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Sammendrag

Fedme er den vanligste drsaken til insulinresistens og en rekke andre metabolske forstyrrelser,
som til sammen utgjor det vi kaller metabolsk syndrom. Et kjennetegn ved fedme og utvikling
av metabolsk syndrom er en svak, kontinuerlig inflammasjonsprosess. Utviklingen av
metabolske forstyrrelser har blitt mye studert i de siste tidrene og fokuset har stort sett vart pa
epididymalt fett. I denne oppgaven ville vi se neermere pd inflammasjonsendringer i bade tarm
og epididymalt fettvev ved hoyfettdiett. Her tester vi hypotesen om hvorvidt

betennelsesprosesser i tarm bidrar til systemisk inflammasjon ved hgyfettdiett og fedme.

Cs57BL/6] hannmus ble foret med en hoyfettdiett (HFD) og lavfettdiett (LFD), i en periode pa 6
uker. Musestudien er en del av et starre prosjekt, «Det Sunne Maltid». RNA fra ileum og
epididymalt hvitt fettvev (eWAT) ble isolert og analysert for ekspresjon av inflammatoriske
markergener. Vi fant at inflammasjonsmarkeren (SAA3) og makrofagmarkeren (F4/80) var
oppregulert i eWAT fra mus som har vaert pa HFD. Ileal mRNA-ekspresjon av inflammatoriske
markerer viste ingen signifikante forskjeller mellom mus pa HFD og mus pa LFD. Innenfor
varigheten av dette forsoket, tyder resultatene pa at inflammatoriske prosesser i tarm ikke

bidrar til systemisk inflammasjon ved diettindusert fedme.

Det er dokumentert at makrofager infiltrerer fettvev ved fedme. Med bakgrunn i dette skulle
det etableres et «in vitro»-system bestdende av adipocytter og makrofager. Her skulle det
undersokes w-3 fettsyre kunne tenkes d pavirke interaksjonen mellom adipocytter og
makrofager slik at makrofagdifferensieringen gikk i retning M2 makrofager (alternativ
aktivering). For & etablere en slik modell var det viktig &: (1) differensiere preadipocytter til
adipocytter med storre og flere fettvakuoler, (2) differensiere makrofager mot M1 og M2, og (3)

velge markerer og en egnet metode for identifisering av M1- og M2-makrofager.

Resultatene viste at RAW264.7 celler kan stimuleres med lipopolysakkarider (LPS) mot M1 og
med rekombinant interleukin (IL)-4 mot M2 makrofager. M1 og M2 makrofager kan
identifiseres ved hjelp av genekspresjons-analyser av iNOS («inducible nitric oxide synthase»)
og arginase 1. Det kan se ut til at dokosaheksaensyre (DHA) reduserer produksjonen av IL-6 i
differensierte 3T3-L1, og at kondisjonert medium fra adipocytter inkubert med DHA
oppregulerer ekspresjonen av arginase i RAW264.7. Videre undersekelser ber imidlertid

utfores for & bekrefte de sistnevnte resultatene.



Abstract

Obesity is the most common cause of insulin resistance and several other metabolic disorders,
which together constitute metabolic syndrome. A characteristic of obesity and the
development of metabolic syndrome is a low-grade systemic inflammatory process. The
development of metabolic disorders has been widely studied in recent decades, and the focus
has mainly been on epididymal adipose tissue. In this paper, we test the hypothesis that
inflammatory processes in the intestine contribute to the systemic inflammation observed in

diet-induced obesity. We also examine inflammatory changes in the epididymal adipose tissue.

Male C57BL/6] mice were fed high-fat diet (HFD) and low-fat diet (LFD). The mouse study is
part of a larger project, “Healthy Meal”. After a period of 6 weeks, RNA from ileum and
epididymal white adipose tissue (eWAT) was isolated and analysed for inflammatory gene
expression. We report here that inflammation-associated and macrophage-specific genes,
SAA3 and F4/8o respectively, are up-regulated in the eWAT of mice on HFD. However, the
expression of the analysed inflammatory markers were unchanged in ileum from these mice.
Within the duration of this experiment, the results indicate that inflammatory processes in the

intestine do not contribute to systemic inflammation in diet-induced obesity.

In obesity it is known that macrophages infiltrate the adipose tissue and secrete inflammatory
cytokines. Thus, we wanted to establish an in vitro system of adipocytes and macrophages to
study possible regulatory interactions between these cells. With such a model it would be easy
to investigate whether w-3 fatty acids affect the interaction between adipocytes and
macrophages, affecting macrophage differentiation. To establish this in vitro system, it was
important to: (1) differentiate preadipocytes to adipocytes, (2) differentiate macrophages
classically (M1) and alternatively (M2), and (3) select suitable markers and method for

identification of M1 and M2 macrophages.

The results showed that the murine macrophage cell line, RAW264.7, can be differentiated to
classically activated macrophages (M1) and alternatively activated macrophages (M2) upon
stimulation with bacteria lipopolysaccharide (LPS) and recombinant interleukin (IL) -4,
respectively. M1 and M2 macrophages can be identified by their expression of genes for
inducible nitric oxide synthase (iNOS) and arginase 1 (Arg1). It may seem that docosahexaenoic
acid (DHA) reduces the production of IL-6 in differentiated 3T3-L1, and that conditioned
media from adipocytes incubated with DHA up-regulate the expression of arginase in

RAW264.7. Further studies should be performed to confirm the latter results.
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A Metabolsk syndrom

I de siste 20 - 30 drene har fedme blitt et storre og sterre problem. I 2008 var det ca. 500
millioner voksne mennesker i verden som var ekstremt overvektige (kroppsmasseindeks, KMI
> 30 kg/m?). I tillegg til selve fedmen har en rekke metabolske forstyrrelser oppstatt, som igjen
har ledet til det vi nd definerer som metabolsk syndrom. Metabolsk syndrom er en samling av

minst 3 av disse fedmeassosierte forstyrrelsene:

- Hoyt blodtrykk (hypertensjon)

- Hoyt blodglukoseniva (hyperglykemi)

- Hoye nivaer av blodtriglyserider og -kolesterol (dyslipidemi)
- Lavt niva av «high density lipoprotein» HDL-kolesterol

- Stort midjemal

Kollektivt vil disse forstyrrelsene gke faren for type 2 diabetes mellitus (T2DM), hypertensjon,
aterosklerose, slag og hjerteinfarkt samt noen typer kreft (Chawla et al. 2011; Suganami &
Ogawa 2010; Whitney & Rolfes 2008). Insulinresistens, som er blant de fedmeassosierte
metabolske forstyrrelsene, er resistensen av metabolske vev (fettvev, muskler og lever) pa
insulinvirkning. Disse metabolske forstyrrelsene ble observert i ssmmenheng med fedme, og

siden har det blitt forsket pa hvordan fedme gir opphav til de ulike forstyrrelsene.

Excess KCALS, SAT FAs, or TNF«

= l Insulin
il >, P
(\ IRS1
([ ROS— |\ e—"2— /
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FFA <_ "PKC

|
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M.

@
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Figur 1: Overskuddsenergi, mettede fettsyrer og TNFa pavirker hvitt fettvev til a produsere
adipokiner og frie fettsyrer og bli mer inflammert. Adipokiner og frie fettsyrer fremmer
utvikling/dannelse av proinflammatoriske makrofager og fremmer insulinresistens i muskelceller
(Kennedy et al. 2009).
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Det har lenge veert kjent at det er en sammenheng mellom inflammasjon, fedme og
insulinresistens (Hotamisligil et al. 1993; Hotamisligil et al. 1996), men det er forst na at
fedmeassosiert vevsinflammasjon er anerkjent som en hovedarsak til redusert
insulinsensitivitet. Observasjoner av forhgyede tumor-nekrosefaktor o (TNFo)-nivier, som er
et proinflammatorisk cytokin, i fedmeindusert vevsinflammasjon har veert et utgangspunkt for
den videre forskningen (se figur 1). I forsek med TNFa knock-out mus med diettindusert

fedme, viste det seg at insulinsensitiviteten ble forbedret (Osborn & Olefsky 2012; Uysal et al.

1997).
Insulin er et hormon som instimilatedeall insulin-stimulated cell
. insulin
roduseres av -cellene i de st lucose
p B receptor tgransporter insulin

Langerhanske oyer i }____—’/\ :‘.! _z r’_.“ |
bukspyttkjertelen. glucose e

B

4 glucose
Insulinutskillelsen stimuleres m@ Q
Ved (akte blodglukose nivéer, signal causes relocalization
intracellular pool of glucose of glucose receptors to
. :1 - . Q porters in specialized plasma membrane to boost
og funksjonen til insulin er & eyl atlocaines licosa uptake fato the call

Figur 2: Insulinstimulering av celler for glukoseopptak.
Insulinresistens betyr at insulin bindes til insulinreseptoren, men
signalet fores ikke videre i cellen (Alberts et al. 2008).

transportere glukose fra
blodet og inn i muskel, lever
og fettceller (Lin & Sun 2010). Insulin fungerer blant annet ved at hormonet bindes til
insulinreseptoren i cellenes plasmamembran. Bindingen av hormonet til reseptoren stimulerer
en signaleringsvei som resulterer i at vesikler med glukosetransporter-protein 4 (GLUT4)
fusjonerer med cellemembranen (se figur 2). GLUT4 pa cellemembranen transporterer glukose
til cellene (Alberts et al. 2008; Lin & Sun 2010). Insulinresistens betyr at cellenes sensitivitet for
insulin er redusert, som forer til at lite eller ingen glukose blir transportert inn i cellene. Dette

forer til at blodglukosenivaet forblir hayt (hyperglykemi).

Aa  Inflammasjon

Inflammasjon er kroppens naturlige forsvarsmekanisme som utleses ved infeksjon, fysisk skade
eller en lokal immunrespons. Formdlet med denne mekanismen er 4 fremme et antimikrobielt
miljo samt fjerne rester fra og gjenopprette skadet vev. Inflammasjon betegner lokal

opphoping av vaske, plasmaproteiner og hvite blodlegemer; makrofager og neytrofile celler.

Det skilles mellom akutt og kronisk inflammasjon. Forskjellen mellom akutt og kronisk
inflammasjon avhenger av bl.a. skadens varighet og reaksjon pa skaden. Dersom darsaken til en

akutt inflammasjon ikke kan elimineres gdr inflammasjonen over til en kronisk tilstand. En
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kronisk inflammasjon trenger ikke a vere en fortsettelse pd en akutt inflammasjon. Ved en
kronisk inflammasjon rekrutteres makrofager, lymfocytter og plasmaceller til stedet ved hjelp
av kjemokiner. Kjemokiner er cytokiner som produseres og skilles ut av mange ulike celler,
f.eks. monocytter, epitel- og endotelceller osv. Kjemokiner tiltrekker immunceller til det
inflammerte stedet. Monocytt kjemoattraktant protein 1 (MCP-1) er et eksempel pd et
kjemokin. MCP-1 produseres av monocytter, makrofager, fibroblaster og keratinocytter, som

tiltrekker monocytter, naturlige dreperceller, T-celler, basofile og dendrittiske celler.

T-celler, eller T-lymfocytter, er hvite

blodlegemer som stammer fra T-cellesubpopulasjoner og markgrer

. . ]
benmargen. I motsetning til den @~
b o
andre lymfocyttgruppen, B &5 wlkis &2 adzEs  adks s
CD3 == bee 2! =x CD3 f =z CD3
4 A s (D8 ’u‘EB‘z‘S

lymfocytter, som utvikles i

benmargen, utvikles T lymfocytter N é . & é " " é P
fra thymocytter i thymus. T-celler ~0 e e

b s st o FoxP3
utstyres med T-cellereseptorer ’,?: . 8

(TCR) under utvikling i thymus.

TCR binder antigener presentert p4  Figur 3: T-cellesubpopulasjoner (Lea 2006)
antigenpresenterende celler for & kunne starte en immunologisk reaksjon. Etter aktivering
utvikles T-lymfocytter til effektorceller. Det er 3 hovedgrupper av T-effektorceller: T-
hjelperceller (CD4 positive), cytotoksiske T-celler (CD8 positive) og regulatoriske T-celler
(CD4 og CD25 positive). Det utvikles i tillegg hukommelsesceller. T-hjelperceller kan deles i to

grupper: Tyt og T2 (se figur 3).

Undergruppene av T hjelperceller har ulik cytokinproduksjon og funksjon. Ty1 cellene
produserer cytokiner som IFNy og TNFa, og inngar stort sett i den cellulaere immunresponsen.

Mens T2 celler

produserer cytokiner

IFN-y [ > IFN-y,IL-2, TNF-o, LT

y ) Statl —>» T-bet
) 1T
 Staté —» GATA-3

som IL-4, IL-5, IL-10 og

¢

IL-13, og deltar stort sett

i den humorale > IL4,1L-5,1L-10, IL-13

(antistoffmedierte)

Figur 4: Figuren viser hvordan stimulering av T-hjelperceller med IFNy og
IL-4 aktiverer henholdsvis transkripsjonsfaktorene T-bet og GATA-3.
Transkripsjonsfaktorene har en gjensidig hemmende effekt pa hverandre,
samtidig induserer de produksjonen av cytokiner. T-bet gker
hjelperceller, men det er produksjonen av IFNy, mens GATA-3 oker produksjonen av IL-4 (Lea 2006).

immunresponsen. Det er

flere undergrupper av T
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disse to undergruppene som representerer ytterpunktene nar det gjelder cytokinprofil og
funksjon. IFNy og IL-4 er viktige cytokiner som ved binding til reseptorer pa T celler aktiverer
signaler og setter i gang produksjonen av henholdsvis T-bet og GATA-3. T-bet og GATA-3 er
transkripsjonsfaktorer som induserer produksjonen av henholdsvis IFNy og IL-4, samtidig som
de har hemmende effekt pa ekspresjonen av hverandre. Figur 4 viser stimulatorer, cytokiner og

transkripsjonsfaktorene til Ty1 og T2 (Lea 2006; Murphy 2012).

Aaa  Cytokiner

Cytokiner er ekstracellulere signalmolekyler i form av sma proteiner eller glykoproteiner.
Mange av kroppens celler frigjor cytokiner, ofte som en respons pa en aktiverende stimulus.
Frigjorte cytokiner induserer en respons ved at de binder seg til spesifikke overflatereseptorer.
Cytokiner formidler og regulerer immunitet, inflammasjon og hematopoiese som alle er viktige

fysiologiske prosesser. Cytokinene kan deles inn etter struktur og funksjon i 4 hovedgrupper:

Interleukiner (f.eks. IL-6, IL-10)

Interferoner (f.eks. [FN-y)
- Tumornekrosefaktorfamilien (f.eks. TNFa)

Kolonistimulerende faktorer (f.eks. makrofag kolonistimulerende faktor - M-CSF)

Mannoserike oligosakkarider og lipopolisakkarider (LPS) er eksempler pa konserverte
molekylaere strukturer som er funnet pd overflaten av bakterier. Slike strukturer har
fellesbetegnelsen mikrobeassosierte molekylaere menstre og blir gjenkjent av reseptorer som er
uttrykt pa overflaten av makrofager, dendrittiske celler og neytrofile celler. Disse reseptorene
kalles for menstergjenkjennende reseptorer. Toll-lignende reseptor er et eksempel pa
monstergjenkjennende reseptor, og aktiveres av blant annet bakterielle lipopolysakkarider

(LPS) og dobbeltradet RNA.

Cytokiner som skilles ut av makrofager, som respons pa aktivering av menstergjenkjennende
reseptorer, kan klassifiseres i 5 grupper: IL-1f3, IL-6, IL-12, TNFa og kjemokinet CXCL8 (kjent
som IL-8). Cytokiner kan virke pa produsentcellen (autokrin), pd nabocellen (parakrin) eller
systemisk (endokrin). Deres aktivitet varierer ved at: (1) et cytokin kan pavirke ulike celler pa
ulike mater. Responsen vil da variere fra celle til celle som har interagert med samme cytokin.
(2) ulike cytokiner kan framkalle samme respons fra en celle. (3) noen cytokiner kan regulere
nivdene av hverandres membranreseptorer og (4) cytokiner kan pavirke produksjonen av
andre cytokiner. Variasjonen i cytokinaktivitetene peker pa at cytokinene inngar i et

funksjonelt nettverk.
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Interleukiner

Er en gruppe cytokiner som modulerer inflammasjon og immunitet ved a regulere cellevekst, -
differensiering og -migrasjon. Immunsystemets funksjon avhenger i stor grad av interleukiner.
Nedenfor nevnes funksjonene til interleukinet som er aktuell i den eksperimentelle delen i

denne oppgaven:
IL-6

Er et typisk eksempel pa flerfunksjonelt, proinflammatorisk cytokin som blant annet
produseres av makrofager. Leverceller stimuleres av IL-6 til gkt produksjon og utskillelse av
plasmaproteiner som C-reaktivt protein, serum amyloid A og andre akuttfasereaktanter.
Konsentrasjonen av disse plasmaproteinene gker ved en ikke-spesifikk immunrespons pa

infeksjon (Gordon & Taylor 2005; Lea 2006; Murphy 2012).

A2 Fettvev

Fettvev hos pattedyr bestar av ansamlinger av fettceller (adipocytter) som befinner seg i
bindevevet. Adipocytter er bindevevsceller som har differensiert til & bli spesialiserte fettceller
som bdade syntetiserer og lagrer fett. Det finnes to typer fettvev: hvitt fettvev (WAT) og brunt
fettvev (BAT). Disse to typene har veldig forskjellige egenskaper. Hvitt fettvev har oppgaver
som isolering og fettlagring, mens brunt fettvev har et hoyt innhold av mitokondrier som
forbruker energien fra fett og produserer varme. Brunt fettvev finnes i store mengder hos

spedbarn og minker med alderen.

Ved energiinntak som overskrider energiforbruk (overernaring) vil energioverskuddet lagres i
fettcellene. Cellene vil dermed oke bdde i storrelse pa grunn av fettakkumulering og i antall.
Kroppsfett er fordelt i flere depoter, det finnes blant annet mye underhudsfett og visceralt fett
(eller bukfett, fett mellom innvoller). Fordelingen av fettet i kroppen er kjgnnsavhengig og kan
ogsa vare genetisk avhengig. Hos kvinner akkumulerer fettet rundt hofteomradet, mens hos

menn er det rundt midjen (Saladin 2010; Whitney & Rolfes 2008).

Cellene i fettvev produserer en rekke faktorer, som virker auto-, para- eller endokrint, og
uttrykker mange overflatereseptorer. Adipokiner er betegnelsen pa cytokiner adipocyttene
produserer. Blant adipokinene finner vi, leptin og adiponektin, cytokiner som TNFa og IL-6,
kjemokinet monocytt kjemoattraktant protein 1 (MCP-1) med mer. Adipocyttene uttrykker
reseptorer for bl.a. TNFa og IL-6 (Kershaw & Flier 2004). Oppregulering/nedregulering av

produksjonen av adipokiner kan veere drsaken til eller resultatet av inflammasjon og
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makrofaginfiltrering. MCP-1 er en ligand for reseptoren kjemokinreseptor 2 (CCR2). Forsgk

med CCR2 og MCP-1 knockout-mus pa heyfettdiett har vist at bide CCR2 og MCP-1 er viktige

for makrofagrekruttering til fettvev. Disse knockout-musene viste mindre akkumulering av

makrofager i fettvev og dermed mindre inflammasjon og forbedret insulinsensitivitet (Lumeng

et al. 2007b; Suganami & :
Acute Phase Proteins Excess Energy Intake
Ogawa 2010; Weisberg et al. : \PAI-1
| LCRP ., Macrophage
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) . . I IL-6 | Cytokines ® o MCP-1
fedme. Ulike studier foresldr at 1} 1.8 | Chemokines / PPN . B
| negesd S ¥ N
adiponektin har en anti- S T \.-
' Inflammation ! : Adiponectin (§)
inflammatorisk, antidiabetisk iInsulin Resistancei 4 454ines | Leptin |
: Atherosclerosis 1« ———————— " Resistin !
og antiaterogen (aterogen — t __Hypertension _; e T, :

Figur 5: Fedme forarsaker inflammasjon i WAT og forer til

fremmer aterosklerose) effekt metabolsk syndrom (Kennedy et al. 2009)

(Kershaw & Flier 2004). Figur 5

viser hva som pavirker fettvev til & produsere inflammatoriske cytokiner.

Kroppens ulike fettdepoter har stedsspesifikke fysiologiske egenskaper, og kan avvike i f.eks.
fettsyresammensetning eller utskillelse av adipokiner (Caesar et al. 2010). I forhold til
underhudsfett, er genekspresjonen og utskillelsen av TNFa og IL-6 sterre i visceralt fett

(Kershaw & Flier 2004).
Om lipidmetabolisme

Triglyserider bestar av glyserol og 3 fettsyregrupper. Fettet fordeyes i tynntarmen ved hjelp av
lipaser fra bukspyttkjertelen. Gallesyre produsert av leveren og skilt ut fra galleblaeren er viktig
for emulgering av fett slik at det kan brytes ned til mindre drdper og absorberes av de
intestinale epitelceller, enterocytter. Enterocytter i tynntarmen absorberer fettet i form av
miceller som bestdr av monoglyserider, fettsyrer, kolesterol og fettlgselige vitaminer omringet
med gallesyre. Gallesyre blir ikke absorbert i jejunum. Det er ca. 80 % av gallesyre som blir

reabsorbert i ileum og tilbakefort til lever for gjenbruk.

[ enterocytter blir triglyserider resyntetisert og pakket sammen med fosfolipider og kolesterol
og omringet med proteinkapper, og blir til det som kalles for kylomikroner. Kylomikroner
transporteres via lymfe til blodarer. Nar triglyseridinnholdet i kylomikronene leveres til ulike
vev i kroppen, fores kylomikron-restene (protein, kolesterol og fosfolipider) tilbake til lever der

de blir degradert.
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Lipoproteiner er lipid-proteinkomplekser som har som oppgave a transportere lipider til celler

i hele kroppen. I tillegg til kylomikroner er det 4 andre lipoproteiner, som har ulik

sammensetning av fosfolipider, kolesterol, proteiner og triglyserider. Lipoproteinene HDL

(«high-density lipoprotein»), LDL («low-density lipoprotein»), IDL («intermediate-density

lipoprotein») og VLDL («very-low density lipoprotein»), og kylomikroner, er rangert etter

tetthet som gjenspeiler proteininnholdet (hoy tetthet = hoyt proteininnhold). Kortfattet: HDL

og VLDL syntetiseres i lever, mens IDL og LDL avledes av VLDL. VLDLs oppgave er &

transportere fett til ulike vev i kroppen, mens HDL transporterer kolesterol fra celler og til

leveren der den blir resirkulert eller eliminert, som vist pa figur 6 (Saladin 2010; Whitney &

Rolfes 2008).

Triglyserider i fettvev spaltes til glyserol og frie fettsyrer (lipolyse) ved hjelp av enzymet

hormonsensitiv lipase.
Under normale betingelser
skiller fettvevet ut frie
fettsyrer (FFA) slik at celler
i kroppen oksiderer
fettsyrene og bruker
energien. Ved
insulinresistens vil
utskillelsen av FFA stige,
dette skyldes gkt aktivitet
til hormonsensitiv lipase
(Champe et al. 2008).
Resultatet av
triglyseridnedbryting er
forheoyede konsentrasjoner
av FFA, kolesterol og
glyserol (dyslipidemi). Hoye

FFA-konsentrasjoner

stimulerer reaksjoner som
reduserer insulinsensitivitet

(Lin & Sun 2010).
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Figur 6: Oversikt over lipoproteinen
Britannica Online 2007)

es rute i kroppen (Encyclopadia
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A.2.a1  Epididymalt hvitt fettvev (eWAT)

Perigonadalt WAT er et

visceralt fettvev som er

lokalisert i bukhulen hos EWAT distal

mus. Fettvevet omgir el

Tissue
Q

livmoren, urinblarene og ididymis (head)
epididymis (hea

eggstokkene hos hunnmus

og kalles for periovariant testis

fettvev. Hos hannmus

omgir dette vevet
T EWAT proximal

epididymis (tail)

bitestikkelen og kalles for

epididymalt hvitt fettvev. Figur 7: Epididymalt hvitt fettvev i hannmus (Caesar et al. 2010; WikiDoc
2012)

Vevet er halvmaneformet
(se figur 7). eWAT er spesielt for mus, mennesker har ikke noe tilsvarende (Gesta & Kahn

2012).

A.2.2 Fettsyrer

Fettsyrer bestar av hydrokarbonkjeder med en karboksylsyregruppe (COOH) i den ene enden,
og en metylgruppe (CH,) i den andre enden (omega-enden). Fettsyrer kan deles i 3 grupper
etter metthetsgrad: mettede, enumettede og flerumettede fettsyrer. Umettede fettsyrer har
dobbeltbindinger mellom karbonatomene. Jo flere dobbeltbindinger det er i en fettsyre, desto
lavere er smeltepunktet. Nar triglyserider nedbrytes til glyserol og frie fettsyrer, vil FFA kobles
til proteinet albumin, for & kunne sirkulere i blodet. Dette er pa grunn av fettsyrenes hydrofobe

egenskaper.

Mettede fettsyrer er sterkt assosiert med heye nivder av blodkolesterol og gkt fare for hjerte-

og karsykdommer. Blant fettsyrene som gker blodkolesterol finner man palmesyre (C16:0).

Umettede fettsyrer forbindes derimot med gunstige helseeffekter nar det gjelder
hjertesykdommer og slag. Blant flerumettede fettsyrer finner man de to essensielle fettsyrene:
linolsyre (w-6) og linolensyre (w-3). Etter inntak, konverteres linolensyre i kroppen til
eikosapentaensyre (EPA) og sa dokosaheksaensyre (DHA). Bade linol- og linolensyre er viktige
for normal vekst og utvikling (Champe et al. 2008; Whitney & Rolfes 2008). Nedenfor beskrives

to fettsyrer som er aktuelle for den eksperimentelle delen i denne oppgaven:
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1. Palmesyre (16:0)

0

Palmesyre er en mettet fettsyre som bestar av 16 e~ A
OH

karbonatomer og ingen dobbeltbindinger (figur 8). Figur 8: Palmesyrens kjemisk struktur
Palmitat er den betegnelsen pa salter eller estere av palmesyre. Animalske matvarer, som f.eks.

melkeprodukter og redt kjett, samt palmeolje er rike pa palmesyre.

2. Dokosaheksaensyre (22:6 w-3)

DHA er en flerumettet omega-3 (w-3) fettsyre /\_/WWU\)‘L

som bestar av 22 karbonatomer og har 6

Figur 9: Dokosaheksaensyrens (DHA) kjemisk
struktur

dobbeltbindinger (figur 9). DHA er en essensiell
fettsyre og ma tilferes kroppen via kosten. Fisk
og marine matvarer, samt vegetabilske oljer, fra og netter, er gode kilder for DHA (Whitney &

Rolfes 2008).

A.3 Makrofager

Makrofager er den modne formen av monocytter som har sin opprinnelse fra stamcellene i
benmargen. De forekommer i nesten alle vev i kroppen, og det er spesielt rikelig med
makrofager i lever, lunger, milten og lymfeknuter. Makrofager er viktige fagocytter, de er ogsa
antigenpresenterende celler som har en viktig funksjon for T-celleaktivering (celluleer
immunitet). Makrofager fagocytterer mikroorganismer og infiserte celler, og i tillegg fjerner de

dede celler og rester (Lea 2006; Murphy 2012).

I tillegg til makrofagenes rolle i medfedt immunitet, deltar de i den adaptive immunresponsen.
Avhengig av stimulus kan makrofager polariseres i en av to fenotypisk ulike grupper: klassisk
aktiverte makrofager (M1) og alternativt aktiverte makrofager (M2) (Chawla et al. 2o11; He et al.
2011; Osborn & Olefsky 2012). Mi-aktiverte makrofager kan stimuleres til M2, og omvendt

(Benoit et al. 2008).

Makrofager differensieres fra monocytter og er heterogene celler. Makrofagene er lokaliserte i
ulike anatomiske steder i kroppen der de utvikler egenskaper som er vevsspesifikke.
Heterogeniteten av makrofagene reflekterer funksjonene disse cellene har i de ulike vevene de

er lokalisert i. Ulike egenskaper kan ogsa oppsta etter ulike stimulus (Gordon & Taylor 2005).

Makrofager uttrykker mange ulike membranmolekyler. F4/80 er f.eks. en overflatemarker som

er uttrykt pa alle makrofager, mens mannosereseptor 1 (CD206) oppreguleres ved en Mz-
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aktivering. Overflatereseptorer for Fc-delen (FcyR) av IgG-antistoffer er uttrykt pa makrofager

(Chawla et al. 2011; Lawrence & Natoli 2011; Stein et al. 1992).

A.3.a  Klassisk aktiverte makrofager

Ved stimulering av murine makrofager med lipopolysakkarider (LPS) og/eller IFN-y (et Ty-
cytokin), utvikles Mi-aktiverte makrofager. Disse makrofagene skiller ut rikelig med
proinflammatoriske cytokiner og beskjedne mengder anti-inflammatoriske cytokiner. De
produserer ogsd enzymet «inducible nitric oxide synthase»-iNOS, som produserer
nitrogenoksid (NO) og L-citrullin, ved & oksidere substratet L-arginin (Champe et al. 2008;
Munder et al. 1998). Dette enzymet blir ofte brukt som en marker for Mi-makrofager (Benoit

et al. 2008; He et al. 2om).

Mi-makrofager produserer toksiske produkter (nitrogenoksid) og proinflammatoriske
cytokiner (TNFaq, IL-6 og IL-12) og viser med dette sterke antimikrobielle egenskaper (Murphy
2012). Blant mekanismene som ble studert i forbindelse med proinflammatoriske cytokiner og
insulinresistens, er aktiveringen av nuklear faktor kappa B (NFkB). NFkB er et genregulatorisk
protein og er involvert i viktige prosesser som f.eks. immune og inflammatoriske responser.
Proteinkomplekset NFkB aktiveres blant annet av TNFa og andre proinflammatoriske faktorer

(Alberts et al. 2008; Osborn & Olefsky 2012).

Flere forskningsartikler hevder at dendrittisk cellemarkeren, CD1ic, er ogsa uttrykt pa
fettvevsmakrofager. Forsok viste at flere fettvevsmakrofager var F4/80"CD1ic” hos fete mus i
forhold til normalvektig mus. Fettvevsmakrofager hos fete mus er makrofager med

inflammatoriske egenskaper (Chawla et al. 2011; Lumeng et al. 2007a; Osborn & Olefsky 2012).

A.3.2  Alternativt aktiverte makrofager

Alternativ aktivering av murine makrofager kan induseres ved stimulering med cytokinene IL-
4 og/eller IL-13. M2-makrofager skiller ut anti-inflammatoriske cytokiner (IL-10) og produserer
enzymet arginase 1 (Arg1), som omdanner L-arginin til L-ornitin og urea (Champe et al. 2008;
Munder et al. 1998). Siden L-arginin er substratet til bade iNOS og arginase 1, vil oppregulering

av det ene enzymet fore til undertrykking av det andre, avhengig av stimulus.

Alternativt aktiverte makrofager kan deles i 3 undergrupper: M2a, M2b og M2c. Forskjellen
mellom disse gruppene er at de induseres med ulike interleukiner eller immunkomplekser,
uttrykker noen ulike overflatemarkerer og produserer ulike cytokiner. Felles for dem at de
uttrykker arginase 1, produserer IL-10 og uttrykker noen like overflatemarkerer (Benoit et al.

2008; Van Ginderachter et al. 2006).
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[ tillegg til at M2-makrofager undertrykker Mi-makrofagenes proinflammatoriske og
antimikrobielle respons, har de andre roller som er viktige i sarhelingsprosess og
gjenoppretting av homeostase. Eksempler pa slike roller er nedregulering av inflammasjon,
eliminering av dede celler og avfallsstoffer, utskilling av faktorer som stimulerer vekst og

regenerasjon, og nydanning av blodarer (Murray & Wynn 20m).

Deling av makrofager i M1 og M2 skaper debatt i forskningsfeltet. Mange artikler skriver at
denne deling er veldig forenklet i forhold til de mer kompliserte og dynamiske prosessene som
skjer i kroppen. Det er mange overlappende prosesser som gjor det vanskelig d sette klare
skiller pa makrofagpolarisering (Benoit et al. 2008; Osborn & Olefsky 2012; Van Ginderachter

et al. 2006).

A.3.3 Fettvevsmakrofager

[ en studie der fettvevet pa magre og fete mus ble undersokt, viste det seg at det var 10 - 15 %
av cellene i magre mus som uttrykte makrofagmarkeren F4/80, i motsetning til 45 - 60 % i fete
mus. Det samme har vert observert hos mennesker (Chawla et al. 2011; Osborn & Olefsky 2012;

Weisberg et al. 2003)

Ved fedme infiltrerer makrofager fettvevet, og kalles for fettvevsmakrofager, der de produserer
proinflammatoriske cytokiner som TNFa og IL-6. Bade TNFo og/eller forhgyede nivder av frie
fettsyrer som adipocyttene blir utsatt for, fremmer systemisk insulinresistens ved at de

stimulerer mekanismer som forer til redusert respons pa insulin (Lin & Sun 2010).

Fettvevsmakrofager akkumuleres mest i visceralt fett ved fedme og de produserer storre
mengder proinflammatoriske cytokiner i forhold til fettvevsmakrofager i underhudsfett. Dette
antyder at visceralt fettvev er uheldig med tanke pd inflammasjon og metabolske forstyrrelser.
Det gjenstar allikevel flere studier for a bekrefte at faktorene som forer til insulinresistens

faktisk produseres i visceralt fett (Osborn & Olefsky 2012).

n|Side



A.4 Ileum

Tynntarmen bestdr av tolvfingertarm (duodenum), midtre del (jejunum) og nederste del
(ileum). Tynntarmen strekker seg fra magesekken til tykktarmen, og hver del av den har
karakteristiske forskjeller. Tarmveggen bestdr av flere lag som kan deles i 4 deler: et indre lag
med epitelceller (mukosa), et lag med bindevev, blod- og lymfedrer (submukosa), et muskellag
med glatt muskulatur og et bindevevslag (serosa). Mellom epitelcellelaget er det tette
kontaktpunkter («tight junctions») som danner en barriere mellom tarminnhold og kroppens
indre. Figur 10 viser struktur av tynntarmen og celletyper som befinner seg i tynntarmen.
Tarmveggen i ileum er tynnere sammenlignet med jejunum, blodforsyningen er mindre og
dermed blekere rosa farge, mindre muskules og dermed tregere peristaltiske bevegelser og det

er flere makroskopiske aggregater avimmunceller som kalles for Peyerske flekker.

Regions of the small intestine Structure of a villus
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submucosa villus e
=1 epithelium
o Plosaokoitirss Enlargement of %

) Kerckring) plicae circulares A sbsorptive cells
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(Lieberkiihn
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Figur 10: En anatomisk oversikt over tynntarmen (Encyclopadia Britannica Online 2003)

Bade maten vi spiser og bakteriefloraen gjor at fordeyelsessystemet er spesielt utsatt for

fremmede mikroorganismer og antigener. Immunforsvaret er derfor forsterket i bl.a. tarm.

Intestinale immunceller er lokaliserte i induksjonssteder og effektorsteder. Induksjonsstedene
er de organiserte lymfoide vevene som f.eks. Peyerske flekker og mesenteriske lymfeknuter,
mens effektorstedene finnes i epitelet og i det tynne bindevevslaget under slimlaget (mukosa)
som kalles for lamina propria. De organiserte lymfoide vevene har fellesbetegnelsen
tarmassosierte lymfoide vev (GALT). Effektorstedene omfatter lymfocytter og andre
immunceller (makrofager, dendrittiske celler osv.). Tarmen er ett av stedene i kroppen som er
spesielt rik pa makrofager. Disse makrofagene er preget av haye fagocyttiske og
antimikrobielle aktiviteter, men lav produksjon av proinflammatoriske cytokiner (Gordon &

Taylor 2005).
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Peyerske flekker er viktige for initiering avimmunresponser i tarmen, de inneholder spesielt
mye B lymfocytter i sdkalte B-cellefollikler med T-celler mellom folliklene. Over de Peyerske
flekkene er det et follikelassosiert epitellag som ikke er dekket av slim. Mellom epitelcellene i
dette epitellaget ligger sdkalte M-celler (mikrofold celler) spredt. M-celler har en viktig rolle i
tarmen ved at de danner en forbindelse mellom innsiden av tarmen og GALT. M-celler
fungerer ved at de transporterer partikler fra tarmen til immunceller i Peyerske flekker for a
kunne sette i gang en immunrespons pa antigener (Garrett et al. 2010; Lea 2006; Murphy 2012;

Saladin 2010).

A.5 Cellelinjer og cellemarkorer

Nedenfor beskrives cellelinjer og cellemarkerer som er av betydning for den eksperimentelle

delen av denne oppgaven.

A5 Cellelinjer
Cellelinjene 3T3-L1 og RAW264.7 er henholdsvis en preadipocytt- og makrofagcellelinjer.

L1 er en understamme av cellelinjen 3T3 («Swiss albino»). 3T3-L1 er preadipocytter og kan
differensieres til adipocytter (LGC Standard 2012a). Néar 3T3-L1 injiseres i nakne mus, vil cellene
utvikles til fettvev som ikke kan skilles fra normale fettvev (Novakofski 2004). 3T3-L1 er en

velkarakterisert cellelinje som stadig brukes til studier av mekanismer bak fedmeutvikling.

RAW264.7 er en makrofagcellelinje som ble etablert fra en svulst indusert av Abelson muse
leukemivirus (LGC Standard 2012b). Cellelinjen skiller ikke ut paviselige viruspartikler.
Walloschke og medarbeidere (Walloschke et al. 2010) rapporterte at cellelinjen RAW264.7
egner seg bra som en «in vitro»-modell for undersgkelse av reaktive oksygenforbindelser (ROS)

og cytokinproduksjon etter stimulering.

A.5.2 Cellemarkorer
Markgrene nedenfor ble brukt i oppgaven som referansegen (RPL32), inflammatoriske

markerer (SAA3, Calprotectin og MPO) og makrofagmarker (F4/80).
Ribosomalt protein L32 (RPL32)

RPL32 er et ribosomalt protein som er en del 60S subenheten av ribosomet, og er lokalisert i

cytoplasmaet.
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Serum amyloid A3 (SAA3)

SAA3 er en et akuttfaseprotein som er medlem av SAA familien. SAA3 er uttrykt i mus og andre
pattedyr men ikke mennesker. Nivder av SAA3 er lave, men gker drastisk ved inflammasjon, og

egner seg derfor som inflammasjonsmarker (Scheja et al. 2008).
Calprotectin

Calprotectin er en heterodimer som bestar av proteinene; S100A8 og S100Ag. Disse proteinene
er medlemmer av proteinfamilien Si00, som er kalsiumbindende proteiner. Calprotectin er
proinflammatorisk og den uttrykkes og utskilles av fagocytter. Fagocytter, i forbindelse med
inflammasjon, far oppregulert uttrykk av S100A8 og S100Ag. Calprotectin har vist seg a vaere en

nyttig marker for pavisning av inflammasjon (Foell et al. 2004; Nacken et al. 2003).
Myeloperoksidase (MPO)

En oksygenavhengig nedbrytningsprosess av fagocytterte komponenter, inkluderer
myeloperoksidase. MPO danner oksygenderiverte frie radikaler for & drepe invaderende
bakterier og er derfor proinflammatorisk (Champe et al. 2008). Myeloperoksidase er et hem-
protein (jerninneholdende protein) som blir utskilt av aktiverte leukocytter. Enzymet er hoyt
uttrykt i ngytrofile granulocytter og er tenkt a spille en rolle i immunforsvaret (Eiserich et al.

2002).
Anti-F4/8o antistoff

Anti-F4/80 antistoff er et monoklonalt antistoff, og blir brukt som marker for monocytter og
mange vevsmakrofager i mus. Antistoffet er medlem av familien EGF-TM7 («seven
transmembrane») av leukocytt heptahelikale membranmolekyler (Gordon et al. 2011; Hamann

et al. 2007).
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A.6 Mal med oppgaven

Mal med oppgaven var a undersgke inflammatoriske endringer i tarm og epididymalt fettvev i
20 mus, der halvparten har vert pa en heyfettdiett (HFD) mens den andre halvparten pa en
lavfettdiett (LFD) i en periode pa 6 uker. Inflammatoriske endringer skulle undersokes ved
hjelp av ekspresjonsanalyser pa noen utvalgte markerer, og resultatene skulle sammenlignes

mellom de to gruppene.

Det skulle ogsa etableres et «in vitro»-system for & undersgke om w-3 fettsyrer kunne tenkes a
pavirke interaksjonen mellom adipocytter og makrofager slik at makrofagdifferensieringen
gikk i retning M2 makrofager. For a etablere en slik modell var det viktig &: (1) differensiere
preadipocytter til adipocytter med starre og flere fettvakuoler, (2) differensiere makrofager
mot M1 og M2, og (3) velge markerer og en egnet metode for identifisering av M1/Mz2-

makrofager.
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B  Materialer, utstyr og metoder

Nedenfor beskrives materialer, utstyr og metoder som ble benyttet i forbindelse med analysene
som ble utfort i denne oppgaven. Analyser ble utfert pa tarm og fettvev fra mus, og makrofag

og adipocytt cellelinje.

B.1 Cellearbeid

De to cellelinjene som ble brukt i denne oppgaven var:

- 3T3-L1 mus embryonale fibroblaster (preadipocytter), ATCC® CL-173™ fra American
Type Culture Collection (ATCC)
- RAW264.7 mus makrofag, ATCC® TIB-71™ (ATCC)

B.aa  Dyrking og subkultivering

Cellelinjene 3T3-L1 og

RAW264.7 ble dyrket i Amplett medium bestdr av: \

FALCON flasker eller

500 ml RPMI 1640 med L-glutamine (PAA Laboratories GmbH)
brenner (Becton, Dickinson - 1mM ikke-essensielle aminosyrer (PAA Laboratories GmbH)

and C omp any) i kompl ett 1 mM natriumpyruvat (PAA Laboratories GmbH)
25 pg/ml gentamicin sulfat (BioWhittaker)

1 0,
medium med 10 % FCS (se 50 M monothioglycerol (SIGMA)

figur 1), og kultivert ved 37 - Med eller uten FCS*

°G hﬂy katlghetsgrad 085 * FCS er inaktivert fotalt kalveserum (PAA Laboratories GmbH)

% CO, i inkubatorskap. All \ /
cellearbeid ble utfart sterilt. Figur 11: Komplett mediums innhold.

Bade 3T3-L1 og RAW264.7 er adherente celler der veksten avhenger av arealet pa beholderens

overflate. Cellene ble lgsnet fra overflaten ved subkultivering pa to ulike mater:
1. Enzymatisk subkultivering

Medium ble fjernet og cellene ble vasket et par ganger med Dulbecco’s PBS (1x) (PAA
Laboratories GmbH) for tilsetning av 1x trypsin-EDTA (PAA Laboratories GmbH), etterfulgt av
inkubering ved 37 °C i 4 - 8 minutter. For a inaktivere trypsin, ble det tilsatt dobbelt volum av

komplett medium. Denne metoden ble benyttet ved subkultivering av 3T3-Lu.
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2. Mekanisk subkultivering

Adherente celler som ikke taler trypsin, kan skrapes med en celleskraper. RAW264.7 er et
eksempel pa slike celler. Skrapingen ble utfort med litt medium i flasken/brennene slik at

cellene ikke skulle bli skadet. Denne metoden ble anvendt ved subkultivering av RAW264.7.

Etter at cellene ble lgsnet fra overflaten (enzymatisk eller mekanisk), ble de sentrifugert ved
1300 rcf i 10 minutter for det ble laget en enkeltcellesuspensjon. Telling av cellene ble utfert
ved hjelp av Coulter Z1 Particle Counter (Coulter Electronics Ltd), der diameteren ble innstilt

pa 4 — 12 pm for begge typer celler.

B.1.2 Nedfrysing og tining

Cellene ble sentrifugert ved 1300 rcf i 10 minutter, resuspendert i komplett medium med 10 %
FCS og fordelt pd ampuller (ca. 1 - 2 millioner celler) som taler flytende nitrogen. Ampullene
ble lagt pd is og cellene ble tilsatt innfrysningsmedium (ca. 500 pl) drapevis.
Innfrysningsmedium bestod av: komplett medium med 20 % FCS og 20 % dimetylsulfoksid
(DMSO, Merck). Nedfrysningen matte skje gradvis ved at nylagede frysestokker var 1 - 2 dogn i

-80 °C fryser for de ble lagt i nitrogentank.

Ampullen med celler ble tint pad is for innholdet ble blandet med kaldt komplett medium med
10 % FCS. Cellesuspensjonen ble sentrifugert ved 1300 rcf i 10 minutter, cellene ble
resuspendert i nytt medium for blandingen ble sentrifugert pa nytt. Dette ble gjort for & vaske
bort mest mulig DMSO. Cellene ble overfert til 1 brenn i en 6-brenners plate og ble tilsatt 3 ml
komplett medium med 10 % FCS. Etter opptak fra nitrogentank ble medium skiftet etter de

forste 24 timene, deretter hver 48 eller 72 timer.

B.1.3 Differensiering
. . Differensieringsmedium bestdr av komplett medium (med 10 %
3T3-L11i passasjenummer 10 - 14 ble

FCS) tilsatt:

differensiert i henhold til
1.0 {M Dexametason (SIGMA)

0.5 mM Metylisobutylxanthine (IBMX) (SIGMA)
(ATCC 20m). Et visst antall celler - 1.0 pg/ml Insulin (SIGMA)

differensieringsprotokoll fra ATCC

ble overfort til 6- eller 24—bmnners Adipocytt vedlikeholdsmedium er komplett medium (med 10 %

plater. Det tok 48 timer for FCS) tilsatt:

dyrkingsarealet var fullt (cellene

- 1.0 pg/ml Insulin
var konfluente), medium ble \ /

Figur 12: Innholdet av differensieringsmedium og adipocytt
vedlikeholdsmedium

skiftet og cellene ble inkubert i
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ytterligere 48 timer (postkonfluens). Deretter ble cellene tilsatt differensieringsmedium (se
figur 12) og inkubert i 48 timer. Etter 48 timer, ble differensieringsmedium skiftet ut med
adipocytt vedlikeholdsmedium (se figur 12). Adipocytt vedlikeholdsmedium ble skiftet hver 48
eller 72 timer og cellene var fullstendig differensierte mellom 7 - 15 dager etter induksjon med

differensieringsmedium.

For 4 lage lgsninger av dexametason og IBMX, ble stoffene lost i 100 % etanol, mens insulin ble

lgst i 10 mM HCI. Alle lgsninger ble fortynnet i komplett medium med 10 % FCS.

Videre i denne oppgaven vil 3T3-L1 omtales som preadipocytter, mens differensiert 3T3-L1 som
adipocytter. Preadipocytter som ble brukt til forsek i oppgaven, var pa passasjenummer

mellom 10 og 14.

B.1.4 Farging med Nile Red til fluorescensmikroskopi
Preadipocytter og adipocytter skulle farges for a vise fettakkumulering i differensierte
adipocytter. For dette formal ble fargen Nile Red (9-diethylamino-5H-benzo-a-phenoxazine-5-

one) benyttet.

Preadipocytter ble modnet pa 6-brenners plate med et dekkglass pd bunnen av brennene.
Dekkglassene matte overflatebehandles forst for dyrking av preadipocytter, slik at cellene
kunne feste seg til dem. Overflatebehandlingen av dekkglassene bestod av tilsetning av
kollagen (SIGMA) fortynnet i PBS (1:20), fulgt av inkubering i 3 -4 timer ved romtemperatur.
Overskuddet av kollagen ble fjernet og dekkglassene ble deretter satt til torking ved

romtemperatur i ca. 1 time for de var klare til bruk.

Preadipocytter og adipocytter ble vasket to ganger med PBS for og etter fiksering med 4 %
paraformaldehyd. Fikseringstiden var pa 30 minutter ved romtemperatur. Nile red (SIGMA) i
aceton (0,1 mg/ml) ble fortynnet i PBS til konsentrasjonen o,1 pg/ml, for den ble tilsatt cellene.
Celler med fargeblanding ble inkubert merkt ved romtemperatur i 30 minutter. Cellene ble

deretter vasket med PBS og var fuktige til mikroskopering.

Dekkglassene med celler ble fjernet forsiktig fra 6-brenners plate, lot overflodig vaeske dryppe
ned i noen sekunder og ble tilsatt olje, for de ble lagt pa et objektivglass. Cellene ble visualisert
med et konfokalt laserskanning-mikroskop (SP5 Leica Microsystems). Det ble benyttet en
argonlaser ved 488 nm som eksitasjonskilde, og en detektor samlet emisjonen mellom 530 —

650 nm.
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B.1.5 Inkubering og differensiering
Nedenfor beskrives stimulering av adipocytter med fettsyrer og differensiering av RAW264.7

mot M1 og M2, og med kondisjonert medium fra adipocytter.

Inkubering av adipocytter med fettsyrer

Adipocytter ble forst sultet i
ﬂettsyrekonsentrasjoner etter at de ble lgst i 10 % fettfri BSA—lﬂsning\

komplett medium med o,25 %
(SIGMA):

FCS i 12 timer for de ble inkubert
med fettsyrer. Kontroll-celler ble Dokosahexaensyre (SIGMA) - 250 iM
Natriumpalmitat (SIGMA) - 250 pM

tilsatt komplett medium med 10

1**

o  Metanol (Merck) - lgsningsmiddelkontrol

% FCS etter sulting. DHA var lost

*fettfri BSA ble lgst i komplett medium uten kalveserum

1 dHZO: mens natrlumpalmltat **metanol ble tilsatt for & se om den pavirket cellenes genuttrykk og

)

Figur 13: Fettsyrekonsentrasjoner for stimulering av adipocytter

var lgst i metanol. cytokinproduksjon

Protokollen for inkubering av adipocytter med fettsyrer var modifisert fra en metode beskrevet
av Ajuwon og medarbeidere (Ajuwon & Spurlock 2005). Fettsyrene ble lost i fettfri BSA-lasning
til et totalt volum pa 100 pl (figur 13). BSA-fettsyre-blandingen ble varmet opp ved 50 °Ci 5
minutter. Deretter ble goo pl komplett medium med 10 % FCS tilsatt, og blandingen (som nd
er pd 1000 pl) ble tilsatt adipocyttene (13 - 14 dager etter differensiering). Som positiv kontroll
ble lipopolysakkarider (LPS) fra Escherichia coli O127:B8 (SIGMA) brukt i konsentrasjonen 100
ng/ml.

Etter endt inkubering av adipocytter med fettsyrer ble en del av supernatantene brukt som
kondisjonert medium for inkubering av RAW264.7 (se nedenfor), mens resten ble samlet og

lagret ved -20 °C til cytokinanalyse.
Differensiering av RAW264.7

Det ble forsgkt a differensiere RAW264.7 mot M1 og M2, samt benytte en metode for a kunne
identifisere de to ulike fenotypene. Etter d ha funnet en egnet metode for identifisering av M1

og M2, skulle RAW264.7 inkuberes med kondisjonert medium fra adipocytter.
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Klassisk aktiverte makrofager (M)

RAW264.7 ble «sultet» i komplett medium uten kalveserum i 12 timer for de ble stimulert med
LPS fra E.coli fortynnet i komplett medium med 10 % FCS. Kontroll-celler ble sultet i 12 timer

og tilsatt komplett medium med 10 % FCS uten LPS.
Alternativt aktiverte makrofager (M2)

RAW264.7 ble ogsa sultet i komplett medium uten kalveserum i 12 timer for stimulering med
rekombinant IL-4 (Immunotools) fortynnet i komplett medium med 10 % FCS. Kontroll-celler

ble sultet i 12 timer og tilsatt komplett medium med 10 % FCS uten rekomibinant IL-4.
RAW264.7 inkubert med kondisjonert medium

RAW264.7 ble sultet (se ovenfor) i 12 timer for kondisjonert medium fra adipocytter ble

overfort til cellene. Inkuberingstiden var pd 12 timer.

Etter endt inkuberingstid, ble supernatantene samlet og lagret ved -20 °C, mens cellene ble
hestet og lysert for total RNA ekstraksjon (Qiagen RNeasy Mini Kit) for genuttrykksanalyse
vha. RT-qPCR.

B.2 Vaskestromscytometri

Det ble forsgkt a identifisere M1/M2-makrofager ved hjelp av vaeskestromscytometeri. Cellene

ble hestet, vasket med PBS (2x) for de ble farget med folgende antistoffer:

- (D206 - Phycoerythrin (PE)-konjugert polyklonalt geit anti-muse MMR/CD206 (R&D
systems)

- CDuc - APC-konjugert monoklonale CDuc antistoffer fra mus (Miltenyi Biotec)

- CDmc - PerCP-Cy™s5.5 hamster anti-muse CDuc (BD Pharmingen™)

- F4/80 - FITC-konjugerte rotte monoklonale antistoffer mot muse makrofagmarkeren

F4/80 (Abcam)

Ufargede celler ble tilsatt PBS. Etter tilsetning av antistoffene/PBS ble cellene inkubert mearkt
ved romtemperatur i over 1 time. Deretter ble cellene vasket med PBS (2x) og resuspendert i
100 pl PBS for avlesing i veeskestromscytometer (MACS Quant Analyzer fra Miltenyi Biotec).
Det ble ogsa forsgkt & blokkere cellene med muse IgG (1 pg/ml) i1 time for tilsetning av

antistoffene/PBS.
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B.3 Ileum og eWAT

[leum og eWAT kommer fra 20 hannmus (C57BL/6] BomTac), der halvparten av musene har
blitt foret med en hoyfettdiett mens den andre halvparten har fitt en lavfettdiett. Tabellen
nedenfor viser energiprosentfordelingen mellom karbohydrater, protein og fett for de to ulike
diettene. Varigheten av museforsgket var pa 6 uker. Musestudien er en del av et storre

prosjekt, «Det Sunne Maltid».

Tabell 1: Energiprosent fra karbohydrater, proteiner og fett som hoyfettdiett (HFD) og
lavfettdiett (LFD) mus har blitt féret med

Hoyfettdiett Lavfettdiett

= Karbohydrater 20 70

2

o ;

é Protein 20 20

en

i

g Fett 60 10
>

=Hoow®

RNeasy Mini Kit (Qiagen) ble brukt for RNA-ekstraksjon fra ileum, mens RNeasy Plus
Universal Mini Kit (Qiagen) ble brukt for RNA-ekstraksjon fra eWAT. Gentle MACS M tubes
(Miltenyi Biotec) ble anvendt for & dissosiere og homogenisere vevspravene. Isolert RNA ble

lagret ved -80 °C. Mengden isolert RNA ble mdlt med NanoDrop (Thermo Scientific).

NanoDrop er et spektrofotometer som ble brukt for & mdle mengden RNA (i nanogram) som
var i1 pl preve. Forholdet mellom den optiske tettheten 280/260 nm sterre enn 1.8 blir
vanligvis ansett som en indikator pa god RNA-kvalitet. Bare RNA av god kvalitet ble brukt til

videre analyser.

Det ble utfort kvalitetsanalyser pd isolert RNA ved hjelp av Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies). Man far en RIN-verdi («<RNA integrity number») mellom 1 og 10 der mRNA av
hey kvalitet har en hoy RIN-verdi (Fleige & Pfaffl 2006). Gjennomsnittet av RIN-verdien fra
ileum var 7,3, og for eWAT var 7,6.
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B.4 «Real-time» polymerase kjedereaksjon (RT-qPCR)

Polymerase kjedereaksjon er en teknikk som brukes for d lage flere kopier av et spesifikt DNA-
segment. Real-time pavisning av PCR-produkter innbefatter fluorescerende molekyler i
proven. Disse molekylene rapporterer gkning i DNA-mengden med en proporsjonal gkning i

fluorescenssignal.

RT-qPCR benytter en spesialisert

I
o

termosykler som er utstyrt med

N
o

enhet for fluorescenspavisning,

Fluorescence
w
=]

samtidig som den utfgrer

(<)
o

temperaturendringer.

o

Termosykleren er koblet til et ————

o

dataprogram som registrerer PCR
syklusnummer mot pavist
fluorescens i en graf (se figur 14). K j
o
I begynnelsen (syklus 1 -18) vil % 107
fluorescensen forbli i bakgrunnen og ® w0 Trveshod]

dermed detekteres ikke gkninger i

= |

provene (se figur 14, overste bilde). M

Etter hvert vil amplifiserte prover

oke til paviselige fluorescenssignaler,  Figur 14: Fluorescenspévisning i amplifiserte prover (overste
figur). Terskelsyklus, Cy, som settes manuelt, er

og syklusnummeret til disse signalene syklusnummeret pa paviselige fluorescenssignaler til praven

(nederste figur).
kalles for terskelsyklus, Cr (se figur

14, nederste bilde).

cDNA (komplementart DNA) syntetiseres / \
I illi for PTC- Peltier Th 1 cycler (M
fra RNA ved at en ny trdd DNA blir kopiert ! e

research) som ble brukt:

fra RNA katalysert av enzymet revers
- 25 °C i 10 minutter

transkriptase. Til dette ble SuperScript®

- 42 °Ci 2 timer

VILO™ cDNA Synthesis Kit (Applied - 85°Ci2minutter

Biosystems) brukt. Se figur 15 for - 8 Cforever

temperaturer og tid som ble brukt for k /
cDNA-syntesen. cDNA ble oppbevart ved Figur 15: Oversikt over temperaturer og tid som ble

brukt for cDNA-syntese.
-20 °C.
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For RT-qPCR ble det brukt 20 / \
Innstillingene for RT-qPCR maskinen som ble brukt:
ng cDNA som templat, 10 pl

TagMan® Gene Expression S MG N
95 °Ci 10 minutter

master mix (Apphed 50 sykluser der stegene under blir utfert i hver syklus:

Biosystems), 1 pl probe (Applied o 95°Ciissekunder

Biosystems) og RNase-fritt vann o 60°Ci6o sekunder

til et totalt volum pa 20 pl. Figur k /

Figur 16: Oversikt over temperaturer og tid som ble brukt for PCR
reaksjoner

16 viser temperaturer og tid brukt

for PCR-reaksjonen.
Det ble brukt felgende TagMan® prober:

- Mmoo441203_ma1 Saa3

- Mmoo0656925_mi S100a9 (calprotectin)
- Mmoo447886_mi1 MPO

- Mmo2528467_g1 Rpl32

- Mmoo0802529_mi1 Emr (F4/80)

- Mmoo440502_mi Nos2

- Mmoo475988_mi Argi

Etter endt PCR reaksjon, ble resultatene bearbeidet manuelt ved at det ble satt opp en

terskellinje og Cr-verdiene ble brukt for utregning. Gjennomsnittet av parallellene ble

utregnet, deretter ble Cr-verdien til referansegenet trukket fra Cr-verdien til prevene.

Forskjellen, ACr, fra de ulike provene ble brukt for a sammenligne resultatene. Ved hjelp av
-AACT

2" -metoden ble fold-forskjellen utregnet og resultatene ble satt i diagrammer (Schmittgen

& Livak 2008).

RPL32 ble brukt som referansegen i denne oppgaven, da dette genet har blitt vist ved tidligere
forsek & vaere stabilt i bade ileum og eWAT fra mus pa ulike dietter (personlig meddelelse Lene
Olsen Hult). Det ble brukt 20 ng cDNA som templat i alle PCR reaksjoner med unntak av
MPO, der det ble brukt 50 ng cDNA som templat. MPO var relativt lavt uttrykt i vevet og en
okning i templatmengde var nedvendig for 4 fa tilfredsstillende ekspresjonsdata. Ekspresjonen

av markerene ble normalisert mot referansegenet, RPL32.
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Noen av de probene som ble brukt i RT-
gPCR ble visualisert pa en agarosegel for a
vare sikker pa at probene ikke amplifiserte
flere band og dermed ikke kunne betegnes

som gensspesifikke. NTC «none template

* *
MPO RPL32 F4/80

control» var en negativ kontroll og

inneholdte ikke templat. Ikke band i negativ = Figur17: Visualisering av noen av de probene som
ble brukt i RT-qPCR pa agarosegel. Probene er

kontroll betyr at probene ikke var gensspesifikke siden de ikke amplifiserte flere
. band. NTC «none template control» viser ikke band
kontaminerte (figur 17). som betyr at probene ikke er kontaminerte.

B.s Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

ELISA er en sensitiv immunologisk analyse som kan pavise og kvantifisere konsentrasjoner av
et spesifikt protein, i dette tilfellet laselige cytokiner. Cytokinsandwich ELISA bygger pa at
cytokiner i proven fanges av et antistoff bundet pa en fast fase i en mikrotiterplate, og bindes

til et enzymkoblet sekundeert antistoff pa toppen som avgir et fargesignal (se figur 18).

ABTS
Substrat

Cytokin
«Target protein»

Fargesignal

Antistoff
«Capture antibofly»

Mikrotiterplate

Figur 18: Oversikt over cytokinsandwich ELISA. Figuren er modifisert fra (Epitomics 2012)

Deretter males den optiske tettheten av fargesignalene som da gir informasjon om cytokinene
er til stedet i preoven og om konsentrasjonsmengde. Konsentrasjonsmengden beregnes ut ifra

en standardkurve med kjente konsentrasjoner.

For pavisning og konsentrasjonsbestemmelse av cytokiner i medium (supernatanter), ble

ELISA-kit (PeproTech) for murine interleukiner (IL-6) brukt.
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C Resultater

Ca Inflammatoriske markorer i ileum og eWAT

En svak, kontinuerlig inflammasjonsprosess er et kjennetegn ved sykelig overvekt og ved
utvikling av metabolsk syndrom. Det er dokumentert at de metabolske funksjonene i fettvev
endres ved fedme. Selv om det har blitt forsket pa hvordan fedmen endrer metabolske
funksjoner og inflammatoriske prosesser i dyr og mennesker, har fokuset stort sett veert pa
fettvev og fettvevsmakrofager. Det er veldig fa forskningsarbeid som har rettet
oppmerksomheten mot tarmen ved fedme og metabolsk syndrom. Tarmen er spesielt
interessant a undersgke, fordi det er bide mesenteriske lymfeknuter, visceralt fett og tarmflora
som er assosiert med den, og det kan tenkes at disse blir pavirket ved HFD og dermed bidrar til
mer inflammasjon i tarmen ved fedme. Hypotesen som vi tester er om hvorvidt

betennelsesprosesser i tarm bidrar til systemisk inflammasjon ved heyfettdiett og fedme.

For 4 teste denne hypotesen ville vi i denne oppgaven undersgke inflammasjon i bade fettvev
og tarm. Analysene ble utfort pa 20 C57BL/6] hannmus, der halvparten har veert pa en
hoyfettdiett (HFD) mens den andre halvparten pa en lavfettdiett (LFD) i en periode pa 6 uker.
Det ble valgt a se pa genekspresjonen av noen inflammatoriske markerer i ileum og
epididymalt hvitt fettvev (eWAT). Totalt RNA ble isolert fra vevsbiopsiene, deretter ble cDNA
syntetisert fra RNA som senere ble analysert for ekspresjon av utvalgte inflammatoriske

markerer ved bruk av RT-qPCR.

eWAT ble undersgkt for ekspresjon av: FOld_endnng
SAA3, MPO og F4/80. Figur 19 viser fold- MPO Lo
endring i ekspresjon av disse markerene i F4/80 5
a HFD i forhold til a LFD. Fold-
mus pa i forhold til mus pd 0 SAA3 06
endring lik 1 betyr at det ikke er forskjell. ’ ‘ ‘ ‘
o 5 10 15
Mus som har vert pa HFD uttrykket Figur 19: Fold-endring i ekspresjonen av

e . inflammatoriske markeorer i eWAT fra mus som har
heyere niva av F4/80 og betydelig hoyere veert foret med hoyfettdiett i forhold til lavfettdiett.

.o . . . o Til RT-qPCR ble det brukt 20 ng cDNA som templat
niva av SAA3 i eWAT i forhold til mus pa (50 ng for MPO) og RPL32 som referansegen.
LFD. Det betyr at eWAT i mus pd HFD

viste storre innhold av makrofager og var mer inflammert.

[leum ble undersgkt for uttrykk av folgende inflammatoriske markegrer: Serum amyloid A3
(SAA3), myeloperoksidase (MPO) og calprotectin. Ileal mRNA-ekspresjon av disse markerene

viste ingen signifikante forskjeller mellom mus pa HFD og mus pa LFD.
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C.2 Differensiering og inkubering av adipocytter

Med cellelinjene 3T3-L1 og RAW264.7 skulle det etableres en «in vitro»-modell. Modellen
skulle undersgke om w-3 fettsyrer kan pavirke samspillet mellom adipocytter og makrofager
slik at makrofagdifferensieringen gikk i retning M2 makrofager. For a utfore dette forsgket var
det viktig a differensiere preadipocytter til adipocytter, og inkubere differensierte adipocytter
med fettsyrer. Fettsyrene som ble valgt var palmesyre (mettet fettsyre) og DHA (flerumettet w-

3 fettsyre).

For pdvisning av fettakkumulering i differensierte adipocytter ble bade preadipocytter og
adipocytter farget med Nile Red. Etter farging med Nile Red, ble det tatt bilder med et
konfokalt laserskanning-mikroskop. Figur 20 viser tydelig at 3T3-L1 har differensiert til
adipocytter med betydelig storre fettvakuoler. Ettersom det ikke var noe tvil om at

adipocyttene har differensiert, ble de inkubert med fettsyrer pd dette tidspunktet.

Figur 20: Bilder tatt med et konfokalt laserskanning-mikroskop av Nile Red fargede preadipocytter og
adipocytter. Preadipocytter (de 3 everste bildene) og adipocytter (de 3 nederste bildene).
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Etter endt inkubering med fettsyrer ble
supernatantene samlet for undersekelse av
cytokinproduksjon. IL-6 er et
proinflammatorisk cytokin som er assosiert
med fedme og insulinresistens, og utskilles
blant annet av adipocytter. Det var derfor
aktuelt & undersgke endringer i produksjonen
av dette cytokinet etter inkubering med

fettsyrer.
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Figur 21: IL-6 konsentrasjonen (pg/ml) i medium fra
adipocytter inkubert med LPS (100 ng/ml), og 250
pM DHA og palmesyre. Brune og oransje stolper
presenterer to ulike oppsett.

Figur 21 viser at kontroll-cellene produserer IL-6 med ca. like konsentrasjoner som adipocytter

inkubert med LPS. DHA forte til mindre produksjon av IL-6. Det kan se ut til at produksjonen

av IL-6 har blitt mindre ved inkubering med palmesyre, men pa grunn av utslag i

lgsningsmiddelkontrollen kan ikke resultatet brukes.

C3

Mi1/M2-differensiering av RAW264.7

Det ble forsgkt d differensiere RAW264.7 mot M1 og M2 med ulike stimuli, samt benytte en

egnet metode for a identifisere de to aktiveringstilstandene. Dette var av betydning for

utvikling av «in vitro»-modellen. Modellen skulle undersgke om samspillet mellom adipocytter

og makrofager pavirkes av DHA slik at makrofagene differensieres mot Ma.

Figur 22: Vaeskestromscytometri-
analyse fra IL-4 stimulerte RAW264.7 i
12 timer. RAW264.7 ble sultet i

A Blasi_atimulest_ 1 tan DS

komplett medium uten kalveserum i
12 timer for de ble stimulert med IL-4

(40 ng/ml) i 12 timer. Cellene ble sa I
analysert ved hjelp av ‘

L
vaskestromscytometri direkte etter i 1 TN \
1 ”

endt stimuleringstid. Figurene viser
resultatet etter antistofftilsetning: (a)
CD11c-APC, (b) CD1ic-PerCP, (c) F4/80- |
FITC og (d) CD206-PE. Grafene
presenterer: Ustimulert og ufarget
(grenn), stimulert og ufarget (rod),

ustimulert og tilsatt antistoff (svart)
og stimulert og tilsatt antistoff (lilla).




For stimulering mot M1 og M2 ble det valgt & benytte henholdsvis LPS fra E.coli og
rekombinant IL-4. Bide konsentrasjonsmengde og stimuleringstid var basert pa forsoket til He
og medarbeidere (He et al. 2o11). For identifisering av M1/Mz-aktivering ble det valgt a benytte
vaeskestromscytometri og antistoffene rettet mot markegrene: CD1ic - Mi1-marker (Lumeng et

al. 2007a), CD206 - M2-marker (Stein et al. 1992) og anti-F4/80 — makrofagmarker.

Vaskestromscytometeri-analysen etter stimulering av RAW264.7 med IL-4 i 12 timer (se figur
22) viste oppregulering av bdde CD206 og CDuc. Biade ustimulerte og stimulerte celler uttrykte
makrofagmarkeren F4/80. Etter 24 timers LPS-stimulering (resultatene er ikke vist), var CD206

nedregulert i stimulerte celler, mens CD1ic viste hverken opp- eller nedregulering.

Flow_stim_241_CD206.005\P1 stim_241_muslgG_CD206.006\P1

24,78 %

SSCA
2
SSCA

3,54 %
0,50 %
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0,55 %
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Figur 23: Figuren viser IL-4 (40 ng/ml) stimulert RAW264.7 i 24 timer som er
farget med PE-konjugert CD206. Figuren til venstre viser cellene kun farget
med PE-konjugert CD206 uten blokkering, mens figuren til hoyre viser celler
som ble blokkert med muse-IgG for farging med PE-konjugert CD206.

Det ble ogsa forsekt a blokkere med muse-IgG for farging med antistoffer, for a unnga
uspesifikke bindinger. Forskjellene var marginale og blokkeringen hadde ingen signifikant

betydning (se figur 23).

I motsetning til CD1ic antistoffet, fungerte antistoffene CD206 og anti-F4/8o tilfredsstillende.
Med dette hadde vi ikke en marker som var spesifikk for Mi1-makrofager. Da karakterisering av
Mi1/M2-aktiveringen ved hjelp av veeskestromscytometri ikke fungerte optimalt, ble det valgt &

se pa genekspresjonen av iNOS og Argi vha. RT-qPCR.

Totalt RNA ble isolert etter endt stimuleringstid til RT-qPCR og supernatantene ble analysert

for cytokinproduksjon.
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C.3.1 Klassisk aktiverte makrofager

36 og 48 timers stimulering av RAW264.7 med LPS viste ingen forskjell pA mRNA-ekspresjonen
av iNOS eller Argi (resultatet er ikke vist). Senere ble det forsekt med kortere stimuleringstid
(12 timer) som viste forskjeller pa genekspresjonen av iNOS og Argi. Med den
stimuleringstiden ble forsgket gjentatt, men denne gangen med en titrering av ulike LPS-
konsentrasjoner (40, 60, 80, 100 og 200 ng/ml). Figur 24 viser at LPS-stimulering resulterer i

kraftig ekning av iNOS mRNA-ekspresjon. Arg: ekspresjon blir ogsa oppregulert, men i

betydelig mindre grad.
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Figur 24: Fold-endring i ekspresjonen aviNOS og Arg1 i LPS-
stimulerte RAW264.7 etter 12 timers stimulering med ulike
konsentrasjoner. Resultatet er representativt for fire oppsett.

C.3.2 Alternativt aktiverte makrofager
12 0g 24 timers stimulering av RAW264.7 med IL-4 (40 ng/ml) forte til en kraftig ekning i

mRNA-ekspresjon av arginase (se figur 25). mRNA-ekspresjonen av iNOS ble ikke endret etter

stimuleringen (fold-endring under 1).
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Figur 25: Fold-endring i mRNA-ekspresjonen aviNOS og Arg:
i IL-4 stimulerte RAW264.7 etter 12 0g 24 timers stimulering.
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C.4 Stimulering av RAW264.7 med kondisjonert medium

Makrofager som infiltrerer fettvev ved fedme er proinflammatoriske og uttrykker sterke M-
egenskaper. Ved hjelp av «in vitror-modellen skulle det undersgkes om mettede/umettede
fettsyrer kan pavirke interaksjonen mellom adipocytter og makrofager slik at
makrofagdifferensieringen gikk i retning anti-inflammatoriske M2-makrofager. For &
undersoke dette ble medium fra adipocytter inkubert med fettsyrer overfort til RAW264.7, som
var sultet i 12 timer med komplett medium uten kalveserum. Etter 12 timers inkubering ble
cellene hgstet og lysert for total RNA ekstraksjon. Videre ble mRNA-ekspresjonen av iNOS og
Arg1 undersekt ved hjelp av RT-qPCR. Figur 26 viser fold-endring i ekspresjonen av iNOS og
Arg1i RAW264.7 inkubert med kondisjonert medium med DHA og LPS, fra to ulike oppsett.

DHA M Arg1 - 33
®iNOS ©
LPS 10,3 1,7
13,9
0,0 5,0 10,0 15,0 | 0,0 5,0 10,0 15,0

Figur 26: Fold-endring i mRNA-ekspresjon aviNOS og Arg1 i RAW264.7 inkubert med
kondisjonert medium. Kondisjonert medium er medium fra inkuberte adipocytter med
LPS og DHA. Konsentrasjonen av DHA var 250 pM og LPS var 100 ng/ml. Resultatene er fra
to oppsett.

Siden lgsningsmiddelkontroll (metanol) ga et positivt utslag i forseket kan ikke resultatene fra
palmesyrestimulering brukes. I de to oppsettene har ikke LPS gitt samme resultat. DHA har

derimot fort i begge oppsettene i oppregulering av mRNA-ekspresjon av Argi.
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D  Diskusjon

D.1  Inflammasjon i mus etter diettindusert fedme

Analyser utfort pd ileum og eWAT var kun ekspresjonsanalyser pa noen utvalgte markerer, og
resultatene ble sammenlignet mellom mus pa HFD og mus pa LFD. Og selv om det viser seg &
vare endringer pa mRNA-ekspresjonen, er det ikke sikkert at resultatene er gjeldende for

proteinniva.

D.aa  Ileum

Calprotectin er et proinflammatorisk protein som uttrykkes og utskilles av fagocytter. MPO er
et hem-protein som utskilles av aktiverte leukocytter og er hoyt uttrykt i neytrofile
granulocytter. SAA3 er et akuttfaseprotein der nivaene er lave i normaltilstand, men gker
drastisk ved inflammasjon. Pa bakgrunn av at ekspresjonen og sekresjonen av disse markeorene
gker ved inflammasjon, ble de valgt for a undersgke inflammatoriske endringer i ileum.
mRNA-ekspresjon av inflammatoriske markerer (SAA3, MPO og calprotectin) i ileum viste

ingen signifikante endringer mellom mus pa HFD og LFD.

Det er ingen som har utfert analyser med disse markerene pa ileum tidligere. En analyse utfort
av Ding og medarbeidere (Ding et al. 2010), der de undersgkte ileum fra mus som har veert pa
HFD og LFD i 6 og 16 uker, viste signifikant hayere ekspresjon av TNFa i mus pa HFD i forhold
til referansediett (2 uker pa LFD). I denne oppgaven ble ikke ekspresjonen av TNFoa undersgkt,
og det blir dermed vanskelig & sammenligne resultatene. Likevel antyder resultatene i denne
oppgaven at det ikke er tegn til inflammatoriske endringer i den ileale delen av tynntarmen
mellom mus pa HFD og LFD. Dette kan blant annet skyldes at varigheten av museforsgket var
kort. Det er ogsa viktig & huske at musestudier utfert pa ulike laboratorier kan avvike fra
laboratorium til et annet. Avvik kan veere forarsaket av sammensetningen av diettene,
energiprosent fra fett mellom HFD og LFD eller stressnivaet hos dyrene. Musestammen brukt
av Ding og medarbeidere i deres studie og i denne oppgaven var lik, men det er andre viktige
faktorer, som f.eks. sammensetningen av tarmflora i mus fra ulike leveranderer og alderen pa

dyrene, som kan vare av betydning for analyseresultater.

I tarmen vil det alltid vaere en lav grad av inflammasjon i forbindelse med den normale
mikroflora i tarmen. Ding og medarbeidere (Ding et al. 2010) viste med sitt arbeid at HFD gker
ekspresjonen av TNFa og aktiveringen av NFxB, og at tilstedeverelsen av tarmbakterier er en
forutsetning for tarminflammasjon. Det drives for tiden intens forskning pa hvordan

bakteriene i tarmen pavirkes av diettsammensetningen ved fedme (hoyfettdiett), og hvordan
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denne pavirkningen gjenspeiles pa tarmens egenskaper og funksjoner (Kau et al. 2011). de Wit
og medarbeidere (de Wit et al. 2008) rapporterte at det var forskjeller i ekspresjon av gener
mellom mus pd HFD og LFD i tynntarmen vha. en genekspresjons-profileringsanalyse
(microarray-analyse). Det er ikke overraskende at ekspresjonen av gener som har med
fettmetabolisme & gjore, er oppregulert hos mus pa HFD, men oppreguleringen gjelder ogsa

ekspresjonen av inflammatoriske/immunrespons-molekyler (de Wit et al. 2008).

Da.2 eWAT

mRNA-ekspresjon av de undersgkte inflammatoriske markerer i e WAT viste at uttrykket av
bade F4/80 og SAA3 var signifikant oppregulert i mus pa HFD. Ekspresjonen av MPO var ikke
endret i eWAT mellom mus pa HFD og LFD. Uendret mRNA-ekspresjon av MPO tyder pa at
ulike diett ikke har betydning for uttrykket av denne markeren i eWAT. F4/80 er en
makrofagmarker og oppreguleringen av denne markeren tyder pa at det er flere makrofager i
eWAT fra mus pa HFD enn mus pa LFD. Mens oppreguleringen av SAA3,
inflammasjonsmarkeren, betyr at eWAT fra mus pa HFD var mer inflammert. Inflammasjon i
fettvev fra mus pd HFD har blitt rapportert tidligere (Weisberg et al. 2003; Xu et al. 2003) og

resultatene i denne oppgaven er i samsvar med det.

Mer inflammasjon i eWAT kommer av at det er forhgyede nivaer av TNFa ved HFD og fedme
(Weisberg et al. 2003). Forhgyede nivder av TNFa som adipocyttene blir utsatt for, fremmer
systemisk insulinresistens ved at TNFa stimulerer mekanismer som forer til redusert respons
pd insulin (Lin & Sun 2010). Forsgk med TNFa knock-out mus ved diettindusert fedme viste at
insulinsensitiviteten ble forbedret (Uysal et al. 1997). I denne oppgaven ble ikke ekspresjonen

av TNFa i eWAT undersgkt.

Makrofager er kjent & infiltrere fettvev ved fedme og der viser de inflammatoriske egenskaper. I
denne oppgaven har ikke kilden til inflammasjon i det epididymale fettvevet blitt undersekt.
Hva som forarsaker denne makrofaginfiltreringen er ikke kjent, men det er ulike teorier pa

hvorfor infiltrering av makrofager i inflammert fettvev oppstar.
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D.2 Differensiering og inkubering av adipocytter

Differensieringen av 3T3-L1 forer til at fettvakuolene gker i storrelse og antall. Det var enskelig
a vise denne differensieringen ved & farge cellene og synliggjore fettvakuolene. Oil Red O
(ORO) er vanlig a bruke for dette formal. Det ble forsgkt a farge preadipocytter og adipocytter
med Oil Red O i henhold til flere protokoller (Protocol Online 2007; Thermo Scientific 2009).
Fargingen mislyktes da cellene lett lgsnet fra overflaten for fargetrinnet, selv etter fiksering
med 4 % paraformaldehyd eller 10 % formalin i ulike tider. Fargingen ble utfort 3 - 4 dager
etter stimulering med insulin, IBMX og dexametason. I folge differensieringsprotokollen
(ATCC 20m1) hadde cellene pa dette tidspunktet lett for & lgsne fra overflaten, og fargingen
burde muligens utferes 7 - 15 dager etter differensiering i stede. Da visualisering med ORO
mislyktes, ble det forsgkt & farge cellene med Nile Red, som er en fluorescerende farge.
Visualisering med denne fargen viste meget tydelige forskjeller pa fettdrapene i 3T3-L1 for og

etter differensieringen (figur 20).

Suganami og medarbeidere (Suganami et al. 2007) viste at adipocytter uttrykker Toll-lignende
reseptor 4 (TLR4). TLR4 kan blant annet aktiveres av LPS for produksjon av
proinflammatoriske cytokiner (Lu et al. 2008). LPS ble derfor brukt som positiv kontroll i

adipocytter i denne oppgaven.

IL-6 er et proinflammatorisk cytokin som er assosiert med fedme og insulinresistens, og ca. en
tredjedel av sirkulerende IL-6 i blod utskilles fra fettvev (Kershaw & Flier 2004). Det var derfor
viktig & undersgke produksjonen av dette cytokinet etter inkubering med fettsyrer. Resultater
fra to oppsett viste at det var hoye IL-6 konsentrasjoner i medium fra kontroll-adipocytter og
tilsvarende like konsentrasjoner fra positiv kontroll. Resultatene er ikke i samsvar med at
inkubering av adipocytter med LPS forer til gkt IL-6 produksjon i forhold til kontroll-celler,
men er i samsvar med at kontroll-celler utskiller IL-6 (Ajuwon & Spurlock 2005). Felles for
begge oppsettene var at IL-6 konsentrasjonen var minst i adipocytter inkubert med DHA.
Forsgket med inkubering av adipocytter med fettsyrer har ikke blitt utfert tilstrekkelig antall
ganger for 4 gi grunnlag for ssmmenligning med andres forsgk. Det er likevel ikke noe tvil om
at kontroll-adipocytter og adipocytter inkubert med LPS eller fettsyrer produserer store

mengder IL-6.

Selv om resultatene fra inkubering av adipocytter med palmesyre viser at palmesyre forer til
mindre produksjon av IL-6, er resultatene usikre pa grunn av positivt utslag i
lgsningsmiddelkontroll. Det er imidlertid mange forskningsartikler som viser at denne

fettsyren forer til gkt produksjon og ekspresjon av inflammatoriske cytokiner, som f.eks. TNFa
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og IL-6 (Han et al. 2010; Kennedy et al. 2009; Shi et al. 2006). Haye nivder av palmitat har blitt
funnet a oke inflammasjon i fettvev ved at den aktiverer Toll-liknende reseptor (TLR)-
signaliseringsvei i murine adipocytter og makrofager. Aktiveringen av TLR forer til aktivering
av nukleer faktor kappa B (NFkB), som er involvert i proinflammatoriske responser. Palmitat
er ogsa funnet & hemme aktiveringen av insulinreseptoren insulinreseptorsubstrat 1 (IRS1) som

resulterer i redusert insulinsensitivitet (Kennedy et al. 2009).

D.3 Mi/M2-makrofager

Klassisk aktiverte makrofager (M1)

Klassisk aktiverte makrofager er makrofager med proinflammatoriske egenskaper. For &
stimulere cellelinjen RAW264.7 mot My, ble LPS brukt. Identifisering av disse makrofagene ved
hjelp av antistoffet CDuic, fungerte ikke tilfredsstillende. CD1uc var oppregulert etter
stimulering med IL-4 og ikke etter LPS-stimulering, mens mannosereseptor 1 (CD206) var

nedregulert etter LPS-stimulering i 24 timer.

Identifisering av M1 makrofager ved hjelp av overflatemarkerer kan vere vanskelig med tanke
pa at det er flere markerer som oppreguleres/nedreguleres etter ulike stimuleringer. Og
dermed burde flere enn én marker inkluderes for & kunne underseke balansen mellom ulike
markgrer som er uttrykt pa overflaten. Siden M1 og M2 makrofager er et relativt nytt emne i
forskningsverdenen, har ikke alle likheter og forskjeller mellom disse to gruppene blitt

oppdaget enna.

Genekspresjons-analyser av M1-makrofager viste seg a vere en bedre metode. I oppgaven ble
det analysert for bade mRNA-ekspresjon av iNOS og Argi for & undersgke ekspresjonsforholdet
mellom disse genene etter stimulering mot M1. Resultatene viste at ved 12 timers stimulering
med LPS var det forskjeller i mRNA-ekspresjonen av iNOS og Argi. mRNA-ekspresjon av iNOS
var signifikant oppregulert ved alle LPS-konsentrasjoner som ble brukt. Oppreguleringen av
iNOS-ekspresjon var stigende med gkte LPS-konsentrasjoner. Oppregulering av iNOS eller
produktene av dette enzymet etter stimulering med LPS har blitt rapportert tidligere (Munder
et al. 1998). I andre laboratorier har iNOS-aktivitet blitt malt i form av NO-innholdet i
supernatantene vha. Griess analyse, mens arginase-aktivitet har blitt mal i form av omsatt urea

fra arginin i henhold til Corraliza og medarbeidere (Corraliza et al. 1994).

Ved LPS-stimulering var mRNA-ekspresjonen av iNOS kraftig oppregulert, samtidig kunne
man ogsa se at ekspresjonen av arginase var litt oppregulert. Geldhof og medarbeidere

(Geldhof et al. 2002) viste lignende resultater der de far en gkt produksjon av NO etter
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stimulering av RAW264.7 mot M1 med [FNy, samt noe arginase. LPS-stimulering i 36 og 48
timer viste ingen endringer i mRNA-ekspresjon av hverken iNOS eller arginase. Produksjonen
av NO (vha. Griess analyse) fra LPS-stimulerte RAW264.7 var hay etter 36 timer og hayest etter
48 timer i folge He og medarbeidere (He et al. 2011). Dette understreker at med ulike
analysemetoder kan man trekke forskjellige konklusjoner stimuleringstider og mengder.
Renheten av LPS spiller en rolle, og det kan vaere bdde type og batch variasjoner fra produsent
til produsent. Dette rapporterer Rutledge og medarbeidere (Rutledge et al. 2012), der de

observerer endret genekspresjon og cytokinproduksjon etter renheten av brukt LPS.
Alternativt aktiverte makrofager (Mz)

Alternativt aktiverte makrofager er makrofager med anti-inflammatoriske egenskaper. CD206
har blitt pavist i IL-4 stimulerte, men ikke i LPS og IFNy stimulerte RAW264.7, i rapporten til
Zhang og medarbeidere (Zhang et al. 2009). CD206 har vist seg a veere en pélitelig M2 marker
som oppreguleres ved IL-4 stimulering og nedreguleres ved LPS-stimulering. Resultatene fra
vaskestreamscytometri viste at CD206 ble oppregulert etter stimulering av RAW264.7 med 1L-4
i 12 timer, men oppreguleringen var mindre etter 24 timers stimulering (resultat ikke vist). Det
var gnskelig & underspke sammenhengen mellom ekspresjonen av arginase 1 og CD206.
Ekspresjonsanalyser av IL-4 stimulerte makrofager viste en kraftig oppregulering av Arg etter
12 timer, og enda kraftigere oppregulering (ca. dobbelt sa hoy fold-endring) etter 24 timer.
Sammenhengen mellom ekspresjonen av arginase (vha. RT-qPCR) og CD206 (vha.

vaeskestromscytometri) har vist at begge oppreguleres ved stimulering av makrofager med IL-

4.

Mz-aktivering var fullstendig i vare forsgk siden ekspresjonen av arginase 1 var sterkt
oppregulert, mens ekspresjonen av iNOS ikke var endret etter 12 og 24 timers stimulering med
IL-4. Resultatet er i samsvar med det Geldhof og medarbeidere (Geldhof et al. 2002)

rapporterte; en sterkt oppregulert arginaseproduksjon og veldig liten produksjon av NO.
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D.4 Makrofager inkubert med kondisjonert medium
Hensikten var & undersgke om makrofagenes mRNA-ekspresjon av iNOS/Arg1 endres ved

inkubering med ulike fettsyrer i kondisjonert medium.

«In vitro»-modellen i oppgaven hadde svakheter. Inkubering av adipocytter med fettsyrer som
ble utfort to ganger viste at IL-6 produksjon varierte stort mellom de to oppsettene.
Losningsmiddelkontroll ga et positivt utslag og resultatene fra inkubering med palmesyre
matte forkastes. P4 grunn av tidsbegrensning ble forsgket utfort for cytokinanalyser, og det var
dermed umulig & oppdage usikkerheter rundt resultatene for senere. Det kan likevel nevnes at

i det andre oppsettet var mye av resultatene i samsvar med det som tidligere ble rapportert.

Selv om forsgket ikke har blitt utfert nok antall ganger som gir grunnlag for konklusjon og
diskusjon, kan det pdpekes at inkubering med DHA viste samme tendens i de to oppsettene.
Kondisjonert medium fra adipocytter inkubert med DHA oppregulerer ekspresjonen av

arginase i RAW264.7, og forer til lite/ingen oppregulering av iNOS.
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D.5 Oppsummering og forslag til videre arbeid

Musestudien var en forundersgkelse som er en del av prosjektet, «Det Sunne Maltid».
Analyseresultatene fra forundersekelsen (de som er vist under resultatdelen og de som ikke er
vist, og som var utfert av Gruppe for molekylar cellebiologi) antydet at varigheten av
museforsoket ikke var tilstrekkelig for at musene utviklet inflammasjon og metabolske
forstyrrelser i andre vev enn eWAT. P4 grunnlag av disse resultatene ble det bestemt at
hovedforsgket i prosjektet skal ha en varighet pa 16 uker for lettere pavisning av

inflammatoriske ulikheter.

For utvikling av «in vitror-modellen var det viktig a differensiere preadipocytter til adipocytter,
differensiere makrofager mot M1 og M2, og velge markerer og en egnet metode for
identifisering av disse makrofagfenotypene. Disse punktene ble oppfylt der resultatene ble

utfort flere ganger med like resultater.

Ettersom det ikke var nok tid til & optimalisere makrofagdyrkingen i kondisjonert medium fra
adipocytter, bor forsoket utfores flere ganger. Palmesyre kan f.eks. lgses i etanol som er mindre
toksisk enn metanol. Etter & ha undersgkt effekter fra mettet vs. umettet fettsyrer pa
makrofager, kan man forseke med ulike konsentrasjoner av fettsyrer; hoyfettkonsentrasjon vs.
lavfettkonsentrasjon. Resultatet etter stimulering av RAW264.7 med kondisjonert medium fra
adipocytter med DHA, viste oppregulering av arginase 1. Dette kan veere et utgangspunkt for

videre undersgkelser av hva som forarsaker denne oppreguleringen.

Det hadde ogsa veert interessant & undersgke hvordan ulike fettsyrer pavirker differensieringen

av 3T3-L1
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