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Sammendrag

SAMMENDRAG

Bakgrunn: Nevrodegenerative sykdommer (ND) defineres som forstyrrelser i sentrale- og
perifere nervesystemet. Kronisk inflammasjon og svikt i mitokondrier er faktorer som er
involvert i nevrologiske lidelser. Tetradecyltioeddiksyre (TTA) er en fettsyre med svovel i B-
posisjon har vist seg a ha oksidative og anti-inflammatoriske egenskaper vha
peroksisomproliferator-aktivert reseptor (PPAR) in vitro og in vivo. Dermed var det gnske a
klargjgre TTAs terapeutiske rolle i ND som involverer kronisk inflammasjon og ROS. Det var
ogsa gnske om a teste TTA-analoger in vitro for @ se om de kunne vise lignende egenskaper

som TTA.

Metode: Genuttrykk av cytokiner ved TNF-a indusert inflammasjon ble benyttet for a se pa
anti-inflammatoriske egenskaperav TTA i nevroblastom cellelinje SH-SH5Y. Det ble ogsa sett
pa hvilke PPAR-gener som var uttrykket i udifferensierte SH-SH5Y-cellelinjen. Effekter av
TTA-diett ble sett i dyslipidemi-modeller i hjernen in vivo; apoE "'mus og rotte. Anerkjente
HuH-7 og SH-SH5Y-cellelinjen ble brukt som modell for @ bestemme levedyktighet og evne til

celleproliferasjon til TTA-analoger.

Resultat: Av de undersgkte gener viste TTA ingen anti-inflammatoriske effekter i
udifferensierte SH-SH5Y cellelinjen. Det ble i midlertidig sett uttrykking av PPAR- &
sammenlignet med de andre PPAR-genene. | apoE -/ mus som ble féret med 0,4 % TTA diett
ble det ikke observert oppregulering av SOD 1 og SOD2, men ilang-tidsstudie med 0,4% TTA
i rotte ble det derimot sett en regulering av SOD 1 og SOD 2 sammenlignet med rotter som
ble féret med hgy fett diett. For modifiserte TTA analogene ble det observert attr-TTA- dose
pa opptil 62.5 -125 uM var passende for begge cellelinjer over en behandlingsperiode pa to
dager. N-TTA sa ut som til a veere toksiskidose 31.3 uM bade for HuH-7 celler og SH-SY5Y

celler. Tr-N-TTA tolerert opptil 250 uM i begge cellelinjene.

Konklusjon: Basert pa funnene i dette prosjektet har vi ikke funnet noen grunnlag for anti-
inflammatoriske effekter av TTA pa in vivo. Det blir sett en tendens av oksidative egenskaper

in vitro ved lang-tidsbehandling av TTA. Imidlertid er det behov for ytterligere studier for a
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se om det pa andre cytokiner og oksidative gener som er involvert i hjernen for a8 avdekke
TTAs mulige nevro inflammatoriske og oksidative virkninger vha PPAR-aktivering. For a se pa
de generelle antiinflammatoriske effekter av TTA-analoger hadde det vaert en fordel a se pa

andre modeller der TTA har pavist effekt.
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Abstract

ABSTRACT

Background: Neurodegenerative diseases (NDs) are defined as central- and peripheral
nervous system disorders. Chronic inflammation and mitochondrial dysfunction plays an
important role in NDs. Tetradecylthioacetic acid (TTA) is a fatty acid and has in previous
studies showed potential as an antioxidant and an anti-inflammatory agent by involving
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) in different models. Thus, it was desired
to enlighten TTAs therapeutic role in ND, which involves chronic inflammation and ROS.
Additionally, it was desired to examine if modified TTA analogs could exert similar

characteristics by determining their growth-limiting effects as TTA.

Method: Gene expression of cytokines after TNF- a (alfa) induced inflammation were utilized
to see anti-inflammatory properties of TTA inthe neuroblastoma cell line SH-SH5Y. PPAR
genes were also determined to see if they were expressed in the undifferentiated SH-SH5Y
cell line. Additionally, effects of TTA diet in brain in models of hyperlipidemia apoE *~ mouse
and rat were studied in vivo. TTA analogs and their viability were determined in the already

recognized HuH-7 cell line and the SH-SH5Y cell line.

Results: On the gene expression level, TTA did not show anti-inflammatory effects in the
undifferentiated SHSH5Y cell line. PPAR-6 (delta) was more highly expressed in this cell line
compared to the other PPAR genes, and was up regulated by TNF-a treatment. In 0.4% TTA
diet with apoE -/~ mice, effects on gene expression of SOD 1 and SOD 2 were not seen, but in
a long-term study with 0.4% TTA in rat within 50 weeks, there were differences of SOD 1 and
SOD 2 compared to rats fed high fat diets. For the modified TTA analogs, it was observed
that the tr-TTA dose up to 62.5 - 125 uM was appropriate for both cell lines for two days
treatment. N-TTA appeared to be toxic at dose 31.3 uM for both HuH-7 cells and SHSY5Y
cells. Tr-N-TTA tolerated up to 250 uM in both cell lines.
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Conclusion: Based on the findings of this project, there were no anti-inflammatory
effects of TTA on in vitro. There was a tendency to affect genes involved in oxidative
defense in vivo during long-term treatment of rats with TTA. However, further studies
are needed to evaluate other cytokines and oxidative genes involved in the brain to
reveal the potential role of TTA by PPAR activation on neuroinflammation and oxidative
stress. It would have been beneficial to consider other models where TTA has
demonstrated efficacy to determine the general anti-inflammatory effects of the

modified TTA analogs.
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Introduksjon

Nevrodegenerativ sykdommer (ND) defineres som forstyrrelser i det sentrale og perifere
nervesystemet (1). Det er en paraplybetegnelse for tilstander som pavirker nervecellene
i hjernen (2). Eksempler pa nevrodegenerative sykdommer er Parkinsons, Alzheimers
(AD), multippel sklerose (MS), epilepsi og Huntingtons sykdom (3). Ofte refereres det til
tap av nevroner eller nedsatt funksjon i nervesystemet. Hjernen endrer seg og det
dannes nye nerveceller hele livet (4). Med gkende alder er det to viktige faktorer som
pavirker regenerering prosessen: sykdom og inaktivitet. Alder i seg selv kan bidra til
nedsatt funksjon i nervesystemet. Dette fgrer til tap av kroppens funksjoner slik som
mobilitet, balanse, tap avsmak, tale og pust (5, 6). Det er det snakk om sykdommer som

rammer i hele livslgpet og forer til betydelig funksjonstap og redusert livskvalitet.

Per dato er lidelsene uhelbredelige og det finnes det kun symptomslindrende legemidler
(7). Verdens helseorganisasjon (WHO) har tall fra 2015 som angir at 12% av de totale
dedsfallene globalt skyldes nevrologiske sykdommer. Innenfor disse er
cerebrovaskulzere sykdommer, lidelse forarsaket av svikt eller manglende blodforsyning
til hjernen, ansvarlige for 85% av dgdsfallene (1). Folkehelseinstituttet oppgir i 2016 at i
Norge skyldes 10 % av alle dgdsfall i aldersgruppen 70 ar og eldre demens (inkludert
Alzheimer). | tillegg oppgis det at bade i Norge og globalt forventes demens a gke
betydelig de kommende arene pa grunn av flere eldre. Globalt er det anslatt at antall

personer med demens vil tredobles innen 2050 (8).

Inflammasjon er en kompleks biologisk prosess som skjer nar kroppen utsettes for
fysisk- eller kiemiske skader og infeksjoner. Motivet er & eliminere arsaken til celleskade

og reparere skadene ved a sende ut leukocytter og kjemiske substanser (9).
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Det finnes bade akutt og kroniske varianter av inflammasjon. Forskjellen mellom akutt
og kronisk inflammasjon avhenger av blant annet varigheten av skaden og reaksjonen
pa skaden. En kronisk inflammasjon trenger ikke a veere en fortsettelse pa en akutt
inflammasjon. Det kan for eksempel vaere manglende eliminering av faktorer som
forarsaker akutt betennelse, som smittsomme organismer som sopp og andre
parasitter, som kan motsta vertsforsvar og forblir i vevet i en lengre periode. Et annet
eksempel er nar inflammatoriske mediatorer induserer oksidativt stress og mitokondriell
dysfunksjon, som resulterer i gkt produksjon av frie radikalmolekyler og sluttmolekyler
som videre skaper en langvarig inflammasjon uten at den opprinnelige arsaken lenger er
til stede (10). Ved en kronisk inflammasjon rekrutteres makrofager, lymfocytter og
plasmacellertil stedet ved hjelp av cytokiner. Disse er substanser som tiltrekker
immunceller; monocytter, naturlige drepeceller, T-lymfocytter, og flere dendritiske

cellertil inflammasjon stedet (11).

Det er fem klassiske symptomer som opptrer ved inflammasjon. Det er rubor (rgdhet),
tumor (hevelse), calor (varme), dolor (smerte) og functio laesa (funksjonsnedsettelse).
Dersom det har oppstatt skade i huden, vil stasjonaere molekyler slik som makrofager og
mastceller utskille signalmolekyler deriblant cytokiner og histaminer slik at
blodtilfgrselen gker. Histamin fgrer til vasodilatasjon der kapillaerarer utvider seg slik at
man far tilfgrt mer blod. Rgdhet og varme oppstar som resultat av blodarenes dilatasjon
og okt blodtilfgrsel. Samtidig vil permeabilitet i arene gkes, og fgrer til at leukocytter far
tilgang til betente vev. Progressiv vaesketransport siver derfor inn i vevet forarsaker
hevelse, smerte og funksjonsnedsettelse. Store plasmaproteiner (f.eks
komplementproteiner) som gar gjennom kapillzerarer og inntil vevet og dette medfgrer
hgyere osmotisk trykk i betennelse omradet som resulterer smerte. Alti alt kan dette
fere til nedsatt bevegelighet i betente omradet. Dette kan videre fgre til at systemiske
responsen aktiveres og resultere med feber (11). Figur 1.1 illustrerer de ulike trinnene i

inflammasjonsprosessen.
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Figur 1.1: Beskriver kort lokaleinflammasjonsprosessen. Ytre stimuli slik som patogen har trengt inni
huden. Mastceller skiller uthistamin somfgrer til kapileaerarenedilatere og blodtilfgrselen til skadestedet
gker. Det rammede omradet gkes med ngytrofile granulocytter som sekrerer ut substanser som
stimulerer inflammasjon ved a tiltrekke andre immunceller og aktiverer celler er sentralefor reparasjon.
Patogenet skadeliggjgres ved hjelp avfagocytose utfgrt av makrofager og ngytrofilegranulocytter.
Inflammasjonsprosessen fortsetter til patogenet er eliminertog vevet reparert, og aktivere ervervet
immunforsvar for mer hjelp (12).

Kroppens evne til 3 hindre kroppsfremmede patogene i a forarsake skade, skyldes
kroppens forsvarsmekanismer, immunforsvaret. Kroppens forsvarsmekanisme kan deles
inn i uspesifikt (medfgdte) og spesifikt (ervervede) immunforsvar. Det uspesifikke
forsvarssystemet inkluderer fagocytterende celler blant annet dendritiske celler,
mastceller, ngytrofile granulocytter og makrofager, og ytre barrierer som hud og
slimhinner og komplement (et sett med proteiner). Det spesifikke forsvarssystemet
bestar av celler som produserer antistoffer (B-lymfocytter) og cytotoksiske celler (T-

lymfocytter) (13).

Det uspesifikke forsvarssystemet virker mot bredt spekter av kroppsfremmende
mikrober, og er aktiv tidlige fase nar sykdom utvikles (14). Antigen-presenterende celler
(APC) altsa fagocytterende celler utfgrer fagocytose som kan skadeliggjgre patogent
som har fatt mulighet til 3 trenge seginn. Det er celler som ligger ute i vevet og mgter
mikrober i det de kommer inn i kroppen. Dersom de stasjonare cellene som ligger ute i

vevet ikke klarer 3 skadeliggjgre patogen vil det spesifikke forsvaret bli aktivert.

3
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Spesialiseringen involvere framvisning av antigen (deler av patogenet) T- og B-
lymfocytter fra det ervervede immunforsvaret og differensiering av disse lymfocyttene
(15). Denne spesialiseringen tar tid, derfor kommer den spesifikke responsen i

immunres pons mye senere.

1.1.1 Inflammasjons rolle i nevrodegenerative sykdommer

Bade uspesifikt og spesifikt immunforsvar er viktig for a bekjempe infiserte celler og ikke
minst kreftceller og er derfor en viktig beskyttelsemekanisme. Immunsystemet kan ogsa
reagere pa en mate som er ugunstig for kroppen, slik som ved auto immunitet -hvor
kroppen gar til angrep mot egne molekyler (16). Inflammasjon i sentralnervesystemet
(CNS) (nevroinflammasjon) er anerkjent a ha en sentral rolle i alle nevrologiske lidelser
som medfgrer til nevrotisk celledgd. Nevrodegenerative sykdommer preget av kronisk
og progressivt nevrontap og patologiske nivaer av cytotoksiske stoffer, som forhgyede
nivaer av pro-inflammatoriske faktorer og produksjon av reaktive frie oksygenradikaler

(ROS), noe som resulterer i oksidativ stress (17).

Den inflammatoriske responsen formidles av aktiverte mikrogliaene, variant av gliaceller
i CNS, som normalt reagerer pa nevronskader og fjerner de skadede cellene ved
fagocytose. Mikrogliaceller er lokalisert i CNS, og omfatter ca. 12 % av hjernen og pa lik
linje med makrofager og lymfocytter i periferien, deltar i hjernens immunforsvar mot
sykdommer og skade. Normalt ligger mikrogliaceller latent og kontinuerlig pa overvaking
omkringliggende miljg. Ved ekstracellulaere signaler som tilstedevaerelse av patogener,
fremmedlegemer og dgde eller dgende celler, kan mikrogliaceller gjennomga en
morfologisk forandring. Denne morfologiske forandringen er ogsa ledsaget av endringer
i signalering og genuttrykk som kan resultere i endringer i overflatereseptoruttrykk,
frigjgring av pro- eller anti-inflammatoriske cytokiner og ROS, blant andre. Den
kumulative effekten av disse endringene i morfologi og fenotype fgrer til atlatente
mikrogliaceller blir til aktive mikrogliaceller som resulterer i rekke

inflammasjonsprosesser (18).
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| multippel sklerose er det fremtredende infiltrering av leukocytter som krysser blod-
hjernebarrieren (BB) i CNS og har hgye nivaer av aktiverte mikrogliaceller hvor de
forarsaker lokal inflammasjon som resultere i demyelering, arrdannelse og aksonal
degenerasjon (19). Det er ingen tegn pa fremtredende infiltrering av leukocytter sett i
Parkinson eller Alzheimers sykdom. En av kjennetegnene ved Alzheimers
sykdomspatologi er opphopning av proteinet amyloidplakk, som i utgangspunktet blir
fiernet mikrogliaceller. Proteinavleiring forarsaker aktivering av mikrogliaceller ender
videre ender opp med nevronskader og celledgd (20). Tilsvarende er aktivert
mikrogliaceller assosiert med skadede nevroner hos pasienter med Parkinson.
Inflammatoriske mediatorer som tumor necrosis factor alpha (TNF- a), interleukin-1 (IL-
1) og interleukin-6 (IL-6) har blitt identifisert i human Parkinson’s sykdom post-mortem-
hjerner, i tillegg til oppregulering av nitrogenokid syntase (iNOS) og cyclooxygenase

(COX) i microgliaceller hos pasientene (21).

Cytokiner er polypeptider/glukoproteiner som utskilles fra kroppens celler, ofte som en
respons pa en aktiverende stimuli og fungerer som signalmolekyler. Disse proteinene er
meget relevant og sentral i inflammasjonsprosessen, og er et viktig bindeledd mellom

ulikecelletyper (22).

Cytokiner bidrar med a koordinere aktiviteten i forsvar og reparasjon av kroppen, blant
annet ved a oppregulere eller nedregulerer aktiviteten til immunceller. Overdreven
inflammatorisk cytokinproduksjon kan imidlertid fgre til vevskader, hemodynamiske
endringer og organsvikt. Cytokiner utgver sin effekt ved a binde seg til spesifikke
cytokinreseptorer pa celleoverflaten. Cytokiner kan virke pa produsentcellen (autokrin),
pa nabocellen (parakrin) eller systemisk (endokrin). Nar antigen blir presentert for naive
T-lymfocytter av antigenpresenterende celler (APC), igangsettes en kaskade som fgrer til
celledeling, celledifferensiering av T-lymfocytter celler som resulterer effektorceller.
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Denne celledifferensiering styres av cytokiner (23). Cytokiner klassifiseres pa bakgrunn
av celletyper som utskiller dem og biologisk aktivitet. Over 100 cytokiner har blitt
identifisert (24), og inndeles etter struktur og funksjon i fem hovedgrupper; inteferoner
(IFN), interleukiner (IL), tumor nekrosefaktor familien (TNF), kjemokiner og

kolonistimulerende faktorer (CSF) (25).

Cytokiner kan ogsa deles inn grupper basert pa om de fremmer eller hemmer
inflammasjon. Cytokiner som modulerer inflammasjon angis som pro-inflammatorisk,
mens cytokiner som hemmer pro-inflammatoriske cytokiner kalles anti-inflammatoriske
cytokiner. Noen er bade slik som a bade veere pro- og anti-inflammatorisk (26). Ved
infeksjon vil det vaere gkning av pro-inflammatoriske cytokiner slik som
tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) og interleukin 1 (IL-1) som vil fremme produksjon
pro-inflammatoriske cytokiner slik at man raskt far fjernet infeksjonen. | tillegg vil disse
fremme genuttrykk av anti-inflammatoriske cytokiner blant annet som interleukin 4, 13
(IL-4, IL-13) som demper produksjon av cytokiner. Dermed er det hele tiden en balansen
mellom de pro- og anti-inflammatoriske cytokinene, som igjen bestemmer utfallet av

sykdom, pa kort eller lang sikt (27).

Cytokiner er ikke kun signalstoffer mellom immunceller, men ogsa mellom immunceller
og nerveceller. Nerveceller har reseptorer for immuncellenes cytokiner, noe som erkjent
at nervesystemet kan kontrollere inflammasjon tross for fatall avimmunceller i CNS.
Blod-hjerne-barriere (BBB), hjernens beskyttende skjold begrenser ikke bare ugnskede
stoffer til hjernen men ogsa migrasjon av leukocytter til CNS. Ulempe er at CNS har
begrenset med reparasjon, og svekket funksjon selviisolerte vevsomrader kan derved

fore til store skader (28).

Ved inflammasjon i hjernen, gker risiko for nerveskade og redusert blod-hjerne barriere
permeabiliteten til forskjellige molekyler, dermed kan denne barrieren reguleres og

svekkes ved ulike sykdomstilstander (28). Inflammasjons assosierte CNS-sykdommer
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skyldes aktivering av hjernens immunceller blant annet mikrogliaceller, som produserer
pro-inflammatoriske markgrer (29). Immunrespons i CNS skilles fra klassiske
immunrespons i perifert vev, likevel er mange av de samme cellene involvert.
Immunrespons i CNS aktiverer ikke kun stasjonaere celler (mikrogliaceller, astrocytter og
endotelceller) men ogsa infiltrering av sirkulerende immunceller (monocytter,
ngytrofiler og T-lymfocytter). Som i periferien uttrykker bade de aktiverte stasjonzere
cellene i CNS og de infiltrerende cellene cytokiner og kan frigjgre og /eller reagerer pa
pro- og antiinflammatoriske cytokiner (28). Inflammatoriske responser i CNS kan ogsa
utlgses av endogene ligander anerkjent av varme-sjokk proteiner og ekstracellulzere
degradasjonsmolekyler, som kommer inn i hjernen gjennom en skadet blod-
hjernebarriere, kan initiere inflammatoriske responser. CNS-inflammatorisk respons er
ogsa aktiv ved hjerneskade, som for eksempel vevskader som observeres etter iskemisk,

traumatisk eller eksitotoksisk hjerneskade, eller anfall (29).

Interleukin-1 (IL-1) og tumornekrosefaktor- a (TNF-a) er pro-inflammatoriske cytokiner
som blir konstitutivt uttrykt i friske, voksne hjernen hvor de formidler normale
nervefunksjoner, slik som sgvn. De er nevromodulatorer og er uttrykt og virker pa
nevroner og mikrogliaceller. IL-1 og TNF a -uttrykk er oppregulert i flere viktige
sykdommer og lidelser (30). Ved inflammatoriske tilstander i CNS, utskiller
mikrogliaceller proinflammatoriske cytokiner som IFN-y og TNF- a (29). | degenerative
sykdommer, er CNS stasjonaere celler dominerende produsenter av pro-inflammatoriske
cytokiner, i motsetning i nevroinflammerte sykdommer slik som MS der pro-

inflammatoriske cytokiner blir produsert av invaderte leukocytter (31).

Alzheimers sykdom (AD) er den vanligste aldersavhengige nevrodegenerative lidelsen,
og viser forhgyet uttrykk for cytokiner slik som TNF- a, IFN-y, IL-1, IL-1 B, IL-6, I-18 og
oppregulering av tilhgrende reseptorer, en situasjon som er framkalt av
proteinansamling avamyloid og fiberknuter. Proteinansamling av f-amyliod (AB) and

fiberknuter spiller en viktig rolle for patogenese for AD og forarsaker tap av synaptisk
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funksjon, mitokondriell skade, aktivering av mikrogliaceller og nervedgd.
Proteinansamling av B-amyliod (AB) and fiberknuter fgrer til aktiverte mikrogliaceller.
Mikroglia- aktivering har to effekter pa AD-progresjon: aktivering av mikrogliaceller, som
ferer til 3 redusere AB-akkumulering ved a gke fagocytose, og nedbrytning, noe som
forhindrer dannelsen av amyloidplakk i hjernen. Pa den andre siden fgrer langvarig
mikrogliaceller aktivering til frigjgring av proinflammatoriske cytokiner, som initierer en

pro-inflammatorisk kaskade og deretter bidrar til nevronskader og tap (32).

Kvantifisering av cytokinnivaer anvendes i klinisk praksis, ved at de gir nyttig informasjon
om de patologiske prosessene for flere forskjellige sykdommer, for eksempel
kardiovaskulaere sykdommer og infeksjoner, og kan varsler om inflammatoriske
sykdommer. Pa bakgrunn av at cytokiner starsentralt i regulering avimmunsystemet,
kan disse inflammasjons markgrer potensielt tjene som biomarkgrer for

sykdomsdiagnose, prognose og vurdering om terapeutiske behandlinger (33).

Mitokondriene er intracellulaere organeller med flere funksjoner og blir sett som
cellenes energiprodusent, hvor de omdanner proteiner, fett og sukker i maten vi spiser,
til energi (adenosintrifosfat - ATP) som kroppen kan benytte seg av. Antall mitokondrier i
en celle gjenspeiler cellens energibehov, slik at celler med hgyt energibehov, som

muskelceller og hjerneceller, kan ha flere tusen mitokondrier (34).
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Matriks
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Figur 1.2: Oppbygning av mitokondrie. Mitokondriene er intracellulzere organeller somer bygd opp avto
membraner-den ytre og den indre. Organellen har et eget DNA (mitokondrie-DNA/mtDNA) derfor
reprodusere seg selvog selver medansvarligfor dannelsen avngdvendige proteiner. Hovedfunksjonen til
mitrokondrier er & produsere energi. For kroppen er omdanning av oksygen og energi (ATP) ngdvendig for
funksjon og overlevelse ved sykdomsprosesser. Forstyrrelser avden respiratoriske kjedens gi alvorlige
skader og involverti neurodegenerative sykdommer, kreft, diabetes og flere andre sykdommer som er
kjent for a bli pavirketav mitokondrier (35).

Mitokondrier som nevnt ovenfor er omgitt avto membraner. Ytremembranen er
permeable og mottakelig for sma molekyler og ioner. | motsetning, er indre membranen
mer avgrenset og inneholder enzymer og proteiner som er involvert i
elektrontransportkjeden og ATP syntese. Mellom ytre og indre membran er det et
hulrom som spiller en vesentlig rolle i dannelsen av ATP. Rommet innenfor den indre
membranen, kalles matriks. Matrisen er tett pakket med enzymer som deltar i
sitronsyre-syklusen. | tillegg inneholder det enzymer involvert i oksidasjon av fettsyrer

og aminosyrer (35).

1.5 Frie radikaler, reaktive oksygenforbindelser (ROS) og oksidativ stress

Oksygen (O2) er en forutsetning for at levende organismer, planter og dyr pa jorden skal
kunne opprettholde metabolismen (36). Samtdig kan Oz kan skade cellene gjennom en
nedbrytende kjemisk reaksjon som kalles oksidering, der elektroner overfgres fra det

oksiderte molekylet til et annet (37). Dette medfgrer til at de kjemiske egenskapene til
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stoffene endres og kan gi opphav til skadelige kjedereaksjoner, noe som igjen kan gi

store konsekvenser for cellene (38).

Frie radikaler er forbindelser som har ekstra uparede elektroner. Dette gj@r at disse
atomene eller molekylene blir sveert reaktive og lett inngar i kiemiske reaksjoner. De

vanligste forbindelsene er superoksid (O27) hydrogenperoxid (H202), hydroksylradikalet

(OH") og peroksynitritt (ONOO"). Disse forbindelser blir kalt reaktive oksygen
forbindelser (reactive oxygen, species, ROS) (39). Frie radikaler dannes naturlig i kroppes
celler, f.eks i mitokondrie, ved inflammasjonsprosesser, trening og iskemi. | tillegg kan
eksterne stimuli slik som infeksjoner, straling, rgyk, miljggifter, alkohol, medikamenter
og sykdommer fgre til at produksjonen av frie radikaler gker (38). Frie radikaler og
relaterte oksygenforbindelser dannes ogsa som et resultat av normal oksidativ
metabolisme og er med pa ulike prosesser i cellene som signaloverfgring (40)(43). ROS
kan gi skade pa cellulaere strukturer slik som cellemembraner, og oksidasjon av
proteiner, lipoproteiner, lipider og enzymer kan fgre til defekter. Mitokondriell DNA
(mtDNA) er ogsa utsatt for reaksjoner med ROS, med tanke pa at det ligger ubeskyttet,

og dette kan fgre til mutasjoner (38).

Mitokondriene et av de den aller stgrste produsenten av ROS, og under
energiproduksjonen skjer det en det lekkasje av elektroner, szerlig ved enzymkompleks |
og llli elektrontransportkjeden. Men elektronene blir vanligvis ngytralisert ved
kontrollerte enzymatiske reaksjoner. Dersom det blir en ubalanse mellom nydannelsen
og ngytraliseringen skjer det en opphopning av ROS. Denne tilstanden kalles oksidativt

stress (43).

Kroppen var har etablert har et omfattende forsvar mot oksidativ stress. Dette

innebaerer bade enzymatiske og ikke-enzymatiske komponenter som forebygger

dannelsen av frie radikaler, reparere skade, ngytralisere, eliminere molekyler som har
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oksidativ skade ellerfjerne frie radikaler. Disse kalles antioksidanter, motvirker
oksidasjonen ved selv a la seg oksidere for a beskytte andre molekyler (43).
Antioksidanter er fellesbegrep for ulike stoffer i kroppen som hindrer eller reduserer
oksidasjon av frie radikaler og deles inn i endogene antioksidanter (kroppen selv
produsere), og eksogene antioksidanter (tilfgrt via kosten) (41). Viktige endogene
antioksidanter er blant annet proteiner katalse (CAT), superoksid dismutaser (SODs) og
non-protein glutation (GSH) (figur 1.3 ) (42). | denne oppgaven er det lagt vekt pa SOD,

dermed blir omtalt videre.

Superoksid dismutaser (SODs) er en klasse av enzymer som katalyserer omdanningen av
02 til hydrogenperoksid (H202) og O2 (figur 1.3). SOD enzymene inndeles videre inni tre
hovedfamilier, avhengig av hvilken metall-kofaktor som er tilstede i det reaktive setet;
Cu/Zn (SOD 1, som binder bade kobber og sink) Fe og Mn-typer (binder enten jern eller
mangan, SOD 2) og Ni-type (binder nikkel, SOD3). Hos mennesker finnes det tre former
for SOD. SOD 1 er en dimer (bestar av to enheter) og er lokaliserti cytoplasma, SOD 2i
mitokondriene, og SOD 3 er ekstracellulaer. Ved gkt oksidativ stress, vil det gi gkt uttrykk
av SODsene, og det gkte uttrykket av antioksidant enzymene vil derfor vaere en slags

forsvarsmekanisme for kroppen ved moderate konsentrasjoner av ROS (41).

Ved aldring ser man bade en nedgang i respiratorisk funksjon i mitokondriene ogen
gkning i ROS- produksjon. Dersom antioksidanter ikke far kontroll pa oksidativ stress kan
det pavirke utvikling av ren rekke sykdommer og tilstander som kreft, kardiovaskul zere
sykdommer, kols, artritt, diabetes og nevrodegenerative sykdommer slik som
Parkinson’s sykdom, AD, MS, depresjon og hukommelsestap. Generelt er nevroner
utsatt for ROS fordi de har hgyt innhold av flerumettede fett som kan oksideres, og
enkelte regioner i hjernen slik som hippocampus CA1 er sensitiv for skadelige effekter
ved oksidativ stress. | tillegg har nevroner hgyt oksygenbehov, og hgyt innhold av

redoksaktive metaller (jern og kobber) som kan virke katalyserende pa syntesen av
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hydroksylanion. Av den grunn har mitokondrier og oksidativ skade blitt sett pa som en

ngkkelfaktor i utvikling av neurologiske lidelser og aldring (43).

Superoxide
dismutases (SODs)
0, H;0;

Catalase
H.O, S — H,O

Glutathione
Peroxidase {GPx)

H,0,+ GSH — = GS5G +H,0

Figur 1.3: Antioksidanter er kroppens forsvarsmekanism for d forsvare mot ROS. Superoksid dismutaser
(SODs) katalyserer superoksid til oksygen og hydrogenperoksid. Katalases@rger for at hydrogenperoksidet
omdannes til vann og oksygen. Glutationperoxidase (GPx) reduserer hydrogenperoksid til oksidert
glutation (40).

Det er velkjent at omega-3 og omega-6 fettsyrer som var kropp ma ha tilfgrt i kosten, er
ngdvendig for @ unnga sykdommer som er relatert til inflammatoriske og sirkulasjon, sa

vel som synsfunksjon, ogsa enkelte nevrologiske og mentale lidelser (44).

1.1.2 Fettsyres struktur og egenskaper

En fettsyre bestar av karbonkjede med varierende lengde av karbonatomer og
hydrogenatomer med en karboksylgruppe (COOH) kovalent bundet til den ene enden.
Fettsyrer inndeles inn i to hovedgrupper; mettede fettsyrer og umettede fettsyrer.
Mettede fettsyrer har ingen dobbeltbindinger i kieden, mens en umettet fettsyre har en

eller flere dobbeltbindinger (45, 46).

Basert pa kjedelenge kan fettsyrer ogsa skilles inni tre grupper; kortkjedede (short chain
fatty acids, SCFA), fettsyrer med middels lange kjeder (medium chain fatty acids, MCFA)

og langkjedede fettsyrer (long chain fatty acids, LCFA). Som tidligere nevnt har det lenge
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pavist at fettsyrer i er viktige for hjernens struktur og funksjon, og tilstrekkelig inntak av
disse er med pa a sikre normal og optimal funksjon for hjernen som omtales senere i

oppgaven (46).

Flerumettede fettsyrer (polyunsaturated fatty acids, forkortet PUFA) er fettsyrer med to
eller flere dobbeltbindinger. a-linolensyrer (ALA, Omega-3) og linolsyre (LA, Omega-6) er
de to essensielle flerumettede fettsyrene som kroppen trenger a fa tilfgrt gjennom

kosten fordi kroppen har ikke de enzymene som er ngdvendig for biosyntesen (46, 47).

Figur 1.4 viser eksempler pa oppbyggingen av de umettede fettsyrene og deres posisjon

av dobbeltbindinger.

NNV AN

Alpha-Linolenic Acid (omega-3)

1
— — COOH

Linoleic Acid {(omega-6)

Figur 1.4: Strukturen til omega-3 og omega-6 fettsyrer (48).

Kroppen bruker linolsyre og a-linolensyre til 3 syntetisere mange andre umettede
fettsyrer som arakidonsyre, som er forlgper for syntesen av prostaglandiner og
eikosanoidene som er involvert i inflammasjon, og som er forstadier til
eikosapentaensyre (EPA) og docosahexaensyre (DHA). | tillegg fungerer begge fettsyrene

som strukturell komponent i cellemembraner (49).

1.1.3 Omega-3 fettsyren, DHA i nevroner
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DHA syntetiseres fra ALA (omega-3) ved en rekke av enzymatiske og kjedeforlengelse
reaksjoner. Blant EPA, DHA og dokosapentaensyre (DPA), har DHA essensiell rolle i
hjernen og det har blitt gjort en rekke studier hjerte- og karsykdommer, inflammasjon
samt utvikling av sentralnervesystemet og mental helse, der omega-3 fettsyren DHA har

vist seg a kunne ha en positiv effekt (50).

Omega 3-fettsyre DHA bidrar riktignok pa mange viktige omrader i kroppen, og er en
viktig bestanddel i nevroners membraner. Fosfolipider er viktige komponenter i
cellemembraner, og pavirker cellulzere egenskaper som signaloverfgring, regulering av
genuttrykk, cellulaer metabolisme, naeringsopptak og transport. Omega-3 fettsyren, DHA
har mulighet til 3 inkorporere i fosfolipidene som videre kan pavirke membranens
fluiditet, permeabilitet og funksjon (50). DHA gir gkt membran fluiditet, noe som er
kritisk for optimal overfgring av nevrotransmitter, slik som serotonin og dopamin. DHA
er saerlig konsentrert i nerveender hvor kjemiske signaler mellom celler utveksles.
Mangel pa omega-3 viser antydning pa svekkelse av utvikling av synapser (51, 52). DHA
er ogsa forbundet til 8 stimulere nevrogenese bade hos barn og voksne. Omega-3
fettsyren DHA deltar ogsa med a opprettholde normal hjernefunksjon slik som for
eksempel lzering og hukommelse som er assosiert med hippocampus, dermed er omtalt
som god forebyggende effekt mot nevrodegenerative sykdommer (50). DHA har ogsa en
nevrobeskyttende effekt pa glutamatindusert cytotoksisitet i rotte, ved 3 hemme
nitrogenoksydproduksjon og kalsium tilstremning, og gke aktivitetene av antioksidant

enzymer glutation peroksidase (GSH-Px) (53).

Akkurat som eikosanoider som stammer fra EPA er inflammasjonsdempende, er DHA
forlgpere for ulike lipidformidlere (resolviner (RvD), protektiner og maresiner). Det er
enna usikkerheter om den spesifikke mekanismen til hvert av lipidderivatene, men de
virker a vaere involvert i de fgrste stadiene i inflammasjon ved a kontrollere andre

immunmodulerende lipider derivater, smerte, sarheling, apoptose, modulering av
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makrofager og kan ogsa pavirke hormonbalansen og blodets stremningsegenskaper (54)

(55).

Menneskelige kroppen foregar det bade oppbyggende prosesser og nedbrytende
prosesser som skjer i kroppen. Metabolisme er et samlebegrep for bade oppbyggende
(anabolisme) og nedbrytende (katabolisme) prosesser (47, 56). | denne oppgaven er det

lagt fokus den katabolske veien av fettsyremetabolismen.

Fettsyrer inneholder store mengder energi som kan nyttiggjgres og dette skjer ved en
trinnvis oksidasjonsprosess indirekte genererer ATP, kroppens energi molekyl. Fettsyrer
kan nedbrytes via forskjellig mekanismer, men den mest vanlige kalles beta (B)

oksidasjon og er lokalisert i mitokondrier og peroxisomer (47).

1.1.4 Fettsyre aktivering

Fettsyrer, med unntak av de korte fettsyrer, kan ikke passere mitokondriemembranen
og ma dermed aktiveres ved kobling til koenzym A i en to-trinnsreaksjon. Dette skjer i
cellens cytosol ved hjelp av enzymet fettsyre-CoA syntase og binding prosessen krever
energi som kommer fra spalting av ATP (47, 57). Tre typer fettsyre-CoA syntase:
langkjedede, medium kjedelengde og kortkjedede fettsyrer har hver sin gruppe av

isoenzymer (47).

1.1.5 Transport av aktivert fettsyre fra cytosol til mitokondrium

Den aktiverte fettsyren (acyl-CoA) ma transporteres fra cellens cytosol til mitokondrium
(mer presis mitokondrium-matriks), der betaoksidasjon foregar. Fettsyrer som har 12
karboner eller mindre klarer @ passere membranene uten noe form for hjelp. Dersom

fettsyren inneholder 14 karbonatomer eller mer kreves det transportproteiner, karnitin
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palmitoyl transferase 1 og 2, og en baerersubstans, sakalt karnitin, for a kunne passere
membranen. Transporten innebaerer at CoA spaltes av slik at karnitin-bundet fettsyre
kan videre passere gjennom den indre membranen. | matriksen binder fettsyren til CoA

og er kan gjennomga B-oksidasjonen som genererer acetyl-CoA-enheter (47, 57, 58).

1.1.6 B-oksidasjon og elektrontransportkjeden (ETC)

Selve nedbrytningen av fettsyrer kalles B-oksidasjon som kommer av at reaksjonen skjer
pa karbonatom nr. 2 (beta-karbonet) i fettsyrekjeden. Resultatav en runde med B-
oksidasjon er produksjon av acetyl-CoA og en fettsyre som er to C- atomer kortere enn
for syklusen. Itillegg dannes de elektronbaerende molekylene FADH: (riboflavin) og
NADH (niacin) som garinn i elektrontransportkjeden (ETC). Produksjonen av ATP foregar
hovedsakelig i elektrontransportkjeden der elektroner flyter gjennom fire store
proteinkomplekser (nummerert fra | til IV). Flyten av elektroner gjennom kjeden
medfgrer redoksreaksjoner som frigjgr kjiemisk energi og det utvikles en spennings - og
konsentrasjonsforskjell der energien som frigjgres brukes til a syntetisere ATP. Aceyl-
CoA kan enten oksideres i sitronsyresyklus eller bli benyttet i produksjon av

ketonlegemer under fasting avhengig av kroppens tilstand (47, 57, 58).

1.1.7 o-oksidasjon og w-oksidasjon

Fettsyrene kan ogsa nedbrytes ved a- eller w-oksidasjon. Hvis B- karbonet pa fettsyren
er sterisk hindret vil oksidasjonen skje ved a-karbonet (a-oksidasjon) (59). w-oksidasjon
er ogsa et annet mekanisme fettsyrer kan gjennom. Fettsyrer har ogsa mulighet for a bli
nedbrutt gjennom w-oksidasjon, ved at w-karbonet blir omgjort til en karboksylsyre vha
enzymer og det vil det da vaere to karboksylgrupper i begge endene av molekylet. Alle
tre mekanismer resulterer med a transportere fettsyrekjeden aktivert av CoA inn i
sitronsyresyklus og elektrontransportkjeden hvor man far omdannet energimolekylet

ATP (60).
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Hjernen krever mye av kroppens energi. Hjernen utgjgr ikke med enn omtrent to
prosent av kroppens vekt, men likevel star den for ca. 20 prosent av kroppens totale
energiforbruk. Store mengder av ATP trengs i natriumpumpemekanismen for 3
opprettholde membranpotensialet, som er essensielt for overfgringen av
nerveimpulsene. | hjernen blir mer enn 90% av ATP generert i mitokondrier ved bruk av
oksidativ fosforylering (oxPhos) (61). Glukose er det foretrukne/primaere
energisubstratet for hjernen bade i hvile og under aktivitet og FAs rolle er begrenset (61,
62). Hjernen bruker ketonlegemene som energikilde i stedet for glukose seerlig under

perioder med redusert matinntak (61).

Den lave fettsyre oksidasjon i hjernen kan forklares i form av (I) gkt inntak av mettede
fettsyre kan skade/forstyrre blod-hjerne-barrieren (BBB) ved a gke inflammatoriske
mediatorer (61, 63), (Il) en lav enzymatisk kapasitet for degradering/nedbrytning av
fettsyren i hjernen og (lll) gkt risiko for ubalanse mellom produkter fra

elektronkjedetransporten som oksygenarter (ROS) (61).

Likevel ma fettsyrer bli tatt opp under hjernens utvikling, og fettsyrebindende proteiner
og karnitin er blitt funnet i hjernevevet som tyder pa at fettsyremetabolismen har en
rolle i nevroutvikling, nevrotransmisjon og reparasjonsprosesser. Karnitin som er kjent
for sin viktige rolle i transport av fettsyrer over den indre mitokondriamembranen, har
vist seg til 3 ha en avgjgrende betydning for hjernens funksjon, blant annet vil mangel pa
karnitin forarsake utvikling av metabolsk encefalopati, preget av hovne astrocytter og
utvidede mitokondrier (61, 64). Apolipoprotein E (apoE) som finnes pa overflaten av
flere lipoproteintyper har en viktig rolle i lipidmetabolismen og i reparasjon av vev. ApoE
allele ((e-4 variant (APOE4)) er en viktig risikofaktor for Alzheimers sykdom, noe som

tyder pa at aldersrelaterte lipidendringer i hjernen kan ligge til grunn for utviklingen av
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Alzheimers sykdom (65, 66). Det er kjent at dyslipidemi er assosiert i utviklingen av

demens og AD, men mekanismene bak dette er fortsatt uklart (67) .

Pa grunn av den funksjonelle betydningen av PUFA i hjernen, ma fettsyrer
transporteres/hentes fra lagringsplasser f.eks. fettvev eller leveren til hjernen. | slike
tilfeller vil lipoproteinlipase (LPL) hydrolysere triglyserider som er lagret i fettvevet og
hydrolyserers til fettsyrer og glyserol. De frigjorte fettsyrene (lkke-esterifisert fettsyrer,
NEFA) forlater vevet og diffunderer til blodet, hvor de bindes til albumin som er et
baererprotein og transporteres gjennom hele sirkulasjonssystemet. Ved CNS, ma
fettsyrene passere blodhjernebarrieren, etter a ha dissosiert fra albumin og na inni
nevroner (figur 1.5)(68). BBB bestar av tette endotelceller med flere lag som fungerer
som en barriere. Fettsyrer som DHA, PA og AA har mulighet til 8 ga gjennom BBB
gjennom passiv diffusjon (61). Men generell transport av PUFA over BBB ser ut til a
involverer fettsyre-transportproteiner (FATP-1 og FATP-4) (62). NEFA blir aktivert til
acetyl-CoA-derivater i cytosolen. | aktivert form av kan fettsyren brukes enten til

biosyntesen av membranlipider eller i B-oksidasjon (61, 62).
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Figur 1.5: Transportfra blod til fettsyrenedbryning i hjernen. Etter dissosieringfra albuminviluesterifisert
fettsyrer (NEFA) migrerer over blod-hjernebarrieren (BBB) via passivtransporteller proteinmediert
transport (FA transportprotein -1 og -4, FATP-1 og FATP-4) (62). Deretter garinninevroner og aktiveres
til acyl-CoA-derivater i cytosol. Aktiverte acyl-CoAfettsyrer vil enten ga inn biosynteseav membranlipider
eller alternativtgjennomga B-oksidasjoni mitokondrienefor a generer ATP. CO; og H,O er
nedbrytningsprodukter som fglge av B-oksidasjon (61, 62).

~

1.9 Mitokondriens rolle i nevrodegenerative sykdommer

Mitokondrier som tidligere nevnt unike organeller som utgver et bredt utvalg av
cellulzere funksjoner. Ved siden av sin sentrale rolle i produksjonen avadenosintrifosfat
(ATP) som har blitt omtalt tidligere er de involvert i et bredt utvalg av regulering av
ionebalanse, redoksbalanse og involvert i forbindelse med celledgd prosesser, hvorav
frigjgr proteiner som aktivere proteaser (69-72). Energibehovet er hgyere i nevroner pa
grunn av hgyt forbruk av oksygen i hjernen. Kontinuerlig ATP- regenerering i ngdvendig
fordi nevroner er sveert differensierte celler som trenger store mengder ATP for

vedlikehold av ioniske gradienter over cellemembranene og for nevrotransmisjon.
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Mitokondriene anses a veere hovedkilden for generering av ROSi CNS, noe som gj@r
dem sarbare for oksidativt stress skade. ROS genereres serlig i hgye mengder ved -
oksidasjon og innen mitokondriene produserer de elektronlekkasje ved forskjellige trinn
i elektrontransportkjeden det er fordi det er store antall elektroner som kanaliseres
gjennom NADH/FADH: (61). Svikt i elektrontransportkjeden har vaert forbundet med
patogenesen av de vanligste kroniske aldersrelaterte neurodegenerative sykdommene
som er forbundet med misfolding protein aggregering inkludert AD, PD, HD og ALS (73).
Defekt i kompleks |, Ill og IV aktiviteter i elektrontransportkjeden er rapportert i

blodplater og lymfocytter fra pasienter med AD og i postmortem hjernevev (74).

Den hgye andelen PUFA i hjernen gjgr vevet mer utsatt for lipidperoksidering.
Oksidering av lipider dannes ved en kjede reaksjoner der en flerumettet fettsyre (LH) blir
angrepet av et fritt radikal (75). Lipid peroksylradikaler er svaert reaktive og kan starte
flere kjedereaksjoner ved nzerliggende fettsyrer (76, 77). Tidligere studier har
dokumentert gkte nivaer av lipidperoksiderte produkter i hjernevev hos pasienter med
Alzheimers sykdom sammenlignet med kontroll grupper som kan blant annet skyldes til

oksidativ stress (78).

ROS kan ogsa bidra til & aktivere signalveier som kjernefaktor erythroid 2-relatert faktor
2 (Nrf2) og kjernefaktor- KB (NF-kB) som regulerer inflammasjon og farer til infiltrering
av mikrogliacellertil CNS. Dermed er det med a promotere kronisk inflammasjon som
har blitt sett i enkelte nevrodegenerative sykdommer (figur 1.6)(79, 80). Mikrogliacelleri
tillegg til cytokinproduksjon kan bidra med a produsere betydelig mengder ROS via den
NADPH-oksidasemidlede enzymet (81).

Det er flere mekanismer der defekte mitokondrier bidrar til celledgd, inkludert
overdreven ROS-produksjon, mt-DNA mutasjon og mitokondriell membran
permeablisering (MMP). Irreversibel skadet mitokondria utlgser MMP -mitokondrienes

selvmordsapparat, som kan initiere bade apoptose og nekrose. MMP kan bidra til tap av
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mitokondria membran potensialet, etterfglgende defekt i ETC, redusert ATP-syntese,
lysosom-oppl@sning, celle-hevelse og tilsutt celledgd (82). | tillegg kan MMP indusere
brudd pa mitokondrie membraner som fgrer til frigjgring av proteiner som induserer en
selvdestruktiv enzymatisk kaskade ender i apoptose (83). Dysregulering av apoptose
mekanisme er anerkjent i CNS-sykdommer (84). Det kan derfor antas at potensielle
farmakologiske midler som reduserer oksidativt stress i nevroner kan bidra med a

opprettholder mitokondriell funksjon i CNS og beskytte mot nevrodegenerasjon.

Mitochondrial ROS

LIPID
PEROXIDATION

PROTEIN

OXIDATION
mtDNA
Roseomutmns

LIPID

PEROXIDATION \

v

Nuclear —> ApPOPTOSIS
DNA damage

Figur 1.6: Viser effekter av mitokondriell reaktive oksygen forbindelser (ROS). Defekte mitokondrier kan
bli utsattfor lipid peroksidasjon og apoptose. ROS kan ogsa aktivere baner som NF-kB involverti
inflammasjon ogfgrer til infiltreringav mikrogliaceller til CNS og dermed promotere langvarig
inflammasjonsom har blittsett i enkelte nevrodegenerative sykdommer. Figuren er modifisertfra (85).

1.10 Peroksisom-Proliferator-Aktiverte Reseptorer (PPARs)

Peroksisom-Proliferator-Aktiverte reseptorer (PPAR) er proteiner som er en del av

kjerne hormon reseptorfamilien (NHR), og bestar av tre undertyper: PPAR- a- (alfa),
PPAR-6 (delta) ogsa kjent som B, og PPAR-y (gamma). Disse proteinene ble identifisert

som reseptorer som induserer peroksisom-proliferasjon, og virker inn pa
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lipidmetabolismen ved a regulere cellulaere nivaer av fettsyrer og fettsyrederivater fra
lipoxygenase (LOX) og cyloocygenase (COX). Aktivering av PPAR-gener er vist ogsa a
veere viktig for insulinfglsomhet, glukosekontroll og har effekt pa

inflammasjonsmarkgrer (86, 87).

Etter binding av ligand, vil PPARs heterodimerisere med retinoid X reseptor (RXR), og
translokere til kjernen der de binde til spesifikke sekvenser pa gener kalt peroksisom-
proliferator-responsivt element (PPRE) som aktiverer genekspresjon (figur 1.7).
Transkripsjonsaktiveringen reguleres av koaktivatorer og korepressorer. Aktivering av
PPRE fgrer til gkt transkripsjon av de aktuelle genene som spiller en rolle i mekanismer
som er assosiert med glukose og lipid metabolisme, inflammasjon, apopotose og DNA

skade-respons (88-90).

,r" H_.J\Nc:rmal cells

ligand
» [’ eg.

(PPAR-® RXR Cptto
; < = ucet
POWDUADDPTY ppxq

tFatty acid p-oxidation
t Thermogenesis
{ Liver glucose output

Enhances muscle performance;
improves lipid and glucose homeostasis

Figur 1.7: Grunnleggende virkningsmekanisme for Peroksisom-Proliferator-Aktiverte reseptorer (PPAR).
Etter ligand har bindettil til PPAR delta, vil reseptoren heterodimeriserer med retinoid X reseptor (RXR),
som videre bindes til PPRE, spesifikke sekvenser og aktiverer transkripsjonen. Dette resulterer i
produksjonavspesielle proteiner somer ngdvendig for blantannet lipidmekanisme og glukose. Figur
modifisertfra (90).
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1.1.8 PPARaktivering, inflammasjon og hjernen

PPAR isoformer uttrykkes i CNS pa forskjellige nivaer. In vitro studier viser at PPAR—a
uttrykkes hos alle celletyper, mens PPAR—y, er primaert uttrykket i nevroner og
astrocytter, men ogsa setti microgliaceller. Det observeres store forskjeller mellom hvor
godt PPAR-6 er uttrykket i de ulike celletypene i CNS (91). Av alle isoformene sa er
PPAR-6 mindre analysert, men likevel er kjent a ha rolle i utviklingen av CNS og
celleoverlevelse. PPAR-a og PPAR-y er involvert i en rekke neurofysiologiske funksjoner
som regulering av redoksresponsen, nevrogenese, celledifferensiering, inflammasjon
samt sekundeere funksjoner i regulering av kognisjon, angst og emosjonell oppfarsel

(92).

PAR-a og PPAR-y er lokaliserti hjerneomrader som er selektivt involvert i reguleringen
av fglelser og stressresponsen. PPAR-a er mest uttrykt i basalganglia, amygdala,
prefrontale cortex (PFC) med lavere nivaer i hippocampus i et studie i mushjerne. PPAR-
y er ogsa sveert uttrykt i basalganglia og amygdala (92). PPAR-6 derimot har visertil a

veere den mest utbredte isoptopen pa tvert av hjerneomrader (91, 93).

Ulike varianter av fettsyre inkludert umettede, mettede og forgrenede fettsyrer, kan
binde seg til og aktivere PPAR, med viss grad av spesifisitet til isoformen. Celleri
immunsystemet bruker lipider som bade intracellulzere og ekstracellulzere
signalmediatorer (94). PPAR regulerer ulike typer inflammatorisk respons gjennom ulike
signalveier som pavirker transkripsjonsfaktorer relatert til NF-kB og JAK-STAT (figur 1.8)
(95). Inhibering av NF-kB og JAK-STAT undertrykker ekspresjon av flere gener som er

involvert i den inflammatoriske respons. Disse inkluderer cytokiner,
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celleadhesjonsmolekyler og andre proinflammatoriske signalmediatorer, slik som IL-12,

TNF- a og induserbar nitrogenoksydsyntase (iNOS) (95, 96).

Innen feltet for CNS - sykdommer har det senere tid vaert saerlig fokus pa PPAR-a og
PPAR- vy, hvor PPAR- y, har vaert den mest viktigste isotypen i microglia, pa grunn av sine
dokumenterte antiinflammatoriske egenskaper og dens potensielle terapeutiske bruk i
nevrodegenerative sykdommer og hjerneskade (95-97). PPAR-y spesifikke ligander kan
fgre til hemming av produksjon av mange inflammatoriske cytokiner TNF- a, interleukin-
1B (IL-1B) og IL-6 blant annet induksjonsproduksjonen av nitrogenoksid pa forskjellige
celletyper, inkludert monocytter, makrofager og epitelceller (96). | tillegg til a virke
hemmende pa inflammasjonsmediatorer, har reseptoren ogsa egenskaper som kan

indusere differensiering og utvikling av nevroner (figur 1.8) (93).

PPAR regulation of CNS inflammation
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Figur 1.8: Regulering av nevroinflammasjon gjennom PPAR-y i CNS-sykdommer. CD40 protein /Toll-like
reseptorer TLR (proteiner) indusere aktiveringen av NF-KB banen som fgrer til ekspresjonavIL-12
cytokiner fra antigen-presenterende celler (APC) somigjen signaliserer giennom JAK-STAT-banen i T-celler
som fgrer til Th1 / Th17-differensiering og utvikling av CNS-sykdommer. PPAR-agonister hemmer
signaleringogtranskripsjoni APC og T-celler, dermed hemmer aktiveringavulikekaskader somer aktiv
under inflammasjon og derved forebygger CNS-sykdommer (95).
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1.1.9 Tetradecyltioeddiksyre (TTA) og modifiserte fettsyrer

Tetradecyltioeddiksyre, ogsa referert til som TTA er en syntetisk fettsyreanalog med et
svovelatom sattinn i karbonkjeden i tredje posisjon fra karboksylenden (figur 1.9). Pa
figur 1.9 ser man at TTA har lignende struktur som palmitinsyre (PA) som kroppen
syntetisere selv, men skiller seg fra ved at det er plassert en svovelatom i - posisjon

(98).

BWOH
O

Figur 1.9: Strukturformel for Tetradecyltioeddiksyre (TTA).

Pa grunn av svovelatomet i B- posisjon kan TTA ikke metaboliseres gjennom f -
oksidasjon eller a-oksidasjon, i stedet metaboliseres fettsyre via w-oksidasjon (99).
Siden den ikke er substrat for mitokondriell B-oksydasjon, far fettsyren en mye lengre

virketid og har vist seg til 3 ha en rekke biologiske effekter.

1.1.10 TTAs effekter

TTA har vist effekt bade in vivo (mus, rotter og laks) og in vitro i diverse celler, blant

annet muskelceller, leverceller og skjellemusklartur.

Svovel i B—posisjon har vist seg til a vaere mer potent enn naturlige fettsyrer nar det
kommer til 3 modulere regulering av lipidmetabolismen (100-102). Fettsyren har blant
annet vist seg til gkning av mitokondriell og peroxisomal proliferasjon, og

hepatiske og peroksimale B-oksidasjonen av fettsyrer (100, 103-105). Videre har TTA

ogsa vist a redusere virke hypolipidemisk, ved a senke lipidnivaet i blodet (98, 103, 104,
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106). TTA har ogsa vist til a forsterke/bedre insulin sensitiviteten og derved utvikling av

diabetes type Il (107).

TTA sees pa som lovende substans ved at fettsyren har vist seg & ha anti-
inflammatoriske og antioksidative egenskaper (106, 108-112). Hovedmekanismen bak
de anti-inflammatoriske og anti-oksidative effektene av TTA kommer fra evnen til at
TTA har evnen til 3 aktivere PPARene. Alle tre isoformene er aktive under inflammasjon
og oksidativ skade, men det antas at TTA- virker pa inflammasjon via PPAR-y og PPAR—a

(108-110).

| denne oppgaven har det ogsa blitt sett pa om modifiserte fettsyrer med lignende
struktur som TTA; tr-TTA, N-TTA og tr-N-TTA gir samme effekter som TTA (figur 2.0, figur
2.1 og figur 2.2). TTA unnslipper B-oksidasjon, men kan nedbrytes via w-oksidasjon.
Derfor har det blitt satt pa en trippelbinding pa 2. karbonet fra w-karbonet i tr-TTA (figur
2.0). Figur 2.1 viser strukturen for N-TTA, hvor et nitrogenatom har blitt sattinn i
karbonkjeden i tredje posisjon i stedet for svovel i TTA fra karboksylenden, mens for tr-
N-TTA fettsyren har det blitt sattinn en trippelbinding pa 2.karbonet fra w-karbonet
(figur 2.2).

N \)L

Figur 2.0: Strukturformel for 2-(tetradic-12-yn-1-ylthio)acetic acid (2-tr-TTA) referert som tr-TTA i
oppgaven.
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Figur 2.1: Strukturformel for tetradecylglyserin (N-TTA).

Figur 2.2: Strukturformel for tetradec-12-yn-1-ylglycine (tr-N-TTA).

1.1.11 TTAs potensialet i hjernen

| hjernen antas det at bade PPAR-y og PPAR-a er involvert i reguleringen av
makrofagdifferensiering, syntese av nitrogenoksid, prostaglandiner, inflammatoriske
cytokiner og kjemokiner, og har nevrobeskyttende rolle gjennom transkripsjon faktor
NF-kB (113). Det har blitt sett pa dyremodeller at PPAR-y agonister kan har innvirkning
pa den inflammatoriske delen til AD-hjernen ved a undertrykke sekresjonen av pro-
inflammatoriske molekyler og forbedringen av mitokondrie funksjonen (114).

PPAR-a viser til & veere involvert regulering av cytokiner i CNS-sykdommer og blant

annet aktivering av T-lymfocytter reduserer IL-2 produksjon og proliferasjon (95, 97).

Det har blitt vist at TTA-nivdene i hjernen er ca. 10-15% i forhold til nivaet i plasma og
lever (ikke publisert), noe som indikerer en effektiv transport over BBB. Dermed kan det
vaere et potensielt drugtarget for @ behandle pasienter med mild kognitiv svikt. Dette er
med tanke pa at det finnes ikke terapeutiske behandlinger som fungerer mot
nevrodegenerative sykdommer. Saledes kan TTA og eventuelle modifiserte fettsyrene

vaere aktuelle substanser for behandling av flere nevrodegenerative sykdommer.
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Formalet med denne oppgaven var a undersgke inflammatoriske og oksidative
endringer in vitro ved bruk av modifiserte fettsyrer i nerveceller. Det er tidligere funnet
at TTA kan modulere inflammasjon indusert av TNF-a i cellekultur (109). Det har ogsa
blitt publisert artikler om at TTA og TTA-analoger har egenskaper som fgrer til endret
metabolisme i rotter deriblant senket kolesterolniva i plasma, og gkt in vitro oksidasjon
av palmitocyl-CoA i leverhomogenat (115). Det er imidlertid fa publiserte artikler som
tar for seg effekter pa inflammasjonsparametre i humane nevroner behandlet med TTA-
analoger. Inflammasjon er en viktig faktor i progresjon av nevrodegenerativ sykdom.
Studien har saledes til hensikt a undersgke potensielle anti-inflammatoriske effekter av
TTA pa nerveceller ved a bruke in vitro modellen SH-SY5Y. Videre var det gnsket a se pa

effekter avTTA i CNS in vivo i dyslipidemi-modeller: mus og rotte.

Et sekundaert mal er a teste TTA-analoger in vitro i celler for & se om de viste lignende
eller forbedrede egenskaperi forhold til TTA. For @ kunne samle inn tilstrekkelig
kunnskap pa effekten av de syntetiske fettsyrene var det viktig a: (1) bestemme dosen
som er ngdvendig for a kunne jobbe videre med, og (2) velge markgrer og en egnet

metode for identifisering av antiinflammatoriske og antioksidative effekter.
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Tabell 3.1: Liste over Igsningsmidler og fettsyrer som har blitt brukt i
laboratoriearbeidet til denne oppgaven.

Navn Produsent Sted Cat.log
Lgsningsmidler og fettsyrer

NaOH (natrium hydroksid) Merck, KGaA Darmstadt, Tyskland 106481000
DMSO (dimetyl s ulfoksid) Sigma-Aldrich St.Louis, Mo, USA D2650-5X10ML
Fetak Bovine Serum (FBS) Gibro Life Technologies Pasiley, Skottland, UK 10270-106
PA Sigma-Aldrich St.Louis, MO, USA P0500-10G
TTA Innolipid AS Eidsnes, Norge B57003
Tr-TTA Synthetica AS Oslo, Norge GH:DP-4:43
N-TTAx HCL Synthetica AS Oslo, Norge SA:DIV-1:85
Tr-N-TTAxHCL Synthetica AS Oslo, Norge EH:D-4:82
Reagenser

Trypsin EDTA Lonza BioWittaker Verviers, Belgia BE17-16lE
Fosfat buffersaline (PBS) Lonza BioWittaker Verviers, Belgia 17-516F
Trypan blue (0,4%) Life Technologies Eugene, OR. USA T10282
WST-1 (Celleproliferasjons reagens) Roche Diagnostic Mannheim, Tyskland 11644807001
Rekombinert human TNF alfa Thermo Fisher Scientific Langenselbold, Tyskland PHC3011
lyopofilisert (TNF-a)

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich St.Louis, Mo, USA D0632-5G
Rektifisert sprit (96%) Kemetyl Norge AS Oslo, Norge 600051
Nuclease-free Water (nuklease fritt Ambion Austin, USA AM9932
vann)

TagMan Gene expression Masermix Applied Biosystems Foster City, USA 4369016
KIT

RNeasy miniKit (250) Qiagen Company Hilden, Tyskland 74106
Rnase-Free Dnase Set (50) Qiagen Company Hilden, Tyskland 79254
High-Capacity RNA-to-cDNAKit Applied Biosystems FosterCity, USA 4368814
Rnase Inhibitor Applied Biosystems FosterCity, USA N8080119
Universal mouse reference RNA Agilent Technologies, SantaClara, CA, USA 750600-41

(UMRR)

29



Metoder

Tabell 3.2: Liste over utstyr, materialer og programmer som har blitt benyttet.

Navn Produsent Sted Cat.log
Utstyr
BD vacutainer (serumrgr) 10 ml B Braun Melsungen AG Melsungen, Tys kland 368430
Sterican 0,80-40 mms B Braun Melsungen AG Melsungen, Tyskland 4657577
Parafilm M Sigma- Aldrich St.Louis, MO, USA P7793
BD plastipak1 ml Becton DickinsonS.A New Jersey, USA 303122
Omnifix, Luer SOLO 2ml BBrau Melsungen, Tyskland 4616022V
CryoPure Tube 1.0 ml white Sarstedt AG & CO Nimbrecht, Tyskland 72.327
Pipette tips, universal 2-200 ul VWR International Radnor, PA, USA 612-5755
Pipette tips, universal 50-1000 ul VWR International Radnor, PA, USA 612-5755
Pipeteboy Comfort Integra Biosciences AG Hudson, USA
15 mLCentrifuge Tube Centristar TM, Corning NY, USA 62.554.502
Inc.
50 mLCentrifuge Tube Centristar TM, Corning NY, USA 62.547.254
Inc.
Pasturpipetter/transfer pipette Sarstedt AG & CO Nimbrecht, Tyskland 1171
Microtube 1,5 ml Sarstedt AG & CO Numbrecht, Tyskland 72.690.001
Pipette 2 ml Sarstedt AG & CO Nimbrecht, Tyskland 1252025
Pipette 5ml Sarstedt AG & CO Nimbrecht, Tyskland 1253025
Pipette 10 ml Sarstedt AG & CO Niimbrecht, Tyskland 1254025
Pipette 25 ml Sarstedt AG & CO Nimbrecht, Tyskland 1685020
Blue Vented Cap Corning Ink NY, USA 353108
Blue Vented Cap Tissue Culture Corning Ink NY, USA 353136
Treated
Tissue Culture Plate 96-Well CorninglInc. NY, USA 353072
Tissue Culture Plate 6 Well CorninglInc. NY, USA 353046
Countess™counting chamberslides  Gibco®, Invitrogen Paisley, Skottland, UK C10283
(Gibco Life
Technologies)
QlAxpertSlide 40(25) Qiagen Company Hilden, Tyskland 990700
Reagent Reservoir with dividers VWR international Radnor, Pennsylvenia, USA 613-1175
Cell scrapers, 25cm Sarstedt AG & CO Nimbrecht, Tyskland 83.1830
384 PCR-plate full skirt Sarstedt AG & CO Nimbrecht, Tyskland 72.1984.202
Sealing tape, opticallyclear Sarstedt AG & CO Nimbrecht, Tyskland 95.1994
Biosphere safeseal tube 1,5 ml Sarstedt AG & CO Nimbrecht, Tyskland 72.706.200
MutiplyPro cup 0,2 ml, PP Sarstedt AG & CO Nimbrecht, Tyskland 72.737.002
Mutiply Pro cup 0,5ml, PP Sarstedt AG & CO Niimbrecht, Tyskland 72.735.002
Instrumenter
Nikon TMS microscope Nikon Tokyo, Japan
Scanlaf Mars Pro Scanlaf AS Allergd, Danmark
LAUDAAQUAIlIneAL12 Lauda-Brinkmann LP Delran, USA
Sartorius R180D Sartorius Gottingen, Tyskland
SANYO®, CO2 incubator, MCO-19AIC  Sanyo Watford, UK
MTS 2/4 Digital Microtiter Shaker KA Staufen, Tyskland 3208000
Centrifuge 5702 Eppendorf Hamburg, Tyskland
QlAxpert System Qiagen Company Hilden, Tyskland
Countess Invitrogen Carlsbad, CA, USA

SpectraMax Plus 384 Microplate

Molecular Devices
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Reader

GeneAmp PCR, Polymerase Chain
Reaction system 2700

ABI PRISM 7900HT Sequence
DetectorSystem

MYSPIN 6

Vortex Mixer, Labdancer

Heraeus Multifuge 3S-R centrifuge
Heraeus Fresco 17 Micocentrifuge
Heraeus Biofuge Pico 24
Microsentrifuge

Programvare

Corporation
Applied Biosystems

Applied Biosystems

Thermo Fisher Scientific
VWR international

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Foster City, USA
Singapore

Langenselbold, Tyskland
Radnor, Pennsylvenia, USA
Langenselbold, Tyskland
Langenselbold, Tyskland
Langenselbold, Tyskland

Metoder

444-0004

SoftmaxPro

Microsoft Excel 2008
SDS 2.3
GraphPadPrism 8

Molecular Devices
Corporation

Microsoft Corporation
Applied Biosystems
GraphPadSoftware Inc.

SanJose, CA, USA

Redmond, WA, USA
FosterCity, CA, USA
San Diego, CA, USA

1.1.12 Tillaging av bioaktive lipofile stoffer og kontrollene

0,1 M NaOH ble benyttet for som opplgsningsmiddel. TTA og PA har molekylvekter pa

henholdsvis 288.5 g/mol og 256.4/mol. Mens Tr-TTA, N-TTA og Tr-N-TTA hadde

molekylvekter pa 284.5 g/mol, 307.9 g/mol og 303.9 g/mol.

Krystallinsk TTA, PA, Tr-TTA, N-TTA, Tr-N-TTA ble oppl@st forsiktig i 0,1M NaOH i et

sterilt glassrgri et glassbeger fylt med vann, plassert pa kokeplate ved 80 °C til en

konsentrasjon pa 25 mM. 25 mM-opplgsningen av TTA, PA, Tr-TTA og N-TTA ble

fortynnet sakte i inaktivert fetalt bovint serum (FBS) med en temperatur pa 45 °C til en

endelig konsentrasjon pa 2 mM i kompleks med FBS, tilsvarende ble Tr-N-TTA fortynnet

til 1 mM i kompleks med FBS. Disse sluttkonsentrasjonen ble anvendt som en

stamlgsning i etterfglgende eksperimenter. 0,1 M NaOH ble behandlet i pa samme mate

ved oppvarming til 80 °C og fortynning i FBS ved 45 °C, og ble anvendt som en kontroll

for fettsyrene gjennom forsgkene. Det ble oppdaget utfelling pa N-TTA ved hgye

konsentrasjoner og dermed ble den tillaget med en sluttkonsentrasjon pa 1mM.

1.1.13 HuH-7- og SH-SY5Y cellelinje og dyrkningsmedium
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| denne studien ble det benyttet to forskjellige celletyper: HuH-7-celler og SH-SY5Y celler
(tabell 3.3). HuH-7 celler er veletablert cellelinje som har blitt benyttet for a
representere en in vitro modell for leveren (116). HuH-7 celler ble benyttet for a kunne
bestemme dose-respons for fettsyrene med tanke pa at disse fettsyrene er mest studert

i leverceller, og dermed fungerer som en kontroll for SH-SY5Y celler.

HuH-7 celler er en human hepatoma-cellelinje isolert fra en 57 ar gammel japansk mann
med leverkreft i 1982 (117). HuH-7 cellelinjen er en evigvarende cellelinje av epitel-
lignende celler som kan forarsake tumor. Disse celler har hgyt niva av metaboliserende
enzymer og er i stand til 3 utskille plasmaproteiner som albumin. HuH-7 celler har blitt
brukt til 3 undersgke levertoksisitet av legemidler, hepatisk genregulering, og

patogenese til hepatittvirusinfeksjon (118).

SH-SY5Y celler er en klonet sublinje av SK-N-SH celler som opprinnelig ble isolert pa 1970
tallet fra en metastatisk beinmargsbiopsi fra et barn (jente, 4 ar) som led av
neuroblastom, en sjelden nervecellekreft (119, 120). SH-SY5Y celler har en
cancercellelinje bakgrunn kombinert med evne til a bli differensiert til neuronlignende
celler. Denne cellelinjen har blitt mye brukt som modell av nevroner siden 1980-tallet
som fglge av at cellene har mange biokjemiske og funksjonelle egenskaper til nevroner,
blant annet retinsyre (RA) kanindusere differensiering i SH-SY5Y celler og kan utvikle
fenotype som nerveutlgpere. SH-SY5Y har mulighet til & uttrykke dopaminerge

markgrer, muskariniske og nikotiniske adrenerge reseptorer (121).

Passasjenummer refererer til antall ganger cellene i kulturen har blitt subkultivert. Antall
passasjenummer varierer mellom ulike celletyper. Cellekulturer har potensial til 3
forandres med tiden, og endring som tap av differensierte egenskaper eller endre
felsomhet over infeksjon kan forekommer ved gkende passasje nummer. Det anbefales

ideelt 3 utfgre analyser pa cellekultur mellom 10-20 passasjer (122).
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HuH-7-cellelinjen som ble brukt, var fra to forskjellige batcher; p35 og p37 hvor

forsgkene ble gjort i passasjer pa p41. Tilsvarende ble ogsa SH-SY5Y cellelinje hente fra

to ulike batcher fire ganger; p11 og p14, hvor forsgkene ble utfgrt i passasje p16- p29.

Tabell 3.3: Oppsummering av cellelinjene som har blitt benyttet i oppgaven.

Cellelinje Eksperimenter Medium Splitteratio Opprinnelse Produksjon
WST-1 Inflammasjonsessay/ Type (Cat.no)
genuttrykk
HuH-7 + - DMEM:
12-604F 1:8-1:10 Humane leverceller | JCRB0403!
SH-SY5Y +

DHEM:F12 1:5-1:8-1:10 Humane 940303042

D6421 nevroblastoma

LHuH-7:human hepatocellular carcinoma fra JCRB Cell Bank (123).
2SH-SY5Y: human neuroblastoma fra ECACCGeneral Cell Collection (124).

1.1.14 Tining av HuH-7 og SH-SY5Y fra nitrogentank

En ampulle med celler (+ DMSO + medium) ble tatt opp av nitrogentank og tint ved

romtemperatur til kun en litenisklump var a se. Deretter ble cellene overfgrt til 9 ml

egnet medium oppgitt i tabell 3.3 i 25cm? flaske. Etter 24 timer med inkubering, var det

ngdvendig a fjerne DMSO ved a skrifte medium og cellene ble dyrket videre som

beskrevet nedenfor.

1.1.15 Medium

Bade HuH-7- og SHSY5Y celler ble dyrket i forskjellige medier (tabell 3.4 og 3.5). Cellene

ble dyrket i 25/75 cm? vevskulturflasker i inkubatorskap ved 37 °C og 5 % CO.. All

inkubasjon av celler ble ogsa gjort under disse betingelsene. For a sikre adekvat tilfgrsel

av naeringsstoffer og vekstfaktorer ble medium skiftet jevnlig (ca. hver tredje-fjerde

dag). Alt arbeid med celleri kultur ble utfgrt med aseptiske arbeidsteknikker under

sterile omgivelser i LAF-benk.

Tabell 3.4: Medium for HuH-7 celler.
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Mengde Ingredienser Produsent Cat.No

500 ml DMEM Lonza L0106-500

50 ml Fetal Bovine Serum (FBS)?! GIBCO Lot: 41Q8095F
5ml Penicillin-Steptomycin 100X (Pen-Strep) Lonza L0022-100

1lnaktivert FBS ved 56 °C.

Tabell 3.5: Medium for SH-SY5Y celler.

Mengde Ingredienser Produsent Cat.No

500 ml DHEM:F12 HAM (1:1) Lonza D6421

75 ml Fetal Bovine Serum (FBS)! GIBCO Lot: 42G2085K
5 ml Penicillin-Steptomycin 100X (Pen-Strep) Lonza L0022-100
5ml L-Glutamin 2 mM Biowest X0557-100

5 ml Non Essential Amino Acids 100x (NEAA) 1% Biowest X0557-100

1lnaktivert FBS ved 56 °C.

1.1.16 1. Celleforsgk - splitting

Mediet for utsding ble forvarmet i «vannbad» for a veere tilpasset cellens
temperaturbehov. For splitting ble mediet fgrst fjernet fra HuH-7 celler, deretter ble
cellene vasket med 3 ml PBS og behandlet med 2 ml trypsin-EDTA Igsning i 5 minutter i
inkubator. Trypsin bryter cellematrix forbindelser ved sin proteaseaktivitet, mens EDTA
binder Ca?* og bryter Ca?*avhengige celle-celle adhesjoner. Dermed Igsner cellene bade
fra hverandre og fra underlaget (125). Det ble kontrollert at cellene Igsnet ved hjelp av
lysmikroskop. Trypsin ble ngytralisert ved 3 tilsette 4 ml oppvarmet medium og
Igsningen ble spylt noen ganger for a Igsne cellene fra hverandre vha 10 ml-
engangspipette. Deretter ble Igsningen sentrifugert i 3 min, 20 °C, 1000 rpm.
Cellepelleten (inneholdt bade levende og dgde celler) ble resuspendert i 5 ml medium.
Cellesuspensjonen ble fordelt i nye 25/75 cm? flasker sammen med 8/24 ml medium i
hver flaske. Tilsvarende prosedyre ble gjennomfgrt for SH-SY5Y celler, men disse ble kun
behandlet med 1 ml trypsin-EDTA i 1 minutt i inkubator fordi cellene Igsnet seg mye

raskere.
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1.1.17 Celletelling

Ogsa ved maling av cellekonsentrasjon ble cellene ble trypsinert, deretter ngytralisert
ved tilsetting av medium. Videre ble cellelgsningen med trypsin sentrifugert i 3 min, 20 °
Ci 1000 rpm, og cellepelleten (innholdt bade levende og dgde celler) ble resuspendert i
mediet. Cellekonsentrasjonen ble telt ved anvendelse av Countess™ automated cell
counter der Igsningen som ble malt bestod av 10 pl cellelgsning og 10 pl tryptanblatt.
Ved hjelp av celletelling ble det beregnet hvilket volum cellelgsning og medium som
trengtes til videre utsaing i 96-brgnnersbrett for WST-1 og i seks-brgnnersbrett for
gPCR/inflammasjonsassay. Brettene med celler ble sa satt til inkubering ved 37 °C med 5

% CO».

1.1.18 Splitteratio

Begge cellelinjene ble splittet som regel en gang i uken med splitteratio gitt i tabell 3.3.
Splitte ratio refererer til hvilken grad cellesuspensjonen fortynnes for hver passasje.
Splitte ratio 1:10 betyr at fra 5 ml cellesuspensjonen vil det tas ut 0.5 ml som overfgres

til en like stor flaske sammen med nytt medium.

1.1.19 Utsaing av celler

Fortynning av celler er avhengig av konfluensgrad og utsaing til eksperimenter for
viabilitet og inflammasjonassay ble dermed utfgrt nar cellene var ca 80-90% konfluente.
Som regel ble eksperimenter gjennomfgrt i Igpet av 1-5 dager, fgr cellene oppnadde full

konfluens (ca. 80%).

Cellene ble sadd ut i 96 brgnners-brett i 100 pul medium for viabilitetsmaling med WST-
1-assay. Pa bakgrunn av antall levende celler ble det sadd ut 9000 celler per brgnn av
HuH-7 celler for 2 dager (48 timer) behandling med fettsyrer. For SH-SY5Y ble det sadd
ut 25 000 celler per brgnn 48 timer behandling med FA (resultat - figur 4.1).
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For hgsting til genanalyser ble cellene sadd ut i 6-brgnners brett i 3 ml nseringsmedium.
Celleantall per brgnn var da mellom 300-600 000 av SH-SY5Y for 24 timers FA
behandling. Begge cellelinjene ble inkubert i minst ca.3-4 timer etter utsding for at de

skulle feste seg fgr videre behandling.

1.1.20 Forbehandling med TTA og TTA-analoger
Prinsipp for WST-1 metoden

Water soluble tetrazolium salt-1 (WST-1) er en kvantitativ kolorimetrisk test for maling
av mitokondriell enzymaktivitet. Tetrazolium saltet er et vannlgselig salt med svakt rgd
farge. Ved hjelp av saltet kan metabolsk aktivitet bli benyttet som et mal pa cellenes
generell aktiveringsgrad. Aktiveringsgrad gjenspeiler cellens evne til proliferasjon og
levedyktighet (126). Kvantifiseringen av metabolsk aktivitet av cellene er basert pa
spektrofotometer. Ved inkubasjon med levende metabolsk aktive celler vil
mitokondrielle enzymer, dehydrogenaser redusere tetrazolium saltet og danne ulgselige
fiolette formazankrystaller som absorberer lys ved 450 nm. Den malte absorbansen som
funksjon av konsentrasjonen av formazankrystaller, altsa mengde formazan som dannes

i Iesningen korrelerer med antall metabolsk aktive celler.

Fremgangsmate: HuH-7 og SH-SY5Y cellelinje

Forbehandling med TTA-analoger ble utfgrt i 2 dager (48 timer) bade for HuH-7 og SH-
SY5Y celler. For tilsetting av FA ble det fulgt et selvlaget skjema for hvilke substanser
som ble tilsatti hvilke brgnner (figur 3.1). For hver fettsyre ble det i duplikater utfgrt to-
foldsfortynning fra 1mM-0.0078 mM. For N-TTA og Tr-N-TTA ble det utfgrt fra 0,5 mM-
0.0039 mM. For HuH-7 etter 48 timer inkubering ved 37°C med FA ble 5 pul WST-1

fortynnet med 5 pl PBS tilsatt hver brgnn for @ male proliferasjon og levedyktighet etter

36



Metoder

tilsetting og avlesningen ble utfgrt etter 1-3 timer. | motsetning ble SH-SHSY tilsatt 10 pl

WST-1 og avlesningen ble utfgrt etter 1-4 timer.

Etter inkubering med WST-1 for begge cellelinjene ble brettet satt pa plateristeri 1

minutt. Deretter ble brettet satti spektrofotometer og absorbansen lest av ved 450 nm

og 650 nm.
1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12
NaOH PA TTA Tr-TTA N-TTA Tr-N-TTA
m/FBS m/FBS m/FBS m/FBS m/FBS m/FBS
A 1mM 1mM 1 mM 1mM 0.5mM 0.5 mM
B 0.5 mM 0.5 mM 0.5 mM 0.5 mMm 250 uM 250 uM
C 250 uM 250 uM 250 uM 250 uM 125 uM 125 uM
D 125 uM 125 uM 125 uM 125 uM 62.5 UM 62.5 UM
E 62.5 uM 62.5 uM 62.5 UM 62.5 uM 313 uM 313 uM
F 313 uM 313 uM 313 uM 313 uM 15.6 uM 15.6 uM
G 15.6 uM 15.6 uM 15.6 uM 15.6 uM 7.81 uM 7.81 M
H 7.81 uM 7.81 uM 7.81 uM 7.81 uM 3.90 uM 3.90 uM

Figur 3.1: Skjematisk oppsett for FA-behandlingi 96 brgnners brett for SH-SY5Y. Cellene ble dyrket opp til
tidligerebeskrevet tilstand i 96-brgnnersbrettfgr de ble behandlet med fettsyrer i gitte konsentrasjonene

i 2 dager (48 timer).

1.1.21 Kromatografi og seperasjon av fettsyrer

Kromatografi er en samlebetegnelse pa separasjonsmetoder som er basert pa atto

komponenter separerer fra hverandre ved at de fordeler seg mellom to ublandbare

faser, hvorav den ene fasen er mobil mens den andre er stasjonzer. Det finnes to typer

seperasjonsmetoder gasskromatografi (GC, gass chromatography) eller

vaeskekromatografi (LC, liquid chromatopraphy), og skilles fra hverandre etter hvilken

mobilfase som blir benyttet (127). Gasskromatografi (GC) er en veletablert

seperasjonmetode som brukes til & identifisere og kvantifisering av fettsyrer. Metoden
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baserer seg pa a retardere stoffer ut fra deres flyktighet (128) (129). | dette tilfelle ble

gasskromatografi sammen med massespektrofotometer (MS) benyttet.

| gasskromatografi vil mobilfasen vaere en gass (baeregass) som har som oppgave a
frakte med seg komponentene i prgven. Nar stoffene erigassfase er de uretardert,
men med en gang de kondenserer vil de vaere retardert (128). Pa grunn av fettsyrenes
ulike kjemiske og fysiske egenskaper vil de kunne fraktes gjennom kolonnen med ulike
hastighet. For a identifisere toppene som dekreteres i kromatogrammet, sammenlignes
resultatene ofte med kromatogrammer av referanseblandinger med kjent innhold som
er analysert under de samme betingelsene (130). GC kan kobles til
massespektrofotometer (MS). MS bestemmer molekylmassen og strukturen til et
molekyl. Fettsyrene gar gjennom tre ulike prosesser som ioniseringsprosessessen,
masseseperasjon og massedeteksjon. GC-kolonnen ledes inn i ioniseringskammeret der
molekylene blir bombardert av elektroner med hgy energi og resultatet blir dermed
positivt ladde molekylion (kation). Molekylionet er ustabil og spaltes til fragmenter med
positivt ladning kalles fragmentioner. Ut ifra molekylmassen per ladning (m/z) og ulike

fragmentionene kan utgangsmolekylet identifiseres (131) (132).

Fremgangsmate

GC-MS-analysen ble utfgrt pa SH-SY5Y celler og dets medium fg@r og etter behandling av
TTA kompleksert med FBS for a se pa opptaket av TTA. Utsaing og cellebehandlingene
ble klargjort pa forhand, men selve tekniske arbeidet og analysen ble utfgrt av Pavol

Bohov.

For analyse pa GC matte fettsyrene derivatiseres til mer flyktige og termisk stabile
fettsyremetylestre (fatty acid methyl ester, FAME), ved hjelp av svovelsyre. Fgr
Igsningen bli injisert i kolonnen, ble den ngytralisert vha kaliumkarbonat (K2CO3) fora
unnga lavt pH. Total medium og cellulaer FA-sammensetningene ble analysert ved gass-

vaeskekromatografi ved oppvarming med en 1: 1 blanding av metanol og toluen ved 90 °
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Ci1time. Forbindelsene i prgven ble derved fgrt sa gjennom kolonnen ved hjelp av
hydrogen (0.8ml/min strgmming) og detektert til slutt via en detektor, FID
(flammeionisasjonsdetektor). FID registrerer disse fettsyre derivatene etter hvert som

de kommer ut av kolonnen.

Gasskromatogram Trace GC ultra (Finnigan, USA) var benyttet for analysering er utstyrt
med temperatur som er justerbar (vaporixation injector, PTV),
flammeionisasjonsdetektor (FID), AS autosampler, silikakolonne som bestar av
dimethylpolysiloxane stasjonzer fase. Kolonne temperatur var programmert fra 110 til

310 °C. Temperaturen av PTV injektoren og FID-detektoren var konstant (280 °C).

GC-signalet var detektert med Chromeleon programvare, hvor grunnlinjene av hvert

topp fra hvert enkelt fettsyre ble rettet opp og justert for a identifisere og kvantifisere
fettsyrer. Antall topper vil veere lik antall forbindelser i prgve. Som tidligere nevnt ble
identifikasjon av toppene i kromatogrammet sammenlignet med referanseblandingen
C21:0 tilsatti prgven. Resultater som var lavere enn 5% pa variasjonskoeffisenten ble

tillatt som ngyaktige.

Grunnlaget for regulering av cellenes funksjoner ligger lagret i arvematerialet, DNA-
molekylet. For at genene skal utgve sin funksjon ma de uttrykkes i form av et
genprodukt som i fleste tilfeller koder for et protein. Nar cellen har behov for et bestemt
protein, transkriberes genet til mMRNA, som videre omdannes til proteinet. Mengden

mMRNA forteller oss i hvilken grad et gen blir uttrykt (133).

For @ kunne male genuttrykk i SH-SY5Y cellene og vev ble RNA isolert og
konsentrasjonen av isolerte RNA ble malt ved hjelp av Agilent Bioanalyzer. Deretter ble
totale RNA transkribert til komplementaert DNA (c-DNA) fgr genuttrykkningsnivaene ble

kvantifisert ved bruk av kvantitativ polymerase kjedereaksjon (qPCR). | denne oppgaven
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er gPCR brukt for 8 sammenlikne genuttrykket fgr og etter behandling med TTA og TNF-

a tilsetting, for gener som er tilknyttet inflammasjon i kroppen.

1.1.22 Tillaging av TNF-a og kontroll

100 pg krystallinsk TNF-a ble opplgst forsiktig i 1 ml destillert vann (H20) i et glassrgr
TNF-a ble oppvart i. 100 ul fra stokklgsningen ble videre fortynnet med 90 ul FBS
(oppvarmet til 37 °C) og 810 ul PBS til 10 pg/ml og fordelt i 20 eppendorfrgrer og
nedfryst ved -20 °C. Dette ble benyttet som sluttkonsentrasjon og anvendt
etterfglgende inflammasjonsanalyser. 90 pl FBS og 810 ul PBS ble tilsatti 100 ul vann i
eppendorfgr og nedfryst -20 °C. H20 blandet med FBS og PBS ble dermed benyttet som

kontroll for TNF-a.

1.1.23 Tillaging av dithiothreitol (DTT)

Cellene ble lysert i RLT buffer fra RNeasy mini Kit, tilsatt 2M dithiothreitol (DTT). DTT har
et molekylvekt pa 154.2 g/mol, ble laget ved a opplgse 0,3084 g til 1 ml destillert vann.
Pafglgende ble 125 pl DTT fordelt i atte eppendorfgrer og nedfryst -20 °C.

1.1.24 Dyrking av celler for gPCR/cellebehandlinger

Mellom 598 000- 600 000 SHSY5Y cellervar utsadd i seks-brgnnsbrett ved 37 °C og 5 %

COz i 24 timer for a oppna 80-90% konfluente celler.

1.1.25 Stimulering med ulike doser av TNF-a

| forste omgang ble konfluente SH-SY5Y celler stimulert med 5, 10, 20 og 100 ng/ml TNF-
a og H20 som kontroll. Behandlingen varte i 6 timer fgr cellelysering og RNA rensing.

Deretter ble stimulere cellene med enten 15 ng/ml eller 5-10 ng/ml for videre forsgk.

1.1.26 Anti-Inflammasjon egenskaper i celler behandlet med TTA, PA og TNF-a
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Konfluente SH-SY5Y celler ble stimulert med 62.5 og 125 uM TTA/FBS og PA/FBS.
Behandlingen varte i 24 timer fgr det ble tilsatt 5 ng/ml TNF-a i siste 6 timer av de 24

timene for cellelysering og RNA rensing.

1.1.27 Lysering av celler

SH-SY5Y cellene ble fgrst vasket med PBS og deretter lysert med 20 pl DTT/ml lysisbuffer
(RLT). 350 pl RLT ble tilsatt per brgnn. Tilsetting av DTT og RLT fgrte til lysering av
plasmamembranen, kjernemembranen og cellelegemer som frigjgr RNA og DNA.
Lysering av cellen gav et viskgst lysat som ble overfgrt til eppendorfrgr. For
homogenisering ble lysatet fgrt gjennom en 0,9 mm nal festet til en steril plastsprgyte
minst 5-10 ganger. Eppendorfrgret med lysatet ble deretter direkte satt pa is til
prosedyren ble gjentatt for alle brgnnene, og nar de var ferdig, ble prgvene oppbevart

ved -20 °C i pavente av RNA isolering.

1.1.28 Isolering av RNA i SH-SY5Y

For isolering av RNA ble det brukt kit og prosedyre fra Agilent Total RNA Isolation
Protocol, hvor steg 6 ble erstattet med appendiks D for optimal DNase eliminering (134).
RNeasy prosedyren er en veletablert metode som benyttes for a isolere og rense total
RNA fra lysat. | denne prosedyren tar man i bruk spinnkolonner som inneholder
silikamembran, som skal kunne binde seg opp til 100 pg ribonukleinsyre (RNA) som er
lengre enn 200 nukleotider. Pa denne maten vil RNA <200 nukleotider (som 5,8S rRNA,
5S rRNA og tRNAer), selektivt ekskluderes. Deoksyribonuklease (DNase) vil tilsettes
direkte pa kolonnemembranen for a fjerne DNA, slik at man sitterigjen med intakt RNA.
Forurensninger fjernes underveis i de ulike vasketrinn, og RNA blir tilslutt eluert i vann

(figur 3.2).
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Figur 3.2: RNA isoleringav celler ved bruk avRNeasy Mini KiT. Prgvematerialetblir fgrstlysert,
homogenisert, deretter tilsattetanol for a felle ut nukleinsyrer. RNA kan dermed binde seg til kolonne
membranen. Videre utfgres det en vaskeprosedyre, fér RNA blir eluert i RNAse-fritt vann. Modifisertfigur
fra (134).

Fremgangsmate

For selve RNA isoleringen ble flere Igsninger laget. 70 % etanol framstilt ved a blande
96% etanol med RNase-fritt vann. Flasken med RPE-buffer ble tilsatt etanol slik at
forholdet ble 1:4. DNAse lgsningen ble tillaget ved at DNAse (1500 kU) og buffer RDD ble
fortynnet 1:8 til en brukslgsning pa 80 ul (134).
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Eppendorfrgrene med prgvene i ble tatt opp fra fryser og satt til tining. Hele volumet
med prgven ble sentrifugert i fem minutter ved 13 000 rpm. Dette var for a sikre
tilstrekkelig gdeleggelse av SH-SY5Y celler, og dermed sgrger for at forurensningene
samles som bunnfall. Deretter ble supernatant (cellelysatet) overfgrt til et
oppsamlingsrgr hvor det ble tilsatt lik mengde 70 % etanol. Denne blandingen ble
deretter overfgrt til en RNeasy spin column staende i et oppsamlingsrgr som ble
sentrifugert i ett minutt ved 10 000 rpm i romtemperatur, og eluatet ble kastet. RNeasy
spin column ble deretter tilsatt 350 ul RW1 Buffer, sentrifugert ved 10 000 rpm i ett
minutt og eluatet kastet. Kolonnene ble deretter tilsatt 80 ul DNase-blanding og
inkuberte i 15 min i romtemperatur. Ved endt inkubering, ble kolonnene igjen vasket
med 350 ul RW1-buffer og sentrifugert i ett minutt ved 10 000 rpm i romtemperatur.
Kolonnene ble vasket to ganger med 500 ul RPE-buffer og sentrifugert i ett minutt ved
10 000 rpm i romtemperatur. Eluatet ble kastet, og kolonnen overfgrt til et nytt
oppsamlingsrgr for videre sentrifugering, 10 000 rpm i tre minutter. Dette er for a bli
kvitt alle rester av etanol ifra PRE Bufferen. Deretter ble spin column overfgrt til nytt
merket eppendorfrgr, og lot det sta apnet i halvtime slik at RPE og etanol kunne
fordampes. 30 ul RNase-fritt vann ble pipettert direkte pa kolonnemembranen og
sentrifugert ved 10 000 rpm i et minutt for a eluere ut RNA. Rgrene med RNA ble satt pa

is, fordelt og frosset ned i -80 °C etter kvantifisering av RNA konsentrasjon.

1.1.29 Kvantifisering av RNA-konsentrasjoner

RNA konsentrasjonen ble malt ved hjelp av QlAxpert System. Lys med ulike bglgelengder
230, 260 og 280 nm ble sendt gjennom prgvene og absorbansen ble malt. RNA har en
absorbans med ultrafiolett (UV)-lys pa 260 nm og forholdet mellom absorbanse A2e60/280
og A260/230 brukes for a undersgke renhet til RNA. En A260/280 pa mellom 1.8-2.0 og
Az60/230 rundt 2.0 eller hgyere er gnsket preferanse og anses som at RNA er rent. En

lavere ratio enn 2 tyder pa tilstedevaerelse av proteiner som absorberer lys med
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bglgelengde 280 nm eller forurensninger (salter, fenoler) som absorberer lys med

bglgelengde 230 nm (135).

Fremgangsmate

RNA ferdigisolerte prgvene beskrevet over ble tint pa is. 2 pl av RNAse-fritt vann ble
benyttet som blank prgve og overfgrt som en kontroll pa avlesningsbrikken. 2 ul RNA,
prgvematerialet ble plasserti hvert sitt avlesningsbrikke og konsentrasjonen ble malt i

QlAxpert System. Prgvene ble videre oppbevart ved -80 °C i pavente av cDNA syntese.

1.1.30 Omvendt transkripsjon (C-DNA syntese)

Omvendt transkripsjon er en metode som brukes til & generere kopi/komplementaer-
DNA (cDNA) fra RNA for a kunne detektere genuttrykket. Hensikten med cDNA syntese
skyldes RNA er ustabil og har gkt risiko for degradering av RNaser (RNA-nukleaser).
Syntesen av cDNA fra mRNA gjennomfgres ved bruk av enzymet revers transkriptase,
nukleotider og en primer itre trinn (136). De tre trinnene i syntesen er som visti tabell

3.6.

Tabell 3.6: Ulike trinnene ved syntese av cDNA.

Trinn Prosess Temperatur (°C) Tid (minutter)
1 Inkubasjon 25 10
2 Revers transkripsjon 48 30
3 Inaktivering avrevers transkriptase 95 5
4 Slutt/nedkjgling 4 ~
Tabell hentet fra (137).
Fremgangsmate

Prosedyre og kit for syntesen av komplementeert DNA (cDNA) fra mRNA er fra High-

Capacity RNA-to-cDNA Kit og som tidligere nevnt baserer seg pa tre trinn.
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Fgrst ble 10 ul reaksjonsblanding (RT-mix) laget som vistitabell 3.7. 0.5-1 ug RNA ble
tatt ut fra hver prgve, og resterende volum av nukleasefritt vann ble tilsatti hver av
eppendorfrgrene med prgve slik at sluttvolumet ble 20 pl. 10 ul RT mix uten revers
transkiptase ble ogsa laget for 8 se om RNA er kontaminert, og 10 pl uten
prgvematerialet (RNA) hvor det ble tilsatt 10 pl nukleasefritt vann sammen med 10 ul RT
mix ble ogsa tilberedt for a se om RT mix er kontaminert og gir utslag i PCR. Dernest for
omdanning til cDNA, ble rgrene plassert pa en Thermal Cycler 2720 med innstilling listet

i tabell 3.6. Deretter ble rgrene ble satt pa is og lagt i kjgleskapet.

Tabell 3.7: Therma cycle reaksjonsblanding/revers transkriptase mix (RT -mix) og
reaksjonsblanding uten revers transkiptase (-RT mix).

Volum perprgve (pl)
RT master mix komponenter

Med revers transkriptase Uten revers transkriptase
(RT-mix) (-RT-mix)

10 X RT buffer 2.0 2.0
25 X dNTP mix (100 mM) 0.8 0.8
10 X RT Random Primers 2.0 2.0
Revers transkriptase 1.0 -

RNAse inhibitor 1.0 1.0
Nukleasefrittvann 3,2 4,2
Total perreaksjon 10 10

Tabell hentet fra (137).

1.1.31 Real time quantitative PCR/Real-time PCR

PCR star for Polymerase Chain Reaction, noe som betegner in vitro amplifisering av DNA.
PCR er en metode som brukes til 3 bestemme uttrykket av et gen, altsa detektere
sekvenser avinteresse i cDNA. Malet med PCR er a kopiere en bit aven gensekvens i

tilstrekkelig mange kopier, slik at deteksjon er mulig (138) (139).

Deteksjon av cDNA gjennomfgres ved bruk av probe og primere som inneholder
gensekvensen av interesse og tagman buffer fra Applied Biosystems. Som DNA-

replikasjon i en human celle, krever PCR et DNA-polymerase enzym som lager nye DNA-
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strender, ved hjelp av eksisterende trader som mal. DNA-polymerasen som vanligvis
brukes i PCR, kalles Tag-polymerase. Som andre DNA-polymeraser, kan Tag-polymerase
bare lage DNA dersom det gis en primer, en kort sekvens av nukleotider som gir et
utgangspunkt for DNA-syntese og er konstruert for a veere komplementaer for et
bestemt stykke DNA. Primere binder seg til malen ved komplementaer baseparing og
for at kopiene skal forekomme, ma primeren binde seg til DNA-region og basene ma

samsvare (140).

Konvensjonell PCR og sanntid/kvantitativ PCR (qPCR)

Kort forklart bestar hver konvensjonell PCR syklus av tre trinn: denaturering,
hybridisering (“annealing”) og polymerisering (“elongation”). | denatureringstrinnet blir
dobbelttradet DNA oppvarmet til 93-98 °C (denaturering) slik at DNA splittes i to
enkeltrader. Dette etterfglges av en temperaturreduksjon (45-65°C) i
hybridiseringstrinnet, slik at primere far mulighet til a feste seg til komplementaere
sekvensere pa de to adskilte DNA-tradene. | polymeriseringstrinnet gkes temperaturen
igjen (72 °C) som er enzymet DNA polymerases optimale temperatur og DNA syntesen
starter. Her far enzymet bevege seg langs templatet fra primeren, og syntetisere den
komplementaere DNA-traden ved hjelp av de fire basenukleotidene (adenin (ATP), tymin
(TTP), cystin CTP) og guanin (GTP). Trinnene repeteres 25-40 ganger, og for hver syklus
som gar vil antallet DNA-molekyler fordobles (138) (141).

Det skilles mellom konvensjonell PCR og sanntid/kvantitativ PCR (qPCR).
Sanntid/kvantitativ PCR (QPCR) brukes samme mekanismene som konvensjonell PCR,
men i tillegg ved tilsetting av et probe - radioaktiv/fluoriserende stoff muliggjgres
deteksjon av DNAet. Pa denne maten blir DNA-opphoping malt ved hver PCR syklus
istedenfor at sluttprodukt blir malt (138) (141).

Generelt i PCR er det benyttet referansegener (ogsa kalt housekeepingsgener,

husholdningsgener) som uttrykkes pa konstant hos cellene. Referansegener er
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ngdvendige for generell cellulzer funksjon og dermed uttrykt pa et relativt stabilt niva.

Nivaene av gnsket genuttrykk ble normalisert i forhold til et referansegen (138) (141).

Ved utfgrelse av qPCR, bgr andre prgver enn de aktuelle prgvene legges til for
kvalitetskontroll. Det innebaerer kontroller som -RT fra cDNA syntesen og blank kontroll
(non template control, NTC). -RT-prgvene bestar av RNA (som ikke blitt omdannet til
DNA), mens NTCene blir tilsatt vann i stedet for cDNA under fremstillingen av prgvene
fgr qPCR. Begge er negative kontroller som teoretisk ikke bgr forsterkes. Amplifisering
av disse kontrollene antyder enten forurensning av prgvene under prosessen fgr qPCR

eller darlig kvalitet av RNA etter renseprosessen.

Fremgangsmate

C-DNA som har blitt syntetisert ble blandet, sentrifugert og fortynnet til en stokklgsning
pa 10 ng/ul. | fgrste omgang ble prgvene testkjgrt i PCR for a se i hvilken konsentrasjon
som er egnet for utrykning av gnsket gen. En prgve fra hver gruppe ble fortynnet til
1:8/1:4 og blandet med en mastermix som er listetitabell 3.8 i eppendorfrgr der man
tilsatte polymerase, probe spesifikt for genet og nukleasefritt vann for test.
Probekonsentrasjonene og nukleasefritt vann varierte for hvert gen, og 9 ul ble tilsatti
tre like parallelleri 384 brgnnsplate, i tillegg til negative kontroll NTC og —RT. Deretter

ble platen plasserti PCR maskin og kjart.

| etterkant ble prgvene fortynnet til gnsket konsentrasjon som variert i henhold til hvert
gen som ble uttrykket. En standardkurve for hvert gen ble etablert ved av hjelp av
testkjgring av genene i fgrst omgang. Standardlgsningene bestod av en prgve som ble
laget ekstra under c-DNA syntesen og ble fortynnet seks ganger, med kjente
konsentrasjoner. Som tidligere nevnt ble cDNA for hver prgve, standardkurven og PCR-
blanding tilsatti rgr, blandet og sentrifugert fgr pipettering til en 384 brgnnsplate, tre

paralleller av hver prgve. Genene som ble kjgrt bade for SH-SY5Y og dyrestudiene er
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listetitabell 3.9, og ble normalisert til referansegener etter at utvalgte ble funnet a

veere den mest stabile av referansegener som ble testet ved a bruke Excel.

Tabell 3.8: Reaksjonsblanding for gPCR-kjg@ring.

Komponenter for gPCR Volum (ul)

Perbrgnn Perprgve, tre brgnner
Buffer Tagman 2X 5.0 15
Probe 20X? 0.5 1.5
Nukleasefrittvann 3.0 9.0
C-DNA! 1.5 4.5
Totalt 10 30

1Mengde C-DNA som tilsettes variere i henhold til hver gensomble uttrykket.

2Forberedelse avprobe ogprimerfor 18S awiket fra oppsettet.

Tabell 3.9: Genene for SH-SY5Y-celler og dyrestudiene som ble analyserti denne

masteroppgaven.

Gene Navn No.

Human

Referansesgener

18S 18S, ribosomal RT-CKFT-18S
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Hs99999905_m1
HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 Hs02800695_m1
Testet gener

IFN-y Interferon-gamma Hs00989291_m1
IL-2 Interleukin-2 Hs00174114 _m1
IL-6 Interleukin-6 Hs00985641_m1
IL-10 Interleukin-10 Hs00961622_m1
IL-15 Interleukin-15 Hs00542571_m1
TNF-a Tumor necrosis factoralpha Hs00174128 m1
Mus

Referansegener

18S 18S, ribosomal RT-CKFT-18S
Hprtl Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 AX-045271-00
Rplp0 Ribosomal protein, large, PO MmO00725448_s1
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Testet gener

CCL2 (MCP-1) Chemokine (C-Cmotif) ligand 2 MmQ00441242_m1
CCL5 (Rantes) Chemokine (C-Cmotif) ligand 5 MmO01302427_m1
IL-1b Interleukin1beta MmO00434228 m1
Sod 1 Superoxide dismutase 1 Mm01344233_g1
Sod 2 Superoxide dismutase 2 MmO01313000_m1
Tnf-a Tumor necrosis factoralpha MmO00443258_m1
Rotte

Referansegener

Rplp0 Ribosomal protein, large PO Rn03302271_gH

Testet gener

Sod1l Superoxide dismutase 1 Rn00566938_m1
Sod2 Superoxide dismutase 2 Rn00690588 g1

Alle genererfra Applied Biosystems (Foster City, CA, USA), unntatt 18S fra Eurogentec (Liege, Belgia).

1.1.32 Genekspresjon i apoE” mus etter 12 ukers behandling med TTA i diet.

Malet med studien var a undersgke effekten av TTA pa utvikling av aterosklerose i 36
apolipoprotein (apo) E - mus, som var féret med 0,4 % (v/v) TTA og 0,75% (v/v) TTA
(data ikke publisert) i en periode p& 12 uker (111, 142). ApoE 7~ mus er en allment
anerkjent modell som brukes til a studere effekten av farmakologiske eller
diettbehandlinger pa utviklingen av aterosklerose (143). Kontrollmusene i denne studien
ble foret med hgy fett diett (23.7% v/v). Musene ble veid ukentlig, og det daglige for
forbruket ble beregnet. Etter 84 dager ble dyrene avlivet med 2% isofluran og blod og
ulike vev ble oppsamlet for videre undersgkelse. Det ble tatt fem hjernevevsprgver
inkludert inkludert pre-frontal cortex, hjernestamme, hippocampus og prgver kalt

"resten av hjernen" fra kontrollgruppen, lavt TTA og hgy TTA gruppen for a studere TTA
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opptak og effekt i dyremodell (111). | denne oppgaven ble det bare brukt prgver fra

sistnevnte.

1.1.33 Genekspresjon i rotte etter 50 ukers behandling med TTA diet.

Rottestudien ble basert pa en 50 ukers eksperimentell forsgk hvor hensikten med

studiet var a skille effekten av TTA i et langstidsforsgk sammenlignet med fiskeolje.

31-38 rotter randomisert i fire grupper og i Igpet av 50 uker ble kontrolldyrene matet
daglig med hgy fett (25 %), og den andre gruppen (TTA-gruppen) fikk en hgyfett diet
med 0,4 % TTA. Den tredje gruppen (fiskeolje) fikk en diett med 10 % fiskeolje. Den
fjerde gruppen ble mattet med begge diettene som overnevnte. Dyrene ble avlivet ved
inhalering av 2 % isofluoran. Etter avlivning av dyrene ble plasma og organene fjernet og
nedfrosset i flytende nitrogen (106). Det ble tatt syv-atte hjernevevsprgver fra

kontrollgruppen og TTA gruppen for a studere TTA opptak og effekt i dyremodell.

Fremgangsmate

RNA fra vevsbiopsiene fra begge dyreeksperimentene ble isolert av lab kollegaer. C-DNA
syntetisert fra apoE”-mus RNA ble utfgrt av medstudent Dan Filip Blindheim, mens pé
rotteforsgket ble det utfgrt av Kari Williams. Begge ble analysert for ekspresjon av

utvalgte inflammatoriske, antioksidative, PPAR reseptor markgrer ved bruk av qPCR.
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Microsoft Excel 2008 ble benyttet til databehandling og beregninger, mens alle
statistiske analyser og fremstilling av grafer i denne oppgaven er gjort i dataprogrammet
GraphPad Prism 8. Alle resultatene er presentert som gjennomsnitt + (SD). Intervensjon
gruppene (prgveanalysene) ble sammenlignet med kontrollgruppen ved hjelp av
ensidiganalyse av varians (ANOVA) med Dunnetts multiple sammenligningstest. Student

t-test ble ogsa benyttet det var to grupper som skulle sammenlignes.

P-verdier < 0,05 ble vurdert statistisk signifikante. De statistiske forskjellene er betegnet
i grafer med stjerner; * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 og **** p <0,0001. Grubs test
med 95% konfidensintervall ble utfgrt i dyrestudier for d identifisere og eliminere

uteligger.

For SH-SY5Y cellene ble 18S, HPRT-1 og GAPDH testet som referansegener, ble
resultatene normalisert til HPRT-1, da det var den mest stabile av de tre.

For musgenene ble resultatene normalisert til HPRT-1, da det var det mest stabile
referansegenet av GAPDH og RPLPO som ogsa ble testet. For rottegene ble gene

normalisert for RPLPO.
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WST-1-variabilitetsanalysen ble utfgrt for a8 bestemme hvilken dose av fettsyrene som
ville ha en toksisk eller vekstbegrensende effekt pa bade HuH-7 og SH-SY5Y celler. For
bade HuH-7 og SH-SY5Y ble celleaktivitet etter 2 dager (48 timer) analysert ettersom
man gnsket a se pa anti-inflammatoriske effekter etter relativt korttidsbehandling med

fettsyrene.

Absorbans i cellebrgnner tilsatt WST-1 ble malt ved hjelp av spektrofotometer ved 450
nm og 650 nm. For hver brgnn ble bakgrunnsabsorpsjon ved 650 nm subtrahert fra
absorpsjonen ved 450 nm (data ikke vist). Den malte absorbansen for de behandlede
celler ble deretter sammenlignet med kontrollene (blanke) som bare inneholdt celler og
vekstmedium. Dette ble gjort for & korrigere for forskjelleri antall levedyktige celler fra

forsgk til forsgk.

| enkelte tilfeller ble det observert fordamping i de ytterste brgnnene, ergo var det her
vanskelig a kunne forutsi om nedsatt celleproliferasjonen det skyldes FA behandling

eller fordampingseffekten. Dermed ble disse ekskludere i alle forsgkene.

1.1.34 Celletetthetskurve: HuH-7 og SH-SY5Y.

HuH-7 og SH-SY5Y cellelinjer representerte modeller for henholdsvis lever og hjerne in
vitro. Vi gnsket a fgrst studere mitokondrieaktivitet i begge cellelinjer for a se pa antall

levende celler som var ngdvendig for fa optimalt signal i de videre forsgkene (figur 4.1).
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Figur 4.1: Absorbans maltmed WST1-assay er plottet mot antall celler sombleutsadd per brgnn i 96
brgnners-brett og dyrket i 24 timer fulgt av fire timer med WST-1 behandling for HuH-7 cellelinje (A) og
SH-SY5Y (B). Pileneindikerer antall celler somblevalgttil videre forsgk.

Ut ifra cellenes evne til proliferasjon og signalstyrken i WST-1 assayet til HuH-7-celler ble

det bestemt a ha 9000 celler per brgnn for 48 timer og tilsvarende for SH-SY5Y ble det
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avgjort 25 000 celler per brgnn etter det ble oppdaget at det var lite metabolske aktive

celler.
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1.1.35 WST-1 assay: Metabolsk aktivitet til HuH-7

Effekten av TTA pa leverceller i kultur er studert tidligere (144, 145). HuH-7 ble derfor
inkludert for a sammenligne TTA og de andre modifiserte fettsyrene i et kjent system.
For a bestemme hvilken dose av TTA- analogene som ville ha en toksisk eller
vekstbegrensende effekt pa HuH-7-celler, ble proliferasjonen med en gkende

konsentrasjon av fettsyrene analysert.

HuH-7 - 48 timers behandling
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Figur 4.2: Effekten avbehandlingmed TTA, PA, Tr-TTA, N-TTA, og Tr-N-TTA kompleksert med FBS i 48
timer pa proliferasjon oglevedyktighet i HuH-7-celler etter firetimer WST-1 reagens. Resultatene er data
fra 2 foldsfortynningav TTA-analogene, og kontroller (CTR) er tilsatttilsvarende doser FBS. X-aksener i en
log2 skala.Resultateneer presentert som gjennomsnitt fra to uavhengige forsgki hver gruppe (n=2), og
verdier relativtil ubehandledeceller pa hvert brett (100%) er vist.

PA er en fettsyre kroppen syntetisere selvog som er vanlig i kosten. PA ble dermed
brukt som referanse-fettsyre og sammenlignet med TTA i HuH-7. Resultatene indikerte
at TTA, tr-TTA og PA hadde lik effekt pa HuH-7 celler med tilsvarende doser. Det var
vanskelig a se forskjell pa celletoksitet mellom TTA, tr-TTA og PA, men ved 0.5 mM s3a

det ut som alle reduserte viabiliteteni cellene sammenlignet med kontroll uten
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fettsyrer. Siden fettsyrene var kompleksert med FBS, var final FBS-konsentrasjon i
mediet stigende med stigende dose fettsyre. Dette sa ikke ut til & stimulere celleveksten

i HUH-7-celler, jf kontroll med bare FBS.

Pa grunn av fordamping av cellemedium i brgnn med hgyeste og laveste konsentrasjon
matte de utelates. Celleproliferasjoni HuH-7 behandlet med TTA og tr-TTA i gkende
doser var relativ hgyere sammenlignet med N-TTA og tr-N-TTA. N-TTA gav en indikasjon
pa celletokistet i lave doser sammenlignet med TTA, mens tr-N-TTA ikke viste tydelige
toksiske effekter i konsentrasjonsomrader som ble analysert. Det er mulig en hgyere
dose tilsvarende TTA og tr-TTA ville gitt celledgd for tr-N-TTA, men denne matte

utelates for pga fordamping i brgnnene.
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1.1.36 WST-1 assay: Metabolsk aktivitet til SH-SY5Y

Oppgaven er rettet mot SH-SY5Y, hvor det var gnskelig a undersgke effekter av de
modifiserte variantene av TTA og hvilke doser som var optimale videre i oppgaven. Figur
4.3 viser celleaktivitet etter tilsetting av FA, TTA-analogene sammenlignet med

ubehandlet i celleri 48 timer.
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Figur 4.3: Effekten avbehandlingmed TTA, PA, tr-TTA og N-TTA, tr-N-TTA i 48 timer pa proliferasjon og
levedyktighet i SH-SY5Y-celler i forhold til ubehandlede celler etter fire timer WST-1 reagent. Resultatene
er data fra 2 foldsfortynningav TTA-analogene, og kontroller (CTR) er tilsatttilsvarendedoser FBS. Pilene
indikerer hvilkedoser som ble benyttet foranalyseavgener. Resultatene er presentert som gjennomsnitt
+ SD fra 5 uavhengige forsgki hver gruppe (n=5).
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| disse cellene var de tydelig at gkende mengde FBS stimulerte celleaktivitet, og ingen av
fettsyrene tilsatt gkte celleaktivitet ytterliggere. Grunnet mulig effekt av fordamping pa
celleaktivitet ble de ytterste brgnnene i enkelte paralleller ekskludert: 1mM og 7.8 uM
for TTA, PA, tr-TTA, og 0.5 mM og 3.9 uM for N-TTA og tr-N-TTA. Den hgyeste dosen gitt
var dermed ikke tilstrekkelig til 3 oppna celledgd og det var derfor vanskelig a vurdere
toksisiteten av TTA og PA i disse cellene. Siden dosen pa 250 uM TTA sa ut til a redusere
aktivitet sammenlignet med PA og FBS (CTR) ble en dose pa 125 uM og 62.5 uM valgt for
videre behandlinger. Sammenlignet med TTA, sa det ut som tr-TTA og N-TTA fettsyrene
hadde lavere proliferasjon i alle dosene. Generelt virket det som Tr-TTA gav lavere
proliferasjon i SH-SY5Y sammenlignet med HuH-7 (figur4.2). N-TTA var den eneste av de
FBA-komplekserte fettsyrene der dosen var hgy nok til 3 oppna celledgd og celletoksisk
effekt ble observert ved 250 uM (figur 4.3).
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Kvalitetskontroll RNA-prgvene hadde i enkelte tilfeller ikke tilfredsstillende renhet
(forholdet mellom Azs0/A230 eller A2e60/A230) enn anbefalt. Pa grunn av et lavt antall
prgver ble prgvene analysert ytterligere, men betraktet som mulige outliners. Det ble

ikke observert noe forskjell i resultat, og dermed ble alle prgver inkludert i datasettene.

PCR-effektiviteten varierte for de ulike genanalysene fra 97%-106%. For genanaylser av
cytokiner ble det tilsatt enkelte tilfeller ufortynnet prgve, altsd mer template dermed
var det umulig a fa presisert PCR-effektivitet, men likevel var de innenfor anbefalt

effektivitet. Det tas med i betraktning at det er usikkerhet tilknyttet til disse verdiene.

Sma forskjeller i CT verdier mellom triplettene av hver prgve ble ogsa observert som gav
en god indikasjon pa hgy effektivitet og repeterbare. De ulike interne kontrollene som -
RT og NTC indikerte effektiv eliminering av DNA under RNA-rensing i alle eksperimenter,

og NTC-ene ga ingen uttrykk for forurensning for alle genanalysene.

1.1.37 Genekspresjon i SH-SY5Y behandlet med ulike doser TNF-a

For stimulering avinflammasjon i SH-SY5Y ble i fgrste omgang konfluente SH-SY5Y celler
stimulert med 5, 10, 20 og 100 ng/ml TNF-a og H20 som kontroll for a avgjgre dosen av
TNF-a. Figur 4.4 viser relativt genuttrykk avinflammajonsmarkgrene TNF-a og IL-15

etter stimulering av TNF-a.
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Figur 4.4: Det relativegenuttrykket avTNF - a (A) og IL-15 (B) i SH-SH5Y celler etter stimulertmed TNF-a.
Genene ble normaliserttil referansegenet HPRT-1, og resultatene er visti forhold til kontrollgruppen,

etter behandling med ulike TNF-doser i 6 timer (n=1). TNF-a: Tumor necrosis faktor alfa, IL-15:interleukin-
15, HPRT-1: hypoxantin-guanin fosforibosyltransferase-1.

Begge genene som ble undersgkt viste at TNF-a mellom 5 og 20 ng/ml gav

oppregulering av inflammasjonsmediatorer i SH-SY5Y celler, hvor dose pa 10 ng/ml gav
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hgyeste niva av stimulering pa TNF- a genet (figur 4.4A), i motsetning /L-15 som var
hgyest uttrykt ved 20mg/ml (figur 4.4B). Interferon gamma (IFN-y), Interleukin-2 (IL-2),
Interleukin-6 (IL-6) og Interleukin-10 (IL-10) var gener som ble testet, men ikke uttrykket

hos SH-SY5Y og heller ikke oppregulert etter TNF-a stimluering (data ikke presentert).

1.1.38 Genekspresjon i SH-SY5Y etter forbehandling med to ulike doser av TTA ved
stimulering av TNF -a (15 ng/ml).

Videre ble det undersgkt om disse inflammasjonsgene endret sin ekspresjon i celler som
var forbehandlet med TTA fgr man behandlet cellene TNF-a. Tidligere har det blitt sett
at forbehandling med TTA forhindret uttrykking av inflammasjonsgeneri TNF-a

stimulerte humane endotelceller (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC)

(109).
TTA - TNF- o/ HPRT1 TTA- 1115/ HPRT1
20
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2-
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TTA(LM) - 625 125 - 625 125 TTA( M) - 625 125 - 625 125
TNF-a (15 ng/mL) - - - + + + TNF-a (15 ng/ml) - - - + + +

Figur 4.5: Det relative uttrykket av TNF-a (A) og IL-15 (B). Genene blenormaliserttil HPRT-1, og
resultatene er vistiforholdtil kontrollgruppen (SH-SY5Y celler behandlet med TNF-a), etter forbehandling
med TTA ito doser (62.5 UM og 125 uM) og TNF -a (15 ng/ml) i 6 timer. Resultatene er presentert som
relativeverdier (n=1). TNF- a: Tumor necrosis faktor alfa, IL-15:interleukin-15, HPRT-1: hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferase-1.

Av figur 4.5 A og B ser en ingen klare antiinflammatoriske effekter av TTA, tvert imot

gker inflammasjon idet cellene blir forbehandlet TTA fgr stimulering med TNF-a.
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Uttrykket av TNF-a gker ved gkende dose avTTA i TNF-a behandlede celler (figur 4.5A)
Uttrykket av IL-15 er ogsa relativ hgyere ved 62.5 uM TTA stimulert med TNF-a (figur
4.5B).

1.1.39 Genekspresjon i SH-SY5Y etter forbehandling med to ulike doser av TTA og PA
ved stimulering av TNF-a (5 ng/ml).

Som tidligere nevnt, 24 timers forbehandling med TTA og 6 timers stimulering av TNF-a
(15 ng/ml) viste ingen lovende resultater pa genekspresjon av TNF -a og IL-15. Derfor
ble det forsgkt med lavere konsentrasjon av TNF-a (5 ng/ml) pa cellebehandlinger med
samme dose av TTA, der ogsa PA ble tatt som kontroll. Denne testen ble utfgrt for a se
om eventuelle anti-inflammatoriske effekter av TTA ville vaere synlig med en lavere dose
TNF-a. Figur 4.6 viser relativ genekspresjon av inflammajonsmarkgrene TNF-a og IL-15
etter behandling med 62.5 uM og 125 uM av TTA og PA i 24 timer, stimulert av TNF-a (5

ng/ml) i 6 timer.
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Figur 4.6: Det relative uttrykket av TNF- o (A) og IL-15 (B). Genene blenormaliserttil HPRT-1, og
resultatene er visti forholdtil SHSY5Y celler stimulert med TNF-a, etter forbehandling med TTA og PA i to
doser (62.5 uM og 125 uM) og TNF -a (5 ng/ml) i 6 timer (n=1). TNF- a: Tumor necrosis faktor alfa, IL-15:
interleukin-15, HPRT-1: hypoxantin-guanin fosforibosyltransferase-1.

Resultatene viser at SH-SY5Y forbehandlet med fettsyrene og stimulert med TNF- a ikke
gav reduksjon i TNF-a genuttrykk (figur 4.6A). Tilsvarende for uttrykking av IL-15 genet,
hvor TTA og PA alene i samme dose gir sammenfallende resultat, dernest tilfgring av
TNF- a gkes uttrykket (figur4.6B). Det kan se ut som TTAi lavdose (62.5 uM) gir
redusert uttrykking av /IL-15 sammenlignet med FBS kontroll som tilsvarer hgyeste dosen
for TTA (125 uM). FBS sammen med TNF-a sa ut til 3 bidra til stigning avinflammasjon i
cellene sammenlignet med TNF-a alene. Til tross for noen sma forskjeller i genuttrykk,
og med tanke pa at forsgket bare ble utfgrt en gang, sa det ut som TNF-a -indusert
inflammasjon i SH-SY5Y celler ble lite pavirket FBS kompleksert med TTA (figur 4.6 A og
B).

1.1.40 Genekspresjon i SH-SY5Y etter stimulering av TNF-a (10 ng/ml)

Anti-inflammatoriske effekter av TTA kan involver aktivering av PPAR reseptorer (108-
110). Derfor ble det valgt a se pa uttrykkingen av PPAR-gen i SH-SY5Y celler. Figur 4.7
viser ekspresjonen av tre forskjellige gener etter stimulering av TNF -a (10 ng/ml) i 6

timer. Figuren viser relative verdier normalisert mot referansegenet HPRT-1.
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Figur 4.7: Det relative uttrykket avtre PPAR-reseptorgene; PPAR-a (A), PPAR-6 (B) og PPAR-y (C). Genene
ble normaliserttil HPRT-1, og resultatene er visti relativer verdier etter SH-SY5Y celler har blittstimulert
med TNF -a (10 ng/ml) i 6 timer (n=1). PPAR- a: peroksisomproliferatoraktiverendereseptor alfa, PPAR- &:
Peroksisomproliferatoraktiverendereseptor delta, PPAR- y: peroksisomproliferatoraktiverendereseptor
gamma, HPRT-1: hypoxantin-guanin fosforibosyltransferase-1.

Av figur 4.7 kan vi se at av PPAR-genene som ble undersgkt virker det om PPAR-6 endrer
sin ekspresjon etter stimulering av TNF -a (10 ng/ml) sammenlignet med kontroll. Dette
kan tyde pa PPAR-§ erinvolvert i inflammasjonsrespons i SH-SY5Y-cellelinjen. Det var
ogsa interessert a se pa forskjeller i utrykkingsniva. | ubehandlede celler hadde PPAR -a
en gjennomsnittlig CT verdi pa 28.03 og PPAR-y hadde gjennomsnitt CT verdi pa 31.82.
PPAR -6 prgvene var i motsetning to andre genene fortynnet 1:4, og |13 likevel pa en
middelverdi CT verdi pa 27.03. Dersom cellene var ufortynnet hadde de vaert pa en CT-
verdi ca. 25.03. Dette viser at nivaet av PPAR- mRNA i SH-SH5Y celleri fglgende
rekkefglge: PPAR-6 >> PPAR-a > PPAR-y. PPAR-6 mRNA nivaet i cellene er hgyere

sammenlignet med andre PPAR-genene.
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1.1.41 Opptak av TTA i SH-SY5Y - Gass-massespektrofotometer (GC-MS)

Ettersom det forventende effekt ble ikke observert med TTA i SH-SY5Y, ogsa nar det
gjaldt uttrykking av PPAR-responsgen (data ikke vist), ble det lagt fokus pa a finne arsak
til lite respons hos disse cellene. Det ble sett pa opptak av mengde TTA i SH-SY5Y og
cellemedium. TTA behandling med SH-SY5Y ble klargjort pa forhand og selve analysen

ble utfgrt av Pavol Bohov. Resultatene er presentert itabell 4.1

Tabell 4.1: Resultater av GC-MS analyse av totalt FA og TTA i cellemedium og SH-SY5Y.
Resultatene er oppgitt i konsentrasjon og vektprosent (vekt %) av totalt fettsyrene

mediet i parentes.

Medium Medium SH-SY5Y
Komponent

Start 24 timer 24 timer
TTA 124 uM  39.7% 112uM  37.5% 1.71 uM  18.7%
TTA:1n-8 - - 0.53 uM 0.18% 0.017uM  0.19 %
Totalt TTA 124 uM  39.7% 112 uM  37.7% 1.73uM 189 %
PA 41.2uM  13.2% 41.47uM 13.9% 1.169 uM  12.8%
Totalt FA 312 uM  100% 298 uM  100% 9.157uM  100%

Tabell 4.1. viser resultatene av SH-SY5Y evne til & ta opp TTA etter 24 timers inkubasjon.
125 uM var opprinnelig konsentrasjon av TTA som ble tilsatt i mediet med celler, men
det ble malt til 3 veere 124 uM. Den totale mengden av TTA utgjorde 40% av de totale
fettsyrene i mediet som cellene ble inkubert med. Etter inkubering i 24 timer, gikk
denne ned til 112 uM i mediet, hvor en av TTAs metabolitter, TTA: 1n-8, ble observert i

cellemediet etter 24 timer. TTA-konsentrasjonen i SH-SY5Y-cellene etter 24 timer var
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1.71 uM, som utgjorde omtrent 19% av den totale fettsyrene i cellene. Sammenlignet
med PA sa er det stgrre andel av totale TTA som har blitt tatt opp fra start og etter 24

timers inkubasjon med TTA, som kan tyde pa at PA ogsa blir produsert av cellene.
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1.1.42 Genekspresjon i mus etter 12 ukers behandling med TTA i diet.

Musestudien ble basert pd en 12 ukers eksperimentell forsgk, hvor 24 apoE 7" knockout
mus ble foret en hgyfett-diet med 0,4 % og 0,75 % TTAi 12 uker, og genuttrykket i
hjernen ble analysert. Dietten fgrte til hyperlipidemi, gkt inflammasjon og aterosklerose
i musene (111), og det var av interesse @ undersgke om dette ogsa hadde en effekt pa

genuttrykk i hjerne.
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Figur 4.8: Det relative uttrykket avSOD 1 og SOD 2; SOD 1 (A) og SOD 2 (B) i hjerne fra ApoE-/- mus gitt
dietter med 0,4% o0g 0,6 % TTA i 12 uker. Genene ble normaliserttil HPRT-1, og resultatene er visti
relativeverdier. Resultatene er presentert som gjennomsnitt + SD (n=5). Signifikansnivafor SOD 1 og
SOD2 sammenlignet med kontrollgruppen ble bestemt ved bruk avenveis ANOVA med Dunnetts mul tiple
sammenligningstest(p <0,05). Outliers ble detektert og eliminertved hjelp av Grubbs test.

SOD1: Superoksid dismutase1,S0D2: superoksid dismustase 2, HPRT-1: hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferase-1.
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Det ble ufgrt gentest pa en del inflammatoriske markgrer slik som IL-13, CCL2 og TNF-q,
og antioksidantive markgrer som SOD 1 og SOD 2. Ingen av de inflammatoriske
markgrer var godt uttrykt til 3 fa signal. SOD 1 og SOD 2 var relativ godt uttrykt som figur

4.8 illustrerer. Vi kan ikke se noen signifikant effekt av TTA hverken i gruppen med lav

dose TTA eller hgy dose TTA.

1.1.43 Genekspresjon i rotte etter 50 ukers behandling med TTA diet.

Rottestudien ble basert pa en 50 ukers eksperimentell forsgk med 31-38 rotter, hvor
ene gruppen ble féret daglig med hgy fett (25%), og andre gruppen (TTA-gruppen) fikk
en hgyfett diet med 0,4 % TTA. Kontrollgruppen hadde hgye plasmaniva av kolesterol og
triglyserider, mens nivaene i TTA gruppen var signifikant lavere (106). Genuttrykket av

antioksidanter som SOD 1 og SOD 2 i hjernen ble analysert.
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Figur 4.9: Det relative uttrykket avSOD 1 (A) og SOD 2 (B) i hjerne fra rotte gitt dietter med 0,4 % TTA i 50
uker. Genene ble normaliserttil Rplp0, ogresultatene er visti relativer verdier. Signifikansniva for SOD 1
0g SOD2 sammenlignet med kontrollgruppen blebestemt ved bruk av student t-test (p <0,05). Outliers ble
detektert og eliminert ved hjelp av Grubbs test. Resultatene er presentert som gjennomsnitt + SD (n=7-8).
SOD1: Superoksid dismutase 1,S0D2: superoksid dismustase 2, Rplp0:large ribosomal protein.
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Av figur 4.9 A og B kan vi se at begge genene, SOD 1 og SOD 2 som ble undersgkt ble
ikke signifikant pavirket av TTA. SOD 1 viste imidlertid en tendens til reduksjon med TTA

i forhold til kontroll (t-testp = 0.1761) henholdsvis viste ogsa SOD 2 fall sammenlignet
med kontroll (t-test p= 0.1452).
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Malet med oppgaven var finne ut avom TTA modulere inflammatoriske egenskaper i
hjerneceller bade in vitro og in vivo. Vi utforsket denne hypotesen ved a bruke den
udifferensierte in vitro - modellen SH-SHY5Y for @ se om TTA har anti-inflammatoriske
effekter via PPAR-y og PPAR- a, som har blitt sett tidligere (108-110). For a studere
mulige effekter in vivo ble genanalyser utfgrt pa hjerne fra hjernevev hgstet fra mus og
rotte foret med TTA- dietter. Tillegg til a studere effekten av TTA ble modifiserte TTA
analoger testeti to ulike cellemodeller; HuH-7 og SH-SH5Y for a se pa deres evne til a

stimulere cellenes levedyktighet og proliferasjon.
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Det er vist at flere metabolske prosesser, deres primaere funksjoner/aktivitet blir gradvis
redusert ved gkende antall passasjer (122). | vart tilfelle ble HuH-7 tatt ut i passasje 35
og eksperimenter utfgrt innen p41l. Ved hgy passasjeantall gker man risiko for cellene til
a proliferere langsomt (146), men i dette tilfelle ble det ikke observert. SH-SY5Y cellene
ble tatt ut i tre omganger; pll og pl4 de to siste gangene. Siste eksperimenter ble
utfgrt altinnenfor p29. For denne cellelinje er det ikke anbefalt @ oversige passasje 20

ettersom det gker risiko for tap av fenotypiske egenskaper (124).

Dermed i vart tilfelle ble alle eksperimentene utfgrt innenfor passasje 20, selvom det
anbefalt a ufgre i lavest mulig passasje. Hver gang man splitter gkes risiko for at cellene
gjennomgar seleksjonspress, altsa de somtaler det best selekteres, dermed desto lengre
cellene dyres desto mer skilles de fra utgangspunktet. | praksis hadde det vaert tungvint
a utfgre eksperimentell forsgk i lave passasjer da matte man ha tatt ut en ny kultur hver
2-3 uke. Vivalgte isteden a dyrke sa lenge det var mulig og etter hvert som det naermet

seg passasje 20 ble det tatt ut nye celler.

TTA involverer i aktivering av PPAR reseptorer. PPAR er en familie kjernereseptorer som
bidrar til regulering av flere cellulzere funksjoner, inkludert cellulaer proliferasjon, og
PPAR-ligander har blitt vist 3 modulere proliferasjon og differensiering av celler (147,
148). Det har blitt utfgrt eksperimenter hvor kreftceller ble behandlet med TTA i rotte
og mennesker som har vist reduksjon i celleproliferasjon (98, 149). | denne oppgaven ble
det utfgrt 2-foldsfortynning for hver av TTA-analogene, dermed hadde man flere
konsentrasjoner for hver substans som gav mulighet for a lage en dose-respons-kurve.

Pa denne maten kunne man se om forskjellige konsentrasjoner gir endring i respons i
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metabolismen til cellene, tillegg kunne det benyttes for a si noe om hvilken
konsentrasjon som er tilstrekkelig for a gi effekt, eller om en konsentrasjon kan vaere

toksisk.

1.1.44 HuH-7 cellelinje

Resultatene viste at det var vanskelig a skille celletoksitet mellom TTA og PA, og ved 0.5
med mer sa det ut som begge reduserte viabiliteten (figur 4.2). Den optimale dosen for

bade TTA og PA sa ut som til d vaere rundt 125 pM ved 48 timers behandling. For tr-TTA
sa det ut som cellene talte opp til 125 pM. N-TTA bidro til en rask nedgang i

celleproliferasjon sammenlignet med de andre TTA-analogene.

Det ble observert utfelling/krystallisering utfelling/krystaller ved hgyeste konsentrasjon i
viabilietsforsgket med WST-1 assay med N-TTA og enkelte tilfeller tr-N-TTA. Mulig
forklaring for utfelling til N-TTA kan diskuteres med forskjellen i struktur og kjemiske
egenskaper, som fglge av at fettsyren er substituert med nitrogenatom i stedet for
svovel i B-posisjon som kunne ha pavirket opplgseligheten og opptak av cellene. N-TTA i
teorien skal vaere Igselig i vann med tanke pa at man har nitrogen som er en sterk
positiv ladning og er i naerheten av en syre gruppe som er negativ ladning. Ved ngytral
pH i mediet, eksistere de ulike ladningene (+) og (-) separat uten binding og molekylet
har ingen generell elektrisk ladning. Ettersom mediet fordampes gker det enda stgrre
risiko for utfelling med tanke pa at da far man frie fettsyrer som gker risiko for a oppna
grensen for Igselighet. Som fglge av utfelling ble det forsgkt a oppvarme fettsyrene pa
45 °C og fortynne N-TTA til lavere konsentrasjon (1 mM) i kompleks med FBS
etterfglgende eksperimentene, men likevel ble noe utfelling observert i de hgyeste
konsentrasjonene i WST-1 assay. Dette betydde man konkret ikke kan si noe resultatene
(toksiske effekten i cellene) skyldes direkte av tilsetting av N-TTA eller toksiske effekter
av N-TTA salter.
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Dermed var det utfordringer knyttet til opplgselighet av N-TTA, men ikke sa stor grad
med tr-N-TTA under denne masterperioden, som lot seg kompleksere med FBS ved den
lavere konsentrasjonen, 1 mM. Et alternativ som kunne veert prgvd ut for a oppna
hgyere konsentrasjoner var a lgse disse bioaktive lipofile stoffer i Bovin Serum albumin
(BSA). | et studie hvor det ble sett pa cytokinfrigjgring og PPAR aktivitet in vitro med
TTA-analog tetradecylselenoacetic syre (TSA), ble denne kompleksert med BSA (150). |
et annet studie hvor det ble sett pa effekten av TTA i humane perifere
blodmononuklezre celler (PBMCs) ble TTA kompleksert med BSA og hgyere
konsentrasjoner brukt ved behandling (100 uM og 500 uM) (110). Forskjellen mellom
FBS og BSA er at BSA er et komponent i FBS, men mengden er ukjent ogi FBS kan BSA
alt vaere bundet til fettsyrer som allerede er tilstede. Fordelen med a kompleksere
fettsyrer med FBS gir viktige naeringsstoffer og vekstfaktorer som er avgjgrende for a
vedlikeholde og celleproliferasjon (151, 152). Dersom man hadde kompleksert med BSA
hadde man hatt mulighet til 3 kompleksere fettsyrene i hgyere konsentrasjon (6mM i
stedet for 2 mM), men ogsa BSA vil pavirke cellevekst og er ikke en ngytral faktor. Det
var naturlig @ kompleksere fettsyrene med FBS, av den grunn "utsettes” cellene kun for
FA behandling. Men i praksis far cellene tilgang til “fersk” FBS tillegg til FBS som er
allerede i mediet, noe som bidro til a stimulere vekst hos cellene. | HuH-7 cellene ble det

observert at tilsetting av gkende mengde FBS ikke ut til @ pavirke cellevekst i kontrollen.

1.1.45 SH-SY5Y

Resultatene for SH-SY5Y derimot viste tydeligere at FBS (CTR) kontroll uten fettsyre
stimulerer vekst i disse cellene. 125 uM og 62.5 uM PA synes ogsa a stimulere cellevekst
sannsynligvis pa grunn av FBS-innholdet, og det samme med 62.5 uM TTA, mens hgyere
doser var celletoksiske (figur 4.3). Det ble derfor valgt d bruke 125 uM og 62.5 uM TTA
for genanalyser. Tr-TTA derimot hadde lavere proliferasjon i alle dosene sammenlignet
med i HuH-7 cellene med tilsvarende lik doser. Det kan se ut som alle TTA-analogene

gav nedsett proliferasjon etter gkende dose, sammenlignet med kontroller. Den hgyeste
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dosen gitt var ikke tilstrekkelig til 3 oppna celledgd pa grunn av mulig fordampingseffekt
i medium, derfor er ikke det mulig @ sammenligne toksisitet av fettsyrene i SH-SY5Y. N-
TTAvar den eneste av de FBS-komplekserte fettsyrene der dosen var hgy nok til a kunne
oppna nedsatt celledgd ved 250 uM. Det ble oppdaget krystallisering pa N-TTA som
tidligere nevnt i begge cellelinjene, dermed er disse resultatene vanskelig a kunne tolke,
og nedsatt celleproliferasjon kan skyldes utkrystallisering av fettsyrene eller behandling

av fettsyrene i seg selv.

Som konklusjon viste WST-1-analysene at TTA-, PA- og tr-TTA- dose pa opptil 62.5 -125
LM var passende for begge cellelinjer over en behandlingsperiode pa to dager. N-TTA sa
ut som til 3 veere toksiski dose 31.3 uM bade for HuH-7 celler og SH-SY5Y celler. Tr-N-
TTA ble tolerert opptil 250 uM i begge cellelinjene. Lavere proliferasjon synes likevel til a
veere uavhengig av modifikasjon av FA, men heller skyldes tilsetting av frie fettsyrer

siden gkende doser av alle behandlinger, inkludert PA- kontroll reduserte celleaktivitet.
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1.1.46 Effekt avTTA pa inflammasjon og PPAR gener.

| nevrodegenerative sykdommer er inflammasjon et av faktorene som bidrar til
sykdomsutvikling (153). TTA har vist seg til 4 veere en lovende substans siden den har
anti-inflammatoriske og antioksidative egenskaper bade in vitro og in vivo (106, 108-

112).

| ferste omgang ble det bestemt a stimulere SH-SY5Y cellene med ulike TNF-a doser for
a se hvilke som var best egnet for induksjon avinflammasjon i cellene. Tidligere har det
blitt dokumentert atTTA reduserte VCAM-1 og /L-18 TNF-a stimulerte HUVEC celler og i
klinisk studie med psoriasispasienter (109). | et annet studie hvor Aukrust og
medarbeidere undersgkte effekten av TTA pa proliferasjon og cytokinsekresjon fra
humane leukocytter, og fant de at TTA utgvde en antiinflammatorisk effekt ved a
uttrykke /L-10 og undertrykke [IL-2-sekresjon fra aktiverte humane perifere
blodmononuklezere celler (PBMCs) (110). | den fgrstnevnte studien ble 10 ng/ml TNF- a
benyttet som optimale dosen for a sette i gang inflammasjon hos cellene (109), mens i
denne oppgaven ble det sett at TNF-a mellom 5-20 ng/ml som gav oppregulering av
TNF- o og IL-15 mRNA niva av de seks undersgkte inflammasjonsmarkgrer i SH-SY5Y
(figur 4.4). Det ble dermed fgrst valgt a ga videre med 15 ng/ml som stimuleringsdose,
men sammen med 62.5 uM og 125 uM TTA i 24 timer viste ingen effekt pa
genekspresjon avinflammasjonsmarkgrer av TNF-a og IL-15 i SH-SY5Y (figur 4.5). Heller
ikke ved en lavere dose TNF-a (5 ng/ml) viste TTA forbehandling tydelig anti-
inflammatorisk effekt, hverken sammenlignet med FBS eller PA kontroll, som tyder pa at
manglende effekt ikke skyldtes styrken av det inflammatoriske signalet (figur 4.6). Dette

bidro til at behandling med andre TTA-analogene i SH-SY5Y ble satt pa vent.

Q-PCR blir mye brukt til 3 kvantifisere cytokiner fra celler, kroppsveesker, vev eller

vaevshiopsier. Det er betydelig og sensitiv metode kan brukes til & kvantifisere mRNA-
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ekspressionsnivaer av cytokiner, som ofte er sveert /ave i utgangspunktet (154). For SH-
SY5Y-celler ble TNF- a og IL-15 valgt som inflammasjonsmarkgrer ettersom de var mest

oppregulert av TNF- a av de seks inflammasjonsgener som ble testet for.

Etter TNF- o behandling hadde TNF- a en CT-verdi: 30-38, mens //-15 var utgangspunktet
lite oppregulert (CT- verdi: 34- 35.5) i SH-SY5Y. CT- verdier mellom 30-38 angir moderate
til lite transkripsjonsmengde i prgven, som gjgr at prgvene ma kopieres opp gjennom
mange sykluser og dermed bgr analyseres med aktsomhet ettersom en qPCR-kjgring har
rundt 40 sykluser (155-157). Derfor var det usikkerhet spesielt rundt CT-verdiene seerlig
for IL-15, ettersom det ble observert uttrykking av /L-15 hos ubehandlede SH-SY5Y-
celler. Grunnet av hgyere CT-verdier, ble ufortynnet c-DNA anvendt i prgvene. Det
anbefales ikke a bruke ufortynnet c-DNA (template) i mastermix for qPCR, fordi det kan
gi gkt risiko for DNA-inhibitorer som er ikke utgangspunktet tilstede fra RNA resing, men

muligens tilstede na pga st@rre mengde tilsetting (158).

Dergy et.al. studiet med HUVECs ble effekten av TTA (10 uM Igst i DMSO) behandlet i 20
timer deretter stimulert i seks timer med TNF alfa 10ng/ml (109). Aukrust et.al. sa pa
effekten av TTA (100 uM, 500 uM kompleksert i BSA) behandlet i 20 timer deretter
stimulert med phytohemaglutinin (PHA) som T-celle aktivator (1:100) eller
lipopolysakkaridet (LPS) (10 ng/ml) (110). Pa grunn av tidsbegrensinger ble SH-SY5Y
behandlet i 24 timer, men det kunne vaert et mulig alternativ @ kunne behandlet cellene

i kortere tidsperiode for a se pa effekten av TTA.

Rita Vik et. al. studerte effekten av TTA p3 arteriosklerose hos apoE”- mus gitt etter et
hgyt fettrikt kosthold tilsatt 0.4% TTA i diett i 12 uker, og observerte at TTA hadde
potensielt antiinflammatoriske effekter i aortabuen, hvor TTA reduserte flere
inflammatoriske cytokiner og kjemokiner i apoE”-mus sammenlignet med kontroll. /L-
la, IL-6, IL-17, TNF- a og IFN-y- nivaer blant annet var signifikant lavere i TTA-

behandlende mus sammenlignet med kontroller (111).
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Ettersom TTA har vist antiinflammatoriske effekter in vivo (endotellceller, PBMCs), og in
vitro hos apo E7- ble det sett om oppregulering av PPAR-gener i SH-SY5Y ettersom TTA
modulerer inflammasjon via disse gener. Tidligere har det blitt rapportert at TTA kan
aktivere alle PPAR subtyper i forskjellige celler (leverceller, skjelettceller, muskelceller,
keratinocytter, glioma celler, endotelceller, humane perifere blodmononuklezere celler)

(109, 110, 144, 145, 159-161).

Den anti-inflammatoriske effekter av TTA involverer PPAR-y og PPAR-a (108-110). |
studiet der det ble sett om TTA kan lindre dextransulfatnatrium (DSS) -inducert kolitt
hos rotte har det vist at PPARy-signalering kan vaere involvert i antiinflammatorisk
respons av TTA, da Pparg mRNA-ekspresjon var signifikant oppregulert i kolon (108) .
Dessuten er det vist at TTA markant forbedret PPAR-a relaterte mal - gener i leveren av

hos villtype, men ikke i PPAR-a 7~ knockout mus (109).

| denne studien ble det observert at uttrykkingsnivaet til PPAR-6 var hgyt sammenlignet
med PPAR-a og PPAR-y i SH-SY5Y (figur4.7). Det virker ogsa som PPAR-6 endrer sin
ekspresjon markant etter stimulering av TNF- o, sammenlignet med kontroll. | tidligere
studiene har det blitt sett pa PPAR-a og PPAR-y i stgrre grad enn PPAR-6 (108-110),
dermed hadde vi forventet lignende effekter i SH-SY5Y ettersom disse gener er involvert

i inflammasjon i CNS (95-97).

PPAR-o og PPAR-y er de mest studerte isoformene relatert til CNS-inflammasjon (162),
men til tross for noe begrenset litteratur er det noen studier som har vist at
administrering av PPARS - agonister gir nevrobeskyttelse etter ulike akutte og kroniske
skader pa CNS, slik som slag, multippel sklerose og AD, og dermed er involvert i
inflammasjon (163). Det har blitt observert at PPAR-6 er assosiert med
proinflammatorisk respons og svulstprogresjon (164). Aktivering av PPAR-6 ved den

syntetiske liganden GW501516 i tykktarmskreft cellelinjer eller muse-tarmepitelceller
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oppregulerte COX-2-ekspresjon og PGE2-produksjon, som senere gkte
makrofagproduksjonen av proinflammatoriske cytokiner (CXCL1, CXCL2, CXCL4 og IL-1B).
Bade kjemisk og genetisk indusert kolitt og kolitt assosiert tarmkreft ble undertrykt ien
PPAR-6 knockout-musemodell (165). Dermed kan oppregulering av PPAR-6 i SH-SY5Y

tyde pa at PPAR- § er involvert i inflammatorisk respons i disse cellene.

Resultater i cellekultur reflekterer ikke ngdvendigvis resultater in vivo, siden SH-SY5Y
har en annen opprinnelse (nevroblast - kreftcellelinje) enn nevroner som er relatert til
CNS. Dette kan mulig forklare oppregulering av PPAR-6 som er involvert i
tumorprogresjon (164, 165). Med tanke pa at det var oppregulering av PPAR-6 kan
videre begrunne hvorfor TTA hadde lite effekt i SH-SY5Y ettersom det har tidligere vist
anti-inflammatoriske effekter vha PPAR-at og PPAR-y (108-110). TTA er vist a kunne
aktivere PPAR-6 (166), og effekten pa PPAR- & respons gen bgr undersgkes, og pa grunn
av tidsbegrensninger var dette dessverre ikke mulig a gjennomfgre. Av den grunn hadde
det ogsa veert spennende a se om overuttykking av PPAR-a og PPAR-y ville ha gitt an

antiinflammatorisk effekt, men det er utenfor malet for masteroppgaven.

Ettersom SH-SY5Y er lite metabolske aktive vil fettforbrenning veere mer eller mindre
avslatt, noe som ogsa kan forklare lite respons med TTA. | tillegg har tidligere studier
benyttet TTAi DMSO, og BSA i andre konsentrasjoner som 10 uM, 100 uM og 500 uM
(109, 110). | dette tilfelle har det blitt brukt 62.5 uM og 125 uM i FBS, kombinert med fa
forsgk kan vaere en mulig forklaring pa manglende resultater. Men etter analysering av
opptak i SH-SH5Y tyder derimot pa at TTA dosen ikke var problemet (diskutert i neste
kapittel).

For & kunne konkludere noe om TTAs anti-inflammatoriske effekt i nevroner hadde det
veert gnskelig a repetere effekten av TTA, ettersom det ble bare utfgrt kun ett parallell,
og a se pa oppregulering av PPAR responsgener ved tilsetting av TTA for 8 oppna mer

valide resultat.
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Det er tidligere funnet at TTA blir tatt opp i endotelceller (109) og makrofager (167) og
vist effekt hos psoriasis pasienter (109), og ut i fra teorien om at fettsyrer har blitt tatt
opp i hjernen (168, 169) ville vi forventet en effekt av TTA i SH-SY5Y cellemodellen. For
a forklare hvorfor behandlingen med TTA kompleksert med FBS ikke syntes a
nedregulere cytokiner vha PPAR gener, ble cellulzer opptak av TTA etter 24 timer i SH-
SY5Y-cellene testet ved bruk av GC-MS (resultat - tabell 4.1). Resultatet viste at opptak
av cellene ikke var en begrensende faktor i forsgkene ved a kompleksere fettsyrene med
FBS ettersom 20% av det totale fettsyre mengde var TTAi mediet, forbrenner den og
produserer metabolitten TTA: 1n-8 omtrent 0.2% av total celle FA. Dermed kan det
konkluderes med at lite respons som ble sett av TTA skyldes nok ikke opptak hos SH-

SY5Y ettersom det har ogsa blitt sett metabolitt i mediet.
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Pa grunn av mangelen pa observerte inflammasjons effekter i SH-SY5Y-cellemodellen in
vitro, var det interessant @ se om det kunne finnes noen bevis for TTAs effekt pa

antioksidant-forsvar in vivo i hjernen til rotte og mus behandlet med TTA i diett. Spesielt
tatt i betraktning at det er vistat TTA-nivaene i hjernen er ca. 10-15% i forhold til nivaet

i plasma og lever (ikke publisert), noe som indikerer en effektiv transport over BBB.

Det ble sett pd SOD 1 og SOD 2 genuttrykk pa fem hjernevevsprgver fra apo E7-mus
studie (111) og syv-atte hjernevevprgver fra lang-tidsbehandlet TTA rotte studie (106).

1.1.47 Oksidative egenskaperav TTA - Dyrestudiene - in vitro

Reaktive oksygenarter (ROS) har en viktig rolle i en rekke patologiske hendelser, som
aterosklerose, kreft, aldring og skade pa sentralnervesystemet. Hjernen, med hgyt
oksygenforbruk og lipidrikt innhold, er sveert utsatt for oksidativt stress. Det er flere
studier som viser positive resultater relatert til TTA involvering i oksidative effekter in

vivo og in vitro (106, 108, 111, 112).

Effekten av TTA pa arteriosklerose hos apoE” mus ble det ogsa observert at
genuttrykket av induserbar nitrogenoksydase (NOS2) var signifikant redusert i hjertet av
TTA-behandlede apoE 7~ mus sammenlignet med kontroller, mens genuttrykk av

antioksidantenzymet katalase (Cat) ble betydelig gkt (111).

| denne studien fantvi ingen signifikante effekter pa SOD 1 og SOD 2 gener som kan
vaere involvert i antioksidativ respons av apoE”" mus i hjernen og det var heller ingen
forskjell i lav dose og hgy dose TTA-diet (figur 4.8). Bade SOD 1 og SOD 2 er oppregulert
under oksidative responser i mus invitro i hjernen (170, 171), men vi observerte ingen

effekter i denne studien. Pa samme studien var verken SOD 1 og SOD 2 oppregulert i
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hjerte. Dermed om studien foregatt over en lengre periode og eventuelt hatt gkning i

inflammasjon kunne man muligens ha sett en forskjell.

Videre genanalyser pa NOS2 som var signifikant redusert og CAT som var oppregulert i
hjerte pa samme studie, hadde det veert gnskelig a sett i hjernen, men pa grunn av

begrenset med tid ble dette ikke sett pa.

| en langsiktig studie ble det tilsatt 0,4 % TTA i diett gitt til rotter over en periode pa 50
uker. Dette fgrte til endringer i karboksylmetyl-lysin (CML) og malondialdehyd-lysine
(MDAL) som er markgrer relatert til lipooksidative stress, og glutamat semialdehyd
(GSA) og alfa-aminoadipic-semialdehyd (AASA) som er markgrer for direkte oksidativ
skade i leveren (106). | ndvaerende studien ble det sett kun pa uttrykking av SOD 1 og
SOD 2 i hjernen og observert en gkning i SOD 1 og SOD 2 hos kontroll rotter som ble
foret med hgyt fett diett enn rottene som ble foret med TTA (figur 4.9). Ettersom fett
saerlig mettet fett er kjent for a trigge inflammasjon hvor det foregar en latent kronisk
inflammasjon (172, 173). Dette tilfelle ble kontroll rottene foret med 23 % svin og 2%
soyaolje. Studien viste at hgyt fettforing kan indusere opphopning i hepatiske TAG-
nivaer (forhgyede plasmalipider). Akkumuleringen av TAG skyldtes sannsynligvis
leverens manglende evne til 8 handtere den gkte importen av plasma lipider og
indikerte utviklingen av leverstatatose. Dette indikerer at kontrollene kan ha hatt
forhgyet niva avSOD 1 og SOD 2 pga muligens pagaende inflammasjons (106). Frie
radikaler kan forarsaker lipidperoksydasjon og oksidasjon, DNA-skade og rekruttering av
ngytrofiler til steder med inflammasjon. Ngytrofiler initieres for a frigjgre ROS som
videre generer kjemotaktiske mediatorer, slik somleukotrien B4 eller ved oppregulering
av adhesjonsmolekyler, slik som intracellulzert adhesjonsmolekyl (ICAM). Eliminering av

disse radikaler ved hjelp av SOD kan derfor anses a vaere antiinflammatorisk (174).

En reduksjon med TTA bade i SOD 1 og SOD 2 sammenlignet med kontroll ble observert,

selvom reduksjonen ikke var signifikant (resultat figur 4.9). Tidligere har det vaert
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omdiskutert om hgye nivaer av SOD fgrer til gkt lipidperoksydasjon og overfglsomhet
mot oksidativt stress ved a ha sett hgye nivaer av hydroksid radikaler i bakterier og
transgene dyr. Men i ettertid har man sett bort i fra dette ettersom det viser seg at SOD
ikke i seg selv bidrar til oksidativ stress (175). Per dato har SOD derimot vist seg til a
vaere en beskyttende faktor hvor blant annet SOD 2 knockout mus viste perinatal dgd
sammen med alvorlig vekst reduksjon. Disse musene gav ogsa en antydning for
nevrodegenerasjon ledsaget av gliose (forandret variant av gliaceller). | tillegg hadde
mutantmusene signifikant redusert mitokondrie kompleks Il-aktivitet i hjernen (171).
Overuttrykk avSOD 2 har ogsa vist til 3 reduserer superoksid radikaler i hippocampal,
forhindret kognitiv svikt og reduserte AB-plakki en musemodell av Alzheimers sykdom
(176). Likeledes har overuttrykking av SOD 1 sett til a reduserer oksidativt stress og
pafglgende nevronal skade etter cerebral iskemi i mus (177). SOD er ogsa vist til 3 vaere

involvert i reduksjon av ngytrofil-mediert inflammasjon via a stimulere apoptose (174).

Det er flere gener som er involvert i oksidative stress i hjernen bortsett fra SOD, blant
annet katalase (CAT), glutation peroksidase (GPx) og glutation-S-transferase (GST) er
vesentlige gener for a bryte ned de skadelige sluttproduktene av oksidativ fosforylering
(178). Tidligere studier har vist at allelvariasjoner koder for disse antioksidanter er
forbundet med abnormiteter/avvik i SOD, CAT, GPx og GST aktivitet i CNS. Flere
dyrestudier viser at knockout i disse antioksidantene gir redusert aktivitet av flere viktig
funksjoner i hjernen. For eksempel CAT-knockout-mus viser en langsommere frekvens
av ATP-syntese i hjerne-mitokondrier sammenlignet med overekspresjon av CAT med
transgene mus (179). Videre viser GPx1 knockout-mus gkt apoptose som respons pa

iskemi/ reperfusjonsskade (180).

Dermed bgr analyser av disse genene utfgres for a kunne si om anti-oksidative effekter

av TTA effekter i hjernen.
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1.1.48 Bruk av SHSY5Y cellemodell

Parkinson er for eksempel preget avtap av dopaminerge neuroner fra CNS, dermed er
det mer palitelig a kulturere nevroner fra dette hjerneomradet av pasienter og
kontroller for a kunne finne mer informasjon om mekanismene som ligger til grunn for
denne sykdommen. Men ireelle verden er det utilgjengeligheten og mangelen pa slike
nevroner som utelukker i bruk av dem. Som tidligere nevnt er SH-SY5Y anerkjent
cellelinje som benyttes for analysering av nevrologiske sykdommer, men likevel har SH-
SY5Y-cellemodellen ogsa sine begrensninger. | denne oppgaven har det blitt benyttet
udifferensierte SH-SY5Y-celler pa grunn av tidsaspektet. Udifferensierte SH-SY5Y-celler
kan sammenlignes med stamceller, ergo har disse cellene i praksis mulighet til a
differensiere seg til ulike celletyper. Flere studier innenfor nevrologien har SH-SY5Y
celler blitt brukt i deres udifferensierte form (120). Det hadde veert en fordel a ha utfgrt
eksperimenter i differensierte SH-SY5Y-celler siden man da hadde hatt mulighet til 3 se
spesifikke egenskaper som for eksempel adrenerge nevroner noe som gjgr cellene
nyttige for en rekke neurobiologiske eksperimenter i kontrast til udifferensierte SH-
SY5Y-celler som mangler enkelte fenotype som karakteriserer et nevron. Videre ble de
fleste behandlinger utfgrt kun én gang, noe som gjorde resultatene utsatt for naturlig

variasjon og outliners.

Videre er udifferensierte SH-SY5Y-celler en cellelinje som deler seg kontinuerlig
regelmessig sammenlignet differensierte SH-SY5Y-celler, som gjgr dem vanskelig a skille
mellom om det er nevrobeskyttende eller nevrotoksiske faktorer som pavirker
proliferasjonshastigheten eller frekvensen av celledgd. Udifferensierte SH-SY5Y cellelinje
lav mitokondriell aktivitet noe var en begrensende faktor i denne oppgave mtp disse
bioaktive fettsyrer pavirke metabolsk aktivitet til mitokondriene som kan muligens veaere

en forklaring pa hvorfor fettsyrene hadde lavere proliferasjon sammenlignet ned HuH-7
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(181). Tillegg kan den lave metabolsk aktivitet ogsa forklares med at for HuH-7 cellene
var tre timers WST-1 behandling nok for & se forskjell avabsorbans pa den laveste og
hgyeste dosen i motsetning til SH-SY5Y matte man opp til fire timer (som var maksimalt
anbefalt), og tillegg hadde likevel lavere absorbans. For a bekrefte og styrke resultatene,
bgr ytterligere testing gjgres med et gkt antall prgver og muligens ogsa lengre
behandlingsperioder for a se pa celletoksitet. Dermed hadde det vaert spennende a se
om differensierte SH-SY5Y hadde gitt annerledes resultater. Annet forslag kan vaere 3
male antall levedyktig celler akkurat ved nar man skal tilsette fettsyrene som kan gi en

bedre indikasjon pa antall levedyktige celler fgr og etter fettsyrebehandling.

1.1.49 Begrensninger ved bruk av WST-1 assay

Malet med WST-1 assay var a bestemme hensiktsmessige doser av de forskjellige
bioaktive substanser for a sikre at behandlingsdosene ikke utgvde noen skadelige
effekter i forhold til celle-levedyktigheten og proliferasjon. Fordelen med denne assay er
at den er klar til bruk og enkel a utfgre hvor man far resultatet innen 3-4 timer. En
annen fordel ved WST-1-analysen er at det ikke er behov for a vaske eller hgste celler
for analysen. Man trenger ikke a fjerne kulturmedier eller vaske med PBS for denne

analysen.

Absorbansen, altsa produksjonene av et fargestoff via en enzymatisk reaksjon, er
avhengig av flere faktorer blant annet antall metabolsk aktive celler, mengde tilsatt av
WST-1 reagent og inkubasjonsperioden (182). For a kunne sammenligne utfallet av
assay var det viktig at antall levende celler per brgnn og vekstforholdene i hver brgnn er
stabil. Celleaktivitet til aktive metabolske celler behandlet med TTA og TTA-analoger ble
beregnet i forhold ubehandlet celler og utfordring knyttet til dette var at antall
levedyktige ubehandlet varierte fra hver gang. Dermed nar det man skulle sammenligne
antall metabolske aktive celler fra de ulike eksperimentene ble det problematisk med

tanke pa at antall celler per brgnn og vekstforholdene skulle utgangspunktet vaere
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stabilti hver brgnn. | dette tilfelle varierte det fra eksperiment til eksperiment. Dette var

noe som ble tatt med i bakhodet, og gir grunnlag for outliners for resultatene.

Minus med denne assay er den maler ikke spesifikk mitokondriell dehydrogenase-
enzymer i mitokondriene, men maler ogsa enzymaktivitet som finnes utenfor
cytoplasma (182). Alternativt kunne det ha veert brukt MTT-assay, pa lik nivda som WST-1
maler metabolsk aktivitet. Assay maler aktiviteten til succinat-dehydrogenase-enzymer
(SDE) som tar opp gule MTT substratet og reduserer den til blatt formazanprodukt (183).
Fordelen med denne er succinat-dehydrogenase-enzymer er involvert direkte i

elektrontransportkjeden dermed er det direkte relatert til mitokondriene (182, 184).

1.1.50 Utfordringer relatert til genanalyser

Etter RNA-rensing ble RNA-prgvene malt for konsentrasjon og testet for urenheter og
ved bruk av QlAxpert. | begynnelsen av eksperimentene ble det enkelte tilfeller
oppdaget urenheter ved RNA-rensing. Det var uklart om urenhetene kom fra lysering
eller underveis i RNA-isoleringsprosess. | begynnelsen studien ble noen RNA-prgver med
kvalitet som ikke oppfyller de vanlige standardene, inkludert i analysene. Det ble
dermed i etterkant valgt a utfgre sprgyte-kanyle steget tidligere i RNA-isoleringsprosess
forhold til det som er omtalt i RNA prosedyren. Dette medfgrte at kvaliteten pa RNA-
isoleringen forbedret seg markant. QlAxpert som ble benyttet i denne studien er ikke i
stand til 3 teste RNA-integriteten, altsa om DNA polymerase er tilstedet som gker sjanse
for degradering. Dermed hadde det vaert et fordel a se pa RNA kvalitet fgr genanalyser,

som ikke ble utfgrt i denne studien.

PCR-effektiviteten er avhengig av analysen, masterblandingsytelsen og prgvekvaliteten.
En standardkurve ble kun laget basert pa et snitt av triplettene av seks konsentrasjoner.
Det ble beregnet PCR-effektivitet fra fortynningsrekkene (185). Pa genanalyser med TTA

ble effektiviteten observert mellom 97% - 106%. Vanligvis varierer gnsket
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amplifikasjonseffektivitet fra 90% til 110% (158, 185, 186). Siden det har blitt observert
effektivitet over 100 % kan det muligens skyldes polymerase inhibering. Det vil si
dersom inhibitorer er tilstede i de konsentrerte prgvene, er det ngdvendig med flere
sykluser for a krysse tresholdslinje sammenlignet med prgvene uten inhibitorer (187).
Inhibitorer av polymeraseenzymet inkluderer overdreven mengder DNA/RNA eller
overfgringsmateriale i prgven. | dette tilfelle ble det benyttet mer template i prgvene
pagrunn av at cytokiner var svakt uttrykket. Dette taler for at verdiene er usikre til
stole pa selvom det kun er gjort en lang fortynningsrekke og en triplettanalyse, men
pagrunn av ufortynnet templat kan det resultere svak presisjon som en konsekvensen
kan fgre til darlig kvantisering. Revers transkriptase og darlig pipettering kan ogsa
pavirke PCR effektivitet (158, 188). Men under studie ble det tatt med slik som prgver

uten revers transkriptase for a kunne utelukke det.

NK-kB transkripsjonsfaktor regulerer og kontrollere iinduksjon av proinflammatorisk
genuttrykk og er avgjgrende for a opprettholde immun homeostase (189, 190). Seerlig
ved CNS-sykdommer har det blitt sett at disse erinvolvert. Dermed kunne forslag veert a
ha sett pa andre gener bortsett fra TNF- a og IL-15 involvert i denne banen; blant annet
STAT-3, adhesjon molekyler (intercellular adhesion molecule, ICAM-1) vaskulaer
adhesjon molekyler (VCAM)-1 er involvert i hjernen (190). Ellers kunne cytokin
deteksjon blitt analysert via teknikker som ELISA metode, men det tillater bare en

begrenset antall cytokiner fra en enkelt prgve (154).
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1.1.51 Dyrestudier

Ikke alle eksperimentene kan operasjonaliseres fra rotte/mus til menneskestudier og vice
versa. Det ma tas stilling at det til at det vil alltid vaere cellulaere mekanismer som vil skilles
fra mennesker og dyr. Forelgpig finnes det ingen dyremodeller som er egnet for CNS -

forskning, men mus og rotte er den mest brukte (191).

| dyreforsgkene ble TTA gitt som et supplement med en kjent sammensetning i dietten. Den
ngyaktige dosen av TTA gitt til hvert dyr er avhengig av for inntaket i det enkelte dyr og noe
som ikke er kjent i detalj. For apo E7 studie ble en samling av ulike hjernevev tatt prgve av,
mens i rottestudie er det ikke spesifisert hvilke hjernedel som ble tatt ut. For a8 kunne si noe
om SOD uttrykking hadde det veert en fordel a vite spesifikk hvilke hjernedel som ble

undersgkt.

Dyrestudie kan ikke i seg selv forutsi human risiko 100 %, siden det er forskjelliger mellom
arter. Antall analyserte dyr fra denne studien er relativt lave, varierende fra 5 til 8 individer.
Dyrene ble valgt tilfeldig fra en stgrre gruppe, og derved representere sin gruppe som
helhet. Men likevel ma det tas i betraktnings at man skal kunne overfgre informasjon fra dyr
til mennesker krever forsgkene svaert mange forsgksdyr for a ha tilstrekkelig statistisk styrke,

men pa grunn av tidsaspektet ble det kun tatt prgve fra 5-8 individer.
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Det langsiktige malet med studier av TTA og dets effekter er & utvikle et legemiddel med
potensielle egenskaper for behandling av nevrodegenerative sykdommer. TTA oppfgrer seg
som vanlige FA og involverer seg i prosesser som aktivering og modulere inflammasjon.
Samtidig har de modifiserte TTA-analogene uvanlige egenskaper pa grunn av

tilstedeveerelsen av et svovelatom, dobbelbinding og nitrogenatom.

| denne masteroppgaven ble det gjennomfegrt forsgk med to cellelinjer HuH-70g SH-SY5Y.
Ettersom det ble oppdaget lite effekt av TTAi SH-SY5Y og med tanke pa at en
masteroppgaves arbeid i en begrenset periode, ble det her prioritert a giennomfgre
oppgaven videre med TTA i stedet for a se anti-inflammatoriske og antioksidative effekter av
TTA-analogene for SH-SY5Y. Det hadde veert en fordel a vurdere andre modeller der TTA har
pavist effekt for a se pa generelle antiinflammatoriske effekter av de nye fettsyrene. Det
hadde veert interessant a se om hvordan disse fettsyrene hadde gitt respons i differensierte
SH-SY5Y. Det ble oppdaget utfordringer knyttet til krystallisering ene TTA-analog, N-TTA noe

man ma vurdere andre administreringsformer senere.

Det hadde vaert spennende a se om andre cellelinjer som er metabolsk aktive underbygger
teorien. Det ma gjgres flere forspk og gke antalleti ulike cellelinjene for @ kunne oppna et
valid resultat. A undersgke flere gener som er involvert i inflammasjon, oksidative stress og
PPAR- regulering hadde ogsa veert interessant, for a kunne stadsfeste virkningsmekanisme til

TTA og de modifiserte fettsyrene i humane celler.
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Studien hadde som mal a undersgke potensielle anti-inflammatoriske og antioksidative
effektene av TTAi nevroner ved a bruke SH-SY5Y cellelinjeni in vitro eksperimenter.
Basert pa de funnene i denne oppgaven, er hovedkonklusjonen at det ikke har funnet
noen holdepunkter for inflammatoriske effekter av TTA pa SH-SY5Y. Det ble sett pa om
SH-5Y5Y uttrykker PPAR-a, PPAR-6 og PPAR-y, fordi den anti-inflammatoriske effekten
av TTA antas til @ virke pa PPAR-a og PPAR-y, som er involvert i lipidmetabolisme, selv
om TTA ogsa er vist a aktivere PPAR-6. Tidligere har det blitt sett at PPAR-a og PPAR-y
dominerer i hjerne, mens resultatene viste antyding til oppregulering av PPAR-6 ved

inflammasjonsrespons i SH-SY5Y.

Et annet mal var a studere potensielle effekter avadministrering av TTA til mus og rotte
ved & analysere genuttrykket i hjernen. | apoE -/~ mus som ble féret med 0,4 % TTA diett
ble det ikke observert oppregulering av SOD 1 og SOD2, men i lang-tidsstudie med 0,4%
TTA i rotte ble det derimot sett en regulering av SOD 1 og SOD 2 sammenlignet med

rotter som ble foret med hgy fett diett.

Det var ogsa gnske om a teste TTA-analoger in vitro for a se om de kunne vise lignende
egenskaper som TTA. Det ble sett pa hvilke doser som var tilstrekkelig for a gi effekt og
hvilke konsentrasjoner som kunne vaere toksisk cellene. For tr-TTA ble det observert at
dose pa opptil 62.5 -125 uM var passende for begge cellelinjer over en
behandlingsperiode pa to dager. N-TTA sa ut som til 3 vaere toksiski dose 31.3 uM bade
for HuH-7 celler og SH-SY5Y celler. Tr-N-TTA tolerert opptil 250 uM i begge cellelinjene.

Basert pa funnene i dette prosjektet har vi ikke funnet noen grunnlag for anti-
inflammatoriske effekter av TTA pa in vivo. Det blir sett en tendens av oksidative
egenskaper in vitro ved lang-tidsbehandling av TTA. Imidlertid er det behov for

ytterligere studier for @ se om det pa andre cytokiner og oksidative markgrer som er
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involvert i hjernen. Studier invitro pa differensiert SH-SY5Y-celler eller andre
nevronmodeller bgr ogsa vaere avinteresse for a studere virkningen av TTA og dets
analoger pa de celluleere mekanismer i CNS. For a se pa de generelle
antiinflammatoriske effekter av TTA-analoger hadde det vaert en fordel & se pa andre

modeller der TTA har pavist effekt.
For a kunne studere effekten av TTA og TTA-analoger pa bade inflammatoriske og

oksidative effekter er det ngdvendig a jobbe med cellelinjer der de har hgyt niva av

PPAR-o og PPAR-y og cellelinjer.
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