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Popularvetenskaplig sammanfattning
Kampen mot prostatacancer: sokandet efter nya och effektiva behandlingsalternativ

Prostatacancer tillhér den form av cancer som i Sverige ar vanligast forekommande hos mén, i
synnerhet aldre man. Behandlingsalternativen varierar beroende pa den drabbade mannens
halsa, alder och tumorens karaktar. Vid en icke-aggressiv och langsamvéaxande variant kan
aktiv monitorering vara tillracklig, da patienten kontrolleras med jamna mellanrum for att
overvaka tumoren. Andra behandlingsformer inkluderar stralning och prostatektomi dar hela
prostatan, och darmed den inkapslade tumadren, avlagsnas. Svarare former kan innebéra att
hormonbehandlingar kommer att inga som en del av behandlingsstrategin. Syftet ar att minska
halten testosteron i kroppen, eftersom tumdrcellerna behdver testosteron for tillvaxt och
overlevnad. Dessvarre utvecklas ofta en cancerform som slutar att svara pa
hormonbehandlingar, kastrationsresistent prostatacancer (CRPC), vilken ar obotlig och har
dalig prognos. Forstahandsval av lakemedel vid CRPC é&r cytostatikan Docetaxel som
tumorcellerna med tiden dock kommer utveckla resistens mot. Da Docetaxel ar ett av fa
verksamma lakemedel vid CRPC foreligger ett behov av att utveckla
kombinationsbehandlingar med denna cytostatika i syfte att forbattra effekten. I detta fall kan
mangan vara en lamplig kandidat; det ar billigt, det &r vanligt férekommande, och tidigare
studier har visat att i tillrdcklig hog koncentration har &mnet en formaga att fa celler att
genomga en kontrollerad celldod, apoptos. Det ar darfor mojligt att Docetaxel tillsammans
med mangan i framtiden skulle kunna innebara en behandling som ar kraftfullare, men

samtidigt billigare och med farre biverkningar for patienten.

Traditionellt stalls apoptos mot begreppet nekros. En cell i apoptos dor under ordnade
forhallanden, och tas om hand av kroppen. En cell i nekros dor daremot ofta under dramatiska
omstandigheter och kommer att lyseras, det vill sdga spricka. Cellens innehall lacker darmed
ut och orsakar ett inflammatoriskt gensvar fran kroppens immunsystem. Det ar darfor viktigt
att behandlingar som ska avddda cancerceller gor det via apoptos for att undvika att orsaka

storre skada hos patienten.

Syftet med denna studie var att undersdka om Docetaxel i kombination med mangan kunde
medfora att en storre andel prostatacancerceller gar i apoptos jamfort med obehandlade celler.
Cellerna odlades och behandlades i olika tidsintervall, for att sedan infargas med &mnena

Annexin V och propidiumjodid (PI). Beroende pa hur cellen mar, kommer den méarkas in i



olika kombinationer av Annexin V och P1. Med hjélp av analysapparaten flédescytometer kan
cellerna beroende pa sin infargning sorteras i tidig apoptos, sen apoptos samt nekros.
Resultaten visade att det sker en 6kning av apoptos hos kombinationsbehandlade celler, men
det gick inte att helt sakert avgéra om denna 6kning faktiskt berodde pa behandlingen eller
om det var slumpen som spelade in. Av denna anledning kan det vara intressant att i framtiden
upprepa forsoket fast med hogre koncentrationer av Docetaxel och mangan for att se om den
apoptotiska effekten blir storre. Dessutom skulle det vara av varde att anvanda sig av andra
analysmetoder som inte bara visar att cellerna gar i apoptos, utan aven hur de gar i apoptos.
Dessa framtida studier skulle i sadana fall kunna ta forskningen ytterligare ett litet steg

narmare en behandlingsform som kan hjalpa miljoner mén vérlden over.
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Sammanfattning

Prostatacancer ar idag den vanligaste cancerformen i Sverige, och drygt 10 000 man arligen blir
diagnosticerade med sjukdomen. En obotlig variant med dddlig utgang ar kastrationsresistent
prostatacancer som behandlas priméart med Docetaxel. Tumorcellerna utvecklar dock med tiden
resistens mot cytostatikan, och det foreligger darfor ett stort behov av att utveckla
kombinationsbehandlingar med Docetaxel som grund. Mangan har i flera studier visat sig kunna
inducera apoptos hos olika celltyper, och ar darfor intressant som ett mdéjligt komplement till
Docetaxelbehandling. Syftet med studien var att analysera apoptos hos prostatacancerceller fran
cellinjen PC3 som exponerats for Docetaxel i kombination med mangan. Cellerna odlades och
behandlades med Docetaxel i kombination med mangan under 24, 48 och 72 timmar. Analys av
apoptos utfordes med flodescytometer efter infargning med Annexin V och propidiumjodid. Beroende
pa cellernas tillstand fargas de in i olika kombinationer och kan darmed detekteras som tidigt
respektive sent apoptotiska, eller som nekrotiska. Resultaten visade pa en 6kning av apoptos hos
kombinationsbehandlade celler, men ingen signifikant skillnad forelag i jamférelse med obehandlade
celler. Ytterligare forsok bor darfor upprepas med 6kad koncentration av Docetaxel i kombination med
olika koncentrationer av mangan, och dven med andra prostatacancer cellinjer sasom DU145 och
LnCaP. Dessutom bor analyser av apoptotiska markdrer genomforas, i syfte att bekrafta apoptos.

Amnesord: PC3, Docetaxel, mangan, apoptos, Annexin V, propidiumjodid

Analysis of apoptosis in prostate cancer cells treated with docetaxel and manganese

Abstract

Prostate cancer is the most common form of cancer in Sweden today, and approximately 10 000 men
are diagnosed on a yearly basis. The castration-resistant prostate cancer is an incurable and deadly
variant, treated primarily with Docetaxel. The tumour cells will with time, however, develop a
resistance against the cytostatics, which implies the need for the development of combination
therapies with Docetaxel. In several studies, manganese has been shown to induce apoptotis in
different types of cells, and this makes it interesting as a possible complement to Docetaxel therapy.
The aim of this study was to analyze apoptosis in prostate cancer cells from the cell line PC3, exposed
to Docetaxel in combination with manganese. The cells were cultivated and treated with Docetaxel in
combination with manganese for 24, 48 and 72 hours, respectively. Analysis of apoptosis was
performed via flow cytometry after staining of the cells with Annexin V and propidium iodide.
Depending on the state of the cells, they are stained in different combinations which allows for
detection of early or late apoptotic, and necrotic, cells. The results showed an increase in apoptosis
regarding cells treated with a combination of Docetaxel and Manganese, but no significant difference
from untreated cells was to be found. Therefore, this experiment should be repeated with a higher
dose of Docetaxel, with different concentrations of manganese, and with other prostate cancer cell
lines, such as DU145 and LnCaP. Furthermore, analysis of apoptotic markers should be performed in
order to confirm apoptosis.

Keywords: PC3, docetaxel, manganese, apoptosis, Annexin V, propidium iodide
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1. Inledning

Prostatacancer ar globalt sett den nést vanligaste cancerformen hos man (World Health
Organisation (WHO), 2014) med 1,1 miljon diagnostiserade fall ar 2012 (Ferlay et al, 2014). |
Sverige ar sjukdomen den vanligaste cancerformen och drabbar framst aldre man dar
uppskattningsvis hélften av de insjuknade ar 6ver 70 ar (Cancerfondsrapporten, 2017;
Hagglof & Bergh, 2012). Riskfaktorerna omfattar huvudsakligen alder, familjar forekomst,
etnicitet, samt genetisk disposition dar exempelvis mutationer i generna BRCAL1 och BRCA2
har associerats till aggressivare former av prostatacancer (Lavery et al, 2015). Prostatan ar en
kortel placerad under urinblasan och som omsluter urinréret (Timms, 2008). Kortelns priméra
funktion ar produktion och utsondring av sekret som utgér merparten av sadesvatskan. Utifran
morfologi och funktion kan prostatan delas in i tre zoner, dar 95 % av prostatacancern utgar
som adenocarcinom fran de glanduléra perifera och periuretrala zonerna medan mindre
vanliga varianter inkluderar sarkom och neuroendokrina tumorer (Costello & Franklin, 2016;
Pullar & Shah, 2016; Grignon, 2004). Sjukdomens karaktar varierar fran langsamt vaxande
till att vara mycket aggressiv. Prognosen ar darfor beroende av stadium, tumorgrad och
patientens alder och generella halsa. For patienter med lokaliserad och laggradig
tumarutveckling ar prognosen god da éver 90 % beréaknas dverleva 5 ar (Cooper & Linch,
2016) medan den metastaserande formen idag inte har nagon bot (Haggléf & Bergh, 2012).

Behandling utgar fran faktorer sdsom cancerns stadium och patientens allmanna hélsa och
alder. Vid lokaliserad lagriskcancer kan sa kallad aktiv 6vervakning vara tillracklig, dar
patienten kontrollers regelbundet. Andra alternativ innefattar stralbehandling, prostatektomi
da hela korteln avlagsnas eller hormonbehandlingar (Damber & Aus, 2008).
Prostatacancercellerna behover testosteron for tillvaxt och 6verlevnad, och malet med
hormonbehandlingen ar darmed att reducera testosteronhalten genom Kirurgisk eller kemisk
kastrering (Kirby & Madhavan, 2010). Alternativt genomgar patienten antiandrogenterapi dar
en variant syftar till en signalblockering av de adrenogenreceptorer med hdg affinitet for
testosteron (Knudsen & Scher, 2009). Behandlingarna visar initialt god effekt, men efter 2-3
ar utvecklar cancercellerna resistens och sjukdomen fortskrider trots fortsatt hormonterapi.
Detta stadium ar kant som kastrations-resistent prostatacancer (CRPC). Den metastaserande
formen av CRPC é&r obotlig och har dalig prognos dar den genomsnittliga éverlevnadstiden

ligger runt 16 till 18 manader (Karantanos et al, 2013).



Vid CRPC blir det ofta aktuellt med cytostatikabaserad behandling. Forstahandsvalet ar
Docetaxel, som tillhor lakemedelsgruppen taxaner. Utmdrkande fér Docetaxel som cytostatika
ar dess farmakodynamiska férmaga att hyperstabilisera mikrotubuli (Montero et al, 2005).
Mikrotubuli bestar av mindre funktionella heterodimera enheter, alfa- och beta-tubulin, och
fyller ett flertal centralt viktiga funktioner i cellen sasom under celldelning (Andreopoulou &
Muggia, 2008). Docetaxel verkar dels genom stimulering av fritt tubulin till bildning av
mikrotubuli, och dels genom att forhindra dissociation av ndmnda mikrotubuli (McKeage,
2012). De stabila och icke-fungerande komplexen av mikrotubuli resulterar i forhindrandet av
mitos genom cellcykel-arrest i G2/M-fasen med apoptos som foljd (Andreopoulou & Muggia,
2008). Dessvérre svarar inte alla patienter mot denna behandling, och hos de individer dar
Docetaxel ger effekt utvecklas med tiden resistens mot behandlingsformen (Lorente & De
Bono, 2014). I sin studie pekar Antonarakis & Armstrong (2011) pa ett flertal mekanismer
som foreslas ligga bakom resistensen, daribland effluxpumpar som medfor en lagre cellular
koncentration av l&dkemedel, och strukturella fordndringar av mikrotubuli med lagre affinitet
for Docetaxel. Sammantaget resulterar resistensen i en minskad verkningsgrad. Docetaxel var
den forsta cytostatikan med dokumenterad klinisk effekt mot CRPC och &r idag standardvalet
for behandling (Hwang, 2012). Av denna anledning foreligger ett stort intresse och ett behov

av att utveckla nya behandlingsmetoder med just Docetaxel som grundkomponent.

Forsok utforda pa Hogskolan Kristianstad (HKR) med mangan, separat och i kombination
med Docetaxel, syftade till att undersoka paverkan pa prostatacancerceller fran olika
prostatacancer cellinjer (opublicerat data). Resultaten visade att cellviabiliteten minskade
under exponering av mangan, bade enskilt och tillsammans med Docetaxel. Mangan &r ett
vanligt och naturligt forekommande dmne i naturen (Das et al, 2014). Det &r som sparamne
essentiellt och innehar flera nyckelroller sdsom kofaktor i flertalet enzymatiska reaktioner och
i metabolismen for lipider, kolhydrater och proteiner (Takeda, 2004). Mangan upptas
vanligtvis oralt genom foda eller genom inhalation (O’Neal & Zheng, 2015). Overexponering
av dmnet och dess neurotoxiska effekter ar val dokumenterat sedan 1837 da sjukdomen
manganism beskrevs for forsta gangen (Michalke & Fernsebner, 2014). Det
neurodegenerativa tillstandets symtom liknar de hos Parkinson-patienter med tremor,
bradykinesi (forlangsammade rérelser) och stelhet (Kwakye et al, 2014). Pa det cellulara
planet har mangan visats inducera apoptos hos olika celltyper, sasom humana B-celler,
neurala stamceller och NIH3T3-celler (EI Mchichi et al, 2007; Tamm et al, 2008; Oubrahim

et al, 2002). Mangan har aven observerats ha en apoptotisk effekt pa hematopoeitiska



stamceller hos havskrafta (Oweson et al, 2006). Dessa egenskaper tillsammans med ett
kostnadsperspektiv gor mangan intressant som ett potentiellt komplement till
Docetaxelbehandlingen.

Apoptos ar en genetisk kodad funktion vilken tillater celler att genomga en programmerad
form av celldéd. Mekanismen ar en grundldggande forutsattning for flercelliga organismers
utveckling da skadade, gamla eller infekterade celler avlagsnas under kontrollerade former
(Portt et al, 2011). Genom denna process minskar risken att sadana celler paverkar eller stor
normala funktioner i organismen. Vid manga patologiska tillstand, i synnerhet cancer, har
cellerna forlorat formagan att genomga apoptos vilket leder till en okontrollerad celldelning
(Mohammad et al, 2015). Mot apoptos stélls av tradition nekros, en okontrollerad cellddd som
foljer efter ndgot slags trauma, sasom toxisk paverkan eller fysisk skada (Nikoletopoulou et
al, 2013; Edinger & Thompson, 2004). Den nekrotiska cellen lyserar och det intracelluldra
innehallet lacker ut vilket orsakar ett inflammatoriskt gensvar (Golstein & Kroemer, 2007).
Detektion av apoptotiska respektive nekrotiska celler kan utféras med infargning av Annexin
V och propidiumjodid (P1), foljt av analys med fldescytometer. Det fluorokrom-konjugerade
proteinet Annexin V har hog affinitet for fosfolipiden fosfatidylserin (FS) medan
propidiumjodid interkalerar med DNA i cellkarnan. Hos friska celler forekommer FS enbart
pa den cytostoliska sidan av cellmembranet som dessutom &r impermeabelt for Annexin V
och PI. Friska celler fargas darfor inte. Vid tidig apoptos translokaliseras FS till den
extracellulara membransidan varpd Annexin V tillats binda in. Senare apoptos medfor en
uppluckring av cellmembranen vilket méjliggor for interaktion mellan DNA och PI, och
Annexin V kan darutéver aven binda in till FS pa den cytosoliska membransidan. Dessa celler
blir darfor dubbelfargade. Vid nekrotiskt tillstand sker ett fortsatt bortfall av membranen, och
infargning med PI dominerar. De olika infargningskombinationerna mojliggér darmed en

beddmning av apoptosgrad och nekros hos analyserade celler (figur 1).

Syftet med denna studie var att med fldescytometrisk analys undersdka apoptos hos mangan-
och Docetaxelbehandlade prostatacancerceller fran cellinjen PC3 med hjélp av infargning

med Annexin V och propidiumjodid.
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Figur 1. Schematisk illustration dver infargning med Annexin V och propidium-
jodid (PI1). Annexin V har hdg affinitet for fosfatidylserin medan propidiumjodid
interkalerar med DNA i cellkarnan. (Markus Holmquist).

2. Material och metod
2.1 Cellodling

Till studien anvandes humana prostatacancerceller fran cellinjen PC3, erhallna fran
Hogskolan Kristianstad (HKR). Cellerna odlades i Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM; Gibco) med tillsatt 10 % Fetal Calf Serum (FCS) och 1 % penicillin-streptomycin
(PenStrep (10,000 units of penicillin, 10,000 ug av streptomycin); Gibco) i 5 % CO- vid
37°C. Cellantalet till forsdken beriknades med Biirkers kammare dir 500 000 celler saddes ut
i 6 cm petriskalar (Sarstedt, Tyskland) i komplett medium, de inkuberades sedan Gver natt for
att tillatas fasta upp. Vid behandling byttes medium till DMEM med 5 % FCS och utan
antibiotika.

2.2 Cellbehandling

Hundra millimolar mangan spaddes med Hepes-buffert (10 mM Hepes; 0,14 M NaCl, pH 7,6)
till en slutkoncentration pa 5 mM. Docetaxel spaddes med 100 % dimetylsulfoxid (DMSO;
Sigma Aldrich, MO, USA) till en slutkoncentration pa 500 nM. Infér behandlingarna
dekanterades mediet, och cellerna tvattades en gang med sterilt D-PBS (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline, utan CaCl, och MgCly; Gibco) innan nytt medium kompletterat



med 5 % FCS tillsattes. Cellerna behandlades med Docetaxel och mangan, var for sig och i
kombination, som utspitt i mediet gav koncentrationerna 10 nM respektive 50 pM, och
inkuberades under 24, 48 och 72 timmar i 5 % CO2 vid 37 °C. Som kontroll anvindes vid
samtliga tider obehandlade celler med tillsatt dimetylsulfoxid (DMSO, 0,2%).

2.3 Flodescytometrisk analys

Analys av eventuell inducerad apoptos efter infargning med Annexin V Apoptosis Detection
Kit FITC (eBioscience, CA, USA) utférdes med flodescytometer NovoCyte (ACEA
Biosciences Inc, San Diego). Mediet med eventuellt doda celler samt trypsinerade celler fran
respektive platta 6verfordes till 12x75mm-ror (Sarstedt, Tyskland) och centrifugerades
déarefter i 500xg under 5 minuter i RT (Beckman Avanti J-20, Fullerton). Supernantanten
avlagsnades och cellerna tvéttades i D-PBS en géng och darefter en tvitt i 200 ul
bindingbuffer (1X, eBioscience,USA). Cellerna resuspenderades i 100 pl bindingbuffer och 5
ul Annexin V (eBioscience, USA) tillsattes och inkuberades moérkt i 15 min vid RT. Efter
inkubering tillsattes 200 pl bindingbuffer 1X och roren centrifugerades i 500xg under 5
minuter i RT. Supernatanten dekanterades, och cellerna resuspenderades i 200 pl
bindingbuffer, 5 ul PI tillsattes innan analys med flodescytometer som utfordes med ett

troskelvérde pa 150 000 och en flodeshastighet pa 33 pl/min.

2.4 Statistisk analys
Statistisk analys utfordes med tvavags-ANOVA (GraphPad Prism 7 (trial), GraphPad
Software Inc, CA, USA) dar de oberoende variablerna utgjordes av behandling och tid fran

fem oberoende forsok.

3. Resultat

Totalt analyserades fem kompletta behandlingsomgangar (n=5). Statistisk analys med tva-
vags ANOVA visade ingen signifikant skillnad mellan behandlingarna, oavsett
behandlingsform eller exponeringstid. Celler i tidig apoptos infdargas enbart med Annexin V,
infargning med bade Annexin V och Pl motsvarar sen apoptos, och infargning med PI
indikerar nekros. Resultaten efter 24 timmars behandling visade en succesiv 6kning av tidig
apoptos pa uppskattningsvis 1-2 procentenheter vid behandling med Docetaxel och vid
kombinationsbehandling med mangan, jamfort med obehandlade celler. En procentuell

Okning av sen apoptos observerades enbart vid kombinationsbehandling med mangan (2
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procentenheter), och en marginell 6kning av nekros sags hos manganbehandling och

kombinationsbehandling, jamfort med obehandlade celler (0,5-2 procentenheter) (figur 2).
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Figur 2. PC3-celler efter 24 timmars behandling med Docetaxel (10 nM) och mangan (50 uM), var for
sig och i kombination. Medelvarde och standardavvikelse av samtliga behandlingsomgéangar (n=5).
Annexin V = tidig apoptos, Annexin V/PI = sen apoptos, Pl = nekros.

Efter 48 timmar sags vid kombinationsbehandling (Mn/Doc) en 6kning av tidig apoptos pa

cirka 0,5-1 procentenheter, och dven sen apoptos pa 2 procentenheter observerades, jamfort
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Figur 3. PC3-celler efter 48 timmars behandling med Docetaxel (10 nM) och mangan (50 yM), var for
sig och i kombination. Medelvarde och standardavvikelse av samtliga behandlingsomgéangar (n=5).
Annexin V = tidig apoptos, Annexin V/PI = sen apoptos, Pl = nekros.
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med kontrollen. Vid nekros ses en marginell 6kning av samtliga behandlingar (figur 3). Efter
72 timmar avtar 6kningen av tidig apoptos och nekros for Docetaxelbehandlingen respektive
kombinationsbehandlingen, medan manganbehandlingen visade storst nekrotisk paverkan
med cirka 4 procentenheter, jamfort med obehandlade celler. En marginell 6kning av sen

apoptos kunde ses efter alla behandlingar (figur 4).

87HHM Obeh. 72h
Mn
64 Doc
= Mn/Doc
()
O 4=
o
o
Z-j i .
.. = = i
Annexin V Annexin V/PI

Figur 4. PC3-celler efter 24 timmars behandling med Docetaxel (10 nM) och mangan (50 uM), var fér
sig och i kombination. Medelvarde och standardavvikelse av samtliga behandlingsomgéangar (n=5).
Annexin V = tidig apoptos, Annexin V/PI = sen apoptos, Pl = nekros

4. Diskussion

Cancerceller, liksom friska celler, genomgar ett naturligt aldrande och kommer saledes ga i
apoptos pa naturlig véag. Detta kan darmed bidra till en naturlig apoptos utéver den apoptos
som orsakats av behandlingarna och pa sa satt verka till storre variationer mellan
behandlingsomgangarna. En stor andel nekrotiska celler observerades dessutom i
behandlingsomgangarna. Preanalytiska faktorer kan ha en inverkan da cellerna utséatts for
stress via trypsinering, centrifugering och inférgning vilket kan leda till att celler som ar i
apoptotisk fas gar sonder och kan da analyseras som nekrotiska eller som debris.
Propidiumjodid innehar cytotoxiska egenskaper, och kan dven upptas av viabla celler efter
tillrackligt lang inkubationstid (Henry et al, 2013), och &ven infargning med Annexin V har
setts ha toxisk effekt pa cellerna vid tidigare analyser pa laboratoriet. Det &ar darfor troligt att

den nekrotiska populationen ar dverrepresenterad och dessutom hindrar detektion av tidigt
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apoptotiska celler (enbart fargning med Annexin V). Infor framtida forsok bor darfor

inkuberingstid med propidiumjodid och Annexin V hallas minimal.

Inga publicerade studier finns vad géller prostatacancerceller som exponerats for Docetaxel i
kombination med mangan. Daremot har Docetaxel visats kunna paverka cellviabiliteten
negativt, och aven kunna inducera apoptos hos PC3-celler under varierande exponeringstid. |
sin studie kan Heinemann et al (2011), efter infargning med Annexin V och Pl och
flodescytometrisk analys, visa pa en 6kning av apoptos pa 5-7% hos PC3-celler som
behandlats med 20 nM Docetaxel efter 24 timmar, och en lika stor 6kning efter 48 timmar.
Freitas et al (2011) undersdkte PC3-celler som behandlats med 100 nM Docetaxel och
natriumselenit, enskilt och i kombination, under 24 timmar. Behandling enbart med Docetaxel
foljd av flodescytometrisk analys efter infargning med Annexin V och Pl resulterade i en
okad apoptos (Annexin V + Annexin V/PI) pa ca 15 %. Appliceras dessa resultat pa erhallna
resultat i denna studie dar en mindre koncentration pa 10 nM Docetaxel anvants &r en
apoptotisk effekt pa ca 2 procentenheter efter 24 och 48 timmar rimligt. Detta pavisar aven att
behandlingens effekt &r dosberoende, och att behandling med hogre koncentrationer av
Docetaxel darfor bor medfora en hogre grad av apoptos hos PC3-celler. Olika cancercellinjer
uppvisar ocksa varierad kanslighet for Docetaxel. Morse et al visade i sin studie (2005) att
brostcancerceller (MCF-7, MDA-mb-231) som exponerats for 10 nM Docetaxel under 48
timmar uppvisade en marginell 6kning men inte nagon signifikant skillnad i tidig apoptos
jamfort med kontrollen. Detta Gverensstammer med vart resultat, och kan innebara att PC3-
celler har minskad sensitivitet for Docetaxel jamfért med andra cellinjer. Samtidigt &r PC3-
celler mer kénsliga for Docetaxel i jamforelse med prostatacancerceller fran cellinjerna
DU145 och LnCaP (Galaup et al, 2003). Framtida forsok bor darfor inkludera olika cellinjer, i
synnerhet DU145 och LnCaP, for att utreda huruvida nagon skillnad i kanslighet kan
foreligga.

Mangans effekt pa cellviabilitet och apoptos hos olika celltyper har dokumenterats tidigare
(Oubrahim et al, 2001; Park & Park, 2010; Yoon et al, 2011). Mangan har visats inducera
apoptos hos humana bronkepitelceller (16HBe) behandlade med en koncentration pa 0,375
mM. Flodescytometrisk analys efter Annexin V/Pl-infargning resulterade i en 6kning pa

10,1 % och 24,8 % efter 24 respektive 48 timmars exponering (Zhang et al, 2013). Yan et al
(2010) undersokte mangans effekt pa neuroblastomceller (SH-SY5Y), dér en koncentration pa
0,5 mM efter 18 timmars exponering inducerade apoptos pa 30-35% hos cellerna. | var studie
behandlades cellerna med en ldgre koncentration mangan (50 pM), varfor en maximal
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apoptotisk effekt (Annexin + Annexin V/PI1) pa drygt 3 procentenheter ar rimligt. Samtidigt
kunde en uttalad 6kning av nekros efter 72 timmar konstateras. Anledningen till detta kan
vara faktorer som beskrivna ovan. Eventuella variationer i resultat kan ocksa bero pa att olika
Annexin V och Pl ingatt i respektive studie, samt att analys av data fran flodescytometri
utforts subjektivt. De sammanlagda resultaten fran dessa studier och var studie pekar dock
mot att manganbehandlingen, liksom hos Docetaxel, &r dosberoende. Sammantaget skulle det
darfor vara intressant att upprepa detta forsok med dkad koncentration av Docetaxel och i
kombination med mangan i olika koncentrationer, och darutdver med olika cellinjer. Detta for
att observera om nagon skillnad foreligger mellan olika cellinjer, i synnerhet mellan
cancercellinjerna PC3, DU145 och LnCaP.

De bakomliggande mekanismerna till hur mangan inducerar apoptos &r inte helt faststéllda,
men det finns vissa studier som analyserat olika kaspaser. Schrantz et al (1999) visar att
mangan inducerar apoptos hos humana B-celler via olika kaspaser (kaspas 1 och 3). Detta
stdds av El Mchichi et al (2007) dar lymfoma B-celler genomgick apoptos via kaspas 8- och
3-beroende mitokondriell aktivering. Daremot finns inga studier som visar mangans paverkan
pa epitelceller och framtida analyser av kaspasaktiviteten och dess roll i dessa celler &r darfor

av stor vikt for forstaelse av manganinducerad apoptos.

5. Slutsatser

ErhalIna resultat fran denna studie visade pa en 6kning av apoptos hos prostatacancerceller
som behandlats med Docetaxel i kombination med mangan. Kombinationsbehandlingens
apoptotiska inverkan visade dock ingen signifikant skillnad i jamforelse med obehandlade
celler. Fler forsok bor darfor upprepas med en hdgre koncentration av Docetaxel i
kombination med olika koncentrationer av mangan. Aven andra cellinjer, i synnerhet DU145
och LNCaP, bor inga i forsoken for att studera eventuella skillnader i kanslighet. Dessutom
bor kompletterande analyser av olika apoptotiska signalvagar, sasom kaspasisk aktivitet,
ocksa utforas i syfte att bekrafta apoptos hos behandlade celler.

Tackord

Jag vill rikta ett stort tack till min handledare Helena Tassidis, for all stéttning och vérdefull

vagledning i saval det laborativa som det skriftliga arbetet.
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