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English abstract
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Author: Hilde Ulsaker, University of Oslo, Norway
Supervisors: Kerstin Ulla Trygg and Dag Steinar Thelle

This paper summarizes current knowledge on possible mechanisms behind the LDL-cholesterol
increasing effect of the coffee diterpenes cafestol and kahweol. While epidemiological studies
clearly have established the relationship between intake of boiled coffee and increase in LDL-
cholesterol, the underlying mechanisms are not yet fully understood. Important hypotheses include
effects on intracellular cholesterol metabolism, with down regulation of LDL-receptor activity or
lowered bile acid synthesis in the liver. In the blood, the enzyme cholesteryl ester transfer
protein(CETP) has been the most targeted study item. This paper mainly focuses on in vitro studies
of cell cultures, both human and animal of origin. Possible effects of diterpenes on bile acid
production, enzyme activities of acyl-coenzym A:cholesterol acyltransferase (ACAT) and 3-
hydroxy-3-metylglutaryl coenzym A reductase (HMG CoA reductase), LDL-receptor activity or
synthesis and the blood enzyme CETP are discussed. This paper proposes the following further
studies in this field: A study on human hepatocytes measuring cholesterol-7a-hydroxylase enzyme
activity and mRNA after incubation with cafestol. In vivo measurements of bile acid synthesis in
humans — on volunteer ileostomy patients given diterpenes. Quantification of the number of LDL-
particles before and after cafestol exposure. Discrepancies between human and animal research
models has been a great mystery in this research field. Possible explanations include different
mechanisms of action in human and animal cells — or that cafestol acts on a common denominator
(such as the intracellular concentration of cholesterol) that induces changes in the other, measured
parametres, and that these parametres differ in humans and animals. In the first case, this paper
holds CETP affection as the strongest candidate in humans, in the latter — intracellular cholesterol

concentration in general, or bile acid synthesis in the liver.
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1 Introduksjon

Kaffe drikkes av omlag 1/3 av verdens befolkning (1) og er sdledes en av verdens mest populere
drikker. Dens popularitet tilskrives i hovedsak dens innhold av koffein. Koffein stimulerer bl.a.
basalstoffskiftet, adrenalinfrigjering (med tilherende kardiovaskulare effekter) og
sentralnervesystemet og gir vakenhet, godt humer og energi (2). Kaffen ble oppdaget ved at ville
kaffeplanter fra Kefa i Etiopia, ble importert til Ser-Arabia pa 1400-tallet — hvor den raskt ble
popular (1). P4 15- og 1600-tallet spredte kaffen seg gradvis til Europa, hvor den i dag er i utstrakt
bruk spesielt i Nederland og i de skandinaviske landene (3) — Figur 1.

Fordi den inntas i sd store mengder verden over, er kaffe en viktig drikk i et ernarings- og
helsemessig perspektiv. Dette gjenspeiles i at kaffen og dens virkestoffer har vert gjenstand for
utallige studier av dens effekter pd ulike helseaspekter. Innvirkning pa store sykdomsgrupper som
kardiovaskulaer sykdom, diabetes mellitus og kreft har i s mate vert sentrale. Kardiovaskuler
sykdom — som en av vart velferdssamfunns viktigste arsaker til morbiditet og mortalitet — har en
lang rekke velkjente risikofaktorer. Deriblant hypertensjon, hayt LDL-kolesterol, lavt HDL-
kolesterol og forgkede triglyseridverdier i serum, overvekt (spesielt sentral fedme), foraket
fasteblodsukker og forhgyet homocysteinniva i serum. Noen av disse variable har tilleggsfunksjon
som sykdomstegn. I tillegg kommer eksponeringsvariable som sedentar livsstil, reking og et stort

inntak av mettet fett og transfett.

Tallrike epidemiologiske studier omkring kaffekonsum og forekomst av hjerte-karsykdom har
konkludert i alle retninger og vert spesielt preget av vansker med & standardisere betingelsene —
blant annet fordi kaffen er en svart uensartet drikk. Dette bade med tanke pa type,
tilberedningsmetode, innholdsstoffer og deres mengdeforhold, og & problemer med & justere for
mulige konfunderende variable. Pasientkontrollstudier har i hovedsak konkludert med gket risiko
for hjerte-karsykdom ved stort kaffeinntak, mens kohortstudiene viser ingen sammenheng (4). Dette
kommer blant annet fram i en stor metaanalyse av sammenheng mellom kaffe og koronar
hjertesykdom (5). Analysen tar for seg 13 pasientkontrollstudier bestdende av tilsammen 9487
tilfeller med koronar hjertesykdom og 27 747 kontroller, samt 10 kohorter med til sammen 403 631
mennesker fulgt over 3-44 ar. Analyse av pasientkontrollstudiene konkluderer med en statistisk
signifikant sammenheng mellom kaffe og koronar hjertesykdom ved kaffeinntak pa 3 kopper kaffe
eller mer per dag. En stor norsk kohortstudie som ble publisert i 1990 viste likevel en sammenheng

mellom kaffeinntak og dedelighet av koronar hjertesykdom, ogsa nar man hadde korrigert for



royking og kolesterol (6).

Tatt i betraktning de usikre og varierende resultatene ved epidemiologiske studier, vil det vere
nyttig 4 se pa kaffens innholdsstoffer, deres virkningsmekanismer og hvordan disse kan tenkes a
pavirke utvikling av kardiovaskuler sykdom. Veletablerte og foresldtte sammenhenger mellom

virkestoffer i kaffen og ulike helseaspekter er summert i tabell 1 (basert pa 2, 3, 4, 7, 8).

Blant annet er koffein kjent for sine mange effekter pa det kardiovaskulaere systemet. Koffein er en
kompetitiv antagonist av adenosinreseptorene Al og A2A (2), og kan affisere alle vev med
adenosinreseptorer. Effekter inkluderer diurese, stimulans av sentralnervesystemet, dilatasjon av
koronarkarene, fettsyreoksidasjon i muskel, gkt basalmetabolsme m.m.(2) Koffeinet stimulerer
sekresjon av adrenalin, som hemmer insulinsensitiviteten i muskel (9). Hoy blodglukose er en av
risikofaktorene for kardiovaskulaer sykdom. Det er ogsa publisert studier som indikerer at koffein

oker blodtrykket og senker hjertefrekvensen noe (7).

Kaffe har ogsa et hayt innhold av polyfenoler — hvorav klorogensyre og en ester av koffeinsyre og
quininsyre er de viktigste (8). Disse er vist 4 ha antioksidantegenskaper in vitro (4), og er den
viktigste enkeltkilde til antioksidanter i vart kosthold (10). Dog metaboliseres de i kroppen i stor
grad (4) — betydningen in vivo er derfor usikker. En italiensk forskergruppe fant imidlertid at
plasma antioksidantkapasiteten gkte med opptil 7% etter inntak av 200 mL kaffe (11). Kaffekonsum
har ogsé vert assosiert med gkt plasma homocysteinnivd — noe som er en av risikofaktorene for
kardiovaskulaer sykdom. Den sterkeste arsakskandidat til homocysteingkningen er koffein (12).
Kaftens potensielle pro- eller antiinflammatoriske egenskaper har ogsa vert studert. ATTICA-
studien (13) fant et lineaert dose-responsforhold mellom kaffekonsum og flere
inflammasjonsmarkerer, deriblant CRP. Andre fremhever antioksidantenes potensielt

antiinflammatoriske effekter (10).

Kafte inneholder ogsé diterpener — i hovedsak cafestol og kahweol. At det var en sammenheng
mellom kaffe og kolesterolniva er forst beskrevet for 25 ar tilbake av Thelle og medarbeidere i "The
Tromsg Heart study" (14). 4 ar senere fant en finsk forskergruppe ved Aro og medarbeidere en
assosiasjon med kaffens tilberedningsmetode — nermere bestemt en kolesterolgkende effekt av
kokekaffe (15). Disse resultatene ble bekreftet i senere studier. Forskjellen mellom ulike
tilberedningsmetoder ble sammenfattet i en metaanalyse av 21 i studier i en avhandling av Bak (16).
Denne metaanalysen viser at kokekaffe, espresso og tyrkisk kaffe (i stigende rekkefolge) oker

serum totalkolesterol, mens filter-, perkolator- og pulverkaffe i liten eller ingen grad pavirker



totalkolesterolnivéd. Tendensen var mindre uttalt hos kvinner — men i alle fall for kokekaffens

vedkommende fremdeles signifikant.

Hva som fordrsaket denne kolesterolgkende effekten var pa dette tidspunktet ukjent. Noe senere
oppdaget nederlandske forskere at kokekaffe var dekket av en lipidoverflate. De konsentrerte denne
lipidfraksjonen 10 ganger. Den oppkonsentrerte kaffen ga de deretter til 5 kvinner og 5 menn i 6
uker. Mengdene tilsvarte omlag 1 liter (8 kopper) kokekaffe daglig. Samtidig overvaket de
blodlipidverdiene. I 1990 publiserte de resultatene (17) — som viste en overbevisende, kraftig
okning i triglyseridnivd, total- og LDL-kolesterol, men ingen endring i HDL-kolesterol — Figur 2.
Okningen i LDL-kolesterol var pa sldende 29.1%. Heckers og medarbeidere viste senere at inntak
av 148 mg diterpenalkoholer daglig ga en kolesterolgkning pa 32% (18) - og de kolesterolgkende

substansene var identifisert som de to kaffespesifikke diterpenene cafestol og kahweol.

I etterkant av disse oppdagelsene har man sgkt flere mulige bakenforliggende mekanismer som
forklaring pa den kolesterolgkende effekten av diterpenene, med hovedvekt pa cafestol. Cafestol er
samtidig et nyttig utgangspunkt for a tilegne seg generell kunnskap om hvordan kostholdsfaktorer
kan virke inn pa blodlipidnivd. I denne oppgaven vil jeg ta for meg eksisterende kunnskap om de

bakenforliggende mekanismer for diterpenenes effekt pA LDL-kolesterol.

2 Metode

Litteraturen er i hovedsak innhentet gjennom sgk i tidskriftdatabaser. I tillegg er det slatt opp i

leksikon (1, 19), og en doktorgradsavhandling(16) er lant etter rad fra veileder.

Sek i PubMed pé “coffee AND cardiovascular disease”, januar 2008, ga 699 treff. For & finne en
relevant problemstilling innunder temaet, ble oversiktsartiklene lest. De med titler og sammendrag
relevante for aktuelle problemstilling, ble utvalgt. Sek pa “coffee AND CHD”, PubMed januar
2007, ga 35 treff. Noen oversiktsartikler er ogsa hentet herfra (2). Her er bakgrunnsinformasjon
innhentet, og mekanismen bak diterpenenes innvirkning pa blodlipidene ble valgt ut som tema —

spesielt LDL-kolesterol.

Ved sgk i PubMed med sgkeordene “cafestol AND cholesterol”, fantes 43 treff. De artiklene



relevante for aktuelle problemstilling ble valgt ut giennom studium av tittel og sammendrag.
Artikler som omhandler cafestol/kahweol og cancer er utelukket, likeledes epidemiologiske studier
som ikke belyser bakenforliggende mekanismer. Endel artikler dreide seg ogsa om gkning i
levertransaminaser, disse er heller ikke inkludert. Sgk pa “kahweol AND cholesterol” ga 33 treff,

men ingen aktuelle artikler som ikke var dekket av forste sokestreng.

Videre ble det sgkt med samme sgkeord i tidskriftdatabasen Biosis, noe som heller ikke ga noen
tilleggsartikler til utgangsmaterialet for studiet. De oppdrevne artiklene ble sa vurdert utfra alder,
storrelse og relevans for problemstillingen. Bakgrunnsstoff om kolesterolregulering er hentet fra
lerebok i biokjemi (20) og ved sgk pd “LDL-cholesterol AND metabolism AND regulation” i
PubMed. I tillegg er referanser fra overnevnte artikler brukt, der dette har blitt funnet

hensiktsmessig.

3 Resultater

3.1 Diterpenenes kjemi

Kaffeoljen som ekstraheres fra kaffebgnner bestdr i hovedsak av triglyserider. Omlag 15% av oljen
bestar i diterpenestere (21). I kaffebgnnene finnes diterpenene som frie alkoholer, eller esterifisert
til fettsyrer i C17-posisjon (22). Cafestol og kahweols kjemiske struktur kan ses i figur 3. Utfra
figuren er det tydelig at diterpenenes kjemiske struktur likner sterolers. Kahweol skiller seg fra

cafestol ved en ekstra dobbeltbinding mellom karbonatom 1 og 2.

3.2 Effekten av cafestol og kahweol pa blodlipidene

Diterpeninnholdet i kaffe tilberedt ved ulike metoder er altsd bestemmende for innvirkning pa
kolesterolet. To viktige analyser av dette forholdet ble publisert pd midten av 1990-tallet (23, 24).
Hovedkonklusjonene fra studien ved Urgert og medarbeidere (23) er at tyrkisk kaffe har hoyest
cafestolinnhold med 3.9 mg per kopp, presskannekaffe 3.5 mg per kopp og kokekaffe 3.0 mg per
kopp. Espresso ble malt til 1.5 mg cafestol per kopp — relativt lite pa grunn det lille volumet per
kopp (25 mL) . Trekketid hadde liten effekt pd innholdet av diterpener, heller ei hvor lenge
kaffebegnnene ble brent/ristet. Sterkere kaffe (i mengde kaffe/L. vann) gkte diterpeninnholdet i koke-
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og presskannekaffe og espresso. Dette indikerer en dose-responseffekt. Diterpeninnholdet i
pulverkaffe og filterkaffe var neglisjerbare. Koffeinfri kaffe tilsvarte koffeinholdig kaffe i
diterpeninnhold. Gross og medarbeidere (24) konkluderte med noe hgyere nivaer av bade cafestol
og kahweol i tyrkisk og kokekaffe, og lavere verdier for espresso. Funnene stemmer godt overens
med Baks metaanalyse av sammenheng mellom kaffens tilberedningsmetode og kolesterolniva (16),

som er referert ovenfor.

Urgert og medarbeidere publiserte samtidig en metaanalyse av 11 eksperimentelle studier hvor
mennesker var gitt diterpener over 4 uker (25). Det samlede materialet omfatter 262
forsekspersoner. Kombinert gkte serum totalkolesterol med 0.13 mmol/L (5.0 mg/dL) for hver 10
mg cafestol, og med 0.02 mmol/L (0.9 mg/dL) for hver 10 mg kahweol per dag. Forfatterne
konkluderer med at cafestol er mer potent kolesterolgkende enn kahweol. Mange pafalgende studier
konsentrerer seg derfor om cafestol. Forfatterne angir videre at 80% av gkningen i totalkolesterol
skyldtes LDL-kolesterol, og resten skyldtes VLDL lipoproteiner. Samtidig fant forfatterne at
cafestol ogsa var den sterkest triglyseridekende av de to diterpenene. Tabell 3 viser kolesterol- og
triglyseridnivda sammenholdt med cafestolinntak i mg/dag. Grafen viser en tilnaermet lineaer
sammenheng mellom kolesterol-/triglyseridnivéd og cafestolinntak. Cafestol er med dette den mest

potente kolesterolokende substans man kjenner til (22).

3.3 Generelle mekanismer for kolesterolekning

Kolesterolhomeostasen er en fin balanse mellom absorpsjon fra kosten, endogen syntese og
utskillelse i gallen. En omfattende oversiktsartikkel ved Grundy et al (27) tar for seg de generelle
arsaker til hayt kolesterol i blod. Hovedpoengene fra artikkelen er sammenfattet i det falgende. Det
er 3 kjente hovedmekanismer for gkning i LDL-kolesterol: Redusert fjerning av LDL fra
blodbanen, gket produksjon av LDL, og gkt beriking av LDL med kolesterolestere — sistnevnte gir
fa, meget kolesterolholdige LDL-partikler. Redusert fjerning av LDL fra blodbanen forekommer
ved genetiske defekter i LDL-reseptor (som ved familizer hyperkolesterolemi), nedsatt LDL-
reseptoraktivitet — herunder nedsatt LDL-reseptorsyntese, og ved nedsatt affinitet til LDL-reseptor.
Overproduksjon av LDL kan forekomme i samband med forgket VLDL-niva, da VLDL er en
forgjenger for LDL. Opphopning av VLDL vil medfere en gket konversjon til LDL, som derved
stiger. Forgket VLDL ses ved gket produksjon av VLDL fra lever, nedsatt LDL-reseptoraktivitet —
og derved nedsatt fjerning av VLDL fra blod, og eventuelt ved andre mekanismer som hemmer

fjerning av VLDL fra blodbanen. Forgket berikning av LDL med kolesterolestere skjer ved
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overforsel fra HDL (ved CETP), fra IDL og ved enzymet LCAT (lechitin:cholesterol acyl
transferase), som esterifiserer uesterifisert kolesterol pa overflaten av LDL-partikkelen. Alle 3

hovedmekanismer er hypotetiske virkningsseter for kaffediterpenene.

3.4 Intracelluleer kolesterolmetabolisme og dennes regulering

Det henvises til figur 4. Kroppens kolesterol stammer delvis fra tarmen, delvis fra de novo syntese i
kroppen. Noe befinner seg ekstracellulaert — hovedsaklig i blodbanen, bundet i lipoproteiner. Det
resterende befinner seg intracellulert i alle kroppens celler. Den intracellulaere
kolesterolbeholdningen er ngye regulert. Pa alle nivéer er ulike enzymer, med sine respektive gener,
involvert i reguleringen. Det er sammensatte og kompliserte mekanismer til grunn for reguleringen
- og i det folgende vil det kun gis et kort sammendrag av de viktigste faktorer i
kaffediterpensammenheng. En gkning av intracelluler kolesterolkonsentrasjon kan blant annet

oppnas ved a:

hemme gallesyresyntesen i hepatocytter, ngkkelenzymer i reguleringen er kolesterol-7a.-
hydroksylase og sterol-27-hydroksylase

hemme esterifisiering av kolesterol (lagring som kolesterol ester - medieres av enzymet
ACAT)

gke de novo kolesterolsyntese (ved enzymet HMG CoA reduktase)

hemme produksjon av steroidhormoner i organer som produserer disse

oke opptaket av LDL (dette sistnevnte stemmer darlig overens med funn i senere refererte

studier, samt det faktum at serum LDL gker)

Tilsvarende kan kolesterolkonsentrasjonen senkes ved & pavirke de nevnte faktorer i motsatt

retning.

Enzymenes aktivitet og transkripsjon av deres respektive gener hovedsaklig regulert ved negativ
tilbakekobling basert pa intracelluler kolesterolkonsentrasjon. Som eksempel er SREBP nevnt.
SREBP er membranbundne transkripsjonsfaktorer, og modulerer transkripsjon av viktige gener
involvert i kolesterolmetabolismen. Dette gjor de ved & binde SRE (sterolregulatorisk element) i
promotorregionen av genene, og derved gke deres transkripsjon. Eksempler inkluderer bl.a. gener
for overnevnte HMG CoA reduktase, lipoprotein lipase og LDL-reseptor (28). For leverceller er det

vist at ndr fritt, intracellulert kolesterol gker, hemmes aktiviteten av SREBP (28). Derved hemmes
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bl.a. LDL-opptak i og med at syntesen av LDL-reseptorer synker. Dette er en hensiktsmessig
tilbakekoblingsmekanisme for & opprettholde et stabilt intracellulaert kolesterolnivd. LDL-reseptorer
star for 2/3 av LDL-opptak i plasma. Samtidig hemmes lipoprotein lipase, og nedbrytningen av
triacylglyserol i VLDL hemmes (jfr kapittel 3.5). Innvirkning pA SREBP-tilbakekoblingssystemet
kan forklare gkningen av VLDL observert av Urgert og medarbeidere (25), referert ovenfor. En
hovedhypotese i forskningen omkring diterpenenes virkningsmekanismer, har veaert at de pavirker
SREBP, i leverceller eller andre vev. Enten direkte, eller indirekte ved a endre intracellulaer

kolesterolkonsentrasjon (26).

3.5 Lipoproteinmetabolismen

I det folgende skal det gis en kort gjennomgang av hovedtrekk ved lipoproteinmetabolismen.
Avsnittet baserer seg pa laerebok i biokjemi (20) og referanse (19). Det henvises ogsa til figur 4.
Apolipoproteiner er proteinbestanddelen av lipoproteinene og produseres i lever. Disse binder
lipidene i blodbanen - kolesterol og trigylserider, i ulike mengder. Proteinbarer er ngdvendig da
lipidene er ulgselige i vann (plasma). Komplekset av lipid og protein, ssmmen med et overflatelag
fosfolipider, utgjer et lipoprotein. Chylomikroner er lipoproteiner som transporterer lipider fra
tarmen, og vil ikke bli omtalt nermere. VLDL (very low density lipoprotein) syntetiseres i lever.
Dens hovedoppgave er transport av triglyserider i blodbanen. VLDL bestar derfor hovedsaklig av
triglyserider, og er forstadiet for IDL(intermediate density lipoprotein) og LDL(low density
lipoprotein). VLDL, IDL og LDLs viktigste strukturelle protein er Apo B100, som bl.a. binder

LDL-reseptor. Alle tre overnevnte lipoproteiner tas altsd opp via LDL-reseptor.

Triglyserider i VLDL hydrolyseres ved endotelbunden lipoprotein lipase. Dette etterlater en
restpartikkel hovedsaklig med kolesteryl ester — IDL (VLDL restpartikkel). IDL prosesseres videre
til LDL. LDLs hovedfunksjon er & bringe kolesterol til lever og perifere vev gjennom opptak via
LDL-reseptor. LDL barer hovedtyngden av kolesterol i blod. Hyperlipidemi forekommer ved
innvirkning pa en eller flere av fire hovedpunkter i kaskaden fra VLDL til LDL (jfr 19):

@kt sekresjon av VLDL fra lever.

Nedsatt aktivitet av lipoprotein lipase medferer akkumulasjon av triglyseridrike

lipoproteiner, og derved hypertriglyseridemi.

Nedsatt opptak og nedbrytning av IDL medferer opphopning av denne.

Defekt binding av LDL i LDL-reseptor (genetisk, erhvervet eller en kombinasjon) vil gi

nedsatt opptak av LDL.
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HDL (high density lipoprotein) har som hovedrolle & fjerne vevskolesterol og bringe dette tilbake til
lever. Blant annet overfarer HDL kolesteryl ester til VLDL, ved hjelp av blodbaneenzymet
kolesteryl ester transfer protein (CETP). VLDL omdannes i prosessen til LDL, som sa bringer
kolesteryl ester til lever. En gkning i aktivteten til CETP vil altsd medfere en gkt omdannelse av
VLDL til LDL. I kaffediterpensammenheng er det serlig fokusert pa nedsatt opptak av LDL via
LDL-reseptor, og okt omdannelse av VLDL til LDL ved kolesteryl ester tilforsel mediert av CETP
(30, 31).

3.6 Diterpenenes affeksjon av intracellulzer kolesterolmetabolisme

Spersmdlet om diterpenene, spesielt cafestol, pavirker intracellulaer kolesterolhomeostase har vaert
sentralt i forsgkene pé a forklare gkningen av blodkolesterol. @kning i intracellulert kolesterol vil
teoretisk medfere at cellen tar opp mindre kolesterol fra blodbanen (jfr. ovenfor), hvorav LDL er
viktigste forsyner. Hemmet opptak vil fere til at LDL gker. Ulike mekanismer hvorved cafestol kan

oke intracelluleer kolesterolkonsentrasjon er derfor studert.

3.6.1 Effekter pa gallesyresyntese

Det er en klar sammenheng mellom gallesyresyntese og serum LDL-konsentrasjon (35).
Konversjon av kolesterol til gallesyrer er hovedruten for ekskresjon av kolesterol fra kroppen.
Spersmdlet om diterpenene pdvirker gallesyresyntesen i lever er grundig studert. En hemning av
gallesyresyntesen vil medfere en opphopning av intracelluleart kolesterol, nedsatt SREBP-aktivitet

og derved gket LDL-kolesterol.

3.6.1.1 Cafestol hemmer gallesyresyntesen i rottehepatocytter

1 1997 publiserte Post og medarbeidere (36) en in vitrostudie av rottehepatocytter. Studien viste at
cafestol hemmet gallesyresyntesen ved & virke inn pa enzymene kolesterol-7a-hydroksylase og
sterol-27-hydroksylase. Kolesterol-7a-hydroksylase er det hastighetsbegrensende enzym i
gallesyresyntesen hos rotter og mennesker. Sterol-27-hydroksylase initierer en alternativ

synteserute, som gir et betydelig bidrag til den totale gallesyresyntesen (37). Studien (36) viste
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doseavhengig nedsatt gallesyresyntese ved inkubasjon av hepatocyttene med cafestol. Maksimal
reduksjon var sldende 91% nedgang i total gallesyresyntese, - 79% kolesterol-7a.-
hydroksylaseaktivitet og - 49% sterol-27-hydroksylaseaktivitet, etter 24 timers inkubasjon med
20pg/mL cafestol. Arsaken til enzymhemningen var en nedgang i begge enzymers gentranskripsjon
og derved mRNA-niv4, samt en direkte inhibitorisk effekt pa kolesterol-7a-hydroksylase. Forskerne
inkuberte ogsa cellene med en blanding av cafestol og kahweol, som viste seg & vare mindre
potent. Dette stemmer godt overens med resultatene fra Urgert og medarbeideres metaanalyse (25),
referert ovenfor. Nedgangen i enzymaktiviteten tilsvarte nedgangen i enzym-mRNA. Konklusjonen
fra studen var at cafestol hemmer gallesyresyntesen i rottehepatocytter - ved nedregulering av disse

enzymenes transkripsjon.

3.6.1.2 Ikkesignifikant reduksjon av gallesyresyntesen hos humane hepatomceller

Samtidig viste en in vitrostudie ved Rustan og medarbeidere (38) pa humane HepG2-celler (en type
hepatomceller) en ikke-signifikant nedgang i gallesyresyntesen, 5-10%. Dette ved inkubasjon med
ulike konsentrasjoner (10-30 pg/mL) cafestol og cafestol-kahweol (20pg/mL) blanding.
Cafestolkonsentrasjonen var altsd tilsvarende det som ble brukt i rottehepatocyttstudien.
Enzymnivder ble ikke malt. Inkubasjonstiden var her 11 timer. Cellenes evne til & senke
gallesyreproduksjonen ble vist ved reaksjon pa tilsetning av HMG CoA-reduktasehemmer (det mye

brukte kolesterolsenkende medikamentet Simvastatin).

3.6.1.3 Hemning av gallesyresyntesen hos Apo E*3 Leiden mus

Manglende reproduksjon av rottestudien hos mennesker sddde tvil om innvirkning pa
gallesyresyntesen var en (sentral) virkningsmekanisme for den kolesterolgkende effekten av
diterpener hos mennesker. Samtidig manglet bekreftelse pa funnene in vitro ved in vivo-studier.
Passende dyremodeller hadde vert vanskelig & oppdrive, i og med at mange dyrearter ikke viser de

samme effektene pd serum lipoproteiner som mennesket.

1 1999 kom en in vivo studie av Apo E*3-Leiden transgene mus (32). Musene ble valgt fordi de er
svaert falsomme for diettinduserte lipoproteinendringer. ApoE-isoform er bestemmende for
bindingsaffinitet til LDL-reseptor og derved opptak av lipoproteiner (33). I Apo E*3-Leiden-mus er
dette opptaket delvis defekt. Musene ble foret med placebo, lav- eller hgy-cafestolholdig diett i 8
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uker. Cafestolmengene tilsvarte 8 eller 40 kopper kokekaffe per dag hos et menneske med normalt
energiinntak (2500 kcal/dag). Serumkolesterol gkte med 31% hos musene foret med lav-cafestol-
diett og 61% med hey-cafestol-diett. Kolesterolgkningen skyldtes i hovedsak gkning i VLDL og
IDL-kolesterol. Dette i motsetning til hos menneske, hvor LDL-kolesterol gker mest (ref. ovenfor).
Forfatterne foreslar at dette kan skyldes ulikheter i absorpsjon/metabolisme av kaffediterpenene,

eller diterpenenes ulike effekt pa lipoproteinmetabolismen hos ulike arter.

For & undersgke virkningsmekanismer bak kolesterolgkningen ble samme musestamme foret med
haydose cafestol eller placebo-diett i 3 uker. Resultatene viste at cafestol hemmet enzymaktivitet og
mRNA-nivéer av kolesterol-7a-hydroksylase med henholdsvis 57 og 58%. Sterol-27-hydroxylase
mRNA var redusert med 32%. Totalt fekal gallesyremengde var nedsatt med 41%.

3.6.1.4 Cafestoleffekter pd kjernereseptorene FXR og PXR hos ApoE*3 Leiden mus

Ricketts og medarbeidere undersgkte effekter av cafestol pa kjernereseptorene farnesoid X reseptor
(FXR) og pregnan X reseptor (PXR) (34). FXR og PXR regulerer transkripsjon av flere viktige
gener involvert i kolesterolmetabolismen. In vitrostudier viste at cafestol er en agonist for FXR og
PXR hos mus og menneske (34). Det ble gjort in vivo forsgk ved & gi cafestol til villtype-, FXR- og
FXR/PXR-knockoutmus (34). Villtypemusene responderte pa cafestol med en nedregulert
ekspresjon av gallesyresyntesegener, deriblant kolesterol-7a-hydroksylase. Denne effekten manglet
hos FXR-knockoutmusene. Altsd skjer nedregulering av gallesyresyntesegenene via effekter pa
FXR. Ved nermere undersgkelser fant man varierende effekter av cafestol pA FXR-regulerte gener i
villtypemusenes lever. Gener hvis transkripsjon nedreguleres av FXR, deriblant kolesterol-7a-
hydroksylase, ble nedregulert av cafestol. Man fant imidlertid ingen effekt pd transkripsjon av gener
som oppreguleres av FXR. Det antas at cafestolkonsentrasjonen i levervevet ikke blir hgy nok til &
affisere FXR direkte. Forfatterne foreslar derfor at nedreguleringen av FXR-regulerte gener i lever

skjer indirekte:

Cafestol gker transkripsjon av intestinalt gallesyrebindende protein (IBABP) og fibroblast
vekstfaktor 15 (FGF15) i tarmceller. Transkrispsjonsgkningen skjer via effekter pd bade FXR og
PXR i tarmcellene. IBABP absorberer gallesyrer fra tarm til blod. Gallesyrer er fysiologiske
aktivatorer av FXR, og kan derfor ndr de resirkuleres i den enterohepatiske sirkulasjon gi negativ
tilbakekobling pd produksjonen av gallesyrer (39). FGF15 fra tarmceller er vist 8 hemme

kolesterol-7a-hydroksylasetranskripsjon i lever (40). Med andre ord ferer cafestol, via effekter pa
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tarmceller, til gket gallesyre- og FGF15-konsentrasjon i levervevet. Dette foreslds & medfere en

nedregulering av FXR-regulerte gener i lever (34).

3.6.1.5 Indikasjoner pa at gallesyresyntesen ikke hemmes hos menneske

Den forste studien av om cafestol virker inn pa kolesterol-7a-hydroksylaseaktivitet hos menneske
kom i 2005 (41). Enzymaktiviteten ble méalt indirekte, ved maling av 7a-hydroksy-4-cholesten-3-
one i plasma. Denne er en intermedisermetabolitt i gallesyresyntesen, som er rapportert & gjenspeile
kolesterol- 7a-hydroksylaseaktivitet i lever (42). Over to 5-ukersperioder ble henholdsvis 38 og 31
forsgkspersoner gitt cafestol og kahweol tilsvarende omlag 10 kopper kaffe daglig. For
forsgksperiodene var det 3-ukers placeboperioder for sammenlikning. Plasmaniva av 7a-
hydroksy-4-cholesten-3-one gkte i begge forsgksperiodene. 7a-hydroksy-4-cholesten-3-one er
lipofilt, og en gkning kunne delvis forklares ved gkningen i serum lipider under
cafestolbehandlingen. Etter korreksjon for dette var gkningen i 7a-hydroksy-4-cholesten-3-one 24%
i forste forsgksperiode, mens det ikke var noen signifikant effekt i andre forseksperiode. Man fant
altsd indikasjoner for en gkning i gallesyresyntesen — stikk i strid med hva man hadde forventet

utfra dyrestudiene.

3.6.2 HMG CoA reduktase

HMG CoA reduktase er et intracellulert enzym, og nekkelen til cellenes egen de novo syntese av
kolesterol. En gkning i enzymaktiviteten vil derved gke intracelluler kolesterolkonsentrasjon. Det
er tidligere redegjort for at SREBP modulerer transkripsjonen av HMG CoA reduktase, og at
enzymet derfor er underlagt en negativ tilbakekobling. I kaffediterpensammenheng er enzymet
saledes interessant i to sammenhenger: Dersom diterpenene hemmer SREBP, vil man forvente en
nedgang i transkripsjon og aktivitet av enzymet. Alternativt kan diterpenenes stimulering av
enzymet eller dets transkripsjon vaere mekanismen for gkt intracellulaert kolesterolniva og sekundaer

hemning av SREBP. Flere studier har tatt tak i spersmalet.

I rottehepatocyttstudien ble HMG CoA-reduktase mRNA malt nedsatt 20% av 24 timers 20ug/mL
cafestol (36). Forfatterne konkluderer med at dette er kompensatoriske forandringer mediert av
SREBP - for & vedlikeholde intracelluler kolesterolhomeostase samtidig med nedsatt

gallesyresyntese. De papeker samtidig at endringen alternativt kan skyldes at cafestol direkte
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hemmer SREBP,. Dette kan i sa fall forklare den tilsynelatende manglende effekten av cafestol pd
gallesyresyntese i humane studier. En studie av humane hudfibroblaster viste 40% nedsatt
inkorporasjon av radiomerket acetat i kolesterol. Dette tolkes som indikasjon pa nedsatt HMG CoA
reduktaseaktivitet. Hudfibroblastene ble inkubert med 20ug/mL cafestol i 24 timer (43).
Hudfibroblaster ble valgt fordi de har en godt studert og kjent kolesterolmetabolisme. HMG CoA
reduktaseaktivitet var altsd nedsatt bade i rottehepatocytter og humane hudfibroblaster — og i alle

fall hos ferstnevnte pa grunn av redusert gentranskripsjon.

I studien av humane hepatomceller ble HMG CoA reduktaseaktivitet og -mRNA nivéa ogsa malt
(38). Hepatomcellene viste ingen reaksjon pa 20ug/mL cafestol-kahweol blanding inntil 48 timer,
eller 5ug/mL cafestol i 24 timer — enzymaktiviteten forble den samme. Imidlertid ferte inkubasjon

med 20ug/mL cafestol til at enzym-mRNA gkte med 35% etter 24 timer.

En studie ved Ranheim og medarbeidere (44) pa en type humane cancer coli-celler (CaCo2-celler)
viste ingen endring i inkorporasjon av radiomerket acetat i kolesterol under pavirkning av 20ug/mL
cafestol. Det ble dog observert en doblet sekresjon av radiomerket uesterifisert kolesterol etter 24

timer. Dette kan tyde pa aket HMG CoA reduktaseaktivitet.

3.6.3 ACAT

ACAT er et intracellulert enzym som esterifiserer fritt kolesterol til lagringsformen kolesteryl ester.
Enzymet fungerer som en buffer, og aktiviteten gker ved gkt intracellulert kolesterol (29). En mulig
effekt av cafestol kan vare ved en hemning av ACAT — og derved en opphopning av fritt

intracelluleart kolesterol, med en pafelgende nedregulering av LDL-reseptortranskripsjon.

Den forste indikasjonen pd at dette finner sted, kom fra CaCo2-cellestudien, som viste en hemmet
esterifisering (44). Effekten var dog liten, men statistisk signifikant. Esterifiseringen var derimot
kraftig okt i humane hudfibroblaster — en 2.3 dobling sammenliknet med kontrollceller etter 24
timers inkubasjon med cafestol (43). Konsentrasjon av intracellulaer kolesteryl ester var uendret i
hepatocyttene til ApoE*3 Leiden musene fra artikkelen beskrevet tidligere (32). Man fant dog en
dobling av kolesteryl esterinnholdet sekrert i VLDL-lipoproteiner. Dette er muligens en indikasjon
pa aket ACAT-aktivitet. I studien av humane hepatomceller (38) fant man en usignifikant og liten
okning i kolesteryl esterdannelse. Sekresjon av kolesteryl ester fra cellene var uendret. I

rottehepatocyttstudien (36) fant man ogsa uendret niva av intracelluler kolesteryl ester. Man fant
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heller ikke gket sekresjon av apolipoprotein B (som marker for VLDL) etter inkubasjon med

cafestol.

3.6.4 LDL-opptak, LDL-reseptoraktivitet og LDL-reseptorsyntese

La oss ta utgangspunkt i hypotesen om at cafestol gker konsentrasjonen av intracellulert, fritt
kolesterol. Da ville man forvente en nedregulering av LDL-opptak, LDL-reseptor-aktivitet og
-syntese ved tilsetning av cafestol. Negativ tilbakekobling av LDL-reseptortranskripsjon ved gket
intracellulernivd av kolesterol er vist i flere studier (45). LDL-reseptors funksjon er & mediere
endocytose av apo B- og apo E-holdige lipoproteiner. Regulering av dennes aktivitet er en viktig
metode for cellen a regulere intracellulaer kolesterolkonsentrasjon. Samtidig vil en nedsatt
reseptoraktivitet medfere opphopning av LDL-kolesterol i blod. Opptak av LDL i leverceller er
spesielt sentralt for regulering av LDL-kolesterol hos menneske. Normalt skjer over 70% av dette

opptaket via LDL-reseptor (46).

3.6.4.1 Nedsatt LDL-reseptor mRNA i rottehepatocytter

Det har derfor vart foreslatt at cafestol kan ha effekt pa LDL-reseptoraktivitet som en mulig
mekanisme for gkningen av serum-LDL-kolesterol. Flere studier har tatt tak i sparsmalet.
Rottehepatocyttstudien (36) var den forste av disse, og funnene var oppleftende. Man fant LDL-
reseptor-mRNA signifikant nedsatt 18% ved inkubasjon med 20ug/mL cafestol i 24 timer.
Forfatterne papeker samtidig at LDL-reseptors rolle som regulator av kolesterolbalanse er liten hos
rotter ssmmenliknet med mennesker. De papeker ogsa at liknende inhibisjon av LDL-

reseptortranskripsjon er funnet in vivo ved & gke kolesterolinnholdet i kosten hos rotter (47).

3.6.4.2 Redusert LDL-opptak hos humane hudfibroblaster

Studien pa humane hudfibroblaster (43) viste at cafestoltilfarsel nedsatte cellenes opptak av
radiomerket LDL. Cafestol-kahweolblanding i tilsvarende konsentrasjon, var signifikant mer potent
enn rent cafestol i inhibisjon av LDL-opptak. Dette i motsetning til at man i andre sammenhenger
har funnet kahweol som et mindre potent diterpen. Etter 6 timers inkubasjon var celleassosiert LDL
9% nedsatt ved cafestolkonsentrasjon 10ug/mL, og 18% nedsatt ved doblet cafestolkonsentrasjon.

Etter 18 timer var nedgangen ved et maksimum, idet celleassosiert LDL var redusert med 26% og
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55% for henholdsvis 10 og 20pg/mL cafestol. Med andre ord var altsd nedgangen i celleassosiert
LDL béade konsentrasjons- og inkubasjonstidsavhengig. Antall LDL-reseptorer pa celleoverflaten
ble sd malt. Cafestol reduserte spesifikk binding (altsd i LDL-reseptor) av radiomerket LDL med
inntil 54%.

Bindingsaffiniteten mellom LDL og dens reseptor var uaffisert. Kvantifisering av antall LDL-
reseptorer ved hjelp av immunoblotting viste en reduksjon av antall LDL-reseptorer med ca 25%
etter 24 timers inkubasjon med 20pg/mL cafestol. Forskerne undersgkte videre om de observerte
effekter kunne skyldes hemmet transkripsjon av LDL-reseptorgenet. LDL-reseptor-mRNA var
imidlertid uendret etter 23 timers inkubasjon med 20ug/mLcafestol. Ved & sette SRE-1, regulator av
LDL-reseptortranskripsjon, i promotorregionen for et reportergen og mdle konsentrasjonen av
genprodukt, fant man ogsa denne uendret etter tilsetning av cafestol. Begge forsgk pa & vise en

endring i LDL-reseptortranskripsjon hadde mislyktes.

3.6.4.3 Okning i LDL-reseptortranskripsjon hos CaCo2-celler

Studien pa humane cancer coli-celler (44) ga ganske andre resultater enn hudfibroblastforsgkene.
Inkubasjon med 20ug/mL cafestol i 24 timer, ga en gkning i radiomerket LDL-opptak pa 50%
(25% etter 12 timer). Samtidig fant man en noe lavere effekt av cafestol/kahweol blanding. Det var
en 3-dobling av LDL-reseptor-mRNA i de 20 pg/mLcafestolinkuberte cellene sammenliknet med
kontroll. Transfeksjon av SRE-1 promotor gav en 20% oppregulering av aktiviteten til
reportergenprodukt. Denne studien tyder altsd pa at cafestol stimulerer til LDL-reseptor-

gentranskripsjon, i alle fall delvis via aktivering av SRE-1 promotor, i CaCo2-celler.

3.6.4.4 Posttranskripsjonell hemning av LDL-reseptor hos humane hepatomceller

Det ville ogsa vaere meget intreressant 4 undersegke om humane hepatocytter endrer sin
aktivitet/transkripsjon av LDL-reseptor. Dette er gjort i hepatomstudien (38). Inkubasjon med
20ug/mL cafestol i 18 timer gav en nedgang i LDL-opptak pa 15-20%. Under samme forhold var
LDL-nedbrytning i cellen 20-30% redusert. Effektene var konsentrasjonsavhengige, og ble forst
signifikant ved 10pg/mLcafestol. Antall bindeseter (kapasitet) for LDL pé celleoverflaten var
redusert med maksimalt 35% (etter 6 og 10 timer), mens affinitet mellom LDL og reseptor var

uendret. Opptak og nedbrytning av LDL korrelerte med inkubasjonstid og konsentrasjon av
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cafestol. Videre fant man ingen endring i LDL-reseptor mRNA, heller ingen aktivering av SRE-1
promoter. Konklusjonen fra forfatterne er at cafestol medferer nedsatt aktivitet i hepatiske LDL-
reseptorer og derved ekstracelluleer akkumulasjon av LDL. Siden man ikke paviste noen endring i
LDL-reseptortranskripsjon, foreslar forfatterne at mekanismen for hemning av LDL-reseptor hos

mennesket er posttranskripsjonell.

3.7 Kolesteryl ester transfer protein

Det er tidligere i oppgaven redegjort for observasjonen at diterpenene endrer lipoproteinnivaer i
blod — med gkning i LDL/VLDL-kolesterol og en nedgang i HDL-kolesterol. Affeksjon av
blodbaneenzymet kolesteryl ester transfer protein (CETP) er en teoretisk mulig mekanisme for
hvorledes denne effekten kan finne sted. Enzymet overforer kolesteryl ester fra HDL til LDL/VLDL
(ogsa kjent som ApoB-holdige lipoproteiner). Den eksakte funksjon til fosfolipid transfer protein
(PLTP) er ukjent, men enzymet antas d assistere CETP i overferingen (48).

Den forste studien som tok for seg spersmalet om pavirkning av CETP ga lovende resultater. I 1997
kom en artikkel som sa at kaffediterpenene gket serum lipid transferaktivitet hos menneske (30).
Artikkelen var basert pd en dobbeltblind overkrysningsstudie involverende 10 friske frivillige
menn. Over 2 forsgksperioder fikk de h.h.v. 61 mg cafestol daglig, og 60 mg cafestol med 48 mg
kahweol, i begge tilfelle som kapsler. Diterpenmengdene er stipulert & tilsvare 10-20 kopper
ufiltrert kaffe daglig, altsa i rikelig monn. Hver forsgksperiode strakk seg over 28 dager, med 9
ukers utvaskingsperiode imellom. Totalt 3 forsgkspersoner ble overfort til placebo halvveis i
perioden, da de utviklet forhgyede leverenzymverdier i blod. Hos disse ble data 2 uker ut i
testperioden brukt som sluttmdl. Sammenliknet med utgangsverdier, viste studien at
cafestoltilskudd ga en gkning i CETP-aktivitet i blodbanen med 18 %. For PLTPs vedkommende
var gkningen 21 %. Tilskudd av kahweol ga ingen ekstra effekt.

Forfatterne pdpeker samtidig at eket CETP-niva (og korrelert okt aktivitet) kan vaere en arsak til sa
vel som en konsekvens av gkt plasma LDL-kolesterol. Dette er blant annet vist ved at LDL-reseptor

knockoutmus (med pafelgende hoyt LDL-kolesterol) har gkede nivaer av CETP (49).

Samme forskergruppe fulgte derfor opp CETP-hypotesen i en ny studie i 2000 (31). Studien
omfattet 46 friske mennesker, hvorav halvparten ble servert 0.9L presskannekaffe (stipulert &

tilsvare 38 mg cafestol og 33 mg kahweol) og halvparten filterkaffe i 24 uker. Underveis ble
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aktiviteten til CETP og PLTP monitorert samtidig med LDL-kolesterol. Forskerne fant her en
signifikant gket CETP-aktivitet, 12%, hos de som fikk presskannekaffe, 2 uker ut i forsgksperioden.
Okningen fortsatte til 18% etter 12 uker og var 9% etter 24 uker. Maksimal gkning var ved 12 uker,
mens gkningen i LDL-kolesterol kun ble signifikant etter dette tidspunktet. Man fant altsa at
gkningen i CETP-aktivitet kom forut for ekningen i LDL-kolesterol. Dette svekker hypotesen om at
oket CETP-aktivitet kan vare en folge av gkning i LDL-kolesterol, og styrker teorien om

diterpenindusert gket CETP-aktivitet.

4 Diskusjon

Epidemiologiske forskningsresultater etterlater liten tvil om at diterpenene gker LDL-kolesterol.
Likevel er virkningsmekanismen bak dette fenomenet i stor grad ukjent. Denne oppgaven er et
forsek pa & belyse noen mulige svar pa gaten - resultatene for intracellulaer kolesterolmetabolisme
er oppsummert i tabell 2, som grunnlag for folgende diskusjon. Problematikken har fatt ny relevans
ved oppblomstringen av kaffebarkulturen, hvor espresso er i utstrakt bruk, og den nye populariteten
av presskannekaffe. Den neste utfordringen pa agendaen blir derfor & finne ut av hvilke(n) av de

fremsatte hypoteser som er mest plausible.

4.1 Intracellulcer kolesterolmetabolisme
4.1.1 Gallesyresyntese

Mulig cafestolindusert reduksjon av gallesyresyntesen er grundig studert. Det er funnet
overbevisende holdepunkter for reduksjon bade hos rottehepatocytter (36) — senere bekreftet in vivo
hos Apo E*3-Leiden mus (34). Funnene har ikke latt seg reprodusere i humane hepatomceller (38).
Kolesterol-7a-hydroksylaseaktivitet eller -mRNA er ikke méalt i den humane studien, noe som

kunne vart meget interessant.

I den humane studien var dog inkubasjonstiden, 11 timer, vesentlig kortere enn ved
rottehepatocyttstudien, 24 timer. Den lille responsen fra de humane cellene, kan tenkes a vare en
start pa et storre utslag — dersom inkubasjonstiden hadde blitt forlenget. Dog viste

rottehepatocyttstudien en rask hemmende effekt av cafestol pd kolesterol-7a-hydroksylase-mRNA,
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detektabel etter 4 timers inkubasjon. Det er ogsa et spersmal om rottehepatocytter og humane
hepatocytter kan tenkes & ha behov for ulike konsentrasjoner av cafestol for & respondere med

gallesyresynteseendringer.

Den humane in vivo-studien (41) hvor en metabolitt av kolesterol-7a-hydroksylase, 7a-hydroksy-4-
cholesten-3-one, ble malt i plasma og funnet forgket, kan heller ikke anses som sldende bevis for at
diterpenene ikke reduserer gallesyresyntesen hos mennesket. Dette fordi man her benytter seg av et
indirekte mal. Studien statter ikke hypotesen om at nedsatt gallesyresyntese er en av
virkningsmekanismene hvorved cafestol gker serum kolesterol hos menneske. Forfatterne diskuterer
selv grundig problematikken omkring 4 benytte en metabolitt for 8 male enzymaktivitet. Her
fremheves serlig spersmalene om 7a-hydroksy-4-cholesten-3-one reflekterer kostholdsinduserte
endringer i kolesterol-7a-hydroksylaseaktivitet hos menneske og hvorvidt cafestol kan tenkes a

hemme videre metabolisme av 7a-hydroksy-4-cholesten-3-one og derved fore til en opphopning.

I tillegg gjenstar spgrsmalet om humane hepatomcellers kolesterolmetabolisme fullt ut er
sammenliknbar med normale hepatocytters. Som en siste faktor kommer eventuelle artsforskjeller

mellom gnagere og menneske inn som mulig forklaring pa diskrepansen.

Det er dog ikke i foreliggende studier vist uforenelige resultater i forsgkene pa 4 undersgke om
diterpenene reduserer gallesyresyntesen. Denne mulige forklaringsmekanismen kan derfor ikke

forkastes, og ytterligere studier pd dette omrddet vil vaere gnskelig.

4.1.2 HMG CoA reduktase

Forsgk pa a belyse en eventuell sammenheng mellom aktivitet/transkripsjon av HMG CoA
reduktase ga svert uforenelige resultater. Rottehepatocytter (36) viste en nedgang i HMG CoA
reduktase mRNA. Humane hudfibroblaster (43) viste en 40% reduksjon i enzymproduktet

kolesteryl ester, som indikasjon pa redusert enzymaktivitet.

Under samme betingelser viste humane hepatomceller (38) en gkning i HMG CoA reduktase-
mRNA. Samtidig var det i den humane studien ingen endring i enzymets aktivitet. Man kan sperre
seg om et gket mMRNA-nivd sammenholdt med en uforandret enzymaktivitet kan bety
posttranskripsjonell enzymhemning. Humane CaCo2-celler (44) viste som hepatomcellene tegn til

okt HMG CoA reduktaseaktivitet, her indirekte malt ved en dobling av sekresjonen av kolesteryl
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ester. Alle fire cellekulturstudier brukte samme inkubasjonstid og cafestolkonsentrasjon.

Med disse svert sprikende funnene er det fa holdepunkter for pavirkning av HMG CoA reduktase
som sentral virkningsmekanisme for diterpenene. Dog kan man se for seg de observerte effekter
som kompensatoriske justeringer i cellene pd endret intracelluler kolesterolkonsentrasjon. Det ber
ogsd problematiseres & bruke hudfibroblaster og tykktarmskreftceller som rettesnor for hvordan
kroppens celler handterer diterpener. Disse celletypenes innvirkning pa serum LDL-kolesterol er i

tillegg av underordnet betydning (29).

4.1.3 ACAT

ACAT-aktiviteten var uendret bade i rottehepatocytter (36) og humane hepatomceller (38) —
leverceller er som tidligere redegjort for viktige i kolesterolhomeostasen. Det ble dog funnet en
massiv gkning, 230%, av enzymaktiviteten i humane hudfibroblaster (43). I humane CaCo2-celler
(44) ble det vist en nedgang. Disse svart sprikende resultatene etterlater ingen klare indikasjoner pa

at innvirkning pd ACAT er en sentral forklaringsmodell.

4.1.4 LDL-opptak, LDL-reseptoraktivitet og LDL-reseptorsyntese

De ulike cellekulturstudiene har som referert ovenfor vist svaert varierende funn ved undersgkelser
pa om cafestol pavirker LDL-reseptor. I humane hepatomceller (38) og hudfibroblaster (43) er det
funnet velkorrelerende resultater. Cellene reduserte sitt opptak av LDL, samtidig med at man fant et
redusert antall LDL-reseptorer pa overflaten. I begge cellekulturstudiene var LDL-reseptor mRNA
dog uendret. Sammenholdt med en nedgang i LDL-reseptor mRNA i rottehepatocytter(36) er disse
funnene forvirrende. Forfatterne av de humane studiene (38, 43) hypotiserer at nedgangen i LDL-
reseptoraktivitet skyldes inhibisjon av posttranskripsjonell modifikasjon av LDL-reseptor. De

foreslar 3 alternative metoder hvorved denne inhibisjonen kan finne sted:

Nedsatt transport av nysyntetisert LDL-reseptor til celleoverflaten.
Intracelluler akkumulasjon av nysyntetisert LDL-reseptor.

Okt nedbrytning/nedsatt resirkulering av nysyntetisert LDL-reseptor.

Humane CaCo2-celler (44) pa sin side ga resultater stikk i strid med de to andre humane studiene —
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med en gkning bade i LDL-opptak, LDL-reseptorantall pa overflaten og transkripsjon av LDL-
reseptorgenet. Med andre ord md det vare forskjellige mekanismer til grunn for endringen i LDL-
opptak i cellene hos menneske og dyr — i tillegg til markante forskjeller mellom de ulike humane
celletypene. Dette gjor pavirkning av LDL-reseptor til en lite trolig mekanisme for hvorledes
cafestol gker serum LDL-kolesterol — vel & merke dersom man er ute etter en felles forklaring for

menneske og dyr.

4.2 Kolesteryl ester transfer protein

Okning i aktiviteten av CETP gir en elegant forklaring pa stigningen i LDL-kolesterol og
nedgangen i HDL-kolesterol ved inntak av diterpener. Forklaringen er dog ikke overferbar til andre
dyrearter. Som tidligere referert svarer disse med en annen lipidprofil ved tilfersel av diterpener —
og foreliggende studier kan ikke sies & gi et overbevisende klart svar pa spersmaélet. De storste
ankepunktene til de foreliggende CETP-studienes resultater, er det lille antalle forsgkspersoner, den
urealistisk store dosen kaffediterpener, og det at apolipoproteinkonsentrasjoner ikke ble malt.
Dersom cafestol pavirker CETP vil man forvente en endret sammensetning av de eksisterende
lipoproteiner. @kning i LDL-kolesterol kan skyldes gket antall LDL-partikler, eller gket kolesteryl
esterinnhold i hver enkelt LDL-partikkel. Ved en CETP-indusert endring vil man forvente det
sistnevnte. Dette fordi enzymet endrer konfigurasjonen av allerede eksisterende LDL-partikler, og

ikke antallet partikler.

Spersmalet om det er antallet eller konfigurasjonen av lipoproteinene som endres, er dog fremdeles
ubesvart. To andre studier har vist en signifikant gkning i apolipoprotein B100 etter inntak av
kokekaffe (50, 51). Apolipoprotein B100 er en proteinbestanddel i LDL. Det er derfor holdepunkter
for at gkningen i LDL-kolesterol, i alle fall delvis, skyldes endret antall LDL-partikler. Dette
svekker hypotesen om affeksjon av CETP som sentral virkningsmekanisme for diterpenene. Det
kan dog med navarende kunnskap ikke utelukkes at denne mulige mekanismen er en medvirkende

faktor.

4.3 Generell diskusjon

Utfra foreliggende studier er det vanskelig & trekke noen entydig konklusjon om underliggende

mekanisme(r) bak diterpenenes pavirkning pad LDL-kolesterol. Det er flere mulige drsaker til dette.

25



Diterpenene kan tenkes & affisere kolesterolmetabolismen i ulike celler og hos ulike dyrearter pa
ulik mate. Eventuelt kan det tenkes at ulike dyrearter/celletyper trenger ulike konsentrasjoner av
diterpener. I begge tilfelle ber validiteten ved bruk av dyrestudier revurderes sterkt. Dersom ulike
celletypers kolesterolmetabolisme affiseres forskjellig, vil det ogsa vere problematisk a trekke

konklusjoner fra studier pa celler fra vev som ikke har den store innvirkning pa blodkolesterol.

Diterpenene kan ogsa tenkes a pavirke et annet ledd i kolesterolhomeostasen enn de hittil studerte,
som induserer endringer i de observerte parametre. Noen av de observerte effekter kan da forklares
som kompensatoriske - som et ledd i opprettholdelse av intracellulaer kolesterolhomeostase. I

tillegg kan det tenkes at balansefaktorene vektes ulikt hos menneske og andre dyrearter. Hva denne

eventuelle fellesnevneren bestdr i ma overlates til de som kjenner kolesterolmetabolismen bedre.

Et tredje alternativ til forskjellene ber ogsa tas med i betraktningen. Studiene har forskjeller i sine
design — det vere seg cellekulturbetingelser, inkubasjonstid, konsentrasjon av diterpener, hvorledes
de ulike parametre males — som kan medfere at resultatene ikke samsvarer. Dette punktet anses som
mindre sannsynlig, da resultatene er tildels totalt motstridende. Designforskjeller kan dog ikke
utelukkes som medvirkende faktor — spesielt for de undersgkte parametre hvor diskrepansen er

mindre uttalt.

Overforbarheten av cellekulturstudiene til in vivo forhold ber det ogsa settes spersmalstegn ved.
Deriblant i hvilken grad inkubasjonstid og diterpenkonsentrasjon samsvarer med realiteten in vivo.
Ytterligere studier ma til dersom dette skal kartlegges neyere. Denne problematikken kan ogsa

viderefores til fortolkning/sammenliknbarhet av funn i humane in vivo- kontra in vitro-studier.

Etter en gjennomgang av foreliggende cellekulturstudier, er det ingen tvil om at diterpenene
affiserer intracelluler kolesterolmetabolisme. Om dette er det uslagsgivende for de observerte
endringene i LDL-kolesterol hos menneske er forelgpig noe usikkert. Det er ogsa holdepunkter for
at blodbaneenzymet CETP har en finger med i spillet — men i s tilfelle som et humant fenomen.
CETP (og andre hypotetiske blodbaneenzymer hos visse andre dyr) som forklaring kan ogsa bidra
til & oppklare den manglende kolesterolgkende effekten av diterpener observert hos en rekke andre

dyrearter.

Validiteten ved bruk av dyremodeller for & undersgke kolesterolokende effekt av kaffediterpener er

gjennomgatt i en studie ved de Roos og medarbeidere (52). De papeker de store forskjellene mellom
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dyrearter. Blant annet fant de annerledes lipidprofil hos afrikanske grenne aper, cebus- og
rhesusaper, hamstere og rotter ved tilforsel av diterpener. Eksempelvis viste de gronne afrikanske
apene en mindre uttalt kolesterolgkning, og hovedsaklig en gkning i HDL-kolesterol. Forfatterne
fant ingen dyremodell med tilsvarende lipidprofil som mennesket — og frarader bruk av
dyremodeller til denne problematikken. Ved et tilbakeblikk pa rottehepatocyttstudien (36) som
eksempel, kan man fastsla at dette forholdet ikke er diskutert i artikkelen. Det er dog papekt at
LDL-reseptors rolle som kontroll av kolesterolbalanse er liten hos rotte i forhold til menneske. Det
refereres til en artikkel som omhandler leverens rolle som vedlikeholder av kolesterol og LDL-
homeostase hos ulike dyrearter, inkludert menneske (53). Denne artikkelen vil vere interessant
materiale bdde nar man skal vurdere hvorvidt de observerte forhold er forenelige med en felles

mekanisme — og for & kunne forstd hva denne fellesfaktoren kan ga ut pa.

Det ber ogsa nevnes at kaffediterpenene har en rekke andre effekter enn den LDL-kolesterolgkende.
Eksempelvis er det vist DNA-beskyttende effekter av diterpener, antakelig grunnet induksjon av
DNA -reparasjonsgener (54). Disse effektene er vist ved signifikant lavere konsentrasjoner enn
nedvendig for & fremkalle lipidekende effekt (54). I tillegg har en serkoreansk studie vist at
kahweol supprimerer induserbar NO syntaseekspresjon i makrofager — og derved virker

antiinflammatorisk (55).

4.4 Noen forslag til ytterligere studier

Interessante studier for & komme videre i denne problematikken kan bl.a. innebare:

Madling av enzymaktivitet og mRNA for kolesterol-7a-hydroksylase i cafestolinkuberte
humane hepatocytter

Madling av cafestoleffekter pa gallesyntese in vivo hos mennesker. Frivillige
ileostomipasienter vil i sd mate vare velegnet, da man unngar videre metabolisme og
reabsorpsjon av gallesyrene i tarmen.

Cellekulturstudier med observasjon av cafestoleffekter pa kjernereseptorene PXR og FXR
pa humane celler - som referert for ApoE*3-Leiden mus (34). Dette vil kunne bidra til &
kartlegge om det er felles virkningsmekanisme til grunn hos menneske og andre dyrearter.
Kvantifisering av antallet LDL-partikler for og etter cafestoleksponering vil gi en idé om det
er antallet og/eller storrelsen av LDL-partiklene som gker. Dette vil kunne kartlegge CETPs

rolle.
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4.5 Konklusjon

Denne oppgaven har tatt for seg mulige mekanismer for diterpenenes pavirkning av serum LDL-
kolesterol. Oppgaven peker pa endel mekanismer som vi alle har svart begrensede kunnskaper om.
Pévirkning av intracelluler kolesterolkonsentrasjon, eventuelt spesifisert ved effekter pa
gallesyresyntese i lever - eller affeksjon av CETP, fremstar som de sterkeste kandidatene etter

denne gjennomgangen. Videre studier er dog nadvendig for sikrere kunnskap omkring tema.

Kaffen har som tidligere redegjort for flere innholdsstoffer med mangeartede effekter. Mange er vist
a virke inn pa faktorer av betydning for kardiovaskular sykdom, og andre viktige sykdomsgrupper
— som diabetes mellitus og cancer. De kan ogsa tenkes 4 interagere med hverandre. Kaffe
inneholder blant annet fenoler, med en velkjent antioksidativ effekt. Denne kan tenkes & direkte
motvirke den aterogene effekten av gkt LDL-kolesterol ved & hemme oksidasjon av LDL, som er

nedvendig for opptaket i skumcellemakrofagene.

De epidemiologiske studiene etterlater ingen tvil om den LDL-kolesterolokende effekten av
kaffediterpenene. Betydningen av dette i et overordnet helseperspektiv vil avhenge av
befolkningens konsum, som nok har blitt betydelig redusert de siste d&rene med en overgang til
storre bruk av filterkaffe. Likevel er forskningen omkring dette interessant — da diterpenene utgjor

et spennende og unikt utgangspunkt for & studere regulering av kolesterol gjennom kosthold.

Temaet kaffe og helse er stort og sammensatt, med svart mange faktorer 4 ta i betraktning — bade
epidemiologisk (standardisering, confoundere), kjemisk(virkestoffer), ulike virkningsmekanismer,
risikofaktorer og sykdomsgrupper. Den forelgpige konklusjonen fra metaanalyser omkring
kaffekonsum og helse er at vi ikke kan se noen skadelig effekt av kaffe i moderate mengder pa
sykelighet og dadelighet. Med nédvarende kunnskap er det med andre ord ingen sikre holdepunkter
for at kaffekonsum har effekt pa folkehelsen. For kokekaffens vedkommende er det ikke vist
nevnverdige fordelaktige sider ved diterpenene, tilstrekkelig til & oppveie for deres
kolesterolgkende effekt. Det er derfor, med ndvarende kunnskap, grunn til & rade befolkningen til &

velge kaffetyper uten diterpener.
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5 Tabeller og figurer

Tabell 1

Tabellen er en oversikt over noen av kaffens innholdsstoffer med tilherende foresldtte og/eller

veletablerte positive og negative effekter (basert pa 2, 3, 4, 7, 8). Som det fremgar av tabellen har

kaffen svaert mange virkestoffer, som pavirker et bredt repertoar av helseaspekter.

Innholdsstoff

Positive effekter

Megative effekter

Koronararedilatasion
CHS-stimulasjon
2kt betacksidazjon av fetizyrer
@kt basalstoffskifte
Langsiktig — gkt insulinzensitivitet
Medsatt hjertefrekvens
Medsatt risiko for Parkinsons sykdom

Keortsikiig - blodirykkzakning
Korzikig — neds glukozemetabolizme
Supraventrikulzr takykardi, atrieflimmer

{klorogensyre m.fl)

Antioksidanteffekter

Koffein Antiinflammatorisk effekt ag ventrikkeflimmer (koffeintoksisitet)
Diterpener Hemmet karzincgenese i colon Ekettotal- og LDL-kolestero
Paolyfenoler

Hemmet intestinal absorpsjon av fritt jern

Mineraler/sporstoffer
(kalium, magnesium,
niacin, vitamin E)

Antiinflammatorisk effekt

Ukjent

Langsiktig — blodirykkssenkning
Hemmet hepatisk karsinogenese?

&kt homocystein
Fibrinolysehemning
Moe gkt osteoporose
Medsatt fertilitet (kvinner)

Tabell 2

Neste side. Afteksjon av ulike aspekter ved intracelluler kolesterolmetabolisme — en oppsummering

av funn fra ulike studier.
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Kolest, -7o-hvdroksyiase

HMWG CoA redukiase

30

Cafesiolkonsenirasion

Studie
/Parameter 0g eksponenngsiid Gallesyresyntese Aktivitet MmENA Aktivitef mRNA | ACAT-aktivitet | Oppiak av iDL | celleaverdiaten mRNA
Rottehepatocytter 20ugfmL
(36) 24 fimer L91% L 79% ! 1 20% > 4 18%
Humane HepG2 10-30pg/mL L5-10%
-celler (38) 24 timer (ikkesignifikant) —
SpgfmL
24 timer — —
20pg/mL 1 15-20% L 35% o
24 timer T 35% (18 timer) (B og 10 timer) (18 timer)
| 40%
Humane hud- 20pg/mL (mengde 1 55%
fibroblaster (43) 24 timer enzymprodukt) T 230% (18 timer) L 25% —*
T 100%
Humane CaCo2 20pg/mL (sekrav
-celler (44) 24 timer kol. ester) l T 50% T 300% T20% *
Tilsv 10-20
Mennesker in kaffekopper T 24%
vive (41) dgli s uker {indirekte mal)
Tilsv 40 kaffekopper
Apo E*3-Leiden dgl hos menneske
mus (34) i 3 uker L 41% L 57% | 58% {muligens T)

* = via reportergen




Tabell 3

Diterpeninnhold og innvirkning pa kolesterolnivé ved kaffe tilberedt pa ulike metoder (25).
Tabellen oppsummerer tre studier av cafestol/kahweolinnhold ved kaffe tilberedt pa ulike metoder,
og regner ut en gjennomsnittsmengde cafestol/kahweol for de ulike kaffene. Deretter er effekter pa
serum kolesterol beregnet — med forutsetning om at det drikkes fem kopper kaffe daglig, og gitt at
10mg cafestol gker serum totalkolesterol 0.13 mmol/L, og 10mg kahweol tilsvarende gker

kolesterol 0.02 mmol/L.
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Reprinted, with kind permission, from the Annual Review of Nutrition, Volume 17, (c) 1997 by

Annual Reviews. www.annualreviews.org
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Figur 1

Koffeininntak i mg/person/dag i ulike land verden over. Som det fremgar av figuren er Nederland
landet med hayest koffeininntak per person per dag - i overkant av 400 mg/person/dag. Sverige og
Norge har h.h.v. 2. og 3.sterst koffeininntak. Bildet er hentet fra referanse (3), og basert pd data fra

referanse (56). Kaffekonsum i ulike land.

(Fjernet av hensyn til kopirettigheter)
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Figur 2

Triglyserid-, LDL-, HDL- og totalkolesterol-reaksjoner pa lipidfraksjonen av kokekaffe (17).

Grafen viser endringer i de nevnte parametre over en forsgksperiode med kaffelipidtilskudd i 42

dager. For ytterligere detaljer fra forsegket, se side 9. Det ses en overbevisende gkning i triglyserid-,

LDL- og totalkolesterolverdier. HDL-kolesterol er neermest uendret. Som det fremgar av figuren er

blodverdiene tilbake til utgangsverdier pa dag 119, 77 dager etter avsluttet tilfarsel av kaffelipid.

Grafene viser funnene i bAde mmol/L (til venstre) og mg/dL (til heyre).
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Reprinted from The Lancet, Volume 335., pages 1235-7. Zock PL, Katan MB, Merkus MP,

Dusseldorp M, Harryvan JL, Effect of a lipid-rich fraction from boiled coffee on serum cholesterol.

With kind permission from Elsevier, (c) 1990.
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Figur 3

Den kjemiske struktur av cafestol og kahweol (4). Bemerk strukturell likhet med kolesterol.

OR OR
CHs CHs
OH OH

X X

0 0

—_— —

Cafestol Kahweol

Figure 3 Chemical structures of cafestol and kahweol, diterpenes in coffee with cholesterol-raising effects. R= H: free diterpene; R = fatty acid: diterpene ester.

Reprinted from Critical Reviews in Food Science and Nutrition, Volume 46, pages 101-23. Higdon
JV, Frei B. Coffee and Health: A Review of Recent Human Research. With kind permission from
Taylor & Francis (c) 2006. www.rightslink.com
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Figur 4- Hovedtrekk 1 kolesterolmetabolismen
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