UTRYKK AV MULTIRESISTANCE-
ASSOCIATED PROTEINER (MRP 4
OG MRP 5) I CELLER FRA CANCER
CERVICIS UTERI

5.ARS OPPGAVE I STADIUM 1V
—medisinstudiet ved Universitetet 1 Tromso

Linn Beate Skogholt
Kull-00

Veileder: Professor Georg Sager,
Jarmakologisk avdeling

Tromso 15. september 2005



Innholdsfortegnelse:

Resyme\....l.......ﬂt.l. llllllllll AR E RSN ENEEERNENESENNEESEENENRNNENENNERZJEJ:ENENJNENY] Sl 2

Introduksjon-".‘l.ﬁ ......... LA R AR RN ENEREARSENENNEENENSERNNENNERNNRENENNER:EH}NS) S. 3

Metoder..l.l...‘!-. llllll LA AR A AR NS EEREENEENERESEEREEEENENEENNEN S NN ENNNNNENEY] S-4

Resultater.'.l...’.l...l.l. llllllllll I BN RN R EEENEE N EEER N AN NI R NN N NYY] SIS

Diskusjon'ﬂ.'.ll......‘.'....II.IO.C.‘.l.l.l..l.l......... IIIIIII LR N R L] S.Il

Tabeller ............ Ceseeeeetensacanotstosetnnaans ceeresenensssesass S.13

Figurer (A AR A S R R R N N N R NN WY (A AR ERNEREEER NN ENE RN N ET NN [ERET] Slls

Referanseruotooootottcn IIIIII AR RN NN NN NN R NN NN NN [ A X R E RN NN NN R S‘].S



Resyme’:

Proteinene MRP 4, 5 og 8 transporterer cGMP og cAMP ut av celler Mitt mél for oppgaven
ble f@grst og fremst & pavise MRP 4 og 5 i cervix cancer celler og helst ogsé preve &
kvantifisere de. Da det kun eksisterer antistoffer mot MRP 4 og 5, ble det vanskelig 4 prgve a

finme MRP & med mine metoder.

Mitt arbeid ble &4 samle praver fra flasker eller skaler med forskjellig celletetthet, dra proteinet
ut fra cellemembranen og deretter skille proteinene ved hjelp av elektroforese og sa

visualisere de serologisk.

Da antistoffene ikke var sa spesifikke fikk jeg mange béand pa gelene, og dermed ble det
vanskelig & kunne st om jeg fikk pavist de aktuelle proteinene eller ikke.
Men med tanke pé vekt kunne jeg med ganske stor sikkerhet kunne peke ut band som stemte

med samme vekt som MRP 4 og MRP 5.



Introduksjon:

I igpet av de siste ti — femten drene har man karakterisert en gruppe membran transport-
proteiener; MRP ("multidrug resistance proteins”) som er medlemmer av ABC ("ATP-
binding casette”) familien [1-5].

Det blir stadig oppdaget flere MRP som klassifiseres i denne gruppen og ni er man opp i hele

9 forskjellige proteiner.

Det har vaert mange studier p4 disse proteinene for 4 finne funksjonen i cellene og i hvilke
type celler de er utrykt. Disse pumpene forarsaker en ATP avhengig transport av organiske
ioner, enten lipofile forbindelser konjugert med glutathione eller organiske anioner. Innen
MRP-famitien vil MRP 4, 5 og 8 transporterer cycliske nukleotider (og noen nucleoside

monofosfater [6-107).

Det er i tidligere studier funnet sammenheng mellom cancer vekst og mengde cGMP og
cAMP |, men det mangler kunnskap om disse transport-molekylene har et forandret

utrykk 1 cancer celler.

Det er funnet at hgye intracellulere konsentrasjoner av cGMP virker veksthemmende
[19-21], og at cancer celler kan gke utpumpingen av cGMP. Et gkt uttrykk av disse pumpene
kan vare en av arsakene til at de klarer 4 komme unna vekstregulerende faktorer.

Man har ogsa funnet ut at hgyt innhold av MRP 4 gir liten effekt av antiviral terapi, da cellen
transporterer medikamenter ut av cellen igjen {22-23]. Proteinet har visstnok ogsi en rolle i

efflux av prostaglandin ut av cellen [24].

Transport av cykliske nukleotider inn og ut over celle-membraner har vert forsket mye pa i de
senere ar uten at man har fatt full oversikt over hva det er som transporterer dem ut av cellene.
[25-29]

Derfor fglte man det kunne bli et gjennombrudd da det ble oppdaget at proteinene MRP 4, 5



og 8 utfgrte en slik transport. Men til dags dato er det fortsatt et ukjent omrade med mange
spgrsmal.
Blant annet strides de lzerde om proteinene har en hgy eller lav affinitet til cycliske

nukleotider [30].

Ikke minst har det vert en stor oppgave 4 finne ut 1 hvilke celler som har disse utrykt, hva
som kontrollerer mengde utrykt og om de har en essensiell rolle i transport til cancer celler.
Mesteparten av tidligere forskning har konsentrert seg om & méle cGMP og cAMP inne og
utenfor cellene under forskjellige forhold. Og brukt mengden som mél pé forandringer i

cellens utrykk av transport proteiner eller endring av enkelt-proteiners transportfunksjon.

Grunnen til at jeg brukte C4-I celler [31], invasive cancer celler fra cervix, er flere. De er lette
4 jobbe med og har kort doblingstid. Det er ogsa gjort en del forskning tidligere p4 samme
celler der man har funnet hgy transport av cGMP og cAMP, men ikke hva som transporterte

de ut.

Metoder:

All aktivitet med cellene ble utfgrt i et spesielt celle laboratorium i et sterilt avirekkskap og
steril inkubatorskap for & unnga forurensing av bakterier og sopp.

Jeg unngikk ogsé all kontakt med gjeer 1 denne perioden for & unngé kontaminering.

Cellekuliur:
Humane karsinom epitel celler fra cervix. C-4 I celler.
Disse ble dyrket bide i sterile celle kultur flasker og pd skdler med forskjellig

utsielsestetthet. Veksten foregikk i varmeskap ved 37°C med hgy luftfuktighet



og tilsatt 5 % CO2 som buffer.

Utsding av celler:

Stokk med C4-I celler ble oppbevart i ampuller i flytende nitrogen. En slik ampulle ble tint og
innholdet blandet i RPMI 1640 med serum. Deretter sentrifugert. Da 18 cellene som en knapp i
bunnen av sentrifuge rgret. Denne vasken med medium fikk fjernet DMSO som cellene ble
frosset i. DMSO brukes for & fortrenger vann fra cellene og forhindrer at de sprekker, men er
toksisk for cellene ved 37°C.Deretter ble cellene i medium tilsatt 1 celle kultur flaske, satt
varmeskap og neste dag hadde cellene festet seg i bunnen.Deretter ble denne flaska brukt som
utgangsmatriale ("stock”) og det ble ikke tint opp flere ampuller Igpet av forsgket.

Ved splitting nér celletettheten ble for hgy, eller ved oppsett av forsgk, ble det brukt trypsin
for 4 lgsne cellene. Trypsinet fikk virke i varmeskap i 10 minutter. Deretter ble virkningen av
trypsin stoppet ved hjelp av medium tilsatt serum. Dette var viktig da trypsin er en protease og
kan ikke virke for lenge pa cellene.

Det ble brukt skéler til forsgket pa grunn av hgsting ved hjelp av celle skrape. Mens

“stock”’en vokste i flaske for mest mulig & beskytte den mot forurensing.

Medium:

RPMI 1640 med 10 % nyfgdt kalve serum (NCS). Denne inneholder en mengde aminosyrer,
vitaminer, glukose som vekstn®ring. Den inneholder ogsé fenol rgdt som en pH indikator.
Serumet gir cellene et miljg som ligner mer in vivo. Dette ved 4 tilfgre cellene

komponenter som enzymer, vekst faktorer, gir mer likt fysiskemiske forhold i henhold til

viskositet, kolloid osmotisk trykk og lignende. Medium ble skiftet hver 24 time.

Telling av celler:
Cellene ble lgsnet med 3 ml trypsin i varmeskap. Deretter tilsatt 7 ml medium. Lgsningen ble

homogenisert med pipette og prgve blandet med trypanblé i hensiktsmessig fortynning,



avhengig av hvor mange celler det var. Deretter ble cellene telt i Burker tellekammer.

Hgsting av celler:

Metode 1: cellene ble vasket to ganger med PBS, deretter ble 200 ul RIPA buffer dryppet
over cellene. Denne far cellene til & lysere samtidig som den inneholder protease inhibitor
som forhindrer at proteinene MRP 4 og 5 brytes ned..

Cellene ble Igsnet med celleskrape, samlet i en ampulle, cellerestene ble sentrifugert ned og
supernatanten frosset ned 70°celsius.

Prgven og reagensenc ble under hele prosessen holdt mest mulig pé is for & unngé proteolyse.

Metode 2: Cellene ble behandlet med trypsin i varmeskap i 10 minutter for at de skulle lgsne
fra skéala/flaska. Deretter tilsatt RPMI 1640 med serum. Prgven ble sentrifugert, supernatanten
fjernet og RIPA tilsatt over cellene. Deretter ny sentrifugering, og supernatanten som
inneholder proteinene ble frosset ned 70°C.

Under hele hgstingen ble det prgvd & holde preven mest mulig pa is for & unngé proteolyse.

Men da trypsin behandlinga foregikk i varmeskap, kunne man ikke utelukke et slikt problem.

Western blot:

Western blot ble kjgrt pA NuPage 3-8 % Tris acetat gel fra invitrogen. Disse var best & kjgre
pa med store proteiner som MRP 4 og 5. Disse hadde 12 brgnner.

See Blue ble brukt som en visuell kontroll pa at proteinene faktisk vandret.

XP Magic Marker ble brukt som referanse for 4 sammenligne protein stgrrelse da denne viser
band helt opp til 220 kDa.

Prgvene ble tilsatt reducing mix som inncholder LDS (sukkerlgsning som gjgr proteinene s
tunge at de faller ned i brgnnen) og DTT (reducing agent).

S ble prevene varmebehandlet ved 70°C og deretter applisert pa elektroforese gelen.



Pravene ble mellom vart steg holdt pa is for 4 unngé proteolyse.Det ble kjgrt med to geler.
Elektroforesen gikk i 40 minutter pa 200 volt.Deretter ble det utfgrt en blotting fra gelen til en
nitrocellulose membran. Dette i en blotte buffer i minst 1 time ved 25 volt. I de siste
forsgkene sto den pa i 1,5 timer.Etter blottinga ble gelen vasket med TBS og deretter lagt i en
blokkebuffer laget av tgrrmelk (hindrer uspesifikk binding) og TBS med 0,1 % Tween-20
(TBS-T). Denne sto over natta.Dagen etterpa ble gelen lagt i lgsing med primert antistoff. Jeg
hadde anti-MRP4 (1:1000), et polyklonalt antistoff laget av kanin, og anti-MRP5 (1:50), et
monoklonalt antistoff fra rotte. En gel 1 var lgsning. Dette ble inkubert 1 en time.

Deretter ble de videre inkubert i 1 time med med sekundzre antistoff konjugert med
horseradish peroxidase (HRP). Anti-rabbit Ig G fra geit (1:2000) og anti-rotte Ig G fra
kanin(1:2000).

Bandene ble sa fremkalt pa film ved hjelp av deteksjonslgsning og deretter kjgrt

gjennom fremkallingsmaskin pa mgrkerom.

Preparering av ghost:

Blod ble tappet pa EDTA glass, sentrifugert og plasma med buffy coaten ble sugd av.
Deretter ble blodlegemene vasket tre ganger med en lgsning som inneholder Tris-HCI, NaCl
og EDTA For i fjerne hemoglobinet ble erytrocyttene hemolysert i en hypoton Igsning som
inneholdt Tris-HCl, EDTA og protease hemmer coctail. Blodlegemene ble resuspendert i
denne lgsningen, sentrifugert og supernatanten sugd av, Dette ble repetert til ghostene var
hvite og supernatanten fargelgs Etterpé ble det brukt RIPA buffer for & trekke ut proteinene
fra ghosten, sentrifugerte og frgs supernatanten ned ved 70°C.

Man fikk to prgver med proteiner fra erytrocytter, A og B.



Resultater:

Cellevekst

Celle-veksten kan deles inn i tre forskjellige faser. I lag fasen fester de seg pa underlaget, i log
fasen er det en logaritmisk vekst og deretter gar de inn i en vekststopp, eventuelt de dgr.
Forsgkene pa cellene skulle kjgres i den logaritmiske fasen.

Celle-veksten avhenger av flere ting, og som andre humane organismer er det umulig a
forutse eksakt oppfarsel.

For eksempel trives cellene mye bedre nar det er en viss kontakt mellom cellene, der de kan
pévirke hverandre. Men ved for tett kontakt vokser de dérligere igjen.

Det ble fgrst litt problematisk a fa cellene til & doble seg. Grunnen var at det ved fgrste utsding
ble brukte for stor flaske, og det ble for liten kontakt mellom cellene. Derfor tok det 16 dager
fgr det ble nok celler til & sette opp vekstkurve. Vekstkurven ble satt opp med 10 ml skéler.
Vekstkurve ble satt opp for & finne doblingstid og dermed se om cellene hadde forandret
egenskaper i forhold til tidligere For & vare sikker ble det kjgrt tre skéler for hver 24. time i

168 timer. Altsd i 7 dager.Dette gjorde ble gjort i tre forskjellige omganger.

Ved utsding skulle det veere en celletetthet pa2 mellom 4.0 — 5.0 x 104 celler/ml.

Se tabell 1, 2, 3 og 4 og figur 1 for resultat.

Som man ser ut fra de grafiske framstillinger var det raskere vekst i den siste vekstkurven
(mean 3) jeg kjgrte enn den fgrste (mean 1). Forskjellen var fra ca. 70 timer til celle dobling
pé farste kurve til 50 timer pa den siste.

Det har sikkert sin arsak i som tidligere beskrevet at cellene trenger tid for & finne optimal

vekst. Dette s3 man ogsé pa stokken som matte splittes mye oftere ut i forsgket.



Western blot

Ettersom det ble begynt med a sette opp forsgk-skéler for & samle prgver til western blot etter
at vekstkurvene var ferdig, ble det regnet med at celledobling pa ca. 102 timer er den mest
korrekte.Det ble lagde mange forskiellige prgver med forskjellig antall dager med cellevekst.
Oversikt over prgver se tabell 5.Fgrst ble det sddd ut p& 10 ml skéler der jeg lagde en med lite
vekst og en med mye vekst. Western blot viste flere band, men ingen som stemte helt med
molekylvekten.Deretter ble det laget to nye prggver der den fgrste hadde vekst pa 80-90 % av
skéla mens den neste ble hgstet etter at skéla var dekket 100 % av celler.

Etter 4 ha kjgrt western blot ble det ikke funnet noe utslag pé antistoff mot MRP 5. Men ved
bruk av antistoff mot MRP 4 kom det fram tydelig band (se figur 2) Der kunne man ogsa se at
det var forskjellig styrke pa bandene til prgver med lite vekst og prgver med mye vekst.

En annen metode ble ogsa brukt til & hgste cellene. Det ble spekulert om den fgrste metoden
med celleskarpe kunne gi for stort tap av celler med denne behandlingen.

Den andre metoden besto i & lgsne alle cellene med trypsin. Faren her var om det ble
proteolyse av proteinene. For 4 sammenligne ble to skéler hgstet ved hjelp av hver sin metode.
Denne gangen ble det brukt dobbelt sé store skiler for a vaere sikker pé at det ble nok celler til
& 4 nok proteiner i prgven. En feilkilde i skéla hvor det ble brukt celleskrape pa var at all PBS
som det ble vasket med, ikke ble sugd av slik at prgven kan ha blitt fortynnet.

Western blot ble kjgrt to ganger, men resultatet var negativt begge gangene. Mest trolig
feilkilde var for gammel deteksjonsveaske, s det ble bestilt ny.

Imens ble membranene fra siste runde i TBS-T beholdt til d'ct kom ny deteksjons lgsning.

Da ble det positivt resultat pa bade MRP 4 og 5 (se figur 3 og 4). Spesielt framkom det klare
band pa MRP 4. Man kunne ogsé se at det var tydeligst band pa prgve 4 fra skiler med
fullpakket vekst, og prigve 6, stor skél som var hgstet ved hjelp av trypsin.

Ikke overraskende ble det déarlige band pé prgve 5; preve fra stor skal hgstet med celleskrape.



Dette pa grunn av feilkilde tidligere nevnt. Arsaken til svakere band med MRP 5 kan vere
bruk av ferdig blandet antistoff mot MRP § som hadde blitt frosset ned,

Men en annen mulighet kan ogsa vere at det er mindre MRP 5 i cellemembranen enn MRP 4.
Det ble bestilt nytt antistoff mot MRP 5.Da det var mange uspesifikke band pa membranene
var det gnskelig med en ren kontroll med proteinene for & kunne sammenligne bandenes
plassering. Dette var det ingen firma som hadde for salg.

Ettersom erytrocytter hadde fatt pavist MRP 4 og 5 i membranen tidligere ble det forsgkt &
lage en kontroll med disse cellene. Ghost ble framstilt, deretter ble proteinene trukket ut med
hjelp av RIPA buffer.] neste runde med western bliot ble det brukt 4 brgnner til kontroli.
Resultatet ble et veldig urolig bilde. Spesielt pa membranene med antistoff mot MRP 5. En av
arsakene kan vaere at begge gelene ble lagt i samme deteksjonslgsning. Og da den med
anti-MRP 5 14 nedover vendt i skélen kan den ha fatt for lite deteksjons Igsning. En annen
feilkilde kan vare at plastikken som ble lagt over membranen ved framkalling ikke var
strukket helt glatt ut.En ny western biotting ble satt opp. Det ble ikke noe bra resultat, men
fikk pavist band i en av prgvene fra erytrocyttene pd& membranen behandlet med antistoff mot
MRP 4 (se figur 5).Overraskende ble det resultat pd prgve A og ikke B. Dette til tross for at
mengde ghost var dobbelt s& hgy i prgve B. Problemet var at bandet ikke 14 p4 samme plass
som hos cervix cellene.Forklaringen kan vare glykolysering pa proteinet er forskjellig i de
ulike celle-typene, og det blir dermed ulik tyngde. Skulle man bruke erytrocyttene som
kontroll burde man konsekvent deglykolysert prgvene [33].

Det ble altsd funnet band som kan stemme med riktig protein vekt bade for MRP 4 og 5 i
cervix celler. Men ideelt skulle man ogsé hatt en annen metode som stgttet opp om disse

resultatene.
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Diskusjon:

Arbeidet pa celle laboratoriet gikk veldig fint. Selv om cellene vokste litt tregt i starten kom
de seg veldig og gikk inn i en veldig stabil vekst uten infeksjoner.

Niér det gjelder hgstinga var det interessant 4 se at metode 2 med trypsin gikk sa bra. Dette var
en ny metode pa laboratoriet, og vil mest trolig kunne gi bedre prgver der man far med flere
celler.

Grunnen til & bare jobbe med native celler, og ikke transfekterte er at det finnes
holdepunkter for at de har ulike egenskaper (upublisert data}), Da det var mest interessant 4 se
hvordan cellene virker i naturen ble det valgt 4 ikke jobbe med transfekterte.

Western blot viste seg & vare vanskeligere enn antatt i utgangspunktet. Men med en
prosedyre med s mange trinn, er det lett 4 fa feilkilder som gdelegger for hele forsgket.
Blant annet for gamle Igsninger og urolig bilde ved fremkalling pa grunn av krgllete plast
over membranene. De fleste gangene ble det ikke pavist noen eksakt feilkilde.

Til tross for antall mislykket western blot, ble det et relativt bra resultat. Tross alt

ble det pévist band tilsvarende vekt til bdde MRP 4 og 5 i prgvene. Det som var

skuffende var at antistoffene var si uspesifikke og ga s& mange ekstra band. Blant annet
kunne man mistenke ekstra band pa plate for MRP 4 kan veare en kryss-reaksjon med

MRP 5. Og da far man et veldig uspesifikt resultat.

Strukturen til MRP 4 og 5 er ganske lik, og det gjgr faren for kryssreaksjoner med antistoffene
hgy. Det kan ogsa bli dannet splitt produkter av proteinet som binder antistoff, noe som gir
uspesifikke band pa gelen. Blant annet finnes det en "gen-spleis variant” av MRP 5 (sMRP =
short MRP 5) som ogsa er en potensiell transporter for cGMP [32]

Et annet problem er at det ikke er noen kontroller med MRP 4 og 5 i salg, noe som ville gjort
det lettere & kunne pavise hvilke band som passet pé gelen. Dette problemet ble fosgkt 2 Igse

med & lage préve av erytrocytt-membraner der hemoglobinet og proteaser er dratt ut; ghost.
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Disse har nemlig fatt pavist aktuelle proteiner cellemembranen tidligere.

Derfor var det litt skuffende at ideen om & bruke erytrocytter som kontroll gikk i vasken. Pa
grunn av ulik glykolysering hadde de forskjellig vekt og la seg slett ikke i samme nivé. Det
finnes muligheter for deglykolysering som skulle vert vurdert fgr start. Ellers kunne
problemet vert at erytrocytt proteinene har aggregert og dermed fatt en hgyere vekt.

Andre metoder skulle ogsd veert prgvd for a prgve & finne samme resultat. Spesielt

hadde det vaert interessant & bruke immunhistokjemi der man ogsé paviser proteinene direkte.
Forskjellen er da & la cellene vokse pa et objekt glass og pavise de direkte pa det. Da slipper
man trinn som hgsting og elektroforese.

En annen lgsning kan vere & bruke PCR enten direkte pd DNA eller p2 mRNA. Det som taler
i mot 4 bruke denne metoden er at selv om man far positivt resultat, kan man ikke veaere helt

sikker pa at proteinene faktisk blir utrykt i membranen.

En del av oppgaven skulle ogsd vare 4 kvantifisere proteinene. Men bare det & pavise de
var sépass ressurs krevende og tok lang tid. Dessuten var det vanskelig  finne metode for

dette. Spesielt da det ikke hadde vert gjort pa laboratoriet tidligere.

Man skuile ha gjort immunohistokjemi som ogsd ville ha kvantifisert
proteinene. Men da dette métte ha blitt gjort pa et annet laboratoriet var det ikke tid til det.
Uansett har jeg fatt et innblikk i hvordan man jobber med forskning. Qg ikke minst at det

meste man planlegger tar mye lengre tid enn man trodde.,
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Tabeller:

Resultat fra celleproliferasjon av C4-| celler dyrket i RPMI 1640 m/ant + 10% NCS pé petriedisker.

Tabell 1

Vekstkurve 1. 23.02.04

Celletetthet ved oppstart: 5,2 * 104 celler/m!

Celletall registrert Celletall utregnet
# ruter
Timer: regnet fortynning | 1 2 3 1 2 3 Mean
24 9 2 11 9 12 2,4 2,0 2,7 2,4
48 9 2 22 12 24 4.9 27 53 4,3
72 9 2 31 29 28 6,9 6,4 6,2 6,5
96 9 2 49 23 25 10,9 5,1 56 7,2
120 9 2 45 45 57 10,0 10,0 | 12,7 | 10,9
144 9 2 87 81 100 19,3 18,0 | 22,2 | 19,8
168 9 2 99 115 123 22,0 256 | 27,3 | 25,0
Tabell 2
Vekstkurve 2. 25.02.04
Celletetthet ved oppstart: 4.5 * 104 celler/ml.
Celletall registrert Celletall utregnet
# ruter
Timer: regnet Fortynning 1 2 3 1 2 3 Mean
24 g 2 14 21 18 3,1 4,7 4,0 39
48 9 2 22 18 29 49 4,0 6,4 5,1
72 9 2 29 40 39 6,4 8,9 8,7 8,0
96 9 2 38 42 48 84 8,3 10,7 9,5
120 9 2 72 64 89 16,0 14,2 19,8 16,7
144 9 2 73 110 116 16,2 24,4 25,8 221
168 9 4 66 82 69 29,3 36,4 30,7 321
Tabell 3
Vekstkurve 3. 26.02.04
Celletetthet ved oppstart: 5.5 * 1074 celler/m|
Celletall registrert Celletall utregnet
# ruter
Timer: regnet | Fortynning 1 2 3 1 2 3 Mean
24 9 2 28 30 26 6,2 6,7 58 6,2
48 9 2 36 49 37 8.0 10,8 8,2 9,0
72 9 2 64 63 58 14,2 14,0 12,9 13,7
96 9 2 89 73 83 19,8 16,2 18,4 18,1
120 3 2 37 41 36 24,7 27,3 24,0 253
144 9 4 58 69 59 258 30,7 26,2 276
168 9 4 91 84 92 40,4 37.3 40,9 39,6

13




Tabell 4:

Samlet resultat for de tre vekstkurvene:

Tid | Mean 1 Mean 2 Mean 3 Mean 1-3 STDV SEM
24 2,4 3,9 6,2 4.2 1,91 0,64
48 4.3 5,1 9 6,1 2,51 0,84
72 6.5 8,0 13,7 9,4 3,80 1,27
96 7,2 9,5 18,1 11,6 5,75 1,92
120 10,8 16,7 25,3 17,8 7,25 2,42
144 19,9 22,1 27,6 23,2 3,97 1,32
168 25,0 32,1 39,6 32,2 7,30 2,43
Tabell 5;

Oversikt over prgver:

Type celler | Prove
Cervix 1 Utsadd med 4.5 * 1074 celler/ml. Hgstet pd 6. dag.
Cervix 2 Utsadd med 5.5 * 1074 celler/ml. Hgstet pd 7. dag.
Cervix 3 Utsadd med 8.0 + 107 celler/ml. Hgstet etter 8 dggn. 80-90% vekst.
Cervix 4 Utsddd med 8.0 * 1074 celler/ml. Hgstet etter 10 dager.100% vekst
Cervix 5 Hpstet med celle skraper. Sadd tett pa store skiler og hgstet da de var
80-90 %
Cervix 6 Hgstet med trypsin. S&dd tett pa store skéler og hgstet da de var 80-
90%
Erytrocytter A 100 pl ghost + 200 pl RIPA buffer
Erytrocytter B 200 pl ghost + 200 pl RIPA buffer

Formel for a regne ut celletall:

Antall celler talt  *

Antall ruter talt

fortynning med trypan bl = # celler * 104
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Figurer:

Figur 1:
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Figur 3.

Figur 4.
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Figur 5.
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