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Abstract

Background: As part of the FoodProFuture research project, it is desirable to investigate the
possible health effects of protein-rich food plants. Following, in vitro digestion of pea flour,
several peptides were identified - some of which were highly likely to have bioactive effects.
Bioactive peptides are protein fragments that may affect the immune response. The same
peptides were examined in more detail for their ability to affect the barrier function of the
intestine. Components of food can affect the integrity of the intestinal epithelium which further
can result in a smaller selection of constituents consumed by the body from the intestinal lumen.
Purpose: The purpose of this thesis was to investigate various properties that peptides from
peas could have on the immune response and the intestinal epithelium.

Method: Selected peptide sequences were tested in vitro in Caco-2 cell model with IL-1[3-
induced IL-8 production to investigate whether the peptides could have immunomodulatory
activity. Also, TEER value was measured before and after peptide exposure to monolayers of
polarized Caco-2 cells.

Results: In systems with both IL-1f and the selected peptides, the results showed a trend in
which the production of IL-8 was lower than IL-1f alone. The TEER value was lower after the
exposure of the selected peptides in all samples.

Conclusion: Based on the results of this paper, the selected peptides demonstrated inhibitory
effects on IL-8-production in the model system with possible immunomodulatory
consequences. The results also concluded that the selected peptides could affect the barrier

function of the intestine with reduced integrity.



Sammendrag

Bakgrunn: Som en del av forskningsprosjektet FoodProFuture er det ensket a4 underseoke
mulige helseeffekter som ulike komponenter i proteinrike matplanter kan ha. Etter in vitro-
fordeyelse av ertemel ble en rekke peptider identifisert, hvorpa noen hadde hey sannsynlighet
for 4 ha bioaktiv effekt. Bioaktive peptider er proteinfragmenter som blant annet kan pavirke
immunresponsen. De samme peptidene ble undersekt nermere for deres evne til a pavirke
tarmens barrierefunksjon. Komponenter fra mat kan pavirke integriteten til tarmepitelet som
videre kan medfere en mindre seleksjon av bestanddeler inn i kroppen fra tarmlumen.
Hensikt: Formalet med denne oppgaven var 4 underseke ulike egenskaper peptider

fra erteprotein kunne ha pd immunresponsen og pd permeabiliteten til tarmepitelet.

Metode: Utvalgte peptidsekvenser ble testet in vitro i en Caco-2-cellemodell med IL-1[3-
indusert IL-8-produksjon for & underseke om peptidene kunne ha immunmodulerende virkning.
I tillegg ble TEER-verdi mélt for og etter peptideksponering pa monolag av Caco-2-celler.
Resultater: 1 systemer med bdde IL-1B og utvalgte peptider viste resultatene en
gjennomgédende trend med redusert produksjon av IL-8 sammenlignet med IL-1B-stimulering
alene. TEER-verdien var lavere etter eksponering av de utvalgte peptidene i alle provene.
Konklusjon: Basert pa resultatene i denne oppgaven kan utvalgte peptider fra erteprotein
regulere immunresponsen i Caco-2-celler ved & inhibere IL-1B-indusert IL-8-produksjon.
Resultatene viste ogsé at de utvalgte peptidene kunne redusere tarmepitelets permeabilitet etter

eksponering i Caco-2-cellemonolag.
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1.0 Innledning

1.1 Barekraftig og helsefremmende kosthold inkluderer matplanter

1.1.1 Et ubalansert globalt matsystem under gkende press

Det globale matsystemet er under gkende press grunnet blant annet vekst i verdensbefolkningen
og endringer i klima !. Befolkningsvekst vil bety at flere individer vil ha et naringsbehov &
dekke. Klimaendringer pa sin side vil kunne gi redusert produksjonskapasitet 2. Samtidig er

2.3 800 millioner

matsystemet ubalansert med store forskjeller i ulike deler av verden
mennesker er underernarte samtidig som to millioner voksne mennesker lider av overvekt og
fedme. Matsystemet inkluderer produksjon og forbruk av mat, samt foredling og distribusjon 2.
Utviklingen av dagens matsystem har gjennom globalisering, industriell produksjon og lange
forsyningskjeder kunnet gi verdensbefolkningen et variert kosthold *. I tillegg har store

matvolum blitt produsert av det globale matsystemet til verdens matmarked !.

Et berekraftig kosthold innebarer at matkonsumet og -produksjonen skal sikre tilstrekkelig
mengder mat til verdensbefolkningen og som samtidig bidra til god helse, men uten at det gér
pd bekostning av fremtidige generasjoner sin mulighet til det samme !. Et bearekraftig
matsystem fremmer god folkehelse, har liten innvirkning pé miljeet og det oker matsikkerheten
4, Matsikkerhet er et begrep som omhandler tilgjengeligheten ethvert menneske har til mat !.
Graden av selvforsyning sier noe om hvor mye av matforbruket Norge selv produserer. Med

hensyn pd beredskap ved krig og 1 krisetider er det spesielt viktig med en hey

selvforsyningsgrad i landet °.

For fisk og kjott er Norge i hoy grad selvforsynte, mens graden av selvforsyning er betydelig
lavere for planteprodukter °. For sistnevnte er det bade utfordringer knyttet til produksjonens
avlingssterrelse og hvilke vekster det er mulig & dyrke frem !. Store deler av jordbruksarealet
er lokalisert i bratt terreng og vekstsesongen er kort grunnet lite varme totalt gjennom aret.
Samtidig er det store variasjoner i varforholdene og utfordringer med & f& god nok dyrkejord,
noe som pavirker produksjonsutfallet i vekstsesongen. Norge er et av de landene i verden med
lavest andel jordbruksareal. Av det totale landarealet i Norge utgjer jordbruket rundt 3,7 %,

hvorav 2/3 av jordbruksarealet benyttes til & produsere grovfor til husdyr ! 2. De klimatiske



forholdene gjor ogsa at det kun er mulig med produksjonen av gress i store deler av Norge, som
videre benyttes til kjottproduksjonen !. Gressproduksjon utgjer 60 % av jordbruksarealet. Det
globale matsystemet er ansvarlig for mellom 22 og 37 % av verdens klimagassutslipp,

hvorunder jordbruk, prosessering og distribusjon er blant arsaker til utslippene % 2.

Produksjonen av forskjellige matvarer bidrar med ulikt utslipp av klimagasser °, og
produksjonen av husdyr anses & veere en viktig kildene til klimagassutslipp °. Spesielt er
oppmerksomheten rettet mot utslippet av metangass ved produksjonen av redt kjott og melk b
2, Under fordeyelsen til drovtyggere frigis det tarmgass, slik som metan, som folge av
mikrobiell gressnedbrytning i vommen ! 3. CO,-ekvivalenter er enheten som benyttes nér
oppvarmingseffekten av klimagasser estimeres !. De forskjellige gassene gir ulikt potensial for
oppvarming. Enkelt vurderes de ulike gassene ut ifra enheten CO»-ekvivalent, som tilsvarer den
effekten 1 tonn karbondioksid vil ha pd global oppvarming gjennom 10 tiar. 25 tonn
karbondioksid tilsvarer 1 tonn med metangass. Ved produksjon av en kilo storfe vil utslippet

L. 3. Til sammenligning vil andelen CO»-

vere pd cirka 12 til 30 kg CO»-ekvivalenter
ekvivalenter fra produksjonen av en kilo gris eller kylling vaere pa to til fem kg. Produksjonen
av de fleste matplanter vil bidra til langt mindre utslipp sammenlignet med animalske

produkter.

Estimater av effekten til ulike reduksjonstiltak for utslipp av klimagasser har blitt utarbeidet >.
En overgang til et mer plantebasert kosthold fra et kosthold med mye rodt kjett kan redusere
utslippene i1 jordbruket med omlag 2,9 million COs-ekvivalenter per dag. En endring i
matkonsum og -produksjon vil derfor vere essensielt for & imetekomme behovet for et mer
beerekraftig matsystem 2. I et skifte mot et mer beerekraftig matsystem vil det derfor vare viktig
a konsumere og produsere mindre matvarer fra animalsk opprinnelse til fordel for vegetabilske
matvarer 7 6, Matvarene ber i tillegg kreve minimalt med transport og bruk av lokalprodusert

mat ber fremmes ©.

1.1.2 Plantebasert kosthold gir helsefordeler

Forbruket av kjott har okt i Norge de siste 10 &rene med omlag 7 % !. Globalt er det forventet
at kjettforbruket fortsatt vil gke, men at det vil vaere noe lavere 3. I industriland, slik som Norge,
er det derimot forventet en nedgang i drene fremover. Arsaken til dette er at bevisstheten rundt
klimaeffekter har blitt sterre samtidig med ekt kunnskap knyttet til helsekonsekvensene. Hoyt

inntak av redt kjett som lam, svin eller storfe, er assosiert med okt risiko for negative



helseeffekter og tap av levear 2. Herunder er ikke-smittsomme sykdommer som hjerneslag,
diabetes type 2 eller hjerte- og karsykdom &rsaker. Fordi radt kjett er en energirik matvare kan
et hoyt inntak fore til overvekt 8. T tillegg er kreft i tykk- og endetarm tilknyttet hayt inntak av
radt kjett >°. For henholdsvis kvinner og menn er kolorektal kreft den andre og tredje hyppigste
drsaken til kreft . Andre former for kreft har ogsa blitt sett i sammenheng med redt kjett,
hvorunder bukspyttkjertel-, spiserers-, mage- og brystkreft er eksempler > %8, Likeledes har
lungekreft blitt koblet til konsumet av radt kjett 6.

Av helsemessige arsaker anbefaler Helsedirektoratet et primeert plantebasert kosthold 6. Det vil
derfor vare behov for 4 eke inntaket av vegetabiler i befolkningen. Matplanter er ofte
naringsrike, generelt kalorifattige, rike pa fiber og har en bedre fettprofil. Imidlertid er det
svaert viktig & sikre vegetabiler som er gode proteinkilder. Proteiner er et energigivende
makroneringsstoff som har flere nedvendige funksjoner i kroppen °. Funksjonen til proteiner
hos mennesker omfatter blant annet oppbygging og vedlikehold av hud, slimhinner, skjelett,
bindevev og muskulatur. Proteiner er viktig for transport av neringsstoffer og oksygen i blodet,
samt transport av andre stoffer rundt i kroppen. De bidrar ogsa til lagring av ulike stoffer og
deltar i immunresponsen. Proteinrike vegetabiler er til eksempel belgvekster 6. Det er
samlebetegnelsen for blant annet linser, benner og erter. Et gkt inntak av belgvekster er antatt
& redusere risikoen for hjerneslag, hypertensjon og hjertesykdom !. Det er ogsé indikert at et

okt konsum vil kunne gi lavere risiko for kreft i prostata, magesekk og i tykk- og endetarm.

Ettersom protein er livsnedvendig for kroppen har proteininnholdet betydning for den
ernzringsmessige verdien til enkeltmatvarer °. Ved mangel pé protein vil immunforsvaret,
hukommelsen og hormonproduksjonen bli nedsatt. Barn i utviklingsland som der av under-
eller feilerneering der ofte av sykdom som medfolger et svekket immunforsvar °. Videre kan
proteinmangel fore til lave nivder av hemoglobiner og redusert sarheling. Muskelsvinn vil

forekomme, samtidig som svimmelhet og slapphet vil vare konsekvenser °

. Ved tap av
muskelmasse kan kroppens forbrenningen bli redusert '°. For barn i vekst, kronisk syke for
eldre som mister mye av muskelmassen, er det ekstremt viktig med tilfredsstillende inntak av
protein > !, Basert pd kunnskapen knyttet til proteinmangel og sykdom er det derfor viktig &

sikre gode proteinkilder til befolkningen, selv ved et skiftet til et mer barekraftig matkonsum.



1.1.3 FoodProFuture og erteprotein

P4 verdensbasis er erter (Pisum sativum) en av de mest produserte proteinrike matplantene 2.
De tilherer erteblomstfamilien Fabaceae 3. Erter har et lavt innhold av fett, og heyt innhold av
karbohydrater og protein '2. For sistnevnte utgjer innholdet 25 % i snitt, men det varierer ut ifra
art og planter. I tillegg til & vaere rik pa protein, har erter en relativt god proteinkvalitet
sammenlignet med andre proteinrike vegetabiler. Arsaken til at erter betraktes for 4 ha en god
proteinkvalitet er at matplanten inneholder en rekke essensielle aminosyrer. Imidlertid er
innholdet av cystein og metionin lavt. Erter har derimot et heyt innhold av lysin, som til
eksempel er en begrenset aminosyre i korn. Proteiner fra erter har i tillegg en fordeyelighet pa

mellom 90 og 95 %.

Ved siden av & ha en gunstig proteinprofil er fordelen med erter at de i stor grad kan dyrkes
overalt i verden, og i Norge har det blitt dyrket frem erter i velegnede omrader helt siden
vikingtiden > 4, Imidlertid er det begrenset hvor i landet erter kan dyrkes og produksjonsarealet
konkurrerer mot andre vekster slik som korn ! 1>, Av det norske kornarealet er det under 1 %
som brukes til produksjon av erter, hvorpa resten av forbruket importeres '°. Allikevel ligger
det et potensiale i & oke dyrkningsomfanget av erter i Norge ! !°. Imidlertid er det nedvendig
med tilpassede sorter som enkelt kan fremdyrkes i norske forhold. Lengde pd vekstsesongen,
temperatur, nedbersforhold og jordsmonn er faktorer som pavirker produksjonen av vekster °.
De ertesortene som finnes tilgjengelig for forbrukerne péd markedet, er ikke gunstig & dyrke 1
norske forhold 5. Det meste av norskproduserte erter gar per dags dato til dyrefor, samtidig

som ettersporselen kjotterstatningsprodukter laget av planteproteiner eker.

Forskningsprosjektet FoodProFuture ensker & etablere en kunnskapsplattform for plantevekster
som har potensiale til & dyrkes i de norske klimatiske forhold 7. Ved siden av studier om dyrking
av ravarene, nye prosesseringsmetoder, forbrukerpreferanser og sensoriske analyser, ensker
prosjektet & opparbeide kunnskap rundt planteproduktenes kvalitetsegenskaper. Prosjektet er
delt inn 1 seks arbeidspakker med ulike fokusomrader (se figur 1.1.3.A). Denne masteroppgaven
er en del av arbeidspakke 4 (AP4) som blant annet har som mél & analysere kvaliteten til ravarer
og matprodukter, men ogsd se narmere pa helseeffekter av planteproteiner 7. Under
fokusomradet til AP4 der helseeffekter studeres, er det beskrevet i prosjektskissen at
menneskelige fordeyelsesenzymer har blitt benyttet til in vitro-fordeyelse av planteproteiner !°.

Videre er det beskrevet at in vitro-cellemodeller benyttes til & underseke mulige effekter av



ferdigfordeyde planteproteiner pa epitel- og immunceller, samt inflammasjonsprosesser. En
spesiell vekt ensker AP4 a legge pa studier av blant annet tarmbarrierefunksjon og systemisk

inflammasjon ettersom disse er spesielt viktig ved kroniske livsstilssykdommer.
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Figur 1.1.3.A: En modifisert illustrasjon av de seks arbeidspakkene (AP) til forskningsprosjektet
FoodProFuture, hvorpd AP4 omhandler kvaliteten og helseeffekter av ulike matvarer ’. Denne masteroppgaven
er en del av A4 der helseeffekter av peptider fra fordeyd ertemel bli undersok nermere.

AP3:
Innovativ og effektiv

1.2 Komponenter fra mat pavirker tarmen

1.2.1 Tarmkanalens oppbygging og fordeyelse av proteiner

Under fordeyelsesprosessen tas nedvendige neringsstoffer fra maten opp i kroppen og
avfallsstoffer skilles ut * ', Kanalen der maten fordeyes er flere meter lang og strekker seg fra
munnhulen til endetarmsipningen (se figur 1.2.1.A). Fordeyelsessystemet har narliggende
organer som bidrar med forskjellige funksjoner i nedbrytningen av feden, slik som
bukspyttkjertelen, leveren og gallebleren. Tarmkanalen defineres som omréddet fra etter
magesekken og frem til endetarmsapningen, og deles ytterligere inn i tynn- og tykktarm.
Tynntarmen bestdr av tre deler, tolvfingertarmen (duodenum), tomtarmen (jejunum) og
krumtarmen (ileum). 1 tynntarmen foregar absorpsjonen av naringsstoffer. Tarmepitelen er
strukturert pa en slik méte at opptaksoverflaten er sterst mulig !7. Cellelagstrukturen er foldet i
tarmtotter med mikrovilli. Tykktarmen pa sin side bestér av blindtarmen (coecum), tykktarmen
(colon) og endetarmen (rectum) ° ''. Her vil veeske trekkes ut fra ikke-absorbert
naringsmateriale og massen vil derfor bli fastere. Tilkoblet tarmsystemet er bdde blodforsyning

0g Nerver.



Selve fordeyelsen starter i munnhulen med tygging for naringsmidlet gar videre ned til
magesekken, ogsd kjent som ventrikkelen °. Her starter noe enzymatisk nedbrytning av
proteiner som folge av at pepsinogen fra ventrikkelens hovedceller omdannes til pepsin.
Saltsyren HCI bidrar til et surt miljo i ventrikkelen, som saledes gir en hgyere pepsinaktivitet.
Imidlertid foregér sterst andel av proteinnedbrytningen i duodenum hvor bukspyttkjertelen
bidrar med et enzymrikt og basisk sekret. De proteolytiske enzymene serger for at proteinet blir
brutt ned til korte peptider og aminosyrer som transporteres over tarmepitelet og til leveren via
portaren. Videre frigjores aminosyrer fra leveren hvor de da kan sirkulere fritt i plasma og
fraktes til perifert vev hvor de kan tas opp av celler. Det er storre konsentrasjon av aminosyrer
intracellulert enn det er ekstracelluleert. I tillegg blir aminosyrer brukt som energikilde av

tarmceller og immunceller.
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Figur 1.2.1.A: En illustrasjon av den humane mage-tarmkanalen ldnt med tillatelse fra Store norske leksikon *°.



1.2.2 Viktige celler i tarmen

Tarmen er et utsatt omrade, noe som gir behov for et forsterket immunforsvar slik at trusler
raskt kan identifiseres og ufarliggjeres !’. Det finnes en rekke forskjellige celler med ulike
oppgaver 1 immunsystemet. Det medfedte immunforsvaret er spesielt viktig som
forstelinjeforsvar og er spesialiserte til & handle raskt mot forskjellige grupper agens, slik som
virus og bakterier. Et eksempel pa slike immunceller er neytrofile granulocytter. Immuncellene
1 det medfedte immunforsvaret vil imidlertid ikke utvikle seg nar kroppen blir utsatt for nye
fremmedstoffer. Det ervervede immunforsvaret, kalt lymfocytter, oppnér en bedre presisjon
enn immuncellene i det medfedte immunforsvaret, og omtales ogsé som det spesifikke forsvaret
17, Dette er fordi enkeltceller kan reagere pé helt bestemte antigener via reseptorer pa overflaten

og ved gjenkjenning av et antigen vil den spesifikke immuncellen ekspandere klonalt.

Mucosa

Sudb Mucosa

Figur 1.2.2.A: Strukturen og ulike celler i tynntarmen '°. Den apikale siden er ut mot tarmlumen, imens den
basolaterale siden er mot kroppens indre. Et enkelt epitelcellelag skiller tarminnholdet i lumen fra immuncellene
som er i lamina propria og resten av kroppens indre miljo.



17 Det skilles mellom

Celler i immunsystemet er ofte organisert i lymfoide vevstrukturer
primart og sekundert lymfatisk vev. I forstnevnte vev er utvikles og modnes de spesifikke
immuncellene. Thymus og benmarg er inkludert i det primare lymfatisk vevet. Blant sekundeert
lymfatisk vev finnes bade lymfeknuter, tonsiller og milten. Lymfocytter er oppsamlet rundt
mage-tarmkanalen i slimhinneassosiert lymfoid vev, i tarmveggen i peyerske flekker og mellom

cellene 1 tarmepitellaget. Blodbanen frakter ogsd nedvendig immunforsvar til

fordeyelseskanalen.

Tarmepitellaget bestar av ulike celletyper, i tillegg til lymfocytter '°. Det er begerceller som
skiller ut slim, hormonutskillende enteroendokrine celler, enterocytter som absorberer
naringsstoffer og paneth-celler som stér for sekresjon av antimikrobielle peptider. Sistnevnte
har virkning pé blant annet patogene mikroorganismer 7. Slim produsert fra begerceller kalles
for mukus og ved skader pa epitellaget kan produksjonen av mukus eke da det har en
beskyttende effekt under reparasjon av tarmepitelet. Det finnes i tillegg et mindretall av andre
celler i epitelet med andre oppgaver. Deriblant er M-celler spesialiserte epitelceller som
kontrollerer alt tarminnholdet i lumen ved & frakte komponenter fra innholdet inn til sékalte
peyerske flekker der det er rikelig med immunceller. Immuncellene registrerer forskjellige

inntrengere i tarminnholdet som ma ufarliggjores. Figur 1.2.2.A viser en illustrasjon av et utsnitt

fra tynntarmen med pafelgende immunsystem og celler.

1.2.3 Fysisk barriere beskytter kroppens indre

Tarmepitellaget fungerer som en fysisk barriere som skiller tarminnholdet i lumen fra kroppens
indre '°. Den siden av tarmepitelet som vender ut mot tarmlumen betegnes som den apikale
siden, mens siden som er vendt mot kroppens indre kalles for basolateral side !”. Det er kun et
monolag med epitelceller som skiller tarminnholdet i lumen fra kroppens indre 2°. Hensikten
med barrieren er & sikre at ikke tarminnholdet passerer inn i kroppen uselektert '°. Eksempler
pa tarmmateriale som er uensket i kroppen er fordeyelsesenzymer, mikroorganismer og annet
fremmed materiale. Fremmedstoffer fra tarminnholdet kan fremkalle allergier eller virke
toksiske 2!. Samtidig er oppgaven til tarmepitelet 4 absorbere naeringsstoffer, ioner og vann fra
lumen og inn i kroppen 22,

For & opprettholde barrierer er epitelcellene koblet tett sammen gjennom intercellulere

proteinforbindelser, kalt okkluderende celleforbindelser (engelsk; tight junction), som kan ses



i figur 1.2.3.A 2 7. De tette celleforbindelsene serger for tarmbarrieren sin integritet og er
viktig for & opprettholde normale fysiologiske aktiviteter 23 2% 25, Med okkluderende
celleforbindelser reguleres paracellular transport av molekyler fra apikal til basolateral side (se
paracelluleer transport i figur 1.2.3.B). Dette ettersom de har evnen til & apne og lukke seg som
folge av kjemiske signalmolekyler 7. Regulering foregar ogsa som folge av tilstedevarelse av
forskjellige komponenter i tarmlumen, slik som mikroorganismer, antimikrobielle molekyler,

enzymer, frie radikaler og forskjellige peptider 2% 26-27-28,

De okkluderende celleforbindelsene bestar av flere proteinkomponenter som er lokalisert bade
inter- og intracelluleert. Viktige komponenter er okkludin, claudin, zonula okkludens-1 (ZO-1),
zonula okkludens-2 (ZO-2) og F-aktinfilamenter (se figur 1.2.3.C). Adhesjonsproteiner (JAM)
er ogsd en del av det tette intercellulare kryssnettverket. De forskjellige proteinene samarbeider
om & apne og lukke for paracelluleer transport 2°. Eksempelvis kan en eksponering for ulike
signalmolekyler, slik som peptider fra maten, medfere at samspillet mellom ZO-1 og okkludin
endres slik at det oppstér en omorganisering i cytoskjelettet til epitelcellene *°. I tillegg kan det

30, 29

oppstd omorganisering eller opplesning av aktin . Det kan ogsa skje endringer i

genekspresjonen av de nevnte proteinkomponentene som inkluderes i okkluderende

celleforbindelser 9.

Interaksjoner mellom  komponenter 1 tarminnholdet og
cellemembranreseptorene har vist & kunne demontere de okkluderende celleforbindelsene #°.
Alle disse endringene vil ha betydning for integriteten til tarmbarrieren. Tarmpermeabiliteten
kan béde oke og reduseres som falge av ulik eksponering *°. Komponenter fra mat er med pé &
regulere og modifisere permeabiliteten til de okkluderende celleforbindelsene gjennom en
rekke ulike mekanismer 3°. Dersom permeabiliteten til tarmepitelet oker vil det kunne oppsté
en ukontrollert og ikke-selektert gjennomstrem av ulike molekyler, fremmedstoffer og

mikroorganismer fra tarmlumen og over i blodbanen (se figur 1.2.3.D) 2631,
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Paracellular transport Transcellular transport
Figur 1.2.3.A: Polariserte epitelceller. Den Figur 1.2.3.B: Transport og absorpsjon gjennom
skjematiske tegningen viser ulike intracellulcere tarmepitelets cellelag kan foregd pad ulike mdter. 1) viser
kontakter, slik som okkluderende paracelluleert transport, 2) viser transport av molekyler
celleforbindelser. Intracellulcere kontakter er fra apikal side til basolateral side gjennom passiv
nodvendige for at barrierefunksjon opprettholdes,  transport, 3) viser transcytose mediert via vesikkel og 4)
i tillegg til at naboceller kan kommunisere med viser hvordan barrieremediert opptak og diffusjon
hverandre *°. gjennom epitelcellelaget foregdr *°.
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Figur 1.2.3.C: Okkluderende celleforbindelser som Figur 1.2.3.D: Odeleggelse i de okkluderende
forbinder to epitelceller sammen *°. celleforbindelse 3.
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1.2.4 Kjemisk cellekommunikasjon og inflammasjon

Kroppens celler kommuniserer kjemisk via ulike signalmolekyler 7. Gjennom
cellekommunikasjon kan ulike celletyper gi hverandre beskjeder slik at de sammen kan
samarbeide om viktige oppgaver. Det kan foregd ved at cellene har direkte kontakt med
hverandre eller ved at cellene utskiller signaler som mottakercellen kan oppfatte og handle etter.
Mottakercellen kan eksempelvis vare egen celle eller nabocelle. Dette samspillet er komplekst
og velorganisert. Cytokiner er en gruppe signalmolekyler som blant annet er involvert i
reguleringen av immunresponsen og virker ved & binde seg til spesifikke reseptorer. Disse
reseptorene finnes pd membranoverflaten til mottakerceller og som oftest har de lokal virkning.
Flere ulike typer celler produserer cytokiner, deriblant immunceller fra det medfedte og det
ervervede immunforsvaret, samt endotel-og epitelceller. I nettverket av cytokiner pavirkes de
av hverandres aktivitet, de kan regulere produksjonen av hverandres membranreseptorer og
ulike cytokiner pdvirker ekspresjonen av andre cytokiner. Samtidig kan det samme cytokinet
fore til flere ulike reaksjoner. Basert pa struktur og funksjon deles cytokinene inn i grupper.
Interleukiner er en gruppe cytokiner. Innunder denne gruppen er det flere proinflammatoriske

cytokiner, noe som betyr at de kan fremme inflammasjonsreaksjoner.

Interleukin-1 (IL-1) har flere virkninger !7. De pévirker hypotalamus slik at det utvikles feber
ettersom en ekning i kroppstemperaturen gjor at mikroorganismer trives darligere og at
immunforsvaret har bedre virkning ved heoyere temperaturer. De aktiverer ogsd lymfocytter,
samt at de har innvirkning pd karendotelet. IL-1 deles inn i interleukin-1 alfa (IL-1a) og
interleukin-1 beta (IL-1B) basert pa hvilken sekunderstruktur som dominerer - 33, De er

sentrale ved traume, stress, infeksjon og inflammasjon 3

3. Begge er med pd & regulere
immunforsvaret, bade det ervervede og det medfedte. Flere celletyper, deriblant neytrofile
granulocytter, makrofager og monocytter, uttrykker IL-lae og IL-1B. Ved stimulering av
inflammatoriske signaler uttrykkes en inaktiv provariant av IL-1f pa 31 kDa. En biologisk
aktivering foregadr enzymatisk hvorpa sterrelsen pd modent IL-1 er pad 17 kDa. Aktivering
forer til at IL-1 kan bindes til interleukin-1 reseptor type I (IL-1RI) med dets tilleggsprotein.
Dette kan videre medfere en intracelluleer kaskadereaksjon som vil kunne aktivere malcellen
og fore til ekspresjon av andre cytokiner. Signaloverferingen kan hemmes pa ulike mater.
Hvilke tilleggsproteiner IL-1RI rekrutterer avgjer hvorvidt det oppstér en reaksjon eller ikke.

Tilleggsproteinet m& ha et spesielt domene for at IL-1B-bindingen skal medfere en

signaloverforing i mottakercellen. Om ikke tilleggsproteinet har et slikt domene vil virkningen
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vare antagonistisk. Interleukin-1 reseptor antagonist (IL-1Ra) er en antagonist til IL-1p fordi
de har strukturelle likheter (se figur 1.2.4.A). IL-1Ra vil derfor konkurrere med IL-13 om
reseptorplassen. Nar IL-1Ra bindes til IL-1RI vil ikke tilleggsproteinet bli rekruttert, noe som
hindrer at det utleses en signalreaksjon. I et system hvor bade IL-1Ra og IL-1 er tilstede, vil
den antagonistiske effekten til IL1-Ra kunne forhindre IL-1B-signalering pa mottakercellen.
Nér IL-1Ra bindes til IL-1RI vil derfor ekspresjonen av andre cytokiner hemmes og det vil

heller ikke forekomme aktivering av

33,34

malceller

A TL-18 (agonist cytokin)
‘ IL-1Ra (antagonist cytokin)
|l| TIR-domene

Figur 1.2.4.A: En illustrasjon av hvordan a) IL-1( binder seg til IL-1RI med tilleggsproteinet IL-1RAcP hvor
resultatet medforer NF-kB signalering ettersom de begge har Toll/interleukin-1 reseptor (TIR) domene, b) IL-1[
binder seg til IL-1RII med tilleggsproteinet IL-1RAc som mangler et TIR-domene hvor resultatet ikke medforer
signalering, og c¢) IL-1Ra binder seg til IL-1RI hvor det dannes et kompleks hvor resultatet ikke medforer
signalering 3.

Inflammasjon er en biologisk reaksjon som oppstar ved infeksjoner og ikke-letal skade i
kroppens vev 6. Hensikten er & beskytte kroppen mot fatale folger som skaden kan medfere.
En skade kan vare forarsaket av traume i vevet eller av fremmed agens slik som patogene
mikroorganismer. I begynnelsen av en inflammasjon formidler makrofager, fibroblaster og
epitelceller proinflammatoriske signaler til endotelet, og dertil rekrutteres leukocytter fra
blodbanen gjennom en rekke steg 7. IL-1B er et eksempel pd et proinflammatorisk
signalmolekyl *°. T cytoplasma finnes kjernefaktor kB (NF-kB) som er involvert i
signaloverforingen som skjer nar IL-1B binder seg til IL-IRI 3* 3% Det er en
transkripsjonsfaktor som gker produksjonen av cytokiner og kjemokiner ved en immunrespons

17.39 NF-kB kan for eksempel binde seg til promotoren til interleukin-8 (IL-8) og deretter
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fremme IL-8-ekspresjonen 4°. IL-8

er et sdkalt kjemokin og virker som en kraftig

kjemoattraktant (se figur 1.2.4.B). Ved ulike inflammasjonstilstander blir IL-8 produsert av

mange forskjellige typer celler (se tabell 1.2.4.A) 22. Den komplekse effekten av NF-kB er vist

i en illustrasjon i figur 1.2.4.C.
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Figur 1.2.4.B: IL-8 signaliserer til noytrofile
granulocytter at det er inflammasjon ved d
binde seg til reseptoren CXCRI 7.
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Figur 1.2.4.C: lllustrasjon av induserbar
transkripsjonsfaktor NF-xB %°. Den inflammatoriske
responsen er kompleks og sammensatt, og det finnes en
rekke markorer for inflammasjon. Okt cytokin- og
kjemokinnivd og aktiveringen av proinflammatoriske

signalmolekyler er eksempler pa inflammasjonsmarkorer
36, 41

Tabell 1.2.4.A: Oversikt over IL-1p, IL-1Ra og IL-8, derunder celler de sekreres fra, mdlceller, reseptorer de

binder seg til og aktiviteten de utforer '+

Cytokiner Reseptor
IL-1RI
IL-1B IL-1RII
IL-1RAP
IL-1Ra
IL-8

Sekrert fra Miilcelle Aktivitet
Monocytter Makrofager Feber
Makrofager Epitelceller T-celleaktivering
Noytrofile T-celler Makrofagaktivering
Epitelceller Karendotelpavirkning
Dendrittceller
Monocytter Flere celletyper Naturlig antagonist til
Noytrofile IL-1RI
Hepatocytter
Epitelceller Noytrofile Noytrofil kjemoattraktant
Endotelceller Makrofager og aktivator
Monocytter Epitelceller Induksjon av fagocytose
Makrofager Naive T-celler
Fibroblaster Mastceller
Dendrittceller
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1.2.5 Tarmsykdommer

Ved sérheling eller infeksjonssykdom i tarmen utgjer inflammasjon en viktig rolle 3. T enkelte
tilfeller kan inflammasjon opptre ukontrollert og overdrevet, noe som kan fere til kroniske
sykdommer. Inflammatorisk tarmsykdom (IBD) er en kronisk tilstand i mage-tarmkanalen der
det dannes sar og vedvarende inflammasjon, og skyldes en overdreven immunrespons *. IBD
inkluderer sykdommene Crohns sykdom (CD) og ulceres kolitt (UK). Ved CD kan hele
fordeyelseskanalen rammes og opptrer ofte med flekkvis inflammasjon °. Inflammasjonen kan
gi store smerter, forsnevringer i tarmen eller &pninger mellom tarmkanalen og andre organer.

UK pé sin side rammer slimhinnene i tykk- og endetarm.

Patogenesen til IBD involverer komplekse prosesser og mange proinflammatoriske cytokiner,
hvorpéd IL-1B utgjer en nekkelrolle *4. T tillegg er det en oppregulert kjemokinekspresjon av
blant annet IL-8 i tarmens slimhinne som folge av at NF-kB aktiveres intracelluleert 3. IBD, og
spesielt UK, er relatert til kolorektalkreft 3% 4. Mekanismen har tilknytning til
transkripsjonsfaktoren NF-kB *°. Aktiveringen av NF-kB kan medfere at premaligne celler
overlever fordi NF-kB-aktiveringen blant annet kan blokkere celleapoptose. Samtidig vil NF-
kB-bindingen til DNA som induserer IL-8-produksjon gi inflammasjonsrelatert vevsskade som
igjen kan fore til oppregulering av forskjellige kreftfremmende komponenter. P& verdensbasis

er kreft i magesekken, tykktarm og endetarm hyppige dedsérsaker °.

Integriteten til tarmbarrieren ma opprettholdes for at ikke uenskede stoffer skal passere inn i
kroppen . Dersom permeabiliteten til epitelcellelaget oker og ugnskede stoffer stremmer inn
1 kroppen fra tarmlumen, kan det medfere utvikling av og symptomforverring hos en rekke
sykdommer. Sykdommene kan badde manifestere seg i tarmens slimhinne og de kan virke
systemisk 3. Det kan ogsd medfere matallergier, astma og atopisk eksem 2. Ogsa autoimmune
sykdommer som multippel sklerose, lupus og autoimmun hepatitt er forbundet med okt
tarmpermeabilitet 26-2°. Lekk tarm er eksempel pd en tilstand der tarmbarrierens permeabilitet
oker, noe som er relatert til endringer i de okkluderende celleforbindelsene i det paracellulere
rommet 2!, Pasienter med IBD, personer med coliaki, diabetes type 1, kreft og Alzheimers er
funnet & ha redusert barrierefunksjon 26 21- 4 @kt tarmpermeabilitet har ogsa blitt sett pd som
faktor ved irritabel tarmsyndrom (IBS) #7. Matintoleranser er ikke uvanlig hos personer med
IBS, som vil si en overfelsomhet for diverse matvarer. Ved utvikling av sykdom i tarmen kan

mat veere bade utlosende eller innvirkende faktor °. Samtidig kan valg av riktig mat og ernaring
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vare avgjerende under behandling av en rekke tarmsykdommer. Derfor er det nedvendig &

forske pad komponenter som kan motvirke utviklingen av diverse sykdommer i tarmkanalen.

1.2.6 Bioaktive peptider fra mat

Til enhver tid blir menneskekroppen eksponert for giftige stoffer og fysiologiske ubalanser som
gjennom homeostase holdes kontrollert slik at det ikke utvikles sykdom “®. Bestanddeler fra
mat, bade naringsstoffer og ikke-naringsstoffer, pavirker hvordan og om sykdom utvikles.
Funksjonelle komponenter fra mat har av den grunn vist seg & vere gunstig ved forebygging
og behandling av ulike sykdommer. Proteinfragmenter kan eksempelvis ha positiv innvirkning
pa helsen ved siden av & blant annet vare energigivende neringsstoff *°. Herunder menes
bioaktive peptider som har vist 4 ha en positiv helseeffekt. Peptider som er bioaktive har blant
annet innvirkning pad immunforsvaret, kroppens fordeyelse og sirkulasjonssystemet, samt pa
det endokrine- og nervesystemet. Virkningen av disse peptidsekvensene har vist seg & ligne pa
medikamentelle og hormonelle aktiviteter. Av den grunn jobbes det aktivt med & utvikle
bioaktive peptider som kan ha lindrende eller forebyggende effekt pé forskjellige sykdommer.

Det antas at bioaktive peptider kan virke forebyggende mot livsstilsykdommer .

Basert pd virkningsméte kan bioaktive peptider klassifiseres 1 grupper, slik som
mineralbindende, antioksidative, antimikrobielle, antihypertensive eller immunmodulerende #°.
Mange bioaktive peptider deler noen fellestrekk, slik som sekvenslengden pd aminosyrerekken
og hydrofobe aminosyrer, samt tilstedevarelse av spesifikke aminosyrer slik som prolin.
Sekvenslengden pa bioaktive peptider er ofte mellom to til 20 aminosyrer °'. Figur 1.2.6.A

illustrerer ulike effekter bioaktive peptider kan ha.
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Figur 1.2.6.A: Ulike mulige effekter bioaktive peptider kan ha i kroppen *2. En modifisert figur.

For at de bioaktive peptidene skal kunne ha en funksjonell effekt ma de spaltes fra
proteinkomplekset som de er en del av °'. Nér protein brytes ned gjennom proteolyse under

4951 Det antas i tillegg at

fordeyelsen, kan fordeyelsespeptidaser frigjore bioaktive peptider
bioaktive peptider ikke brytes ned like enkelt av de proteolytiske enzymene under fordeyelse
49 Bioaktive peptider kan ogsa dannes under prosessering av mat. Under prosessering av mat
vil matvarekomponentene endres kjemisk og strukturelt slik at bioaktive peptider kan frigis fra
proteinkomplekser gjennom eksempelvis enzymatisk hydrolyse. Kilder til bioaktive peptider

36, Mikroorganismer kan gjennom

kan vare bade animalske og vegetabilske matvarer
fermentering bryte ned proteiner og produsere bioaktive peptider *3. En skjematisk fremstilling

av hvordan bioaktive peptider fremstilles er illustrert figur 1.2.6.B.
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Figur 1.2.6.B: Produksjonen av bioaktive peptider i en skjematisk fremstilling *°. En modifisert figur.

1.3 Metodeteori

1.3.1 Caco-2-celler

Celler kan isoleres fra vev eller allerede etablerte cellelinjer og videre dyrkes frem i kunstige
miljoer, hvorpd neringsrikt kulturmedium benyttes til & fremme celleveksten >4,
Cellemodellsystemer er ofte brukt til & undersoke egenskapene til bioaktive peptider ettersom
de er relativt raske & gjennomfere, skonomiske og reproduserbare 6. Samtidig vil det veere
mulig & analysere den effekten de har pa ulike inflammasjonsmolekyler. Ved valg av riktig
cellelinje til et forsek er det flere kriterier en ma ta stilling til, deriblant deres funksjonelle
egenskaper %, Det er flere cellelinjer med morfologi lik epitelceller som ofte blir benyttet i
matvitenskapsstudier '°. Herunder er T84, HuTu-80, SW620, HT29-MTX og Caco-2 blant

brukte cellelinjer med human opprinnelse. De er isolert fra karsinomer tilknyttet tykktarmen,

med unntak av HuTu-80 som er isolert fra tynntarm.
Cellelinjene har ulike egenskaper, noe som avgjer bruken av dem 3%, Caco-2 er en cellelinje

etablert fra et humant kolonadenokarsinom, som vil si en primar tykktarmssvulst, isolert fra en

mann pd 72 ar med kaukasisk bakgrunn >°. Ved oppdyrking in vitro vil Caco-2-celler kunne
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differensiere til et cellelag med morfologi lik tynntarmsepitelceller % >°. De vil danne apikale
mikrovilli og intracelluleere okkluderende forbindelseskomplekser . Cellelinjen HT29-MTX
kan ogsé utvikle et sammenvokst monolag med okkluderende forbindelseskomplekser i tillegg
til & sekrere slim. Imidlertid er Caco-2-cellelinjen sin evne til & danne okkluderende
celleforbindelsene bedre enn HT29-MTX, noe som gjor at de oftere velges ndr transepitelial
transport og epitelbarrierefunksjon studeres. Samtidig vil de uttrykke flere av de samme
transportsystemene og enzymene som de primare epitelcellene gjor. Caco-2-celler uttrykker de
fleste reseptorer som normale epitelceller gjor, inkludert IL-1R - %6, Cellelinjen produserer

ogsa enkelte cytokiner, slik som IL-8 '°.

Valg av cellelinjer i in vitro-studier vil pavirke resultatene, og hvilke celler en ber velge
avhenger av formalet med forseket !°. Imidlertid kan heller ikke resultatene nedvendigvis
overfores direkte til eller demonstreres in vivo. Allikevel blir in vitro-modeller ansett som
nyttige i studier av peptiders bioaktivitet og effekt pa tarmepitelet. Caco-2-celler anses for &
veere den mest optimale cellelinjen blant in vitro-modeller som etterligner tynntarmen 24, Caco-

2 er en anerkjent og veletablert tarmcellelinjer som benyttes til in vitro-studier .

1.3.2 In vitro-immunoassay i Caco-2-celler

En IL-1f indusert IL-8-ekspresjonen i Caco-2-celler kan brukes til 4 underseke mulige effekter

av bioaktive peptider 33

. Dersom peptidene har antiinflammatoriske egenskaper vil de
eksempelvis kunne hemme ekspresjonen av IL-8 i Caco-2-cellene. For a kontrollere at
cellemodellen fungerer er det gunstig & benytte IL-13-antagonist som kontroll sammen med IL-

1B 34, IL-1Ra vil hemme den IL-1B-induserte IL-8-produksjon i Caco-2-celler.

For & male konsentrasjon av IL-8, kan sandwich ELISA benyttes. Sandwich ELISA er et
kvantitativt enzymimmunoassay som kan brukes til mélinger av biologiske substanser som
forekommer i lave konsentrasjoner 7. Metoden er velegnet til mélinger av cytokiner, slik som
IL-8 %% Det benyttes plater der antistoffet kalt Capture Antibody festes til plasten i
mikroplatebrennene. Capture Antibody binder antigenet som skal males, i dette tilfellet IL-8.
Detection Antibody er et nytt antistoff som bindes til antigenet, hvoretter et sekundert antistoff

kalt Avidin-HRP Conjugate med konjugert enzym bindes til Detection antibody igjen *. Videre
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oppstar det fargeforandring ved tilsetning av ABTS Liquid Substrate. Figur 1.3.2.A illustrerer

hvordan fremgangsmaten er ved deteksjon av IL-8 med sandwich ELISA.

Figur 1.3.2.A: En illustrasjon av fremgangsmdten for deteksjon av IL-8 ved sandwich ELISA utformet av
medveileder Tor Lea *.
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1.3.3 TEER av Caco-2-cellemonolag

For & studere hvilke effekter peptider har pa integriteten til tarmepitelet er Caco-2-cellelinjen
en etablert in vitro-modell #°. Caco-2-celler kan dyrkes pd polykarbonatfilterinnsatser i
kulturplater for & danne en etterligning av tarmepitelet med apikal- og basolateral side ' ©!,
Cellene vil differensiere péd filterinnsatsene helt frem til det oppnds et konfluent,
sammenhengende cellelag. Etter 21 dager vil det veere dannet et monolag med tette mikrovilli
pa den apikale siden (se figur 1.3.3.A). Nér det er oppnadd et fullt polarisert Caco-2-
cellemonolag vil det veare utviklet intercelluleere kontakter, slik som okkluderende

celleforbindelser '°.

2

2)
J)
2]
J)
!

0.000.0] - e - [T

Figur 1.3.3.A: Dyrking av Caco-2-cellemonolag . Monolaget ligner epitelcellemonolag med okkluderende
celleforbindelser (eng; tight junction), samt at den apikale siden har borstesom.

For & studere barriereintegriteten til et Caco-2-cellemonolag kan transepitelial elektrisk
motstand (TEER) males ®!. Den paracellulere transporten over tarmepitelbarrieren har en
lavere elektrisk motstand enn de transcellulere transportveiene, og TEER-verdien reflekterer
forst og fremst integriteten til de okkluderende celleforbindelsene 2. Med andre ord sier TEER-
verdien noe om porestorrelsen i den permeable epitelmembranen gjennom & méle fluksen av
vaeskestrom 24, Malinger av TEER-verdien til Caco-2-cellemonolaget foregar ved at en
elektrode plasseres i kammeret til mediet som illustrert i figur 1.3.3.B, og verdien males i ohm

(€2).
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Figur 1.3.3.B: Monolag med Caco-2-celler dyrket pa filter med elektroder plassert pd den apikale og den
basolaterale siden *°. Caco-2-cellemonolaget oppndr en hoy elektrisk motstand som er hoy.

1.4 Hensikt med oppgaven

Hensikten med denne masteroppgaven var & underseke mulige egenskaper til in silico-
identifiserte bioaktive peptider fra erteprotein etter in vitro-fordeyelse kan ha pa
cytokinproduksjonen i tarmepitelet. I forseket ble mulige immunmodulerende egenskaper til
utvalgte peptider analysert gjennom IL-1B-indusert IL-8-produksjon i en in vitro-modell av

Caco-2 adenokarsinomceller. Konsentrasjonen av IL-8 ble mélt med sandwich ELISA.

I tillegg hadde oppgaven som formdl & underseke mulige egenskaper av de samme
ertepeptidene pad tarmepitelets permeabilitet. For a4 studere dette ble Caco-2
adenokarsinomceller dyrket pa filterinnsatser i 21 dager til et polarisert cellemonolag. TEER
av cellelaget ble malt for og etter eksponering av testpeptidene for & undersgke differansen i

maélingene.

Hvilke mulige egenskaper har in silico-identifiserte bioaktive peptider fra erteprotein i to
ulike modeller av Caco-2 adenokarsinomceller?
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2.0 Materialer og metode

Peptidene som ble analysert i denne oppgaven ble valgt pa bakgrunn av et tidligere forsek.

Ertemel ble fordeyd i en statisk in vitro fordeyelsesmodell 62

ved bruk av mage- og tarmsafter
aspirert fra friske personer (n=20) . In vitro fordeyelsesmodeller er gode verktoy til & studere
hvordan maten prosesseres i mage-tarmkanalen pé en effektiv og rimelig mate 4. Etter in vitro
fordoyelse ble det materialet renset og saledes separert via HPLC-kolonne tilkoblet et
massespektrometer. Totalt ble 2054 peptider identifisert fra 19 proteiner etter sek opp i UniProt-

databasen begrenset til erter (Pisum sativum).

Videre ble programvaren PeptideRanker benyttet til & vurdere bioaktiviteten til de identifiserte

65, T PeptideRanker vurderes sannsynligheten for at sekvensen har bioaktivitet

peptidene
gjennom blant annet sammensetning av aminosyrer, sekvenslengde og de strukturelle trekkene,
og det estimeres en total poengsum for sannsynlighet. En poengsum pé& mer enn 0,5 gir
indikasjon pa en mulig bioaktiv virkning, og det er en sterre sannsynlighet desto heyere
poengsum er. For 9 av de identifiserte peptidene var poengsummen i PeptideRanker pa mer enn
0,5. Peptidsekvensene DKPWWPK (videre kalt PepDK) og NEPWWPK (videre kalt PepNE)
hadde heyest poengsum, og var pd henholdsvis 0,94 og 0,89. Pa bakgrunn av dette ble det
bestemt 4 underseke deres immunmodulerende virkning og deres effekt pd tarmepitelets

barrierefunksjon. Tabell 2.0.A viser ytterligere informasjon om de utvalgte peptidene, derav

hvilket erteprotein peptidene stammer fra, deres molekylvekt og produsent.

Tabell 2.0.A: Peptidene som ble undersokt for immunmodulerende egenskaper og barrierefunksjoner hadde
opphav fra erter. Sekvensen for begge peptider var pd syv aminosyrer.

PepDK PepNE
Aminosyresekvens DKPWWPK NEPWWPK
Molekylvekt (MW) 956,11 956,07
Opphav (art) Erter Erter
Fra protein Seed linoleate 9S-lipoxygenase-2 Seed linoleate 9S-lipoxygenase-3
Start (protein) 688 685
Slutt (protein) 694 691
Leverander Genosphere Biotechnologies Genosphere Biotechnologies
Produktnummer N°113487 NH2/COOH N°113488 NH2/COOH

22



Generelt laboratorieutstyr som ble benyttet til forsekene er belyst i pafelgende avsnitt. Jevnt 1
forsgket ble det benyttet Falconrer, Eppendorfrer og pipetter tilpasset forskjellig volum.
Kjeleskap med temperatur pa 4°C, fryser pa -20 og -80°C, vannbad pa 37°C og inkubatorskap
pa 37°C ble brukt. Sistnevnte hadde fuktige atmosfariske forhold der 5 % var CO2 og 95 % var
luft. Det ble i tillegg benyttet tre ulike sentrifuger, herunder en bordsentrifuge i romtemperatur
beregnet for Eppendorfror (1,5 ml) og en sentrifuge til Falconrer (50 ml) med en styrke pa 1300
rpm, samt en sentrifuge til Eppendorfrer (1,5 ml) med en styrke pa 1500 rpm og en temperatur
pa 4°C. For 4 rense vann som ble benyttet i forsekene ble maskinen fra Milli-Q® Direct Water
Purification System fra Merck Life Science AS brukt. Sikkerhetskabinettet som ble benyttet
under celledyrking og -forsek var Safe 2020 Class II Biological Safety Cabinet fra

ThermoFisher Scientific.

2.1 Dyrking og vedlikehold av Caco-2-celler

Caco-2-cellelinjen som ble benyttet i denne oppgaven var fra European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC) med katalognummer 86010202 3. Leveranderen var
Merck Life Science AS. Falcon® Cellekulturflasker (T75) fra Corning Life Science ble benyttet
til celledyrkning. ATCC sin protokoll Thawing, Propagating, and Cryopreserving Protocol ble

benyttet, der ytterligere informasjon om dyrking og vedlikehold av Caco-2-celler kan innhentes.

2.1.1 Opptining og dyrking av Caco-2-celler

For oppdyrking av Caco-2-celler ble nedfryste celler i passasje 51 hurtig tint ved 37°C.
Umiddelbart etter tining ble cellene tilsatt 5 ml vekstmedium bestdende av Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) High Glucose med 10 % fetal bovine serum (FBS), 1 %
ikke-essensielle aminosyrer (NEAA) og 1 % av antibiotikumet Penicillin-Streptomycin.
Losningene i vekstmediet var bestilt fra Merck Life Science AS. Videre ble cellene sentrifugert
ved 1300 rpm i1 5 minutter, hvorpd supernatanten ble fjernet. Nytt vekstmedium ble tilsatt
cellepelleten, og etter resuspendering ble cellene overfort til en T75 cellekulturflaske. T75-
flasken med Caco-2-celler ble inkubert ved 37°C i en fuktig atmosfaere med 5 % CO» frem til

en konfluens pé 70-80 % var oppnadd.
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2.1.2 Splitting og vedlikehold av Caco-2-celler

Da cellene hadde oppnddd ensket konfluens ble de splittet. Gammelt medium ble fjernet og
cellene ble vasket med 10 ml Dulbecco’s Phosphate buffered saline (PBS) bestilt fra Merck
Life Science AS. Cellene ble sédledes lost opp ved tilsetting av 2 ml trypsin-EDTA bestilt fra
Biowest og inkubering i 5 minutter ved 37°C i en fuktig atmosfere med 5 % COa.
Trypsineringen ble stoppet ved tilsetting av 10 ml vekstmedium, hvorpa cellene ble spunnet
ned ved sentrifugering i 5 minutter ved 1300 rpm. Cellepelleten ble resuspendert i 1 ml med
vekstmedium og overfort til en ny T75-flaske med en tetthet pd 1x10° celler/ml. Telling av
celler ble utfort i en Countess II Automated Cell Counter-maskin med katalognummer
AMQAX1000 fra ThermoFisher Scientific. Cellene ble inkubert som beskrevet ovenfor. For
vedlikehold av cellene for 70-80 % konfluens var oppnadd, ble vekstmediumet erstattet med

nytt der ogsé cellene ble vasket med PBS imellom.

2.2 In vitro immunoassay

2.2.1 IL-1B-indusert IL-8-produksjon i Caco-2-celler

I in vitro immunoassayforseket ble det benyttet ulike konsentrasjoner av PepDK og PepNE,
bade hver for seg og sammen i et 1:1-forhold. Peptidene ble last i PBS til en konsentrasjon pa
15 mg/ml. Fra denne lgsningen ble det laget en stocklgsning med peptidkonsentrasjon pa 1000

uM som videre ble benyttet. De utvalgte testkonsentrasjonene er presentert i tabell 2.2.1.A.
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Tabell 2.2.1.A: Forskjellige konsentrasjoner av peptidene PepDK og PepNE, samt PepDK+PepNE i 1:1-
forhold, ble testet for immunmodulerende egenskaper i in vitro Caco-2-cellemodell.

Konsentrasjon (uM) PepDK PepNE PepDK + PepNE
1 X X X
5 X X X
10 X b ¢ b ¢
20 X
30 X X b ¢
40 X
50 X X X
60 X b ¢ X
70 X X X
80 X X X

100 X X X
150 X X X
200 X X

Til forsgket ble IL-1B benyttet til & indusere IL-8-ekspresjon i Caco-2-celler, hvorpa en
potensiell virkning av peptidene PepDK og PepNE ble undersokt. IL-1Ra ble i tillegg benyttet
sammen med IL-IB som en inhibitorkontroll pa bakgrunn dens IL-1(B-antagonistiske
egenskaper. I tillegg ble en positiv kontroll med kun IL-1p og negativ kontroll uten tilsetning
av stimulator brukt for & sammenligne effekten til peptidene. Leverander av IL-1fB
(produktnummer 11457756001) og IL-1Ra (produktnummer SRP3327) var Merck Life Science
AS.

Caco-2-celler fra cellesuspensjonen i 2.1.2 ble overfort med en tetthet pa 1,8x10° celler/bronn
til Falcon® transparente 12-brennsplater fra Corning Life Science, 1 tillegg til 1,5 ml
vekstmedium i hver av brennene. Cellelinjen hadde passasjenummer mellom 54 og 61. Platen
ble inkubert ved 37°C i en fuktig atmosfere med 5 % CO,. Pé dag 3 ble gammelt medium 1
brennene fjernet og erstattet med 1,5 ml nytt vekstmedium. Platen ble pd nytt inkubert i
ytterligere 24 timer. Deretter ble gammelt medium i brennene erstattet med 1 ml serumfritt
vekstmedium (SFVM) bestaende av DMEM High Glucose, 1 % NEAA og 1 % PenStrep for

fasting av cellene, og platen ble inkubert i nye 24 timer.
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Testpeptider og kontroller ble overfort til brennene med et forhandsbestemt oppsett (se tabell
2.2.1.B og 2.2.1.C). Gammelt medium i brennene for testpeptider og inhibitorkontroll ble
fjernet forst. I brennene for inhibitorkontroller, ble cellelaget eksponert for et preparat med 1
ml SFVM og IL-1Ra (100 ng/ml) i 30-40 minutter for IL-1 (15 ng/ml) ble tilsatt brennen for
at IL-1Ra skulle kunne binde seg til reseptorene for de konkurrerte med IL-13 om plassen. Det
samme gjaldt for brennene med testpeptider der ogsa IL-1p forst ble tilsatt i brennene etter 30-
40 minutter peptideksponering. Etter disse hadde fitt virket, ble gammelt medium fjernet i
brenner for positive og negative kontroller erstattet med nytt medium. IL-1f ble séledes tilfort
i alle aktuelle brenner og platene ble ristet forsiktig for & fordele stimulanten jevnt i mediumet
1 brennene. 12-brennsplatene ble deretter inkubert med 5 % CO- i fuktig atmosfaere 1 37°C.
Etter 24 timer ble supernatanten pa 1 ml fra hver brenn ble overfort til Eppendorfrer. Disse ble

oppbevart ved -20°C frem til utforelsen av sandwich ELISA som beskrevet i 2.2.2.

Tabell 2.2.1.B: De ulike eksponeringspreparatene som ble tilfort Caco-2-cellemonolag i
12-bronnsplater. SFVM star for serumfritt vekstmedium.

SFVM IL-1B IL-1Ra Peptid
(1 ml) (15 ng/ml) (100 ng/ml) (x pM)
Negativ kontroll +
Positiv kontroll + +
Inhibitorkontroll + + +
Testpeptid + + -

Tabell 2.2.1.C: Oversikt over oppsett pd 12-bronnsplate som ble fulgt giennom hele forsoket.

1 2 3 4
A Negativ kontroll Negativ kontroll Peptid Peptid
Konsentrasjon 1 Konsentrasjon 2
B Positiv kontroll Positiv kontroll Peptid Peptid
Konsentrasjon 1 Konsentrasjon 2
C Inhibitorkontroll Inhibitorkontroll Peptid Peptid
Konsentrasjon 1 Konsentrasjon 2
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2.2.2 Miling av IL-8 med sandwich ELISA

Nedfryste prover ble tint pd is og deretter sentrifugert i 10 min ved 1500 rpm og 4°C.
Supernatanten ble igjen overfort til nye Eppendorfrer for at ikke celler skulle vaere tilstede nar

provepreparatene videre ble analysert ved bruk av sandwich ELISA.

Sandwich ELISA-settet som ble benyttet til forseket ble bestilt fra PeproTech med
katalognummer 900-K18. Settet inneholdt alle nedvendige komponenter for kunne detektere
IL-8 i provene *. Protokollen Human IL-8 (CXCL8) Standard ABTS ELISA Development Kit
ble brukt i forseket. Fra PeproTech ble ogsa buffersettet med katalognummer 900-K00 bestilt
og fortynninger av bufferblandingene ble utfort som beskrevet i PeproTech sin medfelgende

protokoll.

Preparering av platen ble gjort med Capture Antibody fortynnet med PBS til en konsentrasjon
pa 0,50 pg/ml der 100 pl ble tilfort hver brenn pd 96-brennsplaten. Platen ble forseglet og
inkubert over natten ved romtemperatur. Vasken ble fjernet for plater ble vasket fire ganger
med 300 pl per brenn av vaskebuffer (1 % TWEEN-20 i PBS). Deretter ble 300 pl Block buffer
tilfort hver brenn, hvorpé platen ble inkubert i romtemperatur i minimum 1 time. Vasken ble

fjernet fra brennene og ytterligere vasket med vaskebuffer 4 ganger.

Standard med humant IL-8 ble fortynnet til en konsentrasjon pa 4000 pg/ml. Standarden ble
videre fortynnet fra 4000 pg/ml til 3,906 pg/ml, samt med en nullpregve. Disse ble tilsatt brenner
pa platen 1 duplikater med et volum pé& 100 pl. I tillegg ble supernatanten fra 2.2.1 tilfort i
duplikater. Inkubering av platen ble gjort i romtemperatur i minimum 2 timer pa risting ved 300
rpm (Orbital Shaker OS-10 fra Boeco), for brennene ble toemt og vasket ytterligere fire ganger

med vaskebuffer.

Detection antibody ble fortynnet med 1xDiluent til en konsentrasjon péd 0,50 pg/ml og 100 pl
ble tilfort hver brenn, hvoretter platen ble inkubert i romtemperatur i 2 timer. Vasken ble si
fijernet og brennene ble vasket med vaskebuffer 4 ganger. 5,5 ul med Avidin-HRP Conjugate
ble fortynnet med 1xDiluent til en konsentrasjon pa 1:2000. Det ble deretter tilfort 100 pl per
brenn, hvorpé platen ble inkubert ytterligere i 30 minutter ved romtemperatur. For avlesning av
platene ble vaesken fjernet og vasket 4 ganger med vaskebuffer. ABTS Liquid Substrate-lasning

ble tilfert med et volum pa 100 pl per bronn og inkubert i romtemperatur frem til grennfargen
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var utviklet. ELISA-platen ble avlest ved 405 nm med en belgelengdekorreksjon pa 650 nm
med risting (SpectraMax M2). Programvaren SoftMax Pro 6.5 (Molecular Devices) registrerte
absorbansverdier ~som ble videre importert til programvaren pa nettsiden
www.elisaanalysis.com for analysering. Microsoft Excel: Office 365 ble benyttet til videre

databearbeiding.

2.3 TEER-méling av Caco-2-cellemonolag

I Falcon® transparente 24-brennsplater fra Corning Life Science ble hver brenn fylt med 600
ul vekstmedium for polykarbonatfilter av 6,4 mm diameter og med 0,4 pm porediameter ble
plassert i bronnene. Falcon® Cellekulturinnsatser som ble benyttet var gjennomsiktige PET-
membran med poresterrelse pa 0,4 uM og 1,6 x 10 porer/cm?. Leverander var Corning Life
Science med artikkelnummeret er 734-0036. 200 pl cellesuspensjon fra splittede celler i
passasje 57 eller 64 ble overfort til polykarbonatfiltrene med en celletetthet p& 1x10* celler/cm?.
Platene ble inkubert i 5 % CO» 1 fuktig atmosfare ved 37°C. Vekstmediet ble byttet tre ganger
i uken frem til dag 21 da monolaget var konfluent og cellene fullstendig differensiert. Pa dag
21 ble transepitelial elektrisk resistens (TEER) til Caco-2-cellemonolaget malt med EVOM?
Epithelial Voltohmmeter fra WPI tilkoblet testelektroder, STX2. Elektrodene ble sterilisert i
etanol for de ble plassert i vekstmedium i noen minutter. Resistensen til transepitelet ble mélt 1
ohm (Q2). TEER-verdiene ble mélt med medium i den apikale siden som deretter ble fjernet og
erstattet med nytt medium med peptid i konsentrasjonene oppgitt i tabell 2.3.A. Etter 2,5 timer
peptideksponering ble TEER-verdien ble mélt pa nytt. To brenner per plante inneholdt kun
filterinnsatsene (Rpiank) 0g denne verdien ble trukket fra TEER-verdien (Rprove) for & fastsla

resistensen til cellelaget (Riotalt cellelag) €tter eksponering.

Resistens (R):

Rtotalt cellelag = Rpmve - Rblank
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Tabell 2.3.A: De forskjellige konsentrasjonene av PepDK og PepNE som ble testet pa Caco-2-cellemonolag for
d undersoke effekten peptidene har pad transepitelet.

Konsentrasjon (uM) PepDK PepNE
5 X X
10 X X
20 X X
30 X X
50 X X
100 X X
150 X X
200 X X
250 X

2.4 Statistisk analyse og databehandling

Dataene fra in vitro-immunoassay ble normalisert for & lettere kunne sammenligne resultatene
fra ulike plater ettersom det var variasjoner i mélingene fra plate til plate. Resultatene ble uttrykt
som prosent av positiv kontroll, hvorpa positiv kontroll var 100 %. Videre ble resultatene av
testpeptidene presentert som median + variasjonsbredden. Arsaken til at dette ble valgt fremfor
gjennomsnitt + standardavvik var fordi det kun ble gjort tre mélinger for hver konsentrasjon av
peptidene. Statistisk signifikans (*p<0,05, **p<0,01) ble bestemt med en Student’s t-test med
tosidig fordeling for uparede datasett utfort i Microsoft Excel hvor resultatene for testpeptidene
ble sammenlignet med positiv kontroll. Denne programvaren ble ogséd benyttet til 4 utarbeide

grafer for & enkelt illustrere resultatene som er oppnadd i forsgkene.
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For in vitro-tarmpermeabilitetsanalysen (TEER) ble det utfert en Student’s t-test med tosidig
fordeling for parede datasett i Microsoft Excel for & undersoke statistisk signifikans (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001) mellom TEER-verdien for og etter peptideksponering. Denne
programvaren ble ogsa benyttet til utarbeidelse av grafer som illustrerer resultatene fra forseket.
Alle resultatene ble belyst i et stolpe- og linjediagram, samt i et spredningsplott. Stolpediagram
presenterer gjennomsnitt + standardavvik av TEER-verdien for og etter peptideksponering.
Linjediagram av resultatene presenterer gjennomsnitt av differansen i TEER-verdien for og
etter peptideksponering til de ulike mélingene for det bestemte testpeptidet. Resultater med hoy
verdi representerer en storre differanse og lav verdi representerer en mindre differanse.
Spredningsplott av resultatene presenterer differansen i TEER-verdien for og etter
peptideksponering til hver av de ulike prove. Et stolpediagram for forsegket der ulike

celletettheter ble testet ut ble utformet 1 Microsoft Excel.

3.0 Resultater

3.1 Effekt av PepDK og PepNE pa IL-8-produksjon 1 Caco-2-celler

Caco-2-celler ble indusert med cytokinet IL-1p og testpeptider for & undersegke eventuelle
immunmodulerende effekter av peptidene. IL-1f fremmer IL-8-produksjon, og IL-8-
konsentrasjonen ble mélt med sandwich ELISA. For & kontrollere effekten til peptidene i
testsystemet, ble det benyttet positiv kontroll hvor IL-1B ble tilsatt Caco-2-cellene uten
testpeptider (100 % IL-8-produksjon), negativ kontroll uten IL-1B eller testpeptider og

inhibitorkontroll med IL-13 sammen med IL-1B-antagonisten IL-1Ra.
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Figur 3.1.A viser mengden IL-8 produsert i Caco-2-celler etter IL-1B-indusering alene (positiv
kontroll) og sammen med PepDK ved ulike konsentrasjoner. Malt IL-8-konsentrasjon produsert
med testpeptidene tilstede er oppgitt i prosent basert pa positiv kontroll (100 %). Figuren viser
i tillegg negativ kontroll hvor det ikke ble tilsatt IL-1f3, samt inhibitorkontroll der ogsa IL-1Ra

ble tilfort Caco-2-celler ssmmen med IL-1f3.
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Figur 3.1.A: IL-8-konsentrasjonen (%) mdlt med sandwich ELISA etter eksponering av PepDK i en Caco-2-
cellemodell. Verdiene utgjor prosentandel av positiv kontroll (100 %). *p<0,05, **p<0,01 for testpeptid
sammenlignet med positiv kontroll.

Sammenlignet med positiv kontroll medferte tilstedevaerelse av PepDK til reduksjon i IL-8-
produksjonen, med unntak av ved konsentrasjonene 80 og 100 uM. Det var en signifikant

reduksjon i IL-8-produksjonen ved konsentrasjonene 1 uM (p<0,05) og 150 uM (p<0,01).
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Figur 3.1.B viser mengden IL-8 produsert i Caco-2-celler etter IL-1B-indusering alene (positiv
kontroll) og sammen med PepNE ved ulike konsentrasjoner. Mélt IL-8-konsentrasjon produsert
med testpeptidene tilstede er oppgitt i prosent basert pa positiv kontroll (100 %). Figuren viser
ogsa negativ kontroll hvor det ikke ble tilsatt IL-1, 1 tillegg til inhibitorkontroll der ogsa IL-

1B-antagonisten IL-1Ra ble tilfort Caco-2-celler sammen med IL-1f3.
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Figur 3.1.B: IL-8-konsentrasjonen (%) mdlt med sandwich ELISA etter eksponering av PepNE i en Caco-2-
cellemodell. Verdiene utgjor prosentandel av positiv kontroll (100 %). *p<0,05 for testpeptid sammenlignet med
positiv kontroll.

I likhet med PepDK medferte tilstedevaerelse av PepNE til reduksjon i IL-8-produksjonen
sammenlignet med positiv kontroll, med unntak av ved noen enkeltméilinger. Det var en

signifikant reduksjon i1 IL-8-produksjonen ved konsentrasjonene 1 uM (p<0,05).
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Figur 3.1.C viser konsentrasjonen av IL-8 produsert ved eksponering for PepDK og PepNE i
1:1-forhold i Caco-2-celler sammen med IL-1p. PepDK+PepNE ble testet ved forskjellige

konsentrasjoner. Figuren viser ogsé de tre kontrollene; positiv-, negativ- og inhibitorkontroll.
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Figur 3.1.C: IL-8-konsentrasjonen (%) mdlt med sandwich ELISA etter eksponering av PepDK+PepNE i en
Caco-2-cellemodell. Verdiene utgjor prosentandel av positiv kontroll (100 %). *p<0,05 for testpeptid
sammenlignet med positiv kontroll.

PepDK+PepNE 1 1:1-forhold ferte til en reduksjon i IL-8-produksjonen sammenlignet med
positiv kontroll, med unntak av ved konsentrasjonene 70 og 80 uM. Reduksjonen i IL-8-

produksjonen var signifikant ved konsentrasjonene 1 og 150 pM (p<0,05).
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3.2 Effekt av PepDK og PepNE pd permeabiliteten til Caco-2-cellemonolag

Caco-2-cellemonolag ble benyttet for a4 underseke testpeptidene sin effekt pa
tarmepitelpermeabilitet. P4 dag 21 ble forst TEER (2) mélt uten testpeptider. Videre ble nytt
medium med testpeptider i bestemte konsentrasjoner tilsatt brennene pa den apikale siden. Etter
2,5 timer ble TEER () av Caco-2-cellemonolaget malt pd nytt. I resultatene vurderes

differansen i den malte TEER-verdien () for og etter peptideksponering.

Figur 3.2.A viser resultatene av TEER-verdien (Q) til Caco-2-cellemonolaget fra méling for og

etter eksponering av PepDK ved ulike konsentrasjoner.
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Figur 3.2.4: TEER-verdien (£) til Caco-2-cellemonolag pad dag 21 mdlt for og etter eksponering av PepDK.
«For eksponeringy tilsvarer den elektriske motstanden til monolaget av celler for peptidet ble tilfort. «Etter
eksponeringy viser den elektriske motstanden til monolaget av celler etter 2,5 timer peptideksponering. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 sammenlignet for og etter peptideksponering.

TEER var lavere etter eksponering for PepDK for samtlige prover. Det var signifikant

forskjell for 1, 30 og 50 uM (p<0,05), for 10 og 150 uM (p<0,01) og 20 uM (p<0,001).
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Figur 3.2.B viser den gjennomsnittlige differansen i TEER (Q) for og etter peptideksponering
ved de ulike PepDK-konsentrasjonene, hvorpa en hgyere verdi tilsvarer storre differanse og

lavere verdi tilsvare en mindre differanse i resistensen.
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Figur 3.2.B: Grafen illustrerer differansen i TEER-verdien (€J) til Caco-2-cellemonolaget pd dag 21 for og etter

eksponering av PepDK. Punktene ved de forskjellige konsentrasjonene er gjennomsnitt av de ulike mdlingene for
den aktuelle konsentrasjonen.

Differansen var sterst ved konsentrasjonene 50, 100, 150 og 250 uM og minst ved 5, 10, 30 og
200 uM.

Figur 3.2.C viser spredningsomrédet til de ulike mélingene for aktuelle konsentrasjoner av
PepDK. Resultatene er oppgitt som differansen 1 resistensen () for og etter PepDK-

eksponering.
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Figur 3.2.C: Grafen viser differansen i TEER-verdien (£J) til de ulike malingene av Caco-2-cellemonolag pa dag
21 for og etter eksponering av PepDK i ulike konsentrasjoner. Hoy verdi tilsvarer en storre differanse og motsatt
ved lav differanseverdi.
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Som illustrert i figuren var det spredning i differansen ved de ulike malingene ogsa ved samme

konsentrasjoner.

Figur 3.2.D viser resultatene av TEER-verdien (Q) til Caco-2-cellemonolaget fra méling for og

etter eksponering av PepNE ved ulike konsentrasjoner.
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Figur 3.2.D: TEER-verdien (€)) til Caco-2-cellemonolag pd dag 21 mdlt for og etter eksponering av PepNE. «For
eksponeringy tilsvarer den elektriske motstanden til monolaget av celler for peptidet ble tilfort. «Etter
eksponeringy viser den elektriske motstanden til monolaget av celler etter 2,5 timer peptideksponering. *p<0,05,
**p<0,01 sammenlignet for og etter peptideksponering.

TEER var lavere etter eksponering for PepNE for samtlige prover. Det var signifikant

forskjell for 50 og 200 uM (p<0,05), samt for 10, 20 og 100 uM (p<0,01).

Figur 3.2.E viser den gjennomsnittlige differansen i TEER (Q) for og etter peptideksponering
ved de ulike PepNE-konsentrasjonene, hvorpa en hgyere verdi tilsvarer sterre differanse og

lavere verdi tilsvare en mindre differanse i resistensen.
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Figur 3.2.E: Grafen illustrerer differansen i TEER-verdien ({J) til Caco-2-cellemonolaget pd dag 21 for og etter

eksponering av PepNE. Punktene ved de forskjellige konsentrasjonene er gjennomsnitt av de ulike mdlingene for
den aktuelle konsentrasjonen.

Differansen var sterst ved konsentrasjonene 50, 100, 150 og 200 uM og minst ved 5, 10, 20 og
30 uM.

Figur 3.2.F viser spredningsomrédet til de ulike malingene for aktuelle konsentrasjoner av

PepNE. Resultatene er oppgitt som differansen 1 resistensen (Q) for og etter PepNE-

eksponering.
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Figur 3.2.F: Grafen viser differansen i TEER-verdien ({)) til de ulike malingene av Caco-2-cellemonolag pd
dag 21 for og etter eksponering av PepNE i ulike konsentrasjoner. Hoy verdi tilsvarer en storre differanse og
motsatt ved lav differanseverdi.

Det var spredning i differansen ved de ulike mélingene ogsa ved samme konsentrasjoner.
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4.0 Diskusjon

I skiftet mot et mer barekraftig og helsefremmende kosthold er det nedvendig & redusere
produksjon og konsum av kjett, da spesielt rodt kjett, til fordel for proteinrike matplanter 7> 6.
Formalet med forskingsprosjektet FoodProFuture er a etablere en kunnskapsplattform for
norskdyrkede proteinrike matplanter. Som en del av dette arbeidet er det nedvendig & kartlegge
ulike helseeffekter av planteproteiner, samt fragmenter fra disse. Et kosthold rikt pa erter har
vist & kunne redusere tilfeller av diabetes type 2, hjertesykdom, LDL-kolesterol og tarmkreft ¢”.
Ved siden av essensielle makro- og mikroneringsstoffer kan erter inneholde bioaktive
komponenter, eksempelvis peptider, som pavirker helsen uten 4 tilfere kroppen naring 67 8- 69,
Nér bioaktive peptidsekvenser er en del av opprinnelsesproteinet vil de vaere inaktive, og det
md spaltes fra proteinet for & vaere aktivt °. Bioaktive peptider kan regulere og forbedre
biologiske funksjoner i menneskekroppen. Denne masteroppgaven har undersekt mulige
egenskaper til in silico-identifiserte bioaktive peptider fra erteprotein i to ulike modeller av
Caco-2 adenokarsinomceller. I en modell ble testpeptidene, kalt PepDK og PepNE i oppgaven,
undersgkt for mulige immunmodulerende egenskaper pd produksjonen av IL-8. IL-8-
produksjon i Caco-2-cellene ble indusert av cytokinet IL-1f. I en annen modell ble de samme
peptidene undersekt for mulige egenskaper pa tarmepitelets permeabilitet gjennom maling av
TEER av polariserte Caco-2-cellemonolag for og etter peptideksponering. Peptidene som ble
studert nermere i denne oppgaven ble identifisert i en tidligere studie i samme

forskningsprosjekt etter in vitro-fordeyelse.

4.1 Peptidenes effekt pa IL-8-produksjon

Basert pd resultatene fra denne studien har ertepeptidene PepDK og PepNE hemmende effekt
pa IL-1p-indusert IL-8-produksjon i Caco-2-celler. For bdde PepDK og PepNE alene, samt
peptidene sammen i 1:1-forhold var effekten signifikant forskjellig fra den positive kontrollen
(100 % IL-8-produksjon) ved flere konsentrasjoner. Ogsé ved konsentrasjoner der det ikke var
en signifikant forskjell mellom testpeptidene og den positive kontrollen, ble det sett en
betydelig inhiberende trend i IL-8-produksjonen ved tilstedeverelse av testpeptidene. Derimot
var det unntak ved noen konsentrasjoner hvor det isteden ble sett en gkning i IL-8-produksjonen

sammenlignet med den positive kontrollen. Disse vil bli diskutert ytterligere i senere avsnitt.
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Studien fra denne masteroppgaven gir indikasjon pd at de utvalgte peptidene kan ha
immunmodulerende egenskaper, men resultatene forteller ikke hvilke potensielle mekanismer
som ligger bak. Som nevnt innledningsvis er mekanismen bak IL-1B-indusert IL-8-produksjon
en rekke intracellulere kaskadereaksjoner som oppstar ndr IL-1f binder seg til reseptorer pa
cellens overflate. Kaskadereaksjonen medferer at NF-kB aktiveres og som videre binder seg til
IL-8-promotor pd DNA, noe som medferer oppregulering av IL-8-ekspresjonen. NF-kB finnes
i cytoplasma i inaktiv tilstand 7°. Aktiveringen av NF-kB kan ogsé oppstd som falge av stimuli
fra andre cytokiner slik som tumor nekrosefaktor alfa (TNF-a). Bdide TNF-a og IL-1f binder
seg til spesifikke reseptorer pa cellemembranens ytre og stimuerer intracellulaere reaksjoner,
noe som igangsetter en inflammasjonsreaksjon 7°. Cytokinstimulerte Caco-2-celler med
eksempelvis IL-13 og TNF-a blir ofte benyttet til som in vitro IBD-modell for & undersoke
effekten av ulike matkomponenter med hensyn pa forebygging og behandling av den kroniske

betennelsestilstanden IBD som rammer mage-tarmkanalen ’!.

Sett i sammenheng med sykdom, som eksempelvis IBD, kan bioaktive peptider vaere viktige.
Kroniske betennelser kan vare ytterst problematiske med sveert alvorlige konsekvenser 72, Nar
det forst har oppstétt en slik inflammatorisk ubalanse, vil det vaere vanskelig for kroppen & rette
det opp. Dette er fordi det under en inflammasjonsrespons fra proinflammatoriske cytokiner
produseres flere inflammasjonsmediatorer, noe som videre blant annet kan medfere reduksjon
1 tarmepitelintegriteten og fore til skader i vev. Dette vil igjen bidra til & holde inflammasjonen
vedlike. P& grunn av dette har personer med IBD okt sannsynlighet for utvikling av
kolorektalkreft. Dagens farmaseytiske terapi mot IBD fokuserer pd modulering av immun- og
inflammasjonsresponsen, men det rapporteres om uheldige bivirkninger. Ulike bioaktive
peptider derivert fra matkilder har vist 4 ha antiinflammatoriske og immunmodulerende
egenskaper hos personer med IBD 7. Forskere ensker derfor & kartlegge ulike peptider med
slike egenskaper, samt mekanismene som ligger bak disse egenskapene 72, Basert pa resultatene
fra disse eksperimentene ville det veart interessant & studert PepDK og PepNE i sammenheng

med forebygging og behandling av IBD.

Bioaktive peptider kan virke immunmodulerende gjennom ulike mekanismer. Eksempelvis
viste et peptid derivert fra soya & kunne virke antiinflammatorisk ved & undertrykke sekresjonen
av cytokiner via en protonavhengig peptidtransporter i tarmen 72, Et peptid fra myseprotein har

vist & kunne hemme IL-8-produksjonen ved & blokkere agensen sitt bindingssete pa reseptoren.
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Biologiske effekter av proteinet chenopodin som finnes i store mengder i quinoa, har blitt
undersgkt for immunmodulerende egenskaper i Caco-2-celler 4. I en studie ble aktiveringen av
NF-kB og produksjonen av IL-8 malt etter indusert inflammasjon med IL-13. Chenopodin viste
a ha en antiinflammatorisk effekt. Nedregulering av NF-kB-aktiveringen ses pa som en viktig
arsak til den antiinflammatoriske effekten til chenopodin. Det finnes to former for chenopodin
— lite ladet chenopodin (LcC) og heyt ladet chenopodin (HcC). Mekanismen bak deres virkning
pa IL-8-produksjonen ser ut til & vaere forskjellig. Forskerne sd at LcC hadde evnen til & binde
seg til IL-1B, noe som forhindret cytokinet i & binde seg til malreseptoren. HcC pa sin side
virket direkte pé cellene og forhindret IL-1 1 & kunne binde seg. Flere andre studier har vist at
bioaktive proteiner og peptider, blant annet fra erter, kan stimulere eller direkte interagere med
toll-liknende reseptor (TLR). De fleste immunceller og epitelceller uttrykker TLR og de utgjor
en viktig rolle i reguleringen av immunresponsen 7>, Bovine glykomakropeptid (BGMP) ser ut
til & blant annet gke produksjonen av IL-1Ra-lignende cytokiner 7. Studie har vist at
aminosyren histidin kan redusere TNF-o-indusert IL-8-produksjon i Caco-2-celler 7!. Peptidet
lunasin derivert fra soya har vist & kunne hemme kreftutvikling i celler gjennom béde & hindre
celleforandringer ved kjemisk kasinogenindusering og fremme en selektiv apoptose hos celler
som transformeres ved & forhindre histonacetylering pA DNA-niva ¢'. I belgfrukter, herunder
soyabenner, linser, kikerter og erter, finnes det peptider som virker proteaschemmende og
kalles for Bowman-Birk (BBI) 7°. Studier indikerer at disse forbindelsene forebygger tarmkreft.
I tillegg indikerer studier at disse peptidene har antiinflammatorisk effekt ved at de forhindrer
frie radikaler i & frigjores fra celler. En BBI-isoform isolert fra erter, kalt TI1B, har ogsa vist &
virke hemmende pd protaser ¢7. y-glutamyl-peptider har vist & kunne indusere aktivering av
kalsiumsensende reseptor og derfor eke de intracellulere kalsiumnivdende, samt virke

antiinflammatoriske i bade in vivo og in vitro IBD-cellemodeller 72

Overnevnte eksempler er med for & illustrere hvor kompleks immunmoduleringen kan vaere og
at det finnes flere ulike mekanismer bak. Via forskjellige molekylere mekanismer kan
bioaktive peptider vare involvert i regulering av intracellulere signalveier og ekspresjon av
ulike gener ved 4 bli absorbert fra tarmen, transporter inn i cellen eller interagere med reseptorer
pa cellemembranen "> 7. Mange bioaktive peptider vil ikke bli absorbert fra tarmen, og vil
derfor utgjere sin virkning direkte i tarmkanalen 7. Den intracellulare kaskadereaksjonen som
oppstér ved stimuli fra eksogen IL-1 der NF-kB aktiveres, kan som nevnt hemmes. PepDK og

PepNE kan virke ekstracellulert ved & binde seg til samme reseptorer som IL-1f3. Som nevnt
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innledningsvis kunne reseptorantagonisten IL-1Ra ta opp plassen i det samme bindingssetet
som IL-1B. Hvorvidt det er den samme mekanismen som medferer at PepDK og PepNE
hemmer IL-8-produksjon i Caco-2-cellene kan ikke bestemmes basert pa denne studien.
Samtidig er det mindre sannsynlig at kompetitiv binding er mekanismen som medforte
immunmoduleringen som ble observert. Sekvensen til IL-13 som er publisert pa UniProt.org,
viser kun forsvinnende sma likheter med sekvensen til PepDK og PepNE. Det finnes imidlertid
andre ekstracelluleere mater peptidene kan virke pa, blant annet hvor de binder seg til andre
reseptorer pd cellemembran som videre virker intracellulert péd kaskadereaksjonen som
medforer IL-8-produksjon eller hvor de interagerer med andre molekyler som videre pévirker
IL-8-produksjon 72. Det kan ogsé tenkes at PepDK og PepNE tas opp i cellen, som for eksempel

ved hjelp av transportproteiner, og virker intracelluleert 72,

Til tross for at resultatene fra studien gir inntrykk av at peptidene har immunmodulerende
egenskaper, er det nedvendig & papeke at studien har visse svakheter. Eksempelvis ble
konsentrasjonene av de utvalgte peptidene bestemt 1 et tidlig stadium av prosessen i denne
masteroppgaven. Da de ulike konsentrasjonene ble valgt var det primart ensket & finne ut om
peptidene kunne ha effekt pd IL-8-ekspresjonen i Caco-2-celler. Sett i retroperspektiv ville det
vert aktuelt & teste ut ogsé andre konsentrasjoner enn hva som ble undersekt i denne studien.
Det ville vert gunstig & velge konsentrasjoner med til eksempel en halveringsrekke eller en
faktor pd 5. I tillegg burde konsentrasjonsrekken inkludert en konsentrasjon pa 0 uM der kun
middelet som peptidene var fortynnet med, ble testet. For proven med konsentrasjon pa 0 uM
ville det vaert forventet samme resultat som for positiv kontroll ettersom det kun ville blitt tilsatt
IL-1PB og fortynningsvaske uten peptid. En slik preve ville kunne avdekke om det var artefakter
som var arsak til resultatene, slik som at cellene blir utsatt for hypoosmolare betingelser. I en
halveringsrekke med heyeste konsentrasjon pd 100 pM ville eksempelvis de neste
konsentrasjonene vert 50, 25, 12,5, 6,25 og 3,125 uM og frem til 0 uM. Med en faktor pa 5
ville pafelgende konsentrasjoner vere 20, 4, 0,8, 0,16 og 0,032 uM, og videre helt til 0 uM. Pa
den maéten ville det veert mulig & undersgke peptidenes immunmodulerende egenskaper i et
storre omrade. I biologi er det vanlig at kurven for dose-respons er U-formet 6. Ved & velge en
annen strategi for konsentrasjonstesting av peptidene, slik som forevrig nevnt, er det

narliggende 4 tro at dette ville gitt bedre svar pa hvordan dose-respons-kurven til peptidene er.
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Ved siden av valg av peptidkonsentrasjoner ville det vaert hensiktsmessig for validiteten til
resultatene dersom det ble gjort flere analyser av de samme konsentrasjonene. I tillegg hadde
det vaert enskelig om disse var gjort pé ulike plater for & se pa reproduserbarheten til mélingene.
I dette forseket ble det kun testet triplikater av hvert peptid ved de aktuelle konsentrasjonene,
og det ble gjort pa samme plater. Dette medferer stor usikkerhet i dataene. I tillegg ble det kun
benyttet duplikater av de tre kontrollene pa hver plate. Kontrollene som ble benyttet var negativ
kontroll der kun nytt medium ble tilsatt og positiv kontroll der IL-1B ble tilsatt, samt
inhibitorkontroll der bade IL-1p og IL-1Ra ble tilsatt. Det kunne vert fordelaktig & inkludere
en kontroll der peptidet i de bestemte konsentrasjonene ble testet uten IL-1p. Dette ville gitt et

storre bilde péd de biologiske reaksjonene som foreligger i resultatene.

I negativ kontroll ble det ikke tilsatt IL-13, hvorpé det derfor ikke var forventet serlig IL-8-
produksjon. Allikevel ble det malt IL-8 fra flere av de negative kontrollene. IL-8 produseres
ndr NF-xB aktiveres som folge av intracelluler stimulering. Det kan tenkes at det var forhold i
brennene der Caco-2-cellene ble dyrket som medferte at NF-«B ble aktivert. Ved
sammenligning med inhibitorkontrollene ble det til og med malt lavere IL-8-konsentrasjon nér
IL-1Ra var tilstede. Et annet interessant funn var at det ble ved en feiltakelse foretatt en prove
med testpeptid uten IL-1B-induksjon. Dette var ved 200 uM av PepDK og resultatet finnes i
vedlegg. Fra denne preven ble det malt en konsentrasjon av IL-8 p& mindre enn 1 %
sammenlignet med positiv kontroll. Til sammenligning malte negativ kontroll i gjennomsnitt
en konsentrasjon av IL-8 pd mer enn 17 % IL-8. For de to andre mélingene av 200 uM PepDK
der IL-1P ble tilsatt etter planen, var resultatet 53,5 og 74,3 %. P& bakgrunn av at IL-8 ble
produsert i et system uten IL-1B-induksjon, samt at PepDK uten IL-1 medforte den laveste
mélingen av IL-8, er dette med pd & styrke indikasjonen pd at PepDK kan ha en

immunmodulerende effekt.

I forseket ble bade IL-1Ra og testpeptidene tilsatt bronnene 30 til 40 minutter for IL-1f3 ble
tilsatt. Bakgrunnen for at IL-1Ra ble tilsatt for IL-1f var forst og fremst for & gi antagonisten
et forsprang til & binde seg til reseptorene pd cellemembranen for IL-1 ble tilsatt systemet.
Ettersom hensikten med studien var a identifisere mulige immunmodulerende effekter av
testpeptidene, ble ogsd testpeptidene tilsatt i sine brenner samtidig som IL-1Ra i
inhibitorkontrollene. Som nevnt er det ikke mulig & si noe om mekanismene som ligger bak

funnene, men det er interessant 4 bemerke at peptidene hadde evne til & inhibere IL-8-
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produksjonen nér det ble tilsatt i forkant av IL-1B-induksjon. Det ville derfor vart interessant &
studert forskjeller ved tilsetning av IL-1f samtidig som peptidene og etter 30-40 minutter, som
1 denne studien. Det er ogsa viktig 4 bemerke at virkningen av peptidene trolig vil vere en helt
annen in vivo ettersom det da vil vere en rekke andre komponenter tilstede som pavirker

immunreaksjoner. Ulike peptider kan ha synergisk eller antagonistisk effekt !7.

Det ble malt langt heyere konsentrasjoner av IL-8 ved s@rlig noen konsentrasjoner. Spesielt
ved konsentrasjonene 80 og 100 uM av PepDK ble det observert avvikende heye IL-8-
konsentrasjoner sammenlignet med positiv kontroll. Den samme tendensen ble sett for PepNE.
Det som er verdt & bemerke er at triplikatene for 80 uM PepDK og PepNE ble mélt pd samme
plate. Dette gjelder ogsa for 100 puM, samt ogsd konsentrasjonene 70 og 80 uM av
PepDK+PepNE i 1:1-forhold. Det kan ha oppstatt forhold i positiv kontroll eller peptidprevene
kan medfere bias og som pavirket resultatene. Det er viktig & vektlegge at det kun ble utfort
triplikater av et peptid ved en bestemt konsentrasjon, og at mengden IL-8 ble vurdert med
prosent av den positive kontrollen. Dette kunne imidlertid blitt kontrollert dersom det hadde
blitt benyttet flere plater til testing av peptider ved de samme konsentrasjonene. Samtidig kan
det ha oppstatt malefeil under bestemmelse av IL-8-konsentrasjon med sandwich ELISA. Det
kan for eksempel hende at supernatanten ikke ble resuspendert godt nok fer uttak av prevene
eller at det har oppstétt feil under preparering av sandwich ELISA-platene som medferer at IL-

& ikke festes til bronnene.

Selv om resultatene viser en trend som tilsier at peptidene har immunmodulerende egenskaper
er det flere usikkerhetsmomenter i resultatene. Det har veart utfordrende & sammenligne
resultatene fra hver av platene som ble testet og mange faktorer kan ha hatt innvirkning pé
resultatene. Forsgk der cellemodeller benyttes er tid- og ressurskrevende, noe som setter
begrensninger for hva som er mulig & oppné i en masteroppgave av denne storrelsen. Fokuset
14 forst og fremst pd 4 innhente nok data til & vurdere effekten til peptidene. Dersom forseket
skulle gjentas ville forfatter av denne masteroppgaven réadet til & vektlegge kvalitet fremfor
kvantitet, samt & effektivisere forseket der det er mulig. Som nevnt innledningsvis ble det i
forseket benyttet 12-brennsplater til & dyrke Caco-2-cellene. Disse kunne til fordel blitt erstattet
med 24- eller 96-brennsplater. Dette ville gjort det mulig & inkludere flere kontroller og flere
peptidprever pa en plate. En svakhet med denne studien var blant annet at peptider med samme
konsentrasjon ikke ble testet pd ulike plater. Ved & benytte plater med flere brenner ville

testkapasiteten okt og samtidig gitt resultatene mer styrke. Pa en sandwich ELISA-plate er det
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96 brenner. 24 av disse brennene ble brukt til IL-8-standard. 72 brenner ble brukt til egne
prover, og i dette forseket ble det valgt a teste hver prove i duplikater. Slik som forsegket var
lagt opp 1 denne oppgaven gav en sandwich ELISA-plate 18 resultater av ulike peptidprever fra
totalt tre 12-brennsplater. Til kontrollene gikk det 36 av 96 brenner. For a gke validiteten av
sandwich ELISA-resultatene kunne det blitt utfert triplikater av hver preve, men pé en annen
side ville dette krevd flere sandwich ELISA-plater, noe som igjen ville blitt mer tid- og

ressurskrevende.

Hvorvidt konsentrasjonene som er testet av de utvalgte peptidene er av biologisk relevant verdi
er imidlertid usikkert. Det er flere méter a vurdere dette pa. Ettersom peptidene ble isolert fra
ertemel vil en kunne utfore estimater pa hvilke mengder en porsjon erter ville gitt av de utvalgte
peptidsekvensene. Samtidig kan det argumenteres for at dersom disse peptidene har en
immunmodulerende effekt, kan det etter flere studier tenkes at potensialet til peptidene ligger i
tilskuddsbruk for & eksempelvis redusere kroniske inflammasjoner. Peptidene vil i slikt fall
vare 1 konsentrerte mengder. For & bestemme om peptider har fysiologisk relevans, vil det
uansett vere behov for at det utfores flere kjemiske analyser. Videre vil det vere nodvendig
med in vivo-studier for & undersoke effekten nermere. I denne masteroppgaven vil ikke

biologisk relevans av utvalgte peptidkonsentrasjoner diskuteres ytterligere da det kun var

onsket & studere mulige egenskaper av PepDK og PepNE.

Resultatene fra disse forsekene kan indikere at peptidene PepDK og PepNE kan ha
immunmodulerende effekt ved a4 nedregulere IL-8-ekspresjonen. Studien bidrar til & danne
kunnskap om mulige egenskaper til in silico-identifiserte bioaktive peptider fra erteproteiner

og det oppfordres til videre forskning pa deres immunmodulerende egenskaper.

4.2 Peptidenes effekt pa tarmepitelets permeabilitet

For samtlige prover ved ulike konsentrasjoner ble TEER av polariserte Caco-2-cellemonolag
maélt til a vaere lavere etter 2,5 time med eksponering av PepDK eller PepNE sammenlignet med
TEER for peptideksponering. Dette betyr at den elektriske motstanden til epitelcellelaget var
lavere etter eksponering for peptider. Med andre ord indikerer dette at PepDK og PepNE har
egenskaper som medforer at den paracellulere permeabiliteten til tarmepitelet eker, sé vel som
at integriteten reduseres. Mekanismen bak denne endringen kan ikke bestemmes basert pa disse

resultatene da det finnes flere mekanismer som regulerer permeabiliteten.
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Som nevnt innledningsvis er de okkluderende celleforbindelsene komplekse strukturer
bestaende av flere ulike proteiner. Blant de viktigste proteinene er okkludin, claudiner, junction
adesjonsmolekyl (JAM), cingulin og ZO-1, -2 og -3 2> 71 77, De tre forstnevnte proteinene er
integrert i membranen 1 tillegg til & danne intra- og ekstracellulere strukturer. Den
ekstracellulere strukturen som disse tre proteinene sammen danner, binder epitelceller sammen
og regulerer barrierefunksjonen til tarmepitelet. Intracellulert er disse proteinene videre linket
til perifere membranproteiner, slik som cingulin og ZO-1, -2 og -3, som videre er linket til aktin
og myosin. En velfungerende barriere er avhengig av alle komponentene i den komplekse
strukturen til de okkluderende celleforbindelsene. Regulering foregar ved at proteinene
fosforyleres ’!. Endringer i den intercellulare strukturen er en kontinuerlig og dynamisk prosess
som pavirkes av intracellular stimulering, noe som igjen er pavirket av ekstracellulere forhold.
Ettersom det er de okkluderende celleforbindelsene som kontrollerer den paracellulere
transporten av molekyler fra apikal til basolateral side, er det nedvendig & forstd hvilke
signalforbindelser som pavirker strukturen. Sma endringer i strukturen kan ha konsekvenser for
barriereintegriteten, noe som igjen kan medfere mindre selektiv fluks av molekyler inn i
kroppen. Konstant vil tarmlumen bli eksponert for ulike matkomponenter, men ogsd
organismer fra mikroflora, patogener og antigener. @kt tarmepitelpermeabilitet kan fore til at

uenskede stoffer far passere tarmbarrieren.

En svekket tarmbarriere er forbundet med negative konsekvenser ettersom det medferer en
mindre seleksjon av mikroorganismer, toksiner, allergener og andre fremmedstoffer fra
tarmlumen inn i kroppen og over i blodbanen 2% 3!, En dysfunksjon i de okkluderende
celleforbindelsene kan blant annet medfere sykdom som IBD ettersom uenskede molekyler kan
gi inflammasjonsreaksjoner 7!. Ugnskede molekyler, slik som allergener, kan gi en
overstimulering i immunforsvaret ’2. P4 en annen siden har en studie har vist at IL-1 forer til
en okning i permeabiliteten til tarmbarriere av Caco-2-celler 7®. Studien viste samtidig at
effekten av IL-1P pa tarmepitelet var tidsavhengig og ikke skyltes en akutt intracellulaer
signalprosess, men istedenfor skyltes proteinsyntese. Ved cytokinindusert reduksjon i
barriereintegriteten er det en rekke intracelluleere mekanismer involvert. Apoptose eller nekrose
har blitt foreslatt som mekanismer bak ekt permeabilitet. I nevnt studie forte ikke IL-1f til
celleded. Derimot har TNF-a vist & nedregulere ekspresjonen av okkludin, ZO-1 og claudin-1

i Caco-2-celler. Cytokinet interferon gamma (INF-y) hadde samme effekt pa ekspresjonen av
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okkludin og ZO-1, men motsatt effekt pa claudin-1. IL-1p pé sin side forte til oppregulering av
clauding-1, men hadde ingen effekt pa reguleringen ZO-1. Derimot kan IL-1f fere til en
nedregulering av okkludinekspresjon. Dette viser hvor kompleks reguleringen av de
okkluderende celleforbindelene trolig er. IL-1p sin evne til & regulere okkludinekspresjonen
kan se ut til at pavirkes av NF-kB-aktivering 8. T en studie der NF-kB-inhibitor ble benyttet
sammen med IL-1B3-indusert permeabilitetregulering av Caco-2-cellemonolag, viste resultatene

at nedreguleringen av okkludinekspresjonen ble hemmet.

Interaksjonen mellom ZO-1 og C-terminalregionen til okkludin er en viktig del av den tette
strukturen til de okkluderende celleforbindelsene 7!. En nedregulering av okkludin vil kunne
redusere integriteten til barrieren, mens en oppregulering vil styrke integriteten. Ogsé endringer
1 ekspresjonen og distrubusjonen av de andre proteinene som utgjer en del av de okkluderende
celleforbindelsene, samt aktin, kan ha innvirkning pa integriteten til tarmbarrieren. En studie
av peptidsekvensen NPWDQ derivert fra kasein viste at peptidet kunne oppregulere
okkludinekspresjon og styrke barrieren i Caco-2-cellemodell, noe som videre hindret store
molekyler, herunder allergener, i & krysse barrieren 7!. Studien undersokte TEER, samt
endringer i genekspresjonen til de ulike proteinene i de okkluderende celleforbindelsene etter
eksponering av peptidet. I motsetning til resultatene fra denne studien hvor TEER ble malt til &
vare lavere etter peptideksponering, var TEER hayere etter eksponering for NPWDQ. En
annen studie som undersekte effekten til chitosan, et kosttilskudd, pa permeabiliteten til Caco-
2-monolag viste en reduksjon i TEER etter eksponering 3!. Studien fant ogsé at chitosan hadde

cytotoksisk effekt og kunne medfere permanente skader pd de okkluderende celleforbindelsene.

Ettersom reguleringen av de okkluderende celleforbindelsene er en dynamisk prosess, ville det
i denne oppgaven vert interessant & male TEER etter litt tid for & studere om permeabiliteten
gikk tilbake til utgangspunktet. Eksempelvis kunne mediumet blitt byttet med nytt friskt
medium uten peptider for nye malinger. For & undersgke for permanente celleskader kunne
aktiviteten av laktat dehydrogenase i mediet under cellerepareringen blitt malt, hvorpa ekt
aktivitet indikerer permanente skader pd plasmamembranen. Den vedvarende okning i
tarmpermeabiliteten som chitosan kan medfere gjor at forfatterne av studien belyser
utfordringer knyttet til daglig konsum av chitosan. Forfatterne diskuterer hvordan uenskede
molekyler, slik som allergener og toksiner, kan komme over i blodbanen ukontrollert dersom

chitosan konsumeres i for hoye doser slik at tarmens integritet pavirkes 3!. Til sammenligning
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kan det tenkes at de undersekte konsentrasjonene av PepDK og PepNE var sé hoye at de virket
cytotoksiske pd Caco-2-cellene og at lavere dose ville medfert en annen virkning, som til
eksempel okt TEER. Det ville derfor vart gunstig og undersekt peptidenes effekt pa

tarmbarrieren i lavere konsentrasjoner 3!,

Et viktig spersmal som ikke kan besvares i denne studien er hvorvidt PepDK og PepNE blir
transportert paracellulert eller ikke, og om de virker utenpa Caco-2-cellene eller om de blir
absorbert inn i cellene for de utgjer sin funksjon 7!. Om de virker ekstracelluleert kan veere at
de binder seg til reseptorer pd cellemembranen eller at det forekommer interaksjoner med andre
molekyler 3!, Det kan ogsa tenkes at de deltar i kaskadereaksjoner eller interagerer med
molekyler intracellulaert. En mulig forklaring pd hvorfor permeabiliteten okte etter eksponering
av peptidene kan vare at Caco-2-monolaget registrerte tilstedevarelsen av peptider i de
utvalgte konsentrasjonene som et signal pa naringsstoffer 7. Den okte permeabiliteten kan

derfor vaere en respons pa signaler om at peptidene skulle absorberes.

Vurdert 1 etterkant er det flere omréder av forseket som kunne vart gjort annerledes. Blant
annet burde det vert inkludert en preve der kun fortynningsmedium uten peptid ble blandet
med mediet, det vil si en 0 uM. Dette ville bidratt til kunnskap om det er andre forhold enn kun
peptidet som pévirker den gkte permeabiliteten. Dersom cellene blir utsatt for hypoosmolare
betingelser kan en sitte igjen med artefakte resultatene. Av samme arsak burde det blitt inkludert
en kontroll der kun medium uten peptid ble erstattet for & se om mediet alene ville gitt samme
resultat. For eksempel kan det tenkes at selve aktiviteten der gammelt medium fjernes og nytt
medium péferes kan fore til sma rifter i cellelaget, noe som trolig kan medfere en okt
permeabilitet i cellemonolaget. Det kunne ogsa veaert nyttig & inkludere et irrelevant peptid som
er kjent at ikke har effekt pd cellemonolaget, samt kontroller som medferer gkning og reduksjon
1 permeabiliteten. I dette forseket var det begrenset med testutstyr tilgjengelig slik at det kun
var mulig & utfore forseket pé tre 24-brennsplater. Dersom forsgket skulle blitt gjentatt, ville
det vaert en fordel 4 benyttet flere plater. Det ville gitt flere gjentak, mulighet for flere paralleller
av peptidene ved samme konsentrasjon og for 4 inkludere de nevnte kontrollene. I tillegg kunne
peptidene blitt testet ved lavere konsentrasjoner for a undersegke om det er finnes en trend for

ndar permeabiliteten begynner & oke.

Etter peptideksponering kunne det med fordel blitt gjort flere mélinger av cellelaget ved ulike

tidsintervaller. I dette forseket ble cellelaget malt etter 2,5 time. Derimot ville det vert
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interessant & studere effekten peptidene hadde pa cellemonolaget ogsa ved tidligere tidspunkt,
samt senere tidspunkt. Dette ville gitt et bedre bilde av eksponeringstiden som skulle til for
permeabiliteten ble pdvirket av peptidene ved de ulike konsentrasjonene, samt hvorvidt

integriteten vendte tilbake til utgangspunktet etter en viss tid.

Resultatene fra disse forsekene indikerer at peptidene PepDK og PepNE kan eke tarmepitelets
permeabilitet. Studien er med pé a bidra til kunnskapsetablering rundt mulige egenskaper til
in silico-identifiserte bioaktive peptider fra erteproteiner. For en dypere forstaelse oppfordres

det til videre forskning pa omrédet.

5.0 Konklusjon

Basert pd resultatene i denne oppgaven viste in silico-identifiserte bioaktive peptider fra
erteprotein & kunne pavirke cytokinproduksjonen i tarmepitelet ved & inhibere IL-1B-indusert
IL-8-ekspresjonen i Caco-2 adenokarsinomceller. Resultatene viste ogsd at de samme
ertepeptider kunne pévirke integriteten til tarmbarrieren ved & oke permeabiliteten til Caco-2-
cellemonolag. Imidlertid er det flere svakheter i forsekene, noe som gjeor det nedvendig med
flere liknende studier med lavere peptidkonsentrasjoner og flere provegjentak som viser
reproduserbarhet. Allikevel gir masteroppgaven et grunnlag for videre forskning av mulige

egenskaper til in silico-identifiserte bioaktive peptider fra erteprotein.
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Vedlegg

Vedlegg 1

Immunoassay av PepDK

Tabell V.1: Radata til figur 3.1.A. Maling 1 ved 200 uM er utelatt fra grafen og statistisk beregning ettersom
denne bronnen ikke fikk tilfort IL-1[.

K”“’(;“l:l’)’“j"“ Miling 1 | Miling2 | Miling3 | Positiv Positiv. | Negativ | Negativ | Inhibitor | Inhibitor
1 356.308 | 391.435 | 506798 | 1126011 | 828034 | 79.656 | 83.313 | 236754 | 113.932
5 1289.835 | 1324.438 | 1783.759 | 12007923 | 3452.85 | 212.778 | 135298 | 147.966 | 114.095
10 17.846 34.247 52.709 47.798 44.004 16.17 27.19 20.082 32.62
30 1100.986 | 1379.308 | 1440.873 | 1518523 | 1905.831 | 60.332 | 103.754 | 90.154 | 63.942
50 17.331 43.46 45.629 89.568 40.751 34.787 | 34.791 14562 | 24.426
60 1028.273 | 1096.103 | 1306.827 | 1390.17 | 1448.086 435 51.812 | 55375 | 70.628
70 130.763 | 855.526 | 922.12 | 1086156 | 995.047 | 115074 | 100849 | 151.66 | 169.203
80 1588.408 | 1900.875 | 1965.576 | 154317 | 1466559 | 54.006 | 59.005 | 121.518 | 57.547
100 40.209 189.85 | 211.026 45.629 78.449 17336 | 36417 | 23282 12.333
150 211.979 | 214.822 | 263.034 | 46443) 499.806 | 27.014 | 29.843 11422 | 10677
200 2956 | 218552 | 303.517 | 411286 | 406.199 18995 | 20.031 12.152 8.397
7 Det ble notert at bronnen for mdling 1, 200 uM, ikke fikk stimulering fra IL-10.
Hensikten med denne stimulanten var d indusere IL-8-produksjonen.
Vedlegg 2
Immunoassay av PepNE
Tabell V.2: Rddata til figur 3.1.B.
K°“s(°:;;)“s"°“ Maling1 | Miling2 | Maling3 | Positiv Positiv | Negativ | Negativ | Inhibitor | Inhibitor
! 371771 | 424.692 | 508346 | 1126.011 | 828.034 | 79.656 | 83313 | 236.754 | 113.932
5 1403.622 | 1575814 | 1754.831 | 2007.923 | 3452.85 | 212778 | 135298 | 147.966 | 114.095
10 22.197 32.025 51.055 47.798 44.004 16.17 27.19 20.082 32.62
30 1220.591 | 1449206 | 2s526.101 | 1518.523 | 1905.831 | 60.332 | 103.754 | 90.154 | 63.942
S0 29.365 375 44.002 89.568 40751 34787 | 34.791 14.562 | 24.426
60 1033.062 | 1070833 | 1414.186 | 1290.17 | 1448.086 435 51.812 | 55375 | 70.628
70 669.337 | 757419 | 971703 | 1086.156 | 995.047 | 115.074 | 100.849 | 151.66 | 169.203
80 1194.148 | 1508.969 | 1757.255 | 154317 | 1466.559 | 54.006 | 59.005 | 121.518 | 57.547
100 63.611 | 176711 | 232.824 | 45.629 78.449 17336 | 36.417 | 23282 | 12333
150 150.688 | 151424 | 405253 | 46443] 499.806 | 27.014 | 29.843 11422 | 10677
200 171335 | 173513 | 483.644 | 411286 406.199 18.995 | 20.031 12.152 8.397
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Vedlegg 3

Immunoassay av PepDK + PepNE

Tabell V.3: Radata til figur 3.1.C.

K°“s(°u“;;)“j°“ Maling1 | Méling2 | Maling3 | Positiv Positiv | Negativ | Negativ | Inhibitor | Inhibitor
1 496.07 | 588.002 | 589.553 | 1031771 | 862.508 90.19 84.019 | 112798 | 117.388
s 642.856 | 724898 | 7g1854 | 1031771 | 862.508 90.19 84.019 | 112798 | 117.388
10 464.088 | 580372 | 850.176 | 847487 | 1380.281 | 171457 | 276.049 | 153.616 | 124.582
20 456309 | 560727 | 574453 | 847487 | 1380.281 | 171.457 | 276.049 | 153.616 | 124.582
30 1005.27 | 1478.428 | 1536.497 | 2064.966 | 1733.738 | 80.866 | 136.061 | 88.331 | 92.791
40 887.28 | 1338323 | 2044.249 | 2064966 | 1733738 | 80.866 | 136.061 | 88.331 | 92.791
S0 1377.156 | 1450.763 | 4164.284 | 1953339 | 2809.779 | 108386 | 133.92 | 190.503 | 104.167
60 80s.519 | 1158774 | 1669.795 | 1953339 | 2809.779 | 108.386 | 133.92 | 190.503 | 104.167
70 1064.069 | 1239.52 | 3205802 | 947899 | 1368.161 | 55.083 | 105472 | 124.353 | 277.477
80 975428 | 1201.926 | 1218.641 | 947899 | 1368.161 | 55.083 | 105472 | 124.353 | 277477

100 720.07 | 864.194 | 1868.589 | 1331.039 | 1434.332 | 139.794 | 189.941 | 158.806 | 115.177
150 778306 | 851211 | 1128396 | 1331.039 | 1434332 | 139.794 | 189.941 | 158.806 | 115.177
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Vedlegg 4

TEER-méling av PepDK

Tabell V.4: Radata til figur 3.2.4, 3.2.B 0g 3.2.C.

Peptid Konsentrasjon Fer Etter
3 5 2735.375 2092.5
3 5 3022.375 2286.5
3 10 2621.5 2182
3 10 3535.5 2748
3 10 3244375 2704.5
3 10 3119.375 2476.5
3 20 3410.5 2472
3 20 2896.5 2136
3 20 3483.375 2808.5
3 20 3108.375 2203.5
3 30 2271.5 1908
3 30 3158.5 2196
3 30 3662.375 3085.5
3 30 3251.275 2695.5
3 50 3726.75 2803
3 50 2673.5 1878
3 50 4493.5 3206
3 100 4325.75 2570
3 100 2744.5 2173
3 100 3709.5 2990
3 150 3942.75 2112
3 150 3594.5 2003
3 150 3684.5 2382
3 200 2800.375 2531.5
3 200 3032.375 1896.5
3 250 3445.375 2009.5
3 250 1611.375 536.5
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Vedlegg 5

TEER-méling av PepNE

Tabell V.5: Radata til figur 3.2.D, 3.2.F og 3.2.F.

Peptid Konsentrasjon Fer Etter
4 5 2700.375 2072.5
4 5 4101.375 3290.5
< 10 4179.5 3028
< 10 4872.5 3503
4 10 3626.375 2855.5
4 10 3582.375 2896.5
4 20 2941.5 1928
< 20 3131.5 2304
4 20 3300.375 2654.5
4 20 3579.375 2665.5
B 30 3411.5 2378
4 30 2742.5 2053
4 50 3966.75 2694
4 50 4696.5 3194
4 50 3616.5 2637
4 100 3965.75 2536
B 100 4284.5 2958
4 100 3534.5 2251
4 150 3121.375 2862.5
4 150 4254.375 2063.5
4 200 3709.375 2255.5
4 200 3699.375 2411.5
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Vedlegg 6

P-verdi til resultater fra immunoassay

Tabell V.6: Homoskedastisk Student’s t-test med tosidig fordeling.

Konsentrasjon
(M) PepDK PepNE PepDK+PepNE
1 0.021122501 0.021356857 0.013707451
5 0.115856091 0.129087745 0.06679253
10 0.463225263 0.399252342 0.146358477
20 - - 0.064826513
30 0.132766368 0.97303514 0.111087972
40 - - 0.36941869
50 0.263907986 0.234291285 0.969540823
60 0.164825278 0.324857183 0.082247434
70 0.306457533 0.139827913 0.505751295
50 0.132987622 0.937510954 0.89783773
100 0.31425063 0.239653176 0.6544334
150 0.002104966 0.111406357 0.047799369
200 0.136174141 0.39523805 -
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Vedlegg 7

P-verdi til resultater fra TEER

Tabell V.7: Parvis Student’s t-test med tosidig fordeling.

Konsentrasjon (uM) PepDK PepNE

5 0.042876585 0.08054157
10 0.003929761 0.008524202
20 0.000926622 | 0.001651989
30 0.016284155 | 0.125452739
50 0.020938689 | 0.014309711
100 0.112336269 | 0.001036972
150 0.009272384 0.42512384
200 0.352028212 | 0.038497323
250 0.090911239 -
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