MASTEROPPGAVE
Master 1 Biomedisin
Mai 2019

Karakterisering av ekstracellulere vesikler fra

humane skjelettmuskelceller - effekt av elektrisk pulsstimulering

Protein

® O

Q Q%%&\D

Y J \{/ ; miRNA
Q e Meta!;li::; \

S

Saba Qureshi

0
\v
N

OsloMet — storbyuniversitetet

Fakultet for helsevitenskap

Institutt for naturvitenskapelige helsefag



Karakterisering av ekstracellulaere vesikler fra humane
skjelettmuskelceller - effekt av
elektrisk pulsstimulering

Saba Qureshi

. O . Lipid

'A,' L/

Proteln

O \/)3\3
€ <2 4

Masterstudium i Biomedisin, Masteroppgave, 60 sp
Fakultet for helsevitenskap, Institutt for naturvitenskapelige helsefag

OsloMet — storbyuniversitetet

Mai 2019

Veiledere:
Vigdis Aas
Reidun @vstebg

Kari Bente Foss Haug

Oslo & %)

universitetssykehus



Forord

Denne masteroppgaven ble utfart ved Institutt for naturvitenskapelige helsefag, OsloMet —
storbyuniversitetet, Oslo og Enhet for Blodcelleforskning, Seksjon for forskning, Avdeling for
medisinsk biokjemi, OUS i perioden august 2018 til mai 2019.

Jeg ansker a takke veilederne mine Vigdis Aas, Reidun @vstebg og Kari Bente Foss Haug for
god veiledningen, oppfalgning, rad og nyttig hjelp og tips under hele masteroppgaveperioden.
Takk for et fint ar med mye leerdom, denne perioden hadde ikke vert det samme uten deres
veiledning. Tusen takk til alle som jobber pa avdeling for medisinsk biokjemi, spesielt Anne-
Marie Siebke Traseid for god oppleaering og hjelp til & bruke ulike analysemetoder og
dataverktgy. Tusen takk til Hans Christian D. Aass for hjelp med analysering av resultater fra
flowcytometer. Takker "Muskelbunt" for leererike mgter og tips. Spesielt takk til Tuula Anneli
Nyman for gjennomgang av proteomikk-data og -analyse. Det har veert en lang reise med
bade opp og nedturer for a fullfgre denne oppgaven pa grunn av helsen, men jeg mistet ikke
hapet. Jeg er veldig forngyd med at jeg har klart & fullfere den pa en best mulig mate. Stor
takk til Misbah for alle samtaler, stgtten, oppmuntringen og samarbeid gjennom denne
perioden. Denne studietiden hadde ikke veert det samme uten deg.

Jeg gnsker & takke hele familien min, spesielt min far for all stgtten og oppmuntringen jeg har
fatt gjennom dette aret. Sist, men ikke minst takker jeg min kjeere mann og jentene mine som
har motivert meg og alltid hatt troen pa at jeg skulle klare dette. Uten dere hadde jeg aldri
klart a fullfere denne oppgaven. Jeg takker og er takknemlig for at dere alltid stiller opp for

meg.

Oslo,
Saba Qureshi
Mai 2019



Sammendrag

Bakgrunn og formal: Ekstracellulare vesikler (EV) er en heterogen gruppe membran-
omsluttede celleblarer i nanostarrelse. Vesiklene skilles ut fra de fleste celler og er pavist i
mange biologiske vasker. EV inndeles i eksosomer, mikrovesikler (MV) og apoptotiske
legemer. Vesiklene gjenspeiler modercellens fysiologiske tilstand og inneholder proteiner,
lipider og nukleinsyrer som kan veere viktige mediatorer ved celle-celle-kommunikasjon.
Antall vesikler og deres innhold kan veaere endret ved ulike sykdoms-tilstander, noe som gjar
dem interessante som biomarkarer.

Det er en stigende fedmeepidemi i verden som har fart til gkt forekomst av type 2-diabetes
(T2DM). Regelmessig trening er vist & vare forebyggende og behandlende pa begge
tilstander. Skjelettmuskulatur er et viktig sekretorisk organ som ogsa skiller ut EV. Det har
blitt utviklet en in vitro treningsmodell med elektrisk pulsstimulering (EPS), som induserer
muskelkontraksjon pa dyrkede skjelettmuskelceller. Malet med denne studien var a benytte
treningsmodellen til & studere sekresjon og innhold i EV fra humane skjelettmuskelceller hos
personer med ekstrem overvekt og T2DM for a lete etter potensielle, sirkulerende EV-

biomarkgarer.

Materiale og metoder: Humane skjelettmuskelceller (myoblaster) ble differensiert in vitro til
modne myotuber. Halvparten av myotubene fikk kronisk lavfrekvent EPS-behandling i 24
timer, far alle celler ble dyrket videre i 24 timer med serumfritt medium og hgstet. IL-6 ble
malt i cellemediene for & se pa effekt av EPS-behandling og total proteinkonsentrasjon ble
analysert i cellelysatene som indirekte mal pa antall celler i dyrkningsbregnnene ved hgsting.
EV ble isolert fra cellemediene med en kombinasjon av sentrifugerings- og ultrafiltrerings-
teknikker slik at eksosomer og MV ble adskilt. Eksosomer og MV ble sa karakterisert med
hensyn pa konsentrasjon, stgrrelse, overflatemarkarer, proteininnhold og miRNA-mengde far
og etter elektrisk pulsstimulering. Nanoparticle tracking analysis (NTA) ble benyttet for &
bestemme konsentrasjon og starrelse av eksosomer og MV. Flowcytometri ble brukt til &
detektere overflatemarkgrer som CD9, CD81 og CD63, og proteomikk ble utfert for 4 studere
proteininnholdet. Tilstedevarelse av utvalgte muskelspesifikke miR (myomiR); miR1-3p,
miR-133a og miR-206, og en ikke muskelspesifikk miR-223, ble analysert ved hjelp av
kvantitativ revers transkriptase polymerase kjedereaksjon (RT-gPCR), og eksosomer og MV

ble sendt til transmisjon elektron mikroskopi (TEM) for a studere morfologien til vesiklene.



Resultater: IL-6 konsentrasjon i cellemediet var signifikant gkt etter elektrisk pulsstimulering
av cellene som et tegn pa at cellene hadde respondert pa treningen. Det var ingen signifikant
forskjell i konsentrasjon, stgrrelse, overflatemarkgrene CD81 og CD63 eller miRNA-mengde
verken i eksosomer eller MV etter EPS behandling. CD9 ble ikke pavist. Proteomikkanalyse
viste at 75 proteiner i eksosomene og 57 proteiner i MV var til stede i signifikant forskjellig

mengder etter EPS-behandling av cellene.

Konklusjon: In vitro-dyrking av myotuber produserte EV i en mengde som lot seg
kvantifisere og karakterisere. Elektrisk pulsstimulering pa humane modne myotuber hadde
ingen pavirkning pa EV-konsentrasjon, sterrelse, overflatemarkarer eller miRNA-mengden i
EV i forhold til kontrollceller. Proteomikkanalyse av EV-proteiner viste derimot signifikante
forskjeller bade i kvalitet og kvantitet. In vitro-modellen kan benyttes videre til & identifisere
nye EV-komponenter fra skjelettmuskelceller med potensiale som nye, sirkulerende

biomarkarer hos personer med ekstrem overvekt og T2DM.



Abstract

Background and aim: Extracellular vesicles (EV) is a heterogeneous group of nano-sized
membrane enclosed vesicles. The vesicles are excreted from most cells and are detected in
many biological fluids. EV are divided into exosomes, microvesicles (MV) and apoptotic
bodies. The vesicles reflect the physiological state of the parent cell and contain proteins,
lipids and nucleic acids which may be important mediators in cell-cell communication. The
number of vesicles and their contents may be altered by various disease states, which makes
them interesting as biomarkers.

There is an increasing obesity epidemic in the world which has led to an increased incidence
of type 2 diabetes (T2DM). Regular exercise has been shown to be preventative and treating
in both conditions. An in vitro electric pulse stimulation (EPS) exercise model has been
developed which induces muscle contraction on cultured skeletal muscle cells. The aim of this
study was to use the in vitro exercise model to study the secretion and content of EV from
human skeletal muscle cells in people with extreme obesity and T2DM to search for potential

circulating EV biomarkers.

Materials and Methods: Human skeletal muscle cells (myoblasts) were differentiated in
vitro into mature myotubes. Half of the myotubes received chronic low-frequency EPS
treatment for 24 hours before all cells were further cultured for 24 hours with serum-free
medium and harvested. IL-6 was measured in the cell media to look at the effect of EPS
treatment and total protein concentration was analyzed in the cell lysates as an indirect
measure of the number of cells in the culture wells at harvest. EV was isolated from the cell
media by a combination of centrifugation and ultrafiltration techniques to separate exosomes
and MV. Exosomes and MV were then characterized with regard to concentration, size,
surface markers, protein content and miRNA amount before and after electrical pulse
stimulation. Nanoparticle tracking analysis (NTA) was used to determine the concentration
and size of exosomes and MV. Flow cytometry was used to detect surface markers such as
CD9, CD81 and CD63, and proteomics was performed to study the protein content. Presence
of selected muscle-specific miR (myomiR); miR-1-3p, miR-133a and miR-206, and a non-
muscle specific miR-223, were analyzed by quantitative reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-gPCR), and exosomes and MV were sent to transmission electron

microscopy (TEM) for to study the morphology of the vesicles.



Results: The IL-6 concentration in the cell medium was significantly increased after electrical
pulse stimulation of the cells as a sign that the cells had responded to the exercise. There was
no significant difference in concentration, size, surface markers CD81 and CD63 or miRNA
levels either in exosomes or MV after EPS treatment. CD9 was not detected. Proteomics
analysis showed that 75 proteins in the exosomes and 57 proteins in MV were present in

significantly different amounts after EPS treatment of the cells.

Conclusion: In vitro culture of myotubes produced EV in an amount that could be quantified
and characterized. Electrical pulse stimulation on human mature myotubes had no effect on
EV concentration, size, surface markers or miRNA levels in EV over control cells.
Proteomics analysis of EV proteins, on the other hand, showed significant differences in both
quality and quantity. The in vitro model can be further used to identify new EV components
from skeletal muscle cells with potential as new circulating biomarkers in people with

extreme obesity and T2DM.
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1 Innledning

1.1 Overvekt og fedme

Overvekt og fedme er et stadig gkende problem pa verdensbasis. Den globale prevalensen av
fedme er tredobbelt siden 1975. | falge Verdens helseorganisasjon (WHO) var det over 1,9
milliarder overvektige personer (> 18 ar) i 2016, hvorav 650 millioner led av fedme (1). |
2017 var det cirka 1 av 4 middelaldrende menn og 1 av 5 kvinner som hadde utviklet fedme

(kroppsmasseindeks > 30kg/m?) i Norge (2).

WHO har definert overvekt og fedme som unormal eller overdrevet fettoppsamling som kan
skade helsen. De har satt grenseverdier for kroppsmasseindeks (KMI) som brukes til a
klassifisere overvekt og fedme hos voksne (tabell 1.1). KMI er definert med formelen:
kilogram/meter? (personvekt delt pa kvadratet av hayden). WHO har definert overvekt som
KMI > 25kg/m? og fedme som KMI > 30kg/m?(1).

Tabell 1.1: Kroppsmasseindeks (KMI) for voksne (> 20 ar) er klassifisert av Verdens
helseorganisasjon (WHO). Modifisert fra (3).

Klassifisering KMI (kg/m?)
Undervekt <185
Normalvekt 18,5-24,9

Overvekt 25,0-29,9

Fedme grad 1 30,0-34,9

Fedme grad 2 35,0-39,9

Fedme grad 3 > 40,0

(ekstrem overvekt)

KMI=kroppsmasseindeks, kg= kilogram, m=meter.

Hovedarsaken til overvekt og fedme er en ubalanse mellom inntak og forbruk av energi. Det
er flere faktorer som kan bidra til forstyrrelser i energibalansen, som for eksempel miljg,
levevaner (fysisk inaktivitet og usunt kosthold), psykososiale forhold (stress og depresjon) og
medikamenter. Overvekt og fedme kan fare til alvorlige utfordringer som for eksempel
redusert trivsel, helse og livskvalitet (4). Fedme er ogsa en risikofaktor for utvikling av
kroniske sykdommer som type 2-diabetes, kardiovaskulaer sykdom, kronisk nyresykdom, flere

kreftformer og muskel- og skjelettlidelser (5).



1.2 Type 2-diabetes

Diabetes mellitus er en stadig voksende sykdom, cirka 1 av 11 voksne over hele verden har
diabetes mellitus, hvorav 90% har type 2-diabetes mellitus (T2DM) (6). Pa verdensbasis var
det i 2018 406 millioner voksne personer som hadde type 2-diabetes. Den globale gkningen i
fedme, fysisk inaktivitet og energirikt kosthold resulterer i gkt forekomst av type 2-diabates
.

Diabetes mellitus er en kronisk sykdom som skyldes mangel pa insulin og/eller nedsatt
virkning av insulin. Det er en tilstand hvor glukosekonsentrasjonen i blodet er forhgyet, sakalt
hyperglykemi (8). Diabetes mellitus inndeles i to hovedgrupper: type 1-diabetes og type 2-
diabetes.

Type 1-diabetes skyldes gdelagte insulinproduserende celler (B-celler) i bukspyttkjertelen (9).
Type 2-diabetes skyldes kombinasjon av redusert B-cellefunksjon og redusert insulinvirkning
(insulinresistens). Risikofaktorer for T2DM er overvekt, fysisk inaktivitet, darlig kosthold og
genetiske faktorer (10). Ved insulinresistens virker insulin som produseres i $-celler i
bukspyttkjertelen darligere enn normalt i vev som lever, fettvev og muskulatur (11). Ved
insulinresistenstilstand hos individer med T2DM er insulinstimulert glukoseopptak i
skjelettmuskulaturen svekket (12;13). Individer med type 2-diabtes har hgyere risiko for &
utvikle hjerte-karsykdommer (8).

1.2.1 Sammenheng mellom fedme og type 2-diabetes

Fedme er spesielt assosiert med gkt risiko for a utvikle insulinresistens, som farer til nedsatt
glukosetoleranse og utvikling av T2DM (14;15), men likevel er det kun 25% av individer med
KMI > 40 kg/m? som har type 2-diabetes (16). Nar insulinresistens induseres oker B-cellene
insulin-sekresjonen i bukspyttkjertelen tilstrekkelig for & kompensere for den reduserte
effekten av insulin og opprettholder dermed normal glukosetoleranse (17). Ved type T2DM
klarer ikke B-cellene & kompensere for redusert insulinfglsomhet (18). Hos overvektige
individer frigjor fettvevet gkt mengde hormoner, fettsyrer, glyserol, proinflammatoriske
substanser, cytokiner og andre faktorer som er involvert i utviklingen av insulinresistens
(19;20). Abdominal fedme spiller en serlig viktig rolle i utvikling av type 2-diabetes, siden
frigjorte fettsyrer fra abdominalt fettvev kan lagres i organer som skjelettmuskulatur og lever

og fare til insulinresistens (21).



Fysisk inaktivitet kan fare til redusert insulinfalsomhet, og er derfor en risikofaktor for
T2DM. Flere studier har vist at fysisk trening kan forebygge utvikling av T2DM og forbedre
blodsukkerkontrollen (8). Regelmessig fysisk aktivitet er gunstig for pasienter med type 2-
diabetes. Det gker insulin-stimulert glukoseopptak, og forbedrer insulinfalsomheten i
skjelettmuskler (22).

Vektreduksjon gjennom kostendring og gkt fysisk aktivitet er en viktig behandling av T2DM
ved fedme (23). 1 tillegg til livsstilsendring kan pasienter ha behov for medikamentell
behandling (21). Det er viktig a velge medikamenter som ikke gir vektgkning (11). | enkelte
tilfeller kan fedmekirurgi veere et godt behandlingsalternativ for pasienter med ekstrem
overvekt (KMI > 40 kg/m?) og T2DM (24).

1.3 Skjelettmuskelceller

Kroppen bestar av tre typer muskulatur; skjelettmuskulatur, hjertemuskulatur og glatt
muskulatur (25). Skjelettmuskulaturen er det stgrste organet i menneskekroppen og bestar av
flerkjernede myofibre omsluttet av basal lamina (26). Skjelettmuskulatur er et viktig organ for
bevegelse og energimetabolisme (27). Omtrent 42% av kroppsvekten hos menn og 36% hos
kvinner bestar av skjelettmuskelmasse. Skjelettmuskulaturen har evnen til a kontrahere og
strekke og dermed frembringe skjelettbevegelser (28). Muskel bestar hovedsakelig av vann,
proteiner, uorganiske salter, mineraler, fett og karbohydrater (29). Skjelettmuskulatur er ogsa
et sekretorisk organ som skiller ut et utvalg av komponenter, som proteiner (myokiner),
metabolitter, mikroRNA (miRNA) og ekstracellulzre vesikler. Mange av disse sekrerte
stoffene reguleres av trening og muskelkontraksjon og spiller en viktig rolle i endokrin
signalering (30;31), og kommunikasjon mellom muskel og andre vev som lever, fettvev og
hjernen (32).

Skjelettmuskulaturen er det starste insulinfglsomme organet hos mennesker (33). Hos friske
mennesker star skjelettmuskulaturen for 70-80% av insulinstimulert glukoseopptak (34). Bade
insulin og kontraksjon gker translokasjon av glukosetransportgren GLUT4 til cellemembranen
og oker derved glukoseopptaket. Mekanismen ved kontraksjonsstimulert glukoseopptak i
skjelettmuskulatur involverer AMP-aktivert proteinkinase (AMPK), reaktiv oksygen (ROS)
og Ca?* (35). | skjelettmuskel hos pasienter med insulinresistens og T2DM, har flere defekter

blitt beskrevet i litteraturen som for eksempel svekket insulinsignaloverfaring, redusert



insulinstimulert glukoseopptak og defekter i GLUT4 (36).

1.3.1 In vitro-modell av skjelettmuskelceller

In vitro humane skjelettmuskelceller er et verdifullt verktay for studier av menneskets
muskulatur, dens utvikling, fysiologi, muskelrelaterte sykdommer og metabolisme (34).

Blau og Webster har etablert en in vitro-modell for a studere humane muskelceller i
cellekultur (37), som videre ble utviklet av blant andre Gaster et al. for & oppna en effektiv og
stabil protokoll for differensiering av humane satellittceller (38). Primare humane
cellekulturer av skjelettmuskler opprettes fra humane muskelbiopsier. Satellittceller ser ut til &
beholde visse egenskaper fra donorene, og de deler seg, vokser robust og differensierer til

modne myotuber under riktige betingelser in vitro (figur 1.1.A) (39).

Satellittceller er stamceller i skjelettmuskulaturen som aktiveres som respons pa muskelvekst
eller skade. Disse cellene er lokalisert mellom muskelcellemembran og basal lamina (29).
Satellittceller aktiveres til proliferende myoblaster og differensieres videre til flerkjernede
myotuber in vitro. Prolifererte myoblaster fusjonerer enten med eksisterende muskelfibre eller
med andre myoblaster og danner flerkjernede myotuber (figur 1.1.B) (40).

Myotuber i kultur viser morfologiske, metabolske og biokjemiske likheter med
skjelettmuskelfibre in vivo. Myotuber er derfor en foretrukket forsgksmodell for human
skjelettmuskulatur (40). Muskelcellene har stabil fenotype, og de kan lagres i flytende
nitrogen for langsiktig bruk uten at de mister proliferende eller differensierende evne.
Muskelceller isolert fra personer med forskijellig alder har vist & variere i differensierende
egenskaper nar de dyrkes in vitro (37). Tidligere studier har vist at myotuber fra pasienter
med type 2-diabetes bevarer visse fenotypiske egenskaper i cellekultur (39). Begrensninger
ved bruk av skjelettmuskelcellemodellen in vitro er flere, for eksempel begrenset levetid in
vitro (37), manglende blodforsyning, nervefibre og fraveer av mikromiljg for celle-
kommunikasjon. I tillegg er effekten av insulin lavere i myotuber enn i intakt
skjelettmuskulatur. Uansett er denne cellemodellen mer aktuell for studier av menneskelige
sykdommer enn celler fra gnagere som for eksempel mus eller rotte (40;41).
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Figur 1.1: Vekstfase hos humane skjelettmuskelceller. A: Aktive satellittceller deler seg til
myoblaster og differensierer videre til myotuber. B: Skjematisk fremstilling av muskelcellers vekst in
vitro. Humane myoblaster kan dyrkes i kultur, hvor de prolifererer og differensierer til myotuber
under riktige betingelser (eksempel riktig cellemedium under dyrking og oppbevaring). Prolifererte
myoblaster fusjonerer enten med eksisterende muskelfibre eller med andre myoblaster og danner
flerkjernede myotuber. Muskelcellene skiller ut eksosomer under differensieringen og som modne
myotuber. Dette bilde er gjengitt med tillatelse fra produsenten (26). Forfatterens egen oversettelse.

1.4 Trening

Fysisk inaktivitet er et globalt helseproblem, og nylige data tyder pa at omkring 1/3 av voksne
pa verdensbasis er fysisk inaktive (31). Det betyr at voksne individer ikke utfarer minimum
150 minutter med fysisk aktivitet i uken, slik det er anbefalt av VVerdens helseorganisasjon
(42). Fysisk aktivitet spiller en viktig rolle i bade forebygging og behandling av mange
kroniske metabolske sykdommer som fedme, T2DM, samt kardiovaskulaer sykdom og kreft
(43). Det er mange fysiologiske fordeler med trening, og man ser gunstige effekter i en rekke
celler, vev og organer utenfor den kontraherende skjelettmuskulaturen (44). Trening forbedrer
kroppens glukosetoleranse, gker insulinfglsomheten og den generelle oksidative kapasiteten i
skjelettmuskler (33). I tillegg har regelmessig trening en gunstig effekt pa reduksjon av
abdominal fedme, kroppsvekt, triglyseridniva og blodtrykk samt bidrar til gkt hjertefunksjon
(31). Fysisk trening stimulerer organer, hovedsakelig skjelettmusklene til a frigjare ulike
proteiner (myokiner) som interleukin (IL) IL-6, IL-10 og IL-1-reseptoragonist (IL-1ra). Det er



serlig godt dokumentert at IL-6 (avsnitt 1.4.2) utskilles fra skjelettmuskelceller ved

kontraksjon forarsaket av trening (43;45).

Trenings-stimulert signaloverfaring kan gjenopprette glukosemetabolismen i insulinresistent
muskel gjennom akutt aktivering av glukosetransport og forbedret insulinfglsomhet i opptil 48
timer etter trening (22). Intensitet og treningsvarighet er viktige faktorer for glukoseopptak i
skjelettmuskulatur (22). Trenings-stimulert glukoseopptak i skjelettmuskel er regulert via
AMP-aktivert proteinkinase (AMPK) (46).

1.4.1 Elektrisk puls-stimulering

Nikoli¢ et al. (41) har etablert en in vitro-treningsmodell for humane skjelettmuskelceller
(myotuber) i kultur ved bruk av elektrisk pulsstimulering (EPS). Dette er en modell for
trening av muskelceller som skal gi lignende effekter som trening og muskelcellekontaksjon
in vivo (41). Humane myotuber blir tilfart elektrisk pulsstimulering for & kontrahere
muskelcellene (47). In vitro-modellen kan vere egnet til & studere signaleringshendelser og
metabolske tilpasninger i kontraherende muskler. EPS har ogsa veert et viktig verktay for a
identifisere myokiner og andre molekylare forbindelser som skilles ut fra kontraherende
muskler og som kanskje kan bidra til & forklare helsefremmende effekter av regelmessig
trening (48). Den farste rapporten pa en in vitro-treningsmodell med EPS av
skjelettmuskelceller var med C2C12, skjelettmuskelcellelinje fra mus (49). Studier har vist at
EPS kan fare til uttrykk av flere myokiner, som er kjent for a bli utskilt fra kontraherende

skjelettmuskler in vivo, som for eksempel interleukin-6 (IL-6) (50).

Modellen har utviklet seg videre de siste ti arene. Det finnes forskjellige modeller med EPS,
blant annet akutt hgyfrekvent stimulering og kronisk lavfrekvent stimulering (41). Det er vist
at EPS har lignende effekter pad glukoseopptaket i humane myotuber i kultur som in vivo
muskel-kontraksjoner (36). Kronisk lavfrekvent EPS forbedret insulinfglsomhet, gkte insulin-
stimulert glukoseopptak og oksidasjon etter 24-timers behandling (50). |1 samsvar med in vivo-
forsgk aktiverte EPS AMPK, gkte sekresjon av IL-6 og viste antiinflammatorisk effekt (36).

1.4.2 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) er klassifisert som bade et pro- og antiinflammatorisk cytokin. Den

naveerende oppfatningen er at IL-6 har primeert antiinflammatoriske effekter (51). Den



antiinflammatoriske effekten av trening er godt etablert, og muskular I1L-6 antas a spille en

ngkkelrolle i denne prosessen (50). Cytokiner og peptider som produseres og frigjares av

muskelfibre under kontraksjon kalles myokiner (52). IL-6 er et cytokin som produseres og

skilles ut fra kontraherende muskelceller under trening (45). IL-6 genet er ikke aktivt i

hvilende muskel, men aktiveres raskt ved sammentrekninger (53). Muskelkontraksjon

forarsaket av fysisk trening resulterer dermed i gkt genuttrykk og sekresjon av I1L-6 fra

skjelettmuskler (31). Plasmakonsentrasjonen av IL-6 er ogsa vist a gke med trening og kan

gkes opptil 100 ganger (54). Kombinasjonen av intensitet og treningsvarighet avgjgr gkningen

av IL-6 i plasma (55).

1.5 Ekstracelluleere vesikler

Ekstracellulzere vesikler (EV) er smd, runde vesikler som er omsluttet av en dobbel

fosfolipidmembran, og som utskilles fra de fleste eukaryote og prokaryote celler (56).

Vesiklene er tilstede i alle kroppsvasker som serum, blod, urin, brystmelk, spytt og i medier

fra cellekulturer (57). Konsentrasjonen av EV i kroppsvaesker kan overstige 10*%/ ml under

normale fysiologiske forhold (58;59). EV er en heterogen samling av budbringere som

inneholder hormoner, vekstfaktorer, proteiner, lipider og nukleinsyrer (figur 1.2) (56;60;61).
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Figur 1.2: Ekstracelluleer vesikkel (EV) med innhold. EV er omgitt av en dobbel fosfolipid-
membran og inneholder proteiner, lipider og nukleinsyrer (61).



Celler frigjer vesikler av varierende starrelse bade gjennom endosomal signalvei og ved
avsngring (budding) fra plasmamembranen (62). Lipidmembranen i EV beskytter og
stabiliserer EV-innholdet nar de skilles ut i det ekstracelluleere miljget (63). EV inndeles i tre
grupper; eksosomer, mikrovesikler (MV) og apoptotiske legemer (figur 1.3). Forskjellen
mellom disse er biogenese og starrelse, som varierer fra 30 nm til 5um (64). Det er ikke et
klart skille mellom vesikkel-grupper, slik at de kan overlappe hverandre, spesielt eksosomer
og mikrovesikler (65). Eksosomer og mikrovesikler har fatt mye oppmerksomhet de siste

tidrene og er hittil de mest studerte vesiklene (66;67).
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Figur 1.3: Ekstracelluleer vesikkel stgrrelse. Eksosom: 30-100 nm, mikrovesikkel: 100 nm-1 um og
apoptotiske legemer: fra 1 um til 5 um. Dette bildet er gjengitt med tillatelse fra produsenten (64).
Forfatterens egen oversettelse.

Ulike celletyper utveksler kontinuerlig ekstracellulzre vesikler over korte og lange avstander
in vivo som en mekanisme for celle-celle-kommunikasjon (intercelluleer/inter-organ
kommunikasjon) (63). EV kan tas opp av flere celletyper og pavirker malceller gjennom
signalering eller overfaring av last inkludert proteiner, lipider og ulike RNA (eksempel
mikroRNA og mRNA) (68). EV-opptak i malcellen kan utfgres pa forskjellige mater;
proteiner i vesikkelmembran binder seg til reseptorer pa plasmamembranen i malcellen,
fusjon av EV-membranen med plasmamembran, fagocytose og ulike former for endocytose
(figurl.4) (69;70).
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Figur 1.4: EV-opptak i malcellen. Vesiklene kan tas opp i mottakercellen pa ulike mater; proteiner i
vesikkelmembranen binder seg til reseptorer pa plasmamembranen i malcellen, fagocytose, fusjon av
EV-membranen med plasmamembran og endocytose. Deretter kan de gi fra seg innholdet (lasten) sitt i
mottakercellen. EV=Ekstracellulare vesikler. Dette bilde er gjengitt med tillatelse fra produsenten
(70). Forfatterens egen oversettelse.

EV kan ogsa utnyttes som biomarkgrer. Deres antall, innhold og opprinnelse kan bidra til & gi
nyttig informasjon som reflekterer cellulzere funksjoner eller helsetilstand og dermed avslare
fysiologiske og patofysiologiske tilstander (71). Stabile EV i sirkulasjonen er attraktive
kandidater for utvikling av nye biomarkarer (72).

1.5.1 Eksosomer

Eksosomer ble farst oppdaget pa midten av 1980 tallet av Johnstone et al. (73), og er de
vesiklene som har fatt mest oppmerksomhet de siste arene. Eksosomer har en stgrrelse som
kan variere fra 30 til 150 nm i diameter (60;74). De fleste kroppsvesker inneholder betydelig
mengder eksosomer (75). Morfologien til eksosomer beskrives ofte som "skalformet" under
visualisering med transmisjons elektronmikroskop (TEM) (58). Hvert eksosom gjenspeiler
modercellens fysiologiske tilstand og kan sies a vaere et «gyeblikksbilde» av cellens

fenotypiske uttrykk. Eksosomer er vist & vaere involvert i regenerering av skjelettmuskel (76).

1.5.1.1 Biogenese og utskillelse av eksosomer

Eksosomer dannes via den endosomale signalveien. De produseres ved at en liten del av
plasmamembranen invaginerer og danner en endocytotisk vesikkel. Denne vesikkelen modnes
til en tidlig endosom. Tidlig endosom kan enten transporteres tilbake til plasmamembranen

eller fusjonere med intraluminale vesikler (ILV) til multivesikuleere legemer (MVB) og



danner sene (late) endosomer. Basert pa biokjemiske egenskaper kan MVB enten ga til
lysosomer og nedbrytes, eller fusjonere med plasmamembranen og frigjere ILV, kalt
eksosomer, til det ekstracellulaere miljget (figur 1.5) (68;77).
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Figur 1.5: Biogenese av eksosomer. Eksosomer dannes via endosomal signalvei. En del av
plasmamembranen invaginerer og danner en tidlig endosom, som kan ga to retninger, enten tilbake til
plasmamembran eller modnes til multivesikulare legemer (MVB). Deretter kan MVB fusjonere med
plasmamembranen og frigjere eksosomer, eller de kan de ga til lysosomene og degraderes. Dette bildet
er gjengitt med etter tillatelse fra produsenten (77). Forfatterens egen oversettelse.

1.5.1.2 Eksosominnhold

Eksosommembranen inneholder hgye nivaer av kolesterol, sfingolipider, ceramider og
fosfolipider (78). Eksosomer beerer med seg en rekke proteiner, lipider og nukleinsyrer i sitt
indre som kan veere generelle eller spesifikke for opprinnelsescellen (74). Nesten alle
eksosomer inneholder proteiner som har endosomal opprinnelse uavhengig av hvilken
celletype eksosomene kommer fra (75). Noen av proteinene som er identifisert i eksosomer er
membrantransportarer, fusjonsproteiner (f.eks. GTPaser, annexiner, og flotillin),
multivesikulert legeme (MVB), biogeneseprotein (f.eks. Alix og TSG101), tetraspaniner
(f.eks. CD9, CD,81,CD63 og CD82), integriner og varmesjokkproteiner ((heat shock proteins
f.eks. HSC70) (79).

Eksosomer inneholder proteiner, lipider, proteinkodende RNA (mRNA) og ulike ikke-
kodende RNA (mikroRNA, lage ikke-kodendeRNA), som kan tas opp av malcellen og

deretter bidra til & modulere mottakercellen (78).
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1.5.2 Mikrovesikler

Mikrovesikler (MV) ble identifisert av Peter Wolf i 1967 (80) og har en stgrrelse mellom 100-
1000nm i diameter (65). Mikrovesikler blir ogsa omtalt som mikropartikler i litteraturen,
spesielt innenfor koagulasjonsmiljget. Funksjonen til mikrovesikler er avhengig av bade

innholdet de baerer og celletypen de kommer fra (81).

1.5.2.1 Biogenese og utskillelse av mikrovesikler

MYV dannes ved avsngring fra plasmamembranen etter celleaktivering (figur 1.6). MV er rike
pé negativt ladede fosfolipider (fosfatidylserin) p& overflaten. Celleaktivering induserer Ca?*-
innstremming i celler fra det ekstracelluleere miljget, noe som farer til at fosfolipider danner
en buktning/utposing pa yttersiden av plasmamembranen. Ca?*-gkning er knyttet til
ekstracellulzer signalregulert kinase/Rho-assosiert kinase (ERK/ROCK)-aktivering og
forstyrrelse i cytoskjelettet som igjen resulterer i mikrovesikkeldannelse. En gkning av ROS

er ogsa assosiert med MV-frigjering (65).
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Figur 1.6: Biogenese av mikrovesikler. Celleaktivering farer til gkt Ca?*-niva inne i cellen, som
igjen farer til buktning i plasmamembranen. Ca?*-gkning aktiverer ERK/ROCK og gir forstyrrelser i
cytoskjelettet som igjen resulterer i mikrovesikkeldannelse. @kning av ROS er ogsa assosiert med
MV-frigjering. Ca®*= kalsium, FS= fosfatidylserin, ERK= ekstracellular signalregulert kinase,
ROCK= Rho-assosiert kinase, ROS= reaktive oksygenforbindelser, MVV= mikrovesikler. Dette bildet
er gjengitt med etter tillatelse fra produsenten (65). Forfatterens egen oversettelse.
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1.5.2.2 Mikrovesikkelinnhold

| likhet med eksosomene inneholder mikrovesikler en rekke proteiner, lipider og nukleinsyrer
som er av generell karakter eller spesifikke for opprinnelsescellen. De kan ogsa inneholde et
utvalg av sma ikke-kodende RNA (mikroRNA) og kodende messenger RNA (MRNA).
Mikrovesikler som dannes ved avsngring fra plasmamenbranen inneholder markarer som
integriner (molekyl som er bindeledd mellom cellens indre og ytre miljg) og spesifikke
membranproteiner (74). Andre markgrer som er tilstede i mikrovesikler er anneksin,

fosfatidylserin, vevs-faktorer og cellespesifikke markarer (64).

1.5.3 Apoptotiske legemer

Celler som gjennomgar apoptose frigjer apoptotiske legemer eller apoptotiske vesikler (figur
1.7). Diameteren varierer mellom 1-5 pm (64), derfor er de enkle a skille fra eksosomer og
mikrovesikler, men ikke fra sma celler som blodplater. Morfologien til apoptotiske legemer er
mer heterogen enn eksosomers og mikrovesiklers (58). | denne oppgaven ble ikke apoptotiske

legemer studert.
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Figur 1.7: Biogenese av apoptotiske legemer. Utskillelse av apoptotiske legemer skjer via avsngring
(budding). Dette bildet er gjengitt med etter tillatelse fra produsenten (64). Forfatterens egen
oversettelse.
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1.5.4 Ekstracelluleere vesikler, overvekt og type 2-diabetes

Overvektige pasienter har hgyere niva av ekstracellulaere vesikler i plasma sammenlignet med
normalvektige (82). Det er ikke kjent om gkning i plasma EV skyldes en gkning i eksosomer,
MV eller begge deler. Behandling av overvektige pasienter med diett, trening og
vektreduksjon er vist & fare til redusert EV-niva i plasma (83). Analyse av EV utskilt fra
fettvev viser at fedme endrer innholdet av deres mMRNA, miRNA og proteiner. En slik endring
i EV-innholdet antyder at fedmeassosierte endringer i mikrovesikkel-sammensetning kan
veere involvert i insulinresistens (83). Sirkulerende eksosomer fra overvektige pasienter kan
inneholde miR-197, miR-23a og miR-509-5p som igjen er korrelert med KMI (65).

| en tversnittstudie utfert av Freeman et al. (84) ble det vist at pasienter med type 2-diabetes
hadde hgyere EV-konsentrasjon i plasma enn ikke-diabetikere. De fant at insulinresistens
utlgser EV-sekresjonen (84). EV kan vise seg a veere en viktig mediator i T2DM. 1 tillegg ble
det observert endringer i proteinnivéet i EV fra personer med insulinresistens og -celle
dysfunksjon, som ogsa kan veere en biomarker for denne sykdommen (84). Tidligere studier
har vist at antall eksosomer i plasma er korrelert med sykdommens alvorlighetsgrad (85).
Nivaet av sirkulerende miR-1 og miR-133a (miRNA) er funnet signifikant forhgyet hos type

2-diabetes pasienter sammenlignet med friske (65).

1.5.5 Ekstracellulzre vesikler og skjelettmuskel

Bade skjelettmuskel (in vivo) og dyrkede myotuber (in vitro) skiller ut ekstracellulare
vesikler (26). Disse vesiklene inneholder myokiner, proteiner, RNA (MRNA og miRNA) og
DNA (26). EV blir ogsa aktivt utskilt ved differensiering av myoblaster. In vitro-studier har
vist gkt sekresjon av EV under muskelcelledifferensiering hos murine C2C12-celler (86) og
primere humane myoblaster (87).

En rekke studier har vist at miRNA spiller en viktig rolle i regulering av biologiske prosesser.
Flere miRNA har blitt identifisert som biomarkarer for myogenese, muskelmasse og
neeringsstoff-metabolisme i fysiologiske og patologiske tilstander (88). Muskelspesifikke
MIRNA betegnes som myomiRer og inkluderer miR-1, miR-133a/b, miR-206, miR-208b,
miR-499 og miR-486, som alle er blitt identifisert i skjelettmuskulatur (89). Ekstracelluleere
vesikler utskilt fra skjelettmuskel er rike pa disse nevnte miRNA og transporterer dem ut i det
ekstracellulzere miljget (90). Muskelspesifikk miR-1 og miR-206 er relatert til proliferasjon

og differensiering. miR-1 er tilstede i skjelett- og hjertemuskel, og miR-206 er spesifikk for
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skjelettmuskulatur. Begge fremmer differensiering av myoblaster til myotuber. miR-133

derimot fremmer/aktiverer proliferasjon av myoblaster, og hemmer deres differensiering (91).

1.5.6 Ekstracellulaere vesikler og trening

Fysisk aktivitet er assosiert med frigjering av EV til det ekstracellulaere miljget. EV-sekresjon
kan variere med ulike treningsaktiviteter som Igping eller sykling (92). Utskillelse av EV
varierer ogsa ved akutt fysisk trening og regelmessig trening (93). Trening reduserer
sirkulerende lipider, glukose og cytokiner, og endrer EV-nivaer og funksjon. I tillegg kan
trening forandre frigjering av inflammatoriske cytokiner og mikroRNA (miRNA), samt
redusere oksidativt stress (93). Baggish el at. rapporterte nylig i en studie unike og dynamiske

endringer i nivaene av sirkulerende miRNA far og etter aerobic trening (94).

1.5.7 Isolering og karakterisering av ekstracellulaere vesikler

Det er en utfordring a isolere helt rene EV-fraksjoner, frie for ikke-vesikulaere komponenter.
Det er etablert retningslinjer for isolering og karakterisering av EV. Forskere tilknyttet
International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) har publisert en rekke minimumskrav
for hvordan man eksperimentelt skal definere ekstracellulere vesikler og deres funksjon (95).
Et av de farste kriteriene for a definere EV er a isolere dem fra cellekulturmedier eller
biologiske vasker som blod og urin. Det finnes ulike metoder for & isolere ekstracellulaere
vesikler som ultrasentrifugering, differensialsentrifugering, starrelses-basert sentrifugering og
filtrering og ultrafiltrering. Den mest vanlige metoden for EV-isolering er ultrasentrifugering
(96;97). Neste trinn etter isolering er karakterisering av EV. Ulike metoder benyttes for a
karakterisere EV; Nanoparticle tracking analyses (NTA) for & analysere konsentrasjon og
starrelse, transmisjons-elektronmikroskopi (TEM) for & studere morfologien til EV,
massespektrometri for a studere proteininnhold, Western blotting (WB) for a detektere EV-
protein komponenter, flowcytometri for a studere overflatemarkgrer pa EV og kvantitativ
polymerase kjedereaksjon (g-PCR) for & studere DNA- eller RT-gPCR for & se pa RNA-
innhold (98;99).
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1.6 Formal med oppgaven

Overvekt og fedme er et stadig skende problem pa verdensbasis (100). Fedme er assosiert
med gkt risiko for & utvikle insulinresistens og type 2-diabetes (21). Det er kjent at

fysisk aktivitet spiller en viktig rolle i bade forebygging og behandling av fedme og type 2-
diabetes. Det gker insulin-stimulert glukoseopptak, forbedrer insulinfglsomheten i
skjelettmuskler, samt at det har en rekke gunstige effekter pa andre organer som fettvev,
hjerne, skjelett og sirkulasjonssystem. Skjelettmuskulatur er et sekretorisk organ som blant
annet skiller ut ekstracellulare vesikler (bade eksosomer og mikrovesikler) og kan overfgre
funksjonelle proteiner og RNA mellom celler, noe som kan resultere i regulering av
spesifikke signalveier i mottakerceller. Flere studier har vist at kontraherende muskulatur
sender ut signaler til resten av kroppen, og sirkulerende myokiner som interleukin-6 (IL-6) er
et eksempel pa det. Det har blitt etablert en in vitro-modell for trening av dyrkede primare
humane skjelettmuskelceller (myotuber) som stimuleres med lavfrekvent elektrisk puls-
stimulering (EPS) (41).

Innhold og konsentrasjon i sirkulerende EV kan veere endret ved flere sykdommer, noe som
gjer dem interessante som sirkulerende biomarkarer. Det antas at EV bidrar aktivt ved

utvikling i ulike sykdommer, som for eksempel diabetes.

Malet med dette prosjektet var a karakterisere og studere hvordan elektrisk pulsstimulering
pavirket utskillelsen av og innholdet i ekstracellulere vesikler fra humane skjelettmuskel-
celler isolert fra pasienter med type 2-diabetes. For & besvare denne problemstillingen ble det

satt opp falgende delspgrsmal:

- Er det forskjell pa antall/mengde og starrelse av eksosomer og mikrovesikler i cellemedier

fra myotuber som har fatt elektrisk pulsstimulering eller ikke?

- Er det ulike mengder av overflatemarkgrene CD9, CD81 og CD63 pa eksosomer og

mikrovesikler i cellemedier fra myotuber som har fatt elektrisk pulsstimulering eller ikke?

- Er det forskjell pa hvilke komponenter de ekstracellulere vesikler frakter, som for eksempel

miRNA og proteiner, med og uten elektrisk pulsstimulering?
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2 Materialer og Metoder

2.1 Materiale og etikk

| denne studien ble det benyttet cellekulturer av primere humane skjelettmuskelceller
(humane myoblaster), isolert fra bukmuskelbiopsier fra den skra magemuskelen (m. obliquus
internus abdominis). Prgvematerialet ble oppbevart i en cellebank (Biobank S-09078d).
Cellene ble isolert fra muskelbiopsier tatt under fedmekirurgi (gastric by-pass) pa donorer
med ekstrem overvekt diagnostisert med type 2-diabetes (T2DM). Donorene i denne studien
bestod av seks kvinner i alderen 34-66 ar (tabell 2.1).

Studien er godkjent av regional etisk komite for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk
(REK) (referanse 2009/166), se vedlegg 1. Informert skriftlig samtykke ble innhentet fra alle
donorene. Hver donor har sin unike 1D-kode tilknyttet cellene. Pa denne maten forblir deres

personopplysninger avidentifisert og personvern er ivaretatt i henhold til gitte retningslinjer.

Tabell 2.1: Donorkarakteristika.

Donor Alder | KMI | HbA1c Total- HDL LDL Triglys-
@r) | (kg/m?) | (%) kolesterol | (mmol/ | (mmol/ | erider
(mmol/l) ) ) (mmol/l)
6/0 49 45 7,0 5,0 1,2 2,9 2,0
(kvinner/menn) | (+11) (£5) (x0,8) (x0,7) (x0,3) | (x0,6) (x0,7)

Dataene er presentert som gjennomsnitt + standardavvik (SD). KMI= Kroppsmasseindeks, HbA.=
glykert hemoglobin Aic, HDL= High-density lipoproteiner, LDL= Low-density lipoproteiner.

Detaljert ssmmensetning og informasjon angaende reagenser/ kjemikaler og utstyr benyttet i

studien er beskrevet og dokumentert i vedlegg 2-11.

2.2 Studiedesign

For & besvare problemstillingen pa best mulig mate ble ulike metoder benyttet i denne studien.
Kriteriene nevnt av Jan Lotvall et al. i Journal of Extracellular Vesicles (95) ble benyttet som
veiledende for EV-analysene i denne oppgaven, siden det ikke er en standard retningslinje for
isolering og karakterisering av ekstracellulere vesikler. Minimumskrav til definisjon av
ekstracellulzre vesikler og deres funksjon ble satt av International Society for Extracellular
Vesicles (ISEV). Figur 2.1 viser en oversikt over hvordan studien ble designet og gjennomfart

fra celledyrking til karakterisering av ekstracellulere vesikler (EV).
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Celledyrking av humane
skjelettmuskelceller i
4 brett med 6 bronner

|
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og storrelse)

Karakterisering av EV

Figur 2.1: Fremstilling av studien fra celledyrking til karakterisering av ekstracelluleere vesikler
(EV) for hver enkel donor. Det ble dyrket 4 brett fra hver donor, hvorav to brett ble behandlet med
EPS (stimulert) og 2 brett ble brukt som kontroll (ustimulert). Det ble malt IL-6 og
totalproteinkonsentrasjon far isolering av EV. Etter 24 timer serumfritt ble cellemedium for EPS og
kontroll oppsamlet hver for seg. Ekstracellulzere vesikler (eksosomer og mikrovesikler) ble isolert fra
EPS/kontroll-medium far de ble karakterisert. EPS= Elektrisk pulsstimulering, NTA= Nanoparticle
Tracking Analysis, TEM= Transmisjon elektronmikroskopi, IL-6= Interleukin-6 og RT-gPCR=
Kvantitativ revers transkriptase polymerase kjede reaksjon.

2.3 Dyrking av celler
Fra bukmuskelbiopsier ble satellittceller isolert og dyrket til myoblaster far de ble nedfryst i

ampuller i flytende nitrogen. Det var disse nedfryste myoblaster som ble brukt i denne

oppgaven. Prosedyren benyttet til cellearbeidet var basert pad metoden til Gaster et al. (38).

2.3.1 Pafaring av ekstracelluleer matriks (ECM)-gel

Costar® (Corning) 6 branners dyrkningsbrett benyttet i denne oppgaven var ikke belagt
(coated) pa forhand. Alle brgnnene ble manuelt belagt med ekstracelluleer matriks(ECM)-gel
(vedlegg 3), slik at cellene bedre festet seg til bunnen. Frossent ECM-gel ble tint pa vannbad,
og fortynnet i DMEM i forholdet 1:4. Fortynnet ECM-lgsningen (1 ml) ble pafgrt pa bunnen i
en bragnn, fordelt over hele bunnen og sugd av. Samme lgsning ble tilsatt i neste brgnn, fordelt
pa bunnen og sugd av, osv. Alle brgnnene ble belagt med ECM-Igsning pa lik mate og

luftterket godt, far cellesuspensjonen ble tilsatt i brannene.
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2.3.2 Utsaing av myoblaster

Utsaing av muskelceller ble utfert aseptisk i en LAF-benk. Humane myoblaster hentet fra
nitrogentanken ble raskt opptint pa vannbad og overfert til et 50 ml sentrifugerar (Corning).
Det ble tilsatt 5 ml utsaingsmedium (M1-medium, vedlegg 2 og 3). Det var viktig at mediet
hadde romtemperatur for & unnga temperatursjokk for cellene. Rgrene ble sentrifugert i 7
minutter ved 1400 rotasjoner per minutt (rpm) i en Hettich ROTOFIX 32 sentrifuge (Hettich
LAB Technology, vedlegg 3). Supernatanten ble fjernet fra raret, cellepelleten i bunnen av
roret ble resuspendert i 5 ml M1-medium og deretter tilsatt passende volum av M1-medium
for utsding. Det ble overfart 1 ml cellesuspensjon til hver brgnn i et 6-branners
celledyrkningsbrett belagt med ECM (avsnitt 2.3.1). Cellene ble dyrket i fire brett og inkubert
i inkubatorskap ved 37°C med 5% CO..

2.3.3 Proliferasjon av myoblaster og differensiering til modne myotuber
Utsaingsmediet ble fjernet etter 24 timer og erstattet med proliferasjonsmedium (M2-medium,
vedlegg 2 og 3), 1 ml per brann. Proliferasjonsmediet ble byttet to ganger i uken (hver 2.-3.
dag) frem til 80-90% konfluens, da M2-medium ble byttet med differensieringsmedium (M3-
medium, vedlegg 2 og 3), 1 ml per brgnn. | dette mediet differensierte myoblaster til
flerkjernede myotuber. Differensieringsmediet ble skiftet hver 2.-3. dag, frem til 7. dag av
differensieringen. Fra dag 6 til dag 7 i differensieringsperioden ble det gitt elektrisk
pulsstimulerings(EPS)-behandling til to av dyrkningsbrettene. Pa dag 7 ble det tilsatt
serumfritt M3 (S-fritt M3, vedlegg 2) i alle dyrkningsbrett i 24 timer far cellene ble hgstet pa
dag 8 av differensieringen. Gjennom hele dyrkningsprosessen ble det anvendt lysmikroskop
for & studere cellenes vekst og morfologi. Muskelcellens vekstperiode fra utsaing til
differensiering varierte fra 14 dager til 36 dager for ulike donorer. Figur 2.2 viser utviklingen

av muskelcellene fra en representativ donor.
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Figur 2.2: Humane skjelettmuskelcellers vekst fra myoblaster til modne myotuber. Cellene er fra
en representativ donor. A: 24 timer etter utsaing i utsaingsmedium. B: Etter 7 dager i proliferasjons-
medium. C: 16 dager etter utsaing, medium ble byttet til differensieringsmedium. D: 7 dager etter
tilsatt differensieringsmedium. Foto: Mobilkamera Samsung Galaxy 8.

2.4 Elektrisk pulsstimulering (EPS)

Det ble benyttet en in vitro-treningsmodell for humane skjelettmuskelceller i kultur utviklet
av Nikoli¢ et al. (41). | denne studien ble kronisk lavfrekvent elektrisk pulsstimulering (EPS) i

24 timer som brukt.

Prosedyre
Pa dag 6 av differensieringen ble det tilsatt 2,2 ml M3-medium i alle brgnner i alle fire brett
med myotuber. To brett ble behandlet med elektrisk pulsstimulering (EPS) (stimulert), mens

to brett ble brukt som kontroll (ustimulert). Myotubene ble tilfert elektriske pulser via
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karbonelektroder som var satt ned i M3-mediet i brgnnene og koblet til en stimulator
(pulsgenerator bygget ved Elektronikklaboratoriet ved Universitetet i Oslo, vedlegg 3).
Karbonelektroder var festet pa undersiden av C-dish™ lokk (kjept fra lonoptix LLC, vedlegg
3). Stimulatoren var tilkoblet og styrt av en datamaskin ved hjelp av egenutviklet programvare
(figur 2.3). Parametre som ble benyttet i denne oppgaven var: spenning 11 Volt (V), bipolare
pulser a 2 millisekund (ms) og 1 Hertz (Hz) kontinuerlig i 24 timer.

Alle brett ble inkubert i inkubatorskap ved 37°C med 5 % CO2i 24 timer. Cellemediene fra
alle brgnnene med EPS og kontroll ble samlet i hver sitt rer for & male interleukin-6 (IL-6).
Begge rgrene med medium ble fryst ved - 20°C for senere analyse (avsnitt 2.8).

Det ble tilsatt 1 ml serumfritt M3 i hver brgnn i alle fire brett den 7. dag av
differensieringsperioden. Cellene ble inkubert i 24 timer i dette serumfrie mediet far hgsting,

for & samle opp ekstracellulare vesikler sekrert fra myotubene.

Figur 2.3: Apparatur til elektrisk pulsstimulering (EPS) av muskelceller. To 6-brgnnersbrett
dekket med C-dish lokk (lonoptix) som har karbonelektroder stikkende ned i differensieringsmediet.
Elektrodene er koblet til en stimulator som justeres fra en PC med egenutviklet programvare. Foto:
Mobilkamera Samsung Galaxy 8.

2.5 Hosting av medier til EV-isolering

Pa dag atte av differensieringen ble medium og celler hgstet. Medium fra alle brgnnene (to

brett) behandlet med EPS ble samlet opp i ett ragr for hver donor. I tillegg ble medium fra alle
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brgnnene (to brett) med kontroll samlet opp i et annet rar for hver donor. Begge rarene ble
sentrifugert i 7 minutter ved 1400 rpm (vedlegg 3), for & fa bort eventuelle lgse celler og
cellerester. Supernatanten ble overfart til to nye 15 ml rar og fryst ved -20°C, far pravene ble
fraktet til Ulleval og fryst ved -80°C. Disse supernatantene ble videre brukt til isolering av
ekstracellulzere vesikler (eksosomer og mikrovesikler, avsnitt 2.9). For hver enkel donor var

det to rar, ett behandlet med EPS og ett med kontroll.

2.6 Hesting av muskelceller (modne myotuber)

Alle brgnnene i fire dyrkningsbrett ble vasket 1 gang med PBS for a fjerne rester av medium.
Det ble tilsatt 0,5 ml NaOH (0,1 M, vedlegg 3) i hver brgnn i ett brett med kontroll og ett brett
med EPS-behandlede celler, for a lysere cellene. Cellene ble inkubert i NaOH lgsningen i 30
minutter for cellelysat fra hvert brett ble samlet opp og overfart til to ulike Falcon rer og fryst

ved -20°C. Dette lysatet ble benyttet til & méle proteinkonsentrasjon (avsnitt 2.7).

Til alle brgnnene i de to resterende brettene ble det tilsatt 150 pl RNeasy Plus lyseringsbuffer
(vedlegg 3). Cellene ble lysert i 15 min pa is. Det ble benyttet skraper for & fa med mest mulig
av vaesken. Cellelysatet ble samlet og overfart til to ulike Falcon-rer (ett med kontroll og ett
med EPS) og fryst ved -20°C. Disse pravene ble ikke analysert videre i denne oppgaven pa

grunn av tidsbegrensing.

2.7 Maling av proteinkonsentrasjon i cellelysater

Bradfords metode er en metode som maler total proteinkonsentrasjon i en prave, utviklet av
Marion Bradford i 1976 (101). Fargestoffet Coomassie Brilliant Blue G-250 forandrer farge
fra rgdbrunt til blatt ved binding til protein under sure betingelser. Absorpsjonsmaksimum for
pravelgsningen forandrer seg fra 465 nm til 595 nm. Hgyere konsentrasjon av protein i
prgvelgsningen jo sterkere blafarge. Proteinkonsentrasjonen i cellelysatene ble malt for &
gjenspeile mengde celler fra hver donor som ble behandlet med og uten EPS. Prgvene med
ukjent proteinmengde ble sammenlignet med en standardkurve med kjente

proteinkonsentrasjoner, for a fa et kvantitativt mal pa proteinmengde.

Prosedyre
Det ble malt proteinkonsentrasjon i celler lysert med NaOH (avsnitt 2.6). En stokklgsning

med bovint serumalbumin (BSA) last opp i 0,1 M NaOH ble laget. Konsentrasjon pa
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stokklgsningen var 5 mg/ml. Det ble utarbeidet en standardkurve av denne Igsningen pa 0,
0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,2 0og 0,3 mg/ml i 0,1 M NaOH. Proteinverdiene i denne
standardkurven skulle veare dekkende konsentrasjonsomrade og gi et estimat for ukjent
proteinmengde i cellelysatene. Konsentrert Bio-Rad proteinreagens (vedlegg 4) ble fortynnet i
destillert vann i forholdet 1:4, og filtrert gjennom et 0,22 pm-filter for a fjerne partikler. Det
ble tilsatt 10 pl av hver standard i to parallelle branner (kolonne 1 og 2 A-G) og 10 pl av hver
prave ble tilsatt i to parallelle bragnner (kolonne 1,2 H og kolonne 3-6 A-H) i et 96 branners
brett med flat bunn (figur 2.4). Det ble tilsatt 200 pl fortynnet Bio-Rad proteinreagens i alle
brgnnene. Etter et par minutter ble absorbans ved 595 nm malt i et spektrofotometer, Perkin
Elmer 1420 Multilabel Counter Victor™ 3 plateleser (vedlegg 4). Proteinkonsentrasjon for
prgvene og standarder ble avlest i en programvare tilkoblet Victor™ 3,

Figur 2.4: Proteinkonsentrasjonsbestemmelse. Kolonne 1 og 2 (A-G); protein-standarder, kolonne
1 0g 2 (H) og kolonne 3-6 (A-H); cellelysat fra pravemateriale. Foto: Mobilkamera Samsung Galaxy
8.

2.8 Analyse av interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-6 (IL-6) er tidligere brukt som en marker for “trening" i flere studier, siden IL-6-
konsentrasjonen er vist a gke ved muskelkontraksjon forarsaket av trening (51). IL-6 ble

derfor valgt som en positiv kontroll for vellykket EPS-behandling i skjelettmuskelcellene.

Prosedyre

Frosne cellemedier (M3-medium) fra kontroll og EPS-behandlede celler (avsnitt 2.4) ble tint
til romtemperatur. Mengde 1L-6 i cellemedier ble malt etter prosedyren som var vedlagt
Human IL-6 ELISA kit (Sigma-Aldrich™, se vedlegg 4). Det ble benyttet en 96 brenners-
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plate for denne analysen. Standarder ble utarbeidet fra en kjent lgsning som var med i Kittet
(vedlegg 4), og de ble applisert som duplikater i de to farste kolonnene i brgnnplaten. Deretter
ble 100 pl av cellemediumpravene tilsatt i duplikater. Prgvene ble inkubert over natt pa
risteplate med svak risting ved 4°C. Dette trinnet ble utfgrt slik at antigenet i cellemediene
(IL-6) kunne binde seg til antistoffet som bragnnene var belagt med. Cellemediene ble forsiktig
sugd av, og brgnnene ble vasket 4 ganger med vaskelgsning. Deretter ble 100 ul biotinmerket
antistoff tilsatt i hver brgnn. Platen ble inkubert ved svak risting pa risteplate i 1 time ved
romtemperatur. Vasketrinnet ble repetert. Det ble sa tilsatt 100 pl streptavidin-lgsning til hver
brgnn (figur 2.5). Platen ble inkubert pa risteplate i 45 min med forsiktig risting, og
vasketrinnet ble repetert igjen. Videre ble det tilsatt 100 ul TMB (tetramentylbenzidine) One-
Step substratreagens til hver brann. Brgnnene ble dekket med aluminiumsfolie og inkubert i
30 minutter ved romtemperatur ved svak risting. Til slutt ble det tilsatt 50 ul stopplesning til
hver brgnn. Brennplaten ble umiddelbart analysert i Perkin Elmer 1420 Multilabel Counter
Victor™ 3 spektrofotometer (vedlegg 4). Fargeintensiteten ble malt som absorbans ved 450

nm.

Prove/
Standard oo o

Y
YYY — YYY — YYY

Spesifikke Biologisk prever eller Biotin-merket
antistoffer er standarder blir tilsatt deteksjonsantistoff blir
belagt pa 96- oppi brenner tilsatt oppi brenner

brennersplate l

Human insulin ELISA

Dataanalyse| emm—" . ¥ ¥YYY¥

10 100 1000
Human Insulin concentration (uiU/mi)

00D =450 nm

Prever og standarder Inkubasjon med
analyseres i Victor™ 3 HRP-Streptavidin
spektrofotometer

Figur 2.5: Prinsipp for analyse av interleukin-6 (IL-6). Konsentrasjonsbestemmelse i cellemediene
fra kontroll og EPS-behandlede celler utfert med humant IL-6 ELISA kit (Sigma-Aldrich™). Figur
utarbeidet av forfatter.
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2.9 Isolering av ekstracellulaere vesikler

Det finnes ulike metoder for isolering av ekstracellulere vesikler (EV). Metoden som ble
benyttet i denne oppgaven var en kombinasjon av sentrifugering og filtrering gjennom
kolonner. Protokollen benyttet for isolering var basert pa omtalen fra Konoshenko, MY et al.
(96).

Prosedyre

Cellemediene (avsnitt 2.5) ble tint ved 37°C pa vannbad, og fordelt i to sorvallrgr, ett rar med
kontroll og ett rar med medium fra EPS-behandlede celler. Begge rarene ble veid for 4 ha
likevekt og sentrifugert i 30 min, 17 000g ved romtemperatur i en Sorvall RC 5C Plus
sentrifuge (vedlegg 5). Denne sentrifugeringen skilte mikrovesikler (MV) og eksosomer fra
hverandre (figur 2.6). Mikrovesikler er starre og tyngre enn eksosomer, derfor blir de

sentrifugert ned i reret (pellet), mens eksosomene forblir i supernatanten.

iz |
! A Opplest pellet
Pellet - { filtrert gijennom ———  Isolerte MV
(MV-isolering) : AmiconUltra-4
/ 3 kolonne
Cellemedium
sentrifugeres
30 min ved \
o Supernatant iltrer —>  Isolerte eksosomer
t
(Eksosom- supernatant
isolering) overfort i en
Centricon 70
filterkolonne

Figur 2.6: Separering av mikrovesikler (MV) og eksosomer ved sentrifugering. Cellemediene
sentrifugeres i sorvallrgr. Etter sentrifugeringen blir pelleten og supernatanten overfart til hvert sitt ror,
for videre isolering. Figur utarbeidet av forfatter.

2.9.1 Mikrovesikkelisolering

Etter farste sentrifugering (figur 2.6) ble 1 ml av supernatanten igjen i sorvallrgret, og brukt til
a lzse opp pelleten til mikrovesikkel (MV)-isolering. Resuspendert pellet ble overfart til 4 mi
Amicon®Ultra-4 filter (100 kDa) Kit (Merck Millipore Ltd, vedlegg 5). Partikler mindre enn
100 kDa ble ikke fanget opp i filteret, det vil si AmiconUlItra-4 sentrifugalkolonnen bandt
mikrovesikler. Kolonnen ble sentrifugert i 10 min, 4000g ved romtemperatur i en Hettich®
ROTINA 420R sentrifuge (vedlegg 5), vasket 1 gang med PBS og sentrifugert i 10 minutter,
4000g ved romtemperatur. Mikrovesiklene som var samlet i filteret, ble ved hjelp av en
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pipette overfart til et nytt eppendorfrar. For & fa med alle mikrovesikler ble filteret skylt med
70 pl PBS langs veggene, og veaesken overfort til eppendorfragr. Totalvolum for oppsamlet
mikrovesikler og PBS var 70 ul, hvorav 22 pl ble fordelt i tre eppendorfrer og fryst ved -80°C

til videre forsgk.

2.9.2 Eksosomisolering

Supernatanten etter farste sentrifugering (figur2.6) ble overfart til et 50 ml Falcon-rar til
eksosomisolering. Supernatanten ble filtrert gjennom et 0,22 um-filter (vedlegg 5) rett over i
en Centricon® Plus-70 filterkolonne med 100 kDa Kit (Merck Millipore Ltd., vedlegg 5) ved
hjelp av en sprayte. Partikler mindre enn 100 kDa ble ikke fanget opp i filteret. Kolonnen ble
sentrifugert i 15 min, 35009 ved RT i en Hettich® ROTINA 420R sentrifuge (vedlegg 5).
Eksosomene ble samlet opp i filteret. Kolonnen ble vasket 1 gang med PBS og sentrifugert i
10 min, 3500g ved RT. Deretter ble kolonnen plassert opp ned i oppsamlingsraret og
sentrifugert i 2 min, 1000g ved RT. Dette kalles en «revers spinn», hvor eksosomene samlet
seg i bunnen av oppsamlingsraret. Totalvolumet av oppsamlede eksosomer var 180 pl, hvorav

22 ul ble fordelt i atte eppendorfrar og fryst ved -80°C til videre forsgk.

2.10 Karakterisering av ekstracellulere vesikler

For a verifisere at det var ekstracellulzre vesikler (EV) som ble isolert fra differensierte
humane myotuber, ble ulike metoder benyttet for a karakterisere EV (95). | denne oppgaven
ble det bestemt & benytte Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), flowcytometri, proteomikk,
kvantitativ revers transkriptase polymerase kjedereaksjon (RT-qPCR) og transmisjon
elektronmikroskopi (TEM).

2.10.1 Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) er en karakteriseringsteknikk som kombinerer bade
laserlyssprednings-mikroskopi og Brownske bevegelse til 4 beregne starrelsesfordeling og
konsentrasjon av partikler i en flytende veeskestram. NTA ble utfart pa et NanoSight NS500
instrument (Malvern Instruments, vedlegg 6), som gir anledning til karakterisering av
partikler fra 10-2000 nm. Prgven suges inn i instrumentet hvor partiklene registreres nar de
sprer laserlys de blir utsatt for, samtidig som deres Brownske bevegelser i vaeskelgsning
falges (102).
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Prosedyre

NanoSight NS500 instrumentet var utstyrt med en 488 nm laser, et falsomt «scalable
complementary metal-oxide semiconductor» (SCMOS) kamera og en injeksjonspumpe.
Kameranivaet (synliggjering av partikler i lysniva) ble innstilt til 14, pa en skala fra 12 til 15.
Deteksjonsgrense (grense for a detektere partikler) ble satt til 3, pa en skala fra 1 til 5.
Innstillingene var like for alle pravene som ble analysert. Instrumentet var koblet til en PC
med NTA-programvare (versjon 3.2) som malte partikkelkonsentrasjon (antall partikler/ ml) i
prgven, og regnet ut gjennomsnitt partikkelstarrelse (nanometer) av alle partiklene som var
tilstede i proven.

For analysering av prgvene ble NanoSight SN500 instrumentet kalibrert, ved bruk av
Polystyrene Latex Microspheres 100 nm kuler (vedlegg 6). Det ble tatt et videoopptak 4 60

sekunder for & innstille fokus, slik at alle partikler ble best mulig synlige.

Isolerte eksosomer og mikrovesikler ble tint og fortynnet 1:100 med filtrert PBS (0,02 pum, se
vedlegg 6) for & oppna en optimal konsentrasjon i omradet 1-10 x108 partikler/ml.
Prgveblandingen ble overfort til en 1 ml sprayte som ble koblet til injeksjonspumpa via et tynt
rgr. Det ble tatt 3 videoopptak 4 60 sekunder per prgve med en injeksjonspumpehastighet pa
20 (figur 2.7). Videoene ble analysert med NTA-programvare (versjon 3.2).
Analyseresultatene for konsentrasjon (partikler/ml) og sterrelse av partiklene ble utregnet som

gjennomsnitt av tre videopptak.

Figur 2.7: NanoSight NS500 instrumentet er koblet til en injeksjonspumpe med prgvelgsning og
videre koblet til en PC med NTA-programvare (versjon 3.2). Foto: Mobilkamera Samsung Galaxy
8.
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2.10.2 Flowcytometri

Flowcytometri er en teknologi som kan anvendes til & analysere ekstracellulere vesikler (EV)
i biologiske veesker. | denne analysen fares celler eller partikler i en veeskestrgm én og én
forbi en laserstrale. Da EV er i nano-starrelse, er de vanskelige a detektere ved bruk av de
fleste flowcytometre (98). Denne utfordringen kan lgses ved a binde opp ekstracellulzre
vesikler til antistoff-konjugerte magnetiske kuler. Fordi flere EVer bundet til kulen gker
signalet og muliggjer analysering. Flowcytometri gir et semi-kvantitativt mal for EV i
prevene (103). EV som ble karakterisert i denne studien var en CD81-positiv subpopulasjon
som videre ble merket med enten PE-konjugert anti-CD81, anti CD9 eller anti-CD63 antistoff
og analysert ved hjelp av et BD Accuri C6 flowcytometer (Accuri Cytometers, vedlegg 7).

Prosedyre
Assaybuffer (0,1% BSA-lgsning i PBS) som ble laget og filtrert gjennom et 0,1 um filter, og
brukt som vaskebuffer gjennom prosedyren. For a fa et prgvemateriale pa 100 pl ble 30 pl
isolert EV (avsnitt 2.9) blandet med 70 pul assaybuffer i et 1,5 ml eppendorfrar, heretter kalt
EV-lgsning.
For & vaske kulene fer tilsetting av EV-lgsning ble 1000 pl assaybuffer tilsatt i hvert
eppendorfragr sammen med 20 pl eksosom-humant anti-CD81 flow-deteksjonskuler (Life
Technologies AS, vedlegg 7) for a vaske kulene. Eppendorfrarene ble blandet pa vortex-
mikser i 2-3 sekunder og satt pa en magnetplatem, DynaMag 2 (vedlegg 7), i noen minutter
slik at kulene kunne feste seg mot magneten (figur 2.8). Assaybuffer-lgsningen ble pipettert
av forsiktig, og rarene fjernet fra magnetplaten.
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Figur 2.8: Magnetplate med CD81 flow-deteksjonskuler i eppendorfrgr. Eksosom- humant anti-
CD81 flow-deteksjonskuler ble vasket med assaybuffer. Kuler festet mot magnetplaten ses som brune
prikkene i rgrene. Foto: Forfatter, 2019.
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Det ble tilsatt 100 pul EV-lgsning i hvert eppendorfrar med kuler. Kulene ble resuspendert ved
a blande opp og ned med pipetten. En positiv kontroll (SW480) og en negativ kontroll
(assaybuffer) ble inkludert og preparert parallelt pa samme mate. Alle rarene ble plassert i en
HulaMixer (roterende blander) og inkubert ved 4 °C over natten. EV med CD81 pa overflaten
ble bundet til anti-CD81 merkede kuler. Rgr med kulebundet EV-lgsning ble sentrifugert i 2-3
sekunder, tilsatt vaskelgsning og plassert pa en magnetplate og deretter vasket tre ganger med
300 pl assaybuffer.

| et nytt sett med rgr som var dekket med aluminiumsfolie ble det tilsatt 20 pl PE
(phycoerythrin, organisk fluorokrom) konjugert til mus anti-humant CD81 antistoff (vedlegg
7). 1 disse rgrene ble det tilsatt 100 pl kulebundet EV-lgsning fra hver donor. I tillegg ble det
inkludert en kontroll for & avdekke uspesifikk farging som inneholdt 100 pl prevematerialet
0g 20 pl PE-mus IgG 1SO-typekontroll i ett rgr. Alle rgrene ble inkubert i 45 minutter ved
romtemperatur pa en risteplate instrument (vedlegg 7). Pravene ble vasket to ganger med

300 ul assaybuffer. Etter vasking ble det tilsatt 200 pl assaybuffer i hvert eppendorfrar.
Prgvene ble blandet pa vorteksmikser i 2-3 sekunder far de videre ble analysert pa BD Accuri
C6 flowcytometer med CFlow Plus- programvare (figur 2.9). Programmet ble innstilt til &
male totalt 3000 kuler. Etter prgvekjgringen ble et spesifikt omradet avgrenset ("gated"), og
median-verdiene av fluorescenceintensitet (FI) notert (MFI) for hver prave.

Samme CD81-postiv EV-subpopulasjon ble i tillegg detektert med enten PE-konjugert anti-
human CD63 antistoff eller til anti-human CD9 antistoff (vedlegg 7) pa tilsvarende mate som

mus anti-humant CD81 antistoff.

28



ﬁ‘ ’4“ \'
Tilsettes i - Vaske { :r:;:?
eppendorfror trinn

4

+
oe | ¢
UL I Deteksjonsantistoff CD81/ CD63 'p1
L ) o ble tilsatt til kulebundet Eksosomer/ mikrovesikler bundet
Inkuberes over eksosomer/ mikrovesikler. til CD 81 kule og deteksjons-
natt Inkubert i 45 minutter pi antistoff CD81/ CD63. Prove Klar
risteplate. for analysering.

||
)“ - Antistoffkonjugert kule CD 81 _—
4 |' QB e J
®
O - Isolert eksosomer/mikrovesikler fra cellemedium [!! ‘ £

J’ - Deteksjonsantistoffer CD81/CD63, konjugert med PE (fluorokrom)

Provene ble analysert via BD
Accuri C6 Flowcytometer.

Figur 2.9: Prinsipp for analyse av ekstracellulzere vesikler (EV) med flowcytometri. Analyse av
overflatemarkgrene CD81 og CD63 pa EV. Magnetiske kuler med anti-CD81-antistoffer ble blandet
med EV, kulebundet EV ble tilsatt deteksjonsantistoffer (anti-CD81 eller anti-CD63) og analysert pa et
BD Accuri C6 Flowcytometer. Figuren er utarbeidet av forfatter.

2.10.3 Proteinmaling i ekstracelluleaere vesikler

Konsentrasjon av nukleinsyrer eller proteiner i en prave kan males ved a benytte
fluorescerende fargestoffer. Metoden bruker et spektrofotometer til @ male fluorescens.
Grunnlaget for hver Qubit™-analyse er at fargestoff sender bare fluorescerende signaler nar

det er bundet til bestemte malmolekyler, selv nar molekylene er tilstede i lave konsentrasjoner
(104).

Prosedyre

Analysen ble utfgrt ved bruk av Qubit™ Protein Assay kit (Invitrogen by Life Technologies
Corporation, vedlegg 8) og analysert via Qubit® 2.0 Fluorometer. Prosedyreprotokollen som
var vedlagt kittet ble fulgt trinn for trinn. Fluorescerende fargestoffreagens fra kittet ble
fortynnet i Qubit™ proteinbuffer i forholdet 1:200, og blandet godt i et 50 ml Falcon-rar, kalt
arbeidslgsning. Kittet inneholdt tre standarder med kjent proteinkonsentrasjon pa 0 ng/ul, 200
ng/ul og 400 ng/pl. | tre ulike eppendorfrar ble 10 pl standardlgsning blandet med 190 pl
arbeidslasning. | et nytt eppendorfrer ble det tilsatt 5 pl isolert EV-lgsning (avsnitt 2.9) og

195 pl arbeidslagsning. Alle lgsningene ble blandet i 2-3 sekunder pa vorteksmikser, fgr de ble
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dekket med aluminiumsfolie for & beskyttes mot lys og inkubert i 15 minutter ved
romtemperatur. Alle tre standardlgsninger ble analysert for & danne en standardkurve, deretter
ble pravene analysert pd Qubit® 2.0 Fluorometer (vedlegg 8).

2.10.4 Proteomikk

Proteomikk-analyse er en metode hvor et stort antall proteiner i en prgve studeres samtidig.
Proteiner i ekstracelluleere vesikler utskilt fra ulike celletyper, biologiske veesker og i
cellemedium kan identifiseres og kvantifiseres via proteomikk-analyse (105). | denne
oppgaven ble vaeskestrams kromatografi-massespektrometri (LC-MS-MS) benyttet, ved
Kjernefasiliteten for proteomikk ved Oslo Universitetssykehus (OUS), Rikshospitalet. De har

spesialkompetanse pa proteomikk.

Prosedyre

Isolerte EV (avsnitt 2.9) ble sendt til analysering. Det ble i utgangspunktet bestemt & benytte
mengde EV malt utifra lik proteinmengde (20 ug) fra hver donor for analysering. Pa grunn av
lite materiale ble proteinmengden for eksosomer redusert til 10 pg, og proteinmengde for
mikrovesikler til 6 pg. | tillegg var det for lite materiale til & utfare analysen pa alle pravene,
derfor ble det sendt eksosompraver fra alle seks donorene og mikrovesikler fra kun tre
donorer.

Radatasettet fra LC-MS-MS ble lagt inn i MaxQuant programvare versjon 1.6.2.10 for
kvantitativ analyse av proteinene tilstede. | denne analysen ble ikke prevene merket med
antistoffer/prober. Det ble benyttet merkingsfri kvantifisering (LFQ =Label free
quantification). Datasett analysert med MaxQuant gir bade normaliserte intensiteter (LFQ) og
ikke-normaliserte intensiteter. Normaliserte data gir mer ngyaktig kvantifisering mellom
prevene og er det foretrukkne alternativet, og ble derfor valgt i denne oppgaven. | tillegg til
kvantifisering utfgrer den proteinidentifikasjon. For statistisk analyse av MaxQuant-datasett
ble Perseus programvare brukt. Biologiske funksjoner til noen av de signifikant forskjellig
uttrykte proteiner i begge gruppene ble studert via proteinidentifikasjonsdatabase Universal
Protein Resource (Uniprot).
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2.10.5 Kvantitativ revers transkriptase polymerase kjedereaksjon
Kvantitativ revers transkriptase polymerase kjedereaksjon (RT-gPCR) er en metode for &
male RNA-niva. | denne oppgaven ble RT-gPCR brukt for & studere om det var forskjell i
miRNA-mengde i eksosomer fra celler med og uten elektrisk pulsstimulering (EPS).
Analysen bestod av flere hovedtrinn: isolering av total-RNA, cDNA syntese fra modne
miRNA og til slutt kvantitativ maling av miRNA-mengde via sanntids (real-time) gPCR. Det
ble kun benyttet eksosomer i denne analysen, siden det ikke var nok materiale fra

mikrovesikler.

2.10.5.1 Isolering av total-RNA fra eksosomer

Interessen for studier av miRNA-nivaet i eksosomer har gkt i de siste arene. Det finnes en
rekke metoder pa markedet som er designet for isolering av miRNA fra sma mengder
kroppsvaesker, dyrkede celler og vev. miRNeasy Mikro kit kombinerer fenol/guanidin-basert
lysering av preven og silikamembranbasert rensing av total-RNA som ogsa inneholder
miRNA (106). Total-RNA ble isolert fra eksosomer.

Prosedyre

Det ble benyttet miRNeasy Mikro kit (QIAGEN, se vedlegg 9) til isolering av total-RNA.
Denne analysen ble utfart i avtrekkskap og prosedyreprotokollen som var vedlagt ble fulgt
trinn for trinn (figur 2.10).

Isolerte eksosomer (avsnitt 2.9.2) oppbevart ved -80°C ble tint, 2 pl av eksosomer ble overfart
til et eppendorfrar med 700 pl QIAzol (fenol og guanidin tiocyanat) lyseringsreagens og
tilsatt 2 pl ath-miR159a (eksogent referansegen). Pravelgsningen ble inkubert i 5 minutter ved
romtemperatur. Det ble tilsatt 140 pl kloroform i eppendorfrgrene, raret ristet kraftig i 15
sekunder, inkubert i 2-3 minutter ved romtemperatur og sentrifugert i 15 minutter ved 12 000g
ved 4°C i en Eppendorf Sentrifuge 5430 R (vedlegg 9). Pravelgsningen ble skilt i tre lag; klar
lgsning gverst, hvitt i midten og rosa lgsning pa bunnen. Den gvre, klare vasken inneholdt
RNA og ble overfart til et nytt eppendorfrar, 525 ul 100% etanol ble tilsatt og blandet godt.
Lasningen ble overfart til RNeasy MinElute spinnkolonne og sentrifugert ved 10 000g i 15
sekunder ved romtemperatur (21°C). Eluatet ble kastet, og trinnet ble gjentatt med
gjenstaende veeske. Det ble tilsatt 700 pl Buffer RWT til RNeasy MinElute spinnkolonne og
sentrifugert ved 10 000g i 15 sekunder ved romtemperatur. Deretter ble 500 pl Buffer RPE
overfart til spinnkolonnen og sentrifugert ved 10 000g i 15 sekunder ved romtemperatur. Sa
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ble 500 pl 80 % etanol tilsatt til kolonnen og sentrifugert ved 10 000 g i 2 minutter ved
romtemperatur. For a terke membranen ble RNeasy MinElute spinnkolonne ble plassert i nye
oppsamlingsrer med apent lokk og sentrifugert ved 13 000g i 5 minutter ved romtemperatur.
Til slutt ble spinnkolonnen overfert til et nytt eppendorfrer, tilsatt 14 pl nukleasefritt vann og
RNA ble eluert fra kolonnen etter sentrifugering ved 13 000g i 1 minutt ved romtemperatur.
Eluatet inneholdt total-RNA fra eksosomer. Isolert RNA ble fryst ved -80°C og brukt videre
til cDNA-syntese.

2 plisolert eksosomer,
2 pl ath-miR159%a og
700 pl QIAzol lyserings
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Figur 2.10: Prosedyre for isolering av total-RNA fra isolerte eksosomer. Modifisert fra (106).
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2.10.5.2 cDNA-syntese fra mikroRNA

For 8 omdanne miRNA til kopi DNA (cDNA) ble TagMan® Advances miRNA Kit fra
Thermo Fisher Scientific (vedlegg 10) benyttet. Syntesen ble utfart i fire trinn (figur 2.11):
Farste trinn var & modifisere modent miRNA ved a syntetisere poly(A)-hale i 3’ ende ved
bruk av poly(A)-polymerase. Deretter ble miRNA forlenget ved 5’enden med ligering av
adapter. Adapteren fungerte som et bindingssete for forward-primer. Alle modifiserte miRNA
som var tilstede gjennomgikk en universal revers transkripsjon (RT) etterfulgt av en
amplifisering for & gke mengden cDNA (mir-Amp). Utvalgte cDNA ble deretter brukt som
templat for spesifikk g-PCR, ved bruk av sekvensspesifikke miR-primere og -prober (107).

Prosedyre

Syntese av poly(A)-hale

RNA-prgver (avsnitt 2.10.5.1) ble tint, blandet pa vorteksmikser og sentrifugert i 2-3
sekunder far de ble plassert pa is. I et 1,5 ml sentrifugerar ble reaksjonsmiks for poly(A)hale-
syntesen (vedlegg 11) laget for alle prgvene. Miksen ble blandet pa vorteksmikser og
sentrifugert i et par sekunder. | hvert rar ble det tilsatt 3 pl reaksjonsmiks og 2 pl isolert total-
RNA pravelgsning. Sentrifugergrene ble ristet pa vorteksmikser og sentrifugert i et par
sekunder far prgvene ble plassert i en Veriti® 96-Well Thermal Cycler (PCR maskin, se

vedlegg 10) og innstilt med falgende betingelser:

Steg Temperatur Tid
Polyadenylering 37°C 45 minutter
Stoppreaksjon 65°C 10 minutter
Oppbevare 4°C 0

Ligering av adapter

| et 1,5 ml sentrifugerar ble reaksjonsmiks for ligering av adapter (vedlegg 11) laget, deretter
mikset godt pa vorteksmikser og sentrifugert i et par sekunder. Det ble overfart 10 pl
reaksjonsmiks for ligering av adapter til hvert rar med poly(A)-hale-reaksjonsprodukt. Rgrene
ble lukket godt, ristet pa vorteksmikser og sentrifugert i et par sekunder fgr pravene ble
plassert i en Veriti® PCR instrument og innstilt med fglgende betingelser:

Steg Temperatur Tid
Ligering 16°C 60 minutter
Oppbevare 4°C 0
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Revers transkripsjons(RT)-reaksjon
Det ble laget reaksjonsmiks for revers transkripsjon (RT) (vedlegg 11) i et 1,5 ml
sentrifugergr, mikset godt pa vorteksmikser og sentrifugert i et par sekunder. Det ble tilsatt 15

ul reaksjonsmiks i alle rarene med adapterligeringsprodukt. Rarene ble lukket godt, ristet pa

vorteksmikser og sentrifugert i et par sekunder for prgvene ble plassert i PCR-instrument og

innstilt med fglgende betingelser:

Steg Temperatur Tid
Revers transkripsjon (RT) 42°C 15 minutter
Stoppreaksjon 85°C 5 minutter
Oppbevare 4°C 0

miR-Amplifisering

Den siste reaksjonsmiksen for miR-Amp (vedlegg 11) 