimalisering av studiens praktiske analysemetoder. Ved replisering av studiens
metodikk og anvendelse av prosedyrer for qPCR-analyse, er det sterkt anbefalt & bruke flere re-
plikater. Ut fra studiens resultater, er det enda usikkert om Ivermectin fgrer til apoptose via den
intrinsiske apoptiseveien for A549-celler, samtidig som flere av Ivermectins molekylaere mekanis-
mer enda er ukjente. Dermed vil det kunne veere av interesse a studere andre markgrer ved videre
forskning, for a ytterligere bestemme Ivermectins virkningsmate. Studien av M. Juarez, et. al.
rapporterte at Ivermectin hadde varierende grad av effektivitet avhengig av hvilken cellelinje som
ble undersgkt [7]. Det kan derfor 0g veere interessant a undersgke Ivermectins virkning pa andre

cellelinjer derivert fra kreftcellevev.
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6 Konklusjon

A549-celler ble dyrket med en Ivermectinkonsentrasjon pa 5 pM i tidintervaller pa 24 og 72 timer.
Hensikten med studien var & undersgke om A549-cellelinjen gikk mot apoptose via den intrinsiske
apoptoseveien, ved a se pa endringer i forholdet mellom anti-apoptosemarkgren BCL-2 og pro-
apoptosemarkgren BAX, samt pro-apoptosemarkgren Caspase-3. Etter test av markgrspesifitet
ble Caspase-3 ekskludert. Genekspresjonsanalyse av genet kodende for BAX ga ikke tilstrekkelig

resultat, og genet ble derfor ikke vurdert i videre resultatbehandling.

Tilfgrsel av 5 pM Ivermectin resulterte ikke i statistisk signifikant differanse i genekspresjon av
BCL-2 sammenlignet med HPRT'1 og B2M, i 24 timers tidsintervall. Det ble observert en antydning
til gkt genekspresjon av BCL-2 i 72 timers tidsintervall, hvor det var to signifikante verdier for
ekspresjon av BCL-2. Oppreguleringen kan indikere motstandsdyktighet mot Ivermectin hos A549-
celler. Dette indikerer at Ivermectin ikke fgrte til apoptose hos A549-celler. Resultatene fra studiens
anvendte analysemetoder, gir ikke grunnlag for a kunne konkludere med at Ivermectin hadde en
signifikant effekt pa apoptoseregulering hos celler fra A549-cellelinjen. Dette skyldes i all hovedsak
mangel pa tilstrekkelig data. De samlede resultatene fra de ulike analysemetodene, indikerer at
en Ivermectinkonsentrasjon pa 5 pM i opp til 72 timer ikke fgrer til apoptose via den intrinsiske

apoptoseveien hos A549-celler.
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A Appendiks
A.1 Reagenser

Reagens

0.25% Trypsin-EDTA

A549-celler

Biirker tellekammer

Dimethylsulfoxide (DMSO)

Etanol 96%

Fetal Bovine Serum (FBS)

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
Ham’s F12-K Kaighn’s Medium (HFKM)
Ivermectin

Power Track SYBR Green Master Mix
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Penicillin-Streptomycin
Primersekvenser

Qubit RNA BR Assay Kit

qScript Ultra Supermix Kit

Qubit dsDNA BR Assay Kit

RNeasy mini kit

Sterilfilter

Produsent
Thermo Fisher Scientific
ATCC
NonoEntek
Sigma-Aldrich
VWR
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
VWR
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fischer Scientific
Quantabio
Thermo Fisher Scientific
Qiagen
Pall

Artikkelnummer
25200-056
CCL-185
631-1094
18898-1G
20823.290
A3160801
14025-092
21127-022
18898-1G
A46012
E504-500ML
15140163
10336-022
Q10210
95217-100
Q32850
74104
PN 4612
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A.2 Prosedyrer

A.2.1 Rutiner pa cellelaboriatoriet

Prosedyren er hentet fra ressurser til laboratoriekurs i Anvendt Bioteknologi (MB301812) ved

NTNU, utarbeidet av Gro Audveig Hagen Bjorngy ved Institutt for biologiske fag Alesund og

oversatt fra engelsk. Rutiner pa cellelaboriatoriet fglges for 4 unnga spredning av cellemateriell ut

av cellelaboratoriet og for & unnga kontaminasjon i cellekulturene.

Hvis UV-lyset star pa ma dette skrus av umiddelbart ved opphold pa cellelaboratoriet.

10.

11.

12.

13.

Hender vaskes for man gar inn pa laboratoriet.
Bruk alltid laboriatoriefrakk og skotrekk. Ved langt har ma dette settes opp.
Ta pa hansker og desinfiser disse med 70% etanol. Spray ermer pa labfrakk.

Loft opp glassdgren pa LAF-benken og sett pa deksel foran UV-lys. Spray alle overflater med
70% etanol. Lukk dgren og trykk pa pilen for & apne LAF-benken til arbeidsposisjon. Nar
lysene for viften og for arbeidsposisjon lyser grgnt er LAF-benken klar til bruk.

Tork alltid opp s¢l umiddelbart og vask overflaten med 70% etanol.

Aldri sett noe over luftfilteret, slik at luftstrgmmen som lager den beskyttende atmosfseren

ikke brytes.

Alt som settes inn i skapet méa sprayes med 70% etanol fgr det settes inn. Armene ma ogsa

sprayes med etanol fgr man tar de inn i skapet.
Gjgr klar et spillbeger. Innholdet tgmmes i dunk for farlig avfall etter bruk.
Aldri apne noe som skal brukes til cellekultur utenfor LAF-benken

Aldri apne celleflaske- eller plate fgr de tas inn i LAF-benken. Ved fjerning av lokk skal dette

legges ned inne i LAF-benken med apningen ned. Ta pa lokket sa raskt som mulig etter bruk.

Jobb aldri med to cellelinjer samtidig i samme LAF-benk. Dette kan fgre til krysskontami-
nering og er ofte umulig a detektere da cellene ser like ut. UV-lys skal sta pa i 60 minutter

mellom forskjellige cellelinjer.

Ta aldri direkte pa en pipette. Bruk aldri pipetten i to forskjellige beholdere. Pipetten ma
aldri rgre noe annet enn hva den skal suge opp eller levere., Hvis pipettespissen rgrer noe

annet ma denne kastes. Tkke fjern plastemballasjen fra pipetten for du er klar til & bruke den.

Jobb aldri med to cellelinjer samtidig i samme LAF-benk. Dette kan fgre til krysskontami-
nering og er ofte umulig a detektere da cellene ser like ut. UV-lys skal sta pa i 60 minutter

mellom forskjellige cellelinjer.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Forsgk a ikke ror flaskehalsen med pipetten.
Bruk ansiktsmaske dersom du er syk.
Jobb sa raskt, men presist, som mulig. Cellene vokser best i inkubator

Nar ferdig settes celler tilbake i inkubator, alt fjernes fra LAF benk og sprayes med 70%

etanol.

Trykk pa ned-pilen for & lukke LAF-benken. Apne dgren og spray med 70% etanol. Fjern
deksler pa UV-lys. Lukk dgren.

Kast hansker og skoposer i farlig avfall.

Skru pa UV-lys i LAF-benken og forlat rommet umiddelbart.

69



A.2.2 Tining av celler

Prosedyren er hentet fra Thermo Fishers protokoll for cellekultur og oversatt fra engelsk. Prosedy-
ren anvendes for & minimalisere stress og bevare flest mulig celler nar man skal tine en cellekultur

fra kryotank til anbefalt temperatur for kulturmiljget.
1. Fjern de kryogene kryorgrene som inneholder de frosne cellene fra kryotank og plasser glassene
umiddelbart i et vannbad pa 37°C.

2. Tin cellene raskt (<1 minutt) ved & rgre om kryorgret rundt i 37°C vannbad til det kun er

en liten bit is igjen i kryorgret.

3. Overfor kryorgret til en LAF-benk. Fgr du apner kryorgret, dra over overflaten av rgret med
70% etanol.

4. Overfgr gnsket mengde egnet forvarmet og ferdiglaget vekstmedium for cellelinjen, drapevis

inn i sentrifugergret som inneholder de tinte cellene.

5. Sentrifuger cellesuspensjonen ved omtrent 200g i 5-10 minutter. Den aktuelle sentrifugehastigheten-

og tiden varierer avhengig av celletypen.

6. Etter endt sentrifugering, kontroller klarheten til supernatanten og synligheten til en komplett

pellet. Aspirer supernatant aseptisk uten a forstyrre cellepelleten.

7. Forsiktig resuspender cellene i egnet vekstmedium, og overfgr dem til egnet kulturkar og til

det anbefalte kulturmiljget.
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A.2.3 Subkultivering av celler

Prosedyren er hentet fra ressurser til laboratoriekurs i Anvendt Bioteknologi (MB 301712) ved

NTNU, utarbeidet av Gro Audveig Hagen Bjorngy ved Instiutt for biologiske fag Alesund og

oversatt fra engelsk. Prosedyren beskriver fremgangsmaten for kultivering og subkultivering av

A549- celler i 25cm? celleflasker og 6-brgnners cellebrett.

1

2

w

W~

[=p}

10

11

12

13

. Forbered LAF-benken ved & skru den pa, sgrg for at deksel til UV-lys er pa plass og spray
alle overflater med 70% etanol. Lampen for arbeidsposisjonen og viften ma lyse grent for

benken er klar til bruk.
. Planlegg arbeidet i LAF-benken. Alt skal sprayes med 70% etanol for det settes inn.

o Celleflasker/cellebrett ma veere merket med passasjenummer, type celler, dato og ini-

tialier.

e Vekstmedium, HBSS, pipettespisser, pipettepistol, Falconrgr og spillbeger kan settes inn
i LAF-benken.

. Legg til 6 mL vekstmedium til en ren, tom 25cm? celleflaske eller 6 brgnners cellebrett.
. Sjekk cellekonfluens i invertmikroskop

. Sett celleflasker med celler i inn i LAF benk, spray med 70% etanol.

. Fjern gammelt vekstmedium og overfgr det til spillbeger.

. Vask cellene forsiktig med 2x3 mL HBSS. HBSS fjernes og overfgres til spillbeger

. Tilsett 0,5 mL 0,25% trypsin og sgrg for at alle cellene er dekket. La Trypsin virke i omtrent

2 minutter.

e Ved celleflaske: Sla flasken forsiktig mot handen og se om cellene har lgsnet ved hjelp

av invertmikroskop

e Ved cellebrett: Lgsne celler ved hjelp av celleskrape og sjekk om de har lgsnet ved hjelp

av invertmikroskop

. Nar omtrent 80% av cellene har lgsnet inaktiveres trypsin ved a tilsette 4 mL vekstmedium.

NB: Gjgres i LAF-benk.
. Bland cellekulturen forsiktig ved & pipettere opp og ned. Overfgr sa til et 15 mL Falconrgr.
. Cellesuspensjonen sentrifugeres pa 1200 rpm i 3 minutter.
. Cellepellet skal na ha blitt dannet.

. Fjern supernatanten over pelletten og kast i spillbeger. Vaer forsiktig med a ikke suge opp

pelleten.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Legg til 1 mL vekstmedium og pipetter forsiktig opp og ned for & lgse opp pelletten
Legg til vekstmedium i forhold til hva cellene skal splittes til. Pipetter forsiktig opp og ned.

Legg til 1 mL cellesuspensjon til de klargjorte celleflaskene eller brettene. Roter horisontalt

for a blande
Plasser celleflasker i en CO? inkubator ved 37°C.

Kast alt avfall i dunk for farlig avfall. Tgrk opp eventuelt sgl og spray alle overflater med
70% etanol. Fjern deksel foran UV-lysene.

Kast hansker og skoposer i farlig avfall.

Skru pa UV-lyset og forlat cellelaboratoriet umiddelbart.
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A.2.4 Hgsting av celler

Prosedyren er hentet fra handbok for RNeasy kit og oversatt fra engelsk [94].

1. Fjern vekstmedium fra brgnn i cellebrett.

2. Vask cellene med 2x3 mL HBSS.

3. Legg til 0,5 mL 0,25% trypsin. La virke i 2 minutter.

4. Logsne cellene med celleskrape. Sjekk i mikroskop at cellene har lgsnet.

5. Inaktiver trypsin ved a legge til 4 mL vekstmedium nar 80% av cellene har lgsnet

6. Overfor cellesuspansjonen til 15 mL Falconrgr og bland ved a pipettere opp og ned.

73



A.2.5 Celletelling

Prosedyren er hentet fra ressurser til laboratoriekurs i Anvendt Bioteknologi (MB301812) ved
NTNU, utarbeidet av Gro Audveig Hagen Bjorngy ved Institutt for biologiske fag Alesund og

oversatt fra engelsk. Prosedyren beskriver hvordan celler telles ved hjelp av Biirker tellekammer

C-chip.

1. 11 pL cellesuspansjon legges til begge sider av kammeret. Bland godt fgr pipettering

2. Tell 3-9 ruter. Kun to av sidene telles per rute.

w

__ Antall celler i 9 ruter
Celler/mL = 10T T

4. Totalt antall celler = Celler/mL x mL suspansjon
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A.2

.6 RNA-isolering

Prosedyren er hentet fra handbok for RNeasy kit og oversatt fra engelsk [94]. Beskriver steg i

isolering av RNA fra celler i suspensjon.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

. Som forberedelse ma buffer RPE tilsettes 4 volum 96-100% etanol.
Cellesuspansjonen sentrifugeres pa 300g i 5 minutter.

Supernatant fjernes.

Tilsett buffer RLT.

e 350 uL ved mindre enn 5 x 10° celler.

e 600 L dersom 5 x 10%-1 x 107 celler.
Overfgr pellet og lysisbuffer til et eppendorfrgr og vortex i 1 minutt.
Tilsett et volum 70% etanol. Bland ved & pipettere opp og ned.

Prgven overfgres til RNeasy spinnkolonne som star i et 2 mL samlingsrgr. Sentrifuger i 15

sekunder ved 8000g (< 10,000 rpm). Kast veesken i oppsamlingsrgret.
e Inntil 700 L prgve.
Ved ekstra prgve tilsettes dette til kolonnen og sentrifuger pa nytt.

Tilsett 700 L buffer RW1 og sentrifuger i 15 sekunder ved 8000g (< 10,000 rpm). Kast

vaesken i oppsamlingsrgret.

Tilsett 500 uL buffer RPE og sentrifuger i 15 sekunder ved 8000g (< 10,000 rpm). Kast

vaesken i oppsamlingsrgret.

Tilsett 500 pL buffer RPE og sentrifuger i 2 minutter ved 8000g (< 10,000 rpm). Kast veesken

i oppsamlingsrgret.

Plasser spinnkolonnen i et nytt samlingsrgr.

Legg til 30 — 50 uL. RNase-fritt vann. Sentrifuger i 1 minutt ved 8000g (< 10,000 rpm).
e Volum vurdert etter antall celler.

Om forventet RNA-utbytte er over 30 ng, gjenta steg 13 ved a bruke ett til volum RNase-fritt

vann. Gjenbruk samlergr.

Ta ut RNA til konsentrering og frys ned resten.
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A.2.7 Maling av RNA-konsentrasjon

Prosedyren er hentet fra deres handbgker for Qubit 4 Fluorometer og Qubit RNA BR Assay kit
og oversatt fra engelsk [95, 96]. Beskriver maling av RNA-konsentrasjon i Qubit Fluorometer ved

hjelp av Qubit RNA BR Assay kit.
1. Lag working soulution for alle prgver ved hjelp av Qubit RNA BR Reagent og Qubit DNA
BR Buffer i et forhold pa 1:200.
2. Standarder tillages i Qubit rgr

e 190 pL working solution og 10 pL. Qubit BR RNA-Standard #1/#2

e Inkuber i 2 minutter.
3. Velg assay: BR RNA
4. Kalibrer instrumentet

e Les av standard #1.

e Les av standard #2
5. Legg til prover og working solution i Qubit rgr.

e 180-199 uL. working solution og 1-20 nL prgve til et totalvolum pa 200 pL.

e Inkuber i 2 minutter

6. Les av prover
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A.2.8 cDNA-syntese

Prosedyren er hentet fra manual for qScript Ultra Supermix og oversatt fra engelsk [97]. Beskriver

steg i syntese av cDNA fra RNA.

1. Vortex komponentene og sentrifuger fgr bruk. Hold pa is

2. Overfor fglgende til et tynnvegget PCR-rgr pa is:

Komponent Volum for 20 ul reaksjon Sluttkonsentrasjon
Nukleasefritt vann Variabelt
Templat RNA Variabelt 2,5 ng- 1 pg av total RNA
gScript Ultra Supermix 4 pL
Sluttvolum 20 nL

3. Vortex forsiktig, sentrifuger for a samle innhold.
4. Inkuber

e 2 minutter pa 25°C

e 10 minutter pa 55°C

e 1 minutt pa 95°C

e Hold pa 4°C

5. Reaksjonene fryses
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A.2.9 Maling av cDNA-konsentrasjon

Prosedyren er hentet fra handbgker for Qubit 4 Fluorometer og Qubit dsDNA BR Assay Kit og
oversatt fra engelsk. [95, 98]. Beskriver maling av ¢cDNA-konsentrasjon i Qubit Fluorometer med

Qubit dsDNA BR Assay Kit.
1. Lag working soulution for alle prgver ved hjelp av Qubit dsDNA BR Reagent og Qubit DNA
BR Buffer i et forhold pa 1:200.

2. Standarder tillages ved a tilsette 190 pL. working solution og 10 ul. Qubit dsDNA BR Stan-
dard #1 eller #2 til Qubit rgr.

e Inkuber i 2 minutter.
3. Velg assay: dsDNA BR
4. Kalibrer instrumentet

e Les av standard #1

e Les av standard #2
5. Legg til prover og working solution i Qubit rgr.

e 180-199 pL. working solution og 1-20 uL prgve til et totalvolum pa 200 pL.

e Inkuber i 2 minutter

6. Les av prgver
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A.2.10 Oppsett av PCR instrumentet

Prosedyren er hentet fra brukermanual til PowerTrack SYBR Green Master Mix og oversatt fra

engelsk [99]. Prosedyren beskriver oppsett av temperaturprofil til PCR-instrumentet.

1. Sett opp temperaturprofilen i Standard cycling mode:

Tabell 7: Viser temperatur, varighet og sykluser for enzymaktivering, denaturering, hybridisering
og polymerisering.

Steg Temperatur Varighet Sykluser
Enzymaktivering 95°C 2 minutter 1
Denaturering 95°C 15 sekunder
Hybredisering/Polymerisering 60°C 30 sekunder 0

2. Still inn instrumentet til a gjennomfgre et dissosiasjonstrinn i Standard cycling mode”:

Tabell 8: Viser ramp rate, temperatur og tid i dissosiasjonstrinnet for & danne en smeltekurve.

Steg Ramp rate Temperatur Tid
1 1,6°C/sekund 95°C 15 sekunder
2 1,6°C/sekund 60°C 1 minutt
3(Dissosiasjon) 0, 075°C/sekund 95°C 15 sekunder
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A.2.11 Optimalisering av primerkonsentrasjoner

Prosedyren er hentet fra brukermanual til PowerTrack SYBR Green Master Mix og oversatt fra
engelsk [99]. Prosedyren beskriver oppsett av PCR-analyse for 4 bestemme optimale primerkon-

sentrasjoner.

1. Forbered en 96-brgnners plate.
2. Bruk 1-10 ng cDNA

3. Sett opp folgende ni konsentrasjonsvariasjoner (nM) for valgte primere med sammen med
templat og NTC
Tabell 9: Tabellen viser en oversikt over forward og reverse primerkonsentrasjoner i ni brgnner, i

formatet forward /reverse. NB: Platekonfigurasjonen gjelder for fire replikater av hver av de fglgende
ni variasjonene av primerkonsentrasjon i bade templat og NTC brgnner

Reverse primer Forward primer
300 500 800
300 300/300 500/300 800/300
500 300/500 500/500 800/500
800 300/800 500/800 800/800

4. Sett opp temperaturprofil
5. Sett inn platen og start analysen med oppsett ifglge ”Oppsett av PCR instrumentet” (A.2.10).

6. Samle resultat for AR,, og C,. Velg de minste forward og reverse primerkonsentrasjonene

som gir hgyeste AR,, verdier og lave C, verdier.
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A.2.12 Brgnnoppsett

Prosedyren er hentet fra brukermanual til PowerTrack SYBR Green Master Mix og oversatt fra

engelsk [99]. Prosedyren beskriver oppsett av brgnner til PCR-analyse.

1. Sett opp folgende for 20 pL. brgnn reaksjon:

Tabell 10: Tabellen viser volum til reagenser i PCR-reaksjonen. Volum primer bestemmes av
valgt primerkonsentrasjon. Volum nukleasefritt vann skal fylle restvolumet

Yellow Sample Buffer 0,5 nL
PowerTrack SYBR Green Master Mix 10 pL
Forward primer Variabel, 300-800 nM
Reverse primer Variabel, 300-800 nM
DNA-templat Variabel, 1-10 ng cDNA
Nukleasefritt vann Variabel
Sluttvolum 20 pL

2. Bland komponentene godt og spinn ned
3. Overfgr rett volum til brgnner i plate

e Yellow Sample Buffer kan erstattes med nukleasefritt vann
4. Forsegle platen og sentrifuger for a spinne ned

5. Sett platen i gPCR-maskinen og start analysen med gnsket temperaturprofil
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A.3 Resultat

A.3.1 Oversikt over konfluens

K

For

Etter

Figur 18: Bildene er tatt gjennom okkular pa invertmikroskop ved 10x forstgrrelse. Viser konfluens
for en del av brgnnoverflaten hos brgnner i cellebrett fra parti 0 i kontroll-, eksperimentell- og
DMSO-gruppen kultivert i 72 timer. Henholdsvis kalt "K”, "IVM”, ?"DMSO”. @vre rad viser
A549-cellekulturene fgr tilsetning av lgsningene, nedre rad viser A549-cellekulturene etter 72 timers
kultivering med de respektive lgsningene

Figur 19: Bildene er tatt gjennom okkular pa invertmikroskop ved 10x forstgrrelse. Viser konfluens
for en del av brgnnoverflaten hos brgnner i cellebrett fra parti 1 i kontroll-, eksperimentell- og
DMSO-gruppen kultivert i 24 timer. Henholdsvis kalt "K”, "IVM”, ?"DMSO”. @vre rad viser
A549-cellekulturene fgr tilsetning av lgsningene, nedre rad viser A549-cellekulturene etter 24 timers
kultivering med de respektive lgsningene
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K IVM IVM IVM IVM DMSO

Figur 20: Bildene er tatt gjennom okkular pa invertmikroskop ved 10x forstgrrelse. Viser konfluens
for en del av brgnnoverflaten hos brgnner i cellebrett fra parti 2 i kontroll-, eksperimentell- og
DMSO-gruppen kultivert i 24 timer. Henholdsvis kalt "K”, "IVM”, "DMSO”. @vre rad viser
A549-cellekulturene for tilsetning av lgsningene, nedre rad viser A549-cellekulturene etter 24 timers
kultivering med de respektive lgsningene

Figur 21: Bildene er tatt gjennom okkular pa invertmikroskop ved 10x forstgrrelse. Viser konfluens
for en del av brgnnoverflaten hos brgnner i cellebrett fra parti 3 i kontroll-, eksperimentell- og
DMSO-gruppen kultivert i 72 timer. Henholdsvis kalt "K”, "IVM”, "DMSO”. @vre rad viser
A549-cellekulturene fgr tilsetning av lgsningene, nedre rad viser A549-cellekulturene etter 72 timers
kultivering med de respektive lgsningene
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Figur 22: Bildene er tatt gjennom okkular pa invertmikroskop ved 10x forstgrrelse. Viser konfluens
for en del av brgnnoverflaten hos brgnner i cellebrett fra parti 4 i kontroll-, eksperimentell- og
DMSO-gruppen kultivert i 72 timer. Henholdsvis kalt "K”, "IVM”, "DMSO”. @vre rad viser
A549-cellekulturene for tilsetning av lgsningene, nedre rad viser A549-cellekulturene etter 72 timers
kultivering med de respektive lgsningene
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A.3.2 Celletelling

Tabell 11: Tabell a - e, henholdsvis datasett 0 - 4 inneholder resultat fra celletelling med Biirker
tellekammer fra separate parti, kultivert i henholdsvis 72, 24, 24, 72 og 72 timer. I hver enkelt
tabell fra venstre til hgyre beskriver hver kolonne hvilken prgve cellene er hentet fra, antall celler
telt totalt i kammer A og kammer B, ”Celler/mL” beskriver gjennomsnittet av antall celler per
mL i kammer A og B ved & bruke formel 9, og totalt antall celler for hele cellesuspensjonen som
prgvene er hentet fra. Hver rad i kolonnen for "prgve” angir mediet cellekulturen er kultivert med
for celletelling. Rad 1-4 indikerer 4 paralleller fra eksperimentellgruppen. Rad DMSO inneholdt
prgver fra DMSO-gruppen, og rad K inneholdt prgver fra kontrollgruppen.

(a) Datasett 0 kultivert i 72 timer.

Prgve  Antall celler (A) Antall celler (B) Celler/mL Celler Totalt

1 202 200 223 333.3 893 333
2 114 143 142 777.8 571 111
3 100 95 108 333 433 332
4 152 147 166 111.1 664 444
DMSO 123 73 108 888.9 435 555
K 139 168 170 555.5 682 222

(b) Datasett 1 kultivert i 24 timer.

Prgve  Antall celler (A) Antall celler (B) Celler/mL  Celler Totalt

1 37 33 38 888.9 155 556
2 29 28 31 666.6 126 667
3 345 282 317 777 1391 111
4 212 204 231 111.1 924 444
DMSO 143 99 134 444 o937 778
K 184 234 232 222 928 889

(c) Datasett 2 kultivert i 24 timer

Prgve  Antall celler (A) Antall celler (B) Celler/mL Celler Totalt

1 (0] 105 100 000 400 000
2 130 121 139 444.4 557 778
3 143 104 137 222.2 548 889
4 35 37 40 000 160 000
DMSO 238 251 271 666.7 1 086 667
K 34 36 38 888.9 155 555
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(d) Datasett 3 kultivert i 72 timer

Prgve  Antall celler (A)  Antall celler (B) Celler/mL  Celler Totalt
1 327 318 358 333 1433 333
2 240 315 308 333 1233 333
3 405 435 466 667 1 866 667
4 345 393 411 667 1 646 667
DMSO 597 606 668 333.3 2126 667
K 465 492 531 666.7 2 126 667
(e) Datasett 4 kultivert i 72 timer
Prgve  Antall celler (A) Antall Celler (B) Celler/mL  Celler Totalt
1 950 702 695 555.6 2 782 222
2 546 429 541 666.7 2 166 667
3 258 246 280 000.0 1 120 000
4 225 249 263 333.3 1053 333
DMSO 552 678 683 333.3 2733 333
K 588 531 621 666.7 2 486 667
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A.3.3 RNA-konsentrasjon

Tabell 12: Kolonne 0 - 4 viser for RNA-konsentrasjon (ng/L) for alle prgver i et parti. Kolonne 0,
3 og 4 har kultivert i 72 timer, og kolonne 1 og 2 har kultivert i 24 timer. Rad 1-4 viser prgver fra
eksperimentellgruppen. Rad "DMSO” viser prgver fra DMSO-gruppen, og rad "K” viser prgver
fra eksperimentellgruppen.

0 1 2 3 4
1 296 | 90.9 | 94.0 | 350 | 830
2 480 | 56.1 | 94.6 | 498 | 340
3 606 | 331 | 104 | 444 | 362
4 602 | 159 | 126 | 512 | 368
DMSO | 380 | 159 | 87.4 | 702 | 756
K 452 | 208 | 122 | 448 | 386
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A.3.4 cDNA-konsentrasjon

Tabell 13: Kolonne 0 - 4 refererer til prgvenes opprinnelige parti. Kolonne 0, 3 og 4 har kultivert i
72 timer, og kolonne 1 og 2 har kultivert i 24 timer. Rad 1-4 viser prgver fra eksperimentellgrup-
pen. Rad "DMSO” viser prgver fra DMSO-gruppen, og rad "K” viser prgver fra kontrollgruppen.
Kolonne 0 - 4 deles videre inn i " Templat” (L) og "kons.” (ng/L) som henholdsvis angir opprinnelig
mengde templat-RNA brukt i cDNA-syntese og konsentrasjon for tre paralleller angitt med tall
1-3 for hver enkelt prgve i separate subsub-rader med unntak av kolonne, og parti, 0. Referanse til
spesifikk prgve i tabellen er oppgitt i formatet: prgve(rad)/parti(kolonne)/konsentrasjon(subsub-
rad), ex. rad K, prgve 2, subsub-rad 3 vil tilsvare cDNA-templat prgvereferanse: K.1.3 (1.010)

0 1 2 3
Prgve | Templat | Kons. | Templat | Kons. Templat | Kons. | Templat | Kons. Templat | Kons.
1: 0.940 1: 1.290 1: 0.852 1: 0.568
1 0.34 0.658 1.100 2: 0.948 1.064 2:1.260 0.286 2: 0.884 0.120 2: 0.660
3: 0.908 3:1.180 3: 0.926 3: 0.694
1: 0.848 1: 1.260 1: 1.050 1: 0.978
2 0.21 0.716 1.782 2: 0.944 1.056 2:1.430 0.200 2: 0.852 0.294 2:1.020
3: 1.040 3: 1.160 3: 0.818 3: 0.864
1: 1.150 1: 1.270 1: 0.940 1: 1.140
3 0.17 0.770 0.302 2: 0.940 0.962 2:1.200 0.226 2: 0.852 0.276 2: 1.160
3: 0.988 3: 1.010 3:0.842 3:1.090
1: 1.120 1: 0.688 1: 1.280 1: 1.260
4 0.17 0.846 0.628 2: 1.050 0.794 2: 0.523 0.196 2:1.070 0.272 2: 1.120
3:1.110 3: 0.786 3: 0.968 3:1.040
1: 0.854 1: 0.894 1: 1.180 1: 1.240
DMSO| 0.26 0.870 0.628 2: 0.958 1.144 2: 1.360 0.222 2: 1.210 0.260 2: 1.070
3:1.200 3:1.170 3:1.110 3:1.030
1: 1.080 1: 0.754 1: 1.170 1: 1.240
K 0.22 0.888 0.480 2: 0.848 0.820 2:1.120 0.142 2: 0.936 0.132 2: 1.070
3:1.010 3: 0.804 3:1.110 3:1.080
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A.3.5 Standardkurver fra primeroptimalisering

BCL - 2 Standardkurve BAX Standardkurve
% o 300/300
- 5004500 800/500 A
' |4 33,9
278 13000300 - 500/500
o b 33,8
B At e s
800/300 Ttreeel.
2 27, R 2 337
& 800/800 300800 e o
o 2% T (&}
500/300 33,6
26,8 . X
300/500
26,6 D 33,5 ".800/800
©
26,4 33,4
0,9 0,95 1 1,05 1,1 1,15 1,2 1,25 1,3 0,25 0,26 0,27 0,28 0,29 0,3
ARn ARn
(a) Standardkurve for BCL-2 (b) Standardkurve for BAX
B2M Standardkurve HPRT1 Standardkurve
7 500‘300 1 300/300
800/300
b4 300/500300‘300 800/500 ° e Y 800‘800
16,9 ° 500/500 )
[ ]
16,8 ~ 176
2 167 5
2 166 2 174 300/500 200800 .
8‘ 16,5 5- 172 300/800 . o 500/300
16,4 ? I 4
162 800/800  500/800 . 500500 ° 800/300
16,2 e 3005800 800/500
16,1 16,8
1,28 1,3 1,32 1,34 1,36 1,38 1,4 1,42 1,44 0,8 1 1,2 1,4 1,6
ARn ARn
(c) Standardkurve for B2M (d) Standardkurve for HPRT1

Figur 23: Oversikt over korrekte standardkurver for bestemmelse av gnsket primerkonsentrasjon,
med A Rn pa x-aksen og C,-verdier pa y-aksen. Figur 23a viser standardkurve for BCL-2, figur
23b viser standardkurve for BAX, figur 23c viser standardkurve for B2M og figur 23d viser stan-
dardkurve for HPRT1
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A.3.6 (,-verdier primeroptimaliseringsforsgk

Tabell 14: Tabellen viser C'y-verdier fra forsgk for & finne optimale primerkonsentrasjoner. Kolonne
fra venstre beskriver primerkonsentrasjon forward /reverse (nM). For hver enkelt rad er det angitt
en unik sammensetning av forward og reverse primer. Kolonne BCL-2, BAX, B2M og HPRT1
viser Cy-verdier for de ulike primersammensetningene. "No C,” betyr at genet med tilhgrende

primersammensetning ikke ga god nok amplifikasjon til & bli detektert.

Primer f/r | BCL-2 | BAX | B2M | HPRT1
300/300 27.46 33.92 | 16.95 17.85
500/300 26.64 | No C, | 17.05 17.19
800,/300 27.05 No C, | 16.96 17.12
300/500 26.83 | No C; | 16.90 17.16
500/500 2744 | No C, | 16.85 17.02
800,/500 2783 | No C, | 16.88 17.07
300/800 2739 | No C, | 16.18 17.15
500/800 2777 | No Cy | 16.22 17.35
800,/800 27.26 33.43 | 16.28 17.80
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A.3.7 Smeltekurve fra optimalisering av primerkonsentrasjoner
* Temperature (°C) *
(a) gPCR-Primer, Total smeltekurve som viser resultat fra smeltepunktsanaly-
sen i primeroptimaliseringsforsgket
; A
b —— e —,:—1/\ i
Jp———— |\ G —————— " N -

mmmmmmmmmm

(b) qPCR~Primer, BCL-2

(d) qPCR~Primer, B2M

(¢) qPCR~Primer, BAX

a—

(e) qPCR~Primer, HPRT1

Figur 24: Oversikt over felles smeltekurve (a) for primeroptimaliseringsforsgk og sammenligning av
smeltekurve for malgen og normaliseringsgen. BCL-2 (b), BAX (c), B2M (d) og HPRT1 (e) med
ulike konsentrasjoner av forward og reverse primer. Smeltekurven er justert med opplgsning for
temperatur 60-95°C langs x-aksen og fluorescensniva -R’(T) fra -70 opp til 750 langs x-aksen.
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A.3.8 Primersammensetninger

Tabell 15: Viser hvilken primersammensetning som ble anvendt videre og hvilke som ikke ble tatt
i bruk. Venstre kolonne beskriver mengde forward (F) og reverse (R) konsentrasjon (nM), videre
mot hgyre er det satt kryss for primersammensetning valgt for ulike gen og for NTC.

F/R | BCL-2 | BAX | B2M | HPRT1 | NTC
300/300 | - X - _ _
300/500 | - - - - -
300/800 | X . ; : ;
500/300 | - - . - _
500/500 | - - - - _
500/800 | - - - - -
800/300 | - - X X _
800/500 | - - - - _
800/800 | - - - - X
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A.3.9 (4-verdier Hovedforsgk

Cg-verdier Hovedforsgk 1

Tabell 16: Viser resultat for Cg-verdier fra paralleller i hovedforsgk 1 for BCL-2, BAX, B2M
og HPRT1 i egne tabeller, med referanse til cDNA-prgven som templatet er hentet fra. Venstre
kolonne inneholder fordelingen av antall prgver for de spesifikke gen i qPCR-brettet. Kolonnen
videre mot hgyre identifiserer hvilken cDNA-prgve templatet for qPCR er hentet fra basert pa
tabell 13. Kolonnen for hovedforsgk identifiserer hvilket forsgk dataene er hentet fra og er videre
delt inn i Cy-verdi for parallell 1 og 2 for samme cDNA-prgve. Kolonne til hgyre merket ”C,”
beskriver gjennomsnittverdien for de to parallelene oppgitt for samme rad. Verdier markert med
7*? indikerer at en av parallellene har fatt ”No C,”.

(a) Hovedforsgk 1, BCL-2

Prgve Hovedforsgk 1 _

Referanse | Parallell 1 | Parallell 2 Co
NTC - No C, - No C,
DMSO D.1.1 27.77 27.05 27.41
K.1.1 27.86 27.61 27.74
K K.2.3 28.80 27.89 28.35
1.1.1 27.11 27.11 27.11
2.1.1 27.44 27.21 27.33
3.1.1 27.85 27.91 27.88
IVM 4.1.1 28.16 27.86 28.01
1.2.2 27.39 26.85 27.12
222 27.42 27.83 27.63
3.2.2 27.62 27.77 27.70

(b) Hovedforsgk 1, BAX

Prove Hovedforsgk 1 _

Referanse | Parallell 1 | Parallell2 | °
NTC - No C, - No (|,
DMSO D.1.1 No C, No C, No C,
K.1.1 No C, No C, No C,
K K.2.3 No C, No C, No C,
1.1.1 No C, No C, No C,
2.1.1 No C, No C, No C,
3.1.1 No C, No C, No C,
IVM 4.1.1 35.95 No C, 35.95*
1.2.2 No C, No C, No C,
2.2.2 No C, No C, No C,
3.2.2 No C, No C, No C,
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(c) Hovedforsgk 1, B2M

Prgve Hovedforsgk 1 _

Referanse | Parallell 1 | Parallell 2| °
NTC - 35.31 - 35.31
DMSO D.11 16.91 17.18 17.05
K.1.1 16.98 17.10 17.04
K K.2.3 18.05 18.16 18.11
1.1.1 17.05 17.12 17.09
2.1.1 16.89 16.91 16.90
3.1.1 16.90 17.07 16.99
IVM 4.1.1 17.01 17.17 17.09
1.2.2 16.99 17.13 17.06
2.2.2 16.92 17.26 17.09
3.2.2 17.02 17.16 17.09

(d) Hovedforsgk 1, HPRT1

Prgve Hovedforsgk 1 _

Referanse | Parallell 1 | Parallell 2 Ca
NTC - No C, - No C,
DMSO D.1.1 18.31 18.09 18.20
K.1.1 18.08 18.15 18.12
K K.2.3 19.75 19.83 19.79
1.1.1 18.32 18.41 18.37
2.1.1 17.95 18.95 18.45
3.1.1 18.77 18.70 18.74
IVM 4.1.1 18.16 18.13 18.15
1.2.2 18.28 18.24 18.26
2.2.2 18.17 18.16 18.17
3.2.2 18.75 18.29 18.52
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Cg-verdier Hovedforsgk 2

Tabell 17: Viser resultat for Cy-verdier fra paralleller i hovedforsgk 2 for BCL-2, BAX, B2M og
HPRT1 i egne tabeller, med referanse til cDNA-prgven som templatet er hentet fra. Venstre kolonne
inneholder fordelingen av antall prover for de spesifikke gen i qPCR-brettet. Kolonnen videre mot
hgyre identifiserer hvilken cDNA-prgve templatet for qPCR er hentet fra basert pa tabell 13.
Kolonnen for hovedforsgk identifiserer hvilket forsgk dataene er hentet fra og er videre delt inn
i Cg-verdi for parallell 1 og 2 for samme cDNA-prgve. Kolonne til hgyre merket ”?q” beskriver
gjennomsnittverdien for de to parallelene oppgitt for samme rad.

(a) Hovedforsgk 2, BCL-2

Prgve Hovedforsgk 2 _

Referanse | Parallell 1 | Parallell 2 Co
NTC - 33.34 - 33.34
D.2.2 28.20 27.61 27.91

DMSO
D.2.3 29.73 28.02 28.88
K K.3.3 30.06 28.53 29.30
4.1.3 28.17 27.68 27.93
1.2.3 27.86 28.88 28.37
2.2.3 28.75 28.96 28.86
IVM 1.3.3 27.91 28.17 28.04
2.3.3 28.61 28.06 28.34
3.3.3 27.91 27.97 27.94
4.3.3 27.65 27.69 27.67
(b) Hovedforsgk 2, BAX

Prgve Hovedforsgk 2 _

Referanse | Parallell 1 | Parallell 2 Co
NTC - 38.74 - 38.74
DMSO D.2.2 No C, 36.52 36.52%*
D.2.3 No C, 38.90 38.90%*
K K.3.3 No C, No C, No (|,
4.1.3 No C, No C No C,
1.2.3 37.02 No C, 37.02*
2.2.3 No C, 39.12 39.12*
IVM 1.3.3 No C, No C, No C,
233 No C, 35.32 35.32%*
3.3.3 No C, No C, No (|,
4.3.3 No C, No C, No C,
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(c) Hovedforsgk 2, B2M

Prgve Hovedforsgk 2 _

Referanse | Parallell 1 | Parallell 2| °
NTC - No C, - No (|,
D.2.2 17.22 17.52 17.37

DMSO
D.2.3 17.85 17.82 17.84
K K.3.3 17.88 17.91 17.90
4.1.3 17.73 17.47 17.60
1.2.3 17.85 17.54 17.70
2.2.3 18.18 18.30 18.24
IVM 1.3.3 17.93 18.19 18.06
2.3.3 17.98 17.87 17.93
3.3.3 17.37 17.45 17.41
4.3.3 17.57 18.28 17.93
(d) Hovedforsgk 2, HPRT1

Prgve Hovedforsgk 2 _

Referanse | Parallell 1 | Parallell 2 Ca
NTC - No C, - No C,
DMSO D.2.2 18.65 18.81 18.73
D.2.3 19.20 19.04 19.12
K K.3.3 19.27 19.23 19.25
4.1.3 18.92 18.92 18.94
1.2.3 18.79 18.50 18.65
2.2.3 19.56 19.86 19.71
IVM 1.3.3 18.92 18.96 18.94
2.3.3 19.40 19.03 19.22
3.3.3 19.06 18.93 19.00
4.3.3 19.12 18.99 19.06
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Cg-verdier Hovedforsgk 3

Tabell 18: Viser resultat for Cy-verdier fra paralleller i hovedforsgk 3 for BCL-2, BAX, B2M og
HPRT1 i egne tabeller, med referanse til cDNA-prgven som templatet er hentet fra. Venstre kolonne
inneholder fordelingen av antall prover for de spesifikke gen i qPCR-brettet. Kolonnen videre mot
hgyre identifiserer hvilken cDNA-prgve templatet for qPCR er hentet fra basert pa tabell 13.
Kolonnen for hovedforsgk identifiserer hvilket forsgk dataene er hentet fra og er videre delt inn
i Cg-verdi for parallell 1 og 2 for samme cDNA-prgve. Kolonne til hgyre merket ”?q” beskriver
gjennomsnittverdien for de to parallelene oppgitt for samme rad.

(a) Hovedforsgk 3, BCL-2

Prove Hovedforsgk 3 o
Referanse | Parallell 1 | Parallell 2 !
NTC - No C, - No C,
D.3.3 28.68 28.36 28.52
DMSO
D4.1 28.12 28.59 28.36
K K.4.1 28.94 27.90 28.42
K.4.2 28.83 28.47 28.65
2.4.1 28.03 28.19 28.11
3.4.1 28.20 28.68 28.44
44.1 27.85 27.18 27.52
IVM
4.4.2 27.75 27.69 27.72
2.4.2 28.25 28.12 28.19
3.4.2 27.58 27.56 27.57
(b) Hovedforsgk 3, BAX
Prove Hovedforsgk 3 =
Referanse | Parallell 1 | Parallell 2 !
NTC - No C, - No C,
D.3.3 No C, No C, No (|,
DMSO
D.4.1 No C, No Cy No C,
K K.4.1 No C, No C, No C,
K.4.2 36.32 38.69 37.51
2.4.1 No C, No C, No C,
3.4.1 No C, No C No C,
4.4.1 No C, 33.79 33.79*
IVM
4.4.2 No C, No C, No (|,
2.4.2 No C, No Cy No C,
3.4.2 34.75 33.41 34.08
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(c) Hovedforsgk 3, B2M

Prove Hovedforsgk 3 o

Referanse | Parallell 1 | Parallell 2 !
NTC - 32.70 - 32.70
D.3.3 17.87 17.90 17.89

DMSO
D4.1 17.31 17.34 17.33
K K.4.1 17.25 17.37 17.31
K.4.2 17.74 17.31 17.53
2.4.1 17.80 17.93 17.87
3.4.1 17.23 17.39 17.31
4.4.1 17.36 17.74 17.55
IVM
4.4.2 17.34 17.29 17.32
2.4.2 17.08 17.04 17.06
3.4.2 16.98 17.02 17.00
(d) Hovedforsgk 3, HPRT1

Prove Hovedforsgk 3 ron

Referanse | Parallell 1 | Parallell 2 !
NTC - No C, - No (|,
D.3.3 19.70 19.86 19.78

DMSO
D4.1 19.82 19.86 19.84
K K4.1 19.24 19.73 19.49
K.4.2 18.93 18.94 18.94
2.4.1 19.73 19.83 19.78
3.4.1 19.20 19.07 19.14
4.4.1 19.09 19.20 19.15
IVM

4.4.2 19.30 19.02 19.16
2.4.2 18.81 18.95 18.88
3.4.2 18.70 18.75 18.73
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A.3.10 Smeltekurver fra hovedforsok

Hovedforsgk 1

e (R(T)

Fluorescen

(a) gPCR 1, Total smeltekurve som viser resultat fra smeltepunktsanalysen i 1.
hovedforsgk

(b) qPCR 1, BCL-2 smeltepunkttemperatur ’ : e
87°C (¢) gPCR 1, BAX smeltepunkttemperatur N/A

,,,,,,,,,, [R—

(d) gPCR 1, B2M smeltepunkttemperatur mel- (e) qPCR 1, HPRT1 smeltepunkttemperatur
lom 83.5°C mellom 82.5-83°C

Figur 25: Oversikt over felles smeltekurve (a) for 1. hovedforsgk og sammenligning av smeltekurve
for mélgen og normaliseringsgen. BCL-2 (b), BAX (c), B2M (d) og HPRT1 (e). Smeltekurvene er
justert med lik opplgsning for temperatur 60-95°C langs x-aksen og fluorescensniva -R’(T) fra -70
opp til 750 langs x-aksen.
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Hovedforsgk 2

Temperature (*C)

(a) qPCR 2, Total smeltekurve som viser resultat fra smeltepunktsanalysen i 2.
hovedforsgk

p— -

(b) qPCR 2, BCL-2 smeltepunkt tilnsermet (¢) qPCR 2, BAX smeltekurven viser tilnsermet
87°C. ingen reaksjon

..............

(d) gPCR 2, B2M smeltepunkttemperatur rundt (e) gPCR 2, HPRT1 smeltepunkttemperatur lig-
83.5°C ger mellom 82.5-83°C

Figur 26: Oversikt over felles smeltekurve (a) for 2. hovedforsgk og sammenligning av smeltekurve
for mélgen og normaliseringsgen. BCL-2 (b), BAX (c), B2M (d) og HPRT1 (e). Smeltekurvene er
justert med lik opplgsning for Temperatur 60-95°C langs x-aksen og fluorescensniva -R’(T) mellom
-70 opp til 750 langs x-aksen.
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Hovedforsgk 3

ce (R(T))

Fluorescent

Temperature (*C)

(a) gPCR 3, Total smeltekurve som viser resultat fra smeltepunktsanalysen i 3.
hovedforsgk

mmmmmmmmmmm JR—)

(b) qPCR 3, BCL-2 smeltepunkt tilnsermet (¢) qPCR 3, BAX uten indikasjon til en spesifikk
87°C. smeltepunkttemperatur

..............

(d) gPCR 3, B2M smeltepunkttemperatur rundt (e) qPCR 3, HPRT1 smeltepunkttemperatur
83.5°C rundt 83°C

Figur 27: Oversikt over felles smeltekurve (a) for 3. hovedforsgk og sammenligning av smeltekurve
for mélgen og normaliseringsgen. BCL-2 (b), BAX (c), B2M (d) og HPRT1 (e). Smeltekurvene er
justert med lik opplgsning for temperatur 60-95°C langs x-aksen og fluorescensniva -R’(T) fra -70
opp til 750 langs x-aksen.

101



A.3.11 Statistiske verdier

Tabell 19: Gjennomsnittlige Cg-verdier 24 timer. Tabellen viser en oversikt over de ulike Cy-verdiene
fra alle tre hovedforsgk for prgver kultivert i 24 timer.

IVM Kontroll DMSO

BCL-2 HPRT1 B2M BCL-2 HPRT1 B2M BCL-2 HPRT1 B2M
27.79 18.59 17.28  28.04 18.95 17.57  28.06 18.68 17.42

Tabell 20: Gjennomsnittlige C,-verdier 72 timer. Tabellen viser en oversikt over de ulikeC,-verdiene
fra alle tre hovedforsgk for prgver kultivert i 72 timer.

IVM Kontroll DMSO

BCL-2 HPRT1 B2M BCL-2 HPRT1 B2M BCL-2 HPRT1 B2M
27.95 19.10 17.54  28.79 19.22 17.58  28.44 19.81 17.61

Tabell 21: Gjennomsnittlige AC,-verdier for alle grupperinger, mal- og referansegen, ved kultivering
i 24 timer.

BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M

IVM 9.20 10.51
Kontroll 9.09 10.47
DMSO 9.21 10.37

Tabell 22: Gjennomsnittlige AC,-verdier for alle grupperinger, mal- og referansegen, ved kultivering
i 72 timer.

BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M

IVM 8.85 10.41
Kontroll 9.57 11.21
DMSO 8.63 10.83

Tabell 23: Verdier fra AAC;-metode av de ulike markgr- og referansegenene i grupperingene
eksperimentell- mot kontrollgruppen, og eksperimentell- mot DMSO-gruppen.

IVM + Kontroll IVM + DMSO
BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M | BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M
24t 0.11 0.04 -0.01 0.14
72t -0.72 -0.80 0.22 -0.42
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Tabell 24: Verdier fra 2-22C.-metoden. Verdiene er utregnet med verdiene fra AAC,-metoden.
Verdiene viser ”foldendringen”, det vil si relativ endring i genekspresjon, for eksperimentell grup-
pe sammenlignet med henholdsvis kontroll- og DMSO-gruppen, av markgrgen BCL-2 relativt til
henholdsvis HPRT1 og B2M. Fgrste rad viser foldendring ved inkubering i 24 timer, mens andre
rad viser foldendringen for inkubering i 72 timer.

IVM + Kontroll IVM + DMSO
BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M | BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M
24t 0.93 0.97 1.01 0.91
72t 1.64 1.74 0.86 1.34

Tabell 25: Oversikt over gjennomsnittet (), standardavviket (o) og CV-verdiene for alle AC,-
verdier for 24 timers tidsintervall. Verdiene inkluderer sammenligningen mellom malgenet BCL-2
sammenlignet med HPRT1 og B2M i eksperimentell-, kontroll- og DMSO-gruppen.

IVM Kontroll DMSO
BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M | BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M | BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M
n 9.2 10.51 9.09 10.47 9.21 10.37
o 0.49 0.39 0.65 0.45 0.25 0.50
cv 5.27 3.67 7.12 4.26 2.71 4.78
Tabell 26: Oversikt over gjennomsnittet (), standardavviket (o) og CV-verdiene for alle AC,-
verdier for 72 timers tidsintervall. Verdiene inkluderer sammenligningen mellom malgenet BCL-2
sammenlignet med HPRT1 og B2M i eksperimentell-, kontroll- og DMSO-gruppen.
IVM Kontroll DMSO
BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M | BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M | BCL-2, HPRT1 | BCL-2, B2M
I 8.85 10.41 9.57 11.21 8.63 10.83
o 0.39 0.49 0.78 0.58 0.25 0.28
cv 4.39 4.69 8.15 5.15 2.95 2.59
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