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Forord
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armer og lært meg opp i god vitenskapelig ånd. Astrid, du fortjener en spesiell takk for å ha bidratt

med stilig forsidebilde og for å ha stilt opp for meg til enhver tid, med godt humør og konstruktive

tilbakemeldinger. Du er alle masterstudenters drømmeveileder! Randi, du fortjener også en spesiell

takk, for å ha bidratt med både kropp og sjel. De øvrige medlemmene av PLA2-gruppa fortjener alle

en takk for å ha skapt et godt og humørfylt arbeidsmiljø, som det har vært veldig hyggelig å være en

del av.
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med verdifull Lyx-hjelp og kjæresten min som har gitt meg en smak av livet, til tross for at jeg har

levd inni min egen masterboble.

Kari Ellen Hansen
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Sammendrag

I denne masteroppgaven har det blitt utviklet primerpar for 17 humane PLA2-isotyper. Ved

hjelp av primerene har vi påvist uttrykk av 17 PLA2-isotyper i HaCaT-keratinocytter, hvorav 11

av disse representerer førstegangspåvisninger i HaCaT. Funnene representerer økt kunnskap om

PLA2-familien og viser at HaCaT uttrykker et mangfold av PLA2-isotyper. Primerene ble også

benyttet til å kartlegge PLA2-uttrykk gjennom keratinocytters di�erensiering. Resultatene viser at

13 av 17 isotyper uttrykkes gjennom hele di�erensieringsprosessen, som indikerer at PLA2-enzymer

spiller sentrale roller i lipidmetabolisme i human epidermis. PLA2G2A viste, som den eneste av

de studerte isotypene, sterk oppregulering under di�erensieringen, som vitner om at enzymet kan

spille en viktig rolle i de øvre strata i epidermis.

Under utviklingen av primerparene ble human postnatal placenta tatt i bruk som antatt positiv

kontroll for uttrykk av samtlige PLA2-isotyper. 8 av 17 primerpar detekterte mRNA i placenta,

hvorav PLA2 gruppe 2D, 4C, 4D og 10 representerer førstegangspåvisninger i human placenta.

Primerene utgjør et verktøy som gjør det mulig å kartlegge PLA2-uttrykk i alle humane celler og

vev. Da diverse PLA2-isotyper har blitt vist å spille en sentral rolle i in�ammasjonssykdommer ved

å katalysere hydrolysen av arakidonsyre fra glyserofosfolipider, vil det være intressant å kartlegge

PLA2-uttrykk i friskt vev versus betent vev. Primerene vil legge grunnlaget for økt forståelse av

de mange PLA2-enzymenes funksjoner i in�ammasjonssammenheng, og potensielt legge grunnlag

for utvikling av målrettede medisiner mot kronisk in�ammatoriske sykdommer.
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1 INTRODUKSJON

1 Introduksjon

Denne masteroppgaven tar for seg familien av fosfolipase A2 (PLA2)-enzymer, og forsøker å kartlegge

uttrykk av disse i epidermis, som er hudens ytterste lag. Oppgaven er relevant i forhold til in�amma-

sjonssykdommer generelt og psoriasis spesielt, ettersom den bidrar til å øke kunnskap om PLA2, som

på sikt kan legge grunnlag for å utvikle målrettede medisiner i forhold til disse. Arbeidet er basert på

HaCaT, som er en human keratinocyttcellelinje med egenskaper som gjør den velegnet til forskning

på in�ammasjonssykdommer i huden. Introduksjonen gir først en generell bakgrunn i forhold til hud-

ens oppbygning, HaCaT-cellelinjen og psoriasis (Avsnitt 1.1-1.2), før den tar for seg PLA2-familien i

mer detalj i avsnitt 1.3. Introduksjonen avsluttes i Avsnitt 1.5 med en forklaring av utgangspunkt for

oppgaven.

1.1 Huden

Hudens oppgaver er å hindre væsketap og beskytte mot fysisk skade og infeksjon i tillegg til tem-

peraturregulering, sansing og ikke-verbal kommunikasjon. Den består av tre lag: epidermis, dermis

og hypodermis. I huden �ns kjertelstrukturer (talg og svette), blodårer, nerve�bre og spesialiserte

føleorganer. Epidermis ligger ytterst og danner en elastisk barriere mot det ytre miljø. Det �ns in-

gen blodårer i epidermis, derfor skjer all utveksling av oksygen, næringssto�er og avfallssto�er ved

di�usjon fra blodårene som ligger i øvre del av dermis [1, 2]. Epidermis består hovedsaklig av keratino-

cytter som danner et kontinuerlig lagdelt epitelvev. Lagene består, i rekkefølge fra ytterst til innerst,

av stratum corneum, stratum granulosum, stratum spinosum og stratum basale. Se Figur 1. Kerati-

nocyttene prolifererer kun i stratum basale. Dattercellene skyves deretter utover mot hudover�aten,

hvor de danner et hornlag. Dette slites med tiden av og erstattes av et nytt hornlag i en kontinuerlig

prosess som sikrer at over�aten alltid er ny og slitesterk. Epidermis fornyes fullstendig på 3-4 uker.

Etter hvert som keratinocyttene for�yttes utover, igangsettes en di�erensieringsprosess og cellene mis-

ter evnen til å proliferere. Prosessen er en serie av genetisk kodede hendelser som involverer 1) tap

av evnen til proliferering, 2) større og �atere celler, 3) dannelse av nye organeller samtidig som gamle

organeller reorganiseres og til slutt degraderes, 4) syntese av nye proteiner og lipider, 5) endringer i

plasmamembran, over�ateantigener og -reseptorer og 6) dehydrering. Til slutt er keratinocyttene fer-

dig di�erensierte, døde hornceller fylt med keratin, som er et intermediært �lament [3]. Andre celler

i epidermis er melanocytter, merkelceller, langerhansceller og lymfocytter. Langerhanscellene er dend-

rittceller som presenterer antigener til lymfocyttene, og produserer og sender ut cytokiner, som er små

proteiner som fungerer som signalsto�er mellom celler. Keratinocytter kan respondere på cytokiner og

andre proin�ammatoriske mediatorer. Dette er et eksempel på hvordan de ulike celletypene i huden

kommuniserer med hverandre [4]
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1.2 Psoriasis 1 INTRODUKSJON

Figur 1: Epidermis består i hovedsak av keratinocytter som danner et lagdelt epitelvev, bestående av
stratum corneum ytterst, stratum granulosum, stratum spinosum og stratum basale innerst. Keratino-
cytter prolifererer kun i stratum basale. Dattercellene skyves deretter utover mot hudover�aten, hvor
de danner et hornlag. [5]

1.2 Psoriasis

Psoriasis er en kronisk in�ammatorisk hudsykdom som rammer 2-3% av verdens befolkning. Sykdom-

men kan forekomme i ulike former og i tidsperioder av varierende lengde. Ofte deles sykdommen opp

i to hovedformer: psoriasis vulgaris (stor�ekket psoriasis, se Figur 2) som kjennetegnes av utslett og

røde, og i blant sølvfargede, skjelldannelser, og pustuløs psoriasis hvor utslettet utvikles til synlige

pussblemmer med ansamlinger av hvite blodceller [4]. Psoriasis kan også forårsake in�ammasjon i ledd

og kalles da psoriasis artritt [6]. Skjelldannelsene oppstår som regel på albuer, knær og i hodeskallen,

mens blemmene oftest oppstår i hånd�ater og på fotsåler. Skjelldannelsene er et resultat av en hy-

perprolifererende epidermis med keratinocytter som ikke er ferdig di�erensierte idet de når stratum

corneum. Rødfargen i skjelldannelsene skyldes at kapillærer når over�aten i epidermis [4].

Psoriasis er en kompleks sykdom på både genomisk, cellulært og transkripsjonelt nivå, med inn-

tregning av ulike typer leukocytter i huden, endret vekst- og di�erensieringsmønster av cellene i huden,

og endret genuttrykk av mer enn 1300 gener i psoriatisk plakk, sammenlignet med normal hud [8]. Et

ukjent antigen i lymfeknutene aktiverer T-celler, slik at de entrer blodbanen. De aktiverte T-cellene
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1 INTRODUKSJON 1.2 Psoriasis

Figur 2: Sølvfargede skjelldannelser som kjennetegner psoriasis vulgaris. [7]

binder til det vaskulære endotelet, migrerer ut i dermis og epidermis, og danner et in�ltrat av hvite

blodceller i huden. Her sender de hvite blodcellene ut proin�ammatoriske cytokiner som interleukin 1

(IL-1) og tumornekrosefaktor (TNF). De hvite blodcellene sender også ut kjemokiner, som er cytoki-

ner med kjemotaktisk virkning på celler med tilhørende kjemokinreseptorer. Cytokinene bidrar til å

skape et proin�ammatorisk miljø i huden, som resulterer i økt proliferasjon og endret di�erensierings-

mønster hos keratinocyttene. Disse vekst- og di�erensieringsendringene er et karakteristisk kjennetegn

for sårheling (regenerativ modning). Flere av nøkkelproteinene som uttrykkes av keratinocytter som

gjennomgår regenerativ modning, virker kjemotaktisk på hvite blodceller. Dermed vil cytokinene og

kjemokinene som de hvite blodcellene sender ut i huden resultere i at enda �ere hvite blodceller in-

�ltrerer huden. Det dannes på denne måten en positiv tilbakekobling som gjør at in�ammasjonen

opprettholdes som en langvarig sårhelingsrespons [8, 9].

Den utløsende årsaken til psoriasis er ikke kjent, men både genetiske faktorer og miljøfaktorer er in-

volvert i sykdomsutviklingen. Mikrobielle infeksjoner, psykisk stress, skader i huden, overvekt, kosthold,

alkohol og røyking kan forverre sykdommen [10]. Det �nnes i dag �ere former for medisiner og behand-

linger mot psoriasis. Betennelsesdempende legemidler (NSAIDs, Nonsteroidal anti-in�ammatory drugs)

som ibuprofen og acetylsalisylsyre virker både smertelindrende og betennelsesdempende. Ulempen er at

NSAIDs kan irritere mageslimhinnen og forårsake magesår [11]. Kortikosteroider som kortison trenger

gjennom stratum corneum, binder til steroidreseptorer i levende keratinocytter og påvirker DNA-

syntesen, som resulterer i endret genuttrykk. Glukokortikoider virker både gjennom reseptormediert

og direkte hemming av in�ammatoriske celler, og kan i tillegg hemme in�ammasjonsmediatorer som

fosfolipase A2(PLA2)-enzymer. Ine�ektiv gjennomtregning av stratum corneum, utvikling av resistens,

bivirkninger og høye kostnader er problematisk ved bruk av kortikosteroider [12]. Metotreksat er et

sykdomsmodi�serende anti-revmatisk legemiddel (DMARD, Disease modifying anti-rheumatic drug)

som hemmer DNA-syntese i keratinocytter ved å utkonkurrere folsyre i tymidinsyntese, som er essen-

3



1.3 Fosfolipase A2 (PLA2) 1 INTRODUKSJON

sielt i DNA-syntese. Medikamentet kan skade blod- og leverceller og brukere må jevnlig gå til legen for

å ta blodprøve og sjekke leverfunksjon [13]. Vitamin D3-analoger som Daivonex hemmer celledeling i

keratinocyttene og fremmer fullstendig di�erensiering. Daivonex® er en salve som skal smøres på de

berørte områdene 2 ganger daglig [14]. Dette kan oppleves som bryderi og skape misnøye for brukerne.

Sollys har vist seg å sakke celledeling i hudceller, sannsynligvis ved å modulere uttrykk av adhesjons-

molekyler og induksjon av apoptose i T-celler [13]. Derfor benyttes UVB-lys i behandling av psoriasis,

ofte i kombinasjon med medikamenter. PUVA (Psoralen plus ultraviolett A) er en behandling som

kombinerer UVA-lys og psoralen, som gjør huden mer lyssensitiv. Ved langvarige behandlinger med

UV-lys følger en økt risiko for å få hudkreft [15].

De siste 10-15 årene har en ny gren innen DMARDs skutt fart. �Biologics� er antisto�er produsert

ved rekombinant DNA-teknologi for å spesi�kt interagere med celleover�atereseptorer eller cytokiner

som spiller en sentral rolle i sykdomsutviklingen. Antisto�ene kan blokkere aktiviteten til ett eller

�ere spesifkke proteiner. Eksempelvis interagerer alefacept med T-celler slik at de ikke aktiveres, og

reduserer dermed in�ltrasjonen av aktiverte T-celler i epidermis. Etanercept er en human rekombinant

TNF-reseptor som reduserer den in�ammatoriske responsen ved å hemme interaksjoner mellom TNF

og TNF-reseptorer på celleover�aten [12]. Som med alle immunosuppressive medikamenter, fører bio-

logics til en økt risiko for infeksjoner og ondartede svulster [12, 16]. Det er derfor ønskelig å utvikle

behandlinger og medikamenter som er e�ektive og uten uønskede bivirkninger. For å kunne gjøre det, er

det nødvendig å kartlegge mekanismene som medvirker i igangsettingen av psoriasis spesielt og kronisk

in�ammasjon generelt. For å forstå mekanismene som medvirker til igangsettingen av hudsykdommer,

er det nødvendig å først kartlegge de molekylære mekanismene i normal hud, som er et av målene i

denne masteroppgaven.

1.3 Fosfolipase A2 (PLA2)

1.3.1 PLA2-familien

Fosfolipase A2 (PLA2)-familien består av en gruppe enzymer som katalyserer hydrolysen av fett-

syrer i sn2-posisjon i glyserofosfolipider, og produserer med det lysofosfolipider og frie fettsyrer. Se

Figur 1.3. Det er i dag kartlagt 34 isotyper, hvorav 28 har blitt påvist i mennesker [17]. Fettsyrene

som frigis, omdannes av ulike enzymer til biologisk viktige signalmolekyler. Arakidonsyre er en fri

fettsyre som initierer arakidonsyrekaskaden og leder til syntese av eikosanoider som prostaglandiner,

tromboksaner, leukotriener og lipoksiner [6]. Arakidonsyre og eikosanoider spiller en sentral rolle i

prosesser som intracellulær signalisering, celledeling og -di�erensiering, apoptose, in�ammasjon, blod-

koagulasjon og permeabilitet i blodårevegger [6, 18, 17]. Lysofosfolipider omdannes til lysofostfatsyre

(LPA) og plateaktiverende faktor (PAF). LPA er involvert i cellers migrasjon, proliferasjon og an-

giogenese. PAF er involvert i in�ammatoriske prosesser, og det �nnes indikasjoner på at PAF også

initierer en dedi�erensiering av di�erensierte keratinocytter slik at de gjenvinner evnen til celledeling

4



1 INTRODUKSJON 1.3 Fosfolipase A2 (PLA2)

(author?). Eikosanoider og lysofosfolipider virker gjennom binding til spesi�kke G-proteinkoblede

reseptorer [17, 20].

Figur 3: Fosfolipidstruktur og kuttesete for fosfolipase A2 (PLA2). Spaltingen resulterer i en fri fettsyre
og lysofosfolipidprodukter. [21]

1.3.2 PLA2-isotyper

Fosfolipase A2-familien deles tradisjonelt inn i 15 grupper, med varierende antall medlemmer i hver

gruppe. Disse kan deles inn i fem hovedgrupper, basert på deres katalytiske mekanisme, funksjon

og struktur: sekretoriske (sPLA2), cytosoliske Ca2+-avhengige (cPLA2), cytosoliske Ca2+-uavhengige

(iPLA2), PAF-hydrolaser (PAF-AH) og lysosomale PLA2. sPLA2 er små proteiner (14-18 kDa) med

5-8 disul�dbindinger som har histidin i sitt aktive sete. cPLA2 er store cytosoliske proteiner (61-

116 kDa) med serin (avhengig av en Ser/Asp-interaksjon) i sitt aktive sete. cPLA2 er ikke avhengig

av kalsium for å utføre sin katalytiske funksjon, men for translokasjon av enzym til intracellulære

membraner. Ca2+-uavhengige iPLA2 varierer mye i størrelse (28-146 kDa) og har i likhet med cPLA2

serin i sitt aktive sete. PLA2 gruppe 7 og 8 kan hydrolysere acetylgruppen fra sn2-posisjonen i PAF

og ble derfor opprinnelig kalt PAF-acetylhydrolaser. Disse har også serin i sitt aktive sete. Lysosomale

PLA2 �nnes i lysosomer og er Ca2+-uavhengige [17]. I denne masteroppgaven er 17 av de 28 humane

PLA2-enzymene studert og deres uttrykk og funksjon vil bli beskrevet mer detaljert i det følgende. Se

Tabell 1 for klassi�sering og oppsummering av PLA2-påvisninger i humant vev og celler.

1.3.3 sPLA2

PLA2G2A (Fosfolipase gruppe 2A) er blant de best beskrevne av alle PLA2-isotypene og ble i men-

neskevev først identi�sert i leddvæske fra leddgiktspasienter [22]. Enzymet har i menneske har blitt

påvist i akuttfaseserum, tårekjertler, tarmslimhinner, vaskulære glattmuskelceller og epitelceller i pro-

stata [29, 53]. I tillegg har enzymet blitt påvist oppregulert i betent vev i sykdommer som psoriasis,

osteoartritt, leddgikt, sarkoidose, Chrons sykdom, blodforgiftning og septisk sjokk [6, 54, 55, 56, 57].

I blodforgiftning og septisk sjokk korrelerte genuttrykket sterkt med alvorlighetsgraden av sykdom-

men [56]. Enzymet har antibakterielle egenskaper ved at det kan opptre som et akuttfaseprotein [58].
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Tabell 1: Humane celler og vev hvor PLA2-isotyper har blitt påvist.

Gruppe Klassi�sering Første gang påvist i humant vev
Påvist i humane keratinocyt-

ter/epidermis/epitelvev
Påvist i
HaCaT

2A sPLA2 Trombocytter[22]
Epidermis, primære
keratinocytter [23, 24]

[25]

2D sPLA2 Milt [26]
Frisk hud, primære

keratinocytter [25, 27]
[25]

2E sPLA2 Placenta[28] Lungeepitel [29]

3 sPLA2 Diverse vev [30] Tykktarmsepitel [31]

4A cPLA2 Trombocytter [32] Keratinocytter [33] [34]

4C cPLA2 Hjerte [35] Luftveisepitel [36]

4D cPLA2 Psoriatisk hud [37]
Psoriatisk hud og

keratinocytt-cDNA-bibliotek
[37]

4F cPLA2 Keratinocytter [38] Primære keratinocytter [38]

5 sPLA2 Diverse vev [39] Primære keratinocytter [23] [25]

6A iPLA2 B-celler [40] HaCaT-keratinocytter [34] [34]

6B iPLA2 Diverse vev [41, 42]

6C iPLA2 Trombocytter [43] Oppregulert i lepralesjoner [44]

6D iPLA2 SW872 liposarkomceller [45] Tarmepitel [45]

6F iPLA2 Diverse vev[46] SCC13-keratinocytter [47]

7A PAF-AH Plasma [48, 49] Blodåreepitel [50]

10 sPLA2 Lunge [51]
Hud og primære

keratinocytter[25, 27]
[25]

12A sPLA2 Diverse vev[52] Primære keratinocytter [27]

PLA2G2A er involvert i celledeling, migrasjon, apoptose, remodellering av cellemembraner og fettav-

leiringer i blodårer [56, 53]. I di�erensieringsstudier av humane keratinocytter har PLA2G2A vist seg

å være lavt uttrykt i de nedre strata i frisk hud, og uttrykt i større grad i øvre strata [27].

PLA2G2D ble i menneske først identi�sert i milt [26] og har senere blitt påvist i tykktarm [31],

mastceller [59], THP-1 monocytter [60] og SW982-�broblaster (Ikke publisert. Pers. meddelelse, A.

Feuerherm, 2011). I forbindelse med in�ammasjon har enzymet blitt påvist i humane kondrocytter

fra leddgikt- og osteoartrittpasienter [57] og i ødelagte kardiomyocytter [29]. I mus har enzymet blitt

påvist i bukspyttkjertel, milt, tymus, hud, lunger, eggstokker og eosino�le [53].

PLA2G2E ble i menneske først påvist i placenta [28], og senere i vaskulære glattmuskelceller og

i epitelceller i tarmslimhinnen [29]. I mus har enymet blitt påvist i tyroidkjertelen, livmor, hjerne,

hjerte, lever, lunger, tarmer, milt, embryo og placenta [61, 59, 31]. Studier gjort på mus tyder på at

enzymet deltar i betennelsesprosesser som involverer allergiske reaksjoner styrt av mastceller. Enzymet

har også blitt detektert i hud hos mus med atopisk eksem, i motsetning til friske mus, hvor genet ikke
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ble detektert i huden[61]. Enzymet har antibakterielle egenskaper og er strukturelt i nær slekt med

PLA2 gruppe 2A og 2D. Det er derfor naturlig at enzymet har lignende oppgaver. Gruppe 2E er

generelt svakere uttrykt enn både 2A og 2D, derfor har det i mange studier vært vanskelig å påvise

uttrykk av genet [61].

PLA2G3 skiller seg fra andre humane sPLA2 ved at det har unike amino- og karboksylender, det

er større (55 kDa) enn de øvrige sPLA2 (14-18 kDa), og har et annet uttrykksmønster [62]. Dette

antyder at enzymet har en spesi�kk funksjon. Strukturelt likner enzymet mest på PLA2G3 funnet i

biegift [30]. Hos mennesker er genet sterkt uttrykt i hjerte, nyrer, skjelettmuskulatur og lever, moderat

uttrykt i placenta, nevroner, mikrovaskulært endotel og leukocytter, og lavt uttrykt i hjerne, tykktarm,

tymus, milt og tynntarm [30, 63]. I vev fra tykktarmskreft har det blitt påvist en 40-folds oppregulering

av genet [31], og en potensiell funksjonell kobling mellom PLA2G3 og aterosklerose har blitt forslått. I

mus har det blitt vist at overuttrykk av PLA2G3 fører til spontan utvikling av betennelsestilstander i

huden med parakeratose, hyperplasi, massiv in�ltrasjon av neutro�le og makrofager i dermis, samt økt

uttrykk av proin�ammatoriske cytokiner og kjemokiner, som IL-1 og TNF. Den betente huden hadde

forhøyede nivåer av eikosanoider, som tyder på at PLA2G3 fremmer produksjonen av arakidonsyre

[64].

PLA2G5 ble i menneske først karakterisert i placenta, hjerte og lunge [39]. Enzymet har blitt påvist

i atskillige humane celler og vev, blant annet lunge�broblaster, neutro�le, nyreepitel, og leverceller, og

har antibakterielle egenskaper [65, 29]. Det er funnet forhøyede nivåer av enzymet i celler fra hjerter

og nyrer som har hatt infarkt [29], og i kondrocytter fra leddgiktspasienter [66]. PLA2G5 er involvert

i hypersensitivitet i luftveiene [62] og har også blitt vist å utøve både en pro- og anti-in�ammatorisk

funksjon i leddbetennelse [67]. Enzymet uttrykkes i humane keratinocytter [34], og i keratinocyttenes

di�erensieringsprosess ser uttrykket ut til å minke i de øvre strata [27].

PLA2G10 ble i menneske først påvist i lungevev fra foster [51]. Det er allment uttrykt og regnes

som hovedisotypen av PLA2 uttrykt i de øvre lag av epidermis, fordi den blant PLA2-isotypene har blitt

påvist å være mest e�ektiv i generering av arakidonsyre [25]. Enzymet virker antiviralt ved å degradere

virusmembraner og hemme virusreplikasjon [68]. Enzymet er er unikt fordi det kan frigjøre fettsyrer fra

utsiden av cellemembranen i intakte celler. PLA2G10 er sterkt oppregulert i epitelceller og makrofager i

luftveiene hos astmapasienter [69]. Det har blitt vist at enzymet kan indusere frigjøring av arakidonsyre

fra humane THP-1-monocytter når enzymet tilsettes eksogent [70]. Dette antyder at enzymet spiller en

rolle i in�ammasjon og signaltransduksjon. Enzymet inngår i regulering av lipidmetabolisme i epidermis

og ser ut til å øke i uttrykk i de øvre strata [27].

PLA2G12A ble i menneske første gang påvist sterkt uttrykt i hjerte, skjelettmuskulatur, nyrer og

bukspyttkjertel og noe svakere uttrykt i hjerne, lever, tynntarm, lunger, placenta, eggstokker, testikler

og prostata [52]. Etterpå har det også blitt påvist sterkt uttrykt i tykktarm og øyeepitel [31, 71].

Enzymet er sterkt uttrykt i luftveiene hos astmapasienter [69] og i humane meningeom. mRNA er

detektert i primære humane keratinocytter, og uttrykket så ikke ut til å endre seg i keratinocyttenes
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di�erensieringsprosess [27].

1.3.4 cPLA2

PLA2G4A er en av de best studerte PLA2-isotypene. Enzymet ble først påvist i humane trombocytter

[32], og regnes nå som konstant uttrykt i de �este typer celler og vev [72]. Studier gjort på hudceller og

keratinocytter, tyder på at genet også er konstant uttrykt i hud [33, 34, 23]. Isotypen er spesi�kk for

arakidonsyre i sn2-posisjon hos fosfolipider. Det vil si at 4A spalter arakidonsyre og lysofosfolipider fra

fosfolipider kun når fettsyren i fosfolipidet er arakidonsyre. En studie av pasienter med mutasjoner i

PLA2G4A-genet, har bekreftet at enzymet spiller en sentral rolle i intracellulær spalting av fosfolipider

ved at å være den hastighetsbegrensende kilden til lysofosfolipider og andre frie �erumettede fettsyrer,

som arakidonsyre, som omdannes til PAF og deretter eikosanoider [73]. I knockout-studier på mus (mus

som har blitt genetisk modi�sert til å ikke uttrykke PLA2G4A) har vist at enzymet har en viktig rolle

i fertilitet og igangsettingen av fødsel [74, 18]. Enzymet ser ut til å spille en nøkkelrolle i autoimmune

sykdommer, da knockout-studier har vist en signi�kant reduksjon av in�ammatoriske responser [75].

PLA2G4C ble i menneske først påvist sterkt uttrykt i hjerte- og skjelettmuskulatur [35], og har

senere blitt funnet i humane epitelcellelinjer fra nese og bronkier [36]. De øvrige isotypene i PLA2 grup-

pe 4 er avhengige av kalsium for translokasjon til cellulære membraner, der spaltingen av arakidonsyre

forgår. PLA2G4C skiller seg ut fra disse ved at enzymet er konstant tilknyttet cellulære membraner

og enzymaktiviteten foregår derfor uavhengig av kalsium [76]. Enzymet har ikke like sterk a�nitet for

arakidonsyre i sn2-posisjon som gruppe 4A. 4C er involvert i syntesen av prostaglandiner [77], ser ut

til å være sentral i in�ammatoriske responser til nematoder i mus [76] og er involvert i utviklingen av

kardiovaskulære in�ammasjonssykdommer [78, 79].

PLA2G4D ble identi�sert i jakten på opp- eller nedregulerte gener i psoriatisk hud sammenlignet

med normal hud. Enzymet ble påvist i lagdelte, �assende epitel som epidermis og livmorhalsepitel,

men også i celler fra atopisk eksem og i T-celle-lymfom [37]. Etter søk på PubMed har det ikke blitt

funnet andre studier som har påvist enzymet humant. I mus er PLA2G4D blitt påvist uttrykt kun i

placenta [80].

PLA2G4F ble først påvist i humane primære keratinocytter fra stratum granulosum [38]. Genet

er sterkt uttrykt i skjoldbruskkjertelen og moderat uttrykt i mage, hjerne, tykktarm, prostata og

lunge�broblaster i mus. Enzymet er i motsetning til gruppe 4A ikke arakidonsyrespesi�kt [80, 17].

Etter søk på PubMed har det ikke blitt funnet andre studier som har påvist enzymet humant eller i

betennelsessammenheng.

1.3.5 iPLA2

PLA2G6A ble i menneske først påvist i B-celler [40]. Genet har to spleisevarianter: 6A-1 og 6A-2,

som begge er enzymatisk aktive [72]. Spleisevariantene er konstant uttrykt i mange vev og det har
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blitt vist at enzymet spiller en viktig rolle i fosfolipid-remodellering, membranendringer ved apoptose,

utvidelse av blodårer, og regulering av celledeling i lymfocytter [17]. Enzymet kan være involvert

i in�ammasjonsresponsen i vaskulært endotel i lunger [81], og det har blitt vist at enzymet spiller

en viktig rolle i igangsettingen og utviklingen av eksperimentell autoimmun encefalomyelitt, som er

en dyremodell for multippel sklerose [82]. Genet har blitt detektert i den humane keratinocyttlinjen

HaCaT [34].

Mancuso et al. og Tanaka et al. publiserte samtidig førstegangsidenti�sering av PLA2G6B [41, 42],

som også kalles PNPLA8. Mancuso et al. identi�serte genet i hjerte, placenta, nyrer, lever, hjerne og

skjelettmuskulatur. Tanaka et al. identi�serte genet også i tykktarm, tynntarm, tymus, milt, lunger og

leukocytter. Nyrebarken viser sterk PLA2G6B-aktivitet i indre mitokondriemembran og i endoplas-

matisk retikulum, hvor enzymet beskytter cellene mot oksidativt stress [83]. PLA2G6B er involvert i

remodellering av membraner og induseres av apoptotiske forhold og av proin�ammatoriske cytokiner

som IL-1 [84, 85]. Det er koblet til produksjon av PGE2, som er et prostaglandin [84]. Det har blitt

vist at mus som mangler PLA2G6D ikke utvikler overvekt eller insulinresistens etter å ha gått på en

fettrik diett [86].

PLA2G6C ble i menneske først identi�sert i blodplater og lymfocytter, da under navnet neuropathy

target esterase (NTE) [43]. Enzymet kalles også PNPLA6. Mutasjoner nær det katalytiske setet har

vist seg å forårsake sykdommer i motoriske nerver både i mennesker og mus, som indikerer at enzymet

spiller en rolle i vedlikehold av aksoner [87]. PLA2G6C er oppregulert i lepralesjoner [44], og har blitt

koblet til di�erensiering gjennom studier gjort på embryoniske stamceller [88].

PLA2G6D kalles også adiponutrin. Enzymet ble i menneske først påvist i SW872 liposarkomceller

[89]. Det har senere blitt funnet i atskillige vev i menneske, blant annet i lever, hvor genet er sterkt

uttrykt, og i bein, makrofager og muskler, hvor genet er moderat uttrykt [45]. Genuttrykket øker

kraftig i løpet av di�erensiering av adipocytter og minker kraftig under faste, som antyder at enzymet

er delaktig i energilagring- og mobilisering i fettvev [89]. Genet er også kraftig oppregulert i leverceller

hos overvektige mus [87]. Studier viser at PLA2G6D er er sterkt forbundet med leverbetennelse [90]

og at enzymet er involvert i hypofysesvikt [91].

PLA2G6F ble første gang påvist i menneske under navnet GS2. Uttrykk ble påvist i samtlige

undersøkte vev: hjerte, hjerne, placenta, lunger, lever, muskler, nyrer, bukspyttkjertel og milt [46]. Som

PLA2G6D, øker uttrykket av PLA2G6F i løpet av di�erensieringen av adipocytter og antas dermed

å være involvert i energilagring i fettvev [89]. I mennesker har enzymet blitt vist å ha keratinocytt-

retinylesterhydrolase-aktivitet, som betyr at PLA2G6F er involvert i reguleringen av keratinocytters

deling og di�erensiering [47]. Ved søk på PubMed har det ikke blitt funnet noen kobling til betennelse.

1.3.6 PAF-AH

PLA2G7A er sekretorisk og kalsiumuavhengig og ble i menneske første gang påvist i plasma [49,

48]. Uttrykk av enzymet er påvist i hematopoetiske celler, leverceller, makrofager, mastceller, tymus,
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mandler og placenta [92]. PLA2G7A har i �ere studier vist seg å motvirke in�ammasjon, for eksempel

ved å redusere poteødem i mus [48] og ved å hemme utvikling av aterosklerose [92]. Andre studier har

derimot vist at enzymet gir en økt risiko for å hjerte-/karsykdommer [93] og at genet er oppregulert i

blant annet lepralesjoner [44].

1.3.7 PLA2-enzymer er oppregulert i en rekke in�ammatoriske sykdommer

Det har blitt påvist forhøyede nivåer av PLA2 gruppe 2A, 2D og 4D i psoriatisk hud [6, 94, 37,

27]. I samsvar med dette har det blitt påvist forhøyede nivåer av arakidonsyre, eikosanoider og PAF

i psoriatisk hud [95, 6, 96]. PLA2 har også blitt koblet til in�ammasjon gjennom en rekke andre

sykdommer og vev. Blant annet har det blitt påvist forhøyede nivåer av PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, og

5 i kondrocytter fra pasienter med slitasjeleddgikt [57]. PLA2 gruppe 2A, 4A og 5 har blitt påvist i

kondrocytter fra leddgiktspasienter [66]. PLA2G2A er oppregulert i glattmuskelvev i lungebiopsier fra

sarkoidosepasienter [54] og i mastceller og makrofager i Chrons sykdom [55].

1.4 HaCaT

Tidlige cellemodellsystem for hud bestod av celler in�sert av virus eller celler transfektert med fremmed

DNA. Disse cellene viste ofte endrede eller uønskede vekstmønster. I 1988 klarte Boukamp et al. å

etablere en spontantransformert keratinocyttcellelinje kalt HaCaT, som prolifererer og di�erensieres

normalt, og som ikke danner svulster. HaCaT-keratinocyttene er også i stand til å danne en normal

epidermis når de transplanteres på mus [97]. Cellelinjen viste seg derfor å være en velegnet modell

for å studere hudsykdommer, som psoriasis, atopisk eksem og sklerodermi. HaCaT uttrykker også et

knippe PLA2-isotyper, noe som gjør modellsystemet særdeles godt egnet for å studere psoriasis fordi

psoriatisk hud er vist å uttrykke forhøyede nivåer av PLA2 gruppe 2A, 2D, 4D [6, 94, 37, 27].

1.5 Utgangspunkt for oppgaven

PLA2 spiller en viktig rolle i in�ammasjonssykdommer og det har blitt påvist forhøyede nivåer av

enzymene og nedstrøms metabolitter i psoriatisk hud [95, 6, 96, 94, 37, 27]. For å få en større forståelse

av hvilken rolle PLA2-isotypene spiller i epidermis, er det nødvendig å kartlegge hvilke isotyper som

uttrykkes i epidermis, og i hvilke strata. Etter å ha kartlagt hvilken rolle PLA2 spiller i frisk epidermis,

er det mulig å gå videre og kartlegge hvordan PLA2 uttrykkes i psoriatisk epidermis. Ved å sammenligne

molekylære mekanismer i frisk versus psoriatisk hud, kan man �nne spesi�kke molekyler involvert i

sykdomsutviklingen, og disse vil representere potensielle mål for målrettede medisiner.

I år 2000 publiserte Berit Johansens forskningsgruppe primerpar for PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, 5,

6 og 10. Disse primerparene har blitt benyttet til å detektere PLA2-transkript i 2-3 dager postkon�u-

ente HaCaT [34, 98] ved bruk av konvensjonell PCR. Ampli�kasjonsproduktene fra primersettene er

320-730 basepar lange, primerene er derfor uegnede i kvantitativ PCR (qPCR), hvor produktene ideelt
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sett skal være 50-200 basepar lange for å sikre høyest mulig ampli�kasjonse�ektivitet [99]. Fordelen

ved bruk av qPCR framfor konvensjonell PCR er at genuttrykk kan studeres ikke bare kvalitativt, men

også kvantitativt. Derfor er det ønskelig å utvikle en ny generasjon primerpar med kortere ampli�ka-

sjonsprodukt for disse 6 PLA2-isotypene, men også for de øvrige PLA2-isotypene, som til nå har blitt

studert i liten grad. Med det verktøyet som primerpar for alle PLA2-isotyper utgjør, er det også mulig

å kartlegge PLA2-uttrykk i alle typer humane celler og vev. Derfor vil et fullt sett med PLA2-primere

legge grunnlaget for økt forståelse av de mange PLA2-enzymenes funksjoner både i friskt og sykt

vev, og potensielt legge grunnlag for utvikling av målrettede medisiner mot kronisk in�ammatoriske

sykdommer.
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2 Materialer og metoder

2.1 Cellekultur

Den humane keratinocyttlinjen HaCaT (donert av Prof. N. Fusenig, Heidelberg, Tyskland) ble kultivert

i DMEM (Sigma-Aldrich, Cat#: D6o46) med 10% FBS (Sigma, Cat#: F7524, Lot.no: 056K3397), 0,3

mg/mL glutamin (Sigma, Cat#: G8540-100g) og 0,1 mg/mL gentamicin ved 37°C og 5% CO2 i en fuktet

atmosfære. Cellene ble splittet og mediet byttet hver 3-4 dag for å holde cellene i prolifereringsfasen.

2.2 Tining av celler

Frosne HaCaT-keratinocytter i eppendorfrør ble tatt opp fra �ytende nitrogen og tint i et vannbad med

37°C. Lokket på eppendorfrøret ble såvidt løsnet før røret ble satt i vannbad for å unngå trykk inni

røret. Da innholdet hadde fått en slaps-lignende konsistens, ble lokket satt på, røret sterilisert med 70%

etanol og �yttet inn i en sterilbenk. Cellene ble forsiktig overført til et 10 mL-rør med en plastpipette.

10 mL medium ble forsiktig tilsatt, dråpe for dråpe, for å unngå hurtige osmotiske endringer. Cellene

ble sentrifugert i 5 min ved 700 rpm. Pelleten ble resuspendert i 5 mL medium, overført til en T25-

�aske og inkubert i 37°C. Etter 24 t ble cellene sentrifugert på nytt (5 min, 700 rpm), resuspendert i

5 mL medium og overført tilbake til samme T25-�aske. Deretter ble cellene kultivert som beskrevet i

2.1.

2.3 Forsøksdesign

HaCaT-celler i kultur utviser kontaktinhibering og vekstarresterte celler di�erensieres med et lignende

uttrykksmønster som keratinocytter viser i normal hud [100, 101]. 600 000 celler suspendert i 3 mL

medium ble sådd ut i 6-brønnersbrett og høstet etter 16 timer (Dag 0), 1 døgn (Dag 1), 2 døgn (Dag 2), 3

døgn (Dag 3), 4 døgn (Dag 4), 5 døgn (Dag 5) og 6 døgn (Dag 6). Celletettheten for utsåing ble bestemt

ved bruk av Bürkertellekammer (Marienfeld, Cat#: 06402 10). Ved høsting ble cellene først vasket

med 500 µL PBS, deretter lysert med en celleskrape, 350 µL lysisbu�er fra Qiagen RNeasy® Mini Kit

(Qiagen, Cat#: 74106) tilsatt 10 µL β-merkaptoetanol per 1 mL bu�er. Cellelysatet ble umiddelbart

satt i -80°Cfryser. Det ble gjennomført 3 forsøk fra ulike bioreplika, hvor cellenes generasjonstall var

henholdsvis 63, 65 og 42. 100% kon�uens ble nådd ved dag 3, og cellene fra dag 5 og dag 6 ble sultet

med 0,5%-medium 96 timer etter utsåing. Mediet inneholder vekstfaktorer, ved sulting fjernes disse

vekstfaktorene, noe som bidrar til at cellene di�erensieres.
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2.4 RNA-isolering

2.4.1 HaCaT

Total-RNA ble isolert fra cellelysat ved bruk av Qiagen RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Cat#: 74106) og

produsentens protokoll Puri�cation of Total RNA From Animal Cells Using Spin Technology Protokol-

len ble brukt med følgende modi�kasjoner: 1) steg 9 ble gjennomført, 2) i steg 10 ble 30 µL RNase-fritt

vann benyttet til eluering. RNAets konsentrasjon og renhet ble målt ved bruk av NanoDrop spektro-

fotometer og V 4.7.2 Software (NanoDrop Technologies). Alle 260/280- og 260/230-ratioer >1,9 ble

akseptert. Totalt RNA-utbytte varierte mellom 400-700 ng/µL.

2.4.2 Placenta

Tidligere studier har vist at PLA2 gruppe 2A, 2E, 3, 4A, 5, 6B, 6F, 7A og 12A uttrykkes i human

placenta [46, 52, 30, 102, 41, 92, 28], og at placenta er et av vevene i menneskekroppen hvor PLA2G2A

i aller størst grad uttrykkes [103]. Vi antok derfor at placenta ville fungere som positiv kontroll under

uttesting av andregenerasjonsprimerene, altså at transkript fra alle PLA2-isotyper ville bli detektert.

Placenta ble lagt i RNAlater® rett etter fødsel og oppbevart i fryser med -20°C. En vevsbit på 100 mg

ble homogenisert i en homogenisator sammen med 2 mL lysisbu�er (tilsatt 10 µL β-merkaptoetanol per

1 mL bu�er) i 45 sek. Homogenatet ble sentrifugert i 10 min ved 3000 rpm. Deretter ble protokollen

RNeasy Midi/Maxi Protocol for Isolation of Total RNA from Animal Tissues og utstyr fra Qiagen

RNeasy®Midi Kit (Qiagen, Cat#: 75142) benyttet. 250 µL RNase-fritt vann ble benyttet for eluering.

I steg 12 i protokollen ble eluatet fra steg 11 benyttet i en sekundær eluering for å øke den endelige RNA-

konsentrasjonen. RNAets konsentrasjon og renhet ble målt ved bruk av NanoDrop spektrofotometer

og V 4.7.2 Software (NanoDrop Technologies). Alle 260/280- og 260/230-ratioer >1,9 ble akseptert.

Fra 100 mg vev ble det totalt isolert 37, 5 µg RNA.

2.5 cDNA-syntese

cDNA brukt i konvensjonell PCR ble syntetisert fra 2 µg RNA, mens cDNA brukt i qPCR ble syntetisert

fra 1 µg RNA. RNAet ble tilsatt vann til totalt 9 µL. For hver reaksjon ble 4 µL 5X 1st strand bu�er

(Invitrogen, Cat#: P/N y02321), 2 µL 0,1 M DTT (Invitrogen, Cat#: P/N y00147), 2 µL 10 mM

Deoxynucleotide Mix (Sigma, Cat#: D7295-.5ML), 1 µL 100 µg/mL Random Primers (Promega, Cat#:

C118A), 1 µL rRNasin® RNase Inhibitor (Promega, Cat#: N251A) blandet i et eppendorfrør før 9

µL RNA+vann ble tilsatt. Til slutt ble 1 µL RT M-MLV (Invitrogen, Cat#: 28025-013) tilsatt. Hvert

rør ble inkubert 10 min i romtemperatur, 60 min ved 37°C og til slutt 5 min ved 95°C for å stoppe

reaksjonen. cDNAet ble lagret i fryser ved -20°C. Hver gang cDNA ble syntetisert, ble det i tillegg

laget en vannkontroll uten RNA, men med alle andre reagenser, som ble inkludert i PCR-reaksjoner

for å bekrefte at reagensene ikke var kontaminert av DNA.
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2.6 Førstegenerasjons PLA2-primere

Anthonsen et al. publiserte rundt år 2000 artikler som påviste mRNA fra PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, 5,

6A og 10 i HaCaT [98, 34]. Primerene fra disse artiklene ble benyttet for å veri�sere at PLA2-mRNA fra

HaCat var tilstede. cDNA ble laget på 2 µg RNA fra 3 dager postkon�uente HaCaT. For hver reaksjon

ble det brukt 14,5 µL SIV, 0,6 µL DyNAzyme II DNA Polymerase (Finnzymes, Cat#: F-501L), 2,5 µL

10xBu�er for DyNAzyme DNA Polymerase (Finnzymes, Cat#: F-511), 0,75 µL Deoxynucleotide Mix

(Sigma, Cat#: D7295-.5ML), 1 µL +primer (0,4 µM) og 1 µL -primer (0,4 µM). I konvensjonell PCR

ble følgende betingelser brukt; PLA2G2A: 2 µL cDNA, 40 sykluser, 58°C. PLA2G2D: 2 µL cDNA, 40

sykluser, 58°C. PLA2G5: 2 µL cDNA, 40 sykluser, 58°C. PLA2G10: 5 µL cDNA, 50 sykluser, 67°C.

PLA2G4A: 2 µL cDNA, 40 sykluser, 57°C. PLA2G6A: 5 µL, 50 sykluser, 64°C. β-aktin ble benyttet

som referansegen. Det ble inkludert i alle PCR-reaksjoner og fungerte tilfredsstillende i alle protokoller.

2.7 Primerdesign

Det er i dag kartlagt 28 humane PLA2-isotyper [17]. Ved bruk av Primer3 (versjon 0.4.0 tilgjengelig

fra: http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) ble det designet primere til alle 28 isotypene. Primerene

ble designet med følgende kriterier: 1) PCR-produktet skulle være 18-22 basepar langt for å sikre

spesi�kk primerbinding [99], 2) 40-60% av nukleotidene i primerene skulle være guanin eller cytosin,

da GC-basepar har 3 hydrogenbindinger (i motsetning til AT-basepar, som har 2 hydrogenbindinger)

og dermed bidrar til stabilitet mellom primer og templat [99], 3) primerparene skulle ha �balanserte�

smeltepunktstemperaturer, dvs maks ± 5°C, for at begge primerene i paret skulle kunne fungere

optimalt ved valgt annealingstemperatur [99], 4) primerparene skulle ikke ha komplementære 3`-ender,

slik at primerdimerer ville dannes, og dermed kunne bidra til en lavere ampli�kasjonse�ektivitet [99],

5) +primer og -primer skulle hybridisere til to ulike ekson (overspenner et intron), for å kunne skille

mellom PCR-produkt ampli�sert fra genomisk DNA og fra cDNA [99], 6) primerene skulle ikke ha

interne komplementære sekvenser slik at �hairpins� kunne dannes, fordi dette kan hindre fullstendig

hybridisering av primere [99], 7) primerene skulle detektere alle transkriptvarianter.

BLAST er et verktøy som tester likheten mellom PCR-produktet et primerpar vil ampli�sere og

alle kartlagte genomer. Ved å BLASTe et primerpar, kan man forsikre seg om at sekvensen er unik,

både med hensyn til andre gener og organismer. Alle primerparene ble testet i BLAST og ble fastslått å

være unike. Ensembl ble benyttet for å bekrefte at primerene overspant et intron og at primerene ville

detektere alle transkriptvarianter. Både BLAST og Ensembl ligger på NCBIs nettsider (tilgjengelig

fra: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.8 Andregenerasjons PLA2-primere

Før nye primere tas i bruk, er det viktig å veri�sere i praksis at primerne er spesi�kke og gir pro-

dukt med forventet lengde. Dette ble testet for andregenerasjonsprimerene ved bruk av konvensjonell
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PCR. Ikke alle primerparene gav spesi�kke produkt av riktig størrelse. Disse ble derfor forkastet og

det ble bestilt nye primerpar, denne gang ferdig designete primere fra PrimerBank (tilgjengelig fra:

http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/). Enkelte primerpar, som tidligere medlemmer av Berit

Johansens forskningsgruppe har designet, ble også prøvd ut. Alle primerparene ble testet i BLAST,

Ensembl og konvensjonell PCR, og til sammen 17 par ble godkjent til videre bruk. Se Tabell 3.

2.9 Konvensjonell PCR

Andregenerasjonsprimerene ble benyttet i konvensjonell PCR både til å veri�sere at primerene amp-

li�serte spesi�kke produkt av riktig lengde, og til å detektere mRNA fra de 17 PLA2-isotypene i 3

dager postkon�uente HaCaT. For hvert primerpar ble 14 µL SIV, 2,5 µL 10x RedTaq® PCR Reaction

Bu�er (Sigma, Cat#: B5926-1ML), 0,75 µL 10 mM Deoxynucleotide Mix (Sigma, Cat#: D7295-.5ML),

0,75 µL REDTaq® DNA Polymerase (Sigma, Cat#: D5684-250UN), 1 µL +primer (0,4 µM) og 1 µL

-primer (0,4 µM) blandet, og cDNA laget på 2 µg RNA tilsatt. For mye eller for lite cDNA kan føre

til lite eller inget PCR-produkt, avhengig av hvor sterkt genet er uttrykt. Derfor ble hvert primerpar

testet med både 2 µL cDNA+3 µL SIV, og 5 µL cDNA. 5 µL cDNA ga mest produkt for alle isotypene,

bortsett fra PLA2 gruppe 4A, 4C og 4D, som ga mest produkt ved bruk av 2 µL cDNA. Glyceraldehyd

3-fosfat dehydrogenase (GAPDH) ble benyttet som referansegen og ble inkludert i alle PCR-reaksjoner.

Konvensjonell PCR ble kjørt med samme betingelser for alle primerparene, se Tabell 4.

PCR-produktene ble satt på en 3%-agarosegel (Sigma, Cat#: A9539-500G) i 1X TAE-bu�er. Det

ble satt 100V spenning på gelen i 1 time. Gelen var tilsatt 0,0001% GelRed Nucleic Acid Stain 10,000 in

water (Biotium, Cat#: 41003-0.5mL) for etter gelelektroforesen å kunne visualisere båndene i UV-lys.

2.10 Primeroptimalisering for qPCR

Dersom primere skal benyttes i qPCR, bør følgende kriterier oppfylles: 1) Primerkonsentrasjonen bør

optimaliseres for å sikre best mulig ampli�kasjonse�ektivitet [99]. Dette gjøres ved å bruke en kon-

sentrasjonsgradient fra 0,1-0,5 µM for hvert primerpar, og se hvilken konsentrasjon som gir høyest

ampli�kasjonse�ektivitet. 2) Et referansegen må inkluderes i PCR-reaksjonen for å kunne justere for

eventuelle konsentrasjonsforskjeller mellom prøvene som skal sammenlignes, og for varierende faktorer

som pH, pipettering osv [99]. For å kunne gjennomføre en slik kalibrering, er det nødvendig å vite at

ampli�kasjonse�ektiviteten er likest mulig mellom målgenet og referansegenet. Dette gjøres gjennom

e�ektivitetstesting, som innebærer å kjøre en qPCR-reaksjon med 5-7 ulike cDNA-konsentrasjoner, og

inkludere primerpar for målgenet og �ere referansegener. Deretter kan man beregne hvilket referanse-

gen som ble ampli�sert med likest mulig e�ektivitet som målgenet. Det valgte referansegenet må også

vise stabilt uttrykk uavhengig av behandling. 3) En smeltepunktsanalyse bør gjennomføres for å un-

dersøke om primerene danner dimerer. Primerdimerer vil føre til færre frie primere som kan hybridisere

med templatet, som igjen vil føre til lavere ampli�kasjonse�ektivitet [99]. Eventuelle primerdimerer vil
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danne en smeltepunktskurve med �skuldre�, derfor er det viktig å undersøke at smeltepunktskurven

har kun én tydelig topp.

Optimalisering av primerkonsentrasjon ble gjennomført for primerparene for PLA2 gruppe 2A,

4A, 6B, 6F, 7A, 10 og 12A. Alle disse primerene viste høyest ampli�kasjonse�ektivitet ved 0,3 µM. På

grunn av tidsmangel ble primerkonsentrasjonen for de øvrige primerparene ikke optimalisert. 0,3 µM ble

likevel valgt også for disse primerene. E�ektivitetstesting ble gjennomført for enkelte av primerparene,

men etter at vi ble oppmerksomme på at Lemaitre et al. hadde påvist at uttrykk av både HPRT, B2M

og GAPDH varierer gjennom di�erensieringen av HaCaT [101], ble 18S valgt som referansegen for

alle målgenene. Det ble kontrollert at 18S viste stabilt uttrykk fra dag 0 til dag 6 i forsøksoppsettet.

Smeltepunktskurver for samtlige primere benyttet i qPCR viste én tydelig topp. De 17 primerparene

presentert i Tabell 3 ble godkjent for bruk i qPCR. Fordi primerparene ampli�serer PCR-produkt med

størrelser på 100-216 basepar, egner de seg godt for bruk i qPCR, og utgjør dermed et verktøy som

gjør det mulig å kvantitativt studere PLA2-uttrykk i alle humane vev- og celletyper.

2.11 qPCR

Kvantitativ PCR (qPCR) ble utført med Stratagene Mx3000P�. Alle qPCR-reaksjonene ble utført i 96-

brønnersplater (Thermo scienti�c, ABgene® PCR Plates) med sealing (Thermo scienti�c, ABsolute�

QPCR Seal, Cat#: AB-1170). For hver qPCR-reaksjon ble det tilsatt 12,25 µL SYBR Green, 0,5 µL

ROX, 5,75 µL vann, 5 µL cDNA-templat, 0,75 µL +primer (0,3 µM), 0,75 µL -primer (0,3 µM). For

hver prøve ble det kjørt to tekniske replika. Under pipettering ble reagensene holdt på is, og etter

at SYBR Green ble tilsatt, ble de forsøkt skjermet fra lys så godt som mulig. Etter at prøvene var

pipettert ut i 96-brønnersplaten, ble den sentrifugert ved 900 rpm i 1 min. qPCR ble kjørt ved 60°C i

40 sykluser.

2.12 Analyse av qPCR-data med 2-44CQ

HaCaT-celler ble sådd ut i 6-brønnersbrett og høstet etter 16 timer (Dag 0), 1 døgn (Dag 1), 2 døgn

(Dag 2), 3 døgn (Dag 3), 4 døgn (Dag 4), 5 døgn (Dag 5) og 6 døgn (Dag 6). Dag 0 ble satt som kontroll.

Hvor mye sterkere eller svakere målgenet ble uttrykt de øvrige dagene (foldendring) ble regnet ut i

forhold til kontrollen, og justert i forhold til uttrykket av referansegenet 18S. Utregningen ble gjort med

2-44CQ -metoden, utviklet av Livak og Schmittgen [104]. Først ble 44CQ-verdien beregnet for hver

dag. Se Likning (1). Alle CQ-verdier er rådata gitt av qPCR-instrumentet. Til slutt ble foldendring

beregnet ved bruk av Likning (2).

44CQ(målgenX,dagY ) = (CQ,målgenX − CQ,ref.gen)dagY − (CQ,målgenX − CQ,ref.gen)Dag0 (1)
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Foldendring = 2−44CQ (2)
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Tabell 3: Andregenerasjons PLA2-primere.
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Tabell 4: Betingelser brukt i konvensjonell PCR ved bruk av andregenerasjonsprimere.
Trinn Temperatur Tid Sykluser

Aktivering 95°C 2 min 1
Denaturering 95°C 50 sek
Annealing 60°C 50 sek 40
Elongering 72°C 40 sek
Stopp 4°C ∞
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3 RESULTAT

3 Resultat

3.1 Nye forsøk bekrefter at mRNA fra PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, 5, 6, og

10 er tilstede i HaCaT

Anthonsen et al. har tidligere demonstrert at mRNA fra PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, 5, 6, og 10 er

tilstede i 2-3 dager postkon�uente HaCaT [34]. mRNAet ble detektert ved bruk av første generasjon

PLA2-primere, omtalt i avsnitt 2.6. For å kontrollere at disse PLA2-isotypene var uttrykt i våre 3

dager postkon�uente HaCaT, ble de samme primerene benyttet i konvensjonell PCR. Som Figur 4

viser, detekterte primerene mRNA fra PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, 5, 6, og 10. Dette bekrefter at

våre HaCaT-celler uttrykker de samme PLA2-isotypene som Anthonsen et al. detekterte. Resultatet

bekrefter at dagens HaCaT-celler oppfører seg på samme måte som for over 10 år siden, til tross for

nye parti med celler, serum, medium og liknende.

Figur 4: mRNA fra PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, 5, 6A og 10 detektert i RNA fra 3 dager postkon�uente
HaCaT ved bruk av førstegenerasjons PLA2-primere i konvensjonell PCR.

3.2 Andregenerasjons PLA2-primere detekterer unike produkt av riktig

lengde

Ampli�kasjonsproduktene fra førstegenerasjonsprimerene er 320-730 basepar lange, og er derfor ueg-

nede i qPCR, hvor produktene ideelt sett skal være 50-200 basepar lange for å sikre høyest mulig

ampli�kasjonse�ektivitet [99]. For å kunne studere PLA2-uttrykk kvantitativt, var det derfor ønskelig

å utvikle nye primere som ampli�serer kortere produkt. Primerpar for PLA2 gruppe 2A, 2D, 2E, 3, 4A,

4C, 4D, 4F, 5, 6A, 6B, 6C, 6D, 6F, 7A, 10 og 12A har blitt utviklet. Primerene ble vist å ampli�sere

spesi�kke produkt av riktig lengde, og kunne dermed benyttes i konvensjonell PCR. Se Avsnitt 2.7

og 2.8 for metode. Se Tabell 3 for primersekvenser. Primerene ble testet og godkjent for bruk også i

qPCR. Se Avnsitt 2.10 for primeroptimalisering. Fordi primerparene ampli�serer PCR-produkt med

størrelser på 100-216 basepar, egner de seg godt for bruk i qPCR, og utgjør dermed et verktøy som gjør

det mulig å studere PLA2-uttrykk både kvantitativt og kvalitativt i alle humane vev- og celletyper.
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3.3 Andregenerasjonsprimere detekterer mRNA fra PLA2 gruppe 2A, 2D,

4A, 5, 6 og 10 i HaCaT

3 dager postkon�uente HaCaT uttrykker PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, 5, 6, og 10, som vist ved bruk

av førstegenerasjonsprimerene (se Avnsitt 3.1 ). En ny generasjon med PLA2-primere har blitt desig-

net og godkjent for bruk i konvensjonell PCR (se Avsnitt 3.2). Andregenerasjonsprimerene for PLA2

gruppe 2A, 2D, 4A, 5, 6, og 10 ble derfor benyttet for å se om det var mulig å detektere mRNA

i 3 dager postkon�uente HaCaT. mRNA fra PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, 5, 6, og 10 ble detektert,

som Figur 5 viser. Resultatet bekrefter at andregenerasjonsprimerene detekterer transkript slik første-

generasjonsprimerene gjør, og underbygger at andregenerasjonsprimerene kan benyttes i stedet for

førstegenerasjonsprimere. Dette åpner dermed for kvantitativ, i tillegg til kvalitativ, kartlegging av

uttrykk av PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, 5, 6, og 10.

Figur 5: PLA2-isotyper detektert ved konvensjonell PCR i 3 dager postkon�uente HaCaT og i postnatal
placenta. Uttrykk av PLA2G12A har ikke blitt fastlagt i postnatal placenta. Bildene er ikke tatt fra
samme gelbilde, sterkere bånd betyr derfor nødvendigvis ikke sterkere genuttrykk. Se Avsnitt 2.9 for
PCR-betingelser.

3.4 Førstegangspåvisning av mRNA fra PLA2 gruppe 2E, 3, 4C, 4D, 4F,

6B, 6C, 6D, 6F, 7A og 12A i HaCaT

mRNA fra PLA2 gruppe 2E, 3, 4C, 4D, 4F, 6B, 6C, 6D, 6F, 7A og 12A har, så vidt oss bekjent, ikke blitt

detektert i HaCaT. Primere har blitt designet for samtlige av disse PLA2-isotypene, og blitt godkjent

for bruk i konvensjonell PCR (se Avsnitt 3.2). Primerene ble derfor benyttet i konvensjonell PCR for å

undersøke om 3 dager postkon�uente HaCaT uttrykker PLA2-isotypene. Primerene detekterte mRNA

fra PLA2 gruppe 2E, 3, 4C, 4D, 4F, 6B, 6C, 6D, 6F, 7A og 12A, som Figur 5 viser. Dette er første gang,

så vidt oss bekjent, samtlige PLA2-isotyper har blitt detektert i HaCaT. Resultatet viser at HaCaT
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uttrykker et mangfold av PLA2-isotyper, som også tyder på at det �ns et tilsvarende mangfold av

PLA2-enzymer i normal epidermis. Uttrykk av en rekke PLA2-isotyper i HaCaT bekrefter at HaCaT

er et godt modellsystem for å studere PLA2-avhengige prosesser.

3.5 Andregenerasjonsprimere detekterer mRNA fra PLA2 gruppe 2A, 3,

5 og 7A i human placenta

Tidligere studier har påvist mRNA fra PLA2 gruppe 2A, 2E, 3, 4A, 5, 6B, 6F og 7A i human placenta

[46, 30, 102, 41, 92, 28]. For å kontrollere at andregenerasjonsprimerene detekterer PLA2-isotyper i

humant vev (i tillegg til i HaCaT, se Avsnitt 3.3 og 3.4), ble andregenerasjonsprimere for PLA2 gruppe

2A, 2E, 3, 4A, 5, 6B, 6F og 7A benyttet for å detektere mRNA i human placenta. Postnatal placenta

ble lagt i RNAlater® rett etter fødsel og oppbevart i fryser med -20°C. 100 mg vev ble homogenisert

og gav et totalt RNA-utbytte på 37, 5 µg. Med konvensjonell PCR ble mRNA fra PLA2 gruppe 2A,

3, 5 og 7A detektert, se Figur 5. PLA2 gruppe 2E, 4A, 6B, 6F ble ikke detektert. Resultatet viser at

andregenerasjonsprimerene kan detektere PLA2-isotyper i humant vev.

3.6 Førstegangspåvisning av mRNA fra PLA2 gruppe 2D, 4C, 4D og 10 i

human placenta

Så vidt oss bekjent, har verken PLA2 gruppe 2D, 4C, 4D eller 10 blitt påvist i human placenta.

Andregenerasjonsprimere for disse PLA2-isotypene har vist seg å spesi�kt detektere mRNA fra HaCaT

(se Avsnitt 3.3 og 3.4). Andregenerasjonsprimere for PLA2 gruppe 2D, 4C, 4D og 10 ble derfor benyttet

for å undersøke om postnatal human placenta uttrykker disse isotypene. Primerne detekerte mRNA

fra PLA2 gruppe 2D, 4C, 4D og 10 i RNA isolert fra placenta, som Figur 5 viser. Dette er, så vidt vi

kjenner til, første gang PLA2 gruppe 2D, 4C, 4D og 10 har blitt påvist i human placenta. Resultatene

gir derfor økt kunnskap om PLA2-mangfoldet i human placenta.

3.7 Sterk oppregulering av PLA2G2A ved di�erensiering

Haas et al. har med immuno�uorescens lokalisert PLA2G2A-enzymet i human epidermis, og enzymet

ble i størst grad lokalisert i straum corneum [27]. Lemaitre et al. viste at PLA2G2A oppreguleres med

en foldendring på 9,9 i di�erensierte HaCaT sammenlignet med prolifererende HaCaT [101]. Andrege-

nerasjonsprimere for PLA2G2A ble benyttet i qPCR for å kartlegge uttrykk av PLA2G2A gjennom

HaCaT-cellers di�erensiering. HaCaT-celler ble sådd ut i 6-brønnersbrett og høstet etter 16 t, 1 døgn,

2 døgn, 3 døgn, 4 døgn, 5 døgn og 6 døgn. RNA ble isolert fra cellene, som representerer keratinocytter

i 7 ulike di�erensieringsnivå, fra prolifererende celler til 3 dager postkon�uente celler. Som man kan

se av Figur 6, viste PLA2G2A en 34-folds oppregulering gjennom di�erensieringsprosessen. Resultatet

tyder på at PLA2G2A spiller en viktig rolle i de øvre strata i epidermis.
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3.8 HaCaT uttrykker PLA2 gruppe 5 og 10 avhengig av di�erensierings-

grad

Haas et al. har ved immuno�uorescens lokalisert PLA2-enzymer fra gruppe 5 og 10 i human epidermis

[27]. Gruppe 5 ble i hovedsak lokalisert i nedre strata, mens gruppe 10 ble observert i alle strata over

stratum basale. Funnene ble bekreftet i primære keratinocytter. Andregenerasjonsprimere for PLA2

gruppe 5 og 10 ble derfor benyttet i qPCR for å kartlegge uttrykk av isotypene i HaCaT i 7 ulike

nivå i cellenes di�erensieringsprosess. Figur 6 viser at PLA2 gruppe 5 og 10 ble detektert i alle 7

di�erensieringsnivå. Uttrykket av PLA2 gruppe 5 ser ut til å avta i løpet av di�erensieringen, mens

gruppe 10 viser noe økt uttrykk i di�erensierte kontra prolifererende celler. Forsøket ble gjentatt i 3

bioreplika.

3.9 HaCaT uttrykker PLA2 gruppe 2D, 4C, 4D, 4F, 6B, 6C, 6D, 6F, 7A,

og 12A uavhengig av di�erensieringsgrad

mRNA fra PLA2 gruppe 2E, 3, 4C, 4D, 4F, 6B, 6C, 6D, 6F, 7A og 12A har i denne masteroppgaven

for første gang blitt påvist i HaCaT (se Avsnitt 3.4). mRNAet ble detektert i 3 dager postkon�uente

HaCaT ved bruk av andregenerasjons PLA2-primere i konvensjonell PCR. PLA2 gruppe 4A og 6A har

tidligere blitt påvist i HaCaT [34], men uttrykket av isotypene har ikke blitt studert gjennom HaCaT-

cellers di�erensiering. For å kartlegge uttrykk av alle disse isotypene i 7 ulike di�erensieringsnivå av

HaCaT, fra prolifererende celler til 3 dager postkon�uente celler, ble primere for PLA2 gruppe 2E, 3,

4A, 4C, 4D, 4F, 6A, 6B, 6D, 6F, 7A og 12A benyttet i qPCR. Som vist i Figur 6, ble mRNA fra PLA2

gruppe 4C, 4D, 4F, 6B, 6C 6D, 6F, 7A og 12A detektert ved alle 7 di�erensieringsnivå. Forsøket ble

gjentatt i 3 bioreplika. Det lyktes ikke å oppnå reproduserbare resultater for PLA2 gruppe 2E, 3, 4A

og 6A. Resultatene tyder på at PLA gruppe 4C, 4D, 4F, 6B, 6C 6D, 6F, 7A og 12A er tilstede i alle

strata i human epidermis.
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3.9 HaCaT uttrykker PLA2 gruppe 2D, 4C, 4D, 4F, 6B, 6C, 6D, 6F, 7A, og 12A uavhengig av

di�erensieringsgrad

Figur 6: Foldendring (y-akse) for PLA2-isotyper gjennom HaCaT-keratinocytters di�erensieringspro-
sess. 600.000 celler ble sådd ut i 6-brønnersbrett og høstet etter 16 timer (Dag 0), 1 døgn (Dag 1), 2
døgn (Dag 2), 3 døgn (Dag 3), 4 døgn (Dag 4), 5 døgn (Dag 5) og 6 døgn (Dag 6). Cellene oppnådde
kon�uens ved dag 3. Uttrykk av PLA2-isotyper ble kartlagt ved bruk av qPCR og 44CQ, som be-
regner relativ foldendring sammenlignet med kontrollen, som i dette forsøksoppsettet var dag 0. Legg
merke til at y-aksen for PLA2G2A går til 50.
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4 Diskusjon

Formålet med denne masteroppgaven var å �nne primerpar til samtlige 28 humane PLA2-isotyper

for å kunne studere om genene er uttrykt i HaCaT-keratinocytter, og om uttrykket varierer gjennom

keratinocyttenes di�erensiering. Vi lyktes i løpet av masteroppgaveperioden med å utvikle primerpar

for 17 av isotypene som fungerte tilfredsstillende. Primerparene ble først benyttet i konvensjonell PCR

for å undersøke om mRNA fra de tilhørende PLA2-genene er tilstede i 3 dager postkon�uente HaCaT

og i postnatal placenta, som ble benyttet som antatt positiv kontroll. Deretter ble primerne benyttet

i qPCR for å kartlegge hvordan PLA2-genene uttrykkes gjennom keratinocytters di�erensiering fra

prolifererende celler til hornceller fylt med keratin.

Alle 17 primerparene detekterte mRNA fra tilhørende PLA2-isotyper i 3 dager postkon�uente

HaCaT. mRNA fra 8 PLA2-isotyper ble detektert i postnatal placenta. PLA2 gruppe 2E, 3, 4C, 4D,

4F, 6B, 6C, 6D, 6F, 7A og 12A har aldri før blitt påvist i HaCaT, mens gruppe 2D, 4C, 4D og 10 aldri

før har blitt påvist i human placenta. Funnene kan bidra til økt kunnskap om PLA2-familien og gi

større forståelse av funksjon og potensiell deltakelse i in�ammasjon. I tillegg til førstegangspåvisningene

av PLA2-isotyper i HaCaT og placenta, ble mRNA fra PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, 6A, 10 og 12A påvist

i HaCaT, mens mRNA fra PLA2 gruppe 2A, 3, 4D, 5 og 7A ble påvist i placenta. Dette har også blitt

vist i tidligere studier, og bekrefter at de nye primerparene fungerte som ønsket.

Uttrykk av PLA2-enzymer gjennom HaCaT-cellers di�erensieringsprosess ble studert ved bruk av

primerene og qPCR. 13 av 17 isotyper gav reproduserbare resultater, som viste at genene uttrykkes

gjennom hele di�erensieringsprosessen. Samtlige 13 gener, bortsett fra PLA2G2A, ser ut til å være

konstant uttrykt under di�erensieringen, som antyder at PLA2-isotypene koder for proteiner som er

med på å utøve oppgaver i frisk hud.

4.1 En rekke PLA2-isotyper er uttrykt i HaCaT og human placenta

4.1.1 PLA2-mangfold

PLA2-enzymer katalyserer hydrolysen av fettsyrer i sn2-posisjon i glyserofosfolipider, og produserer

med det lysofosfolipider og frie fettsyrer. Enzymene har blitt påvist i en rekke ulike typer celler og vev

(se Avsnitt 1), og har vist seg å ha mange ulike funksjoner [17]. PLA2G2A kan opptre som et akuttfase-

protein [105] og er trolig en del av kroppens medfødte immunsystem, som kan samarbeide med andre

antibakterielle proteiner. Ikke-humane PLA2-isotyper har blitt påvist i gift fra blant annet slanger og

skorpioner [58]. En rekke PLA2-isotyper er oppregulert i in�ammatoriske sykdommer som psoriasis og

leddgikt. Dette antyder en vertsforsvarfunksjon for PLA2-enzymene. PLA2G6A er involvert i fosfolipid-

og membranremodellering [106]. PLA2 ansees generelt som første trinn i eikosanoidkaskaden, og er der-

for et potensielt mål for kontroll av eikosanoidproduksjon. Økt produksjon av prostaglandiner i livmor

er avgjørende for igangsetting av fødsel [103], derfor er PLA2 viktig i reguleringen av igangsetting av
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fødsel. PLA2G4As arakidonspesi�sitet og kalsiumavhengighet for translokasjon til cellulære membra-

ner, tyder på at enzymet deltar i cellesignalisering. I tillegg har det blitt foreslått at sekretoriske PLA2s

in�ammatoriske rolle muligens er kontrollert gjennom en M-type-reseptor. Reseptorer i mus har blitt

vist å binde ulike sPLA2, men ingen M-type-reseptorer har foreløpig blitt funnet i mennesker [75].

Det er i dag identi�sert 28 humane PLA2-isotyper [17]. Selv om isotypene skiller seg fra hverandre,

enten med hensyn til struktur eller plassering, utfører i hovedsak alle isotypene samme reaksjon. Det

har tidligere blitt påvist at HaCaT-keratinocytter uttrykker PLA2 gruppe 2A, 2D, 4A, 5, 6A, 10

[25, 34]. I denne masteroppgaven har det i tillegg blitt påvist uttrykk av PLA2 gruppe 2E, 3, 4C,

4D, 4F, 6B, 6C, 6D, 6F, 7A og 12A i 3 dager postkon�uente HaCaT. Resultatene viser at et bredt

utvalg PLA2-isotyper er uttrykt i HaCaT, og antyder at de tilhørende enzymene vil være tilstede

i human epidermis. Dette må naturligvis undersøkes på både protein- og metabolittnivå. Vi har i

denne oppgaven også vist uttrykk av 4 nye PLA2-isotyper i human placenta, nemlig gruppe 2D, 4C,

4D og 10. Tidligere har PLA2 gruppe 2A, 2E, 3, 4A, 5, 6B, 6F, 7A og 12A blitt påvist i human

placenta [28, 30, 102, 41, 46, 92, 52, 103]. Resultatene våre tyder derfor på at også placenta er et vev

med rikt mangfold av PLA2-isotyper. Det må imidlertid nevnes at placenta-forsøkene utført i denne

masteroppgaven kun ble utført én gang, og må derfor tolkes med forsiktighet.

Dersom det er tilfelle at 17 ulike isotyper av samme enzym er uttrykt i HaCaT og 13 isotyper er

uttrykt i placenta, åpner dette for spørsmål om hvilke funksjoner enzymene spiller. Har hver isotype

en unik funksjon, og i så fall, kontrolleres dette via enzymspesi�sitet eller via cellulær plassering? Er

enkelte isotypers funksjon avhengig av andre isotypers funksjon, og hvordan kontrolleres i så fall dette

samspillet? For å besvare slike spørsmål, vil det være nødvendig med omfattende studer med bruk av

spesi�kke hemmere, knockout-/knockin-mus og siRNA (short interfering RNA).

4.1.2 PLA2-uttrykk gjennom HaCaT-keratinocytters di�erensiering

Kartlegging av PLA2-isotypenes uttrykk gjennom keratinocytters di�erensiering, kan antyde hvilke

funksjoner hver isotype er involvert i. Om en isotype sterkt opp- eller nedreguleres under di�erensie-

ring, har trolig isotypen en rolle som er viktigere i de øvre eller nedre strata i epidermis. En viktig

funksjon i de øvre strata er å opprettholde barrierefunksjonen i epidermis. Frie fettsyrer og nedstrøms

metabolitter er med på å danne en barriere som er ugjennomtrengelig for mikroorganismer og andre

fremmede partikler. Flere studier har også vist at lipider i stratum corneum deltar i reguleringen av

cellekohesjon og av�assing av døde hornceller [107]. I di�erensieringsforsøkene våre viste PLA2G2A

sterk oppregulering gjennom di�erensieringen. Det er derfor, sett i lys av våre resultater, naturlig

å tro at PLA2G2A spiller en rolle i ovenfornevnte prosesser. Det har tidligere blitt gjennomført få

studier som har undersøkt PLA2-uttrykk gjennom keratinocytters di�erensiering. Haas et al. har kart-

lagt uttrykket av sekretoriske PLA2 i fullhudbiopsiser og i prolifererende og di�erensierte primære

keratinocytter [27]. I fullhudbiopsiene fant de tilstedeværelse av PLA2G2A som korrelerer med våre

funn. Dette forsterker også antakelsen om at HaCaT-keratinocytter oppfører seg på samme måte som
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keratinocytter i normal epidermis.

Di�erensieringsresultatene for de øvrige PLA2-isotypene, presentert i Figur 6, viser at samtlige

isotyper uttrykkes i alle di�erensieringsnivå hos HaCaT. Forsøkene ble gjentatt i 3 bioreplika, men

uttrykket sprikte noe mellom dem. Derfor har vi valgt å analysere resultatene kvalitativt framfor

kvantitativt. Av disse isotypene har PLA2 gruppe 2D, 5 og 10 tidligere blitt studert i di�erensierings-

studier. Haas et al. fant PLA2G5 i hovedsak i de nedre strata, mens PLA2G10 ble lokalisert i alle

strata over stratum basale. Funnene ser ut til å samsvare med våre funn, og kan dermed antyde at

PLA2G5 deltar i funksjoner knyttet til de nedre strata, som å forhindre væsketap, mens PLA2G10 kan

hende deltar i funksjoner som opprettholdelse av barrierefunksjon og vertsforsvar. Uttrykket av PLA2

gruppe 2E, 3, 4A og 6A sprikte mye mellom de 3 bioreplika, eller var vanskelig å detektere, derfor

valgte vi å ikke inkludere resultatene.

4.1.3 PLA2-isotyper kan vise seg å spille en sentral rolle i psoriasis

En rekke PLA2-isotyper har blitt vist å spille en sentral rolle i in�ammatoriske sykdommer gjennom

frigjøring av arakidonsyre, med påfølgende produksjon av eikosanoider. Mange PLA2-isotyper, inklu-

dert et knippe av de førstegangspåvste isotypene i HaCaT, har også vist seg å være induserbare i

respons til proin�ammatoriske cytokiner [28, 36, 84]. I denne masteroppgaven har det blitt påvist ut-

trykk av 11 nye PLA2-isotyper i HaCaT-keratinocytter, som indikerer at de tilhørende proteinene vil

være tilstede i human epidermis. Resultatene øker kunnskapen om PLA2-uttrykk i keratinocytter og

legger grunnlag for videre studier av PLA2s rolle i betennelsessykdommer i huden, som psoriasis.

4.2 Primerene er et høyst aktuelt verktøy i videre PLA2-studier

Primerparene presentert i denne masteroppgaven utgjør et viktig verktøy for å kartlegge hvilke mo-

lekylære mekanismer PLA2 deltar i, og på hvilken måte de ulike PLA2-isotypene deltar. Etter at

mekanismene er kartlagt i frisk hud, vil det være svært interessant å kartlegge PLA2-mekanismer i vev

invovlert i psoriasis. Sammenligning av uttrykk i friskt vev versus sykt vev vil åpne for økt forståelse

av hvilke PLA2-isotyper som deltar i sykdomsutviklingen, og på hvilken måte dette forgår. Likevel vil

en oversikt på transkripsjonsnivå langtfra være nok. Utfyllende kartlegging må til også på proteinnivå

og metabolittnivå, både in vitro og in vivo, for å forstå hvilke funksjoner PLA2 har. Studien Haas et

al. publiserte i 2005 [27] er et godt eksempel på en helhetlig studie som inkluderte analyse av PLA2-

uttrykk på både mRNA- og proteinnivå i hudbiopsier fra friske mennesker, i primære keratinocytter

fra frisk human hud og hudbiopsier fra psoriasispasienter.

I tillegg vil studier av PLA2-uttrykk og enzymaktivitet etter stimulering av proin�ammatoriske cy-

tokiner som IL-1 og TNF, være høyst aktuelt for å bestemme enzymenes deltakelse og reguleringsmeka-

nismer i betennelsesprosesser. I sluttfasen av arbeidet med denne masteroppgaven ble det gjennomført

ett forsøk med stimulering av IL-1 og TNF. De svært preliminære resultatene (ikke vist) indikerte
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at PLA2 gruppe 4A og 5 hadde tredoblet uttrykk i respons til TNF, mens gruppe 2D og 6A hadde

en 8-folds endring i respons til IL-1. Cytokinene har tilsynelatende unike e�ekter og initierer dermed

ulike signalkaskader og også nedstrøms biologiske e�ekter. Disse isotypene kan derfor være sentrale i

igangsettingen av psoriasis og andre betennelsestilstander.

Gjennomgangen i introduksjonen om hvor PLA2-enzymene tidligere har blitt detektert, viser PLA2s

sterke kobling til en rekke in�ammasjonssykdommer og også kreft. PLA2-primerene utgjør et nyttig

verktøy i alle in�ammasjonsstudier, eksempelvis studier av leddgikt, diabetes og hjerte-/karsykdommer.

Enkelte PLA2-isotyper eller grupper viser sterkere koblinger til visse sykdomstilstander enn andre.

PLA2 gruppe 6B, 6D, 6F har i særskilt grad blitt koblet til kosthold og lipidmetabolisme, og kan

derfor inkluderes i kostholdsstudier. PLA2 gruppe 2A, 2E, 3 og 4D har blitt sterkt knyttet til beten-

nelsessykdommer i huden, og bør derfor inkluderes i studier av psoriasis, eksem, lepra osv. PLA2G3

har vist en 40-fold oppregulering i tykktarmskreft og kan potensielt benyttes som biologisk markør for

krefttypen.

4.3 Tekniske aspekter ved laboratoriearbeidet

Resultatene vist i Figur 6 er alle fra tredje bioreplika. Av de 3 bioreplikaene, ble dette regnet som

det mest solide fordi studenten gjennom arbeidet med masteroppgaven hadde tilegnet seg stadig ny

kunnskap og erfaring. Bioreplikaet hadde også størst RNA-utbytte og viste best ratioer i kvalitetssjekk

av RNA. Det kan spekuleres i hva årsaken til de noe sprikende resultater kan være. Ulikt generasjonstall

hos HaCaT-cellene er en mulig kilde til variasjon. I de to første forsøksoppsettene ble cellene sådd ut i

7 brønner, hver merket dag 0, dag 1, osv. Cellene ble høstet fra brønnen merket den tilhørenede dag. I

tredje forsøksoppsett ble ikke brønnene merket ved utsåing, men alle brønnene ble studert i mikroskop

før høsting, og den brønnen med minst grad av kon�uens ble høstet. Dette sikret en gradvis økning i

kon�uens fra dag 0 til dag 6, åpner for sammenligning med keratinocyttdi�erensiering in vivo i større

grad enn høstingsstrategien i bioreplika 1 og 2. Mekanisk stress, endringer i pH og andre forhold som

er vanskelig å kontrollere, kan også ha påvirket cellene, og dermed forårsaket variasjon i resultatene.

Enkelte av båndene fra agarosegelen som er vist i Figur 5 er svake, som indikerer at genet er lavt

uttrykt. Dette gjelder spesielt for PLA2G2E (i trykte utgaver av oppgaven kan det være vanskelig å

skilne båndet). I qPCR hadde vi problemer med å detektere PLA2 gruppe 2E, 4A og 6A. Haas et al.

klarte ikke å detektere PLA2G2E i hud [27], og Rys-Sikora et al. måtte bruke to runder med PCR

og nøstede primere for å detektere 4A [23]. Dette bekrefter at genene er lavt uttrykt, og at bruk av

mer templat, �ere runder PCR, eventuelt rense RNAet for å få renere mRNA, kan være nødvendig for

deteksjon.

Kjørebetingelsene for konvensjonell PCR med de gamle PLA2-primerene beskrevet i artiklene til

Anthonsen et al. [98, 34], gav ingen produkt og/eller uspesi�kke produkt. Både antall sykluser og

annealingstemperatur ble testet, før vi til slutt kom fram til at betingelsene beskrevet i Avsnitt 2.6 gav
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best resultat. Dette viser at bruk av primere i ulike laboratorier, hvor ulike reagenser og instrumenter

blir brukt, ofte krever en optimaliseringsrunde før primerene fungerer som ønsket.

Av de 17 PLA2-isotypene undersøkt i human placenta, lyktes vi ikke med å detektere gruppe PLA2

gruppe 2E, 3, 4A, 6B og 6F, selv om disse har blitt påvist i placenta tidligere. Dette kan skyldes at

placenta er sammensatt av mange ulike typer vev og celler [103], og ved deteksjon av mRNA er det

vanskelig å fastslå fra hvilke vev eller celler RNAet stammer. I tidligere påvisninger har det ikke gått

klart fram når vevsprøven har blitt tatt. Genuttrykk kan variere mye fra tidlig svangerskap til fødsel,

og kan derfor være årsaken til manglende deteksjon av mRNA. En alternativ årsak kan være at 2E, 3,

4A, 6B og 6F er svært lavt uttrykt i placenta, og lå under deteksjonsgrensen i vårt forsøk.

I di�erensieringsstudier er det viktig å kunne vise at cellene faktisk di�erensieres i den type for-

søksoppsett som blir valgt. Forsøksoppsettet i denne masteroppgaven, som innebar å skape 7 ulike

di�erensieringsnivå av keratinocytter, ble valgt på grunnlag av erfaring fra tidligere studier gjort i

Berit Johansens forskningsgruppe [100], som også bekreftes i annen litteratur [101]. Erfaringen tilsier

at HaCaT-keratinocytter di�erensieres som følge av kontaktinhibering av proliferasjon, og sulting ved

bruk av medium inneholdende 0,5 % serum. For å vise dette kan uttrykk av KRT10, som er en kjent

di�erensieringsmarkør i keratinocytter [101], undersøkes. KRT10-uttrykk ble studert i tredje biorepli-

ka. Uttrykket viste overraskende nesten konstant uttrykk fra dag 0 til dag 6, noe som kan tyde på at

cellene ikke hadde di�erensiert som forventet. Likevel må det påpekes at uttrykket av PLA2G2A, som

viste sterk økning fra dag 0 til dag 6, overrensstemmende med det Haas et al. observerte i normal hud,

tyder på at HaCaT-cellene faktisk di�erensierte.

4.4 Mål for fremtiden

På grunn av tidsmangel ble ikke prosessen med design og uttesting av primere utført så grundig som vi

ønsket. Ingen av primerparene ble sekvensert, noe som er nødvendig for å helt sikkert kunne fastslå at

primerene ampli�serer produkt fra tilhørende mRNA. Primerkonsentrasjonen ble ikke optimalisert for

alle primerparene, og e�ektivitetstesting ble ikke gjennomført for alle primerparene. Før primerparene

tas i bruk i videre studier, anbefaler vi sterkt at disse kravene oppfylles. Vi lyktes med å utvikle

primerpar for 17 av de humane PLA2-isotypene. For å kunne kartlegge alle uttrykk av alle 28 isotyper

som i dag har blitt identi�sert, bør det utvikles primerpar også for de øvrige isotypene.
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5 Konklusjon

Det har i denne masteroppgaven blitt utviklet primerpar egnet for bruk i konvensjonell, så vel som

kvantitativ PCR for 17 humane PLA2-isotyper. Ved bruk av primerene har det blitt vist uttrykk

av PLA2 gruppe 2A, 2D, 2E, 3, 4A, 4C, 4D, 4F, 5, 6A, 6B, 6C, 6D, 6F, 7A, 10 og 12A i 3 dager

postkon�uente HaCaT, samt PLA2 gruppe 2A, 2D, 3, 4C, 4D, 5, 7A og 10 i human postnatal placenta.

Primerene har også blitt benyttet i qPCR til å kartlegge hvordan PLA2-isotypene uttrykkes gjennom

HaCaT-keratinocytters di�erensiering fra prolifererende celler til hornceller fylt med keratin. PLA2G2A

viste en sterk oppregulering, mens PLA2 gruppe 4C, 4D, 4F, 5, 6B, 6C, 6D, 6F, 7A, 10 og 12A

viste forholdsvis konstant uttrykk under di�erensieringen. Resultatene viser at et mangfold av PLA2-

isotyper er uttrykt i både HaCaT og placenta, som indikerer at de PLA2-enzymer spiller en sentral

rolle i normal hud og placenta. Det er dermed desto viktigere å �nne ut hvilke PLA2-enzymer som

er involvert i patologiske versus fysiologiske prosesser, og å utvikle målrettede terapeutiske strategier

mot de �proin�ammatoriske� isotypene.
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