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Sammendrag

B-glukaner er polysakkarider som gar under gruppen biologisk respons modifiserende stoffer
BRM. B-glukan har mange interessante biologiske effekter som blir satt under fokus. f3-
glukan har en immunmodulerende effekt som muligens kan benyttes i kreftbehandling.
Legumain er en lysosomal cysteinprotease som uttrykkes i nyrer, men den finnes ogsa i lever,
milt, prostata og makrofager. | nyrene bidrar legumain til normal proteinkatabolisme og renal
homeostase. Legumain bryter ned fibronektin i proksimaletubuli-cellene, og det bidrar til
remodulering av ekstracellulser matriks. Legumain er involvert i patogenesen for en rekke
sykdommer som aterosklerotsike lesjoner, slag, og kreft. Siden legumain er involvert i
kreftpatogenesen, sa var det av interesse a forske om B-glukan fra gjeer kunne hemme dette
enzymet. For a utfgre denne oppgaven ble B-glukan karakterisert ved forskjellige metoder.
Farst ble en lgselig fraksjon fra B-glukan isolert, og kalt for WML. For & undersgke
monosakkaridsammensetning i B-glukan, ble den isolerte fraksjonen metanolysert og
analysert ved GC, monosakkaridene som ble funnet i preven var hovedsakelig glukose og
spor av mannose. Gjeer B-glukan er (1->3),(1->6) glukosekjeder, for & bestemme
bindingsmgnster i WML ble den metylert og analysert ved GC-MS. WML var en langkjede
B-(1->3) glukose, men det var lite spor av (1,3,6) glukose i prgven. Deretter ble WML
analysert pa HPLC sammen med B-glukan standarder fra korn for & bestemme
molekylvekten. To molekylvekts populasjoner ble det funnet ved HPLC-analysen, den ene
populasjon hadde Mw pa ca 54 kDa, mens den andre populasjon var uten for standardkurven.
For & fraksjonere de to molekylvekts populasjonene ble en SEC-HPLC foretatt,
molekylvektene til fraksjonene ble bestemt ved HPLC. En hgymolekylar fraksjon A hadde
molekylvekt pa ca 58 kDa, og en lav molekyler B 1a utenfor standardkurven.
Enzymdegraderte WML ble ogsa fraksjonert ved SEC-HPLC, to fraksjoner ble samlet EA og
EB. De to fraksjonene EA, og EB ble analysert ved HPAEC-PAD, resultatet viste at hele
enzymdegraderte prgven var eluert i EB fraksjonen. Ufraksjonert enzymdegradert prave ble
analysert ved HPAEC-PAD, praven hadde fire oligosakkaridtopper. For & analysere hvor
store disse oligosakkaridene er, sa ble prevetoppene samlet, og analysert ved ESI-MS.
Resultatet fra ESI-MS viste at enzymdegraderte WML inneholdt en blanding av mono-, di-,
tri-, og tetrasakkarider. For a bestemme bindingsmegnster i disse oligosakkridene, ble de
metylert og analysert ved GC-MS. Glukosetoppen, monosakkaridtoppen, ble ikke tatt med.
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Resultatet viste at de forskjellige oligosakkaridene var (1->3) bundet glukose, og inneholdt
spor av (1->6) bundet glukose.

RAW?264.7-cellene ble stimulert med WML for a teste legumainaktivitet, og de ble ogsa
stimulert med de hydrolyserte pravene og den enzymdegraderte preven. For a undersgke om
lgselighet av B-glukan kunne pavirke legumainaktivitet, ble den partikulare p-glukan WMP,
og den delvis lgselige WMS testet pa RAW264.7-cellen. Legumainaktivitet ble hemmet ved
stimulering med WMP og WMS, mens WML og den enzymdegraderte prgven var pa niva
med kontrollen. Resultatene viste at B-glukan med sa liten molekylvekt som tetramer farer til
ingen effekt pa legumainaktivitet. De hydrolyserte prgvene, fraksjon A og fraksjon B, har fart
til stimulering av legumainaktivitet, det viste at lgselig B-glukan med molekylvekt starre en

tetramer gir stimulering av legumainaktivitet.

IV



Forord

Denne oppgaven ble utfgrt ved farmasgytisk institutt, avdeling for farmasgytisk kjemi.
Oppgaven ble startet august 2012 og avsluttet mai 2013. Farst og fremst vil jeg takket Gud
for & ha gitt meg styrke og talmodighet for a fullfere farmasistudiet.

Det mange som har bidratt i denne oppgaven og har hjulpet meg til & fullfgre dette arbeidet.
En stor takk rettes til min veileder Anne Berit Samuelsen. Takk for all hjelp, veiledning og
radgivning som jeg fikk under oppgaven. En takk til Ph. D studenten, Lise Berven, min andre

veileder, for all hjelp og veiledning jeg fikk i cellelaben.

Jeg vil ogsa takke personale i tredje etasje:

Hoai Thi Nguyen: tusen takk for hjelpen med GC-analysen og GC-MS-analysen.

Ellen Hanne Cohen: tusen takk for hjelpen med HPAEC-PAD, og alle bestillinger du tok for
0SS.

Sutajini Yogarajah: Tusen takk for en kjempe hyggelig omvisning i lab, labsikkerhet, hjelp i
metyleringsprosess, og ikke minst for alle hyggelige samtaler.

Jeg vil takk ingenigr Anders Moe ved institutt for biovitenskap for hans hjelp med ESI-MS

analyse.

En stor takk rettes til mine foreldre Mohammad Alzubaidi og Insherah Alzubaidi som har
stattet og oppmuntret meg gjennom alle disse arene.

Takk til alle mine sgsken som har motivert meg gjennom helestudiet.

Takk til mine venner ved Universitet i Oslo for en hyggelig og minnerik studietid.

Mai, 2013



Innholdsfortegnelse

1  FOrKortelSesliSte ......sssss————— 1
P2 0 118 410 T 1005 ) o 3
25 R T o 111 - 1 T 3
2.2 SACCRATrOMYCES COIEVISIAC....uvurinisisisssssssssisisssmsmsssss s s s s as s s s s s ssasas 5
2R T R4 111 €= 1018 U - ) o 7
2 S - 1 1) 0T ) 9
28 ST 15 a0 2 0= o 11
2.5 1 RAW 264.7 c.ceeeeeeeeeesseesssessssssssessssssssssssssss s s ssse s s s ss s sssssssssessanenes 12

3 MaAl MeEd OPPBAVE...cirerrrrmmssssmsmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasassssssss s ssasassssss s ssasasasssssnssss 13
= 0T o () o 14
T 0 B 4 T3 1 15 ¥ ) o 14
4.2 Generelle MetOer ... ———————————————————_ 16
00 R 00010 1 < 16
T £V 1V PP 16
0 T o) 3 D) 02 16
T b )£ T<T ) 00T 16
4.2.5  SENITIUZETING couvvereeereesreereeereeseesseeseesssessesssessseesseesss s sssesssess e sssesssess s s sssesssessssesssesssesssesens 17
T D ) T | £ PO 17
4.2.7  Fenol- SVOVEISYTEEIESTE ..ot eses e s e s sneas 18

4.3 B-BlUKaANuu s 18
4.3.1 Isolering av I@Selig frakSjomN. ... sssssssssssssssssssssns 19
4.3.2  MELANOLYSE ..oueerereereeeseessee et esssase s s e s s bbb 20
4.3.3  GasSKromatografi (GC) ..eermerrersseesseesseesssesssesssesssesssesssesssesssessssssssssssssssessssssssssssesssssssesens 21
L S Y =1 74 (=) 1 V0P 22
4.3.5 Gasskromatografi- masseSPeRIIrOSKOPI ..o rereenreerecrneeinneeseesees st sesssseessessseesesens 25
ST & 0N DT O o L PN 25
4.3.7 Vaeskekromatografi (HPLC) ... eeseessessseesssessessseessesssssssssssssessssssssssssesssssssesens 26
4.3.8 Preparativ gelfiltrering (SEC) ... eeeereseeseesseesssensessseessesssssssssssssssesssssssssssessssessesens 28
4.3.9 Elektrospray ionisering massespektroskopi (ESI-MS) ..o 29

4.4 Degradering av B-gluKan ... ssss—————— 30
4.4.1 Bestemmelse av reduserende ende ... ————————— 30
4.4.2  ENZYMAEGIAUETING ..reuieureeeerrereesseeeessessessesssesssessessesssssssssessses e sss s s esse s ssssss s s sasssessssas 30
4.4.3  Partiell BYArolySe. e sess s sssess s sess s ssess s sssesssessenens 31

4.5 Celleforsgk ... ————————— 32
4.5.1  CelledYTRNING ..oveieeriereeieseereessetseesseeecsseesessessses s esss s s sessse bbb s s 32
4.5.2  SPlIttiNG AV CElIET .ot 32
4.5.3  CelletelliNg oo 33
4.5.4  ULSAING AV CELIET ottt ses e s bbb s bbb 33
4.5.5 Stimulering med B-gluKaNPI@Ver ... 33
4.5.6  LYSETING AV COILIET ..ottt st s bbb bbb 34

4.6 Maling av Legumain aKtiVItet .....cmmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 34
4.6.1 MaAling av tOtaAlPIrOLEIN ..cuveceecert e 35
4.6.2 Celleproliferasjons teSt (MTT) ....coeeneeeneeneeesssessseesssesssessseesseessssssssssssssssssssssssesssssssssssssens 36

5 ReSUtAter ... ————————_———_—_ 37

VI



5.1 Isolering av lgselig fraksSjon.....commm——————————— 37

5.2 Karakterisering av B-gluKamn.......csssssssssssssssssssssssssssss 37
5.2.1 MonosakKaridSammenSEtNING . ..c.coeereemerseesseesseessssssessessssssssssssessssssssssssssssssssesssssssssssees 37
5.2.2 Estimering av molekylvekten til WML.........onnenneneeneeneesseseesesssssssssesssssesssssssssessees 38
5.2.3  Preparativ @elfiltrering. ..o ettt ssses s sssssss s s s sssssssssssssasessnes 39
5.2.4 Karakterisering av bindingsforhold i WML ........nenenneeseeseesseeesssssssssesssesssssssees 41

5.3 Degradering aV WML ... sssssssssssssssssssssssssassssss 42
5.3.1  ENZYMAEZIaAUEIING .. cceriereeeeureereeeseesessisessesssessesssssssssesssessesssessssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssessaes 42
5.3.2  Partiell RYATOLYSe.. . ettt sssesss e s s s ssssss bbb s 51

5.4 Stimulering av RAW 246.7-celler og maling av legumainaktivitet.......cummmmsmsnans 54
5.4.1 CelleviabilitetSteSt MTT ... ssssssssssssssssseses 59

LI D ) €1 ) o 60

6.1 Isolering av lgselig fraksjon....m————————— 60

6.2 Karakterisering av B-gluKan......cmmmssssssssssssssssss 60
6.2.1 Monosakkarid SAMMENSEINING......ccouerrereereesreeeesreesessessesseessesssesssssessssssessesssessssssssssessssssessees 60
6.2.2 Estimering av MOIEKYIVEKE ...ttt sens s sasesaes 61
6.2.3 Karakterisering av bindingsforhold........coecneneeneeeeesseeseesseesseeeseeesesssessssesssessnees 61

6.3 Degradering av WML ... sssssssssssssssssssssassssas 62
6.3.1  Partiell RYArOlYSe.. . ss st es s s 62
6.3.2  ENZYMAEZIaderiNg...occeriereereeneeeesseeeessessesseessessessssssesssesssessesssessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssessssssesses 63

6.4 Stimulering av RAW 264.7 celler og maling av legumainaktivitet .........cocuessmsseseasens 64

7 100 ) 1114 11T o) T 67
8  Veien VIAEre ... 69
LItteratur liSTe .. 70
Vedlegg / APPENIKS ... ssns 74

VII



1 Forkortelsesliste

AEG Asparaginyl endopeptidase

CR-3 Komplementreseptor-3

DMSO Dimetylsuflfoksid

DTT Ditritreitol

ESI Elektrospray ionisering

FID Flammeionisasjondetektor

GC Gasskromatofgrafi

HDL Hgy densitet lipoprotein

HPAEC High Performance Anion Exchange Chromatography-
HPLC High Performance Liquid Chromatograpfy
IFN Interferon

IL Interleukin

kDa Kilo-dalton

LDL Lav densitet lipoprotein

mAb Monoklonale antistoffer

MBP Myelin basisk protein

MHC Hovedvevsforlikelighetsantigenkomplekset
MS Massespektrometr

Mw Molekylvekt

PAD Pulsed Amperometric Detection

PAMP Patogen assosiert mgnster molekyl

PBS Fosfatbufret salin

PRR Mgnster gjenkjennelses reseptor

ROS Reaktiv oksygen arter

SEC Size Exclution Chromatograpfy

TFA Triflouroeddiksyre

TLR Toll-like reseptor

TMS Trimetylsilyl

TNF Tomur nekrosesfaktor

WML Den isolerte -glukan



WMP Den partikulaere wellmune

WMS Den lgselige wellmune



2 Introduksjon
2.1  B-glukan

B-glukaner er naturlige polysakkarider som bestar av -D-glukoseenheter bundet sammen
med glukosidbindinger (Auinger, Riede et al. 2013). B-glukan er en del av gjeer-, sopp- 0g
bakteriecellevegg. Korn som bygg og havre inneholder ogsa p-glukan i sin endosperm
cellevegg. B-glukan kan variere i struktur og forgreninger avhengig av p3- glukankilden. -
glukan fra gjeer og sopp inneholder 1->3 bundet glukoseenheter, med 1->3/1->6
forgreninger. B-glukan fra korn er linegr og er bygget opp av korte sekvenser av 1->4 D-
glukose. 1->4 sekvenser er bundet sammen med 1->3 D-glukose, figur (1). Fysikalske og
kjemiske egenskaper til B-glukan som lgselighet, tertigerstruktur, molekylvekt, og grad av

forgrening kan variere avhengig av B-glukankilden (Volman, Ramakers et al. 2008).

CH,0H ]
o O b
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C”"Oko G c»«,ouo ) { (o]
ion OH \ [-(1-4)-D-glucose !
o9 i x OH it o, 0—
CH,0H OH el 1-4)-D-gc0s0 fi-(1-3)-D-gucase
o, © M
\0\ OH B-(1-4)-D- gli:z: ’ or
-(1-3)-D-glucose
OH
L [(1-4)Dglucose -
cereal B-glucan yeast B-glucan
Polymer of 3-(1-4)-D-glycopyranosyl units separated by Polymer of B-(1-3)-D-glycopyranosyl units with
single -(1-3)-D-glycopyranosy! units. branching at §-(1-6)-D-glycopyranosy! units
B-Glucan type Structure Description
: Linear 31,3 glucan
Bacterial (i.e. Curdlan)

Short 31,6 branched, 1,3 glucan

Fungal L1 1 1 1 | (i.e. Schizophyllan)
— — Long 31,6 branched, $1,3-glucan
Yeast (i.e. WGP B-glucan, Betafectin™)

Linear $1,3/p1,4-glucan
— e ey o
Cereal (i.e oat, barley, rye)

Figur-1 g glukan kilde og struktur (Volman 2008)

B- glukan har interessante fysiologiske effekter, og har derfor fatt mye oppmerksombhet i
forskning. B- glukan er en biologisk responsmodifikator (BRM) (Driscoll, Hansen et al.

2009). En BMR er et stoff som kan pavirke immunsystemet, og dette gjer B-glukan, den

3



modulerer immunsystemet positivt. Positiv immunmodulering eller som det kalles ogsa
immunpotensering, spiller veldig viktig rolle i behandling av en rekke sykdommer der
immunsystemet er involvert, som kreft. Immunmodulerende stoffer er fordelt i tre grupper:
den farste gruppen er intakte mikrober, bakterielle komponenter eller sopp komponenter som
zymosan og -glukan, mens den andre gruppen er naturlige komponenter fra et normalt
immunsystem, som hormoner, og den tredje gruppen er syntetiske komponenter. Forskning
fokuserer mest pa den farste gruppen (Novak and Vetvicka 2008). En del av den farste
gruppen, intakte mikrober eller bakterielle komponenter, kalles for PAMPSs, pathogen-
associated molecular patterns, patogen-assosierte mgnstermolekyler. PAMPs gjenkjennes av
menneskets immunsystem via PRR, Pattern recognition reseptors, magnster
gjenkjennelsesreseptorer. PAMPs er molekyler som er en del av mikroorganismens cellevegg
som B-glukan eller kan vare en overflate molekyl som gjenkjennes av hovedsakelig
makrofagene. Makrofagene detekterer 3-glukan via sine PRR som TLR-2, dektin-1, CR3 og
laktocylceramid reseptor (Novak and Vetvicka 2008).

B-glukan har ogsa positive effekter pa hjertekarsystemet. Studier har vist at havre B-glukan
reduserer totalkolesterolet i blodet, gker HDL, og senker LDL. Inntak av havre 3-glukan har
gunstige effekter pa forebygging, behandling og kontroll av diabetes. Dessuten kan havre B-
glukan aktivere monocytter, makrofager, NK-celler, og kan gke mengder av
immunoglobuliner, noe som kan bedre immunresponsen ved kreft og infeksjoner (Daou and
Zhang 2012).

Curdlan er en bakteriell, lineer 1->3 B-glukan som stammer fra Alcaligenes faecalis som er en
jordbakterie som har vist i en musestudie & ha en effekt mot laishmania ved & gke produksjon
av T-hjelpeceller Th1l og Th17 som produserer cytokiner som IL-6, IL-1 og IL-23. Th17
produserer 1L-17 og IL-23 som ble funnet & vere viktig i behandling av leishmania infeksjon.
Curdlan aktiverer makrofager ved a binde seg til dektin-1 reseptor, dermed gker
produksjonen av TNF-a og NO (Ghosh, Sharma et al. 2013).

Mange andre studier ble gjort for & undersgke B-glukan fra forskjellige kilder, og studiene har
kommet med veldig positive funn i forhold til modulerings av immunsystemet. Behovet for &

finne ut mer, og forske pa B-glukan er fortsatt stort fgr det kan tas i bruk medisinsk.



2.2 Saccharomyces cerevisiae

Gjeer er encellet eukaryote mikroorganisme. Det er kjent fra lang tid tilbake, og mennesker
har brukt det til bradbaking, gl- og vingjeering. | dag spiller gjeer en stor rolle i brgdindustri
og ikke minst i forskning. Gjerstammen som brukes i fermenteringsindustri er stort sett
Saccharomyces cerevisiae. Etter glgjeering blir rester av gjeer renset og brukt som
kosttilskudd. @lgjeer som kosttilskudd ble fer brukt for hud, har og ikke minst for a forsterke
immunsystemet. Grunnen til det er at glgjeer er rik pa B-vitaminer og inneholder en del
mineraler. Allerede i 1919 ble det gjort forsgk for & bestemme innholdet av glgjeer. Det ble
funnet at glgjeer inneholder en del vannlgselige vitaminer og uorganiske salter som har
betydning i kostholdet (Osborne and Wakeman 1919).

En dyrestudie ble gjort for a se effekten av glgjaerekstrakt i behandling av
utmattelsessyndrom. Musene i studien ble injisert med Brucella abortus antigen hver andre
uke for & indusere kronisk utmattelsessyndrom hos musene. Et glgjerekstrakt ble oralt
administrert 2 uker for injeksjon og 4 uker etter. Musenes lgpeaktivitet, definert som antall
hjulrunder i 24 timer, ble malt og sammenlignet mellom gruppen som fikk glgjerekstrakt og
gruppen som var ubehandlet. Miltvekten, prosent av miltens follikuleer omradet og
ekspresjonsniva av interferon-y (IFN-y) og interleukin-10 (IL-10) mRNA i milten ble bestemt
for begge gruppene for studiestart. Den behandlede gruppen hadde hgyere daglig aktivitet
enn den ubehandlede allerede etter den andre injeksjon med Brucella abortus antigen.
Produksjon av IFN-y og IL-10 var nedsatt i den behandlede gruppen. Resultatet fra denne
studien var at en ekstrakt fra glgjer kan vaere beskyttende etter gjentatt injeksjon med
Brucella abortus antigen ved a normalisere vertens immunrespons (Takahashi, Yu et al.
2006).

S.cerevisiae er en godt studert organisme, celleveggen som utgjer 80-90 % av cellenes
tarrvekt er ogsa studert. Celleveggen inneholder like store mengder av B-glukan som a-
mannan, begge komponentene kan medfere fagocytose i en mus-cellelinje (Giaimis,
Lombard et al. 1993). Gjeercelleveggen inneholder (1> 3)-D-glukose, (1->6)-D-glukose,
chitin og mannoprotein bundet sammen, (figur-2). Mannoprotein virker som fyll i
celleveggen og er veldig viktig for permeabilitet av celleveggen (Kollar, Reinhold et al.
1997).



Glycoprotein

H 6
. Ny CH,OH
Mannoprotein (IJ 1 |
B-Glucan H_?_OH H Cg— O\OH
HO-C-H L W '
" - —- 15
Chitin H_(l3_0|-| HO\ c —C/H
- I | 2
Mannoprotein N = 2N H CI: OH |_|3 OH
Plasma membrane T i) CH,OH l
6 D-GLUCOSE
I
O
[_o
T
o 2
=
B1,6 BRANCH
OH 0] OH
CH,OH 6 CH,OH
HO HO HO g
_0 0 0 O~
OH OH B 3 OH
B1,3 GLUCAN

Figur-2 Gjarcelleveggens oppbygning (Chan, Chan et al. 2009)

Zymosan er et produkt som ble laget av celleveggen til S.cerevisiae, celleveggen ble laget
ved koking av celler og trypsinering. Produktet inneholder definerte polysakkarider som f3-
glukan, mannan og chitin. Zymosan blir fagocytert av de medfgdte immuncellene som
makrofagene, monocyttene og leukocyttene, dermed stimulerer den sekresjon av
inflammatoriske mediatorer som TNF-a, IL-8, hydrogenperoksid, og arakidonsyre (Sato,
Sano et al. 2003). Zymosan brukes som modell for a studere det medfadte immunsystemet og
immuncellenes forskjellige aktiveringsmekanismer som fagocytose, og regulering av
cytokinproduksjon. Zymosan blir fagocytert ved binding til forskjellige reseptorer som
dektin-1, TLR-2 og integrin Mac-1 (Jiang, Sternweis et al. 2013). Ved binding til dektin-1
reseptor i dendrittiske celler induserer zymosan produksjon av interleukin-10 (IL-10) og
nesten ingen IL-6 og IL-12 (Dillon, Agrawal et al. 2006).



2.3  B-glukan fra gjeer

-glukan er en av hovedkomponentene som danner gjaercellevegg. B-glukan utgjer 30-60%
av gjercelleveggen (Barsanti, Passarelli et al. 2011). Gjeer B-glukan er kommersielt
tilgjengelig i preparater som Zymosan fra Sigma-Aldrish, Yestimun® fra Leiber GmbH,
Wellmune® fra Biothera, og ngb®24:7™ fra Immunocorp AS. Zymosan er et produkt fra
gjeercelleveggen som inneholder proteinkarbohydratkomplekser. Yestimun® er et tysk
produkt som produseres av glgjeer, og markedsfgres som godt for immunsystemet.
Wellmune® markesfares ogsa som immunmodulerende preparat, og at den aktiverer det
medfadte immunsystemet. Produsenten Biothera hevder at -glukan i Wellmune® er

utvunnet fra en bestemt gjaerstamme av S.cerevisiae. ngh®24:7 ™

inneholder norske -
glukaner som er utvunnet ogsa fra S.cerevisiae og den markedsfares som norske B-glukaner
som har en immunmodulerende effekt. Immunocorp som produserer ngb®24:7 ™ kapsler,

har en hudpleieserie som inneholder norske 3-glukaner.

Kolesterolsenkende effekt

| en studie ble det funnet at gjeer B- glukan betydelig senket den totale
kolesterolkonsentrasjon i blodet, og hevet HDL- nivaet. 15 overvektige menn deltok i
studien. Deltakerne hadde forhgyet totalkolesterol, men var ikke under medikamentell
behandling. Studien startet med 3 uker innkjgringsperiode, fulgt av 8 uker behandling med 15
g B-glukan daglig og 4 uker uten behandling. Totalkolesterol og HDL niva ble malt ved
innkjgringsperioden, uke 8 og uke 12. B-glukan fra gjer har redusert totalkolesterol og
forhgyet HDL-konsentrasjon ikke fer 4 uker etter at inntaket av B-glukan ble stoppet
(Nicolosi, Bell et al. 1999).

Effekt pa forkjelelse og gvre luftveisinfeksjoner:

For a bekrefte den immunmodulerende effekt av B-glukan ble den testet i kliniske studier. En
studie ble utfgrt for a teste effekten av B-glukan pa sirkulerende cytokiner og kjemokiner med
hensyn til gvre luftveisinfeksjoner. Studien var randomisert, dobbel-blindet, placebo-
kontrollert og gikk over 90 dager. Preparatet som ble testet var WGP® den partikulaere 3-
glukan, mot rismel i placebo. Deltakere i studien fikk 250 mg daglig. Studien konkluderte



med at WGP® gir redusert varighet og redusert alvorlighetsgrad av gvre luftveisinfeksjon og
symptomer pa luftveisinfeksjoner. Nivaet av cytokiner var uendret mellom placebogruppen

og gruppen som fikk WGP® ved studiestart og ved avslutning (Fuller, Butt et al. 2012).

| en annen studie ble det undersgkt om ulgselig B-glukan Yestimun® bidrar til & opprettholde
kroppens immunforsvar mot patogener i friske personer. Studien var randomisert, placebo-
kontrollert og dobbel-blindet. Studien varte i 16 uker, 162 deltakere ble delt i to grupper. En
gruppe fikk en dggndose pa 900 mg B-glukan, som skulle fordeles to ganger daglig.
Placebogruppen fikk kapsler med placebo som ogsa skulle inntas to ganger daglig. Resultatet
fra studien viste at partikulaert B-glukan reduserte antall forkjalelsesepisoder i 3-
glukangruppen. En svak forbedring i totale forkjglelsessymptomer, og signifikant reduksjon i
sgvnforstyrrelser forarsaket av forkjglelse ble observert ved B-glukangruppen (Auinger,
Riede et al. 2013).

En dobbel-blindet randomisert, placebo-kontrollert studie ble utfart med samme produkt
Yestimun ® for & teste forbedring av immunforsvaret. To grupper med 50 deltakere i hver
gruppe fikk enten placebo eller Yestimun ®. En gruppe fikk 450 mg -glukan to ganger
daglig, og placebogruppen fikk mikrostallinsk cellulose. Studien konkluderte med at j3-
glukan har en signifikant infeksjons- og forkjglelsesforebyggende effekt. En signifikant
reduksjon pa forkjglelsesvarighet og mildere symptomer ble ogsa observert (Graubaum,
Busch et al. 2012).

F-glukan og kreft:

Som tidligere nevnt og som studier har vist sa har B-glukan en immunmodulerende effekt.
Forskjeller i struktur og kilde til B-glukan, farer til forskjell ogsa i biologisk aktivitet. Det ble
rapportert at B-glukan er viktig i adjuvant kreftterapi. p-glukan virker ved & stimulere de
medfgdte og adaptive immunresponser. Studier har vist at den partikuleere B-glukan aktiverer
dendrittiske celler, makrofager ved dectin-1 reseptor som farer til gkning av antitumor
immunresponser. Aktiverte dendrittiske celler stimulerer differensiering av T-hjelpeceller
(Thl), og cytotoksiske T-lymfocytter in vitro (Qi, Cai et al. 2011).

| en dyrestudie ble B-glukan fra forskjellige kilder testet sammen med monoklonale
antistoffer i kreft behandling. B-glukan fra gjeer og forskjellige type sopp ble testet pa murin

modell for & sammenligne effektivitet av mAb-behandling alene og sammen med B-glukan.
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Resultatet fra studien viste at effektiviteten av mAb-behandling gkte ved samtidig behandling
med B-glukan, serlig B-glukan fra gjeer. Oral administrert partikuleer B-glukan fra gjeer tas
opp gjennom M-cellene i mage-tarmsystemet og sa blir den fagocyttert av makrofagene i
milten og beinmarg. Deretter blir sma deler av degradert p-glukan frigitt. Disse sma delene
binder seg til CR-3 i ngytrofile celler, pd samme mate som lgselig B-glukan, dermed blir
cellene aktivert til a drepe iC3b-opsonisert gjeer eller tumorceller. Laselig B-glukan
stimulerer ogsa makrofagene til a skille ut IL-6 og TNF-a. En slik aktivering av det medfedte
immunsystemet ga bedre antitumor effekt og gkt langsiktig overlevelse enn behandling med

monoklonale antistoff alene (Driscoll, Hansen et al. 2009).

24  Legumain

Legumain eller asparaginyl endopeptidase (AEP) er en lysosomal cysteinproteaseenzym som
bryter ned proteinsubstrater spesifikk ved C-terminal i asparagin i P1-posisjon. Den tilhgrer
C-13 familie i humane cysteinendopeptidaser. Legumain ble farst oppdaget i planter og i
schistosoma mansoni (Chen, Dando et al. 1997).

Legumain er mest uttrykt i nyrer, men den finnes ogsa i lever, milt, prostata og makrofager. |
nyrene bidrar legumain til normal proteinkatabolisme og renal homeostase. Legumain bryter
ned fibronektin i proksimaltubuli-cellene, og det bidrar til remodulering av ekstracellulere
matriks. Legumain er involvert i patogenesen for en rekke sykdommer som aterosklerotsike
lesjoner, slag, og kreft (Edgington, Verdoes et al. 2012, Yamane, Hachisu et al. 2012).
Legumain er overtrykt i prostata, kolon og brystkreft. Legumain blir trykt av tumorceller,
endotelceller og tumor assosiert makrofager (TAM). Legumain er involvert i cellemigrasjon,

metastase og vevinvasjon (Liu, Sun et al. 2003, Liu 2008).



Li og sine medarbeidere har kartlagt hvordan legumain aktiveres. Enzymet er syntetisert som
et inaktiv preproprotein. Preproproteinet prosesseres til prolegumain med molekylvekt pa 56
kDa. Prolegumain fraktes fra golgiapparatet til lysosomene, der skjer en spalting av C-
terminal etter asparagin 323 (N323), og en ved N-terminal etter asparaginsyre 25 (D25).
Legumain blir aktivt etter den siste spalting som skjer ved pH 3,5-4,5 og da har enzymet
molekylvekt (46 kDa), (figur-3). Legumain blir prosessert in vivo til 36 kDa ved hjelp av
andre proteaser, men dette forer ikke til gkning av enzymaktivitet (Li, Matthews et al. 2003).

D ainjeww)

sisfjejesoine 43Jv

2 ~g ainew

Figur -3: Aktivering av legumain. Den inaktive 56-kDa proenzymet befinner seg prelysosomalt omdannes
graduvis til aktiv legumain ved autokatalytisk spalting ved Asn 323 etterfulgt av Asp 25. Den siste spalting som
farer til endelig enzymet farer ikke til ytterligere gkning i aktivitet (Li, Matthews et al. 2003).

Legumain er involvert i mange prosesser i kroppen, blant annet nedbrytning av bakterielle
antigener i lysosomer/ endosomer. Degradert antigener danner komplekser med “major
histocompatibility complex” MHC klasse II som presenteres til T-celler. Eksempel pa dette er
tetanus toksinet som blir klgyvet og utfoldet av legumain. Utfoldet protein blir gjenkjent av
MHC klasse 1l molekyler som danner et kompleks med det, og sa presenterer det til T-celler
(Manoury, Hewitt et al. 1998).
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Legumain kan ogsa hindre kompleksbinding av antigen og MHC klasse 11 molekyler.
Eksempel pa dette er myelin basic protein MBP. MBP er et protein som er involvert i
patogenesen til multippel sklerose. Legumain prosesserer MBP noe som hindrer binding av
MHC Il molekyler, og videre en ugnsket autoimmun reaksjon (Beck, Schwarz et al. 2001).
Legumain er involvert i hemming av osteoklastdannelse i benmargen. Dette forer til

hemming av benresorpsjon (Choi, Kurihara et al. 2001).

2.5 Makrofager

Makrofager er kroppens “gatefeier” eller scavenger, de fagocytterer, fjerner dede celler,
cellerester og ikke minst fjerner invaderende mikroorganismer. Makrofagene har forskjellige
overflatereseptorer som CR1, CR3 og CR4 som binder komplemente proteiner. Aktiverte
komplemente proteiner som har bundet seg til en bakterie, binder seg videre til komplemente
reseptorer pa makrofager, noe som farer til endocytose av bakterien. Makrofagene har PRR,
som gjenkjenner deler av invaderende mikroorganismer som B-glukan partikler, eksempler pa
disse reseptorene er: lektin-reseptorer, dektin-1 og Toll-like reseptorer TLR-2 og TL6.
Dektin-1 gjenkjenner partikulaert B-glukan og CR-3 gjenkjenner den lgselige f-glukan
(Pharham 2009, Goodridge, Reyes et al. 2011). Makrofagene frigjar substanser som NO og
tumornekrosefaktoralfa (TNF-a) som er med pa a uskadeliggjgre mikroorganismer og
kreftceller. Makrofagene spiller ogsa en indirekte rolle i bekjempelse av infeksjoner og
tumordannelse i kroppen ved sekresjon av cytokiner og antigen prosessing og presentering
(Klimp, De Vries et al. 2002). Fagocyttering av B-glukan ved binding til dektin-1 ferer til
aktivering av makrofagene, produksjon av ROS og utskillelse av forskjellige cytokiner, det
medfgrer ogsa til degradering av B-glukan til sma lgselige fragmenter. B-glukan binding til
dektin-1 reseptor skjer ved samarbeid eller uten samarbeid med TLR-2/6. Fragmentert 3-
glukan som blir skilt ut, binder seg til CR-3 i ngytrofile celler og farer til en

immunrespons(Chan, Chan et al. 2009)( figur-4).
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Figur-4 Forskjellige mater & aktivere immunsystemet med for & fa antitumoreffekt. Makrofagene binder 3
glukan via dektin-1 i samarbeid med eller uten TLR-2/6, degraderer den til lgselige fragmenter. Fragmentert f-
glukan binder seg til CR-3. (Chan, Chan et al. 2009).

2.5.1 RAW 264.7
RAW-264.7 er makrofagcellelinje fra mus som er injisert med Abelson leukemivirus. RAW-
264.7 celler uttrykker dektin-1 reseptor (Brown and Gordon 2001) som er ansvarlig for
fagocytose i makrofagene og som fagocytterer blant annet partikuleaer 3-glukan. |
produktdatabladet for cellelinje fra produsenten star det at disse cellene fagocytterer zymosan
som er en partikuler B-glukan (ATCC 2012). Det er sveert sannsynlig at RAW 264.7
uttrykker legumain siden den er en makrofagcellelinje. Det er ikke kjent per i dag om B-
glukan fra gjeer pavirker legumain produksjon i makrofager. Det er det som skal undersgkes

ved denne oppgaven.
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3 Mal med oppgave

| denne oppgaven var det overordnede malet & undersgke om B-glukan fra gjeer kan pavirke
legumainaktivitet.
Malet med oppgaven oppnas ved:
o A Karakterisere B-glukan fra gjeer med hensyn p& monosakkaridsammensetning,
bindingsmgnster og molekylvekt
o A studere effekt av B-glukan pé& legumainaktivitet i RAW 264.7 cellelinje.
e A studere hvordan legumainaktiviteten i RAW 264.7 forholder seg til p-glukans
molekylvekt.
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4 Metoder
4.1  Kjemikalier

| Kjemikalie

Ammoniakk

Bio-Rad Protein Assay

D-Mannitol

Diklormetan

DMSO (dimetylsulfoksid)

Endo-1,3-Bglukanase

Glukose

Kloroform

Metanolisk HCI 3M

Natriumacetat

Natriumfosfat

Natriumsulfat

F

14

i

Produsent

Bio-Rad

!

Sigma- Aldrish

Merck

Sigma- Aldrish

Megazyme

Sigma

Prolabo

Supelco analytical, USA

Merck

%

Merck

Merck




15

Saltsyre Prolabo

Selvnitrat Merck

Vannfritt metanol Sigma

Wellmune soluble powder product Biothera




4.2 Generelle metoder

4.2.1 Innveing
Vektene som ble brukt til innveining var Sartorius analysevekt og Mettler overskalevekt.
4.2.2 Vann
Vannet som ble brukt i alle forsgkene er destillert vann.
4.2.3 pH- justering
Justering av pH ble foretatt ved hjelp av et pH-meter ( Mettler Toledo, Seven Easy). pH
bufferne som ble brukt til kalibrering av pH-meteret ved pH-buffer 4 og 7 (Hamilton Duracal
Buffer, Hamilton Bonandus AG Sweitzerland).
4.2.4 Frysetarring
Frysetarring er en metode som brukes for & gke holdbarhet og gke lgselighet av stoffer.
Stoffene fryses ned, deretter frysetarket ved a fjerne is ved sublimasjon. Fjerning av is farer
til muligens en ending i konformasjon som gjer stoffet lett mottakelig for vann igjen, og
stoffet for gkt lgselighet.
e Metanolbad: Hetofring, Heto Birkergd Danmark
o Frysetarker: Christ Alpha 1-4

e Pumpe: Chemistry Hybrid RC5, Vacuumbrand Wertheim Germany.

Pravene ble rundfryst i metanolbad eller frosset ned i fryser, og deretter frysetarket

utenpa eller inni frysetarkeren.
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4.2.5 Sentrifugering

To sentrifuger ble brukt for a sentrifugere prevene i. En stor sentrifuge Multifuge 4 KR,
Heraeus.
Den andre, Thermo Fresco 21 centrifuge, ble brukt til sentrifugering av cellelysatene som var

i ependorfrar.

4.2.6 Dialyse

Dialyseslanger, Spectra / por Mw cut off 12-14000 Da ble kokt i destillert vann i 10 minutter
tilsatt 200l 0,1 M NaOH per liter vann. Kokte slanger ble skylt med destillert vann, deretter
ble de kokt pa nytt med bare destillert vann i 10 minutter. Tilslutt ble dialyseslangene skylt

med destillert vann og var klar til bruk.

Dialyseslanger, Spectra/ por Mw 3500 Da ble kokt i destillert vann i 10 minutt tilsatt en pellet
NaOH (som tilsvarer 0,21g) per liter vann. Kokte slanger ble skylt med destillert vann,
deretter ble de kokt pa nytt med bare destillert vann i 10 minutter. Tilslutt ble dialyseslangene

skylt med destillert vann og var klar til bruk.

Slangene ble lukket i den ene enden ved hjelp av en plastklemme og skylt med vann. Slangen
ble fylt til % med prevelgsning ogsa ble det tilsatt 2-3 draper toluen for & hindre
bakterievekst. Luften ble presset ut av slangene, deretter ble de lukket med en plastklemme.
Slangene ble lagt i et stor begerglass med destillert vann, ble satt i kjglerom 4°C med
magnetrar.

Vannet ble byttet flere ganger i lgpet av dagen. Dialysevannet ble testet for innhold av NaCl;
da den skulle fjernes fra pravelgsning; ved a dryppe noen draper AgNOs_ Ble vannet blakket

var det fortsatt kloridioner i praven, og dialysen var ikke ferdig enda.
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4.2.7 Fenol- svovelsyretest

Prinsipp:

Fenol- svovelsyretest er en metode som brukes for a bestemme karbohydratinnhold i en
preve. Karbohydrater og deres derivater danner sammen med fenol og konsentrert svovelsyre
gulfarget forbindelse som indikerer innhold av karbohydrater i en prgve. Gulfargen
absorberer UV-lys ved 390 nm (Dubois, Gilles et al. 1956).

Reagenser:
Konsentrert svovelsyre

4 % fenol

Utfarelse:

Pravelgsning 200 ul ble tilsatt i et glassrar, deretter tilsatt 200 ul 4 % fenol og 1 ml
konsentrert svovelsyre. Innholdet ble blandet ved hjelp av votex. Lasning ble satt pa benk ca
30 min minutter for a kjgle ned. Deretter ble absorbans malt ved 390 nm.

4.3  B-glukan

B-glukan som ble brukt i denne oppgaven er fra gjeer, isolert fra en bestemt gjerstamme av
produsenten Biothera the immune health company. Biothera har utviklet fire typer B-glukan.

Tabell-1 presenterer de fire typene.

Tabell-1 Presentasjon av Biothera produkter, deres innhold av B-glukan, og lgselighet )
(European Food Safety Authority (EFSA) 2011).

Navn Laselighet Innhold av B-glukan
BetaRight BWGP Ulgselig B-glukan 70 % B-glukan (1,3/1,6)
Wellmune WGPS Laselig B-glukan 75 % B-glukan(1,3/1,6)
Dispersible WGPD Ulgselig B-glukan 75 % P glukan (1,3/1,6)
Wellmune WGP Ulgselig B-glukan 70 % B- glukan (1,3/1,6)
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Alle de fire produktene inneholder ogsa andre stoffer fra prosessering av S.cerevisiae som
celleveggskomponenter, proteiner, fett, aske og fuktighet. WGPS ble brukt i oppgaven, og fra
den ble det isolert en lgselig fraksjon. Den lgselige B-glukan ble kalt WMS som betyr
Wellmune- solubale, mens den lgselige fraksjonen som ble isolert ble kalt for WML
Wellmune- lgselig. Partikuleert wellmune ble kalt for WMP.

4.3.1 Isolering av lgselig fraksjon

Prinsipp:
WMS blir kalt av produsenten den lgselige B-glukan, men er ikke helt Igselig i vann. | tillegg
inneholdte produktet celleveggskomponenter som vi ikke ville ha med i eksperimentene.

Derfor ble det valgt a isolere en lgselig fraksjon fra produktet.

Material:

Wellmune soluble powder product
Code F 3020, LOT 09297_0,07 g
Destillert vann

Etanol 96 %

Utfarelse:

WMS 2g ble veid inn, fuktet med 96 % etanol, deretter ble det lgst i destillert vann under
oppvarming 80 °C i 30 minutter. Lgsningen ble sentrifugert ved 1500 rmp i 30 minutter. Det
oppleste WMS ble dialysert, metode 2.2.6 for a fjerne ugnskede stoffer. Dialyseslangene,
Spectra / por Mw cut off 12-14000 Da, ble brukt. Etter ferdig opprensing, ble lgsning av
WMS ble frysetarket. Den rensede fraksjonen som fikk navnet WML ble veid inn i en egnet

beholder med lokk og satt i fryseren til videre analyse.
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4.3.2 Metanolyse

Prinsipp:

Metanolyse er en metode som utfgres for a identifisere monosakkaridsammensetning i
karbohydratpolymere. Hvis polysakkaridene blir utsatt for et surt, vannfritt,
metanolholdigmiljg blir de spaltet til monosakkarider. Monosakkaridene vil danne
metylglykosider ved C1-posisjon. Det er viktig at metanolyse skjer i vannfritt miljg for a
hindre hydrolyse (Chambers and Clamp 1971).

Reagenser:
e 1 mg/ml mannitol i 1 M HCI i metanol Internstandard

e Vannfri metanol
e 3 M HCI i vennfri metanol

e TMS reagens (Vannfri pyridin, heksametyldisilazan, trimetylklorsilan)

Internstandard:
Mannitol 1 mg/mg ble lagd ved a lgse 25 mg mannitol i 1 M HCI i metanol (25ml).
Videre ble praven behandlet slik:

Utfarelse:

Frysetarket WML (1 mg) ble veid inn i en supelcorer. Reret ble dekket med parafilm og en
kanyle ble brukt til & lage hull i parafilmen. Prgven ble satt til tarking over forsfopentoksid i
24-48 timer. Eksikatoren ble satt varmeskap ved 40°C. Det ble tilsatt 1 ml 3 M HCI i metanol
til prgven, deretter ble 100 pl internstandard tilsatt. Praven ble inkubert i varmeskap ved 80
°C i 24 timer. Etter inkubering ble prgven dampet inn med nitrogen gass til tarrhet. For a
fjerne HCI fra prgven ble (200 ul) vannfritt metanol tilsatt til praven. Deretter ble praven
tarket med nitrogengass. Prgven ble satt til tarking i vakuum over forsfopentoksid i minst en
time fgr TMS-derivatisering. TMS (100 pl) ble tilsatt til praven, praven ble mikset godt pa
vortex mikser. Prgven ble satt til henstand i ca %2 time. Supernatanten (80 ul) ble overfart til

GC-pravergr med en glasspipette.
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4.3.3 Gasskromatografi (GC)

Prinsipp:

Gasskromatografi er en metode som brukes for seperasjon av stoffer som er flyktige eller kan
omdannes til flyktige termisk stabile derivater. Mobilfasen er en gassform som kalles
baeregass og stasjonerfasen er fylt i tynne kolonner. Stoffene injiseres i en oppvarmet
injektor, og de fordamper ved inngangen til kolonnen. Baregassen frakter med seg stoffene
som fordeler seg mellom baeregassen og stasjonzrfasen. Seperasjonen av stoffene er
avhengig av komponentenes affinitet til stasjonerfasen(Pedersen-Bjergaard and Rasmussen
2010).

Reagenser:
Heksan til vask av injektor.

Utfgrelse:

Gasskromatograf : ~ Thermo Scintific Focus

Detektor: Flamme- ionisasjonsdetektor (FID)

Injektor: Splitt/ splitless- injektor

Kolonne: Restek kapilleerkolonne (30 cm, 0,32 indre diameter) med 0.25 um
filmtykkelse

Beaeregass: Helium

Flow: Konstant trykk 0,70 bar

Injeksjonsvolum: 1ulL

Injeksjonstemperatur: 250 °C

Detektortemperatur: 300 °C

Tempetaturprogram: initielt 140 °C, deretter gkning med 1 °C/ min til 170 °C, videre gkning
med 6 °C/ min til 250 °C

Programvare: Chromeleon versjon 6,8

Supernatant (1uL) fra metanolyse praven som er TMS derivatisert ble injisert i

gasskromatografens injektor, og programmet ble startet.
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4.3.4 Metylering

2.3.4.1 Metylering
Metylering er en derivatiseringsmetode som utfares for & karakterisere bindingsmanster til
polysakkarider. Metoden bestar av fglgende trinn: Metylering, hydrolyse, reduksjon, og
acetylering, samt GC-MS

Prinsipp:

Polysakkarider inneholder fri OH-grupper som inngar i glykosidbindinger, for & kunne skille
dem kan man utfare metylering. Frie hydroksylgrupper deprotoneres ferst med en sterkbase
(NaOH i DMSO), deretter metyleres de med et metyleringsreagens som (CHjsl), og frie
metoksygrupper blir dermed til O-metyl-grupper (Ciucanu and Kerek 1984).

Reagenser:

e DMSO (Dimetylsulfoksid lgsning)
e NaOH pellets, tarr

e Metyljodid CH3I

e Natriumtiosulfat-pentahydrat

e Kloroform

Utfarelse:

WML (1 mg) ble veid in i metyleringsrar, DMSO (500 L) ble tilsatt prgven. Prgven ble
ristet i 20 minutter pa en vortex ved 200 rmp for & lgse opp stoffet. En nylaget suspensjon av
NaOH lgst i DMSO (50 pL) ble tilstt preven ved hjelp av en SMI glasspipette. For a fjerne
0O, som kan gi sidereaksjoner ble prgven gasset med nitrogen. Deretter ble prgven ristet igjen
pa en vortex ved 200 rmp i 40 minutter. Metyljodid (400 uL) ble tilsatt preven i avtrekk i tre
omganger, deretter ble prgven satt til risting i 10 minutter etter hver tilsetning. Nylaget 100
mg/mL (10 mL) ble tilsatt praver, etterfulgt med (2 mL) kloroform. Prgven ble mikset godt
pa en whirlmikser ( minst 40 sekunder), deretter ble praven sentrifugert ved 1000 rmp i 3
minutter for & separere fasene. Det ble tatt vare pa kloroformfasen som ble vasker med
destillert vann. Vasking av kloroform ble gjentatt 4-5 ganger, og preven ble sentrifugert
mellom hver gang. Kloroformfasen ble tilslutt overfart til en nytt metyleringsrar, ogsa terket

under nitrogengass.
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2.3.4.2 Hydrolyse

Prinsipp:
For a spalte glykosidbinding i de delvis metylerte polysakkarider utfares det en hydrolyse
prosess. Polysakkaridene hydrolyseres med Triflouroeddiksyre (TFA). Da far man delvis

metylerte monosakkarider

Materiale:
Praven fra metylerings metode.

Reagens:
2,5 M TFA Triflouroeddiksyre

Utfarelse:
TFA 2,5 M (500 pL) ble tilsatt til den metylerteprgven. Prgven ble blast med nitrogen,
deretter ble prgven satt i varmeskap ved 100 °C i 2 timer. Den hydrolyserte prgven ble

avkjglt pa benken, og sa dampet til tarrhet med nitrogengass.

2.3.4.3 Reduksjon

Prinsipp:

For & dpne de delvis metylerte sykliske monosakkarider reduseres hemiacetal gruppen som er
pa C1 til alditoler . Et deutrium atom innfares fra NaBH, i det anomerisk karbonet.
Deutriumatomet gjer det lettere a skille mellom C1 og C6 ved GC- MS analyse.

Materiale:

Praven som ble hydrolysert.

Reagenser:
2 M NHs- lgsning

NaBH,4 i 2 M NHs ( nylaget)
5 % eddiksyre i metanol

Vannfritt metanol
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Iseddikk

Utfgrelse:

En lgsning av NaBH, i 2 M NHg; ble nylaget. 2 M NH3; (500 pL) ble tilsatt den hydrolyserte
praven, etterfulgt med (500 uL) 1 M NaBH, (nylaget). Prgven ble blandet pa vortex, deretter
ble preven inkubert i 60 minutter ved 60 °C. Iseddik (50 uL) ble tilsatt prgven i tre omganger
for & edelegge overskuddet av reduktant. Prgven ble tarket i speedVac i ca to timer. Deretter
ble 2,5 mL 5 % eddiksyre i metanol, sa ble praven tgrket i speedVac i ca en time. Det trinnet
ble gjentatt en gang til. Vannfritt metanol 2,5 mL ble tilsatt i praven, da ble den ogsa tarket i

speedVac i ca halv time. Det siste trinnet ble gjentatt en gang til.

2.3.4.4 Acetylering

Prinsipp:
For & fa mer flyktige produkter acetyleres de delvis metylerte alditoler ved hjelp av

eddiksyreanhydrid.

Materiale:

Alle praver fra redusering.

Reagenser:
1-metylimidazol
Eddiksyreanhydrid
Destillert vann
Diklormetan

Vannfri metanol

Utfarelse:

Praven ble tilsatt 200 ul 1-metylimidazole, etterfulgt med 2 ml eddiksyreanhydrid. For &
oppna god lgselighet av praven, ble praven sonikert pa ultralysbad, deretter ble prgven satt til
henstand i 10 minutter ved romtemperatur. Prgven ble ekstrahert med 2x1ml diklormetan.
Lasningen ble mikset godt i (minst 30 sekunder), deretter ble prgven sentrifugert ved 1000

rmp i 3 minutter. Diklormetanfasen (nederste fasen) fra begge ganger ble tatt ut med en
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pasteturpipetter og overfarte til et nytt metyleringsrar. Diklormetan fasen ble vasket med
2x5ml destillert vann. Den gverste fasen og mellomsjiktet ble fjernet. En ny pasteturpipetter
ble brukt til & overfgre den nederste fasen (diklormetan) til et supelcorar. Prgven ble dampet

til tarrhet under nitrogengass. Diklormetan (800 pL) ble tilsatt preven for analyse pa GC-MS.

4.3.5 Gasskromatografi- massespektroskopi
Prinsipp:
Detektor som kobles til GC maskinen kan vare et massespektrometer. En kombinasjon av
GC-MS gjer at stoffene kan separeres farst i GC-kolonnen, deretter eluerer stoffene i
massespekteret og bombarderes med elektroner under vakuum. Stoffene ioniseres og spaltes
til mindre fragmenter. Molekylionene/ fragmentene akselereres inn i en masseanalysator hvor
de blir separert etter forholdet mellom masse og ladning (m/z). Hvert fragment har et unikt og
karakteristisk massespekter. Informasjon som kan fas av tolkning av massespekter er
molekylvekt, atomer som finnes i forbindelse, bruttoformel, hvilke grupper stoffet bestar av,

og bindingsmgnster(Pedersen-Bjergaard and Rasmussen 2010).

4.3.6 HPAEC- PAD

Prinsipp:

High Performance Anion Exchange Chromatograpgy- Pulsed Amperometric Detection
(HPAEC-PAD) er en effektiv metode for & separere oligosakkarider i falge molekylstarrelse
under basiske forhold. Karbohydratene ioniseres i sterk basisk miljg og da blir de mer egnet
for separering i en ionebytterkolonna (Hardy and Townsend 1988).

En HPAED-PAD besta av reservoar for mobilfase, pumpe, injektor, kolonne, detektor og
datamaskin med programvare. Prgven injiseres i kolonnen ved hjelp av trykket som fares fra
pumpen. Prgven passerer fgrst gjennom en forkolonne som plasseres foran hoved kolonnen
for a filtrere bort partikler som kan skade kolonnen. Separerte molekyler vil detekteres av
detektoren, og deteksjonen vil oversettes av programvare i form av kromatogram.
HPAED-PAD kan kobles til en CMD karbohydrat membran desalter for 4 samle fraksjonerte
oligosakkarider. CMD er utviklet for a fjerne natriumionene fra natriumacetat lgsning etter
HPAED-PAD analyse.
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Utfgrelse:

Detektor PAD (Pulsed Amperometric Detection)

Kolonne CarboPak® PA100 (4 x 150 mm), BioLC® Dionex Comporation
Forkolonne CarboPak® PA 100 (4 x 150 mm), BioLC® Dionex Comporation
Pumpe Dualpump ICS-3000, Dionex

Autoinjektor AutoSample, Dionex

Elueringsmiddel 100 mM NaOH og 500 mM NaOH/ 1000 mM NaOAc

Gradient 0,5 min 20 mM NaOAc, 5-60 min 20-600 mM NaOAc

Flow 0,5 mL/min

Injeksjonsvolum 20 pL

Programvare Chromeleon versjon 6,8

Desaltingsenhet: CMD-I karbohydrat membrane desalter

Regenerant 150 mM TFA

Enzymdegraderte prgven ble veid inn og lgst i destillert vann, filtrert 0,45 um for analysen.
De hydrolyserte pravene ble ogsa analysert ved denne metoden. Metoden ble brukt for
fraksjonering av den enzymdegraderte prgven, da ble en karbohydrat membran desalter
koblet til systemet. Fraksjonene ble oppsamlet etter toppenes retensjonstid i forskjellige

dramglass. Prgvene ble samlet, fryst ned, og frysetarket.

4.3.7 Veeskekromatografi (HPLC)

HPLC High Performance Liquid Chromatography er en form for veeskekromatografi som
foregar under hgyt trykk, den ble brukt som metode for a estimere molekylvekt til WML,
enzymdegraderte prgven, og de hydrolyserte pravene. En HPLC- instrument bestar av en
reservoar for mobilfase, pumpe, injektor, kolonne, detektor og en datamaskin med
programvare. Stoffene blir separert i kolonnen som er innpakket med stasjonerfasen.
Mobilfasen pumpes gjennom kolonnen med konstant hastighet for a separere stoffene som er
lgst i en lgsning som er blandbar med mobilfasen. Separerte stoffer ble detektert av
detektoren, som gir en elektronisk respons for stoffene. Datamaskinen med egnet

programvare oversetter responsen til et kromatogram.
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Reagenser:
Destiller vann

50 mM Na,SOq4
Etanol 20 % til oppbevaring av kolonna.
Lasninger ble 0,45 um filtrert og gasset med Helium.

B-glukan standarder molekyl vekt fra 30 — 650 kDa.

Utfgrelse:

Apparatur: Hitachi LaChrom Elite

Detektor: RI Detector L-2490 EZ

Programvare: Chrom Elite

Kolonne: TSK-Gel® G5000PWXL HPLC Column (7,8 mm x 30 cm), Supleco
TSK-Gel® G3000PWXL HPLC Column (7,8 mm x 30 cm), Supleco

Forkolonne: TSK-Gel® PWXL Guard Colum (6,0 mm x 4,0 cm), Supelco

Mobilfase: 50 mM Na2SO04 filtrert med 0,45um, degasset med helium

Flow: 0,5 mL/min
Injeksjonsvolum: 95 uL

Prgvene og standarder ble lgst 1 mg/mL enten i destillert vann eller i Na SOy, deretter filtrert
med 0,45 um. Kolonnen ble vasket med vann, deretter ble den vasket med mobilfasen
(Na,SO,). Etter at analyse ble ferdig ble kolonnen vasket med vann, deretter med 20 %
etanol. Seperasjonsomradet i TSK-3000 kolonnen er mindre enn 60 kDa for dextraner, og for
TSK-5000 kolonnen mellom 50 og 7000 kDa (SUPELCO 1996).
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4.3.8 Preparativ gelfiltrering (SEC)

Prinsipp:

Gelfiltrering eller eksklusjonskromatografi (size- exclusion chromatography, SEC) er en
metode for separasjon av stoffer etter molekylstarrelse. Stoffene ma veere lgselig i
mobilfasen. Stoffene som separeres ma ikke ha interaksjoner med stasjonarfasen for a oppna
en optimal separasjon. Stoffene bringes gjennom kolonne etter at mobilfasen fyller kolonnen.
Passasje gjennom kolonnen skjer gjennom porene i stasjonearfasen. De minste molekylene
fraktes gjennom de minste porene, og da bruker de lengere tid @ komme seg gjennom porene
enn starre molekyler som ikke gar gjennom porene (Pedersen-Bjergaard and Rasmussen
2010).

Reagenser:
Destillert vann 0,45 um filtrert

Etanol 20 % for oppbevaring av kolonne

Utfarelse:

Apparatur: SuperFrac™ Fraction collector, Pharmacia
Detektor: RID- A6, SHIMADZU

Fraksjonsamler: Pharmacia LKB, Superfrac

Pumpe: P-50, Pharmacia Biotch

Programvare: Chromeleon versjon 7.0

Kolonne: Superdex 200 pg dextrans, eller Superdex 30 pg
Injeksjonsvolum: 5SmL

Flow: 2 mL/ min

Fraksjonsstgrrelse 2 mL

Mobilfase: Destillert vann 0,45 um filtrert, gasset med Helium.

Prave 5 mg ble lgst i 5 ml destillert vann, deretter ble prgven filtrert med 0,45 um filter far
injisering i kolonnen. Kolonnen ble koblet til fraksjonsamleren med en slange, slik at praven
blir samlet opp. Ut fra kromatogrammet og toppenes retensjonstid kunne man beregne hvilke
fraksjoner som skal samles. Fraksjonen ble samlet, renset ved dialyse, metode 2.2.6. Deretter
ble fraksjonen fryst pa metanolbad, ogsa frysetarket. Etter fraksjonering ble kolonnen vasket

farst med vann, deretter med 20 % etanol.

28



4.3.9 Elektrospray ionisering massespektroskopi (ESI-MS)

Prinsipp:

Elektrospray ionisering massespektrometri (ESI-MS) er en viktig metode i Klinisk
laboratorier. Det er en fglsomt, robust og palitelig verktay for a studere sma mengder pa
mikroliters pravevolumer. Det er egnet for analyse av ikke flyktige og termisk labile
biomolekyler. ESI anvender elektrisk energi for a overfare ioner fra opplasning til gassfase,
for de utsettes til MS-analyse. Ngytrale forbindelser kan ogsa omdannes til ionisk form ved
protonering, og dermed kan de blir studert ved ESI-MS (Ho, Lam et al. 2003).

Reagenser:
Destiller vann

Acetonitril

Maursyre

Utfarelse:
Massespekter LTQ Orbitrap XL fra Thermo fisher, Bremen, Tyskland
Elektronsprayer Thermo Fisher Scientific, Bremen, Tyskland

Programvare Qual Browser, versjon 2.0.7

Prgvene ble lgst opp i 50:50 destillert vann og acetonitril. Deretter 0,1 % maursyre tilsatt

provene slik at slutt karbohydrat konsentrasjon ble 0,5 mg/mL.
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4.4  Degradering av B-glukan

4.4.1 Bestemmelse av reduserende ende

Prinsipp:

3,5 Dinirosalisylsyre er en reagens som brukes ofte til bestemmelse av reduserende ender. 3,5
Dinitrosalisylsyre har en gulfarge som endres til rad- orange farge ved narver av
reduserende sukker og i en basisk miljg. Molekylet 3 amino-dinitrosalisylsyre absorberer
UV- lys balgelengde 540 nm. Intensiteten av den rgde- orange fargen gir indikasjon pa

reduserende sukker konsentrasjon i en lgsning.

Reagenser:
Glukose

Destillert vann

3,5 Dinitrosalisylsyre DNS

Utfgrelse:

Glukose stamlgsning ble laget til konsentrasjonen 1 mg/mL. Deretter ble det laget en
fortynningsrekke med konsentrasjoner 0, 137.5, 275, 412.5, 450, 825, 1000 png/mL. Fra disse
Igsningene ble det tatt 100 pL som ble overfart til en liten plastbeholder med kork pa. DNS
100 pL ble tilsatt til prgven. Blandingen ble kokt i 5 minutter i vannbad, deretter ble 500 pL
destillert vann tilsatt praven. 200 pL ble pipettert ut i mikroplate. UV- absorbans ble malt ved
540 nm.

4.4.2 Enzymdegradering

Prinsipp:
WML ble enzymdegradert av endo- 1,3- B-glukanase til mindre oligosakkarider. Dette ble
gjort for & sammenligne bioaktivitet til enzymdegradert prave med de WML, og med de

hydrolyserte prgvene.
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Reagenser:
Endo- 1,3- B-glukonase fra Trichoderma, EC 3.2.2.39

Natriumacetat 0,05 M buffer, pH 4,5
HCI2 M
Destillert vann.

Dinitrosalysilsyre DNS

Utfarelse:

En bufferlgsning av natriumacetat 0,05 M ble laget ved a lgse opp Na-acetat i destillert vann,
jusrte pH ved a tilsette forsiktig 2 M HCI til pH var 4,5. WML 5 mg ble lgst i 5 ml destillert
vann eller 0,05 M Na-acetat buffer. Eznymlgsning 10uL som tilsvarer 500 enheter ble tilsatt
til WML lgsningen. Prgven ble inkubert ved 40 °C i en varmeskap. Det ble tatt praver
underveis ved forskjellige tidspunkter 10 min, 30min , 1t, 2t, 4t, 6t og 24t for & male
enzymaktivitet. For & male enzymaktiviteten ble det tatt 100 ul enzymbehandlet WML i et
lite rar, tilsatt 100 ul DNS som reagerer med reduserende glukose. Prgven ble kokt opp i 5
minutter pa vannbad. Destillert vann 500 ul ble tilsatt til lgsningen, deretter ble 200 pl prave

pipettert i en mikroplate for UV maling ved 540 nm.

4.4.3 Partiell hydrolyse

Prinsipp:

Polysakkarider hydrolyseres til monosakkarider i naerveer av sur miljg. WML ble hydrolysert
med triflouroeddiksyre (TFA) under varme for & oppna mindre karbohydrat enheter. Ved
hydrolyse blir polysakkaridene degradert systematisk. WML ble hydrolysert for & undersgke
nedgangen i molekylvekten.

Reagenser:
Destillert vann

Triflouroeddiksyre TFA (0,1, 0,25 M)
Metanol
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Utfgrelse:

WML ble lgst i destiller vann 2mg/mL, deretter ble den fortynnet med TFA.
Prgvensluttkonsentrasjon var 1 mg/mL i 0,25 M TFA. Prgven ble inkubert i varmeskap ved
70°Ci 1,2, 4, 6, 0g 24 timer. Ved hvert tidsuttak ble prgvelgsning avkjelt pa is. WML ble
ogsa hydrolysert i 0,1 M TFA ved 100 °C i 1 time. Det ble tatt 100uL for & male
konsentrasjon av reduserende sukker med 3,5 dinitrosalisylsyre DNS, metode 2.4.1.
Prgvelgsning ble dampet pa rotavapor ved 40 °C til terrhet. Deretter ble prgven vasket flere
ganger med metanol for & fjerne TFA rester. Tarrstoffet ble relgst med destillertvann, fryst

ned pa metanolbad ogsa frysetarket for videre bruk.

4.5 Celleforsgk

4.5.1 Celledyrkning

RAW 264.7 er makrofaglignende leukemiske cellelinje fra mus. Cellelinja ble dyrket i
celleflasker med vekstmediet som er blandet med serum, (10 %) penicillin/ streptamycin
(1 %) og natriumbikarbonat (2%). Cellene ble satt i varmeskap ved 37 °C og 5 % CO,
(Cellculture CO; Incubator ESCO).

Vekstmediet: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

4,5 g/L- Glukose

L_Glutamin

25 mM HEPES

Pyruvate

4.5.2 Splitting av celler

RAW264.7 cellene ble splittet to ganger i uken. Splitting faregikk i en LAF-benk med
vertikal laminzr luftstram. Arbeid i LAF-benk var etter aseptisk arbeidsteknikk for & hindre
kontaminasjon av celler. Vekstmediet ble fjernet fra celleflaska og (10 mL) nytt medie ble
tilsatt til celleflaska. Cellene ble lgsnet fra flaskebunnen med en celleskraper. Mediet ble
pipettert opp og ned ca 10 ganger for & lgse opp celleklumper. Deretter ble (1,5 mL)
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cellesuspensjon g (13 mL) nytt medie overfart til ei ny celleflaske. Flaska ble merket med

navn, pasasjenummer og dato. Flaska ble satt inn i varmeskap ved 37 °C og 5 % CO..

4.5.3 Celletelling

For & ha kontroll pa cellekonsentrasjon i celleforsgk sa er det ngdvendig med celletelling.

Cellene ble telt i en automatisk celleteller (Countness invitrogen ™). Cellesuspensjon (15 pL)
ble blandet med tryptanblatt (15uL). Blanding ble overfart til en glassplate som kan innfares
i celletelleren. Resultatet vises pa tellerens display som totale antall celler, antall dgde, antall

levende og % av celleded.

4.5.4 Utsaing av celler

Etter celletelling ble cellesuspensjon fortynnet med mediet i LAF-benken for & oppna en viss
cellekonsentrasjon. | en 6-brgnners cellekulturplate ble cellene sadd ut. Antall celler per
brann skulle vaere 500 000 celler. Cellene ble inkubert i varmeskap ved 37°C og 5 % CO,

over natt.

4.5.5 Stimulering med B-glukanpregver

WML-praver ble lgst i serumfritt medie til konsentrasjon 2 mg/mL. De inkuberte cellene ble
vasket med 1 mL serumfritt medie en gang far 1 mL opplgst prgve ble tilsatt. To brgnner fikk
tilsatt kun serumfritt mediet, uten prgve for & brukes som kontroll. Cellene ble inkubert i 48

timer i varmeskap ved 37 °C og 5 % CO,
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4.5.6 Lysering av celler

Etter 48 timer inkubasjon i varmeskap ble cellene lysert med lysisbuffer. Farst ble mediet
fjernet fra cellene, deretter ble cellene vasket med 1 mL PBS. Deretter ble cellene lysert med
300 uL lysisbuffer. En celleskraper ble brukt for a lgsne cellene fra brgnnene. Lyserte celler
ble overfart til en eppendorfrar. Cellene ble fryst ned til -70 °C i ca 20 minutter, deretter ble
cellene tint opp ved 37°C. Frysing og tining av celler ble gjentatt to ganger for & oppna best
lyseringsgrad. Tinte celler ble sentrifugert ved 10000 x g i 10 minutter ved 4 °C.
Supernatanten ble overfart til nye eppendorfrer. Cellelysatene ble oppbevart i fryseren for

legumainaktivitet ble malt.

Reagenser:
Lysis-buffer 500 mL.:

100 mM Na-citrat (Mw 294,1)- 14,71 g

1 mM Na;EDTA (Mw372,24) - 0,19 ¢

pH justeres til 5,8

Tilsatt 1 % ( 5 g) N-octyl-B-D-glukan (detergent)
PBS: fosfat buffret salin.

46  Maling av Legumain aktivitet

Prinsipp:

Legumain spalter spesifikt peptidsubstratet Z-Ala-Ala-Asn-NHMec karboksyltterminal for
Asn. NHMec er flouroserende séa for & male legumaiaktivitet bruker man en metode som
maler graden av flourosence som gjenspeiler mengden aktivt legumain. Cellelysatene blandes
med assaybuffer som inneholder reduksjonsmiddelet ditiotretiol (DTT) som farer til
aktivering av cysteinproteaser. Flourosence males ved hjelp av en mikroplateleser Victor
Wallac (Johansen, Knight et al. 1999).
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Reagenser:
Assaybuffer: 200 uL DTT (200mM) + 40 mL assaybuffer

Substratopplgsning: 200 pL (2,5 mM) Ala-Ala-Asn + 14,5 mL assaybuffer.

Utfarelse:

Mikroplateleser: Wallac Victor 1420 Multilabel counter,
Perkin Elmer Life and Analytical Sciences

Programvare: Workout

For & male legumainaktivitet ble en 96-brgnners mikroplate brukt. Cellelysat (20 uL) ble
pipettert i brannene. Lysisbuffer ble brukt som kontroll. Mikroplaten ble satt i
mikroplateleseren, Victor, der ble det autoinjisert (100 uL) assaybuffer. Prgven og
assaybuffer ble blandet godt og inkubert i 10 minutter far injisering av (50 pL)

substratlgsning.

4.6.1 Maling av totalprotein

For & ha en indikasjon pa antall celler i pravene ble totalprotein malt i cellelysatene. Det ble
gjort ved & blande 10 pL cellelysat med 200 pL Bio-Rad Protein Assay som ble (fortynnet
1:5 i destillert vann). Prgvene ble satt til henstand i 5 minutter. Fargestoffet som er i Bio-Rad-
reagenset (Coomassie Brilliant Blue G-250) binder seg til proteinet og forarsaker
fargeendring og dermed absorbsjons endring fra 465 nm til 595 nm (Bradford 1976).
Fargeendringen ble malt med en mikroplateleser (Wallac Victor 1420 counter).

Proteinstandarden som ble brukt var bovint albumin, og standardkurve 50-400 pg/mL.
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4.6.2 Celleproliferasjons test (MTT)

Prinsipp:

MTT-analysen er en kolorimetrisk analyse som baserer seg pa at aktive celler klgyver den
gule tetrazolium saltet (MTT) til en lilla farge. Den celluleere reduksjon involverer pyridin
nukleotid faktorer NADH og NADPH. Formazan kvantifiseres via en ELISA leser.

Reagenser:
MTT reagens: 5Smg/mL MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid)

opplest i PBS.
Opplgsning lgsning: 10 % SDS i 0,01M HCI.

Utfgrelse:

Cellene plates i 96-brgnners mikroplate, celle konsentrasjon 250 000 celler/mL. (100 uL)
cellesuspensjon pipetteres per brenn og inkuberes 24 timer ved 37°C og 5 % CO,. De
inkuberte cellene ble stimulert med opplaste WMS, WML og WMP i konsentrasjon 2mg/mL
0g 1 mg/mL. Stimulerte cellene blir inkubert i 48 timer, fgr mediet skiftes til serumfritt
mediet + (10 uL) MTT-reagens. Cellene inkuberes i 4 timer ved 37 °C far tilsetning av

opplasningsreagens. Cellene inkuberes overnatt far maling av absorbsjon ved 595 nm.
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5 Resultater
5.1 Isolering av lgselig fraksjon

Isolering av en lgselig fraksjon fra WMS ved hjelp av metode 2.3.1 ga en veldig ren, lgselig
fraksjon, den fikk navnet WML. Total vekt pa den rensede lgselige fraksjonen var 1,245 g, og
utbyttet var 62 %.

5.2 Karakterisering av B-glukan

5.2.1 Monosakkaridsammensetning

Monosakkaridinnholdet i WML ble bestemt ved metanolysemetoden og GC- metoden.
Gasskromatogrammet (figur-5) viser tre store topper. De to farste toppene er fra glukose ( Rt
29,6 og 30,9 min). Den siste toppen ved Rt 32,7 er fra mannitol som er internstandard. To
sma topper ved (Rt 22,34, og 24,19) er fra mannose som prgven inneholdt spor av.
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Figur-5 . Gasskromatogram av WML etter metanolyse og TMS derivatisering. To store topper den ene ved 29,6
minutter for glukosel og den andre ved 30,9 for glukose 2, og den siste ved 32,7 er for internstandard.

Tabell-2 viser prosentinnhold av monosakkaridene i B-glukan. B-glukan inneholder 99,75 %

glukose og spor av mannose.

Tabell 2. Prosentinnhold av enkelte monosakkaridene i -glukan praven.

Monosakkarid % av total karbohydrat innhold
Glukose 99,75
Mannose 0,25
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5.2.2 Estimering av molekylvekten til WML

WMLs gjennomsnittlige molekylvekt ble bestemt ved HPLC og ut fra en standardkurve som
ble laget av en serie B-glukan standarder som har kjente molekylvekter (650, 391, 265, 229,

70,6 og 35,6 kDa), figur-6. I kromatogrammet til WML ble det sett to molekylvekt
populasjoner.

___ Rl LRI Rl __ Rl Rl __ Rl __ Rl
J Wil e Sol std 30kd std?ikd std22akd std2Eikd std33tkd STOES0
Retention Time Hame Mame Mameg Mame Hame Name,
2] Mame ion Time iam Time ion Time Retention Time Estention Time Retention Time

-

T T T T T T 7 T T T T T T T T T T T T T T T T
1 1z 12 14 15 16 17 12 12 0 n 3
hinutes

Figur- 6 Kromatogram fra HPLC analyse av polysakkaridstandarder og WML.

Logaritmen av gjennomsnittlige molekylvekter ble plottet mot retensjonstid for a fa en lineaer
standardkurve. For a bestemme molekylvekten til WML ble ligningen i figur-7 brukt til
beregning. Den gjennomsnittlige molekylvekten til farste populasjon som har (Rt 17,087
min) var 54 200 Da. Toppen til den andre populasjonen var ujevn, og hadde to
retensjonstider, da ble gjennomsnittet av retensjonstiden beregnet, og den gjennomsnittlige
molekylvekten var 6 500 Da. Molekylvekten for den andre populasjonen er utenfor
standardkurven og er beregnet med stor usikkerhet.
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Figur- 7. Beregnet standardkurve for standarder med molekylvekt i omradet 30-650 kDa.

5.2.3 Preparativ gelfiltrering

HPLC analysen viste at WML bestar av to molekylvekt populasjoner, figur- 6. Disse to
populasjoner ble fraksjonert med gelfiltrering. Figur-8 viser kromatogrammet fra SEC, to

topper ble detektert, fraksjonene ble kalt A og B.

166 - T Superdex200BGlayla #7 [manipulated] BGT Rl
3504 F T .
1 |
|
|
300 |‘ II
||
i
250
g FraKksjon A
150
100 ] Fraksjon B
504
g
-504 ;
min

_gR J
131 140 160 180 200 20 240 20 %0 ado o 340 284

Figur-8 Elueringsprofil av WML etter gelfiltrering med sudex 200.
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Fraksjon A og B, som er vist i figur-8 ble analysert ved HPLC for & se om de elueres ved
omtrent samme retensjonstid som de to populasjonene som var i WML. Figur-9 viser de tre
stoffene som ble analysert ved HPLC der retensjonstiden til farste populasjon i WML var
16,997 min. Retensjonstiden for den andre populasjon var 20,663. Man kan se at toppen for
den andre populasjonen er bred og at den bestar av to ikke- separerte topper. Fraksjon B
ligner mye pa denne selv om retensjonstiden ikke stemmer helt fordi det ble funnet Rt for
farste topp pa fraksjon B, 19,470 min, og for den andre populasjonen i WML ble Rt funnet til
den andre toppen, 20,663 min. Retensjonstid for fraksjon A var 16,970 som tilsvarer den
hgymolekyleere delen av WML. Fraksjon B har en profil for den lavmolekylere delen av
WML. UT fra profilene ser det ut til at den preparative gelfiltreringskolonnen var godt egnet
til & fraksjonere WML i en hgymolekyleer del A, og en fraksjon med lavere molekylvekt B
som ser ut til & inneholde to ulike molekylvekts populasjoner.

Click ontrace to mowe

Rl Rl Rl
WiEPsol5000 Lia Lib
Fetertion Time Hama MName
q Mame Retentipn Time Retgntion Time

8 ET0

Fraksjon B

16,50

18] Fraksjon A ]

16,957
20663

‘WMSP

Figur-9 Kromatogram av fraksjon, A (i midten), B(gverst) og WML (nederst) etter analyse pa en TSK-
Gel® G5000PWXL ved HPLC.
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Molekylvekten til fraksjon A og B ble ogsa bestemt ved hjelp av standardkurven som ble
brukt for molekylvekt bestemmelse av WML. Tabellen nedenfor presenterer molekylvekten

til de forskjellige stoffene.

Tabell- 3: Beregnet molekylvekt for WML, fraksjon A, og fraksjon B

WML Fraksjon A Fraksjon B
Molekylvekt 54 200Da 58 100Da 13100Da*
6500 Da*

* Verdien er utenfor standardkurven og det er beregnet med stor usikkerhet.

5.2.4 Karakterisering av bindingsforhold i WML

Bindingsmeanster i WML ble bestemt etter metyleringsmetoden som ble fulgt med hydrolyse,
reduksjon, acetylering. Prgven ble analysert ved GC-MS. Figur-10 viser GC-
kromatogrammet etter GC-MS analyse som viser to hovedtopper som elueres ved
henholdsvis 17,3 og 19,6 minutter og en mindre topp har kommer ved 22,6 minutter. Analyse
av fragmenteringsmenstret i MS-spektret viste at toppen ved 17,3 var fra terminalglukose, og
toppen ved 19,6 minutter var for 1,3 bundet glukose. Den siste toppen som kom ved 22,6

minutter indikerte at prgven inneholdt spor av 1,3,6 bundet glukose.

Chromatogram Layla- samples UV Misohion\Datall ayla\Bela-T- T T ged
6,762,271 E
E 13,6 glukose
’l l_ TIC*1.00)
e ma L L e LA A A et e e e B L
15.0 14.0 150 1a.0 17.0 18.0 12.0 200 21.0 22.0 23.0 24.0
min

Figur- 10 GC-MS spekter av WML etter metylering, to topper som befinner seg i kromatogrammet den
farste ved 17,3 er fra terminalglukose og den ved 19,6 er 1,3 glukose
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5.3  Degradering av WML
5.3.1 Enzymdegradering

WML ble enzymdegradert som beskrevet i metode 2.4.1. Standardkurven ble laget ut fra
resultatene fra metode 2.4.1 bestemmelse av reduserendeender. Likning i standardkurven i
figur-11 ble brukt for 8 male konsentrasjon av reduserendeender i enzymdegraderte og

hydrolyserte praver.

700

600

500

400

300
100
0 % T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200
-100

konsentrasjon i ug/mL

Absorbans i 540 nm

Figur- 11 Standardkurve for glukosereduserende endebestemmelse

Enzymet endo- 1,3- B-glukanase ble brukt for degradering av WML.
Enzymdegraderingshastigheten ble malt i bade bufferlgsning og vannlgsning for & se om pH
og tilsvarende salter pavirker enzymaktivitet. Degradering av WML i bufferlgsning gar i
samme hastighet som i vannlgsning i de fgrste 4 timer. | bufferlgsning gikk
degraderingshastigheten noe ned etter fire timer, men gkte deretter sakte, figur-12.
Degraderingshastigheten jevnet seg etter det. | vannlgsning gkte degraderingshastigheten fra

4 til 6 timer, deretter senket degraderingshastigheten seg litt.
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Figur-12 Konsentrasjon av reduserendeender i buffer, og vandiglgsning ved enzymdegradering av
WML

Siden enzymaktivitet var hgyere i vandig miljg sa forsgket ble gjentatt med stgrre mengde
prave. Prgven ble kokt opp etter 24 timer for & gdelegge enzymet. Deretter ble praven
frysetarket.

Det ble foretatt HPAEC-PAD analyse for a studere hvilke oligomere som ble dannet under
enzymdegradering. Figur- 13 viser kromatogrammet fra HPAEC-PAD analysen der preven

inneholder fire separerte topper med fire forskjellige oligosakkarider.

1- ANNE-BERIT #72 [modified by ellen, 2 peaks manually assigned] Enzym deg. + maltotriose ED_1
ni

2 000

1- GLUCOSE - 4934

1 600

1 000

400+

-200-

Figur-13 HPAEC-PAD analyse, metode 2.3.5, av den enzymdegraderte praven. Farste topp er fra glukose,
deretter er det en topp for en dimer, og en trimer oligosakkarder.
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En preparativ gelfiltreringsmetode ble brukt for a fraksjonere den enzymdegraderte prgven.
Figur-14 viser hvor toppene har kommet. Fgrste topp som ble kalt fraksjon EA var veldig
liten i forhold til toppen for fraksjon EB.

A Superdesx 30 BG #4 [manipulsted] EnzDeg3
'

1400 5

1300+

— Fraksjon EB

1100

1000+

ann+

G500+

700+

B00 4

500
400
Fraksjon EA
300 4

2004

100+

-1004

200
00 125 250 W75 a0 635 750 a7 5 100,0 1125 1250 1375 150,0 1625

Figur- 14 Elueringsprofil av enzymdegraderte WML etter gelfiltrering med Superdex30.

Fraksjonene tilsvarende EA ble slatt sammen, og det ble ogsa fraksjonene tilsvarende EB,
deretter ble de dialysert metode 2.2.6. Dialyserte fraksjoner ble frysetarket, deretter lgst opp
og analysert pa HPAED-PAD. Gelfiltreringskolonnen var ikke effektiv nok for a separere de
forskjellige oligosakkaridene som ble dannet etter enzymdegradering. Figur-15 viser fraksjon
EA og fraksjon EB som ble samlet ved gelfiltreringsmetode etter a ha blitt analysert i
HPAED-PAD. | fraksjon EA (nederst i figur-15) ble det ikke detektert noen oligosakkarider,
mens flere topper ble detektert i fraksjon EB. Det viser at oligosakkaridene ble eluert i
fraksjon EB.
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Figur- 15 Kromatogram fra HPAEC-PAD analyse av den enzymdegraderte prgven. Fraksjon EA
nederst, og EB gverst i kromatogrammet.

Siden gelfiltreringsmetode ikke var effektiv til a fraksjonere oligosakkaridene i den
enzymdegraderte prgven, ble HPAED-PAD brukt til manuell oppsamling av isolerte
oligosakkarider. Figur-14 viste 4 topper som kom etter henholdsvis 5, 15, 20 og 24 minutter,
og disse ble samlet opp og gitt navnene T5, T15, T20, T24. Instrumentet ble koblet til en
desaltingsenhet. Enzymdegradert preve ble injisert og toppene ble samlet, frysetarket.
Prgvene T5, T15, T20, og T24 ble analysert for molekylvekt med ESI- MS for a analysere
hva slags oligosakkarider prgvene inneholdt. Pravene T15, T20, og T24 ble ogsa metylert og

analysert pa GC-MS- analyse for bestemmelse av bindingsmgnster i oligosakkaridene.
T5 ble analysert ved MS-laben. Figur -16 viser T5 av den enzymdegraderte prgven der

massen angis som masse/ladning (m/z). Massen som ble detektert i spektret var m/z= 203,

som tilsvarer Na-glukose addukt. Prgven inneholdt 61,9 % glukose.
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Figur-16 MS-spektret av T5 (m/z=203) som er fragment Na-glukose addukt.

T15 ble metylert og analysert ved GC-MS for & bestemme bindingsmanster i oligomeren.
Figur-17 viser at preven inneholdt en topp for terminalglukose. Den kom etter 17 minutter,
og toppen som kom ved 19,7 minutter var for 1,3 bundet glukose. Det ble detektert ogsa

xylose, som var en forurensning i praven.
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Figur-17 Kromatogram av T15 fra enzymdegradert prgven, fra GC-MS analyse. Toppen ved 17,3

minutter er terminalglukose topp, og den ved 19,7 minutter er 1,3 bundet glukose.

Massen som ble detektert i MS-spektret figur-18 var m/z= 365, og det tilsvarer massen pa en
dimer (342+23= 365). Dimerinnholdet i topp 15 var 96 %, den resterende 4 % er
glukosetrimer som ble eluert for tidlig eller som har forekommet pa grunn av ufullstendig

vask av kolonne mellom hver samlingsrunde.
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Figur-18 MS-spektret av T15 som inneholdt Na- addukt av glukosedimer.

GC-MS kromatogram av topp 20 hadde en topp som kom ved 17,3 minutter, og det var
terminalglukosetoppen, og en topp ved 19,7 minutter for 1,3 bundetglukose, se figur -19. To

sma topper kom etter 1,3 glukosetoppen, de er ikke karbohydrat og anses som forurensninger.

= Thromatogram T-20 Tt Hsss en D L le S0 2 S Tadend T20_ T30 25 a2d =
954,876 .
F|
i g
3
1] n

‘L9002

f TIC*1.00

Figur-19 Kromatogram av T 20 fra GC-MS analyse.
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Resultatet fra MS analyse indikerte at topp 20 inneholdt 97 % trimer oligosakkarider. Figur -
20 viser MS-spektret av topp 20 hvor massen som ble detektert var m/z= 527 som tilsvarer

massen til en Na- addukt av en glukosetrimer (504 + 23= 527).

T20

130221 _TOPP17_JHA #877-1140 RT: 13.90-16.7 264 NL: 142E7
T: FTMS +p ESIsid=25.00 Full ms [150,00-2000,00]
5
100~ 527,16
90
80+
704
60
50
a0
304
: 5 5
209 509,15
1o 569,17
116492 413226 TOSEY oen
odl2e228, ) | oo L L 92564 1077,01 121894 1354.92 1484,93 1762,85 189883
e L - et D
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

mz

Figur-20: MS-spektret av T20 som inneholdt Na-addukt av glukosetrimer.

Figur-21 fra GC-MS analyse viser at praven inneholdt en topp for terminal glukose ved 17,2
minutter og en topp for 1,3- glukose ved 19,6 minutter. Det er ogsa detektert en liten topp for
mannose. Dessuten er det en liten topp for 1,6-glukose ved RT: 20,4 min. Den andre lille
toppen som kom ved 22,8 minutter er for 1,3,6- glukose, det tyder pa at prgven har spor av
forgreinet oligosakkarid. Hovedmengden av oligosakkarid er uforgreinet 1,3- glukose.
Forholdet mellom terminalglukose og 1,3- glukose er ca 1:3, og det stemmer i figuren ogsa.
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Figur-21 Kromatogram av T24 fra GC-MS analyse.

Figur-22 viser resultatet fra MS- analyse for T24. Massen som ble detektert er m/z= 689 som

tilsvarer massen (666+23= 689) Na- addukt av en glukose tetramer.
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Figur-22 MS-spektret av topp 24 som inneholdt Na- addukt an ev glukose.
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5.3.2 Partiell hydrolyse

WML ble hydrolysert ved forskjellige betingelser og med forskjellige syrekonsentrasjoner.
WML ble hydrolysert pa den maten for & undersgke effektiviteten av de forskjellige
hydrolysebetingelser i hydrolysering av WML.

WML ble hydrolyserti 0,1 M TFA, ved 100 °C i en time. Prgven ble analysert ved HPLC
med TSK- Gel® G3000 og TSK- Gel® G5000 kolonnen. Figur-23 viser to elueringsprofiler,
de to profilene viser at kolonnene har ulike separasjonsomrader og kan ikke sammenlignes
direkte. Retensjonstid i TSK5000 kan ikke sammenlignes direkte med retensjonstid i
TSK3000. Den store haye toppen til slutt i begge profilene var salt-toppen, og den kom ved
helt ulik retensjonstid. De molekylene som var sterre enn kolonnens separasjonsomrade kom
som voidvolumet som var ved 12,29 i TSK3000. Tilsvarende molekyler ble fraksjonert i
TSK5000 som kan separere starre molekyler enn STK3000. STK3000 ga fire ikke godt
separerte topper mens de i TSK5000 ble separert i tre topper.

a5 1 Al Rl

Fydro Ba000 Hydio B
Retertion Time Hame
Marpe Fetention Time

0+

Praven i 5000
kolonna

)—/ﬂ

Proven i 3000

kolonna

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 1" 17 13 14 15 16 17 18 14 0 pal s 3

Figur-23 HPLC analyse av den hydrolyserte WML ved 100 < i 1 time. De to profilene viser ulike
seperasjonsomrader som ikke kan sammenlignes direkte. STK3000 ga fire godt separerte topper, mens STK5000
ga tre separerte topper.

51



De hydrolyserte prgvene sammen med den enzymdegraderte praven og WML ble analysert
ved hjelp av HPLC, der TSK-Gel® G3000 kolonnen ble brukt. Figur- 24 viser elueringsprofil

for pr

gvene.
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Figur -24. De hydrolyserte prevene, enzymdegradert og WML analysert i 3000 kolonnen ved hjelp av



STK3000-kolonnen ga ikke godt separerte topper av de hydrolyserte prgvene, derfor ble det
valgt & bruke STK5000-kolonnen. Den enzymdegraderte prgven kom rett gjennom STK3000-
kolonnen fordi molekylene i denne prgven var mindre enn kolonnens nedre
separasjonsomrade. Figur- 25 viser de hydrolyserte pravene etter at de ble analysert i
STK5000-kolonnen. Der ble de hydrolyserte prgvene analysert ssmmen med WML.

Retensjonstiden fra toppene ble brukt for a estimere molekylvekten av karbohydratene.

WME: 12,4645 MNUTES - SMPITUE: 1,005 UHIL LIIGK ON TGS T0 Mowe

Rl Rl Rl Rl Rl RI; Rl
Ubehandl etwelimune Hydro A2t Hydro! & 1t Hydra B Hydro A Hydra A 6t Hydro & 24t
9 Retertion Time Harpe Name MNamé Mame Hame Nawme
Mame: Fetention Time Retention Time  Retevtion Time Fetertiop, Time Etemio“ Time FRetention Time
E
I =

=

[

8425

Minutes

Figur-25. HPLC-kromatogram for de hydrolyserte pravene sammen med den WML analysert pa TSK-
Gel® G5000 kolonnen.
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Likningen fra figur-4, som ble vist tidligere, ble brukt for a beregne molekylvekten til de
hydrolyserte prgvene. Figur- 26 viser nedgangen av molekylvekt av den hgymolekylere
delen av preven ved gkt hydrolysetid. Pragvene ble hydrolysert i svake betingelser, og det
farte til at den haymolekylaere delen ikke ble brutt ned, kanskje en liten del av den. | figur-25
ser man at hydrolyse skjer mer i de mer lavmolekylere toppene. Molekylvekten til den

lavmolekylearedelen var utenfor standardkurven.

51000 -
41000 ~

31000 -

21000 -

11000 -

1000 - T T T T T T
WML 1t 2t 4t 6t

24t hydrolt
100°C

Figur-26 Molekylvektene til WML og de hydrolyserte praven etter analyse ved HPLC.

5.4  Stimulering av RAW 246.7-celler og maling av

legumainaktivitet

Forskjellige prever av WML ble opparbeidet og brukt til stimulering av RAW 264.7 -celler
for & undersgke i hvilken grad B-glukan kan pavirke legumainaktivitet i denne cellelinja.
Cellene ble inkubert med pragvene i 48 timer etter stimulering far de ble lysert. Cellelysatene

ble brukt for bade legumainaktivitets- og proteinmaling.

For & bestemme hvilken konsentrasjon man skulle velge a stimulere med sa ble cellene farst
stimulert med WMP (partikuleer wellmune ®), WMS (lgselig wellmune ®) eller WML
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(leseligfraksjon fra wellmune ®). Cellene ble stimulert med fglgende konsentrasjoner: 2
mg/mL, 1mg/mL, og 0,5 mg/mL. WMP i 2 mg/mL og 1 mg/mL ga hemming av
legumainaktivitet. Aktiviteten var ca 1/3 av kontrollen. WMS 2 mg/mL ga legumainaktivitet
tilsvarende ca 50 % av kontrollen. Ved 0,5 mg/mL konsentrasjon ble enzymaktiviteten pa
kontrollniva, figur- 27. Pa bakgrunn av disse resultatene ble konsentrasjon 2 mg/mL valgt for

videre stimuleringsforsgk.
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Figur- 27 Maling av legumainaktivitet i cellelysater etter stimulering med WMS,WML og WMP i
0,5,1,2 mg/mL. Forsgket ble utfart 3 ganger, og figuren viser resultater fra ett representativ forsgk.

55



For & undersgke om molekylstarrelsen pavirket legumainaktivitet sa ble cellene stimulert med
fraksjon A, og fraksjon B, de hydrolyserte pravene, og den enzymdegraderte preven.
Figur-28 viser legumainaktivitet etter stimulering med WMS, WML, fraksjon A og fraksjon
B. Stimulering av RAW 246.7 cellene med WMS hemmet legumainaktivitet, mens
stimulering med WML og fraksjon A ga gkt legumainaktivitet. Fraksjon B ga ogsa aktivering

av legumainaktivitet, men i mindre grad.
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Figur-28 Maling av legumainaktivitet i cellelysater etter stimulering med WMS, WML, fraksjon A, og
fraksjon B, konsentrasjon 2 mg/mL. Forsgket ble utfgrt 3 ganger, og figuren viser resultater fra ett
representativ forsgk.

56



Legumainaktivitet ble ogsa malt i RAW 264.7 cellene etter stimulering med de hydrolyserte
pravene for & se om degradering ved hydrolyse kunne pavirke legumainaktivitet. De

hydrolyserte prgvene ga gkt legumainaktivitet i forhold til kontrollen, se figur- 29.
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Figur- 29 Legumainaktivitet malt i cellelysater etter stimulering med WMS, WML, og hydrolyserte
praver etter 1t, 2t, 4t, 6t og 24t timer. Forsgket ble utfart 3 ganger, og figuren viser resultater fra ett
representativ forsgk.
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Det ble ogsa testet om enzymdegradert prgver, som er en blanding av forskjellige
oligosakkarider og har molekylvekt mye mindre enn de hydrolyserte pravene, kunne pavirke
legumainaktiviteten. Figur -30 viser at enzymdegradert prave har ikke pavirket

legumainaktiviteten. Resultat fra enzymdegradert prave var pa niva med kontrollen.
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Figur- 30 Legumainaktivitet malt i cellelysater etter stimulering med WMS, WML, og enzymdegradert
prove. Forsgket ble utfgrt 3 ganger, og figuren viser resultater fra ett representativ forsgk.
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5.4.1 Celleviabilitetstest MTT

Cellene ble inkubert med WMP, WMS, og WML konsentrasjonene pa 2mg/mL og 1 mg/mL.
Cellene talte stort sett pravene godt i begge konsentrasjoner, figur-31. Det lgselige B-glukan
WMS i konsentrasjon 2 mg/mL hadde ca 50 % celledgd, den er halvparten av kontrollen. Den
partikulaere B-glukan WMP ga litt celleded ved konsentrasjon 2 mg/ mL. Den lgselige 3-
glukan fraksjonen WML ga ingen celledgd.

MTT

2,0 - -

15 ~ ]

1,0 -
0,0 L T T T T T T

Kontroll ~ WMS WML WMP WMS WML WMP
2mg/mL  2mg/mL 2mg/mL 1mg/mL 1mg/mL 1mg/mL

Figur-31 Cellene ble inkubert med pravene WMS, WML og WML for & undersgke om pragvene pavirket
cellenes viabilitet. Forsgket ble utfgrt 3 ganger, og figuren viser resultater fra ett representativ forsgk.
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6 Diskusjon

6.1 Isolering av lgselig fraksjon

WMS som ble kalt av produsenten for den lgselige B-glukan var egentlig ikke helt
vannlgselig. Ved isolering av den lgselige fraksjonen kunne man se at opplgsningen var
uklar, og etter sentrifugering sa var det en god mengde bunnfall i sentrifugeringsrarene.
Gjeercelleveggen inneholder som nevnt tidligere chitin, mannoprotein, og B-glukan bundet
sammen (Kollar, Reinhold et al. 1997). WMS inneholder andre stoffer (proteiner, fett og
aske) og ikke bare ren B(1->3)/ (1->6)- glukan (European Food Safety Authority (EFSA)
2011). I tillegg B-glukan er ganske stort molekyl, og det i seg selv kan veere et hinder til
vannlgselighet, ikke minst celleveggs komponenter som chitin og mannoprotein som finnes i
prgven kan vere arsak til den uklare lgsningen. WML-utbytte fra isoleringsmetoden var 62
%. Den isolerte vannlgselige fraksjonen, WML, var fullstendig lgselig i vann. Videre ble kun
WML analysert og karakterisert, mens WMP og WMS ble inkludert i bioaktivitetsstudier for
a se pa effekt av preparatenes lgselighet.

6.2 Karakterisering av B-glukan

6.2.1 Monosakkarid sammensetning

Monosakkaridsammensetning ble bestemt ved metanolyse, TMS-derivatisering og
gasskromatografi. Siden WML var et isolert fra WMS som bestar av (1->3)/(1->6)- bundet-
B-D- glukose, se figur- 1, sa var det forventet a finne at WML hovedsakelig inneholdt
glukose. WML inneholdt spor av mannose. Mannose finnes i gjercelleveggen som
mannoprotein, og er ikke sa lett & fjerne det fra B-glukan, figur- 2 (Kollar, Reinhold et al.
1997, European Food Safety Authority (EFSA) 2011).
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6.2.2 Estimering av molekylvekt

Molekylvekten til B-glukan ble estimert pa grunnlag av B-glukan standarder fra korn som har
kjente molekylvekt mellom 30 og 360 kDa. Ved analyse pa HPLC var WML fordelt pa to
populasjoner. Molekylvekten til den farste populasjon var rundt 54 kDa, mens molekylvekten
til den andre populasjon var 6 kDa, og det ligger utenfor standardkurven. Grunnen til at
WML ble fordelt mellom to populasjoner er at isoleringsprosessen foregikk under
oppvarming, 80 °C, og produsenten har tilsatt eddiksyre til WMS for a gjare den lgselig. Da
ble WML partiellhydrolysert. Molekylvekten til fraksjon A var Mw: 58 kDa, mens fraksjon B
var lav molekyleer Mw: 13 kDa. Molekylvekten til B fraksjonen var utenfor standardkurven,

og dermed ble det beregnet med stor usikkerhet.

6.2.3 Karakterisering av bindingsforhold

WMS har en relativt enkel struktur, (1->3)/ (1->6)-B- D-glukose. For & bestemme
bindingsmanster i WML, ble den metylert og analysert ved GC-MS. | GC-MS-
kromatogrammet ble terminalt bundet, (1> 3)-bundet, spor av (1->6)-bundet og (1->3->6)
bundet glukose detektert. Produsenten Biothera lagde WMS ved & hydrolysere WGPD (den
dispersibel wellmune) med syre (European Food Safety Authority (EFSA) 2011). Denne
behandlingen har mest sannsynlig fert til hydrolysering av (1->6)-glykosidbindinger, og dette
kan forklare hvorfor det ble funnet spor av (1->6)-glukose og spor av forgreiningspunkter
(1->3->6) glukose. En annen mulighet kan tenkes at dette produktet inneholder lite (1->6)-

glukose forgreininger. Det vet man ikke, siden verken WMP eller WMS ble analysert.
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6.3  Degradering av WML

Forskjellige fysikalske og kjemiske egenskaper til et stoff kan fare til forskjeller i biologisk
aktivitet. Studier har vist at partikuleer og lgselig B-glukan aktiverer immunsystemet via to
forskjellige mekanismer (Qi, Cai et al. 2011). Det kan ogsa tenkes at forskjellige
molekylstarrelser kan fare til variasjon i den biologiske aktiviteten. For & undersgke dette ble
WML degradert i forskjellige metoder for & undersgke om molekylstgrrelse kunne affektere

B-glukanens bioaktivitet.

6.3.1 Partiell hydrolyse

WML ble hydrolysert i forskjellige betingelser, og det ble tatt praver ved forskjellige
tidspunkter. De hydrolyserte prgvene ble analysert ved HPLC for & se pa
molekylvektsreduksjon i forhold til hydrolysebetingelsene. Pravene ble analysert ferst med
TSK- Gel® G3000 kolonnen, men da ble de ikke separert godt. Grunnen til det er at TSK-
Gel® G 3000 kolonnen separerer karbohydrater med molekylvekt mindre enn 50 kDa
(SUPELCO 1996). Deretter ble de analysert ved TSK- Gel® G5000 kolonnen. Toppene ble
separert bedre ved STK5000 kolonnen. Molekylvekten til de hydrolyserte prgvene ble
estimert pa grunnlag av standardkurven. HPLC-kromatogrammet viste prgvene med to
forskjellige topper. Molekylvekts stgrrelse ble beregnet pa den haymolekylare toppen, siden
den andre toppens molekylvekt var utenfor standardkurven. En reduksjon i
molekylvektstarrelse i forhold til molekylvekten til WML kunne man se, men problemet er at
nedgangen i molekylvektstarrelsen ikke er systematisk etter hydrolysetid. Grunnen til dette er
at man regner molekylvekten etter retensjonstiden til toppunktet, dette gir en gjennomsnittlig
molekylvekt. En ting til er at det kan tenkes at hydrolysen skjedde i den lavmolekylaredelen
av preven, mens den hgymolekylaredelen ble lite hydrolysert. Det hadde veert enklere a
fraksjonere WML til A og B farst, og sa utfare en partiellhydrolyse pa hver en av dem og se
undersgke nedgangen i molekylvekt.

62



6.3.2 Enzymdegradering

WML ble enzymdegradert av endo- 1,3- B-glukanase, for & oppna mindre molekylvekt.
Endo-1,3-B-glukanase er et endo enzym, det vil si at den vil starte degradering av -glukan
fra midten og ikke fra enden. Det ble prgvd enzymdegradering i vandigmiljg og i en
bufferlgsning. Praven ble 50 % degradert etter 6 timer ved vandigmiljg, i tillegg var det ikke
sa stor forskjell i degraderingshastighet mellom prgven som var degradert ved vandigmiljg og
I bufferlgsning. Enzymet er levert som ammoniumsulfat suspensjon, pH 4,5. Dette kan veere
en arsak til at enzymet virket godt i vandigmiljg og ikke i natriumacetat bufferlgsning.
Enzymdegradering i vandigmiljg hadde mange fordeler i forhold til celleforsgkene. Hvis
prgven ble enzymdegradert i bufferlgsning sa matte buffersaltene blitt fjernet fra praven far
celleforsgk. For a fjerne buffersaltene matte prgven ha blitt dialysert, og det kunne man ikke
gjere, siden den enzymdegraderte prgven har veldig smamolekyler som ogsa ville blitt

dialysert vekk. Derfor var det bedre 4 enzymdegradere pragven i vandigmilje.

Den enzymdegraderte prgven ble fraksjonert med Superdex 30 pg kolonnen som fraksjonerer
stoff med molekylvekt mindre enn 10 kDa. Man vet at ved enzymdegradering vil
molekylvekten bli mye mindre, og derfor ble denne kolonnen brukt. Den enzymdegraderte
praven kom i to fraksjoner via kolonnen og man kunne se to topper i gelfiltrerings
kromatogrammet (EA og EB), men ved HPAEC-PAD analyse var hele prgven eluert ved EB
fraksjonen. Den enzymdegraderte praven ble eluert ved SEC-HPLC med destillert vann og
ikke med en saltlgsning, fordi det var ugnskelig a tilfare salter til praven. Hadde praven blitt
eluert med et annet eluerngsmiddel, sa kunne elueringsprafilen ved HPAEC-PAD veert
kanskje annerledes. Det viste seg at fraksjonering av den enzymdegraderte prgven ved
gelfiltrering ikke var effektiv, derfor ble EA og EB ikke brukt til andre analyser, eller til
stimulering av RAW-cellene.

Den enzymdegraderte prgven ble analysert ved HPAEC-PAD med maltotriose standard.
Analysen viste at den enzymdegraderte praven inneholdt oligosakkarider, og de ble renisolert
ved denne a koble en desaltingsenhet til HPAEC-PAD. Enzymet endo- 1,3-B-glukanase er et
spesifikt glukanohydrolase enzym (Megazyme 2013). Enzymet hydrolyserer linger 3-(1->3)-
D-glukose, den degraderer prgven fra midten. Resultatet fra ESI-MS-analysen viste at praven
inneholdt glukose, dimer-, trimer- og tetramerglukoseenheter. Metyleringsanalyse viste at

oligosakkaridene var linezre.
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6.4  Stimulering av RAW 264.7 celler og maling av

legumainaktivitet

RAW 264.7 cellene ble stimulert med WMS, WMP, og WML i en dose-respons forsgk, der
cellene ble stimulert med felgene konsentrasjoner: 2, 1 og 0,5 mg/ mL. Den partikulere 3-
glukan WMP hemmet legumainaktivitet ved 2 mg/mL og 1 mg/mL mens ved 0,5 mg/mL
hemmet WMP legumainaktiviteten i mindre grad. WMS hemmet ogsa legumainaktiviteten

ved 2 mg/mL, men i mindre grad enn WMP.

En celleviabilitettest (MTT) ble gjort for a undersgke om den observerte hemmingen av
legumain ved stimulering med WMP ikke var falskt positivt resultat. Den partikulere 3-
glukan WMP og den lgselige fraksjonen WML ga ikke celledgd. Mens den Igselige -glukan
WMS ga 50 % celledad ved pravekonsentrasjon 2 mg/mL. Ved cellestimulering for
bestemmelse av legumainaktivitet ble det observert litt fargeendring av mediet. WMS
inneholder noe eddiksyre som kan vere arsaken til fargeendringen av mediet, noe som farer
til at cellene ikke trives i mediet. Selv om ca 50 % av cellene dgde pa grunn av pH- endring,

men legumainaktivitet hemmes fortsatt litt ved stimulering med WMS 1 mg/mL.

Resultatene fra celleforsgkene viste at WMP hemmet legumainaktivitet, men WML som er
en fullstendig lgselig fraksjon, ikke hemmet legumainaktiviteten. Studier har vist at RAW
264.7 cellene uttrykker dektin-1 reseptor som er -glukan reseptor. Dektin-1 reseptor er
ansvarlig for fagocytose i makrofagene og dendrittiske celler (Brown and Gordon 2001).
Mekanismen for hvordan legumainaktivitet blir hemmet av WMP er ikke kartlagt. Det som er
kartlagt na er at partikulart B-glukan binder seg til dektin-1 reseptor i makrofagen og blir
fagocyttert (Goodridge, Reyes et al. 2011). B-glukan som blir fagocytter av makrofagene blir
degradert til lgselige B-glukan fragmenter som blir skilt ut av makrofagene (Hong, Yan et al.
2004). Det kan tenkes at fagocytert B-glukan blir degradert i lysosomene, og at de sma

lgselige fragmenter kunne fare til hemming av prolegumain autoaktivering ved lav pH.

Forsgkene har vist at WMS hemmet legumainaktiviteten kun ved 2 mg/mL og ved 1 mg/mL,
men i mindre grad. Det er rapportert at lgselig B-glukan binder seg til makrofagene og

dendrittiske celler uavhengig av verken dektin-1 reseptor eller CD11b, den krever CR-3
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binding (QIi, Cai et al. 2011). Det er ukjent hvordan WMS hemmer legumainaktivitet. Det
kan tenkes at andre 3-glukan reseptorer kan veere involvert i signalmediering inni cellene og
dermed fare til at legumainaktiviteten hemmes. Et poeng til er at WMS ikke er fullstendig
lgselig, og de ulgselige partiklene i WMS kunne bli fagocytter pa samme mate som WMP,
ved dektin-1 binding, og fare til hemming pa samme mate som tenkes.

WML hemmet ikke legumainaktivitet. Det som kunne tenkes her er at siden
isoleringsprosessen har fert til fjerning av forgreiningene, farte WML verken til stimulering
eller at legumainaktiviteten ble hemmet. Studier har vist at lgselig B-glukan med molekylvekt
pa 150 kDa har interagert med renset dektin-1 reseptor ved veldig lave konsentrasjoner, men
klarte ikke a aktivere den (Goodridge, Reyes et al. 2011). Molekylvekten til WML er rundt
54 kDa, og da kan molekylvekts reduksjon forklare legumainaktivitet som var pa
kontrollniva. WML klarte kanskije ikke a binde seg til noen reseptorer eller komme inn i

makrofagene for @ hemme eller fare til stimulering av legumainaktivitet.

WML ble fraksjonert og fraksjonene A og B ble testet i celleforsgkene for  undersgke om
molekylvektstgrrelse pavirket legumainaktivitet. Resultatene fra forsgkene viste at fraksjon
A, B og WML ga litt stimulering av legumainaktivitet, mens WMS hemmet
legumainaktivitet som vanlig. Det var litt uvanlig a fa stimulering med WML, siden i alle
andre forsgk var WML verken hemmende eller stimulerende, og legumainaktivitet var pa
niva med kontroll. Det kan tenkes at siden molekylvekten ble redusert, sa ble andre B-glukan

reseptorer involvert, noe som farte til enzymaktivering.

| et annet forsgk ble cellene stimulert med WMS, WML, og den enzymdegraderte prgven.
WMS hemmet legumainaktivitet som forventet mens den enzymdegraderte preven og WML
hadde legumainaktivitet pa niva med kontroll. Her ser man ogsa at s sma molekyler som
oligosakkrider ikke farer til verken stimulering eller at legumainaktiviteten blir hemmet, noe
som kan foreklares med manglende fagocytose, eller manglende reseptorbinding.

Cellene ble stimulert med de hydrolyserte prgvene for a undersgke om molekylvekten kunne
pavirke legumainaktivitet. Alle de hydrolyserte pravene ga litt stimulering i forhold til
kontroll. Det kan tenkes at reduksjon i molekylvekten gir stimulering av legumainaktivitet.
Grunnen til det kan forklares med at prgvene kunne binde seg til TLR-2 eller TLR-6, dermed
stimulere utskilling av cytokiner som TN-a, IL-6, IL-12 og IL-10. Noen av disse cytokinene
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kan ha en stimulerende effekt pa legumain, dette ma nok undersgkes litt naermere for a kunne

konkludere med det.
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7 Konklusjon

| denne oppgaven ble B-glukan isolert fra et B-glukan preparat fra S.cerevisiae til en lgselig
fraksjon som ble kalt WML. WML ble karakterisert med hensyn til molekylvektstarrelse og
bindingsmgnster. WML ble fraksjonert ved SEC-HPLC, enzymdegradert og hydrolysert.
RAW 264.7 cellene ble stimulert med WML, enzymdegradert prgve, hydrolyserte prever, og
fraksjonerte prever for & undersgke sammenhengen mellom legumainaktivitet og
molekylstarrelse. Den partikulere B-glukan WMP, og den lgselige B-glukan WMS ble ogsa
testet pa RAW-cellene for & undersgke om lgseligheten av B-glukan kunne pavirke

legumainaktivitet.

Ved karakterisering av -glukan ble det funnet at den isolerte fraksjon bestod av glukose, og
spor av mannose. 3-glukan bestod av -(1->3) bundet glukose, og hadde spor av
forgreiningspunkter, (1,3,6) bundet glukose. Hydrolyse av B-glukan farte til
molekylvektsreduksjon av den hgymolekylere delen av B-glukan, mens behandling av WML
med endo 1,3-Bglukanase farte til dannelse av oligosakkarider. Det ble dannet mono-, di-, tri-

og tetramere. Alle oligosakkaridene bestod av 3-(1->3)-glukose.

RAW-264.7 celler ble stimulert med WMP, WMS og WML og resultatene viste at partikulaer
B-glukan hemmer legumainaktiviteten best, mens WMS som er “delvis loselig” hemmer
legumainaktivitet i mindre grad. Legumainaktiviteten hemmes ikke av fullstendig leselig p3-
glukan sa lenge molekylvekten ikke blir for liten. Det viste ogsa resultatene fra forsgket der
RAW-cellene ble stimulert med fraksjon A, B og enzymdegraderte prgven. Enzymaktiviteten
gkte ved stimulering med A og B fraksjonene, mens legumainaktiviteten var pa niva med
kontrollen ved stimulering med enzymdegraderte prgve. Resultatene ble forsterket med de

hydrolyserte pragvene som farte til stimulering av legumainaktiviteten.

Det er pavist at partikulaert B-glukan binder seg til dektin-1 reseptor pa makrofagene. En slik
binding farer til fagocytering av -glukan. Det er ukjent hvordan hemming av
legumainaktivitet skjer, men det kan tenkes at fagocytert partikulert B-glukan transporteres

til lysosomene og blir delvis degradert, dermed kunne tenkes & hemme autoaktivering av
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prolegumain. Den stimulerende effekten som er observert ved den lgselige B-glukan kunne

tenkes a vaere pa grunn av binding til CR-3 eller en annen type B-glukan reseptor.
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8 Veien videre

Man kunne undersgke ved & merke B-glukan, bade den lgselige og den partikuleere med et
fluoriserende stoff, og sa stimulere cellene med dem for & se hvordan stoffet blir tatt opp i
cellene, hvordan og hvor legumain blir hemmet. En autoaktivering forsgk med den
partikulzre og den lgselige B-glukan kan bidra til mer forstaelse om hvordan legumain blir
hemmet. Dette kan gi et fremskritt i forskning av B-glukan og dens antitumor virkning. En
autoaktiveringforsgk av prolegumain med de hydrolyserte og den enzymdegraderte prevene
kunne ogsa gi en bedre forstaelse for effekt av molekylstarrelsesreduksjon og gkt

enzymaktivitet.
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