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Abstrakt

Bakgrund: Platelet derived growth factor receptorn (PDGF receptorn) &r en receptor i

kroppen som tillhor typ 111 av Recetor tyrosine kinas (RTK) familjen. PDGF-f receptorn ér en
typ av dessa receptorer som enligt en studie klyvs i tva delar efter ligandbindning med PDGF-
BB ligand: till en extracellular del och en intracellular del. Hypotesen ar att den extracelluléra

delen gar till lysosomen medan den intracelluldra delen gar till proteasomen efter klyvningen.

Syfte: Att undersoka rollen for proteasomen i ligandinducerad fragmentation av PDGF-f3
receptorn och se om det finns ko-lokalisation mellan receptorns extracelluldra del och
proteasomen. Dessutom ska det undersokas hur eventuell ko-lokalisering av PDGF receptorns

extracelluldra fragment med proteasomet paverkas nar proteasomerna i cellerna inhiberas.

Metod: Bj-hTERT celler stimulerades med PDGF-BB ligand under fyra olika
stimuleringstidspunkter (0, 30, 60 och 90 min) och med hjalp av immunofluorescens
undersoktes det om det fanns ko-lokalisering mellan proteasomen och PDGF-f receptorns
extracelluldra del. | ett annat experiment inhiberades aven proteasomens aktivitet med
inhibitoren MG132 och ko-lokalisationen mattes och jamfordes med kontrollceller behandlat

med DMSO for de fyra stimuleringstidspunkterna.

Resultat: For det forsta ko-lokalisationsexperimentet visades ingen storre ko-lokalisering
mellan proteasomen och receptorns extracelluléra del for alla fyra tidspunkter. FOr det andra
ko-lokalisationsexperimentet visades ingen skillnad i ko-lokalisationen mellan proteasomen
och receptorns extracelluldra fragment for cellerna vars proteasomaktivitet inhiberats och
kontrollcellerna. Det visade sig daremot att proteasomen spelade roll for internaliseringen av

receptorns extracellulara del in i cellen.
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Introduktion

Om PDGF receptorn
Platelet derived growth factor receptorn (PDGF receptorn) ar en receptor i kroppen som

tillhor typ 111 av Recetor tyrosine kinas (RTK) familjen. Den har en stor roll i biologiska

funktioner sdsom proliferation av fibroblaster, arteriella glatta muskelceller och gliaceller
(Chen et al., 2012). Den har &ven en viktig roll for vavnadsreparation hos vuxna (Heldin,
2013).

PDGF &r PDGF receptorns ligand och det finns fyra olika typer av former av ligander i PDGF
familjen vilka ar A, B, C och D som bildar fem olika homo eller heterodimerer vilka &r
PDGF-AA, -AB, -BB, -CC och -DD. Det finns dven tva typer av PDGF receptorer: PDGF
receptor -a och PDGF receptor -p. Dessa receptorer dimeriserar vid bindning av PDGF
dimererna och blir till -aa, -Bp eller -ap (Heldin och Lennartsson, 2013). De olika typerna av
PDGEF receptorer har olika affinitet till de olika ligandtyperna. PDGF-a har hog affinitet till -
A, -B, och C medan PDGF-p har hog affinitet till -B och -D. (Raica och Simpean, 2010).

Detta ser man i figur 1 B.

PDGF receptorn har en intracellular del som har tyrosin kinas domén, en transmembran del
som har ca 25 aminosyror och en extracellulér del. Den extracelluldra delen innehaller 5
immunoglobulin (1g) -liknande doméner dér domaner 4 och 5 ar de som stabiliserar dimererna
genom direkt receptor-receptorinteraktion och dar liganden binder till den hydrofobiska ytan i

doman 2. (Norman och Henry, 2014)



PDGF ligand dimers
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Figur 1. Bild A visar PDGF receptorns struktur. Den visar domén 1-5 (D1-D5) och att PDGF dimeren binder i
domén 2. Den visar &ven transmembranan delen och den intracellulara delen som har tyrosin kinas domén
(TK).

Bild B visar vilka ligand dimerer de olika receptortyperna binder till. Till -aa sd binder CC, AB, BB och AA. Till
- aff binder CC, AB och BB och till - binder till DD och BB. (Norman och Henry, 2014)

PDGFR- o har som uppgift att kontrollera gastrulation och utveckling av ménga organ, sasom
lungor, tarmar, hud, testiklar, njurar, skelett och neuroskyddande vavnader. PDGFR- f3

kontrollerar hematopoies och blodkarlsbildning. (Shim et al., 2010)

Det har dven visat sig att vissa PDGF ligander och PDGF receptorer finns i stérre méngder
eller & muterade i olika typer av tumorer. Till exempel sa har man sett att PDGFR- P ir
uppreglerad i prostatacancer. Detta gor receptorerna eller liganderna till en bra mojlig
maltavla for behandling av cancer. Lakemedlet Imatinib &r inhiberar tyrosin kinas aktiviteten
selektiv vilket gor att den har blivit godkand som lakemedel mot gastrointestinala stromala
tumorer och kronisk eosinofil lekuemi. (Demoulin och Essaghir, 2014)

Aktivering av receptorn
Nar receptorn binder till sin ligand sker korsfosforylering i den intracellulédra delen av

receptorn vilket inducerar olika signalvégar vilket man ser i Figur 2 dér bland annat PI3K



aktivering och Akt signalvagen kan leda till NF-kB omplacering till nukleus, JAK-STAT
signalering kan aktivera STAT transkriptionsfaktorer och RAS GTPas signalering aktiverar
AP-1 transkripstions faktorerna (Biolegend, 2021). Transkriptionsfaktorer leder till

gentranskription vilket leder till effekten man ser pa cellulér niva.
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Figur 2. De olika signalvagarna fér PDGF receptorn. (Evrova, 2017)

Endocytos
Efter aktivering av receptorn sa sker autofosforylering och signalering och receptorn

internaliseras genom klatrinmedierad endocytos i endosomer. Signaleringen fortsatter och nar
pH:t i endosomerna minskar sa slutar signaleringen, liganden kommer da att dissociera fran

receptorn och defosforylering kommer att ske. (Heldin och Lennartsson, 2013)

Darefter gar receptorn och liganden till inre membran av multiveskuléra kroppar som ar
fuserade med lysosomer, vilket kommer att leda till att receptorn och liganden kommer att
degraderas av lysosomiska hydrolaser. En annan andel av receptorerna och liganderna
kommer att degraderas i proteasomer genom processer som sker genom polyubiquitination av

receptorerna. Denna process sker med hjélp av ubiquitin ligaset Cbl. (Heldin, 2013)



Innan PDGF-B receptorn degraderas och efter 30- 45 minuter fran att den aktiveras med hjalp
av PDGF-BB ligand sa vet man att den klyvs i tva delar, till en intracellular del och en
extracelluldr del (opublicerad) och sedan degraderas den. Vart exakt i receptorn klyvningen

sker vet man inte exakt och man vet inte heller vilket proteas som &r ansvarigt for klyvningen.

En studie har d&remot visat att proteasomen spelar stor roll for degraderingen av receptorn
genom att de inhiberat proteasomens aktivitet och sett att receptorn paverkas av det och ej
degraderas. Det visades dven ko-lokalisering mellan receptorns intracelluldra del och
proteasomsen 30 minuter efter stimulering med PDGF-BB ligand. Denna studie visade &ven

att lysosomen ej spelade nagon roll fér degraderingen av receptorn. (Rorsman et al., 2016)

Hypotesen &r att nar receptorn klyvs sa gar den extracellulara delen av receptorn till

lysosomen medan den intracellulara delen gar till proteasomen.



Syfte

Syftet med mitt projekt &r att undersoka rollen for proteasomen i ligandinducerad
fragmentation av PDGF-f receptorn genom att anvinda mig av western blotting och
immunofluorescens och se om det finns ko-lokalisation mellan receptorns extracelluléra del
och proteasomen. Dessutom ska det undersokas hur eventuell ko-lokalisering av PDGF
receptorns extracellulara fragment med proteasomen paverkas nar proteasomerna i cellerna

inhiberas.



Metod och material

Cell kultur
Cellndringsmediumet Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM), fetal bovine

serum(FBS), Phosphate-buffered saline (PBS) och Trypsin-EDTA (0,25%) koptes fran Gibco.

Bj-hTERT och A-431 cellinjer odlades i en inkubator vid 37°C och 5% CO: i
naringsmediumet DMEM blandat med 10% FBS. De splittades varje 3-4 dagar genom att
tvattas med PBS och tillsattas 1 ml trypsin som sedan inkuberas i ca 5-10 minuter. Dérefter
tillsattes 5 ml naringsmedium till Bj-hTERT cellerna och 3 ml till A-431 och 1 ml fran de

lades till en ny platta innehallandes 10 ml naringsmedium.

Western blotting
BJ-hTERT och A-431 cellerna sdddes med densiteten 2,5 x 10* celler/cm? respektive 2 x 10

celler/cm? i en 12-brunnarsplatta och lats odlas i 48 timmar innan cell lysering sa att de skulle
na 80-90% konfluens. Sedan sa lades brunnplattan pa is och tvattades med iskallt PBS och

sedan adderades 100 uL provbuffert innehallande 1x Nupage LDS sample buffer och 100mM
DTT. Sedan skrapades cellerna bort fran brunnarna och cellerna lyserades. Bj-hTERT lysaten

overfordes till en tub och A-431 lysaten till en annan Dérefter vortexades tuberna.

Efter det sd kokades lysaten i 5 minuter i 95°C och sedan utfordes SDS-PAGE da 30 uL av
varje lysat adderades till varsin brunn i en NUPAGE novex 4-12% Bis-Tris gel, 1,5mm med
10 brunnar.. 3 uL proteinstandard tillsattes &ven i en enskild brunn. Gelen kordes vid 80V i 20
min och sedan 110V i 1 timme och 40 min. En elektrofores buffert anvandes under tiden
innehallandes 1x NUPAGE MOPS SDS running buffer (Invitrogen).

Darefter sa dverfordes proteinerna till ett immobilion-FL PVDF membran (10x8 cm) som
koptes fran Merck, genom att forst blétlagga sex styckna filterpapper med dverforningsbuffert
innehallandes 25 mM Tris base och 192 mM Glycine och 20% metanol. Sedan lagger man de
i en blot-sandwich enligt Figur 3. Man lagger forst tre styckna filterpapper,sedan lagger man

membranet och sedan gelen och dver det l&gger man ytterligare tre styckna filterpapper.
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Figur 3. Western blot-sandwich for 6verforing av proteiner fran gel till membran. (SinoBiological,
2021)

Denna blot-sandwichen lades i en blot-kammare med 6verforningsbuffert och kordes i 100V i

tva timmar i ett kallt rum.

Darefter blockerades membranen med Odyssey blockeringsbuffert (kopt fran Licor) och Tris
buffered saline (TBS) i 1:3 forhallande i tva timmar med mild skakning i rumstemperatur.
Sedan inkuberades membranen med primadra antikroppar i blockeringsbuffert 6vernatt i 4°C.
De primara antikropparna som testades var anti-PSMD2(PA1-964) fran vardarten kanin och
ar kopt fran Thermo Fisher och anti-PSMD2 (ab26078) fran vardarten get och ar kopt fran
Abcam. Anti-PSMD2(PA1-964) anvandes i 1:250 forhallande med blockeringsbuffert och
anti-PSMD?2 (ab26078) anvandes i koncentrationen 0,5 mg/ml. Bada kanner igen
proteasomerna i cellerna. Varje membran inkuberades med varsin antikroppstyp i en
plastpase i 4°C Gver natten. Darefter tvattades membranen i 3x10 min med TBS-
tween(0,05%) och inkuberades med sekundara antikroppar(Anti-mouse Alexa Fluor 680
(Invitrogen) for blott med PAI-964 och Anti-goat IRD 800CW (Licor) for blott med ab26078)

i blockeringsbuffert i en timme i rumstemperatur med mild skakning. Dérefter tvattades
membranen igen i 3x10 min med TBS-tween(0,05%) och darefter var de redo att analyseras
med en Odyssey Fc scanner kopt fran Licor. Vaglangderna som anvandes var 700 och 800 nm

och tiden var 2 min.
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Immunofluorescens
Efter att Bj-hTERT cellerna hade odlats sa saddes de i en 8-brunnars chamber slide med

densiteten 2,5 x 10* celler/cm?. Efter 24 timmar i 37°C inkubatorn sé sviltes de med
svaltningsmedium (DMEM+ 0,2% FBS) i ytterligare 24 timmar. Sedan sa stimulerades
brunnarna med PDGF-BB ligand i 0,30,60 och 90 minuter. PDGF-BB liganden koptes fran
Peprotech och spaddes i svaltningsmedium for att erhalla slutkoncentrationen 20 ng/ml.

Darefter placerades cellerna pa is och tvattades med iskallt PBS och fixerades med en
formaldehyd I6sning (37% formaldehyd + 10% metanol) utspadd med PBS i 1:10 forhallande
i 15 minuter. Dérefter tvattades de aterigen med PBS i 3x5 min.

Efter det sd markerades kanterna av brunnarna med en hydrofobisk ImmEdge penna kopt fran
Vectorlabs. Sedan rehydrerades cellerna med TBS, permeabiliserades med TBS + 0,2%
Triton-X i 10 minuter med mild skakning och sedan tvattades de aterigen med TBS. Darefter
blockerades de i en timme i en fuktkammare med blockeringsbuffert (Odyssey blocking
buffer + TBS 1:1). Sedan inkuberades de med primara antikroppar i blockeringsbuffert
overnatt i en fuktkammare i 4°C. De antikroppar som anvandes var anti-PDGFRf (AF385)
fran vardarten get i 1:200 forhallande, som kanner igen den extracellulara delen av receptorn
och ar kopt fran RnD Systems samt anti-PSMD2 (PA1-964) fran vardarten kanin i 1:250
forhallande som kénner igen proteasomerna i cellerna och ar kopt av Thermo Fisher.
Koncentrationen for anti-PSMD2 (PA1-964) antikroppen bestdmdes genom ett titreringstest
som tidigare utforts dar olika koncentrationer testades (1:100, 1:250, 1:500 och 1:1000) och

det visade sig att 1:250 var mest optimalt.

Dérefter tvattades de i 3x10min med TBS+0,05%-Tween-20 under mild skakning. Efter det
inkuberades de i sekundara antikroppar+ Hoechst 1:1000 med blockeringsbuffert i en timme i
37°C inkubatorn med en fuktkammare. De sekundara antikropparna som anvandes var anti-
get Alexa Flour 647 och anti-kanin Alexa Flour 555 bada i forhallandet 1:500 kopta fran

Invitrogen.

Sedan tvéttades de igen i 3x10min med TBS+0,05%-Tween-20 under mild skakning och l&ts
sedan torka for tillsatta Slow fade Gold antifade reagent (kopt fran Thermo Scientific) till
cellerna och sedan técka de med ett #1,5 tackglas. Sedan var de redo att mikroskoperas. Detta
experiment utfordes 3 ganger for att fa sa palitligt resultat som mojligt.

For det andra ko-lokaliseringsexperimentet sa anvandes immunofluorescens igen. Bj-hTERT

celler saddes i samma densitet och sviltes i samma omstandigheter. Dagen efter de sviltes sa
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inkuberades cellerna antingen med MG132 (kopt fran Sigma) for att inhibera
proteasomfunktionen eller DMSO (kopt fran sigma) som kontroll och sedan stimulera de pa
samma satt som forsta ko-lokalisationsexperimentet och se vilken skillnad
proteasominhiberingen gjorde. Koncentrationen som anvéandes var 25 mM fér MG132 och de
inkuberades i tva timmar och 30 minuter innan de borjade stimuleras med liganden. Den
resterande processen var som forsta ko-lokalisationsexperimentet. Aven detta experiment togs

3 ganger for att fa sa palitligt resultat som mojligt.

Mikroskopi och bildanalys
Mikroskopet som anvandes for immunoflourescens experimenten var Axioplan 2 kdpt av

Zeiss. Objektivet som anvandes var Leitz oil objective 40x/1.3. Bilderna togs med filter for
DAPI, Alexa 546(Cy3) och Alexa 647(Cy5) som var kompatibla med Hoechst fargningen av
cellkérnorna, fluoroforen Alexa555 som anvandes for proteasomen och Alexa647 for
receptorns extracelluldra del. Det togs tre bilder fran varje brunn och exponeringstiden var
samma for alla bilder i varje experiment. Efter att bilderna togs med mikroskopet sa raknades
ko-lokalisationen mellan proteasomerna och receptorns extracelluléra del med hjalp av
programmet Image J. Fran varje tidpunkt i varje experiment togs det ca 20-30 celler och ko-
lokalisationen mattes genom att fa fram Pearsons R-varde. De olika kanalerna i bilderna
splittades och proteasomfargningen i cellerna anvandes till markera hela cellen med freehand
selection funktionen och sedan anvéandes Coloc 2 funktionen for att fa fram Pearsons R-vérde.

Statistisk analys
Medelvardet av Pearsons R-vérde for varje tidpunkt togs och sattes in i ett stapeldiagram.

Standardavvikelsen for varje tidpunkt rdknades dven ut.

T-test utfordes for ko-lokaliseringsexperimentens medelvarde. For forsta ko-
lokaliersingexperimentet jamfordes tidspunkten O min med 30,60 och 90 min for att se om det

fanns nagon skillnad i medelvardena for de olika tidspunkterna jamfort med 0 min.

For det andra ko-lokaliseringsexperimentet jamfordes MG132 och DMSO grupperna med
varandra for varje tidspunkt for att se om det fanns nagon skillnad mellan de olika gruppernas

medelvéarden.
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Resultat

Validering av tva PSMD2 antikroppar
Ett valideringstest utfordes med hjalp av western blot metoden for att se vilken av

antikropparna anti-PSMD2(PA1-964) och anti-PSMD2 (ab26078) skulle binda mest specifikt
till proteasomerna i cellerna och i vilken av de tre cellinjerna, Bj-hTERT, A-431 och
HEK?293-PDGFRDb, de skulle binda till.

Western blot analysen visade som man ser i figur 4 och 5 att det var Bj-hTERT som visade
det mest rena bandet for PSMD2for PA1-964 antikroppen och att den inte hade storningsband
som for de resterande cell linjer. Den visade aven bandet pa den korrekta storleken (~100
kDa). Detta visade alltsa att PA1-964 antikroppen bundits bast till PSMD2 i Bj-hTERT
lysaten. Ab26078 antikroppen visade som man ser i figur 5 att den hade extra band vilket
tyder pa att denna antikropp inte binder specifikt till PSMD2.

kDa kDa
j- A-431 HEK293- Bj-hTERT A-431 HEK293-
S PDGFRb PDGFRb
260  w—— 2,3'['
160 ~ 160 .-
125 — . 125 ..
——— ~ ~100 =
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4 20 .. ~_| kDa
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70
- o
50 .
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- s ) '
Figur 4. Western Blot for PA1-964 antikroppen. Figur 5. Western blot for ab26078 antikroppen.

Ko-lokalisationsexperiment mellan PSMD2 och PDGF receptorns extracellulara del
Forsta ko-lokalisationsexperimentet utfordes for att se om det fanns nagon ko-lokalisation

mellan proteasomerna och PDGF receptorns extracelluléra del och om ko-lokaliseringen
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andras vid stimulering av PDGFR med liganden PDGF-BB vid olika tidspunkter, 0 30, 60
och 90 minuter.

Egentligen skulle den intracelluldra delen testas i stéllet for den extracelluldra delen av
receptorn men antikroppen skulle inte passa med den proteasomtypen som anvéndes eftersom
de kom fran olika vérdearter. Darfor utfordes detta experiment i stallet som kan raknas som

ett kontrollexperiment for att se till att hypotesen stimmer.

| figur 6 nedan sa ser man hur cellerna sag ut efter de olika tidspunkternas stimulering.

Figur 6. Bj-hTERT cellerna efter stimulering med liganden PDGF-BB i 0(A), 30(B), 60(C) och 90(D)
min.

Rod farg: PDGF receptorns extracellulara del.
Gron farg: PSMD2 proteasomen.
Bla farg: Cellkarnan.
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Resultatet fran ko-lokalisationsexperimentet som utfordes ser man i grafen i figur 7 och det
visade att det inte fanns nagon stérre ko-lokalisation mellan proteasomen och PDGF
receptorns extracelluldra del vid ligand-inducerad stimulering av receptorn efter 0, 30 och 60
min. Man ser daremot att ko-lokaliseringen &r hdgre vid tidpunkten 90 min an vid de andra tre

tidspunkterna.

Ko-lokalisation mellan PSMD2 och PDGFR extra

*
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05
0 30 60 90

PDGF-BB stimulering (min)

Pearsons R-varde

Figur 7. Graf som visar ko-lokaliseringen mellan PSMD2 och PDGF receptorns extracellulara del

efter stimulering med PDGF-BB i 0, 30, 60 eller 90 minuter. * p <0,05.

T-testet visade enligt tabell 1 att det ej fanns nagon skillnad pa 30 och 60 minuter jamfort med
0 minuter men att det foér 90 minuter fanns en signifikant skillnad (p < 0,05) jamfért med 0

min med 97,3% sakerhetsniva.

Tabell 1. T-test for de olika tidspunkterna jamfért med O min.

Tidspunkter (min) P

0 och 30 0,132
0 och 60 0,276
0 och 90 0,027
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Ko-lokalisationsexperiment mellan PSMD2 och PDGF receptorns extracellulara del

efter inhibering av proteasomens aktivitet
Yiterligare ett ko-lokalisations experiment utfordes, denna gang for att se vad som skulle

hénda om proteasomens aktivitet i cellerna hammades. Cellerna behandlades i total 4 timmar
med antingen proteasominhibireraren MG132 eller DMSO som referens. Sedan stimulerades
cellerna med PDGF-BB i 0, 30, 60 och 90 min. | figur 8 nedan ser man att den rdda fargen,
alltsa receptorns extracelluldra del gar fran att vara diffus Gver hela cellen vilket visar att den
ar i plasmamembranet, till att det blir till en flack som ar koncentrerad inuti cellen vilket
indikerar pa att receptorn &r internaliserad. Den fortsatter att vara diffus dven vid 60 och 90
minuter vilket ej sker i kontrollen. Detta liknar hur receptorn ser ut nér den ej &r stimulerad
men skillnaden ar de flackarna som uppstar ju mer stimulerad den ar vilket ar

internaliseringen.

Figur 8. Bj-hTERT cellerna efter inhibering av proteasomens aktivitet med MG132 och stimulering av
PDGF receptorn med liganden PDGF-BB vid 0(A), 30(B), 60(C) och 90(D) min.

Rod farg: PDGF receptorns extracellulara del.

Gron farg: PSMD2 proteasomen.

Bla farg: Cellkarnan.



Figur 9. Bj-hTERT cellerna efter behandling med DMSO och stimulering av PDGF receptorn med
liganden PDGF-BB vid 0(A), 30(B), 60(C) och 90(D) min.

Rod farg: PDGF receptorns extracellulara del.

Gron farg: PSMD2 proteasomen.

Bla farg: Cellkarnan

| figur 10 nedan ser man att det inte ar sa stor skillnad i ko-lokaliseringen mellan de celler
vars proteasomaktivitet har inhiberats och de celler vars proteasomaktivitet ej har inhiberats.
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Ko-lokalisation efter behandling med MG132 eller DMSO

0 30 60 90

PDGF-BB stimulering (min)

o °
n )}

©
»

pearsons R-vdrde
=} o
N w

o©
N

o

B MG132 mDMSO

Figur 10. Graf som visar ko-lokaliseringen mellan PSMD2 och PDGF receptorns extracellulara del
efter inhibering av proteasomens aktivitet eller med DMSO som kontroll.

T-testet i tabell 2 nedan visade att det ej fanns nagon signifikant skillnad mellan DMSO

gruppen och MG132 gruppen da ingen av P-vérdena visade sig vara under 0,05.

Tabell 2. T-test for skillnaden mellan DMSO gruppen och MG132 gruppen vid de fyra olika
tidspunkterna.

Tidpunkt (min) P

0 0,329
30 0,526
60 0,066
90 0,801
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Diskussion
| tidigare opublicerade studier har det visats att PDGF-P receptorn klyvs i tva delar efter att

den aktiveras med hjalp av PDGF-BB ligandbindning. Enligt hypotesen &r dessa tva delar en
extracellular del som gar till lysosomen och en intracellular del som gar till proteasomen.

Syftet med denna studie var att undersdka proteasomens roll i den ligandinducerade
fragmenteringen av receptorn och underséka om det finns ndgon ko-lokalisation mellan
receptorns extracelluldra del och proteasomen. Syftet var dven att undersoka ko-lokaliseringen

nér proteasomens aktivitet inhiberas.
Ko-lokaliseringsexperiment 1:

Resultatet for forsta ko-lokalisationsexperimentet dar man undersokte om det fanns nagon ko-
lokalisation mellan proteasomen och receptorns extracelluldra del visade att det ej fanns
nagon storre ko-lokalisation for tidspunkterna, speciellt for tidspunkterna 0, 30 och 60 min.
For 90 minuter var Pearsons R-vérde hogre an de andra tidspunkterna men déremot raknas det
fortfarande inte som fullstandig ko-lokalisation. Detta eftersom Pearsons R-varde var ungefar
0,4. Pearsons varde kan variera fran -1 vilket ar motsatsen till ko-lokalisation till 1 som &r
perfekt ko-lokalisering. Da 0,4 ar narmre till 0 som &r ingen ko-lokalisering sa raknas det som

att det inte fanns nagon ko-lokalisering.

Att 90 minuters tidspunkten skiljde sig fran de andra tidspunkterna ser man aven i t-testet jag

visade dar tidspunkten 90 min visade sig skilja sig fran 0 min med 97,3% sakerhet.

Att det ej fanns ndgon ko-lokalisation stimmer 6verens med hypotesen eftersom receptorns
extracelluldra del enligt denna hypotes gar ej till proteasomen efter klyvning utan den gar till

lysosomen.
Ko-lokaliseringsexperiment 2:

Det andra ko-lokalisationsexperimentet visade att fargningen av receptorns fragment efter
cellens proteasominhibering var lika diffus 6ver cellen vid alla 4 tidspunkter. Skillnaden var
att diffusiteten minskade med tiden for kontrollcellerna, vilket inte hande i cellerna vars
proteasomaktivitet inhiberats. Detta beror pa att det &r mer internalisering som skedde hos

kontrollcellerna.

Detta visar att proteasamen har en roll for internaliseringen av receptorn, eftersom ju mindre
diffusitet det finns desto mer receptorn har internaliserats. Himmar man proteasomens

aktivitet kommer receptorn ej att internaliseras lika mycket som det gor i kontrollen. Detta
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stdimmer 6verens med tidigare studierna som visat att hdmning av proteasomens aktivitet gor

att receptorn internaliseras/degraderas mindre.

Vad géller ko-lokalisationen sa visade det sig att det ej var nagon storre skillnad i ko-
lokalisationen mellan cellerna vars proteasomaktivitet inhiberats mot kontrollcellerna. Detta
visades aven i t-testet att det ej var nagon skillnad mellan MG132 och DMSO gruppen vid de

olika tidspunkterna.
Detta tyder pa att ko-lokalisationen ej forandras efter inhibering av proteasomens aktivitet.

For att ytterligare testa hypotesen att den intracellulara delen gar till proteasomen och att den
extracelluldra delen gar till lysosomen sa skulle man kunna géra samma experiment men med
lysosomen och exracelluldra fragmentet och méta ko-lokalisationen mellan de. Skulle
hypotesen stdmma skulle man se ko-lokalisation dar.

Man skulle &ven kunna testa proteasomens roll i fragmenteringen genom att se hur den
paverkar receptorns intracellulara fragment. Man har tidigare testat ko-lokaliseringen mellan
de och for att ytterligare testa proteasomens funktion dar skulle man kunna inhibera dess

aktivitet dven har och se hur det paverkar ko-lokalisationen.
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Slutsats
Slutsatsen &r att det ej finns nagon storre ko-lokalisation mellan proteasamen och PDGF-

receptorns extracelluldra del efter stimulering och klyvning. Det visade dven sig att det gj
fanns nagon storre skillnad i ko-lokalisationen mellan cellerna vars proteasomaktivitet
inhiberats och kontroll cellerna. Daremot visade det sig att proteasomen har en roll for
internaliseringen av receptorn och att inhibering av proteasomens aktivitet leder till mindre

internalisering.
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