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Sammendrag

Sar som ikke vil gro er en av de starste gkonomiske utgiftene innen medisin i dag, og med en
gkning av den eldre befolkningen er det forventet at det vil skje en gkning i pasienter med
kroniske sar. Eggeskallmembranen som er et overfladig biprodukt fra eggeindustrien, har i
flere hundre ar blitt benyttet som en naturlig bandasje inne kinesisk medisin. Nylig er det ogsa
vitenskapelig bevist at eggeskallmembranen har fremmende effekt pa sarhelingsprosessen. Pa
grunnlag av dette er det gnskelig a utvikle nye og effektive sarhelingsprodukter som er basert
pa eggeskallmembran for & imgtekomme samfunnets behov. Hovedmalet med denne
oppgaven er a forsta mekanismen og undersgke om industrielt oppskalert
eggeskallmembranpulver (PEP) har en positiv virkning pa fibroblastaktivitet som er viktig i
en sarhelingsprosess. Effekten av derivater av eggeskallmembran, hydrolysert
eggeskallmembranpulver (Hydrol) og karbohydrater fra eggeskallmembranpulver (Carb), med
ulike sammensetninger og egenskaper ble ogsa studert for & kunne skape et mest mulig

effektivt sarhelingsprodukt.

Humane dermale fibroblaster ble sadd ut i brenner hvor de etter et degn ble stimulert med
PEP, Hydrol og Carb i enten tre eller ti dager. Cellene ble deretter hgstet, og ved hjelp av flere
analysemetoder ble det sjekket om de ulike eggeskallmembranfraksjonene hadde pavirkning
pa ulike prosesser av fibroblastaktivitet. Prgvene ble analysert ved hjelp av real-time PCR,
western blotting, zymografi, celleviabilitetsforsgk, proliferasjonsforsgk og fluorescens

immuncytokjemi.

Resultatene viser at tilsetting av PEP til cellekultur stimulerer gkt grad av proliferasjon og sen
differensiering av fibroblaster. PEP gir ogsa en tidlig reorganisering av cellulere
aktinfilamenter og reduksjon av cellefestepunkter, og dette tyder pa effekt pa migrering av
fibroblaster. | tillegg gir PEP en gkt aktivering av matriks degraderingsenzymet MMP-2, som
spiller en viktig rolle i cellemigrering, uten a ha noen signifikant pavirkning pa proteinniva av
enzymet og dens regulatorer, MMP-14 og TIMP-2. | likhet med PEP gir Hydrol en gkt
stimulering av proliferasjon og differensiering av fibroblaster, samt en gkt aktivering av
MMP-2. Til forskjell fra PEP gkte ogsa Hydrol proteinekspresjon av MMP-2 og TIMP-2.
Carb har generell liten eller ingen pavirkning pa disse prosessene. Carb har derimot i likhet
med Hydrol, og i motsetning til PEP, en stimulerende effekt pa gkt produksjon av

ekstracelluleere matrikskomponenter.



Resultatene fra denne masteroppgaven viser at eggeskallmembranpulver har en positiv effekt
pa fibroblastaktivitet som er viktig for sarheling, og at ESM-fraksjoner pavirker
fibroblastaktiviteten forskjellig, trolig pa grunn av ulike egenskaper.



Abstract

Delayed wound healing is one of the biggest economic expenses in medicine today, and with
an increase of the elderly population, is it expected that there will be an increase in patients
with chronic wounds. The eggshell membrane, a by-product of the egg industry, has been
used for a hundred years as an alternative natural bandage in Chinese medicine. It has recently
been scientifically demonstrated that the eggshell membrane has a beneficial effect on the
wound healing process. Based on this, it is highly warrented to develop new and effective
wound healing products based on eggshell membranes to meet the needs of the society. The
aim of this thesis is to reveal whether industrial seperated eggshell membrane powder (PEP)
intended for industrial production of a low cost wound healing product, has a positive effect
on fibroblast activities important in wound healing process. The effect of derivatives of
eggshell membranes, hydrolysed eggshell membrane powder (Hydrol) and carbohydrates
from eggshell membrane powder (Carb), were also studied, in order for it to be able to reveal

the most effective wound healing ingredient.

Human dermal fibroblasts were seeded in culture wells and stimulated with PEP, Hydrol and
Carb for either three or ten days. The cells were then harvested and investigated by different
analytical and molecular methods whether the different eggshell membrane fractions affected
fibroblast activities. Samples were analysed by real-time PCR, western blotting, zymografi,
cell viability assay, proliferation assay and fluorescent immuncytochemistry.

The results show that the supplement of PEP to fibroblast culture stimulates an increased rate
of proliferation and late differentiation. PEP trigged also an early reorganization of cellular
actin filaments and reduction of cellular attachment points, indicating an effect on fibroblast
migration. In addition, PEP provides increased activation of the matrix degradation enzyme
MMP-2, which is important for cell migration, without having any significant effect on the
protein level of the enzyme and its regulators, MMP-14 and TIMP-2. Hydrol provides
increased stimulation of proliferation and differentiation of fibroblasts, similar to PEP. Hydrol
also stimulated an increased activation of MMP-2. Unlike PEP, Hydrol also increased the
protein expression of MMP-2 and TIMP-2. Carb has generally little or no impact on these
processes. Carb, on the other hand, like Hydrol, and unlike PEP, stimulate the increased

production of extracellular matrix components.



The results of this master thesis shows that PEP has a positive effect on fibroblast activity that
is important for wound healing, and that ESM derived fractions affect the fibroblast activity
differently, probably because of their different properties.
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1 Introduksjon

Sar som ikke vil gro er arsak til en av de sterste gkonomiske utgiftene innen medisin i dag.
Rundt 1 % av Europas befolkning er plaget med kroniske sar, og nesten 2 % av
helsebudsjettet brukes for & behandle kroniske sar (Schreml et al. 2010). | Norge i dag har mer
enn 50 000 mennesker kroniske sar, ca. 15 000 av disse har aktive sar og far behandling for
disse (Micaelsen et al. 2017). Gjennom en studie gjort i 2012 ble det fastslatt at kostnadene
for behandling av kroniske leggsar av en pasient koster i gjennomsnitt 103 532 kroner per ar.
Med ca. 6000 leggsarpasienter bare i Norge, vil kostnadene for behandling ligge pa ca. 60
millioner per ar (Rgnse 2012).

Personer med kroniske sar har en betydelig redusert livskvalitet da de ofte lever med
konstante smerter og frykt for & matte amputere. Gjennomsnittsalderen for sarpasienter er 75
ar, og med en gkning av den eldre befolkningen forventer man ogsa en gkning i pasienter med
kroniske sar (Micaelsen et al. 2017). Det er derfor viktig a utvikle nye og effektive

lavkostnadsprodukter for & behandle kroniske sar.

1.1 Hudens anatomi

Sarheling er en kompleks prosess som krever samarbeid mellom ulike celler i huden (Martin
1997). Huden hos mennesker bestar av tre lag (Rittié 2016). Det ytterste laget er kalt
epidermis eller overhuden, og fungerer som en barriere mot ytre pavirkninger (Bielefeld et al.
2013). Dette laget bestar av epitelceller og epitelvev utgjer en av de fire forskjellige
vevssortene som finnes hos mennesker (Holck 2016; Rittié 2016). Laget under epidermis er
kalt dermis eller lerhuden og er det laget som utgjer mesteparten av huden. Fibrene i
leerhuden er kollagene fibrer og elastiske fibrer (Langeland 2009). Kollagen og elastin sgrger
for de mekaniske egenskapene som er ngdvendig i huden. Dermis er igjen delt opp i papilleere
dermis og retikulaere dermis, hvor det papillere laget ligger gverst og har knotter som sgrger
for en stor kontaktflate med epidermis. Underhuden (subcutis) ligger under dermis og bestar
av fett og bindevev. Vev bestar altsa av ulike celler og ekstracelluleer matriks (ECM), som
bestar av proteiner og polysakkarider. (Bielefeld et al. 2013; Langeland 2009). En oversikt

over lagene i huden, samt flere komponenter som er til stede i huden, er vist i Figur 1.



Epidermal ridges

Dermal illae
Epidermis — pap

Papillary layer —

Dermis —
Reticular layer —

Tactile (sensory) receptor

Artery
Vein
Subcutaneous layer —
Areolar connective tissue
Adipocytes

Figur 1: De tre hovedlagene i huden. Huden bestar av tre hovedlag; overhuden (epidermis), leerhuden (dermis) og
underhuden (subcutis). Overhuden bestar av epitelceller. Leerhuden bestar av to lag: den gvre delen som er kalt papillaere
dermis, mens laget under er kalt retikuleaer dermis. Papilleere dermis har en overflate som er formet som totter (papiller) som
gjer at kontaktflaten mellom leerhuden og overhuden er betydelig sterre enn om den hadde veert flat. Underhuden bestar av
fett- og bindevev. | de tre hovedlagene av hud fines det talg- og svettekjertler, harsekker, blodkar, nervefiber og spesialiserte
foleorganer (Langeland 2009). Figuren er hentet fra (Mescher 2016).

Nar det dannes sar i huden, blir huden reparert gjennom koordinerte biologiske hendelser,
hvor det forst skapes en hudbarriere som reduserer risikoen for infeksjoner (Bielefeld et al.
2013; Hu et al. 2014). Under séarheling er barrieren og mekaniske egenskaper i huden
gjenopprettet ved hjelp av flere ulike celler og ekstracelluleere komponenter (Bielefeld et al.
2013). Resultatet av dette er et nytt hudlag som kun er 80 % sa sterkt som det opprinnelige
vevet. Sarheling er en prosess som skjer over tid i tre overlappende faser: Inflammasjon,
celleproliferasjon og remodelering (Hu et al. 2014). En oversikt over de tre fasene i

sarhelingsprosessen er vist i Figur 2.
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Figur 2: De tre overlappende fasene i en sarhelingsprosess, inflammasjon, proliferasjon/formering av vev og
remodelering. Y-aksen viser responsintensiteten til de ulike fasene, og x-aksen viser hvor mange dager fasene strekker seg
over. Varigheten til en remodeleringsfase varierer fra sar til sar og kan ta flere ar. En del av prosessene som skjer i en
sarhelingsprosess skjer ved overlappingen mellom to faser (Rittié 2016).

1.1.1 Inflammasjon

Nar det dannes sar, skjer det en inflammatorisk respons, ved en rekruttering av ulike
celletyper til saret (Hu et al. 2014). Farst skjer det en vaskular innsnevring og aggregering av
fibrin (Guo & DiPietro 2010). Dette skjer ved hemostase hvor blodet koagulerer slik at
blgdningene stanser. Deretter skjer det en blodplateaggregering og degranulering, som til slutt
danner en fibrinklump. Denne klumpen fungerer som en forelgpig matrise for migrering av
inflammatoriske celler til saret (Bielefeld et al. 2013). Ngytrofiler og monocytter er
inflammatoriske celler som kommer inn i saret ved hjelp av cytokiner Det kan for eksempel
veere transformerende vekstfaktor beta-1 (TGF-B1), blodplateavledet vekstfaktor,
tumornekrosefaktor-a og interleukin-1 (Hu et al. 2014). Disse cytokinene er frigitt av
blodplater. Ngytrofiler bryter ned bakterier og andre objekter i saret som ikke hgrer til der,
samt at de sender ut cytokiner som oppregulerer ekspresjonene av ulike adhesjonsmolekyler
pa celleoverflaten. Etter dette differensierer monocytter til makrofager hvor de forterer
ugnskede organismer, partikler og dede ngytrofiler. De frigir ogsa TGF-B og andre cytokiner
som stimulerer migreringen av fibroblaster og epitelceller inn i saret (Bielefeld et al. 2013).



1.1.2 Proliferasjon

| det andre steget i sarhelingsprosessen skjer det en celleproliferasjon med reepitelisering av
epidermis og reparering av dermis (Bielefeld et al. 2013). Det oppstar nye kapillerer som
sgrger for naring til saret og bidrar til gkt antall fibroblaster, som skal produsere ny ECM
(Darby et al. 2014). Fibroblaster migrerer inn i saret ved hjelp av matriks metalloproteinase
(MMPer), som er enzymer fibroblastene selv sekreterer. MMPer klgyver ECM og gjer det
mulig for fibroblastene & migrere inn i saret (Nagase et al. 2006). Nar fibroblastene er migrert
inn i saret, produserer de vekstfaktorer som for eksempel TGF-B, og umodent ECM. Gjennom
denne prosessen produserer de ny ECM bestaende av umodne ECM-varianter, hvor en av
disse er kollagen (Bielefeld et al. 2013).

Det a fa lukket det apne rommet i epitellaget er viktig for & klare & opprettholde en barriere
mot omgivelsene. Gjenopprettelsen av denne barrieren skjer ved en kombinasjon av
migrering, proliferasjon og differensiering av keratinocytter (overhudsceller) (Bielefeld et al.
2013).

1.1.3 Remodelering

Etter at det har blitt avsatt ECM og det har skjedd en lukking av saret, skjer det en
remodelering av saret med en nedbryting og erstatning av ECM (Bielefeld et al. 2013). Her er
det viktig at ny ECM er sa lik som mulig ECM-komponentene i normalt vev (Guo & DiPietro
2010). EDA-fibronektin og type 111 kollagen erstattes med kollagen type I, samt at det skjer en
apoptosis (celledad) av ulike celletyper. Resultatene av ECM-erstatning er dannelse av arrvev.
Denne typen vev vil aldri bli like sterkt som det opprinnelige vevet. (Bielefeld et al. 2013).
Det skjer ogsa en regresjon av de nylig dannede kapillerene, slik at den normale vaskuleere
tettheten gjenopprettes. Lengden pa remodeleringsfasen varierer mye og kan vare i opptil flere
ar (Guo & DiPietro 2010).

1.2 Fibroblaster og myofibroblaster

| lgpet av en sarhelingsprosess er sammentrekning av et sar viktig. Dette skjer under
proliferasjonsfasen, hvor det skjer en formering av granuleringsvev. | denne prosessen spiller
fibroblaster og differensieringen av fibroblaster til myofibroblaster, samt deres samspill, en
viktig rolle. Under den tidlige fasen ved dannelse av granuleringsvev differensierer
fibroblastene som er i kontakt med saret til myofibroblaster (Li & Wang 2011). Fibroblaster
som befinner seg i vev som ikke er skadet, differensierer ikke til myofibroblaster, da de ikke
far kontraktile egenskaper og adhesjon mellom celler og matriks, ved hjelp av ekstracellular

matriks (Hinz 2007). Fibroblaster er spindelformede celler som spiller en viktig rolle i
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produksjon av ECM, som for eksempel collagen og glykoproteiner. | tillegg sekreterer de
MMPer og TIMPer (Vedrenne et al. 2012). Under sarhelingsprosessene migrerer fibroblaster
inn i saret, prolifererer, syntetiserer ECM-komponenter og differensierer til myofibroblaster
(Vedrenne et al. 2012). Overgangen fra fibroblaster til myofibroblaster skjer via dannelse av
protomyofibroblaster. Etter sardannelse i huden aktiverer inflammasjonssignalene
fibroblastene, som responderer med a migrer inn i saret. Det skjer en formering av sma fokale
adhesjoner (FA) og stressfiber, som karakteriserer protomyofibroblaster. (Darby et al. 2014;
Gabbiani 2003; Hinz 2007). Fokale adhesjoner er gruppering av integriner og tilhgrende
proteiner som medierer celleadhesjon og signalisering (Smilenov et al. 1999). Ved stimulering
med vekstfaktorer og interaksjon med ECM-komponenter differensierer
protomyofibroblaster til myofibroblaster (Gabbiani 2003). TGF-1 og ekstradomene A (ED-
A) fibronektin stimulerer ekspresjon av alfa-glatt muskelaktin (a-SMA) i
protomyofibroblaster, som deretter organiserer seg i en stavlignende struktur. Endring i
strukturen av ECM gir en starre overflate for adhesjonsformering, noe som gir sterke
stressfibre og genererer sterkere sammentrekningskrefter. Dette farer til en supermoden fokal
adhesjon, som gir en veldig hgy intracelluler spenning. Ved denne prosessen blir a-SMA
inkorporert i stressfibrene, og disse far en mye hgyere styrke. Det skjer en sammentrekning av
ECM og videre modning av fokal adhesjon (Hinz 2007). Stegene ved differensiering av
fibroblaster til myofibroblaster er vist i Figur 3. Differensieringen til myofibroblaster er
karakterisert ved uttrykkingen av a-SMA, da dette kun er produsert av myofibroblaster
(Gabbiani 2003; Li & Wang 2011).
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Figur 3: Stegene involvert i differensieringen av fibroblaster til myofibroblaster. Nar fibroblaster ikke er aktive, fungerer de
som bindevevsceller og kalles da fibrocytter (Holck 2014). Etter sardannelse i huden aktiverer inflammasjonssignalene
fibroblastene, som responderer med & migrere inn i saret. Det skjer en formering av sma fokale adhesjoner og stressfiber,
som karakteriserer protomyofibroblaster. TGF-f1 og ekstradomene A fibronektin (ED-A FN) stimulerer ekspresjon av a-
SMA i protomyofibroblaster, som deretter organiserer seg i stavlignende struktur. Endring i strukturen av ECM gir en stgrre
overflate for adhesjonsformering, noe som gir sterke stressfibre og genererer sterkere sammentrekningskrefter. Dette forer til
en supermoden fokal adhesjon som gir en veldig hoy intracellulcer spenning. Ved denne prosessen blir a-SMA er inkorporert
i stressfibrene og disse far en mye hgyere styrke. Det skjer en sammentrekning av ECM og videre modning av fokal adhesjon.
Dette kjennetegner dannelsen av myofibroblaster (Hinz 2007). Under normale forhold undergar myofibroblastene apoptosis
nar vevsintegriteten er gjenopprettet, men de kan ogsa differensiere til fibroblaster ved en rask etablering av celle-
cellekontakt (Darby et al. 2014; Masur et al. 1996). Figuren er hentet fra (Hinz 2007).

Differensieringen av fibroblaster til myofibroblaster er en kompleks prosess som bestar av tre
forskjellige prosesser: mekanisk spenning, TGF-p og ekstradomene A cellulaer fibronektin
(Gabbiani 2003). TGF-B er en viktig cytokin i sarhelingsprosessen ved at det induserer
differensieringen av fibroblaster til myofibroblaster, og det er den mest aksepterte
stimulatoren for differensieringen av fibroblaster til myofibroblaster (Desmouliere et al. 2005;
Gabbiani 2003; Rahimi & Leof 2007).

Myofibroblaster er en type mellomceller utrykt mellom fibroblaster og glatte muskelceller. De
har en ultrastruktur som skiller dem fra fibroblastene, som inkluderer omfattende

6



cellematriksadhesjoner, intercellulere adherens og gap junction og bunter av kontraktile
cytoplasmiske mikrofilamenter. Dette er assosiert med proteiner som er viktig for
sammentrekning (Li & Wang 2011). Det er flest myofibroblaster under proliferasjonsfasen,
men denne mengden minker under de senere stegene av sarhelingen. Aktiviteten til
myofibroblaster minker og avsluttes helt nar vevet i saret er reparert. Deretter minker
mengden a-SMA i myofibroblastene (Hinz 2007) og de gjennomgar apoptosis. (Darby et al.
2014; Li & Wang 2011).

1.2.1 Aktiviteten til fibroblaster og myofibroblaster

Det a produsere ECM er en av de viktigste jobbene til myofibroblaster. ECM-komponentene
myofibroblaster produserer er kollagentypene I-1V og XVIII, samt glykoproteiner
(peptidkjede med olisakkarider bundet til kjeden) og proteoglykaner (proteiner hvor en eller
flere glykosaminokjeder kovalent bundet til kjeden) (Hardingham & Fosang 1992; Kornfeld
& Kornfeld 1980; Li & Wang 2011). | tillegg produserer de andre matriskmolekyler som er
en viktig del av sarhelingsprosessen, som glykosaminoglykaner (GAGer) (linezre
polysakkarider som bestar av gjentatte disakkaridenheter av et aminosukker), hyaluronsyre
(HA) og matriksmodifiserende proteiner som MMPer og vevshemmere av metalloproteinase
(TIMPer) (Li & Wang 2011; Taylor & Gallo 2006).

En annen viktig rolle for myofibroblastene er & produsere sammentrekningskraft som farer til
at kantene pa saret trekker seg sammen. Ogsa fibroblaster bidrar til denne
sammentrekningskraften, og denne kraften oppstar ved at begge cellene produserer
intracelluleer spenning ved glidning av aktin- og myosinfilamenter ved hjelp av ATP
(adenosin-5trifosfat) (Li & Wang 2011). Spenningen som oppstar er overfart til ECM via
fokal adhesjon, som er lokalisert i begge endene av stressfibre. Som et resultat av dette blir
det produsert spenning som trekker sammen celler og matriks (Gabbiani 2003; Li & Wang
2011).

a-SMA er en viktig komponent for & skape sammentrekningskraft hos myofibroblaster bade
in vivo og in vitro. I denne prosessen pavirker TGF-B1 uttrykkingen av a-SMA direkte
(Gabbiani 2003; Hinz et al. 2001; Li & Wang 2011). Reguleringen av a-SMA ved hjelp av
TGF-B1 hos myofibroblaster skjer ved en signaliseringsvei kalt Smad. Uttrykkingen av a-
SMA er med pa a forbedre sammentrekningskraften ved modifisering av stressfibre (Li &
Wang 2011). Nar myofibroblaster produserer a-SMA, far cellene en mye sterkere
sammentrekningskraft enn protomyofibroblaster (Desmouliere et al. 2005). Det er vist ved en

tydelig gkt aktivitet til ssmmentrekningen av et sar ved ekt mengde a-SMA. Dette gir en god
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indikasjon pa at det er direkte sammenheng mellom uttrykkingen av a-SMA og

sammentrekningskraften til fibroblastene (Hinz et al. 2001).

Myofibroblaster er karakterisert av supermodne fokaladhesjoner (FA). Disse adhesjonene er
lengre enn fokaladhesjonene hos fibroblaster som ikke produserer a-SMA. Ved
differensiering av fibroblaster til myofibroblaster vil lengden pa modent FA gke og endres til
supermodent FA. Tilsetting av a-SMA til stressfibre gir en gkt modning av FA og det er med
pa a stabilisere dette (Hinz et al. 2003). Dette gjar det ved a opprettholde en hgy intracelluleer
kontraktil aktivitet og minke proteinomsetningen. Styrken pa adhesjon for fibroblaster
korrelerer med uttrykkingen av a-SMA.. a-SMA er altsa med pa a gke adhesjonen for
fibroblastene ved at det blir uttrykt mer supermodent FA. For & kunne danne supermodent FA
i myofibroblaster er det ngdvendig med hgy spenning, og a-SMA er med pa & skape denne
spenningen. a-SMA gker sammentrekningen av stressfibre og dette er med pa & gke den
mekaniske styrken til FA (Hinz et al. 2003). Selv om myofibroblaster er karakterisert ved
lange fokaladhesjoner, er a-SMA den beste markaren for myofibroblaster, da det er kun

myofibroblaster som produserer dette (Desmouliere et al. 2005).

En av de viktigste funksjonene til sammentrekningskraften som skapes, er at fibroblaster og
myofibroblaster kan migrere inn i saret, samt at det deformerer nettverket av ECM, noe som
skaper stress. Stresset gjar at celluleere funksjoner moduleres og det opprettholder celluleere
strekkfunksjoner (Li & Wang 2011).

1.3 Rollen til ekstracellulzere komponenter i sarheling

ECM er den ikke-cellulere bestanddelen i et vev. Den bestar av kollagener, elastiske fibre,
glykoproteiner og proteoglykaner, og danner til sammen et tredimensjonalt nettverk som
omslutter celler (Li & Wang 2011; Taylor & Gallo 2006). Sammensetningen av ECM-
komponenter og strukturen til disse varierer fra vev til vev. Forskjeller i dette pavirker
biokjemiske egenskaper til det formede nettverket, samt signalene som overfgres til cellene,
og er dermed med pa a modellere cellenes respons (Theocharis et al. 2016). ECM var lenge
sett pa som komponenter som kun utfylte rollen som et scaffold i et sar, men etter flere ulike
studier er det vist at ECM er aktive komponenter i vevet som kan pavirke overlevelsen til

celler, proliferasjon, differensiering, migrering og apoptose.

De de fleste ECM-komponentene er konstant til stede i normal hud eller hud som er
gjenopprettet etter sardannelse. | et sar er det fibroblastene som produserer de fleste ECM-

komponentene, og disse er igjen med pa a pavirke funksjonene til fibroblaster etter at det har



blitt produsert (Tracy et al. 2016). ECM blir syntetisert og deponert pa utsiden av cellene og
skjer i respons til vekstfaktorer, cytokiner og mekaniske signaler via reseptorer pa overflaten
av celler (Schultz & Wysocki 2009).

De ekstracellulzere komponentene i huden kan bli delt opp i fire hovedklasser; fiberformede
strukturmolekyler, multidomene adhesiv glycoproteins, ikke-fiber strukturmolekyler og
matricellulaere proteiner (Schultz & Wysocki 2009; Tracy et al. 2016). Den farste delen av
ECM-komponenter, fiberformerene strukturmolekyler, er viktig for strukturen av alle ECM-
komponentene i et sar. Den lager et komplekst tredimensjonalt scaffold av proteiner, og et
eksempel pa en slik komponent er kollagen (Tracy et al. 2016). Eksempler pa den andre delen
ECM er fibronektin, vitronektin og laminin. Disse spiller en rolle i interaksjoner mellom
celler og ECM, og i celle-celleinteraksjoner. Den tredje delen av ECM besta for det meste av
proteoglykaner og GAGer. Disse komponentene omringer andre ECM-komponenter som for
eksempel kollagen (Schultz & Wysocki 2009). Eksempler pa noen proteoglykaner og GAGer
som vi finner i sar er dekorin, hyaluronsyre, versican og dermatopontin. Matricelluleere
proteiner, som osteopontin, sekreterte proteiner og fibulin (med flere), har ingen strukturell
funksjon, men er i kontakt med celleoverflate reseptorer, ECM, vekstfaktorer og proteaser
(Schultz & Wysocki 2009; Tracy et al. 2016). | denne masteroppgaven har jeg sett pa
uttrykket til kollagen type I, dekorin, biglykan og syndekan-4, da de alle er viktige
komponenter i sarhelingsfasen (Tracy et al. 2016).

1.3.1 Kollagen type |

En av hovedkomponentene av ECM i vev er kollagen (Midwood et al. 2004). Hele 30 % av
den totale mengden protein i kroppen hos mennesker bestar av kollagen (Theocharis et al.
2016). Kollagen kan bli delt i to grupper: Fiberformerende kollagen og ikke-fiberformerende
kollagen, og hele 28 ulike typer er definert. Kollagen type | harer til den farste gruppen.
Styrken til denne typen kollagen gjar den utrolig viktig og er derfor til stede i hele kroppen.
90 % av all kollagen i hud er kollagen type I, mens det er kun 10 % kollagen type 11l (Tracy et
al. 2016).

Under sarhelingsprosessen danner kollagen, sammen med fibrin og fibronektin, et strukturelt
nettverk som tillater adhesjon og migrering av celler, ved at de har ulik orientering (Midwood
et al. 2004; Tracy et al. 2016). Tilstedeveerelsen, fraveeret eller mengden kollagen til stede er
med pa a pavirke funksjonene til fibroblaster. Fibroblaster er med pa a produsere den tidlige
spenningen til stede i ECM, men er ogsa pavirket av dette (Tracy et al. 2016). Nar saret er

blitt lukket og cellene undergar apoptosis er det kollagenrikt vev igjen der saret har vaert.
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Dette blir sakte remodelert i lgpet av noen maneder, avhengig av hvor stort saret var i
utgangspunktet (Midwood et al. 2004).

1.3.2 Dekorin

Dekorin er et ekstracellulaert proteoglykan som tilhgrer proteoglykanfamilien (Jarveldinen et
al. 2006; Theocharis et al. 2016), og er det proteoglykanet det er mest av i huden til voksne
mennesker. Gjennom Klinisk praksis hvor kroniske sar har blitt behandlet med dekorin og
andre ECM-komponenter, har behandlingen blitt vellykket (Jarveldinen et al. 2006). Dekorin
spiller en viktig rolle i kollagen fibrillogenese og kollagen degradering (Ferdous et al. 2010).
Flere studier viser at dekorin er viktig for celleadhesjon, migrering og proliferasjon. Dette
skjer gjennom binding til andre ECM-komponenter, regulering av aktivitet for flere ulike
vekstfaktorer og binding av vekstfaktorreseptorer. Dekorin kan ogsa pavirke reparasjon av
celler og hemme apoptosis. Pa grunnlag av alt dette kan dekorin pavirke og re-modellere
skadet vev i en sarhelingsprosess (Jarveldinen et al. 2006; Reed & lozzo 2002). Dekorin kan
binde til flere ulike typer kollagen, samt TGF-f1 og andre proteiner (Reed & lozzo 2002). Til
TGF-p binder dekorin seg direkte og hemmer cellevekst (Theocharis et al. 2016).
Interaksjonene mellom TGF-B og dekorin er kompleks, og det eksisterer to klasser av
bindingssete med ulik affinitet (Hildebrande et al. 1992). Interaksjonen mellom dekorin og
flere ulike komponenter viser at dekorin har en viktig rolle i sammenstillingen av ECM
(Jarveldinen et al. 2006), samt pavirke hemming i vekst hos ulike celletyper (Tracy et al.
2016).

1.3.3 Biglykan

Biglykan er i likhet med dekorin et ekstracellular proteoglykan som det er mye av i huden
(Theocharis et al. 2016; Tracy et al. 2016). Makrofager og fibroblaster uttrykker og skiller ut
biglykan, som bestar av GAGer som er festet til N-terminalregionen. Denne ECM-
komponenten er til stede i flere typer vev, og er for det meste lokalisert i naerheten av celler
(Hildebrande et al. 1992; Zanotti et al. 2005). Biglykan kan blokkere bindingen mellom
dekorin og TGF-B (Hildebrande et al. 1992), mens TGF-p gker ekspresjonen til biglykan
(Kéhari et al. 1991). Biglykan er ogsa et pro-inflammatorisk molekyl som pavirker

inflammasjonsprosessen (Theocharis et al. 2016).

1.3.4 Syndekan-4
Syndekan-4 er til stede i veesken i dermale sar og er en viktig komponent i sarheling
(Alexopoulou et al. 2007; Woods & Couchman 2001). Syndekan-4 er type |

membranproteoglykaner og er hovedtypen syndekan som er til stede i epitelceller. Pa et
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cellulart niva er syndekan involvert i celle-celle- og celle-matriksinteraksjoner, migrering,
proliferasjon og celledifferensiering. Syndekan-4 kan samhandle med ligander, og noen av
disse ligandene kan veere vekstfaktorer eller andre ECM-komponenter, som for eksempel
kollagen, hvor syndekan-4 deltar i celleadhesjon. Syndekan-4 er den eneste av syndekanene
som er til stede i fokale adhesjoner (Alexopoulou et al. 2007). Fokale adhesjoner er
signaliserende komplekser med kontaktpunkter mellom celler og ECM. Signaler fra disse
fokale adhesjonene pavirker celleadhesjon, genuttrykking, apoptosis og cellesyklus. Fokale
adhesjoner er formet av celler i respons til adhesjon av ECM-ligander. Interaksjoner mellom
ekstracelluleer matriks og cyoskjelettet til aktin, og stressfibre til mikrofilamenter, gjor at
kraften pa ECM sarger for formering av matriks og lukking av sar (Woods & Couchman
2001). Celler kan for eksempel binde seg til fibronektin, men de lager ingen stressfibre eller
fokal adhesjon med mindre et heparinbinde (Hepll) domene i fibronektin er til stede, og i

denne prosessen er syndekan-4 viktig (Alexopoulou et al. 2007).

1.3.5 Samspillet mellom ECM og vekstfaktorer med fokus pa TGF-B
| akutte sar som leges normalt skjer samhandlingen mellom ECM og vekstfaktorer
problemfritt, og overgangen til de ulike fasene foregar problemfritt. | kroniske sar er det

derimot observert en forstyrrelse i samhandlingen mellom vekstfaktorer og ECM.

Under alle fasene i en sarhelingsprosess er interaksjonen mellom ECM, vekstfaktorer og
celler viktig. Disse komponentene samhandler i en serie hendelser som er omtalt som
dynamisk gjensidighet. ECM kan binde eller frigi bestemte vekstfaktorer, og er pa denne
maten med pa a kontrollere aktiviteten til vekstfaktorene direkte. Gjennom denne prosessen er
ECM med pa a lagre vekstfaktorer i narhet til cellene og sarger for at de ikke blir degradert.
Lagring og frigivelsen av vekstfaktorer pavirker flere prosesser, som at det forlenger
aktiviteten til vekstfaktorer og det skaper en variasjon av intensiteten til vekstfaktorene.
Bindingene mellom ECM-komponenter og vekstfaktorer kan skje gjennom to forskjellige
mater, enten direkte eller indirekte. | de direkte bindingene er det en fysisk interaksjon
mellom ECM og vekstfaktorer. Et eksempel pa dette er interaksjon mellom ECM, som for
eksempel dekorin og biglykan, og vekstfaktoren TGF-B1. Normal aktivitet av TGF-B1
induserer aktiviteten til dekorin og biglykan, men hvis TGF-f1 bindes til biglykan eller
dekorin skjer det en hemming av aktiviteten til TGF-f1. Dette er vist i Figur 4, hvor TGF-p1c
ikke kan binde seg til TGF-p reseptorer nar det er bundet til dekorin. Ved en indirekte binding

fester ECM seg til celler via integriner. Dette er reseptorer pa overflaten til cellene, som ved
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binding til ECM sgrger for at cellene kan respondere til vekstfaktorer og kan indusere

ekspresjon av vekstfaktorer (Schultz & Wysocki 2009).
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Figur 4: Mekanismen for TGF-gs pavirkning av ECM-regulering. Sa lenge dekorin er bundet til TGF-f hemmer den
aktiviteten til TGF-$, ved d forhindre at TGF-p binder seg til TGF-f}-reseptoren. Bindingen av TGF-f til reseptoren
stimulerer syntes av kollagen. (Schultz & Wysocki 2009).

Som skrevet over har ECM-komponenter en stor pavirkning pa aktiviteten til vekstfaktorer,
men vekstfaktorer pavirker ogsa reguleringen av ECM. Dette gjer de ved a stimulere celler
slik at de gker sin produksjon av ECM-komponenter, eller sarger for hgyere produksjon av
MMP, slik at de bryter ned ECM. TGF-B stimulerer syntesen av kollagen og fibronektin, samt
mange andre ECM-komponenter. | tillegg reduserer det proteolytiske degraderingen ved a
redusere syntese av proteaser og stimulerer syntese av proteasehemmere. | tillegg gker TGF-3

ekspresjonen av integriner som binder kollagen, fibronektin og vitronektin.

TGF-B er et polypeptid og er en del av TGF-B-superfamilie. Nar TGF- er sekretert er det
bundet til ulike proteiner som gjar at det har en inaktiv form. For at disse skal bli aktive blir
de aktivert via proteaser eller integriner som utfgrer konformasjonsendringer. TGF-p er viktig
i flere prosesser av en sarheling, ved at det spiller en rolle i inflammatoriske cellers
infiltrasjon i saret, pa effekten til fibroblaster, som for eksempel proliferasjon av fibroblaster
og lukking av selve saret. Ogsa ved oppregulering av vekstfaktorer for bindevev er TGF-B
viktig, hvor signaler fra TGF-p i fibroblaster gjor at disse faktorene blir oppregulert (Bielefeld
et al. 2013). TGF- er ogséd med pé a syntetisere a-SMA 0g stimulere produksjonen av
kollagen type | (Gabbiani 2003). Signaliseringen til TGF-p gjennom sarhelingsprosessen er en
kompleks prosess som involverer samarbeid mellom dermis og epidermis, som pavirker

sluttresultatet av sarhelingen (Bielefeld et al. 2013).
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1.1 MMPer og TIMPer
MMPer er ngdvendige enzymer for helingsprosessen i et sar (Trengove et al. 1999). Ved

kutan sarhelig skjer det, som nevnt over, en rekke migrerende og remodellerende hendelser
som krever aktivitet fra MMPer og deres naturlige hemmere; TIMP (Madlener et al. 1998).
MMPer blir uttrykt i normalt vev, med MMP-2 som den mest vanlige uttrykte formen for
MMP, og har en viktig rolle i sarheling (Parsons et al. 1997). Sarheling er en veldig kompleks
prosess som krever den rette temporale og romlige uttrykkingen av signalmolekyler og deres
reseptorer, celluleere adhesjonsmolekyler og ECM-proteiner. MMPer og deres hemmere kan
prosessere mange av disse signalmolekylene og ECM-proteiner, og er derfor sannsynligvis
involvert i kontrollen av alle aspekter i sarheling (Gill & Parks 2008). Kontroll pa nedbrytning
av ECM ved hjelp av MMPer spiller en viktig rolle for at fibroblastene skal kunne migrere inn
i saret (Bielefeld et al. 2013; Kahéari & Saarialho-Kere 1997).

MMPer er en familie av proteolytiske enzymer, som i all hovedsak kan degradere alle ECM-
kompoenter i et sar. MMPer er en familie av sinkavhengige endopeptidaser. Generelt bestar
MMPer av et enkelt peptid med et katalytisk domene som inneholder et hgyt konserverte
sinkbindene sete, samt et hengselomrade og hemopeksinlignende omrade. (Kéhari &
Saarialho-Kere 1997). Det er funnet 25 distinkte MMPer, og 24 av disse er funnet i pattedyr
(Martins et al. 2013). De samme MMPene kan ha ulike roller ved ulike forhold (Page-McCaw
et al. 2007). MMPene bli delt inn i ulike undergrupper og MMPene undersgkt i denne studien,
MMP-2 og MMP-14, tilhgrer undergruppene gelatinase og membrantype MMPer (MT-
MMPer) respektivt. (Kéhari & Saarialho-Kere 1997; Nagase et al. 2006). MMP-2 kalles ogsa
gelatinase-A eller 72 kDa gelatinase, mens MMP-14 ogsa kalles MT-1-MMP (Kahari &
Saarialho-Kere 1997).

1.1.1 Regulering av MMP-aktivitet

Regulering og aktivering av MMPer er et kritisk steg, da en forstyrrelse i reguleringen av
MMPer kan fare til en overproduksjon av MMPer. En overproduksjon kan fare til for hgy
grad av degradering av ECM og gdeleggelse av vev som igjen kan vare en arsak til dannelse
av kroniske sar (Trengove et al. 1999). Aktiviteten til MMP-2 er regulert ved tre forskjellige
mekanismer; transkripsjonell regulering, zymogen aktivering og hemming av proteolytisk
aktivitet ved hjelp av TIMPer (K&hari & Saarialho-Kere 1997; Morgunova et al. 1999).
Regulering av MMPer skijer ved tett kontrollert prosesser i forhold til bade sekresjon og
aktivitet for a opprettholde normal vevsfunksjon (Martins et al. 2013; Parsons et al. 1997). |
normale vev er aktiviteten til MMP veldig lav eller ikke-eksisterende, men aktiveringen og
uttrykkingen av MMPer gker kjapt nar det er ngdvendig med aktiv remodelering av vev
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(Martins et al. 2013). Alle MMPer er utskilt i en inaktiv pro-form (med unntak av MT-
MMPer som er bundet til membranen), og disse krever aktivering for & kunne ha noen form
for pavirkning av den ekstracelluleere matriksen (Kéhari & Saarialho-Kere 1997). For at pro-
MMPer skal bli aktive ma de klgyves (Nagase et al. 2006). Dette representerer en viktig

mekanisme for kontroll av MMPer.

MMPer er indusert pa et transkripsjonsniva ved en rekke cytokiner og vekstfaktorer, og en av
vekstfaktorene som er med pa a stimulere denne transkripsjonen er TGF-.

En annen mekanisme er at medlemmer av metalloproteinasefamilien kan aktivere hverandre.
Ved at MMPer kan aktivere hverandre skaper det et komplekst nettverk av proteaser i det
ekstracellulzere rommet (Kahéri & Saarialho-Kere 1997). Denne aktiveringen gjelder spesielt
for MMP-2 og MMP-14, hvor MMP-14 aktiverer MMP-2. | det komplekse nettverket av
proteaser skjer det i utgangspunktet en formering mellom proMMP-2 og TIMP-2, og i dette
stadiet er MMP-2 inaktiv. Interaksjonene mellom proMMP-2 og TIMP-2 skjer gjennom
interaksjoner mellom hemopexindomenet i MMP-2 og den ikke-hemmende C-terminusen i
TIMP-2. MMP-14 kommer til og binder seg til den frie N-terminalen i TIMP-2, hvor TIMP-2
orienterer proMMP-2et til et annet narliggende aktivt MMP-14. Disse to MMP-14
molekylene interagerer med hverandre og danner sammen med MMP-2-TIMP-2-komplekset
et tetramerisk kvarternaert kompleks. Ved at begge MMP-14 molekylene er bundet til
komplekset med MMP-2 og TIMP-2, fungerer det ene MMP-14 molekylet som en reseptor
for komplekset, mens det andre fungerer som en aktivator for MMP-2 (Nagase et al. 2006).
MMP-14 klgyver MMP-2 ved et spesifikt sete, og dette farer til en aktivering av MMP-2
(Morgunova et al. 1999).

En tredje regulatorisk metode av MMP-aktivitet er hemming av MMP, hvor det er to
hovedtyper hemming. Den ene er med az-makroglobulin, som er et plasmaglykoprotein. Det
hemmer de fleste proteinaser ved a fange de i makroglobulinen, slik at reseptorer kan «rydde
dem ut av veien» (Nagase et al. 2006). Aktiviteten til MMPer er derimot mer spesifikt regulert
av TIMPer (K&hari & Saarialho-Kere 1997). Siden aktiviteten til MMPer spiller en viktig
rolle i sarheling, og TIMPer er med pa a regulere aktiviteten til MMPer, er balansen mellom
disse to komponentene viktig (Nagase et al. 2006). Det er fire medlemmer av TIMP-familien;
TIMP-1, -2, -3 0og -4 (Gill & Parks 2008). TIMP-2 hemmer aktiviteten til MMP-2 (Vaalamo
et al. 1999) ved a binde til en 1:1 molar ratio, og danner tette ikke-kovalente komplekser
mellom N-terminaldomenet pa TIMP-molekylet og det aktive setet pa MMP-2. TIMP
koordinerer det katalytiske setet Zn?* og binder seg til det aktive omradet i MMP-2 (Gill &
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Parks 2008). En annen mate TIMP hemmer aktiviteten til MMP-2 pa, er ved & binde seg til
det aktiverende MMP-14-molkylet i proMMP-2-aktiveringskompleks, og forhindrer at MMP-
14 aktiverer MMP-2 (Nagase et al. 2006).

1.1.2 MMP-aktivitet i sarheling

Gjennom forskning har det blitt pavist og akseptert at ekstracellulzr proteolyse ved hjelp av
MMP ikke bare er en mekanisme hvor strukturer og informasjon blir gdelagt, men at MMPer
ogsa er med pa a frigi vekstfaktorer som er bundet til ECM eller cellemembranen, i tillegg til
at det aktiverer andre MMPer (Gill & Parks 2008; Page-McCaw et al. 2007). Proteolysen
farer til aktivering av latente proteiner og generering av nye bioaktive molekyler (Page-
McCaw et al. 2007).

MMP-2 fordgyer ECM-molekyler, innbefattende type 1V, V og X1 av kollagener. Mens
MMP-14 har kollagenolytisk aktivitet pa kollagen type I, Il og I1l. MMP-14 kan som
beskrevet over altsa aktivere proMMP-2 pa overflaten, men det kan ogsa degradere kollagen
og andre ECM komponenter. Denne aktiviteten skjer ofte ved fronten av cellene nar de
migrerer gjennom ECM (Nagase et al. 2006).

1.4 Komposisjon av eggeskallmembran

| flere hundre ar har eggeskallmembran (ESM) blitt benyttet som naturlig bandasje innen
kinesisk medisin (Sah & Rath 2016). I tillegg har sar tilsatt ESM, vist seg a vokse 21 % rasker
i den tidlige fasen av sarheling enn sar som ikke er tilsatt ESM (Guarderas et al. 2016). Ved
tidlige studier er det vist at kroniske sar tilsatt ESM kan begynne a gro eller sar som gror sakte
kan begynne a hele raskere (Maeda & Sasaki 1982). Man vet derimot ikke sa mye om den
molekylere mekanismen som forarsaker at sarene gror raskere. ESM lgses ikke opp i vann,
og derfor er tidligere studier omhandlende ESM blitt utfart med hydrolysert ESM, som er
lgselig i vann. Dette har vist at hydrolysert eggeskallmembran sgrger for et ekstracellulaert
matriksmiljg for fibroblastene (Ohto-Fujita et al. 2011). Det er ogsa blitt utfart studier pa
karbohydratene til ESM som viser seg a ha antiinflammatoriske egenskaper (Vuong et al.
2017). Med grunnlag i at ESM i mange hundre ar har blitt benyttet som en naturlig bandasje
for sar har Biovotec, Nortura og Nofima startet utvinning og forskning pa ESM for a kunne

produsere et effektivt sarhelingsprodukt basert pa ESM (Seehusen 2017).

ESM fra hgner er et bioaktivt materiale som fungerer som et nettverk for biomineralisering
ved fremstilling av eggeskallet (Liu et al. 2014). ESM ligger mellom eggeskallet og
eggehviten, som vist i Figur 5. ESM bestar av en ytre og en indre membran med et fiberbasert
nettverk (Ahmed et al. 2017). Strukturen til dette fiberbaserte nettverket er vist i Figur 6.
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Tykkelsen pa ESM er gjennomsnittlig 70 pm. Denne membranen er med pa a beskytte
eggehvite og eggeplomme mot bakterier. ESM har en porgs struktur, og har mange unike
egenskaper som er en fordel ved bruk i sarhelingsprodukt. Det er lett tilgjengelig,
biokompatibelt, ikke forurenset, og det er et grant materiale som er overskudd av (Sah & Rath
2016). ESM bestar for det meste av proteiner, hele 251 proteiner er indentifisert, og ca. 10 %
av alle proteiner i membranen bestar av ulike typer kollagen. I tillegg bestar membranen av
sma mengder av karbohydrater og lipider (Ahmed et al. 2017). Den kjemiske
sammensetningen i den indre og ytre membranen varierer, og det samme gjgr morfologien.
Den ytre eggeskallmembranen inneholder for det meste kun kollagen type I, mens i den indre
membranen er det bade type 1 og V kolagen (Sah & Rath 2016). | det strukturelle nettverket er
det karbohydrater, som for eksempel GAGer (Liu et al. 2014), og det har blitt pavist ulike
strukturer av GAGer i ratt ESM. Disse er interessante da det er vist at de spiller en rolle i bade

pro- og antiinflammatoriske prosesser (Taylor & Gallo 2006).

Chalaza

Thick Albumen
Thin Albumen

Vitelline
Membrane Germinal Disc
Inner

Inner & Outer Thin Albumen

Shell Membranes —

Air Cell
Chalaza

Figur 5: Anatomi til et egg. Ytterst ligger eggeskallet, med den indre og ytre eggeskallmembranen innenfor skallet. Mellom
eggeplommen og eggeskallmembranen ligger eggehviten. Det er to typer av eggehviten; den indre og ytre tynne eggehviten
som for det meste bestar av vann og proteiner, og den tykkere. (Albumen er proteinene i eggehviten.) | midten av egget ligger
eggeplommen med en plommemembran ytterst, og et embryo inne i plommen. Mellom den indre membranen og eggeplommen
er det festet en plommestreng (Anatomy egg 2017).
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Figur 6: Eggeskall og fiberstruktur til eggeskallmembran. Skannende elektronmikrografi som i A) viser forholdet mellom

eggskallmembran (ESM) og forkalked eggeskall (ES). Bilde B) og C) viser det fiberbaserte nettverket som er til stede i
eggeskallmembranen (Ahmed et al. 2017).
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2 Malet med studien

For & kunne skape et effektivt sarhelingsprodukt basert pa ESM, og for & redusere
produksjonskostnadene, er det viktig a skjgnne mekanismen for hvorfor sar tilsatt ESM gror
raskere enn sar som ikke er tilsatt ESM. Det er gnskelig & kunne produsere et effektivt
lavkostnadsprodukt for sarheling som er basert pa ESM. Fra studier gjort tidligere vet man at
ESM er et bioaktivt materiale (Yi et al. 2003). Man vet ogsa at eggeskallmembranpulver
(PEP) har antiinflammatoriske egenskaper, mens karbohydrater av PEP (Carb) har bade pro-
og antiinflammatoriske egenskaper (Vuong et al. 2017). Derfor har malet med denne
oppgaven vert a studere sarhelingseffekten av industrielt oppskalert PEP og vannlgselige
derivater (Hydrol og karbohydrater av PEP), med fokus pa fibroblastaktivitet. Det har blitt
studert om de ulike ESM-fraksjonene gir en ulik grad av pavirkning av fibroblastaktiviteten,
for & fa en indikasjon pa hvilken ESM-fraksjon det er som er best egnet i et sarhelingsprodukt.
Det er fokusert pa fibroblastaktivitet, da dette er en viktig prosess i sarheling ved at det
produserer MMPer, TGF-3 og ECM (Bielefeld et al. 2013). Differensiering av fibroblaster til
myofibroblaster er ogsa en viktig del av fibroblastaktiviteten (Li & Wang 2011). PEP-
fraksjonen er billigst & produsere da den kun bestar av ESM i pulverform, mens Hydrol og
Carb derimot er blitt produsert gjennom flere ulike prosesser, som gir en gkning i bade
produksjonskostnad og tid (Vuong et al. 2017). Hovedhypotesene for denne oppgaven har

veert:
e PEP har en positiv pavirkning pa fibroblastaktivitet som er viktig for sarheling.
e ESM-fraksjonene pavirker fibroblastaktiviteten ulikt pa grunn av ulike eenskaper.

Fa a teste om PEP, Hydrol og Carb pavirker fibroblastaktiviteten er det benyttet tre delmal

gjennom studien:

i.  Studere effekten av PEP og derivatene pa fibroblastproliferasjon og viabilitet. Samt
studere effekten pa produksjonen av ulike ECM-komponenter.

ii.  Studere effekten av PEP og dens derivater pa differensiering og migrering av
fibroblaster.

iii.  Studere effekten av PEP og dens derivater pa aktiviteten til MMPer.
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3 Materialer og metoder

Alt av materialer og kjemikalier benyttet i denne oppgaven er notert i Tabell A-1 som ligger i

vedlegget.

3.1 Fibroblaster og eggeskallmembran-fraksjoner

| dette forsgket er det benyttet primaere humane dermale fibroblaster, som kommer fra
vevstypen hud fra voksne mennesker. Alle forsgk med fibroblaster ble utfart i et sterilt
avtrekkskap som ble vasket med 70 % etanol far bruk. Alt utstyr ble ngye vasket med 70 %
etanol og tarket for det ble plassert i avtrekkskapet. I tillegg ble det benyttet hansker under

alle forsgkene, for & unnga kontaminering av prevene.

Ved alle de utfgrte forsgkene ble fibroblastene behandlet med ulike ESM-fraksjoner for a se
om de ulike fraksjonene hadde ulik pavirkning av aktiviteten til fibroblastene. De ulike ESM-
fraksjonene benyttet i denne masteroppgaven var: PEP, Hydrol og Carb. I tillegg ble det
benyttet TGF-B1 som positiv kontroll. Eggeskallmembranene benyttet i forsgkene i denne
oppgaven var fra Nortura og kom fra godkjente hgnseegg brukt i matproduksjon (Ahmed et
al. 2017). Eggeskallet ble behandlet og pulveret ble produsert gjennom en patentert prosess
som Biovotec eier (patentnummer: WO 2015/058790 A1). PEP bestar av kollagen,
glykoproteiner, antibakterielle proteiner og karbohydrater, og har en fiberlignende struktur.
Hyaluronsyre er hovedtypen GAG som er til stede i PEP, mens de resterende GAGene er
kondroitinsulfat (MVuong et al. 2017). Hydrol-fraksjonen er PEP som er hydrolysert ved hjelp
av natriumhydroksid. Hydrolyseringen sgrger for at proteinene i ESM blir kuttet opp i mindre
peptider, og derfor kan denne fraksjonen inneholde andre peptider enn i PEP-fraksjonen
(Ahmed et al. 2017). Carb, derimot, bestar kun av karbohydratene som er til stede i ESM, og
ingen proteiner. Carb inneholder sulfaterte og usulfaterte GAGer og andre typer glykaner med
molekylzrvekt stgrre enn 6 000 Da. Fraksjonene har ulike fysiske og kjemiske egenskaper.
PEP er ikke lgselig og opprettholder sin opprinnelige fibrilleere struktur ved fortynning i
medium, mens Hydrol og Carb derimot er Igselig (Vuong et al. 2017).

Pulveret av de ulike fraksjonene ble fortynnet i medium far de ble tilsatt fibroblastene. De
ulike konsentrasjonene benyttet for fraksjonene er 1mg/ml PEP, 1mg/ml Hydrol, 0,01 mg/ml
Carb og 10 ng/ml TGF-pB1.

3.1.1 Medium for celledyrking
For & effektivt kunne vokse fibroblaster in vitro ma cellene bli introdusert til et miljg som er

sa likt som mulig miljget in vivo. Dette er ogsa viktig for at prosessen skal veere mest mulig
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lik det som skijer in vivo. Cellene ma ha tilstrekkelig tilgang pa rett naring gjennom hele
perioden for cellevekst og differensieringsperioden. I tillegg er rette atmosfariske betingelser
(5 % CO2) og temperatur (37° C) ngdvendig. Mediet inneholder ulike antibiotika (Pen-Strep)
for & hemme vekst av ugnskede bakterier, samt Fungizone/Amphotericin som sgrger for at det

ikke vokser sopp.

Fatalt bovint serum (FBS) er en naeringskilde som tilsettes mediet for optimal cellevekst.
Dette er en kompleks blanding som inneholder flere ulike komponenter, som for eksempel
vekstfaktorer, proteiner, vitaminer, sporelementer og hormoner. Disse er essensielle for vekst
og opprettholdelse av cellene (van der Valk et al. 2010). FBS er blod uten celler, blodplater og
koagulasjonsfaktorer og er hentet fra fosteret til kuer som er sendt til slakting (Jochems et al.
2002).

Prosedyre:

e Pen-Strep, Fungizone/Amphotericin og FBS ble satt i vannbad for tining. For a fa
medium med 10 % FBS ble blandingsforholdene som vist i Tabell 1 benyttet. FBS,
Pen Strep og Fungizone/Amphotericin ble tilsatt DMEM (1x) og blandet godt ved a
vende pa flasken flere ganger. Det ble ogsa laget 2 % serum og serumfritt medium.
Det ble da benyttet de samme mengdeforholdene av Pen Strep,
Fungizone/Amphotericin og DMEM (1x) som vist i Tabell 1, men mengden FBS ble

justert ned til volumet tilsvarende 2 %.

Tabell 1: De ulike komponentene og volumene som benyttes for & lage 10 % FBS medium. De samme komponentene ble
benyttet for & lage 2 % FBS medium, men med et mindre volum av FBS, tilsvarende 2%. For & fa serumfritt medium slgyfes
FBS, men med samme volum av de andre komponentene.

Reagenser og medium Volum
DMEM (1x) 500 ml
FBS 50 ml

Fungizone/Amphotericin 500 pl
Pen Strep 500 pl

3.1.2 Tining og dyrking av celler
Fibroblastene ble lagret i ampuller i nitrogentank med -210°C. Cellene ma lagres sa kaldt for
a kunne bli gjenopplivet og gjennomga flere dyrkningspassasjer. | hver ampulle var det 1 ml

medium med 1 mill. celler.
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Prosedyre:

e 30 ml 10 % FBS medium ble forvarmet i vannbadet ved 37 °C.

e Eneller flere celleampuller ble tatt opp fra nitrogentanken. Cellene ble satt pa is og
tatt med til cellelaboratoriet.

o Deretter ble cellene tint opp i vannbadet ved a holde ampullen halvveis nede i vannet
med en pinsett. Da det bare var en liten isklump igjen i ampullen, ble den tatt opp fra
vannbadet, tarket godt, spritet og tarket godt igjen, for den ble satt i sterilbenken.

e Cellene i ampullen ble blandet godt ved a pipettere forsiktig opp og ned fem til seks
ganger med en 1 ml pipette.

e Cellene ble deretter overfart til et 15 ml sentrifugerar med 9 ml ferskt medium. Dette
ble sentrifugert i 4 min ved 550xg.

e Mediet ble helt forsiktig av, slik at alle cellene ble liggende i bunnen av raret.

e Cellene ble resuspendert i 2 ml medium, og alt ble overfart til en T75-flaske med 18
ml ferdig oppvarmet cellemedium.

o Deretter ble cellene satt i varmeskap. De stod i varmeskapet i to til tre dager far mediet
ble sugd av og tilsatt nye 20 ml 10 % FBS medium for at cellene skulle ha tilstrekkelig

med neering.

3.1.3 Splitting av celler

Fibroblaster som vokser i en flaske kan ikke bli for tett da dette er ugunstig for cellene. Ved
for tett cellevekst vil fibroblastene kunne differensiere og forlate proliferasjonsstadiet. For a fa
nok antall celler til et forsgk ble cellene splittet for overfaring til nye flasker. Dette ble gjort
da cellene var 70-90 % konfluente. Grad av konfluens ble observert ved mikroskopering.
Hvor ofte de ble splittet avhenger av hvor mange celler det var som ble sadd ut i flasken, og
dager mellom splitting varierte fra to til fire dager. Hvis cellene hadde en ruglete ytterkant og
hadde skrumpet inn, tydet det pa ikke optimale forhold eller at de var dgende (apoptotiske).
Slike celler ble ikke benyttet videre i forsgkene. | alle forsgkene ble det benyttet celler som
var i passasje 4-8. Det var viktig & ha kontroll pa passasjene da fenotypen til cellene kan endre

seg ved for hgy passasje.

Prosedyre:

e Mediet i celleflasken ble sugd av og kastet.
e Cellene ble vasket en gang med 10 ml DPBS (1x). DPBS ble fjernet etter at det var
blitt ristet forsiktig pa flasken.

21



Deretter ble 2 ml trypsin tilsatt i T75-flasken fer den ble satt i inkubatorskapet ved 37
°C i 3 min. Trypsin kutter adhesjonsproteiner som forankrer cellene til underlaget.
Etter 3 min ble cellene sjekket i mikroskopet. Hvis ikke alle cellene var blitt runde og
Igsnet fra underlaget, matte de std 1 min ekstra i inkubatorskapet far de pa ny ble
sjekket i mikroskopet. Var cellene runde og hadde lgsnet fra underlaget, ble neste steg
utfart.

Sa ble 8 ml medium ble tilsatt T75-flasken. Dette ble fordelt godt i flasken, slik at alle
cellene var med da alt ble fgrt over til et 15 ml sentrifugerar.

Sentrifugergret ble sentrifugert i 4 min ved 550 xg.

Mediet ble helt av og cellene ble resuspendert i 2 ml ferskt medium. Dette ble blandet
godt ved a pipettere forsiktig opp og ned.

Sé ble 10 pl cellesuspensjon blandet med 10 pl trypanblatt, og blandet godt ved &
pipettere forsiktig opp og ned. 10 pl av denne blandingen ble deretter plassert pa et
objektglass spesifikt for celletelling.

Det ble regnet ut hvor mye celler det var som skulle bli overfort til en T75-flaske. | en
flaske skulle det vaere 5 000 celler for hver cm?i flasken. | en T75-flaske hvor det er
75 cm? ble det dermed 375 000 celler per flaske. Mengden levende celler registrert i
cellesuspensjonen ble delt pa 375 000, og dette resultatet utgjorde hvor mye av
cellesuspensjonen som ble overfort til en T75-flaske.

Rett mengde cellesuspensjon ble overfart til en T75-flaske med 20 ml 10 % FBS
medium.

Cellene ble satt i inkubatorskap med 37 °C til de ble splittet igjen etter to til fire dager.

3.1.4 Utsaing av celler i 12-brgnnersbrett

Utsaing av celler i 12-brgnnersbrett og inkubering ved tre og ti dager ble gjort for bruk i

forsgk hvor det ble benyttet analysemetodene real-time PCR (real-time polymerase chain

reaction), zymografi og western blotting (WB). Det ble utfart litt ulike prosedyrer ved

brettene som hadde ulik inkuberingstid.

Prosedyre:

Konfluente celler ble splittet og celler i cellesuspensjonen ble benyttet til utsaing i 12-
brgnnersbrettene.

Brett som ble inkubert i tre dager, ble sadd ut i 12-brgnnersbrett. I hver bragnn ble det
tilsatt 200 000 celler i 2 ml 10 % FBS medium. Brgnnene i brettene som ble inkubert i
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ti dager inneholdt kun 100 000 celler blandet ut i 2 ml 10 % FBS medium. Dette for &
unnga at cellene skulle blir for tette. Ved ferdig utsaing av celler ble brettene plassert i
varmeskap ved 37 °C i ca. 24 timer. Dette ble gjort for at cellene skulle ha god nok tid
til & feste seg til underlaget i brgnnen.

o Etter ca. 24 timer inkubasjon ble mediet fjernet fra brennene, og det ble tilsatt 1 ml
serumfritt medium til cellene som skulle inkubere i tre dager. Brettene ble satt i
varmeskap og inkubert i fire nye timer. Dette steget ble droppet for cellene som skulle
inkubere 1 ti dager.

e Deretter ble eggeskallmembranfraksjonene fortynnet i medium. Fraksjonene som ble
benyttet til tre dager inkubasjon ble fortynnet i serumfritt medium, mens fraksjonene
som ble benyttet i ti dager inkubasjon ble fortynnet i 2 % FBS medium. Mediet i 12-
brgnnersbrettene ble fjernet fire timer etter tilsetting til brennene, og 1 ml av hver
fraksjon ble tilsatt hver sin brann med celler. Deretter ble brettene satt til inkubering.

e Da cellene som skulle inkubere i tre dager hadde inkubert i 72 timer ble de hestet.
Hvordan dette ble gjort er beskrevet i punkt 2.3.1.

e For cellene som ble inkubert i ti dager ble mediet i brgnnen fjernet fem dager etter at
fraksjonene ble tilsatt. Deretter ble det pa nytt tilsatt fraksjoner blandet i 2 % FBS
medium til brgnnene. Her var det viktig at samme fraksjoner med samme
konsentrasjon som tidligere ble tilsatt de aktuelle brgnnene. Dette ble gjort for at
fraksjonene skal klare & ha en effekt pa differensieringen av cellene i hele ti dager.
Deretter ble brettet igjen satt til inkubasjon ved 37 °C.

e Ni dager etter tilsetting av de forste fraksjonene ble mediet fjernet fra brennen og det
ble tilsatt 1 ml serumfritt medium til alle brgnnene, og igjen satt til inkubasjon ved 37
°C. Tilsetting av serumfritt medium ble gjort for & unnga at komponentene i det fgtale
bovine serumet (FBS) pavirket resultatet. FBS inneholder MMP, og hvis dette ikke ble
fjernet kunne det gitt for haye MMP-verdier enn den reelle MMP-mengden som ble
sekretert fra cellene. En annen grunn er at det skal analyseres hvor mye av ulike
komponenter cellene sekreterer pa et dggn etter ca. ti dager inkubasjon, istedenfor a se
pa hvor mye som blir sekretert til sammen over flere dager.

e 24 timer etter tilsetting av det serumfrie mediet ble cellene hgstet.

3.1.5 Hgsting av celler til real-time PCR og WB
Cellene fra 12-brgnnersbrett ble benyttet i to ulike analyser; real-time PCR og WB blotting,

mens cellemediet ble benyttet til zymografi. Hasting av celler for real-time PCR og WB skjer
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med to ulike buffere. Det var viktig & oppbevare alle cellemediepraver og cellepraver pa is

etter hgsting for & unnga mest mulig degradering av RNaser eller proteaser.

Prosedyre:

e Cellemedium med de ulike fraksjonene ble samlet i hvert sitt eppendorfrgr. Deretter

ble eppendorfrgrene sentrifugert ved 13 000 rpm i 5 min ved 4 °C. For a unnga at

cellemediet skulle inneholde celler eller de ulike fraksjonene av eggeskallmembran ble

supernatanten overfgrt til nye merkede eppendorfrgr og fryst ved -20 °C.

e Cellelaget i bunnen av brgnnen ble deretter lysert. Cellen som ble brukt i real-time

PCR analyse ble lysert med 350 ul RLT-buffer (RNeasy kit, Quiagen), mens cellen for
WB ble lysert med 200 pl RIPA-buffer. Reagensene i Tabell 2 ble benyttet for a lage
RIPA-buffer. RIPA-buffer ble videre benyttet til & lage RIPA-lyseringsbuffer, som ble
laget ferdig rett far lyseringen skulle skje. Blandingsforholdene for 1 ml RIPA-

lyseringsbuffer er vist i Tabell 3.

Tabell 2: De ulike reagensene og tilhgrende volum ngdvendig for & lage 50 ml RIPA-buffer. 1 ml av denne bufferen blandes
med reagensene i Tabell 3 for & lage RIPA-lyseringsbuffer.

Reagenser Blandingsforhold
NaCl 150 mM

Natrium deoksykolat 0,5%

SDS 0,1%

Tris-HCI 50 mM

Triton X-100 1%

dH.0 til et sluttvolum pa 50 ml

Tabell 3: Blandingsforholdet for de ulike komponentene for & lage RIPA-lyseringsbuffer. Reagensene som benyttes for & lage
RIPA-buffer er beskrevet i Tabell 2. AEBSF er en blanding av flere typer proteasehemmere.

Reagenser Volum
AEBSF 5 pl
Fosfatasehemmer 10 pl
RIPA-buffer 1ml

e Etter & ha tilsatt de ulike lyserings-bufferene ble det skrapet godt i bunnen av brgnnen

med en pipettespiss for a sgrge for at alle cellene Igsnet fra bunnen, far alt i brannen

ble fart over til et ependorfrar. Dette ble gjort likt for alle brgnnene.
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e Celler lysert ved hjelp av RLT-buffer ble fryst ved -80 °C, og celler lysert med RIPA-
lyseringsbuffer ble fryst ved -20 °C. Cellene ble lagret her til de ble benyttet videre i

de ulike analysemetodene.

3.2 Kvantitering av mRNA

Real-time polymerase chain reaction (Real-Time PCR) ble benyttet for & kvantifisere relativ
mMRNA-ekspresjon. Denne metoden sgrger for at cODNA blir amplifisert mange tusen til
millioner ganger ved & bruke spesifikke oligonukleotider, varmestabil DNA-polymerase og
termiske sykluser. Det er tre hovedsteg i real-time PCR. Ved det farste steget skjer det en
denaturering hvor det blir produsert singeltradet DNA fra dobbelttradet DNA under hgy
temperatur. Deretter skjer det en annealing hvor komplementzre sekvenser har mulighet til &
hybridisere, og det blir dannet cDNA. Til slutt skjer det en forlengelse av primeren med en
hastighet pa opptil 100 baser per sekund. Dette skjer ved hjelp av DNA-polymerase som har
en optimal aktivitet ved 70-72° C. Ved a bruke en sekvensspesifisert primer er antallet
kompier av en spesiell RNA-sekvens bestemt. Disse stegene utgjorde en syklus som ble utfart
40 ganger. Real-time PCR-produktet ble malt kontinuerlig under real-time PCR-prosessen ved
hver syklus ved hjelp av fluorescerende fargestoffer. Disse gir et fluorescenssignal som er
direkte proporsjonal med mengden PCR-molekyler som er generert. Fluorescenssignalet kom
fra en fluorescerende reporter som har bundet seg til en probe som hybridiserer med PCR-
produkter under amplifisering. Fer PCR-prosessen begynner er proben intakt og har en grad
av fleksibilitet. Dette gjar at proben og quenchen, som er festet i hver sin ende av proben, er
nar hverandre, og dermed farer til fluorescensresonans energioverfaring (FRET). Dette gar ut
pa at quencheren absorberer energien reporteren sender ut, og PCR-maskinen registrerer
ingen fluorescenssignaler. DNA-polymerase forlenger sa primeren oppstrems for proben, og
dette farer til at proben blir klgyvet. Reporter og quencher er dermed ikke tilknyttet
hverandre, og PCR-maskinen registrerer fluorescenssignalene reporteren sender ut
(ThermoFisher Scientific 2016).

3.2.1 Isolering av RNA

Det er viktig at prevene alltid stod pa is for a unngd RNase-aktivitet i periodene de ikke ble
sentrifugert. All sentrifugering skjer ved 4 °C. | prosessen for isolering av RNA ble kittene
RNeasy® Mini Kit (50) og RNase-Free DNase Set (50) benyttet.
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Prosedyre:

Pravene ble sentrifugert ved 13 000 rpm i 3 min ved 4 °C. Denne temperaturen ble
benyttet i sentrifugen gjennom hele prosessen for isolering av RNA. Supernatanten ble
overfgrt til nye merkede rar.

Deretter ble 350 pl 70 % etanol tilsatt de ulike prgvene (supernatanten) og blandet
godt ved & pipettere opp og ned.

Sa ble 700 pl av praven overfart til en RNeasy spinkolonne og plassert i et 2 ml
oppsamlingsrar. Dette ble sentrifugert i 15 sek ved 10 000 rpm, og eluatet ble kastet.
Det ble tilsatt 350 pl RW1 buffer fra kittet til spinkolonnen, og pravene ble
sentrifugert ved 10 000 rpm i 15 sek.

Deretter ble det tilsatt 80 pl DNase mix direkte pa spinkolonnen, og inkubert ved
romtemperatur i 15 min.

o Far a fa DNase mix ble det farst laget DNase stocklgsning ved a lgse opp
DNase i 550 pl RNase-fritt vann. Deretter ble 10 pl DNase stocklgsning og 70
pl RDD buffer blandet for hver prave.

Sa ble 350 pl RW1 buffer tilsatt spinkolonnen og sentrifugert i 15 sek ved 10 000 rpm.
Eluatet ble kastet.

Deretter ble 500 ul RPE buffer tilsatt spinkolonnen, og sentrifugert i 15 sek ved

10 000 rpm. Eluatet ble kastet.

Nye 500 pl RPE buffer ble tilsatt spinkolonnen, og dette ble sentrifugert i 2 min ved
10 000 rpm. Etter dette steget ble bade eluatet og oppsamlingsraret kastet, og
spinkolonnen ble plassert i et nytt 2 ml oppsamlingsrar.

Spinkolonnen ble sentrifugert i 1 min ved 10 000 rpm, og oppsamlingsraret kastet.
Spinkolonnen ble plassert i nytt 1,5 ml oppsamlingsrgr med lokk.

Deretter ble det tilsatt 30 pl RNase-fritt vann direkte pA membranen i spinkolonnen,
far spinkolonnen ble sentrifugert i 1 min for & eluere RNA.

For & gke utbyttet av RNA ble eluatet pa nytt plassert pA membranen i spinkolonnen.
Deretter ble det sentrifugert en siste gang i 1 min ved 10 000 rpm.

Utbyttet ble malt ved hjelp av Nano-drop. Her ble RNase-fritt vann benyttet som
blank-prgve, og det ble benyttet 1 ul av hver pregve. Nano-drop er en metode som
sgrger for en kjapp kvantifisering av nukleinsyrenr i en prgve. Nano-drop er et
spektrofotometer som sender ut UV-lys med bglgelengder som nukleinsyrene

absorberer. Nano-dropmaskinen registrerer mengden lys som ikke blir absorbert, og
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ved hjelp av dette blir det bestemt hvor mye DNA eller RNA det er til stede i pravene.
| dette forsgket ble mengde RNA kalkulert.

3.2.2 Tillaging av cDNA

| real-time PCR er cDNA enkelttradet DNA-molekyl som er komplementzert til en

singeltradet RNA. Det er syntetisert av enzymet revers transkriptase ved & bruke mRNA som

templat (Berresen-Dale 2016). Alt arbeid i denne prosessen foregikk pa is. | prosessen for

tillaging av cDNA ble TagMan® Reverse Transcription Reagents benyttet.

Prosedyre:

Det ble laget en Mastermiks med alle reagensene for syntetisering av cDNA.
Reagensene fra TagMan® Reverse Transcription Reagents ble benyttet.
Blandingsforholdet til de ulike reagensene, for en prave, er vist i Tabell 4. Volumet til

de ulike prgvene ble ganget opp med antall pregver som skulle bli analysert.

Tabell 4: Komponentene som er ngdvendig for tillaging av Mastermix benyttet for syntese av cDNA til en preve, samt deres
volum. Volumet til de ulike komponentene ble ganget opp med antall prgver, hvor cDNA skulle bli syntetisert.

Reagenser Volum (ul)
10 mM dNTP mix 4,0
10x RT buffer 2,0
25 mM MgCl; 1,0
50 uM Random Hexamer 1,0
MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0
RNase inhibitor 1,0

Rett mengde av hver pragve ble overfart til et cONA PCR-rgr. Denne mengden ble
regnet ut ved hjelp av Nano-dropmalingene. Rett mengde preve ble regnet ut som
felger: 400/Nano-dropverdien for den aktuelle praven. Deretter ble rett mengde
RNase-fritt vann tilsatt. Totalvolumet til vann og RNA var 10 pl. Malet med dette var
at hver prgve skulle inneholde 400 ng RNA.

Deretter ble det tilsatt 10 pl Mastermix til hver prgve og blandet godt ved a pipettere
opp 0g ned.

cDNA reaksjonsrgrene med de ferdigblandede prgvene ble satt i et GeneAmp PCR
apparat, og innstillingene som ble brukt var: 25 °C i 10 min, 48 °C i 30 min.,95°Ci5

min og til slutt 4 °C til. Nar programmet nadde 4 °C var prosessen ferdig og rarene ble
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fjernet fra GeneAmp-maskinen. Prgvene ble tilsatt 60 pl dH2O for & fortynne de.
Deretter ble prgvene fryst ved -20 °C eller med en gang benyttet videre til real-time
PCR.

3.2.3 Real-time PCR
Alle stegene i denne delen ble utfart pa is fram til 96-brgnnersplaten ble sentrifugert.

Prosedyre:

e Lgsningene med de ulike primerene og en buffer blandet ferdig til en Mastermiks.
Blandingsforholdet for de ulike komponentene er vist i Tabell 5, samt mengden cDNA
som blandes med Mastermikse. De ulike primere som ble benyttet i real-time PCR

forsgkene er listet opp i Tabell E i vedlegget.

Tabell 5: De tre farste komponentene i tabellen utgjgr Mastermiksen som benyttes for en prave i real-time PCR kjgring.
Disse tre blandes sammen far det tilsettes cONAet som allerede er fordelt i en PCR-plate.

Reagenser Volum (ul)
20x TagMan Gene Expression Assay (primer) 1,0

2x TagMan Gene Expression Master Mix (buffer) | 10,0
RNase-fritt vann 5,0

cDNA 4,0

e De ulike mastermiksene ble blandet godt med en pipette fgr 16 ul ble tilsatt de ulike
brgnnene i en 96-brenners PCR-plate (96 PCR-Platte Halbrand), hvor 4 pul cDNA fra
de ulike pravene allerede var fordelt i brgnnene.

e Nar brettet var ferdig preparert ble brannene dekket til med en plastfilm, og brettene
ble sentrifugert i 2 min ved 2 500 rpm.

e Etter sentrifugeringen ble det lagt en gummimatte pa brettet for varmebeskyttelse, og
brettet ble plassert i realt-time PCR-maskinen.

e Den termiske profilen er vist i Figur 7.
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Stage 1 Stage 2 Stage 3

Repeats: 40
9510 930
10:00 015
0.0
00 1:00

Figur 7: Den termiske profilen benyttet ved real-time PCR kjgring. Tallene over streken ved de ulike stegene er
temperaturen, mens tallet under streken viser hvor lenge stegene varer i min. eller sek. Disse tre stegene ble repetert 40
ganger.

3.2.4 Kalkulering av relativ mRNA-ekspresjon
Utregningsmetoden for kalkulering av relativ mRNA-ekspresjon er hentet fra artikkelen

«Analyzing real-time PCR by the comparative Ct method» (Schmittgen & Livak 2008) .

e Cr-verdier ble eksportert fra programmet SDS 2.2 til Microsoft Excel 2016.

e ACr-verdiene for hver prave ble kalkulert ved a subtrahere Cr-verdien til
referansegenet fra Cr-verdien til de ulike primerene.

o Deretter ble AACT regnet ut for alle pravene ved & bruke 2°%.

e Gjennomsnittet til kontrollprgvene for de ulike behandlingene ble kalkulert separat for
tre dager og ti dager. Disse verdiene ble benyttet videre for utregning av mengde
mMRNA relativt til referansegenene for alle pravene, ved & ta 222+, Dette regnes ut
med formelen:

2- (ACT-verdi til den aktuelle behandlingen - ACT-verdi til kontrollprzven).

e Gjennomsnittet for de ulike behandlingene og genene kalkulert, og disse resultatene
ble presentert i oversiktlige diagrammer.

e Statistiske analyser ble utfgrt som parvis t-test i Microsoft Excel, hvor
forsgksbetingelser ble sammenlignet med kalibratoren, ved hjelp av to-tailed fordeling

0g antagelse av samme varians.

3.3 SDS-gelelektroforese og western blotting

WB er en metode som blir benyttet for & pavise og karakterisere en rekke proteiner (Kurien &
Scofield 2003). Denne metoden benytter spesifisiteten til antistoff for a detektere proteiner i

praver (Copeland 2013). WB er en prosess som ble utfart gjennom flere ulike steg. Farst ble
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det gjennomfart en SDS-gelelektroforese, etterfulgt av en WB. Deretter ble membranen
blokkert og tilsatt primare og sekundaere antistoffer, som til slutt ble fremkalt. Det ble tilsatt
DTT til alle pravene, som deretter ble varmet opp far de blir tilsatt en SDS-PAGE gel. Denne
prosessen farte til at proteinet i prgven foldet seg ut, og DTT hjelper til & klgyve
disulfidbandene i proteinet. Dette gjar at proteinene ikke lenger inneholder noen form for
tertieer eller kvarternaer struktur. Det ble benyttet SDS-buffer som dannet et kompleks med
proteinene, og sgrget for at alle proteinene fikk en negativ ladning. Dette farte til at proteinene
beveget seg gjennom gelen mot en positiv ladet elektrode. Dermed ble proteinene separert i
henhold til deres masse ved kjgring av elektroforese. Etter elektroforesen ble proteinet
overfort fra gelen til en nitrocellulosemembran (ThermoFisher Scientific 2014). En vellykket
WB er avhengig av en god overfgring av proteiner fra gel til membranen (Copeland 2013).
Det blottede proteinet pA membranen er en ngyaktig kopi av gelen (Kurien & Scofield 2003).
En tarr elektroforetisk overfgring av proteiner til membranen er en meget effektiv metode.
Etter blottingen er det viktig at stedene pa membranen som ikke har reagert blir blokkert for a
redusere mengden av uspesifikke bindinger av proteiner under de pafelgende trinnene i
analysen. Blokkering forbereder sensitiviteten av analysen ved a redusere bakgrunnsstgy
(ThermoFisher Scientific 2014). Primeert antistoff som er spesifikt for proteinet vi er ute etter
er tilsatt membranen. Dette fester seg til overflaten av proteinet hvis der er til stede (Copeland
2013). Sekundeert antistoff blir tilsatt membranen og binder seg til det primeare antistoffet, og
dette gir en gkt fglsomhet gjennom signalforsterkningen som oppstar nar flere sekundzre

antistoffer binder seg til et enkelt primeert antistoff (ThermoFisher Scientific 2014).

3.3.1 Preparering av prgve

Prosedyre:

e Prgvene ble tint i romtemperatur.

e Alle prgvene ble overfort til hvert sitt «QIAshredder Mini Spin Column» og
sentrifugert i 1 min ved 13 000 rpm. Supernatanten ble deretter overfort til et
eppendorfrar.

e 1MDTT ble tilsatt 4x Laemmeli prevebuffer og blandet godt. Blandingsforholdet for
dette er 40 pl DDT per ml Laemmeli prgvebuffer. Komponentene og volumet som ble
benyttet for tillaging av 4x Laemmeli prgvebuffer er vist i Tabell 6.

e Deretter blel volum 4x Laemmeli pragvebuffer og DTT, tilsatt 3 volum av praven.

e Etter tilsetting av Laemmeli prgvebuffer til prgvene ble det blandet med en kort

vortex.
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Pravene ble sa varmet pa varmeblokk i 10 min ved 70 °C.

Tabell 6: De ulike reagensene og deres volum som ble benyttet for & lage 4x Laemmeli pravebuffer.

Reagenser Volum
1 M Tris-HCI pH 6,8 2,5 ml
20 % SDS-lgsning 4 ml
Bromfenolbla ~2,5mg
Glyserol 4 ml

3.3.2 SDS-gelelektroforese
Prosedyre:

Ved utfgrelsen av gelelektroforese ble det benyttet NUPAGE 12 % Bis-Tris Gel. ECL
PlexFluorescent Rainbow ble benyttet som standard, og 2 ul av dette ble tilsatt den
farste brgnnen i gelen, mens det ble tilsatt 25 pl av pravene.

Far kjegring av gelen ble det benyttet 500 ml 1x NUPAGE-MOPS SDS Running-
buffer. For a fa dette blandes 50 ml NUPAGE-MOPS SDS Running-buffer og 950 ml
dH-0.

Gelene ble kjgrt ved 200 V i 1 time og 20 min, helt til det minste proteinet i ECL
PlexFluorescent Rainbow har nadd bunnen av gelen.

3.3.3 Blotting
Prosedyre:

For blottingen ble kittet iBlot Gel Transfer Stacks Nitrocellulose, Regular benyttet.

Etter gelelektroforesen ble gelen plassert i en kar med dH-0.

Anode Stack, bottom ble &pnet og lagt p& overflaten i blottingmaskinen iBlot®.

Gelen ble plassert pa Anode Stack, bottom, og en Blotting Roller ble dyppet i dH20 og
rullet forsiktig over gelen for a sgrge for at alle luftbobler mellom gelen og underlaget
forsvant.

En iBlot Filter Paper ble dynket i dH20 og lagt pa gelen. Ogsa her ble Blotting Roller
rullet over for & fa ut alle luftbobler.

Cathode Stack, top ble lagt over gelen, og etter dette steget ble ogsa Blotting Roller
rullet over for a bli kvitt bobler. Her ble det benyttet litt mer kraft enn i de tidligere

stegene.
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3.34

Til slutt ble svampen i Kittet plassert i lokket av blottingmaskinen med metallplaten i
svampen i kontakt med metallplaten i lokket av maskinen.

Lokket ble lukket, og blottingprosedyren ble startet. Program 2 med 6 min standard
kjaringstid og 23 V ble benyttet.

Farging av membraner

Prosedyre:

Membranen ble klippet for a fa bort delene utenfor blottingomradet.

Membranen ble inkubert i en blokklgsning med 2 % ECL Prime blocking agent, som
var fortynnet i TBS-T, i 1 time pa en vippemaskin. Blandingsforholdene for 10x TBS
er vist i Tabell 7. For & fa TBS-T ble 900 ml dH20O blandet med 100 ml 10x TBS og 1
ml Tween 20.

Blokkingslgsningen ble fjernet og primaert antistoff ble tilsatt. Antistoffene som ble
benyttet og blandingsforholdet er vist i Tabell 8. Det primeere antistoffet ble laget ved
a tilsette rett mengde antistoff i 1 % ECL Prime blocking agent som var fortynnet i
TBS-T. Membranen ble inkubert over natten ved 4 °C mens det stod pa vippemaskin.
Neste dag ble lgsningen med primart antistoff fjernet, og vasket tre ganger a 5 min
med TBS-T far det ble tilsatt sekundeert antistoff fortynnet i 1 % ECL Prime blocking
med TBS-T. Hvilke primare og sekundare antistoffer som er komplementere er vist i
Tabell 8. Membranen ble inkubert i 1 time pa en vippemaskin, og var tildekket med
aluminiumsfolie da de sekundare antistoffene ikke taler lys.

Etter en time ble det sekundzre antistoffet fjernet og membranen ble igjen vasket tre
ganger a 5 min med TBS-T.

Membranen ble til slutt luftterket i magrke omgivelser fram til fremkallingen.

Tabell 7: De ulike komponentene ngdvendig for & lage 10x TBS. Tris base og NaCl blir lgst opp i 900 ml dH2O. Deretter ble
det tilsatt HCI til det ble etablert en pH pé 7,6. Nar rett grad av pH var dannet ble det tilsatt dHO til et sluttvolum pa 1 I.

Komponenter Volum

dH20 11

HCI Ngdvendig mengde for & oppna pH 7,6
NaCl 88 ¢

Tris base 24 ¢
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Tabell 8: De ulike primeere antistoffene og deres blandingsforhold benyttet i western blotting-forsgkene. De primere og
sekundeere antistoffene ble blandet ut i 1 % ECL Prime blocking agent fortynnet i TBS-T, fgr de ble tilsatt membranen.

Primeert antistoff | Blandingsforhold | Tilhgrende sekundaert antistoff | Blandingsforhold
MMP-14, kanin 1: 200 CYS5, geit-anti-kanin 1:3000
a-SMA, mus 1:200 CY3, geit-anti-mus 1:3000
a-tubulin, kanin 1:10 000 CY3, geit-anti-mus 1:3000

3.3.5 Fremkalling
Prosedyre:

e Apparatet Ettan DIGE Imager ble benyttet for a fremkalle bilder av proteinbandene pa
membranen.

e Proteinsiden pa membranen ble lagt ned i kassetten, som deretter ble plassert i
apparatet.

e Programvaren Ettan DIGE Imager 1.0 ble benyttet, og det aktuelle sekundzre
antistoffet valgt. | boksen 595/25 ble parameterne 0,02 eller 0,04 benyttet.

e Programmet ImageJ ble benyttet for a justere kontrastene i bildet for & lettere kunne se
forskjellen pa tykkelsen til proteinbandene. ImageJ ble i tillegg benyttet for relativ

kvantitering WB-bandene.

3.4 Zymografi

Zymografi ble benyttet for & detektere og karakterisere proteolytiske enzymer ved hjelp av
elektroforese av proteaseholdige praver (Pan et al. 2011). Denne teknikken identifiserer
MMP-aktivitet ved dens molekylvekt, og ved nedbrytning av deres substrater (Kupai et al.
2010). MMPer er endopeptidase som inneholder sink, og de degraderer proteiner ved a klgyve
ved spesifikke peptidsekvenser (Hu & Beeton 2010). MMPer aktiveres ved kutting av pro-
peptider, og derfor vil aktive MMPer ha en mindre molekylvekt enn pro-MMP (Nagase et al.
2006). Andelen aktiv MMP detekteres etter gelelektroforese. Dette gjer zymografi til en ofte
benyttet teknikk for a studere ekstracelluleere matriksdegraderende enzymer som MMPer
(Kupai et al. 2010). Prgvene ble tilsatt pravebuffer som gjar at molekylene denaturerer.
Deretter ble prgvene tilsatt brannene i gelen, og denne mengden er sensitiv. For liten mengde
forhindrer deteksjon av prgven, mens for mye vil fare til en metning, da det er kun en viss
mengde substrat en protease kan fordgye i omradet for bandet. Etter tilsetting av prevene til
gelen gjar den elektriske ladingen i systemet at det skapes konstant migrasjonsforhold.

Distansen prgven migrerer er omvendt korrelert med molekylervekten til proteinet. Etter
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elektroforesen ble gelen lagt i en renatureringsbuffer, slik at proteinene igjen skulle fa tertieer

struktur, noe som er ngdvendig for enzymaktiviteten. Deretter ble gelen lagt i en

inkubasjonsbuffer slik at proteinene kunne fordgye substratet i gelen. Inkubasjonsbufferen

sgrget ogsa for at ikke-proteolytiske pro-MMPer ble aktive. Deretter ble gelen farget og

omrader hvor MMPene har hatt proteolytisk aktivitet forble blanke, mens resten av gelen var

bla. Dess mer klarere og tykkere bandet var, dess mer protease var det i den aktuelle prgven
(Hu & Beeton 2010).

Prosedyre:

Under dette forsgket stod pregvene pa is fram til de ble tilsatt gelen.

Pravene ble tint i kjeleskap for bruk.

Etter tining ble prevene vortexet, og 20 pl ble overfart til hvert sitt eppendorfrar.
Det ble tilsatt 10 pl pravebuffer til alle pravene. Blandingsforholdene for
prevebufferen er vist i Tabell 9.

Eppendorfrarene ble vortexet og spunnet ned for rett mengde av prgvene ble tilsatt
hver brgnn i Novex 10 % Zymogram (Gelatin) Gel. Denne mengden varierte fra 8 pl
til 15 pl, da det var vanskelig & avgjere hva som er den optimale mengden, og ulike
mengder ble prevd ut. Det ble benyttet Bench Marker Protein Ladder som standard, og
10 pl av denne ble tilsatt den farste brgnnen i gelen.

Gelen ble satt i et elektroforesekar og tilsatt 10x elektroforesebuffer. Oppskriften pa
10x elektroforesebuffer er vist i

Tabell 10. For elektroforesekjaringen ble det benyttet 1x elektroforesebuffer, sa 100
ml 10x elektroforesebuffer ble blandet med 900 ml dH20 fer det ble benyttet i
elektroforesen.

Det ble kjart gelelektroforese i ca. tre timer med en konstant volt pa 125.

Deretter ble gelen inkubert to ganger 15 min i renatureringsbuffer. | Tabell 11 er det
oversikt over hva som er ngdvendig for a lage renatureringsbuffer, og for hver gel ble
det benytte sa mye lgsning at gelen ble dekket helt, ca. 50 ml.

Renatureringsbufferen ble fjernet og gelen ble inkubert i inkubasjonsbuffer i 15 min
pa vippemaskin. Bufferen ble fjernet og ny tilsatt. Gelen ble deretter inkubert over
natten i 37 °C. Blandingsforholdene for 10x inkubasjonsbuffer er vist i Tabell 12. |
denne delen ble det benyttet 1x inkubasjonsbuffer, sa 100 ml 10x inkubasjonsbuffer
ble blandet med 900 ml dH20.
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e Dagen etter ble inkubasjonsbufferen fjernet og gelen ble inkubert i 30 min i

fargelgsning. Komponentene og blandingsforholdene benyttet i fargelgsningene er vist

i Tabell 13.

e Fargelgsningen ble fjernet og avfargingslgsning ble tilsatt og inkubert i 15 min pa

vippemaskin. Dette ble fjernet og ny avfargingslasning ble tilsatt. De ngdvendige

komponentene for avfargingslgsningen finnes i Tabell 14. Dette ble inkubert fram til

tydelige blanke band ble synlig pa gelen. Da ble avfargingslgsningen igjen fjernet og

gelen ble lagt i dH20.

e Deretter ble gelen skannet ved bruk av apparatet Epson Perfection 4990 Photo, mens

programmet Epsonskan ble benyttet for a ta bildet av gelen. Kontraster ble juster med

programmet ImageJ.

Tabell 9: Reagenser og volumene som var ngdvendig for tillaging av prgvebuffer. Dette ble tilsatt pravene for det ble utfart
en gelelektroforese. Reagensene ble blandet sammen ved hjelp av en magnet og magnetrgrer, far det ble tilsatt vann slik at

pravebufferen nadde et totalvolum pa 10 ml.

Reagenser Volum
0,1 % Bromfenolblatt 0,5 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 2,5 ml
10 % SDS 4 ml

85 % Glyserol 2,3 ml

Juster opp til 10 ml med vann.

Tabell 10: De ulike komponentene som var ngdvendig for tillaging av 10x elektroforesebuffer ved bruk av zymografigel. Det
ble malt opp 800 ml vann i en 1 | malesylinder, og rett volum av de ulike reagensen ble tilsatt og blandet godt ved hjelp av
magnet og magnetrarer. Deretter ble det tilsatt vann slik at sluttvolumet for lgsningen ble 1 I. Dette ble oppbevart i

romtemperatur, i maksimum seks maneder.

Reagenser Volum
Glysin 144 g
SDS 10 g
Trisma Base 30,39
dH20 11

Tabell 11: Komponentene ngdvendig for tillaging av renatureringsbuffer. 1 | vann ble malt opp og deretter tilsatt Triton X-
100. Dette ble blandet godt ved hjelp av en magnet og magnetrgrer. Lgsningen ble oppbevart i kjgleskapet.

Reagenser

Volum

dH.0

11
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Triton X-100 25 ml

Tabell 12: Komponentene ngdvendig for 10x inkubasjonsbuffer. Ved inkubering av zymografigelen ble det benyttet 1x
inkubasjonsbuffer. Dette ble oppbevart ved 4 °C. Det ble til sammen laget en 1 | av lgsningen.

Reagenser Volum
50 mM Tris-Base, pH 8,0 6,06 g

5mM CacCl; 0,735¢
dH.0 11

Tabell 13: Komponentene benyttet for & lage fargelgsning som ble brukt i zymografiforsgket. Det var viktig at syren blir
tilsatt etter vannet. Lgsningen ble oppbevart i romtemperatur.

Reagenser Volum
Coomassie brilliant blue R-2500 0,1 mi
dH20 42,9 ml
Eddiksyre 7ml
Metanol 50 ml

Tabell 14: De ulike komponentene som var ngdvendig for a lage avfargingslgsning. Det var viktig a tilsette eddiksyre etter
vannet for & unnga uheldig reaksjoner. Komponentene ble blandet godt ved hjelp av en magnet og magnetrgrer. Lgsningen
ble oppbevart i romtemperatur.

Reagenser Volum

dH20 73 mi
Eddiksyre 7 ml eddiksyre
Metanol 20 ml vann

3.5 Celleviabilitet

Det ble utfgrt et viabilitetsforsgk pa fibroblastene etter at de var tilsatt ulike
eggeskallmembranfraksjoner. Ved utfgrelsen av dette forsgket ble CellTiter-Glo®
Luminiscent Cell Viability Assay (Promega) benyttet. Denne metoden ble benyttet for &
bestemme antall levedyktige celler i en kultur basert pa kvantifiseringen av mengden ATP
som var til stede i pravene (Promega Corporation 2001-2015). Denne analysemetoden er
basert pa at det blir produseret et luminiserende signal. Nar enzymet luciferase produserer
oxyluciferin, frigir det energi i form av luminisens. Dette skjer nar luciferase virker pa

luciferin ved tilstedevaerelse av Mg?* og ATP. Siden denne reaksjonen krever ATP, vil
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mengden luminisens som blir produsert veere proporsjonal med mengden ATP til stede i

prgven (Hannah et al. 2001). Mengden ATP er direkte proporsjonal med antallet celler som er
til stede i kulturen (Promega Corporation 2001-2015).
| dette forsgket ble det benyttet Celltiter-Glo® Luminiscent Cell Viability Assay.

Prosedyre:

3.5.1

Det ble benyttet en hvit 96-brgnnersplate for viabilitetstest for utsaing av celler.

Det ble sadd ut 5000 celler per brgnn som var fortynnet i 200 pl 10 % FBS medium.
Det ble sadd ut tre paralleller med celler, samt en rad uten celler for negativ kontroll.
Dette ble inkubert i 37 °C i ca. 24 timer.

Etter 24 timer ble mediet i brgnnen fjernet, og 200 ul PEP, derivater av PEP og TGF-
B1 lost opp i 2 % FBS medium, ble tilsatt brgnnene. Dette ble inkubert i 24 timer ved
37 °C.

Etter ca. 24 timer med inkubasjon ble CellTiter-Glo® Reagent gjort klart for bruk i
forsgket. For & fa dette ble CellTiter-Glo® Buffer og CellTiter-Glo® Substrate fra Kittet
CellTiter-Glo® tinet og romtemperert. Bufferen ble fort over til flasken med substratet
og blandet godt ved & vende flasken opp og ned. Dette utgjer CellTiter-Glo®
Reagentet.

100 pl fra lgsningen i hver brgnn ble fjernet for a fa mer plass i brgnnen. Deretter ble
100 pl CellTiter-Glo® Reagent tilsatt hver brgnn.

Platen ble plassert pa vippemaskinen i 2 min for & indusere lysering av cellene.

Platen ble deretter inkubert i et mgrkt rom i 10 min ved romtemeratur for a stabilisere
luminescenssignalet.

Etter 10 min inkubasjon ble luminescensen lest av pd GloMax™ 96 Microplate

Luminometer.

Utregning av prosent viabilitet

Prosent viabilitet ble regnet ut ved a finne de normaliserte verdien for de ulike prgvene i

forhold til kontrollpraven.

Prosedyre:

Gjennomsnittet for alle kontrollpravene ble farst regnet ut.
De normaliserte verdiene for alle pravene ble regent ut ved a dividere den enkelte

verdien for en prgve med gjennomsnittet for kontrollpravene, og deretter gange det
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med 100 for & fa svaret i prosent. Dette ble gjort for alle verdiene for hver enkelt prave
med de ulike fraksjonene.
e Gjennomsnittet og standardavviket for gjennomsnittet (SEM) for hver prgve ble

deretter regnet ut og presentert i et sgylediagram.

3.6 Proliferasjon

Ved a se pa proliferasjon fastsettes tettheten av celler i en kultur. I dette forsgket ble det
benyttet CyQUANT® Cell Proliferation Assay Kit for & se pa proliferasjon av fibroblastene
ved tilsetting av de ulike eggeskallmembranfraksjonene, da dette er ideelt for
celleproliferasjonsstudier. Celler ble tint opp og lysert ved  tilsette buffer med CyQUANT®
GR fargestoff. Nar det grenne fargestoffet binder seg til celluleere nukleinsyrer frigir det en
sterk fluorescens (Invitrogen 2006). Fluorescenssignalet ble malt ved hjelp av standard
fluorescens eksitasjons- og emisjonsbglgelengde. Fluorescenssignalet som kommer fra
komplekset mellom fargestoffet og nukleinsyren korrelerer linesert med celletallet (Jones et al.
2001).

| dette forsgket ble kittet CYQUANT® Ancillary Reagent Kit 2 (5 Plate).

3.6.1 Celleoppsett i 96-brgnners proliferasjonsplater

Prosedyre:

e | en svart proliferasjonsplate med 96 brgnner ble 5000 celler i 200 pl 2 % FBS
medium sadd ut i hver brgnn. For hvert forsgk ble et oppsett med tre paralleller og en
negativ kontroll uten celler til stede, satt opp. Dette ble inkubert i ca. 24 timer ved 37
°C.

e Etter ferdig inkubasjonstid hadde cellene festet seg til bunnen av brennen, og mediet
ble fjernet. Eggeskallmembranfraksjonene og TGF-B1 last opp i 200 pl 2 % FBS
medium ble tilsatt breannen. Dette ble inkubert i 37 °C i ca. tre dager.

e Etter ferdig inkubasjonstid ble mediet i brannene fjernet, og platene med cellene ble
fryst i -80 °C, eller benyttet med en gang videre i forsgket.

3.6.2 Lysering av celler
Prosedyre:

e Farst ble 20x cellelyseringbuffer ble fortynnet til 1x cellelyseringsbuffer med Milli-Q

vann.
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e Cellelyseringsbufferen ble tilsatt CYyYQUANT® GR reagent. CyQUANT® GR reagent
hadde en konsentrasjon pa 400x og ble tilsatt rett mengde for & fortynne den til 100x
da det ble tilsatt bufferen.

o Deretter ble 200 pl cellelyseringbuffer ble tilsatt hver brgnn i proliferasjonsbrettet og
inkubert markt i romtemperatur i 5. min.

e Etter 5 min ble resultatet malt ved hjelp av en fluorescens mikroplateleser, FLUOstar
OPTIMA — BMG labtech, og programvaren FLUOstar OPTIMA.

3.7 ELISA

ELISA er en ofte benyttet teknikk for & male konsentrasjonen av en analytt i en lgsning (Bio-
Rad u.&.). | dette forsgket ble det benyttet DuoSet® Ancillary Reagent Kit 2 (5 Plate). Praven
med en ukjent mengde antigen ble immobilisert ikke-spesifikt pa en mikrotiterplate.
Deteksjonsstoffet ble tilsatt og dette danner et kompleks med antigenet. Antistoffet ble
kovalent bundet til et enzym. Mellom hvert trinn ble platen med pravene vasket for a fjerne
eventuelle proteiner eller antistoffer som ikke er spesifikt bundet (Sino Biological Inc 2004-
2017). Trinnene i ELISA resulterte i et farget sluttprodukt som korrelerer med mengden

analytt som er tilstede i den opprinnelige praven (Bio-Rad u.a.).

| dette forsgket ble det benyttet cellemedium fra celleforsgk. ELISA ble benyttet for a se pa
innholdet av MMP-2 og TIMP-2 i cellemedium fra fibroblastforsgk som ble inkubert i tre
dager. Det ble benyttet DuoSet® Ancillary Reagent Kit 2 (5 Plate) for utfgringen av dette
forsgket.

3.7.1 Forberedelser av plate

Prosedyre:

e Farste dag av forsgket coates en 96-brenners Maxi Sorp plate.

Capture Antibody ble fortynnet til arbeidskonsentrasjonen med Elisa Plate Coating
Buffer. Det ble laget to forskjellige lgsninger, en for MMP-2 og en for TIMP-2.

e Deretter ble 100 pl fortynnet Captrure Antibody tilsatt hver brgnn i Maxi Sorp platen.
e Platen ble dekket med en plastfilm og inkubert i romtemperatur over natten.

e Etter inkubering ble alle brgnnene vasket med en Wash buffer ved hjelp av
platevaskeren Wellwash Microplate washer. 25x Wash Buffer ble fortynnet med Milli-
Q vann til 1x Wash Buffer. Platene ble vasket tre ganger med 300 ul Wash Buffer ved
hvert vaskesteg under hele forsgket. All vaeske ble fjernet ved a sla platen forsiktig

mot et papir.
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3.7.2

10x Reagent Diluent ble fortynnet til 1x med Milli-Q vann. Deretter ble platen
blokkert ved a tilsette 300 pl 1x Reagent Diluent til hver brgnn, og deretter inkubert i
romtemperatur i 1 time.

Etter inkuberingen ble vaskesteget repetert.

Analyseprosedyren

Prosedyre:

Cellemediet for de ulike prevene ble fortynnet til rett konsentrasjon med Reagent
Diluent. Det ble benyttet 5 pl praver per brgnn for MMP-2 og 2,5 pul prave per brgnn
for TIMP-2. 100 pl ferdig fortynnet prgve ble tilsatt brannene i et bestemt oppsett.
Prgvene stod pa is under hele denne prosessen.

Det ble laget en fortynningsrekker med standard MMP-2 og TIMP-2. Fortynningen
som ble benyttet for MMP-2 var: 20 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml,
0,625 ng/ml og 0,3125 ng/ml. Fortynningsrekken for TIMP-2 var: 2000 pg/ml, 1000
pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml og 31,3 pg/ml. 100 ul av hver
konsentrasjon i fortynningsrekken ble tilsatt hver sin brgnn. Etter tilsetting av bade
standarder og praver til brettet ble det inkubert 2 timer i romtemperatur.

Etter inkubering ble vaskesteget gjentatt.

100 pl fortynnet Detection Antibody ble tilsatt hver brann. Detection Antibody for
MMP-2 og TIMP-2 ble fortynnet i Reagent Diluent. Brettet ble inkubert i
romtemperatur i 2 timer.

Vaskesteget ble gjentatt.

200x Streptavidin-HPR ble fortynnet til 1x med Reagent Diluent, far 100 pl ble tilsatt
hver brgnn. Dette ble inkubert markt i romtemperatur i 20 min.

Vaskesteget ble gjentatt.

Color Reagent A og B ble blandet med like stort volum av hver reagens, og utgjorde
Substrate Solution. 100 pl Substrate Solution ble tilsatt hver brgnn far det ble inkubert
mgrk i 20 min i romtemperatur.

Etter inkubasjon ble 50 pl Stop Solution forsiktig tilsatt alle brgnnene.

Resultatet ble malt i et fotospektrometer (SPECTROstar Nano) ved hjelp av
programmet Spectrostar Nano.
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3.8 Fluorescens immuncytokjemi

Formalet med dette forsgket var a visuelt kunne studere utviklingen av organiseringen av

proteinene vinkulin og aktin i fibroblaster, etter at det var tilsatt eggeskallmembranfraksjoner.

Dette ble gjort ved hjelp av et fluorescensmikroskop. For a kunne gjare dette ble det benyttet

indirekte fluorescens med primere og sekundzre antistoff. Det primere antistoffet

gjenkjenner proteinet som skal studeres, og binder seg til dette. Deretter ble det tilsatt et

sekundaert antistoff som gjenkjenner det primere antistoffet og fester seg til dette. Det

sekundeere antistoffet inneholder et fluoreserende stoff og gir en amplifisering av signalet ved

a gke antall fluoroforemolekyler per antigen i prgven (Fritschy & Hartig 2001).

Prosedyre:

For dette forsgket ble det benyttet «Chamber slides» for utsaing og inkubering av
celler. 10 000 celler fortynnet i 300 pl 10 % FBS medium ble sadd ut i hver brgnn.
Cellen ble deretter inkubert i 37 °C i ca. 24 timer.

Etter inkubasjonen ble mediet fjernet og 300 pl av de ulike PEP-fraksjoner fortynnet i
2 % FBS medium ble tilsatt kamrene i et forhandsbestemt manster. Deretter ble
cellene inkubert i 37 °C i enten 72 timer eller 10 dager.

Cellen som skulle inkuberes i kun tre dager ble fiksert etter 72 timer inkubasjon. For
cellene som ble inkubert i 10 dager ble mediet fjernet etter syv dager inkubasjon og
nye tilsvarende fraksjoner fortynnet i 2 % FBS, ble tilsatt kamrene.

Celle ble fiksert ved a farst fjerne mediet. Deretter ble hvert kammer vasket tre ganger
med 300 ul DPBS. Det ble tilsatt 300 pl 4 % formaldehyd til kamrene, og
objektglassene ble inkubert i 15 min i romtemperatur. Formaldehyden ble fjernet og
kamrene ble vasket med 300 ul DPBS. Deretter ble 300 pl DPBS tilsatt kamrene og
plassert i kjgleskapet fram til videre analysering.

3.8.1 Farging av celler
Prosedyre:

DPBS ble fjernet fra kamrene og de ble vasket tre ganger med PBS-T (DPBS + 0,01
% Tween 20). Det ble benyttet 300 pl i hvert kammer.

Deretter ble cellene permeabilisert med 200 ul 0,5 % Triton X-100 i PBS buffer i 10
min.

Cellene ble deretter vasket en gang med PBS-T.
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Det ble utfart en blokkering med 5 % melk i PBS-T i 30-60 min. i romtemperatur for a
hindre uspesifikke bindinger av antistoffer. 100 pl ble tilsatt hver kammer.
Blokkeringsvasken ble fjernet og 100 pl primaert antistoff fortynnet i 2 % melk i PBS-
T ble tilsatt hvert kammer. Antistoffene og blandingsforholdene som ble benyttet er
vist i Tabell 15. Dette ble inkubert i 30-60 min i romtemperatur.

Cellene ble deretter vasket tre x 10 min med PBS-T.

Etter vasking ble 100 pl sekundeert antistoff tilsatt brgnnene. Det bestod av det
sekundeere antistoffet vist i Tabell 15 og Hoechst fortynnet i 2 % melk i PBS-t. Det ble
laget to lgsninger av dette hvor den ene ogsa ble tilsatt Phalloidin, et fargestoff som
binder deg til aktinfilamenter. Blandingsforholdet til Hoechst var 1:1000. Dette ble
inkubert i 30-60 minutter mgrkt i romtemperatur.

Etter inkubering ble cellene vasket tre x 10 min med PBS-T.

Deretter ble de utfart en montering. Veggene til kamrene i chamber slidsene ble
fjernet, og objektglassene med cellene ble dyppet i dH20 og veldig forsiktig tarket pa
papir. Det var viktig & holde dekkglassene sa lenge som mulig mgrkt for 4 unnga a
gdelegge fargens om er tilsatt cellene.

En drape Dako Fluorescens monteringsmedium ble tilsatt hvert celleomrade pa
objektglassene.

Et dekkglass ble lagt over objektglasset og tettet rundt med neglelakk for & hindre at
det kom luft til.

Objektglassene ble tarket mgrkt i romtemperatur over natten og videre lagret under

samme betingelser til de ble analysert i mikroskop.

Tabell 15: Primare og sekundzre antistoffer benyttet for immunfarging av celler. a-SMA og vinkulin ble blandet ut i hver sin
2 % melkelgsning, og tilsatt ulike kammer. Phalloidin og Alexa Fluor ble blandet og tilsatt samme kammer som vinkulin-

lgsningen var tilsatt, mens det ble tilsatt kun Alexa Fluor til kamrene som var tilsatt o-SMA.

Primaert antistoff

Blandingsforhold

Sekundart antistoff

Blandingsforhold

Alexa Fluor 546

geit-anti-mus

1:400

o-SMA, mus 1:100
Vinkulin, mus 1:1000
Phalloidin 1:200
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3.8.2 Analysering i fluorescensmikroskop

Prosedyre:

e Det ble benyttet et fluorescensmikroskop for analysering og bildetaing av cellene,
samt programvaren ZEN pro 2012.

e Objektiv 25x ble benyttet og en drape objektivolje ble plassert pa objektivet.

e Det ble benyttet DAPI (bla), PI (radt) og EGPF (grgnt) for & se p4 mengden a-SMA,

vinkulin og phalloidin i cellene.

3.9 Statistikk

For resultater presentert i sgylediagram ble gjennomsnittets standardavvik regnet ut og
presentert i feilsgyler. Signifikant endring i forhold til kontrollprgven ble utfgrt som parvis t-
test i Microsoft Excel, hvor forsgksbetingelser ble sammenlignet med kalibratoren, ved hjelp

av to-tailed fordeling og antagelse av samme varians.
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4 Resultater

| alle forsgkene ble det benyttet en kontrollprgve hvor cellene kun ble inkubert i medium, uten
at noen av ESM-fraksjonene ble tilsatt. TGF-B1 er en vekstfaktor som stimulerer fibroblast-
til-myofibroblastdifferensiering og matriksproduksjon, og ble benyttet som en positiv kontroll
i alle forsgkene (Gabbiani 2003; Li & Wang 2011).

4.1 ESM-fraksjoners effekt pa proliferasjon og ekstracellulaer

matriksproduksjon hos fibroblaster
Fibroblaster er de viktigste cellene i huden da disse cellene gir strekkstyrke og elastisitet
gjennom produksjon og utskillelse av forskjellige komponenter i ECM, inkludert collagen,
elastin, glykoproteiner og proteoglykaner (Vedrenne et al. 2012). Under sarheling blir cellene
aktivert av lokale faktorer, som TGF-B1, og begynner & proliferere og lage ny matriks til saret
(Gabbiani 2003; Schultz & Wysocki 2009). Effekten av PEP og dens derivater (Hydrol og
Carb) pa fibroblaster ble testet for a se om de ulike fraksjonene pavirker proliferasjon og
viabilitet til cellene, i tillegg til matriksproduksjonen.

Figur 9 viser verdiene fra proliferasjons- (A) og viabilitetsforsgk (B). Etter tre dager
inkubasjon er det en signifikant gkning i prosent proliferasjon hos fibroblastene tilsatt PEP,
Hydrol og TGF-B1 i forhold til kontrollpreven. Hydrol og TGF-B1 gir lik grad av gkning i
prosent proliferasjon, og er det som gir hgyest gkning. Ved tilsetting av Carb er det derimot
ingen signifikant endring i proliferasjon. Viabilitetsresultatene, hvor fibroblastene ble
stimulert i en dag, viser derimot en helt motsatt tendens. Ved stimulering av fibroblastene
med Carb er det en svak gkning i prosent viabilitet, og en svak nedgang ved bruk av PEP og

Hydrol, sammenlignet med kontrollprgven, men ingen av disse endringene er signifikante.
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Figur 8: Effekten av ESM-fraksjoner pa proliferasjon og viabilitet hos fibroblaster. Proliferasjon i prosent (A) hos
fibroblaster stimulert i tre dager, og viabilitet i prosent (B) hos fibroblaster stimulert i en dag med eggeskallmembranpulver
(PEP), hydrolysert PEP (Hydrol), karbohydrater av PEP (Carb) og transformerende vekstfaktor beta 1 (TGF-A1). TGF-51
ble benyttet som en positiv kontroll. Resultatene for begge figurene er gjennomsnittet av tre uavhengige celleforsgk, og
feilsaylene indikerer gjennomsnittets standardfeil. Signifikant forskjell for hver prave i forhold til kontrollprgven er markert
med stjerne (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).
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Kollagen type I, syndekan-4, biglykan (BGN) og dekorin (DCN) er alle viktige komponenter i
ECM og spiller en viktig rolle i sarhelingsprosessen.

Det ble undersgkt om ESM-fraksjonene ved tre dager stimulering har ulik effekt pA mRNA-
ekspresjonen av matrikskomponenter til fibroblaster (Figur 9). Stimulering av fibroblaster
med PEP har ingen effekt pA mRNA-ekspresjonen til noen av de fire matrikskomponenten,
syndekan-4, kollagen type I, biglykan og dekorin. Det ble derimot observert en gkning i
MRNA-ekspresjonen hos alle de fire ECM-komponentene ved stimulering av fibroblaster med
Hydrol og Carb, men i motsetning til Carb er ikke gkningen av kollagen type | og dekorin ved
stimulering med Hydrol signifikant. Det ble ogsa observert en signifikant gkning i
produksjonen av syndekan-4, kollagen type | og biglykan ved tilsetting av TGF-B1 (stimulator
for fibrose og matriksproduksjon). For dekorin var det derimot en signifikant reduksjon ved
stimulering med TGF-B1. Det er en ulik effekt pA mRNA-ekspresjon av syndekan-4, hvor
bade Hydrol og Carb stimulerte til en signifikant gkning i mMRNA-ekspresjonen, mens TGF-
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Figur 9: Effekten av ESM-fraksjoner pa produksjon av ECM-komponenter. mRNA-ekspresjon for ulike ekstracellulere
matrikskomponenter i fibroblaster stimulert med eggeskallmembranpulver (PEP), hydrolysert PEP (Hydrol), karbohydrater
av PEP (Carb) og transformerende vekstfaktor beta 1 (TGF-A1) i tre dager. TGF-£1 ble benyttet som positiv kontroll. De fire
ECM-komponentene som ble studert er SDC-4 (syndekan-4), COL1A1 (kollagen type I), DCN (dekorin) og BGN (biglykan).
Pa grunn av veldig haye mRNA-verdier av biglykan stimulert med TGF-S1, er denne soylen kuttet. Den rette mMRNA-verdien
for TGF-p1 er 15,83, med en feilsgyle med verdi 4,4. Resultatene i denne figuren representerer gjennomsnittet av tre
uavhengige celleforsgk, og feilsgylene indikerer gjennomsnittets standardfeil. Signifikant forskjell for hver prave
sammenlignet med kontrollprgven er markert med stjerne (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).
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4.2 ESM-fraksjoners effekten pa fibroblastdifferensiering og
migrering

4.2.1 Effekten pa a-SMA-ekspresjon

Etter at fibroblastene har proliferert, starter de differensieringen ved produksjonen av a-SMA.

Differensieringen av fibroblaster til myofibroblaster er karakterisert ved uttrykkingen av a-

SMA da dette er kun produsert av myofibroblaster (Gabbiani 2003; Li & Wang 2011). Dette

gjer at mengden a-SMA tilstede i en prave gir en indikasjon pa graden av differensieringen.

Det var derfor gnskelig a studere om de ulike fraksjonene hadde en betydning for denne

differensieringen ved kortere (tre dager) og lengere (ti dager) stimuleringstid. Dette ble

undersgk pa bade mRNA-niva ved real-time PCR, og proteinniva ved WB.

Figur 10 viser ekspresjon av a-SMA pa mRNA-niva (A og B) og proteinniva (C og D). Bade
Hydrol og Carb gir en signifikant gkning i uttrykk av mRNA etter tre og ti dager inkubasjon i
forhold til kontrollprgven. Etter tre dager inkubasjon er det Hydrol som gir hgyest mRNA-
ekspresjon, mens ved ti dager inkubasjon er det Carb som gir starst gkning av disse to
fraksjonene. PEP gir tilneermet ingen effekt pa mMRNA-nivaet ved tre dager inkubasjon, og har
ingen signifikant endring. Ved ti dager inkubasjon er det en tendens til gkning av mRNA-
ekspresjonen ved bruk av PEP, og denne gkningen er signifikant. TGF-§ gir ingen signifikant
gkning av mRNA-ekspresjonen ved tre dager inkubasjon, men ved ti dager inkubasjon er det

en hgy signifikant gkning ved stimulering med TGF-p1.

Figur 10 C og D viser a-SMA bandene fra et WB-forsgk som gjenspeiler trenden fra til
sammen tre WB-forsgk. Det ble utfort en kvantitering av a-SMA-bandene fra de tre ulike
WB-forsgkene, og dette er vist i Figur 10 E og F. Disse resultatene viser at det ved tre dager
stimulering gir en liten ekning av a-SMA ved bruk av PEP og Carb sammenlignet med
kontrollprgven, men ingen av disse gkningene er signifikante. Hydrol gir ingen gkning i
proteinuttrykket, mens derimot TGF-B1 gir en stor signifikant gkning. Ved ti dager
stimulering av fibroblaster gir bade PEP og Hydrol en signifikant ekning av a-SMA-
ekspresjonen, mens Carb gir en liten ekning av a-SMA som ikke er signifikant. TGF-B1 gir
en stor gkning av a-SMA sammenlignet med kontrollprgven, og heller ikke denne er

signifikant.
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Figur 10: Effekten av ESM-fraksjoner pd uttrykkingen av a-SMA i fibroblaster. Relativ mRNA-ekspresjon for alfa-glatt
muskelaktin (a-SMA) etter tre (A) og ti dager (B) inkubasjon, og nivaet av proteinekspresjon til a-SMA i fibroblaster etter tre
(C) og ti dager (D) inkubasjon. Figur E) og F) viser kvantiteringsverdiene til de ulike a-SMA-b&ndene, ved tre og ti dager
stimulering, respektivt. Verdiene er relatert til kontrollpraven. Fibroblastene er blitt behandlet med eggeskallmembranpulver
(PEP), hydrolysert PEP (Hydrol), karbohydrater av PEP (Carb) og transformerende vekstfaktor beta 1 (TGF-41). TGF-1
ble benyttet som en positiv kontroll. Resultatene i A) og B) representerer gjennomsnittet av tre uavhengige celleforsak, og
feilsaylene indikerer gjennomsnittets standardfeil. Signifikant forskjell for hver prave i forhold til kontrollprgven er markert
med stjerne (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). Tykkelsen pa bandene i C) og D) indikerer mengde a-SMA og tubulin
uttrykt i de forskjellige pravene i forhold til kontrollpraven. Resultatet er fra et forsgk og gjenspeiler trenden fra tre
uavhengige celleforsgk som ble gjennomfart under like betingelser. Resultatene i E) og F) viser gjennomsnittet av tre
uavhengige WB-forsgk, og feilsaylene indikerer gjennomsnittets standardfeil. Signifikant forskjell for hver prave i forhold til
kontrollprgven er markert med stjerne (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).
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4.2.2 Effekten av PEP pa cellemigrasjon

Vinkulin er en komponent som er til stede i FA, som er signaliserende komplekser som sgrger
for a regulere oppfarselen til celler som cellemigrering (Wozniak et al. 2004). Phalloidin er et
toksin fra soppen Amanita phalloides som binder og stabiliserer F-aktin (Cooper 1987), og det
ble benyttet for a visualisere aktinfilamenter i fibroblastene. For & se om det var en endring i
adhesjonspunktene og aktincytoskjelettet til fibroblastene ved stimulering med PEP ble det
benyttet fluorescens immuncytokjemi for a se pa farging av vinkulin. Det ble ogsa utfert
forsgk hvor cellen ble stimulert med Hydrol og Carb, men disse resultene ga ingen tydelig
trend, og derfor er ikke disse resultatene tatt med i denne delen. Bilde av fibroblaster stimulert

med Hydrol og Carb er vist i Figur A i vedlegget.

| kontrollprgven hvor fibroblastene har blitt inkubert i tre dager (Figur 11 A), er det FA
(visualisert ved vinkulinfarging) jevnt fordelt i alle fibroblastene. Fibroblaster stimulert med
PEP (Figur 11 C) har mye mindre FA, spesielt de som er lokalisert inne celler, sammenlignet
med fibroblastene i kontrollprgven. I tillegg har det skjedd en endring i morfologi av
fibroblastene, da disse er kortere og tykkere sammenlignet med cellene i kontrollprgven. Ved
stimulering med TGF-B1 (Figur 11 B) har antallet FA gkt i fibroblastene.

Figur 11: Effekten av stimulering med PEP og TGF-g1 pa fokale adhesjoner. Analyse ved fluorescens immuncytokjemi av
fokale adhesjonsproteiner ved & studere mengde vinkulin, da dette er en komponent som er til stede i fokale adhesjoner.
Fibroblastene ble stimulert i tre dager med transformerende vekstfaktor beta 1 (TGF-A1) (B) og eggeskallmembranpulver
(PEP) (C). Bilde A representerer kontrollpraven. TGF-S1 ble benyttet som positiv kontroll. Bildene er fra samme forsgk og
gjenspeiler trenden fra tre uavhengige celleforsgk som ble gjennomfert under like betingelser. De rgde pilene viser omradene
i fibroblastene som gjenspeiler trenden fra de tre uavhengige celleforsgkene.
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Ved ti dager inkubasjon er det fortsatt en jevn fordeling av FA i fibroblastene, som er blitt
tykkere, i fibroblastene i kontrollprgven (Figur 12 A). | motsetning til fibroblaster som ble
inkubert i tre dager med PEP, har fibroblaster stimulert i ti dager fatt en jevn fordeling av FA
(Figur 12 C), og ser mer lik ut som kontrollcellene. Fibroblaster stimulert med TGF-p1 (Figur
12 B) har en gkt mengde og tykkere FA sammenlignet med kontrollpragven.

Figur 12: Effekten av stimulering med PEP og TGF-g1 pa fokale adhesjoner. Analyse ved fluorescens immuncytokjemi av
fokale adhesjonsproteiner ved & studere mengde vinkulin, da dette er en komponent som er til stede i fokale adhesjoner.
Fibroblastene ble stimulert i ti dager med transformerende vekstfaktor beta 1 (TGF-£1) (B) og eggeskallmembranpulver
(PEP) (C). Bilde A representerer kontrollpraven. TGF-f1 ble benyttet som positiv kontroll. Bildene er fra samme forsgk og
gjenspeiler trenden fra tre uavhengige celleforsgk som ble gjennomfart under like betingelser. De rgde pilene viser omradene
i fibroblastene som gjenspeiler trenden fra de tre uavhengige celleforsgkene.
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| kontrollprgven (Figur 13 A) er det F-aktin (visualisert ved phalloidin) til stede bade
intracelluleert og i ytterkanten av fibroblastene som er inkubert i tre dager. De samme
resultatene ble observert i fibroblaster stimulert med TGF-B1 (Figur 13 B). Hos fibroblastene
stimulert med PEP (Figur 13 C) er det derimot en tendens til redusert mengden intracelluleert

F-aktin. I tillegg er det en tendens til at aktinfilamenter er mer lokalisert til ytterkantene av

fibroblastene.

Figur 13: Effekten av PEP pa cytoskjelett aktinfilamenter. Analyse ved fluorescens immuncytokjemi av aktinfilamenter hos
fibroblaster stimulert i tre dager med transformerende vekstfaktor beta 1 (TGF-41) (B) og eggeskallmembranpulver (PEP)
(C). Det ble benyttet phalloidinfarging for & se pa uttrykkingene av aktin da phalloidin binder seg til aktinet i fibroblastene.
Bilde A representerer kontrollpraven. TGF-f1 ble benyttet som positiv kontroll. Bildene er fra samme forsgk, men gjenspeiler
trenden fra tre uavhengige celleforsgk som ble gjennomfart under like betingelser. De rade pilene viser omradene i
fibroblastene som gjenspeiler trenden fra de tre uavhengige celleforsgkene.
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| kontrollprgven hvor fibroblastene ble inkubert i ti dager (Figur 14 A) er det en jevn
fordeling av aktinfilamenter i alle fibroblastene. Fibroblaster stimulert med PEP i ti dager
(Figur 14 C) har i motsetning til tre dager en sterkere phalloidinfarging bade i ytterkantene og
intracelluleert, noe som er markert med rgde piler. Dette antyder derfor til en gkt mengde og

tykkere aktinfilamenter i disse cellene. Resultatene for fibroblaster stimulert med viser de

samme forholdene for aktinfilamenter i celler stimulert med TGF-B1 (Figur 14 B).

Figur 14: Effekten av PEP pa cytoskjelett aktinfilamenter. Analyse ved fluorescens immuncytokjemi av phalloidin hos
fibroblaster stimulert i ti dager med transformerende vekstfaktor beta 1 (TGF-£1) (B) og eggeskallmembranpulver (PEP)
(C). Det ble benyttet phalloidinfarging for & se pa uttrykkingene av aktin da phalloidin binder seg til aktinet i fibroblastene.
Bilde A representerer kontrollpraven. TGF-f1 ble benyttet som positiv kontroll. Bildene er fra samme forsgk, men gjenspeiler
trenden fra tre uavhengige celleforsgk som ble gjennomfart under like betingelser. De rgde pilene viser omradene i
fibroblastene som gjenspeiler trenden fra de tre uavhengige celleforsgkene.
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4.3 ESM-fraksjoners effekt pa MMP-2, og dens regulatorer

4.3.1 Effekten p4A MMP-2

MMPer er ngdvendige enzymer i en sarhelingsprosess (Trengove et al. 1999), og derfor ble
det utfert forsek for a se hvordan ESM-fraksjonene pavirket aktiviteten til MMP-2. Det ble
benyttet real-time PCR for a studere hvilken effekt ESM-fraksjonene har pa ekspresjon av
MMP-2-mRNA. 1 tillegg ble det benyttet ELISA for a se hvilken pavirkning ESM-
fraksjonene hadde pa mengde MMP-2 pa proteinniva, mens zymografi ble benyttet for a
studere hvilken effekt det hadde pa mengden aktiv MMP-2.

Etter stimulering av fibroblaster i tre dager med Hydrol, er det en signifikant gkning av
mRNA-ekspresjonen av MMP-2 (Figur 15 A). Ogsa Carb gir en signifikant gkning, men ikke
like stor som ved bruk av Hydrol. PEP, derimot, gir ingen signifikant gkning av mRNA-
ekspresjonen. TGF-B1 gir i likhet med Hydrol en stor gkning i MMP-2-ekspresjonen, men
gkningen ved bruk av TGF-B1 er ikke signifikant.

Figur 15 B viser resultatene fra ELISA-forsgket, hvor fibroblastene ble stimulert i tre dager
med de ulike ESM-fraksjonene. Disse resultatene viser total mengde MMP-2 til stede i de
ulike prevene, mMRNA- og proteinekspresjon samsvarer med unntak for Carb-fraksjonen. PEP
gir ingen gkning av MMP-2-ekspresjon, mens Hydrol gir en signifikant gkning av MMP-2
sammenlignet med kontrollprgven. Carb derimot gir en reduksjon av MMP-2, men denne
endringen er ikke signifikant. TGF-B1 gir en ekning av den totale mengden MMP-2, men

heller ikke denne er signifikant.

Tykkelsen pa de gverste bandene i zymografigelene gir en semi-kvantitativ indikasjon pa hvor
mye MMP-2 det er til stede i de ulike prgvene i forhold til hverandre (Figur 15 C).
Fibroblastene som ble stimulert i tre dager (Figur 15 C) gir en god indikasjon pa at PEP
stimulerer til gkt mengde aktiv MMP-2 sammenlignet med kontrollprgven. Resultatene fra det
samme blottet tilsier at Hydrol ogsa gir en gkning av aktiv MMP-2, men ikke i like stor grad
som PEP. Carb derimot gir ingen gkning i mengde aktive MMP-2. TGF-B1 gir ogsa en gkning
av aktiv MMP-2.
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Figur 15:Effekten av ESM-fraksjoner pA MMP-2. mRNA-ekspresjon (A) av MMP-2 i fibroblaster og total mengde MMP-2
(B) i pragvene stimulert i tre dager med eggeskallmembranpulver (PEP), hydrolysert PEP (Hydrol), karbohydrater av PEP
(Carb) og transformerende vekstfaktor beta 1 (TGF-f1). TGF-f1 ble benyttet som positiv kontroll. Aktivering av MMP-2 ved
tre dager stimulering (C) ved in-situ zymografi. Resultatene i A) representerer gjennomsnittet av tre uavhengige celleforsgk
og i B) representerer de gjennomsnittet av tre celleforsgk fra samme cellebach. Feilsgylene indikerer gjennomsnittets
standardfeil. Signifikant forskjell for hver prave i forhold til kontrollprgven er markert med stjerne (* p < 0,05, ** p < 0,01,
*** < 0,001). Tykkelsen pa bandene i C) indikerer mengde MMP-2 uttrykt i de forskjellige pravene i forhold til
kontrollpragven. Resultatet er fra et forsgk og gjenspeiler trenden fra tre uavhengige celleforsgk, som ble gjennomfgrt under
like betingelser.

54



4.3.2 Effekten paregulatorer av MMP-2-aktivitet (MMP-14 og TIMP-2)

MMP-14 pavirker reguleringen av MMP-2 ved at det aktiverer det, mens TIMP-2 er en
naturlig hemmer av MMP-2-aktivitet. Derfor er disse viktige komponenter i reguleringen av
MMP-aktivitet (Nagase et al. 2006; Vaalamo et al. 1999). Det var derfor gnskelig a studere
hvilken effekt ESM-fraksjoner hadde pa disse komponentene. Det ble benyttet real-time PCR
og WB for a se pa effekten av ESM-fraksjoner pa MMP-14, mens det ble benyttet real-time
PCR og ELISA for TIMP-2.

Fibroblastene som ble stimulert med PEP i tre dager (Figur 16 A) viser at det er ingen gkning
i mMRNA-ekspresjon for MMP-14 sammenlignet med kontrollprgven. Derimot viser
resultatene fra stimulering av Hydro og Carb at det er en tendens til gkning av mRNA-
ekspresjonen for MMP-14, hvor Hydrol gir den starst gkningen, men ingen av disse
gkningene er signifikante. TGF-P stimulerer derimot til en signifikant gkning av mRNA-

ekspresjonen av MMP-14,

Figur 16 B viser MMP-14 bandene fra et WB-forsgk som gjenspeiler trenden fra til sammen
tre WB-forsgk. Det ble utfart en kvantitering av MMP-14-bandene fra de tre ulike WB-
forsgkene, og dette er vist i Figur 16 C. Ved kvantitering av WB-bandene viser det en trend
for gkning av MMP-14 ved bruk av alle ESM-fraksjonene sammenlignet med kontrollprgven.

Det er derimot kun gkning av MMP-14 ved stimulering av TGF-1 som er signifikant.
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Figur 16: Effekten av ESM-fraksjoner pA MMP-14. Relative mMRNA-ekspresjon (A) av MMP-14 etter tre dager inkubasjon,
o0g nivaet av proteinekspresjon (B) av MMP-14 i fibroblaster etter tre dager inkubasjon. Figur C) viser kvantiteringsverdiene
til de ulike a-SMA-bandene, hvor fibroblastene ble stimulert i tre dager. Verdiene er relatert til kontrollprgven.
Fibroblastene er blitt behandlet med eggeskallmembranpulver (PEP), hydrolysert PEP (Hydrol), karbohydrater av PEP
(Carb) og transformerende vekstfaktor beta 1 (TGF-A1). TGF-f1 ble benyttet som en positiv kontroll. Feilsgylene figur i A)
indikerer gjennomsnittets standardfeil. Signifikant forskjell for hver prave i forhold til kontrollprgven er markert med stjerne
(* p<0,05**p<0,01, *** p < 0,001). Dette gjelder ogsa verdiene i C). Resultatene i A) representerer gjennomsnittet av
tre uavhengige celleforsgk, mens tykkelsen pa bandene i B) indikerer mengde MMP-14 uttrykt i de forskjellige pravene i
forhold til kontrollprgven. Resultatet er fra et forsgk og gjenspeiler trenden fra tre uavhengige celleforsgk, som ble
gjennomfart under like forhold. Resultatene i C) viser gjennomsnittet av tre uavhengige WB-forsgk, og feilsgylene indikerer

gjennomsnittets standardfeil.
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Resultatene fra real-time PCR-forsgkene (Figur 17 A), hvor fibroblastene ble stimulert i tre
dager, viser ingen gkning av mRNA-ekspresjon ved bruk av PEP i forhold til kontrollprgven.
Ved bruk av Hydrol er det en signifikant gkning av mRNA-ekspresjon for TIMP-2. Ogsa ved
stimulering av fibroblaster med Carb er det en gkning av mRNA-ekspresjonen, men denne
gkningen er derimot ikke signifikant, og heller ikke sa stor som ved bruk av Hydrol. TGB-p1
gir i likhet med Hydrol en gkning i mMRNA-ekspresjon av TIMP-2, men denne gkningen er
ikke signifikant.

Resultatene fra ELISA-forsgket (Figur 17 B) viser at Hydrol gir en signifikant gkning i den
totale mengde TIMP-2 i prgven sammenlignet med kontrollpregven. PEP og Carb gir derimot
en liten nedgang i mengde TIMP-2 sammenlignet med kontrollprgven, men disse endringene
er ikke signifikante. TGF-B1 gir en liten ekning av den total mengden TIMP-2, men heller

ikke denne gkningen er signifikant.
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Figur 17: Effekten av ESM-fraksjoner pa TIMP-2. mRNA-ekspresjon (A) av TIMP-2 i fibroblaster og total mengde TIMP-2
(B) fra fibroblaster stimulert i tre dager med eggeskallmembranpulver (PEP), hydrolysert PEP (Hydrol), karbohydrater av
PEP (Carb) og transformerende vekstfaktor beta 1 (TGF-f1). TGF-f1 ble benyttet som positiv kontroll. Resultatene i A)
representerer gjennomsnittet av tre forsgk, mens resultatene i B) representerer gjennomsnittet av tre paralleller fra samme
cellebatch. Feilsgylene indikerer gjennomsnittets standardfeil. Signifikant forskjell for hver prgve i forhold til kontrollprgven
er markert med stjerne (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).
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5 Diskusjon

| dagens samfunn er sar som gror sakte, og de sarene som ikke vil gro i det hele tatt, et stort
problem. Behandling av disse sarene koster samfunnet mange millioner kroner hvert ar.
Kroniske sar pavirker livskvaliteten til de som har dem, og i verste fall vil det i enkelte
tilfeller fore til amputasjon (Micaelsen et al. 2017; Ranse 2012). Pa grunnlag av dette er det
ngdvendig med utvikling av nye sarhelingsprodukter som er effektive, i tillegg til at de er
kostnadseffektive. Gjennom flere hundre ar er ESM blitt benyttet som en naturlig bandasje i
Kina, hvor det har fart til positive resultater for sarhelingsprosessen (Sah & Rath 2016). Fram
til nd har man ikke visst hvorfor ESM gjer at vanskelige sar gror raskere. For a kunne
produsere et effektivt lavkostnads sarhelinsprodukt basert pa ESM, er det viktig & teste om det
industrielle produktet har sarhelende egenskaper som pavist for intakt ESM, og betydning for
bioaktivitet ved prosessering. | tillegg ma ulike fraksjoner av ESM sammenlignes for a
studere om en av fraksjonene er mer effektive enn de andre, for a kunne fa et mest mulig
effektivt sarhelingsprodukt. Siden fibroblaster spiller en stor og viktig rolle i
sarhelingsprosessen er det i denne masteroppgaven studert neermere hvilken pavirkning ESM-

fraksjoner har pa ulike deler av fibroblastaktivitet.

5.1 Effekten av PEP pa fibroblastaktivitet

5.1.1 Effekt av PEP pa proliferasjon og ekstracelluleer matriksproduksjon

Ved stimulering av fibroblaster med PEP er det en signifikant gkning av proliferasjon hos
fibroblastene sammenlignet med kontrollprgven (Figur 8 A). Ved viabilitetsforsgket (Figur 8
B) er det derimot en liten nedgang i prosent viabilitet av fibroblaster stimulert med PEP, men
denne reduksjonen er sa liten at den ikke er reell. Dette viser at PEP ikke har toksisk effekt pa
fibroblastene. Det er vist ved flere studier at HA, som er hovedtypen GAG til stede i PEP
(Vuong et al. 2017), er en modulator av proliferasjon av fibroblaster (Greco et al. 1998; Price
et al. 2007). HA er derfor en interessant komponent i PEP som kan vare en av faktorene som
gir en positiv effekt pa proliferasjon av fibroblaster. TGF-B1 er en viktig komponent for
pavirkning av fibroblaster i en sarhelingsprosess. En av prosessene det pavirker er

proliferasjon (Bielefeld et al. 2013), noe resultatene i Figur 8 A statter.

| en sarhelingsprosess migrerer fibroblaster inn i et sar, prolifererer, produserer ECM og
differensierer til myofibroblaster (Vedrenne et al. 2012). Ved stimulering av fibroblastene
med PEP-fraksjonen er det ingen signifikant gkning av de fire ECM-komponentene,
syndekan-4, kollagen type I, dekorin og biglykan, sammenlignet med kontrollprgven (Figur
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9). Produksjon av ECM er en kompleks prosess og derfor kan fraveeret av gkt ECM-
produksjon ved bruk av PEP i disse forsgkene veere et resultat av flere prosesser. Resultatene
fra ECM-forsgkene gir en indikasjon pa at to av grunnen kan vere: 1) Komponentene i PEP-
fraksjonen er ikke nok tilgjengelig for fibroblastene, slik at de er med pa a pavirke gkt
produksjon av ECM. Syntetisering og deponering av ECM pa utsiden av cellene skjer i
respons til vekstfaktorer, cytokiner og mekaniske signaler via overflatereseptorer (Schultz &
Wysocki 2009). Siden PEP ikke er lgselig og opprettholder den fiberliknende strukturen
(Vuong et al. 2017), kan dette tenkes a vere en grunn til at faktorene ngdvendig for
produksjon av ekstracelluleere komponenter ikke er tilgjengelig nok for fibroblastene (Ohto-
Fujita et al. 2011). En av faktorene som kan tyde pa at de ikke far pavirket produksjonen av
ECM-komponenter ved bruk av PEP er TGF-1. TGF-B1 er en faktor som stimulerer
produksjon av kollagen type | (Gabbiani 2003) og biglykan (Kahéri et al. 1991), noe som ogsa
TGF-B1-resultatene i Figur 9 gjenspeiler. 2) PEP-fraksjonen kan gi en ulik stimulering av
fibroblaster enn de to andre ESM-fraksjonene, slik at fibroblastene fra de ulike prevene kan
befinne seg i forskjellige stadier av sarhelingsprosessen. Differensiering av myofibroblaster er
assosiert med en signifikant oppregulering av ECM-komponenter (Sandbo & Dulin 2011). P
grunnlag av dette kan resultatene i Figur 9 derfor ogsa skyldes at PEP stimulerer fibroblastene
ulikt fra de andre ESM-fraksjonene. Det kan tyde pa at PEP har en tregere
reaksjonsmekanisme for differensiering av fibroblaster til myofibroblaster ssmmenlignet med

de to andre ESM-fraksjonene.

5.1.2 Effekt av PEP pa fibroblastdifferensiering og migrering

5.1.2.1 Effekten pa a-SMA-ekspresjon

TGF-B1 er en stimulator for ekspresjon av a-SMA, som er viktig for sammentrekningskraft av
ECM og lukking av sar (Hinz 2007). Siden det kun er myofibroblaster som uttrykker a-SMA,
er a-SMA en indikator pa at fibroblastene er differensiert til myofibroblaster (Gabbiani 2003;
Li & Wang 2011). Ved tre dager stimulering med PEP er det ingen gkning i mMRNA.-
ekspresjon av a-SMA (Figur 10 A). Ved ti dager stimulering er det derimot en signifikant
gkning av a-SMA sammenlignet med kontrollpraven (Figur 10 B). Ved a se pa
kvantiteringsverdiene til proteinuttrykket av a-SMA (Figur 10 E og F) viser resultatene ved
stimulering med PEP en lik trend som uttrykkingen av mRNA-ekspresjon av a-SMA. Ved tre
dager stimulering er det ingen signifikant egkning av a-SMA-ekspresjonen, men det er det
derimot ved ti dager stimulering. Da ekspresjonen av a-SMA kun er signifikant ved ti dager,
tyder det pa at PEP har en langtidseffekt pa ekspresjon av a-SMA. Dette stgttes opp av
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resultatene fra produksjonen av ECM-komponenter hvor PEP sitt fraveer av gkt produksjon av
ESM-komponenter gir en indikasjon pa at PEP bruker lang tid pa differensiering av
fibroblaster til myofibroblaster. VVed stimulering av fibroblaster med TGF-B1 i tre dager
(Figur 10 A), er det ingen signifikant gkning av mRNA-ekspresjonen av a-SMA, men det er
det derimot ved ti dager stimulering (Figur 10 B). Proteinnivaet av a-SMA viser en
signifikant gkning ved stimulering med TGF-B1 i tre dager sammenlignet med kontrollpreven
(Figur 10 E). Ogsa ved ti dager stimulering med TGF-B1 er det en gkning av a-SMA (Figur
10 F). Denne gkningen er ikke signifikant, men gkningen er sapass hgy at den likevel er reell.
Ved at mMRNA-ekspresjonene av a-SMA ved stimulering med TGF-B1 ikke pa langt nar gker
like mye som proteinekspresjonen av a-SMA, kan det tyde pa at det er ulike
reguleringsmekanismer for uttrykking av a-SMA pad mMRNA-niv4 og proteiner av a-SMA.
Disse indikasjonene er stottet av flere studier som viser at det kan veere en uoverensstemmelse
mellom den relative mengden mRNA og proteinekspresjon, og grunnen til dette kan veaere at
en rekke regulatoriske prosesser oppstar etter at mMRNA er laget, altsa at det er en post-
transkripsjonell regulering (Vogel & Marcotte 2012; Wellington et al. 2002). Det er vanlig i
celler fra pattedyr at mengden mRNA produsert er mye lavere enn mengden proteiner, da det
som regel er produsert to kopier proteiner av et gitt mMRNA per time (Vogel & Marcotte
2012).

5.1.2.2 Effekten av PEP pa cellemigrasjon

Ved sardannelse skapes det et dpent rom i epitellaget. For & lukke dette og gjenopprette en
barriere mot omgivelsene er migrasjon av fibroblaster inn i saret en viktig prosess (Bielefeld
et al. 2013). Vinkulin er en viktig komponent i og en markar for FA. FA linker ECM til
aktincytoskjelettet, og skaper et signaliserende kompleks som er med pa & regulere
oppfarselen til celler. Denne koblingen er med pa & formidle blant annet celleadhesjon og
migrering (Case et al. 2015; Wozniak et al. 2004). For & se om PEP har effekt pa migrering av
celler ble effekten av PEP pa FA i fibroblastene studert. VVed tre dager stimulering med PEP
av fibroblaster (Figur 11 C) er det en betydelig reduksjon av intracelluler vinkulinfarging
sammenlignet med kontrollprgven, samt at det er reduserte vinkulinpunkter i ytterkantene av
fibroblastene. Dette betyr at det er en reduksjon av FA-komplekser i fibroblastene. I tillegg
har det skjedd en endring i morfologi av fibroblaster stimulert med PEP. Sammenlignet med
kontrollcellene har fibroblastene blitt kortere og tykkere. Dette er ogsa vist i tidligere studier
hvor en reduksjon av vinkulin til stede i fibroblaster har gitt en rundere fenotype (Rodriguez

Fernandez et al. 1993). Dette indikerer en mindre adhesiv og migrerende fenotype av
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fibroblaster. Videre er det ved tre dager stimulering av fibroblaster med PEP (Figur 13 C) en
tendens til redusert mengde intracelluleere aktinfilamenter med en gkt mengde i ytterkantene
av fibroblastene. Migrering er en koordinert prosess som er avhengig av polymerisering av
aktinfilamenter og remodelering (Qian et al. 2004). Ved en uttrykking av mer aktinfilamenter
i ytterkanten av fibroblastene som det er ved tre dager stimulering med PEP, kan det veere en

indikasjon pa at fibroblastene er i stadium for migrering.

Ved ti dager stimulering av fibroblaster med PEP (Figur 12 C) er endringen i cellemorfologi
og FA-punkter mindre endret sammenlignet med kontrollcellene, men det er flere og tykkere
stressfiber intracelluleert i fibroblastene. Dette kan tyde pa at fibroblastene har mindre
migrerende fenotype sammenlignet med fibroblastene ved tre dager stimulering. Da
fibroblastene migrerer mindre kan det vare en indikasjon pa at de er kommet lengre i
differensieringsprosessen. Dette stgttes opp av resultatene til ekspresjon av a-SMA og
dannelse av tykkere stressfiber i fibroblaster ved ti dager, som indikerer at PEP har en sen
pavirkning av differensiering av fibroblaster til myofibroblaster (Acharya et al. 2008).

| samsvar med dette, er det ved bade tre og ti dager stimulering med TGF-B1 (Figur 11 B og
Figur 12 B) en gkning av FA-punkter, og lengden pa FA-punktene er blitt lengere
sammenlignet med kontrollprgven. Dette er en naturlig reaksjon da TGF-B1 stimulerer
ekspresjon av a-SMA og differensiering av myofibroblaster (Hinz 2007). Ved en
differensiering av fibroblaster til myofibroblaster vil lengden pa FA eke da a-SMA er med pa
a danne mer supermodent FA (Hinz et al. 2003).

Syndekan-4 er en komponent som deltar i celle-celle- og celle-matriksinteraksjoner, og som er
med pa & modulere adhesjon og migrering av mange celletyper. Syndekan-4 samarbeider med
adhesjonsmolekyler og binder komponenter relevant for cellemigrering. Da en overekspresjon
av syndekan-4 resulterer i signifikant hemming av cellemigrasjon (Rodriguez-Manzaneque et
al. 2009), er det naturlig at PEP ved tre dager stimulering ikke gir en gkning av mRNA-
ekspresjonen til syndekan-4. Dette da flere forsgk i denne masteroppgaven indikerer at PEP
ikke far ved sen stimulering pavirker differensieringen av fibroblaster til myofibroblaster, og

at det ved en tidlig stimulering pavirker migreringen av fibroblaster.

5.1.3 Effekten av PEP pa MMP-2 og dens regulatorer
| en sarhelingsprosess er det en rekke remodellerende hendelser som krever aktivitet av
MMPer og dens naturlige hemmere (Madlener et al. 1998), da MMPer er med pa a frigi

vekstfaktorer som er bundet til ECM eller cellemembranen. | tillegg er det med pa a aktivere
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andre MMPer og fordgyer ECM-komponenter (Gill & Parks 2008; Nagase et al. 2006; Page-
McCaw et al. 2007). mRNA-ekspresjon av MMP-2 har ingen gkning ved stimulering med
PEP i tre dager sammenlignet med kontrollprgven (Figur 15 A). Det samme resultatet er vist
for den totale mengden MMP-2 malt ved hjelp av ELISA (Figur 15 B). Ved & se pa
resultatene fra zymografiforsgkene er det derimot en annen trend for bruk av PEP (Figur 15
C). Her er det en tydelig gkning av aktiv MMP-2 sammenlignet med kontrollprgven. Dette
viser dermed at PEP ikke stimulerer til gkt produksjon av MMP-2, men er med pa a stimulere
til gkt mengde aktiv MMP-2. Hvilke komponenter det er som stimulerer aktiviteten til MMP-
2 er ukjent, men det er vist at ekstracellulaere proteaser pavirker og aktiverer hverandre i et
komplekst nettverk (He et al. 1989; Shamamian et al. 2001; Zhu et al. 2001). Proteomiske
studier utfert viser at PEP inneholder enzymer (Ahmed et al. 2017), og derfor kan det tyde pa

at dette kan veere en faktor som spiller in pa & gke mengden aktiv MMP-2,

Regulering og aktivering av MMPer er et kritisk steg da en forstyrrelse av dette kan fare til
overproduksjon av MMPer og for hgy grad av ECM-degradering (Trengove et al. 1999).
MMP-14 er en komponent som kan aktivere MMP-2 (Nagase et al. 2006), mens TIMP-2
hemmer aktiviteten til MMP-2 (Vaalamo et al. 1999). Ved tre dager stimulering av
fibroblaster med PEP er det ingen gkning i mMRNA-ekspresjon av MMP-14 sammenlignet med
kontrollpreven (Figur 16 A). Ved stimulering med PEP i tre dager er det en liten gkning i
proteinnivaet av MMP-14, men denne gkningen er ikke signifikant (Figur 16 C). Da disse
resultatene viser at det ikke er signifikant gkning av MMP-14 ved bruk av PEP, tyder det pa at
MMP-14 ikke kan veere arsaken til en gkning i aktiv MMP-1 ved bruk av PEP, og at det er

andre faktorer som spiller inn som henvist til i forrige avsnitt.

Ved stimulering av fibroblaster med PEP i tre dager er det ingen gkt produksjon av TIMP-2,
verken pa mRNA- eller proteinniva sammenlignet med kontrollprgvene (Figur 17 A og B).
TIMP-2-resultatene samsvarer med resultatene i MMP-2-forsgket. Siden PEP ikke er med pa
a pke produksjonen av TIMP-2 vil ikke det gir en gkt hemming av MMP-2, og dette er derfor
gunstig dor aktiveringen av MMP-2 som er gkt ved bruk av PEP (Figur 15 C).

5.2 Effekten av Hydrol og Carb pa fibroblastaktivitet

5.2.1 Effekten av Hydrol og Carb pa proliferasjon og ekstracelluleer
matriksproduksjon
Fibroblaster stimulert med Hydrol gir i likhet med PEP en signifikant gkning av proliferasjon

hos fibroblaster (Figur 8 A). Fibroblaster stimulert med Carb gir derimot ingen gkning av
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proliferasjon (Figur 8 A). | likhet med PEP-fraksjonen bestar ogsa Carb av store mengder HA
(Vuong et al. 2017), som skal ha en positiv effekt pa proliferasjon av fibroblaster (Greco et al.
1998; Price et al. 2007). Pa grunnlag av at Carb-fraksjonen som kun inneholder karbohydrater
(Vuong et al. 2017), ikke gir gkt proliferasjon, og at bade Hydrol og PEP som inneholder
proteiner (Ahmed et al. 2017), gir en gkning i proliferasjon, kan dette tyde pa at proteiner
spiller en viktig rolle for proliferasjon, og at HA alene ikke kan pavirke proliferasjonen av
fibroblaster. At hydrolyserte proteiner har en positiv pavirkning pa proliferasjon er allerede
vist ved studier hvor hydrolyserte fiskeproteiner har promotert celleproliferasjon (Girdn-Calle
et al. 2010). Resultatene fra viabilitetsforsgket (Figur 8 B) viser at Hydrol og Carb ikke har

toksisk effekt pa fibroblaster, da disse fraksjonene ikke gir reduksjon av fibroblaster.

Bade Hydrol og Carb gir gkning av de ECM-komponentene, syndekan-4, kollagen type |,
dekorin og biglykan, men gkningen av kollagen type | og dekorin ved stimulering av Hydrol
er ikke signifikant (Figur 9). Som nevnt i avsnitt 5.1 skjer syntetisering og avsetning av ECM
pa utsiden av cellene som respons pa vekstfaktorer, cytokiner og mekaniske signaler via
overflateresponser (Schultz & Wysocki 2009). Siden Hydrol gir en gkt produksjon av de
aktuelle ECM-komponentene er det mye som tyder pa sma peptider sammenlignet med stgrre
proteinmolekyler som er til stede i PEP-fraksjonen, er mer gunstig for produksjonen av ECM-
komponenter. En av de viktigste vekstfaktorene for produksjon av ECM-komponenter er
TGF-B1, og det er spesielt en viktig stimulator for kollagen type | (Vedrenne et al. 2012) og
biglykan (Ké&héri et al. 1991). Dette er gjenspeilet i resultatene i Figur 9 hvor TGF-B1 har gitt
en stor gkning i produksjon av kollagen type I og biglykan. Det som er litt interessante
resultater er at det i denne studien ikke er stor forskjell pa ekspresjonen av dekorin og
biglykan ved bruk av Hydrol. Dette fordi at det ved en tidligere studie er vist at det er en
gkning av dekorin-ekspresjon ved bruk av hydrolysert ESM, men ikke for biglykan, som har
som kan tyde pa at det er ulike reguleringsmekanismer for ekspresjon av dekorin og biglykan
(Ohto-Fujita et al. 2011). Siden Carb-fraksjonen stimulerer produksjonene av ECM, tyder det
pa at TGF-PB og andre proteiner alene ikke er ansvarlig for syntetisering av ECM, men at
karbohydrater ogsa er viktig i denne prosessen. Det at bade Hydrol og Carb stimulerer til gkt
produksjon av syndekan-4 og collagen type | er en fordel for sarhelingsprosessen da
interaksjoner mellom kollagen type | og syndekan-4 er til stede i FA (Alexopoulou et al.
2007). Kollagen danner sammen med fibrin og fibronektin et strukturelt nettverk som tillater
adhesjon og migrering av celler ved at de har ulik orientering (Midwood et al. 2004; Tracy et

al. 2016). Oppregulering av dekorin er en viktig faktor for celleadhesjon, migrering og
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proliferasjon gjennom dens binding av ECM-komponenter, regulering av aktivitet for ulike
vekstfaktorer og binding av vekstfaktorreseptorer (Jarveldinen et al. 2006; Reed & lozzo
2002). Biglykan er viktig da det kan blokkere bindingen mellom dekorin og TGF-3
(Hildebrande et al. 1992).

5.2.2 Effekten av Hydrol og Carb pa fibroblastdifferensiering

Bade Hydrol og Carb gir en gkning av ekspresjonen av a-SMA ved tre og ti dager
stimulering, men ved ti dager er ikke gkningen ved bruk av Hydrol signifikant (Figur 10 A og
B). Sammenlignet med PEP-fraksjonen gir Hydrol en mye hgyere gkning av mRNA-
ckspresjonen av 0-SMA, bade ved tre og ti dager stimulering. Dette kan gi en indikasjon pa at
peptidene som blir dannet under hydrolysering av PEP er viktig for en rask stimulering av
fibroblaster og dermed kjappere differensiering av fibroblaster til myofibroblaster. ED-A
cellulzer fibronektin er et viktig protein for differensieringen av fibroblaster til
myofibroblaster (Kohan et al. 2010), og dette proteinet er tilstede i ESM (Ahmed et al. 2017).
Ogsa Carb-fraksjonen gir signifikant gkning av mRNA-ekspresjonen av a-SMA ved bade tre
og ti dager stimulering, og dette viser at ogsa karbohydratene i ESM er viktige komponenter i
differensieringsprosessen fra fibroblaster til myofibroblaster. Dette er ogsa vist ved tidligere

studier som viser at HA og proteoglykaner er involvert i differensielle prosesser (Toole 1991).

Ved bruk av Hydrol og Carb er det ulike resultater for mMRNA-ekspresjonene og proteinnivaet.
Ved tre dager stimulering av fibroblastene er det ingen signifikant gkning i proteinnivaet av o-
SMA sammenlignet med kontrollprgven, noe det derimot er pA mMRNA-niva ved stimulering
med Hydrol og Carb. Dette tyder pa at det ogsa her er ulike reguleringsmekanismer for

ekspresjon av a-SMA pa mRNA- og proteinniva.

5.2.3 Effekten av Hydrol og Carb pa MMP-2 og dens regulatorer
Stimulering av fibroblaster i tre dager med Hydrol gir i motsetning til PEP-fraksjonen, en hay
signifikant gkning i mMRNA-ekspresjon av MMP-2 sammenlignet med kontrollpreven (Figur
15 A). Det samme gjelder resultatene fra ELISA-forsgket (Figur 15 B). PEP gir ikke gkt
uttrykk av MMP-2, mens Hydrol derimot gir en signifikant gkning i uttrykkingen av MMP-2.
Dette tyder pa at PEP og Hydrol har forskjellig reguleringsmekanisme for regulering av
MMP-2. Det at proteinene i Hydrol-fraksjonen er kuttet opp i mindre peptider kan tyde pa at
disse peptidene i starre grad kan stimulere til gkt produksjon av MMP-2. At hydrolysert ESM
har MMP-regulerende egenskaper er ogsa vist i en tidligere studie hvor det er en hgyere
ekspresjon av MMP-2 ved behandling med hydrolysert ESM (Ohto-Fujita et al. 2011). Ved
stimulering av fibroblast i tre dager med Carb er det en signifikant gkning i mMRNA-
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ekspresjonen av MMP-2, men denne gkningen er veldig liten (Figur 15 A). Ved tre dager
stimulering med Carb er det verken gkning av MMP-2 pa proteinniva (Figur 15 B) og gkning
av aktiv MMP-2 sammenlignet med kontrollprgven (Figur 15 C). Det er pavist at
kondroitinsulfat som er til stede i Carb (Vuong et al. 2017) kan binde til pro-MMP-2 og sgrge
for aktivering av MMP-2 (lida et al. 2007), men det er sapass lite krondroitinsulfat til stede i
Carb at det kan vaere grunnen til at Carb-fraksjonen ikke stimulerer til gkt aktivitet av MMP-
2.

Carb gir ingen signifikant gkning ved tre dager stimulering verken nar det kommer til
ekspresjon av MMP-14 eller TIMP-2 pa mRNA-niva (Figur 16 A og Figur 17 A). Heller ikke
pa proteinniva er det gkt produksjon av MMP-14 og TIMP-2 (Figur 16 B og Figur 17 B).
Dette viser at proteinene er viktige komponenter for stimulering av MMP-14 og TIMP-2. Den
eneste av ESM-fraksjonene som gir en signifikant gkning av bade mRNA- og
proteinekspresjonen av TIMP-2, er Hydrol (Figur 17 A og B). Dette er et interessant resultat
da det viser at peptider er viktige for ekspresjonen av TIMP-2.

5.3 Metodiske betraktninger

For & studere effekten av ESM-fraksjoner pa uttrykkingen av FA ble det benyttet fluorescens
immuncytokjemi. Dette er en effektiv metode for a studere lokalisering og mengde av enkelte
komponenter til stede i celler, men i gjennomfaringen av denne masteroppgaven var det noen
utfordringer ved bruk av denne metoden. PEP-fraksjonen er ikke lgselig, og fester seg derfor
til fibroblastene og ble liggende som et lag over disse. Siden de var festet til fibroblastene var
det vanskelig a fjerne dette pulveret ved fikseringen av cellene, uten at cellene ogsa forsvant.
Ved mikroskopiering og bildetaging var det derfor vanskelig a finne fibroblaster som ikke var
dekket av PEP, og dette farte til at det ble en begrenset kvalitet pa disse bildene. Det var ogsa
en utfordring a ta bilder av fibroblastene som var stimulert med TGF-B1. Dette fordi pravene
inneholdt store mengder fibroblaster som 1 lagvis, og da det var gnskelig a ta bilder av kun
ett cellelag for lettere & kunne se hvor mye FA og aktinfilamenter det var til stede i de enkelte

cellene.

Pa tross av at real-time PCR er en av de mest sensitive, effektive og reproduserbare metodene
for & male genekspresjon (Wong & Medrano 2005), ga verdiene fra de parallelle forsgkene
utfart i denne oppgaven, store sprik i resultatene for de forskjellige fraksjonene, og

standardavvikene var ganske hgye for enkelte forsgk.
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6 Konklusjon

Denne studien har gitt ny innsikt til en del av den molekylare mekanismen som ligger til
grunn for hvorfor ESM har en positiv effekt pa fibroblastaktiviteten i en sarhelingsprosess.
Bade PEP og Hydrol ga en signifikant gkning av fibroblastproliferasjon, noe derimot ikke
Carb-fraksjonene gjorde. Dette kan tyde pa at proteiner eller peptidsekvenser er viktige
stimulatorer for celleproliferasjon. Ved a utfgre en viabilitetstest var det ingen av ESM-
fraksjonene som var toksiske for fibroblaster. Resultatene fra ECM-produksjon viser en
tydelig trend for at PEP ikke gir en gkt produksjon av de fire ECM-komponentene, syndekan-
4, kollagen type I, dekorin og biglykan ved en tidlig stimulering, mens bade Hydrol og Carb
ga en gkt stimulering av disse komponentene. Dette kan tyde pa at Hydrol- og Carb-
fraksjonen er mer tilgjengelige for cellene og stimulering av ECM-produksjon, og at det er

spesifikke komponenter av peptider og karbohydrater som kan stimulere denne prosessen.

Effekten pa a-SMA, FA-punkter og aktinfilamenter ble studert for & analysere effekten av
ESM-fraksjoner pa differensiering og migrering av celler. Ved en tidlig stimulering gir ikke
PEP gkt produksjon av a-SMA, men det gjar den derimot ved en sen stimulering er gkning av
a-SMA med bruk av PEP signifikant. Dette gir en indikasjon pa at PEP stimulerer til en gkt
differensiering av fibroblaster. P4 mRNA-niva gir bade Hydrol og Carb en gkt ekspresjon av
a-SMA, bade ved tidlig og sen stimulering, men pa proteinniva har ikke Hydrol og Carb like
stor pavirkning pa o-SMA produksjonen. Dette kan tyde pa ulike reguleringsmekanismer,
men at alle ESM-fraksjonene gir en gkt stimulering av differensiering av fibroblaster til
myofibroblaster ved ti dager stimulering. Studier av effekten av PEP pa FA og aktinfilamenter
stgtter opp om endring av morfologi mot en differensiert fenotype. Hos fibroblastene simulert
med PEP i tre dager er det derimot en tendens til redusert mengde intracelluleer
aktinfilamenter. | tillegg er det en tendens til at det er mer aktinn i ytterkantene av
fibroblastene, rundere morfologi og redusert FA. Dette tyder pa at PEP kan pavirke

migrasjonen av fibroblaster ved et tidlig stadium.

Det er Hydrol som gir starst gkning av MMP-2-ekspresjonen, mens PEP og Hydrol stimulerer
til gkt aktiv MMP-2. Verken PEP, Hydrol eller Carb gir signifikant gkning av uttrykkingen til
MMP-14. Ved uttrykkingen av TIMP-2 er det kun Hydrol som gir en signifikant gkning.
Dette viser at Carb har liten eller ingen pavirkning pa stimulering av MMP-2, MMP-14 og
TIMP-2. Dette kan tyde pa at spesifikke proteiner eller peptidsekvenser er mer viktigere i

reguleringen av MMP-aktivitet til cellene.
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Resultatene fra denne masteroppgaven viser derfor at PEP har en positiv effekt pa
fibroblastaktivitet som er viktig for sarheling, og at ESM-fraksjoner pavirke
fibroblastaktiviteten forskjellig, torlig pa grunn av ulike egenskaper. Det kreves videre studier

for & gkt forstaelse av hvilke mekanismer som er involvert.
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7 Videre arbeid

Det neste steget relatert til dette arbeidet vil veere a gjare flere WB-forsgk hvor man ser pa
uttrykkingen av MMP-2, MMP-14 og TIMP-2, for deretter a kvantitere bandene. Dette for &
sammenligne resultatene fra WB-forsgkene allerede utfart i dette forsgket, for & se om flere
forsgk kunne resultert i signifikans. | tillegg hadde det veert interessant & se om ESM-
fraksjonen har starre effekt pa uttrykkingen av MMP-2, MMP-14 og TIMP-2 ved ti dager
stimulering, da det i denne masteroppgaven bare ble fokuser pa tidlig stimulering av disse
faktorene. Det hadde ogsa veert interessant a studere effekten av ESM-faksjoner pa sen

stimulering av ECM-produksjon.

Det hadde ogsa veert interessant a utfgre flere fluorescens immuncytokjemiforsgk med fokus
pa effekten av Hydrol og Carb pa FA og aktinfilamenter, for a se om disse to ESM-
fraksjonene har en tydelig trend for pavirkning av dette.

Etter at resultatene fra denne oppgaven viser at PEP, Hydrol og Carb har positiv effekt pa
flere prosesser som er viktig i en sarhelingsprosess er det naturlig a teste om de ogsa har

effekt in vivo og ikke bare in viro. Dette ved & teste om det har positiv effekt pa sar hos dyr.
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Tabell A: Generelt laboratorieutstyr som ble benyttet i gjennomfaringen av de ulike forsgkene.

Produkter

Leverandgr

Nunc™ F96 Microwell™ White
Polystyrene Plate

ThermoFisher Scientific

96F NUNCLON DELTA A BLACK
MICROWELL SI

ThermoFisher Scientific

230 mm

96 PCR-Platte Halbrand SARSTEDT
Absolutt alkohol prima (etanol 99,9 Kremtyl

%)

Countess™ cell counting chamber Invitogen
slides

Disposable Glass Pasteur Pipettes VWR

Flat 8 Cap Strips

Thermo Scientific

Lab-Tek® Chamber Slide™
System 154534m 8 Well Glass Slide

ThermoFisher Scientific

Micro-Centrifuge Tubes for high G- VWR

force (1,5 ml)

Multiply® -puStrip 0,2 ml chain SARSTEDT
Nitrile hansker VWR

Novex™ 10 % Zymogram (Gelatin)
Gel

Invitrogen, Life technologies

NUPAGE™ 12 % Bis-Tris Gel

(Novex)

Invitrogen, Life technologies

Pipetter

Thermo Scientific

Pipettespisser

SARSTEDT, ThermoFisher Scientific

Screw Cap Tube Conical Base 50 ml

(sentrifugerer)

SARSTEDT

Serological pipette, DNase free SARSTEDT
(2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
TC Flask T75 (T75-flaske) SARSTEDT




TC Plate 12 Well, Standard, F

SARSTEDT

Tube 15 ml (sentrifugergr)

SARSTEDT

Tabell B: Instrumenter som ble benyttet i gjennomfaringen av de ulike forsgkene.

Produkter

Leverandgr og Katalognummer/Referansenummer

ABI PRISM 7900HT Sequence

Detection System

Applied Biosystems

Centrifuge 5430 Eppendorf
Countess™ automated cell counter Invitrogen
Digital Heatblock VWR

Epson Perfection 4990 Photo Epson

Ettan™ DIGE Imager GE Healthcare
Fluorescensmikroskop Carl Zeiss AS

FLUOstar OPTIMA

BMG LABTECH

Galaxy® 170 R CO; Incubator

New Brunswick an Eppendorf company

GenAmp® PCR System 9700

Applied Biosystems

GloMax™ 96 Microplate

Luminometer

Promega Corporation

Heraeus Megafuge 8 Centrifuge

ThermoFisher Scientific

iBlot™

Invitrogen by life technologies

Leica DM IL LED (Mikroskop)

Leica

Mettler MT5 (Mikrovekt)

Bergman

NanoDrop ND-1000

Spectrophotometer

Saveen Werner

Power Ease 500 (elektroforese)

Invitrogen by life technologies

See-saw rockers — SSM4, SSL4

(vippemaskin)

Cole-Palmer

SPECTROstar Nano

BMG LABTECH

SW22 Shaking Water Bath

Julabo

Vacusafe + vacuboy

Integra

Wellwash Microplate washer

ThermoFisher Scientific




Tabell C: Programvarer som ble benyttet i gjennomfgringen av de ulike forsgkene.

Programvarer

Leverandgr

Epson Scan — Epson Perfection 4990

Epson

Ettan™ DIGE Imager 1.0

GE Healthcare

FLUOstar OPTIMA 1.32 R2

BMG LABTECH

GloMax™ 96

Promega Corporation

ImageJ k 1.45 Java

Microsoft Excel Microsoft

NanoDrop-1000 V3.8.1

ThermoFisher Scientific

SDS 2.2 Applied BioSystems
SPECTROstar Nano 2.10 BMG LABTECH
ZEN pro 2012 Zeiss

Tabell D: Kjemikalier og reagenser som ble benyttet i gjennomfaringen av de ulike forsgkene.

Kjemikalier og reagenser

Leverandgr

0,05 % Trypsin-EDTA (1X)

Gibco® by life technologies™

2X TagMan® Gene Expression Master Mix (buffer)

Applied Biosystems

Aceticacid (glacial) 100 % (eddiksyre)

Merck

AEBSF (4- (2-aminoetyl)
benzensulfonylfluoridhydroklorid) - proteasehemmer

Sigma-Aldrich

BenchMarker™ Protein Ladder

ThermoFisher Scientific

Bromophenol blue indicator Merck
Coomassie brilliant blue R-250 VWR
Dako Fluorescent Mounting Madium Dako

Dithiothreitol (DTT)

ThermoFisher Scientific

DMEM (1x) + GlutaMAX™-1 Dubecco’s Modified Eagle
Medium
e [+]1g/L D-Glucose

e [+] Pyruvate

Gibco® by life

technologies™

DPBS (1X)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Gibco® by life technologies™

Invitrogen

ECL Prime™ blocking agent

GE Healthcare




ECL™ PlexFluorescent Rainbow™ Marker, Full Range

GE Healthcare

EMSURE® ACS, I1SO, Reag. Ph Eur
Hydrochloric acid fuming 37 % (HCI)

Merck

Fetal Bovine Serum, qualified, E.U.-approved, South

America origin (FBS)

ThermoFisher Scientific

Formaldehyd 4 % buffered Q Path®

VWR

Phosphatase Inhibitor Coctail 2 (Fosfatasehemmer)

Sigma-Aldrich

Gibco™ Amphotericin B (Fungizone/Amphotericin)

ThermoFisher Scientific

Glycine (98,5 %)

Duchefa Biochemie

Glyserol 85 %

Merck KGaA
Katalognummer: #1610302

Kalsiumkloriddihydrat (CaClz>)

Merck

Methanol

Merck KGaA

Natrium deoksykolat

ThermoFisher Scientific

Natriumklorid (NacCl)

Merck

NuPAGE®-MOPS SDS Running Buffer (20x)

GE Healthcare

Penicillin Streptomycin (Pen Strep)
e [+] 10 000 Units/ml Penicillin
e [+] 10 000 pl/ml Streptomycin

Gibco® by life technologies™

RNase-fritt vann Sigma-Aldrich
SDS Electrophoresis purity reagent (natirum dodecylsulfat) | Bio-Rad
Transforming Growth Factor-p1 human Sigma-Aldrich
Tris hydroklorid Sigma-Aldrich
Triton™ X-100 Sigma-Aldrich
Trizma® base Sigma-Aldrich
Trypan Blue stain 0,4 % Life Technologies
Tween® 20 Sigma-Aldrich
Tarrmelk Ukjent

Tabell E: Primere benyttet i real-time-PCR-forsgkene.
Primere Katalognummer Leverandar
Biglykan Hs00959141 g1 BGN Applied Biosystems
Dekorin Hs00370384_m1 DCN Applied Biosystems
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Kollagen type |

Hs1028970_m1 COL1A2

Applied Biosystems

MMP-14

Hs01037002_g1 MMP14

Applied Biosystems

MMP-2

Hs01548727_m1 MMP2

Applied Biosystems

Referansegen (RPL32)

Hs00851655_g1 RPL32

Applied Biosystems

Syndecan-4 Hs00161617_m1 SDC4 Applied Biosystems
TIMP-1 Hs171558 m1 TIMP1 Applied Biosystems
TIMP-2 Hs00234278 m1 TIMP2 Applied Biosystems
a-SMA Hs00909449 m1 ACTA2 Applied Biosystems

Tabell F: Antistoff som ble benyttet i western blott-forsgkene.

Antistoff Produktnummer | Leverander
ECL™ Plex goat-a-mouse IgG, Cy™3 PA43010V GE Healthcare
ECL™ Plex goat-o-rabbit 1gG, Cy™5 PA45011V GE Healthcare
Hoechst Ukjent Ukjent
Ms mAD to alpha smooth muscle Actin Ab7817 Abcam
[1A4] (a-SMA)
MT-MMP-1 Antibody (H72): sc-30074 Sc-30074 Santa Cruz Biotechnology
rabbit polyclonal IgG
(MMP-14)
Monoclonal Anti-a-Tubulin antibody T5168 Sigma-Aldrich
produced in mouse
Tabell G: Antistoff som ble benyttet i fluorescens immuncytokjemiforsokene.
Antistoff Produktnummer | Leverandgr
Alexa Fluor® 546 goat anti-mouse IlgG | REF: A11030 ThermoFisher Scientific
Alexa Fluor™ 488 Phalloidin A12379 ThermoFisher Scientific
Monoclonal Anti-Vinculin antibody V9131 Sigma-Aldrich
produced in mouse (vinkulin)
Ms mADb to alpha smooth muscle Actin | Ab7817 abcam
[1A4] (a-SMA)




Tabell H: Kitt som ble benyttet til ulike forsgk i masteroppgaven.

Kit

Innhold

Leverandgr

CellTiter-Glo® Luminiscent
Cell Viability Assay

CellTiter-Glo®Buffer
CellTiter-Glo®Substrate

Promega

Corporation

CyQUANT® Cell CyQUANT® GR reagent ThermoFisher
Proliferation Assay Kit Cell-lysis buffer Scientific
DuoSet® Maxi Sorp — 96 brgnnersplate R&D Systems a

Ancillary Reagent Kit 2 (5
Plate)

Capture Antibody (Human MMP-2
0og Human TIMP-2)

ELISA Plate Coating Buffer

Wash Buffer 25x concentrate
Reagent Diluent concentrate 2 (10x)
Detection Antibody (Human MMP-2
0og Human TIMP-2)

Streptavidin — HRP

Color Reagent A Stabilized Peroxide
Solution

Color Reagent B

Stop Solution

Human TIMP-2 STANDARD
Human MMP-2 STANDARD

biotechne brand

iBlot® Gel Transfer Stacks

Nitrocellulose, Regular

iBlot® NC Anode Stack BOTTOM
Regular

iBlot® Cathode Stack TOP Regular
iBlot® Filter Paper Regular

iBlot® Disposable Spong

Blotting Roller

ThermoFisher

Scientific

QIlAshredder (250)

QIlAshredder Mini Spin Column
Lids for QlAshredder™ 250

QIAGEN

RNase-Free DNase Set (50)

DNase

RNase-fritt vann

QIAGEN
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RDD-buffer

RNeasy® Mini Kit (50)

RNeasy Mini Spin Columns
Collection Tubes (1,5 ml) 50
Collection Tubes (2 ml) 50
Buffer RLT 45 ml Lysis buffer
Buffer RW1 45 ml Wash buffer
Buffer RPE (konsentrert) 11 ml
Wash buffer

RNase-Free Water 10 ml

QIAGEN

TagMan® Reverse

Transcription Reagents

10X RT Buffer

25 mM MgCl.

10 mM dNTP Mix
RNase Inhibitor

MultiScribe™ Reverse Transcriptase

50 uU Random hexamer

Applied

Biosystems

Tabell I: Fibroblastene og eggeskallmembranfraksjonene som ble benyttet i alle forsgkene i masteroppgaven.

Primary Dermal Fibroblasts; Normal, Human, Adult | ATCC®

Karbohydrater av eggeskallmembranpulver (Carb)

Nortura

Tillaget pa Nofima fra PEP fra

Hydrolysert eggeskallmembranpulver (Hydrol)

Nortura

Tillaget pa Nofima fra PEP fra

Eggeskallmembranpulver (PEP)

Nortura
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Figur J: Analyse ved fluorescens immuncytokjemi av fokale adhesjonsproteiner og aktinfilamenter ved & studere mengde
vinkulin da dette er enkomponenter som er til stede i fokale adhesjoner, og phalloidinfarging da denne fargen binder seg
aktinfilamenter. Figur A viser vinkulinfarging av fibroblaster stimulert med hydrolysert eggeskallmembranpulver (Hydrol) i
tre dager. Figur B viser vinkulinfarging av fibroblaster stimulert med karbohydrater av eggeskallmembranpulver (Carb) i tre
dager. Figur C viser vinkulinfarging av fibroblaster stimulert med Hydrol i ti dager. Figur D viser vinkulinfarging av
fibroblaster stimulert med Carb i ti dager. Figur E viser phalloidinfargin av aktinfilamenter hos fibroblaster stimulert med
Hydrol i tre dager. Figur F viser phalloidinfargin av aktinfilamenter hos fibroblaster stimulert med Carb i tre dager. Figur G
viser phalloidinfargin av aktinfilamenter hos fibroblaster stimulert med Hydrol i ti dager. Figur H viser phalloidinfarging av
aktinfilamenter hos fibroblaster stimulert med Carb i ti dager. Bildene gjenspeiler trenden fra tre uavhengige celleforsgk som
ble gjennomfart under like betingelser.
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