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Sammendrag

Alzheimers sykdom, Parkinsons sykdom og hjerneslag er assosiert med
nevrodegenerering i visse deler av hjernen. Overstimulering av glutamatreseptorer
med medfealgende produksjon av frie radikaler har blitt foreslatt & vaere involvert.
Antioksidanter som vitaminer (vitamin C og E) og gstradiol har vist seg a beskytte
nevroner ved eksponering for frie radikaler. Eksogene antioksidanter har blitt
foreslatt som potensiell terapi, men disse kan imidlertid pavirke nivaet av glutation
(GSH) som er den viktigste endogene antioksidanten i nevroner. Tidligere studier
har vist at pre-kondisjonering med g@stradiol, men ikke vitaminer, fgrer til at den
nevronbeskyttende effekten mistes. Enzymet y-glutamylcystein syntetase (y-GCS)
katalyserer det hastighetsbegrensende trinnet i glutation syntesen. Tap av
nevronbeskyttelse har blitt satt i sammenheng med nedregulering av aktiviteten til
y-GCS promotor og redusert glutation niva nar pre-kondisjonering kombineres med
glutamat eksponering. Til oppgaven har det blitt benyttet primaerkulturer fra rotte
lilehjerne, og cellelinjene CV-1 og PC-12. Nevroner fra rotte ble benyttet i
celledgdsmodell med glutamat. Serumdeprivering mimikerer vekstfaktormangel ved
nevrodegenerative sykdommer, og induserer ROS produksjon i PC-12 celler.
Cellelinjene ble benyttet i promotorstudier ved hjelp av transfekterte plasmider.
Denne oppgaven har fokusert pa reguleringen av y-GCS promotor og dets
responselementer. Det ble i denne oppgaven vist at forsgk gjort i primaerkulturer er
vanskelig & reprodusere. Nedreguleringen av y-GCS promotor med 17a-gstradiol
ble funnet i serumdepriverte PC-12 celler. Ved hjelp av modifisert gstradiol, 1783-
eicosa-gstradiol som sannsynligvis assosierer med membraner, ble det vist at
forankring til membraner mest sannsynlig fiernet gstradiol sin evne til & regulere y-
GCS promotor. Det ble ikke observert noen signifikant negativ feedbackmekanisme
i glutation syntesen. Eksternt tilfgrt glutation pavirket ikke 17a-gstradiol sin
regulering av y-GCS promotor. Det var derimot usikkert om tilfgrt glutation var blitt
tatt opp av cellene. Det ble det vist at 17a-gstradiol ikke synes a pavirke ARE
responselement, men AP-1 responselement nar den skrur ned aktiviteten til y-GCS

promotor.
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1. Innledning

1.1 Oksidativt stress og nevrodegenerative sykdommer

Aldersrelaterte nevrodegenerative sykdommer som Alzheimers sykdom og
Parkinsons sykdom har blitt vist 8 ha sammenheng med blant annet oksidativt
stress i hjernen (Halliwell 2001). Hjernen er spesielt utsatt for oksidativt stress
grunnet hgyt oksygenforbruk (Coyle and Puttfarcken 1993), og star for 1/5 av
kroppens totale O, konsum (Annunziato, Amoroso et al. 2003). | tilegg har hjernen
lave nivaer av antioksidanter som katalase sammenlignet med andre organer, og
hgye nivaer av tilstandsvekslende metall-ioner som jern (Annunziato, Amoroso et

al. 2003). Hjernen er ogsa rik pa peroksiderbare lipider (Floyd 1999).

1.2 Apoptose og nekrose

Programmert celleded, apoptose, er en normal fysiologisk prosess som oppstar
under utviklingen av embryo sa vel som ved bevaring av "homeostasis” og i mange
sykdommer inkludert nevrodegenerative sykdommer (Kroemer, Dallaporta et al.
1998). Apoptose kan induseres i respons til forskjellige cytotoksiske stimuli som
aktivering av tumor nekrose faktor (TNF) reseptorer (Ashkenazi and Dixit 1998);
fierning av serum og vekstfaktorer (Greene 1978; Knupfer and Arendt 2001); og
overstimulering av glutamatreseptorer (Steller 1995; Thompson 1995). Celler som
har blitt alvorlig skadet eller ikke lenger er behov for har evnen til selvgdeleggelse
ved aktivering av apoptose. Under apoptose kondenserer kjernen og cytoplasma
som sa fagocyteres av makrofager eller naboceller. P4 denne maten blir deende
celler raskt fijernet. Nekrose derimot resulterer fra storre cellulaere skader. Celler
sveller og sprekker, og frigjgr cytoplasmisk materiale som ofte trigger

inflammasjonsresponser (Steller 1995).
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1.2.1 Indusering av apoptose

Apoptose kan induseres ved fijerning av positive signaler som cellen trenger for a
overleve eller sending av negative signaler som vil indusere apoptose.
Overlevelsen til nevroner er avhengig av at de hele tiden mottar stimulering fra
andre celler. Et eksempel pa dette er nevronenes avhengighet av nevrotrofiner
(nevronale vekstfaktorer) som "nerve growth factor” (NGF) for a overleve (Greene
1978; Knupfer and Arendt 2001) (se 1.2.2). | pasienter med Alzheimers sykdom har
det blitt observert reduserte nivaer av NGF i den basale forhjernen (Alberch, Perez-
Navarro et al. 1991; Scott, Mufson et al. 1995). Mottakelse av negative signaler
innebeerer at molekyler binder seg til reseptorer pa celleoverflaten og gir signal til
cellen om a starte apoptoseprogrammet. Eksempler pa slike aktivatorer er tumor
nekrose faktorer (TNF) som Fas ligand (FasL) som binder seg til Fas reseptorer
(Ashkenazi and Dixit 1998), og glutamat som binder seg til NMDA reseptorer i
sentralnervesystemet (Hynd, Scott et al. 2004). Fjerning av serum og
overstimulering med glutamat er to brukte metoder for indusering av apoptose
(Satoh, Sakai et al. 1996; Fallgren, Mathisen et al. 2007). Reaktive
oksygenforbindelser (ROS) spiller en viktig rolle i serumdeprivasjon og glutamat
indusert apoptose (Reynolds and Hastings 1995; Satoh, Sakai et al. 1996).
Apoptose assosiert med gkt generering av ROS har blitt demonstrert ved direkte

eksponering av nevroner for oksidativt stress (Aoshima, Satoh et al. 1997).

1.2.2 Serumdeprivasjon

Serumdeprivasjon med medfglgende gkt ROS produksjon har i tidligere studier blitt
vist a indusere celledead i PC-12 celler og nevroner fra rotte (Satoh, Sakai et al.
1996). Hvis PC-12 celler blir eksponert for et serumfritt miljg, blir de avhengige av
NGF for & overleve (Knupfer and Arendt 2001). Tidligere forsek gjort i PC-12 celler
har vist at 90 % av cellene dgr ved apoptose innen 4-6 dager og 99 % innen 2-3
uker hvis NGF ikke tilsettes nar serum fjernes (Greene 1978). Nevrotrofin mediert
overlevelse av NGF er linket til hemming av cytochrome c frigjgring fra
mitokondriene (Deshmukh and Johnson 1998). Frigjering av cytochrome c initierer

kaspase aktivering, men bryter ogsa elektrontransportkjeden som resulterer i
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redusert energigenerering og mer ROS som fglge av ufullstendig reduksjon av
atomeert oksygen (Reed 1997). NGF har ogsa blitt vist i PC-12 celler a oke
aktiviteten til enzymet y-glutamylcystein syntetase (y-GCS) som danner det
hastighetsbegrensende trinnet i glutation syntesen (Pan and Perez-Polo 1993) (se
avsnitt 1.4.1).

1.2.3 Glutamat toksisitet

Glutamat er den aminosyren vi finner mest av i hjernen (Hara and Snyder 2007), i
konsentrasjoner pa 1-3 mM. Glutamat star for mesteparten av den eksitoriske
synapseaktiviteten i pattedyrs sentralnervesystem (Coyle and Puttfarcken 1993),
hvor den er involvert i utvikling av hukommelsen og laeringsprosesser (Nakanishi
1992). Overstimulering med glutamat er derimot toksisk for cellene og farer til
nevronal nekrose eller apoptose avhengig av hvilken glutamatkonsentrasjon som er
tilstede (Hynd, Scott et al. 2004). Overstimulering av glutamatreseptorer med
medfalgende produksjon av frie radikaler har blitt foreslatt a veere involvert i

nevrodegenerering i hjernen (Choi 1988; Lafon-Cazal, Pietri et al. 1993).

1.2.4 Aktivering av glutamat reseptorer

Glutamat aktiverer to typer reseptorer, ionotrofe- og metabotrofe reseptorer. De
ionotrofe reseptorene er ligandstyrte ionekanaler og kan deles inn i N-metyl-D-
aspartat reseptorer (NMDAR), a-amino-3-hydroksy-5-metyl-4-isoxazolepropinat
reseptorer (AMPAR) og kainate reseptorer avhengig av deres selektive agonist
(Nakanishi 1992). NMDAR er den viktigste reseptoren involvert i glutamat
nevrontoksisitet (Hynd, Scott et al. 2004). NMDA reseptoren er sterkt permeabel for
kationene Ca**, men ogsa Na* og K*. Den intracellulsere gkningen av Ca®* er antatt
ansvarlig for nevrontoksisitet. Aktivering av NMDA reseptoren krever binding av
glutamat eller aspartat. NMDA reseptoren har en rekke medvirkende agonister og
antagonister inkludert glysinmodulering, o0g spenningsavhengig Mg2+ og
spenningsuavhengig Zn* blokkering (Nakanishi 1992). NMDA reseptoren har et
separat bindingssete for glysin, og aktivering av reseptoren er avhengig av at bade
glutamat og glysin er bundet. Ved hvilemembranpotensialet er derimot NMDA

reseptorens ionekanal blokkert av Mgz+, og vi far ingen kation innfluks selv om
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begge agonistene, glutamat og glysin, er bundet til reseptoren (Hynd, Scott et al.
2004) (se figur 1.1).

1.2.5 Aktivering av NMDA reseptoren

Glutamataktivering av AMPA reseptorer farer til innfluks av Na" og depolarisering
av plasmamembranen. Under depolariserende forhold dissosieres Mg2+ fra NMDA
reseptoren som da vil kunne tillate innfluks av ca*" Depolariseringen vil i tillegg
apne spenningsstyrte Ca”* kanaler og gi ytterligere innfluks av Ca®* (Atlante,
Calissano et al. 2001). Det frisettes ogsd Ca”" fra intracellulzere lagre som
endoplasmatisk retikulum (ER). Resultatet er en kraftig @kning av den
intracellulaere Ca®* konsentrasjonen (Atlante, Calissano et al. 2001). Aktiviteten til
en rekke nevronale enzymer som fosfolipase A, (PLA.), nitrogenoksid syntetase
(NOS) og xantine oksidase gir produksjon av oksidanter som biprodukt. Mange av
disse enzymene aktiveres av Ca** (Dykens, Stern et al. 1987; Coyle and
Puttfarcken 1993). @kt Ca** konsentrasjon farer til at det produserer mer reaktive
oksygen forbindelser (ROS) og reaktive nitrogenforbindelser (RNS) (Coyle and
Puttfarcken 1993).
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Figur 1.1: NMDA reseptoren. Figuren viser bindingsseter for glutamat og glysin, og M92+ og zn*
blokkeringsseter. Figuren er modifisert av Trude Movig (2007) (Kristiansen, Huerta et al. 2007).
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1.3 Reaktive oksiderende forbindelser (ROS og RNS)

ROS og RNS kan veere frie radikaler som superoksid (O,"), hydroksyl (OH") og
nitrogenoksid (NO®) eller ikke radikaler som hydrogenperoksid (H.O;) og
peroksynitritt (NOO") (Halliwell 1996; Fang, Yang et al. 2002). Frie radikaler er
definert som molekyler som har et uparet elektron i ytre orbital. Generelt er disse
veldig ustabile og reaktive. Frie radikaler kan omdannes til ikke radikale ROS og
RNS (Fang, Yang et al. 2002).

1.3.1 Dannelsen av reaktive oksiderende forbindelser

Reaktive oksiderende forbindelser dannes konstant i hjernen, og er da bade
skadelige og nyttige. Noen oppstar ved uhell i kjemiske reaksjoner som under
normal aerobmetabolisme hvor det foregar lekkasje av elektroner fra den
mitokondrielle elektrontransportkjeden. De fordelaktige effektene oppstar ved lave
konsentrasjoner hvor oksidanter blant annet beskytter mot skadelige agenter og
inngar i celluleere signalsystemer (Halliwell 2001; Valko, Leibfritz et al. 2007).
Fagocytter som makrofager og neutrofiler genererer store mengder 02 som en del
av deres beskyttelsesmekanisme mot fremmedorganismer. NO® er viktig for
regulering av blodtrykket, men er i likhet med O," toksisk ved hgye konsentrasjoner
(Halliwell 1996). De skadelige effektene oppstar ved overproduksjon av ROS og
RNS pa en side og mangel av enzymatiske og ikke enzymatiske antioksidanter pa
den andre siden (Valko, Leibfritz et al. 2007). For mye ROS og RNS skader cellen
ved a oksidere proteiner, lipider, aminosyrer, DNA og andre biomolekyler (Halliwell
1996) (se avsnitt 1.3.2).
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1.3.2 Skadelige effekter av ROS og RNS

Lipidperoksidering

Hjernen inneholder hgye nivaer av umettede lipider og star for 20 % av kroppens
totale oksygen forbruk. Slike forhold favoriserer oksidativ skade pa lipider og andre
biomolekyler som da hele tiden ma beskyttes av antioksidanter (Kontush and
Schekatolina 2004). Tidligere studier har dokumentert gkte nivaer av
lipidperoksiderte produkter i hjernevev hos pasienter med Alzheimers sykdom

sammenlignet med kontroll grupper (Arlt and Beisiegel 2002).

Oksidering av lipider dannes ved en kjedereaksjon mediert av frie radikaler.
Kjedeprogresjonen foregar ved at et lipid peroksylradikal (LOQO) binder til seg et
hydrogenatom fra mallipidet (LH).

LOO"+LH — LOOH +L°

Peroksylradikal intermediatet kan sa reagere med molekyleert oksygen og danne

enda et lipid peroksylradikal.

L°+ O, > LOO" (Wang and Quinn 1999)

DNA skade

Oksidativ skade pa DNA spiller en viktig rolle i aldring og nevrodegenerative
sykdommer som Alzheimers sykdom. Oksidativ angrep pa DNA av ROS og da
spesielt hydroksylradikaler kan fgre til tradbrudd, DNA-DNA og DNA-protein
krysslinking (Markesbery and Lovell 2006), og DNA basemodifiseringer som kan gi
forandring i transkripsjon og protein translasjon. Disse skadede eller manglende
proteinene kan pavirke nevronfunksjonen og til slutt ende med nevron ded
(Markesbery and Lovell 2007).

Protein skade
Reaktive oksiderende forbindelser kan angripe aminosyrer (spesielt histidin, arginin

og lysin) og produsere karbonyler (Reznick and Packer 1994).
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1.3.3 Forsvarsmekanismer mot oksidanter

Antioksidanter er ngdvendige for & fange opp og forhindre dannelsen av reaktive
oksiderende forbindelser (Halliwell 1996). Termen antioksidant kan beskrives som
en komponent som er i stand til & uskadeliggjgre ROS og RNS uten a selv
omdannes til et skadelig radikal (Rose and Bode 1993; Nishikimi and Yagi 1996).
Det skilles mellom ikke-enzymatisk og enzymatisk fijerning av oksidanter (Valko,
Leibfritz et al. 2007). Det endogene antioksidantforsvaret som bestar av superoksid
dismutase, H,O, fjernende enzymer (glutation peroksidase og katalase),
metallbindende proteiner og redusert glutathion (GSH) er ikke tilstrekkelig for a
hindre oksidativ skade. Det er derfor ngdvendig med tilfgring av antioksidanter via
kosten. Det er bevist at vitamin C og E er viktige kostholdstilfgrte antioksidanter,
mens den beskyttende effekten til plantepigmenter som karotenoider er mer usikker
(Halliwell 1996). Hjernen inneholder flere antioksidant beskyttelsesmekanismer
hvor spesielt superoksid dismutase og GSH ser ut til & veere viktige (Halliwell
2001). | de fleste in vitro studier har antioksidanteffekter blitt oppnadd ved

konsentrasjoner mellom 1-10 mM (Gridley and Green 1997).

1.3.4 lkke enzymatisk fjerning av oksidanter

Vitamin C og E

Vitamin C (askorbinsyre) og vitamin E (a-tokoferol) tilferes via kosten (Rice 2000)
(se figur 1.2-1.3). a-tokoferol er en hydrofob antioksidant som er konsentrert i
membraner hvor den hindrer lipidperoksidering (Monroe, Jurchen et al. 2005). a-
tokoferol fanger opp peroksylradikal intermediater og hindrer derved at det oppstar
en kjedereaksjon av lipidoksidering (Wang and Quinn 1999). a-tokoferol blir i
denne reaksjonen selv oksidert til et mye mindre reaktivt radikal (se figur 1.4) som
tilbakedannes til a-tokoferol ved reaksjon med askorbinsyre (Halliwell 1996).
Askorbinsyre er en hydrofil antioksidant (Rice 2000) som i tilegg til a resirkulere a-
tokoferol fanger oksidanter direkte ved & donere elektroner (Vertuani, Angusti et al.
2004). Oksidert askorbinsyre kan reduseres av GSH og derved resirkuleres (Rice
2000; Rouhier, A Lemaire et al. 2008).
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Figur 1.2: Vitamin C (askorbinsyre) (NCBI). Figur 1.3: Vitamin E (a-tokoferol) (NCBI).
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aTOH + LOO® — aT" + LOOH

Figur 1.4: Hindring av lipidperoksidering ved a-tokoferol (Wang and Quinn 1999).
Redusert a-tokoferol (aTOH) reagerer med et lipid peroksylradikal (LOO®) og blir selv
oksidert til et mye mindre reaktivt radikal (aT").

Glutation (GSH)

Glutation syntetiseres i cellen og har flere beskyttende roller mot oksidativt stress
(se avsnitt 1.4). | dets reduserte tilstand kan glutation blant annet fange opp bade

singlet oksygen og hydroksylradikaler (Coyle and Puttfarcken 1993).
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1.4 Glutation

Glutation sine hovedroller bestar av & bibeholde den intracelluleere
redoksbalansen, og eliminere xenobiotika og ROS/RNS (Hayes, Ellis et al. 1999),
men er ogsa viktig for regenereringen av antioksidanten askorbinsyre (Rice 2000;
Rouhier, A Lemaire et al. 2008). For flere detoksifiserende enzymer som
glutationperoksidase og glutation S-transferase fungerer glutation som en kofaktor
(Valko, Leibfritz et al. 2007).

Glutation er et tripeptid som er satt sammen av aminosyrene glutamat, cystein og
glysin. Cystein danner den reaktive delen av peptidet med sin thiolgruppe (-SH). |
redusert tilstand vil cystein lett oksideres ved & donere en reduserende agent (H" e
) til andre ustabile molekyler som ROS. Oksidert glutation (se figur 1.5) er selv
reaktivt, men reagerer raskt med et annet oksidert glutationmolekyl og danner
glutation disulfid (GSSG) (se figur 1.6). Oksidering av glutation er en reversibel
prosess hvor enzymet glutation reduktase bringer GSSG tilbake til dets reduserte
tilstand (GSH) (Moriarty-Craige, Jones et al. 2004).

HNHH y o
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Figur 1.5: Redusert glutation (NCBI) Figur 1.6 Oksidert glutation (NCBI).
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1.4.1 Glutation syntesen

Glutation syntetiseres av to enzymer, y-glutamylcystein syntetase (y-GCS) og
glutation syntetase (GS) (Meister 1988). y-GCS katalyserer dannelsen av
bindingen mellom glutamat og cystein som er det hastighetsbegrensende trinnet i

glutationsyntesen (Rouhier, A Lemaire et al. 2008).

y-glutamylcystein syntetase

cystein + glutamat — y-glutamylcystein

glutation syntetase

y-glutamylcystein + glysin — glutation

y-GCS er en heterodimer bestdende av en katalytisk tung (GCS,) og en
regulatorisk lett (GCS)) subenhet (Yan and Meister 1990; Huang, Anderson et al.
1993). Regulering av enzymaktiviteten foregar gjennom flere mekanismer som
pavirker en eller begge subenhetene. Den tunge subenheten er spesielt regulert av
bade transkripsjonelle og post-transkripsjonelle mekanismer (Lu 1999). Den
regulatoriske regionen til GCS;, genet har vist seg a inneha flere responselementer
inkludert to aktivator protein-1 (AP-1) responselementer, et nukleaer faktor-kB (NF-
kKB) responselement, og fire antioksidantresponselementer (ARE) ogsa kalt
elektrofile respons elementer (EpRE) (se figur 1.7). Uttrykkingen av y-GCS genet
sin lette kjede (GCS)) pavirkes av aktivator protein 1 (AP-1) responelement som er

lokalisert oppstrgms for en EpRE sekvens (Moinova and Mulcahy 1999).

Glutation syntesen er ogsa modulert av tilgjengeligheten av y-GCS substrater
(primeert L-cystein), ved feedback inhibering av y-GCS ved GSH, og ved kovalent
inhibering av y-GCS ved fosforylering eller nitrosylering (Griffith 1999).
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(TN 1T 1T W T cocierese]

AP-1 ARE4 ARE3 AREZ AP-1 NF-kB ARE1 TATA

Figur 1.7: GCS,. Figuren viser den katalytiske subenheten (GCS,) til y-GCS promotor, og
plasseringen av dets responselementer. GCS,, er her festet til et reportergen som koder for
luciferase. AP-1 responselementer er vist som hvite bokser; NF-kB responselement som lys
grad boks; ARE responselementer som sorte bokser. Den mgrke gré boksen viser en TATA
boks og fungerer som bindingssete for RNA polymerase 2. Figuren er modifisert av Gunn
Rebecca @verby (2008) (Myhrstad, Carlsen et al. 2002).

1.4.2 Transkripsjonelle regulatorer av y-GCS promotor

"Nuclear factor-erythroid 2-related factor 1 og 2" (Nrf1 og Nrf2) er
transkripsjonfaktorer i "cap ‘n’ collar basic domain leucine zipper” (C'n’C bZIP)
familien som binder til ARE responselementer og deltar i reguleringen av y-GCS
(Kwong, Kan et al. 1999; Chan and Kwong 2000). Det er tidligere vist at
overuttrykking med Nrf1 gker det celluleere glutation nivaet ved transkripsjonell
oppregulering av GCS; (Myhrstad, Husberg et al. 2001). Under normale
fysiologiske forhold er Nrf2 bundet til "Kelch-like ECH-associated protein-1" (Keap
1), og er da assosiert med aktincytoskjelettet i cytoplasma (Mann, Niehueser-Saran
et al. 2007). Keap 1 proteinet inneholder en rekke potensielle reaktive
cysteinenheter. Det har blitt postulert at oksidativt stress farer til modifisering av
disse cysteinenhetene og frigjgring av Nrf2 fra Keap 1 (Truyen Nguyen 2003).
Frigjort Nrf2 translokaliseres til kjernen hvor den binder til ARE sekvenser og
induserer transkripsjonen av fase 2 detoksikeringsenzymer som glutation S-
transferase, og antioksidantgener som y-GCS (Mann, Niehueser-Saran et al. 2007)
(se figur 1.8). Antioksidanter av flavonoidtype kan ogsa oppregulere y-GCS
promotoren ved hjelp av ARE (Myhrstad, Carlsen et al. 2002).
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Figur 1.8: Aktivering av Nrf2/ARE signalveien. @kt generering av ROS temmer det intracellulzere
glutation (GSH) lageret og farer til gkt oksidering av thiol grupper pa cellulaere proteiner som Keap 1.
Under forhold av gkt oksidativt eller xenobiotisk stress dissosierer Nrf2 fra Keap 1 og translokaliserer
til kiernen hvor den binder til ARE sekvenser i assosiasjon med andre medlemmer av C'n’C bZIP
transkripsjonsfaktor familien som MafG eller MafK. Dette resulterer i transkripsjonell aktivering av
fase 2 detoksifiserings enzymer som glutation S-transferase (GST) og antioksidant gener som y-
glutamylcystein syntetase (y-GCS). Figuren er modifisert av Gunn Rebecca @verby (2008) (Mann,
Niehueser-Saran et al. 2007).

Aktivator protein-1 (AP-1) er et transkripsjonsfaktor kompleks som binder til AP-1
responselementer. AP-1 transkripsjonsfaktorer bestar av heterodimere og
homodimere av C'n’C bZIP proteiner som tilhgrer jun (c-Jun, v-Jun, JunB, JunD) og
fos (c-Fos, v-Fos, FosB, Fra1, Fra2) subfamilier (Curran 1992; Forrest and Curran
1992) (se figur 1.9). Jun proteiner danner bade hetero- og homodimeriske
komplekser, mens fos proteiner kun danner stabile heterodimere med medlemmer
av jun familien (Nakabeppu, Ryder et al. 1988; Cohen and Curran 1989).
Tilstedeveerelsen av fos i en fos-jun heterodimer gker komplekset sin affinitet for
DNA ved a gke stabiliteten til protein-DNA interaksjonen (Rauscher, Voulalas et al.
1988). Reguleringen til fos og jun transkripsjonsfaktorer er veldig kompleks. Studier
har vist at under forskjellige forhold aktiverer bade antioksidanter og oksidanter AP-
1 (McEligot, Yang et al. 2005). AP-1 transkripsjonsfaktorer har bevarte redoks

sensitive cysteinenheter i deres DNA bindende domener. Oksidering av disse
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cystein enhetene inhiberer den DNA bindende aktiviteten til fos og jun, mens
redusering av cystein enhetene av ikke enzymatiske antioksidanter som
thioredoksiner og Ref-1 reduserer cysteinenhetene og gjenoppretter den DNA
bindende aktiviteten (Abate, Patel et al. 1990; Amstad and Krupitza 1992,
Xanthoudakis, Miao et al. 1992). Mitogen aktiverte protein (MAP) kinaser som Jun
N-terminal kinase (JNK) og ekstracellulzer signalregulert kinase (ERK) modulerer
gen uttrykking gjennom fosforylering av en rekke transkripsjonsfaktorer. Aktivering
av MAP kinaser har blitt observert i respons til forandringer i den cellulzere redoks
balansen (Xia, Dickens et al. 1995). Oksidativt stress kan indusere AP-1 ved a
aktivere JNK og ERK (Chang and Karin 2001) som translokaliseres til kjiernen hvor

de fosforylerer c-jun og c-fos (Karin 1995).

—_—
Transcription

Figur 1.9: Aktivering av AP-1 responselement. AP-1 responselement aktiveres av homo-
og hetrerodimere av transkripsjonsfaktorer tilhgrende fos og jun subfamilier av C'n’'C bZIP

proteiner (Scientific 2008).
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1.5 Noen steroider som virker i nervesystemet

1.5.1 17B-ostradiol (Dstradiol)

Dstradiol er et steroidhormon med mange effekter i nevronale vev. Det produseres
av eggstokkene og hjernen, og i fettvev ved aromatisering av testosteron. @stradiol
er et hormon i hanner sa vel som i hunner. De nevronale effektene av gstradiol
inkluderer celleproliferering og differensiering, nevronal overlevelse, og seksuell
differensiering av hjernen (MacLusky, Clark et al. 1987; Toran-Allerand 1991).
Dstradiol kan virke direkte pa genomet, indirekte pa genomet via sekundzere
signalkaskader eller ikke genomisk. Ved hgye nivaer kan Ostradiol utgve
antioksidant effekter da det innehar en redoksaktiv fenol gruppe. Den klassiske
direkte genomiske mekanismen involverer binding til gstrogen reseptorer (ERa og
ERB) og translokalisering av ligand-reseptor komplekset til kjernen hvor det
induserer transkripsjonen av gener ved a binde til gstrogen responselement (ERE) i
gen promotorer (Umayahara 1994; Paech, Webb et al. 1997; Webb, Nguyen et al.
1999; Behl 2002).

1.5.2 Progesteron

Progesteron (se figur 1.10) er et steroidhormon som utgver sin effekt ved a binde
seg til progesteron reseptorer (PR) som fungerer som ligandaktiverte
transkripsjonsfaktorer (Leonhardt and Edwards 2002). Progesteron har viktige roller
i sentralnervesystemet (CNS) inkludert uttrykking av hunnlig seksuell adferd,
frigjgring av "luteinizing hormone-releasing hormone” (LHRH) fra hypotalamus som
er ngdvendig for egglagsning, og beskyttelse mot slag. Nevronbeskyttende effekter
av progesteron er i hovedsak mediert av reduserte metabolitter av progesteron som
5a-pregnan-3a-ol-20-on  (allopregnanolon). Celler i CNS kan syntetisere
allopregnanolon og andre reduserte progesteron metabolitter de novo eller fra
sirkulerende progesteron (Edwards 2005). Progesteron har ingen redoksaktiv
gruppe slik som gstradiol og vitaminer, men utgver sin nevronbeskyttende effekt
ved a allosterisk modulere y-aminobutyric acid type A (GABA\) reseptorer og andre

nevrotransmitter reseptorer (Gridley, Green et al. 1998; Fallgren, Mathisen et al.
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2007). GABAA reseptor er et medlem av cystein-cys-loop familien av ligandstyrte
ionekanaler i membraner (Barnard, Skolnick et al. 1998). GABA er en viktig
inhibitorisk nevrotransmitter i det mammalske CNS, og dets synaptiske inhibering er
mediert via GABA. reseptorer. Reduserte progesteron metabolitter som
allopregnanolon har evnen til & binde agonistisk til GABAA reseptorer (Lambert,
Belelli et al. 2003) (se figur 1.11).

Figur 1.10: Progesteron (NCBI).
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Figur 1.11 : Nevronal inhibering med lokalt frigjorte nevrosteroider. GABA frigjort fra
vesikler aktiverer en familie av postsynaptiske GABA, reseptorer. Resultatet er en flyt av
klorid-ioner gjennom de GABA aktiverte ionekanalene som farer til et mer negativt
membranpotensiale og hindrer derved genereringen av aksjonspotenialer. Nevrosteroider
binder til et eget sete pa GABA, reseptoren, og virker typisk ved a forlenge det inhibitoriske
signalet (Lambert, Belelli et al. 2003; Belelli and Lambert 2005).

1.5.3 Steroider som nevronbeskyttende agenser

Overstimulering av glutamatreseptorer og medfglgende produksjon av frie radikaler
antas & veere involvert i nevrondegenerering i hjernen (Choi 1988; Lafon-Cazal,
Pietri et al. 1993). Steroider er kjent for & modifisere glutamateksitoksisitet, f eks
etter langtids eksponering med bade gstradiol og progesteron reduseres NMDA
reseptor spesifikk binding (Cyr, Ghribi et al. 2001). Jstradiol molekylet innehar i
tilegg en redoksaktiv fenol gruppe som gjar den til en ROS fanger i glutamatmediert
nevronal toksisitet. 17a-gstradiol er en ikke-gstrogen stereocisomer av 173-gstradiol

(ostradiol) (se figur 1.12-1.13), og har vist seg a gi samme niva av
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nevronbeskyttelse som gstradiol (Green and Simpkins 2000). Vitaminene C + E og
gstradiol har vist seg a virke via samme mekanisme da de ikke gir additiv
beskyttelse nar de administreres sammen. Jstradiol gir derfor nevronbeskyttelse
via redoksaktiviteter med ingen tilleggsbeskyttelse gjennom reseptor binding.
Tilstedeveerelse av gstrogener, men ikke vitaminer, for en lengre periode har vist
seg a redusere den gitte nevronbeskyttelsen ved a nedregulere aktiviteten til y-
glutamylcystein  syntetase = promotor med medfelgende  reduksjon i
glutationproduksjonen. Dette kan muligens forklares ved forskjellig redokspotensial

eller subcelluleer lokalisering av antioksidantene (Fallgren, Mathisen et al. 2007).

Figur 1.12: 17a-gstradiol (NCBI). Figur 1.13: 17B-ostradiol (NCBI).
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1.6 Malene med oppgaven har veert a:

1) Undersgke om tidligere studier gjort i nevroner fra rotte hvor det er vist at

vitaminer beskytter mot glutamatindusert celledad kan reproduseres.

2) Undersgke om forankring av gstradiol til membraner ved tilfgring av en

fettsyrehale endrer dens evne til a nedregulere y-GCS promotor aktiviteten.

3) Undersgke tilstedeveerelsen av negativ feedbackmekanisme for GSH i
reguleringen av y-GCS promotor. Siden gstradiol nedregulerer y-GCS promotor
aktiviteten kun i serumdepriverte PC-12 celler skulle det undersgkes om

eksternt tilsatt GSH kunne reversere effekten av gstradiol.

4) Undersgke om gstradiol virker via ARE- eller AP-1 responselement nar den

nedregulerer y-GCS promotor aktiviteten.
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2. Materialer og metoder

2.1 Celletyper

2.1.1 Korncellekulturer

Primaerkulturer av nevroner (kornceller) ble laget fra lillehjernen til rotte. Kornceller
er den stgrste homogene nevronpopulasjonen i hjernen til pattedyr (Contestabile
2002). Kornceller fra rotte er en mye brukt modell i studier av nevronal apoptose og
overlevelse, og har bidratt til viktig informasjon om mekanismene bak celledgd
(Contestabile 2002; Vaudry, Falluel-Morel et al. 2003).

21.2 CV-1

CV-1 cellelinjen ble etablert tidlig i 1960 arene av fibroblastceller fra nyre tilhgrende
en afrikansk grennape (Cercopithecus aethipos) (Hopps, Bernheim et al. 1963).

CV-1 cellene lar seg lett transfektere.

2.1.3 PC-12

PC-12 cellelinjen er avledet fra binyre hos rotte (Greene and Tishler 1976). Nar PC-
12 celler tilsettes nerve vekstfaktor (NGF) undergar cellene en deling fgr de sender
ut nervecelleutlgpere og far nervecellefenotype (Greene 1978). | oppgaven ble det

benyttet udifferensierte PC-12 celler.

Cellene ble dyrket i sterilt inkubatorskap (Forma Scientific) ved 37 °C i 5 % CO..
Inkubatorskapet har en vannpanne med sterilt vann nederst som gjgr at fuktigheten

holdes optimal.
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2.2 Korncellekulturer

2.2.1 Dyr til cellekulturer

Korncellene ble hentet fra 7 dager gamle Wistar rotter levert av Charles Rivers,
Tyskland. Dyrene oppbevares pa dyrestallen ved Folkehelse Instituttet et dggn for

avlivning og preparering av cellekulturer.

2.2.2 Poly-L-lysin behandling av kulturskaler

For a oppna bedre feste av korncellene til kulturskalene behandles skalene med

poly-L-lysin en dag f@r preparering av kulturene.
Prosedyre for Poly-L-lysin behandling:

1. Overfgr 10 ml fra en flaske med 500 ml autoklavert MQ-vann til en steril
flaske med 5 mg poly-L-lysin.

2. Bland og overfgr tilbake til 500 ml flasken.

3. Av dette tilsettes 1 ml lgsning til skaler av 8.8 cm’ og 2 ml til skaler av 21.5
cm’.

4. Etter 30-60 min suges poly-L-lysin Igsningen av og skalene tagrkes over natt i
steril LAF benk.

5. Det beregnes 10 skaler av 21.5 cm® til 3 rottehjerner.
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2.2.3 Preparering av korncellekulturer

Prosedyre for preparering av korncellekulturer:

1. 7 dager gamle hannrotter avlives ved dekapitering, og hodene fraktes til LAF
benk.

2. Lillehjernene dissekeres ut med steril saks og pinsett (Tabell 2.1), og
overfgres til en stor petriskal med lgsning 1 (Tabell 2.3, Krebs Ringer i tabell
2.2).

3. Hjernehinnene fjernes forsiktig med 2 sterile pinsetter, og lillehjernene

overfgres til en ny stor petriskal med Igsning 1.

4. Losning 1 fjernes, og lillehjernene kuttes i sma biter med skalpell i 2

retninger vinkelrett pa hverandre.

5. 10 ml Igsning 1 tilfgres skalen med lillehjernene, og bitene overfgres til et

sterilt rgr inneholdende nye 10 ml Igsning 1.
6. Raret sentrifugeres ved 170 x g i 2 - 1 minutt.

7. Supernatanten fjernes, og pelleten respundres i ca 10 ml lgsning 2 (Tabell
2.3).

8. Cellesuspensjonen overfgres til trypsineringsflasken med lgsning 2 og settes
pa vannbad ved 37°C i 15 minutter. Korkene skrus halveis pa og flasken

ristes forsiktig av og til.

9. Bitene fra trypsinflasken suges opp og overfgres til et sterilt rar med ca 15
ml Igsning 4 (Tabell 2.3). Rgret fylles opp til 50 ml med lgsning 4 og

sentrifugeres ved 170 x g i 2 min.
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10.Supernatanten fijernes og pelleten tilsettes ca 3 pasteurpipetter med lasning
3 (Tabell 2.3). Pelleten lgses forsiktig ved & pipettere opp og ned 15-20
ganger med en pasteurpipette med avrundet spiss (avrundet over
gassflamme) til lgsningen blir homogen. Cellesuspensjonen far sta i ro i

noen minutter slik at eventuelle klumper faller til bunnen.

11.Den klumpfrie delen av lgsningen overfgres til et sterilt rar som inneholder
ca 15 ml lgsning 5 (Tabell 2.3).

12.Ved behov kan trinn 10-11 gjentas 1-2 ganger.
13.Cellesuspensjonen i lasning 5 sentrifugeres ved 140 x g i 7 minutter.

14. Supernatanten fiernes, og ca 10 ml cellekulturmedium med fgtalt kalveserum
tilsettes (Tabell 2.4b).

15.Pelleten lgses og alt overferes til en steril glassflaske med

cellekulturmedium med fgtalt kalveserum.

16.Cellesuspensjonen fortynnes med cellekulturmediet til en tetthet pa 1.2 x 10°

celler per ml medium. Dette oppnas ved hjelp av formelen:

antall ml cellekulturmedium = antall ml cellesuspensjon x celletetthet per ml i cellesuspensjonen

onsket celletetthet per ml

17.Cellekulturlgsningen tilsettes til skaler pa folgende mate: 3.3 ml til medium

skaler av areal 21.5 cm®.

18.Skalene innkuberes i sterilt inkubatorskap ved 37 °C og 5 % CO..
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Tabell 2.1: Utstyr til preparering av korncellekulturer

Saks og pinsett til disseksjon

2 pinsetter for fierning av hjernehinnene

Skalpell

Trypsinflaske

Glassflasker for Igsningene 1- 5 og cellekulturmedium.
2 petriskaler

3 sterile 50 ml glassror

Pasteurpipetter med filter

Autoklaveres ved 120 °C i 20 minutter.

Tabell 2.2: Krebs-Ringerlgsning

Komponent Sluttkonsentrasjon Mengde
Fenolradt 0.3 mM 50 mg
KH,PO, 10 mM 0.83g
KCI 50 mM 1.809g
Glukose 0.14 mM 12.85¢
NaCl 1.21 mM 35.35¢g
NaHCO; 0.25 mM 10.70 g
Destillert vann tilsett 500 ml

Krebs-Ringerlgsningen kan lagres i fryser i 5-6 maneder

De angitte mengdene er beregnet til preparering av cellekulturer fra 40-80 rotter.
Lagsningene 1-5 (Tabell 2.3) nylages for hver cellekulturpreparering og sterilfiltreres
(0.2 ym).
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Tabell 2.3: Lasninger 1-5

Lasning 1 1.50 g Bovint serumalbumin (BSA)
4 ml MgSOq (3.82 g/100 ml destillert vann)
50 ml Krebs-ringerlgsning 10x (Tabell 2.2)
Tilfgr 500 ml destillert vann

Lasning 2 25 mg Trypsin
100 ml lgsning 1

Lasning 3 0.5 mg MgSO0Oy (3.82 g/100 ml destillert vann)
6.25 mg Deoksyribonuklease | (DNasel)
26 mg Trypsin inhibitor
Tilfgr 50 ml Igsning 1

Lasning 4 16 ml Igsning 3
100 ml lgsning 1

Lasning 5 0.320 ml MgSO, (3.82 g/100 ml destillert vann)

0.320 ml CaCl; (1.20 g / 100 ml destillert vann)
40 ml Igsning 1




39

Tabell 2.4a: Serumfritt medium til korncellekulturer

Komponent Sluttkonsentrasjon Mengde
Gentamysinsulfat 90.9 pg/ml 50 mg
Glutamin 1.8 mM 146 mg
KCl 25.5 mM 825 mg
Basal Medium Eagle (BME) 500 ml

" 5.4 mg er allerede tilstedet i mediet

Tabell 2.4b: Medium med fotalt kalveserum til korncellekulturer

Komponent Sluttkonsentrasjon Mengde
Varme inaktivert Fgtalt kalveserum ~10 % 50 ml
Serumfritt medium til kornceller 500 ml

(se tabell 2.4a)

2.2.4 Forhindring av ikke-nevronal cellevekst

Cytosin B-D-arabino-furanoside (Ara-C) tilsettes kulturene 16-20 timer etter

preparering for & hindre vekst av ikke-nevronale celler.
Prosedyre for tilfgring av Ara-C:

1 mg Ara-C Igses i 10 ml cellekulturmedium med fgtalt kalveserum og sterilfiltreres
(0.2 pm). Det tilsettes 83 pl til medium skaler av areal 21.5 cm® slik at

sluttkonsentrasjonen blir 10 uM.
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2.2.5 Eksponering av korncellekulturer

Korncellene ble eksponert for glutamat og vitaminene C og E 7 dager etter
prepareringen. Ved glutamatbehandling eksponeres cellene for glutamat sammen
med glycin i en buffer som heter Lockes buffer. Ved behandling med glutamat skal
Lockes bufferen som brukes ikke veere tilsatt magnesium (magnesium blokkerer
NMDA-reseptoren, noe som fjerner effekten til glutamat) (Tabell 2.5a). Ved
behandling av cellene uten glutamat brukes Lockes med magnesium (ved a stenge
NMDA-reseptoren ser man kun pa effekter som ikke gar via NMDA-reseptoren)
(Tabell 2.5b).

Eksponerings prosedyre:

1) Fjern det gamle mediet.

2) Vask 1 x med 1 ml av den eksponeringslgsningen (Tabell 2.6a-b) som skal

settes pa:
a) Lockes Igsning med magnesium.
b) Lockes lgsning med magnesium og vitamin C og E.
c) Lockes Igsning uten magnesium.
d) Lockes Igsning uten magnesium med vitamin C og E.
3) Sett pa 2 ml eksponeringslgsning og innkuber i 15 min ved romtemperatur.
4) Fjern eksponeringslgsningen.
5) Vask 1 x med 1 ml av den eksponeringslgsningen som skal settes pa:
a) Lockes Igsning med magnesium.
b) Lockes lgsning med magnesium og vitamin C og E.
c) Lockes Igsning uten magnesium med glutamat og glycin.

d) Lockes Igsning uten magnesium med vitamin C og E, og glutamat og glycin.
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6) Sett pa 2 ml eksponeringslgsning og innkuber i 15 min ved romtemperatur.

7) Vask 1 x med serumfritt medium (Tabell 2.4a).

8) Sett pa 2 ml serumfritt medium (Tabell 2.4a).

9) Sett skalene i innkubatorskap ved 37 ‘Ci 5 % CO, i 24t.

10)Celledod males ved a farge med trypanbla (se 2.3).

Tabell 2.5a: Lockeslgsning uten magnesium

Komponent Sluttkonsentrasjon Mengde
CaCl, 2.3 mM 0.34g
NaHCO; 3.6 mM 0.30g
4-(2-Hydrokyetyl)-1-

piperazinetanesulfonicsyre (HEPES)

(pH 7.4) 5.0 mM 1.19¢
KCI 5.6 mM 0429
Glukose 5.6 mM 1.00¢
NaCl 154.0 mM 9.00g

Destillert vann

tilfar 1000 ml
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Tabell 2.5b: Lockeslgsning med magnesium

Komponent Sluttkonsentrasjon Mengde
MgCl; x H,O 1.2 mM 0.24 g
Lockeslgsning uten magnesium 1000 ml

(se tabell 2.5a)

Tabell 2.6a: Stokklgsninger til eksponeringslgsninger

2 mM vitamin C stokklgsning:
Vitamin C 3.522 mg

Destillert vann 10 ml
Lagres ved 0-6 °C

10 mM vitamin E stokklgsning:

Vitamin E 4.307 mg
Destillert vann 1Tml
Lagres ikke

10 mM glutamat stokklgsning:

Glutamat 1.690 mg
Destillert vann 1 mi
Lagres ved -20 °C

1mM glysin stokklgsning:

Glysin 0.075 mg

Destillert vann 1 mi
Lagres ved - 20 °C
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Tabell 2.6b: Eksponeringslagsninger

Buffer eksponeringslgsning:

Lockes lgsning med magnesium (Tabell 2.5b)

Vitamin eksponeringslgsning:

Lockes lgsning med magnesium (Tabell 2.5b og 2.6a)
Vitamin C
Vitamin E

Glutamat eksponeringslgsning:

Lockes lgsning uten magnesium (Tabell 2.5a og 2.6a)
Glysin

Glutamat

Glutamat og vitamin eksponeringslgsning:

Lockes lgsning uten magnesium (Tabell 2.5a og 2.6a)
Glysin

Glutamat

Vitamin C

Vitamin E

2 uM
10 uM

10 uM
100 uM

10 uM
100 uM

2 uM
10 uM

2.3 Detektering av dgde celler

Celler som var dgde ble detektert ved trypanblafarging. Trypanbla trenger inn i
celler hvor cellemembranen ikke er intakt noe som vil veere tilfelle for de dgde
cellene. Som en konsekvens av dette vil de apoptotiske og nekrotiske cellene vises

som sterkt blafargede celler under et lysmikroskop, mens de levende cellene vil

veere ufarget.
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Prosedyre for farging med trypanbla:

1. Juster cellemediet pa skalen til 1 ml.

2. Tilsett 250 pl trypanblafargelgsning (Tabell 2.7) og vipp skalen slik at det blir

blandet jevnt.
3. Inkuber skalen i inkubatorskap i 30 min ved 37 °C i 5 % CO,,
4. Hell av medium med fargestoff pa en skal av gangen ettersom cellene telles.

5. Tell blafargede celler (dgde) i forhold til celler som ikke har tatt opp
fargestoff (levende). Tell minimum 100 celler per skal fordelt pa 4-5 ulike

omrader.

Tabell 2.7: Lesninger for trypanbla farging

Trypanbla stokklgsning 2 %

Trypan bla 19
Destilert vann 50 ml
Varmes til det koker imens flasken beveges. Kjgles ned i

romtemperatur og sterilfiltreres (0.2 ym Millipore).

Oppbevares i romtemperatur.

NaCl stokklgsning 1.8 %
NaCl 1.8¢

Destillert vann 100 ml

Oppbevares i romtemperatur

Trypanbla fargelgsning

Trypanbla stokklgsning (2 %) 125 pl x antall skaler
NaCl stokklgsning (1.8 %) 125 pl x antall skaler
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2.4 Kulturer av CV-1 og PC-12

Cellene ble dyrket i sterile 175 cm’ cellekulturflasker. De ble splittet da de var
konfluente som var hver 3. eller 4. dag. Arbeidet foregikk sterilt i LAF-benk. Medium
skaler (Nunclon 21.5 cm2) ble brukt til CV-1 cellene, mens sma skaler (Nunclon 8.8
cm®) ble brukt til PC-12 cellene.

2.4.1 Splitting av CV-1 celler
1. Mediet tammes av.

2. 2 ml trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid (trypsin-EDTA) tilsettes og

flasken beveges slik at bunnen skylles. Trypsinen tammes sa av.

3. Nye 2 ml trypsin-EDTA tilsettes, tesmmes av, og flasken inkuberes ved 37 °C
i5% CO,i10 min.

4. Det bankes pa siden av flasken slik at cellene Igsner fra bunnen.

5. 10 ml CV-1 medium (Tabell 2.8) tilsettes og det pipetteres opp og ned 8-10

ganger slik at cellene fordeles jevnt i mediet og aggregater brytes opp.

6. 1.5 ml cellesuspensjon overfgres til en ny cellekulturflaske tilsatt 20 ml CV-1

medium. Flasken beveges slik at cellene blir jevnt fordelt.

Tabell 2.8: CV-1 cellekulturmedium med fgtalt kalveserum

Komponent Mengde
Dulbecoos MEM (DMEM) 500 ml
Fotalt kalveserum (FBS) 50 ml
Natrium pyruvat (100mM) 5mi

Penicillin-Streptomycin (50001U/ml- 5000UG/ml) 5 ml
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2.4.2 Splitting av PC-12 celler
1. Mediet tgammes av.
2. 10 ml PC-12 medium (Tabell 2.9) tilsettes.
3. Det bankes pa flasken til cellene I@gsnes fra bunnen.

4. Det pipetteres sa opp og ned 8-10 ganger slik at cellene fordeles jevnt i

mediet og aggregater brytes opp.

5. 1.5 ml cellesuspensjon overfgres til en ny cellekulturflaske tilsatt 20 ml PC-

12 medium. Flasken beveges slik at cellene blir jevnt fordelt.

Tabell 2.9: PC-12 cellekulturmedium med fotalt kalveserum og hesteserum

Komponent Mengde
Dulbecoos MEM (DMEM) 500 ml
Fotalt kalveserum (FBS) 50 ml
Hesteserum 25 ml
Natrium pyruvat (100mM) 5ml

Penicillin-Streptomycin (50001U/ml- 5000UG/ml) 5 mi
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2.4.3 Splitting av CV-1 og PC-12 celler ut pa skaler
Cellene splittes som beskrevet i avsnitt 2.4.1 (CV-1) og 2.4.2 (PC-12)

Mengden cellesuspensjon regnes ut fra formelen:

X (ml cellesuspensjon) = antall ml per skal x antall skaler x gnsket celletetthet per ml

celletetthet i flasken x 10*

CV1 cellene dyrkes pa skaler (21.5 cm®) med celletetthet 3.5 x 10* per ml til et
volum av 3.3 ml dvs 5.4 x 10° celler per cm’.

PC-12 cellene dyrkes pa sma skaler (8.8 cm?) med celletetthet 3.5 x 10" per ml til et

volum av 1.5 ml dvs 6.0 x 10° celler per cm®.

2.5 Transfeksjon av CV-1 og PC-12 celler

2.5.1 Transfeksjon av CV-1 celler med kalsiumfosfat
Transfeksjonsprosedyre:

1. Bland like mengder N,N-bis-(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid
(BES) buffered saltlgsning (BBS) (Tabell 2.10) og sterilfiltrert 0.25 M CacCl,
(CaCl;, lgst i destillert vann og sterilfiltrert med 0.2um Millipore).

2. Tilsett 10ug DNA/mI (Tabell 2.11).

3. Reret whirlmikses i 10 + &5 sekunder og inkuberes i 20 min ved

romtemperatur.

4. Etter inkubering tilsettes 330ul av transfeksjonslgsningen drapevis til skalen

mens den beveges forsiktig.

5. Skalen innkuberes i inkubatorskap i 2 degn ved 37 ‘Ci 5 % CO..
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Tabell 2.10: BBS

Komponent Slutt konsentrasjon Mengde
BES 50 mM 5.333 ¢
NazHPO4 2mM 0.134 g
NaCl (5 M) 280 mM 28.0 ml
MQ-H,O 500 mi

pH justeres til 6.75, 6.85, 6.95, 7.00, og 7.05 med NaOH og HCI. Lagsningene
sterilfiltreres (0.2um Millipore) og den BBS lIgsningen med pH som gir best

transfeksjonseffektivitet bestemmes ved luciferase malinger.

2.5.2 Transfeksjon av PC-12 celler med Metafectene PRO

Transfeksjonsprosedyre:

1. Fortynn 1.0 ug DNA (Tabell 2.11) i 50 pl Dulbecoos MEM (DMEM), og bland

ved & whirlmikse ragret.

2. Fortynn 2ul metafectene i 50 yl DMEM, og bland ved a forsiktig pipettere et
par ganger opp og ned.

3. DNA Igsningen overfgres til metafectenelgsningen, og blandes ved a

pipettere et par ganger opp og ned.
4. Transfeksjonslgsningen inkuberes ved romtemperatur i 15-20 min.

5. Etter inkubering tilsettes transfeksjonslgningen (100ul) dréapesvis til skalen

mens den beveges forsiktig.

6. Transfeksjonslgsningen fjernes etter 3-24 timer, og erstattes med nytt

medium.
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2.5.3 Transfeksjon av PC-12 celler med Lipofectamin

Transfeksjonsprosedyre

1. Fortynn 0.8 yg DNA (Tabell 2.11) i 40 pl serumfritt medium (Tabell 2.12), og

bland ved & whirlmikse rgret.

2. Fortynn 5 pl lipofectamin i 40 pl serumfritt medium (Tabell 2.12), og bland

ved a forsiktig pipettere et par ganger opp og ned.

3. DNA-lgsningen overfgres til lipofectaminigsningen, og blandes ved a

forsiktig pipettere et par ganger opp og ned.
4. Inkuber blandingen ved romtemperatur i 30 min.

5. Etter inkubering tilsettes 330 ul serumfritt medium (Tabell 2.12) til denne

blandingen.
6. Ta av det gamle mediet pa cellene.
7. Tilsett 400 pl transfeksjonslgsning til skalen.

8. Transfeksjonslgsningen fjernes etter 5-6 timer, og erstattes med nytt

medium.

2.5.4 Plasmider for transfeksjon
RL-cmv

Dette plasmidet inneholder et gen som koder for enzymet renilla luciferase
(Promega). Fordi ekspresjonen av genet er drevet av en sterk promotor
(cytomegalovirus) blir enzymet uttrykt i alle celler transfektert med plasmidet. Det
ble wundersgkt om plasmidet kunne brukes som intern standard i

transfeksjonsforsgkene.
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rsv-luc

Dette plasmidet inneholder et gen som koder for enzymet ildflue luciferase (J.
Milbrandt. Wash U, St Louis). | likhet med RL-cmv er ekspresjonen av dette genet
drevet av en sterk promotor (Rous sarcoma virus) slik at enzymet blir uttrykt i alle
celler transfektert med plasmidet. Plasmidet ble brukt til optimalisering av

transfeksjonsreagensen Metafectene PRO.
GCS-luc

Dette plasmidet inneholder y-glutamylcystein syntetase (y-GCS) promotor koblet til
et reportergen som koder for enzymet ildflue luciferase, og er en gave fra R.
Blomhoff ved Medisinsk Fakultet, Universitetet i Oslo. Plasmidet ble brukt til &
studere antioksidanters effekt pa aktiviteten til y-GCS promotor. Enzymet y-GCS
katalyserer det hastighetsbegrensende trinnet i glutationsyntesen (Rouhier, A
Lemaire et al. 2008).

cfos og cjun

Disse to plasmidene inneholder gener som koder for transkripsjonsfaktoren fos eller
jun, og er en gave fra T. Curran ved Roche Institute of Molecular Biology, New
Yersey. Fos og jun danner en heterodimer som regulerer aktiviteten til AP-1
responselement av yGCS promotor (Dalton, Shertzer et al. 1999). Plasmidene ble
brukt sammen med GCS-luc plasmidet for & underseke hvilket av yGCS promotor
sine responselementer gstradiol virker via nar den skrur ned aktiviteten til y-GCS

promotor.

Nrf-2

Dette plasmidet inneholder et gen som koder for transkripsjonsfaktoren (Nrf-2), og
er en gave fra J. Pi ved The Hamnar Institute for Health Science, North Carolina.
Nrf-2 regulerer aktiviteten til ARE responselementer av yGCS promotor (Kwong,
Kan et al. 1999; Chan and Kwong 2000). Plasmidet ble brukt sammen med GCS-
luc plasmidet for & undersgke hvilket av yGCS promotor sine responselementer

gstradiol utgver sin antioksidanteffekt pa.
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B-GFP

Dette plasmidet inneholder et gen som koder for et grent fluorescens protein
(Jacobs, Boldingh et al. 2004). Plasmidet ble brukt under optimaliseringen av

transfeksjonsreagensen Metafectene PRO i PC-12 celler, som en kontroll pa at

cellene var transfektert og at de transfekterte cellene var levende.

Tabell 2.11: Mengde plasmid brukt til transfeksjon

Plasmid | CV-1 PC-12 PC-12 PC-12 PC-12 PC-12 PC-12
Totalt Totalt Totalt Totalt Totalt Totalt Totalt
10 yg/ml | 0.5 pg/50pl 1.0 ug/50pl | 1.0 pg/50ul | 1.0 pg/50ul | 1.0 pg/50ul | 1.0 pg/50ul
1.0 pg/50pl
1.5 pg/50pl
0.8 pg/40ul
rsv-luc 0.10 ug/50pl
0.20 pg/50ul
0.30 pg/50ul
0.64 pg/40ul
GCS-luc | 1.0ug/ml 0.9 pg/50ul | 0.3 ug/50ul | 0.3 pg/50pul | 0.3 ug/50ul
RL-cmv | 0.1 pg/mi 0.1 pg/50pl | 0.1 ug/50ul | 0.1 pg/50ul | 0.1 ug/50ul
cmy 8.9 yg/ml | 0.40 ug/50ul 0.6 pg/50ul 0.3 pg/50ul
0.80 pg/50ul
1.20 pg/50ul
0.16 pg/40ul
B-GFP 1 ug/50ul
cfos 0.3 pg/50ul
cjun 0.3 pg/50pl
Nrf2 0.3 ug/50ul
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Tabell 2.12: Serumfritt medium til PC-12 celler

Komponent Mengde
Dulbecoos MEM (DMEM) 500 ml
Natrium pyruvat (100mM) 5 mi
Penicillin-Streptomycin  (50001U/ml- 5000UG/ml) 5 mi

2.6 Eksponering av CV-1 og PC-12 celler

Cellene ble eksponert for eksponeringslgsningene direkte i mediet 24-48 timer etter
transfeksjonens start (Tabell 2.13a-b og 2.14). Skélene ble oppbevart i
inkubatorskap ved 37 ‘C i 5 % CO;fram til hgsting.
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Tabell 2.13a: Eksponeringslgsninger

2 mM vitamin C stokklgsning:

Askorbinsyre
Destillert vann

10 mM vitamin E stokklgsning:

a-tokoferol
Destillert vann

10 mM 17a-gstradiol stokklgsning:

17a-gstradiol
Destillert vann

10mM 17B-gstradiol stokklgsning:

17B-@stradiol
Destillert vann

10 mM progesteron stokklgsning:

Progesteron

Destillert vann

10 mM 17B-eicosa-gstradiol stokklgsning:

17B-eicosa-gstradiol
Destillert vann

50 mM glutation redusert etyl ester

Glutation redusert etyl ester

Destillert vann

3.522 mg

10 ml

4.307 mg

1 mi

279.39 mg

1 mi

272.4 mg

1 mi

3.145 mg

1 mi

5.520 mg

1 mi

16.770 mg

1 mi




54

Tabell 2.13b: Eksponeringslgsninger

Konsentrasjon péa cellene

Vitamin C 2 uM
Vitamin E 10 uM
17a-gstradiol 10 uM
17B-gstradiol 10 uM
Progesteron 10 uM
17B-eicosa-gastradiol 10 uM

Glutation 1.33 yM og 2.67 uM
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Tabell 2.14: Eksponeringsprosedyrer

Celletype | Behandling Plasmid Transfeksjon Et degn etter To degn etter Tre degn
transfeksjon transfeksjon etter
transfeksjon
CV-1 15 minutter GCS-luc Eksponert for Hostet
PC-12 pre- antioksidanter i
eksponering 15 minutter og
nytt medium
tilsatt
CV-1 24 timer pre- GCS-luc Eksponert for Nytt medium Hostet
PC-12 eksponering antioksidanter tilsatt
PC-12 24 timer pre-  GCS-luc Eksponert for ~ Nytt medium Hastet
eksponering cfos antioksidanter tilsatt
cjun
Nrf2
CV-1 24 timer GCS Eksponert for Hastet
kontinuerlig antioksidanter
eksponering
PC-12 24 timer GCS-luc Eksponert for  Hgstet
kontinuerlig antioksidanter
eksponering
PC-12 24 timer GCS-luc Eksponert for Hastet
kontinuerlig cfos antioksidanter
eksponering  cjun
Nrf2
CV-1 48 timer GCS-luc Eksponert for Hostet
celler kontinuerlig antioksidanter
eksponering
PC-12 48 timer GCS-luc Eksponert for ~ Eksponert for Hastet
kontinuerlig glutation glutation
eksponering
for glutation

2.7 Serumdeprivering av PC-12 celler

Cellene ble tilsatt serumfritt medium (Tabell 2.12) i 24 timer et dggn etter start
av transfeksjon. Skalene ble oppbevart i innkubatorskap ved 37 °C i 5 % CO;

fram til hgsting som var 2 daggn etter transfeksjonens start.
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2.8 Hgsting av CV-1 og PC-12 celler

Prosedyre for hgsting
1. Tem av mediet pa skalen og fiern restene med en pipette.

2. Vask to ganger med iskald PBS (Tabell 2.15) og fjern restene med en
pipette.

3. Tilsett 235 pl iskald 0.1% LUC med 0.5 mM Dithiothreitol (DTT) (Tabell 2.16)

midt i skalen, og inkuber skalen ved romtemperatur i 5 min.

4. Skrap cellene av vinkelrett pa hverandre med en celleskrape og overfgr

cellesuspensjonen til ependorfrgr pa is.
5. Sentrifuger i en kjglesentrifuge i 5 min ved 16 000 xgi 4 °C.

6. Plasser ependorfrgrene tilbake pa is.

Tabell 2.15: PBS

Komponent Sluttkonsentrasjon Mengde
KH,PO, 1.5 mM 0.24 g
KCI 2.7mM 0.20 g
Na;HPO, 6.5 mM 144 g
NaCl 137.0 mM 8.01g

Destillert vann tilsett 1000 ml
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Tabell 2.16: 0.1 % LUC med 1 mM DTT

Lesning Komponent Sluttkonsentrasjon Mengde
DDT Dithiothreitol 500 mM 77.2 mg
stokklgsning | MQ-H,0O 1.0 mi

Lagres i fryser ved — 20°C

0.1 % LUC 1M
trishydoxymethylaminomethane
(Tris)

justert til pH 7.8 med 1 M 2-(N-

morpholino)

ethanesulfonic acid (MES) 50 mM 5.0 ml
Triton X-100 0.1 % 0.1ml
MQ-H0 100 ml

2.9 Maling av luminoscens

2.9.1 Maling av ildflue luciferase

Hvis cellene har produsert enzymet ildflue luciferase vil dette enzymet katalysere
en reaksjon mellom luciferin og adenosintrifosfat (ATP) slik at det produseres lys.
Den lysmengden som dannes nar luciferin tilfgres kan males i et luminometer, og vil
veere uttrykk for mengden av enzym produsert i cellene. Luciferase ble malt etter

cellehgsting (se avsnitt 2.8).




58

Prosedyre:

1. Overfgr 50 pl av supernatanten etter cellehgstingen (se avsnitt) og 150 ul
LUC-coctail (Tabell 2.17) (skal sta pa is) til et 5 ml Sarstadtrgr og bland ved

a pipettere opp og ned et par ganger.

2. Settragret inn i et luminometer (Lumat LB 9507, EG & Berthold) som setter til
100 ul luciferin (Tabell 2.17) via en dispenser og maler lysintensiteten i 2

sekunder.

Tabell 2.17: Luciferin og LUC-coctail Iasning

Lesning | Komponent Sluttkonsentrasjon Mengde
Luciferin | Luciferin 1mM 30.0 mg
MQ-H.0 100 ml
LUC- ATP 4 mM 240.0 mg
coctail 1 M Mg(CH3COO), 20 mM 2.0ml
1 M Tris justert til pH 7.8 med 1 M
MES 83 mM 8.3 ml
MQ-H.0 tilsett 100 ml

2.9.2 Maling av renilla luciferase

Renilla ble brukt som en intern standard for & korrigere for forskjeller i
transfeksjonseffektivitet mellom skaler. Plasmidet RL-cmv inneholder et gen som
koder for enzymet renilla luciferase. Genet er drevet av en sterk promotor og vil
derfor uttrykkes i alle celler det blir transfektert inn i. Renilla luciferase ble malt
samtidig med luciferase (se 2.9.1). Til dette ble det brukt "Dual Luciferase Kit” fra

Promega.
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Prosedyre

1) Overfgr 2.5 pl av supernatanten etter cellehgstingen (se avsnitt 2.8) og 100 pl
fortynnet S & G (Tabell 2.18) (skal sta pa is) til et 5 ml Sarstadtragr og bland ved

a pippetere opp og ned et par ganger.

2) Sett rgret inn i et luminometer (Lumat LB 9507, EG & Berthold) som maler

lysintensiteten i 10 sekunder.

3) Sjekk at du far lineeere tall ved a bruke 2.5, 5.0 og 7.5 pl supernatant.

Tabell 2.18: Renilla luciferase substrat

Stop & Glow™ S & G):
S & G substrat 1 rar (falger med kit'et)
S & G substrat Igsningsmiddel 100 pl

Sett pa is til det Igses. Lagres ved - 20° C

S50xS & G:
S & G (50 x) 20 pl
S & G buffer for assay 1ml

Lagresifryserved —20 ° C

Fortynnet 50x S & G 10x:

S & G (50 x) 100yl
MQ-vann 9.9 ml
Lagresifryserved —20 ° C

oppbevares pa is under bruk
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2.10 Grafisk og statistisk analyse

Microsoft Excel ble brukt i den grafiske fremstillingen, mens Minitab 14 ble brukt i
den statistiske analysen av dataene. Anderson-Darling normalitets test ble brukt for
a undersgke om verdier innen en gruppe var normalfordelte. Two sample t-test
sammen med en F-test ble brukt for & sammenligne gjennomsnittet av to grupper
med forutseningen at gruppene enten hadde lik eller ulik varians. Barlett’s test ble
brukt for & undersgke om flere grupper hadde ulik eller lik varians. Ved
sammenligning av gjennomsnittet til flere grupper med lik varians ble det brukt one
way analysis of variance (ANOVA). Dersom grupper som en gnsket & sammenligne
hadde ulik varians ble det benyttet Kruskal-Wallis test for sammenligning av
medianer. P < 0.05 ble vurdert som signifikant. Feilsgylene i figurene indikerer
standard avvik (SD).
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3. Resultater

3.1 Effekten av glutamat og antioksidanter pa celledad i
nevroner

Behandling av nevroner fra lillehjernen til rotte (kornceller) med antioksidantene
vitamin C og E 15 minutter i forkant av og samtidig med glutamateksponering har
tidligere bilitt vist & gi beskyttende effekt mot glutamattoksisitet (ca 80 % nedgang i
celledad) (Fallgren, Mathisen et al. 2007). Det var gnskelig a undersgke om dette
fenomenet var reproduserbart. Kornceller ble derfor behandlet med vitaminer
(vitamin C og E) 15 minutter i forkant av og samtidig med glutamateksponering.
Resultatet viste at glutamat induserer celledgd i nevroner. Behandling med

antioksidanter ga ingen beskyttende effekt i denne forsgksserien (se figur 3.1).

100 - *

90 -

80 - (

70

60 -
50 -
40 -
30

ol I [ [

10 -

% celledad

Ubehandlet Buffer Vitamin Glutamat Glutamat
CogE Vitamin
CogE

Figur 3.1: Celledod ved glutamateksponering med eller uten forbehandling med
antioksidanter. Kornceller ble behandlet etter 7 dager i kultur. Behandling med
antioksidanter (vitamin C og E) foregikk 15 minutter i forkant av og samtidig med
glutamateksponering som varte i 15 nye minutter. Etter eksponering ble cellene tilsatt
serumfritt medium. De ble sé inkubert i 24 timer og celledad talt. Diagrammet viser celledad
som % av det totale celleantallet. Verdiene er hentet fra uavhengige forsgk og uttrykt som
gjennomsnitt + SD.

Det var signifikant forskjell mellom behandling med glutamat og bufferkontrollen (P < 0.05
two sample t-test equal variance, n = 7).

Det var ingen signifikant forskjell mellom de to glutamatbehandlingene (med og uten
vitaminer) (P > 0.05 two sample t-test equal variance, n = 7).
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3.2 Promotorstudier

3.2.1 Transfeksjon av CV-1 celler

Dstradiol, progesteron, og vitaminene C og E beskytter mot celledad. Dette er
tidligere vist i nevroner fra lillehjernen til rotte (kornceller) (Fallgren, Mathisen et al.
2007). Pre-eksponering med gstradiol gir derimot ingen beskyttende effekt, men
nedregulerer aktiviteten til enzymet y-glutamylcystein syntetase (y-GCS) som
danner det hastighetsbegrensende trinnet i glutationsyntesen. Dette er tidligere vist
i transgene mus (Fallgren, Mathisen et al. 2007). Siden en hadde problemer med &
reprodusere tidligere forsgk gjort i kornceller og korncellene er vanskelig a
transfektere var det onskelig & finne en enklere cellemodell for utfering av
promotorstudier. En valgte da a ta i bruk CV-1 celler som er lette a transfektere. Det
ble brukt et reportergen, GCS-luc, som koder for ildflue luciferase, inneholdende
responselementer for y-GCS promotor. For a Kkorrigere for forskjeller i
transfeksjonseffektivitet ble det fgrst undersgkt hvordan den interne standarden

renilla luciferase (RL) ville egne seg i dette cellesystemet.

3.2.2 Renilla luciferase

Det ble undersgkt om et reportergen, RL-cmv, som koder for renilla luciferase (RL)
og er drevet av en sterk promotor, cytomegalvirus, (cmv) kunne brukes som intern
standard. For & undersgke om tilsetning av ulike antioksidanter eller progesteron vil
pavirke RL promotor aktiviteten ble celler transfektert med GCS-luc og RL-cmv pre-
eksponert med antioksidantene 17a-gstradiol, 173-gstradiol, vitaminene C og E, og
steroidet progesteron som ikke har antioksidant egenskaper. Behandlingene ble
sammenlignet med etanolbehandlede celler da alle stoffene var lgst i etanol.
Resultatet viste antioksidant og progesteron behandlingen ikke pavirket ildflue- (se
figur 3.2a) eller renilla luciferaseaktiviteten (se figur 3.2b). Korrigering av
luciferaseaktiviteten med renilla luciferase reduserte variasjonen mellom forsgkene
(se figur 3.2c). Dette kan tyde pa at renilla luciferase kan korrigere for forskjeller i

transfeksjonseffektivitet.
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Figur 3.2: Aktiviteten til y-GCS promotor ved pre-eksponering med antioksidanter
eller progesteron. CV-1 celler ble transfektert med GCS-luc og RL-cmv. Et dagn etter start
av transfeksjon ble cellene eksponert for antioksidanter eller progesteron i 24 timer, og nytt
medium satt til. Cellene ble hgstet etter ytterligere et dogn. Diagrammene viser
luciferaseaktiviteten som ratio av etanolbehandlet i hvert forsgk (etanolbehandlet = 1).
Diagram (a) viser ildflue luciferaseaktiviteten, diagram (b) renilla luciferaseaktiviteten, og
diagram (c) luciferaseaktiviteten korrigert med den interne standarden ved & dele ildflue
luciferaseverdiene pa de korresponderende renilla luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra
4 uavhengige forsgk med en parallell, og uttrykt som gjennomsnitt + SD.

lldflue- (a), renilla- (b) og ildflue- / renilla luciferaseaktiviteten (c): Det var ingen signifikant
forskjell mellom behandlingene (P > 0.05 one way ANOVA, n = 4).
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3.2.3 Effekten av antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor i
transfekterte CV-1 celler

Nedregulering av aktiviteten til y-GCS promotor ved pre-eksponering med
antioksidanten gstradiol var observert i transgene mus (Fallgren, Mathisen et al.
2007). En onsket a ta i bruk transfekterte celler, og det var derfor mest sannsynlig
at tidspunkt og lengde av eksponering ville veere forskjellig. Dette pa grunn av at de
transgene musene allerede hadde det modifiserte y-GCS plasmidet i cellenes
genom, mens de transfekterte cellene farst matte ta opp plasmidet. Det ble derfor
testet ulike tidspunkt og lengder av eksponering for antioksidanter og progesteron.
CV-1 celler ble transfektert med plasmid inneholdende promotor til y-GCS (GCS-
luc) og promotor til den interne standarden renilla luciferase (RL-cmv). De
transfekterte cellene ble sa pre-eksponert eller kontinuerlig eksponert for
antioksidantene 17a-gstradiol, 17B-gstradiol, vitaminene C og E, og steroidet
progesteron. Resultatet viste at aktiviteten til y-GCS promotor ikke ble pavirket av
antioksidanter eller progesteron ved pre-eksponering i 15 minutter (se figur 3.3a)
eller 24 timer (se figur 3.2c), og kontinuerlig eksponering i 48 (se figur 3.3b) eller 24

timer (se figur 3.3c) i denne cellemodellen.
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Figur 3.3: Aktiviteten til y-GCS promotor ved 15 minutter pre-eksponering (a), og 48
(b) eller 24 (c) timer kontinuerlig eksponering med antioksidanter eller progesteron.
CV-1 celler ble transfektert med GCS-luc og RL-cmv. Ved 15 minutter pre-eksponering (a)
ble cellene eksponert for antioksidanter eller progesteron i 15 minutter 2 dggn etter start av
transfeksjon, og nytt medium satt til. Cellene ble hgstet etter ytterligere et deggn. Ved 48 (b)
og 24 (c) timer kontinuerlig eksponering ble cellene eksponert for antioksidanter eller
progesteron i 48 eller 24 timer et dogn etter start av transfeksjon, og hastet. Diagrammene
viser luciferaseaktiviteten som ratio av etanolbehandlet i hvert forsgk (etanolbehandlet = 1).
Luciferaseaktiviteten er korrigert med den interne standarden ved & dele ildflue
luciferaseverdiene pa de korresponderende renilla luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra
4-5 uavhengige forsgk med en parallell, og uttrykt som gjennomsnitt + SD.

Pre-eksponering i 15 minutter (a), og kontinuerlig eksponering i 48 (b) eller 24 (c) timer: Det
var ingen signifikant forskjell mellom behandlingene (P > 0.05 one way ANOVA, n = 4-5).
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3.2.4 Sammenligning av transfeksjonsreagenser i PC-12 celler

Siden CV-1 cellene ikke ga respons pa antioksidant eller progesteron behandling
(se figur 3.2c og 3.3a-c), valgte en a ta i bruk en annen cellemodell. PC-12 celler
var et naturlig valg da disse er mer lik nevroner og kan produsere ROS. Siden
kalsium-fosfat metoden som ble brukt ved transfeksjon av CV-1 cellene er lite
effektivi PC-12 celler ble det ngdvendig a finne en ny transfeksjonsmetode. Et nytt
transfeksjonsreagens, Metafectene PRO, ble sammenlignet med et tidligere brukt
transfeksjonsreagens, Lipofectamin, for & undersgke om den nye reagensen var
mer effektiv eller like effektiv som den gamle. Kalsiumfosfat-metoden som er lite
effektiv ved transfeksjon av PC-12 celler ble ogsa brukt som kontroll i tilegg til en
negativ kontroll uten tilsatt DNA. Cellene ble transfektert med forskjellig mengde
Metafectene PRO og 1 pg rsv-luc. Rsv-luc plasmidet inneholder et gen som koder
for ildflue luciferase og er drevet av en sterk promotor, Rous sarcoma virus.
Skalene ble inkubert med transfeksjonsreagensen i 3 timer. Luciferaseaktiviteten
ble malt 48 timer etter transfeksjonens start. Metafectene PRO viste seg a gi god
transfeksjonseffektivitet i PC-12 cellene (Se figur 3.4). Transfeksjon med 2 ul
Metafectene PRO viste seg a gi bedre transfeksjonseffektivitet enn Lipofectamin,
mens 1 ul av reagensen var omtrent pa lik linje med Lipofectamin. En valgte derfor
a bruke Metafectene PRO i videre forsgk. Siden metoden ikke var optimalisert for
denne celletypen ble det ngdvendig & optimalisere metoden fer en gikk i gang med

videre transfeksjons studier.
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Figur 3.4: Effektiviteten til transfeksjonsreagensen Metafectene PRO. PC-12 celler ble
transfektert med 1ug rsv-luc og 1, 2, 4, 8 eller 12 ul Metafectene PRO. Inkuberingstiden var
3 timer. Cellene ble hgstet 48 timer etter start av transfeksjon, og ildflue
luciferaseaktiviteteten malt. Diagrammet viser ildflue luciferaseaktiviteten ved de ulike
behandlingene som ratio av den Lipofectamintransfekterte i hvert forsgk (Lipofectamin
transfektert = 1). Verdiene er hentet fra uavhengige forsok og uttrykt som gjennomsnitt +
SD, hvorn=4-7.

3.2.5 Optimalisering av Metafectene PRO

Mengde transfeksjonsreagens

Siden 2 ul Metafectene PRO ga best transfeksjonseffektivitet ble denne satt til

optimal mengde reagens. En optimaliserte videre med hensyn pa inkuberingstid og

DNA mengde.

Inkuberingstid

PC-12 celler ble transfektert med 2 ul Metafectene PRO og 1 pg rsv-luc ved

forskjellig inkuberingstid, 3 og 24 timer. En inkuberingstid pa 24 timer ga best

transfeksjonseffektivitet, men 3 timer var ogsa effektivt (se figur 3.5).
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Figur 3.5: Optimalisering av innkuberingstid for transfeksjonsregensen Metafectene
PRO. PC-12 celler ble transfektert med 1ug rsv-luc og 2 ul Metafectene PRO.
Innkuberingstiden var 3 eller 24 timer. Cellene ble hgstet 48 timer etter start av
transfeksjon, og ildflue luciferaseaktiviteteten —malt. Diagrammet viser ildflue
luciferaseaktiviteten ved de to behandlingene som ratio av den Lipofectamintransfekterte i
hvert forsgk (Lipofectamintransfektert = 1). Verdiene er hentet fra uavhengige forsgk og
uttrykt som gjennomsnitt £ SD, hvorn =6 - 7.

DNA-mengde

PC-12 celler ble transfektert med 2 pl Metafectene PRO, og forskjellig mengde rsv-
luc: 0.5, 1.0 og 1.5 ug. Skalene ble inkubert i 24 timer. Transfeksjon med 1 pg rsv-
luc viste seg a gi god transfeksjonseffektivitet, men 1.5 ug var ogsa veldig effektiv

(se figur 3.6).
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Figur 3.6: Optimalisering av DNA mengde ved bruk av transfeksjonreagensen
Metafectene PRO. PC-12 celler ble transfektert med 0.5, 1.0 og 1.5 ug rsv-LUC, og 2 ul
Metafectene PRO. Inkubeingstiden var 24 timer. Cellene ble hastet 48 timer etter start av
transfeksjon, og ildflue luciferaseaktiviteteten —malt. Diagrammet viser ildflue
luciferaseaktiviteten til de ulike behandlingene som ratio av den Lipofectamintransfekterte i
hvert forsgk (Lipofectamintransfektert = 1). Verdiene er hentet fra uavhengige forsgk og
uttrykt som gjennomsnitt £+ SD hvorn = 3 - 6.
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3.2.6 Undersgkelse av toksisiteten til Metafectene PRO

Celledad

Det ble undersgkt i hvilken grad transfeksjonsreagensen Metafectene PRO var
toksisk for cellene. Dette ble gjort ved & inkubere PC-12 celler med 2 ul
Metafectene PRO i 3 eller 24 timer. Cellene ble farget med trypanbla 48 timer etter
transfeksjonens start, og levende og dgde celler talt. Transfeksjonsreagensen viste
seg a veere lite toksisk, og det var liten forskjell i toksisitet mellom 3 og 24 timer

inkubering med reagensen (se figur 3.7 og tabell 3.1).
Toksisiteten til Metafectene PRO
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Figur 3.7 Toksisiteten til transfeksjonsregensen Metafectene PRO. PC-12 celler ble
enten beholdt ubehandlet eller inkubert med 2 ul Metafectene PRO i 3 eller 24 timer.
Cellene ble farget med ftrypanbld 48 timer etter transfeksjonens start, og
transparente/levende og dode/blé celler talt. Diagrammet viser celledad som % av det
totale celleantallet. Verdiene er hentet fra uavhengige forsgk og uttrykt som gjennomsnitt +
SD, hvor n = 2-5.

Tabell 3.1: Toksisiteten til transfeksjonsregensen Metafectene PRO. Tabellen viser verdiene
som danner grunnlaget for figur 3.7.

Ubehandlet Eksponert i 3 timer Eksponert i 24 timer
% celledgd + SD 0.37£0.27 1.67 £ 2.36 2.46 +2.27
n=25
Antall dgde celler + 1.63+1.19 7.33 £10.37 10.80 + 9.96

SD (gjennomsnittlig
totalt celleantall = 439)
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Transfekterte celler

Det ble undersgkt om de transfekterte cellene var dgde eller levende, og andelen
av det totale celleantallet i skalene som var transfektert. Dette ble gjort ved a
transfektere PC-12 celler med 2 pl Metafectene PRO og 1 ug B-GFP. Plasmidet
B-GFP koder for et grent fluorescens protein som kan detekteres i et
fluorescensmikroskop ved innsending av blatt lys (se figur 3.8). Skalene ble
inkubert i 3 eller 24 timer. Cellene ble farget med trypanbla 48 timer etter
transfeksjonens start. Levende og dede transfekterte celler ble talt.
Transfeksjonseffektiviteteten var som ogsa vist tidligere (se figur 3.5) sterst ved
inkubering i 24 timer (se figur 3.9 og tabell 3.2). Andelen av dede transfekterte

celler var lav (se figur 3.9 og tabell 3.2).

a) b)

Figur 3.8: PC-12 celler transfektert med B-GFP. PC-12 celler transfektert med 1ug B-
GFP og 2 ul Metafectene PRO, og inkubert i 24 timer. (b) Fluorescens fra den samme
cellen markert i (a).
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Figur 3.9: Transfeksjonseffektiviteten til Metafectene PRO. PC-12 celler ble transfektert
med 1ug B-GFP og 2 ul Metafectene PRO. Inkuberingstiden var 3 eller 24 timer. Cellene
ble farget med trypanbla 48 timer etter start av transfeksjon. Det ble sa talt antall
transparente og gronne/levende transfekterte, bla og gronne/dode transfekterte celler.
Diagrammet viser antall transfekterte levende og dode celler som % av det totale
celleantallet. Verdiene er hentet fra uavhengige forsgk og uttrykt som gjennomsnitt + SD,
hvor n = 2-5.

Tabell 3.2 Transfeksjonseffektiviteten til Metafectene PRO. Tabellen viser verdiene som danner
grunnlaget for figur 3.9

Eksponert i 3 timer Eksponert i 24 timer
Levende Dade Levende Dgde
% transfekterte celler + SD | 2.01 + 1.17 0 3.51+2.78 0.07 £ 0.15
n=2>5
Antall transfekterte celler + | 10.27 + 5.98 0 17.94 £+ 14.21 0.35+0.77
SD (gjennomsnittlig totalt
celleantall = 511)
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3.2.7 Effekten av antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor i
transfekterte PC-12 celler

Pre-eksponering med @gstradiol, men ikke vitaminer, nedregulerer aktiviteten til
enzymet y-glutamylcystein syntetase (y-GCS), og reduserer glutationnivaet i cellen.
Dette er tidligere vist i transgene mus (Fallgren, Mathisen et al. 2007). Ved bruk av
en enklere cellemodell (CV-1 celler) kunne en ikke gjenfinne dette fenomenet. En
gnsket derfor & ta i bruk en cellemodell som var mer lik nevroner, og valgte da PC-
12 celler. PC-12 celler ble transfektert med GCS-luc og RL-cmv, og pre-eksponert
med antioksidantene 17a-gstradiol, 17B3-gstradiol, vitaminene C og E, eller
steroidet progesteron. Resultatet viste at aktiviteten til y-GCS promotor ikke ble
pavirket av antioksidant- eller progesteronbehandling ved pre-eksponering i 15

minutter (se figur 3.10a) eller 24 timer (se figur 3.10b) i denne cellemodellen.
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Figur 3.10: Aktiviteten til y-GCS promotor ved 15 minutter (a) og 24 timer (b) pre-
eksponering med antioksidanter eller progesteron. PC-12 celler ble transfektert med
GCS-luc og RL-cmv. Ved 15 minutter pre-eksponering (a) ble cellene eksponert for
antioksidanter eller progesteron i 15 minutter 2 dagn etter start av transfeksjon, og nytt
medium satt til. Cellene ble hastet etter ytterligere et dogn. Ved 24 timer pre-eksponering
(b) ble cellene eksponert for antioksidanter eller progesteron i 24 minutter 1 dogn etter start
av transfeksjon, og nytt medium satt til. Cellene ble hgstet etter ytterligere et dagn.
Diagrammene viser luciferaseaktiviteten som ratio av etanolbehandlet i hvert forsgk
(etanolbehandlet = 1). Luciferaseaktiviteten er korrigert med den interne standarden ved &
dele ildflue luciferaseverdiene pa de korresponderende renilla luciferaseverdiene. Verdiene
er hentet fra 3 uavhengige forsok med en parallell, og uttrykt som gjennomsnitt + SD.

Pre-eksponering i 15 minutter (a) eller 24 timer (b): Det var ingen signifikant forskjell mellom
behandlingene (P > 0.05 one way ANOVA, n = 3).
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3.2.8 Effekten av antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor i
transfekterte PC-12 celler med serum og serumdepriverte
celler

Siden behandling med antioksidanter ikke pavirket aktiviteten til y-GCS promotor i
de tidligere forsgksmodellene (se figur 3.2c, 3.3a-c og 3.10a-b), gnsket en a
undersgke om dette kunne komme av at y-GCS promotoren allerede var fullstendig
antioksidant mettet. En mate a endre antioksidant status for cellene pa vil vaere a
utsette cellene for stress og derved gke ROS produksjonen. En valgte &
serumdeprivere cellene siden dette har blitt vist at gir gkt ROS produksjon i PC-12
celler (Tran 2007). | en tidligere studie har det blitt vist at pre-eksponering med
gstradiol, men ikke vitaminer, nedregulerer aktiviteten til y-GCS promotor (Fallgren,
Mathisen et al. 2007). En valgte derfor a sammenligne pre- og kontinuerlig
eksponering med antioksidantene vitaminer og @ostradiol. Det ville da veere
hensiktsmessig & se pa resultatene som ratio av den ubehandlede. Det ble da
ngdvendig a sjekke om behandling med etanol pavirket cellene. PC-12 celler ble
transfektert med GCS-luc og RL-cmv. Cellene ble enten beholdt ubehandlet eller
de ble kontinuerlig eksponert for etanol i 24 timer. Resultatet viste ingen signifikant
forskjell mellom ubehandlede og etanolbehandlede celler (se figur 3.11). En kunne

derfor se pa resultatene som ratio av den ubehandlede.
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Figur 3.11: Ubehandlet sammenlignet med 24 timer kontinuerlig eksponering for
etanol. PC-12 celler ble transfektert med GCS-luc og RL-cmv. Cellene ble eksponert for
etanol i 24 timer et dogn etter start av transfeksjon, og hastet. Diagrammet viser
luciferaseaktiviteten. Luciferaseaktiviteten er korrigert med den interne standarden ved a
dele ildflue luciferaseverdiene pa de korresponderende renilla luciferaseverdiene. Verdiene
er hentet fra uavhengige forsgk og uttrykt som gjennomsnitt + SD, hvor n = 4.

Det var ingen signifikant forskjell mellom ubehandlet og etanolbehandlet (P > 0.05 two-
sample t-test equal vaiances, n =4).

For a se hvilken effekt serumdeprivering har pa y-GCS promotor ble PC-12
transfektert med GCS-luc og RL-cmv. Cellene ble sa enten beholdt i medium med
serum eller de ble serumdeprivert i 24 timer. Resultatet viste aktiviteten til bade y-
GCS (se figur 3.12a) og RL (se figur 3.12b) promotor ble nedregulert ved

serumdeprivasjon.
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Figur 3.12: Aktiviteten til y-GCS (a) og RL (b) promotor i celler med serum og ved 24
timer serumdeprivasjon. PC-12 celler ble transfektert med GCS-luc og RL-cmv.
Serumdepriverte celler ble tilsatt serumfritt medium i 24 timer et dogn etter start av
transfeksjon. Celler med serum og serumdepriverte celler ble hostet 2 dogn etter
transfeksjonens start. Diagram (a) viser ildflue luciferaseaktiviteten, diagram (b) renilla
luciferaseaktiviteten, og diagram (c) Iuciferaseaktiviteten korrigert med den interne
standarden ved & dele ildflue Iuciferaseverdiene pa de korresponderende renilla
luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra uavhengige forsek og uttrykt som gjennomsnitt +
SD, hvor n = 5-6.

lldflue (a) og renilla luciferaseaktiviteten (b): Det var signifikant forskjell mellom serum og
serumdepriverte celler (P < 0.05, two sample t-test equal vaiances, n = 5-6).

lildflue- / renilla luciferaseaktiviteten (c): Det var ingen sigifikant forskjell mellom serum og
serumdepriverte celler (P > 0.05, two sample t-test equal vaiances, n = 5-6).
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Siden y-GCS og RL promotor aktiviteten ble nedregulert ved serumdeprivasjon. Ble
det undersgkt om dette kunne komme av hgyere celledoed og/eller lavere

transfeksjonseffektivitet.

Celledgden ble undersgkt ved at PC-12 celler ble beholdt i medium med serum
eller serumdeprivert i 24 eller 48 timer. Resultatet viste at celledgden var 2 og 3.5
% hgyere ved 24 og 48 timer serumdeprivasjon sammenlignet med celler med
serum (se figur 3.13 og tabell 3.3). | serumdepriverte skaler var det enkelte

omrader med hgy celledad (se figur 3.14b-c).

Transfeksjonseffektiviteten ble undersgkt ved at PC-12 celler ble transfektert med
B-GFP og RL-cmv. Cellene ble enten beholdt i medium med serum eller
serumdeprivert i 24 timer. Resultatet viste at transfeksjonseffektiviteten var 60 %

hayere i celler med serum enn serumdepriverte celler (se figur 3.15 og tabell 3.4).
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Effekten av serumdeprivasjon pa celleded

% celledad
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Serum Serumdeprivert: Serumdeprivert:
24 timer 48 timer

Figur 3.13: Effekten av serumdeprivasjon pa celledod. Serumdepriverte PC-12 celler
ble deprivert i 24 eller 48 timer far cellene ble hastet. Cellene ble hgstet etter 48 timer.
Diagrammet viser celledgden som % av det totale celleantallet. Verdiene er hentet fra
uavhengige forsgk og uttrykt som gjennomsnitt + SD, hvor n = 2-4.

Tabell 3.3 Effekten av serumdeprivasjon pa celleded. Tabellen viser verdiene som danner
grunnlaget for figur 3.13

Serum Serumdeprivert: 24 Serumdeprivert: 48
timer timer
% celledgd + SD 0.37 £0.27 2.37 +2.57 3.86 + 2.64
n=2-4
Antall transfekterte 1.37 £ 1.00 8.75+9.48 14.24 +9.74
celler + SD
(giennomsnittlig totalt
celleantall = 369)
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Figur 3.14: Celledad ved serumdeprivasjon. PC-12 celler ble beholdt ubehandiet (a) eller
de ble serumdeprivert i 48 (b-c) timer for de ble hastet. Cellene ble hastet etter 48 timer.
Mikroskopibildene viser fasekontrast bilder av celler behandlet med trypanbléa. Bilde (a) viser
ubehandlede celler, bilde (b og c) viser 48 timer serumdepriverte celler tatt fra samme skal.
Bla celler er dgde og transparente levende. De dade / bla cellene 14 ofte for seg selv.
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Figur 3.15: Transfeksjonseffektiviteten i serum samenlignet med serumdepriverte
celler. PC-12 celler ble transfektert med B-GFP. Serumdepriverte celler ble deprivert i 24
timer 1 dagn etter start av transfeksjon. Cellene ble hgstet 48 timer etter transfeksjonens
start. Diagrammet viser transfekterte celler som % av det totale celleantallet. Verdiene er
hentet fra uavhengige forsgk og uttrykt som gjennomsnitt + SD, hvor n = 3.

Tabell 3.4 Transfeksjonseffektiviteten i serum sammenlignet med serumdepriverte celler.
Tabellen viser verdiene som danner grunnlaget for figur 3.15.

Serum Serumdeprivert
Levende Dade Levende Dade
% transfekterte celler +SD | 2.76 + 1.19 0 1.62 +£0.75 0
n=23
Antall transfekterte celler + | 9.80 + 4.22 0 5.75 £ 2.66 0
SD (gjennomsnittlig totalt
celleantall = 355)

Det ble sa testet for effekten av antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor.
PC-12 celler ble transfektert med GCS-luc og RL-cmv. Cellene ble enten beholdt i
medium med serum eller serumdeprivert i 24 timer, og pre-eksponert med 17a-
gstradiol eller kontinuerlig eksponert med 17a-gstradiol og vitaminene C og E.
Resultatet viste ingen effekt i celler med serum (se figur 3.16). | serumdepriverte
celler ble aktiviteten til y-GCS promotor nedregulert med 30-35 % ved kontinuerlig

eksponering med antioksidanten 17a-gstradiol (se figur 3.17a-b).
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Figur 3.16: Aktiviteten til y-GCS promotor ved 24 timer pre- eller kontinuerlig
eksponering med antioksidanter. PC-12 celler ble transfektert med GCS-luc og RL-cmv.
Cellene ble eksponert for antioksidanter samtidig med transfeksjon og nytt medium satt til
etter 24 timer (pre-eksponering), eller de ble eksponert for antioksidanter i 24 timer et dggn
etter transfeksjon (kontinuerlig eksponering). Cellene ble hagstet 2 degn etter start av
transfeksjon. Diagrammet viser luciferaseaktiviteten som ratio av den ubehandlede i hvert
forsok (ubehandlet = 1). Luciferaseaktiviteten er korrigert med den interne standarden ved a
dele ildflue luciferaseverdiene pa de korresponderende renilla luciferaseverdiene. Verdiene
er hentet fra uavhengige forsek og uttrykt som gjennomsnitt £ SD, hvor n = 4-6.

Det var ingen signifikant forskjell mellom behandlingene (P > 0.05 one way ANOVA, n = 4-
6).
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Figur 3.17: Aktiviteten til y-GCS promotor ved 24 timer serumdeprivasjon, og 24
timer pre- eller kontinuerlig eksponering med antioksidanter. PC-12 celler ble
transfektert med GCS-luc og RL-cmv. Cellene ble eksponert for antioksidanter samtidig
med transfeksjon og nytt medium satt til etter 24 timer (pre-eksponering), eller de ble
eksponert for antioksidanter i 24 timer etter transfeksjonens start (kontinuerlig eksponering).
Cellene ble serumdeprivert | 24 timer et dggn etter start av transfeksjon, og hastet.
Diagrammene viser luciferaseaktiviteten som ratio av den serumdepriverte i hvert forsgk
(serumdeprivert = 1). Diagram (a) viser luciferaseaktiviteten korrigert med den interne
standarden ved & dele ildflue Iuciferaseverdiene pé& de korresponderende renilla
luciferaseverdiene. Diagram (b) viser ildflue luciferaseaktiviteten. Verdiene er hentet fra
uavhengige forsok og uttrykt som gjennomsnitt + STD, hvor n = 4-6.

Ildflue- / renilla luciferaseaktiviteten (a) og ildflue luciferaseaktiviteten (b): 24 timer
kontinuerlig eksponering med 17a-gstradiol var signifikant forskjellig fra 24 timer pre-
eksponering med 17a-gstradiol og 24 timer kontinuerlig eksponering med vitaminer (P <
0.05 one way ANOVA, n = 4-6).
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3.2.9 Betydningen av antioksidanters lokalisering i cellen for deres
pavirkning pa aktiviteten til y-GCS promotor i transfekterte PC-
12 celler

Siden a-gstradiol nedregulerer y-GCS promotoraktiviteten i serumdepriverte PC-12
celler og ikke vitaminene C og E (se figur 3.17a-b), var det gnskelig a undersgke
om dette kunne komme av antioksidantenes lokalisering i cellen. Vitamin E er
hydrofob og konsentreres i membraner (Monroe, Jurchen et al. 2005). Det ble
derfor benyttet modifisert g@stradiol, 17-eicosa-gstradiol, som innehar en
fettsyrehale og som derfor vil assosiere med membraner. Celler med serum eller
serumdepriverte celler transfektert med GCS-luc og RL-cmv ble kontinuerlig
eksponert for 17a-gstradiol eller 173-eicosa-gstradiol i 24 timer. Resultatet viste
ingen effekt i celler med serum (se figur 3.18a og c). | serumdepriverte celler
nedregulerte 17a-gstradiol, men ikke 17B-eicosa-gstradiol y-GCS
promotoraktiviteten (se figur 3.19a og c). 17a-gstradiol sin nedregulering av y-GCS

promotoraktiviteten var pa 40-45 % av serumdepriverte celler alene (se figur 3.19a

0g C).
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Figur 3.18: Aktiviteten til y-GCS promotor ved 24 timer kontinuerlig eksponering med
17a-gstradiol eller 17B-eicosa-gstradiol. PC-12 celler ble transfektert med GCS-luc og
RL-cmv. Cellene ble eksponert for antioksidanter i 24 timer et dggn etter transfeksjonens
start, og hgstet. Diagrammet viser luciferaseaktiviteten som ratio av den etanol- eller DMSO
behandlede i hvert forsgk (etanol- / DMSO behandlet = 1). 17a-gstradiol ble l@st i etanol og
17B-eicosa-gstradiol i DMSO. Diagram (a) viser ildflue luciferaseaktiviteten, diagram (b)
renilla luciferaseaktiviteten og diagram (c) luciferaseaktiviteten korrigert med den interne
standarden ved & dele ildflue Iuciferaseverdiene pa de korresponderende renilla
luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra uavhengige forsgk og uttrykt som gjennomsnitt +
SD, hvor n = 5-6.

lildflue- (a), renilla- (b) og ildflue- / renilla luciferaseaktiviteten (c): Det var ingen signifikant
forskjell mellom de to behandlingene (P > 0.05 two sample t-test equal eller unequal
variances n = 5-6 ).
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Figur 3.19: Aktiviteten til y-GCS promotor ved 24 timer kontinuerlig eksponering med
17a-ostradiol eller 17B-eicosa-gstradiol i serumdepriverte celler. PC-12 celler ble
transfektert med GCS-luc og RL-cmv. Et dggn etter start av transfeksjon ble cellene
eksponert for antioksidanter i 24 timer og serumdeprivert i 24 timer, og hastet.
Diagrammene viser luciferaseaktiviteten som ratio av den serumdepriverte i hvert forsgk
behandlet med etanol- eller DMSQO (serumdepriver: etanol- eller DMSO behandlet =
1).Diagram (a) viser ildflue luciferaseaktiviteten, diagram (b) renilla luciferaseaktiviteten og
diagram (c) luciferaseaktiviteten korrigert med den interne standarden ved & dele ildflue
luciferaseverdiene pa de korresponderende renilla luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra
uavhengige forsgk og uttrykt som gjennomsnitt + SD, hvor n = 5-6.

Ildflue (a) og ildflue- / renilla luciferaseaktiviteten (c): 17a-gstradiol var signifikant forskjellig
fra 17B- eicosa-gstradiol (P < 0.05 two sample t-test equal variances, n = 5-6).

Renilla luciferaseaktiviteten (b): Det var ingen signifikant forskjell mellom behandlingene (P
> 0.05 two sample t-test equal variances, n = 5-6).
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3.2.10 Effekten av antioksidanter sammen med tilfert glutation pa
aktiviteten til y-GCS promotor i transfekterte PC-12 celler

Syntesen av glutation reguleres blant annet av en negativ feedback mekanisme
(Griffith 1999). En gnsket a se om tilfgring av glutation ville nedregulere aktiviteten
til y-GCS promotor. For a se hvilken effekt tilfart glutation har pa y-GCS promotor
ble det farst kjort to paralleller med PC-12 celler. En parallell var med serum og en
med serumdepriverte celler med eller uten tilfgrt glutation. Cellene var transfektert
med GCS-luc og RL-cmv. Resultatet viste at aktiviteten til y-GCS promotor ikke ble
pavirket av tilfart glutation i celler med serum. | serumdepriverte celler var det en

tendens til nedregulering, men denne var ikke signifikant (se figur 3.20a og c).
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Figur 3.20: Effekten av tilfert glutation pa aktiviteten til y-GCS og RL promotor. PC-12
celler ble transfektert med GCS-luc og RL-cmv, og samtidig eksponert for glutation i 48
timer. Serumdepriverte celler ble deprivert i 24 timer et dogn etter start av transfeksjon.
Cellene ble hgstet to dogn etter transfeksjonens start. Diagrammene viser
luciferaseaktiviteten i celler med serum og ved serumdeprivasjon med eller uten tilfart
glutation. Diagram (a) viser ildflue luciferaseaktiviteten, diagram (b) renilla
luciferaseaktiviteten, og diagram (c) Iuciferaseaktiviteten korrigert med den interne
standarden ved & dele ildflue Iuciferaseverdiene pa de korresponderende renilla
luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra uavhengige forsek og uttrykt som gjennomsnitt +
SD, hvor n = 4-5. Det ble sammenlignet mellom celler med serum eller serumdepriverte
celler med eller uten tilsatt glutation.

lldflue- (a), renilla (b) og ildflue- / renilla luciferaseaktiviteten (c): Det var ingen signifikant
forskjell mellom behandlingene (P > 0.05 two sample t-test equal, n = 4-5).
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Siden antioksidanten 17a-gstradiol nedregulerer y-GCS promotor aktiviteten i
serumdepriverte PC-12 celler (se figur 3.17a-b og 3.19a og c) var det gnskelig a se
om tilfgring av glutation kunne reversere denne effekten. Dette var antatt fordi man
ikke kunne se denne effekten i celler med serum. Serumdeprivering vil tgmme
glutationlagrene i cellen som falge av gkt ROS produksjon ved utsettelse for stress.
Celler med serum og serumdepriverte celler ble pre-eksponert for 17a-gstradiol
eller kontinuerlig eksponert for 17a-gstradiol, og vitaminene C og E, og tilsatt enten
1.33 mM eller 2.67 mM glutation i 48 timer. Cellene var transfektert med GCS-luc
og RL-cmv. Resultatet viste at i celler med serum ble RL promotor aktiviteten
pavirket av antioksidantbehandling (se figur 3.21b). En valgte derfor & se pa ildflue
luciferaseaktiviteten uten korrigering med den interne standarden. Resultatet viste
at y-GCS promotor ikke ble pavirket av glutation og antioksidanter i celler med
serum (se figur 3.21a). | serumdepriverte celler samsvarte renilla
luciferaseaktiviteten (se figur 3.22b) med variasjonen i ildflue luciferaseaktiviteten
(se figur 3.22a). En valgte derfor a se pa luciferaseaktiviteten korrigert med den
interne standarden. Resultatet viste at glutation ikke var i stand til & konkurrere ut

effekten av 17a-gstradiol sett tidligere (se figur 3.22a og c).
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Figur 3.21: Effekten av tilfert glutation sammen antioksidanter pa aktiviteten til y-
GCS promotor. PC-12 celler ble transfektert med GCS-luc og RL-cmv. Cellene ble
eksponert for glutation i 48 timer fra start av transfeksjon, og for antioksidanter i 24 timer et
dagn etter transfeksjonens start, og hastet. Diagrammene viser luciferaseaktiviteten som
ratio av den ubehandlede i hvert forsgk (ubehandlet = 1). Diagram (a) viser ildflue
luciferaseaktiviteten og diagram (b) renilla luciferaseaktiviteten. Verdiene er hentet fra
uavhengige forsgk og uttrykt som gjennomsnitt £ SD, hvorn = 5

Ildflue luciferaseaktiviteten (a): Det var ingen signifikant forskjell mellom antioksidant
behandlingene (P > 0.05 two-sample t-test, equal variances).

Renilla luciferaseaktiviteten (b): kontinuerlig eksponering med 17a-gstradiol var signifikant
forskjellig fra kontinuerlig eksponering med vitamin C og E ved konsentrasjonene 1.33 mM
og 2.67 mM glutation ( P < 0.05 two-sample t-test, equal variances, n = 5).
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Figur 3.22: Effekten av tilfert glutation sammen antioksidanter pa aktiviteten til y-
GCS promotor i serumdeprivert celler. PC-12 celler ble transfektert med GCS-luc og RL-
cmyv, og samtidig eksponert for glutation i 48 timer. Cellene ble serumdeprivert og eksponert
for antioksidanter i 24 timer et dagn etter transfeksjonens start, og hgstet. Diagrammene
viser luciferaseaktiviteten som ratio av den serumdepriverte i hvert forsok (serumdeprivert =
1). Diagram (a) viser ildflue luciferaseaktiviteten, diagram (b) renilla luciferaseaktiviteten, og
diagram (c) luciferaseaktiviteten korrigert med den interne standarden ved & dele ildflue
luciferaseverdiene pa de korresponderende renilla luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra
uavhengige forsek og uttrykt som gjennomsnitt + SD, hvor n = 5-6.

lldflue (a) og ildflue- / renilla luciferaseaktiviteten (c): kontinuerlig eksponering med 17a-
gstradiol var signifikant forskjellig fra kontinuerlig eksponering med vitaminene C og E ved
konsentrasjonene 1.33 mM og 2.67 mM glutation (P < 0.05 two-sample t-test equal
variances, n = 5-6).

Renilla luciferaseaktiviteten (b): Det var ingen signifikant forskjell mellom antioksidant
behandlingene (P > 0.05 two-sample t-test, equal, n = 5-6).
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3.2.11 Effekten av transkripsjonsfaktoren Nrf2 sammen med
antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor i transfekterte
PC-12

y-GCS innehar flere antioksidant respons elementer (ARE) som reguleres av blant
annet transkripsjonsfaktorene Nrf1 og Nrf2. En gnsket & undersgke om gstradiol
virker via ARE nar den skrur ned ekspresjonen av y-GCS promotor. Dette ble gjort
ved a overstimulere Nrf2 responselementet og samtidig eksponere cellene for 17a-

gstradiol.

For & se hvilken effekt transkripsjonsfaktoren Nrf2 har pa y-GCS promotor ble det
kjgrt to paralleller med celler. Den ene parallellen ble transfektert med GCS-luc og
RL-cmv alene og den andre sammen med Nrf2 enten med serum eller
serumdeprivert. Resultatet viste en tendens til egkning av y-GCS promotor
aktiviteten ved overuttrykking av transkripsjonsfaktoren Nrf2 i celler med serum og i

serumdepriverte celler (se figur 3.23a og ¢ ).
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Figur 3.23: Aktiviteten til y-GCS og RL promotor i celler med serum og
serumdepriverte celler overuttrykt med transkripsjonsfaktoren Nrf2. PC-12 celler ble
transfektert med GCS-luc og RL-cmv alene eller sammen med Nrf2. Serumdepriverte celler
ble deprivert i 24 timer et dogn etter start av transfeksjon. Cellene ble hgstet 2 dagn etter
transfeskjonens start. Diagram (a) viser ildflue luciferaseaktiviteten, diagram (b) renilla
luciferaseaktiviteten, og diagram (c) Iuciferaseaktiviteten korrigert med den interne
standarden ved & dele ildflueluciferaseverdiene pé& de korresponderende renilla
luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra uavhengige forsek og uttrykt som gjennomsnitt +
SD, hvor n = 3-4.

lldflue- (a), renilla- (b) og Idflue- / renilla luciferaseaktiviteten (c): Det var ingen signifikant
forskjell mellom celler uten eller med overuttrykking av Nrf2 (P > 0.05, two sample t-test
equal variances, n = 3-4).
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Det ble sa undersgpkt effekten av antioksidanter i celler overuttrykt med
transkripsjonsfaktoren Nrf2. Celler transfektert med GCS-luc, RL-cmv og Nrf2 med
serum eller serumdeprivert ble pre-eksponert med 17a-gstradiol eller kontinuerlig
eksponert med 17a-gstradiol, og vitaminene C og E. Resultatet viste at aktiviteten
til y-GCS promotoren ikke ble pavirket av behandling med 17a-gstradiol i celler
med serum (se figur 3.24a og c). | serumdepriverte celler ble RL promotoren
pavirket av behandling med 17a-gstradiol (se figur 3.25b). En valgte derfor & se pa
resultatet uten korrigering med den interne standarden. Resultatet viste da at
aktiviteten til y-GCS promotoren ikke ble pavirket av behandling med 17a-gstradiol

i serumdepriverte celler (se figur 3.25a).
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Figur 3.24: Aktiviteten til y-GCS promotor i celler overuttrykt med
transkripsjonsfaktoren Nrf2, og enten pre- eller kontinuerlig eksponert med
antioksidanter. PC-12 celler ble transfektert med GCS-luc, RL-cmv og Nrf2. Pre-
eksponerte celler ble eksponert for antioksidanter samtidig med transfeksjon og nytt
medium satt til etter 24 timer. Kontinuerlig eksponerte celler ble eksponert for antioksidanter
i 24 timer et dagn etter start av transfeksjon. Cellene ble hgstet 2 dggn etter
transfeksjonens start. Diagrammene viser luciferaseaktiviteten som ratio av den
ubehandlede i hvert forsgk (ubehandlet = 1). Diagram (a) viser ildflue luciferaseaktiviteten,
diagram (b) renilla luciferaseaktiviteten, og diagram (c) luciferaseaktiviteten korrigert med
den interne standarden ved & dele ildflue luciferaseverdiene pa de korresponderende renilla
luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra uavhengige forsgk og uttrykt som gjennomsnitt +
SD, hvorn = 5.

lldflue- (a), renilla- (b), og ildflue- / renilla luciferaseaktiviteten (c): Det var ingen signifikant
forskjell mellom behandlingene (P > 0.05 one way ANOVA, n =5).
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Figur 3.25: Aktiviteten til y-GCS og promotor i serumdepriverte celler overuttrykt
med transkripsjonsfaktoren Nrf2, og enten pre- eller kontinuerlig eksponert med
antioksidanter. PC-12 celler ble transfektert med GCS-luc, RL-cmv og Nrf2. Pre-
eksponerte celler ble eksponert for antioksidanter samtidig med transfeksjon og nytt
medium satt til etter 24 timer. Kontinuerlig eksponerte celler ble eksponert for antioksidanter
i 24 timer et dagn etter start av transfeksjon. Cellene ble serumdeprivert i 24 timer et dggn
etter transfeksjonens start, og hastet. Diagrammene viser luciferaseaktiviteten som ratio av
den serumdepriverte i hvert forsgk (serumdeprivert = 1). Diagram (a) viser ildflue
luciferaseaktiviteten, diagram (b) renilla luciferaseaktiviteten, og diagram (c)
luciferaseaktiviteten korrigert med den interne standarden ved & dele ildflue
luciferaseverdiene pa de korresponderende renilla luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra
uavhengige forsek og uttrykt som gjennomsnitt + SD, hvor n = 5.

lldflue luciferaseaktiviteten (a): Det var ingen signifikant forskjell mellom behandlingene (P >
0.05 one way ANOVA, n =5).

Renilla luciferaseaktiviteten (b): kontinuerlig eksponering med 17a-gstradiol var signifikant
forskjellig fra pre-eksponering med 17a-gstradiol og kontinuerlig eksponering med vitaminer
(P < 0.05 one way ANOVA, n =5).

Ildflue luciferase- / renilla luciferaseaktiviteten (c): Kontinuerlig eksponering med 17a-
gstradiol var signifikant forskjellig fra pre-eksponering med 17a-gstradiol og kontinuerlig
eksponering med vitaminer (P < 0.05, Kruskal-Wallis test, n =5).
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3.2.12 Effekten av transkripsjonsfaktorene fos og jun sammen med
antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor i transfekterte
PC-12 celler

y-GCS reguleres av blant annet aktivator protein 1 (AP-1) som er en heterodimer av
transkripsjonsfaktorene fos og jun. En gnsket & undersgke om gstradiol virker via
AP-1 nar den skrur ned ekspresjonen av y-GCS promotor. Dette ble gjort ved a

overstimulere AP-1 og samtidig eksponere cellene for 17a-gstradiol.

For & se hvilken effekt transkripsjonsfaktorene fos og jun har pa y-GCS promotor
ble det forst kjart to paralleller med celler. En parallell ble transfektert med GCS-luc
og RL-cmv alene og en sammen med fos og jun. Cellene ble enten dyrket i serum
eller de ble serumdeprivert. Resultatet viste at aktiviteten til y-GCS promotoren ikke
ble pavirket ved overuttrkking med transkripsjonsfaktorene fos og jun i celler med
serum. | serumdepriverte celler ble y-GCS promotor aktiviteten oppregulert ved
overuttrykking med fos og jun, men denne gkningen var ikke signifikant (se figur
3.26c¢).
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Figur 3.26: Aktiviteten til y-GCS og RL promotor i celler med serum og
serumdepriverte celler enten transfektert med GCS-luc og RL-cmv alene eller
sammen med transkripsjonsfaktorene fos og jun. PC-12 celler ble transfektert med
GCS-luc og RL-cmv alene, eller sammen med fos og jun. Serumdepriverte celler ble
deprivert i 24 timer et dagn etter start av transfeksjon. Cellene ble hgstet 2 dagn etter
transfeksjonens start. Diagram (a) viser ildflue luciferaseaktiviteten, diagram (b) renilla
luciferaseaktiviteten, og diagram (c) Iuciferaseaktiviteten korrigert med den interne
standarden ved & dele ildflue Iuciferaseverdiene pa& de korresponderende renilla
luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra uavhengige forsek og uttrykt som gjennomsnitt +
SD, hvor n = 3-7.

Ildflueluciferaseaktiviteten (a, renilla- (b) og lldflue- / renilla luciferaseaktiviteten (c): Det var
ingen signifikant forskjell mellom celler uten eller med overuttrykking av fos og jun (P > 0.05
two sample t-test equal variances, n = 3-7).
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Det ble sa undersgkt effekten av antioksidanter pa celler overuttrykt med
transkripsjonsfaktorene fos og jun. Celler transfektert med GCS-luc, RL-cmv, fos og
jun med serum eller serumdeprivert ble pre-eksponert med 17a-gstradiol eller
kontinuerlig eksponert med 17a-gstradiol, og vitaminene C og E. Resultatet viste at
aktiviteten til y-GCS promotor ikke ble pavirket av antioksidanter i celler med serum
(se figur 3.27a og c). | serumdepriverte celler ble y-GCS promotor aktiviteten
nedregulert med 25-35 % i celler kontinuerlig eksponert for antioksidanten 17a-

gstradiol (se figur 3.28a og c).
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Figur 3.27: Effekten av antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor i celler med
serum overuttrykt med transkripsjonsfaktorene fos og jun. PC-12 celler ble transfektert
med GCS-luc, RL-cmv, fos og jun. Pre-eksponerte celler ble eksponert for antioksidanter
samtidig med transfeksjon og nytt medium satt til etter 24 timer. Kontinuerlig eksponerte
celler ble eksponert for antioksidanter i 24 timer et dagn etter start av transfeksjon. Cellene
ble hastet 2 dagn etter transfeksjonens start. Diagrammene viser luciferaseaktiviteten som
ratio av den ubehandlede i hvert forsgk (ubehandlet = 1). Diagram (a) viser ildflue
luciferaseaktiviteten, diagram (b) renilla luciferaseaktiviteten, og diagram (c)
luciferaseaktiviteten korrigert med den interne standarden ved & dele ildflue
luciferaseverdiene pa de korresponderende renilla luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra
uavhengige forsgk og uttrykt som gjennomsnitt + SD, hvor n = 4 — 6.

lldflue- (a) og ildflue- / renilla luciferaseaktiviteten (c): Det var ingen signifikant forskjell
mellom behandlingene (P > 0.05 oneway ANOVA, n = 4-6).

Renilla luciferaseaktiviteten (b): Det var ingen signifikant forskjell mellom behandlingene (P
> 0.05 Kruskal-Wallis test, n = 4-6).
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Figur 3.28: Effekten av antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor i
serumdepriverte celler overuttrykt med transkripsjonsfaktorene fos og jun. PC-12
celler ble transfektert med GCS-luc, RL-cmv, fos og jun. Pre-eksponerte celler ble
eksponert for antioksidanter samtidig med transfeksjon og nytt medium satt til etter 24
timer. Kontinuerlig eksponerte celler ble eksponert for antioksidanter i 24 timer et degn etter
start av transfeksjon. Cellene ble serumdeprivert i 24 timer et dggn etter start av
transfeksjon, og hastet. Diagrammene viser luciferaseaktiviteten som ratio av den
serumdepriverte i hvert forsgk (serumdeprivert = 1). Diagram (a) viser ildflue
luciferaseaktiviteten, diagram (b) renilla luciferaseaktiviteten, og diagram (c)
luciferaseaktiviteten korrigert med den interne standarden ved & dele ildflue
luciferaseverdiene pa de korresponderende renilla luciferaseverdiene. Verdiene er hentet fra
uavhengige forsgk og uttrykt som gjennomsnitt + SD, hvorn = 4 — 6.

Ildflue- (a) og ildflue- / renilla luciferaseaktiviteten (c): 24 timer kontinuerlig eksponering med
17a-gstradiol var signifikant forskjellig fra 24 timer pre-eksponering med 17a-gstradiol og 24
timer kontinuerlig eksponering med vitaminer (P < 0.05 one way ANOVA, n = 4-6).

Renilla luciferaseaktviviteten (b): Det var ingen signifikant forskjell (P > 0.05 one way
ANOVA, n = 4-6).
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4. Diskusjon

4.1 Celledgdsmodell i nevroner

4.1.1 Bruk av primarkulturer fra kornceller hos rotte til studier av
nevronal funksjon

Korncellekulturer fra rotte kan dyrkes i monolagsprimeerkulturer, og har en meget
uniform cellepopulasjon hvor 80 % av cellene er kornceller (Gallo, Ciotti et al.
1982). Kornceller fra rotte utvikler glutatmatsensitivitet etter noen fa dager i kultur,
og vil pa dette tidspunktet veere tilneermet modne nevroner (Gallo, Ciotti et al. 1982;
Ciani, Groneng et al. 1996). Bruk av korncellekulturer fra rotter er en av de mest
anvendte og best studerte modellene til studier av nevronal utvikling, funksjon og
patologi (Contestabile 2002).

4.1.2 Effekten av glutamat og antioksidanter pa celleded i nevroner

Glutamateksponering ga en signifikant gkning av celledgden i kornceller fra rotte
sammenlignet med bufferkontrollen (se figur 3.1). 100 uM glutamat i kornceller har
tidligere blitt vist & indusere celledad i korncellekulturer fra rotte (Ciani, Groneng et
al. 1996) og at cellene dar via apoptose ved de samme konsentrasjoner har blitt
bekreftet ved tilstedeveerelse av apoptotiske markgrer (Slagsvold, Rosseland et al.
2003). ROS og RNS er involvert i glutamatindusert celledgd (Coyle and Puttfarcken
1993). | trad med dette oppnas signifikant beskyttelse mot glutamatindusert
celledad ved fierning av ROS og RNS (Mathisen, Thorkildsen et al. 2007). Tidligere
studier har vist at antioksidantene vitamin C og E har nevronbeskyttende effekt
(Khanna, Roy et al. 2003; Osakada, Hashino et al. 2003; Fallgren, Mathisen et al.
2007). En hadde problemer med & reprodusere den nevronbeskyttende effekten til
vitaminer. Dette kan komme av at celledad kan induseres av andre mekanismer i
tillegg til ROS og RNS. Ca** kan aktivere enzymer som produserer ROS og RNS

(se 1.2.5). | tillegg kan Ca” aktivere proteiner som direkte bidrar til
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cellegdeleggelse som proteasen calpain 1. Calpain 1 kan degradere opptil flere
viktige strukturelle proteiner som tubulin og mikrotubuli assosierte proteiner (Siman
and Noszek 1988). Calpain 1 kan ogsa klgyve og derved inaktivere proteiner av
Bcl-2 familien som er viktige inhibitorer av celledad (Nakagawa and Yuan 2000;
Ling, Liebes et al. 2002). Proteiner av Bcl-2 familien deltar i reguleringen av
permeabiliteten til mitokondrienes ytre membran. Inaktivering av Bcl-2 proteiner kan
fare til frigjgringen av kaspaseaktiverende molekyler som cytochrome ¢ og kaspase
uavhengige “death factors” fra mitokondrienes intermembrane rom til cytosol
(Green and Kroemer 2004; Jeong and Seol 2008). En annen arsak kan veere at
mild glutamat toksisitet vil initiere apoptose, mens sterkere "insults” vil resultere i

nekrose som falge av starre cellulaere skader (Steller 1995).

4.2 Promotorstudier

4.2.1 Bruk av cellelinjer til promotorstudier

Cellelinjer er basert pa celler fra normalt vev som vedlikeholdes gjennom et visst
antall delinger. En cellelinje vil inneha karakteristiske trekk fra det vevet det
stammer fra. Kontinuerlige cellelinjer baserer seg pa kreftceller som deler seg i
kultur. Disse cellene har mistet mye av sin opprinnelige cellesyklusregulering.
Primaerkulturer vil i starre grad enn cellelinjer veere lik de cellene man finner in vivo,
og studier i primaerkulturer vil derfor i stgrre grad reflektere de prosessene som
forekommer in vivo. | motsetning til primaerkulturer er cellelinjer lettere a
vedlikeholde i kultur, og reproduserbarheten fra forsgk til forsgk er bedre.
Primeerkulturer krever mer kompliserte dyrkningsbetingelser og er mer utsatt for
ytre pavirkninger enn hva som er tilfellet med en cellelinje. Siden primaerkulturer
stammer fra flere forskjellige dyr i motsetning til en cellelinje hvor alle cellene har
opphav i en felles stampopulasjon vil reproduserbarheten vaere darligere. Fordelen
ved bruk av kornceller er at disse utvikler funksjonelle glutamatreseptorer i kultur.
Stimulering av glutamatreseptorer fgrer blant annet til produksjon av ROS/RNS

(Coyle and Puttfarcken 1993). Det er derimot ingen effektiv metode for transfeksjon
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av kornceller. CV-1 cellelinjen er lett a transfektere, men det er ingen kjente studier
gjort pa stimulering av ROS/ RNS produksjonen. PC-12 celler er mer lik nevroner,
og utvikler nerveutlgpere ved tilsetting av "nerve growth factor” (NGF) i serumfritt
medium (Greee and Kaplan 1995). Det er ogsa vist at serumdeprivasjon stimulerer
ROS produksjonen i PC-12 celler (Satoh, Sakai et al. 1996; Tran 2007) (se 1.2.2).

4.2.2 Effekten av antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor

Det er tidligere vist at antioksidantene vitamin C og E og @stradiol og steroidet
progesteron beskytter mot nevrondegenerering (Fallgren, Mathisen et al. 2007).
Pre-kondisjonering med gstradiol, men ikke vitaminer fgrer til at den
nevronbeskyttende effekten mistes. Dette skjer ved nedregulering aktiviteten til y-
glutamylcystein syntetase (y-GCS) promotor som danner det
hastighetsbegrensende trinnet i glutationsyntesen. Dette er tidligere vist i transgene
mus (Fallgren, Mathisen et al. 2007). Det var gnskelig & bruke promotorstudier for &
undersgke om @stradiol virker via ARE- eller AP-1 responselement nar den skrur
ned aktiviteten til y-GCS promotor. Siden en hadde problemer med
reproduserbarhet i primeerkulturer av rotte, og korncellene er vanskelig a

transfektere valgte en a ta i bruk CV-1 cellelinjen.

4.2.3 Bruk av reportergen i promotorstudier

Transfeksjon med et reportergen er en metode som kan brukes for & undersgke om
det er dannet funksjonelt protein fra de genpromotorene som studeres. | disse
forsgkene ble det brukt et gen som koder for enzymet ildflue luciferase. Aktiviteten
til ildflue luciferase-enzymet vil da kunne males for & se om antioksidantbehandling
gir en reduksjon i y-GCS promotor aktiviteten i forhold til kontrollskaler. Enzymet
ildflue luciferase trenger luciferin, ATP og O, som substrat og katalyserer

reaksjonene:
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Mg®*

luciferase + luciferin + ATP < luciferasecluciferyl-AMP + Ppi

luciferasecluciferyl-AMP + O, — luciferase + oxylluciferin + AMP + CO;, + hv

| den forste reaksjonen dannes enzymbundet luciferyl-adenylat. | den andre
reaksjonen undergar luciferyl-adenylat en oksidativ dekarboksylering som
resulterer i dannelsen av CO,, oxyluciferin, adenosin monofosfat (AMP) og lys. Nar
overskudd av substratene settes til ildflue luciferase, lager reaksjonen et lysglimt
som er propsjonal med mengden av ildflue luciferase i reaksjonsblandingen (De
Wet, Wood et al. 1987).

4.2.4 Korrigering for forskjeller i transfeksjonseffektivitet

For at man skal kunne sammenligne forskjellige skaler i transfeksjonsforsgk bgr
alle skalene ha samme antall transfekterte celler. Dette er i praksis ikke mulig a fa
til. Det er derfor ngdvendig & bruke en intern standard som kan korrigere for
variasjoner i transfeksjonseffektivitet. RL-cmv plasmidet inneholder et gen som
koder for renilla luciferase og er drevet av en sterk promotor (cytomegalovirus /
cmv). Dette fgrer til at renilla luciferase vil uttrykkes i alle celler som plasmidet er
transfektert inn i. Aktiviteten til renilla luciferase vil derfor veere proporsjonal med
antall celler som er transfektert, og vil kunne korrigere for eventuelle forskjeller i
transfeksjonseffektivitet mellom skaler med celler. Pa grunn av deres evolusjoneere
opprinnelse har ildflue- og renilla luciferase forskjellige enzym strukturer og
substrat behov. Renilla luciferase bruker coelenterazine som substrat mens ildflue
luciferase bruker luciferin. Dette gjgr det mulig a kotransfektere disse to
reportergenene, da en selektivt kan skille mellom deres respektive bioluminescens
reaksjoner (Grentzmann, Ingram et al. 1998; Stables, Scott et al. 1999). Hvis en
intern standard skal kunne brukes i forsgk der man skal undersgke effekten av en
behandling ma ikke behandlingene pavirke den interne standarden. Renilla

luciferase (RL) viste seg a ikke bli pavirket av antioksidant og progesteron
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behandling i transfekterte CV-1 (se figur 3.2b) og PC-12 celler (figurer ikke vist). |
serumdepriverte PC-12 celler ble RL promotor aktiviteten nedregulert med 75 %
sammenlignet med celler i serum (se figur 3.12b). En oppregulering ble sett i celler
overuttrykt med fos og jun (se figur 3.26b). | celler med serum enten behandlet med
glutation (se figur 3.21b) eller overuttrykt med Nrf2 (se figur 3.25b) ble RL promotor
aktiviteten pavirket av behandling med antioksidant. Selv om den interne
standarden ble pavirket av serumdeprivasjon vil det vaere mulig @ sammenligne
celler med serum og serumdepriverte celler hver for seg. Det samme vil gjelde for
celler overuttrykt med transkripsjonsfaktorene fos og jun. Nedregulering av
promotor aktiviteten ved serumdeprivasjon blir diskutert i (avsnitt 4.3.4). Nar
plasmider kotransfekteres kan dette pavirke genuttrykkingen. Dette er i hovedsak et
problem nar enten kontrollen eller den eksperimentelle reporter vektoren, eller
begge, inneholder veldig sterke promotor elementer (Farr and Roman 1991). RL-
cmv plasmidet inneholder som nevnt over en sterk promotor, og dette kan forklare
gkningen sett pa RL-cmv promotor aktiviteten ved overuttrykking med fos og jun (se
figur 3.26b). Innimellom kan en observere at antioksidantene pavirker den interne
standarden (se figur 3.21b og 3.25b). Det vil derfor veere ngdvendig a kontrollere at
en signifikant observasjon er tilstede med og uten korrigering med den interne

standarden.

4.2.5 Effekten av antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor i
transfekterte CV-1 celler

Siden tidligere promotorstudier var gjort i transgene mus og en gnsket a ta i bruk
transfekterte celler ble det testet forskjellige tidspunkt og lengder av eksponering.
CV-1 celler ga ingen respons pa antioksidant- eller progesteronbehandling i denne
forsgksmodellen (se figur 3.2c og 3.3a-c). Dette kan komme av at cellene ma veere
"stresset” for at antioksidantene skal ha noen effekt pa promotor aktiviteten. Ved
hagyt GSH-niva vil GCS-promotor veere hemmet av negativ feedback (Griffith 1999),
sa ytterligere tilfaring av antioksidanter vil kanskje ikke ha noen effekt. Det

foreligger ingen effektiv metode for ROS indusering i CV-1 celler.
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4.2.6 Optimalisering og undersgkelse av toksisiteten til Metafectene
PRO i PC-12 celler

Siden CV-1 cellene ikke ga respons pa antioksidant- eller progesteron behandling
(se figur 3.2c og 3.3a-c) valgte en a ta i bruk PC-12 celler. Kalsiumfosfat metoden
som ble brukt for transfeksjon av CV-1 cellene er lite effektiv i PC-12 celler. En
valgte derfor a teste ut et nytt transfeksjonsreagens, Metafectene PRO.
Metafectene PRO var ikke optimalisert for denne celletypen. Optimalisering var

derfor ngdvendig far en satte i gang med forsgk i PC-12.

Det ble testet mengde av transfeksjonsreagens fra 1-12 pul, hvor 1 og 2 ul
Metafectene PRO ga god transfeksjonseffektivitet (se figur 3.4). 2 yl Metafectene
PRO ga 39 % hayere transfeksjonseffektivitet enn 1 yl. En valgte derfor & ga videre
med 2 pl transfeksjonsreagens. Det ble sa testet to ulike lengder av inkubering, 3
og 24 timer, hvor transfeksjonseffektiviteten var 75 % heyere ved 24 timer (se figur
3.5). En varierte sa mengden DNA mellom 0.5-1.5 pl hvor 1 og 1.5 ug ga god
transfeksjonseffektivitet (se figur 3.6). En valgte & ga videre med 1 yg DNA da
denne ga litt hgyere transfeksjonseffektivitet. Ved undersgkelse av toksisiteten til
transfeksjonsreagensen var celledgden under 2.5 % av det totale celleantallet (se
figur 3.7 og tabell 3.1). Antall transfekterte celler per skal var lav med i giennomsnitt
10 og 18 transfekterte celler av totalt 511 celler ved 3 og 24 timer inkubering. Ved
inkubering i 3 timer var kun levende celler transfektert, mens for 24 timer var 2 %
av de transfekterte cellene dade (se figur 3.9 og tabell 3.2). Selv om kun en liten
andel av det totale celleantallet var transfektert er ildflue luciferase sa folsom at en
allikevel hadde ildflue luciferase malinger i de transfekterte PC-12 cellene pa
mellom 60 000 og 6 000000 (ikke vist). | videre transfeksjonsforsgk med
Metafectene PRO ble det pa bakgrunn av disse resultatene valgt a bruke 2 pl

transfeksjonsreagens og 1 ug DNA med en inkuberingstid pa 24 timer.



107

4.2.7 Effekten av pre-eksponering med antioksidanter pa aktiviteten
til y-GCS promotor i transfekterte PC-12 celler

Da en etter forsgk med ulike antioksidanter og steroidet progesteron ved
forskjellige tidspunkt og lengder av eksponering ikke kunne se noen forandring i
aktiviteten til y-GCS promotor i CV-1 celler og en na hadde en effektiv
transfeksjonsmetode for PC-12 celler ble i den samme forsgksmodellen testet ut i
denne celletypen. En valgte her forst & bruke kun pre-eksponering i enten 15
minutter eller 24 timer siden 24 timer, men ikke 15 minutter, pre-eksponering med
gstradiol hadde gitt nedregulering av y-GCS promotor aktiviteten i tidligere forsgk
utfgrt i transgene mus (Fallgren, Mathisen et al. 2007). En kunne ikke finne igjen

fenomenet i PC-12 celler i denne forsgksmodellen (se figur 3.10a-b).

4.2.8 Effekten av antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor i
transfekterte PC-12 celler med serum og serumdepriverte
celler

Siden behandling med antioksidanter ikke pavirket aktiviteten til y-GCS promotor i
de tidligere forsgksmodellene gnsket en & undersgke om dette kunne komme av at
y-GCS promotor allerede var fullstendig antioksidant mettet. En mate a endre
antioksidant status for cellene pa vil veere a utsette cellene for stress og derved gke
ROS produksjonen. En valgte & serumdeprivere PC-12 cellene. For a korte ned pa
forsgkene ble det valgt & ga videre med 17a-gstradiol og vitaminer. Dette ble gjort
da en tidligere studie har vist at gstradiol, men ikke vitaminer, nedregulerer y-GCS
promotor aktiviteten (Fallgren, Mathisen et al. 2007), og en antok at dette var
antioksidant og ikke reseptor mediert. 17a-gstradiol er som nevnt tidligere sterisk
forskjellig fra 17B-ostradiol og kan ikke binde til gstradiolreseptorer (Green and
Simpkins 2000). Pa grunn av nedkorting av forsgksmodellen ble celler som var pre-
og kontinuerlig eksponert for antioksidanter sammenlignet. De ville av den grunn ha
forskjellig etanolbehandlet kontroll. Det ble derfor undersgkt om etanolbehandling
pavirket luciferaseaktiviteten. Etanolbehandling viste seg a ikke pavirke
luciferaseaktiviteten (se figur 3.11) og en kunne derfor se pa
antioksidantbehandlingene som ratio av den ubehandlede. Fgr en gikk i gang med

forsgk med antioksidanter ble det sett pa effekten av serumdeprivering pa
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transfeksjonseffektiviteten. Serumdeprivering viste seg a nedregulere aktiviteten til
bade y-GCS- og RL promotor og da RL promotor ytterligere enn y-GCS promotor
(se figur 3.12a-b). | serumdepriverte celler ble y-GCS og RL-cmv nedregulert med
53 og 75 % sammenlignet med celler med serum (se figur 3.12a-b). Dersom en
korrigerer ildflue luciferaseaktiviteten med den interne standarden vil en derfor se
at serumdeprivering gker aktiviteten til y-GCS promotor (se figur 3.12c). Dette kan
vaere et uttrykk for at GSH er forbrukt og den negative feedbacken pa GSH
promotor fiernet (Griffith 1999) (se avsnitt 1.4.1). Dette kan undersgkes ved a male
GSH nivaet (Fallgren, Mathisen et al. 2007). Pa grunn av at bade y-GCS og RL
promotor aktiviteten ble nedregulert ved serumdeprivasjon ble det undersgkt om
dette kunne komme av gkt celledad som fglge av utsetting for stress. Celledgden
ved serumdeprivasjon viste seg a veere pa 2-4 % av det totale celleantallet og kan
derfor ikke veere ansvarlig for nedreguleringen av aktiviteten til y-GCS og RL
promotor (se figur 3.13 og tabell 3.3). | serumdepriverte celler fant en i omrader
med single celler hgy celledgd (se figur 3.14b). En undersgkte sa om
nedreguleringen kunne komme av feerre transfekterte celler og hgyere daed i
serumdepriverte celler. | serumdepriverte celler viste det seg a veaere 42 % faerre
transfekterte celler sammenlignet med celler i serum, ingen av disse var dgde (se
figur 3.15 og tabell 3.4). Lavere transfeksjonseffektivitet kan derfor forklare
nedgangen i aktiviteten til y-GCS og RL promotor i serumdepriverte celler. En
valgte pa grunn av forskjell i promotor aktivitet mellom serum og serumdepriverte
celler & se pa behandlingene hver for seg. | tidlige forsgk med PC-12 var det
undersgkt effekten av pre-eksponering med antioksidanter. Av den grunn ble det
forst undersgkt bade pre- og kontinuerlig eksponering med antioksidanter i PC-12
celler med serum. En s& her ingen effekter av antioksidantene (se figur 3.16). Den
sammen forsgksmodellen ble sa benyttet men da med serumdepriverte celler. Det
ble observert en nedgang i y-GCS promotor aktiviteten pa 30-35 % ved kontinuerlig
eksponering for 17a-gstradiol men ikke vitaminer (se figur 3.17a-b). Dette ligner
observasjoner gjort i transgene mus (Fallgren, Mathisen et al. 2007). Det vil veere
ngdvendig a gjgre videre studier for & undersgke om gstradiol gker celledaden.
Dette bgr gjeores for a utelukke at okt celledad er ansvarlig for den observerte
nedgangen i y-GCS promotor aktiviteten. Videre vil det veere interessant a

undersgke om denne nedgangen har en tilsvarende funksjonell betydning for
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overlevelse som sett i rotte nevroner (Fallgren, Mathisen et al. 2007).

4.2.9 Betydningen av antioksidanters lokalisering i cellen

Siden 17a-gstradiol nedregulerer y-GCS promotoraktiviteten i serumdepriverte PC-
12 celler, men ikke vitaminer (se figur 3.17a-b) var det gnskelig & undersgke om
dette kunne komme av forskjellig lokalisering i cellen. Vitamin E er en hydrofob
antioksidant og konsentreres i membraner (Monroe, Jurchen et al. 2005). Pa
bakgrunn av dette ble det benyttet modifisert 173-gstradiol, 173-eicosa-gstradiol,
som innehar en fettsyrehale og derfor vil assosiere med membraner. Celler med
serum viste ingen respons pa behandling med 17a-gstradiol og 17p-eicosa-
gstradiol (se figur 3.18a og c). | serumdepriverte celler ble y-GCS promotor
aktiviteten nedregulert med 40-45 % ved kontinuerlig eksponering for 17a-gstradiol.
Celler behandlet med 17(3- eicosa-gstradiol var derimot upavirket (se figur 3.19a og
c). En kan derfor anta at lokaliseringen til gstradiol har betydning for reguleringen
av y-GCS promotor. Videre studier er ngdvendig for &8 dokumentere at 17p-eicosa-
gstradiol er i membranen, f eks ved a isolere membraner og male mengden. En kan
ogsa underspke dette ved & feste en fluorescerende merkelapp til 17p-eicosa-
gstradiol. Problemet vil da veere hvor en skal feste merkelappen for & beholde den
gjenveerende aktive fenol gruppen. Jstriol har en ekstra OH-gruppe som vil gjere
dette mulig. Fettsyrehalen kunne forstyrre fenolgruppen ved for eksempel a brette
seg rundt molekylet, sa det er ngdvendig a male redoksegenskaper. Det er vist i

nevroner at 173-eicosa-gstradiol beskytter mot celledad (Mirza 2006).

4.2.10 Effekten av tilfert glutation pa aktiviteten til y-GCS promotor

Det er i en tidligere studie hvor det ble benyttet PC-12 celler malt en GSH
utgangskonsentrasjon i ubehandlede celler pa mellom 0.5 og 1.3 mM (gjennomsnitt
0.8 mM). Ettersom kulturene gradvis vokste seg tettere gkte det intracelluleere GSH
nivaet, og viste en 1.5 fold gkning etter 24 timer og en 3 fold gkning etter 48 timer
sammenlignet utgangskonsentrasjonen (Hiroi, Ogihara et al. 2005). Syntesen av
glutation reguleres blant annet av en negativ feedback mekanisme (Griffith 1999).

Hensikten var a se om tilfgring av glutation ville nedregulere y-GCS promotor
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aktiviteten. Det ble her brukt en konsentrasjon pa 1.33 mM glutation i 24 + 24 timer
for promotor aktiviteten ble malt. Resultatet viste at aktiviteten til y-GCS promotor
ikke ble pavirket av en gkning i glutationnivaet i celler med serum, mens
serumdepriverte celler viste en ikke signifikant nedgang (se figur 3.20c). En arsak
til at en ikke sa noen signifikant negativ feedback pa y-GCS promotoren kan veere
at glutationnivaet ikke ble gkt nok. Det ble gjort et forsgk med 4 mM glutation i 24 +
24 timer som ikke er tatt med i oppgaven hvor en ikke kunne se noen nedregulering
av promter aktiviteten. Siden antioksidanten 17a-gstradiol reduserer y-GCS
promotor aktiviteten i serumdepriverte PC-12 celler var det ogsa e@nskelig & se om
tilfgring av glutation kunne reversere denne effekten. Dette var antatt fordi en ikke
kunne se denne effekten i celler med serum. Serumdeprivering fagrer til gkt
produksjon av ROS som fglge av stress og en kan da anta at glutationlagrene vil
temmes. Det ble her brukt konsentrasjoner pa 1.33 mM og 2.67 mM glutation.
Resultatet viste at tilfart glutation ikke var i stand til & reversere effekten av 17a-
gstradiol (se figur 3.22 a og c). Det er derimot usikkert om glutation var blitt tatt opp
i cellene. Hvis dette er tilfellet vil en kunne anta at det ikke er sammenheng mellom
oksidantstatus og a-gstradiol sin nedregulering av promotoraktiviteten. Videre
studier vil derfor kreve malinger av glutation nivaet i cellene fgr og etter eksternt
tilfgrt glutation. Dersom en finner at cellene har tatt opp det tilfgrte glutationet bar
en undersgke andre glutation konsentrasjonener og/eller undersgke andre

tidspunkt og lengder av eksponering.

4.2.11 Effekten av transkripsjonsfaktoren Nrf2 sammen med
antioksidanter pa aktiviteten til y-GCS promotor

y-GCS innehar flere antioksidant respons element (ARE) som reguleres av blant
annet transkripsjonsfaktorene Nrf1 og Nrf2. En gnsket & undersgke om 17a-
gstradiol virker via ARE nar den skrur ned ekspresjonen av y-GCS promotor. Det
ble farst undersgkt om en overstimulering med Nrf2 var i stand til & gke y-GCS
promotor aktiviteten. En kunne ane en gkning i y-GCS promotor aktiviteten i celler
med serum og i serumdepriverte celler ved overstimulering med Nrf2, men denne
var ikke signifikant (se figur 3.23a og c). Det ble sa undersgkt om 17a-gstradiol

virker via responselementet ARE. Dette ble gjort ved & overstimulere y-GCS
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promotoren med transkripsjonsfaktoren Nrf2 og samtidig eksponere cellene for 17a-
gstradiol. | celler med serum var det som tidligere ingen effekt av antioksidanter pa
y-GCS promotor (se figur 3.24a-c). | serumdepriverte celler ble RL promotor
aktiviteten pavirket ved kontinuerlig eksponering for 17a-gstradiol (se figur 3.25b).
En valgte derfor & se pa resultatene uten korrigering med den interne standarden.
Resultatet viste ingen effekt av 17a-gstradiol i serumdepriverte celler (se figur
3.25a) som ble sett i tidligere forsgk (se figur 3.17a-b, og 3.19a og c). Dette kan
tyde pa at 17a-gstradiol ikke virker via ARE responselement nar det skrur ned y-
GCS promotor aktiviteten. y-GCS promotor var muligens sa Nrf-2 aktivert at en
nedregulering via et av de andre promotorelementene ikke ville komme frem. For &
dokumentere dette bedre, bgr en kjgre Western blot for a vise at Nrf2 faktisk
overuttrykkes. Resultater fra in vitro DNA bindende eksperimenter har tydelig vist at
Nrf2 bare binder til DNA med hgy affinitet og spesifisitet ved tilstedeveerelse av sma
Maf proteiner (Marini, Chan et al. 1997; Nguyen, Huang et al. 2000). Det er ikke
vist at Nrf2 kan binde DNA uavhengig. Dette kan komme av at Nrf2 ikke er i stand
til @ danne en homodimer (Moi, Chan et al. 1994) eller binde DNA med hgy affinitet
som en homodimer. Selv om sma Maf proteiner fasiliterer Nrf2 sin evne til & binde
dets target DNA sekvens med hgy affinitet oker ikke transkripsjonsaktiviteten. |
transfeksjonsstudier har det motsatte veert tilfellet; Maf proteiner som MafK og MafG
virker som repressorer av ARE dreven transkripsjon (Nguyen, Huang et al. 2000).
En studie gjort i HepG2 celler med Nrf2 og en 10 folds lavere molar mengde av et
plasmid som utrykte MafG viste en 1.4 folds @kning i reportergen aktiviteten
sammenlignet med celler overuttrykt med Nrf2 alene. En gkning i mengden MafG
plasmid i transfeksjonen ferte derimot til en reduksjon i reporter gen aktiviteten
(Wild, Moinova et al. 1999). Siden gkningen i y-GCS promotor aktiviteten ikke var
signifikant ved overuttrykking av Nrf2 vil en i videre studier kunne ko-transfektere
med et Maf protein for & se om promotor aktiviteten vil kunne gkes ytterligere. Dette
var ikke gjort i denne oppgaven fordi en ikke hadde Maf plasmid tilgjengelig nar
forsgkene ble utfgrt. En antok derfor at det var nok Maf proteiner tilstedet i cellen

fra fgr. En annen mate vil veere a bruke et reportergen med ARE-luc.
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4.2.12 Effekten av transkripsjonsfaktorene fos og jun pa aktiviteten
til y-GCS promotor

AP-1 responselement reguleres av blant annet aktivator protein 1 (AP-1) som
bestar av en heterodimer av transkripsjonsfaktorene fos og jun. En @nsket a
undersgke om gstradiol virker via AP-1 responselement nar den skrur ned
ekspresjonen av y-GCS promotor. Det ble farst undersgkt om en overstimulering
med AP-1 var i stand til a gke aktiviteten til y-GCS promotor. Resultatet viste at
aktiviteten til bade y-GCS (se figur 3.26a) og RL (se figur 3.26b) promotor gkte ved
overstimulering med AP-1. Dersom en korrigerer med den interne standarden viser
y-GCS kun gkning i serumdepriverte celler (se figur 3.26c). De observerte
gkningene i promotor aktivitet var derimot ikke signifikant. En tidligere studie gjort i
"human promyelocytic leukemia” HL60 celler har vist at gener av AP-1 komponenter
tilhgrende fos C'n’C bZIP subfamilien oppreguleres ved tgmming av cellens GSH
lagre, og indikerer at GSH er en potent inhibitor av deres indusering (Fratelli,
Goodwin et al. 2005). Det er ogsa vist at den DNA bindende aktiviteten til AP-1 blir
redoksregulert (Abate, Patel et al. 1990; Amstad and Krupitza 1992) (se 1.4.2). Det
ble deretter undersgkt om 17a-gstradiol virker via AP-1 responselement nar den
skrur ned aktiviteten til y-GCS promotor. Dette ble gjort ved & overstimulere y-GCS
promotor med AP-1 og samtidig eksponere cellene for a-gstradiol. Resultatet viste
at celler med serum overstimulert med AP-1 ikke ble pavirket av antioksidanter (se
figur 3.27a-c). | serumdepriverte celler var det en nedgang i aktiviteten til y-GCS
promotor pa 25-30 % i celler overstimulert med AP-1 og kontinuerlig eksponert for
17a-gstradiol (se figur 3.28a og c). Dette kan tyde pa at 17a-gstradiol virker via AP-
1 responselement nar den skrur ned y-GCS promotor aktiviteten. Som ved
overuttrykking med Nrf2 bar en kjgre Western blot for & vise at fos og jun faktisk er

overuttrykt. En kan her ogsa bruke et reportergen, og da AP-1-luc.
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4.3 Konklusjon

1.

Forsek gjort i primeerkulturer er vanskelig a reprodusere.

17B3-eicosa @stradiol nedregulerer ikke y-GCS promotor aktiviteten. Dersom
17B-eicosa-gstradiol-halen forankrer gstradiol i membranen og halen ikke
forstyrrer fenolgruppen viser studien at lokaliseringen til gstradiol i cellen har

betydning for dens evne til a regulere y-GCS.

Det ble ikke observert noen signifikant negativ feedbackmekanisme pa GSH
syntesen. Serumdeprivasjon er ngdvendig for gstradiol sin nedregulering av
y-GCS promotor. Eksternt tilfert GSH pavirket ikke gstradiol sin regulering av

y-GCS promotor. Det er derimot usikkert om GSH var tatt opp i cellene.

. Qstradiol synes ikke & pavirke ARE responselement, men AP-1

responselement nar den skrur ned aktiviteten til y-GCS promotor
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