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ABSTRACT

Glutamate is one of the most important transmitters for normal brain function.
However, glutamate must be present in the right extracellular concentrations or it
becomes toxic. Glutamate excitotoxicity in the brain is the pathological process by
which nerve cells are damaged or die when the receptors are overstimulated. It is part
of the pathogenesis in stroke, epilepsy and neurodegenerative diseases. To come
closer to the mechanisms of excitotoxicity, much research is still needed.
Glucocorticoids are assumed to be among substances which, by molecular
mechanisms, also play a role in such excitotoxicity. Dexametasone is a syntetic
glucocorticoid which is much more efficient than cortisol. It is used to treat many
conditions due to its anti-inflammatory and immunosuppressive effect. In preterm
infants, the indications are prevention and treatment of broncopulmonal dysplasia
(BPD). BPD is an inflammatory process following the respiratory distress-syndrome
(RDS), which is caused by lack of surfactant in preterm infants. However, the use of
dexametasone is problematic. Studies have shown long term neurological side effects
such as weaker motor skills, coordination and cognitive function. Toxic effects of
dexametasone can be observed in rat brains treated with dexametasone. We
hypothesize that neurogenesis in hippocampus of brains treated with dexametasone to
be reduced compared to those without such treatment. The hippocampus is affected in
several neurological and neuropsyciatric diseases. Here, neurogenesis takes place
even in adults.



Bakgrunn

Denne prosjektoppgaven er en del av en storre samarbeidsstudie mellom instituttet for
medisinske basalfag og farmaseytisk institutt hvor man ensker a se pa molekylare
mekanismer for dexametasonindusert celleded 1 hippocampuscellekulturer. Hypotesen
er at dexametason, som er et glukokortikoid, kan vare nevrotoxisk. Nyere forskning
gir holdepunkter for at mekanismen kan involvere NMDA -reseptorer. Man egnsker i
tillegg 4 se om umodne nevroner er mer utsatt for slik toxisitet enn mer modne
nevroner.

Under mitt arbeid har jeg merket og sett pa organotypiske hippocampuscellekulturer i
lysmikroskop. Cellekulturene, som er fra rotter, er behandlet med ulike
konsentrasjoner av dexametason. Hypotesen var at det ville vaere en signifikant
forskjell mellom ubehandlede cellekulturer og cellekulturer behandlet med
dexametason nar det gjelder antall nerveceller.

Jeg innleder med & presentere grunnleggende informasjon om temaer som er viktige
for & forstd oppgaven. Etter introduksjonen vil jeg g& nermere inn pa selve
gjiennomfoeringen av arbeidet mitt. Til slutt kommer resultatene samt diskusjon.



Hippocampus

Hippocampus kommer fra latin og betyr sjohest, noe som gjenspeiler dets utseende
ved disseksjon. Hippocampus ligger i tinninglappen i cortex cerebri og er en viktig
del av hjernen hos mennesker og andre virveldyr. Den er en del av det limbiske
systemet og har viktige funksjoner knyttet til hukommelse og romlig orientering.'

Den dorsale delen av hippocampus er s@rlig viktig for kognitive aspekter av laering og
hukommelse, mens den ventrale delen er involvert i reguleringen av emosjonell og
motiverende atferd. En midtre sone av denne strukturen integrerer kognitiv og romlig
prosessering til atferdsrelevante handlinger.”

Ved synaptisk plastisitet skjer det en varig endring i signaloverferingen ved
nervesynapser. Ved langtidspotensiering (LTP) er det en varig forsterkning i den
synaptiske transmisjonen. Dette er grunnlaget for leering og hukommelse i hjernen.
Pyramidecellene, som bla. finnes i hippocampus, har form som pyramider. Langs sine
omfattende dendritter har pyramidecellene tusener av smé spinae. Det er her de fleste
eksitatoriske synapsene er a finne 1 hippocampus. Synapsenes evne til & overfore
impulser varierer med neural aktivitet.’

Ogsé hos voksne pattedyr dannes det kontinuerlig nye nerveceller i gyrus dentatus i
hippocampus. Dannelsen av slike nerveceller kalles nevrogenese.* Disse cellene kan
spille en vesentlig rolle i den livslange plastisiteten ved laering og adaptasjon. Denne
plastisiteten er naert knyttet til patofysiologiske mekanismer og kliniske symptomer i
neurodegenerative lidelser.” Neurogenesen i hippocampus er helt vesentlig for
hukommelsen. Det er vist at dersom rotter utsettes for en lavdose striling, slik at
neurogenesen i hippocampus undertrykkes, resulterer dette i tap av hukommelse.’

Hippocampusfunksjonen er pdvirket ved flere neurologiske og neuropsykiatriske
sykdommer, noe som reflekterer dets sarbarhet for iskemi og stress samt
mottagelighet for epileptogene mekanismer. Det kliniske spektret av
hippocampusdysfunksjon omfatter tilstander som Alzheimers sykdom,
temporallappsepilepsi, iskemi, limbisk encefalitt, utviklingsforstyrrelser, depresjon og
schizophreni.”

Glutamat og NMDA-reseptorer

Glutamat er en viktig eksitatotorisk nevrotransmitter og inngar i de fleste, om ikke
alle, sensoriske og motoriske baner. I sentralnervesystemet finnes glutamat i sveert
hey totalkonsentrasjon, men fordelingen er ujevn. Effektive opptaksmekanismer
holder den ekstracellulere konsentrasjonen lav. Dette er helt nedvendig siden selv en
moderat gkning vil vare toxisk for nervecellene. Ved iskemi, mangel pa oksygen og
glukose, lekker glutamat ut av cellene og forer til hjerneskade. Energimangelen gir
forstyrrelser 1 ionebalansen som gjor at transporterer pumper glutamat ut av cellen i
stedet for inn. Celleskaden skyldes en voldsom aktivering av glutamatreseptorer, blant
dem NMDA -reseptorer.* Glutamat er nedvendig for normal informasjonsoverforing i
hjernen mens glutamat-exitotoxisitet er sentral i patogenesen ved hjerneslag og
nevrodegenerative sykdommer.



Det finnes tre ulike grupper av glutamatreseptorer: AMPA/kainatreseptorer, NMDA-
reseptorer og metabotrobe glutamatreseptorer. Mange steder i sentralnervesystemet er
fremkalling av langtidspotensiering (LTP) avhengig av aktivering av NMDA-
reseptorene.” NMDA--ionekanalene er mer permeable for Ca** enn for Na“. NMDA-
receptoraktivering vil igangsette calsiumavhengige mekanismer, noe som er viktig for
synaptisk plastisitet og laering, bl.a. 1 hippocampus. Ved glutamat-exitotoxisitet far vi
en overstimulering av NMDA-reseptorene og calsiumekningen vil bl.a. aktivere
enzymer som gir opphav til oksygenradikaler. Oksygenradikaler skader DNA,
membraner og proteiner. Dessuten aktiverer calsium endonukleaser, som forer til
DNA-fragmentering, og mitokondrier, som forer til utslipp av apoptose-induserende
proteiner. Det foregér intens forskning for & hindre cellededen ved iskemi ved for
eksempel 4 blokkere glutamatreseptorer hvis man kommer til i tide.

Dexametason

Dexametason er et syntetisk glukokortikoid som virker antiinflammatorisk og
immunosupressivt. Middelet er mer potent enn det naturlig forekommende hormonet
kortisol, og prednisolon. Den antiinflammatoriske effekten fas bl.a. gjennom
regulering av transkripsjon av inflammasjonsmediatorer i cellekjernen.’

Dexametason blir brukt til & behandle et bredt spekter av tilstander, fra allergier til
cancer. Hos nyfedte har den viktigste indikasjonen vert forebygging eller behandling
av bronkopulmonal dysplasi (BPD) der en betennelsesprosess settes i gang. BPD er en
folgetilstand av respiratorisk distress-syndrom (RDS) som har vert
respiratorbehandlet. RDS forekommer stort sett hos premature barn og skyldes
mangel pé surfaktant. Dette vil fore til atelaktase av alveolene og etter hvert stadig
mer av lungene. Risikoen og alvorlighetsgraden oker jo mer prematurt barnet er. Fa
barn fir RDS etter 34 svangerskapsuker. Symptomer som betydelige inndragninger og
rask respirasjon kan begynne kort tid etter fodselen og er progressive. Risikoen kan
reduseres ved at mor far en hoy dose kortikosteroider (for eksempel dexametason)
intramuskuleert minst 24 timer for forlesningen.’

Nyfoedte helt ned til 22.-23. fullferte svangerskapsuker kan na overleve. Dette skaper
et nytt problem, nemlig at lungemodningen ikke er fullfert. Selv om fosteret pd dette
tidspunktet har startet sin produksjon av surfaktant, er det ikke for mot slutten av
svangerskapet at produksjonen er hgy nok til & forhindre lungekollaps utenfor
livmoren. De premature barna vil dermed rammes av respiratorisk distress-syndrom
(RDS) og noen videre av bronkopulmonal dysplasi (BPD).

Risikoen for akutte bivirkninger som hyperglykemi, hypertensjon, tarmbledning og
tarmperforasjon er signifikant ekt ved bruk av steroider sammenlignet med placebo
hos lungesyke nyfedte ved 36 ukers alder. Det er ogsa rapportert nevrologiske
bivirkninger over lengere tid. En kohortstudie fra slutten av 1990-arene viste unormal
nevrologisk utvikling ved 2 érs alder hos 40 % av barna som fikk dexametason fra
dag 1-28, sammenlignet med 17 % i placebogruppen. Videre oppfelging viste
signifikant darligere motoriske ferdigheter, koordinering og kognitiv funksjon ved 8
ars alder i dexametasongruppen. Flere store randomiserte studier stotter de overnevnte
resultatene.’ I tillegg til de nevrologiske effektene vil dexametason pavirke vekst og
metabolisme.



Det antas at dexametason har en direkte nevrotoxisk effekt. Den har en hemmende
effekt pd utviklingen av grd substans gjennom inhibisjon av vekstfaktorer og okt
apoptose. Dexametason gir sannsynligvis ogsa en svekkelse av beskyttende
mekanismer mot effekten av hypoksi og hypoglykemi.’

Neurogenesen i hippocampus reguleres av stress og glukokortikoider. Stress gker den
sirkulerende konsentrasjonen av endogene glukokortikoider, som i sin tur reduserer
neurogenesen i den voksne hippocampus. Det er vist at selv lave konsentrasjoner av
kortisol (100 nM) gir en nedgang i dannelsen av nye nerveceller. Slik glukokortikoid-
indusert reduksjon i neurogenesen antas & bidra i patogenesen av bla. alvorlig
depresjon.®

PAX-6

Paired box (Pax) protein-6 er et protein som kodes av pax-6 genet, det tilherer pax
genfamilien. Pax-6 er en av mange transkripsjonsfaktorer som er viktige for tidlig
utvikling og vevsdifferensiering. Som respons til andre regulatoriske proteiner vil
disse transkripsjonsfaktorene binde seg til spesifikke DNA-sekvenser av andre gener
og regulere hvordan disse kommer til uttrykk. Pax-6 blir uttrykt i nervesystemet under
dets utvikling og hjelper til med & regulere neurogenesen.’

Pax-6 blir transkribert som et 4,27 kb mRNA som koder for et 422 aminosyre-langt
protein som inkluderer en homeobox, paired box.” I tidlig utvikling blir Pax-6 uttrykt
av flere organer, inkludert hjernen, gyet, nasale strukturer, pancreas og
gastrointestinaltraktus. Mutasjoner i genet kan resultere i ektopiske oyer i fluer og
pax-6 blir derfor ogsa kalt "master control gene of eye development”. Sykdommer
grunnet mutasjoner i pax-6 er relativt sjeldne, men heterozygote mutasjoner kan
forarsake et bredt spekter av okkulere defekter, inkludert aniridi.'’

Under arbeidet med denne prosjektoppgaven har jeg utnyttet det faktum at Pax-6
uttrykkes 1 hjernen og saerlig ses i nydannede nerveceller. Hippocampus er dermed et
sted 1 hjernen der det antas a vere mye Pax-6.



Hypotesen

Min hypotese er at dexametason vil ha en reduserende effekt pé antall nerveceller 1
hippocampus. Spesifikt forventer jeg at organotypiske hippocampuscellekulturer
behandlet med dexametason vil ha redusert neurogenese. Den signifikante forskjellen
antas & vaere stor nok til & kunne ses uten & telle nervecellene systematisk. Denne
effekten vil veere konsentrasjonsavhengig.



Metoder

Mitt materiale er rottehjerner. Nermere beskrevet bestar det av:

1. Organotypiske hippocampuscellekulturer, ikke behandlet med dexametason.
Organotypiske hippocampuscellekulturer, behandlet med 1 pM dexametason i
24 timer.

3. Organotypiske hippocampuscellekulturer, behandlet med 10 uM dexametason
124 timer.

Organotypiske cellekulturer vil si dyrkning av vev utenfor sitt naturlige miljo, under
kontrollerte forhold, slik at den tredimensjonale strukturen av vevet mest mulig ligner
strukturen in vivo. Det brukes tre kulturer hver pd punkt 1, 2 og 3, disse ligger pé en
membran under hele forsegket. Kulturene blir lagret i en buffer med neytral pH etter
fiksering i 2,5% glutaraldehyd og 1% formaldehyd.

Jeg har brukt immuncytokjemisk merkning av cellekulturene. Den bestar av flere ledd
og har totalt gatt over 2 pafelgende dager. Bufferet som brukes under merkningen
innholder 1% triton x-100, dette for & permeabilisere kulturene. De viktigste punktene
i protokollen som er anvendt er felgende:

1. Cellekulturene blir tilsatt primaert antistoff fra kanin i 0,1 M natriumfosfat-
buffer. Jeg brukte antistoff mot Pax-6 (anti-Pax-6), i konsentrasjonen 1:500.
Etter & ha utfort forseket flere ganger og provd meg frem med ulike
konsentrasjoner, endte jeg opp med denne konsentrasjonen som den optimale.
Materialet blir liggende i primert antistoff, i kjeleskap, over natten, mens
antistoffet binder seg til Pax-6 antigenet. Vertsdyret ved produksjon av
antiserumet er kanin.

2. Neste dag erstattes tilsetningen med biotinylert sekundeert antistoff blandet
med buffer, 1 konsentrasjonen 1:100, i to timer. Det sekundere antistoffet
binder seg til det primare antistoffet. Vertsdyret er geit og det sekundere
antistoffet blir dermed geit-anti-kanin.

3. Deretter tilsettes streptavidin-biotinylert HRP (horseradish-peroxidase) i
konsentrasjonen 1:100. Streptavidin er et protein som binder seg godt til
proteinet biotin/B-vitamin, noe som gjor at man kan detektere bindingsstedene
for det primare antistoffet. HRP er et enzym som finnes i planten horseradish
(pepperrot).

4. Til slutt legges cellekulturene i ulike blandinger som inneholder buffer,
hydrogenperoxid (H,0;) og DAB (3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride).
HRP metaboliserer H,O; slik at det overferes elektroner mellom H,O, og
DAB. DAB som ikke har maksimalt antall elektroner, felles ut som brune
krystaller. Det er viktig at disse blandingene er ferske.

Denne prosessen gjor at vi kan pavise tilstedevearelsen av Pax-6 pa cellulert niva.
Primerantistoffet binder seg til Pax-6 proteinet, sekunderantistoffet binder seg til
primarantistoffet, HRP binder seg v.h.a. interaksjonen mellom biotin og streptavidin
til sekundaerantistoffet, H,O, metaboliseres av HRP og “stjeler” elektroner fra DAB
som sa felles ut som brune krystaller.

Etter immuncytokjemien monteres cellekulturene pé glass. For jeg monterer kulturene
pa objektglass, fjernes de organotypiske kulturene fra de membranene de ligger pa.
Det gjor at vi unngér bakgrunnsforstyrrelser fra membranen og kan med sikkerhet se



hvor det er merkning. Kulturene manipuleres vekk fra membranen med pinsett og
barberblad, sett gjennom et disseksjonsmikroskop.

Ved monteringen legges materialet i destillert vann og ikke buffer. Dette for 4 unnga
utfelling av salter i bufferen nér vannet fordamper. Pa cellekulturene tilfores det litt
glycerolgelatin for man legger pa dekkglasset. Det er viktig a unngé luftbobler, de
gjor det vanskelig & se merkningen.

N



Resultater

Jeg har sett pd de ferdigmonterte kulturene i lysmikroskopet. For 4 bedemme
resultatet riktig, beholdt jeg de samme innstillingene pa mikroskopet pa alle
cellekulturene. Merkningen pa en og samme kultur varierer, men jeg har provd a
danne meg et helhetsbilde av de forskjellige kulturene.

Nedenfor felger bilder fra de forskjellige kulturene sett gjennom et 40 x objektiv.

BILDE 2- Organotypisk hipocampuscellekultur behandlet med 1 pM dexametason.
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BILDE 3- Organotypisk hippocampuscelekultur behandlet med 10 pM dexametason.

Ovenfor ser vi forst et bilde (1) av en organotypisk hippocampuscellekultur som ikke
er behandlet med dexametason i det hele tatt. Deretter folger et bilde (2) av en
cellekultur behandlet med 1 uM dexametason over natten og til slutt kommer et bilde
(3) av en cellekultur behandlet med 10 uM dexametason over natten. Bildene er
representative for de kulturene jeg hadde. Det er lite kontrast mellom de merkede og
umerkede cellene pa bildene, se diskusjon.

Forsekene resulterte i mye merkning pa kulturene og vi kan se cellelegemer,
dendritter, aksoner og synapser. Pa noen kulturer er strukturene tydeligere enn pa
andre. Det bekrefter at det er rikelig med Pax-6 1 hippocampus. Jeg forventet & finne
Pax-6 proteinet, som fungerer som en transkripsjonsfaktor, hovedsakelig i kjernen,
men slik er ikke tilfellet. Det er rikelig med merkning i cytoplasma, noe som tyder pa
at Pax-6 ogsa har andre funksjoner. Pa kulturer uten dexametasonbehandling ser vi
merkning bade i kjernen og cytoplasma, mens pa kulturer behandlet med
dexametason er det lite merkning i kjernen, men fortsatt i cytoplasma (se piler pa
bildene). Det ses ikke forskjell i mengde celler som er merket pé de ulike kulturene.

Jeg kan ikke se tydelige eller systematiske forskjeller i antall eller konsentrasjon av
Pax-6 positive celler, dvs jeg finner ikke holdepunkter for min hypotese om reduksjon
i nevrogenesen ved dexametason-behandling. Resultatene er mer eller mindre de
samme ved flere forsgk, arsakene diskuteres nedenfor.
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Diskusjon: Signifikant forskjell 1 neurogenesen?

Dyrkning av cellekulturer gir god kontroll pa konsentrasjonen av dexametason som
cellene utsettes for, men cellene har da muligvis et lag med ekstracelluleer membran
over seg som gjor det vanskelig for antistoffene & peneterere seg gjennom. Dette til
tross for triton x-100 som skal permeabilisere cellene. Det kan vere arsaken til lite
kontrast mellom merkede og umerkede celler. Alternativt kunne man behandle
levende rotter med dexametason og deretter lage snitt av hjernen etter fiksering. Pa
snitt er cellene skéret gjennom og &pnet opp. Dette kunne gjore problemet med
penetrasjon av antistoff mindre.

Tidligere studier har vist at ndr progenitorcellekulturer fra voksen hippocampus
behandles med dexametason subkronisk, inhiberer dette proliferasjonen, og ikke
differensieringen, i hippocampal neurogenese.'"'* En annen studie viser at lave
kortisol konsentrasjoner (100 nM) gker progenitorcelle proliferasjonen i
hippocampus, hovedsakelig ved & aktivere mineralkortikoidreseptor. Mens hoye
konsentrasjoner (100 uM) av kortisol reduserer bade proliferasjonen og
differensieringen, hovedsakelig gjennom aktivering av glukokortikoidreseptor.®

Det kan vere flere grunner til at jeg ikke fikk bekreftet hypotesen min. Det kan ha
spilt en rolle at jeg bare malte resultatet ved & se pé snittene og ikke foretok en
systematisk telling av nervecellene.

Det ble gjort flere forsgk for & komme frem til den beste Pax-6 konsentrasjonen og
den aktuelle konsentrasjonen har resultert i fin merkning, men det ble bare brukt en
konsentrasjon av dexametason. Det var den konsentrasjonen som vare
samarbeidspartnere, Ragnhild Paulsen og hennes gruppe ved farmaseytisk institutt,
hadde provd ut og funnet celleded ved, noe som var bakgrunnen for valget. Kanskje
skulle man ha prevd ut enda flere konsentrasjoner. I tillegg kunne jeg ha provd a gi
den samme dosen over tid, i allefall noen dager, studiene det refereres til ovenfor
rapporterer en reduksjon i neurogenesen etter subkronisk dexametasonbehandling.

Nér det gjelder funn av Pax-6 proteinet i cytoplasma, er dette beskrevet etter tidligere
studier. Man har sett Pax-6 i kjernen samt cellecytoplasma i den subventrikulaere
sonen (SVZ). I cochlear nuclei (CN), like utenfor SVZ, kunne merkningen kun ses i
cytoplasma og ikke i kjernen. Det antydes at Pax-6 kan vare involvert i andre
prosesser, blant dem neuroblast migrasjon og/eller neuronal differensiering i hjernen
hos mennesket."

Dexametason er et syntetisk glukokortikoid med samme virkning som stresshormonet
kortisol. Vi vet at langtidseffektene pd den nevrologiske utviklingen er en signifikant
okning i risikoen for cerebral parese, nar man gir steroider tidlig, og signifikante
effekter pa risikoen for unormale nevrologiske funn og kognitiv utvikling.® Det kunne
tenkes at den nevrotoxiske effekten, som man tenker at dexametason har, ikke er en
umiddelbar effekt. I lungene fremskyndes modningsprosessen av medikamentet. Det
er en mulighet for at lignende effekter ogsa forekommer i hjernen, at neurogenesen
enten okes eller holdes stabilt umiddelbart etter inntaket for sa & reduseres senere. Alt
dette vil helt klart veere avhengig av bade dose og behandlingsvarighet.

Selv etter en svekkelse har jeg ikke helt gitt opp hypotesen om at dexametason
induserer celleded i hippocampus og andre deler av hjernen. Som tidligere nevnt er
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dette arbeidet en del av et storre prosjekt som det vil fortsettes & arbeides med til man
kommer narmere en mer tilfredsstillende konklusjon.
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