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Indledning

Feenomenet om vaekst, nedbrydning og dgd — aldring — har veaeret kilden til l&engerevarende spekulationer
gennem tiden. Aldring er pa mange mader et diffust begreb, som den almene befolkning ikke har yderligere
kendskab til, men som blot er en accepteret stgrrelse. For de sma er aldring speendende; det fgrer til senere
sovetider og udgangsforbud, og mere frihed. For den middel aldrende ses det blot som endnu et lys pa
fedselsdagskagen. Det er sveert ikke at bemaerke de harmlgse kosmetiske andringer, sa som grat har og
rynker. Denne grupper befinder sig ligeledes i den tid, hvor folk begynder at bemaerke en reel nedgang i den
fysiske tilstand.

Gennem laengerevarende forskning, har det vist sig, at der pa enderne af vores kromosomer, sidder en lang
sekvens af repeteret DNA, kendt som telomeren. Telomerene spiller en central rolle i cellernes normale
udvikling og aldring — ved at justere cellernes respons pa stress og vaekststimulering pa grundlag af tidligere
celledelinger og DNA-skade.

Videnskabelig forskning foretaget af den Nobelpris-vindende Elizabeth Blackburn, har vist, at intensiv
meditation har en fordelagtig effekt pa telomerase aktiviteten og derved telomerens leengde (Blackburn et
al., 2010). Derfor kan der drages paralleller mellem meditation og kaerlighedshormonet oxytocins
psykosociale effekter (Lee et al., 2009). Pa baggrund af oxytocins specielle betingelser, her i blandt, at det er
relateret til den psykosociale tilstand, kan oxytocin (OT) muligvis ogsa ligge til grund for de fordele, der
tilskrives behandlingsformer sasom hypnose og meditation.

Ideen med OT udsprang af kliché-historien, omkring det seldre aegtepar, hvor den ene dgr kort tid efter den
anden, efter et leengerevarende aegteskab (se bilag 1).

Problemformulering og formal

Dette studie har til formal at undersgge, hvorledes OT kan decelerere telomerens gradvise forkortelse.
Studiet bygger bl.a. pa tidligere forskning vedrgrende meditations pavirkning pa telomerase-aktiviteten,
samt hvilke psykosociale effekter, der tilskrives OT.

Hovedhypotesen er, at der kan findes kausal sammenhang mellem koncentrationen af OT og telomerens

laengde (TL), ved eksponering af OT. Der drages derved brug af den hypotetisk-deduktive metode.
Det vil derfor veere favorabelt, at observere en leengere TL ved eksponering af OT.
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Baggrund

Telomeren defineret som aldringsklokke

De eukaryote kromosomer er linezere, og i enderne optraeder en seerlig struktur kaldet telomeren.
Telomerene bestar af repeterede DNA-sekvenser, i mennesket af 500-5.000 gentagelser af sekvensen
5'TTAGGG3'. Den telomeriske region folder til en loop-struktur, som genkendes og bindes af specifikke
proteiner. Telomerstrukturen er ngdvendig for bevarelse af kromosomets integritet, bl.a. fordi, at der for
hver replikation af kromosomet, sker en gradvis forkortelse af kromosomenerne. Da de mange repeterede
basesekvenser i telomererne ikke indeholder gener, fungerer de telomeriske DNA-sekvenser som en buffer
mod tab af vigtige kodede sekvenser. Leengden af telomeret har derfor betydning for det antal af
replikationer og derved det antal delinger, en celle kan gennemlgbe (Blackburn, 1991).

Nar telomersekvensen bliver for kort, vil cellen ga ind i en aldringsfase, hvor den stopper med at dele sig.
Den gradvise telomerforkortelse menes at spille en rolle i individets aldringsprocesser (Aubert et al., 2008).

Psykosociale effekter af OT

Studier viser, at OT stimulerer den seksuelle opfgrsel i rotter og udlgses som respons af seksuel interaktion i
bade rotter og mennesker. Det er derfor muligt, at OT er involveret i nogle af de psykologiske og
adfeerdsmaessige tilpasninger, som fremgar under seksuel adfaerd (Carter et al., 1992). OT menes at vaere
involveret i mindre specifikke typer af social interaktion og er blevet demonstreret til at gge den sociale
kontakt i rotter (Witt et al., 1992).

Det er blevet bevist, at eksponering af OT gger den sociale kontakt i forskellige dyrearter (Carter et al.,
1995 og Witt et al., 1992). Desuden er OT essentiel i selektiv social adfaerd og dannelsen af pardannelse i
monogame markmus (Williams et al. 1994).

Et godt segteskab og adgang til et stgttende socialt netvaerk reducerer risikoen for nogle sygdomme, isaer
disse, som er relaterede til hjerte-kar funktion og blodtryk. Beviset for, at kronisk OT er i stand til at
producere langtidsvarende reduktioner i blodtryk og hjertefrekvens (Petersson et al., 1996), giver en
mekanisme baggrund for, at social support kan direkte gavne helbredet (Uvnds-Moberg, 1997a,b).

Massage udlgser ogsa OT i bdde mennesker og dyr (Agren et al., 1995). Sddanne terapier kan muligvis
bruges som erstatning, til de fordelagtige effekter af sociale forhold.

Paralleller imellem OT og telomeren

Et studium viser, at telomerase aktiviteten var betydeligt forgget, efter et 3-maneders intensiv meditations
forlgb (Blackburn et al. 2010). Som tidligere naevnt, kan OT muligvis ogsa ligge til grund for de fordele, der
tilskrives behandlingsformer sdsom hypnose og meditation. Det er derfor uforklarligt, hvorfor den direkte
effekt af OT ikke er sat i scene med telomerene. Et aspekt som dette forskningsprojekt vil tage i betragtning
og som muligvis vil fgre til yderligere spekulationer.
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Metodisk tilgang

Laboratorie Stress Test

Det er ikke muligt, at genskabe den type stress, der forekommer under de menneskelige betingelser i en
dyremodel. Dog findes der testsituationer, der kan kombinere fysiske og emotionelle udfordringer. Derfor
benyttes en metode kaldet; shaker stress® (Hashiguchi et al., 1997 og Hirasawa et al., 1990 og Morris, et al.,
1995 og Nakata et al., 1993).

Rotterne udsaettes for shaker stress i et bestemt tidsrum, som bgr vise en drastisk forkortelse af
telomerene (Blackburn et al., 2004). Dette matches med rotter som eksponeres OT (pre-spray og post-
spray?), hvor der vil blive analyseret p&, hvorvidt OT har en beskyttende effekt pa telomerenes gradvise
forkortelse. Derudover testes placeboeffekt, med en fysiologisk saltvandsoplgsning (Saline), som ligeledes
eksponeres med Intranasal Administration.

Under eksperiment-sessionen udtages lgbende blodprgver, som bruges til efterfglgende analyse.

Intranasal Administration af OT

Tilsvarende til forsgg pa mennesker, administreres OT til rotterne ved hjalp af intranasal overlevering. Der
benyttes 40 IU af OT eller Saline i en 100 pL oplgsning®, som bliver naese-administreret til rotterne ved hjzalp
af en hand-kompressions-spraydase.

Tidligere studier har med fordel benyttet sig af denne metode, bade for mennesker og dyr. Det er blandt
andet blevet bevist at OT forstaerker hjernens belgnningssystems responser i maend, nar de ser ansigtet af
deres kvindelige partner, efter intranasal overlevering af OT (Scheele et al., 2013).

Da studiet er rettet imod mennesker, vil der blive foretaget human cellekultur. Denne cellekultur, vil blive
startet op f@gr Laboratorie Stress Testen, da det tager lengere tid.

Human cellekultur — hud fibroblaster

Der foretages human cellekultur parallelt med stress testene pa rotter. Her bruges en normal diploid
fibroblast cellelinje, udvundet af hud fra gjenldget p& en 65 &rig mand*.

Formalet med dette er, at underbygge stress testene fra rotte eksperimentet, med et mere humant
eksperiment.

Cellekultur kan overordnet inddeles i 2 grupper:

- Primaer kultur er den fgrste gruppe. Her har cellerne formeret sig under de rette betingelser,
hvormed de har indtaget al den tilgaengelige naering i substratet. | denne gruppe skal cellerne

! Rotterne udsaettes i en kortvarig periode for uventede bevaegelsesmgnstre.

2 Der foretages Intranasal administration af OT

3 Der administreres med relativt hgj dosis af OT, for at sikre en absorption

4 Da den gennemsnitlige koncentration af OT er lavest hos mand (Petersson, M. et al. 1999 og Yamaguchi, K. 1979), vil
det veere ideelt at foretage cellekultur ud fra mandelige hud fibroblaster.
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subkultureres (se bilag 2°), ved at overfgre dem til en ny beholder, med frisk dyrkningsmedium som
giver cellerne mere plads til videre formering.

- Cellelinje er den gruppe som indtraeder efter den fgrste subkultur, den primaere kultur bliver kaldet
en cellelinje. Cellelinjen, der er afledt af den primaere kultur, har en begraenset levetid, hvilket
resulterer i, at som de dgr hen. Dette medfgrer, at kun de celler med den hgjeste dyrkningsevne
overlever (dominans).

Hud fibroblasterne dyrkes som monolag pa et kunstigt substrat tilfgrt serum®, da dette skaber forhold for
cellerne, der er teet pd dem, der findes i organismen. Dette substrat er det vigtigste i celle miljget, da det
forsyner cellerne med de ngdvendige nzaerringsstoffer, veekstfaktorer og hormoner for cellevaekst, ligeledes
kan der reguleres i pH og det osmotiske tryk i kulturen (Rattan et al., 2014).

Kulturene dyrkes i dyrkningskamre, som placeres i et varmeskab, med forhold svarende til den temperatur
og luftsammensaetning der findes i legemets vaev (Celledyrkning, DSD).

Telomere analyse

Da analyse af TL kraever en meget bekostelig metode, udfgres denne analyse af den belgiske virksomhed;
StratiCELL®. Dette vil blive mindre bekosteligt, med en pris pa ca. 500 DKK pr. prgve.

Da st@rre internationale virksomheder ikke deler deres analytiske metoder offentligt, kender man ikke den
specifikke metode, hvormed TL bestemmes. Disse malinger kan eksempelvis udfgres med bl.a. QlAcube
workstation med QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen). Efterfglgende vil TL males ved hjzelp af en multikrom
multikompleks kvantitativ Real-Time PCR analyse med et sakaldt Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR
detektionssystem (Blackburn et al. 2011).

Projektets udfgrelse

Forinden studiets udfgrelse er det ngdvendigt, at foretage en ansggning til den nationale videnskabsetiske
komité. Dette kraeves, da sundhedsvidenskabelige forskningsprojekter ikke ma udfgres i praksis, uden etisk
godkendelse.’

Human Cellekultur

| samarbejde med Laboratoriet for Cellulaer Aldring, Institut for Molekylaerbiologi og Genetik pa Aarhus
Universitet, kan den humane cellekultur udfgres i praksis. Dette vil foregd med undertegnede
(projektlederen) og Dr. Suresh Rattan, Ph.D.; Dr.scient.

Prgven fra den 65 arige mand indsamles, hvorefter cellerne dyrkes som monolag i en plastik
vaevskulturflaske. Denne vaevskulturflaske inkuberes under normale kulturbetingelser ved 37°C, 95% relativ
luftfugtighed og 5% CO,.

5llustrerer det forventede vaekstmgnster for subkulturen
6 Serum kan veere en ulempe, da det inkluderer hgj pris, problemer med justering, specificitet etc.
7 Ansggning til en regional komité — www.cvk.sum.dk
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- Der benyttes Reduced-Serum Media® til dyrkning af hudcellerne.

Fremgangsmade:

1. Oprensning af hud fibroblaster

2. Dyrkning som monolag i en plastik veevskulturflaske (herefter inkuberes flaskerne)
3. Prgve til videre analyse af TL

4. Subkulturering nar cellerne er naesten sammenflydende (90-95%)
5. Cellerne vaskes med PBS
6. Celler fiernes ved hjaelp af en 0,25% trypsin/EDTA oplgsning i 5 min

7. Kulturen opdeles til 3 nye flasker®
8. Bestemmelse af celleantal med Countess automatiske celletaeller

Flaske 1:
OT tilseettes cellekultur substratet (0,25 1U)

Flaske 2:

OT tilsaettes cellekultur substratet (0,10 IU)

Flaske 3 (kontrol):
Dyrkes som tidligere, blot uden OT

Cellerne dyrkes og der udtages én prgve til TL analyse fra hver af de 3 flasker.'° Der vil ydermere bliver malt
pa cellernes vaekst, overlevelse, vaeksthastighed og levetid.

Laboratorie Stress Test
| samarbejde med Center for Psykiatrisk Forskning pa Aarhus Universitetshospital, er der givet accept af Dr.
Ove Wiborg, Cand. Et lic.scient., til udfgrelse af eksperimenterne i dyremodeller.

Forinden stress testen kan udfgres, skal de 7 rotter anskaffes!. Dette vil ske i samarbejde med Dr. Ove
Wiborg, der ligeledes vil udfgre stress testen sammen med undertegnede.

» 7 han rotter (360 g-400 g, med en alder pa 1,5-2 ar)*?

Rotterne opbevares individuelle ved 22°C i en kontrolleret 12 timers dag-nat cyklus, med fri adgang til vand
og mad. | mellemtiden anskaffes den gnskede maengde OT.

8 Dette reducerer maengden af serum (FBC), hvilket saenker udgifterne

% Hud fibroblaster foretraekker et svagt basisk miljg; pH 7.4-7.7

10 Her gnskes en relativ kortere TL for flaske 3, i forhold til flaske 1 og 2

1 Et ideelt eksperiment vil kraeve mindst 3 rotter for hver forsggstilstand, samt mindst 3 blodprgver. Da dette vil forgge
udgifterne yderligere er antallet minimeret

12 Gennem hele studiet benyttes hankgnsvaesener

Side 6 af 15



GRIN DS1ED Mads Eg Andersen g P

GYMNASIUM & HF Projekt Forskerspirer 2014

Fremgangsmade; rotte 1 (se bilag 3):

- Rotten placeres i en cylinderformet plastik-kasse
- 1times ligeveegtsperiode

- Blodprgve (1 mL), 15 min inden stress (basal)
- Shaker Stress (110 perioder/min i 10 min)
- Blodprgve (1 mL), umiddelbart efter Shaker Stress (restitution)

- Blodet erstattes med en tilsvarende volumen af isotonisk saline og opbevares ved -20°C

Fremgangsmade; rotte 2 og 4 (se bilag 3):

- Rotten placeres i en cylinderformet plastik-kasse
- 1times ligevaegtsperiode

- Der udtages basal blodprgve (3 min fgr intranasal overlevering)
- Prespray OT (rotte 2)/prespray Saline (rotte 4)
- Shaker Stress (110 perioder/min i 10 min)

- Der udtages restitutionsblodprgve

- Blodet erstattes med en tilsvarende volumen af isotonisk saline og opbevares ved -20°C

Fremgangsmade; rotte 3 og 5 (se bilag 3):

- Rotten placeres i en cylinderformet plastik-kasse
- 1times ligeveegtsperiode

- Der udtages basal blodprgve
- Shaker Stress (110 perioder/min i 10 min)
- Postspray OT (rotte 3)/postspray Saline (rotte 5)

- Der udtages restitutionsblodprgve 15 min efter intranasal overlevering®®

- Blodet erstattes med en tilsvarende volumen af isotonisk saline og opbevares ved -20°C

Fremgangsmade; rotte 6 og 7 (se bilag 3):

- Rotten placeres i en cylinderformet plastik-kasse
- 1times ligeveegtsperiode

- Der udtages en blodprgve (for rotte 6; 3 min fgr intranasal overlevering)
- Rotte 6 eksponeres OT

13 En ideel eksperimental udfgrelse, ville kraeve omkring 6 blodprgver taget hvert 15 min efter intranasal overlevering,
over et tidsrum pa 90 min
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- Rotte 6 far taget restitutionsblodprgve 10 min efter intranasal overlevering

- Blodet erstattes med en tilsvarende volumen af isotonisk saline og opbevares ved -20°C

Tidsplan

Studiet opdeles i tre faser, med en samlet tidsvurdering pa 4 maneder og 1 uge (se bilag 4). Denne
tidsvurdering er forudsat, at kapital haves.

Budget

Emne Pris [DKK]

Human cellekultur 15.000

Rotter (7 stk.) 9.000

Telomere analyse 9.000

Oxytocin 2.000

Lokal transport, fragt + uforudsete udgifter 5.000

Samlede udgifter 40.000

*Budgettet er et overslag, da de eksakte priser ikke kendes pa nuvaerende tidspunkt.

Da projektets budget overstiger de 20.000 DKK som praemieres vinderen, vil det vil forinden studiet veere
ngdvendigt at anskaffe omkring 20.000 DKK yderligere for at kunne realisere projektet. Det vil vaere muligt at
indga en samarbejdsaftale med en stgrre virksomhed, som vil vaere i stand til at finansiere projektet, eller
sgge om sponsorat. Ydermere er der visse lovkrav om videnskabsetisk behandling af sundhedsvidenskabelige
forskningsprojekter, som skal overholdes.'

Konklusion

Dette forskningsprojekt kan ga hen og blive det fgrste bevis for, at OT har flere effekter end hidtil anset. OT
bor ifglge dette studie vaere relateret til telomerens gradvise forkortelse. Det forventes, at en intranasal
overlevering af OT har indflydelse pa den gradvise forkortelse af telomeren, hvilket undersgges gennem en
dyremodel og en human cellekultur. Hvis disse eksperimenter stemmer overens med hypotesen, vil der vaere
belaeg for en effekt i mennesket. Dette kan fgre til yderligere forskning pa omradet, som vil kunne vise,
hvilken sammenhang, der kan findes i menneskekroppen.

OT er kun ét af syv neurologiske systemer, som menes at have forbindelse til kaerlighed (Boer et al. 2012),
og som muligvis ogsa vil kunne relateres til dette projekt. Som tidligere naevnt, ma OT udlgse en raekke
langtidsvarende effekter ved at fremprovokere en sekundaer mekanisme. Derfor fokuserer dette
forskningsprojekt udelukkende pa OT.

14 Se kapitel 2 i; Lov om videnskabsetisk behandling af sundhedsvidenskabelige forskningsprojekter —
www.retsinformation.dk
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Det kunne taenkes, at yderligere forskning vil tage fat pa nogle af de andre neurologiske systemer, som
muligvis kan saettes i kontrast til effekten af OT.

Kontakter

En seerlig tak til min forskerkontakt; Dr. Suresh Rattan for al hans tid, i tide og utide.

Suresh I.S. Rattan

Editor-in-Chief, Biogerontology

Institut for Molekylaerbiologi og Genetik
Aarhus Universitet

Derudover skal der ogsa lyde en tak til nedenstaende personer:

Ove Wiborg

Cand. Et lic.scient.

Institut for Klinisk Medicin — Translational Neuropsychiatry Unit
Aarhus Universitet

Peter Aasted Paulsen

Ph.d.-studerende

Institut for Molekylzerbiologi og Genetik — Strukturel Biologi
Aarhus Universitet
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Websites:

Ansggning til en regional komité -
http://www.cvk.sum.dk/forskere/hvordansoegerjeg/ansoegningregionalkomite.aspx (set den 09-10-

2014)
Celledyrkning — Den Store Danske:
http://www.denstoredanske.dk/Krop, psyke og sundhed/Sundhedsvidenskab/Cellebiologi og alm

en histologi/celledyrkning (set den 08-10-2014)

Lov om videnskabsetisk behandling af sundhedsvidenskabelige forskningsprojekter:
https://www.retsinformation.dk/forms/r0710.aspx?id=137674 — (set den 10-10-2014)
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Bilag

B| | ag 1 Odds-ratios from logistic regressicn analysis of long-term illness 1991 (ages 60-79).
Men ‘Women

Tabel 1: Kilde: Grundy etal. 2010 Model 1 Model 2 Model 1 Model 2

OR OR OR OR

Det kan konkluderes ud fra tabellen, at Age 1037 1037 1077 1077
civilstanden har en betydningsfuld
effekt pd en persons helbred og Marital history
dgdelighed. Det viser sig, at ugifte viser 1st marriage - long term (20+ years) 1.00 1.00 1.00 1.00
darligere helbred og har derved en 1st marriage — since 1971 077 074 085 083
stgrre dgdelighedsrisiko, end de gifte. Remarried — long term (20+ years) 1247 1287 1407 1347
For de fleste voksne, spiller aegteskab Remaried since 1971, previously widowsd  0.91 083 105 100
en central rolle i deres liv. £gteskab Remaried since 1971, previously divorced 105 1.01 1287 118
giver fysisk bergring som at holde i Widowed-long term (20+ years) 133 110 1187 101
hand, kramme hinanden, have sex og Widowed-intermediate (10-19 years) 1357 118 1117 096
generelt bare rgre ved hinanden. Alle Widowed-recent (<10 years) 1267 112 107 096
disse faktorer, udlgser OT, hvilket ma Diverced-long term (20+ years) 1400 114 1427 115
vaere en mangelvare hos de ugifte. Diverced-intermediate (10-19 years) 1897 1387 1377 118
Derfor kan det teenkes, at OT har en Diverced-recent (<10 years) 1537 1397 1727 1497
betydningsfuld rolle for en persons Never-marisd 4257 g7 147 104

dgdelighedsrisiko.

. Sacioeconomic vanables
Dette underbygger teorien om, at en

hgjere maengde frigiort OT, har Educational qual 1971 (ref. nons) 0.847" 088"
7
. Tenurelcar score 1971-31 094” 092"
betydning for en persons
Social class score 1871-81 089"

dgdelighedsrisiko og helbred. Hvilket
muligvis kan forarsage, en beskyttende

3 i Current marital status
effekt pd telomerenes gradvise UITENE el SIS

forkortelse. All in 1st marriage 1.00 1.00 1.00 1.00
All remarried 112 1.13 1.26 1.20
Al widowed 1297 147 40T 097
All divorced 1547 1337 1487 1217
Mever-married 1227 047 1177 104
N 33,686 41 3449

*  Sgnificant at 10%.
**  Sgnificant at 5%.

*xt  Significantat 1%

Tabel 1
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Bilag 2:
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Figur 1: Karakteristisk veekstmenster af cellekultur

Kilde: Guan et al, 2011
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Shaker Stress Shaker Stress Shaker Stress Shaker Stress Spray OT
Prespray OT Postspray OT Prespray Saline Postspray Saline
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Bilag 4:

—[ Forberedelse Jl

s Ansggning til regional videnskabskomité
sNeermere aftale med Dr. Ove Wiborg vedr. Laboratorie Stress Test
sPlanlzgning vedr. specifikke datoer til projektudf@relse med Suresh Rattan

Varighed: 1 maned

—[ 1. fase (Human cellekultur) |

h J Varighed: 1,5 maned
s Anskaffelse af oxytocin

sForarbejde forinden opstart af human cellekultur - bl.a. anskaffelse af hud fibroblaster
=Opstart af human cellekultur
sUdtagelse af prover til analyse

—[ 2. fase (Laboratorie Stress Test) J

Warighed: 1uge
= Anskaffelse af rotter, passende til de specifikke krav

sForarbejde forinden opstart af Laboratorie Stress Test
*Udfgrelse af eksperiment

—{ 3. fase (Telomere analyse) |

*Prover sendes til Belgien og analyseres af StratiCELL®
sStandby indtil dataene modtages

—[ Resultatbehandling J|

Varighed: 1 maned

*Behandling af data fra StratiCELL® Varighed: 2 uger
*Analyse af samlet datamaengde med projektgruppe

*Der tages stilling til yderligere forskning Samlet tidsvurdering:
#5Skrivning af videnskabelig artikel til tidsskrift 4 maneder og 1 uger

*Dette er et overslag, da tidsrummet kan varierer meget i forhold til hastigheden af analyse og anskaffelse
af det forngdne materiale.
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