Roskilde
University

Anvendelsen af et ex vivo H-NMR modelsystem til biokemiske undersggelser af
cerebellare astrocytter

Nissen, Jan

Publication date:
1997

Citation for published version (APA):
Nissen, J. (1997). Anvendelsen af et ex vivo H-NMR modelsystem til biokemiske undersggelser af cerebellare
astrocytter.

General rights
Copyright and moral rights for the publications made accessible in the public portal are retained by the authors and/or other copyright owners
and it is a condition of accessing publications that users recognise and abide by the legal requirements associated with these rights.

» Users may download and print one copy of any publication from the public portal for the purpose of private study or research.
* You may not further distribute the material or use it for any profit-making activity or commercial gain.
* You may freely distribute the URL identifying the publication in the public portal.

Take down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact rucforsk@kb.dk providing details, and we will remove access to the work
immediately and investigate your claim.

Download date: 03. Jul. 2025



Anvendelsen af et
ex vivo '"H-NMR modelsystem
til biokemiske undersagelser
af cerebellare astrocytter.

QfD\" AS ROS/( /

O
&
S 1
5 Z
Z <
= =
)
)
1
3 9

O
% ©

Ph.D Thesis
Jan Nissen

1997

Roskilde Universitetscenter
Institut for biologi og kemi



Indholdsfortegnelse.

Indholdsfortegnelse. 1
Forord. 5
Forkortelser. 7
Summary. 9
Resume. 15
1. Introduktion. 15
1.1 Indledning. 15
1.2 Valg af modelforbindelser. 16
1.3 Gliacellen - et modelsystem. 16
1.4 Detoksificerings processer i hjernen. 17
1.4.1 Glutathion - funktion. 18
1.4.2 GSH - optagelse/eksport. 19
1.5 NMR teori - kort gennemgang. 21
1.5.1 Vand undertrykkelse og spin-echo. 21
1.5.2 Shift-/relaksationsreagenser i in vivo/ex vivo NMR eksperimenter. 25
1.5.3 Anvendelse af deuteriumoxid - et paradoks. 26
1.6 Anvendelse af NMR spektroskopi i biokemiske studier. 27
1.7 Kriterier for anvendelse af in vivo og ex vivo NMR. 29
1.7.1 Koncentration af preve i NMR rgr med cellematrix. 31
2. Materialer og metoder. 32
2.1 Materialer. 32
2.2 Preeparation af humane erythrocytter. 33
2.3 In Vivo "H-NMR spektroskopi pa humane erythrocytter. 33
2.4 Opsaetning af en cerebellar astrocyt primeer kultur. 34
2.4.1 Behandling af astrocyt kultur og medier for NMR eksperimenter. 36
2.4.2 Ex vivo NMR spektroskopi pa cerebellare astrocytter. 37
2.5 Syntese af Dysprosium-ATP komplekset. 37
2.5.1 Syntese og anvendelse af glutathion analogen, glutathion diethylester. 38
2.6 Biokemiske malinger pa astrocyt kultur. 38
2.6.1 Behandling af celler til bestemmelse af glyceraldehyd 3-phosphat dehydrogenase

aktivitet og laktat indhold i overvaesken efter simuleret NMR forseg. 38
2.6.2 DNA bestemmelse. 39
2.6.3 Laktat bestemmelse. 39
2.6.4 LDH bestemmelse. 40
2.6.5 Glyceraldehyd 3-phosphat dehydrogenase aktivitet. 41




2 6.6 Isolering af mitochondrier fra konfluente carrierbundne astrocytter i primaer kultur. 41

2.6.6.1 Bestemmelse af succinat dehydrogenase (SDH) aktivitet. 42
3. Resultater. 43
3.1 Biokemiske pilotforsag. 43
3.2 Diskussion af de biokemiske resultater - bestemmelse af vitalitet. 47
3.3 'H-NMR pa astrocytter. 48
3.3.1 Diskussion - medie/celler. 52
3.4 Ekstern reference: 1,2,4-BenzenTriCarboxylat. 53
3.5 Shift-/relaksations reagensets effekt. 55
3.5.1 Diskussion: Dysprosium kompleksets effekt pa forbindelser i NMR raret. 57
3.5.2 Afvigelse mellem teoretisk og eksperimentelle data. 59
3.6 Astrocytter tilsat naturligt forekommende forbindelser i anormal koncentration. 60
3.6.1 Resultat: Pyruvat. 60
3.6.1.1 Diskussion: Pyruvat. 64
3.6.2 Resultat: Acetaldehyd. 65
3.6.2.1 Diskussion: Acetaldehyd. 69
3.6.3 Resultat: Fumarat. 70
3.6.3.1 Diskussion: Fumarat. 74
3.6.4 Resuiltat: D-B-hydroxybutyrat. 76
3.6.4.1 Diskussion: 3-Hydroxybutyrat. 82
3.6.5 Resultat: L-aspartat. 83
3.6.5.1 Diskussion: L-aspartat. 9
3.7 NMR forsgg hvor glutathion diethyiester (GSH-DEE) er anvendt. 93
3.7.1 Omdannelse af GSH-DEE i celler. 95
3.7.2 Diskussion - Glutathion diethyiester. 96
3.8 Anvendelse af transpeptidase inhibitoren 6-diazo-5-oxo-L-norleucin i NMR forsgg. _____ 98
3.8.1 Resultat: 6-diazo-5-oxo-L-norleucin. 98
3.8.2 Diskussion: 6-diazo-5-oxo-L-norieucin. 101
3.9 Eksperimenter hvor konjugation af xenobiotika til cellulaert glutathion er vist ved

NMR forsgg. 104
3.9.1.1 Resultat: N-ethylmaleimid. 104
3.9.1.2 Diskussion: N-Ethylmaleimid. 108
3.9.2 Resultat: 1,2-Epoxybutan. 110
3.9.2.1 Diskussion: 1,2-Epoxybutan. 114
3.9.3 Resultat: Ethylacrylat. 116
3.9.3.1 Diskussion: Ethylacrylat. 123
4. Samlet diskussion og konklusion. 127
5. Referencer 130




Forord.

Dette projekt er udfart ved PharmaBiotec Research Center pa Roskilde
Universitet Center under vejledning af Professor Poul Erik Hansen. Projektets
formal har primaert vaeret at vise anvendeligheden af et in vivolex vivo
modelsystem til undersagelser af hjernecellers metaboliske processer. Det
sekundzere mal var at udvikle NMR modellen til ogsa at ombefatte
medieperfusion af cellerne i NMR rgret.

Cerebellare astrocytter blev anvendt som model pa grund af denne
celletypes mangfoldige funktioner i hjernen. Denne celletype er endvidere let at
“handtere” og giver derfor forholdsvis hurtigt konfluente primaerkulturer.
Detoksificerings processer i denne celletype er valgt som et eksempel pa
hvorledes modelsystemet kan benyttes. Der er udelukkende fokuseret pa
glutathions konjugation med forskellige forbindelser. Andre scavanger systemer
og de til glutathion hgrende enzymsystemer er negligeret for overskuelighedens
skyid.

Afhandlingen er opdelt saledes, at der farst er et mindre teoretisk afsnit
omhandlende astrocytter, hvordan man har anvendt kerne magnetisk resonans
spektroskopi (NMR) til at undersage cellers/organers metabolisme og som
afslutning et mindre kapite! om tripeptidet glutathions funktion.

Efter det teoretiske afsnit findes et eksperimentelt kapitel. Dette kapitel
omtaler de procedurer, der er anvendt i projektet.

Resultatafsnittet er opdelt i tre afsnit. Farste afsnit omhandler de
biokemiske pilotforsag, der er udfert far modelsystemet blev taget i anvendelse.
Andet afsnit omfatter forseg med biokemiske forbindeiser. Det sidste afsnit
omhandler cellens detoksificering af forskellig xenobiotika ved hjzelp af en
glutathion analog. For at lette overskueligheden er hvert enkelt resultat afsnit
efterfuldt af en diskussion af de pageeldende resulater. De anvendte resultater
repraesenterer et udsnit af det indsamlede materiale. Afhandlingen afsluttes
med en samlet konklusion over modellen.
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Summary.

Abstract:

Titel; Applicability of an ex vivo NMR modelsystem based on cerebellar
astrocytes.

During the last tree decades attempts have been made to develop a
functional in vivo/ex vivo NMR model by which cellular processes such as
metabolism, cell communication, energy comsumption and intraceliular
detoxification can be studied. The primary task for all ex vivo/in vivo
experiments has been to develop a model in which pH, oxygene supply,
temperature, diffusion of nutrients and metabolic products to and from the cells
can be controlled. At present ex vivo/in vivo NMR experiments on isolated cell
preparations afford reasonable control over physiological and biochemical
variables that are not under experimental control in intact animals or in perfused
organ systems (Brindie, ef al., 1979; Fabry, 1987; Van Zijl, et al., 1991).

One reoccuring problem in ex vivo NMR is to maintain a high density of
viable cells in the field of view of the NMR detection coil. This problem, together
with the control over the biochemical and physiological variables, is tradionelly
solved by imbedding cells in a matrix consisting of agarose (Brindle, ef al.,
1979; Fabry, 1987; Van Zij}, et al., 1991) or managed through attachment of the
cells to microcarriers. Microcarriers is especially useful if anchorage-dependent
cells are to be used.

The present NMR study is based on a cerebellar astrocyte primary culture
grown on microcarriers that provide a matrix for oxygene and substrate
perfusion in the NMR tube. Cultured astrocytes constitute a good experimental
model because this celltype reflect most of the morphological properties of
astrocytes in situ. Astrocytes are involved in a variety of physiological roles for
example 1) uptake of K*, glutamate, (-aminobutyric acid (GABA), adenosine
and taurine, 2) influence in the formation of the blood-brain barrier (Janzer &
Raff, 1979) and 3) synthesis of the tripeptide glutathione (GSH)(Raps, et al.,
1989). The later is an intracellular redox component and plays several roles in
cell physiology (Vifa, et al., 1989) and in detoxification of xenobiotics.

The purpose of the present investigation was to develop an ex vivo/in vivo
NMR model to examine the consequences of exposing cells to toxic levels of a
compound during hypoxia. Another task was to distinguish between
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compounds in the extra- and intracellular compartments, in such a way that
information about membrane transport and reabsorbance of substances could
be obtained.

Future appiication of this NMR modei couid be studies of oxidative stress in
astrocytes; influx/efflux rates of metabolites during hypoxia or hyperoxia; drug

effects on the brain metabolism or NMR spectroscopy studies of intracellular
ions.

Methods:

Cell culture. Primary cultures of cerebellar astrocytes were prepared from
7-day-old rats and cultured as described previously (Hertz, et al., 1989;
Damgaard, et al., 1995). Microcarriers (85 mg ml™) were added on day 8 to the
culture flasks (75 cm?) and cultured for an additional 2 weeks.

Cell preparation before NMR studies. The culture medium was freeze
dried and redissolved in 100 % (v/v) D,O and 1,2,4-benzenetricarboxylic acid
(BTC) was added to the redissolved culture medium to a final concentration of 3
mM and the pH was finally adjusted to approximately 7.2 (read directly from the
pH meter). BTC was used as an extracellular reference. The cell cultures (cells
cultured on carriers) were washed twice in ice-cold PBS and incubated 20 min
with deuterated medium (75% (v/v) deuterated) and finally transferred to a 5-
mm NMR tube.

Viability tests. Loss of membrane integrity was determined by the
. extracellular lactate dehydrogenase [EC 1.1.1.27; LDH] activity. Cell viability
tests using traditionel dyes was not conducted due to problems concerning the
differentiation of nonviable and viable cells grown on microcarriers. The amount
of living cells was instead evaluated by mitochondria succinate dehydrogenase
[EC 1.3.99.1; SDH] activity, extracellulary glyceraldehyde 3-P dehydrogenase
[EC 1.2.9.1; GADPH] activity and lactate efflux. At D,O concentations below
75% (v/v), the cells were viable for at least 3 hrs.

Glutathione analog. The glutathione analogue, glutathione-diethylester
(GSH-DEE), was synthesised as previously described (Thornalley, 1991) with
slight modifications and used in the NMR experiments.

NMR. Spectra were obtained on a Bruker AM250 spectrometer equipped
with a 5-mm broad-band probe. 250 MHz 'H-NMR spectra were accumulated at
310 K. The Hahn spin echo puise sequence (90° - t - 180° - 1 - acquisition)
(Hahn, 1950) was used combined with a continuous homonuclear presaturation
of residual water for 1.3 s (Farrar & Becker, 1971). A sweep width of 5 kHz with
16 K data points was used in all experiments. Typically 300 scans were



accumulated. A line broadening of 1.3 Hz was applied before the Fourier
transformation. Peak assignments were based on published chemical shift
information (Pouchert, 1983).

Use of Dy(ATP)" and BTC as an extracellular NMR reference. The
relaxation-/shiftreagent dysprosium-ATP (Dy(ATP)') was synthesised as
previously described (Barry, et al., 1974b; Geraldes & Ascenso, 1984; Gupta &
Gupta, 1982). Disappearance of extracellulary reference (1,2,4-benzenetri-
carboxylate; BTC) peaks (7.4 ppm - 7.9 ppm) indicated the effect of the
Dy(ATP)™" shift-/relaxation reagent. Disappearance of natural occurring
intracellular reference peaks indicated cell death. The cluster of peaks at 3.2
ppm is assigned to choline containing compounds and were selected as
intracellular shift references.

Results and discussion:

Preliminary NMR studies.The choice of the metal ion Dy** was based on
the fact that this paramagnetic lanthanide produces especially iarge hyperfine
shifts.

Difference between extra/intracellular compartment could be established
with the paramagnetic lanthanide complex Dy(PPP)”’, a paramagnetic complex
reported (Gupta & Gupta, 1982) to cause relaxation and large hyperfine shifts
in erythrocytes, but a dysprosium-ATP complex (Dy(ATP)™") imitating the effects
of Dy(PPP)” complex was used instead, because of the large shift- and
relaxation properties of this reagent (Barry, et al.,, 1974a,b; Gupta & Gupta,
1982 Geraldes & Ascenso, 1984). Dy(PPP)” has previously been reported to
be non-hydrolyzable (Gupta & Gupta, 1982). This anionic complex did not
penetrate the cell membrane within the time scale of NMR measurements and
therefore the reagent remains on the outside of the cells. The relaxation- and
shift effects of Dy(ATP)" were in this thesis established during experiments with
the extracellulary reference compound BTC. The signals from BTC were in
these experiments completely relaxed when a mol/mol ratio (complex /BTC) of
1:6 was reached. It should be mentioned that Gupta & Gupta, 1982, concluded
that the hydrolysis of Dy(ATP)" was negligible within the time scale of the NMR
experiment. In this context it should be noticed that the dysprosium-AMP
complex has been reported (Barry, ef al., 1974a; Geraldes & Ascenso, 1984) to
have the same shift/relaxation effects as the dysprosium-ATP complex.

The spectrum of cells incubated with BTC reveals peaks from glycine,
choline containing compounds, lactate, triacylglycerols, valine, isoleucine and



leucine. Among these are a few unassigned peaks. Addition of the shift- and
relaxation reagent (Dy(ATP)") improved the spectrum substantially.

The tripeptide glutathione (GSH) was used to prove the ability of the
modelsystem. The choice of GSH as the model compound was due the multi
functionality of this tripeptide and its high intracellulary concentration. Among
many intracellulary functions were particularly the GSH conjugation to added
xenobiotics (GSH-adducts) selected.

GSH-DEE was used instead of GSH because of its enhanced uptake rate
(Puri & Meister, 1983; Levy, et al., 1993) and because GSH esters like GSH-
DEE has been shown to be more stable than GSH intracellulary (Grattagliano,
et al., 1994). In expectation of NMR detectable amounts of GSH adducts and
because of the need of a high intracellular GSH concentration for observing the
conjugation process, 100 uM 6-diazo-5-oxo-L-norleucine (DAONL) was injected
into the cell suspension. DAONL has been reported (Griffith & Meister, 1979b)
to prevent the release of GSH and GSH adducts. Appearance of ethanol in the
spectrums indicated carboxyl esterase [EC 3.1.1.1] activity in the cytoplasm
and thus the presence of intracellular GSH. Uptake of GSH-DEE into cells and
conversion to ethanol by esterase activity was demonstrated with Dy(ATP)™.

GSH adducts studied with ex vivo proton NMR. The results presented
here has shown that preincubation of cells with GSH-DEE enhances the cellular
glutathione concentration and probably also protection against toxic levels of
xenobiotics. An example is the detoxification of ethylacrylate, a well known
toxic.

Applying 3 mM ethylacrylate and Dy(ATP)™" into the cell suspension with a
microcapillary pipette, resulted in new peaks. Elimination of the creatine signal
at 3.05 ppm, appearence of a positive triplet at 2.7 ppm and a negative signal
at 2.0 ppm, indicated that ethylacrylate was detoxified to yield at least two
GSH-adducts. The negative signal at 2.0 ppm arise from a deformation of
signals over-lapping in this region. The vinyl signals from ethylacrylate could not
be observed as these are buried under the water signal. The multiplet at 3.65
ppm must reflect that the ethanol is produced during cellular deesterification of
GSH-DEE and ethylacrylate, but not by uncatalysed hydrolysis of ethylacrylate.
It has been reported (Skibsted, 1988) that hydrolysis of ethylacrylate will not
occur on the time scale used in this experiment. The signal at 3.65 ppm is
believed to be a result of the cellular deesterification of ethylacrylate (to
acrylate) by the enzyme carboxyl esterase [EC 3.1.1.1]. Acrylate syntetised in
this way is a target for glutathione detoxification. The chemical shifts from these
conjugates are similar to the ethylacrylat-glutathione conjugates, why these
signals only add to the intensites from the other conjugates. Addition of 5 mM
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Dy(ATP) reveals signals due to intracellulary GSH/ ethylacrylate deuterated
conjugated products. Use of Dy(ATP)™ in this experiment to eliminate signals
from the extracellulary environment indirectly indicate uptake of ethylacrylate
and GSH-DEE in the cells.

Use of GSH-DEE to enhance the intracellular GSH concentrations enables
a quick way to study of the conjugation of xenobiotics and free radicals to GSH,
within the astrocytes. Furthermore, oxidation of GSH may be monitored directly
as the conjugation progresses.

The NMR system presented here can also be used to monitor the chemical
responce due to an toxic exposure. An example of this is the incubation of the
astrocytes with acetaldehyde. This compound was choosen because of its
ability to produce a well defined response - the cellular enzymatic production of
acetate.

As shown in the spectrum for acetaldehyde only one of the two expected
peaks for acetaldehyde can be observed in the spectrum (peak at 2.23 ppm).
The aldehyde proton at 9.70 ppm is not detected (region not presented). The
methyl group from the hydrated acetaldehyde (a diol) is observed at 1.33 ppm.
The intraceliular presence of the hydrated form of acetaldehyde is not
unambiguous. Uptake of the extracellular diol is slow on the NMR timescale,
but the conversion of intracellular acetaldehyde to the hydrated form is likely.
The occurrence of a peak at 1.92 ppm indicate that absorbed acetylaldehyde
has been converted to acetate intracellulary. This fact is established by the
addition of shift- /relaxation reagent, Dy(ATP)". The spectrum reveals, beside
the normally observed resonances, only one peak - acetate (1.92 ppm). The
slight difference between assignments in the literature and this study could be
due to acidification during the experiment due to the presence of lactate (from
pH 7.3 to pH 6.9).

Conclusion:

In this thesis it has been demonstrated: 1) That it is possible to detect,
using ex vivo 'H-NMR techniques, the conversion of toxic concentrations of a
naturally occurring compound into a nontoxic compound, 2) how the NMR
modelsystem can be used to monitor the detoxification process in cells
preincubated with an glutathione analogue, 3) that the shift-/relaxation reagent
Dy(ATP)" is able to eliminate the resonances (by fast relaxation or by inducing
large hyperfine shift) from the extracellular compounds and finally 4) that the
cellular metabolism can be followed by this model system in a easy way.
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This study shows that NMR evaluation of secondary drug effects,
detoxification in astrocytes, membrane transport, free radical scavengers and
metabolism of neuropharmaceuticals, xenobiotics and naturally occurring
metabolites in gliacells, can be evaluated ex vivo on a short time basis using
this model system.

The viability of the cells, in the NMR tube, is uncertain due to the problems
concerning the oxygen distribution in the NMR tube, but the biochemical
measurements show that the cells are still viable after nearly four hours of
experiments.

At present the model system is still in a phase of development, but the work
presented in this thesis, shows that the system is useful and even more

convincing resuits are expected at a higher magnetic field. Recent experiments
(not presented here) performed on a newly purchased 600 MHz spectrometer
has verified some of the results presented in this paper. Some of these
experiments (at 600 MHz) have been accomplished with substrate and oxygene

perfusion of the matrix (cells puls microcarriers) in the NMR tube.
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Resume.

Det i denne afhandling beskrevne modelsystem kan i dag benyttes il at
bestemme disse parametre pa en forholdsvis enkel vis. Den celletype der
benyttes i denne afhandling er cerebellare astrocytter, der hgrer ind under
gruppen gliaceller.

Astrocytter varetager i hjernen funktioner som syntese sted og depot for
flere af de forbindelser som de omkringliggende neuroner har behov for.
Herudover reabsorberer denne celletype ogsa affaldsprodukter fra neuronernes
metabolisme og regulerer koncentrationen af f.eks. transmitter substanserne og
elektrolytter i ekstracellular vaesken, saledes at der ikke opstar toksiske
koncentrationer af disse og andre secernerede forbindelser.

Den anvendte celletype er udvalgt pa grund af at gliacellen indtager en
central rolle i hjernen med hensyn til metabolisme og detoksificering af flere
forbindelser og at denne celletype er vist at beskytte omkringliggende celler ved
pathologiske tilstande som iskaemi, hypoxi og hyperoxi.

Malet for denne afhandling var at udvikle et modelsystem udfra hvilket det
ville veere muligt, at undersgge hvordan cellen respondere pa toksiske
forbindelser og toksiske koncentrationer af naturligt forekommende forbindelser
nar systemet overgar fra ex vivo til non vivo.

Syntesen af et relaksationsreagens, der samtidig fandtes at fungerer som et
shift reagens muliggjorde identifikation af cellens metaboliter i NMR spektret.
Relaksationsreagenset er et kompleks bestaende af dysprosium og ATP i et
formodet 1:2 kompleks. De kemisk/fysiske forhold omkring dette lanthanid-ATP
kompleks mangler at blive undersggt, men et dysprosium-AMP kompleks, der
tidligere er anvendt til strukturopklaring, har vist sig at have relaksations- og
shiftegenskaber. Forsgg med flere modelforbindelser viste at dysprosium-ATP
komplekset besidder tilsvarende egenskaber.

Ved brug af en glutathion analog og en inhibitor af enzymet y-glutamyl
transpeptidase [EC 2.3.2.2], blev det muligt at akkumulere stgrre meengder (>1
mM) glutathion og glutathion konjugater i cellens cytosol. Far selve forsgget
med egnede Konjugationsforbindelser blev cellesuspensionen (placeret i NMR
rgret) inkuberet med glutathion analogen. Inhibering af y-glutamyl
transpeptidase, et membranbundet enzym, med 6-diazo-5-oxo-L-leucin blev
udfart for tilseetning af xenobiotika. Ved mistanke om at inhibitoren kunne
inhibere optagelsen af det anvendte xenobiotika, blev inhibitoren farst tilsat
efter inkubering med det pagseldende xenobiotika.
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Flere biokemiske forbindelser, som kunne anvendes som energikilde blev
anvendt som indikator for en metabolisk aktivitet i NMR raret. Specielt i tilfselde
hvor cellernes energi status (f.eks. under faste) ma formodes at vaere nedsat,
var disse forsgg garant for at systemet fungerede. For eksempel viste NMR
eksperimentet at tilsat pyruvat blev metaboliseret i cellerne og at acetat
begyndte at akkumuleres. Celle vitalitet efter NMR forsgg blev i naervaerende
arbejde sggt bestemt ud fra mitochondrie aktivitet (assay af succinat
dehydrogenase) og permeabilitet af cellernes plasmamembran (bestemmelse
af laktat i det konditioneret medie). Disse data indikerede at der var levende
celler i NMR raret efter en forsggsperiode pa 3 timer.

Resultatet af det eksperimentelle arbejde er, at der nu er etableret et
modelsystem bestaende af et NMR rar indeholdende en matrix af konfluente
cerebellare astrocytter bundet til et adhaesionsmateriale?, hvori solvent
penetrering er mulig. Naeste skridt i processen er at videreudvikle systemet til at
omfatte fuld kontrol med medie sammensaet, pH i NMR rgret og udskiftning af
medie under NMR eksperimenter med cerebellare astrocytter.

®  Sma sfeeriske kugler af plastmateriale coatet med collagen - omtales senere.
14



1. Introduktion.

1.1  Indledning.

Mange af de forbindelser der anvendes i fgdevarer og de materialer vi til
daglig er i kontakt med, mistaenkes i dag for at veere medvirkende til udvikling af
forskellige neuronale sygdomme/sindslidelser. | normal dosis og i normalt
fungerende celler vil disse forbindelser blive omsat i biosyntesen eller
detoksificeret celluleert for en eventuel toksisk effekt igangseettes. Specielt
interessant er cellens respons pa en toksisk, men subletal koncentration af
sadanne forbindelser ved hyperoxi, hypoxi og iskaemi. Det er velkendt at f.eks.
den ekstracelluleere glutamat koncentration i hjernen forgges under hypoxi og
iskaemi (Benveniste, ef al., 1984; Simms, 1991; Ohashi, ef al., 1993) og at
forhgjet glutamat koncentration ekstracellulzert kan fagre til neuronal dad (Choi,
1985; Rothman & Olney, 1986). Isaer cellernes metabolisme under hypoxi er
interessant. De mest markante aendringer er en forgget glukose forbreending
(Heacock & Sutherland, 1990), nedsat DNA syntese og forgget protein syntese
(stress proteiner) (Heacock & Sutherland, 1990). Inkubering af celler med
xenobiotika er vist (Ray, et al., 1994; Romero, et al., 1995) at pavirke glukose
forbraendingen og cellernes metabolisme masrkbart. Om NMR spektroskopi kan
synliggere cellernes respons pa xenobiotika under forhold hvor tilgangen af ilt
og medie er begraenset vil forsgges besvaret her.

Flere forskergrupper heriblandt Mller, et al., 1994 og Sonnewald, et al.,
1994b, har udfert NMR eksperimenter pa PCA ekstrakter af forskellige
neuronale celletyper der har vaeret udsat for hypoxi, iskeemi og anoxi. | denne
afhandling vil der blive preesenteret et model system der, med fa modifikationer,
vil kunne benyttes til at undersgge forhold som hypoxi, iskeemi og hyperoxi ex
vivo®. Modellen bestar af en vel undersggt celletype (cerebellare astrocytter) og
en hyppigt anvendt NMR teknik (spin-echo).

1.2 Valg af modelforbindelser.

Ved valget af en brugbar naturlig forekommende modelforbindelse er det
vigtigt, at den koncentration der skal anvendes ikke er letal for cellen. Samtidig
skal forbindelsen kunne indga i reaktioner, der resulterer i et eller flere mellem
eller slutprodukter der vil kunne observeres via NMR spektroskopi.

Ved toksikologiske undersggelser skal eksport af rest produkter fra
detoksificerings processer i cellen kunne inhiberes saledes, at der opnas hgje

& Med ex vivo menes celler oprindende fra en primaér kultur dyrket fra levende vaev.
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koncentrationer af produktet (-erne). Pa denne vis vil det vaere muligt at
indhente oplysninger om hvordan store koncentrationerne af produktet (-erne)
pavirker cellen, samt oplysninger om hvilke produkter, der dannes i en given
omfang der muliggar detektion. Denne regulering skal kunne foretages via
enten inhibering af centrale enzym-/transportsystemer eller ved inkubation af
cellerne med forbindelsen.

I denne afhandling er tripeptidet glutathion og en analog heraf, glutathion
diethyl ester, valgt som forsggsmodeller. Arsagen til dette valg er at glutathion
analogen, glutathion diethyl ester, forholdsvis hurtigt transporteres ind i cellen
og at analogen i cytosolen hurtigt vil omdannes til reduceret glutathion. En
efterfeigende irreversibel inhibering af det membranbundne enzym, y-giutamyi
transpeptidase® [EC 2.3.2.2], forhindrer efflux af GSH, GSSG og glutathion
konjugater. Pa denne made opnés en hgj koncentration af intraceliulsert GSH?
og GSH konjugater der vil kunne observeres. Visualisering af den cellulaere
fraktion i spektrene etableres ved brug af et nysyntetiseret relaksations reagens
- et dysprosium-ATP kompleks. | co-operation med den vaigte NMR teknik vil
dette kompleks relaksere de ekstracellulaere molekyler for selve optagelsen af
spektret sker, saledes at kun intracelluleere lav molekyleere forbindelser vil give
ophav til signaler i det feerdige spektrum.

| de forsgg der praesenteres i denne afhandling vil der blive anvendt ikke
fysiologiske koncentrationer af forskellige forbindelser. Arsagen til dette er
primezert den anvendte metodes sensitivitet og sekundaert gnsket om at kunne
observere udgangsproduktet i det opsamlede spektrum. Problemet vedrgrende
inkuberingen af celler med ikke-fysiologiske koncentrationer og indflydelsen af
dette pa resultaterne, vil blive diskuteret senere.

1.3 Gliacellen - et modelsystem.

Gliaceller blev beskrevet farste gang af Virchow, 1846, som betragtede
gliaceller som veerende inaktive celler, hvis primaere formal var at holde
sammen pa neuronerne og sekundzert at medvirke ved dannelsen af nyt vaev
hvor eventuelle skader opstod. Ved hjaelp af AuCl, farvning blev deti 1913
(Ramon y Cayal, 1913), muligt at opdele neuroglia i grupperne makroglia og
mikroglia. Derved abnes mulighed for undersggelser af gliacellens betydning
for de biokemiske og fysiologiske processer i hjernen.

Omtales senere.
Den metaboliske omsaetning af GSH og GSSG i cellerne fungerer dog stadig.
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Makroglia blev, efter fremkomsten af elektronmikroskopien, yderligere
opdelt i to grupper henholdsvis oligodendrocytter og astrocytter. Astrocytten er
en stor lys celle med en karakteristisk uregelmaessig oval kerne, der er mindre
end neuronernes. Astrocytkernen er stgrre end de andre gliale celletypers og
kan derfor forholdsvis enkelt skelnes fra disse. Cerebellar cortex indeholder en
stor maengde astrocytter, som menes at fungere som retningsledere for granula
celle precursornes indadrettede udvikling i cerebellar cortex (Rakic, 1971).

Astrocytter spiller en central rolle i reguleringen af det ekstracellulzere miljg
omkring neuronerne. Astrocytter med kontakt til neuronerne menes at regulere
mikromiljget omkring disse celler, mens astrocytter med kontakt til de kapilleere
endothelialceller menes at vaere essentielle for dannelsen af blod/hjerne
barrieren (Janzer & Raff, 1987). Det klassiske billede af astrocyttens funktioner
indeholder flere ting deriblandt: Optagelse af K*, optagelse af glutamat, GABA,
adenosin og taurin, metabolisme af ammoniak via glutamin syntetase
[EC 6.3.1.2] aktivitet (Norenberg & Martinez-Hernandez, 1979), indvirkning pa
dannelsen af blod/hjerne barrieren og introduktionen af y-glutamyl transferase
[EC 2.3.2.2;y-GT}* i denne (Ghandour, et al., 1980; Maxwell, ef al., 1987; Bauer,
et al., 1992), kontrol af hjernens pH niveau og vand volumen, pavirkning af den
neuronale migration samt syntese af flere, for astrocytten selv og
omkringliggende celletypers, vigtige forbindelser, hvoraf f.eks. reduceret
glutathion (GSH) (Raps, et al., 1989) kan naevnes. En anden og maske ligesa
vigtigt funktion er at astrocytter i forhold til f.eks. neuroner, kan overleve
leengere tids sult og begraenset eller ingen ilt tilgang (Juurlink, et al., 1992;
Sochocka, ef al., 1994).

1.4 Detoksificerings processer i hjernen.

Reguleringen af mikromiljget udfgres af de omkringliggende® astrocytter
f.eks. via en specifik optagelse af molekyler, som ville kunne skabe en uhen-
sigtsmeessig tilstand for neuronernes funktion og overlevelse. Enzymer som
f.eks. superoxid dismutase [EC 1.15.1.1], glutathion peroxidase [EC 1.11.1.9],
glutathion reduktase [EC 1.6.4.2], katalase [EC 1.11.1.6] og forbindelser som
f.eks. B-caroten, a-tocopherol, ascorbat, diverse metal chelatorer og GSH
beskytter hjernen mod virkningerne fra f.eks. toksiske forbindelser, der formar
at overskride blod/hjerne barrieren. '

@ Hedder ogsa y-glutamyl transpeptidase.

Hermed menes de astrocytter der greenser op til blod kapillzererne. Endothel cellers rolle
i denne proces vil ikke blive omtalt, da projektet er baseret pa en primeer kultur af
cerebellare astrocytter.
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Det er foreslaet, at astrocytter har en afggrende betydning for beskyttelsen
af neuroner ved toksiske koncentrationer af naturligt forekommende
forbindelser og xenobiotika i ekstraceliuleer vaesken (Lopachin & Aschner,
1993; Cookson, ef al., 1994). Rosenberg & Aizenmann, 1989, har som en
understregning af dette pavist, at corticale neuroner i co-kultur med astrocytter
kan overleve 100x hgjere glutamat koncentrationer (200-300 mM) end hvis
neuronerne dyrkes alene. Dette resultat er endnu et eksempel pa astrocytters
centrale og vigtige funktion i hjernen. En forggelse af den ekstracelluleere
glutamat- (og aspartat-) koncentration, er vist at forekomme under patologiske
tilstande som iskaami, hypoxi og hyperglycaemi (Benveniste, ef al., 1984).

1.4.1 Glutathion - funktion.

GSH er et tripeptid bestaende af en glutamyl, cysteinyl og glyciny! del.
Peptidet findes i hgj koncentration i hjernen (~2 mM, heraf 0,3 % i den oxideret
form) (Cooper, et al., 1980; Slivka, et al., 1987; Philbert, ef al., 1991) og
forekommer i nyrer, lever, bugspytkirtel, muskler og erythrocytter i koncentra-
tioner indtii 5 mM (Griffith & Meister, 1979a; Vifia, ef al., 1986).

Peptidet indgar som beskrevet (Orlowski & Karkowsky, 1976; Vifa, et al.,
1989; Dekant & Vamvakas, 1993; Meister, 1994) i en vifte af processer, blandt
andet i detoksificerings processer, hvor bade non-enzymatisk og enzymatisk
konjugation med xenobiotika® indgar.

GSH er beskrevet som vaerende en fri radikal scavanger (Slater, 1972; Aebi
& Suter, 1974). Konjugation med overgangsmetalier som Fe(lll) eller Cu(ll)
menes at forhindre den videre lipid peroxidering i cellen (via de reducerede
metaller og fri radikal dannelse) (Reiderer, et al., 1989; Jenner, 1993). Disse
overgangsmetaller er sat i forbindelse med etiologien af f.eks. Parkinsons syge
(Antonini, ef al., 1993; Cabreravaldivia, ef al., 1994) og Alzheimers syge
(Reiderer, et al., 1989). Hertil skal naevnes, at undersggelser af patienter med
Parkinsons syge har afslgret lavere koncentrationer af GSH i blodbanen hos
disse patienter end hos raske personer (Skullerud, ef al., 1980; Reiderer, ef al.,
1989).

Raps, et al., 1989, har pavist, at astrocytter (i primeerkultur) har en hgj
koncentration af GSH, mens neuroner (i primasrkultur) i forhold til astrocytter
har en lav koncentration af GSH. Hvorvidt dette betyder at astrocytten
varetager en stor del af detoksificerings processerne i hjernen er uvist. | denne
afhandling vil glutathions funktion som scavanger af xenobiotika i astrocytter

@ De specifikke konjugationsprocesser mellem glutathion og de i projektet anvendte
forbindelser bliver beskrevet mere detaljeret under resultatbehandlingen.
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blive beskrevet udfra NMR undersggelser af astrocytter preinkuberet med en
GSH analog.

1.4.2 GSH - optagelse/eksport.

Transport af plasma GSH via blod/hjerne barrieren er foreslaet (Kannan, ef
al., 1990; 1992), at forega via en speciel transporter som er forskellig fra L-
systemet. Denne transporter menes at vaere identisk med det membranbundne
enzym y-glutamyl transferase® [EC 2.3.2.2: y-GT], der tidligere er omtalt (kapitel
1.2). Dette enzym er et normalt forekommende membran bundet glykoprotein.
v-GT aktivitet er tidligere bestemt i hjerne homogenat og synaptosomer (Minn &
Besagni, 1983), i primeer kultur af neuroner (Kvamme, et al., 1985) og
astrocytter (Shine, et al., 1981). Flere grupper har vist at y-GT kan hydrolysere
v-glutamyl bindingen i GSH eller associere y-glutamyl delen til et acceptor
molekyle, f.eks. cystein fgr optagelse (bl.a. Hanigan & Pitot, 1985). Flere
reviews beskriver den videre cykius og de omfattende feedback mekanismer i
cellen bl.a. Meister, 1976.

Det er tidligere demonstreret hvorledes cystein stammende fra ekstracel-
luleert GSH kan forgge den intracellulazere GSH koncentration (Hanigan &
Ricketts, 1993). Eksperimenter. med co-kulturer af neuroner og astrocytter
indikerer, at neuronalt GSH suppleres med cystein eksporteret fra de omkring-
liggende astrocytter (Sagara, et al., 1993). Netop denne forggelse af intra-
celluleert GSH er maske gnskveerdig i flere situationer. Studier har vist, at en
forggelse af det cellulaere GSH niveau, medfarer starre celluleer beskyttelse
mod en skadelig dosis af straling (Weliner, et al., 1984) og mod eksponering fra
flere toksiske forbindelser (Williamson, et al., 1982; Puri & Meister, 1983).
Grundet glutathions ringe membran permeabilitet (Puri & Meister, 1983;
Weliner, et al., 1984) er det dog ikke i praksis muligt at inkubere celler med
GSH i store meengder (mM).

Flere forskergrupper har pavist, at en syrekatalyseret esterificering af GSH
kan lgse permeabilitets problemet (Puri & Meister, 1983; Wellner, ef al., 1984;
Anderson, et al., 1985; Noguchi, et al., 1989; Levy, et al., 1993). Puri & Meister,
1983, har endvidere pavist, at intravengs administration af en GSH monoester
kan forgge koncentrationen af GSH 100 % i nyre- og levervaeyv i lgbet af 2 timer
(fra kontrol 2,2 pmol/ge til 4,8 umol/g). Subkutan injektion af GSH i stedet
medfarte derimod ingen signifikant stigning i GSH koncentrationen i vaevet, et

Ofte omtalt i litteraturen som y-glytamy! transpeptidase.
Vad vaegt. Veevet blev vasket, vejet og homogeniseret.
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resultat der umiddelbart kun kan forklares ved glutathions langsomme
optagelseshastighed i cellerne.

Ved brug af humane erythrocytter som modelsystem er det pavist, at diester
analoger af GSH, optages/absorberes hurtigere og mere effektivt i cellen (Levy,
et al., 1993) end monoester analoger og GSH. Levy, et al., 1993, har desuden
vist, at intravengs administration af diestere i stedet for monoestere resulterer i
en starre intracelluleer GSH koncentration. Dette forhold eendres ved GSH
diester administration i mus og rotter. Her bliver diethylesteren hurtigt omdannet
til monoesteren, sandsynligvis p.g.a. carboxyl esterase [EC 3.1.1.1] aktivitet i
plasmaet. Humant blodplasma er fundet ikke at have nogen carboxyl esterase
aktivitet (Levy, et al., 1993).

Glutamyl Glycinyl
[l
CH3—CH2——O-—C—C|)H—CH2—CH2—?O tl\lH—CHz——(”)—O-—CHZ—CHg
NH, NH——CIIH—CO O
ik
SH
Cysteinyl

Glutathion DiEthylEster (GSH-DEE)® blev valgt som GSH analog udfra den
antagelse at restproduktet (ethanol) fra den intracelluleere carboxyl esterase
[EC 3.1.1.1] aktivitet er mindre toksisk for cellerne end methanol, hgjere
alkoholer og ammoniak, som vil vaere restprodukter fra andre mulige GSH
derivater. Fremkomst af ethanol signaler i NMR spektret vil indikere optagelsen
af GSH-DEE og den cellulaere omdannelse til GSH. Ved brug af et
relaksationsreagent® vil cellernes vitalitet desuden kunne bedemmes. For at
forhindre efflux af nydannet konjugationsprodukter til det ekstracelluleere miljg
blev der tilsat en kendt inhibitor (100 pM 6-diazo-5-oxo-L-norleucin; DAONL) af
glutamin bindende enzymer blandt andre y-GT (Inoue & Horiuchi, 1977; Grifﬁth'
& Meister, 1979b).

@ Et spektfum af GSH-DEE findes i resultat afsnittet. Syntesen er omtalt i metode afsnittet.
®  Et relaksationsreagent anvendes senere til at eliminere NMR signaler fra ekstracellulsere
forbindelser i spektret.
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6-diazo-5-oxo-L-norleucin®

Det er fundet, at glutamin analogen DAONL kan interagere med forskellige
aminosyre transportere som f.eks. B®* systemet® (Taylor et al., 1992) og L1
systemet° (Momma, et al., 1987). Sidstnaevnte transporter er vidt udbredt i
blod/hjerne barrieren og i neuronale og gliale cellemembraner.

1.5 NMR teori - kort gennemgang.

| alle eksperimenter, hvor der anvendes kernemagnetisk resonans (NMR)
spektroskopi, er der udelukkende udfert proton NMR (’H-NMR). Alle NMR
eksperimenter er udfart pa et 250 MHz Bruker NMR spektrometer. Princippet
bag den anvendte NMR teknik i denne afhandling skal kort forklares her.

1.5.1  Vand undertrykkelse og spin-echo.

Ved proton NMR spektroskopi pa biologiske prgver opstar der et problem
med det intense signal fra solventet. Ved NMR forsgg med celler kan det totale
intra- og ekstracellulaere signal fra H,O have en intensitet der er en faktor 10°
hgjere end intensiten af en intracellulezer komponent, hvilket i flere tilfaslde
umuliggere detektion af mobile komponenter, der forekommer i en lille
koncentration < 10 mM. Van Zijl, et al., 1991, har, ved at bruge
diffusionsvaegtede spektroskopi®, vist at det celluleere vand volumen kun udggr
0,8% af det totale vand volumen i NMR rgret. Det betyder at NMR signalet fra
en ekstracellulzer metabolit med en koncentration pa 0,1 mM, i intensitet,
svarer til en intracelluleer koncentration pa ca. 10 mM. Ved rotation af NMR
raret opnas en sedimentation af cellerne i NMR raret, hvorved forholdet mellem
det ekstracelluleere volumen og det cellulzere volumen reduceres vaesentligt i
detektionsomradete.

¢ Diazoniumsalt dannet ved en diazotering.

®  Forseg udfgrt med Xenopus oocytter.

¢ Large Neutral Amino Acid Carrier - System L1 (hgj affinitetscarrier). Transporterer bl.a. e,
Phe, His og flere andre aminosyrer foruden flere analoger heraf.

Tumor celler er her indstabt i en agarose gel.

¢ Optagelsen af spektret foregar i et begreenset omrade i den nederste del af NMR reret.
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Det er aiment kendt at 7,2 veerdien for H,O i biologiske prever er vaesentligt
kortere end for andre lav molekylaesre forbindelser i praven. Dette indebaerer at
protonerne fra vand relakserer hurtigere end protonerne fra de andre molekyler
i prgven og at der derfor vil veere en udtalt linieforbredning® af solventsignalet i
spektret.

Dzmpning af det intense vandsignal kan forega pa forskellig vis (Benz, et
al., 1972; Patt & Sykes, 1972; Rabenstein, et al., 1985). Kontinuerlig pre-
saturation af solventsignalet er den mest almindeligt anvendte metode fordi den
er enkelt at benytte. Solventsignalet bestrales i en given tid, typisk mellem 1-2
sek., saledes at der er en ligelig fordeling mellem energitilstandene. Typisk vil
en sadan presaturering af solventsignalet medfare spin-diffusion effekter i
starre molekyler, blandt andet nedsatte signal intensiteter.

On

Decoupler Pre—saturation

Oft

Transmitter % signal acquisition

Skema for vandundertrykkelse ved presaturation (Sanders & Hunter, 1993).

Et andet problem ved NMR spektroskopi af biologiske praver er, at
lavmolekylaere forbindelser er kendt for at kunne bindes til makromolekyler og
membraner. Denne binding kan resultere i nedsat molekyleer mobilitet hvilket
kan resultere i linieforbredning og nedsat visibilitet af den interessante
komponent.

Linieforbredning af signalerne i spekiret som falge af tilstedevaerelsen af
korte T, veerdier fra makromolekyler kan elimineres ved brugen af en refokuse-
ringsteknik. Denne teknik, som er udviklet af Hahn, 1950, og Campbell, ef al.,
1974, udnytter det faktum at signalet bliver refokuseret oveni sig selv og at felt
inhomogeniteten teoretisk udlignes.

nf2-t-n-1t-FID

Hahn's spin-echo sekvens. n/2 = 80° og 1 = 68 msek. Pulssekvensen udferes i serier, hvor
solvent signalet umiddelbart for 7/2 pulsen maettes i 1,3 sek.

®  Spin-spin relaksation - korte T, veerdier (langsom molekylar bevaegelse) giver brede toppe i
spektret.
®*  Halvhejdebredde v, =1/T,.
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kan der opnas et spektrum hvor kun signaler fra lavmolekyleere forbindelser
observeres. J-modulationen af spektret betyder at spekiret ikke vil vaere
konventionelt faset, men i stedet resulterer i et spektrum hvor dubletter,
kvartetter og multipletter har negativ fase, mens singletter og tripletter har

necitiv f m
J2iul

nea 1 ot nArm
vV iAdoo sclll 1oL

Kort efter n/2 pulsen vil de individuelle komponenter vaere rettet langs y’
aksen (M,,). Samtidig vil M,, H,O, hvis indstillingerne er sat korrekt, veere
negliseret nar refocuserings pulsen pabegyndes, hvilket betyder at der i teorien
ikke vil vaere bidrag fra vand protonerne i spektret. Ovenstiende sekvens
gentages indtil et passende antal transienter er opsamilet.

Pulssekvensen er skitseret grafisk i figur 1.1 og kan kort forklares udfra et
AX system, hvor et par af vektorer, o og B, fra den roterende ramme®,
repreesenterer tilstanden af et saet spin.

xl
Mo

A

- .,
NS

B .

. a \

A
A

Figur 1.1. Figuren viser et typisk spin echo eksperiment. Magnetiserings vektorerne, « og B (vist
ved markeret pile) og deres orientering i den roterende ramme er vist for under og efter 90° og
180° pulsen. M, er retningen af det magnetiske felt og  er ventetiden mellem pulsene. (Sanders
& Hunter, 1993).

¢ Det normale koordinatsystem x,y,z er erstattet af et koordinatsystem x',y’.z’ der roterer ved
Larmor frekvensen. Pa denne vis kan magnetiserings vektoren betragtes som vaere
stationzer.
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Hvis den kemiske shift frekvens for en dublet (opsplitning 1:1) vaelges som
reference frekvens (kemisk shift vektor rettet langs y’) og betragtes x’y’-planet
oppefra kan det videre forlgb iagttages.

Efter en ventetid, 1, vil vektorerne o og 8 have bevaeget sig veek fra y’ med
en hastighed + J,,/2. Tilfares endnu en puls, i dette tilfeelde en = puls, vil
vektorerne praecessere omkring x' til den modsatte side af X'y’ planet. De to
vektorer vil pa dette tidspunkt stadig pracessere bort fra den kemiske shift
vektor (rettet langs y’-aksen).

Efter yderligere en ventetid, 1, vil det kemiske shift vil veere rettet langs -y,
mens o og P vil veere ude af fase med hinanden med en vinkel 4ntJ
(fasemodulation).

M%w“u\

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

bl L

Figur 1.2. Effekten af en J-modulation pa en dublet (@verst) og en triplet (nederst) ses ovenfor.

Tiden er vist som 2t (100 ms) og modelforbindelsen er CHCI,CH,OH (Sanders & Hunter, 1993).

Opsamles data pa dette tidspunkt, vil dette forlgb bl.a. resultere i en negativ
dublet i spektret. | tilfaeldet med en triplet vil centerlinien i opsplitningen 1:2:1
veere identisk med den kemiske shift frekvens og vil derfor ikke blive
fasemoduleret. Dette medferer at en triplet, hvis varigheden af 1 er sat korrekt,
vil have positiv fase. Betydningen af varigheden af 1 er illustreret i figur 1.2.

| tilfelde hvor T, for H,0 er taet pa T, for andre molekyler i en biologiske
prave, vil brugen af paramagnetiske ioner som f.eks. lanthanider i kompleks
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med en stgrre uorganisk eller organisk gruppe kunne forkorte T, veerdien for
H,O. Vand kommer hurtigere ind i koordinations sfeeren af paramagnetiske
ioner end stgrre molekyler i den fgromtalte biologiske prgve og derfor vil vand
protonerne hurtigere relaksere (Bryant & Eads, 1985).

1.5.2  Shift-/relaksationsreagenser i in vivo/ex vivo NMR eksperimenter.

Paramagnetiske lanthanider benyttes ofte pa grund af deres dipolaere
karakter. Lanthaniderne kan udover at inducere store a&ndringer i det kemiske
shift ofte ved store koncentrationer medfgre en relaksation (Barry, ef al.,
1974a,b; Alsaadi, et al., 1977; Elgavish & Reuben, 1978). Pa grund af deres
relative korte elektronspin relaksationstid (>10"2 sekund) kan paramagnetiske
ioner som Eu*(4f°) og Yb* (4f"°) inducere NMR shift uden at medfare nogen
naevneveerdig linieforbredning.

Paramagnetiske lanthanid kationer som Gd*(4f"), Ho>*(4f'°) og Dy**(4f°)
med mellemlange og lange (Gd**)(<107"° sekund) elektronspin relaksationstider
er vist at forgge relaksationshastigheden betragteligt (Morill, 1986). |

Den magnetiske anisotropi af lanthanid shift reagenset (LSR) “maerkes” af
protonerne i organiske forbindelser pa grund af, at Lewis syre metal kationer
koordineres med Lewis basiske sites i de funktionelle grupper i disse
forbindelser (se nedenfor). Falgende ligevaegt vil indstilles:

LSR+S — LSReS (1.5.2-1)

Substratet (S) indeholder her et Lewis basisk site. Normait vil der kun
kunne observeres middel signaler fra de enkelte protonsaet i LSReS og S. Der
vil sjeeldent kunne skelnes mellem signaler fra S alene og signaler fra S i
LSReS. En forggelse af LSR koncentrationen vil medfgre at bidraget fra LSReS
bliver stgrre. Dette betyder at NMR solventet skal vaere mindre Lewis basisk
end substratet, hvis en optimal udnyttelse skal opnas (koordinering med
substratet). Her kan der vaere et problem, nar der arbejdes i vandige miljger,
men til trods herfor er hydratiserede lanthanid ioner rapporteret (Barry, et al.,
1974a; Morill, 1986), at havde en stor affinitet for molekyler indeholdende
oxygen og nitrogen.

Den ovenfor viste ligevaegt (1.5.2-1) er sandsynligvis ikke er den eneste der
forekommer i disse systemer. En anden mulighed er en ligeveegt mellem
LSReS og S (1.5.2-2);
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LSReS +S == LSReS, (1.5.2-2)
eller mellem to LSReS komplekser (1.5.2-3);
LSReS + LSReS — (LSReS), (1.5.2-3)

Begge ligeveegte (1.5.2-2 og 1.5.2-3) der gger kompleksiteten af substrat
med LSR. Tabel 1B nedenfor viser lanthanid induceret shift (LIS) af forskellige
lanthanider pa a-methyl protonerne i cyclohexanon og i samme tabel er opgjort
sterrelsen af NMR linieforbredning (relaksationseffekten) induceret af
forskellige lanthanid ioner pa methyl protonerne i 2-picolin. Af tabellen ses at
specielt dysprosium komplekset udviser store effekter pa savel linieforbredning
som pa det kemiske shift for methyl protonerne i henholdsvis 2-picolin og
cyclohexanon.

Ved tilseetning af et LSR, i et mol forhold pa 1:6 (LSR:modelforbindelse), til
et NMR rgr indeholdende modelforbindelsen? er det vist (omtales senere), at
der kan opnas et effektivt downfield shift af signalerne i proton spektret. Der
observeres desuden en udbredt linieforbredning ved en forggelse af
molforholdet (LSR:modelforbindelse) i blandingen.

Lanthanid (M) LIS (Hz) Linieforbredning (Hz)
Cyclohexanon * 2-Picolin **

Pr -11,25 5,6

Sm -1,35 4.4

Dy -54 200

Ho -51,45 50

Er 25,55 50

Eu 2,95 5

Tabel 1B. LIS, halvhgjde linieforbredning af forskellige komplekser med forskellige model
forbindelser er vist. Alle forsgg er udfgrt med M(dpm),. Minus (-) indikerer et skift mod lavere
felt.* Signalet for a-methyl protonerne er anvendt i beregningen. ** Halvhegjde veerdien af
signalet for methy! protonerne er anvendt. Koncentrationer af de anvendte forbindelser er
ikke oplyst. Uddrag af tabel fra Morill, 1986.

1.5.3 Anvendelse af deuteriumoxid - et paradoks.

Deuteriumoxid anvendes traditionelt som heteronuclear lock signal i proton
NMR, hovedsagelig fordi deuteriumoxid indeholder kerner der er forskellige fra
de kerner der giver signaler af interesse. Anvendelse af deuteriumoxid (D,O)

2 Eksperimentet bliver omtalt senere.
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som solvent forenkler spekiret vaesentligt. Det er velkendt at hydroxyl-, amid-®
og mercaptoprotoner udveksler hurtigt i vandige oplgsninger, hvor D,O er
solventet®, hvorfor signaler fra disse sjaeldent observeres i rutine NMR
eksperimenter.

Tolkningen af ex vivo NMR spekire af celler hvor forholdet D,O:H,O er stort,
bliver ofte besveerliggjort af cellernes metaboliske aktivitet. Fakium er at der via
anaplerotiske synteseveje i tilstedevaerelse af deuteriumoxid vil veere en
kontinuerlig inkorporering af deuterium i tricarboxylsyre cyklus intermediaterne
og dermed ogsa i de tilknyttede biokemiske forbindelser. Dette betyder at
spektrene i en overgangsperiode vil besta af bidrag fra en blanding af samme
produkt med forskellige grader af deuterium inkorporeret.

Anvendelse af spin-echo teknikken vil i flere tilfaelde kunne synliggare en
inkorporering af deuterium i biokemiske strukturer som f.eks. i laktat, hvor en
fuldsteendig inkorporering af deuterium pa a-kuistoffet vil resultere i en
fasevending af signalet fra et negativt faset signal til et positivt faset signal.

Koblingsmgnstret vil tit en given tid afspejle graden af deuterium
inkorporering i strukturerne, forstaet pa den vis at der ved optagelse af spektre
over en tidsperiode vil kunne iagttages en udvikling i koblingsmgnstret. Ved en
fuldstaendig inkorporering vil der kun observeres signaler fra det deutereret
produkt.

1.6 Anvendelse af NMR spektroskopi i biokemiske studier.

NMR spektroskopi af forskellige celletyper in vitro, in vivo og ex vivo
anvendes efterhanden oftere som supplement til traditionelle biokemiske
undersggelser. Arsagen til dette er at der via NMR hurtigt kan indhentes data
om forskellige forhold der ikke umiddelbart kan opnas ved traditionelle
biokemiske metoder. Oftest er celletyper som erythrocytter (Rabenstein, 1988;
Skibsted, 1988; Skibsted & Hansen, 1990) og gaerceller (Campell-Burke &
Shulman, 1987) blevet anvendt, men hovedparten af de teknikker der er
udviklet har vaeret anvendt til *'P-NMR. | disse forsgg (Jacobsen & Cohen,
1981; Ugurbil, et al., 1981; Foxall & Cohen, 1983; Foxall, et al., 1984; Bourne,
1989) er perfusions problemet handteret nogenlunde tilfredsstillende.

Flere teknikker hvor cellens metabolisme, detoksificering af xenobiotika
falges in vivo, eksisterer allerede (Mitsumori & Nakano, 1993; Shulman, et al.,
1994). MR scanning af hele organer in vivo (1,5 Tesla; 65 MHz), er en af disse

2 Udvekslings hastigheden har et minimum ved pH 4-5.
®  For overskuelighedens skyld er der i struktur illustrationer ikke udskiftet hydroxylprotoner
med deuterium, da denne udveksling ikke har betydning for tolkningen af spektrene.
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teknikker. MR scanning anvendes blandt andre formal hyppigt til undersggelser
af hjernens metabolisme under hypoxi (Kuhmonen, et al., 1994).

Ved anvendelse af et opkoncentreret perchiorsyre (PCA) behandlet
celleekstrakt® er det muligt, via NMR, at observere metabolitter (Sonnewald, et
al., 1993a, 1994a; Urenjak, ef al., 1993) (se figur 1.3), effekter forarsaget af
substrat underskud (Brown, et al., 1977), inkorporering af isotoper i metabolitter
(Sonnewald, et al., 1993b; Gruetter, ef al., 1994), undersggelser af tumorvasyv
(Vion-Dury, et al., 1994) eller NMR undersegelser af ekstrakter fra celler, der
har veeret udsat for hypoxi (Lipton & Rosenberg, 1994; Sonnewald, et al,,
1994b).

Metoden muliggar en hurtig identifikation af forbindelser udfra kendte
ti‘lordninger i litteraturen og eksterne koncentrationsreferencer som f.eks.
trinatriumpropionat (efterfglgende kaldt TSP).

Ved anvendelse af et NMR ex vivo modelsystem vil der, modsat ved
anvendelse af PCA metoden, opnas et mere korrekt billede af cellens
biokemiske processer. | et ex vivo system vil cellens respons pa f.eks.
xenobiotika umiddelbart efter inkubation/injektion kunne aflaeses i NMR
spektret.

Cro

Y Y Y YT T e ) S v T ——

40 s 30 293 20 13 10 cs

Figur 1.3. Proton NMR af PCA ekstrakt fra corticale astrocytter pH 8.9, enheden er ppm.
Cr=kreatin, Cho=Chalinholdige forbindelser, HB=hydroxybutyrat, Tau=taurin, Ino=inosin,
Suc=succinat (Urenjak,ef al., 1993).

Ikke-adhaerente celletyper som f.eks. erythrocytter (Brown, et al., 1977),
geerceller (Bourne, 1989) og forskellige bakteriestammer (Ugurbil, et al., 1979;

& Genoplgsti 12% PCA.
28



Jacobsen & Cohen, 1981) og adheerente celletyper som fibroblast celler
(Ugurbil, et al., 1981), er ofte anvendt som modelsystem ved NMR spektroskopi
pa celler in vivo og ex vivo. Fordelen ved anvendelse af in vivo/ex vivo NMR er,
at der opnas et mere “korrekt” billede af cellens biokemiske miljg, men
sensitiviteten umuligger ofte detektion af metabolitter ex vivo, som forekommer
i koncentrationer under 1,5 mM=. Egne erfaringer med NMR pa erythrocytter har
vist at der under optimale betingelser kan iagttages metabolitter i spektret der
har en koncentration pa omkring 1 mM (fundet ved brug af et inderrgr
indeholdende en forbindelse med kendt koncentration).

Sadanne koncentrationer optraeder sjeeldent i biologiske systemer. Et in
vivo/ex vivo NMR modelsystem kan p.g.a. sensitivitets problemet, derfor kun
benyttes til undersogelser af forbindelser (metabolitter/xenobiotika), som
produceres som falge af detoksificeringsprocesser eller inhibering af
synteseveje, hvilket i flere tilfeelde vil medfgre en akkumulering af restprodukter.

1.7  Kriterier for anvendelse af in vivo og ex vivo NMR.

Visse celletyper, heriblandt astrocytter, forbruger store masngder ilt under
deres metabolisme (Hertz & Hertz, 1979; Olson & Holtzman, 1988), hvilket
betyder, at der skal tilfares en stor maengde ilt under NMR forsgget for at
opretholde cellernes biokemiske status.

Indstagbning af celler® i en agarose matrix (Cohen, ef al., 1989; Daly &
Cohen, 1989; Kramer & Baily, 1991) er tidligere anvendt til in vivo *'P-NMR og
ex vivo "H-NMR eksperimenter (Brindle, et al., 1979; Fabry, 1987; Van Zijl, et
al., 1991). Metoden er seerdeles tidskraevende og ressource krasvende.
Proceduren bag indstgbningen af celler i agarose gelen og selve opstillingen er
vist i figur 1.4 og figur 1.5. Det ses, at der kraeves en del apparatur og specielt
fremstillet udstyr for at udfgre et enkelt eksperiment. Desuden kan der pa en
opstilling, hvor ilt- og medie tilfarelse er pakraevet, ikke udferes NMR forsag
med rotation af NMR reret (praven), hvilket vaesentligt forringer homogeniteten i
prgven og dermed ogsa sensitiviteten. Luftiommer i NMR rgret har desuden en
tendens til at vanskeliggere tilordningen af spekiret som faglge af
homogenitetsproblemer og derved ogsa sensitivitetsproblemer. | opstillinger
som disse, hvor rotation af preven er umulig, er det derfor ngdvendigt at opna
et sa stort antal celler som muligt for at opna en bedre homogenitet. Egne

Denne koncentration er apparatathaengig og det er derfor sandsynligt at en opstilling med
storre feltstyrke vil kunne nedbringe “observations koncentrationen” vaesentligt.
Teknikken er anvendt i forbindelse med flere forskellige celletyper og cellelinier, som f.eks.
MDF-7 bryst cancer celler (Van Zijl, et al., 1991), men endnu ikke til neuronale eller gliale
celletyper.
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forseg antyder, at der, hvis der skal foretages forsag uden rotation af praven,
minimum skal anvendes 2-3 gange den maengde af celler pr. ml. Md/D,0 der
normait anvendes til forseg med rotation af praven.

Ved rotation af praven forbedres kvaliteten af spektrene vaesentligt, da
cellematrixen har en tendens til at sedimentere i NMR rgret. Der opnas derfor
et forholdsvis stort antal celler i det omrade af NMR raret hvor NMR optagelsen
foregar, men man har derimod delvist mistet kontrol med
mediesammensaetning, pH og iltindhoid i NMR rgret.

Teflon Tube Air Pressure
(0.5-mmi.d.) from Pump

"5/&31 Cap
A

Cell Growth ice
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Water Bath
37.

Liquid Gel —
Cell Mixture

Figur 1.4. Figuren illustrerer hvorledes celler indstebes i en agarosegel. Figuren
er iant fra Cohen. et al., 1989.
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Figur 1.5. Opstillingen der normait anvendes til perfusionsteknikken. Figuren er Iant
fra Cohen, et al., 1989.

En anden og mere enkel mulighed er dyrkningen af celler pa et adhaesions-
materiale. Plastik kugler coatet med collagen er tidligere blevet anvendt som
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adhaesions materiale ved f.eks. dyrkning af adhaerente celletyper eller ved
dyrkning af celler i co-kultur (Westergaard, et al., 1991).

Kriterier for anvendelse af et adhassionsmateriale til NMR er, at materialet
ikke kan detekteres ved den anvendte NMR metode og at materialet ikke er
coatet med en forbindelse, som kan interfere med andre forbindelser af
vigtighed for forsgget eller som er toksisk for cellerne. Normalt anvendte
adhaesionsmaterialer (alle sfeeriske) er Biosilon (Nunc), Cytodex (Pharmacia)
og Cellon (In Vitro). Disse materialer findes med forskellig coatning i materialer
som glas, polystyren og hydroxyapatit (90 um - 500 pm i diameter). | dette
projekt er der undersagt 4 forskellige materialer (alle sfeeriske) m.h.t.
celleudbytte og anvendelse (resultatet af disse undersggelser er ikke
mediaget).

1.71 Koncentration af preve i NMR ror med cellematrix.

Ved brug af sfeeriske materialer til celleadhzesion opstar der et alvorligt
problem, idet den totale solvent fraktion ikke kan bestemmes korrekt.
Adheesionsmaterialet er opbygget af et porgst materiale, der gor solvent
penetrering mulig. Ved brug af en approksimation kan volumen der udgeres af
cellematrixen beregnes.

Anvendelse af 85 mg adhaesionsmateriale (tor vaegt, veegtfylde 1,04 g/mk,
starrelse 125 - 200 microns) pr. ml dyrkningsmedium resulterer i et volumen pr.
dyrkningsflaske pa ca. 500 pl efter cellehgst (cellematrixen + CM-PBS). Efter
endt cellehgst, sedimentation af cellematrixen og frasugning af CM-PBS, opnés
et totalt volumen pa ca. 250 pl cellematrix. Herefter tilsaettes Md/D,0 til et totalt
volumen pa 500 pl. Ved at kende det fast afpipetteret volumen pa 500 pl
(cellematrix + Md/D,0) og udfra den antagelse at kuglerne er jeevnt fordelt i
rgret, kan solvent maengden omkring kuglerne formodes maksimalt at udggre
300 pl (under antagelse af at adhaesionsmaterialet plus celler kan betragtes
som en sfaerisk kugle uden mulighed for solvent penetrering).

Koncentration af preven i NMR raret vil derfor variere en smule mellem
forsggene p.g.a. det varierende ekstracellulzere volumen. Der er ikke, i denne
afhandling, korrigeret for denne forskel mellem forsggene. Arsagen hertil er at
de forsgg der udfgres i denne athandling, ikke skal benyttes til kvantitativ
bestemmelse, men det er klart at denne faktor skal indga i NMR eksperimenter,
hvor sddanne bestemmelser skal indga. Det er derfor valgt at tilsaette
forbindelserne i en meengde der beregnes udfra det totale volumen (500 pl).

¢ Opgivet af fabrikant.
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2. Materialer og metoder.

2.1 Materialer.

Materialer. Celledyrkning: Wistar rotter (7 dage) blev leveret fra Panum
Instituttets dyreafdeling, Danmark. Fgtal kalve serum blev leveret af JRH
Biosciences, Skotland. Nitex filter (80 um) var fra SST-Thal, Schweiz.
Stalkanyler (13 G x 5") var fra N.C.Nielsen, Danmark. Celion polystyren
mikrocarrier beads (125 pm) og 75 cm? PETG* dyrkningsflasker var fra In Vitro
Scientific Products, USA. Astrocyt dyrkningsmedie (Ast-DMEM) blev leveret fra
Life Technologies, Danmark. Dobbeltdestilleret sterilt vand pH ca. 5 var fra
Baxter A/S, Danmark. Penicillin (1x10° 1U/ml) var fra Lavens Kemiske Fabrik,
Danmark. NMR spektroskopi: Deuteriumoxid var fra FluoroChem, England.
Wilmad NMR rgr (5 mm, type 507) og Wilmad glaspipetter blev leveret fra
FluoroChem, England. Blodrgr (10 ml) var fra Vacutainer. Reagenser: Dobbelt-
destilleret vand (MilliQ) anvendes til alle oplgsninger, men deuteriumoxid blev
benyttet i tilfaelde hvor buffere etc. skulle benyttes til NMR fors@g. Ved maling af
pH blev der foretaget en direkte afleesning fra pH apparaturet, hvilket betyder at
pH veerdierne i de viste spekire ikke er korrigeret for tilsaetning af D* og OD".
Alle anvendte kemikalier var af analytisk renhed.

Apparatur. HPLC: For at vurdere renhedsgraden af den nysyntetiseret
tripeptid analog diethylesterglutathion blev HPLC benyttet. Der blev hertil
benyttet et Waters 486 UV/VIS fotometer og en Waters 600E system
styreenhed med en U6K manuel injektor tilkoblet. Til dataopsamling og
databehandling biev software programmet Millinium version 1,0 fra Waters
(Milford, Massachusetts, USA) benyttet.

Centrifugering: Ved centrifugering blev en Sorvall RC28C centrifuge med
et Sorvall SM-24 hoved benyttet (kapitel 2.3 og kapitel 2.4). Til
ultracentrifugering blev et Sorvall S-20/17 rotorhoved benyttet.
Homogenisering: Ved homogenisering af vaev blev en Potter-Elvejhem
homogenisator med motordreven teflonpastil anvendt. Blodpraeparation: En
Hemokrit 4 (Lic Instruments, Stockholm, Sverige) centrifuge blev benyttet til
maling af blodets hasmotokrit. NMR spektroskopi: Ved 'H-NMR forsag blev
der anvendt et 250 MHz Bruker NMR spektrometer. Alle indstillinger er opgjort i
kapitel 2.4 og bibeholdes medmindre andet oplyses. Fourier transformation og
databehandling af NMR data blev foretaget af software programmet NUTS 2D
version 4.25 fra Acorn NMR, Fremont, Californien, USA.
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2.2 Praeparation af humane erythrocytter.

Erythrocytter blev benyttet til in vivo pilotforsag og optimering af NMR
opstillingen, blandt andet ved at undersgge hvorledes D,0 pavirker celler under
en forsggsperiode pa maksimum 6 timer. Antallet af levende celler pr. ml blev
bestemt Igbende over en periode pa 6 timer (40 ul 0,5 % Trypan bla/CM-PBS®
tilseettes 20 ul celler og der teelles i et Neubauer taellekammere).

Frisk tappet biod (10 ml), tappet fra frivillige raske personer, opblandes i
Vacutainer rgr indeholdende 120 ul K,-EDTA (340 mM). Blodet centrifugeres i 5
min ved 2500 g,,, 277 K og supernatant inklusiv buffy coat frasuges. Blodet
vaskes i 1 vol kold PBS. Proceduren gentages 2 gange, hvorefter der tilsaettes
1 vol. PBS.

Benyttes blodet samme dag tit NMR forsgg tilsaettes 1 vol. PBS/D,0O og
blodet gennembobles i minimum 30 min med CO for at undga tilstedevaerelse
af paramagnetisk met- og deoxyhaemoglobin i prgven. Tilstedevaerelse af
paramagnetiske komponenter i NMR rgret vil resultere i 22ndrede kemiske shift
veerdier og en udtalt linieforbredning. Disse forhold er tidligere beskrevet af
Fabry & San George (1983). Umiddelbart far NMR eksperimentet blev blodet
endeligt pakket ved 3000g,, og 277 K. Efter frasugning af supernatant blev den
endelige haamotokrit bestemt til 80-90 %s.

2.3 In Vivo 'H-NMR spektroskopi pa humane erythrocytter.

Flere af eksperimenterne med xenobiotika blev initialt udfart med
erythrocytter, dels for at optimere NMR modellen, men ogsa fordi erythrocytten
alment betragtes som veerende et godt isoleret NMR modelsystem (Brown, et
al., 1977; Rabenstein, D.L., 1988; Szwergold, B.S, 1992).

NMR eksperimenter blev udfert pa et 250 MHz Bruker NMR spekirometer.
En spin-echo pulssekvens’ (gennemgaet i kap. 1.5.1) med presaturation (1,3
sek.) af H,O resonansen blev benyttet. Spektre biev opsamlet med 16 K
datapunkter (acquisition time pa 2,641 sekund), en ventetid T = 68 msek
mellem pulsene og med en sweep vidde pa 5000 Hz. Spektre blev opsamlet i

Polyethylenterephthalatglycol.

calcium-magnesium fri PBS.

0,0025 mm?2,

Ferri-haemogiobin.

Blodregr blev centrifugeret i en Hemokrit 4 - 11000 o/min.
Benyttes i dette projekt ved ex vivo, in vivo og in vitro forseg.
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seriekgrsel i op til 6 timer. Temperaturen i alle NMR eksperimenter var 310 K.
Bidraget fra makromolekyler i cellerne elimineres via spin echo teknikken=.

2.4 Opsatning af en cerebellar astrocyt primzer kultur.

Primaer kulturer af cerebellare astrocytter blev preepareret som tidligere
beskrevet (Hertz, et al., 1989; Damgaard, et al., 1995). Cerebellum blev
udtaget operativt fra 7 dage gamle Wistar rotter og overfort til 10 ml Ast-
DMEM. Vaevet biev overfart til et 80 um nylonfilter, hvorefter veevet blev
presset gennem filteret ned i en ny oplgsning Ast-DMEM (10 ml). Pa denne vis
opnas en frasortering af bindevaev, blodkar o.s.v., samt en suspension
bestaende af udifferentierede astrogliale precursor celler. Efter gentagen
opsugning (triturering) af suspensionen og fortynding blev cellesuspensionen
udsaet i 75 cm? kulturflasker (total volumen 15 ml). Fgr opsaetning af cellerne
blev pabegyndt blev kultur flaskerne klargjort. Kultur flaskerne blev 2 timer
forinden inkuberet/coatet med 10 ml poly-L-lysin (10 mg/mi) og vasket med
Tyrodese buffer af to omgange. Kulturerne blev dyrket i inkubator (95%
atmosfeerisk luft/5% CO,/90% humiditet/310K) i totalt 3 uger. Dyrkningsmediet
blev skiftet 48 timer efter udsaning. Medieskift foretages i uge et hver tredie
dag. Medie koncentrationen af fgtalt kalve serum (FCS) blev eendret igennem
dyrkningsperioden. FCS blev tilsat saledes, at der i farste uge blev tilsat en
medieblanding indeholdende 20% (v/v) FCS og i de efterfalgende 2 uger en
medieblanding med henholdsvis 15% (v/v) og 10% (v/v) FCS. For at opna
morfologisk differentiering blev der i begyndelsen af tredie uge tilsat
dibutyrylcyclisk AMP¢ (dBcAMP) (0,27 mM) til dyrkningsmediet (Damgaard, et
al., 1995).

Pa dag 8 tilsaettes 85 mg Cellon mikrocarrier beads (fremover benzevnt
adhzesionsmateriaie) pr. ml medium til dyrkningsflaskerne, saledes at der efter
3 ugers celledyrkning opnas en cellematrix bestaende af celler plus
adheaesionsmateriale. Denne celiematrix anvendes i senere NMR
eksperimenter. Nedenfor i figur 2.2 og figur 2.1 er vist fotografier af en
astrocytkultur henholdsvis med og uden adhaesionsmateriale.

& Teorien er omtalt i detalje i fagiitteraturen.
Specielt fremstillet Dulbecco modificeret Eagle medie (Gibco BRL: Kat. Nr. 074-80227A:
8,20g1").
¢ 136,90 mM NaCl/2,68 mM KCI/1,36 mM CaCl,.2H,0/0,49 mM MgCl,.6H,0/0,36 mM
NaH,PQO,.H,0/0,57 mM Na,HPQO,.12H,0.
Né, 2’-O-dibutyryladenosin 3':5’-cyklisk monophosphat.
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Figur 2.1. Konfluente cerebellare astrocytter fotograferet i fase kontrast mikroskop. 1 cm = 56 um (sort
bjaelke). Et grent filter er anvendt til kontrast forbedring.

Figur 2.2. Konfluente cerebellare astrocytter bundet til adhaesionsmaterialet, fotograferet i fase
kontrast mikroskop. 1 cm = 56 um (sort bjeelke). Et grant filter er anvendt tit kontrast forbedring.

Ved en sammenligning af figur 2.1 og figur 2.2 ses, at der ved
tilstedeveerelse af adhassionsmateriale og celler er en tendens til at dannelse af
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et netvaerk af celler og adhaesionsmateriale®. Denne egenskab samt det at
materialet er porgst gor, at dette netvaerk er et attraktivt alternativ til de
eksisterende agarose baserede in vivo, ex vivo NMR opstillinger (Brindle, et al.,
1979; Fabry, 1987; Van Zijl, et al., 1991). Laboratorieforsgg med en model
bestéende af et 10 mm NMR rgr, har vist at kontrol med pH i raret og substrat
tilferelse og frafgrelse er mulig ved anvendelse af denne cellematrix®. Af
tekniske arsager, der vil blive omtalt senere, er det desveaerre ikke muligt at
udnytte denne model pa nuvaerende tidspunkt. Den model (5 mm NMR rar) der
anvendes i dette projekt indbefatter derfor ikke muligheden for fuld kontrol med
medie sammensaetning og pHe.

241 Behandling af astrocyt kultur og medier for NMR eksperimenter.

Dyrkningsflasker med konfluente celler (dag 21), blev vasket 2 gange med
kold PBS far cellematrixen (se ovenfor) blev hgstet med en rubber policeman®
og overfart til et 1,5 ml eppendorfrgr pa isbad. Efter hast og sedimentation af
cellematrixen erstattes supernatanten med deutereret medium (Md/D,0). Ved
ophgr af sedimentationen bedgmmes D,0O koncentrationen ekstracelluleert at
vaere ca. 75 %. Cellematrixen overfgres herefter til et 5 mm NMR rgr med en
lang glaspipette.

Umiddelbart efter overfgrelsen af cellematrixen fra eppendorfror til NMR rgr
blev en blanding af 95% atmosfaerisk luft og 5% CO, tilfart NMR rgret, hvorefter
en teflonprop med et lille hul blev fgrt ned i NMR rgret, saledes at cellematrixen
holdes i den nedre del af NMR rgret.

Under selve eksperimentet varierede pH i 4 tilfaelde fra pH 7,20 til et
minimum pa pH 6,92 ved forsggets afslutning. Dette udsving i pH afhang dels
af maengden af dannet laktat, dels af hvilke forbindelser der blev tilsat
cellematrixen og hvilke restprodukter der blev dannet som fglge af
detoksificerings processerne i cellerne. Vitalitetsmalingerne i forbindelse med
forsegg vil blive omtalt senere.

Frysetarret medium, xenobiotika og intermedisere metabolitter der tilsattes
cellernes fer og under NMR forsgg, var genoplgst i deutereret PBS elier D,O og
kalibreret til pH 7,2 og termostateret til stuetemperatur fgr anvendelse.

Fremover kaldt celler eller cellesuspension.

NMR raret er monteret med plastiksianger til ind- og udlgb.

Mediet er i sig selv et buffersystem og indeholder phenolrgd som pH indikator.

Bladt plastmateriale med hardt skaft.

| dette tilfeelde bade astrocytter + adhaesionsmateriale (cellematrixen), erythrocytter og
lyserede erythrocytter.

@ a o [+ ]
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Som ekstracelluleer kontrol komponent blev der forud for forsggene tilsat
1,2,4-benzentricarboxylat (BTC) svarende til en total koncentration pa 3 mM.
BTC er en anionisk forbindelse, som ma forventes at have en sa lav
optagehastighed/absorption i cellerne, at denne forbindelse kan bruges som

“ekstern NMR reference.

24.2 Exvivo NMR spektroskopi pa cerebellare astrocytter.

NMR metoden er udviklet udfra tidligere arbejder og erfaringer med
erythrocytter. Flere teknikker, heriblandt indstgbning af astrocytter i en
agarosegel matrix og diverse perfusionsteknikker er forsggt med ringe udbytte
(der er ikke udfgrt NMR eksperimenter pa disse systemer).

2,5 Syntese af Dysprosium-ATP komplekset.

Et dysprosium-ATP kompleks anvendes i en raekke af forsggene som
paramagnetisk shift-/relaksationsreagens. Ved tilsaetning af komplekset il
cellematrixen i NMR rgret, observeres der et stort shift mod lavere felt af
signalerne fra kontrol komponenten, BTC, men ingen eller naesten ingen forskel
i shift for andre signaler i spektret, hvilket angiver virkningen= af komplekset.
Eksperimenter udfart af Barry, et al., 1974b og Geraldes & Ascenso, 1984, har
vist dysprosium-AMP komplekset som vaerende et relaksations- og
shiftreagens®.

Barry, et al., 1974b, har fundet at lanthanid(lll) ioner i D,O binder selektivt til
phosphatgruppen i AMP molekylet og danner et 1:1 kompleks. Udfra den
antagelse at der skabes et 1:2 dysprosium-ATP kompleks, som foreslaet af
Gupta & Gupta, 1982, blev komplekset dannet ved oplgsning af 22,31 mg
DyCl; og 91,48 mg ATP i 1 ml D,O, hvorefter pH blev justeret til 7,5. Hvis
forholdet er 1:2, s& antages koncentrationen af dysprosium-ATP komplekset at
veere 0,5 M.

®  Resultater der paviser effekten af shift-/relaksations reagenset pa BTC er praesenteret i
resultatafsnitiet, tabel 3C.
®  Udfertien D,0/DMSO-d, blanding.
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Antallet af H,O molekyler bundet i komplekset er ukendt for dysprosium
komplekset, men vil sandsynligvis vaere i samme stgrrelsesorden, som antallet
af H,O molekyler der er fundet at veere bundet til europium-ATP komplekset
(1:2). Antallet af H,O molekyler bundet til europium-ATP komplekset er bestemt
til 1,6 £ 0,5° (Eads, et al., 1984). | lighed med komplekset Dy(PPP)” der
tidligere er rapporteret (Gupta & Gupta, 1982) som vaerende non-hydrolysabelt
forventes Dy(ATP)" ikke at hydrolysere indenfor eksperimentets tidsramme
(< 4 timer).

251 Syntese og anvendelse af glutathion analogen, glutathion
diethylester.

Glutathion analogen, glutathion diethylester (GSH-DEE), blev syntetiseret
som beskrevet (Levy, et al., 1993) med fa andringer. Oprensningen af GSH-
DEE foregik ved gelffiltrering (Sephadex G-25, 0,25 M NaCl) og renheden blev
bestemt ved RF-HPLC® (uBondapak C-18; gradienteluering (90%H,0/10%
CH,CN/0,1% trifluoroacetat til 10%H,0/ 90% CH,CN/0,1% trifluoroacetat efter
45 min); 298 K), TLC (10 vol propanol/ 5 vol acetat/1 vol H,O) og proton NMR®.
Udbyttet var pa cirka 15 %. Prgven indeholder, som det vil fremga af den
senere gennemgang, sma maesngder af oxideret GSH-DEE og GSH monoethyl.

Forud for NMR forsgg, hvor GSH-DEE blev benyttet (omtalt ovenfor) blev
der tilsat 2,5 pl glutathion reduktase [EC 1.6.4.2] (60 U/ml) og 22,5 ul NADPH
(0,22 mM) til en 100 ul GSH-DEE oplgsning (totalt 500 mM), for at omdanne
eventuelt oxideret GSH-DEE i praven. GSH-DEE blev dernaest tilsat
cellematrixen i NMR rgret i en maengde svarende til 5 mM totalt.

2.6 Biokemiske malinger pa astrocyt kultur.

2.6.1 Behandling af celler til bestemmelse af glyceraldehyd 3-phosphat
dehydrogenase aktivitet og laktat indhold i overvasken efter
simuleret NMR forseg.

Carrierbundne konfluente astrocytter (cellematrixen) vaskes 2x med
calcium og magnesiumfri PBS (CM-PBS) og cellematrixen hgstes med en
police rubbermand til et eppendorfrer (totalt ca. 3,5 x10° celler pr. ml). Efter
henstand ved 277 K udskiftes overvaeske med 100% (v/v) deutereret medie

Forsgget er udfert ved pH 6,0
®  Apparatur omtalt i kapitel 2.1.
¢ Indstillinger som i kapitel 2.3.
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saledes at der opnas en D20 koncentrationen pa ca. 75% (v/v)>. Herefter
overfgres cellematrixen (ca. 800 pl) til et NMR rer (5 mm) med en speciel lang
glaspipette. Alle NMR rgr henstar i vandbad (300 K, uden rystning) under
forsgget. Til varierende tid (30 - 240 min) fiernes NMR rgr fra vandbadet og der
udtages sa meget overvasske som muligt far cellerne vaskes forsigtigt med 200
ul CM-PBS. Efter henstand overfares vaskevaesken til reagensglaset
indeholdende overvaesken. Efter frysetarring genoplgses overvaesken i 200 pl
milliQ vand og en aliquot (50 el. 100 nl) herfra afpipeteres til et eppendorfrar og
henstilles ved 193 K. Denne aliquot anvendes til senere bestemmelse af
glyceraldehyd 3-phosphat dehydrogenase [EC 1.2.1.9; GADPH)] aktivitet og
laktat indhold.

Cellerne fra NMR rgret udtages til et eppendorfrer til senere bestemmelse
af DNA, protein maengde og mitochondriel succinat dehydrogenase [EC
1.3.99.1; SDH] aktivitet. Praver til protein og DNA bestemmelse sonikeres 5x3
sek, 5 watt og henstilles ved 193 K til senere bestemmelse. Celler til
bestemmeilse af SDH blev viderebehandiet samme dag (stadig ved 277 K).

Som kontrol benyttes sgsterkulturer (25 cm?). Kulturflaskerne vaskes med
2x CM-PBS, tilszettes frisk pH indstillet medium i kendt maengde og henstilles
abnet i inkubator (300 K, 95% AtmO,/5% CO,). Som positiv kontrol benyttes
celler i dyrkningsflasker hvor der i 10 min er pumpet N, gas ind i
dyrkningsflasken. Laget fastgeres dernaest og flasken saettes placeres i
inkubator. Bade kontrol og positiv kontrol henstar i 240 min behandles som
ovenfor, dog uden ekstra vask af cellerne.

2.6.2 DNA bestemmelse.

DNA koncentrationen blev benyttet som et mal for antallet af celler i NMR
rgret. Cellepraven (100 pl) overfgres til eppendorf rgr indeholdende 150 pl
EDTA (10 mM; pH 12,1) og der inkuberes ved 310 K i 20 min fgr prevens pH
indstilles til 7,0 med 25 ul KH,PO, (1 M). Derngest tilsasttes 250 ul Hoechst® og
der males fluorescens ved 350 nm og 455 nm.

2.6.3 Laktat bestemmelse.

Laktat indholdet i overveesken efter et simuleret NMR forsgg, blev bestemt
som tidligere beskrevet (Mills, J.C. et al., 1995) med f& modifikationer. En

2 Den hgje koncentration af D,O anvendes for at f& et locksignal.
®  Stamoplgsning; 200 pg/ml Hoecht 33258 der fortyndes 1000x i 10 mM NaCl/10 mM Tris
pH 7.0 fer brug.
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aliquot tilsaettes 40% (v/v) perchlorat (PCA) saledes at PCA koncentrationen i
pravergret er 5% (v/v). Blandingen centrifugeres ved 8000 g,, og 277 Ki 10
min, hvorefter supernatant overfares til et i forvejen afvejet eppendorfror.
Supernatanten neutraliseres med 2,5 M KHCO, til pH 6,5 - pH 7.0.
Eppendorfrgret afvejes igen for at kunne beregne fortyndingen af aliquoten. Der
centrifigures igen ved 3000 g,, og 277 K i 10 min. Der udtages 100 pl
supernatant til 400 pl reaktionsblanding (0,5 M glycin/0,4 M hydrazin/pH 9.0).
Efter henstand ved 301 K i 1 min afleeses, ved konstant spektrofotometer
udvisende, den optiske densitet ved 340 nm (OD,,,,.). Reaktionen igangsaettes
ved tilsaetning af 32 mM B-NAD".

Efter yderligere 15 min. afleeses OD,,,,, for at bestemme meengden af
NADH dannet. Grundet molforholdet 1:1 (laktat:NADH) kan koncentrationen af
laktat bestemmes udfra maengden af NADH dannet. Der anvendtes en molaer
ekstinctionskoefficient for NADH pa 6,22 mM™cm™(Inoue, et al., 1995).
Proteinbestemmelsen blev udfgrt som tidligere beskrevet (Lowry et al., 1951).

2.6.4 LDH bestemmelse.

Efter NMR eksperimentet blev vaeskefasen? over cellematrixen opsamlet for
bestemmelse af ekstracelluleer laktat dehydrogenase [EC 1.1.1.27; LDH]
aktivitet (Welder & Acosta, 1994). Cellematrixen overfares til eppendorfrer med
pasteur pipette, vaskes med 2 x 500 ul kold PBS®. Overvaeske samt cellematrix
sonikeres pa isbad i 5x3 sek. 5 watt og placeres ved 193 K til senere
bestemmelse af LDH aktivitet.

Praver (100 nl) udtaget fra overvaeske- og cellematrixfraktionen fra
henholdsvis NMR prgve og kontrolprgvens, overfares til rar indeholdende 2,86
ml 0,1 M phosphat buffer (pH 7,5; 303 K)° og 30 ul Na-pyruvat (2,3 mM). 4
Reaktionen igangsaettes med 8 ul NADH (0,25 uM). Absorbancen afleeses ved
340 nm (gyapn = 6,22 MM cm™) i 5 min for hvert tiende sekund.

Rester fra metabolisme/lysis/detoksificeringsprocesser etc. (fremover kaldt
overvaske).

Sedimentation af celler forekom efter f& minutter, hvorefter supernatant kunne frasuges.
Celler + adhaesionsmateriale er dyrket under normale betingelser.

¢ 2,1761 g/l KH,PO, og 22,4658 g/l Na,HPO,.7 H20 oplast i 1000 mi milliQ vand.
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2.6.5 Glyceraldehyd 3-phosphat dehydrogenase aktivitet.

Ekstracelluleer aktivitet af det intraceliulzere membranbundne glykolyse
enzym glyceraldehyd 3-phosphat dehydrogenase (GADPH) blev benyttet som
indikator for celledad. Aktiviteten af enzymet blev bestemt ved en metode
modificeret udfra en tidligere beskrevet metode (Mallozzi, et al., 1995) under
optimale kinetiske betingelser. Den opkoncentreret prave (20 ul) opblandes i 20
ul Triton X-100 (0,2%) og henstar i 1 min, hvorefter der tilseettes 380 ul Na,PP,
buffer (4 mM, pH 8,4)/30 ul Na,H,As (0,4 M)/50 ul B-NAD (20 mM). Alle prover
behandles med Triton X-100. Reaktionen igangsaettes ved tilsaetning af 100 pl
glyceraldehyd 3-phosphat. Totalvolumen 600 pl. Reduktionen af B-NAD" til
NADH fglges over 5 min. Ved de anvendte mol forhold opnas en liniser
reaktionshastighed i minimum 5 min. Der anvendes en molaer
ekstinctionskoefficient for NADH pa 6,22 mM™**cm™.

2.6.6 Isolering af mitochondrier fra konfluente carrierbundne
astrocytter i primeer kultur.

Succinat dehydrogenase (SDH) aktiviteten blev benyttet som indikation for
funktionsdygtige mitochondrier og dermed ogsa for tilstedeveerelsen af
levedygtige celler i NMR ragret. SDH aktiviteten blev bestemt som tidligere
beskrevet af Ells, 1959, med sma aendringer.

Mitochondrier blev isoleret som beskrevet (Rickwood, et al., 1993). Cellerne
(ca. 500 pl) friggres fra mikrocarrierne med 200 pl trypsin (0,25% (w/v)) i 1 min,
hvorefter der tilszettes 50 vol medium. Suspensionen centrifugeres ved 100g,, i
2 min. Supernatant fiernes og der tilsaettes 5000 ul homogeniserings buffer
(triethanolamine/acetat buffer (10 mM, pH 7.0)). Suspensionen homogeniseres
(10 gange op og ned, 500 rpm, 277 K). Homogenatet centrifugeres ved 1500
Jav (3480 rpm, SM-24 rotorhoved) og 278 K i 10 min. Supernatanten opsamles.
Pellet (med bl.a mikrocarrier) tilseettes igen 5000 ul homogeniserings buffer og
proceduren gentéges. Den kombineret supernatant centrifugeres ved 10000 g,,
(8990 rpm, SM-24 rotorhoved) og 278 K i 10 min. Supernatant fiernes og pellet
opslemmes i 100 ul 0,8 M sucrose blanding (2 M sucrose fortyndet i 1mM Na,-
EDTA /0,1% BSA/10 mM Tris-HCl, pH 7.5). Forud er der produceret
centrifugergr indeholdende gradienter fra 1 M - 2 M sucrose blanding (sucrose i
1 mM Na,-EDTA/0,1% BSA/10 mM Tris-HClI, pH 7.5). Der centrifugeres
dernaest i 2,5 timer ved 74168 g,, (20000 rpm, S-20/17 rotor hoved) og 278 K.
Mitochondriefraktionen vil have en densitet pa 1,19 g/ml i en sddan gradient
(kan ses som et svagt brunt band i gradienten).
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2.6.6.1 Bestemmelse af succinat dehydrogenase (SDH) aktivitet.

SDH aktivitet blev under optimale kinetiske betingelser bestemt som
beskrevet af Glick, 1961. Mitochondriefraktionen (20 pl) tilseettes en blanding
bestaende af 300ul Na,-EDTA (0,125 M)/75 ul BSA (5 g/1)/37,5 ul Na-succinat
(200 mM)/205 pul NAH,PO,H,0/37,5 ul KCN (40 mM)/75 pl 2,6-dichlorphenol-
indophenol (1 mM;DCPIP) ved 298 K. Reaktionen igangseettes ved tilssetning
af prave og ODg,, . afleeses over 5 min. En moleer ekstinctionskoefficient for
DCPIP pa 1,78*10* M*cm™ v/293 K (Glick, 1961) benyttes til bestemmelse af
den enzymatiske aktivitet.

Proteinmaengden i mitochondriefraktionen blev bestemt som tidligere
beskrevet (Lowry ef al., 1951). Mitochondriefraktionen blev efter maling af
enzym aktivitet nedfrosset ved 193 K og genoptget pa is dagen derpa. Den
optgede mitochondriefraktion blev sonikeret 3x5 sek. (5 watt) fgr en aliquot pa
25 ul blev opblandet i 25 pul Triton X-100 (0,2%) og henstod i 1 min, hvorefter
praven blev fortyndet med milliQ vand til 225 pl til senere proteinbestemmelse.
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3. Resultater.

3.1 Biokemiske pilotforsgg.

Traditionel farvning af cellerne med f.eks. trypan-blat, MTT® o.s.v, med
henblik pa at evaluere procent levende celler kunne ikke udfgres p.g.a
cellernes adheering til mikrocarrierne. Assay af laktat dehydrogenase,
glyceraldehyd dehydrogenase og succinatdehydrogenase aktivitet, blev istedet
anvendt som indikation for levedygtige celler i NMR raret.

Af figur A kan det iagttages, at der ikke er signifikant forskel i den celluleere
DNA koncentration efter NMR forsgg og den celluleere DNA koncentration i
eppendorfrgret (cellematrix). Samtidig observeres, i forhold til kontrolpraven
(celler i dyrkningsflaske), en signifikant forggelse i koncentrationen af DNA hvis
cellerne dyrkes pa adhaesionsmaterialet (i figur A benzevnt cellematrix og celler
efter NMR).
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Figur A viser koncentrationen af DNA. De anvendte prover fra NMR forsgg har ikke vaeret
udsat for xenobiotika. Prevens pH varierede fra 6,9 - 7,2 ved udtag af prave fra NMR roret.
Tidsperioden for henstand og NMR eksperiment er ca. 6 timer for hvert af forsagene. Celler
er celler udtaget direkte fra dyrkningsflaske og uden adhaesionsmateriale. Data for celle-
matrix er opnaet ved at placere cellematrixen i et tillukket eppendorfrar med deutereret
medie ved 310 K. | alle eksperimenter er der, som i senere eksperimenter, tilfort
eppendorfrgr og NMR rgr en luftblanding bestadende af 95 % atmosfeerisk luft og 5 % CO,. |
alle forseg er celier vasket 2x i PBS, hvorefter disse er sonikeret 5 x 3 sekunder (5 watt).
Veerdier er opgjort som gennemsnit £ S.D. P < 0,05 (students t-test).
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Ved bestemmelse af den specifikke laktat dehydrogenase aktivitet (intra- og
ekstracelluleert) i ovenneevnte forsgg®, iagttages en svag stigning i den
ekstracelluleere LDH aktivitet (figur B). Disse data indikerer en begyndende
(ikke signifikant) celleded i NMR roret efter et 360 minutters eksperiment®, der
sandsynligt skyldes cellernes nedsatte energistatus.

*  Thiazoyl-blat.

®  Derer kun méalt LDH aktivitet pA modelsystemet med matrix bundne celler.
Uden tilseetning af xenobiotika.

c
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Figur B. Specifik aktivitet af LDH i konfluente celler og overvaeske far og efter NMR
eksperiment. Veerdier er opgjort som gennemsnit + S.D. P < 0,05 (students t-test). Antal
observationer = n.

Disse data skal sammenholdes med laktat koncentrationen i overvaesken.
Forholdet mellem laktat koncentrationen i overvaesken fra kontrolgruppen
(normalt behandlede celler) og overvaesken fra celler der har vaeret behandiet
under betingelser der svarer til betingelserne under et NMR forsgg ses af figur
C. | dette forsag er der anvendt feerre celler i NMR rgret end under det reelle
NMR forsgg (figur B). Af figur C (linie) iagttages det at cellematrixen efter 240
minutters inkubation med deutereret medie har udskilt signifikant (P < 0,05)
mere laktat end kontroiproven (celler). Effekten af deuteriumoxid kan indirekte
iagttages idet dyrkningsmediet i kontrolpregven ikke er deutereret. Det skal
bemaerkes at ogsa celler med N, gas over mediet (positiv kontrol) ogsa udskiller
signifikant mere laktat end kontrolprgven i labet af forsagsperioden (240 min).
Veerdien for cellematrixen (240 min) er dog signifikant (P < 0,05) hojere end
veerdien for den positive kontrol. Ved korrigering for cellemsengde ses samme
udvikling i den ekstracellulaere laktat koncentration (figur C, sajle). Disse data
indikerer, sammenholdt med data i figur B, at cellernes energiniveau er lavere
end normalt efter NMR eksperimentet, men at der stadig er levedygtige celler i
NMR rgret efter et 240 minutters NMR eksperiment.
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Figur C viser laktat koncentrationen i overvaesken efter inkubering af carrierbundne astrocytter
med medium/D,0 til varierende tid. Sgjlediagram viser vaerdier korrigeret for cellemaengde. Alle
forsgg, pa neer kontrol (celler), er udfert i NMR rer ved 300 K og i alle forseg er overvaesken
fiernet og celler vasket til den opgivne tid. Kontrol (celler), er ikke udsat for deuterium og uden
adhaesions materiale. Alle prgver har vaeret placeret i inkubator med abent lag. Positiv kontrol,
kaldet celler med N,, har faet tilfart N, og er blevet henstillet i inkubator med lukket lag. Begge
kontroler har veeret inkuberet med frisk bufferet medium i totalt 240 min. Veerdier er opgjort som
gennemsnit + S.D. P < 0,05 (students t-test). Antallet af observationer = n.

Virkningen af deuterium pa antallet af celler blev undersggt ved et mindre
forsgg med humane erythrocytter. Det udferte pilotforsgg med humane
erythrocytter viser en signifikant zendring i meengden af celler pr. ml indenfor et
6 timers eksperiment (figur D). Maengden af celler pr. ml i kontrolgruppen (PBS
blev anvendt som solvent) var konstant i hele forsggsperioden (vaerdi som i
figur svarende til 0 tid).
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Figur D. Humane erythrocytter (haematocrit = 50% v/v) udsat for ca. 100 % PBS/D,O. Alle
teellinger (n) er foretaget udfra samme blodrar. Antallet af celler pr. ml i kontrolgruppen
(PBS/H,0) er ikke vist, men svarer overens med veerdien for 0 tid. Kontrolgruppe og preve
er behandlet ens under eksperimentet. Veerdier er opgjort som gennemsnit ) S.D. P < 0,05
(students t-test).

Forekomst af membranrester i det konditioneret medie som folge af
celledgd kan identificeres pé flere mader. | dette tilfselde undersgges for
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tilstedeveerelse af det membranbundne glykolyse enzym glyceraldehyd 3-
phosphat dehydrogenase (GAPDH). Som det ses af tabel 3A er aktiviteten af
GAPDH i den sonikeret cellefraktion ca. 60x stgrre end aktiviteten i overvaesken
fra celler der har veeret inkuberet med deutereret medium. Til sammenligning
kan det umiddelbart ses at der kun forekommer en svag stigning i omsaetningen
af glyceraldehyd 3-phosphat (G3P) i de NMR rgr der har veeret udsat for det
deutereret medium. Omseetningsniveauet er dog kun pa ca. 1,3% af det
niveauet for den positive kontrol (sonikeret celler - det skal bemaerkes at alle
prover, ogsa overvaesken, har vaeret sonikeret far maling).

nmol G3P omsat pr. mI*min
Kontrol 37,2 n=3
Negativ kontrol ikke malelig n=3
30 min 0,56 n=2
60 min 0,63 n=2
180 min 0,54 n=3
240 min 0,56 n=3

Tabel 3A viser indirekte forekomsten af GADPH i overvaesken mali ved maengden af
glyceraldehyd 3-phosphat (G3P) omsat pr. mI*min. Antallet af NMR praver = n.

Kontrol cellefraktion er tre sgsterkulturer, der ikke har veeret inkuberet med deutereret
medium. Negativ kontrol er overvaesken fra kontrol cellefraktionerne ovenfor. Mediet
har i tilfeeldet med kontrollerne vaeret udskiftet til tiden 0 og overvaesken fiernet efter
240 min. Kontrolerne og praver fra overveesker er sonikeret for maling. Alle prover er
behandlet med Triton X-~100. De deutereret prover har aile vaeret placeret i NMR rar
under NMR betingelser (se metoder), dog uden spinning, da dette var praktisk umuligt.

Aktiviteten af det mitochondrielle tricarboxylsyre cyklus enzym
succinatdehydrogenase anvendes traditionelt som indikator for meengden af
intakte levedygtige mitochondrier og dermed ogsa for levedygtige celler. Den
specifikke succinat dehydrogenase aktivitet anvendes her til at pavise, at der
stadig er levende celler i NMR rgret selv efter 240 min inkubering med
deutereret medium.

Af figur E iagttages, at er der ikke signifikant forskel mellem celler der har
veeret under NMR betingelser i 240 min (prgverne har ikke vaeret rotereret, men
ellers behandlet under samme forhold som ved et normalt NMR forsag).
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Figur E viser succinat dehydrogenase aktiviteten i isoleret mitochondria fra carrierbundne
astrocytter der har vaeret udsat for deutereret medium i 240 min og har vasret placeret i
NMR rar ved 300K. Kontrol er celler der ikke har veeret udsat for D,O. Kontrol er udtaget
direkte fra dyrkningsflasken. Kontrol og praver er behandiet ens. Vzerdier er opgjort som
gennemsnit + S.D. Antallet af observationer = n. P < 0,05 (students t-test).

3.2 Diskussio_n af de biokemiske resulitater - bestemmelse af vitalitet.

Under de eksperimentelle forhold hvor NMR spekirene er opsamiet er det
naturligvis vigtigt at kunne dokumenterer at cellematrixen er relativt intakt. |
neervaerende arbejde er sggt belyst vitabiliteten ud fra mitochondrie aktivitet og
permeabilitet af cellernes plasmamembran er sggt belyst henholdsvis ved
assay af SDH og bestemmelse af laktat i det konditioneret medie®. Det har ikke
veeret muligt at bestemme vitabiliteten af cellerne efter NMR forsag ved
histokemisk farvning p.g.a cellernes adhaesion til mikrocarrier materialet.

Thomson, 1963, har vist at store koncentrationer af deuteriumoxid er
toksisk for ikke konfluente celler, men det er ikke klarlagt om konfluente celler
kan overieve kortere tids inkubering med deuteriumoxid. Resultatet af
forsggene med erythrocytter viser en tydelig tendens til celledgd ved
tilstedeveerelse af deuteriumoxid (ca. 100 %). Der er i dette arbejde udfort
enkelte NMR eksperimenter i fraveer af deuteriumoxid®, men udbyttet af disse
forsgg var beskedent.

Som ventet viser resultatet for laktat eksperimentet, at laktat indholdet i
overvaesken fra celler der ikke har haft tilgang af ilt og kuldioxid forages i lebet
af 240 min i forhold til kontrolpraven. Effekten er iszer signifikant efter
inkubering af celler i NMR ror med deutereret medie. Den tydelige udvikling i
laktat koncentrationen, indikerer at cellepermeabiliteten for intracelluleere

Her ogsé betydende overvaeske i NMR rgret.
Der blev benyttet ekstern D,O (insert) som lock-signal.
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cytosoliske metabolitter er foraget. Arsagen er sandsynligvis den kombineret
effekt af deuterium og sedimenteringen (ved henstand) af cellematrixen (i NMR
rar). Flere forskergrupper (Olson & Holtzman, 1988; Hertz, et al., 1992; Hertz &
Peng, 1992; Juurlink, et al., 1992; Juurlink & Hertz, 1993) har fundet, at
astrocytters energiniveau nedsaettes, hvis tilgangen af ilt mindskes f.eks. under
hypoxi. Det skal hertil bemeerkes, at astrocytter er vist, at kunne overleve
hypoxi og substrat underskud i op til flere timer (Juurlink, et al., 1992;
Sochocka, et al., 1994). ,

| tilknytning til ovenstaende indikerer udviklingen i den ekstracelluleere LDH
aktivitet under NMR forsgg at en del af cellepopulationen sandsynligvis er
lyseret efter et 360 minutters eksperiment, hvilket stemmer overens med
resultatet fra deuteriumoxids effekt pa erythrocytter og resultaterne for lakiat
koncentrationen i overvaeske. Forklaringen pa cellededen kan, som naevnt
ovenfor, skyldes at koncentrationen af ilt i NMR roret, iszer i den nedre del af
roret hvor solvent penetreringen er lav, efter 4 timer ma forventes at veere
begreenset.

Resultaterne for den mitochondrielle SDH aktivitet, den celluleere/ekstracel-
luleere GADPH/LDH aktivitet og udviklingen i den ekstracelluleere laktat
koncentration indikerer at stgrsteparten af cellerne i NMR rgret er intakte. P&
baggrund af udviklingen i den ekstracelluleere LDH aktivitet og laktat
koncentration vil forsggsperioden fremover blive nedsat til 3 timer. Der vil i fa
tilfeelde blive praesenteret resultater hvor forsggsperioden overskrider 3 timer,
men generelt vil der ikke blive preesenteret resultater fra forsgg, hvor celler har
vaeret eksponeret for xenobiotika eller andre forbindelser i mere end 3 timer.

3.3 'H-NMR pa astrocytter.

Et NMR spekirum® af konfluente cerebellare astrocytter i en PBS/D,O buffer,
er vist i figur 3.1. Der iagttages et stort antal signaler i spektret. En tilordning af
disse signaler er givet i tabel 3B. P& grund af den anvendte spin-echo NMR
teknik og varigheden af ventetiden, t, vil singletter og tripletter udvise positiv
fase, hvorimod dubletter, kvartetier og multipletter negativ fase®.

Et udsnit af spektret (4,3 ppm - 0,5 ppm) ses i figur 3.2. Tilordningen af
signalerne i spekiret er foretaget udfra litteraturen og egne forsgg. Visse
signaler mangler en tilordning. | det viste spekirum er cellerne hgstet i PBS/D,O
ca. 42 min for spekiret er feerdig opsamiet.

a

Som tidligere naevnt er alle udferte NMR eksperimenter udelukkende spin-echo proton
NMR.

®  Omtalt i introduktionen, figur 1.2.
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Figur 3.1. "H-NMR af cerebellare astrocytter i PBS/D,O. Tilordning i Tabel A. Omradet 6,0 ppm
til 0,5 ppm er vist. Som ekstern reference er der anvendt 0,75% TSP (ikke vist). Spekiret er

opsamlet over 12 min. Cellerne har pa dette tidspunkt vaeret inkuberet med PBS/D,0 i totait 42
minutter (AT = 42 min). Der observeres ingen signaler downfield for solventsignalet (4,69 ppm).

| figur 3.2 observeres signalet fra de cholinholdige forbindelser ved 3,20
ppma, signal fra total kreatin ved 3,05 ppm, signaler fra laktat (en dublet ved
1,32 ppm og en kvartet ved 4,13 ppm), acetat (singlet ved 1,92 ppm), flere
aminosyrer blandt flere alanin (en dublet ved ca. 1,50 ppm), isoleucin, valin og
leucin ved ca. 1,02 ppm (dublet) og glycin (en singlet 3,57 ppm). Disse signaler
vil fremover blive brugt som reference for det intracellulaere miljg. Forholdet
mellem intensiteten af cholin signalet og andre signaler i spektret vil i alle
fremtidige spektre blive anvendt som et udtryk for udviklingen i spekiret, udfra
den antagelse at intensiteten af cholin signalet (3,20 ppm) er forholdsvis stabilt i
hele forsggsperioden®.

Som det bemezerkes findes der en del signaler i spektret. Flere af disse
signaler er endnu ikke tilordnet med sikkerhed, blandt andet det store negative
signal ved 1,33 ppm. Dette shift passer overens med det kemiske shift for
methyl gruppen fra laktat, men ogsa for methyl protonerne i threonin. Omradet
mellem 3,30 ppm og 4,00 ppm indeholder signaler fra inositol, flere

Alle ppm angivelser i afhandlingen er afrundet til 2 decimaler p.g.a usikkerheden ved
bestemmelsen som faige af en software begreensning.

Denne tendens er observeret i flere forsag med en ekstern 0,75% TSP som reference
(resultater ikke vist).
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sukkerforbindelser og forskellige forbindelsers methylen/methin grupper, blandt
andre methin protonen i glutamat (giver signal ved ca. 3,75 ppm). De tilordnede
signaler er opgjort i tabel 3B.
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Figur 3.2. Omrédet 4,3 ppm til 0,5 ppm fra figur 3.1 er vist.

Nedenfor i figur 3.3, vises et spektrum af dyrkningsmediet med 10 % FCS.
Det ses udfra spektre af dyrkningsmediet og det konditioneret medie?, at flere af
de signaler der observeres i figur 3.1 kan genfindes her, f.eks. signalet fra de
cholinholdige forbindelser (3,20 ppm) kan observeres. Det negative signal ved
1,3 ppm tilordnes som methy! gruppen fra threonin (naesten samme placering
som laktat signalet i figur 3.2). Det positive signal ved 2,03 ppm er endnu ikke
tilordnet, men observeres i senere spektre.

@ Opsamlet umiddelbart far NMR eksperimentet. Sidste medieskift foretaget 2 dage
tidligere.
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Forbindelse Multiplicitet ppm
Cholesterol (singlet) -CH, 0,50
Triacylglyceroler © (triplet) -CH, 0,84
Valin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
Isoleucin (dublet) -CH, 0,98 - 1,06
Leucin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
B-hydroxybutyrat (triplet) -C'H, 1,15
Triacylglyceroler © (kvintetter) -(CH,), [1,29
Laktat/threonin (dublet) -CPH,, -C'H, |{1,32-1,33
Alanin (dublet) -CPH, 1,45-1,50
Acetat (singlet) -CH, 1,90 -1,92
Methionin (triplet) -S-CH, 2,03-2,05
Glutamat/glutamin (kvartet) -CPH,- 2,10-2,15
Glutamat/glutamin/succinat/pyruvat (triplet) -C'H,- 2,34-2,39
Kreatin/Phosphokreatin (total kreatin) |(singlet) N-CH, 3,05
Cholinholdige forbindelser (singlet) -N-(CH,), 3,20 - 3,22
Ikke tilordnet (triplet) 3,52
Glycin (singlet) -CH,- 3,57
Inositol/glukose/glutamat/cystein m.fl. |-CH-/-CH,- 3,70 - 3,90
Kreatin/Phosphokreatin m.fi. (singlet) -CH,- 3,93
Laktat (kvartet) -C*H- 4,10-4,20

Tabel 3B. Kemiske shift vasrdier i forhold til TSP.

eller de markante signaler fra den specifikke forbindelse. @ =

triacylglyceroler.
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Normalt forekommende forbindelser i ex
vivo "H NMR spektre af cerebellare astrocytter i PBS/D,0. Solvent signalet (HDO) ved 4,69
ppm er ikke opgjort i tabellen. Da flere af forbindelserne har signaler der overlapper andre
signaler, er der af hensyn til overskueligheden kun medtaget kemiske shift vaerdier for det
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Figur 3 3 Proton NMR (4,3 ppm - 0,5 ppm) af dyrknlngsmedlea pH=7, 2 opsamlet over 5% min.
Der observeres ingen signaler downfield fra solventsignalet (4,69 ppm).

@ Frysetgrret og genoplgst i D,O umiddelbart for NMR eksperimentet.
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Nedenfor i figur 3.4 ses et spektrum af konditioneret medie (behandlet som
dyrkningsmediet i figur 3.3). Der er ikke foretaget en opkoncentrering af
hverken dyrkningsmedie eller det konditioneret medie for NMR
eksperimenterne.

En nzermere gennemgang af spektret i figur 3.4, viser at flere af de signaler
der observeres i dyrkningsmediet ikke genfindes her, men der iagttages i stedet
nye signaler i spekiret. Udover en stor koncentration af laktat (1,33 ppm og
4,10 ppm) i det konditioneret medie, iagttages signaler fra glutamat (3,75 ppm,
2,41 ppm og 2,14 ppm). | dette spektrum (figur 3.4) observeres ogsa signalet
ved 0,92 ppm. De to signaler ved ca. 1,48 ppm og 1,57 ppm observeres i

- L

senere spex
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Figur 3.4. Konditioneret medie opsamiet fra dyrkningsflasker med konfluente cerebellare
astrocytter. Sidste medieskift er foretaget 2 degn tidligere. Mediets pH er indstillet til pH = 7,2
med 0,25 M NaOD. Omradet 4,5 - 0,5 ppm er vist. Der er ingen signaler downfield for HDO
signalet. Opsamlet over 4% min.

3.31 Diskussion - medie/celler.

Som det ses af spektret i figur 3.2, er det klart at der observeres flere
signaler der kun kan henfares til cellernes metabolisme. Blandt andet iagttages
et signal fra acetat (1,92 ppm). Dette signal ses tydeligt efter kun 42 minutters
forlab og meengden er laktat syntes samtidig at veere tiltagende (ses ikke
direkte af det viste spektret, men i et serieforlgb kan dette observeres). Acetat
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signalet observeres kun sjeeldent, nar cellematrixen er i deutereret
dyrkningsmedie (se f.eks. figur 3.6)?, hvilket tydeligt viser at eksperimenter med
dette modelsystem, nadvendigvis skal forega i naerveer af frisk gennemboblet
dyrkningsmedium. En fremkomst af acetat signalet i spektret tages som udtryk
for at energiniveauet i cellerne og ilt koncentrationen i NMR raret er aftagende.

En gennemgang af spektret for frisklavet dyrkningsmedie viser, at flere af
de signaler der normalt observeres i NMR forsgg med cellematrixen i det
deutereret medie (se f.eks. figur 3.5) kan genfindes i dette spektrum (figur 3.3).
Signalet ved 1,33 ppm ma tilskrives threonin, da der ikke er laktat i mediet. Det
negative signal ved 1,19 ppm formodes at stamme fra en lavmolekylzer
forbindelse i serumet, da dette signal normalt ikke observeres i fors@g hvor
serum er udeladt i mediet®. Der er stadig fa signaler i dette spektrum der ikke er
tilordnet.

Betragtes spekiret for det konditioneret medie kan det ses at der er en
forholdsvis stor koncentration af laktat i det konditioneret medie. Forekomsten
af laktat i det konditioneret medie stemmer overens med andre data
vedrgrende transport af laktat ud af cellen (Clarke, ef al., 1989; Nedergaard &
Goldman, 1993). | spektret for det konditioneret medie (figur 3.4) og i spektret
for dyrkningsmediet (figur 3.3), observeres et signal ved 2,03 ppm. Dette signal
kan temporeert observeres i fa spektre (blandt andet i figur 3.2 og figur 3.8),
hvilket ma betyde at det er en forbindelse der forholdsvis hurtigt metaboliseres i
cellen. Dette signal kan skyldes L-methionin i dyrkningsmediet. L-methionin
findes i en forholdsvis stor koncentration i mediet (ca. 2 mM), hvorfor signalet
skulle kunne observeres i spektret. Methyl gruppen i methionin (-S-CH,) vil
have et kemisk shift der svarer til ca. 2 ppm (singlet), mens de andre signaler
(en dublet ved ca. 1,3 ppm og en triplet omkring 3,0 ppm) fra methionin er
placeret i omrader hvor der i forvejen er flere signaler.

Af andre interessante signaler i figur 3.3 og figur 3.4, der ind i mellem
observeres i spekirene kan naevnes signalet ved 0,92 ppm i figur 3.4. Signalet
kan taenkes at oprinde fra triacylglycerolernes methyl protoner.

3.4 Ekstern reference: 1,2,4-BenzenTriCarboxylat.

1,2,4-benzentricarboxylat (BTC) ogsa kaldt 1,2,4-tricarboxybenzen blev
benyttet som ekstern reference for at synliggare effekten af shift-

Disse celler og efterfalgende eksperimenter med celler er behandlet p& samme vis som
cellerne i figur 3.2. Eneste forskel er mediet.

Det normalt anvendte medie med FCS er i fa tilfeelde blevet frysetarret og
resuspenderet i deuteriumoxid, hvorefter det resuspenderede medie er blevet

brugt til NMR forsag med celler.
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Irelaksationsreagenset. BTC benyttes i lak og plastik fremstillingen. | de forsag
hvor BTC er anvendt, er BTC oplgst i D,O og pH indstillet til 7,2 med NaOD.

coo
c ‘ /\ a
|
b ~COO
Coo

Astrocytter i deutereret medie (efterfelgende forkortet tit Md/D,0) tilsat BTC
giver et spektrum som i figur 3.5. Signalerne i omradet 7,45 -7,90 ppm skyldes
BTC. Kemiske shift vaerdier for BTC er *H (7,89 ppm), °H (7,80 ppm) og °H
(7,45 ppm). Grundet de lidt aandrede omstaendigheder i forhoid til spektret i
figur 3.1, er der i dette spektrum faerre signaler end i figur 3.2. Der findes i
dette spektrum nogle signaler der ikke tidligere er observeret. Der observeres
et negativt signal ved ca. 1,85 ppm og et stort positivt signal ved 1,49 ppm
(dette signal observeres i senere spekire). Signalet ved ca. 1,85 ppm er
tidligere observeret i spektre, hvor der er tilsat henholdsvis aspartat (figur 3.33)
og fumarat (figur 3.14). Da signalet ogsa iagttages i spektret for celler uden
Md/D,0 (figur 3.1) er det hgjst sandsynligt at signalet er fra et intermediat i
metabolismen af aspartat, fumarat eller fra en de aminosyrer der er knyttet til
tricarboxylsyre cyklussen.

Sammenholdt med det ovenfor naevnte kan signalet ved 6,52 taenkes at
stamme fra fumarat. Signalerne ved 0,92 ppm (ikke markeret) og 1,22 ppm er
tidligere (tabel 3D) tilordnet som methyl grupper og methylen grupper fra
triacylglyceroler.

= Cellerne er inkuberet i deutereret NMR medium i ca. 28 min. for forsgget pabegyndes.
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Figur 3.5. Matrix bundne konfluente astrocytter i Md/D,0O, pH=7,2, tilsat 3 mM BTC. Spektret er
opsamiet over 18 min (AT = 46 min).

3.5 Shift-/relaksations reagensets effekt.

Virkningen af shift-/relaksations reagenset (dysprosium-ATP komplekset)
blev afprgvet med dimethylmalonat, dimethylmaleinsyre og 1,2,4-
benzentricarboxylat som modelforbindelser. Nedenfor i tabel 3C, er vist
forskelle i de kemiske shift for protonerne i BTC.

Anvendelse af andre forbindelser giver signaler i omrader af spektret, hvor
signaler fra cellens metabolitter optraeder, hvilket besveerliggjorde
identificeringen af signalerne fra den eksterne reference (modelforbindelsen).

Resultatet af denne undersagelse er, at der ved tilsaetning af dysprosium-
ATP komplekset (Dy(ATP)™) til NMR rgret opnas et skift i BTC signalerne.

Ved en koncentration pa mellem 13 mM og 18 mM Dy(ATP)" elimineres
signalerne fra BTC (forhold 1:8 til 1:6) fuldsteendigt. Halvhgjde linieforbred-
ningen er ved et forhold pa 1:8 sa stor, at signalet stort set ikke kan observeres
laengere. Tilbage i spektret er kun den eksterne reference, HDO signalet fra
denne og HDO signalet fra prgven (disse spektre er ikke vist).
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Figur 3.6. Samme opstilling som i figur 3.5, men tilsat 5 mM Dy(ATP)™ (AT = 71 min). Der er ikke
observeret signaler til lavere felt (> 8,5 ppm).

mM Dy(ATP)" |umol Dy(ATP)'[°H proton  [°H proton [*H proton
(PPmM) (Ppm) (ppm)

0 0 7,47 7,81 7,89
0,25 0,125 7,53 7,87 7,96
0,74 0,372 7,57 7,91 8,02
1,48 0,749 7,65 7,95 8,10
2,21 1,125 7,71 8,02 8,18
4,81 2,501 7,93 8,23 8,44
7,07 3,747 8,00 8,31 8,55
9,25 4,995 8,06 8,37 8,59
11,36 6,248 8,14 8,46 8,67
13,4 7,504 8,23 8,55 8,77
18,16 10,623 - SW - SW - SW

A 0,76 0,74 0,88

Tabel 3C. Kemiske shift vaerdier for proton signalerne fra BTC (62,5 umol), pH 7,26, forarsaget
af dysprosium komplekset ved forskellige koncentrationer af shiftreagenset. Malt i forhold til en
ekstern reference, 0,75% TSP, -SW= falder udenfor spektral vidden, fastsaettelsen af 01=02
(4660 Hz) er ikke zendret under forsaget. Det ngjagtige molforhold, hvor signalerne fra BTC
forsvinder fra spektret er ikke bestemt ngjagtigt, men ma formodes at ligger omkring
et forhold 1:6. A = difference mellem udgangs- og slutkoncentration (18,16 mM).
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Udfra de ovenstaende resultater (tabel 3C) ma det forventes, at der ved
tilsaetning af shift-/relaksationsreagenset (Dy(ATP)™" ) til en cellematrix, hvortil
der er tilsat BTC (f.eks. figur 3.5), vil elimineres signaler der skyldes forbindel-
ser i det ekstracelluleere miljg.

Betragtes figur 3.6 kan det iagttages at der observeres fzerre signaler i dette
spektrum i forhold til spektret i figur 3.5. Signalerne fra BTC er blandt andet
elimineret. Denne cellematrix er kun tilsat shift/relaksationsreagens svarende til
5 mM Dy(ATP)™*. Denne koncentration blev efter flere forseg med celler, fundet
at veere tilstraekkelig til at eliminere signalerne fra BTC.

De signaler der observeres ma formodes at tithgre methyl/methylen
grupperne (dubletter) fra de tre aminosyrer valin, isoleucin og leucin (resulterer i
et negativt signal ved ca. 0,95 ppm); methyl protonerne (dublet) fra laktat der
giver ophav til signal ved 1,33 ppm og ved 4,12 ppm (methinproton, kvartet); to
tripletter fra glutamin/glutamat (ca. 2,4 og ca. 3,7 ppm), tripletten stammende
fra kreatin/phosphokreatin (total kreatin) (3,03 ppm); singletten fra de
phosphocholinholdige forbindelser (3,2 ppm) og sidst det store solvent signal.

Signalerne ved 1,22 ppm og 0,90 ppm (figur 3.6) observeres ikke kun i
spektrene af dyrkningsmediet (figur 3.3) og det konditioneret medie (figur 3.4),
men ogsa i andre spektre (se senere). Det har ikke vaeret muligt at tilordne
signalerne preecist, men at signalet stammer fra en methyl gruppe uden kontakt
til en elektron negativ gruppe er sandsynligt. Et forslag er at signalerne
stammer fra methyl/methylen grupperne i triacylglycerolerne. Savel dyrknings-
medium og det konditioneret medium indeholder 10 % FCS og dermed ogsa
store maengder lipider.

Resultatet af tilseetningen af shift-/relaksationsreagenset er, at signalerne
ved en kombination af en hurtig relaksation og et shift af de ekstraceliuleere
forbindelser er elimineret. Det betyder at der i de spektre, hvor signalet fra BTC
er elimineret, ma veere foregaet en relaksation eller et stort downfield shift af de
ekstracellulaere komponenter, saledes at kun intracellulaere forbindelser
observeres.

3.5.1 Diskussion: Dysprosium kompleksets effekt pa forbindelser i
NMR roret.

Som naevnt ovenfor vil flere af de signaler, der normalt observeres i spektret
(f.eks. figur 3.5) elimineres ved tilseetning af dysprosium kompiekset i en
koncentration pa 5 mM (figur 3.6). Blandt de forbindelser der forsvinder er BTC,
der ma formodes at veere lokaliseret i det ekstracelluleere miljg, pa grund af den
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anioniske natur. 1,2,4-Benzentricarboxylat vil derfor fremover blive anvendt til at
skelne mellem det ekstracelluleere og intracelluleere miljg.

Tidligere undersggelser (Morill, 1986) viser at dysprosium komplekser?
forarsager kraftige downfield shift og linieforbredning af proton signalerne i et
spektrum. Som omtalt i tidligere har flere forskergrupper (Barry, et al., 1974a,b;
Gupta & Gupta, 1982; Eads, ef al., 1984; Geraldes & Ascenso, 1984)
undersggt dysprosium-adenosin komplekser med hensyn til relaksations- og
shiftegenskaber. Man fandt at der dannedes et 1:1 kompleks mellem
phosphatgruppen i AMP og dysprosium ionen. Det er dog vist (Eads, ef al.,
1984) at der dannes et 1:2 kompleks ved reaktion mellem vandige lanthanid
(Il1) ioner og ATP. Disse komplekser er.vist (Geraldes & Ascenso, 1984), at
blive hydrolyseret (ved stuetemperatur) til tungtoplaselige lanthanid-AMP
komplekser indenfor fa uger. Gupta & Gupta, 1982, fandt at et 1:2 kompleks
bestaende af dysprosium(lil) og tripolyphosphat (PPP,) (Dy(PPP,)”) var mest
stabil i vandige miljger og at dette kompleks p.g.a sin anioniske natur ikke ville
kunne transporteres ind i cellen. Dette kompleks ville maske havde vaeret
perfekt til brug i det anvendte modelsystem, men valget faldt pa ATP-
komplekset til trods for at det maske er mindre stabilt end tripolyphosphat
komplekset. ATP komplekset blev valgt udfra den antagelse, at hverken AMP-,
ADP- eller ATP-komplekset vil kunne transporteres ind i cellen under forsgget.
Desuden er alle tre adenosin-komplekser vist at havde en stor shift og
relaksations effekt pa protoner. Herudover er det fundet at ATP har en sterre
affinitet overfor lanthanider end PPP, og AMP (Shimizu, ef al., 1983). Det skal -
her bemaerkes, at der ikke blev observeret signaler fra eventuelt ikke
kompleksbundet ATP/ADP/AMP i spektret, hvilket betyder at der i efterfglgende
forseg med Dy(ATP)" sandsynligvis ikke vil forekomme signaler fra disse
forbindelser.

Sammenlignes spektrene i figur 3.5 og figur 3.6 ses det, at der er i spektret,
hvor der er tilsat Dy(ATP)™, er blevet elimineret signaler, hvilket ma betyde at
der er foregaet en relaksation eller et shift af de ekstracelluizere komponenter.

En interessant detalje er, at HDO signalet fra prgven kun skiftede 0,35 ppm
downfield efter at der er tilsat Dy(ATP)™ i forholdet 1:6. Dette kan muligvis
skyldes kompleksbindingen til dysprosium-ATP komplekset.

Det skal her tilfgjes at acquisition parametrene igennem hele eksperimentet
er forblevet uandret, hvorfor man ma forvente at de ekstracelluleere signaler
der ikke er fuldstaendig relakseret, ma vaere placeret udenfor spektral vidden
(downfield for solventsignalet ved 4,65 ppm).

?  Dy(dpm),;, anvendes istedet f.eks. Dy(thd), shifter signalerne upfield.
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3.5.2 Afvigelse mellem teoretisk og eksperimentelle data.

Som det bemeerkes, sa er der kun tilsat 5 mM Dy(ATP)" i figur 3.6, men
alligevel relakserer eller skifter signalerne fra BTC og elimineres fra spektret. |
falge tabel 3C vil en koncentration pa 5 mM ikke kunne relaksere/skifte
signalerne sa voldsomt, men kun medfgre et shift pa 2,5 ppm. En tre- til
firedobling af denne maengde til mellem 7,5 pmol Dy(ATP)" og 10,6 umol
Dy(ATP)™ skulle derimod vzere tilstraskkelig for at opna en udtait relaksation af
komponenten.

Arsagen til denne afvigelse mellem ex vivo NMR eksperimentet
(celiematrixen i figur 3.5 og figur 3.6) og in vitro NMR eksperimentet (tabel 3C)
er, som omtalt i introduktionen, at det tilgeengelige volumen er betydelig mindre
end forventet og at mol forholdet (Dy(ATP)'/ekstracelluleere komponenter) er
ukendt. Ved en approksimation blev det fundet, at der i et totalt volumen pa 500
ul (celler bundet til adhaesionsmaterialet i deutereret medie) kun var 200-250 pl
ekstracelluleert volumen tilgasngeligt. Koncentrationen af Dy(ATP)™ vil derfor
svare til ca. 10 mM - 12 mM i stedet for 5 mM og dermed veere i det omrade
hvor shift-/relaksations reagenset fuldsteendigt relakserer alle komponenter.

Af spekiret i figur 3.6 er det ikke muligt at konstatere om der er signaler, der
er skiftet mod lavere felt, men man ma formode at relaksations/shift effekten
gaelder for alle ekstracelluieere komponenter, dog i varierende grad.

Umiddelbart syntes signal/stgj forholdet at vaere blevet forbedret ved
tilsaetning af Dy(ATP)". Dette kan skyldes at lanthanid komplekset danner
kompleks med vand molekylerne og derved medvirker til at relaksere denne
komponent. Bindingen af vand til AMP-lanthanid komplekser er vel undersggt
og ma formodes at veere det samme for det anvendte kompleks.

Sa vel interne som eksterne referencer er forsagt anvendt til en
fastseettelse af det “tiigeengelige” volumen. Anvendeisen af en ekstracellulser
reference fordrer at denne ikke optages i celien (her blev BTC anvendt) og
anvendelse af en intracellulaer reference kraever at denne umiddelbart kan
optages i cellen og ikke kan metaboliseres i cellen (her er anvendt propionat).
Feelles for dem begge er at de samtidig skal give ophav til signaler der ikke
“forstyrrer” spekiret for cellens normalt forekommende intermediater.

Der er i dette projekt forsggt anvendt forskellige metoder, hvormed den
eksakte koncentration af de forskellige forbindelser i NMR rgret kunne
bestemmes. En af metoderne er at anvende en ekstern reference, men pa
grund af problemer med homogeniteten, blev anvendelsen af en ekstern
reference (her menes brugen af inderrer) fravalgt. Brugen af en intern reference
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(ekstracelluleert) fungerede kun i de fa tilfaelde hvor shift/relaksations reagenset
ikke blev benyttet. De fleste anvendelige cellulzere referencer (f.eks. propionat)
viste sig desveerre at “forstyrre” spektret uforholdsvis meget, hvorfor ogsa
denne metode blev fravalgt. Det skal i den forbindelse naevnes at signalet for
de cholinholdige forbindelser ved 3,20 ppm og signalet fra methylgruppen i
laktat (1,33 ppm) fremover anvendes som shift reference, da dette signal altid
er til stede i spektret. Arsagen til at cholin og laktat signalerne benyttes er, at en
normalt anvendt ekstern shift reference som f.eks. trinatriumpropionat (TSP), vil
blive elimineret fra spektret ved brug af relaksations reagens (Dy(ATP)™).
Problemet med at anvende cholin signalet er at forbredningen af dette signal
ofte er forholdsvis stor, hvorfor der indtreeder en usikkerhed i reference punktet.

Resultatet af forsggene er, pa nuvaerende tidspunkt, at det tilgeengelige
volumen er pd 200 - 250 pl. Pa grund af usikkerheden omkring volumenet, er
der igennem hele projektet anvendt et total volumen pa 500 pl og det er udfra
dette volumen, at der er tilsat xenobiotika (de udfgrte forsgg skal udelukkende
anvendes kvalitativt til at teste systemet, hvorfor den eksakte koncentration af
den pageeldende forbindelse er underordnet, sa leenge koncentrationen ikke er
toksisk for cellerne). Med hensyn til de kemiske shift veerdier, sa vil der kunne
iagttages en afvigelsen mellem de publiceret veerdier og de anvendte shift
veerdier. Forskellen kan ofte vaere pa +/- 0,05 ppm. Arsagen til denne afvigelse
kan skyldes en intracelluleer acidificering pa grund af en akkumulering af
affaldsprodukter i cellerne.

3.6  Astrocytter tilsat naturligt forekommende forbindelser i anormal
koncentration.

3.6.1 Resultat: Pyruvat.

Under normoxiske betingelser vil pyruvat hurtigt, i en anaplerotisk reaktion,
carboxyleres til oxaloacetat via enzymet pyruvat carboxylase [EC 6.4.1.1].
Oxaloacetat vil, ved nedsat ATP koncentration, indga i tricarboxylsyre
cyklussen. Pyruvat kan desuden, via enzymet pyruvat dehydrogenase [EC
1.2.4.1], omdannes til acetyl-CoA, der umiddelbart kan indga i tricarboxylsyre
cyklussen. Laktat dehydrogenase [EC 1.1.1.27] omdanner hurtigt pyruvat til
laktat i cellerne nar tilgangen af ilt er begraenset. Ved begraenset ilt tilfarelse vil
acetat ligeledes akkumuleres i cellerne, da det NAD*/FAD afheengige enzym
kompleks i dette tilfaelde inhiberes.
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Forbindelse Multiplicitet ppm
Cholesterol (singlet) -CH, 0,50
Triacylglyceroler (triplet) -CH, 0,84
Valin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
Isoleucin (dublet) -CH, 0,98 -1,06
Leucin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
B-hydroxybutyrat (triplet) -C'H, 1,15
Ethanol (triplet) -CH, 1,17
Triacylglyceroler (kvintetter) -(CH.), 1,29
Laktat/threonin (dublet) -CPH,, -C'H, 1,32-1,33
Alanin (dublet) -CPH, 1,45 - 1,50
Acetat (singlet) -CH, 1,90 - 1,92
Methionin (triplet) -S-CH, 2,03-2,05
Glutamat/glutamin (kvartet) -CPH,- 2,10-2,15
Glutamat/glutamin/succinat/pyruvat (triplet) -C'H.- 2,34-239
Kreatin/phosphokreatin (total kreatin) | (singlet) N-CH, 3,05
Cholinholdige forbindelser (singlet) -N-(CH,), 3,20 - 3,22
Glycin (singlet) -CH,- 3,57
Ethanol (kvartet) -CH,- 3,65
Inositol/glukose/glutamat/cystein m.fl. |-CH-/-CH,- 3,70 -3,90
Kreatin/Phosphokreatin m.fl. (singlet) -CH,- 3,93
Laktat (kvartet) -C*H- 410-4,20
Fumarat (singlet) 6,50 - 6,52
1,2,4-benzentricarboxylat (reference) | aromatiske signaler 7,45 -7,90

Tabellen viser de normailt observerede signalers kemiske shift, samt kemiske shift fra adderet
forbindelser. Flere af de opgivne kemiske shift vaerdier er fundet ved individuelle NMR
eksperimenter med og uden ceilematrix. Flere af disse signaler er desuden tilordnet i litteraturen
(henvisninger tidligere i teksten). P& baggrund af en software begreensning er der i visse tilfzelde
opgivet et interval hvor i signalet normalt observeres. Hvor det er muligt er veerdien for
centersignalet opgivet. Da flere af forbindelserne har signaler der overiapper andre signaler, er
der af hensyn til overskueligheden kun medtaget kemiske shift veerdier for det eller de markante
(observerbare) signaler fra den specifikke forbindelse. Som omtalt tidligere er signalerne
tilordnet i forhold til signalerne fra de cholinholdige forbindelser (3,20 ppm) og laktat (1,33 ppm).

Ved tilseetning af pyruvat til cellerne (figur 3.7) observeres et markant
positivt signal ved 2,37 ppm, der tilordnes som methyl protonerne i pyruvat.
Blandt flere normalt observerede signaler iagttages et signal fra acetat ved 1,90
ppm. Signalerne ved 2,65 ppm og 3,43 ppm er ikke tidligere observeret, men
kan muligvis stamme fra taurin (to methylen grupper), der findes i forholdsvis
stor maengde i cerebellare astrocytter. Bemeaerk at intensiteten af cholin signalet
(3,22 ppm) syntes at vaere forgget i forhold til total kreatin signalet (3,04 ppm).
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Figur 3.7. Cerebellare astrocytter i deutereret medie (Md/D,0). Efter 26% minuts inkubation med
Md/D,0 tilszettes 2 mM Na-pyruvat. Opsamlet over 15% min. AT = 42 min. Dy(ATP)" og BTC er
ikke tilsat i dette forsgg.

Efter yderligere 66 minutter (figur 3.8) er pyruvat signalets intensitet
formindsket i forhold til signalet fra de cholinholdige forbindelser (3,20 ppm).
Acetat signalet er nu tydeligt (1,92 ppm). Signalet fra alanin (1,4 - 1,5 ppm,
dublet) kan, som signalerne fra triacylglycerolerne (0,84 ppm og 1,27 ppm),
ligeledes iagttages pa nuveerende tidspunkt. En sammenligning mellem figur
3.5 (normal betingelser) og disse spektre vil afslgre at det kun er de signalerne
for pyruvat, alanin og acetat der er aendre karakter (det observerede signal ved
1,45 ppm (figur 3.5) optraeder lejlighedsvis i spektrene og ofte i den deutereret
form, der i stedet resulterer i et positivt signal - forklares senere).
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Figur 3.8. Fortseettelse af forseg fra figur 3.8. AT = 108 min. Pyruvat 2,375 ppm og acetat 1,922

Efter yderligere 200 min (figur 3.9) er pyruvat signalet omtrent forsvundet,
imens intensiteten af acetat signalet tydeligvis er forgget. Forholdet mellem
intensiteterne af cholin signalet og laktat signalet sendres ikke naevnevaerdigt i

tidsrummet (forhold 1,64 til 1,55).
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Figur 3.9. Fortsaettelse af forsgg fra figur 3.8. AT = 308 min. Acetat signalet observeres ved 1,91

ppm.
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3.6.1.1 Diskussion: Pyruvat.

| fglge Matsumoto, et al., 1994, kan pyruvat fungere som energikilde for
bade astrocytter og neuroner, under hypoxi og iskeemi. | flere forskellige
celletyper er det vist (Clarke, et al., 1989), at transporten foregar via membran
proteinet MCT (H"-koblet monocarboxylase transporter). Nedergaard &
Goldman, 1993, har tidligere vist at der eksisterer en hgj affinitets transporter
for laktat i neuronale og gliale membraner. Samme transporter er vist (Clarke,
et al., 1989) at transportere pyruvat. Betragtes figur 3.7 til figur 3.9 er det
tydeligt, at der foregar en udvikling af pyruvat signalet. Da der ikke er tilsat
Dy(ATP)'/BTC i denne serie er det ikke til at fastsla, hvilke signaler der er
ekstracelluleere kontra intracellulaere, men udfra forsvinden af pyruvat signalet
og en fremkomst af et acetat signal ved ca. 1,92 ppm, ma det konkluderes at
der har vaeret metabolisk aktivitet i cellerne. Maengden af laktat (totalt laktat)
syntes at vaere uzendret, hvilket ikke er unormailt da cellen er vist at eksportere
laktat (Clarke, et al., 1989; Nedergaard & Goldman, 1993). Bemeerk at der i
dette forsgg er opsamiet spektre i indtil 5 timer efter tilseetning af det deutereret
medie (normalt anvendes data fra forsgg opsamiet udover 3 timer ikke). Dette
stemmer overens med resultatet fra de biokemiske undersggelser der viser at
den ekstracellulaere laktatkoncentration forgges markant i lebet af 4 timer.

Bemeerk at intensiteten af signalet fra de cholinholdige forbindelsers
N-trimethyl gruppe? (3,20 ppm) syntes forholdsvis stor set i forhold til kreatin
signalet (3,03 ppm). Intensitets forholdet mellem cholin signalet og kreatin er
gerne mellem 2,8 og 3,0 i NMR spekire af astrocytter. Usenius, ef al., 1994, har
kvantificeret maengden af cholin i vaevsprgver fra henholdsvis raske hjerner og
astrocytoma ved hjeelp af *'P og 'H-NMR. Resultaterne viste at intensitets
forholdet mellem cholin signalet og kreatin signalet i normalt hjernevaev og i
astrocytomer var pa mellem 3,5 og 4. | figur 3.7 er dette forhold pa ca. 6, hvilket
kan tolkes saledes, at der er en foraget koncentration af cholinholdige
forbindelser i cellerne. Den eneste plausible forkiaring pa dette f&enomen er at
aktiviteten af cholin enzym systemerne er aendret. Blandt andet phosphocholin
transferase® [EC 2.7.7.15], der katalyserer overfgrelsen af phosphochoilin til 1,2-
diacylglycerol fra CDP-cholin, er vist at katalysere den modsatte reaktion
phospholipid til diacylglycerol og phosphocholin nar ATP niveauet er lavt (f.eks.
ved hypoxi eller iskeemi)(Horrocks & Dorman, 1985). Signalerne for
diacyiglyceroler vil vaere placeret ved ca. 3,6 ppm (methylen grupperne i

#  Kan indehoide signaler fra frit cholin, phosphorylcholin, glycerophosphorylcholin og
phosphatidylcholin. -
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glycerol), ca. 3,9 ppm (methin protonen i glycerol), 1,29 ppm og 0,94 ppm
(sidstneevnie fra fedtsyrernes methyl og methylengrupper). Disse signaler er
tilstede i spektret, men som det senere vil kunne iagttages, andres cholin
signalets intensitet sig ikke naevneveerdigt i forsggsperioden (< 3 timer).
Andringer i cholin signalets intensitet er udelukkende observeret i dette forsgg.

Signalerne ved 2,65 ppm og 3,43 ppm kan oprinde fra taurin (henholdsvis -
CPH,- og -C*H,-). Disse signaler observeres normalt ikke i spektrene og ma
derfor skyldes metabolisk aktivitet i cellen, f.eks. omdannelsen af pyruvat over
cystein til taurin.

3.6.2 Resultat: Acetaldehyd.

Det ma forventes at acetaldehyd i lighed med andre aldehyder omdannes
til carboxylsyren ved auto-oxydation af luftens ilt og at der i tilstedeveerelse af
vand vil dannes ubestandige, gem-dioler. Sidstnaevnte proces er en reversibel
addition, hvor ligeveegten er forskudt mod aldehyd dannelse, men processen er
sandsynligvis langsom nok i forhold til NMR tidsskalaen til at begge former vil
kunne iagttages.

CH,CHO + H,0 == CH,CH(OH),

Ved tilsaetning af acetaldehyd til cellematrixen kan der forventes to ting.
Farst og fremmest en delvis omdannelse af acetaldehyd til aldehyd hydratet og
dels at acetaldehyd oxideres videre til acetat af enzymet aldehyd
dehydrogenase (EC; 1.2.1.5:ALDH). Hjernevaeyv indeholder flere varianter af
ALDH (Erwin & Deitrich, 1966; Petterson & Tottmar, 1982), hovedsageligt i den
mitochondrielle fraktion (Eriksson, ef al., 1977), der ma formodes at kunne
omsaette acetaldehyd til acetat (ALDH er vist at havde en specifik
enzymaktivitet pa 2,44 + 0,06 nmol/min mg™ protein i hjernen® (Quintanilla &
Tampier, 1992)).

Acetaldehyd tilsat cellematrixen giver et spektrum som vist i figur 3.10.
Signalet fra acetaldehyd methyl protonerne ses ved 2,23 ppm. Signalet fra
aldehyd protonen observeres ikke (ma formodes at give signal ved ca. 9,7
ppm). Et signal ved 1,90 ppm kan svagt anes. Arsagen til at signalet fra BTC er
ude af fase kendes ikke.

@ Ofte kaldt cholinphosphat cytidylyl transferase.
b Isolerede mitochondrier fra rottehjerne.
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Forbindelse Multiplicitet ppm
Cholesterol (singlet) -CH, 0,50
Triacylglyceroler (triplet) -CH, 0,84
Valin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
Isoleucin (dublet) -CH, 0,98 - 1,06
Leucin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
B-hydroxybutyrat (triplet) -C'H, 1,15
Ethanol (triplet) -CH, 1,17
Triacylglyceroler (kvintetter) -(CH,), 1,29
Laktat/threonin (dublet) -C*H,, -C'H, 1,32-1,33
Alanin (dublet) -CPH, 1,45-1,50
Acetat (singlet) -CH, 1,90 - 1,92
Methionin (triplet) -S-CH, 2,03-2,05
Glutamat/glutamin (kvartet) -CPH,- 210-2,15
Glutamat/glutamin/succinat/pyruvat (triplet) -C'H.- 2,34 - 2,39
Kreatin/phosphokreatin (total kreatin) |(singlet) N-CH, 3,05
Cholinholdige forbindelser (singlet) -N-(CH,), 3,20 - 3,22
Glycin ‘ (singlet) -CH.- 3,57
Ethanol (kvartet) -CH,- 3,65
Inositol/glukose/glutamat/cystein m.fl. |-CH-/-CH,- 3,70 - 3,90
Kreatin/Phosphokreatin m.fl. (singlet) -CH.,- 3,93
Laktat (kvartet) ~-C*H- 4,10-4,20
Fumarat _ (singlet) 6,50 - 6,52
1,2,4-benzentricarboxylat (reference) |aromatiske signaler 7,45 -7,90

Tabelien viser de normalt observerede signalers kemiske shift, samt kemiske shift fra adderet
forbindelser. Fiere af de opgivne kemiske shift vaerdier er fundet ved individuelie NMR
eksperimenter med og uden cellematrix. Fiere af disse signaler er desuden tilordnet i litteraturen
(henvisninger tidligere i teksten). Pa baggrund af en software begraensning er der i visse tilfaelde
opgivet et interval hvor i signalet normalt observeres. Hvor det er muligt er veerdien for
centersignalet opgivet. Da flere af forbindelserne har signaler der overlapper andre signaler, er
der af hensyn til overskueligheden kun medtaget kemiske shift veerdier for det eller de markante
(observerbare) signaler fra den specifikke forbindelse. Som omitalt tidligere er signalerne
tilordnet i forhold til signalerne fra de cholinholdige forbindelser (3,20 ppm) og laktat (1,33 ppm).
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Figur 3.10. 5 mM acetaldehyd tilsat cerebellare astrocytter inkuberet i Md/D,0. 3 mM BTC tilsat.
Opsamiet over 22 min. AT = 40 min.

Efter yderligere 767 min kan signalet ved 1,94 ppm tydeligt observeres
(figur 3.11). Tilseettes 5 mM Dy(ATP)™ til cellematrixen (figur 3.12) elimineres
som forventet signalerne fra BTC, men ogsa uventet signalerne fra
triacylglycerolernes methyl grupper ved 1,27 ppm. Udover de normailt
observerede signaler i spektret observeres der et tydeligt signal ved 1,89 ppme.
Signalet fra acetaldehyd er naesten forsvundet (2,25 ppm). Signalet ved 6,56
ppm er ikke tilordnet, men saettes i forbindelse med signalet fra fumarat (figur
3.14). Tilordningen af signaler fra acetat og acetaldehyd er opsummeret i tabel
3F.

?  Forskellen i de kemiske shift veerdier skyldes en software begraensning ved peak picking
processen.
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Figur 3.11. Som i figur 3.10, men opsamiet 116% min efter tilsaetning af Md/D,0. AT =116%-.
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Figur 3.12. Som i figur 3.11 men tilsat 5 mM Dy(ATP)™". AT = 143 min.
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Acetaldehyd CH.P- (2,23 ppm) dublet, - CH* (9,7 ppm)** kvartet

Acetaldehyd - hydratiseret | CH,"- (1,33 ppm) dublet, - CH* (5,28 ppm)

Acetate CH,- (1,94 ppm) singlet

Tabel 3F. Opsummering af resultat fra figur 3.10 - figur 3.12. ** = ikke observeret, men beregnet.

3.6.2.1 Diskussion: Acetaldehyd.

Da acetaldehyd ma forventes at kunne blive hydratiseret under forsgget ma
der forventes signaler fra intracellulaert hydratiseret acetaldehyd (bidraget fra de
ekstracellulaere signaler elimineres ved anvendelse af BTC i inkubationsmediet)
under forsgget, men methin protonen fra den hydratiseret acetaldehyd vil ikke
kunne observeres i spektrene, da dette signal er skjult under solventsignalet.
Methy! protonerne fra den hydratiserede form vil give et negativt signal (dublet)
ved ca. 1,33 ppm, hvilket vil sige ved samme placering som laktat/threonin
signalerne, hvorfor signalet fra methyl protonerne ikke vil kunne observeres.

Dannelse af hydratiseret acetaldehyd i det deutereret medie er
sandsynligvis beskeden, da det ma formodes at acetaldehyd er sa tilstraekkelig
lipofil, at forbindelsen forholdsvis hurtigt passerer cellemembranen. Det har ikke
veeret muligt at finde data i litteraturen for glial optagelse af acetaldehyd og
gliale ALDH enzym aktiviteter. Sippel, 1974 og Eriksson & Sippel, 1977, har
fundet at optagelsen af acetaldehyd over blod/hjerne barrieren fgrst forkommer
ved en koncentration pa 200 uM acetaldehyd i blodet.

Ved tilszetningen af Dy(ATP)™ elimineres BTC signalerne og signalerne fra
acetaldehyd er naesten forsvundet. Der iagttages i stedet et signal ved 1,92
ppme. Dette signal er tidligere tilordnet som acetat (ses f.eks. i figur 3.2). Da
acetat signalet, som omtalt i kapitel 3.2.1, sjeeldent observeres tydeligt i
spektrene, ma fremkomsten af dette signal skyldes en omdannelse i cellerne til
acetat, som fglge af cellulaer optagelse af acetaldehyd.

Det skal bemaerkes at triacylglycerol signalerne ved 1,27 ppm og 0,92 ppm
forsvinder ved tilsaetning af relaksations reagens (figur 3.12). Dette faanomen er
tidligere observeret - blandt andet i figur 3.19 og figur 3.20 - og kan forklares
som B-oxidation i cellerne. Om det observerede acetat signal (figur 3.12)
skyldes B-oxidation i cellerne er tvivisomt, da der i lignende spektre (figur 3.19 -
figur 3.20), ikke observeres acetat. Feenomenet optraeder igen i kapitel 3.4.2.3,
hvor der ydermere iagttages et nyt negativt signal ved ca. 3,6 ppm.

¢ Veerdien er aflaest manuelt som centervaerdi. | figur 3.12 har programmet sat veerdien til
1,887 ppm.
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Det ma ud fra dette konkluderes, at det observerede acetat signal ved 1,92
ppm skyldes celluleer aldehyd dehydrogenase [EC 1.2.1.5] aktivitet og ikke
nysyntese af acetat som fgige af -oxidation eller anaerobe betingelser.

3.6.3 Resultat: Fumarat.

Figur 3.13 viser et spektrum af konfluente cerebellare astrocytter med nyligt
tilsat Md/D,O. For at sulte cellerne har der ikke vaeret foretaget medieskift pa
denne cellekultur indenfor 5 dage for eksperimentet. Det ses at intensiteten af
threonin/laktat signalet (ca. 1,33 ppm) er forholdsvis stor. | dette spektrum
iagttages et nyt positivt signal ved 2,06 ppm (vist med pil). Dette signal
observeres normalt ikke i NMR spektre af celler. Signalet ved 3,53 ppm
tilordnes som glycin. Bemaerk at intensiteten af laktat signalet (4,07 ppm,
negativ kvartet), i forhold til andre spektre af “normalt”’ behandlet celler, ikke er
tilsvarende forgget pa dette tidspunkt.
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Figur 3.13. “Sultede” astrocytter i Md/D,0. Opsamilet over 30 min. AT = 42 min.
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Forbindelse

Multiplicitet ppm
Cholesterol (singlet) -CH, 0,50
Triacylglyceroler (triplet) -CH, 0,84
Valin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
Isoleucin (dublet) -CH, 0,98 - 1,06
Leucin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
B-hydroxybutyrat (triplet) -C'H, 1,15
Ethanol (triplet) -CH, 1,17
Triacylglyceroler (kvintetter) -(CH,), 1,29
Laktat/threonin (dublet) -CPH,, -C'H, 1,32-1,33
Alanin (dublet) -CPH, 1,45-1,50
Acetat (singlet) -CH, 1,90 - 1,92
Methionin (triplet) -S-CH, 2,03-2,05
Glutamat/glutamin (kvartet) -CPH,- 2,10-2,15
Glutamat/glutamin/succinat/pyruvat (triplet) -C'H,- 2,34-2,39
Kreatin/phosphokreatin (total kreatin) |(singlet) N-CH, 3,05
Cholinholdige forbindelser (singlet) -N-(CH,), 3,20 - 3,22
Glycin (singlet) -CH,- 3,57
Ethanol (kvartet) -CH,- 3,65
Inositol/glukose/glutamat/cystein m.fl. |-CH-/-CH,- 3,70 - 3,90
Kreatin/Phosphokreatin m.fl. (singlet) -CH,- 3,93
Laktat (kvartet) -C*H- 410-4,20
Fumarat (singlet) 6,50 - 6,52
1,2,4-benzentricarboxylat (reference) |aromatiske signaler 7,45-7,90

Tabellen viser de normalt observerede signalers kemiske shift, samt kemiske shift fra adderet
forbindelser. Flere af de opgivne kemiske shift vaerdier er fundet ved individuelle NMR
eksperimenter med og uden cellematrix. Flere af disse signaler er desuden tilordnet i litteraturen
(henvisninger tidligere i teksten). P& baggrund af en software begraensning er der i visse tilfaelde
opgivet et interval hvor i signalet normalt observeres. Hvor det er muligt er veerdien for
centersignalet opgivet. Da flere af forbindelserne har signaler der overlapper andre signaler, er
der af hensyn til overskueligheden kun medtaget kemiske shift veerdier for det eller de markante
(observerbare) signaler fra den specifikke forbindelse. Som omtalt tidligere er signalerne
tilordnet i forhold til signalerne fra de cholinholdige forbindelser (3,20 ppm) og lakiat (1,33 ppm).

Tilsaetning af fumarat til cellematrixen resulterer som forventet i frem-
komsten af et positivt signal ved 6,50 ppm (figur 3.14). Bemaerk at flere af
signalerne i spektret bliver mere synlige, isaer signalet ved 3,01 ppm kan
detekteres nu. Der begynder samtidig at kunne spores en udvikling i signalerne
ved ca. 2,42 ppm og 2,14 ppm (negativt signal).

| figur 3.15 ses resultatet efter tilsaetning af relaksationsreagenset til
cellematrixen. Signalet fra fumarat (6,50 ppm) kan stadig genfindes. Bemaerk at
signalerne omkring 2,42 ppm og 2,14 ppm er blevet mere tydelige. Samtidig
syntes intensiteten af det negative signal ved 4,04 ppm (methylen protonerne
fra laktat) at forages. Denne tendens kan iagttages tydeligere i figur 3.16.
Bemeerk at intensiteten af signalerne fra triacylglycerolernes fedtsyrer er steget
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og at intensiteten af signalet for glycin methylen protonerne ved 3,53 ppm (figur
3.16) syntes at veere formindsket. Signalet fra fumarat (6,50 ppm) er pa dette
tidspunkt af forlgbet (figur 3.16, 149 min) stort set forsvundet.
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Figur 3.14. 3 mM fumarat tilsat celler fra figur 3.13. AT = 61 min.
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Figur 3.15. Som i figur 3.14 men tilsat 5 mM Dy(ATP)". AT = 79% min. BTC er ikke anvendt i
dette forsgq.
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Figur 3.16. Som i figur 3.15 men efter yderligere 70 min. AT = 49 min.
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3.6.3.1 Diskussion: Fumarat.

Det ma forventes at fumarat forholdsvis hurtigt transporteres ind i cellen og
omsaettes i tricarboxylsyre cyklussen, iseer i betragtning af, at cellerne er sultet
gennem 5 dage.

Den forholdsvis store udvikling (sammenlignet med figur 3.13) af signalerne
i omradet omkring 2,42 ppm, 2,12 ppm og udvikiingen af et positivt signal
omkring 3,0 ppm kan skyldes tricarboxylsyre cyklus intermediater som f.eks.
succinat og a-ketoglutarat, der hver isaer bidrager med signaler fra methylen
protonerne ved ca. 2,45 ppm, mens en forbindelse som citrat giver signal ved
ca. 3,0 ppm (methylen), hvilket a-ketoglutarat ogsa ger (methylen, -CPH,-). Det
skal her naevnes, at kreatin ogsa giver et positivt signal ved 3,0 ppm, men dette
signal er normalt konstant under hele forsgget.

Det negative signal ved 2,12 ppm der observeres i figur 3.15 og figur 3.16,
er placeret hvor signalerne fra glutamat (i mediet/cellen og fra GSH) og
glutamin normalt observeres, men i figur 3.13 (spektrum af sultede celler ved
forsggets start) kan disse signaler ikke observeres, hvorfor signalerne ved ca.
2,12 ppm, ma veere et resultat af fumarat metabolismen. Signalet ved 3,76 ppm
menes (sammen med signalerne ved 2,4 ppm) at stamme fra giutamat der
ogsa giver et signal i dette omrade. Hvilken eller hvilke forbindelser signalet
repraesenterer er umiddelbart ikke klart, men at signalet skyldes glutamat er
sandsynligt.

Signalet ved ca. 4,04 ppm (negativ multiplet) tilordnes som methylen
protonerne i laktat (at signalet ved 1,33 ppm forgges samtidig hermed kan ikke
iagttages pa figurerne). Udviklingen i signalet ved ca. 4,04 ppm anvendes ofte
som udtryk for laktat produktionen i cellerne. Laktats andet signal (negativt
fase) ved cirka 1,33 ppm er placeret sammesteds som methyl signalerne fra
threonin, hvorfor det ofte er besveerligt af afgere noget ud fra dette signal alene.
Inkorporering af deuterium i strukturen vil samtidig eendre signalet fra at veere
negativt faset (dublet) til at veere positivt faset (singlet) hvilket yderligere
“forstyrrer” tolkningen af data.

Dannelsen af positive signaler i omradet 1,45 ppm - 1,50 ppm er tidligere
observeret (figur 3.5), men det var i spekire af friske celler. Signalet ved 1,45
ppm tilordnes normalt som methyl protonerne i aminosyren alanin. Signalet er
tidligere observeret i f.eks. figur 3.2 som en negativ dublet (CH,-CH(NH,)-),
men pa grund af den metaboliske aktivitet i cellerne er der blevet inkorporeret
et deuterium i strukturen ((CH;-CD(NH,)-), hvorfor signalet nu observeres som
et positivt signal (reelt en triplet med intensitets forholdet 1:1:1), men der er
tydeligvis mere end et signal i dette omrade.
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Umiddelbart syntes det positive signal ved ca. 2 ppm at vaere en triplet, men
signalet kan ogsa veere to singletter. Signalet kan pa nuvasrende tidspunkt ikke
tilordnes, men der er tidligere iagttaget en singlet ved ca. 2,0 ppm (figur 3.16)
er tidligere observeret i figur 3.3 (spektrum af frisk dyrkningsmedie) og senere i
spektret for de sultede celler (figur 3.13). Dette signal kan skyldes methyi
protonerne fra methionin.

'OOC—(IDH—CHz—CHz—S—CH_o,
NH;"

methionin

Ved sammenligning med spektret i figur 3.3 (frisk dyrkningsmedie) kan det
iagttages at methyi signalet for methionin passer overens med singletten til lavt
felt (2,03 ppm, lille intensitet).l falge Pouchert, 1983, har methionin kemiske
shift ved 3,4 ppm (positiv triplet), 2,7 ppm (positiv triplet) og 2,2 ppm (positiv
singlet). Det kemiske shift for B-protonerne (negativ kvartet) er ikke opgivet,
men ma veere ca. 1,5 ppm. Signalerne kan ikke genfindes i spektrene (figur
3.13 - figur 3.16), men i stedet kan der iagttages signaler ved ca. 3,3 ppm, 2,5
ppm og 2,0 ppm, altsa 0,2 ppm upfield for de publicerede veerdier. Dette var
ligeledes forskellen mellem de publicerede vaerdier for acetoacetat og de
observede vasrdier.

Methionin, der er en bestanddel af dyrkningsmediet (se evnt. figur 3.3),
optreeder normalt ikke i spektrene. Forbindelsen omszettes normalt i ceilen via
cystein til pyruvat. Pyruvat signalet iagttages ved ca. 2,38 ppm (figur 3.13, figur
3.15 og figur 3.16). Da pyruvat signalet kan iagttages under sultperioder eller
meget sent i forlgbet (efter 6 timers NMR forsgg), ma det konkluderes at dette
signal ikke kun skyldes en eventuel metabolisme fra methionin, men kan ogsa
skyldes cellens respons pa udskiftningen af medie. Laktat signalet syntes ikke
at eendres, hvorfor ilt maesngden i NMR rgret sandsynligvis er tilstraskkelig til at
de biokemiske processer kan forigbe. Hvorfor intensiteten af signalet ved ca.
2,10 ppm forbliver uaendret igennem forsgget vides ikke. Man ville forvente en
forsvinden af methionin signalerne som felge af en metabolisering af methionin
i stedet for en stagnation af signalet.

Nicholson et al., 1983, observerede lignende signaler i humant serum. De
foreslar at signalerne skyldes N-acetylgrupperne fra sukkerne fra glycoprotein-
er. | dette forsgg er der tilsat relaksations/shift reagens, hvorfor signalerne kun
kan skyldes intracellulasre lav molekyleere forbindelser, sa signalerne skyldes
naeppe N-acetyl fra glycoproteiner, men maske N-acetyl grupper fra andre
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forbindelser (f.eks. N-acetyl glutamat), men det er ikke umiddelbart klart hvilken
eller hvilke forbindelser der observeres ved ca. 2 ppm.

At fumarat signalet forsvinder indenfor ca. 100 min og at dette
afstedkommer en stor aendring i spektrene ma betyde at fumarat bliver omsat i
cellen. Men det er ikke klart hvilke reaktioner der igangsaettes i cellen, da
fumarat kan metaboliseres af flere biokemiske synteseveje og at
intermediaterne herfra vil kunne akkumuleres i cellen alt efter hvordan
energiniveauet i cellen er pa det pagasldende tidspunkt.

3.6.4 Resultat: D-B-hydroxybutyrat.

D-B-hydroxybutyrat er et resultat af p-oxidation i cellerne. Slutproduktet af
denne er acetyl-CoA og acetoacetat, hvoraf acetyl-CoA indgar i tricarboxylsyre
cyklussen. D-B-hydroxybutyrat findes i en D- og L-form, af hvilke L-formen kan
spores i urinen hos diabetikere.

CH3——(13H——CH2—COO-
OH
D-B-Hydroxybutyrat

Bade acetoacetat og p-hydroxybutyrat dannes primeert i leveren og
udskilles i blodbanen. Begge forbindelser omseettes i hjertemuskulaturen og
renal cortex i energikraavende processer. Hjernen, der normalt anvender D-
glukose som energikilde, kan som vist af Auestad, et al., 1991, anvende D-j-
hydroxybutyrat som energikilde i sultperioder. Anvendelse af ketonstoffer til
forbraending er tidligere observeret i brain slices og i hjernecelle homogenater.
Enzymerne til denne metabolisme er vist at vaere til stede i hjernen (Krebs, et
al., 1971).

Tildon, et al., 1994, har vist at D-B-hydroxybutyrat transporteres aktivt ind i
astrocytter, men D-B-hydroxybutyrat er tidligere vist at blive optaget i cellen ved
passiv diffusion (Tildon & Roeder, 1988). Den astrogliale transporter er vist
(Tildon, et al., 1994) at havde en K _-veerdi pa 6,03 mM og en V,,.-veerdi pa
65,4 nmol/mg protein/min.

Koblingsmgnstret for p-hydroxybutyrat i PBS/D,O ses nedenfor i figur 3.17.
Alle signaler fra forbindelsen er negativt faset, som fgige af den anvendte spin-
echo NMR teknik. De kemiske shift for D-B-hydroxybutyrat fordeler sig saledes
at methyl protonerne (*H) giver ophav til en dublet ved 1,20 ppm, methin
protonen (°H) til en multiplet ved 4,20 ppm og methylen protonerne (°H) til en
dublet ved 2,38 ppm.
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Forbindelse Multiplicitet ppm
Cholesterol (singlet) -CH, 0,50
Triacylglyceroler (triplet) -CH, 0,84
Valin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
Isoleucin (dublet) -CH, 0,98 - 1,06
Leucin (dublet) -CH, 0,98 - 1,06
B-hydroxybutyrat (triplet) -C'H, 1,15
Ethanol (triplet) -CH, 1,17
Triacylglyceroler (kvintetter) -(CH,), 1,29
Laktat/threonin (dublet) -CPH,, -C'H, 1,32-1,33
Alanin (dublet) -CPH, 1,45 - 1,50
Acetat (singlet) -CH, 1,90 - 1,92
Methionin (triplet) -S-CH, 2,03-2,05
Glutamat/glutamin (kvartet) -CPH,- 2,10-2,15
Glutamat/glutamin/succinat/pyruvat (triplet) -C'H,- 2,34-2,39
Kreatin/phosphokreatin (total kreatin) |(singlet) N-CH, 3,05
Cholinholdige forbindelser (singlet) -N-(CH,), 3,20 - 3,22
Glycin (singlet) -CH,- 3,567
Ethanol (kvartet) -CH,- 3,65
Inositol/glukose/glutamat/cystein m.fl. |-CH-/-CH,- 3,70 - 3,90
Kreatin/Phosphokreatin m.fl. (singlet) -CH.- 3,93
Laktat (kvartet) -C*H- 4,10-4,20
Fumarat (singlet) 6,50 - 6,52
1,2,4-benzentricarboxylat (reference) |aromatiske signaler 7,45 -7,90

Tabellen viser de normalt observerede signalers kemiske shift, samt kemiske shift fra adderet
forbindelser. Flere af de opgivne kemiske shift veerdier er fundet ved individuelle NMR
eksperimenter med og uden cellematrix. Flere af disse signaler er desuden tilordnet i litteraturen
(henvisninger tidligere i teksten). P& baggrund af en software begreensning er der i visse tilfeelde
opgivet et interval hvor i signalet normalt observeres. Hvor det er muligt er veerdien for
centersignalet opgivet. Da flere af forbindelserne har signaler der overlapper andre signaler, er
der af hensyn til overskueligheden kun medtaget kemiske shift vaerdier for det eller de markante
(observerbare) signaler fra den specifikke forbindelse. Som omtalt tidligere er signalerne
tilordnet i forhold til signalerne fra de cholinholdige forbindelser (3,20 ppm) og laktat (1,33 ppm).

Spektret i figur 3.18 viser propionat i PBS/D,0O. Propionat er i fa forsgg
benyttet til at kende forskel pa det intra- og ekstracellulzere miljg. Propionat
giver ophav til 2 signaler i spektret (*H (kvartet; 2,16 ppm) og "H (triplet; 1,06
ppm)). Bemeerk at signalet fra a protonerne vil medfgre en udligning i omradet

0,90 - 1,10 ppm (normalt negativt faset) af de eksisterende signaler i dette
omrade (fra leucin, isoleucin og valin).
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Figur 3.17. 3 mM B-hydroxybutyrat i PBS/D,0. 2H (1,199 ppm), °H (4,196 ppm) og °H (2,377
ppm). Shift reference 0,07 % TSP (ikke vist).
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Figur 3.18. 5 mM propionat i PBS/D,O. Shift reference 0,1% TSP (ikke vist).

| figur 3.19 kan methin signalet (2,17 ppm, *H) fra den tilsatte interne
reference, propionat, og effekten af det positive signal fra propionat methyl
gruppen (1,06 ppm, *H) iagttages (signalet fra propionat er placeret pa kanten
af signalet fra aminosyrerne).

Spektret sendres markant ved tilsaetning af B-hydroxybutyrat (figur 3.20). |
dette spektrum er dysprosium reagenset tilsat samtidig med B-hydroxybutyrat.
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Signalet fra den interne reference (propionat, figur 3.18) kan svagt iagttages
ved 2,17 ppm, men i figur 3.21 ses signalet tydeligt. Signalerne i omradet 2,00 -
2,50 ppm kan ogsa bedre iagttages i denne figur. Signalet fra p-hydroxybutyrat
methyl gruppen (1,19 ppm, ®H)? kan iagttages. Efter 230 minutter (figur 3.22) er
udviklingen i spektret tydeligt. Resultatet er i alt 4 dubletter af hvilke propionat
(2,198 ppm) bidrager med den ene, D-B-hydroxybutyrat med en dublet (2,33
ppm, °H) og de sidste to ikke tilordnede signaler ved 2,45 ppm og 2,26 ppm
(vist med pile). | spekiret observeres yderligere to nye signaler, der ikke
tidligere er observeret. Et positivt signal ved 2,69 ppm og et negativt ved 1,81
ppm. | figur 3.22 observeres et negativt signal ved 3,81 ppm, der kan iagttages
senere i forlgbet (figur 3.23).
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Figur 3.19. Astrocytter hvortil der er tilsat 3 mM propionat. Opsamlet over 9 min. Celler er
inkuberet med Md/D,0 i 29 min. fgr forsggets start. AT = 38 min.

®  Forskelle i kemisk skift skyides i dette tilfeelde en software begreensning i databehand-
lings programmets peak picking proces. Signalvaerdien kan manuelt bestemmes til
1,20 ppm. '
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Figur 3.20. Celler fra figur 3.19 tilsat 5 mM B-hydroxybutyrate og 5 mM Dy(ATP)". AT = 50 min.
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Figur 3.21. Regionen 4,3 - 0,5 ppm fra figur 3.20. Der er ikke detekteret signaler i omréadet
downfield fra solventsignalet.
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Figur 3.22. Fortszettelse af forsag i figur 3.20. Regionen 4,3 - 0,5 ppm er vist. AT = 280 min. Der
er ikke detekteret signaler i omradet downfield fra solventsignalet. De i teksten omtalte dubletter
er vist med pile.

Efter yderligere 220 minutter (figur 3.23) er signalerne ved 1,81 ppm og
2,69 ppm forsvundet. Omradet 3,5 - 3,7 ppm syntes at indeholde to dubletter.
Bemaerk det negative signal ved ca. 4,14 ppm. Intensiteten af dette signal er
foraget gennem hele forlgbet. Intensiteten af laktat signalet (methyl gruppe,
1,33 ppm) er derimod forholdsvis uforandret. De negative signaler ved 2,43
ppm og 2,24 ppm kan stadig observeres. Signalet fra D--hydroxybutyrat kan
pa dette tidspunkt i forsgget stadig iagttages, hvilket ogsa kvarteten fra
propionat (2,16 ppm) kan.
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Figur 3.23. Fortsaettelse af forsgg fra figur 3.20. Regionen 4,3 - 0,5 ppm er vist. AT = 500 min.
Der er ikke observeret signaler i omradet downfield fra solventsignaiet.

3.6.4.1 Diskussion: p-Hydroxybutyrat.

Gennem hele forlgbet (figur 3.19 til figur 3.23) observeres signalet fra den
interne reference propionat ved ca. 2,18 ppm. Ved tilsaetning af -
hydroxybutyrat opstar to dubletter (2,24 ppm og 2,42 ppm) der kan skyldes
tilstedeveerelse af deutereret tricarboxylsyre cyklus intermediater. Fra acetyl-
CoA, der er resuitatet af omsaetningen af g-hydroxybutyrat, via acetoacetat og
acetoacetyl-CoA, er der inkorporeret et deuterium i methyl gruppen CDH,CO-
CoA, séledes at alle tricarboxylsyre cyklus intermediater vil kunne fa
inkorporeret en deuterium i strukturen. Forbindelser som succinat, citrat og a-
ketoglutarat, hvis CPH protoner tidligere har frembragt tripletter i spektret vil nu
kunne observeres som negative dubletter p.g.a det inkorporeret deuteriumi
nabogruppen. Dette kan forklare hvorfor der udvikles et negativt signal ved 2,4
ppm (succinat, -CPH,-CHD-, multiplet). De resterende signaler ved 1,81 ppm,
2,69 ppm, 3,81 ppm (alle fra figur 3.22) og signalerne i omradet 3,5 ppm, ma
alle forklares som signaler fra den metaboliske aktivitet i cellerne. Flere
tricarboxylsyre cykius intermediater vil som ovenfor omtalt resultere i signaler i
dette omrade, men p.g.a den mulige inkorporering af deuterium i strukturen er
det ikke umiddelbart muligt at tilordne disse signaler.
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3.6.5 Resultat: L-aspartat.

L-aspartat eller aminosuccinat forekommer normailt pa L-form og
transporteres hurtigt ind i gliaceller, mens D-aspartat har en ringe
optagehastighed som beskrevet (Kera, ef al., 1995; Rao & Murthy, 1993). L-
aspartat indgar i tricarboxylsyre cyklussen ved en transamination til oxaloacetat
i en reaktion der involverer a-ketoglutarsyre.

"H3N —(I?H
CH,

| .
CO,

L-aspartat

Til forskel for D-aspartat optages L-aspartat hurtigt i astrocytterne via en hgj
affinitets natrium athasngig glutamat transporter (Drejer, ef al., 1983a,1983b).
Den pool der findes af aspartat i cellen er vist at blive suppleret med astrocytisk
malat, glutamin og a-ketoglutarat (Cooper, 1988). Aspartat indgar i reaktion
med a-ketoglutarat og danner glutamat og oxaloacetat. Det ma forventes at
aspartat vil indga i tricarboxylsyre cyklussen og at oxaloacetat samt glutamat
koncentrationen vil stige.

Figur 3.24 viser et spektrum af 6 mM L-aspartat ved pH 7.3. En bred triplet
ved 2,13 ppm og det komplekse koblingsmenstre ved 2,61 - 2,85 ppm tilordnes
som methylen protonerne, mens tripletten (ude af fase) ved 3,9 ppm tilskrives
methin protonen.
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Forbindelse Multiplicitet ppm
Cholesterol (singlet) -CH, 0,50
Triacylglyceroler (triplet) -CH, 0,84
Valin (dublet) -C'H, 0,98 -1,06
Isoleucin (dublet) -CH, 0,98 - 1,06
Leucin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
B-hydroxybutyrat (triplet) -C'H, 1,15
Ethanol (triplet) -CH, 1,17
Triacylglyceroler (kvintetter) -(CH,), 1,29
Laktat/threonin (dublet) -C*H,, -C'H, 1,32 -1,33
Alanin (dublet) -CPH, 1,45-1,50
Acetat (singlet) -CH, 1,90 - 1,92
Methionin (triplet) -S-CH, 2,03-2,05
Glutamat/glutamin (kvartet) -CPH,- 2,10-2,15
Glutamat/glutamin/succinat/pyruvat (triplet) -C'H.- 2,34 -2,39
Kreatin/phosphokreatin (total kreatin) |(singlet) N-CH, 3,05
Cholinholdige forbindelser (singlet) -N-(CH,), 3,20 - 3,22
Glycin (singlet) -CH.- 3,57
Ethanol (kvartet) -CH,- 3,65
Inositol/glukose/glutamat/cystein m.fl. |-CH-/-CH,- 3,70 - 3,90
Kreatin/Phosphokreatin m.fl. (singlet) -CH,- 3,93
Laktat (kvartet) -C*H- 4,10-4,20
Fumarat (singlet) 6,50 - 6,52
1,2,4-benzentricarboxylat (reference) |aromatiske signaler 7,45 -7,90

Tabellen viser de normalt observerede signalers kemiske shift, samt kemiske shift fra adderet
forbindelser. Flere af de opgivne kemiske shift vaerdier er fundet ved individuelie NMR
eksperimenter med og uden celiematrix. Flere af disse signaler er desuden tilordnet i litteraturen
(henvisninger tidligere i teksten). Pa baggrund af en software begreensning er der i visse tilfeelde
opgivet et interval hvor i signalet normalt observeres. Hvor det er muligt er vaerdien for
centersignalet opgivet. Da flere af forbindelserne har signaler der overlapper andre signaler, er
der af hensyn til overskueligheden kun medtaget kemiske shift vaerdier for det eller de markante
(observerbare) signaler fra den specifikke forbindelse. Som omtalt tidligere er signalerne
tilordnet i forhold til signalerne fra de cholinholdige forbindelser (3,20 ppm) og laktat (1,33 ppm).
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Figur 3.24. 6 mM L-aspartat i D,O/NaOD, pH 7,2. Opsamlet over 4%z min.

Nedenfor i figur 3.25 og figur 3.26, vises et spektrum af celler, hvortil der
parallelt er tilsat Dy(ATP)" og 7 mM L-aspartat. Man iagttager signalet fra de
normalt forekommende signaler i spektret (f.eks. de cholinholdige forbindelser
ved 3,2 ppm). Det ses at signalet fra BTC er elimineret. | figur 3.26 ses methin
signalet (2,65 - 2,88 ppm) fra aspartat tydeligt. Bemeerk forskellen mellem
spektret i figur 3.24 og figur 3.26. Opsamling over yderligere 9 minutter
frembringer et spektrum som vist i figur 3.27. Der iagttages flere positive
signaler downfield for solventsignalet, der ma formodes at stamme fra
metabolismen af aspartat. Efter 41 minutters inkubation (figur 3.27) kan der
iagttages nye sighaler downfield for solventsignalet.
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Figur 3.25. 7 mM L-aspartat tilsat cerebellare astrocytter samtidig med 5 mM Dy(ATP)* (BTC

ikke tilsat medie). Opsamlet over 9 min. AT = 32 min
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Figur 3.26. Regionen 4.0 ppm -0.5 ppm fra figur 3.25.
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Figur 3.27. Fortszettelse af forseg fra figur 3.25. AT = 41 min.

Betragtes figur 3.28 observeres en udvikling i omradet 2,5 ppm til 3,0 ppm,
der bliver mere udtalt jo laengere tid der gar (figur 3.31 til figur 3.34). Et positivt
signal der opstar ved 2,50 ppm (mulig triplet, figur 3.28 og figur 3.30), forsvinder
og opstér igen samtidig med flere positive signaler i omradet omkring 2,36 ppm.
Signalerne ved ca. 7,8 ppm (figur 3.27) syntes her at forsvinde igen og
observeres ikke i resten af spektrene i denne serie (figur 3.25 til figur 3.34).
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Figur 3.28. Omradet 4,0 -0,5 ppm fra figur 3.27 er vist.
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Figur 3.29. Fortsezettelse af fors@g fra figur 3.25. Regionen 9 - 0,5 ppm er vist. AT = 76% min.
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Figur 3.30. Udsnit af figur 3.29. Omradet upfield fra solventsignalet er vist (4,0 - 0,5 ppm).
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Figur 3.31. Fortseettelse af forsgg fra figur 3.25. Der observeres pa dette tidspunkt ingen
signaler downfield for solventsignalet (4,69 ppm). AT = 94 min.
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Figur 3.32. Fortszettelse af forsgg fra figur 3.25. Der observeres ingen signaler downfield fra
solventsignalet (4,69 ppm). AT =112 min.
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Figur 3.33. Fortseettelse af forsgg fra figur 3.25. Downfield for solventsignalet (4,69 ppm)
observeres intet signal. Regionen 4 - 0,5 ppm er vist. AT = 147 min.
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Figur 3.34. Fortseettelse af forsgg fra figur 3.25. Regionen 4,0 - 0,5 ppm er vist. AT = 182 min.

3.6.5.1 Diskussion: L-aspartat.

Tolkningen af spektrene i figur 3.25 til 3.36 er seerdeles vanskelig selv nar
spekirene er opsat i serie. Dette skyldes til dels det store indhoid af H,O i
praven (S/N signalet darligt) og dels det at meengden af aspartat syntes meget
beskeden. Umiddelbart virker intensiteten af de signaler der observeres ikke
forholdsvis som 7 mM aspartat.

Umiddelbart fornemmes en form for rytme i spektrene. Blandt andet
udviklingen af signaler i omradet 2,6 ppm til 2,9 ppm viser en rytmisk udvikling i
intensiteten af de forskellige signaler. Fremkomst af signaler ved 2,34 ppm
(figur 3.28), 2,50 ppm (figur 3.30) og 6,14-6,54 ppm (figur 3.27) ma tilskrives
omdannelsen af aspartat til tricarboxylsyre cyklus intermediater og hertil
besleegtede aminosyrer som f.eks. glutamat der har kemiske shift ved ca. 3,75
ppm og 2,36 ppm. Mason, ef al., 1995, har, i et elegant forsgg, vist at
udvekslingshastigheden mellem a-ketoglutarsyre og glutamat er 72 gange
hurtigere end flow hastigheden af tricarboxylsyre cyklussen (0,73 umol/min*g
vaev), hvilket betyder at der ma forventes en stor inkorporering af deuterium i
glutamat og dermed ogsa til biokemisk tilknyttede forbindelser f.eks. glutamin.

| omradet 6,14 ppm - 6,54 ppm observeres normalt signaler fra f.eks.
dobbeltbindings protoner (f.eks. fra fumarat (6,54 ppm)). Fremkomst af
yderligere signaler downfield for solventsignalet kan ikke umiddelbart forklares.
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Betragtes tidsforlgbet (figur 3.26 og figur 3.30) og sammenlignes signalerne
i omradet 2,6 ppm - 2,9 ppm, sa fornemmes der en vis ensartethed i spektrene.
Disse spekire er opsamlet henholdsvis efter 32 min og 76%2 min. Forskelle
mellem de gvrige dele af spekirene kan observeres (blandt andet signalerne
omkring 3,0 ppm og signalet ved 2,5 ppm). Efter 112 minutters inkubering
ophgrer udviklingen og det er isaer de tre signaler ved 2,7 ppm, 2,79 ppm 0g
2,85 ppm der er bevaret, hvilket ma betyde at systemet nu har opnaet en
ligevaegtstilstand.

Som naevnt tidligere indgar aspartat i en reaktion med a-ketoglutarsyre hvor
i der dannes oxaloacetat. Methylen protonerne (C*H) fra a-ketoglutarsyre vil
give et signal ved ca. 2,5 ppm, hvilket succinat methylen protonerne ligeledes
vil ggre. | figur 3.30 (7672), figur 3.32 (112) og figur 3.33 (147) observeres et
signal ved 2,5 ppm, hvilket interessant nok giver et tidsforigb mellem spektrene
pa henholdsvis 35 min og 36 min. Spektrene er opsamlet med ca. 9 minutters
mellemrum, men tidsrytmen syntes at veere pa ca. 36 minutter.

Westergaard, ef al., 1994, har vist at der er en efflux af o-ketoglutarat,
malat og succinat fra astrocytter i primeer kultur. Interessant nok kunne dette
efflux stimuleres af giutamat eller glutamin i en koncentration pa 0,5 mM. Efflux
hastigheden for f.eks. a-ketoglutarat blev i disse forsgg bestemt til 13,1 nmol/
(time*mg protein). Signalerne fra disse intermediater vil, som fglge af
ekstracelluleert Dy(ATP)™, gradvist forsvinde fra spektret. Da der observeres
signaler fra glutamat i spektrene, ma det forventes at den intracelluleere
glutamat koncentrationen er betydelig hgjere end 0,5 mM, hvorfor der ma
forventes en efflux af tricarboxylsyre cyklus intermediater fra cellerne.

Inkorporering af deuterium i tricarboxylsyre cyklus intermediaterne vil, som
omtalt i kapitel 1.1.1, vanskeligggre tolkningen af spektrene. Uden D,0 til stede
i mediet® vil f.eks. methin protonen iisocitrat give ophav til en kvartet (negativ),
men med inkorporering af deuterium i den nabostillet methylen gruppe (CD*H-)
vil signalet i stedet resultere i et kompleks koblingsmgnster (multiplet) ved
omtrent det samme kemiske shift. Det er udfra det komplekse koblingsmgnster
i omradet 2,2 ppm - 3,2 ppm, ikke muligt at klargere hvilke isotop effekter der
observeres. Det er derfor oplagt af der skal foretages yderligere studier af
inkorporeringen af deuterium i tricarboxyisyre cyklius intermediater, for det kan
fastslas hvilke forbindelser der observeres i spektret. Det kan dog fastslas at
der i omradet 2,2 - 3,2 ppm vil kunne registreres flere forskellige
koblingsmgnstre fra samme forbindelser.

Udskilt i det deutereret dyrkningsmediet indeholdende relaksationsreagens.
Deuteriumoxid som ekstern lock signal istedet.
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Der er som naevnt ovenfor ingen klar tolkning af disse spektre, andet end at
der tydeligvis er en rytmisk udvikling i spektrene, hvilket ma skyldes metabolisk
aktivitet. Fortsaettes forsgget udover 182 minutter, forsvinder signalerne fra
aspartat med tiden (disse data er ikke vist.

3.7 NMR forseg hvor glutathion diethylester (GSH-DEE) er anvendt.

De foregaende forsgg har primeert alle veeret udfart for at optimere
modelien. Samtidig afspejler disse spektre de “naturlige” processer der foregar
under selve opsamlingen af NMR spekteret, nar der ikke er xenobiotika til
stede. Det sekundzere formalet var at fastsla hvordan cellerne respondere pa
overgangen fra ex vivo til non vivo. | de efterfalgende prassenteret forseg
s@ges det pavist, at NMR/astrocyt modellen kan anvendes til andet end at
undersgge cellens metabolisme.

| det falgende vil der blive fokuseret pa hvordan cellerne respondere
biokemisk pa toksiske forbindelser. De detoksificeringsprodukter der dannes
under forsaget, er et resultat af de mange processer der foregar i cellen, hvilket
betyder at en udvikling i spektrene er vanskelig at tolke. Et andet problem er at
lokalisere detoksificeringsprodukterne. Disse optraeder gerne i sma celluleere
koncentrationer (< 1 mM) der vanskeligger tilordningen.

Der er derfor valgt at fokusere pa glutathion systemet. Dette system kan
forventes at give signaler i spektrene, da GSH koncentrationen i cellerne er
forholdsvis stor (> 1 mM). Brugen af GSH-DEE og en transport inhibitor,
DAONL, skulle kunne forgge koncentrationen af GSH og glutathion konjugater
intracelluleert, saledes at der opnas en detektabel koncentration af
konjugaterne.

Et NMR spektrum af glutathion diethylester (GSH-DEE ) ses i figur 3.35.
Ethyl gruppen giver et karakteristisk mgnster med to tripletter (**H) ved 1,27
ppm og en kvartet (*'H) ved 4,23 ppm. Der observeres stadig signaler fra
reduceret glutathion (f.eks. ved 3,75 ppm) og fra oxideret giutathion (GSSG
eller oxideret GSH-DEE).

3 ¢ d e _ f h 1 j
CH3—CH2—O—C—C|IH—CH2—CH2--C|IO ITIH—CHZ—C”J—O—CHZ—CH;:,
a b NH, NH—(l)H—-CO O
(I3H2 g
SH

Fordelingen af de kemiske shift veerdier for GSH-DEE, er vist i tabel 3G.
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Figur 3.36 viser spektret af 5 mM GSH. Bemaerk at tripletten fra cysteinyl (4,5
ppm, methin proton) ikke kan observeres. | signalet 3,74 ppm er der bidrag fra
glutamat og glycin delen i GSH (tabel 3G).

T T
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Figur 3.35. 200 mM giutathion diethylester i PBS/D,O. Tilordning i tabel 3G. Opsamlet over 5 min.

Gruppe Multiplicitet ppm
Ethyl- (GSH-DEE) (kvartet) CH,-, (a,)) 1,20-1,29
y-glutamyl- (GSH/GSH-DEE) (kvartet) -C*H,- (d) 2,14
v-glutamyl- (GSH/GSH-DEE) (triplet) -C'H.- (e) 2,53
Cysteinyl- (GSH/GSH-DEE) (dublet) -CPH, - (g) 2,92
Cystinyl- (GSSG)/(ox. GSH-DEE) | (dublet) -C*H,- () 3,00 og 3,24*
v-glutamyl- (GSH) (triplet) -C*H- 3,74
Glycinyl- (GSH) (singlet) -CH,- (h) 3,75
Glycinyl- (GSH-DEE) (singlet) -CH,- (h) 3,87
v-glutamyl- (GSH-DEE) (triplet) -C°H- (c¢) 3,99

Ethyl- (GSH-DEE) (kvartet) -CH,- 2 stk. (b,i) 4,14 -4,28
Cysteinyl- (GSH) (triplet) -C*H- 4,50

Tabel 3G. Parentesen viser den forventede multiplicitet af GSH-DEE og GSH. Bogstaver

indikerer placering af proton-/erne i GSH-DEE (se ovenfor). * er central vaerdi af multiplet. Der er

ikke tilsat GSH reduktase og NADPH i dette eksperiment.
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Figur 3.36. 5 mM glutathion i PBS/D,0. Opsamlet over 3,3 min.

3.71 Omdannelse af GSH-DEE i celler.

Betragtes figur 3.37 til figur 3.38 observeres, udover de normalt
forekommende signaler, fremkomsten af nye signaler i spektret nar der
tilseettes GSH-DEE. Signaler ved 4,21 ppm, 4,01 ppm, 3,76 ppm, 2,95 ppm,
2,54 ppm, 2,12 ppm og 1,21 ppm stammer fra GSH-DEE/GSH (sammenlign
med tabel 3G). Pa dette tidspunkt kan signalet fra ethanols methylen gruppe
iagttages som en negativ kvartet ved 3,64 ppm. Flere af cellens normale
metabolitter kan ogsa genfindes i spektret blandt andre signalet fra de
cholinholdige forbindelser (3,20 ppm). Bemeerk at det negative signal fra laktat
er skjult under methyl signalet fra ethyl gruppen i GSH-DEE. Der er derimod
ingen logisk forklaring pa at signalerne fra valin, leucin og isoleucins methyl
grupper ikke iagttages (0,9 - 1 ppm). Disse signaler observeres altid i
spektrene.

Restproduktet ethanol fra den cellulaere carboxyl esterase [EC 3.1.1.1]
aktivitet kan efter 110 minutter tydeligt observeres i spektret (figur 3.38). Methyl
signalet (1,17 ppm, triplet) og signalet fra methylen gruppens protoner (3,63
ppm, dublet) i ethanol observeres. | figur 3.38 kan flere af signalerne fra
nedbrydningsprodukterne fra GSH nu tydeligt observeres blandt andet signalet
ved 3,55 ppm der tilordnes som glycin.
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Figur 3.37. Astrocytter tilsat 5 mM GSH-DEE. AT = 20 min.
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Figur 3.38. Fortszettelse af forsgg i figur 3.37. AT =110 min.

3.7.2 Diskussion - Glutathion diethylester.

Sammenlignes spektret i figur 3.35 med spektret af reduceret GSH i figur
3.36 observeres vaesentlige forskelle. Koblingen af to ester grupper til
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henholdsvis glutamyl og glycinyl delen i GSH giver ophav til et anderledes
koblingsmgnster. Det kan dog konkluderes udfra spektret i figur 3.35 at prgven
ikke er ren. Prgven indeholder masngder af GSH og autooxideret DEE-GS-SG-
DEE (negative signaler omkring 3,2 ppm). Koncentrationen af oxideret
forbindelser i prgven skulle derfor vaere forholdsvis beskeden sammenlignet
med koncentrationen af GSH-DEE. En TLC kearsel af produktet viser ogsa, at
kun bandet fra GSH-DEE observeres (resultat ikke vist). Ydermere vil en
forurening af synteseblandingen med oxideret GSH-DEE, GSH-
monoethylestere (GSH-MEE) og GSH ikke forstyrre eksperimentet, da bade
reduceret og oxideret glutathion er laengere tid om at optages i cellen (Puri &
Meister, 1983; Wellner, ef al., 1984) end glutathion analogen GSH-DEE (Levy,
et al., 1993). | felge Puri & Meister, 1983, og Anderson, et al., 1985, er GSH-
DEE ikke et substrat for y-glutamyl transpeptidase [EC 2.3.2.2], der normalt
transporterer dipeptidet glutamyl-cystein i cotransport med glycinyl gruppen ind
i cellen (og GS-konjugater ud). De samme forsker grupper mener at GSH-DEE,
der er mere lipofilt end GSH, i stedet bliver transporteret passivt over
membranen.

Puri & Meister, 1983, har vist at den celluleere optagelses hastighed for
glutathion analogen GSH-MEE er dobbelt sa stor i lever og nyre® end
optagelses hastigheden for GSH (henholdsvis 4,5 umol GSH/g/time® og 2,5
umol GSH/g/time), hvorfor man ma forvente at diethylesteren af GSH vil
optages hurtigere. Grattagliano, et al., 1994, mener derimod, udfra dyreforsag
hvor forskellige estere af GSH blev injekteret direkte ind i duodenum, at estere
af GSH ikke optages hurtigere i cellerne end GSH, men at GSH estere i stedet
forbliver intakte i cellerne i laeengere tid end GSH, hvorfor der via de traditionelle
malemetoder bestemmes starrere koncentrationer af glutathion i cellerne.

Forventningen er, at GSH-DEE i passende maengder optages i cellerne
(figur 3.37), hvor carboxy! esterase [EC 3.1.1.1] aktivitet vil fgre til dannelsen af
GSH og ethanol, og at GSH “skelettet” forbliver intakt under forsaget. Savel
GSH som ethanol giver signaler der forholdsvis enkelt kan identificeres i
spektrene.

Dannelsen af biprodukiet ethanol er desveerre ikke formalstjentligt for
forsegene, da ethanol, selv i sma koncentrationer, er vist (Cohen, et al., 1980;
Aragon, et al., 1985; Quintanilla & Tampier, 1992; Singh, et al., 1994) at pavirke
hjernecellers metabolisme vaesentligt. Studier af ethanol toksisitet i hjernen
antyder at oxidation af ethanol til acetaldehyd i hjernen skyldes enzymet

Mus injekteret intraperitonealt med 10 mmol/kg GSH monomethylester elier GSH.
®  Vad veegt.
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katalase [EC 1.11.1.16] (Cohen, et al., 1980) og at det er acetaldehyd der er
den direkte arsag til de toksiske effekter af ethanol i hjernen (Aragon, et al.,
1985).

Som det ses af figur 3.38 (110 minutter) kan restproduktet af carboxyl
esterase aktiviteten tydeligt ses ved 3,63 ppm (methylen protoner fra ethanol)
og 1,17 ppm (methyl protonerne fra ethanol). Pa samme tid kan signalet fra
glycin iagttages (3,55 ppm), hvilket ma betyde at GSH allerede er begyndt at
blive omsat i cellen (via y-glutamyl cyklussen). GSH signalerne kan ogsa ses
tydeligere i dette spektrum end i figur 3.37.

Fremkomsten af ethanol signaler og mere markante glutathion signaler i
spektret, indikerer at GSH-DEE er blevet optaget i cellerne og omdannet til
GSH og ethanol. Signalet fra ethyl gruppen (1,25 ppm) iagttages stadig i
spektret (figur 3.38), hvorfor man ma formode at der stadig er glycinyl-ethyl,
ethyl-glutamyl-cystein peptider og GSH-DEE tilbage i cellerne. Fremkomsten af
glycin signalet ved 3,55 ppm indikerer at GSH-DEE er blevet omdannet til enten
glycinyl-ethyl peptidet eller til glycin og ethanol (sidstnaevnte i en proces
katalyseret af carboxyl esterase [EC 3.1.1.1]).

3.8 Anvendelse af transpeptidase inhibitoren 6-diazo-5-oxo-L-norleucin
i NMR forseg. ‘

3.8.1 Resultat: 6-diazo-5-oxo-L-norleucin.

Diazoforbindelser som 6-diazo-5-oxo-L-norleucin er normalt saerdeles
ustabile forbindelser, der straks sgnderdeles under fraspaltning af kvaelstof,
med mindre stoffet er resonans stabiliséret. Selv nar forbindelsen er resonans
stabiliseret er den saesrdeles reaktiv.

DAONL bliver benyttet som glutamat analog ved transportforsgg og er vist
at inhibere flere glutamat bindende enzymer blandt andre den membranbundne
y-glutamyl transpeptidase [EC 2.3.2.2] (Inoue & Horiuchi, 1977; Griffith &
Meister, 1979b; Sastre, ef al., 1991; Taylor, et al., 1992). Forsgg med nyreceller
har vist at samtidig tilseetning af hippurat® forager den inhiberende effekt med
55 % (Griffith & Meister, 1979b). Dette er ikke efterprgvet pa en astrocyt kultur.

2  Derivat af glycin - benzoylglycin.
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Forbindelse Multiplicitet ppm

Cholesterol (singlet) -CH;, 0,50
Triacylglyceroler (triplet) -CH, 0,84

Valin (dublet) -C'H, 0,98 -1,06
Isoleucin (dublet) -CH, 0,98 - 1,06
Leucin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
B-hydroxybutyrat (triplet) -C'H, 1,15
Ethanol (triplet) -CH, 1,17

Ethyl- (GSH-DEE) (kvartet) CH,- 1,20 - 1,29
Triacylglyceroler (kvintetter) -(CH,), 1,29
Laktat/threonin (dublet) -CPH,, -C'H, 1,32-1,33
Alanin (dublet) -CPH, 1,45 - 1,50
Acetat (singlet) -CH, 1,90 - 1,92
Methionin (triplet) -S-CH, 2,03-2,05
y-glutamyl- (GSH/GSH-DEE) (kvartet) -C*H,- 2,14
Glutamat/glutamin (kvartet) -CPH,- 2,10-2,15
Glutamat/glutamin/succinat/pyruvat (triplet) -C'H,- 2,34-2,39
v-glutamyl- (GSH/GSH-DEE) (triplet) -C'H,- 2,53
Cysteinyl- (GSH/GSH-DEE) (dublet) -C*H, - 2,92
Cystinyl- (GSSG)/(ox. GSH-DEE) (dublet) -CPH,- 3,00 og 3,24
Kreatin/phosphokreatin (total kreatin) |(singlet) N-CH, 3,05
Cholinholdige forbindelser (singlet) -N-(CH,), 3,20-3,22
Glycin (singlet) -CH.- 3,57
Ethanol _ (kvartet) -CH,- 3,65
Inositol/glukose/glutamat/cystein m.fl. |-CH-/-CH,- 3,70 - 3,90
y-glutamyl- (GSH) (triplet) -C*H- 3,74
Glycinyl- (GSH) (singlet) -CH.- 3,75
Glycinyl- (GSH-DEE) (singlet) -CH,- 3,87
Kreatin/Phosphokreatin m.fl. (singlet) -CH.,- 3,93
v-glutamyl- (GSH-DEE) (triplet) -C*H- 3,99
Laktat (kvartet) -C*H- 4,10 -4,20
Ethyl- (GSH-DEE) (kvartet) -CH,- 4,14 - 428
Cysteinyl- (GSH) (triplet) -C*H- 4,50
Fumarat (singlet) 6,50 - 6,52
1,2,4-benzentricarboxylat (reference) |aromatiske signaler 7,45 -7,90

Tabellen viser de normalt observerede signalers kemiske shift, samt kemiske shift fra adderet
forbindelser. Flere af de opgivne kemiske shift vaerdier er fundet ved individuelle NMR
eksperimenter med og uden cellematrix. Flere af disse signaler er desuden tilordnet i litteraturen
(henvisninger tidligere i teksten). P& baggrund af en software begreensning er der i visse tilfeelde
opgivet et interval hvor i signalet normalt observeres. Hvor det er muligt er veerdien for
centersignalet opgivet. Da flere af forbindelserne har signaler der overlapper andre signaler, er
der af hensyn til overskueligheden kun medtaget kemiske shift vaerdier for det eller de markante
(observerbare) signaler fra den specifikke forbindelse. Som omtalt tidligere er signalerne
tilordnet i forhold til signalerne fra de cholinholdige forbindelser (3,20 ppm) og laktat (1,33 ppm).
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NFz I +
HO—C—CH—CHy—CH,—C—CHy-N=N
0

6-diazo-5-oxo-L-norleucin

Figur 3.39 viser et spektrum af en astrocyt kultur der er inkuberet med 2,5
mM?= Dy(ATP)™". Det skal oplyses at inkubationsmediet ikke indeholder BTC.
Hvis der sammenlignes med figur 3.6, sa kan de fleste af de signaler der
observeres i figur 3.6 genfindes i figur 3.39. Det tidligere omtalte signal ved
2,02 ppm (f.eks. figur 3.16), der menes at stamme fra methionin ses tydeligt
sammen med signalerne fra cholin (3,20 ppm), kreatin (3,02 ppm), valin,
isoleucin og leucin ved 0,96 ppm, laktat (4,12 ppm og 1,33 ppm) og glutamat
(3,76 ppm og 2,34 ppm). Bemaerk at laktat/threonin signalet (1,33-1,37 ppm)
syntes at veere ude af fase (figur 3.39).

0.954
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Figur 3.39. Cerebellare astrocytter tilsat 2,5 mM Dy(ATP)". Opsamlet over ca. 11 min. AT = 54
min. Der er ikke tilsat BTC i dette forsgg.

Det ses ved sammenligning af figur 3.39 og figur 3.40 at der ved inkubering
med DAONL opstar nye signaler ved ca. 2,1 ppm og ca. 3,6 ppm (begge
negative signaler). Signalerne fra glutamat (3,75 ppm og 2,34 ppm) og glycin

@ Arsagen til at der kun er anvendt 2,5 mM skyldes, at dette er et af de farste forsgg med
reagenset.
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(3,57 ppm) er samtidig blevet mere markante i forhold tii signalerne fra figur

3.39. Bemazrk den vellykkede vandundertrykkelse; linieforbredningen er ikke sa

udtalt som i figur 3.39 og der kan nu observeres et nyt signalet ved 5,41 ppm.

z
o
8 B
o -
g 9 V/
v;/
3]
g ¢
® &, §
MM g 0
T T T T T T T T e} r
8 7 ) 5 4 3 2 i ppm

Figur 3.40. Som ovenfor men tiisat 100 uM 6-diazo-5-oxo-L-norleucin. Optaget over 12%: min.

AT=.76 min. Pile i figuren symboliserer sndringer i spektret. Signalet ved ca. 2,1 ppm kan af
tekniske drsager ikke markeres med talvaerdi.

3.8.2 Diskussion: 6-diazo-5-oxo-L-norleucin.

6-diazo-5-oxo-L-norleucin (DAONL) er kendt som veerende en irreversibel
inhibitor af glutaminbindende enzymer heriblandt den membranbundne y-
glutamyl transpeptidase. Sastre, et al,, 1991, og Pellifique, et al., 1995, har
fremsat den hypotese, at DAONL delvist vil inhibere optagelsen og udskillelse
af aminosyrer der via denne sekundaere optage mekanisme optages i cellen.

Inhibering af y-glutamyl transpeptidase pavirker desuden den celluleere
glutathion optagelse og udskillelse. Blandt andet udskillelsen af glutathion
konjugater er vist at blive veesentligt nedsat som falge af y-glutamyl transpep-
tidase inhibering (Hanigan & Pitot, 1985). Et review af Koob & Dekant, 1991,
gennemgar dannelsen af glutathion konjugater samt transport af disse.

Shapiro, et al., 1979, har vist at DAONL ogsa inhiberer det metabolisk
centrale enzym phosphat aktiveret giutaminase [EC, 3.5.1.2; PAG] i neuroner,
hvilket betyder at glutamin ikke kan omdannes til glutamat. Da PAG findes i
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astrocytter, ma& DAONL teoretisk: have samme virkning pa PAG aktiviteten i
cerebellare astrocytter. Resultatet heraf ma derfor vaere en akkumulering af
glutamin i cellerne. Der ma derfor teoretisk kunne forventes en foragelse i
intensiteten af signalerne for glutamin (2,15 ppm (negativ), 2,40 ppm (positiv),
4,25 ppm (positiv)) ved inkubation af celierne med DAONL. Umiddelbart
iagttages disse signaler ikke i spekiret, da de er “gemt” under andre signaler
f.eks. fra glutamat, men i senere anvendte spektre, hvor der er tilsat DAONL vil
disse signaler kunne iagttages.

| spektrene (figur 3.39 og figur 3.40) iagttages en udvikling i signaler (vist
med pile i figur 3.40), der ma tilskrives glutamyl gruppen (3,75 ppm, 2,34 ppm
og 2,10 ppm) i GSH. Signalet for glycinyl methyl protonerne i GSH vil kunne
observeres ved 3,75 ppm i lighed med y-glutamyl methin protonen i GSH.
Denne udvikling kan iagttages ved en sammenligning med figur 3.36 og ma
veere et resultat af DAONL inkuberingen, hvorfor det ma konkluderes at DAONL
har en akkumulerende virkning pa maengden af GSH i cellerne.

Bemaerk at signalerne fra triacylglycerols methylen grupper (ca. 1,2 ppm)
og methyl grupper ikke er til stede i spektret (figur 3.39 og figur 3.40). Dette
faenomen er tidligere diskuteret i kapitel 3.3.2.2. Forsvinden af disse signaler fra
spektret afstedkommer ofte, men ikke altid, fremkomst af et negativt signal ved
ca. 3,6 ppm, hvilket ogsa kan iagttages i disse spektre. Dette signal er tidligere
observeret i flere spektre hvor der er ikke tilsat GSH-DEE til cellematrixen.
Dette signal ma derfor formodes at skyldes cellens metabolisme. Blandt andet
glycerol giver ophav til et negativt signal i dette omrade (ca. 3,6 ppm, methylen
grupperne) og et positivt signal ved ca. 3,9 ppm (methin protonen).

Signalet ved 5,41 ppm (figur 3.40) kan ikke umiddelbart tilordnes. Dette
signal er tidligere observeret (resultat ikke vist) i forsag, hvor der er tilsat
relaksations-/shiftreagens og hvor undertrykkelsen af solventsignalet har
fungeret perfekt, hvilket betyder at signalet normalt ma vaere placeret under
solventsignalet.

Det nye signal ved ca. 1,1 ppm (mulig triplet) der tidligere er iagttaget kan
ikke umiddelbart tilordnes, men ma skyldes en methyl gruppe fra et spin system
som f.eks. CH,CH_-.

2 Der er ikke fundet litteratur der bekrasfter dette.
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Forbindelse Multiplicitet ppm

Cholesterol (singlet) -CH, 0,50
Triacylglyceroler (triplet) -CH, 0,84

Valin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
Isoleucin (dublet) -CH, 0,98 - 1,06
Leucin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
p-hydroxybutyrat (triplet) -C'H, 1,15
Ethanol (triplet) -CH, 1,17

Ethyl- (GSH-DEE) (kvartet) CH,- 1,20- 1,29
Triacylglyceroler (kvintetter) -(CH,), 1,29
Laktat/threonin (dublet) -C*H,, -C'H, 1,32-1,33
Alanin (dublet) -CPH, 1,45 - 1,50
Acetat (singlet) -CH, 1,90 -1,92
Methionin (triplet) -S-CH, 12,03 -2,05
v-glutamyl- (GSH/GSH-DEE) (kvartet) -CPH,- 2,14
Glutamat/glutamin (kvartet) -CPH.- 2,10-2,15
Glutamat/glutamin/succinat/pyruvat (triplet) -C'H,- 2,34-2,39
y-glutamyl- (GSH/GSH-DEE) (triplet) -C'H,- 2,53
Cysteinyl- (GSH/GSH-DEE) (dublet) -CPH, - 2,92
Cystinyl- (GSSG)/(ox. GSH-DEE) (dublet) -CPH,- 3,00 og 3,24
Kreatin/phosphokreatin (total kreatin) | (singlet) N-CH, 3,05
Cholinholdige forbindelser (singlet) -N-(CH.), 3,20 - 3,22
Glycin (singlet) -CH,- 3,57
Ethanol (kvartet) -CH.- 3,65
Inositol/glukose/glutamat/cystein m.fl. |-CH-/-CH,- 3,70 - 3,90
v-glutamyl- (GSH) (triplet) -C°H- 3,74
Glycinyl- (GSH) (singlet) -CH.- 3,75
Glycinyl- (GSH-DEE) (singlet) -CH,- 3,87
Kreatin/Phosphokreatin m.fl. (singlet) -CH.- 3,93
v-glutamyl- (GSH-DEE) (triplet) -C*H- 3,99
Laktat (kvartet) -C*H- 4,10-4,20
Ethyl- (GSH-DEE) (kvartet) -CH,- 4,14 -428
Cysteinyl- (GSH) (triplet) -C°H- 4,50
Fumarat ' (singlet) 6,50 - 6,52
1,2,4-benzentricarboxylat (reference) |aromatiske signaler 7,45 -7,90

Tabellen viser de normalt observerede signalers kemiske shift, samt kemiske shift fra adderet
forbindelser. Flere af de opgivne kemiske shift vaerdier er fundet ved individuelle NMR
eksperimenter med og uden cellematrix. Flere af disse signaler er desuden tilordnet i litteraturen
(henvisninger tidligere i teksten). P& baggrund af en software begraensning er der i visse tilfzelde
opgivet et interval hvor i signalet normalt observeres. Hvor det er muligt er veerdien for
centersignalet opgivet. Da flere af forbindelserne har signaler der overlapper andre signaler, er
der af hensyn til overskueligheden kun medtaget kemiske shift vaerdier for det eller de markante
(observerbare) signaler fra den specifikke forbindelse. Som omtalt tidligere er signalerne
tilordnet i forhold til signalerne fra de cholinholdige forbindelser (3,20 ppm) og laktat (1,33 ppm).
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3.9 Eksperimenter hvor konjugation af xenobiotika til cellulaert
glutathion er vist ved NMR forsog.

3.9.1.1 Resultat: N-ethylmaleimid.

N-ethylmaleimid eller 1-ethyl-1H-pyrrole-2,5-dione, der f.eks. anvendes i
cancer forskning, er klassificeret som veerende en stzerk irritant og menes at
have antimitotisk aktivitet.

N-ethylmaleimid.

Ved hydrolyse kan fglgende forbindelse forventes at opsta;

HO—C—CH=CH—C—NH—CH,—CH3;
N-ethyi-3-amido-2-propensyre.

Figur 3.41 viser et spektrum af N-ethylmaleimid i PBS/D,0. De kemiske
shift veerdier for denne forbindelse er 6,84 ppm (*°H, singlet), 3,52 ppm (°H,
kvartet) og 1,13 ppm (°H, triplet). De resterende signaler i spekteret (figur 3.41)
formodes at veere hydrolyse produktet af N-ethylmaleimid. Signalerne fra det
formodet hydrolyseprodukt observeres ved 6,29 ppm (°H, dublet), 5,90 ppm ('H,
dublet), 3,22 ppm (°H, kvartet) og 1,13 ppm ("H, triplet).
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Figur 3.41. 0,2 M N-ethylmaleimid i PBS/D,0, pH = 7,2.
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Efter at inkubering af cellematrixen med GSH-DEE er tilendebragt, tilsaettes
y-glutamyl transpeptidase inhibitoren DAONL og falgende spektrum optages,
figur 3.42. Der iagttages udover signalerne fra cellens normalt tilstedevaerende
forbindelser ogsa signalerne fra BTC til lavt felt og signalerne fra GSH-DEE (se
tabel 3G) og restproduktet fra den celluleere carboxyl esterase [EC 3.1.1.1]
aktivitet, ethanol (1,14 ppm, (triplet) og 3,6 ppm (kvartet) - ikke markeret).
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Figur 3.42. Cellematrix med 3 mM BTC og 100 uM DAONL, hvortil der er tilsat 4 mM GSH-DEE.
Opsamiet over ca. 7% min. AT = 38 min.

Efter tilseetning af N-ethylmaleimid aendrer spektret karakter, figur 3.43. Der
observeres nu en mulig singlet ved 6,84 ppm, en multiplet ved 3,53 ppm og to
tripletter ved 1,14 ppm (sammenfald med ethanol signalet, figur 3.41). Der
iagttages yderligere to negative signaler, formodentlig dubletter, i omradet
omkring 2,9 ppm (svaere at tyde i denne figur). Disse ses tydeligere pa figur
3.44. Ved tilseetning af relaksations reagenset, figur 3.45, elimineres signalerne
fra BTC (regionen downfield for solventsignalet er ikke vist).

| spektret (figur 3.45) observeres nu en reekke nye signaler. | forhold til
spektret i figur 3.42 iagttages nu i alt 7 nye signaler, bl.a. to tydelige dubletter
ved 2,98 og 2,90 ppm (alle nye signaler er vist med pile).
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Figur 3.43. Samme cellematrix som i figur 3.42, hvortil der er tilsat 2 mM N-ethylmaleimid.
Opsamlet over 12% min. AT = 77% min.
o
[=}
N 8
g 8
® m
. 8
o o
U]
g 4
. 2
' L) L T T | T T T T I T 1] T T l H L L] T I T T v T l T T T T | T T T L} I L L T T
40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Figur 3.44. Forstarrelse af regionen 4,5 ppm - 0,5 ppm i figur 3.43.
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Figur 3.45. Fortszettelse af forseg. Der er nu tilsat 5 mM Dy(ATP)"'. Spektret er optaget over 20
min. AT = 188 min. Downfield for solventsignalet observeres kun signalet fra N-ethyimaieimid -
protonerne *H og °H. Pile symboliserer placeringen af nye signaler i forhold til figur 3.42.

3.9.1.2 Diskussion: N-Ethylmaleimid.

N-ethylmaleimid giver i PBS/D,O ophauv til signaler fra to forbindelser,
hvilket ses af figur 3.41. Signalerne ved 5,90 ppm og 6,29 ppm formodes at
stamme fra den hydrolyserede form af N-ethylmaleimid (vinylprotoner).
Methylen gruppen, der er nabostillet til en N-C(O)- gruppe, har et kemisk shift
ved 3,22 ppm (negativ kvartet), hvilket passer overens med den estimerede
veerdi pa 3,2 ppm. Signalet kan skimtes i figur 3.44.

Ved tilseetning af N-ethylmaleimid til cellematrixen optreeder de forventede
signaler fra N-ethylmaleimid i spektret. Yderligere to dubletter omkring 2,9 ppm
syntes at stige i intensitet. Disse signaler ses tydeligt i figur 3.45, hvor der er
tilsat Dy(ATP)". Signalerne kan vaere glutathion konjugater der er opstaet p.g.a.
inkubationen med GSH-DEE. DAONL hammer for eksporten af konjugaterne
og konjugaterne vil derfor akkumuieres i celien. Glutathion vil udfare et
nukieofilt angrib ved dobbeltbindingen, hvilket resulterer i lige store maengder af
de to GSH konjugater.
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Deutereret ethylmaleimid mercaptursyre.

Glutathion konjugatet (ovenstaende illustration) vil have kemiske shift
veerdier ved ca. 2,6 ppm (-CHD-C(O)-N, negativ dublet) og ca. 2,9 ppm (S-CH-
C(O)-N), negativ multiplet). Signalerne fra ethyl gruppen kan stadig iagttages
ved 3,52 ppm (°H, negativ kvartet) og ved 1,13 ppm ("H, positiv triplet).
Sidstnsevnte signal er ligeledes forgget i intensitet, dels fordi signalet er
placeret oveni signalet fra ethanols methyl gruppe. Bemaerk (figur 3.45) at
signalerne fra GSH-DEE ikke observeres pa dette tidspunkt, hvilket kan tolkes
sadan, at den meengde GSH-DEE der er optaget i cellerne (far DAONL blev
tilsat til cellematrixen), nu er fuldsteendig omdannet til ethanol og GSH.

Fremkomsten af flere negative signaler i spektret ma forklares som
dannelsen af GSH konjugater udfra hydrolyseret ethylmaleimid, N-ethyl-3-
amido-2-propensyre. Ved addering af GS™ og inkorporering af deuterium i
strukturen vil der kunne dannes forskellige forbindelser som vist i illustrationen
nedenfor.

De estimerede vaerdier for disse forbindelser er forbundet med stor
usikkerhed, men flere af konjugaterne vil give dubletter i omradet mellem 2,4
ppm og 3,0 ppm. De to tripletter fra GSH konjugat nr. 3 (HOOC-CH(SG)-CH,-
C(0)-N-) og konjugat nr. 4 (HOOC-CH,-CH(SG)-C(O)-N-) estimeres til at give
ophav til positive tripletter ved ca. 3,2 ppm. En sammenligning mellem figur
3.42, 3.44 og figur 3.45 viser ogsa en klar udvikling i dette signal. Dubletter fra
konjugat nr. 1 og nr. 2 vil have kemiske shift ved henholdsvis 2,6 ppm, 2,8 ppm
(konjugat nr. 1) og 2,4 ppm, 3,3 ppm (Konjugat nr. 2). Signalerne fra eventuelle
mercaptursyrer fra omdannelsen af konjugaterne vil ligeledes veere placeret
hvor flere af de omtalte signaler er placeret. Blandt andet mercaptursyrens
cystein methylen protoner vil give ophav til en negativ dublet ved ca. 3,1 ppm
og acetyl protonerne vil give signal ved ca. 2,1 ppm (positiv singlet). Begge
signaler der iagttages i spektret (figur 3.45). De resterende signaler ved 1,85
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ppm, 1,7 ppm og 1,6 ppm er forsagt tilordnet, men der er umiddelbart ingen
svar pa hvorfra disse signaler stammer.

0 o)
Il Ji
HO—C—CDH—(|3H—C—NH—CH2—CH3 Konjugat nr. 1
SG
CII) ]
HO—C—CH—CDH—C—NH—CH,—CHj Konjugat nr. 2
SG
Il (l?
HO—C——CIH—C H,—C—NH—CH,—CHg, Konjugat nr. 3
SG
9 D
HO—C—C H2—(|3H—C—-NH—C H,—CHj5 Konjugat nr. 4
SG

Trods disse usikkerheder i den teoretiske beregning af shift for glutathion
konjugaterne, ma det konkluderes at der efter tilssetning af GSH-DEE, DAONL
og ethylmaleimid til cellematrixen er dannet flere produkter. Der er desvaerre
ingen klare indikationer, men dubletterne ved 2,9 ppm og 2,6 ppm konkluderes
at tilhgre et GSH/ethylmaleimid konjugat, mens signalerne ved 3,1 ppm og 2,1
ppm ma formodes at skyldes en af mercaptursyrerne. Signalet ved 2,6 ppm vil
ogsa indeholde signaler fra ikke deutereret konjugat (positiv triplet).

3.9.2 Resultat: 1,2-Epoxybutan.

1,2-epoxybutan, der ofte omtales som 1,2-butylenoxid i litteraturen, er
blandbar med vand, acetone og ethanol. | dette eksperiment er epoxybutan
opblandet i PBS/D.0.

ch,cich CH,
~N 9] '

Koblingsmgnstret for 1,2-epoxybutan ses nedenfor i figur 3.46. De kemiske
shift vaerdier for 1,2-epoxybutan fordeler sig saledes, at protonerne (*H) har et
kemisk shift ved 0,99 ppm (triplet), methylen protonerne (°H) ved ca. 1,56 ppm,
methin protonen (°H) ved 2,93 ppm og methylen protonerne (°H) et kemisk skift
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ved 2,72 ppm. Signalet ved 3,13 ppm kan ikke umiddelbart tilordnes, men ma
formodes at stamme fra en syre katalyserede hydrolyse af epoxid ringen
(omtales senere).
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Figur 3.46. 0,5 M 1,2-epoxybutan i PBS/D,0.

For tilsaetning af 1,2-epoxybutan til cellematrixen blev der tilsat GSH-DEE
og senere transpeptidase inhibitoren DAONL til NMR rgret. Signalerne fra
GSH-DEE (figur 3.40) kan genfindes i figur 3.47. Ethanol signalet ved 3,6 ppm
observeres. Methyl signalet fra ethanol overskygges af signalet ved 1,28 ppm,
men kan anes i en forstgrrelse af omradet (ikke vist her).

Ved tilsaetning af 2 mM 1,2-epoxybutane til cellematrixen (figur 3.48)
iagttages tre nye signaler ved 3,48 ppm, 1,45 ppm og ved 0,92 ppm. Der
observeres endvidere en a&ndring i omradet 2,4 - 2,6 ppm. Signalerne ved 1,45
ppm og 1,53 ppm er tidligere observeret i spekirene (f.eks. i figur 3.45). Disse
signaler er tidligere tilordnet som et resultat af metabolisk aktivitet, men pa
nuveerende tidspunkt er signalet ved 1,53 ppm ikke tilordnet med sikkerhed.
Signalet ved 1,45 ppm tilordnes som alanin (tidligere omtalt i kap 3.3.3.2).

Acetat signalet (1,92 ppm) der svagt kunne anes i figur 3.47 er tydeligere i
dette spektrum (figur 3.48).
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Forbindelse Multiplicitet ppm

Cholesterol (singlet) -CH, 0,50
Triacylglyceroler (triplet) -CH, 0,84

Valin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
Isoleucin (dublet) -CH, 0,98 - 1,06
Leucin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
B-hydroxybutyrat (triplet) -C'H, 1,15
Ethanol (triplet) -CH, 1,17

Ethyl- (GSH-DEE) (kvartet) CH,- 1,20 - 1,29
Triacylglyceroler (kvintetter) -(CH,), 1,29
Laktat/threonin (dublet) -CPH,, -C'H, 1,32-1,33
Alanin (dublet) -CPH, 1,45 - 1,50
Acetat (singlet) -CH, 1,90 - 1,92
Methionin (triplet) -S-CH, 2,03-2,05
y-glutamyi- (GSH/GSH-DEE) (kvartet) -C*H,- 2,14
Glutamat/giutamin (kvartet) -C*H,- 2,10-2,15
Glutamat/glutamin/succinat/pyruvat (triplet) -C'H,- 2,34 - 2,39
v-glutamyl- (GSH/GSH-DEE) (triplet) -C'H,- 2,53
Cysteinyl- (GSH/GSH-DEE) (dublet) -CPH, - 2,92
Cystinyl- (GSSG)/(ox. GSH-DEE) (dublet) -CPH,- 3,00 og 3,24
Kreatin/phosphokreatin (total kreatin) |(singlet) N-CH, 3,05
Cholinholdige forbindelser (singlet) -N-(CH,), 3,20 - 3,22
Glycin (singlet) -CH,- 3,57
Ethanol (kvartet) -CH,- 3,65
Inositol/glukose/glutamat/cystein m.fl. |-CH-/-CH,- 3,70 - 3,90
y-glutamyl- (GSH) (triplet) -C°H- 3,74
Glycinyl- (GSH) (singlet) -CH.- 3,75
Glycinyl- (GSH-DEE) (singlet) -CH.- 3,87
Kreatin/Phosphokreatin m.fl. (singlet) -CH,- 3,93
y-glutamyl- (GSH-DEE) (triplet) -C°H- 3,99
Laktat (kvartet) -C°H- 4,10-4,20
Ethyl- (GSH-DEE) (kvartet) -CH - 4,14 - 428
Cysteinyl- (GSH) (triplet) -C*H- 4,50
Fumarat (singlet) 6,50 - 6,52
1,2,4-benzentricarboxylat (reference) |aromatiske signaler 7,45 -7,90

Tabellen viser de normalt observerede signalers kemiske shift, samt kemiske shift fra adderet
forbindelser. Flere af de opgivne kemiske shift vaerdier er fundet ved individuelle NMR
eksperimenter med og uden cellematrix. Fiere af disse signaler er desuden tilordnet i litteraturen
(henvisninger tidligere i teksten). Pa baggrund af en software begreensning er der i visse tilfeelde
opgivet et interval hvor i signalet normait observeres. Hvor det er muligt er vaerdien for
centersignalet opgivet. Da flere af forbindelserne har signaler der overlapper andre signaler, er
der af hensyn til overskueligheden kun medtaget kemiske shift veerdier for det eller de markante
(observerbare) signaler fra den specifikke forbindelse. Som omtalt tidligere er signalerne
tilordnet i forhold til signalerne fra de cholinholdige forbindelser (3,20 ppm) og laktat (1,33 ppm).
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Figur 3.47. Celier tilsat 3 mM GSH-DEE efterfulgt % time senere af 100 uM DAONL. Opsamiet
over 14 min. AT = 62 min.
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Figur 3.48. 2 mM 1,2-epoxybutane tilsat cerebellare astrocytter. Optaget over 14 min.
AT =76 min.

Inkubering af celler med dysprosium-ATP komplekset frembringer en
sendring af spektret (figur 3.49). | spekiret observeres stadig signaler fra GSH-
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DEE omdannelsen til GSH/GSSG (sammenlign med tabel 3G) og signalet fra
restproduktet ethanol ved 3,65 ppm. Methyl signalet fra ethanol er stadig gemt,
men kan svagt anes ved 1,1 ppm. Det store negative signal ved ca. 3,48 ppm
(kvartet/multiplet) og signalet ved 0,92 ppm (triplet) kan stadig iagttages
(markeret med pile). Tilsaetning af Dy(ATP)™ til NMR raret resulterer i en udtalt
linieforbredning som vist i figur 3.49, men de faromtalte signaler kan stadig
genfindes i dette spektrum. Bemeerk at intensiteten af laktat signalet er
maerkbart formindsket. Det beskedne signal fra acetat kan pa dette tidspunkt
ikke iagttages, muligvis p.g.a linieforbredningen.

3.9.2.1 Diskussion: 1,2-Epoxybutan.

Ved anvendelse af epoxid forbindelser, ma der forventes reaktions-
produkter fra syre-katalyserede hydrolyse reaktioner, hvor epoxid ringen dbnes.
Signalet ved 3,13 ppm (figur 3.46) formodes at veere et resultat af en sddan
reaktion.

De beregnede cirka vaerdier for kemiske shifts for hydrolyseproduktet er 'H
(kvintet, 1,5 ppm), "H (dublet, 3,6 ppm), °H (multiplet, 3,9 ppm) og °H (triplet, 1,4
ppm) (nomenkiaturen forklares nedenfor).

0.820
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Figur 3.49. Fortseettelse af forsgget i figur 3.48, men tilsat 5 mM relaksationsreagens. Opsamiet
over 20 min. AT =126 min.
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Epoxider detoksificeres i cellerne via glutathion transferase [EC 2.5.1.18;
GSTJ?, der abner epoxid ringen samtidig med at der adderes GS'. Der er
mulighed for to produkter:

e f g h
CH3C HZ—‘CI:H_CHZ—"SG Konjugat nr. 1

OH
i
CH3CH2—C|H—CH2—OH Konjugat nr. 2
SG

CH3CHz—CH—CH,—OH
OH

Protonerne 'H og 'H fra konjugat nr. 2 vil have kemiske shift ved
henholdsvis 3,4 ppm - 3,5 ppm (multiplet) og 3,65 ppm (dublet), mens
protonerne °H og "H fra konjugat nr. 1 vil have kemiske shift ved henholdsvis
3,9 - 4,0 ppm (multiplet) og 2,4 - 2,5 ppm (dublet). Flere af signalerne fra
konjugat nr. 1 vil have samme kemiske shift som den hydrolyserede
epoxybutan (H (multiplet, 1,3 ppm), °H (multiplet, 3,9 ppm) og °H (triplet, 1,0
ppm)) og ethyl gruppen vil give ophav til signaler sammesteds som GSH-DEE,
hvorfor signalerne fra konjugat nr. 1 ikke kan iagttages direkte.

Der fremkommer som tidligere iagttaget et nyt positivt signal ved 1,4-1,5
ppm, der tidligere er tilordnet som deutereret alanin. Akkumuleringen af denne
aminosyre i cellen kan vaere forarsaget af en inhibering af transport
mekanismerne med DAONL. Nydannelse af acetat (1,92 ppm) indikerer at
cellerne er metaboilisk aktive efter 76 minutter. Det tydelige fald i laktat signalets
intensitet efter 126 minutter (umiddelbart efter tilsaetning af Dy(ATP)™ til
cellematrixen) indikerer, at cellerne har eksporteret laktat.

Bemaerk den markante andring af signalerne i omradet 2,3 - 2,5 ppm. |
figur 3.47 observeres signalerne fra GSH-DEE tydeligt, men med tiden
forsvinder disse dg er i figur 3.49 stort set elimineret. Normalt forbliver disse
signaler synlige i spektrene, hvilket ma tolkes saledes at der fremkommer et nyt
signal med negativ fase i dette omrade. Netop dubletten fra konjugat nr. 1 vil
resulterer i et sadant signal i dette omrade, hvilket kunne veere en indikation pa
at der er dannet et GSH-konjugat som konjugat nr. 1.

2  Ind imellem optraeder EC nr. 3.1.2.18 i litteraturen (Zhang, et al., 1991).
115



Udfra ovenstdende mé det konkluderes, at der er sket en udvikling i
spektrene der ikke tidligere er observeret. Udviklingen ma formodes at skyldes
fremkomsten af minimum et glutathion konjugationsprodukt, hvoraf kun signalet
ved 3,48 ppm (konjugat nr. 2)(markeret med pil) iagttages og at konjugat nr. 1
sandsynligvis ogsa er dannet. Det kan ikke udelukkes at der i NMR rgret (savel
ekstracelluleert som intracelluleert) er dannet hydrolyserede former af epoxy-
butan. Det er samtidig ikke muligt at bestemme om der stadig er epoxybutan til
stede i cellematrixen. Signaierne fra epoxybutan og eventuelle mercaptursyrer,
er desveerre gemt under signalerne fra de normalt forekommende forbindelser
og signalerne fra GSH-DEE og GSH.

3.9.3 Resultat: Ethylacrylat.

Ethylacrylat der ved stuetemperatur er en vasske (monomer form), er i
litteraturen ofte omtalt som 2-propionatethylester eller acrylatethylester. Den
toksiske effekt af ethylacrylat skyldes reaktionen med protein thiol grupper.
Dannelse af polymere opstar ved henstand over 283 K. Der foreligger ingen
data for polymeriseringshastigheden ved 298 K. Monomeren anvendes i maling
som additiv og ved coatning af tekstiler og papir.

0O
1l
CH2=C H_C_O—CHg—C H3

Ethylacrylat

Pa grund af resonansstrukturen vil ester gruppen vaere forholdsvis stabil
overfor nukleofile reagenser. Derimod er $-kulstoffet tilgeengeligt for et nukleofilt
angreb, f.eks. af GSH. Udfgres forsgg med ethylacrylat i det neutrale pH
omrade, ma esteren formodes at vaere stabil overfor hydrolyse i leengere tid.

| figur 3.50 ses det velkendte spektrum af konfluente astrocytter tilsat
henholdsvis GSH-DEE, BTC og y-glutamy! transpeptidase inhibitoren DAONL. |
dette spektrum kan det negative signal fra GSH-DEE ethyl methylen protonerne
klart iagttages ved 4,22 ppm. De resterende GSH-DEE signaler er vist med pile
i figur 3.50. Signalet fra laktat methin protonen kan skimtes mellem signalerne
4,22 ppm og 4,02 ppm. Desuden observeres signalerne fra glutamat ved 2,11
ppm og 3,76 ppm. Desuden observeres flere af glutathions signaler, der har
flere sammenfald med signalerne fra GSH-DEE (tabel 3G). Signalet ved 2,95
ppm tilordnes som cysteinyl methylen protonerne i GSH. Tripletten ved ca. 1,5
ppm er tidligere observeret (figur 3.5 og figur 3.16), men endnu ikke tilordnet
med sikkerhed.
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At GSH-DEE er blevet omsat i cellen ses ved fremkomst af ethanol signaler
(1,18 ppm og 3,65 ppm) i spektret og udfra de tydelige signaler fra GSH i
spektret. DAONL er med til at forstaerke akkumuleringen af GSH og konjugater

heraf i cellerne.

Forbindelse Multiplicitet ppm

Cholesterol (singlet) -CH, 0,50
Triacylglyceroler (triplet) -CH, 0,84

Valin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
Isoleucin (dublet) -CH, 0,98 -1,06
Leucin (dublet) -C'H, 0,98 - 1,06
B-hydroxybutyrat (triplet) -C'H, 1,15
Ethanol (triplet) -CH, 1,17

Ethyl- (GSH-DEE) (kvartet) CH,- 1,20 - 1,29
Triacylglyceroler (kvintetter) -(CH,), 1,29
Laktat/threonin (dublet) -CPH,, -C'H, 1,32-1,33
Alanin (dublet) -CPH, 1,45-1,50
Acetat (singlet) -CH, 1,90 -1,92
Methionin (triplet) -S-CH, 2,03-2,05
v-glutamyl- (GSH/GSH-DEE) (kvartet) -CPH,- 2,14
Glutamat/glutamin (kvartet) -CPH,- 2,10-2,15
Glutamat/glutamin/succinat/pyruvat (triplet) -C'H,- 2,34 - 2,39
v-glutamyl- (GSH/GSH-DEE) (triplet) -C'H,- 2,63
Cysteinyl- (GSH/GSH-DEE) (dublet) -CPH, - 2,92
Cystinyl- (GSSG)/(ox. GSH-DEE) (dublet) -CPH,- 3,00 og 3,24
Kreatin/phosphokreatin (total kreatin) |(singlet) N-CH, 3,05
Cholinholdige forbindelser (singlet) -N-(CH,), 3,20 - 3,22
Glycin (singlet) -CH,- 3,57
Ethanol (kvartet) -CH.- 3,65
Inositol/glukose/glutamat/cystein m.fl. |-CH-/-CH,- 3,70 - 3,90
y-glutamyl- (GSH) (triplet) -C°H- 3,74
Glycinyl- (GSH) (singlet) -CH.- 3,75
Glycinyl- (GSH-DEE) (singlet) -CH.- 3,87
Kreatin/Phosphokreatin m.fl. (singlet) -CH,- 3,93
y-glutamyl- (GSH-DEE) (triplet) -C°H- 3,99
Laktat (kvartet) -C°H- 4.10-4,20
Ethyl- (GSH-DEE) (kvartet) -CH- 4,14 - 428
Cysteinyl- (GSH) (triplet) -C*H- 4,50
Fumarat (singlet) 6,50 - 6,52
1,2,4-benzentricarboxylat (reference) | aromatiske signaler 7,45 -7,90

Tabellen viser de normalt observerede signalers kemiske shift, samt kemiske shift fra adderet
forbindelser. Flere af de opgivne kemiske shift vaerdier er fundet ved individuelle NMR
eksperimenter med og uden cellematrix. Flere af disse signaler er desuden tilordnet i litteraturen
(henvisninger tidligere i teksten). P& baggrund af en software begraensning er der i visse tilfaelde
opgivet et interval hvor i signalet normalt observeres. Hvor det er muligt er vaerdien for
centersignalet opgivet. Da flere af forbindelserne har signaler der overlapper andre signaler, er
der af hensyn til overskueligheden kun medtaget kemiske shift vaerdier for det eller de markante
(observerbare) signaler fra den specifikke forbindelse. Som omtalt tidligere er signalerne
tilordnet i forhold til signalerne fra de cholinholdige forbindelser (3,20 ppm) og laktat (1,33 ppm).
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Figur 3.50. Cerebellare astrocytter tilsat 3 mM GSH-DEE, 100 uM DAONL og 3 mM BTC.
Opsamiet over 9,8 min. AT = 59% min.

Figur 3.51 viser et spektrum af 0,5 M ethylacrylat i PBS/D,0O ved pH 7,82.
Fordelingen af de kemiske shift for ethylacrylat er 5,97 ppm - 6,44 ppm
(vinylprotonerne), 4,25 ppm (ethyl gruppen methylen protoner) og methyl
protonerne fra ethyl gruppen ved 1,29 ppm.

1283

R ™
Figur 3.51. 0,5 M ethylacrylat i PBS/D,0, pH = 7,82. Opsamlet over 5 min.
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Tilsaettes ethylacrylat til cellematrixen (figur 3.50) opnas et spektrum som i
figur 3.52. Signalerne fra ethylacrylat observeres i spektret ved 6,41 ppm, 6,14
ppm og 5,99 ppm. Bemaerk at signalerne for methyl og methylen protonerne fra
ethylacrylats ethylgruppe, har shift tilsvarende protonerne fra glutathion

analogens ethyl gruppe (ca. 1,2 ppm og ca. 3,6 ppm), hvorfor intensiteten af
disse signaler vil forages ved tilseetning af GSH-DEE. Sammenlignes spektret i
figur 3.52 med figur 3.50, observeres et nyt positivt signal (vist med pil) ved
2,68 ppm (figur 3.53 og figur 3.54) og flere nye signaler ved 5,96 ppm - 6,4

ppm.
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Figur 3.52. 3 mM ethylacrylat tilsat celler fra forsag i figur 3.50. Cellematrixen har pa dette
tidspunkt veeret deutereret i ca. 1% time. Opsamlet over 9,8 min.
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Figur 3.53. Forsterrelse af figur 3.52. Regionen upfield fra solventsignalet er vist (4,5 - 0,5 ppm). .
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Efter opsamlingen af ovenstaende spektrum var tilendebragt, blev der tilsat
5 mM Dy(ATP)™ til cellematrixen. Resultatet af en ny data opsamling (efter
yderligere 29 min) ses nedenfor i figur 3.54. Nye negative signaler ved 3,1 ppm
og 2,0 ppm kan nu iagttages (hvilket ses tydeligere i figur 3.55) og signalet ved
2,92 ppm syntes markant at aendre karakter. Bemeerk at det positive signal ved
ca. 2,7 ppm stadig observeres. Desuden syntes det negative signal ved 2,16
ppm at veere blevet mere markeret i forhold til de tidligere spektre. Dette signal
tilordnes normalt y-glutamyl C*H protonerne i GSH (tabel 3G). Bemaerk at
signalet fra kreatin (3,05 ppm) nu er forsvundet. Det positive signal ved ca. 1,2
ppm der tidligere er tilordnet som GSH analogens ethyl gruppe syntes ikke at
havde sndret intensitet (sammenlignet med intensiteten af cholin signalet (3,20
ppm)). Signalerne fra ethylacrylats vinylgruppe syntes derimod at vaere nassten
forsvundet (figur 3.54).

120



L B T T T LN LA L T T T T 1 T | S B T T 7 T T T 5 71 Y T T 7T

8 7 ) 5 4 3 2 1 ppm
Figur 3.54. Cellematrixen fra ovenstaende forsag er tilsat 5 mM Dy(ATP)". AT= 159 min.
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Figur 3.55. Regionen 4,5 - 0,5 ppm fra figur 3.54 er vist.

En sammenligning mellem figur 3.53 og figur 3.55, viser at det positive
signal ved ca. 2,7 ppm gges i intensitet (sammenlignet med cholin signalet ved
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3,20 ppm). Signalet tilordnes som o-protonen i GSH-konjugat nr. 2 (ikke
deutereret) og a-protonen i GSH-konjugat i nr. 2a (deutereret form), ca. 2,6 -
2,7 ppm (tabel 3H). lllustrationen nedenfor viser de mulige GSH-konjugater.

Nedenfor er de observerede shift for ethylacrylat og de estimeret kemiske
shift for de mulige deutererede GSH konjugater sammenfattet (tabel 3H).

Der observeres i figur 3.55 en tydelig deformation af det tidligere
observerede signal ved 2,90 ppm (cysteinyl protonerne fra GSH) og et nyt
negativt signal ved 2,0 ppm. Disse signaler er ikke tidligere observeret i
spektrene, hvilket ma betyde at disse signaler skyldes ethylacrylat inkuberingen
af cellerne.

De resterende signaler fra B-protonerne i konjugat nr. 2 og nr. 2a, vil vaere
placeret omkring 2,9 ppm. Signalerne fra f-protonerne i GSH-konjugat nr. 2 og
nr. 2a vil observeres som henholdsvis en positiv triplet og en negativ dublet,
hvorfor disse signaler vil kunne forventes at interfere og dermed kunne forklare
hvorfor der observeres en deformation af signalet ved 2,9 ppm.

Signalet ved 2,0 ppm tilordnes som B-protonerne i konjugat nr. 1 og nr. 1a,
der begge vil resulterer i negative dubletter ved ca. 2,0 ppm. Signalerne fra o-
protonerne (positiv og negativ) vil veere placeret omkring 3,6 ppm, hvor der
allerede er signaler fra ethyl gruppens methylen gruppe. Signalerne fra ethyl
gruppen i alle konjugater vil vaere placeret sammesteds som ethanols signaler.

122



[
HO_CHQ_ClH_C—O—CHz_CH?, CH,=CH—COOH + CH3z—CH,—OH

OH
HDO Esterase
9
CHo=CH—C—0O—CH>—CHj3
GS- GS-
? ?
CH3——(I3H—C—-O—CH2—CH3 GS—CH,—CH;—C—0—CH,—CHgs
SG
+ +
[ Il
CH2D—C1:H—C-—O——CH2—CH3 GS—CH,—CDH—-C—0O—CH,—CHj
SG

Bemaerk at kreatin signalet (3,05 ppm), efter tilsaetning af
relaksationsreagens og yderligere 29 minutter er forsvundet (figur 3.55), hvilket
kan skyldes en deformation af signalet pa grund af nydannet konjugations-
produkter.

3.9.3.1 Diskussion: Ethylacrylat.

Betragtes spektret i figur 3.54, er det tydeligt at GSH-DEE er blevet
omdannet til GSH, idet produkterne fra den cellulaere carboxyl esterase
[EC 3.1.1.1] aktivitet er til stede i spektret (ethanol - 1,18 ppm og 3,65 ppm og
GSH - 3,74 ppm, 2,95 ppm, 2,50 ppm og 2,16 ppm). Den efterfalgende
tilseetning af DAONL har tydeligvis foraget maengden af GSH i cellerne.
Bemeerk at intensiteten og dermed ogséa meengden af laktat syntes at veere
forholdsvis beskeden i forhold til de intensiteter der ofte iagttages i flere af
spektrene. Pa trods af at signalet fra GSH diethylesterens methy! gruppe (1,26
ppm) vil forstyrre laktat signalet (1,33 ppm), ma dette resultat betragtes som
vaerende et udtryk for at cellematrixen har optimale betingelser i NMR roret.
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Iseer tilstedevaerelse af flere “naturlige” signaler fra cellens metabolitter i

spekiret understatter dette.

GSH-DEE -CH,* (1,26 ppm) triplet, -CH.,* (4,22 ppm) kvartet,
GSH (2,16 ppm; 2,50 ppm; 2,95 ppm; multipletter)
og GSH glycinyl (3,74 ppm; singlet)

Ethanol CH,*- (1,18 ppm) triplet, -CH,*- (3,65 ppm) dublet

Ethylacrylat CH.,- (1,29 ppm) triplet, -CH,*- (4,25 ppm)

multiplet, vinyl protoner (5,97 ppm - 6,44 ppm)
multiplet,

CH,P-CH*«(SG)C(O)OR**
GSH konjugat nr. 1

CH.%-(1,0+0,7+0,3 ppm = 2,0 ppm) negativ dublet,
-CH*- (1,5+1,2+0,9 ppm = 3,6 ppm) negativ
kvartet.

CH,’D-CH*-(SG)C(O)OR**
GSH konjugat nr. 1a

CH,’D- (1,0+0,7+0,3 ppm = 2,0 ppm) negativ
dublet, -CH*- (1,5+1,2+0,9 ppm = 3,6 ppm)
positiv triplet.

GS-CH,*-CH,*-C(O)OR**
GSH konjugat nr. 2

-CH.f- (1,4+1,2+0,3 ppm = 2,9 ppm) positiv triplet,
-CH,*- (1,4+0,9+0,4 ppm = 2,7 ppm) positiv triplet.

GS-CH,’-CH*D-C(O)OR**
GSH konjugat nr. 2a

-CH,*- (1,4+0,3+1,2 ppm = 2,9 ppm) negativ
dublet, -CH*D- (1,4+0,4+0,9 ppm = 2,7 ppm)
positiv triplet.

Tabel 3H. Tabellen viser tilordninger for ethylacrylat, ethanol og GSH-ethylacrylat konjugater.
Veerdierne for konjugaterne er estimerede vaerdier (**R= -CH,CH.).

Tidligere NMR forsgg, hvor erythrocytter har veeret inkuberet med
ethylacrylat (Skibsted, 1988), har vist, at signalerne fra vinyigruppen forsvinder
indenfor 120 min, hvilket indikerer at ethylacrylat enten er hydrolyseret elier ma

veere konjugeret til GSH.

| de her prassenterede forsgg vil disse forhold ogsa forventes, men der vil
nappe kunne observeres hydrolyseprodukter i den farste del af forsgget da
estere normalt hydrolyseres langsomt ved neutralt pH. En forholdsvis tidlig
omdannelse af ethylacrylat til acrylat (5,9 ppm - 6,4 ppm) og ethanol (1,2 ppm
og 3,6 ppm) som falge af carboxyl esterase aktivitet i cellerne er mere
sandsynlig. De resterende signaler fra disse esterase produkter vil vaere
placeret hvor der allerede er signaler i spektret og derved forage intensiteten af
disse. Der ma ligeledes forventes konjugations produkter dannet ved reaktion
mellem acrylat og GSH, men disse signaler vil ligeledes vaere placeret
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sammensteds som signalerne fra ethylacrylat og GSH konjugations
produkterne.

Det ma udfra de preesenterede spektre og data konkluderes, at der trods
usikkerheder, er dannet mindst to glutathion-ethylacrylat konjugater i dette
forseg og at andre konjugater (acrylat-GSH) p.g.a carboxyl esterase aktiviteten
i cellerne, hgjst sandsynligvis ogsa er til stede.
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4. Samlet diskussion og konklusion.

Flere grupper (Hertz, et al., 1992; Hertz & Peng, 1992; Juurlink, et al.,
1992; Juurlink & Hertz, 1993) har fundet at astrocytters energiniveau nedsasttes
hvis tilgangen af ilt mindskes f.eks. under hypoxi, men cellerne er trods
nedgang i energiniveau vist at kunne overleve hypoxi og substrat underskud i
op til flere timer (Juurlink, ef al., 1992; Sochocka, et al., 1994).

Kendskabet til cellernes energiniveau for, under og efter ex vivo NMR
forsag er af absolut ngdvendighed, hvis data skal anvendes kvalitativt. Ved at
sammenholde data for LDH, ATP og phosphokreatin har Yager, et al., 1994,
vist, at den intracelluleere maengde af LDH er konstant i astrocytter indtil
niveauet af ATP og phosphokreatin er ca. 1/4 af det normale niveau. Samme
gruppe fandt at ATP:phosphokreatin forholdet forblev stort set ueendret (1:1)
igennem en leengere periode (12 timer) under iskeemiske betingelser. Forudsat
at der er optimale betingelser tilstede under forsgget ma cellerne i dette tilfeelde
formodes at veere metabolisk stabile i en periode over 12 timer.

| dette projekt har det ikke vaeret muligt via ex vivo *’P-NMR at undersage
om cellerne har vaeret metabolisk stabile under NMR forsggene. Cellernes
energiniveau har derfor i visse tilfeelde veeret forsggt bestemt ved NMR
spektroskopi pa et PCA ekstrakt af cellematrixen. Resultater fra PCA ekstrakter
har dog den ulempe at disse afspejler energi status efter eksperimentet og ikke
udviklingen i cellernes energiniveau under forsgget. Anskaffelsen af et nyt 600
MHz spektrometer forbedre mulighederne vaesentligt hvad disse forsgg angar.

Cellevitaliteten i NMR rgret efter NMR forsgg blev bestemt biokemisk ved
at sammenholde data for succinat dehydrogenase aktivitet, glyceraldehyd 3-
phosphat dehydrogenase aktivitet, den ekstracellulaere laktat koncentration
samt forggelsen af den ekstracelluleere laktat dehydrogenase aktivitet. Disse
data indikerer at der stadig er levedygtige celler i NMR rgret (cellematrixen)
efter 3 timers NMR forsgg. Disse data viste dog at cellevitaliteten ikke er
optimal, hvilket illustreres af den signifikante stigning i den ekstracellullasre
laktat koncentration. Sammenholdt med data fra kontrol ma det konkluderes at
denne stigning ikke kan tilskrives den naturlige eksport af laktat, men ma vaere
et resultat forarsaget af tilstedevaerelsen af deuteriumoxid i kombination med et
underskud af ilt i NMR raret.

Affaldsprodukter fra den cellulaere metabolisme, heriblandt laktat, kan
forsure det eksterne miljg og derved skade cellerne, som vist af f.eks. Staub, et
al., 1993 og Pirttila & Kauppinen, 1994. Ifglge Nedergaard & Goldman, 1993, vil

a

| alle praver er anvendt samme maengde celler.
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en gjeblikkelig ekstracelluleer forggelse af laktat meengden med 20 mM (ved pH
7,2 ekstracelluleert), indenfor ca. 100 sekunder saenke den intracelluleere pH fra
ca. 6,97 til pH 6,82. Ved pH 6,8 er laktat pa sin membran impermeable
anioniske form og vil derfor, i stedet for via passiv transport, formodentligt
transporteres ud af cellen via et membran transportsystem, som foreslaet af
Pirttila & Kauppinen, 1994. Data viser at pH efter fa sekunder igen vil stige,
saledes at pH indenfor 5 minutter er stabiliseret ved pH 7,0 (Nedergaard &
Goldman, 1993). Dette indikerer at cellerne eksporterer laktat til det
ekstracelluleere miljg for at opretholde et fysiologisk pH. Da pH sjaeldent var
lavere end pH 6,8 ved NMR forsggenes afslutning, ma det formodes at
cellerne har kunne kontrollere pH i forsagsperioden (oftes < 3 timer).

Flere grupper har, ved at benytte perfusionsteknikken,vist at kunne
forbedre vitaliteten maerkbart saledes at der har kunne foretages forsag udover
3 timer®. Det skal navnes at der i skrivende stund er pabegyndt NMR forsgg pa
et nyanskaffet 600 MHz spekirometer, hvor medieperfusion anvendes.
Medieperfusion af cellematrixen pa 250 MHz modellen matte desvesrre opgives
p.g.a apparatmaessige problemer.

Til medieperfusions forsggene pa 600 MHz spektrometeret anvendes
samme form for celie/carriermatrix som i projektet. Denne modelform har en
ulempe i forhold il den ofte anvendte form indstgbning af celler i agarose,
nemlig at maengden af celler i detektor omradet: er betydeligt lavere.
Anvendelse af carrierer ved perfusionsforsgg giver bedre mulighed for
perfusion da carriererne er hule. Desuden udsasttes celler ikke for den
mekaniske pavirkning der er ngdvendig ved indstgbning i agarose. Indstgbing
af celler i low melting agarose har vaeret forsggt i dette projekt, men gliaceller
har en tendens til at sammenklister, hvilket afstedkommer propper i
tilfarelsesslangerne. Det kan desuden diskuteres hvorvidt cellerne er intakte
efter denne behandling. Dette vil sandsynligvis kunne belyses ved
lysmikroskopi eller elektronmikroskopi.

Udvalgte NMR resultater som f.eks. resultatet fra pyruvat, fumarat eller
acetaldehyd indikerer at der foregar en metabolisk aktivitet i cellematrixen.
Tilseetning af relaksations reagenset Dy(ATP)™ verificerer disse resultater ved
at eliminere bidrag fra ekstracellulaere komponenter i spekiret. Tidsforlgbet for
flere af disse eksperimenter er cirka 300 min, altsa betydeligt lasngere end de
180 min dette model systems eksperiment periode er fastsat til. Set i lyset af
Dy(ATP)" reagensets effekt pa relaksationstiden for de ekstracelluleere

2 Her refereres til de praesenterede resultater.
®  Ikke astrocytter.
¢ Her menes recievercoil omradet i NMR proben.
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komponenter, ma det konkluderes at der i disse forsgg stadig er intakte celler
tilbage efter 300 min forsgg. Det eksterne shift- og relaksationsreagens
Dy(ATP)" blev i projektet her pavist ikke kun at kunne eliminere bidrag fra
ekstracellulaere komponenter, men ogsa at have en undertrykkende effekt pa
signalet fra det ekstracelluleere vand. Undersggelser af dette reagens
egenskaber er endnu ikke tilendebragt, men udfra de resultater der er
preesenteret i denne afhandling er der ingen tvivl om at dette dysprosium
kompleks fungerer som forventet.

Den intraceliulzere omdannelse af GSH-DEE blev ligeledes vist ved brug af
Dy(ATP)" reagenset. Flere af disse forsgg hvor cellerne var preinkuberet med
glutathion analogen GSH-DEE og xenobiotika (f.eks. N-ethylmaleimid) viste at
modellen pa leengere sigt maske kan anvendes til toksikologiske
undersggelser. Problemet er igen, at der skal anvendes store koncentrationer
af den pageeldende forbindelse far en eventuel endring i spektret. Men som
omtalt ovenfor, sa vil en forggelse af feltstyrken sandsynligvis kunne forgge
maengden af detaljer vaesentligt.

Udfra de ovenstaende betragtninger ma det konkluderes at cellematrixen
kan betragtes som vaerende biokemisk aktiv indenfor en periode pa 3 timer.
Modelsystemet vil sandsynligvis kunne anvendes ud over 3 timer, men i sa fald
skal fornaevnte medieperfusion af cellematrixen fungere tilfredsstillende.

| forbindelse med nylige proton NMR eksperimenter udfgrt pa 600 MHz
spekirometeret har der veeret anvendt en anden solvent eliminerende teknik
(WATERGATE (Piotto, et al., 1992)) end den i dette projekt anvendte teknik.
Disse forsgg har med tydelighed vist at der, ved en forggelse feltstyrken fra 250
MHz til 600 MHZ, kan indhentes betydelig flere informationer i spektrene. Disse
forsgg blev desuden udfart med faerre celler i NMR rgret og med en
deuteriumoxid koncentration pa cirka 20%.

Et system som det der er udviklet her vil kunne anvendes til at undersgge
forskellige forbindelsers omdannelse i cellerne far egentlige laboratorieforsag
pabegyndes. Blandt andet kan modelsystemet benyttes ved undersggelser af
hvordan toksiske forbindelser detoksificeres ved hypoxiske/iskaemiske
betingelser. Dette kraever dog en ngjere kontrol med ilt tensionen i
cellematrixen. Det ma konkluderes at der stadig mangler kontrol med ilt
tensionen og medie perfusion i denne model. Energiniveauet i cellerne og det
ekstraceliulaere pH vil kunne kontrolleres bedre nar disse parametre er opfyidt.
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