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Abstract

Introduction: The prognosis for glioblastoma
(GBM) patients is poor and the risk of recurrence in
patients is inevitable despite radiotherapy and
adjuvant chemotherapy. Therapeutic resistance is
proposed to be due to the presence of cancer stem
cells in GBM. Evidence suggests that an increase in
gap junction protein connexin 43(Cx43) expression
is related to an increase in therapeutic resistance.
However, it is not well understood yet whether and
how Cx43 may play a key role in occurrence of
therapeutic resistance. Hence, the aim of this study
was to investigate if Cx43 is expressed in the cell
lines of UB7MG and C16, and to assess if Cx43-
expression can be used as a biomarker as a
potential for the therapeutic resistance in GBM
patients.

Method: The presence of Cx43 in the cell lines of
U87MG and C16 was analyzed by real-time PCR(RT-
PCR) of Cx43-cDNA. Cx43-protein expression and
localization were analyzed by immunofluorescence
staining and protein expression was verified by dot
blot.

Results: RT-PCR showed the expression of Cx43 in
U87MG-cells, but no expression was found in C16-
cells, which was similar to negative outcome from
immunofluorescence staining and dot blot due to
high background noise. Localization of Cx43-
protein could not be identified in these cell lines.
Conclusion: Expression of Cx43 was demonstrated
in the U87MGQG cell line, but not in C16. Further
experiments are needed to understand presence
and role of Cx43 in GBM and therapeutic resistance,
which in turn would identify if Cx43 can be used as
a potential biomarker to assist in patients’
stratification and planning of individual treatments
in the future.

Rapportens indhold er frit tilgaengeligt, men offentligggrelse (med kildeangivelse) ma kun ske efter aftale med forfatterne.
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Projektrapporten er udarbejdet af Katrine Marie Thygesen, specialestuderende i Klinisk

Videnskab og Teknologi.
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projekt med fokus pd implementering, evaluering eller vurdering af teknologianvendelse i
forhold til etableret klinisk viden.
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vurdere dens relevans som biomarkgr for den terapeutiske resistens ved glioblastom.

[ den forbindelse er der blevet anvendt cellelinjer, reagenser og udstyr, venligst stillet til
radighed af afdelingen for Biomedicin ved Aalborg Universitet, som jeg gerne vil takke for.
Endvidere vil jeg takke mine vejledere Parisa Gazerani, Jeppe Ngrgaard Poulsen og Johann Mar

Gudbergsson for deres vejledning i projektet og i laboratoriet.
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1. Indledning

Prognosen for glioblastom(GBM)-patienter er darlig og risikoen for recidiv er uundgaelig trods
strale- og adjuvant kemoterapi(Stupp et al. 2005; Ostrom et al. 2015). En drsag til dette menes
at veere terapeutisk resistens, blandt andet gennem den mulige tilstedeveaerelse af cancer
stamceller(CSC)(Beier et al. 2011). Connexin 43(Cx43) formodes at veere en afggrende
medspiller i den terapeutiske resistens ved GBM(Osswald et al. 2015), hvorfor der pa dette
protein er szerlig fokus inden for forskningen af GBM. En fremtidig mulig anvendelse af dette

protein kan veaere som biomarkgr for den terapeutiske resistens.



2. Problemanalyse

2.1 Incidens

Forekomsten af cancer i central nervesystemet(CNS), i Europa, varierer mellem 4,5 til 11,2 nye
tilfeelde pr 100.000/ar for meend og fra 1,6 til 8,5 pr 100.000/ar for kvinder. Det er hyppigst
voksne, der far cancer i CNS og saerligt eeldre der rammes, hvor incidensen for aldersgruppen
65+ ligger pa 18,5 pr 100.000/ar. Den hyppigst forekomne cancertype blandt cancer i CNS er
astrocytiske tumorer med en samlet incidensrate pa 4,8 pr 100.000/ar. Den naest hyppigste er
oligodendrogliale tumorer med en samlet incidens pa 0,4 pr 100.000/ar. Astrocytiske tumorer
er fordelt blandt kgnnene med 5,7 pr. 100.000/ar for maend og 4,0 pr. 100.000/4r. Se tabel 1.
(Crocetti et al. 2012) I Danmark blev der i 2014 diagnosticeret 826 personer med hjernecancer
og forekomsten var for maend 15,9 pr 100.000 og for kvinder 11,8 pr 100.000.
(Cancerregisteret 2014)

Region Arstal Incidens

Samlet Mand Kvinder

Europa 1995-2002 Astrocytiske 4,8* 5,7* 4,0*

tumorer
Oligodendrogliale 0,4* 0,4* 0,3*
tumorer

Tabel 1: Incidensrate for Europa opgjort over arene 1995-2002 fordelt pa cancertype. *Standardiseret

incidensrate pr. 100.000/ar (Crocetti et al. 2012)

2.2 Klassificering
Gliomer udggr 31 % af alle hjernetumorer og er dermed den hyppigst forekomne form. 81 % af

alle gliomer er maligne. Gliomer udspringer fra hjernens stgtteceller, gliacellerne. Gliomer
infiltrere diffust hjernemassen og metastasere sjaldent.(Ostrom et al. 2013; Ostrom et al.
2015) Gliomer er inddelt efter oprindelsessted og omfatter cancertyperne astrocytomer,
oligodendrogliomer og ependymomas(Robbins og Cotran, 2010). GBM Kklassificeres som World
Health Organisation(WHO)-grad 1V astrocytom(Kumar et al. 2010) og med 54,4 % er GBM den
stgrste gruppe af gliomer(Ostrom et al. 2013).
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2.3 Mortalitet
Af alle diagnosticerede cancere udggr cancer i CNS kun 1,3 %. Til gengeeld er cancere i CNS

ansvarlige for 2,5% af alle cancer-relaterede dgdstilfelde.(Weinberg 2014) Efter diagnosen
GBM er stillet, er den gennemsnitlige prognose for overlevelse 14,6 maneder med
behandling(Stupp et al. 2005), hvorimod den kun er ca. 3 maneder uden behandling(Tran &
Rosenthal 2010). Under 5% af GBM-patienterne lever leengere end 5 ar(Ostrom et al. 2015).
Danmark er 48 % af patienterne med diagnosen GBM i live 1 ar efter diagnosen er stillet og

efter 2 ar er 21 % af disse i live(Dansk Neuro Onkologisk Gruppe 2014a).

2.4 Behandling
Behandling af GBM indbefatter operation, straleterapi og kemoterapi. Ved operation fjernes sa

vidt mulig alt tumorvaev. Pa grund af GBM'’s infiltrerende egenskab er det meget sjeeldent mulig
at bortoperere alt tumorvaev. Efter operationen behandles der fgrst med straleterapi og
konkomitant kemoterapi i 6 uger. Straleomradet defineres efter en postoperativ MR-scanning
og tilleegges en margin pa 2 cm, for sa vidt mulig at undga at bestrdle normalt hjernevaev.
Derefter gives der adjuvant kemoterapi én uge om maneden i 6 maneder. Dette er den
behandling, hvor det er bevist at give den laengste overlevelse. (Dansk Neuro Onkologisk
Gruppe 2014b)

Ved behandlingen kan der opsta akutte, forbigaende bivirkninger i form af immunsuppression,
treethed, huderytem, hartab og mellemgrebetaendelse(Athanassiou et al. 2005; Stupp et al.
2005). Der kan ogsa opsta sene bivirkninger hos langtidsoverlevere i form af
demenssymptomer. Desuden forventes det, at sygdommen vil progrediere for ca. 50% af GBM-
patienterne under behandlingsforlgbet. Progression af tumor medfgrer ofte intraktable
symptomer inklusiv personlighedseendringer, hvilket nedszetter patienternes
livskvalitet.(Dansk Neuro Onkologisk Gruppe 2014b) Stralebehandlingen har desuden vist at
kunne give darligere score af emotionelle funktioner og kvalitet af fritidsaktiviteter(Kiebert et
al. 1998).

Trods GBM-patienter far den behandling, der giver leengst overlevelse, er under 5% i live 5 ar
efter diagnosen er stillet. Desuden er behandlingen ikke uden bivirkninger for patienten, hvor
dennes livskvalitet nedsaettes. De sidste to artier har der veeret fokus pa sygdommen, men
fremskridtet har veeret begraenset. Det stgrste fremskridt har veret, at konkomitant

kemoterapi gennemsnitlig har givet patienterne 2,5 maned laengere at leve i(Stupp et al. 2005).
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En mulig forklaring p3, hvorfor GBM-patienter har en hgj risiko for forekomst af recidiv, kan

veere, at nogle af tumorcellerne er resistente overfor den behandling, der gives.

2.5 Terapeutisk resistens
Der er hypoteser, inden for GBM-tumorcellers terapeutiske resistens, som blandt andet

omhandler tilstedeveerelsen af cancer stamceller(Beier et al. 2011). En gget grad af
selvfornyelse er et hallmark for cancerceller(Hanahan & Weinberg 2000). Tumorer er
heterogene og det har vist sig, at nogle af tumorcellerne besidder stgrre selvfornyelsesevne
end andre. I hjernetumorer beskrives disse som CSC’er.(Singh et al. 2003) Ifglge Reya et al.
2001 hypotiseres det, at der i normale stamceller er bestemte signalveje, som styrer cellernes
selvfornyelse. Hvis CSC’er har samme grundlaeggende egenskaber som normale stamceller, vil
det betyde, at CSC’er kan have samme egenskaber til at styre selvfornyelsen. Dette kan blandt
andet veere et hgjt niveau af anti-apoptotiske proteiner, hvilket vil ggre CSC’erne sveere at
bekaempe. Det hypotiseres desuden at CSC, ligesom normale stamceller, er mere resistente
over for kemoterapi end modnede celler/tumorceller, formentlig pa grund af det hgje niveau af
anti-apoptotiske proteiner. Dette vil betyde, at selvom kemoterapien bekeemper de mere
differentierede tumorceller, er der fortsat risiko for recidiv via CSC. (Reya et al. 2001)

[ litteraturen beskrives diverse faktorer, der har vist sig at have betydning for den terapeutiske
resistens ved GBM in vitro og in vivo. Der findes ikke fuld enighed om faktorerne, dog
beskrives sarligt MGMT (0% -methylguanin-DNA-methyltransferase) -enzymet som en vigtig
modulator af kemoresistensen i GBM, ved at MGMT-udtrykkelse gger resistensen af
cancerceller.(Beier et al. 2011) Kemoterapi med temozolomid (TMZ) fungerer ved, at TMZ
alkylerer DNA’et pa O®-positionen pa guanin, hvilket inducerer dobbeltstrenget DNA til at
bryde og aktiverer apoptose af cellen. Denne DNA-skade kan repareres gennem MGMT-
enzymet ved, at det fjerner alkylgruppen og dermed modvirker effekten af TMZ.(Bleau et al.
2009) Denne effekt skulle teoretisk set veere ligefrem korreleret med graden af MGMT-
udtrykkelsen og dermed gge gennemsnitlig overlevelse hos GBM-patienter med gget MGMT-
udtrykkelse, hvilket der ogsa konkluderes i nogle studier(Sonoda et al. 2009; Hegi et al. 2005;
Zhang et al. 2013). Dog er der ogsa fund, som indikerer, at graden af MGMT-udtrykkelse ikke
har en indvirkning pa terapiresponsen, hvorfor MGMT-status ikke er en palidelig markgr for

kemoresistensen(Costa et al. 2010; Park et al. 2009).
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En biomarkgr for den terapeutiske resistens vil kunne give onkologen et styrket grundlag for
at tilpasse behandlingen til den enkelte patient og dermed gge den gennemsnitlige overlevelse
og progressionsfrie overlevelse for GBM-patienten. Biomarkgrer er per definition objektive,
kvantificerbare karakteristika af biologiske processer(Strimbu & Tavel 2010). WHO definerer
en biomarkgr som “neaesten enhver maling som afspejler en vekselvirkning mellem et biologisk
system og en potentiel fare, som kan vere kemisk, fysisk eller biologisk. Den malte respons kan
veere funktionel og fysiologisk, biokemisk pa celleniveau, eller en molekyleer interaktion”(WHO
1993). Hvis der ud fra biomarkgrresultatet skal foretages behandlingsmaessige beslutninger er
det seerligt afggrende, at validiteten af biomarkgren er hgj og det er derfor vigtigt at fastlaegge
det praecise forhold mellem den malte biomarkgr og det kliniske udfald.(Strimbu & Tavel
2010)

Ved planlaegning af GBM-patienters behandlingsforlgb anvender onkologen flere relevante
faktorer, som har betydning for valg af straleomrade og strale- og kemoterapidosis. De
relevante faktorer er patientens performancestatus(PS), tumorstgrrelse, antal tumorer,
baselineadministration af binyrebarkhormon og kliniske faktorer som patientens alder,
sundhedstilstand og samtidige sygdomme.(Dansk Neuro Onkologisk Gruppe 2014b) Disse
faktorer og en biomarkgr for effekten af behandlingen vil veaere steerke veerktgjer for onkologen

ved planlaegning af den enkelte patients behandlingsforlgb(Gorlia et al. 2012).

En nyopdaget mulig medspiller og mulig biomarkgr for den terapeutiske resistens er gap
junktion-proteinet Cx43. Connexiner er integralmembran proteiner som, ved at reagere med
hinanden, oligomere og danner intercelluleere kanaler, gap junktions(GJ). Kanalerne skaber
celle-celle kontakt og tillader passage af ioner, intercellulaere metabolitter og signalmolekyler
fra cytoplasma i en celle til nabocellen. Cx43 er bredt udtrykt i flere organer og celletyper, og er
det vigtigste GJ-protein i hjertet.(InterPro 2016) Cx43 i GBM menes at kunne yde terapeutisk
resistens gennem opregulering af proteinet i GJ, hvorigennem blandt andet multicellulaer
kommunikation kan forega og dermed give kollektiv terapeutisk resistens blandt

tumorcellerne(Osswald et al. 2015).

2.6 Terapeutisk resistens ved Cx43
Cx43 er udtrykt i bade astrocytter og neurale progenitorceller, som begge menes at tage del i

udviklingen af GBM. Flere studier viser, at en nedsat udtrykkelse af Cx43-proteinet generelt er

associeret med en stigning i celleproliferation og en hgjere tumorgrad(Huang et al. 1999;
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Soroceanu et al. 2001; Pu et al. 2004; Caltabiano et al. 2010). Genomisk data om Cx43 og GBM
fra The Cancer Genome Atlas(TCGA) database viser, at et tab af Cx43 betyder gget vaekst af
tumor og at Cx43 fungerer som vaekstheemmer. Dog er dette ikke altid tilfeeldet. Fra TCGA-
databasen viser det sig ogsd, at 57% af primaere GBM tumorer udtrykker et reduceret niveau af
Cx43, hvor de resterende 43% udtrykker et forhgjet niveau. Udtrykkelsen af Cx43
understreger heterogeniteten af GBM-tumorer og at tumor-mikromiljget kan have indvirkning
pa Cx43-udtrykkelsen. Ligeledes udtrykkes Cx43 ogsa i ikke-neoplastiske astrocytter, hvilket
betyder, at Cx43’s funktion athaenger af tumors celluleere status. (Sin et al. 2012)

Cx43 menes at have flere egenskaber, som beskytter og styrker tumoren til veekst. Gennem
Cx43-GJ] har tumorcellerne gget permeabilitet for nogle metabolitter, sd som ATP og glutamat,
der kan veere med til at styrke vaeksten af tumor(Goldberg et al. 2002; Goldberg et al. 1999).
Cx43 er ogsa permeabel for glukose, som kan pavirke cancercelle-metabolismen(Rouach et al.
2008; Herrero-gonzalez et al. 2009). Der kan dog ogsa ske en nedregulering af celleveekst ved
Cx43 gennem pavirkning af interagerende proteiner, fx CCN3. CCN3 er szerlig interagerende
med Cx43’s C-terminal og det hypotiseres at tilstedevarelsen af Cx43 forebygger
translokationen af CCN3 til nukleus, som ellers ville stimulere til cellevaekst(Sin et al. 2008; Fu
etal. 2004).

[ modsaetning til celleproliferation, hvor en nedsat udtrykkelse af Cx43 kan fremme
celleproliferation, menes en gget Cx43-udtrykkelse at veere med til at fremme
cellemigration(Xu et al. 2006). Mekanismerne bag migrationsegenskaberne er fortsat uklare,
men det menes at dannelsen af G] mellem gliomaceller og astrocytter kan have en kritisk rolle i
gliomainvasion. Ligeledes menes det, at cellemigration styrkes, nar GJ-dannelse er lav mellem
gliomaceller, men hgj mellem gliomaceller og astrocytter. En lav GJ-kobling mellem
gliomaceller fremmer altsa cellemigration, hvilket ogsa er i overensstemmelse med, at en
nedsat Cx43-udtrykkelse korrelerer med gget glioma malignitet. (Sin et al. 2015) I et studie
lavet pa rotter er Cx43-udtrykkelse blevet vist til at ggre GJ-dannelse mellem gliomaceller og
astrocytter mulig og at tumorcelleinvasion i hjerneparenkymet bliver hjulpet pa vej af Cx43-
udtrykkelse i cancercellerne. Desuden viste studiet at antallet af Cx43-udtrykkende celler steg
med ca. en faktor 30 i det normale hjerneparenkym, allerede 4 dage efter indlejring af GBM-
tumor i rask rotte-hjerneveaev.(Lin et al. 2002) Det hypotiseres, at saerligt de migrerende og
prolifererende cancerceller er CSC og at det seerligt er CSC’er, der er staerkt resistente over for

strale og kemoterapien, hvilket vil gge risikoen for recidiv af sygdommen.(Reya et al. 2001)
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Som beskrevet anvender GBM-celler GJ til proliferation og migration. GJ er ogsa med til at
sammenkoble med andre celler over store afstande. Dette netvaerk af GJ anvendes til
multicellulzer kommunikation blandt tumorcellerne og som beskyttelse mod straleterapidrevet
apoptose. GJ-forbundne cancerceller er blevet undersggt, og blandt andet i et studie af Osswald
et al. 2015 var disse celler stort set beskyttet mod apoptose, hvorimod cancerceller uden GJ
dgde efter straleterapi. Som fglge af stralingen steg desuden cancercellernes antal af G] og
dermed ogsa kommunikationen med kalcium mellem cellerne. (Osswald et al. 2015) Let ggede
kalciumkoncentrationer er involveret i GBM-apoptose(Mcferrin et al. 2012), hvilket er tilfeeldet
ved strale-induceret cytotoxicitet(Tombal et al. 2002). Sddanne koncentrationer neutraliseres
ved tilstedevaerelsen af GJ, formentlig ved at fordele kalciumbglgen mellem de forbundne

celler, for derved at gge resistensen af behandlingen. (Osswald et al. 2015)

Cx43 kan have stort potentiale som biomarkgr for den terapeutiske resistens ved GBM-
behandlingen, hvorfor det er vigtigt at fa afklaret tilstedeveerelsen af Cx43 i cancercellelinjer in
vitro og dermed muligggre videre forskning pa disse.

Forskning omkring Cx43 i GBM har indtil videre mest foregaet pa diverse cancercellelinjer og
pa mindre grupper af GBM-patienter. Tumorers yderst heterogene sammensatning og
potentialer inden for vaekst, differentiering og migration, som ogsa iseer ses i GBM, er med til at
gare forskning i cancer meget omfangsrig. Det er derfor ngdvendigt at fastleegge
tilstedevaerelsen af Cx43 i cancercellelinjer, som sa kan veere grundlag for videre forskning
med henblik pa fastlaeggelse af Cx43-egenskaber, mulige anvendelighed som biomarkgr for

den terapeutiske resistens og som guide til planleegning af behandlingen.
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3. Problemafgrzaensning
GBM er en aggressiv cancerform med darlig prognose. Den gennemsnitlige overlevelse for

GBM-patienter er 14,6 maneder med behandling og i Danmark overlever kun 48 % det fgrste
ar med sygdommen, som er reduceret til 21 % efter 2 ar.(Stupp et al. 2005; Tran & Rosenthal
2010; Dansk Neuro Onkologisk Gruppe 2014a) Behandlingen for GBM er gennem de sidste to
artier kun blevet forbedret ved tilfgjelsen af konkomitant kemoterapi, som har givet
patienterne gennemsnitlig 2,5 maned laengere at leve i(Stupp et al. 2005). En mulig forklaring
kan veere at nogle af tumorcellerne kan vaere resistente overfor den behandling der gives.
Seerligt MGMT-genet menes at have betydning for den terapeutiske resistens, men
forskningsresultaterne pa omradet er delte(Costa et al. 2010; Park et al. 2009), hvorfor det ny
opdagede GJ-protein, Cx43, far opmaerksomheden som en mulig biomarkegr for den
terapeutiske resistens. Cx43 menes at have indvirkning pa tumorvaekst, migration af
tumorceller og kommunikation mellem tumorceller. Egenskaber som er med til at beskytte og
styrke tumoren.(Goldberg et al. 2002; Lin et al. 2002; Osswald et al. 2015)

Trods variationen i udtrykkelse af Cx43 i GBM formodes det dog, at en opregulering af Cx43
har en indvirkning pa den terapeutiske resistens ved GBM, formentlig gennem gget
proliferation i nogle tumorceller og gget migration i andre. I fremtiden teenkes denne
opregulering af Cx43 at kunne blive anvendt som en biomarkgr for den terapeutiske resistens

hos den enkelte patient.
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4. Formal
Dette projekt tester fgrste skridt i en ny biomarkgr-drevet-teknologi, med henblik pa fremtidig

implementering og anvendelse i behandlingen af GBM-patienter.

Med projektet sgges at afdeekke tilstedevaerelsen af Cx43 i to cellelinjer in vitro. Af cellelinjer er
udvalgt C16 og U87MG, hvilke begge er udledt fra mandlige patienter med grad IV GBM.
UB7MG er kommercielt tilgeengelig og C16 er udledt pa Aalborg Universitet til forskningsbrug.
U87MG menes at udtrykke Cx43 i modsaetning til C16, som menes ikke at udtrykke Cx43.

Med den teoretiske forudsaetning, at Cx43 er en palidelig biomarkgr for den terapeutiske
resistens, sgges det at belyse Cx43-proteinets anvendelighed som biomarkgr for den
terapeutiske resistens ved behandling af GBM-patienter og vurdere hvordan onkologer kan
bruge sadan en ny teknologi til at treeffe beslutninger omkring behandlingen af deres patient i

fremtiden.

4.1 Problemformulering

Er Cx43 udtryk i cellelinjerne C16 og U87MG og hvordan kan Cx43-ekspressionen anvendes

som biomarkgr for den terapeutiske resistens ved behandlingen af glioblastom i fremtiden?
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5. Metode

[ det fglgende afsnit beskrives den litteratursggning, der er foretaget i projektet. Desuden
beskrives projektets eksperimentelle opsaetning og den anvendte metode i naervaerende
projekt, hvilket, til identificering af Cx43, omfatter celledyrkning, epidermal vaekstfaktor(EGF)-
stimulering, mRNA-oprensning, cDNA-syntese, real time polymerase keedereaktion(Rt-PCR),

immunfluorescensfarvning og dot blot.

5.1 Litteratursggning
Litteratursggningen i projektet blev indledt med fritekstsggninger for at afdeekke og fokusere

projektets problemstilling. Der blev anvendt databaser som Pubmed, Aalborg
Universitetsbibliotek og Google Scholar. Fritekstsggningerne bestod af ord som “glioblastoma”,
"treatment outcome”, "drug resistance” og "Connexin 43”.

Efterfglgende blev der foretaget nye strukturerede litteratursggninger, som havde
udgangspunkt i problemformuleringen og resultaterne fundet gennem den anvendte metode.
Af teknikker blev der blandt andet anvendt boolske operatorer for enten at indsnaevre (AND)
eller udvide (OR) sggningerne i de videnskabelige databaser. Derudover blev der anvendt
tesaurus, for at sikre inklusionen af indbyrdes relaterede synonymer (Rienecke & Jgrgensen
2006). Litteratursggningerne blev foretaget i databaser som Pumbed og Scopus. De studier, der
blev inkluderet, blev udvalgt pa baggrund af deres relevans og kvalitet for projektets emne og
gennemgaet ved hjeelp af en kritisk litteraturvurdering. I tabel 2 ses et eksempel pa en

bloksggning foretaget ved en systematisk litteratursggning i Pubmed.

OR AND OR AND OR
“Glioma”[Mesh] ~~ “"Connexin43"[Mesh] ~ “Cell Proliferation"[Mesh]
"Glioblastoma”[Mesh] "GJA1 protein, mouse" "Cell
[Supplementary Concept] Communication"[Mesh]
"GJA1 protein, human" "Gap Junctional
[Supplementary Concept] Intercellular
Communication*"

"Cx43*" ”Cell Movement"[Mesh]

"Cell migration*"

Tabel 2: Eksempel pa en bloksggning, som er foretaget i Pubmed.
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Bloksggningen i tabel 2 giver fglgende sggestrenge: (((("Glioma"[Mesh]) OR
"Glioblastoma"[Mesh])) AND (((("Connexin 43"[Mesh]) OR "GJA1 protein, mouse"
[Supplementary Concept]) OR "GJA1 protein, human" [Supplementary Concept]) OR "Cx43*"))
AND ((((("Cell Movement"[Mesh]) OR "Cell Proliferation"[Mesh]) OR "Cell
Communication"[Mesh]) OR "Cell migration*") OR "Gap Junctional Intercellular

Communication*").

D en 25/5-16 gav sggningen 79 resultater i pubmed, hvor fgrste sortering skete ved
titelgennemgang. Dernast blev abstrakt pa de titel-udvalgte artikler lzest, hvorfra artikler til

fuld gennemlasning blev valgt. Processen ses i skema 1.

¥ C Systematisk litteratursggning

79 artikler

/ Leeste titler
Y \

48 artikler

f Leeste abstracts
Y \

24 artikler

/ Leeste artikler
Y \

16 artikler Skema 1: Proces over
litteraturgennemgang

VARVAR VARV

5.2 Projektopseetning
Studiet bygger pa in vitro celledyrkning af cellelinjerne U87MG og C16 i monolag. Der foretages

stimulering af cellelinjerne med EGF. Tilstedeveerelsen af Cx43 undersgges ved udfgrelse af
RT-PCR pa begge cellelinjer. Desuden maerkes Cx43 med fluorescens med henblik pa at
identificere proteinets expression og position i cellerne. Der udfgres ogsa et dot blot, til
verificering af Cx43-proteinets udtrykkelse i cellelinjerne.

Til vurdering af Cx43 som mulig biomarkgr for den terapeutiske resistens ved GBM-
behandlingen, anvendes resultaterne af in vitro laboratorieforsggene sammenholdt med

videnskabelig litteratur pa omradet.

19



5.3 Analyser

5.3.1 Celledyrkning
[ projektet blev cellelinjerne U87MG og C16 anvendt. UB7MG stammer fra en caucasisk 44-arig

mand med glioblastom grad 1V astrocytom, som er kommercielt tilgeengeligt. C16 er oprenset
pa Aalborg Universitet og stammer fra en 43 arig mand med diagnosticeret glioblastom.
Cellelinjerne, UB7MG(passage 5) og C16(passage 6), blev optget fra - 140 °C og dyrketi T175-
flasker tilsat et dyrkningsmedie indeholdende Dulbecco’s modifikation af Eagle’s
Medium(DMEM)(Corning), 10 % fgtal kalveserum(FCS), 1 %
penicillin/steptomycin(PS)(Gibco) og 0,5 % gentamycin(GEN)(Gibco) og opbevaret i
varmeskab ved 37 °C og 5% COZ. For at opretholde levedygtige cellelinjer blev der lgbende
skiftet medie og udfgrt passager af cellerne, nar det blev ngdvendigt. Billede 1 og 2 viser

henholdsvis UB7MG- og C16-celler ved dyrkning.

Billede 1: Cellelinje U87MG(passage 7) ved dyrkning, x4. 30 % konfluens.
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Billede 2: Cellelinje C16(passage 8) ved dyrkning, x4. 50 % konfluens.

5.3.2 Epidermal vaekstfaktor-stimulering
Stimulering af cellelinjerne skete med EGF. Ved en passende konfluens (60-90%) blev cellerne

hgstet ved hjeelp af trypsin/EDTA(T/E). Cellerne blev inkuberet med T/E i varmeskab (37 °C) i
ca. 4 min til cellerne havde lgsnet sig. T/E blev inaktiveret med dyrkningsmedie og
suspensionen blev overfgrt til plastrgr og centrifugeret ved 300 gi 5 min ved 20 °C. Herefter
blev cellerne resuspenderet i 1 mL medie og talt ved hjeelp af teellekammer.

EGF-stimulering af C16-cellelinjen blev udfgrt i en 6-brgndsplade, hvor cellerne blev udsaet i
en koncentration pa 5000 celler/cm?. Se udregning i appendix 1. Ved opnaelse af monolag, blev
der i brgnd 1-3 stimuleret med EGF (20 ng/mL). Brgnd 4-6 fungerede som kontrol og fik derfor
blot skiftet medie.

Samme proces blev udfgrt pa U87MG-cellelinjen, dog blev disse udsdet i to T25-flasker (en
EGF-stimuleret (20 ng/mL) og en kontrol), da de ved udsdning i 6-brgndspladen lgsnede sig fra
pladen ved EGF-stimulering. Her blev der udfgrt viabilitetstest af U87MG-cellerne fra 6-
brgndspladen for at undersgge om cellerne dgde ved EGF-stimulering. Se appendix 2 for

fremgangsmade og udregning af viabilitetstesten.
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5.3.3 Identificering af Cx43 mRNA
Til identificering af Cx43 mRNA i cancercellelinjerne blev der anvendt RT-PCR. Da der i

projektet er fokus pa cancercellernes udtrykkelse af proteinet Cx43 blev mRNA oprenset fra

cellelinjerne, som derefter blev oversat til cDNA for herpa at kgre RT-PCR.

5.3.3.1 mRNA-oprensning
mRNA blev oprenset fra cancercellelinjerne ved anvendelse af A urum™ Total RNA Mini

Kit(Bio-rad). Producentens protokol (se bilag 1) blev fulgt ud fra spin-procedureren beskrevet
til oprensning af mRNA fra dyrkede cellelinjer. Denne proces bestod af flere pa hinanden
fglgende trin. Gennem processen blev cancercellerne lyseret for at fa adgang til mRNA’et.
mRNA’et blev efterfglgende oprenset i en oprensningssgjle som mRNA’et binder til og alt andet
cellemateriale vaskes vaek. Afslutningsvis blev mRNA’et lgsnet fra oprensningssgjlen med en
elueringsoplgsning og overfgrt til et mikrorgr. Et nanophotometer (NanoDrop 1000, Thermo
Scientific) blev anvendst til kvantificering af det oprensede mRNA (se tabel 3), som

efterfglgende blev opbevaret ved -80 °C.

Cellelinje mRNA-template Konc.-ratio, Konc.-ratio,
koncentration 280 nm 230 nm
(ng/mL)
US7MG - EGF 566, 8 2,09 2,09
U87MG - CTRL 554,8 2,06 2,02 Tabel 3: Oversigt over opnéede
C16 — EGF 355,1 2,01 2,18 koncentrationer af mRNA-template og
dertilhgrende koncentrationsratioer
C16 - CTRL 348,5 2,07 2,14

ved 280 og 230 nanometer.

5.3.3.2 cDNA-syntese
For at kunne anvende mRNA-templaten til PCR-analysen blev denne konverteret til kopi-

DNA(cDNA). Til denne proces blev iScript™ cDNA Synthesis Kit(Bio-Rad) anvendt, se bilag 2.
Kittet bestod af reaktionsmix (indeholdende oligo(dT) og vilkarlige hexamer primere), reverse
transkriptase og nukleasefrit vand, som blev blandet i det forhold, der er vist i tabel 4.

Mangden af nukleasefrit vand athang af koncentrationen af mRNA template.
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Bestanddele

Maengde (uL)

Reaktionsmix

4

Reverse transkriptase | 1

Nukleasefrit vand X
mRNA template X
ialt 20

Tabel 4. Oversigt over blandingsforholdet af
bestanddelene til cDNA-syntesen med iScript™
cDNA Synthesis Kit(Bio-Rad).

I nedenstdende tabel (tabel 5) fremgar det hvor mange uL. mRNA-template, der blev anvendt til

hver cDNA syntese-reaktion og hvor meget vand, der blev tilfgrt hver cDNA syntese-reaktion.

Cellelinje/ mRNA- Vandmangde:
cDNA template til (20-1-4-x) uL
syntese- iScript(x uL)
reaktion (=1000 uL/mRNA-

template)
U87MG - EGF 1,76 13,24
U87MG - 1,8 13,2
CTRL
C16 - EGF 2,82 12,18
C16 - CTRL 2,87 12,13

Tabel 5: Oversigt over maengde af mRNA-template
anvendt til hver cDNA syntese-reaktion og maengde af
tilfgrt nukleasefrit vand til hver cDNA syntese-reaktion.
Maengde af anvendte mRNA-template er beregnet som

angivet i parentes i tabellen.

cDNA syntese-reaktionerne blev inkuberet i et termisk cykliseringsapperat som var indstillet

efter protokollen i iScript™ cDNA Synthesis Kittet. Se tabel 6.

Tid (min) Temperatur (°C)
5 25
30 42
5 85

Tabel 6: Inkuberingstider og -temperaturer

til konverteringen af mRNA til cDNA efter

iScript™ cDNA Synthesis Kittet.
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Efter endt protokol blev prgverne, indeholdende cDNA, anbragt pa frys (-18 °C) til senere RT-
PCR-analyse.

5.3.3.3 Real time polymerase kaedereaktion
cDNA fra cellelinjerne C16 og U87MG, EGF-stimuleret og kontrol, blev fortyndet med

nukleasefrit vand til en koncentration pa 0,5 ng/uL. RT-PCR amplifikationerne blev udfgrt med
Techne 3Prime Thermal Cycler, hver i en oplgsning med en total volumen pa 25 uL
indeholdende 12,5 uL. DreamTaq Green PCR MasterMix (Thermo Scientific), 4 uL. cDNA-
template, 0,5 uL af hver primer(10 mM) og 7,5 uL nukleasefrit vand. DreamTaq Green PCR
MasterMix indeholdte DreamTaq™ DNA polymerase, DreamTaq Green buffer, 4 mM MgCl og
dNTP’er (dATP, dCTP, dGTP og dTTP pa hver 0,4 mM). RT-PCR amplifikationerne blev udfgrt
med dobbeltbestemmelse og en negativ kontrol ved anvendelse af nukleasefrit vand som
template. Hver RT-PCR amplifikation indeholdte en intern positiv kontrol i form af
housekeeping genet glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH). Specifikationer for
primere anvendt ses i tabel 7. RT-PCR amplifikationerne blev udfgrt gennem 40 cyklusser, se

tabel 8 for temperatur og tid for hver trin i en RT-PCR amplifikationscyklus.

Gen Primere Tm, °C

Cx43 Forward: | 5’-TAC CAA ACA GCA GCG GAG TT-3’ 59,2
Reverse: 5’-TGG GCA CCA CTC TTT TGC TT-3’ 59,9

GAPDH | Forward: | 5’-GAG TCA ACG GAT TTG GTC GT-3’ 57,5
Reverse: 5’-GAC AAG CTT CCC GTT CTC AG- 3’ 58,6

Tabel 7: Primerspecifikationer for Cx43(connexin 43) og GAPDH(glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase)
primersekvenser(Cheng et al. 2015) og disses optimale temperatur (Tm) forhold(Thermo Fisher Scientific

2016b).

Trin Temperatur(°C) Tid(sec)

Denaturering 95 30

Annealing 57 30

e s 30 Tabel 8: Temperaturer og tid for

trin i hver RT-PCR-cyklus.
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Til visualisering af RT-PCR produkterne blev fremstillet en 2% agarosegel(1g agarosepulver
oplgsti 50 mL Tris-acetat-EDTA(TAE)-buffer, som efter opvarmning blev tilsat 4 uL ethidium
bromid. Ethidium bromid binder til dobbeltstrenget DNA og fluorescere ved 600 nm. I den
afkglede gel blev RT-PCR produkterne loadet sammen med en Gene Ruler 100 bp Plus DNA
Ladder (Thermo Scientific), som gjorde det muligt at stgrrelsesestimere dobbeltstrenget DNA

100-3000 basepar. Gelelektroferesen blev kgrt ved 100 Vi ca. 20 min.

Der blev udfgrt testkgrsler af RT-PCR-analysen for at finde den rette maengde template til
analysen, optimal housekeeping gen og for at forbedre kompetencen i at anvende

analysemetoden. Opsaetning og resultat af testkgrslerne kan ses i appendix 3.

5.3.4 Identificering af Cx43-proteinets ekspression og lokalitet
Til identificering af Cx43-proteinets ekspression og lokalitet i U87MG- og C16-cellelinjerne

blev der anvendt immunfluorescensfarvning. Efterfglgende blev tilstedevaerelsen af Cx43-

proteinet verificeret med et dot blot.

5.3.4.1 Immunfluorescensfarvning
Til immunfluorescensfarvning blev UB7MG- og C16-cellelinjerne fremdyrket i en 24-

brgndsplade, hvor 3 brgnde for hver cellelinje blev stimuleret med EGF og 5 brgnde for hver
cellelinje fungerede som kontrol. Se fordeling i skema 2. Ved en cellekonfluens pa ca. 60% blev
cellerne fikseret med 4% formaldehyd og immunfarvet ved at fglge fremgangsmaden her til, se
appendix 4. Til blokering af baggrundsstgj og gge cellernes permeabilitet for antistofferne, blev
der anvendt en PBS buffer tilsat 5% BSA(bovine serum albumin) og 0,1% SAP(saponin).
Antistofferne anvendt til den indirekte immunfluorescensfarvning var et primeert kanin
polyklonalt antistof specifik for Cx43(abcam 2016a) og et sekundzert aesel-anti-kanin IgG
polyklonalt antistof med Alexa fluor-555 konjugat(abcam 2016b). Antistofferne blev anvendt i
en koncentration pd 1:1000. Til kernefarvning blev anvendt Hoechst33342 Live Stain i en

1:2000 koncentration(Thermo Fisher Scientific 2016a).
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C1é6 U87MG
EGF EGF EGF EGF EGF EGF
CTRL CTRL CTRL CTRL CTRL CTRL
CTRL CTRL(neg) Cellestok CTRL CTRL(neg) Cellestok
Cellestok Cellestok Cellestok Cellestok Cellestok Cellestok

Skema 2: Fordeling af cellelinjer i 24-brgndspladen til immunfluorescensfarvning. Den sorte indramning indikerer
pladen med den 24 brgnde. Den grgnne farve viser de brgnde der er udsaet med C16 cellelinjen og den orange
farve viser de brgnde der er udsdet med U87MG cellelinjen. Brgnde udfyldt med "EGF” indikerer at celler i denne
brgnd er stimuleret med EGF. Brgnde udfyldt med "CTRL” indikerer at celler i denne brgnd er kontrolbrgnde.
"CTRL”-brgnde, som ogsa er markeret med ”(neg)”, er brgnd som er anvendt som negativ kontrol ved
immunfluorescensfarvning. Brgnde udfyldt med "cellestok” indikerer at celler i denne brgnd er cellestok af den

pageeldende cellelinje.

Til visualisering af immunfluorescensen blev anvendt Zeiss Axio Observer Z.1. Mikroskopet
belyser de immunfluorescensfarvede celler gennem et filter, som kun tillader udvalgte
bglgeleengder af lys. Herved kan lyset tilpasses de anvendte immunfluorescenser, som ved
belysningen reflekterer lyset og et billede dannes(Zeiss 2006). Kernefarvningen belyses med
ultraviolet lys og reflekterer blat ved 460-490 nm(Thermo Fisher Scientific 2016a). Det
sekundeere antistof reflekterer rgdt lys ved 555-565 nm(abcam 2016b).

5.3.4.2 Dot blot
Der blev udfgrt dot blot til semikvantitativ verificering af Cx43-protein-udtrykkelsen i U87MG-

og C16-cellelinjerne. Protein i cellelinjerne blev oprenset ved at inkubere disse med
radioimmunoprecipitation assay(RIPA) -buffer(Thermo Scientific) tilsat proteinaseinhibitor
(cOmplete Tablets Mini, Roche). Cellesuspentionerne blev herefter faseopdelt ved
centrifugering og supernatanten, indeholdende proteinet fra cellelinjerne, blev anvendt til dot
blot-analysen. Fremgangsmaden for udfgrelse af dot blot ses i appendix 5.

Den semikvantitative identificering af Cx43-protein udtrykt i UB7MG- og C16-cellelinjerne blev
udfgrt ved at dotte 1,5 uL protein-supernatant pa en nitrocellulosemembran. PA membranen
blev angivet et gitter med 4 kolonner og 2 raekker. Reekkerne repraesenterede de to cellelinjer
og i de 4 kolonner blev der sat dots med en faktor 2. Antallet af dots sat i samme omrade i

gitteret ses i tabel 9.
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Cellelinje | Antal dots

8 6
ugzmaG | 1l | 1111 1111 11
C16 1 1111 11

Tabel 9: Skematisk angivelse af antal dots sat
for hver position pa nitrocellulosemembranen.
Den grgnne indramning symboliserer

nitrocellulosemembranen.

Til visualisering af Cx43-proteinet blev anvendt samme primaert antistof som til

immunfluorescensfarvningen, kanin polyklonalt antistof specifik for Cx43(abcam 2016a). Det

sekundeere antistof, IRDye 800CW ged anti-kanin polyklonalt antistof(LI-COR 2016), havde en

800 nm fluorophor, som var med til at gge specificiteten og nedbringe baggrundsstgj.
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6. Resultater
[ dette afsnit opstilles resultaterne af analyser anvendst til identificering af Cx43 i GBM

cellelinjerne UB7MG og C16.

6.1 Undersggelse af Cx43 mRNA i GBM-celler in vitro
Tilstedevarelsen af Cx43 mRNA blev undersggt ved RT-PCR pa begge cellelinjer. RT-PCR blev

for begge cellelinjer udfgrt pd cDNA konverteret fra udvundet mRNA. For at validere
tilstedevaerelsen af tilstreekkelig mRNA, blev maengden af mRNA bestemt med et
nanophotometer (tabel 3). Det fremgar, at U87MG-cellelinjen udtrykte Cx43 i de EGF-
stimulerede celler og i kontrollen, dog ser det ud til at den ene duplikat af kontrollen
indeholder mere Cx43 mRNA end de andre duplikater for Cx43-udtrykkelse (billede 3). Det
nederste band i kolonnerne med Cx43 er primerdimere. Der er en sterk og ens udtrykkelse af
GAPDH-genet, den interne positive kontrol, og kun udtrykkelse af primerdimere i den negative
kontrol, dog med smear for GAPDH-genet. For C16-cellelinjen ses ingen udtrykkelse af Cx43,
steerk udtrykkelse af GAPDH-genet og ingen udtrykkelse i den negative kontrol (billede 4). Dog

ses samme smear for GAPDH-genet i den negative kontrol ved C16 som ved U87MG.

U87MG:

bp

EGF Cx43 EGF GAPDH CTRLCx43 CTRL GAPDH NEG CTRL
3000 Cx43  GAPDH

1000

500

200
100

Billede 3: Gel indeholdende RT-PCR produkt fra U87MG-cellelinjen. DNA ladder(L) indikerer at Cx43 RT-PCR-
produkter for bade EGF-stimulerede celler (EGF Cx43) og kontrol-celler (CTRL Cx43) ligger mellem 100 og 200
basepar(bp). GAPDH RT-PCR-produkterne for bade EGF-stimulerede celler (EGF GAPDH) og kontrol-celler (CTRL
GAPDH) ligger pa 200 bp. Den negative kontrol (NEG CTRL) viser primerdimer-dannelse, dog med smear ved
GAPDH.
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EGF Cx43 EGF GAPDH CTRLCx43 CTRL GAPDH NEG CTRL
Cx43 GAPDH

Billede 4: Gel indeholdende RT-PCR produkt fra C16-cellelinjen. DNA ladder(L) viser, at der ikke var Cx43 RT-
PCR-produkter hverken ved EGF-stimulerede celler (EGF Cx43) eller kontrol-celler (CTRL Cx43). GAPDH RT-PCR-
produkterne for bade EGF-stimulerede celler (EGF GAPDH) og kontrol-celler (CTRL GAPDH) ligger pa 200
basepar (bp). Den negative kontrol (NEG CTRL) viser primerdimer-dannelse, dog med smear ved GAPDH.

6.2 Ekspression og lokalisering af Cx43-protein i GBM-celler in vitro
For at identificere Cx43-proteinet udtrykt i GBM-celler blev celler fra U87MG og C16 farvet

med immunfluorescens.

UB7MG-cellerne viste tydelig respons pa immunfluorescensfarvningen af Cx43-proteinet, dog
med en anelse mindre udtrykkelse af Cx43 i de EGF-stimulerede celler i forhold til kontrollen.
Eksempler pa udtrykkelsen af Cx43-proteinet er indikeret med bla pile i nedenstaende billede
(Billede 5). Det er ikke muligt at vurdere om Cx43-proteinernes lokalisation i cellerne er
fortrinsvis cytoplasmisk eller membranrelateret, formentlig pa grund af at cellerne
koloniserede ogla i lag, i stedet for at danne et monolag.

Der ses ogsa en vis uspecifik baggrundsfarvning ved Cx43 immunfluorescensfarvningen af
U87MG-cellerne, hvilket ogsa er den reaktion, der ses ved Cx43-immunfluorescensfarvningen

af C16-cellerne (Billede 6). 1 C16-cellerne ses ikke specifik Cx43-respons.
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Billede 5: Resultatet af immunfluorescens af U87MG-celler(EFG-stimulerede(EGF) og kontrol(CTRL)) opdelt i
kernefarvning, Cx43 og fusion af kernefarvning og Cx43. Ved Cx43 er der med bla pile angivet eksempler pa den
tydelige udtrykkelse af Cx43-protein i UB7MG-cellerne. I fusionen af kernefarvning og Cx43 er der med bla pile

angivet de samme eksempler pa Cx43-protein. Scalebar = 40 um.
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Billede 6: Resultatet af immunfluorescens af C16-celler(EFG-stimulerede(EGF) og kontrol(CTRL)) opdelt i
kernefarvning, Cx43 og fusion af kernefarvning og Cx43. Her ses ikke specifik udtrykkelse af Cx43-protein.

Scalebar = 40 wm.
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6.3 Semi-kvantitativ undersggelse af Cx43-protein
Til at verificere identifikationen af Cx43 i UB7MG- og C16-cellelinjerne, blev protein oprenset af

cellelinjerne og et dot blot blev udfgrt med antistoffer specifik for Cx43.
Ud fra dot blottet, billede 7, ses det, at protein-expressionen stiger for begge cellelinjer i takt
med, at antallet af dots stiger. Cx43-proteinet ses desuden at veere tilstede i stgrre grad i

U87MG-cellerne end i C16-cellerne.

Cx43-dot blot

Antal dots: 2

8 6 4
i @ @ -~ 2
Cellelinjer:

ccc ® O O o

Billede 7: Dot blot over Cx43-protein i UB7MG- og C16-cellelinjerne udtrykt pa nitrocellulosemembran fordelt pa

antal dots.
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7. Diskussion
Dette afsnit er opdelt i to dele, en metodediskussion og en resultatdiskussion. I den fgrste del

diskuteres relevante punkter fra den anvendte metode og derefter, i del to, diskuteres

projektets resultater og deres anvendelighed.

7.1 Metodediskussion
[ dette afsnit diskuteres den anvendte metode ud fra relevante punkter.

7.1.1 Projektopsaetning
De anvendte cellelinjer i dette projekt blev udvalgt fordi, det til videre forskningsbrug, var

ngdvendigt at fa bekreeftet tilstedeveerelsen eller fraveeret af Cx43 i UB7MG- og C16-
cellelinjerne. Forskning af Cx43 i GBM er stadig i sin meget tidlige stadie, hvorfor identificering
af Cx43 i cellelinjerne blev udfgrt pa flere niveauer. Dette for at styrke evidensen af
resultaterne og dermed veaere bedre i stand til at drage en korrekt konklusion pa emnet om
Cx43-udtrykkelse i GBM-cellelinjer. For at undersgge om DNA’et i de valgte cellelinjer
indeholdte sekvenser for Cx43-proteinet, blev det valgt at udfare RT-PCR pa cDNA, kopieret fra
cellelinjernes mRNA. mRNA er et udtryk for det som cellen er kodet til at udtrykke, hvorfor RT-
PCR vil give et udtryk for hvor meget mRNA for det pageeldende gen er udtrykt i
cellerne(Buckingham & Flaws 2007). For derefter at undersgge om mRNA’et ogsa blev udtrykt
i proteinet blev dette visualiseret med immunfluorescensfarvning af proteinet og gennem

semikvantificering ved dot blot.

7.1.2. Undersggelse af Cx43 mRNA
Ved oprensning af mRNA, syntesen af cDNA og til selve RT-PCR analysen blev der anvendt kits

fra Bio-Rad, som er standardiserede og kontrollerede, hvilket hgjner validiteten og
reproducerbarheden af resultatet(Bio-Rad 2016). Desuden er dobbeltbestemmelsen, anvendt
ved RT-PCR, ligeledes med til at hgjne validiteten af resultatet, da det dermed sikres, at det
fundne resultat ikke er tilfeeldigt(Kimberlin & Winterstein 2008).

Derudover blev der udfgrt testkgrsler af RT-PCR for at optimere proceduren i forhold til valg af

intern positiv kontrol og input af cDNA. Disse testkgrsler gjorde ogsa at projektforfatteren blev
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fortrolig med analysemetoden, hvilket er med til at hgjne reliabiliteten(Kimberlin &
Winterstein 2008).

Som intern positiv kontrol for tilstedeveaerelsen af cDNA, og dermed mRNA, i RT-PCR-
analyserne blev GAPDH-genet anvendt. Housekeeping-genet GAPDH er vurderet til at veere det
optimale valg som positiv kontrol ved blandt andet RT-PCR(Said et al. 2007), hvorfor
identificering af GAPDH mRNA i cellelinjerne anvendt i dette projekt vil give et positivt
resultat. [ den negative kontrol pa nukleasefrit vand, som ikke indeholdte cDNA, var det
forventet at resultatet af RT-PCR blive primer-dimer. Dog ses der smear af primerne i den
negative kontrol med GAPDH-genet og ikke rene primer-dimer. Dette kan skyldes
kontaminering eller at primerne binder til hinanden i brudstykker og dermed danner
forskellige leengder af primer-dimere, hvorved smear forekommer. Ved primerdannelse er der
flere ting, der skal tages hgjde for, for at fa et godt og specifikt resultat. De anvendte primere
skal have tilneermelsesvis samme smeltetemperatur for, i RT-PCR-analysen, at kunne indstille
en ideel annealingtemperatur, hvor alle primere hybridiserer optimalt med target. Desuden
skal der veere opmaerksomhed pa risikoen for primer-dimer-dannelse, som kan opsta hvis
forward- og reverse-primerne har interne homologe sekvenser. (Buckingham & Flaws 2007)
Dette kan veere tilfeeldet ved den smear, der ses ved GAPDH i den negative kontrol, hvor
primerne tilnaermelsesvis komplementerer hinanden i brudstykker og derved skaber

forskellige leengder af primer-dimerer, som giver smear.

7.1.3 Expression af Cx43-protein
Der fremkommer en del baggrundsstgj ved detektion af Cx43-proteinet med

immunfluorescens. Steps i fremgangsmaden, som kan vare skyld i baggrundsstgjen, er
fikseringsmetode, blokeringsmetoden og de anvendte antistoffer. [ dette projekt blev cellerne
fikseret med 4 % formaldehyd i 20 min og blokering for baggrundsstgj skete med PBS-buffer
tilsat 5 % BSA. Zhang et al. 2010 og Cottin et al. 2011 fikserer begge med 4 % paraformaldehyd,
hvor Zhang et al. 2009 blokerer med PBS-buffer tilsat 3 % BSA og Cottin et al. 2011 blokerer
med PBS-buffer tilsat 10 % gedeserum (Zhang et al. 2010; Cottin et al. 2011). Som eksempel pa
andre fikserings- og blokeringsmetoder kan fremhaeves Shinoura et al. 1996, der fikserer med
100% acetone i 2 min og tgrreti 15 min, men beskriver ikke om der er udfgrt blokering
(Shinoura et al. 1996). Hao et al. 2012 fikserer ved -20 °C i methanol og blokerer med 1 %BSA,
og Gagliano et al. 2009 fikserer med 4 % paraformaldehyd i PBS indeholdende 2 % sukrose i 5

min og postfikserer med ethanol ved -20 °C. Ingen af fremgangsmaderne resulterede i
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baggrundsstgj. Det vil derfor veere relevant at undersgge om andre fikserings- og
blokeringsmetoder, end dem udfgrt i dette projekts fremgangsmade for
immunfluorescensfarvning, kan fjerne baggrundsstgjen.

Ved dot blot-analysen reagerede de anvendte antistoffer med protein fra C16-cellerne, selvom
RT-PCR-analysen viste, at der ingen Cx43-mRNA er i cellerne. Til dot blot blev anvendt samme
primaere antistof som til immunfluorescensfarvningen af Cx43, hvorfor det er muligt, at det er
det primaere antistof mod Cx43-proteinet, der binder uspecifikt og skaber baggrundsstgj i
henholdsvis immunfluorescensfarvningen og dot blot-analysen, og dermed giver et falsk
positivt resultat. Det vil veere relevant at undersgge dette naermere ved eventuelt at udfgre

analysen med et andet primeert antistof.

Dot blot blev i dette projekt anvendt til semikvantitativ bestemmelse af Cx43-proteineti de to
anvendte cellelinjer. Western blot er den analysemetode som oftest anvendes ved
kvantificering af proteiner. Til western blot anvendes samme antistof-teknik som til dot blot,
dog separeres proteinerne i forhold til molekylevaegt inden antistof-analysen ved western blot.
Et studie af Guillemin et al. 2009 sammenligner western blottet med dot blottet i forhold til
protein-detektion. De finder, at dot blottet er lige sa palidelig som western blottet, dog med den
mulige begraensning, at det primaere antistof har begranset adgang til proteinet, fordi dette
kan veere maskeret bag stgrre proteiner.(Guillemin et al. 2009) I dette projekt blev dot blottet
valgt, da formalet med analysen var at lave en hurtig semikvantitativ verificeringsanalyse for

tilstedeveerelsen af Cx43-protein i cellelinjerne.

7.2 Resultatdiskussion
Resultaterne af de udfgrte forsgg viser, at i UB7MG-cellerne er Cx43 udtrykt ved mRNA og

protein. Desuden er Cx43-proteinets udtrykkelse i U87MG-cellerne vist ved
immunfluorescensfarvning. Cx43-proteinets lokalisation var ikke mulig at bestemme. Ved EGF-
stimulering af UB7MG-cellerne er resultatet, at det lader til, at Cx43-udtrykkelsen falder. 1 C16-
cellelinjen er Cx43-mRNA og -protein ikke blevet fundet udtrykt. Hvordan disse resultater kan
veere grobund for Cx43 som biomarkgr for den terapeutiske resistens, afhanger af definitionen

pa en biomarkgr. Diskussionen af dette foretages efter diskussionen af projektets resultater.
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7.2.1 Effekten af EGF pa U87MG-cellelinjen
[ det neervaerende projekt synes det umiddelbart, at Cx43-udtrykkelsen er stgrre i de ikke EGF-

stimulerede U87MG-celler end i de EGF-stimulerede. EGF-stimuleringens effekt pa Cx43-
udtrykkelsen i UB7MG GBM-celler er ikke fundet undersggt i litteraturen, men i et studie af
Ueki et al. 2001 finder de, at ved EGF-stimulering af astrocytter nedsaettes udtrykkelsen af
Cx43-mRNA og -protein(Ueki et al. 2001). Modsat finder Chen et al. 2012, at i C6-celler, rotte
gliom, stiger Cx43-udtrykkelsen ved EGF-stimulering(Chen et al. 2012).

Et andet studie af McDonough et al. 1999, hvor de undersgger tre hjerneomrader (tumorkerne,
gra og hvid substans) i en hund med astrocytom for cellernes migrationsevne, finder de, at
EGF-stimulering resulterede i gget migration samtidig med nedsat Cx43-udtrykkelse i de
stimulerede celler (Mcdonough et al. 1999). Derudover finder Lund-Johansen et al. 1992 og
Brockmann et al. 2003 ogs3, at EGF kan stimulere GBM-celler til at migrere(Lund-Johansen et
al. 1992). Denne mulige egenskab ved U87MG-cellerne skal dog verificeres gennem yderligere
undersggelser, da det kan veere et tilfeelde, at det kun var det ene band i U87MG-kontrollen, der

viste gget Cx43-udtrykkelse.

7.2.2 Udtrykkelsen af Cx43 i U87MG- og C16-celellinjerne
C16 er en cellelinje, som er udledt pa Aalborg Universitet og ikke kommercielt tilgeengelig,

hvorfor det ikke er muligt at finde andre undersggelser/resultater at sammenligne med. Som
det belyses i metodediskussionen, menes det at det Cx43-udtryk, der ses i C16-cellelinjen ved
immunfluorescensfarvning og dot blot, kan veere baggrundsstgj. Er dette ikke tilfeeldet vil det
veere relevant at undersgge C16-cellelinjen naermere i forhold til udtrykkelse af Cx43.
Eventuelt med yderligere analyser, som fx et western blot.

U87MG-cellelinjen bliver ofte anvendt i forskningen af GBM, hvorfor udtrykket af Cx43 i
U87MG-celler er undersggt i tidligere studier, men graden af ekspressionen er der ikke enighed
om. Bdde Murphy et al. 2016 og Shinoura et al. 1996 finder, at UB7MG-celler udtrykker et hgjt
niveau af Cx43(Murphy et al. 2016; Shinoura et al. 1996). Til gengald finder Gagliano et al.
2009 og Uhl et al. 2005 en naesten ikke detekterbar udtrykkelse af Cx43 i U87MG-
celler(Gagliano et al. 2009; Uhl et al. 2005).

Som tidligere beskrevet er GBM-tumorer heterogene, hvilket ogsa afspejler sig i deres
udtrykkelse af Cx43. Studiet af Shinoura et al. 1996 finder ved undersggelse af forskellige
grader af astrocytomer, at seerligt i hgjgrads-astrocytomer er udtrykkelsen af Cx43 meget

varieret(Shinoura et al. 1996). Murphy et al. 2016 undersgger Cx43-niveauet i humane GBM-
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tumorer og finder, at Cx43-niveauet er 6-14 gange hgjere end i normalt hjerneveev(Murphy et
al. 2016). I en undersggelse af Ye et al. 2015 finder de lignende resultater ved undersggelse af
4x20 GBM-tumorer fra hver tumorgrad I-1V. Resultatet er, at Cx43-udtrykkelsen er omvendt
korreleret med GBM-tumorgrad.(Ye et al. 2015) Derimod finder et studie af Huang et al. 1999
blandt andet, ved undersggelse af 6 GBM-tumorer, at Cx43-udtrykkelsen i disse naesten ikke er
malbar(Huang et al. 1999). Cottin et al. 2011, finder ved undersggelse af 74 humane GBM-
tumorer, at Cx43-proteinet er tilstede i 77 % af tumorerne. De underbygger GBM-tumorers
heterogene udtryk ved, at Cx43-udtrykkelsen i deres undersggelse enten var uaendret, nedsat

eller ikke tilstede. (Cottin et al. 2011)

Det heterogene udtryk af Cx43 i GBM kan skyldes tumorers generelt celluleere heterogene
sammensatning. Der er vist sammenhang mellem gget celleproliferation og lav Cx43-
udtrykkelse (Huang, 1999), og gget migrationsevne er korreleret med gget Cx43-udtrykkelse.
Dette abner op for en hypotese om, at Cx43-udtrykkelsen i GBM kan vaeere relateret til

tumorcellens overordnede funktion i tumor.

7.2.3 Cx43-proteinets funktioner i forhold til gget terapeutisk resistens ved GBM

7.2.3.1 Funktion: Intercellulaer kommunikation
Ved identificering af Cx43-proteinets lokalitet i cellelinjerne med immunfluorescens var

formalet at finde ud af om Cx43-proteinet kunne lokaliseres til membranen eller cytoplasmaet i
cellerne, hvilket dog ikke var muligt. [ et studie af Cottin et al. 2011 finder de i 4 ud af 8 GBM-
cellekulturer, at Cx43 hovedsagelig er lokaliseret i cellernes cytoplasma. I de resterende 4
GBM-cellekulturer udviste tre af dem membranrelateret Cx43-udtrykkelse og den sidste
udviste naesten ingen Cx43-udtrykkelse. Cytoplasmisk lokalisation af Cx43-proteinet
reducerede, i studiet, GJ-intercelluleer kommunikation med 50-75 % sammenlignet med GBM-
cellekulturer med membranrelateret Cx43-udtrykkelse. (Cottin et al. 2011)

Cx43-medieret GJ-intercelluleer kommunikation er blandt andet undersggt i studiet af Osswald
etal. 2015, hvor denne funktion har stor betydning for beskyttelse af tumorceller mod
apoptose ved straleterapi, da den ggede koncentration af Ca2*, induceret af strdleterapien,
fordeles mellem cellerne via GJ og dermed mister sin effekt (Osswald et al. 2015).

Desuden viser Chen et al. 2015, at astrocytter ved hjeelp af Cx43-GJ intercelluleer

kommunikation reducerede apoptose af gliomaceller i en in vitro co-kultur af astrocytter og

37



gliomaceller behandlet med TMZ og vincristin. Ved undersggelse af humane GBM-tumorer
finder de ogs3, at aktive astrocytter infiltrerer rundt om tumor, hvilket bekreefter in vitro
forsgget.(Chen et al. 2015)

Ved en membranrelateret position af Cx43-proteinet vil tumorcellerne have gget resistens over
for strale- og kemoterapi, hvorfor information om Cx43-proteinets lokalisation i GBM-cellerne

er en vigtig viden i forhold til vurdering af den terapeutiske resistens.

7.2.3.2 Funktion: migration/invasion
Osswald et al. 2015 viser, at ved GBM-tumorprogression stiger antallet af lange membran-rgr,

som blandt andet bliver brugt til at flytte cellekerner ved fx mitose. Langs disse membran-rgr
viser artiklen desuden, at GJ] kan dannes. (Osswald et al. 2015) I et studie af Hong et al. 2015
vises, at en hgj GJ-dannelse mellem U87MG-celler og astrocytter gger gliomacelleinvasionen
(Hong et al. 2015). Dette tilsammen muligggr gget tumorcelleinvasion gennem membran-rgr
med GJ til astrocytter i hjerneparenkymet. Da Cx43 er et udtryk for GJ, kan en gget Cx43-
udtrykkelsen i GBM vere en indikator for gget GJ-dannelse og dermed @gget migration. Ved en
nedsat Cx43-udtrykkelse viser Bates et al. 2007 desuden, at gliomcellers mobilitet bliver
nedsat og at C-terminalen pa Cx43-proteinet kan have en vigtig rolle i glioma-
mobiliteten(Bates et al. 2007). Sin et al. 2015 viser i deres studie, at glioma-invasion ikke er GJ-
afhaengig, men at det derimod er en funktionel C-terminal pa Cx43, der er involveret i
migration ud i hjerneparenkymet(Sin et al. 2015). Et andet studie af Crespin et al. 2010 har
fundet, at C-teminalen alene kan fremme motilitet, men ogs3, at Cx43 kan gge migration uden
C-terminalen(Crespin et al. 2010). Funktionen af cellemigration i GBM kan vaere en
kombination af dannelsen af G] mellem membran-rgr og astrocytter og en fuld funktionel C-
terminal pa Cx43-proteinet. Tilsammen kan en gget Cx43-udtrykkelse vaere relateret til en gget
grad af tumorinvasion i hjerneparenkymet. Tumorinvasion af hjerneparenkymet gger
patientens risiko for recidiv, da de migrerende celler ikke kan fjernes ved operation. Yderligere
behandles migrerende tumorceller i hjerneparenkymet ikke ved den efterfglgende straleterapi,
da denne er lokaliseret til selve tumoren, for at bestrale sa lidt normalt hjernevaev som muligt.

(Dansk Neuro Onkologisk Gruppe 2014b)
Cx43-udtrykkelse i forhold til GJ-intercelluleer kommunikation og migration kan betyde, at de

GBM-tumorer, der har en hgj udtrykkelse af Cx43, er mere infiltrerende og modstandsdygtige

over for strdleterapi end GBM-tumorer med lav Cx43-udtrykkelse. Hermed er der mulighed for,
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at en hgj Cx43-udtrykkelse kan bruges som en biomarkgr for gget terapeutisk resistens i GBM-
tumorer. Ved gget terapeutisk resistens vil tumor vaere mindre modtagelig over for den
behandling, der gives til GBM-patienter i dag. Dette kan veere en relevant information for
onkologen i forbindelse med formidling af sygdommens aggressivitet og planleegning af
patientens behandlingsforlgb.

[ forhold til en mulig a&endring af behandlingen hos den enkelte patient ved gget terapeutiske
resistens, ses dette ikke som en mulighed ud fra den viden der er pa nuveerende tidspunkt om
den behandling der gives. Primaert behandles GBM-patienter med straleterapi og sendring i
dosis af straleterapi er blevet undersggt i et fase 3 og er ikke blevet fundet til at forbedre
udfaldet hos GBM-patienter. Dog beskrives det, at der ved forventet kort restlevetid kan gives
hypofraktioneret stralebehandling som et alternativ. Sarligt de eldre patienter (>60 ar) kan
have gavn af en behandling, hvor toxiciteten er opvejet mod outcome og livskvalitet.(Dansk
Neuro Onkologisk Gruppe 2014b) Her kan en biomarkgr som Cx43 kommer ind i billedet. Da
gget Cx43-udtrykkelse har indikationer for at veere relateret til gget terapeutiske resistens, kan
denne information veere til gavn for onkologen i planleegningen af behandlingen af aeldre

patienter.

7.2.4 Cx43 som biomarkgr i fremtiden
For at kunne vurdere Cx43 som potential biomarkgr er det ngdvendigt at definere, hvad en

biomarkgr er. Der findes ikke en universel definition p3, hvad en biomarkgr er. Som tidligere
beskrevet har WHO og Strimbu og Tavel 2010 frembragt definitioner pa hvad en biomarkgr
er(WHO 1993; Strimbu & Tavel 2010). For at skabe klarhed om emnet blev der nedsat en
Biomarkers Definition Working Group(BDWG), bestaende af 8 lzeger og 4 Ph.D’er fra National
Institutes of Health, US Food and Drug Administration(FDA) og universiteter i USA. 12001
fremlagde de en definition pa en biomarkgr og et klinisk endpoint. (Biomarkers Definitions

Working Group 2001) Disse kan ses i tabel 10.
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Biomarker Klinisk endpoint ‘

m En karakteristika eller variabel, der
evalueret som en indikator for en normal reflekterer hvordan en patient fgler eller
biologisk proces, patogenisk proces eller fungerer, eller hvor lang tid en patient
farmakologisk respons til en terapeutisk overlever.
intervention.

Tabel 10: Biomarkers Definition Working Group definitioner pa hhv. en biomarkgr og et klinisk endpoint.
(Biomarkers Definitions Working Group 2001)

Udfra denne definition vil Cx43-proteinet vaere en biomarkgr pa baggrund af, at Cx43-
proteinet er en indikator for en normal biologisk eller patologisk proces. I dette tilfeelde vil et
gget Cx43-niveau og membranlokalisation i tumorcellen vaere en indikator for gget terapeutisk
resistens ved GBM, en patologisk proces. Det kliniske endpoint vil i dette tilfeelde veere kortere
overlevelse pa grund af gget terapeutisk resistens ved gget Cx43-udtrykkelse. Denne
sammenhaeng er stadig hypotetisk og skal valideres inden der kan drages nogle endelige
konklusioner.

Ved anvendelse af Cx43 som biomarkgr i forskningsregi er hensigten at undersgge Cx43-
proteinets egenskaber og funktioner i biologiske processer. Dette adskiller sig fra anvendelsen
i det kliniske regi, hvor formalet er at relatere biomarkgrens udtryk til en sygdoms
svarhedsgrad, en forudsigelse af sygdomsforekomst eller en reaktion pa en
intervention(Mayeux 2004). Feelles for forsknings- og klinisk anvendelsesregi ma veere, at der

kan udfgres interventioner pa baggrund af biomarkgrens resultat.

Ved en fremtidig implementering af Cx43 som biomarkgr for den terapeutiske resistens, vil det
veere neerliggende at foretage denne undersggelse i forbindelse med diagnosticering og
klassificering af den resekterede tumor pa patologisk afdeling. Undersggelsen for Cx43 i
tumorvaevet vil kunne udfgres med immunhistokemisk farvning. Denne metode anvendes pa
nuverende tidspunkt ved forskningsmaessig identificering af proteinet(Osswald et al. 2015).
Desuden anvendes immunhistokemisk farvning i bred udstreekning i rutinearbejdet pa
patologiske afdelinger, hvorfor en implementering af Cx43 vil veere let tilgaengelig og ikke veere
forbundet med store gkonomiske udgifter idet alt udstyr og procedure er tilgeengelig og

personalet er opleert i dens anvendelse.
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Fgr en biomarkgr kan bruges klinisk, er det ngdvendigt at validere denne. Vigtigt for
validiteten er ifglge Mayeux 2004, at have et klart og grundigt evidensgrundlag for hvad
biomarkgren relaterer til(Mayeux 2004). Colburn 2000 beskriver, at valideringen af en
biomarkgr handler om, at hensigten med biomarkgren skal klarlaegges for sa at udvikle
standard operating procedures(SOP) for proceduren, hvor Good Laboratory Practice(GLP)-
kriterier skal veere opfyldt. Dette skal sikre fastsaettelsen af greenser for detektion og
kvantifikation, foruden kgrslen af kontrolprgver. Med denne valideringsproces evalueres,
ifglge Colburn 2000, stabilitet, linaritet, preecision, akkuratesse, specificitet og
reproducerbarhed. (Colburn 2000)

Udfordringen i forhold til at anvende Cx43-proteinet som biomarkgr for den terapeutiske
resistens er, at der endnu ikke er bevist en definitiv sammenhaeng mellem Cx43 og den
terapeutiske resistens, hvormed evidensgrundlaget endnu ikke findes. Trods indikationer,
fremfgrt i dette projekt, for at der er en mulig sammenhaeng, er der fortsat mange ubekendte
faktorer som spiller ind og GBM-tumorers heterogene celluleere udtryk er et seerlig fokuspunkt
der skal tages hgjde for i beskrivelsen af en mulig sammenhang. Heterogeniteten kan vare
med til at styrke Cx43 som biomarkgr for den terapeutiske resistens, ved at forskelle i Cx43-
udtryk og deres sammenhaeng med sygdommen kan hgjne Cx43-proteinets relevans som
biomarkgr, da der gennem Cx43-udtrykket er mulighed for inddele patienterne i grupper. En
stor forskel pa grupperne vil gge anvendeligheden af biomarkgren(Mayeux 2004). Viser
fremtidig forskning, at der er et evidensgrundlag steerk nok til at bevise en sammenhaeng
mellem Cx43 og den terapeutiske resistens ved GBM, er Cx43 som biomarkgr kommet et langt

stykke af vejen.

Derneest er reliabilitet og reproducerbarhed altafggrende ved analysering af en
biomarkgr(Mayeux 2004). Ved en eventuel fremtidig implementering af Cx43 som biomarkgr,
skal der derfor veere klare, validerede procedurer for fremgangsmaden af analysering af
biomarkgren, som skal anvendes punktligt ved hver analyse. Desuden skal personalet vare
grundigt opleert i anvendelse af sdidanne analyser for at mindske fejl(Hollensead et al. 2004).
Ligeledes skal personalet som vurderer analysesvaret veere opleert i dette og kende
biomarkgrens egenskaber og referenceramme, for at kunne lave en valid vurdering og undga
fejlfortolkning og bias(Mayeux 2004). I den forbindelse skal der veaere fokus pa risici for falsk

positive og falsk negative svar. For Cx43 som biomarkgr, implementeret pa en patologisk
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afdeling og analyseret ved immunhistokemisk farvning, vil der kunne opsta fejl som falsk
negative og falsk positive svar, som patologerne og onkologen skal veere opmarksomme pa:

Falsk negativt svar:

- Dadet er de migrerende GBM-celler, der har et hgjt udtryk af Cx43, er det muligt, at det
er i tumorkanten og i hjerneparenkymet, der vil veere stgrst mulighed for at detektere
Cx43-proteinet. Ved klassificering og Cx43-undersggelse af GBM-tumor er det derfor
vigtigt at undersgge bade tumorkernen og tumorkanten, pa den resekterede tumor, for
at fa et sa praecist analysesvar pa Cx43-udtrykkelsen som muligt. Hvis den
diagnosticerende patolog ikke er opmaerksom pa dette, er der risiko for et falsk negativt
analysesvar og dermed fejlvurdering af den terapeutiske resistens.

Falsk positivt svar:

- Da Cx43 ogsa er udtrykt i astrocytter og endotelceller(Larson et al. 1990) kan dette give
risiko for falsk positivt svar. Dette kan der visuelt sikres imod ved anvendelse af
immunhistokemisk farvning.

- Desuden skal der vaere opmarksomhed pa GJ-dannelsen mellem gliomceller, da denne
kobling heemmer invasion(Hong et al. 2015) og er dermed ikke relateret til gget

terapeutisk resistens. Dette kan muligvis undersgges ved immunhistokemisk farvning.
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8. Konklusion
Formalet med dette projekt var at teste fgrste skridt i en ny biomarkgr-drevet-teknologi

gennem afdaekningen af tilstedevarelsen af Cx43 i cellelinjerne C16 og U87MG. Pa baggrund af
den teoretiske forudsaetningen at Cx43 er en palidelig biomarkegr for den terapeutiske

resistens, blev dennes anvendelighed belyst.

Projektets problemformulering:

Er Cx43 udtryk i cellelinjerne C16 og U87MG og hvordan kan Cx43-ekspressionen anvendes

som biomarkgr for den terapeutiske resistens ved behandlingen af glioblastom i fremtiden?

Trods uenighed om Cx43-udtrykkelsen i GBM og U87MG-cellelinjen kan det i dette projekt
konkluderes, at U87MG-cellelinjen udtrykker Cx43. Desuden kan det konkluderes, at Cx43 ikke
er udtrykt i C16-cellelinjen. EGF-stimulering viste at denne muligvis kan nedsaette Cx43-
udtrykkelsen i U87MG- celler.

Det kom frem at membranlokalisation af Cx43 er relateret til gget terapeutisk resistens af
strale- og kemoterapi pa grund af GJ-medieret intercelluleer kommunikation. Desuden kan gget
Cx43-udtrykkelse veere relateret til gget tumorinvasion af hjerneparenkymet.

Pa nuveaerende tidspunkt kan information om gget terapeutisk resistens vere relevant for
eldre GBM-patienter i forhold til planleegning deres behandlingsforlgb.

Ved en mulig fremtidig anvendelse af Cx43 som biomarkgr for den terapeutiske resistens i
GBM, skal denne grundigt valideres, fgrst og fremmest i forhold til evidensgrundlag. Ved
validitet af Cx43 som biomarkgr i denne kontekst kan denne implementeres pa patologiske
afdelinger og analyseres med immunhistokemisk farvning, hvor fokus pa falsk positive og falsk
negative analysesvar er vigtigt.

Hermed konkluderes det, at en gget Cx43-udtrykkelse i fremtiden har mulighed for at blive

anvendt som biomarkgr for den terapeutiske resistens i GBM-tumorer
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9. Perspektivering
Pa baggrund af dette projekts resultater vil det naeste skridt i udviklingen veere en nzermere

undersggelse af Cx43 i U87MG-cellelinjen i forhold til migration, lokalisation i cellen og G]J-
medieret intercelluleer kommunikation.

[ forhold til C16-cellelinjen skal dennes Cx43-udtryk valideres, hvorefter cellelinjen kan
anvendes til sammenligning ved Cx43-undersggelser med U87MG. Dette vil vaere relevant i
forhold til bestemmelse af Cx43’s egenskaber ved migration, lokalisation i cellen og GJ-
medieret intercelluleer kommunikation. Udtrykker C16-cellerne ikke Cx43, men har nogle af de
samme egenskaber som U87MG, der udtrykker Cx43, kan der sas tvivl om Cx43’s forbindelse til
den terapeutiske resistens ved GBM. Modsat kan forbindelsen ogsa bekreeftes, hvilket vil veere
grobund for yderligere undersggelser med andre GBM-cellelinjer og senere sammenlignes med
undersggelser pa friske GBM-tumorer.

Det vil efterfglgende veere interessant at udfgre en retrospektiv undersggelse pa en patologisk
afdeling, hvor der udfgres undersggelser af Cx43-udtrykkelsen i tumorvaev fra GBM-patienter
med kort overlevelse, for at se om der kan vaere en sammenhang mellem Cx43-udtrykkelsen,

den terapeutiske resistens og patienternes korte levetid med GBM.

Det ultimative mal for anvendelsen af Cx43 som biomarkgr for den terapeutiske resistens ved
GBM er, at den kan forudsige om behandlingen vil have en effekt pa den pagaeldende patients
GBM-tumor. Dette vil, som tidligere beskrevet i diskussionen, kraeve grundig validering og
blandt andet klarlaeggelse af biomarkgrens specificitet og sensitivitet. Kulasingam og
Diamandis 2008 beskriver, at sensitivitet er andelen af patienter med bekreaeftet diagnose, som
testes positiv for biomarkgren og specificiteten er den andel af raske mennesker(kontrol) der
testes negative for biomarkgren(Kulasingam & Diamandis 2008). Det store problem her vil
veere at bestemme specificiteten, da adgang til analysematerialet(hjernevaev) til
forskningsbrug er yderst begraenset for raske mennesker. Derudover er der risiko for bias i
forbindelse med bestemmelse af sensitiviteten, da Cx43 er udtrykt i rask hjernevaev gennem
blandt andet astrocytter, hvorfor en biomarkgr for Cx43 nemt kan tillaegges et falsk positivt
resultat. Der til er der problematikken om GBM-tumorers heterogene udtryk, hvilket skal

valideres og seettes i relation til Cx43-udtrykkelse og terapeutiske resistens.
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