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SAMMANFATTNING

Sulforafan &r en isothiocyanat-forening som finns i stora mangder i olika kalvaxter.
Sulforafan har setts ha en kemopreventiv inverkan bland annat genom att inducera fas Il-
enzymer styrda av transkriptionsfaktorn nuclear factor E2-related factor-2 (Nrf2). Nrf2 ar
mycket viktig i cellers skydd mor oxidativ- och elektrofil stress och inducerar uttrycket av
manga olika gener, bland annat olika tranportproteiner. Breast cancer resistance protein
(BCRP) &r en av transportérerna som tros induceras av Nrf2. BCRP finns i stora méngder i
lakterande juvervavnad men ocksa i manga andra vavnader dar den transporterar lakemedel ut
ur cellerna. Om sulforafan kan inducera genuttrycket av BCRP skulle det kunna innebéra att
halten av lakemedelsrester okar i mjélken hos kor och manniskor som é&ter en kost rik pa
sulforafan. Det ar darfor viktigt att veta om sa ar fallet eftersom det kan péaverka
livsmedelssakerheten for konsumenter och spadbarn. Med anledning av detta har jag tittat pa
om sulforafan kan uppreglera genuttrycket av. BCRP och om det kan aktivera Nrf2 i
bréstcancercellinjen MCF-7. Ingen uppreglering av genuttrycket av BCRP kunde ses med
realtids-PCR och vid 20 uM sulforafan kunde till och med en sankning av uttrycket ses. Med
en Nrf2-luciferasreporter-assay sags daremot en okning av Nrf2 aktiviteten med ckande
sulforafan koncentration. Dock har studien haft problem med toxicitet av sulforafan som inte
detekterades i MTS-assay och inga sékra slutsatser kan darfor dras om paverkan av sulforafan
pa Nrf2 och BCRP. Sammanfattningsvis har jag inte kunnat bevisa att sulforafan inducerar
BCRP eller aktiverar Nrf2 men har inte heller bevisat motsatsen.

SUMMARY

Sulforaphane is an isothiocyanate compound that is abundant in cruciferous vegetables.
Sulforaphane has been shown to have a chemo preventive effect by, among other things,
inducing phase Il enzymes governed by the transcription factor nuclear factor E2-related
factor-2 (Nrf2). Nrf2 plays an important part in the protection of cells from oxidative and
electrophilic stress and induce many different genes including various transport proteins.
Breast cancer resistance protein (BCRP) is one of the transporters believed to be induced by
Nrf2. BCRP is present in great quantity in lactating mammary glands but also exists in
various other tissues were it transports drugs out of the cells. If sulforaphane is able to induce
gene expression of BCRP that might lead to an increase of dug residues in milk from cows
and humans consuming a diet rich in sulforaphane and thus be a safety hazard for consumers
of milk and for infants. With that in mind | have made a study where | investigated if
sulforaphane can induce gene expression of BCRP and if it can activate Nrf2 in the breast
cancer cell line MCF-7. | was not able to detect any induction of BCRP expression with real-
time PCR and at a concentration of 20 uM of sulforaphane a reduction in expression was
seen. With a Nrf2-luciferase reporter assay | was, on the other hand, able to detect an increase
in Nrf2 activity with rising sulforaphane concentrations. Alas the study had problems with
toxicity of sulforaphane that was not detected by MST-assay. Because of this no safe
conclusions about the effect of sulforaphane on the Nrf2 mediated expression of BCRP can be
drawn. To summarise | have not been able to show that sulforaphane induces BCRP or that it
activates Nrf2 but have not proven the opposite either.
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INLEDNING

Mjolk och mjolkprodukter ar viktiga naringskallor for bade unga och vuxna. Detta ar sant
framfor allt 1 utvecklingslander dar mjolken utgor ett viktigt tillskott till en ensidig,
vaxtbaserad kost, men ocksa i utvecklade lander som en del av en balanserad diet (Muehlhoff
et al., 2013). Kontrollen av mjolkproduktionen &r darfor viktig eftersom mjolk ar en potentiell
kalla for lakemedelsrester, kemikalier och andra kontaminanter. Lakemedelsbehandling av
kor utgor en risk for oonskade lakemedelsrester i mjélken (Schrickx & Fink-Gremmels,
2008). Antibiotikarester i mjolk kan till exempel ge allergiska reaktioner hos ¢verkénsliga och
stora mag-tarmfloran hos konsumenter (Livsmedelsverket, 2013). Det kan dessutom &ndra
mjolkens mikroflora och pa sa satt stéra omvandlingen av mjélk till andra mejeriprodukter
som ost och yoghurt.

Vissa lakemedel utsondras aktivt i mjolken med hjélp av olika transportorer. En av dessa
transportorer ar breast cancer resistance protein (BCRP) (Jonker et al., 2005). BCRP &r ett
tranportprotein som finns i flera vavnader. Bland annat uttrycks det i det apikala membranet i
juverceller och kan dér koncentrera olika lakemedel till mjolken. Under laktation och sen
draktighet ar BCRP kraftigt uppregelrat vilket tyder pd nagon form av endogen
transportfunktion i grunden.

Uttrycket av BCRP kan paverkas av olika @mnen. Till exempel har man nyligen sett att
sulforafan, en isothiocyanat férening som finns i stor mangd i bland annat broccoli (Zhang et
al., 1992), kan uppreglera BCRP i blodhjarnbarriaren hos rattor via en nuclear factor E2-
related factor-2 (Nrf2) medierad mekanism (Wang et al., 2014). Om detta stammer aven for
juverceller skulle det kunna fa till foljd att kor som é&ter en diet rik pa sulforafan far en okad
sekretion av lakemedel till mjélken. Detta i sin tur skulle kunna leda till en 6kad risk for
lakemedelsrester i mjolk och utgdéra en mojlig fara for konsumenter. Om samma mekanism
finns i humana mammarceller skulle det ocksa kunna ge en 6kad exponering av spadbarn for
olika kemikalier.

Syfte
Syftet med forsoket var att se om genuttrycket av BCRP uppregleras av sulforafan in vitro i
humana brostcancerceller, MCF-7, och om sulforafan aktiverar transkriptionsfaktorn Nrf2 i
samma celler.
Hypoteser

e Sulforafan uppreglerar genuttrycket av BCRP i MCF-7 celler.

e Sulforafan aktiverar Nrf2 i MCF-7 celler.

LITTERATUROVERSIKT
Breast cancer resistance protein

BCRP é&r ett ATP-beroende transportprotein som hor till familjen ATP-bindande cassette
(ABC) transportorer (Doyle et al., 1998). BCRP kodas av genen ABCG2 och uttrycks i flera
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vavnader i kroppen. Bland annat uttrycks det i stor méngd i placenta och i lakterande
juverceller (Allikmets et al., 1998; Doyle et al., 1998; Jonker et al., 2005; Pulido et al., 2006)
men finns ocksa till exempel i epitelceller i tunn och grovtarm, i hepatocyter, i njurtubuli,
endotelceller samt stamceller (van Herwaarden & Schinkel, 2006; Schrickx & Fink-
Gremmels, 2008; Mealey, 2011). BCRP fungerar som en effluxpump och har pa sa satt en
viktig funktion for kinetiken av lakemedel och andra xenobiotika da den paverkar absorption,
distribution och elimination av sina substrat samtidigt som den tros vara en del av cellers
skydd mot oxidativ stress (Merino et al., 2005a; Merino et al., 2006; Mealey, 2011). BCRP
orsakar ocksa lakemedelsresistens hos cancerceller och skyddar kansliga véavnader fran
xenobiotika i till exempel blodhjarnbarridren och placenta (Doyle et al., 1998; Wang et al.,
2014). I juverceller & BCRP lokaliserat till det apikala membranet och medierar sekretion och
koncentration av xenobiotika till mjélken (Jonker et al., 2005). Da BCRP éar kraftigt
uppregelrat under laktation och sen draktighet har den troligtvis &ven en funktion som
transportor av endogena substanser till mjolk. Vilka dessa substanser ar vet dock annu inte.

BCRP har manga substrat, daribland substanser som ingadr i manga veterinarmedicinska
lakemedel till exempel olika fluorokinoloner och benzimidazoler (Merino et al., 2005b;
Merino et al., 2006; Pulido et al., 2006) men ocksa kemoterapeutika som nitrofurantoin,
mitoxantron, daunomycin och doxorubicin (Doyle et al., 1998; Merino et al., 2005a; Peréz et
al., 2009).

Uttrycket och funktionen av BCRP kan paverkas av flera saker bland annat kon, alder, art och
genetisk variation samt narvaro av hdammande eller stimulerande substanser (van Herwaarden
& Schinkel, 2006; Schrickx & Fink-Gremmels, 2008). Bland substanser som har setts ha en
hammande inverkan pd BCRP-medierad transport av lakemedel i forsok finns bland annat
benzimidazolen fenbendazol-sulfoxid och ivermectinen doramectin samt olika flavonoider
(Merino et al., 2005b; Pulido et al., 2006; Gonzélez-Lobato et al., 2014). Miljogiftet dioxin
och svampmedlet prochloraz har daremot setts inducera transkription av funktionellt BCRP
(Halwachs et al., 2012). | en studie nyligen har ocksa isothiocyanat-foreningen sulforafan
setts kunna uppregla uttrycket av BCRP i blodhjarnbarridren hos rattor (Wang et al., 2014).

Transkriptionen av BCRP har i flera forsok visats regleras av transkriptionsfaktorn nuclear
factor E2-related factor-2 (Nrf2). | en studie fran 2010 sags Nrf2 dka uttrycket av human
BCRP pa transkriptionsniva i lung- och prostatacancerceller via antioxidant response element
(ARE)-sekvensen i ABCG2s promotor (Singh et al., 2010). | en annan studie, med HepG2
celler, sdg man ocksa att Nrf2 ar viktig for det inducerade uttrycket av BCRP (Adachi et al.,
2007). 1 en studie av Wang et al. (2014) sag man att sulforafan ut6var sin effekt pA BCRP via
Nrf2. Halwachs et al. (2012) visade ddremot i sin studie att dioxin och prochloraz inducerar
bovin BCRP via transkriptionsfaktorn aryl hydrocarbon receptor (AhR) i primdra bovina
juverepitelceller. AhR har i sin tur visats kunna inducera transkription av Nrf2 (Lo &
Matthews, 2013) men resultaten fran Halwachs et al., visar att AhR &ven kan fungera direkt i
bovin ABCG2s promotor-region. Ocksa Ebert et al. (2007) sdg i sin studie att BCRP
induceras av AhR och la &ven fram bevis for att Nrf2 inte kan inducera BCRP.



Nuclear factor E2-related factor-2

Nrf2 &r en basic leucine zipper transkriptionsfaktor som uttrycks i alla vavnader i kroppen
(Moi et al., 1994). Nrf2 ar en viktig del i cellernas skydd mot oxidativ och elektrofil stress
(Magesh et al., 2012) | normalfallet & Nrf2 inaktiverat i cytoplasman genom sin bindning till
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) (Dhakshinamoorthy & Jaiswal, 2001). Keap 1
hindrar Nrf2 att ta sig in i cellkdrnan och medierar ubikvitinering av Nrf2 med pafoljande
nedbrytning i proteasomer (McMahon et al., 2003; Kobayashi et al., 2006). Aven inne i
cellkarnan hammas Nrf2 av proteiner som bland annat hindrar den att binda till sitt mal i
DNA (Magesh et al., 2012). Nar cellen utsatts for stress undkommer Nrf2 ubikvitineringen
medierad av Keapl och nivaerna av fritt Nrf2 i cellkdrnan okar (Dhakshinamoorthy &
Jaiswal, 2001; McMahon et al., 2003; Kobayashi et al., 2006). Exakt hur detta gar till &r oklart
och manga teorier finns. En del forskare anser att Nrf2 lossar fran Keapl och forflyttas till
cellkédrnan (Dhakshinamoorthy & Jaiswal, 2001) medan andra menar att den Keapl-
medierade ubikvitineringen av Nrf2 hammas utan dissociation och att de 6kade nivaerna av
Nrf2 i cellkérnan utgors av nyproducerat Nrf2 (Kobayashi et al., 2006; Baird et al., 2013).
Flera teorier om hur Nrf2 och Keapl medierar oxidativ stress finns ocksa. Ett antal studier har
visat att specifika cystinrester hos Keapl ar avgdrande for dess funktion och man tror att
kovalent modifiering av thiol-grupper av olika Nrf2-inducerare fungerar som sensor for
oxidativ stress (Kobayashi et al., 2006; Baird et al., 2013).

N&r Nrf2 vél ar i cellkédrnan bildar den heterodimerer med andra proteiner och initierar
transkription av olika gener genom att binda till antioxidant response element (ARE)-
sekvensen i genernas promotor (Magesh et al., 2012). Detta leder till 6kad transkription av
generna och déarmed ¢kad produktion av proteiner som skyddar cellen mot oxidativ stress till
exempel enzymer som NAD(P)H:quinone oxidoreductase (NQO-1) och heme oxygenase 1
(HMXO?1) och transportproteiner som multidrug resistance protein och BCRP (Thimmulappa
et al. 2002; Adachi et al., 2007; Singh et al., 2010; Wang et al., 2014).

Transkriptionen av Nrf2 paverkas av olika transkriptionsfaktorer till exempel AhR som har en
stimulerande effekt och estrogen receptor o (ERo) som har en hdmmande effekt pa
transkriptionen av Nrf2 (Lo & Matthews, 2013). | nérvaro av Keapl okar AhR
transkriptionen av Nrf2 men inte av Nrf2 styrda gener eftersom Nrf2 ar blockerad. Hdmning
av Keapl gav daremot en 6kning av Nrf2 styrt genuttryck i nérvaro av AhR.

Sulforafan

Isothiocyanat-foreningen 1-isothiocyanato-4-(methylsulfinyl)-butan eller sulforafan &r en
mycket potent inducerare av fas Il enzymer och kan isoleras i stor mangd fran bland annat
broccoli (Zhang et al., 1992). Isothiocyanat-foreningar ar amnen som innehaller den
funktionella gruppen —N=C=S och aterfinns naturligt i flera vaxter i sin prekursorform,
glucosinolater (Clarke et al., 2008; Cheung & Kong, 2010). Glucosinolater omvandlas till
isothiocyanat-foreningar med hjalp av enzymet myrosinas som finns i véxten och i
magtarmkanalen hos manniskor och djur. N&r véxten skadas, till exempel ndr den tuggas,
frigdrs myrosinas och glucosinolatet omvandlas till isothiocyanat. Prekursorn till sulforafan ar



glucosinolaten glucoraphanin som finns i stor mangd i broccoli, blomkal, vitkal och gronkal
(Clarke et al., 2008).

Sulforafan har setts ha en kemopreventiv verkan in vivo och in vitro genom att hAmma bade
initiering och progression av cancer (Zhang et al., 1994; Clarke et al., 2008; Cheung & Kong,
2010). Sulforafan utdvar sin kemopreventiva effekt pa flera satt. | initieringsfasen av
tumorutvecklingen hammar sulforafan fas | enzymer genom att antingen interagera direkt med
dem eller genom att paverka deras transkription (Clarke et al., 2008; Cheung & Kong, 2010).
Sulforafan inducerar ocksa fas Il enzymer sa som NQO-1 och glutation s-transferas (GST)
(Zhang et al., 1992) genom att interagera med Keapl och pa sa satt stora dess hamning av
Nrf2 (Dinkova-Kostova et al., 2002; McMahon et al., 2003). Dinkova-Kostova et al. (2002)
kunde i sitt forsok med murin Keapl visa att sulforafan interagerar med thiol-grupper i
cystinresterna (C) i Keapl och pa sa sitt &stadkommer dissociation av Nrf2 fran Keapl. Aven
Hu et al. (2011) sag i sitt forsok med human Keap1 att sulforafan kan interagera med 22 av de
27 cystinresterna i human Keap1l in vitro dock sdg man inte att det paverkade Keapls formaga
att binda till Nrf2. Sulforafan interagerade lattast med C38, C151, C368 samt C489 (Hu et
al., 2011) och C151 tros vara viktigast for sulforafans inverkan pa keapl (Baird et al., 2013).

Senare i cancerutvecklingen kan sulforafan hindra utvecklingen av tumérer genom att stoppa
cellcykeln och pa sa sétt hindra proliferation av cancerceller samt inducera apoptos (Clarke et
al., 2008; Cheung & Kong, 2010).

Okar sulforafan uttrycket av BCRP via Nrf2?

Sulforafan har i flera studier setts 6ka uttrycket av Nrf2 medierade gener som NQO1 och GST
genom att 6ka rekryteringen av Nrf2 till generna (Zhang et al., 1992; Thimmulappa et al.,
2002; Lo & Matthews, 2013). Sulforafan interagerar med cystinrester i Keapl och bidrar pa
sa satt till okad Nrf2-aktivitet (Kobayashi et al., 2006; Hu et al. 2011; Lo & Matthews, 2013).
Man har dven sett att Nrf2 i sin tur 6kar uttrycket av BCRP (Adachi et al., 2007; Singh et al.,
2010). Fragan man da kan stélla sig ar: kan sulforafan uppregelera BCRP via Nrf2? | en
studie av Ebert et al., fran 2007 sag man att sulforafan inte paverkade uttrycket av human
BCRP i Caco-2-celler, varken pa mRNA eller proteinniva. Deras resultat visade till och med
att BCRP inte tycks induceras av Nrf2 utan av AhR. I en nyare studie fran 2014 kunde man
daremot se att sulforafan uppreglerade BCRP i blodhjarnbarriaren rattor (Wang et al., 2014).
Om detta stammer aven for juverceller skulle det kunna paverka utsondringen av lakemedel
och andra xenobiotika i mjélken hos kor och ménniskor som é&ter en diet rik pa kalvaxter.

MATERIAL OCH METODER
Celler och cellkultur

Cellerna som anvandes i forsoken var humana brostcancerceller av linjen MCF-7 (Dr. Anne E
Lykkesfeldt, Danish Cancer Society Research Center, Képenhamn). Cellerna odlades i T75-
flaskor och forvarades i inkubator i 37°C och CO, 5% med reglerad luftfuktighet. Cellmediet
utgjordes av Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient mixture F12 med 10 % fetalt
bovint serum, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin/100 pg/ml streptomycin (alla fran Gibco



Life Technologies) och 6 ng/ml insulin (BD Biosciences). Cellerna anvéndes i forsok i
passage 435 till 448.

Kemikalier

Sulforafan, DL-Sulforaphane, I6stes i dimethylsulfoxid (DMSO) (bada fran Sigma-Aldrich)
till en koncentration av 10mM. Utifran denna stamlosning gjordes spadningar i olika
koncentrationer med DMSO som spéadningsmedel. Stamldsningen, DMSO till kontroll samt
spadningarna forvarades i -20°C nar de inte anvandes. | forsoken anvéandes ocksa trypsin,
TrypLE™ Express, Trypan Blue Stain 0,4% (b&da fran Gibco Life Technologies) samt 2-
mercaptoethanol (Sigma-Aldrich).

Cellviabilitets assay

For att utvardera toxiciteten hos sulforafan pa MCF-7 cellerna anvandes en MTS-assay,
CellTiter 96 AQueos One Solution kit (Promega). MTS-assay bygger pa att en tetrazol
(MTS), omvandlas av metaboliskt aktiva celler till ett fargat &mne, formazan. For att avgora
mangden formazan som bildas méts absorbansen i cellkulturen och resultatet kan ses som
proportionellt mot antalet levande celler. Cellerna saddes i 96-halsplattor med 10 000
celler/brunn. Efter ett dygns inkubation behandlades cellerna med sluforafan i olika
koncentrationer eller med 1 alternativt 2 % DMSO som kontroll. Undantaget &r den MTS som
kordes parallellt med realtids-PCR. Dessa celler inkuberades i 5 dygn innan behandling men
ar i Ovrigt hanterade pa samma satt som vid évriga MTS-forsok. De behandlade cellerna
inkuberades i 24 h och efter det utfordes MTS-assayn enligt tillverkarens instruktioner.
Absorbansen méttes i en Wallac Victor2 1420 microplate reader (PerkinElmer).

Realtids-PCR
RNA-isolering och kvantifiering

Effekten av sulforafan pa genuttrycket av BCRP analyserades med hjalp av realtids-PCR.
Celler saddes ut i 6-halsplattor med 250 000 celler/brunn och inkuberades i fem dygn med 2-
2,5 ml medium. Medium byttes efter tre och fem dagar. Efter fem dygns inkubation
behandlades cellerna med sulforafanldsning eller DMSO samtidigt som medium byttes. Efter
24h inkubation med behandling togs mediet bort och cellerna skéljdes med medium en gang
innan de skoérdades for RNA-isolering.

For RNA-isolering anvandes NucleoSpin® RNA 11 kit med DNase | (BD Biosciences) enligt
tillverkarens protokoll. Isolerat RNA kvantifierades med Quant-iT™ RiboGreen® RNA
Assay Kit med DNase | (Invitrogen) enligt tillverkarens protokoll. RiboGreen® &r ett
fargdmne som fluorescerar ndr det binder till nukleinsyror och kan darfor anvéandas for att
avgora mangden RNA eller DNA i ett prov. Fluorescensen méttes i en Wallac Victor2 1420
microplate reader (PerkinElmer).

Skordade och lyserade celler forvarades i - 80°C fram till RNA-isolering savida detta inte
skedde i samband med att cellerna skordades. Isolerat RNA forvarades i -80°C nér det inte
anvandes och pa is under forsok.



Realtids-PCR med omvéand transkription

Genuttrycket av BCRP i cellerna mattes med realtids-PCR (QPCR) med omvénd transkription.
For detta anvandes QuantiTect One-Tube RT-PCR kit med SYBR-Green (Qiagen) enligt
tillverkarens instruktioner men med en reaktionsvolym pa 12,5 pl istéllet for 25 pl. Analysen
gjordes i en Rotorgene, RG3000 (Corbett Research). Med hjélp av resultaten fran RiboGreen
assayn normaliserades RNA-méngden i varje prov till 25, 50 eller 75 ng. Antalet reaktioner
for varje prov varierade mellan en och tre men var samma for alla prover i en férsoksomgang.
For programmering av Rotorgene, RG3000 se tabell 1.

Tabell 1. Programmering av Rotorgene, RG3000

Steg Temperatur Duration
Hold 50°C 30 min
Hold 2 95°C 15 min
Cykler, 40 upprepningar
Steg 1 94°C 60 sek
Steg 2 55°C 60 sek
Steg 3 68°C 45 sek
Hold 3 68°C 7 min
Melt 50-99°C 30 sek pa forsta steget, 5 sek pa

resterande steg

Luciferasreporter-assay

For att méata mangden fritt, aktivt Nrf2 i cellerna transfekterades de med en pGL4 baserad
luciferas-plasmid, pGL4.37[luc2P/ARE/Hygro] Vector, E3641 (Promega). Luciferas-
plasmiden innehaller en luciferas-gen (reporter) och en Nrf2-styrd promotorsekvens, ARE,
vilket gor att luciferas enbart produceras i celler med aktivt Nrf2. MCF-7 celler saddes ut i
96-halsplattor med 12 000 celler/brunn. Efter cirka tva dagar tillsattes 0,1 pg luciferas-
plasmid och 0,01ug Renilla-plasmid tillsammans med Opti-MEM Reduced Serum Medium
och 0,3 pg Lipofectamine (Gibco Life Technologies) till varje brunn enligt tillverkarens
instruktioner for Lipofectamine. Renilla-plasmiden uttrycks i cellerna utan induktion och
fungerar som en indikator pa hur effektivt cellerna i varje brunn har tagit upp plasmiderna.
Man kan pa sa satt normalisera vardet mellan brunnarna. Slutvolym i brunnarna var 112 pl.
Efter transfektion inkuberades cellerna Over natten. Dagen efter behandlades cellerna med
sulforafan i olika koncentrationer eller DMSQO. Cellerna inkuberades med behandlingen i 24h.
Dérefter avlédgsnades medium och aktiviteten av reportergenerna mattes med Dual-
Luciferase® Reporter Assay (Promega) enligt tillverkarens instruktioner. Fluorescensen
méttes i en Wallac Victor2 1420 microplate reader (PerkinElmer).

Agarosgel-elektrofores

For att kontrollera integriteten av det RNA som anvandes i gPCR:en kordes en agarosgel-

elektrofores pa samtliga RNA-prover. 0,42 g agaros, Agarose DNA Pure Grade (VWR

Chemicals) l6stes i 30,8 ml milliq vatten och upphettades under omrérning. Nar I6sningen

kokade tillsattes 2,0 ml 20X MOPS-EDTA-Sodium Acetat (MESA) buffert (Sigma-Aldrich)
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och ldsningen fick darefter svalna. Nar 16sningen svalnat tillsattes 7,2 ml formaldehydldsning
(Sigma-Aldrich) och blandningen hélldes i en gelform for att stelna. RNA-proverna blandades
med RNA-loading buffer (Sigma-Aldrich), 2 ul RNA och 4 ul loading buffer, och
inkuberades i 60°C i 10 min for att denatureras. Efter denatureringen inkuberades proverna i 2
min pa is innan de laddades i gelen (6 ul/brunn). Elektroforesen kordes med 60 V i 1 h och 45
min. Som buffert for elektroforesen anvandes 1X MESA buffert. Gelen lastes i en Chemidoc
(Bio-Rad).

Statistisk analys

For att rékna ut den statistiska signifikansen for resultaten berdknades forst det relativa vardet
for varje resultat jamfort med kontrollen. Detta gjordes separat for varje forsok. De relativa
vardena for forsok dar samma metod och tillvagagangssatt anvants lades sedan ihop for den
statistiska analysen och medelvarde samt standardavvikelse réknades ut for varje
behandlingsalternativ. Resultaten presenteras i stapeldiagram som det relativa medelvérdet
jamfért med kontrollen och med standardavvikelsen angiven for varje behandling. For den
statistiska analysen anvéandes Students t-test. Analysen gjordes i programmet Minitab och som
signifikant raknades p-vérden < 0,05 (indikeras med * i samtliga diagram).

RESULTAT
Cellviabilitet

Nar toxiciteten av sulforafan pa MCF-7 celler utvarderades for att avgora den optimala
behandlingskoncentrationen gjorde jag en intressant upptackt. Efter att ha last annan litteratur
hade jag forvantat mig att sulforafan skulle ha en hammande inverkan pa viabiliteten hos
MCF-7 cellerna redan i koncentrationer sa laga som 10 puM (Pawlik et al., 2013). Jag satte
darfor upp en forsta MTS-assay (ett dygns inkubation innan behandling) med
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koncentrationerna 0,01, 0,1, 1, 5, 10, 20, 30, 40 och 50 uM. Nar resultatet kom visade det sig
dock att sulforafan hade en signifikant stimulerande effekt pa cellviabilitet i alla
koncentrationer utom 0,1 uM jamfort med kontrollen och att den stimulerande effekten dkade
med 6kande koncentration (figur 1). Jag satte darfor upp ytterligare en MTS-assay med hogre

Figur 1. Effekten av sulforafan i olika koncentrationer pa cellviabiliteten hos MCF-7
celler bedémt med MTS-test. Absorbansen anges som det relativa medelvardet jamfort
med kontroll.



koncentrationer (0,2, 2, 10, 20, 40, 60, 100, 150 och 200 uM) och kunde da se att sulforafan
hade en bifasisk effekt pa cellviabiliteten dér viabiliteten forst kade signifikant Gver nivan
for kontrollen for att sedan sjunka igen (figur 1). For att konfirmera resultatet gjordes forsoket
en gang till med de hoga koncentrationerna. Samma resultat erholls.

Realtids-PCR

For den forsta g°PCR:en valde jag att behandla cellerna med 80 uM sulforafan. Efter ett dygns
inkubation med behandlingen kunde man se en visuell skillnad mellan behandlade och
kontroll celler. De behandlade cellerna hade méarkbart dragit ihop sig, ett tecken pa att de inte
mar bra, och kvantifieringn av RNA med RiboGreen visade att de behandlade brunnarna hade
betydligt lagre innehall av RNA &n kontrollbrunnarna. Resultatet fran den féljande gPCR:en
visade dock ingen signifikant skillnad i BCRP-uttryck mellan behandlade och kontrollceller
(figur 2). Liknande resultat sags nar forsoket upprepades med samma koncentration. For att
kontrollera att toxiciteten fortfarande var den samma nér cellerna inkuberades langre tid efter
utsaning kordes en MTS-assay parallellt med den andra qPCR:en (5 dagars inkubation i platta
innan behandling) med resultat som 6verensstaimde med tidigare MTS-test.

Da cellerna markbart paverkades negativt av behandling med 80 uM sulforafan sattes ett nytt
forsok upp med 20 uM istéllet eftersom det enligt MTS-testet var en av de koncentrationer
som gav hégst metabolism. Aven nu kunde man se en viss visuell skillnad mellan behandlade
och kontrollceller men den var inte lika markant och RNA-koncentrationen var betydligt
hogre i de behandlade brunnarna &n tidigare. qPCR visade dock nagot férvanande pa ett
signifikant sankt BCRP-uttryck i de med sulforafan behandlade cellerna jamfort med
kontrollerna (figur 2). Forsoket upprepades en gang med liknande resultat.

Luciferasreporter-assay
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Figur 2. Effekten av sulforafan i olika koncentrationer pa genuttrycket av
BCRP i MCF-7 celler. Uttrycket visas som det relativa medelvardet
jamfort med kontrollen.



Luciferasreporter-assayn kordes tva ganger med 0,01, 0,1, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20 och 40 uM som
slutkoncentration av sulforafan. | den forsta kdrningen togs &ven koncentrationen 80 uM med.
Liknande resultat sags vid bada korningarna och visade pa en jamn aktivitet fran Nrf2-
luciferas-plasmiden medan uttrycket av renilla-plasmiden varierade mellan koncentrationerna
med en minskande aktivitet med Okande koncentration. Detta gav intrycket av en Nrf2-
aktivitet som Okade signifikant med oOkande sulforafankoncentration (figur 3). Renilla-
plasmiden bor uttryckas jamnt 6ver plattan och om nagra skillnader i upptag av plasmiderna
finns brukar det ses diffust utspritt Over plattan. En koncentrationsberoende skillnad i Renilla-
aktivitet tyder pa nagon form av celltoxicitet och den skenbart 6kade Nrf2-aktiviteten kan

Luciferasreporter-assay
45
40
3,5
3,0

* *
* T T *
*
2,5 -
2,0 T
15 *
1,0
0,5 i
0,0

DMSO 0,01ul 01lpum O5uM 1pM  2pM  S5pM  10pM 20pM  40puM  80puM
Behandling

Realtiv reporteraktivitet jimfért med
kontroll

Figur 3. Effekten av sulforafan i olika koncentrationer pa aktiviteten av Nrf2 i
MCF-7 celler. Reporteraktiviteten anges som det relativa medelvardet jamfort
med kontrollen.
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direkt effekt av sulforafan pa Nrf2-Keap1.

Agarosgel-elektrofores

Gelektroforesen visade tva tydliga band for samtliga prover behandlade med DMSO och
samtliga prover utom ett fran celler behandlade med 20 uM sulforafan vilket betyder att de
innehall intakt rRNA (figur 4a). Det prov som inte uppvisade tva tydliga band visade istallet
ett diffust, utdraget monster vilket tyder pa nedbrytning av RNA i provet. Detta prov gav dven
ett avvikande resultat i qPCR:en och uteslots darfor fran resultaten. Proverna fran cellerna
behandlade med 80 uM sulforafan visade tva mycket svaga band i jamférelse med DMSO-
behandlade celler fran samma forsok (figur 4b). Detta beror troligtvis pa lag RNA-
koncentration i provet jamfort med kontrollen, vilket stimmer med resultaten fran RNA-
kvantifieringen. Samma volym fran varje prov anvandes till gelen vilket gor att prover med
lag koncentration RNA visar band med lagre intensitet. | den andra gelen (figur 4b) togs det
degraderad 20 uM provet med ytterligare en gang for att konfirmera resultatet.

DISKUSSION

Fragestallningen for det har projektet var ifall sulforafan kan uppregelera genuttrycket av
BCRP och om det kan aktivera Nrf2. Jag utgick ifran hypotesen att sulforafan kan uppreglera
BCRP och aktivera Nrf2 men har inte kunnat visa att sa ar fallet i de forsok jag har gjort.

Flera tidigare studier har visat att sulforafan kan uppreglera Nrf2-styrda gener (Zhang et al.,
1992; Thimmulappa et al. 2002; Lo & Matthews, 2013; Wang et al., 2014) och sulforafan
anvénds ofta som en inducerare av Nrf2 i forsok dar man vill studera effekterna av oxidativ
stress pa celler. Man har dven sett att sulforafan kan interagera med cystinrester hos Keapl
(Dinkova-Kostova et al., 2002; Hu et al., 2011) och det verkar vara sa som sulforafan och
manga andra antioxidanter och xenobiotika satter igang cellens forsvar mot oxidativ och
elektrofil stress. BCRP i sin tur har ocksa i ett antal forsok setts kunna induceras av Nrf2
(Adachi et al., 2007; Singh et al., 2010; Wang et al., 2014) men det finns ocksa exempel pa
andra studier dar man har kommit fram till att BCRP induceras genom andra signalvégar
(Ebert et al., 2007; Halwachs et al., 2012). Dock verkar den allménna konsensusen vara att
Nrf2 inducerar BCRP dven om kan ske via andra signalvagar ocksa. Med detta sagt har jag
bara kunnat hitta tva studier dar man tittar pa sulforafans effekt pa BCRP. Den ena studien av
Wang, et al. (2014) anvénde sig av bade in vivo och in vitro metoder for att studera effekten
av sulforafan pa blodbarridaren hos rattor. I denna studie kom man fram till att sulforafan
uppreglerar uttrycket av BCRP via Nrf2. Ebert et al., (2007) kom daremot fram till att
sulforafan inte kan uppreglera BCRP varken pa mRNA eller proteinniva.

Jag har i mina forsok inte kunnat se att sulforafan uppregelrar BCRP i MCF-7 celler. Né&r
cellerna behandlades med 20 uM sulforafan i 24h kunde till och med en statistiskt signifikant
sankning av BCRP uttrycket ses. Med luciferasreporter assay sag jag dock en ¢kad Nrf2-
aktivitet med stigande koncentrationer av sulforafan. Det problematiska var bara att
aktiviteten av renilla-plasmiden som anvandes for att normalisera Nrf2-aktiviteten sjonk med
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stigande sulforafankoncentration. Renilla-plasmiden innehaller ingen specifik promotor och
uttrycks darfor jamnt i alla celler oavsett behandling medan luciferas-plasmiden &r beroende
av fritt Nrf2 for att uttryckas. Att aktiviteten av renilla-plasmiden sjunker med okande
sulforafan koncentration beror troligen pa att sulforafan har en koncentrationsberoende toxisk
inverkan pa MCF-7 cellerna, nagot som stods av en avsevart lagre RNA koncentration hos
celler behandlade med 80 uM sulforafan, jamfort med 20 uM, samt visuellt synlig paverkan
pa dessa celler. Det faktum att Nrf2-nivaerna lag pa en stadig niva och inte sjonk, som renilla-
aktiviteten, med stigande sulforafankoncentration kan i och for sig betyda att sulforafan
inducerar Nrf2-aktivitet. | det scenariot Okar aktiva celler sin Nrf2-aktivitet for att skydda sig
mot stress inducerad av sulforafan. Nrf2-aktiviteten for individuella celler 6kar men den totala
Nrf2-aktiviteten for varje brunn foérblir den samma eftersom resterande celler antingen dor
eller stdngs av. Detta &r en tilltalande tanke men med de resultat vi har kan vi inte med
sékerhet sdga att det ar detta som hénder eftersom vi inte vet om det ar sulforafan eller en
biprodukt av cellddd eller cellskada som inducerar Nrf2-aktiviteten.

Sulforafan tycks alltsa ha en toxisk inverkan pa MCF-7 celler i de hdgre koncentrationer jag
har anvant baserat pa den visuella skillnaden mellan celler behandlade med sulforafan och
DMSO, lagre RNA-koncentration i sulforafan-behandlad celler och sjunkande renilla-aktivitet
med stigande sulforafankoncentration. Det intressanta &r att upprepade MTS-f6rsok inte
visade pa nagon anmarkningsvard toxicitet ens vid mycket hoga koncentrationer. MTS:en
ledde daremot till en annan intressant upptackt namligen att sulforafan har en bifasisk effekt
pa metabolismen i MCF-7 celler. MTS-testet visar som tidigare namnts pa cellens
metaboliska aktivitet och sager egentligen ingenting om hur cellerna mar. Sulforafan maste
alltsa ha en toxisk inverkan som inte paverkar metabolismen hos celler utan som till och med
stimulerar den i vissa koncentrationer. Sulforafan metaboliseras i kroppen frdmst genom
konjugering till glutathion (GSH) men ocksa till en mindre del genom oxidation (Kassahun et
al.,, 1997). Detta skulle kunna vara en mojlig forklaring till den observerade toxiciteten
antingen genom att sulforafan forbrukar GSH, som &r en viktig del i cellens
detoxifikationssystem, eller genom bildandet av reaktiva metaboliter. Den bifasiska effekten
av sulforafan pa metabolismen i cellerna skulle kunna bero pa att sulforafan initialt stimulerar
till 6kad syntes av olika protektiva proteiner till exempel fas Il enzymer. N&r koncentrationen
av sulforafan och dess toxicitet 6kar kdmpar cellerna for att skydda sig mot den oxidativa
stressen orsakad antingen av brist pa GSH eller av toxiska metaboliter. Cellernas metabolism
gar pa hogvarv samtidigt som ett antal av dem borjar do.

I en review av Negrette-Guzman et al. (2013) diskuterar man de olika effekterna av sulforafan
pa mitokondrier. Enligt denna review kan sulforafan dels inducera apoptos i vissa celler,
foretradesvis cancer celler, och vissa koncentrationer samtidigt som den har en cytoprotektiv
inverkan och stimulerar mitokondriebiogenes i samma koncentrationer i andra, normala,
celler.

Pawlik et al., (2013) tittade pa hur sulforafan paverkade fenotypiskt olika bréstcancerceller,
bland annat MCF-7 celler. Med en MTT-assay kom de fram till att sulforafan paverkade
cellviabiliteten negativt och koncentrationsberoende i alla cellinjer de tittade pa. | MCF-7
cellerna minskade viabiliteten till ca 80% av kontrollen redan vid en koncentration av 10 uM
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efter 24 timmars inkubation och vid 40 uM hade den sjunkit under 25%. Man sag ocksa att
sulforafan inducerade autofagocytos och hammade proteinsyntes i cellerna genom att paverka
PI3K/Akt/mTOR/S6K1-signalvégen, en intracelluldr signalvég viktig for reglering av cellens
overlevnad. ICs for proliferation i MCF-7 cellerna (den koncentration av sulforafan det kravs
for att minska proliferationen med 50%) bestamdes till 19 uM for 24 timmars behandling i
det har forsoket vilket, om det stimmer, gor att bada de koncentrationer jag anvande for
gPCR:en var for hoga.

Toxiciteten av sulforafan har varit ett stort problem i det har arbetet och kan vara en viktig
orsak till att ingen effekt av sulforafan pa BCRP har setts. En signifikant sankning av BCRP
aktiviteten kunde i och for sig ses vid 20 uM men fragan ar hur stor vikt man kan lagga vi det
resultatet med tanke pa att forsoket enbart upprepades tva ganger och med fa brunnar for bade
behandling och kontroll. Dessutom gar det inte att saga vilken effekt toxiciteten av sulforafan
hade vid 20 uM eftersom MTS-assayen inte fungerade som cellviabilitets markér. Intressant
ar att uttrycket av BCRP ¢kade vid 80 uM jamfort med 20 uM. Det ar frestande att dra
slutsatsen att detta visar pa en relativ induktion av BCRP via sulforafan men pa grund av den
hoga toxiciteten vi den har koncentrationen kan man inte veta om det beror pa sulforafan eller
att BCRP induceras via andra signalvagar. Ar det dock sa att aktiviteten av BCRP faktiskt
sjunker vid behandling med 20 uM sulforafan &r det en mycket intressant upptackt som skulle
kunna utnyttjas till exempel vid kemoterapi av ldkemedelsresistenta cancerformer dér
resistensen orsakas av en uppregelring av BCRP. Det skulle ocksa vara intressant med tanke
pa en eventuell endogen funktion av BCRP som transportor av potentiellt viktiga amnen till
mjolken. For vidare studier av sulforafans effekt pa BCRP bor en annan metod for att bedéma
toxicitet anvandas.

Toxicitet behover dock inte vara den enda orsaken till att en inducerande effekt pd BCRP
uteblev. Andra mojliga orsaker kan vara att MCF-7 inte ar en lamplig cellinje att studera
uttrycket av BCRP i. Ar grunduttrycket av BCRP redan hogt i MCF-7 cellerna kanske inte
effekten av sulforafan &r tillracklig for att 6ka uttrycket ytterligare. Detta & mojligt eftersom
BCRP har setts bidra till lakemedelsresistens hos cancerceller (Doyle et al., 1998). Eller sa
kan det vara sa att grunduttrycket av Nrf2 ar sa hogt i cellerna att Keapl ar mattad. | sa fall
skulle en hamning av den Keapl-medierade nedbrytningen av Nrf2 inte ha nagon effekt.
Alternativt att cellerna blivit stressade under odling vilket gjort att de redan hade ett Nrf2
paslag vid behandling. Dessa faktorer skulle dock inte forklara sankningen av BCRP-
genuttrycket som sags vid 20uM. For dvrigt ar MCF-7 en cancercellinje och skiljer sig darfor
fran normala mammarceller. Detta skulle kunna gora att sulforafan verkar toxiskt pa MCF-7
men inte normala mammarceller (Pawlik et al., 2013). Sulforafan &r ju som tidigare namnts
kant for sina kemopreventiva egenskaper. Detta stods av Pawlik et al., (2013) som sag att
sulforafan paverkar PI3K/Akt/mTOR/S6K1-signalvagen vilken i sin tur ar uppregelrad hos
cancerceller. Den toxiska effekten av sulforafan skulle alltsa dels kunna vara rent dosberoende
eller s& ger sulforafan olika effekter i olika cellinjer.

En annan mojlig orsak till att sulforafan inte lyckades inducera BCRP i mitt forsok kan helt

enkelt vara att sulforafan inte inducerar BCRP. | tva av de studier jag har tittat pa har man

kommit fram till att det &r troligare att BCRP induceras via AhR-receptorn istéllet och i de
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artiklar jag har Iast har jag inte hittat ndgon information om att sulforafan skulle interagera
med AhR. Ebert et al., (2007) visade ett forsok med Caco-2 celler att BCRP inducerades av
kadnda AhR- och Nrf2-agonister (tBHQ och quercetin) men daremot inte av rena Nrf2-
agonister. | ett annat forsok med muterade MCF-7 celler som saknade AhR sag de dels att
basalnivan av BCRP var mycket lag i dessa celler och att det inte gick att inducera BCRP.
Transfektion av cellerna med en AhR-plasmid 6kade nivaerna av BCRP mRNA och hamning
av nedbrytningan av AhR ledde till en superinduktion av BCRP. Aven Halwachs et al.,
(2012) sa i sin studie med primara bovina juverceller att BCRP inducerades via AhR. Lo och
Matthews (2013) sag i sin studie med MCF-7 celler att 6 timmars behandling med enbart 10
uM sulforafan inte 6kade mangden Nrf2-mRNA i cellerna. Daremot sag man en 6kning av
mangden Nrf2 protein efter 24 timmars behandling och diskuterar darfér mojligheten att
sulforafan kanske stabiliserar Nrf2 men att den inte inducerar nyproduktion av Nrf2. Man sag
ocksa att sulforafan bade gav en signifikant 6kning av NQO1 mRNA och 6kade rekryteringen
av Nrf2 till NQO1-genen. Detta bevisar att sulforafan kan inducera Nrf2-styrda gener bara
genom att stabilisera Nrf2. Fragan man da kan stalla sig & om enbart stabilisering av Nrf2 &r
tillrackligt for att inducera genuttryck av BCRP eller om ¢kad transkription av Nrf2 via till
exempel AhR ocksa behovs.

Sammanfattningsvis kan man saga att jag i den har studien inte har sett nagra bevis for att
sulforafan okar uttrycket av BCRP i MCF-7 celler men jag har inte heller sett nagra bevis for
att det inte kan gora det. Vid 20 pM sags till och med en signifikant minskning av BCRP-
uttrycket, ndgot som skulle kunna vara intressant vid kemoterapi av resistenta tumarformer.
Jag har ocksd sett en synbar koncentrationsberoende okning av Nrf2-aktiviteten efter
behandling med sulforafan men pa grund av toxicitet ar det svart att dra sékra slutsatser kring
detta. Toxicitet av sulforafan var ett stort problem i studien och i framtida forsok bor en annan
analysmetod for toxicitet alternativt en annan cellinje anvéndas.
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