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Avdeling for kvinne- og barnehelse

Innledning

12012 ble Pediatrisk forskningsinstitutt og Kompetansesenteret for kvinnehelse slatt sammen til en avdeling i
Kvinne- Barn klinikken OUS, Avdeling for Kvinne og Barnehelse. Avdelingen bestar derfor av to seksjoner med
totalt en professor 1, fem forskere, to kontorkonsulenter og to ingenierer. Med omtrent 35 phD studenter
tilknyttet avdelingen er vi en av de starste i OUS og UiO nér det gjelder forskningsutdanning.

Det er bade stimulerende og utfordrende med en slik sammenslaing. Det er stimulerende at vi har et stort miljo
innen forskning pé barn og kvinners helse. Det er utfordrende & lage en kultur hvor de to seksjonene trekker
sammen og vi far utnyttet synergieffektene av et bredt miljo som spenner over mange felter.

I Oslo Universitetssykehus er vi budsjettmessig en liten avdeling, og mesteparten av vare bevilgninger er
eksterne. Men vi héper og tror at vi faglig sett kan bety en forskjell ikke bare ved OUS men ogsa nasjonalt og
internasjonalt.

Ola Didrik Saugstad
Avdelings leder

Ledergruppe:

Ola Didrik Saugstad, Professor 1, avdelingsleder

Siri Vangen, leder av kompetansesenteret for kvinnehelse
Runar Almaas, Forsker

Lars O. Baumbusch, Forsker

Ritsa Storeng, Forsker

Rennaug Solberg, Forsker

Konsulenter:
Pernille Freese
Nina Kristin Helvik Nordli

Pediatrisk forskningsinstitutt

Pediatrisk forskningsinstitutt (PFI) ble etablert ved Rikshospitalet i 1959 som et kombinert universitets- og
sykehusinstitutt. De forste arene ble forskningen fokusert om hematologi, men ganske snart ble fokus utvidet til &
omfatte en hel rekke med emner som inkluderer metabolske sykdommer, kreft hos barn, skadelige effekter av
bilirubin. Ved instituttet har det veert drevet grunnleggende studier vedrerende peptiders effekt pa sykdommer.
De siste 20 arene har hovedfokus vert effekten av reoksygenering etter en periode med oksygenmangel. Dette
har spesielt vaert studert i nyfedtperioden.

Det er etablert en rekke dyremodeller og cellekulturmodeller ved PFI. Instituttets forskere har et bredt samarbeid
med en rekke forskergrupper i inn- og utland.

Instituttet ledes av Ola Didrik Saugstad




Eksperimentell nyfgdtmedisin

Forskningsgruppen “eksperimentell nyfedtmedisin har sitt utspring fra Pediatrisk Forskningsinstitutt, men har
ogsd medlemmer som har full stilling i klinisk virksomhet

Forskningsgruppe

Leder Ola Didrik Saugstad PFI

Thor Willy Ruud Hansen, Overlege, professor 2
Rennaug Solberg, Forsker

Lars O. Baumbusch, Forsker

Tomas Alme, PhD stip

Embjerg Wollen, PhD stip

Anne Gro W Rognlien, PhD stip

Martin Bogale Ystgaard, PhD stip
Helene @sterholt Dale, PhD stip

Ingrid Dannevig , PhD stip

Leonid Pankratov, PhD stip

Hans Henrik Odland, Overlege PhD stip
Inger Elisabeth Silberg, Overlege

Maria Leeberg, Forskerlinje student
Grethe Dyrhaug, Bioingenior

Monica Atneosen-Asegg, Avd ingenior
Nicolai Andre Lund, PhD stip

Javier Escobar, Gjesteforsker

Gruppen har hovedsakelig arbeidet med eksperimentelle studier knyttet til hypoksi og reoksygenering hos nyfedt
gris og mus. Men vi har ogsa kliniske prosjekter knyttet til nyfedtes oksygenbehov og premature. Gruppen har et
betydelig internasjonalt nettverk og har finansiering av stipendiater fra E@S, HS@, NFR, UiO og Lebara. I
tillegg kommer det betydelig driftstette fra en rekke andre kilder. Av resultater kan nevnes helgenomstudier pd
nyfedte mus som blir gjenopplivet med forskjellige oksygenkonsentrasjoner, helgenomstudier av for tidlig fodte
(EOS prosjekt samarbeid med Univ i Krakow).

I perioden 2010-13 disputerte 8 PhD stipendiater med tilknytning til gruppen:

Bodil Salvesen,
”Pathophysiological and immunological aspect of Meconium Aspiration Syndrome” (2010)

Rennaug Solberg,
”Resuscitation of the newborn. An experimental study of toxic effects of supplementary oxygen in newborn
piglets” (2011)

Marit Lunde Dalen,
”Hypthermia and room air resuscitation in NT”-N neurons, immature rats and newborn pigs” (2011)

Anne Lee Solevag,
”Alternative approaches to newborn resuscitation — with emphasis on compression to ventilation ratio in an
experimental pig modell of neonatal asphyxia” (2011)

Grete Anette Birkeland Kro
”Umbilical cord acid-base status; Validation and associations with activer pushing time and the apgar
score”(2012)

Yngve Sejersted
”Neil3 DNA Glycosylase in Maintenance and Repair of the Mammalian Brain” (2012)

Gaute Dohlen,
”Cerebral transcriptional factors in hypoxia-ischemia and hyperoxic reoxygenation. A study in transgenic
reporter mice” (2012)



Charlotte de Lange,
“Early effects of perinatal hypoxia and resuscitation on cerebral perfusion and metabolism assessed by MRI,
CEUS and FDG-PET. Experimental studies in newborn pigs”(2012)
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1. Polen, Krakow, Current controversies in Neonatology - ~” Oxygenation of the newborn”
The Banff Centre, Banff, Alberta, 21.st Western Perinatal Research Meeting -” Newborn Resuscitation:
New Challenges”,

3. The Banff Centre, Banff, Alberta, 21.st Western Perinatal Research Meeting - Oxygen therapy in the
newborn: The molecular basis for clinical practice”

4. Dubai, JW Marriot Marquis, 2.nd. Arab Neonatal Congress ” Newborn Resuscitation: Future
Challenges” ,
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Dubai, JW Marriot Marquis, 2.nd. Arab Neonatal Congress”Optimal Oxygenation Of Newborn
Babies”

Medical Historical Muesum, Charité, Berlin, 3rd Chiesi Neonatology- Symposium” Oxygen in
Neonatology -A historical Perspective”

The Bolger Centre, Maryland, USA, 3rd. Neonatal Resuscitation Research Workshop,” ILCOR
Perspective: Identifying the gaps in the current guidelines- where shoud be focused?”

The Bolger Centre, Maryland, USA, 3rd. Neonatal Resuscitation Research Workshop,” Handling in the
delivery room (The Golden Minutes)”

St. Petersburg, St. Peter White nights -” New European guidelines for RDS”

St. Petersburg, St. Peter White nights- ~” Optimal Oxygenation Of Newborn ”

Dept. of Pediatics, Oulu University Hospital, Symposium Honoring Mikko Hallmann- ” Oxygen to the
Newborn - a Never Ending Story ”

Belgia, CHC, Liége, XXIXth Rocourt Neonatalogy Meeting - ” Oxygen use: the premee, the term
newborn and the critical child”

Moskva, World congress of perinatal medicin - ” Delivery room handling of the
newborn”

Buenos Aires, Argentina, 7.th. National congress of Pediatrics- ” The first golden minute”

Buenos Aires, Argentina, 7.th. National congress of Pediatrics - "New European guidelines for RDS”
Buenos Aires, Argentina, 7.th. National congress of Pediatrics- "Optimal Oxygenation Of Newborn”
Buenos Aires, Argentina, 7.th. National congress of Pediatrics- ” Oxygen Therapy of the newborn”

Baku, Azerbaidjan, National congress of Neonatology- - ” Optimal Oxygenation Of Newborn”

Baku, Azerbaidjan, National congress of Neonatology-" First golden minute, handling in the delivery
room”
Gotland, Gotland course programme —” Newborn Resuscitation”

. Gotland, Gotland course programme — ” ”Delivery room handling of the newborn”

Gotland, Gotland course programme —” How to reduce neonatal mortality”

. Avignon, Frankrike, Summ conference on neonatology-- ” Resuscitation and stabilisation in the

delivery room”

Avignon, Frankrike, Summ conference on neonatology- ~” Developments, trials and stuff for
recommendations to come”

Karolinska Universitetssjukhuset, Stockholm, Oxygen treatment for preterm infants —” Oxygen in
neonatalogy - past, present and future”

Oman, Muscat, International congress of neonatalogy- New European guidelines for RDS”
Oman, Muscat, International congress of neonatalogy- ”, ” Delivery room handling of the newborn”
Oman, Muscat, International congress of neonatalogy- ” Optimal Oxygenation Of Newborn Babies”



Prosjekter

Molekylaerbiologiske forskningsprosjekter
Forsker Dr. Lars O. Baumbusch (MSc, PhD)

A. Nyetablering av forskningsprosjekter

1. Norsk Barnekreft Sekvenserings Prosjekt

Barnekreft skiller seg fra kreft hos voksne bade biologisk, behandlingsmessig og prognostisk. Selv med
betydelig bedret behandling siste tidr, er det fortsatt grupper med darlig overlevelse, uventede tilbakefall og/eller
livslange bivirkninger. Med dagens teknologi, hvor hele genomer kan sekvenseres og sykdomsgivende kreft
gener identifiseres, er det nd mulighet for mer malrettet og individualisert behandling. Sekvensering,
bioinformatisk tolkning av data, og tilbakefering av informasjon til barneklinikken, medferer store utfordringer.
Gjennom etablering av Norsk Pediatrisk Kreft Konsortium, bestdende av representanter fra norsk barneonkologi,
patologi og genetikk, ensker vi i dette prosjektet a utarbeide en sekvenseringsplattform for barnekreft basert pa
internasjonal og egen genetisk forskning, med samtidig fokus pa systemer for datatolkning og tilbakeforing av
informasjons til klinikkene, og utarbeidelse av etiske retningslinjer omkring bruk av helgenom analyser i
barnemedisin.

2. Sirkulerende cellefritt DNA som markar for oksidativt stress ved neonatal asfyksi i en grisemodell
Prosjekt: Masterprosjekt av Sophia Manueldas, veileder Lars O. Baumbusch

Hypotese: Kan nivaet pa sirkulerende cellefritt DNA bli brukt som marker for oksidativt stress ved neonatal
asfyksi?

Bakgrunn: Perinatal asfyksi eller neonatal asfyksi er en medisinsk tilstand som felge av mangel pa oksygen i
nyfedt barn. WHOs arlige helsestatistikk rapporterte i 2010 at om lag 760.000 barn der &rlig péd grunn av
neonatal asfyksi. Men mange barn overlever perinatal asfyksi til en pris av utviklingshemming. Hypoksiske
skader kan pavirke de fleste av spedbarnets organer men hjerneskade er den mest alvorlige. En asfyksisk
situasjon ferer til gkt konsentrasjon av reaktive oksygen arter (ROS) og dermed til oksidativt stress (1). Antall
behandlingsmuligheter mot hypoksi er begrenset. Hydrogen har blitt testet, siden hydrogen har en evne til &
diffundere gjennom barrierer i cellulere komponenter uten & forstyrre metabolske redoksreaksjoner. Det finnes
flere markerer for oksidativt stress i dag, men mange av disse markerene er vanskelig & analysere. Jkt nivéer av
sirkulerende celle-fri DNA 1 blodet har vert rapportert som biomarkerer for premature nyfedte og kreft (2-4).
Sirkulerende cellefri DNA kan brukes som en ikke-invasiv diagnose-og overvakingsverktey for en lang rekke
sykdommer og tilstander, inkludert graviditet, virusinfeksjon og kreft.

Material: Over 50 griser har blitt behandlet med hypoksi og vev, blod og urinpraver fra disse grisungene er
tilgjengelig for analyse. Mange forskjellige fysiologiske parametre (som blodtrykk, puls, i syre-base- status ) har
vert overvaket under forsgkene, og kan ha sammenheng med niva av sirkulerende celle-fri DNA. Ytterligere
materiale fra flere smagriser er tilgjengelig fra en annen péagaende studie med N-acetylcysteinamid
(nevrobeskyttende legemiddel).

Metoder: DNA-ekstraksjon fra vev, blod og urin; enkelt og multipleks qRT-PCR; méling av ulike oksidativt
stress parametre; fluorescerende spektrofotometri ; ELISA og andre.

Literature: (1) Solberg R et al., Resuscitation of hypoxic newborn piglets with oxygen induces a dose-dependent
increase in markers of oxidation (2007) Pediatr Res 62(5): 559-63. (2) Gormally E et al., Circulating free DNA
in plasma or serum as biomarker of carcinogenesis: Practical aspects and biological significance (2007) Mut
Res 635: 105-117. (3) Hashad D et al., Free circulating tumor DNA as a diagnostic marker for breast cancer
(2012) J Clin Lab Ana 26:467-472. (4) Tuaeva NO et al., The origin of elevated levels of circulating DNA in
blood plasma of premature neonates (2008) Ann NY Acad Sci 1137:27-30.

3. En ny grisecellelinje som modellsystem for studier av hypoksi og oksidativt stress

Prosjekt: Master prosjekt av student Cecilie Aas. Veiledere: Runar Almaas og Lars O. Baumbusch.

Hypotese: En ny og ukarakterisert cellelinje fra grisenyre har blitt etablert i var forskningsgruppe. Kan denne
cellelinjen brukes som modellsystem for a studere hypoksi og oksidativt stress hos griser og mennesker?
Bakgrunn: Perinatal asfyksi eller neonatal asfyksi er en medisinsk tilstand som falge av mangel pa oksygen i
nyfedte barn. Ofte overlever barna perinatal asfyksi til en pris av varig utviklingshemming. Asfyksi reduserer
den endogene antioksidant kapasiteten, noe som forer til gkt konsentrasjon av reaktive oksygenarter (ROS) og
dermed oksidativt stress (1). I mange ar har arbeidsgruppen ved instituttet forsket pd molekylare og genetiske
aspekter av hypoksi og reoxygenering og mange forskjellige skademekanismer, biokjemiske mekanismer og
molekylerbiologiske reaksjoner har blitt studert.



Materiale: Navn pa cellelinje: EFN-R, katalognummer: CCLV - RIE 86 fra samlingen av cellelinjer i Veterinary
Medicine (CCLV), Friedrich-Loeffler-Institut, Federal Research Institute for Animal Health, D-17493
Greifswald-Insel Riems, Tyskland. En signert samarbeidsavtale eksisterer.

Metoder: Celledyrkning, DNA, RNA og protein-ekstraksjon, flow, qRT-PCR, maling av ulike oksidativt stress
parametre, fluorescerende spektrofotometri, ELISA og andre.

Literature: (1) Solberg R et al , Resuscitation av hypoksiske nyfedte grisunger med oksygen induserer en
doseavhengig ekning i markerer for oksidasjon (2007) Pediatr Res 62 (5): 559-63.

B. Deltakelse i eksisterende forskingsprosjekter

1. NACAtel - studie: PhD prosjekt Torkil Benterud
2. NEO-MICS Norsk-polsk sammenarbeidsprosjekt: PhD prosjekt Cecilie Revhaug
3. Newborn screening for severe combined immunodeficiency (SCID): PhD prosjekt Kiran A. Gul

C. Avsluttet fglgende prosjekter (OUS Radiumhospitalet)

1. Genomic instability

Genomisk ustabilitet er et kjennetegn pé kreftsvulster, den forarsaker numeriske og strukturelle endringer som
folge av forstyrret integritet av genomet. For ulike krefttyper har genomisk ustabilitet vert assosiert med darlig
prognose, noe som tyder pa at genomisk ustabilitet kan gi vekstfordel til kreftceller. I de fleste krefttyper er
genomisk ustabilitet preget av kopi nummer endringer, allelisk ubalanse eller tap av heterogenisitet. Det
molekylere grunnlaget for genomisk ustabilitet er fortsatt uklart, men mutasjoner i nekkelsjekkpunktproteiner og
DNA-reparasjonsgener er nok involvert. Men, genomisk ustabilitet kan ogsé fere til et negativt effekt pa
levedyktighet og egnethet av kreftcellene. Grundige undersokelser av de negative og positive effekter av
genomisk instabilitet pad kreftceller er av potensielt stor betydning for tumorklassifisering, prediksjon av
overlevelse og individualisert terapi.

2. Molecular signatures of disseminated tumor cells in breast cancer

Det fundamentale skritt i progresjon av brystkreft er metastasering av tumor til andre deler av kroppen.
Hovedtrinnene i denne prosessen er spredning av enkelt celler fra primaertumor til lymfeknuter, blod og benmarg
(disseminerte tumor celler). Kunnskap om den molekylare signaturen av disseminerte tumor celler er enna svaert
begrenset. Sammen med vare internasjonale samarbeidspartnere har vi etablert avanserte teknikker for & analyse
genomiske profiler av enkeltceller med hey opplesning. Malsetningen er & kartlegge DNA-profiler av
disseminerte tumorceller fra benmarg og sammenholde disse funnene med isolerte tumorceller fra blod og DNA
profilen av primertumoren. Okt kunnskap og molekylar karakterisering av slike tumorceller vil kunne benyttes
prognostisk og gi bedre diagnose og behandling. Prosjektet er tverrfaglig organisert og baserer seg pa samarbeid
mellom flere avdelinger ved Radiumhopsitalet, nasjonale og internasjonale forsknings grupper.

3. A bioinformatic and genetic approach to understand gene regulation and dysregulation in breast tumor
development and progression

Et av kjennetegnene til humane kreft svulster er avvik i kopitall av gener. En metode som kalt mikromatrise
Comparative Genomic Hybridization (array CGH) kan benyttes til & kartlegge med hay presisjon posisjonene til
de gener som viser slikt avvik. Robuste analysemetoder for & kunne analysere forskjeller og likheten mellom
alternative CGH teknikker har til nd veert mangelvare. I tillegg utnytter vi informasjon om genekspresjons,
analysert med de samme typer mikromatriser som array CGH. Metode som vi har utviklet kalles Detection of
Copy Number Abberations (DCNA). Verktoyet er laget for & sammenligne resultater og opplesninger fra
forskjellige mikromatrisemetoder. Vi vil nd benytte DCNA metoden til flere typer av mikromatriser. I vart
prosjekt bruker vi DCNA metode for & finne nye gener som er involvert i bryst kreft. Vi haper at resultater fra
vér forskning i fremtiden kan utnyttes til & forbedre de diagnostiske og terapeutiske metoder innenfor
kreftdiagnostikk og behandling.
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Bakgrunn

Nyfodtasfyksi er en viktig &rsak til ded og sykdom pa verdensbasis. En av skademekanismene etter
nyfedtasfyksi er hypoksi-reoksygeneringsskade. PFI har utviklet en dyremodell hvor mus pé postnatal dag 7 (P7)
utsettes for hypoksi og reoksygenering med forskjellige FiO,, og vi studerer endringer i genekspresjon (mRNA)
og proteinkonsentrasjon i denne modellen. Oggl™/Mutyh” dobbel- knockoutmus mangler to DNA-glukosylaser
some r viktige for & i gangsette Base excision repair (BER) pathway. BER pathway reparerer oksidativ DNA-
skade, og Oggl og Mutyh reparerer oksidert Guanin (8-0x0G) for & forhindre C:G to A:T mutasjoner.

Formal

Formélet med studien er & studere endringer i genekspresjon til 44 gener over tid etter hypoksi og
reoksygenering, og studere proteinkonsentrasjonen til de mest sentrale, samt & sammenligne endringene i
genekspresjon mellom villtypemus og dobbel-knockout Oggl”/Mutyh” mus.

Metode

C57BL/6 mus Oggl™/Mutyh” mus p& P7 ble randomisert til 2 timer hypoksi (FiO, 0.08) eller luft (kontroller).
Hypoksi-gruppen ble videre randomisert til 30 min reoksygenering med FiO, 0.60 eller luft. Etter observasjon fra
0 t til 3 dager, ble organer hestet. Homogenat av hippocampus og striatum og homogenat av lunge har blitt
analysert for mRNA ekspresjon av 44 gener med real-time RT-PCR i bade villtype- og knockoutmus, og for
protein bare i villtype.



Resultater

Hyperoksisk reoksygenering etter hypoksi gir en sterkere respons i inflammatoriske gener (Cxcl10, Hmox1, 111b,
Nfkbland Tgfbl) og mindre suppresjon av DNA glykosylasen Neil3 i hjernen hos villtypemus. Vi identifiserte 3
menster av endringer i genuttrykk etter hypoksi uavhengig av reoksygeneringsméte. Resultatene i lunge og hos
knockoutmus er ikke publisert enda.

Publikasjoner

Rognlien AGW, Wollen E, Atnesen-Asegg M, Saugstad OD: Increased expression of inflammatory genes in the
neonatal mouse brain after hyperoxic reoxygenation (Manuskript submittert)

Gene expression changes in the brain of Oggl/Mutyh knockout mice following a hypoxia-reoxygenation insult.
Poster p& European Society of Pediatric Research konferanse, Porto 2013.

Muntlig presentasjon
DNA glycosylases protect the newborn mouse lung from apoptosis, cell cycle arrest and inflammation. 28"
International Workshop on surfactant replacement, 1.juni 2013, Helsingfors, Finland.

Kan docosahexaenoisk syre (omega 3) forsterke effekten av hypotermibehandling etter
fodselsasfyksi? En eksperimentell studie pa nyfedt gris.

Studiegruppe

Marianne Ullestad Huun, MD, PhD student
Havard Tetlie Garberg, MD, PhD student
Javier Escobar, PhD

Rennaug Solberg, MD, PhD.

Professor Ola D. Saugstad, MD, PhD.

Finansiering
Helse Ser-Ost

Bakgrunn

Fodselsasfyksi er en av hovedarsakene til dedsfall hos nyfadte. Det er lite behandlingstilbud for denne gruppen
som globalt bestar av nesten 1 000 000 nyfedte per &r. Helkropps kjelebehandling, hypotermi, som er eneste
behandlingstilbud, krever avansert medisinsk utstyr og kyndig personell, men gir et signifikant bedre utkomme
for en stor del nyfedte. Men langt fra alle drar nytte av behandlingen, og det forskes bredt pd & finne
tilleggsbehandlinger som kan forbedre prognosen.

Under asfyksi er det utilstrekkelig tilforsel av oksygen og glukose til vevene. Dette forer til katastrofale
endringer i det intracelluleere miljoet med bl.a. gket produksjon av reaktive oksygen radikaler (ROS). Dette forer
blant annet til lipidperoxidering som bidrar til apoptose og ekt inflammasjon i den asfyktiske cellen.
Docosahexaenoisk syre (DHA) er en av hovedbestanddelene i nevronenes cellemembraner. Den er en modulator
hvis mél er & holde det intracelluleere miljoet stabilt. Vi vil underseke om DHA alene gir nevronal beskyttelse
gjennom mindre peroxidering og mindre apoptose etter asfyksi, og om det er en tilleggseffekt til
hypotermibehandling.

Metode

48 nyfedte gris (12-36 t) gjennomgér asfyksi til Base Excess -20 mmol/L eller middel blodtrykk <20 mmHg.
Grisene randomiseres til en av fire intervensjonsgrupper. En egen kontrollgruppe (n=6) gjennomgér samme
prosedyrer og observasjonstid (anestesi, kirurgi, mekanisk ventilasjon og prevetagning), men utsettes ikke for
hypoxi. Vev samles fra fem spesifikke omréder av hjernen og fryses umiddelbart pé flytende nitrogen og lagret
pa -80 C frem til analyse. Vi haster ogsa vev fra gyne, lunge, lever og nyre.

Resultater
Eksperimentene er avsluttet mars 2013 og analyser fra studien er pdgdende. Analyser vil inkludere histopatologi,
magnestisk resonans spectroskopi, kvantitering av lipid peroxidering og immunhistokjemi.



Nevroprotektive effekter av cannabidiol etter hypoksisk-iskemisk hjerneskade hos nyfadt gris
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Bakgrunn

Perinatal asfyksi defineres som alvorlig mangel pa oksygen og perfusjon til fosteret under eller umiddelbart etter
fodsel. Dette er en viktig arsak til ded og varig skade hos nyfedte pa verdensbasis. Pa det ndvaerende tidspunkt er
hypothermibehandling (nedkjeling) den eneste etablerte nevroprotektive behandlingen for denne gruppen og det
er et stort behov for & finne nye effektive behandlingsmetoder.

Cannabidiol (CBD) er, sammen med tetrahydrocannabinol (THC), den sterste bestanddelen i cannabisplanten.
CBD har i motsetning til THC ikke psykogene egenskaper og studier har vist at det begrenser de uenskede
effektene av THC. CBD utever sin effekt via et eget signalsystem i kroppen som responderer pa cannabinoider -
det endokannabinoide system. Etter perinatal asfyksi tror man at cannabidiol, ved & modulere det
endokannabinoide systemet, hemmer en rekke av de patologiske prosessene som forer til hjerneskade. Flere
dyrestudier, bade pa gnagere og gris, har undersekt cannabidiol som nevroprotektiv substans med meget lovende

resultater.

Mal
A undersgke de nevroprotektive egenskapene til cannabidiol etter hypoksisk iskemisk hjerneskade hos nyfadte
griser. Bade alene og sammen med hypothermibehandling.

Status

Etter noye planlegging ble den eksperimentelle delen av studien gjennomfert fra oktober 2013 til mars 2014.
Nyfedte griser (N:54, alder 12-36timer) ble sedert, ventilert og fikk innlagt invasive katetre for méling av
fysiologiske parametre, medikamentinfusjon og blodprever. De ble sa randomisert til & enten gjennomgé hypoxi
- ventilasjon med 8% oxygen til B.E -20 mmol/L eller middelblodtrykk (MAP) falt <20mmHg, eller til sham
(kontrol gruppe n=6). Grisene i hypoxi gruppen ble, etter reoksygenering, videre randomisert til de ulike
behandlingsgruppene. 9,5 timer etter avsluttet hypoxi ble grisene avlivet og vev ble hestet.

For & undersgke de potensiellt nevroprotektive effektene av cannabidiol har vi planlagt et vidt spekter av
analyser i hjernevev samt i blod, spinalvaeske og urin. Vi har ogsa tatt vev fra hjerte, lunge, lever og nyrer.
Venstre hjernehalvdel er lagt pd formalin for videre prossesering og histologiske/immunohistologiske analyser.
Fra heyre hjernehalvdel er det tatt vevsprever fra omrader av spesiell interesse (f.eks prefrontal cortex, striatum,
hippocampus) som er hurtigfryst i flytende nitrogen.

Resultater og videre plan

Vi er na i gang med prosessering og analyser av den store mengden biologisk materiale som ble samlet. I vart
eget labratorium maler vi blant annet markerer pd oksidativt stress i blod og gen og proteinekspresjon i
hjernevev. Vi har ogsa sendt prover til enheter utenlands som vi samarbeider med. Blant annet hjernevev til
Madrid for MR-spektroskopi, hjernevev til Sienna, Italia for analyse av lipid peroksidering og blod/urin til
Valencia, Spania for analyse av markerer for oksidativt stress og metabolitt-studier. Vi héper de forste
resultatene vil vaere klare i lopet av juni maned.



Hypoxi og reoksygenering
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Forskningsgruppen arbeider med perinatal hypoksi og reoksygenering og bruker PFI’s spedgrismodel til &
studere terapeutiske effekter avforskjellige behandlingsstrategier gitt til 12-36 timer gamle spedftis etterat de gar
gjennomgarr alvorlig neonatal hypoksi.

I 2013 har forskningsgruppen forst fullfert en stor studie ledet av Torkil benterud om effekter av N-acetyl
cysteine amid (NACA), en antioksidant med god penetrasjon inn i mitokondrier. Deretter en stor studie ledet av
Leonid Pankratov om terapeutisk effekt av hydrogengass gitt etter hypoksi og evt. additiv effekt av etterfolgende
hypotermibehandling. Hesten 2013 startet en ny stor studie ledet av Marianne Ullestad Huun og Havard Tetlie
Garberg som ser pa effeter av Cannabidiol og DHA gitt alene eller i kombinasjon med hypotermi etter alvorlig
neonatal hypoksi.

Fra hesten 2013 hatt samarbeid med gruppen rundt Charlotte DeLange vedr. billeddiagnostikk (MR) etter
hypoksi og reoksygenering. Samarbeidet viderefores i 2014 med nye planlagte studier.

Vi har i mange ar hatt samarbeid med Maximo Vento’s gruppe i Valencia og i august 2013 kom Javier Escobar
derfra til PFI til et ettarig studieopphold. Han har styrket gruppen innen molekulaerbiologi og metabolomics.

Vi har ellers et lopende samarbeid med Giuseppe Buonocores gruppe i Siena vedr. lipidperoksydering i hjernen
etter hypoksi og reoksygenering, samt med gruppen pd Karolinska Sjukhuset i Stockholm vedr. effekter av
NACA.

Publikasjoner 2013

PLoS One. 2013 Jun 18;8(6):66540.
Metabolomic Analysis of the Effect of Postnatal Hypoxia on the Retina in a Newly Born Piglet Model.

Solberg R1, Escobar J, Arduini A, Torres-Cuevas I, Lahoz A, Sastre J, Saugstad OD, Vento M, Kuligowski J,
Quintas G.
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Metabolic adaptation and neuroprotection differ in the retina and choroid in a piglet model of acute
postnatal hypoxia.
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HYDROGEN THERAPY REDUCES APOPTOSIS IN NEONATAL HYPOXIA-ISCHEMIA PIGLET
MODEL
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Hydrogen gas used for newborn resuscitation achieves faster recovery of lactascidosis and may reduce
apoptosis.
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Kan N-Acetylcysteine amid, en ny antioksidant, redusere mortalitet og nevrologiske
komplikasjoner etter perinatal asfyksi?

En eksperimentell studie pa nyfadt gris
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Bakgrunn

Mer enn 700 000 barn der hvert ar pa grunn av komplikasjoner etter perinatal asfyksi (hypoksi, hyperkarbi og
melkesyreacidose). I tillegg vil noen av barna utvikle cerebral parese eller andre nevrologiske komplikasjoner.
Hypoksi og péfelgende reoksygenering forer til store intracelluleere forandringer, bl.a. reduksjon av anti-
oksidanter og ekte konsentrasjoner av oksygenradikaler.

N-Acetylcystein Amid (NACA), en forlgper til den endogene antioksidanten Glutation (GSH), har i enkelte
dyreforsek vist lovende resultater nar det gjelder organbeskyttelse etter hypoksi.

Hypotese

- Kan N-Acetylcystein-amid (NACA), en ny antioksidant redusere mortalitet og antallet hjerneskader hos
barn som har veert utsatt for perinatal asfyksi.

- Hos griser som har fatt infusjon av NACA etter gjenoppliving er endringene i DNA mindre enn de som
ikke har fatt NACA.

Metoder

Studiedesign: Mellom 12 og 36 timer gamle nyfedte griser, ble anestesert, intubert og lagt pé respirator. Deretter
ble det innlagt sentralt venekateter og arterieckran. Etter 1 times stabilisering ble de blokk randomisert til enten
kontrollgruppe (n = 6) eller 1 av 4 intervensjonsgrupper som ble utsatt for global hypoksi, 8 % O2 i N2 til BE -
15 (moderat asfyksi , gruppe 3 og 4, n=12), eller til BE- 20 (alvorlig asfyksi , gruppe 1 og 2, n = 12) . Under
hypoksien ble CO, tilfert for at pCO2 skulle ligge mellom 8,0 og 9,5 kPa. Gruppe 1 og 3 fikk NACA 0 og 270
minutter etter reoksygenering, mens gruppe 2 og 4 fikk kun saltvann. Etter reoksygenering, ble grisungene



observert i 9,5 timer og deretter gitt en dedelig dose av pentobarbitone (150mg/kg) for vev fra hjerne, gyne,
thymus, hjerte, lunger, lever, milt, nyrer og ileum ble tatt ut og frosset i flytende nitrogen og lagret ved -70°C.
Under eksperimentet tok vi blod regelmessig. Vi mélte blodgasser og tok blodprever for méling av ulike
parametere som GSH / GSSG (red . / Oksidert Glutation), telomerer og fritt DNA.

PCR for & méle genetisk uttrykk for ulike cytokiner og andre proteiner

ELISA ble anvendt for maling av forskjellige cytokiner i cerebral cortex og S100B , NSE , Tau - protein -og B -
amyloid i cerebrospinalvaesken. Western Blot og Gelatin zymography for & analysere MMP2 og MMP9.

Forelgpige resultater

Nyfodte griser som er utsatt for alvorlig asfyksi, og deretter behandlet med NACA hadde en signifikant
langsommere ekning av blodtrykket i lopet av den ferste timen etter hypoksi sammenlignet med de som fikk
kun saltvann (p < 0,01) . Det var ingen signifikante forskjeller pulsfrekvens, PCO2, PO2, Base Excess,
temperatur , pH eller Laktat mellom de fire gruppene. Grisene som fikk NACA etter alvorlig hypoksi hadde
signifikant lavere konsentrasjon av Interleukin-1beta enn de som fikk kun saltvann (p<0,05). Gruppen som fikk
NACA etter moderat asfyksi hadde et lavere genuttrykk av TNF-Alpha enn gruppen som fikk saltvann (p<0,05)
Genuttrykk for ASC, et protein i Inflammasome pathway, var redusert for de grisene som fikk NACA.

Konklusjon

De grisene som fikk NACA hadde lavere nivéer av flere inflammasjonsmarkerer enn de som fikk kun salvann
etter hypoksi. Dette kan tyde pa at NACA kan dempe inflammasjonsreaksjonen og pafelgende forandringer av
cellevevet i hjernebarken og dermed ha en beskyttende effekt pad hjernen etter perinatal asfyksi. Videre
undersekelser med tanke pa DNA-skade og histopatologi er i gang.

Reox. with air. 9.5

hours

SEVERE Saline dml,at 0 and 4 5 h, n=12
HYPOXIA
BE-20 NACA,300mg/kg at 0 & 4.5h,n=12

, MODIIEERAT Saline 4ml,at O and 4.5 h, n=12

HYPOXIA
BE-15 NACA,300mg/kg at O & 4.5h,n=12
NACA oF NaCf NACA rvw NRr
CONTROL =6

Hyaluronan in the neonatal period. An experimental and clinical study in asphyxia and

infection.”
Dette doktorgradsarbeidet ble i november 2013 funnet verdig til & forsvares offentlig

23,
Ph.d. student Helene Caroline Dale Qsterholt1 !
Veiledere

Ola Didrik Saugstadl

Britt Nakstad2

Samarbeidspartnere:




Rashmin C. Savani’

Ingrid Dannevig"***

Myra H. Wyckoff®

Jie Liao, Yucel Akgul, Mrithyunjay Ramgopal, Dan S. Mija, Naeun Cheong, Christopher Longoria’
Mala Mahendroo®

Tonje Sonerud™*

Bérd Lundeland”®

Christopher S. Inchley™*

Hans Olav Fjaerli>*

'Pediatrisk forskningsinstitutt, OUS HF Rikshospitalet, Norge

?Barne- og ungdomsklinikken, Akershus universitetssykehus, Lorenskog; Norge

*Institutt for kirurgisk forskning, OUS HF Rikshospitalet, Norge

*Institutt for klinisk epidemiologi og molekylarbiologi (EpiGen), Akershus universitetssykehus, Lorenskog,
Norge

*Divisions of Pulmonary and Vascular Biology and Neonatal-Perinatal Medicine, Department of Pediatrics,
University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas, Texas, United States of America

®Department of Obstetrics and Gynecology, University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas, Texas,
United States of America

" Anestesiavdelingen, Akershus universitetssykehus, Lorenskog, Norge

¥Forsvarets forskningsinstitutt (FFI), Kjeller, Norge

Tre artikler inngar i avhandlingen:

1. Osterholt HCD, Dannevig I, Wyckoff MH, Liao J, Akgul Y, Ramgopal M, Milja, DS, Cheong N, Longoria C,
Mahendroo M, Nakstad B, Saugstad OD and Savani RC

Antioxidant protects against increases in low molecular weight hyaluronan and inflammation in
asphyxiated newborn pigs resuscitated with 100% oxygen.

PLoS One 2012;7(6):€38839

2. Osterholt HCD, Lundeland B, Sonerud T, Saugstad OD and Nakstad B
The impact of hyaluronan on monocyte Toll-like receptor expression in term infant cord blood.
Acta Paediatrica. 2012 Jul; 101(7):706-13.

3. Inchley CS, Osterholt HCD, Sonerud T, Fjerli HO, Nakstad B

Downregulation of IL7R, CCR7 and TLR4 in the cord blood of children with respiratory syncytial virus
disease.

J Infect Dis. 2013 Nov 1;208(9):1431-5.

Avhandlingen tar for seg hyaluronsyre, som er en viktig bestanddel av ekstracelluler matrix, men ogsa en
marker for vevsskade og inflammasjon, og som frigjeres i blodbanen ved slike situasjoner. Den har viktige
funksjoner bl.a. i lungene, og vi har studert effekt av gjenoppliving med 100% oksygen pé nedbryting av
hyaluronsyre i lungene pa nyfedt gris. Den lavmolekylere formen av hyaluronsyre er pro-inflammatorisk, og vi
fant okt mengde av denne lavmolekylere formen i lungene ved bruk av 100% oksygen under gjenoppliving.
Likeledes har vi studert effekten av behandling med antioksidanten N-acetylcystein i den samme grisemodellen
(artikkel 1).

Et annet fokus for doktorgradsarbeidet er reseptorer for hyaluronsyre. Spesielt fokuseres det pa reseptoren Toll-
liknende reseptor 4 (TLR4), som er viktig for gjenkjennelsen av fremmede mikrober og aktivering av
immunforsvaret vart. Eksempler péd ligander for TLR4 er hyaluronsyre (endogen ligand), respiratorisk
syncytialvirus (RS virus) og lipopolysakkarid (LPS, som finnes i den ytre membranen pa gram-negative
bakterier). Vi har gjort en forseksserie der vi har sett pa overflate-ekspresjon av TLR4 pa monocytter i
navlesnorsblod, og stimulert dette blodet med hyaluronsyre og/eller LPS. Dette for & mimikere en situasjon med
nyfodt sepsis. 1 studien fant vi lavere ekspresjon av TLR4 pa monocytter ved tilstedevaerelse av den
heymolekylere formen av hyaluronsyre i blodet (artikkel 2). I tillegg har vi studert om gen ekspresjon av TLR4
og andre viktige reseptorer for hyaluronsyre er endret i navlesnorsblod hos barn som senere hospitaliseres med
RS virus (artikkel 3).



Pediatrisk hepatologi og transplantasjon

Forskningsgruppen PELIKANTRA (Pediatric Liver Kidney Alimentary Nutrition and Transplantation research
group) jobber med gastroenterologi, ernering, nyremedisin, leversykdommer og organtransplantasjon.
Forskningen drives bade pa Barneklinikken pa Ullevdl og Rikshospitalet og péa Pediatrisk
forskningsinstitutt/Avdeling for kvinne- og barnehelse. Forskningsgruppens virksomhet pd PFI er serlig
konsentrert om pediatrisk hepatologi og transplantasjonsmedisin. Vi samarbeider med flere andre
forskningsgrupper bade pa og utenfor Oslo universitetssykehus.
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Mekanismer ved hypoksisk hepatocyttskade

I dette prosjektet bruker vi en cellemodell med hepatocytter som utsettes for hypoxi 4-6 timer for cellene settes
tilbake i vanlig milje. Vi arbeider med & kartlegge hvilke mekanismer som er viktig i den celleskaden som
oppstar og hvilke mekanismer som virker beskyttende. Videre underseker hvordan medikamenter som brukes
hos denne pasientgruppen pavirker hypoksisk hepatocyttskade.

Cholestase og hepatobilizere transportsystemer

Cholestase betyr at det pa ett eller annet niva er redusert eller tilstoppet galleflede. Det finnes en rekke
sykdommer, tilstander og medikamenter som kan gi cholestase. Vi undersgker hvordan ulike tilstander og
medikamenter pavirker uttrykket av hepatobiliere transportsystemer.

Allergier hos levertransplanterte barn

Levertransplanterte barn far immunregulerende medikamenter (immunsuppresjon) for & hindre at det nye organet
skal avstetes. Det er rapportert en noe okt forekomst av allergier hos levertransplantert barn. Vi underseker
hvordan forekomsten av allergier er hos norske barn som er levertransplantert, hvilke typer allergier og om
forekomst av allergi er knyttet opp mot spesielle risikofaktorer. Vi samarbeider bla overlege Iren Matthews pa
Barneklinikken.
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22q11.2 delesjonssyndrom (DiGeorge syndrom) er sannsynligvis det viktigste mikrodelesjonssyndromet hos
mennesker med en forekomst pa ca 1:4000 fodsler og skyldes en delesjon av den lange armen av kromosom 22.
Syndromet er assosiert med forskjellige problemer som hjertefeil, underutviklet thymus og hypoparathyriodisme.
Pasientene har en varierende grad av infeksjonstendens, og mange utvikler autoimmune sykdommer.
Symptombildet og alvorlighetsgrad varierer veldig fra pasient til pasient, og det har vert vanskelig & finne en
assosiasjon mellom det genetiske funn og pasientens problemer.

Hypoparathyroidisme er en lidelse som kjennetegnes ved for liten produksjon av parathyroideahormonet. Dette
medfoerer lave nivaer av kalsium i blod. Vér gruppe har tidligere vist at 47 % av pasienter med DiGeorge
syndrom utvikler hypoparathyroidisme i lopet av livet. For enkelte pasienter handler det om forbigédende episoder
med lavt kalsium i tilknytning til stress, mens andre utvikler permanent hypoparathyroidisme.
Hypoparathyroidisme forekommer ofte i nyfedt perioden, men kan ogsa komme til uttrykk i voksenalder. Det er
ikke sammenheng mellom lavt kalsium i nyfedtperioden og utvikling av hypoparathyroidisme senere i livet.
Hvorfor noen pasienter med DiGeorge syndrom utvikler hypoparathyroidisme, mens andre ikke gjor det, er
ukjent. Man har tidligere trodd at det skyldes underutviklede gl. parathyroidea, men man har i den siste tiden lurt
pa om immunsystemet kan vare involvert i sykdomsprosessen.

Vi egnsket & underseke om det er forskjeller i konsentrasjon av inflammasjonsmarkerer mellom pasienter med
DiGeorge syndrom som har hypoparathyroidisme og de som ikke har hypoparathyroidisme. I samarbeid med
professor Tom Eirik Mollnes fra Immunologisk institutt, har vi studert 27 forskjellige signalmolekyler knyttet til
immunsystemet i blod fra pasienter med DiGeorge syndrom og fra friske kontroller. Vi har funnet at DiGeorge
pasienter med hypoparathyroidisme har forheyede verdier ev en rekke signalmolekyler som er assosiert med
inflammasjon. Vi tror derfor at nedsatt funksjon av gl. parathyroidea hos pasienter med DiGeorge syndrom er
relatert til en kompleks inflammasjonsreaksjon.

Da D-vitamin, som er tett knyttet til kalsium stoffskifte, har vist & spille en rolle i immunforsvaret, har vi ogsa
undersekt nivaer av vitamin D i blodet fra de samme pasientene og kontrollene. Resultatene fra denne studien er
under bearbeidelse.

I tillegg til dette underseker vi om T-celler fra pasienter med DiGeorge syndrom er mer utsatt for apoptose enn
T-celler fra friske kontroller. Dette gjor vi ved & bruke flow cytometry, og vi studerer bade spontan og indusert
apoptose.
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Oppfelging av diabetikere (Tore Henriksen)



Stress etter funn ved ultralydsundersekelse (Anne Kaasen)
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Overvekt i svangerskap og fadsel - 10. oktober 2013

Sesjon 1: Teoretisk bakgrunn

Overvekt hos kvinner. Epidemiologi. (Siri Vangen)

Patofysiologi (metabolsk syndrom, diabetes, hypertensjon, svangerskapskomplikasjoner). (Tore Henriksen)
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Fysisk aktivitet og svangerskapskomplikasjoner. (Guri Gjerdalen)
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Oppfolging under fodsel. (Bjorg Lorentzen)
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Infertilitet - fra diagnose til behandling - 6. juni 2013 i Haugesund
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Infertilitetsbehandling og kreftrisiko (Ritsa Storeng)
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Magadrededelighet i Norge (Siri Vangen)
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