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Forord

Denne oppgaven ble utfgrt pa Institutt for Oral Biologi ved det Odontologiske
fakultetet i perioden juni 2012 til august 2014 som min masteroppgave for det 5-arige
odontologiske studiet.

Sommeren 2012 kom jeg i kontakt med Prof. Harald Osmundsen angaende mulige
prosjekter for en fremtidig masteroppgave. Jeg ble hjertelig tatt imot av Prof.
Osmundsen og ble satt pa et prosjekt der vi skulle se pa effekten av MK-7 pa
genekspresjonen i tannanlegg hos nyfadte mus. Genekspresjonen skulle males ved
hjelp av mikromatriser. Mikromatrisearbeid krever opplaering i RNA isolering, cDNA
syntese og hybridisering til mikromatriser, etterfulgt av bioinformatikk for a koble
signifikante endringer i genekspresjon til relevante cellulzere funksjoner. | den
sammenheng kom jeg i kontakt med 1. amanuensis Amer Sehic som hadde utfart
innledende forsgk med MK-7 injeksjoner i nyfadte mus. Pa dette tidspunktet skulle
jeg leeres opp i isolering av total-RNA og kjgring av micromatriser.

Etter flere innledende forsgk med varierende resultater ble det konkludert med at
forsgksprotokollen matte revideres. Jeg brukte flere maneder og sommeren 2013 pa
a finne feilene i protokollen, men resultatene forble variable. P& dette tidspunktet
samarbeidet jeg og Maria A. Landin, Phd som ble min andre veileder. | samarbeid
med Maria Landin ble protokollen optimalisert. Na er jeg i besittelse av resultater som
et produkt av en velfungerende protokoll. Resultatene er til dels er mine egne og dels

Maria Landins resultater.

Dermed vil jeg takke Prof. Harald Osmundsen og Maria A. Landin Ph.D for denne

gylne og leererike reisen. Jeg vil takke han for hans rad og veiledning og ikke minst
talmodigheten han viste overfor meg. Jeg vil ogsa takke Maria A. Landin, Ph.D. for
en tett og utmerket oppfalging og mye nyttig kunnskap av praktisk, teknisk og faglig

karakter.



Innholdsfortegnelse

R (01 01 <o o1 T SRR P PSPPI 5
1.1 K-vitaminer (KL, K2/MK-=7): oottt 5
1.2 Kilder til Vitamin K1 (Phylloquinoner) og K2 (Menanoquinoner): .......ccc.cceeueeeenenn. 5
1.3 Hvordan Vitaminene K1 (Phylloguinoner) og K2 (Menanoquinoner) fungerer:........ 6
1.4 Beinremodellering\DeINNOMEOSLASE: .......c.ecveiieriiiiiiieie e 6
1.5  Virkning av vitamin K2 pa beindannelse\remodellering\mineralisering: ................... 9
1.6 Studier som viser anabolsk effekt pa bendannelse og gkt mineralisering:................ 10
1.7 Studier som viser anti-katabolsk effekt pa beinremodellering: ...........c.ccceveviveveuenne., 10
1.8 Forskning - fokus Pa in Vitro SEUCIET: .......ccocviviveveieiiicieccceeese e 11
1.9 Effekt av K2-vitaminer pABIBIVEV: ........c.ccovovvviviieiicecee s 11
1.10 Hemmende effekt pd produksjon av ROS: ........cccceveviveeeeeeiceeeee e 12
1.11 Tumorsuppressor\anti-proliferativ effekt av vitamin K2............cccccoevvieiienen, 12
1.12 Relevans for 0doNtOIOQi: .........eiiiiiieeiece et 12
113 MAI MEA OPPGAVEN:.....ceeviriiveieecee ittt es ettt es sttt es st ess sttt ese s s s tesese s 13

p V1= (oo =1 GRS SSRRP 14
2 R o 671 0] o] o] [=To o ST PRSSP 14
2.2 FOISBKSAYT ...ttt bbbt 14
2.3 BEhANAIIg:...cciiceiceceee e 14
2.4 Disseksjon av tannanlegg: ......ocooeiiiiiiiii s 14
2.5 1s0lering av tOtAIRNA.......oo e 14
2.6 CDNA SYNteSe 00 MEIKING: ... cviiteitiitiiiieiieieeet ettt 14
2.7 MIKromatriseaNalYSE: ......cooviiiiiiiiii e 15
2.8 BIOINTOrMALIKK: ..o 15

K TS0 = (=] SRS 16

I B 11 (U] o] PSP P TP PP PSPPI 25
4.1  EKsperimentell del: ... 25
4.2 SammeENligNiNg AV QOSENE: .....c.coiiiiuirierieitirieee ettt bbb 27
O B I |1 (=] - LU (0o [ =SSP 29

] (=] 22107 TR TROPURRTR 31



1 Innledning

1.1 K-vitaminer (K1, K2/MK-7):

K2-vitaminer, eller menaquinoner, utgjgr en gruppe molekyler som strukturelt (Fig. 1)
likner vitamin K1 (phylloguinon). Disse molekylene (K1 inkludert) bestar av en sakalt

«guinone»-ring (1,4-naphthoquinone) med en tilkoblet karbonkjede av varierende

kjedelengde.
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| Fig.1 Molekyleer struktur av K-vitaminer

1.2 Kilder til Vitamin K1 (Phylloguinoner) og K2 (Menanoguinoner):

Mens den primeere kilden for vitamin K1 er stort sett i grannsaker, for eksempel
blomkal, brokkoli, andre planter i kalfamilien, spinat og lignende planter med granne
blader er Vitamin K2 et bakterielt produkt. | den intestinale bakteriefloraen
produseres en viss mengde vitamin K2 men bare svaert sma mengder av dette
absorberes (1). Produksjonen av K2-vitaminer foregar i tykktarmen ved hjelp av
intestinale mikrofloraen. Alternativ kilde for denne vitamingruppen er matprodukter
som fermenteres av bakterier. Den rikeste kilden for vitamin K2 er den japanske

retten «natto» som i hovedsak er fermenterte soyabgnner. En kan ogsa finne noe av
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disse vitaminene i meieriprodukter som har blitt lagret for modning/fermentering.

Modnede, vellagrede oster er eksempler pa slike matvarer.

1.3 Hvordan Vitaminene K1 (Phylloguinoner) og K2 (Menanoquinoner) fungerer:

K-vitaminer har lenge veert kjent for sin rolle i y-karboksylering av «glutamat» dermed
aktivering av en rekke non-kollagengse ben- og dentinproteiner som osteocalcin og
osteonectin. Mest kjent er aktiveringen av en rekke koagulasjonsfaktorer (Il, VII, IX,

X, protein C, S og Z), matriks Gla-protein (2) og GAS6-protein.

Nyere forskning har pavist en sterkere y-karboksyleringseffekt hos «menaquinoners -
familien sammenlignet med «phylloquinoner» (3-6). | tillegg, nar det gjelder K2-
vitaminer, har man pavist flere y-karboksyleringsuavhengige regulatoriske
mekanismer involvert i beindannelse (7-9). Dette star i kontrast til den y-
karboxyleringsavhengige effekten av K1-vitaminer. Disse mekanismene vil bli forklart
i stgrre detalj videre i denne oppgaven. Hovedfokus i denne oppgaven kommer til &
veere pa K2-vitaminer (menaquinoner) og analogen MK- 7.

Mesteparten av faglig litteratur rundt K2-vitaminers virkning fokuserer pa hardvev
(bein og skjelett). Dentalt vev (dentin og emalje), spesielt av mesenkymalt opphav,
har mange likheter med benvev nar det kommer til deres bestanddeler
(hydroxyapatitt, kollagen og non-kollagengse proteiner).

Derfor er det viktig & ha kunnskapen om de kontinuerlige forandringene
(beinremodellering eller beinhomeostase) som foregar i bein. Disse mekanismene

kan ha paralleller hva angar tannutvikling.

1.4 Beinremodellering\beinhomeostase:

Bein, i motsetning til dentalt vev, er i en kontinuerlig prosess av
nedbrytning\resorpsjon (katabolisme) og paleiring\deponering (anabolisme). Dette
kalles beinhomeostase. Beinhomeostase pavirkers av fysisk belastning,

ernaeringstilstand, skader (bade pa makro og mikro niva) og hormoner.



De to hoved celletypene som er involvert i denne prosessen er osteoblaster og
osteoklaster. Osteoblaster har som oppgave a deponere nydannet bein og i tillegg at

de har en viktig rolle i aktivering av osteoklaster som resorberer bein.
(Fig. 2)
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Dette samspillet foregar ved hjelp av RANK\RANKL\OPG-systemet. Dette er skissert

i figuren nedenfor.

RANK som star for “Receptor Activator of Nuclear Factor k B”, er en
transmembrangs reseptor i cellemembranen til osteoklaster. RANK fungerer som
reseptor for og blir aktivert av liganden RANKL. Disse to membranproteinene er
involvert i aktivering og differensiering av osteoklaster. | dette samspillet inngar ogsa
OPG som er en sakalt cytokin-reseptor eller «decoy»-molekyl som kan blokkere
RANKL og dermed blokkere aktivering av RANK\RANKL-signalveien. En aktivering
av RANK-RANKL-komplekset setter i gang en rekke celluleere funksjoner gjiennom

aktivering av NF-kB-signalveien.



(Fig 3.)
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RANKL og RANK er sveert viktig i aktivering av osteoklaster (Fig.3). OPG fungerer
som et inhiberende molekyl pA RANKL. Overekspresjon av OPG farer til redusert

beinnedbrytning, osteklastogenese, osteoklastmodning og differensierng.

Nettoeffekten eller retning av dette samspillet bestemmes av mange cytokiner (Fig.

4)



(Fig 4.

Esgope
[ [Fee] iz e
|_"U_IL| FTH 1250 o

[ orc |

| © | [TPooland Activity S)
of Osteoclasts

1.5  Virkning av vitamin K2 pa beindannelse\remodellering\mineralisering:

Det er flere studier som indikerer at andre mekanismer enn de ovenfor nevnte kan
forarsake vitamin K2-avhengig stimulering av bendannelse og mineralomsettingen.
Noen av disse studiene rapporterer en anti-inflammatorisk effekt som er spesifikt for
K2-vitaminer (2, 3).

Alle senere studier av menaquinoner omtaler en dobbelt effekt, dvs den anabolske

og den anti-katabolske mekanismen for beindannelse og remodellering.

De anabolske effektene (gkning av biokjemiske komponenter som calcium, alkaliske
fosfataser og DNA i «diaphyseal» og «metapheseal» vev) og anti-katabolske
effektene (hemming av signalveier utlgst av inflammasjonsfaktorer som TNF-alfa og
dermed hemming av beinresorpsjon og gkt basal beindannelse) er beskrevet som
langt sterkere for menaquinoner sammenliknet med phylliquinoner (1, 14). Dette kan
skyldes forskjellene i molekylstrukturene men ogsa forskjeller i absorpsjon over

tarmepitelet og opptak i kroppens celler (4, 5).

Mange kliniske studier viser betydelig reduksjon av risiko for benbrudd som fglge av
langtidsadministrering av MK-4 (en menaquinone med langt kortere biologisk
halveringstid enn MK-7) (1, 6-8). Dette ser ut til at K2-vitaminer i starre grad pavirker


https://docs.google.com/document/d/1QT2GFlyO_APkP5sZeRKMXLkHm6WhvXBMe5M9wO5Gh-4/edit#heading=h.30j0zll
https://docs.google.com/document/d/1QT2GFlyO_APkP5sZeRKMXLkHm6WhvXBMe5M9wO5Gh-4/edit#heading=h.35nkun2

den katabolske\osteoklastiske delen av beinremodellering (9-11) og forbedrer BMD
(beintetthet) signifikant (12).

1.6  Studier som viser anabolsk effekt p4 bendannelse og gkt mineralisering:

In vitro studier viser en betydelig gkning av biokjemiske komponenter som calcium,
alkaline fosfataser og DNA i «diaphyseal» og «metapheseal» vev i lange bein hos
mus ved en K2-vevskonsentrasjon pa 10"-5M. Denne effekten blir forsterket nar K2

er administrert i kombinasjon med phytoestrogenet genistein (13)

MK-7 ser ut til & fremme en pro-osteoblastisk differensiering av stromaceller i

beinmarg hos mus (14) og stimulerer mineralisering i ben (15)

Genekspresjonsstudier tyder pa at en annen mekanisme kan ligge bak den
anabolske effekten av K2 vitaminene. Mekanismen gar ut pa at K2-vitaminer farer til
aktivering av SXR-reseptorer og dermed aktiverer SRX-mal gener, som inkluderer
gener som koder for proteiner som star for produksjon av kollagen og andre
«ektracelluleer-matrix»-komponenter (matrix Gla-proteriner, som er viktig i
bendannelsesprosessen). Flere av disse SRX-malgenene koder for proteiner som
CD14, CD24 som har ATP-binding cassetter, samt TSK og matrilin-2. Disse
proteinene er viktig for osteoclastogenese og osteoblastogenese (dannelse av
osteoclaster og osteoblaster) (2, 16). | disse studiene ble det observert en opphoping
av disse proteinene spesielt i osteoblaster, osteoclaster, chrondrocytter og
chondroblaster som fglge av behandling med K2-vitaminer (2, 16). CD24 har tidligere
veert kjient som markgrer for ikke-differensierte SCAP celler (stamceller fra apikale

papilla). Disse cellene differensieres til odontoblaster og pulpaceller (17).

1.7  Studier som viser anti-katabolsk effekt pa beinremodellering:

Som tidligere vist i Fig. 4, er bein under konstant remodellering som inkluderer
resorpsjon og ny beindannelse. Dette er en fysiologisk prosess under kontroll av en
rekke cytokiner. Faktorer som TNF-alfa, IL-1 og IL6 er blant cytokiner som stimulerer

basal resorpsjon som en del av remodelleringsprosessen.

MK-7 kan hemme TNF-alfa-avhengige signalveier som NF-kB og vil slik ogsa hemme
basal beinresorpsjon og stimulere til gkt basal beindannelse (18).
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K2-vitaminer er rapportert a forbygge TNF-alfa-avhengig hemming av den anabolske
«TGF-beta»- og «<BMP-2»-induserte SMAD-aktiveringen. Dette kan ha stor betydning
for interaksjonen mellom epitelet og dental mesenkymet under knopp- og
klokkestadiet av tannmorfogenese (14, 19, 20). Denne signalkaskaden har ogsa vist

seg for & veere av kritisk betydning for dannelse av tannkusper (21).

TNF-alfa har en noe forskjellig effekt pa pulpale stamceller. Her aktiverer TNFa
signalveien NF-kB, som igjen fremmer odontoblast-differensiering og gkt
mineralisering i pulpa i forbindelse med dannelse av tertieert reparativt dentin.
Samtidig blir det gkt ekspresjon av matrixproteiner DSP, DPP, DMP-1 and
osteocalcin (22)

1.8  Forskning - fokus pd in vitro studier:

Stort sett har forskning fokusert pa effekten av phylliquinoner (K1) og menoquinoner
(K2) pa beinvekst. | de fleste av disse studiene utfart med cellekulturer fra mus
indikerer resultatene stimulert differensiering av osteoblast-forlapere MC3T3 (23)
med gkt ekspresjon av gener som koder for proteiner som stimulerer produksjon av
hardvev. Samtidig er det pavist at osteokclastaktivitet og differensiering hemmes (13,
24). Det er imidlertid lite som er kjent hva angar effekter i dentalt vev (dentin og

emalje).

1.9 Effekt av K2-vitaminer pa blgtvev:

| de siste 10 arene har det ogsa veert en stadig gkende oppmerksomhet rundt den
negative korrelasjonen mellom inntaksmengden av menaquinoner og
kardiovaskuleere sykdommer. Kalsifisering av blgtvev og arevegger der gkt
plasmakonsentrasjon av menanoquinoner har blitt assosiert med reversering, eller
forebygging, av patologisk kalsifisering i blatvev og plakkdannelse i arevegger. Mens
lave konsentrasjon av disse vitaminene i plasma er forbundet med gkt
blgtvevskalsifisering (25-28). Dette kan veere en av K2-vitaminers fysiologiske
effekter i kroppen.
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1.10 Hemmende effekt pa produksjon av ROS (Reactive Oxygen Species eller frie

radikaler):

Det er nylig funnet at K-vitaminer kan hemme produksjon av ROS og oksidativ stress

som kan veere resultatet av denne produksjonen, og medfglgende celledad, i
hjerneceller in vitro (29). Effekten har vist seg a vaere langt sterkere hos MK-4 (en

menaquinone-analog), og er trolig y-karboxyleringsuavhengig.

Dette kan veere av stor betydning i forskning rundt periodontale sykdommer der ROS

innehar en sentral rolle i initiering og progresjon av periodontitt.

Dette er den motsatte effekten som vitamin K3 (blir effektivt omdannet til K2 i

kroppen) utaver pa kreftceller- her stimuleres dannelsen av ROS (30).

1.11 Tumorsuppressor\anti-proliferativ effekt av vitamin K2

Det er flere humane studier som indikerer at K2-vitaminer kan ha en tumor-
suppressor effekt ved a pavirke celleproliferering (31-50). De best kartlagte av disse
signalveiene er vitamin K2-avhengig hemming av DNA-polymerase, dannelse av nye
blodkar samt forstyrrelse av mikrotubuli-funksjon under ukontrollert celleproliferering.
(49, 51)

Den nyoppdagede y-karboxyleringsuavhengige virkningsmekanismen pa hardvev,
ROS-hemmende effekt, en mulig hemmende effekt pa blgtvevsforkalkningen samt en
mulig anti-proliferativianti-neoplastisk effekt peker i den retning at vitamin K2 kan ha
funksjoner som vitamin K1 ikke har.

1.12 Relevans for odontoloqi:

Resultater fra forskning omkring effekter av K2 vitaminer pa beinvev kan ogsa vaere
av interesse for odontologi. Vi vet at mange av de viktigste matrix-proteinene i
osteogenesen er ogsa tilstede i tannvev og er av betydning for tidlig og sen
tannutvikling (52). Som eksempel pa disse proteinene kan en nevne osteocalcin og
osteonectin. Ostenectin har vist seg a veere vesentlig under tidlig dentinutvikling,

mens osteocalcin har en kritisk rolle under emaljedannelse (52).
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Utvikling av et tannanlegg fra fortykningen av det epitelcellelaget til en ferdig utviklet
tann bestar av en balanse mellom apoptose og celleproliferasjon. Det er derfor mulig

at K2-vitaminer har en rolle ogsa under tannutvikling.

Innen kariologi og konserverende behandling har det veert flere studier som har
undersgkt rollen matrix metalloproteinaser (MMP) har i kariespatologien (53) og for
svikt av fyllingsmaterialer (54). Disse studiene har pavist store mengder av disse
enzymene i saliva, CSF og i mineralisert dentin produsert av odontoblaster (55-59). |
tillegg ble det pavist en sterk aktivering av disse enzymene ved lav pH-verdier (60).
Disse enzymene har ogsa en sentral rolle i utvikling og progresjon av pulpale og
periapikale lesjoner (61, 62). Disse enzymene har i tillegg veert assosiert med
maligne tumorer og deres grad av aggressivitet spesielt i orofacial region (63). Dette
er interessant grunnet den hemmende effekten som K2-vitaminer er vist & ha pa
MMP (64).

| periodontologi har man lenge studert forhold og faktorer som kan ha betydning for
utvikling av periodontitt. Denne sykdommen har en immunologisk komponent siden
flere studier indikerer at NF-kB-aktivering har en viktig rolle (65). Behandling av

periodontitt med faktorer som inhiberer NF-kB-aktivering spesielt i osteoklaster har

vist lovende resultater i behandling av periodontitt (66, 67) i hunde- og musestudier.

1.13 Mal med oppgaven:

Den forste delen av denne oppgaven, beskrevet i innledningen og farste delen av
diskusjonen, har til hensikt & gi en oversikt over forskning som er utfart pa K-
vitaminer med spesiell vekt pa K2-vitaminer, hardvev og relevansen i faget
odontologi. Den andre delen tar for seg vart in-vivo eksperiment der vi ser nsermere
pa effekten av MK-7 (som er en K2-vitamin-analog) pa genekspresjonen i tannanlegg

24 timer etter subkutan apikal injeksjon av dette vitaminet.
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2 Metoder

2.1 Forsgksoppleqq:

Total RNA isolert fra tannanlegg fra nyfadte mus behandlet med MK-7 og fra nyfadte
kontroll mus ble undersgkt med mikromatriser. De behandlede prgvene er tannlegg
fra mus eksponert for tre forskjellige doser MK-7 etter apikal injeksjon in vivo ved PO.
Kontrollene er tannanlegg fra mus injisert med kontrollvaeske pa samme mate og
med samme injeksjonsvolum som de behandlede pravene. Det forela til sammen 4
biologiske replikater (n=4) som ble brukt som kontroller mot behandlede biologiske
replikater (n=3) fra biologisk forskjellige kull i hver konsentrasjonsklasse (0,1mg/kg,
2mg/kg, 10mg/kg)

2.2  Forsgksdyr

Det ble brukt musunger (Balb ¢ mus/CD-1) fra mgdre som ble foret med vitamin K-
fattig for i 14 dager far bruk i forsgk.

2.3 Behandlig:

Ved PO, ble det injisert apikalt i tannanlegg (maksileer 1. molar) en lgsning av MK-7 i

doser pa henholdsvis 0,1mg/kg kv, 2mg/kg kv og 10mg/kg kv lgst i olivenolje.

2.4 Disseksjon av tannanleqq:

Ved P1 ble musungene avlivet ved dekapitering og tannanleggene ble dissekert og

ble lagt i stabiliseringsbuffer (RNALater).

25 Isolering av totalRNA:

RNAet ble isolert etter anbefalinger fra RNeasy MINI KIT fra Qiagen og RNA-
konsentrasjonen ble malt med NanoDrop 1000. cDNA syntese og merking:

Det ble syntetisert cDNA og indirekte merket etter instrukser Genisphere 3DNA Array
900 (W500130 Cy3). Deretter ble cDNAet hybridisert til mikromatriser anskaffet hos
Phalanx BioTech.
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2.6 Mikromatriseanalyse:

Behandlede prgvene og kontrollprgvene ble 2 og 2 hybridisert som beskrevet i
«Genisphere and Phalanx»-protokoller ved hjelp av SlideBooster Hybridization

System.

Microarray-matrisene ble etter hybridisering skannet for fluorescenssignaler med
ScanArrayLite (Packard BioScience) pa samme dag. Hybridiserings signaler ble
kvantitert med programmet ScanArray Express. Deretter ble ra data filene lastet opp i
programmet SpotFire DesisionSite. Her ble mikromatrise LOWESS normalisert, og
fluorescens signaler mindre enn 500 filtrert bort. Gjenvaerende signaler ble log »
transformert. Mikromatrisene ble videre normalisert ved hjelp av (Z-score) i SpotFire
DesisionSite. Gener med P-verdien lik eller mindre enn 0.05 anses som signifikante i

denne oppgaven.

2.7 Bioinformatikk:

Etter Z-score analysen ble alle gener med signifikant forandret ekspresjon lastet opp
til IPA (Ingenuity System Inc., Redwood City, CAL, USA) der «kjerne-analyse» ble
brukt for & finne signifikante assosiasjoner i «Canonical Pathways»,
nettverksfunksjoner, «Molecular and Cellular Functions», oppregulerte og
nedregulerte molekyler og transkripsjonsfaktorer. Parametere som ble brukt var: Kun
gener kjent i Ingenuity Knowledge Base, species (mouse, human, primary mouse

(cell culture (epithelial cells, odontoblast, ameloblasts og adipocytes)].

IPA trankripsjonsfaktor-analyse (Kramer et al., 2014) ble brukt for & identifisere
trankripsjonsfaktorene assosiert med de paviste signifikante forandringene i
genekspresjon.
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3 Resultater

Totalt ble 774 gener ekspresjonsniva endret (p < 0.01) hvorav 158 ble nedregulert og
616 oppregulert (Fig. 5) etter MK-7 injeksjon. Figuren viser log2-transformerte,
normaliserte, netto-fluorescensintensiteter. Her sammenlikner vi triplikater av

behandlede pragver (0.2mg\Kg MK7) mot triplikater av kontroller.

(Fig. 5)

0.2mg vs Kontroll
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0.2mg MK-7 Kontroll

16



Hele 277 (p < 0.01) gener fikk sitt uttrykksniva endret hvorav 225 gener ble
nedregulert og 52 oppregulert etter injeksjon med 2mg MK-7. Ved denne
konsentrasjonen ser vi en betydelig reduksjon i antallet gener som ble oppregulert
som en fglge av behandlingen. Triplikater fra behandling sammenliknet med

kontrollene er skissert i figuren nedenfor. (Fig. 6).

(Fig. 6)

2mg vs kontroll
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Figuren viser en signifikant (p < 0.01) forskjell i ekspresjon av 1245 gener som faglge
av injeksjon med (10mg MK-7) sammenliknet med de respektive kontrollene. 642 ble
oppregulert og 603 gener som ble nedregulert (Fig. 7). Her ser vi den samme

tendensen som tidligere.

(Fig. 7)

10mg vs Kontroll

e
@
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L J L J

10mg MK-7 Kontroll

Bioinformatikk:

Genene signifikant pavirket av MK-7 behandling i de forskjellige dosene ble lastet
opp i Ingenuity Pathway Analysis (IPA) for & se hvordan forandringer i genekspresjon
pavirket celluleere prosesser som inngar i tannutvikling ved P1 (24 timer etter
subkutan apikal injeksjon). Disse genene ble assosiert med fglgende kategorier: 1)
Kanoniskea signalveier 2) nettverk analyse 3) Molekyleere og celluleere funksjoner 4).
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1) Canonical signalveier:

Name P-Value
~ = EIF2 Signaling 1,17E-03
é % Glutathione-mediated Detoxification 4,98E-03
o < | Amyloid Processing 1,21E-02
c%_ IS) Phosphatidylcholine Biosynthesis | 1,41E-02
S E Phosphatidylethanolamine Biosynthesis Il 1,85E-02

Factors Promoting Cardiogenesis in 2,54E-03
’;. S | Vertebrates
= ‘g GADDA45 Signaling 1,76E-02
g’ f Uridine-5'-phosphate Biosynthesis 2,15E-02
(C\’r g Polyamine Regulation in Colon Cancer 2,33E-02
Estrogen-mediated S-phase Entry 2,75E-02
RhoGDI Signaling 1,1E-03
o S | ILK Signaling 2,1E-03
= € Integrin Signaling 2,99E-03
g’ 2 Role of CHK Proteins in Cell Cycle 4,56E-03
s E Checkpoint Control
- Interferon Signaling 8,17E-03

Tabell.1 Tabellen viser hvilke signalveier som ble signifikant assosiert med gener

med signifikant endret ekspresjon etter injeksjon med forskjellige konsentrasjoner av

MKY.
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2) Nettverks analyse:

Disorder

Associated Network Functions Score
Cellular Assembly and Organization, Cellular Function 50
and Maintenance, Tissue Development
DNA Replication, Recombination, and Repair, Energy 45
0,2mg MK-7 Production, Nucleic Acid Metabolism
mot Kontroll Cellular Assembly and Organization, DNA Replication, 45
Recombination, and Repair, Cell Cycle
RNA Post-Transcriptional Modification, Cell Death and 40
Survival, Cellular Development
2mg MK-7 mot Gene Expression
Kontroll 37
Cellular Assembly and Organization, Cardiovascular 42
System Development and Function, Cancer
Cell Signaling, Protein Synthesis 35
10,0mg MK-7 Cell Cycle, Cell-To-Cell Signaling and Interaction 30
mot Kontroll Cellular Development, Nervous System Development 29
and Function, Tissue Development
Cell Cycle, Developmental Disorder, Hereditary o8

Tabell 2. Nettverksanalyse viser hvilke nettverk som blir assosiert med de genene
som fikk sin ekspresjon signifikant endret som faglge av behandlingene.
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3) Moleculeere og celluleere funksjoner:

Name P-value Gener
lul h
- Cellular Growth and 3,38E-08 - 2,71E-02 50
o O Proliferation
= g Cell Death and Survival 2,41E-05 - 2,71E-02 45
olecular Transport ,53E-05 - 2,71E-
gf Molecular T 6,53E-05 - 2,71E-02 45
g‘- 2 Protein Trafficking 6,53E-05 - 6,53E-05 43
Gene Expression 6,72E-05 - 2,67E-02 40
- Cellular Assembly and 1,16E-04 - 4,67E-02 16
o Organization
E = Cellular Function and
N9 . 1,16E-04 - 4,6 7E-02 21
é e Maintenance
= < Cell Cycle 6,89E-04 - 4,47E-02 18
(% Protein Degradation 1,31E-03 - 1,31E-03 5
Protein Synthesis 1,31E-03 - 4,25E-02 26
Cellular Development 8,63E-05 - 2,43E-02 58
e Cellular Movement 3,12E-04 - 2,43E-02 42
N~ 35 Cellular Compromise 4,43E-04 - 1,80E-02 6
¥ S
= Cellular Assembly and 5,95E-04 - 2,32E-02 29
oD X Organization
g Cellular Function and
I . 5,95E-04 - 2,43E-02 40
Maintenance

Tabell 3. Denne tabellen viser celluleere funksjoner assosiert med gener med
signifikant endret ekspresjonsniva.



Transcripsjonsfaktor analyse:

Upstregms Regulatorer/TF p-value of overlap
- HNF4A 1,42E-08
2 CTGF 4,86E-05
; E ERBB2 1,72E-04
S ¢ miR-1 (and other miRNAs w/seed
C 2,31E-04
g’ X GGAAUGU) S1E-0
N miR-29b-3p (and other miRNAs w/seed
o -
AGCACCA) 2,48E-04
miR-1 (and other miRNAs w/seed
ok GGAAUGU) 2,97E-06
= g RET 2,06E-04
g X HNF4A 2,19E-04
< g WNT1 6,60E-04
miR-590-3p (MiRNAs w/seed AAUUUUA) 1,03E-03
5 TGFB1 8,60E-06
E_ JUN 2,85E-05
v 2 NFKBIA 3,50E-05
i é Lipopolysaccharide 4,48E-05
£ miR-16-5p (and other miRNAs w/seed
S AGCAGCA) 7,66E-05

Tabell 4. Denne tabellen viser hvilke transkripsjonsfaktorer som er ansvarlige for
genekspresjonsendringer etter behandlingen med MK-7 analogen. Den viser ogsa
hvilke opp-strems regulatorer som kan veere aktivert ut fra ekspresjonsverdiene i
datasettet (for eksempel miRNAer).
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Molekyler/gener som ble oppregulert etter MK7 behandling:

Gener

Exp. Value
MINPP1 @« 2047
S PIN1 ® 1684
|5 DCK + 1682
< SPAG9 ® 1,655
g DAAM2 * 1653
; AMELX @+ 1,393
= SLC10A7 @ 1274
£ Eeflal #1233
S CAPNG6 @« 1146
SPARC ® 1,138
MINPP1 @ 4653
= PDZD2* ® 3663
= DCK #® 3,653
N LRRN3 * 3653
‘g RSPH6A ® 3653
~ DAAM2 * 3647
é Gnas @ 3,647
o PIN1 @ 3,647
& SPAG9 @ 3,640
SLC10A7 @ 3,640
TMCC3 #® 3,319
S NRP2 # 3,319
g FAM188B * 2761
X STK32B «* 2671
2 BRI3BP ® 2574
N IRGQ @ 2346
< CSFIR * 2314
2 HLX @+ 2118
S MRPL41 ©® 2055
DNAJAL @ 2032

Tabell 5. Tabellen viser hvilke gener hvis ekspresjon ble signifikant gkt (p < 0.05)
oppregulert. Verdiene viser log-ratio verdier av ekspresjonsgkningen hos behandlede
pregver sammenliknet med kontrollene.
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Molekyler/gener som ble nedregulert etter MK7 behandling:

Gener Exp. Value
TRPM5 ¥ -627,502
S ACSL4 ¥ -213,333
|5 ING2 ¥ -101,636
X DCLRE1B ¥ 74564
£ KLK3 ¥ 69,436
O SOCS4 ¥  -66,089
S MOV10 ¥ -38,625
£ TMEM125 ¥ 22,812
S CCND2 ¥  -8,880
ACHE ¥ -8481
PSMBS8 ¥  -42,857
= PRSS16 ¥ -30,000
§ PPP1R2 ¥ -25,000
N~ SDK2 ¥  -14,286
‘g SLC2A5 ¥  -10,000
~ DDO ¥ 9375
< ZNF728 ¥  -6,383
o NOTCH4 ¥  -6,000
& SLCB6A19 ¥ 6,000
LSAMP ¥ 5660
PQLC1 ¥  -1,944
5 PRRT1 ¥ 1743
g PRKAG3 ¥ 1743
X Hmgn1l ¥  -1,584
2 EEF1B2 ¥ 1583
D IER3IP1 ¥ -1573
= ADH5* ¥ 1573
> NXN ¥ 1553
S DDX39A ¥  -1537
Zim1 ¥ 1517

Tabell 6. Tabellen viser hvilke gener hvis ekspresjon ble signifikant (p < 0.05)
nedregulert. Verdiene viser hvor mange ganger denne reduksjon er hos behandlede
prever sammenliknet med kontrollene.
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4 Diskusjon

4.1 Eksperimentell del:

Bioinformatikkanalyse er innviklet og kompleks. Ved mikromatisestudier er det
vanskelige a tolke datasett fordi de genererer store mengder datatil analyse. Ved
slike studier kan vi ved a bruke bioinformatikk skaffe oss ett innblikk i hvilke
biologiske prosesser som for eks. kanoniske signalveier, molekylaere og celluleere
prosesser som pavirkes av gener med signifikante ekspresjonsendring etter MK-7
behandling gitt i forskjellige doser. Transkripsjonsfaktoranalyse viser hvilke
regulatorer/transkripsjonsfaktorer som sannsynligvis regulerer gener som viste
signifikant endret ekspresjon. Tolkning av effekten av MK-7 pa transkripsjonsniva er
ganske innviklet.

Vi hadde som hensikt & observere effekten av de aktuelle dosene pa umineralisert
tannanlegg under utvikling. Hypotesen var at sa hgy konsentrasjon som 10mg og
selv 2mg ikke ngdvendigvis ville vise fysiologisk relevante resultater. En tidlig studie
har undersgkt terskeldosen for apoptose (10uM) og nekrose (100uM) i pancreas-
celler ved behandling med K3 (68). Sa av de 3 konsentrasjonene vi undersgkte, er
antagelig 0,2mg det mest interessante i forhold fysiologisk og biologisk virkning av
MK-7 pa tannanlegg i utvikling.

Etter administrering av 0,2mg, 2mg og 10mg dosene, sa vi en rekke felles gener bl
bade opp- og nedregulert. Noen av disse genene (Pinl) er kjent for & pavirke
celleprolifering\celleoverlevelse\cellemodning og regulering av osteoblaster,
odontoblaster (68-71), og det kan tenkes at vi observerer den samme effekten i vart
forsgk. Ved P1 begynner odontoblaster & produsere dentin. | vart datasett ser vi en
forgkt ekspresjon av Minppl som er forbundet med mineralisering av bein (72). Dette

genet kan ogsa veere med pa dentindeponering og mineralisering av tannanlegg.

En overordnet oversikt over signalveier som er bergrt av MK-7 behandling viser en
signifikant (P<0.05) og sentral rolle for K2-vitaminer i celleproliferasjon,
cellemigrasjon, programmert celledgd, vevsmodning og tumorsuppresjon (tabellene

1-4). | Tabell 4, ser vi gener som Pinl som tidligere har veert assosiert til
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cellemodnings og prolifereringsprosesser® (73, 74), Dnajal som er tidligere koblet til
motvirkning av ukontrollert celleproliferasjon av enkelte krefttyper i viscerale organer
(75).

Transkripsjonsanalysen forsterker dette bildet. Transkripsjonsfaktorene Ctgf %, Tgfb1®
regulerer gener involvert i celleporliferasjon og cellemigrasjon (76-79), Nfkbia er
involvert i programmert celledgd (80), og Hnf4a, Ctgf, Erbb2 inngar i vevsmodning og
tumorsuppresjon (77). Disse funnene kan ogsa tydelig observeres i tabellene 2 og 3.

Disse funnene er i overensstemmelse med velkjente kjemoterapeutiske effektene av
K2-vitaminer pa blant andre flere krefttyper (31-50), kontroll av celleproliferasjon (49,
71) og vevsmodning av tannanlegg (52). Disse studiene foreslar samtidig en meget
viktig rolle for K2-vitaminer i programmert celledad spesielt pa osteoclaster og under
beinremodellering in vitro (81). Vart in vivo eksperiment ser ut til & bekrefte en
lignende effekt i umineralisert tannanlegg ved gkt ekspresjon av gener direkte
involvert i odontoblast-differensiering og dentin paleiring i tannanlegg (Pin1, Minpp1
og Amelx).

Oppregulering av enkelte gener som Pdzd2 har over lengre tid veert assosiert med
suppresjon av neoplastisk vekst i prostata, og i vart eksperiment kan vi observere en
betraktelig og signifikant oppregulering av dette genet som fglge av behandling med
MK-7 (82). Innenfor det medisinske fagmiljget er det kjent at prostatakreft er en
sjelden kreftform i land som Japan der konsumet av menaquinoner i form av den

vitamin K2-rike matvaren «natto» er sveert hgyt.

Her er det sveert viktig & understreke at det er mange gener som er involvert i normal
celledeling, proliferasjon, vevsmodning og vekst. Endret ekspresjonsniva av disse
genene under patologiske eller toksiske forhold kan gi opphav til kreft. Det er ikke sa
utenkelig at doser pa 2mg/kg eller 10 mg/kg kan ha en neoplastisk, toksisk eller
apoptosestimulerende effekt pa celler i tannanlegget. Noe av dette blir gjenspeilet i

oppregulering av en rekke gener som Fam188b, Stk32b. Siden overekspresjon av

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5300
% http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1490
3 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7040
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disse to genene er koblet til initiering og progresjon av kreft (83) (84), Bri3bp er ogsa
oppregulert i vart datasett; et gen som er assosiert med legemiddelindusert celledgd
(85). Ing2 er nedregulert. Dette genet er forbundet med undertrykking av neoplastisk
vekst (86) og overstimulering av gener som Dck med péafalgende cytotoksisk effekt?,

og noe mindre kjente gener som Daam?2.

MK-7, gitt i 10mg dosen, oppregulerer Csflr som er vist & gke inflammasjon og
rekruttering av monocytter. Vi kan ogsa se oppregulering av Pinl ved dosene 0.2mg
og 2mg. Dette genet assosieres med odontogen differensiering av dentale
pulpastamceller og osteoklastisk differensiering til henholdsvis odontoblaster og
osteoclaster. Dette ser ut til & veere i overensstemmelse med tidligere studier (69, 70,
73)

Resultatene av vart eksperiment viser ogsa oppregulering av en rekke gener med

ukjent funksjon (Tmcc3, Nrp2)

4.2 Sammenligning av dosene:

Vare doser pa 0,2 - 2mg viser betydelig aktivering nettverk som regulerer
celleproliferasjon\apoptose, vevsdannelse, modning, vedlikehold og reparasjon som
impliserer DNA transkripsjon (Se tabell 2 og 3). Dette kan ogsa observeres i
transkripsjonsreguleringen der faktorer som Ctgf (Se tabell 4) viser betydelig
oppregulering som falge av var behandling. Enkelte gener som Minpp1 og Pinl (Se

tabell 5) bekrefter denne vevsdannende (stort sett hardvev) og proliferative effekten.

Kanskje det viktigste funnet i var studie i forhold til odontologi var effekten av
behandling med MK-7 pa ekspresjon av Amelx. Ved administrering av 0.2mg dosen
kunne vi se en markant gkning i ekspresjon av Amelx-genet som er av sveert stor
betydning for amelogenese og ikke minst dannelse og modning av PDL senere i
tannutviklingen. Dette ser ut til & veere i overensstemmelse med tidligere studier der
man har pavist transkripsjon av genet, og translatert protein, far mineraliseringen har
startet. Det kan tyde pa at dette genet ogsa har andre funksjoner under tidlig

tannutvikling (87).

* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene& Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=1633
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Men det ble ikke pavist signifikante endringer i ekspresjon av gener som koder for
dentinproteiner. Dette kan som tidligere nevnt skyldes en hemmende effekt av K2-
vitaminer pa NF-kB signalveien (2, 3, 14). Denne signalveien er vist seg a styre
dentindannelse. Men det kan skyldes at dentindeponeringen ikke har kommet i gang
ved dette stadiet. Tannanlegget ble injisert ved PO og dissekert ved P1. Hos denne

typen mus begynner dentindeponeringen ved P2.

Videre forsgk er ngdvendig for & bekrefte denne hemmende effekten av MK-7. Dette
kan vise seg a veere viktig terapeutisk og klinisk med tanke pa en pre-eruptiv
forbedring av emaljekvalitet og tetthet. Det kan ogsa vaere av nytte i behandling av
sykdommer som periodontitt der denne signalveien star sentralt i sykdomsinitiering
0g progresjon sett i sammenheng med resorpsjon av periodontalt bein. Dette er ikke
usannsynlig, gitt at en slik terapeutisk effekt allerede er observert i ben ellers i
kroppen. Poenget har veert utnyttet i medisin (administrering av MK-4) i Japan
giennom mange ar ved behandling av osteoporose (88). Beinvev er et dynamisk vev
som gjennom hele livet er under remodellering (nedbrytning og oppbygning). Dette er
ikke tilfelle for tannemalje eller dentin ved friske forhold men det er mulig at en slik

effekt i fremtiden vil kunne utnyttes under mineraliseringsprosessen.

Dosen 2mg pavirket ekspresjon av gener som deltar i viktige celluleere funksjoner
som cellevedlikehold, cellesyklus, proteinsyntese og proteindegradering (psmb8).

Dette er trolig en doseeffekt, muligens toksisk gitt at dette er en middels hgy dose.

Nettverks- og transkripsjonsanalyse pa 10mg dosen viser for det meste samme
effekter som 2mg dosen med unntak av cellesyklus og proteinsyntese/degradering.
Derimot er det en stgrre oppregulering av gener involvert i utviklingssykdommer og
kreft. Dette kan bekreftes ved gkt ekspresjon av gener som Fam188b og Stk32b (se
tabell 5). Denne dosen farte til en betydelig stimulert intercellulaer signalering (Se
tabell 1 og 2).

Behandling med forskjellige doser MK-7 farte til opp- eller nedregulering av en rekke
gener. Resultatene fra dette arbeidet er noe usikre fordi det bare foreligger data fra
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injeksjon ved PO. Det trengs oppfalging av flere utviklingsstadier for a fa et bedre og
sikrere bilde. Dernest er det ogsa behov for en starre utvalgsgruppe for hver dose,
en optimalisering av protokoll for mikromatrisekjgring og ikke minst bekreftelse av
disse ekspresjonsendringene for utvalgte gener ved hjelp av RT-PCR-teknikk.

Var studie gir et grovt bilde av effekten MK-7 utgver pa umineralisert tannanlegg i en

in vivo dyremodell. Det foreligger imidlertid et stort behov for flere studier som
utforsker og bekrefter en eventuell klinisk betydning for MK-7 i dentalt vev.

4.3 Litteraturstudie

Det er mange studier som bekrefter tilstedeveerelse av en y-karboxyleringsuavhengig
effekt hos K2-vitaminer, en effekt som er langt viktigere og sterkere enn det K1-
vitaminer er har veert kjent for. Ett av studiene pa tannutvikling understgtter dette. |
dette arbeidet, utfgrt pa musunger, ble ingen effekt pavist som fglge av behandling
med warfarin - en K-vitamin antagonist som hemmer y-karboxyleringsavhengige
reaksjoner - pa& mineralisering, mineraliseringsrate, morfologi eller det histologiske
bildet i dentin (89).

Som omtalt tidligere, er TNF-alfa indusert aktivering av NF-kB signalveien en
ngdvendig forsvarsmekanisme under dype karieslesjoner. Og det kan tenkes at gkte
mengder av MK-7 vil motvirke denne forsvarsmekanismen. Flere studier, som nevnt
innledningsvis, indikerer at MK-7 utgver sin effekt via hemming av NF-kB-signalveien
i bein. Det er slik MK-7 mistenkes for & hemme basal (aldersrelatert) eller patologisk
beinresorpsjon; noe som for tiden ansees a veere den viktigste og mest kjente
effekten av K2-vitaminer pa bein (14, 90). Dette skjer gjennom gkt produksjon av IkB

som igjen hemmer transkripsjon av NF-kB.

Dette kan veere interessant gitt at RANKL-indusert benresorpsjon via NF-kB-
aktivering, spiller en sentral rolle i benremodelering, fysiologisk rotresorpsjon ved
felling av melketenner og ikke minst ved kjeveortopedisk flytting av tenner og den
medfalgende rotresorpsjonen ofte sett under slik behandling (91). Serum-RANKL og
OPG har tidligere veert foreslatt som en indikator pa beinremodelleringsraten under
kjeveortopedisk behandling (91). Utfra dette kan det tenkes at en gkt MK-7

serumniva kan forsinke og forlenge tiden som er ngdvendig for fullfgring av en
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kjeveortopedisk behandling. Alternativt kan det tenkes at MK-7 kan redusere den

ugnskede rotresorpsjonen som oppstar under en slik behandling.

| faget periodontologi har en lenge sett pa den viktige rollen NF-kB-signalveien har
ved forgkt RANKL\OPG-ratio. Det er godt mulig at tilstedeveerelse av K2-vitaminer
har en sterk modifiserende rolle i periodontale sykdommer som periodontitt. Dette
spennende feltet krever naermere undersgkelse. En mulig effekt av K2-vitaminer pa

periodontiet gjenstar a bli oppdaget.
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