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Bakgrunn

En biobank kan defineres som en samling av humant biologisk materiale, eksempelvis blod, andre
vevsmaterialer, cellematerialer, vev eller organer fra levende eller dode mennesker. Humant vev har
veert lagret 1 mange tidr 1 vestlige land til ulike medisinske formél. Etter at det menneskelige genom
ble bestemt i 1999 har behovet for lagring av humane celler, vev og vasker okt betraktelig pa
verdensbasis. Dette gjelder badde 1 diagnostisk og terapeutisk sammenheng samt i
forskningssammenheng. Benyttet metode har vart og er bruk av fryseteknikk slik som bl.a. flytende
nitrogen. Bruk av flytende nitrogen er kostbart og kan forarsake skader pa materialet som reduseres
1 verdi 1 medisinsk sammenheng. Slik skade kan oppsta bl.a. pd grunn av dannelse av iskrystaller
som gdelegger vevet. Ogsa i forbindelse med opptining fra frosset tilstand kan det oppsta skade pa

vevsmaterialet.

Ved NTNU/SINTEF er det i de senere dr gjennomfert terking av ulikt biologisk materiale hvor
biologisk funksjon er ivaretatt. Materialet har gjenvunnet sin biologiske aktivitet etter tilsats av
vann. Dette tyder pa at skade pad materialet ved fjerning av vann har vert liten, avhengig av

torkebetingelsene og rehydreringsbetingelsene. Det har innledningsvis gjennom en prosjekt- og



hovedoppgave vart fokusert pad & méle endringer i biomolekylene DNA og RNA som funksjon av
torkebetingelsene og vanninnholdet for en vevstype hos rotte. Resultatene fra disse forsekene er
gode og denne oppgavens hensikt er & gd videre med studier av ulike terkeparameteres innvirkning
pa biomaterialer. Oppgavens hensikt er 4 studere ny lavtemperatur terketeknikk som alternativ til

frysing for bevaring av vevsmaterialer, samt utvikling av utstyr for terkeprosessen.

Mil

Oppgavens mél er 4 utvikle og teste ny varmepumpebasert torkeprosess for biobankmaterialer.

Oppgaven bearbeides ut fra felgende punkter:

1. Viderefore litteratursek vedrerende terking og lagring av biologisk aktive komponenter, celler

og vev mht kvalitetsendring og systemdesign.

2. Evaluere og presentere resultater fra teorke- og lagringsforsek av prever, viderefort fra

prosjektoppgave
3. Kartlegge behov og kapasitet for utstyr, samt kravspesifikasjon for hygiene

4. Utforme torkekammer for samtidig terking av prever fra flere individer, samt gjennomfore

enkle forsek for & teste ut kammer mht kontaminering
5. Dimensjonere og designe et komplett torkeanlegg
6. Utarbeide utkast til publikasjon basert pa resultater fra prosjekt- og masteroppgave

7. Utarbeide forslag til videreforing
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Senest 14 dager etter utlevering av oppgaven skal kandidaten levere/sende instituttet en detaljert
fremdrift- og evt. forseksplan for oppgaven til evaluering og evt. diskusjon med faglig ansvarlig/

veiledere. Detaljer ved evt. utforelse av dataprogrammer skal avtales nermere 1 samrad med faglig



ansvarlig.
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og at de er diskutert utforlig.
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Forord

Denne diplomoppgaven er et selvstendig stykke arbeid, og baserer seg pé prosjektet som jeg gjorde
hesten 2008, samt en andre runde med forsgk sommeren 2009. Opprinnelig fattet jeg interesse for
emnet ved bruken av varmepumpe, som jeg anser som et generelt underutnyttet verktey for a
effektivisere energibruk. Nar oppgaven viste seg & vaere et samarbeid med Regional
forskningsbiobank i Midt-Norge, bestemte jeg meg for & ta oppgaven. Uttak av masteroppgaven ble
utsatt flere ganger pa grunn av manglende studieprogresjon. I perioden jeg har skrevet oppgaven har
jeg ikke bodd i eller 1 nerheten av Trondheim, og har derfor ikke hatt mulighet til & utforme et

torkekammer eller gjore videre forsek.

Jeg vil takke Trygve Magne Eikevik og Jostein Strommen for oppstart, veiledning og oppfelgning
under prosjektet ifra instituttet sin side. Samt Jostein Halgunset og Haakon Skogseth for assistanse
med koordinering av prosjektet. Ogsa en stor takk til Toril Rolfseng som har gjort en stor jobb med
analysering av alle provene, samt & bista meg med alt jeg kunne trenge ved sykehuset. Takk til
studieradgiver Ruth Morch for stor forstdelse og tilretteleggelse av studiet og master oppgaven.
Igjen takk til Trygve M. Eikevik for & ha tdlmodighet med meg og oppgaven og for & vare fleksibel

til & imetekomme forsinkelser og begrensninger som har kommet med arbeidet.

Jeg ensker vedkommende som tar opp prosjektet, enten vaere seg master- eller doktorstudie, lykke

til med videre fremgang!



Sammendrag

Oppgaven tar for seg resultater fra tidligere master oppgave av Jannicke Sjovold, prosjektoppgave
samt en annen runde med forsek tatt av undertegnede. Her tarket og lagret vi henholdsvis rotte- og
museorganer, for & se om kvaliteten forringes under noen av prosessene. De forste resultatene var
lovende, men ikke dekkende nok for helheten. Jeg utvidet derfor mengden av prover, samt
konsentrerte meg kun om den mest relevante parameteren ved analysene. RNA bevarelsegraden,
ogsa kalt RIN-faktoren. RNA er et skjort materiale, og dersom dette bevares, vil sannsynligvis annet

materiale ogsa bevares.

Vi tok for oss lever, hjerte, lunge, nyre og skjelett muskulatur fra mus. Delte de inn i ti dyr, med fem
dyr for hver terkebetingelse. De ble tarket ved +5°C 1 24 timer og -10°C 1 48 timer. Deretter ble de
lagt til lagring 1 kjeleskap ved omlag +4°C og i en fryser ved -20°C 1 fem maneder.

Resultatene viste en sammenheng mellom lave temperaturer og hoye verdier av RIN. De viste ogsa
en motsetning til tidligere resultater, med lavere RIN pa prover torket ved +5°C, samt uakseptable
lave verdier ved lagring i kjeleskap. Dessuten var det en viss forskjell avhengig hvilket organ vi

torket og lagret.

Videre er det sammenfattet forslag for en varmepumpe som basis for terkeanlegget, med ulike

muligheter og losninger.



Abstract

This master thesis evaluates results from earlier master thesis by Jannicke Sjevold and two projects
of samples by yours truly. In these we dried and stored organs from rat and mice, to explore the
impact under said processes. The initial results were promising, but not quite satisfactory. I therefor
expanded the amount of samples, and narrowed the analysis to the most relevant parameter, the
RNA Identification Number (RIN). RNA is a fragile material, and if it is preserved, so are any other

material.

We examined liver, heart, lung, kidney and skeleton muscles from mice. They were divided into ten
animals, five for each drying condition, and dried at +5°C for 24 hours and -10°C for 48 hours. Then

they were put in a refrigerator at about +4°C and a freezer at -20°C in storage for five months.

The results showed a coherence between low temperatures and high values of RIN. They also
showed contradictory results from previous results, with lower RIN on tests dried at +5°C, along
with unacceptable low values when stored in the refrigerator. Also there was a slight difference in

scores depending on which organs we dried and stored.

Further there is a compromised suggestion for a heatpump as foundation for a dryingsystem, with

different possibilities and solutions.
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1. Innledning

Grunnstenen i hele prosjektet som omgir master oppgaven, er hypotesen om at terket
biobankmateriale vil kunne lagres med en betydelig lavere kostnad, enn dagens mate med flytende
nitrogen og dypfrysere. For man kan beregne kostnadene mot hverandre, ma man vere sikker pa at
kvaliteten pd den nye metode med terking er god nok til 4 erstatte den ndvarende metode. Vi har

derfor gjort forsek og analyser pa materiale som er torket og lagret ved ulike betingelser.

Prosjektet startet med et samarbeid mellom Trygve Magne Eikevik og Jostein Stremmen ved
Institutt for energi- og prosessteknikk ved Norges Teknisk-Naturvitenskapelige Universitet(NTNU)
og Jostein Halgunset ved Institutt for Laboratoriemedisin, Barne- og Kvinnesykdommer(LBK),
Regional forskningsbiobank i Midt-Norge, NTNU. Disse tre var veiledere for prosjekt- og
diplomoppgave av Jannicke Sjovold hesten 2005 og var 2006 respektive. Disse tre, samt Haakon
Skogseth og Toril Rolfseng, var ogsa veiledere for min prosjekt- og diplomoppgave. Oppgaven min

nd var 4 arbeide videre ut fra de lovende resultatene bade hun og jeg oppnadde.

1.1 Prosjektoppgaven

Prosjektoppgaven min tok for seg toerking av museorganger ved omlag +5°C og -10°C. De ble
torket 1 en brett-torke ved Kjeleteknisk Laboratorie pa Gleshaugen, NTNU, i perioden mellom 25.
november og 1. desember 2008. Det ble her torket lever, hjerter og lunger fra mus. Organene var
samlet inn og fordelt 1 cryorer pa Regional forskningsbiobank Midt-Norge, med lokaler pa St. Olavs

hospital ved Institutt for Laboratoriemedisin, Barne- og Kvinnesykdommer.

Oppgaven baserte seg igjen pa en master oppgave ved NTNU av Jannicke Sjovold 1 2006, som viste
lovende resultater for terking av den gang rottelever. Prosjektet mitt bekreftet disse resultatene,
samtidig som de viste at metoden var overferbar til andre, mindre cellerike, organer, som hjerte og

til dels lunge.

Pa grunn av tidsrommet forsekene ble gjort 1, antall terkeparametere og terketid, ble det til at noen
av uttakene av prover ble gjort utenfor vanlig arbeidstid. Derfor matte jeg ved en anledning selv
legge pravene til oppbevaring pa hospitalet. Under denne seansen forkom det i folge instituttet det
de klassifiserte som et avvik, at et fatall av cryorerene eksploderte. Dette medforte at flere av

provene gikk tapt, og mangfoldet av antall prever og variable ble noe redusert.



Brorparten av prevene ble analysert sporenstreks, mens resten skulle ligge til mai, for sé a ta mal pa
om og hvor mye de ble nedbrutt ved lagring, under ulike forhold. Men nér tiden kom var det to
problemer som dukket opp. Forst som nevnt ovenfor, at endel av prevene ble destruert, og at vi
derfor ikke hadde mange komplette serier av prover som vi kunne sammenlikne mellom uten og
med lagringstid. Dessuten ble de ansatte ved Regional forskningsbiobank Midt-Norge informert om
at de reagensene de hadde benyttet, og vi hadde brukt pa vare prever, var under par med de fra en
annen leverander. De valgte derfor & bytte leverander og reagenser, sa det ville blitt to ulike nar vi
skulle analysere provene vi hadde samlet og lagret. Nar det senere skulle vise seg at jeg fikk bedre
tid enn forventet pa master oppgaven, ble det bestemt at jeg skulle ta en ny runde med prever i juni

2009 istedet.

1.2 Sommerjobben

Andre runde med innsamling av prever ble gjort i perioden 8. juni til 24. juni 2009 som en
sommerjobb av meg. Denne gangen tok vi vare forhdndsregler fra tidligere erfaringer, og la opp til
et mye storre omfang av prever. Vi terket igjen ved bade +5°C og -10°C. Fem dyr ved hver
temperatur. Med fem forskjellige organer fra hver; hjerte, lunge, lever, nyre og skjelett muskulatur.
Disse ble igjen fordelt inn i: kontroller, torket uten lagring, torket med lagring i kjeleskap og terket
og lagret i fryser. For hver av disse tok vi en prove A og B som sikkerhet. I tillegg til de ti dyrene
hadde vi fire dyr ekstra som sikkerhet, to ved hver tarkebetingelse. Disse ble klassifisert som dyr

elleve til fjorten, og det ble aldri nedvendig a analysere de.

Den store, dpenbare forskjellen fra forrige runde med forsek, var at denne gangen sorterte jeg
prevene i en fryser. Jeg hentet prevene og brakte de med meg i flytende nitrogen i termos som for,
men istedet for 4 legge ut provene pa brettet i romtemperatur, sa arbeidet jeg nede 1 en alminnelig,
tom fryser. Jeg benyttet meg av engangs hansker, vernebriller og pinsetter. Det var selvfolgelig kaldt
og en pine i lengden, men organene ble mye bedre bevart. Ingen ble seige og klebrige eller rant ut,

men de var veldig lett handterlige.

Jeg torket alle provene av dyr 1 og 2 sammen pd samme brett. Ogsd 3 og 4 1 neste runde pa samme
brett. Og en siste runde med dyr 5 og 11 pa ett brett, og dyr 12 alene pa ett brett som 14 under. Det
ble gjort likens ved dyr 7 til 10, samt dyr 13 og 14. Prevene torket ved +5°C ble torket i ett degn,
mens provene ved -10°C stod 1 to degn. Opprinnelig var planen & torke i ett dogn ved begge

parametere, siden toerkekurvene fra prosjektet viste at de var ferdigterkede allerede da. Men nér jeg



inspiserte provene ved -10°C etter ett dogn, sa de fortsatt frosne og uterket ut. Samtidig hadde
provene beveget seg noe pa brettet, og i frykt for at de skulle flytte seg mer nér de terket mer, sé
skrudde jeg ned lufthastigheten. Den synlige mangelen pa terking og den lave hastigheten, gjorde at
jeg ble bekymret for hoy luftfuktighet og lav luftgjennomstremning i terka ved lav temperatur.

Nér jeg sd omsider tok ut pravene igjen etter to degn, virket pravene som a vere i samme forfatning
som dagen for. Jeg var derfor ikke sikker pa om preovene virkelig trengte to degn for 4 terke, men
lot ogsé resten av provene torke sdpass lenge, for 4 ha kontinuitet i forsekene. Provene av lever var
ogsd preget av en hvit farge, som jeg tok som en indikasjon pé at de var kalde eller frosne. I det jeg
skulle ta de ut, var det noen som delte seg ved berering og de hadde en spre struktur. Dette indikerer

at de er godt terket uten en kollaps av strukturen.

Nér provene var ferdig torket ble de igjen lagt i cryorer, og fraktet til sykehuset i en termos med
flytende nitrogen. Her ble de sortert og lagt i pappbeholdere for oppbevaring i kjeleskap og fryser
frem til november samme &r. Vi gikk ut ifra en temperatur pad omlag +4°C i kjeleskapet og -20°C 1

fryseren. Provene som 14 til lagring ble ferdig analysert 20. november 2009.



2. Varmepumpe

En varmepumpe i dets enkleste form folger en kontinuerlig rundgang mellom fordamper,
kompressor, kondensator og ekspansjons ventil, vist ved systemet som folger den heltrukne linjen 1
figuren under. Fordamperen og kondensatoren fungerer som varmevekslere med omgivelsene, hvor
fordamperen tar opp varme fra en kilde, og kondensatoren avgir til en annen. I systemet loper det en
sakalt kjolemiddel, og dette blir varmet opp, avkjelt, komprimert, ekspandert og undergar

faseskifter i ulike deler av varmepumpen.

Inn 1 fordamperen kommer kjolemiddelet, eller -vaesken, med lav temperatur og i en kombinert
vaeske- og gassfase. Her tar den opp varme fra en kilde eller omgivelsene og kjelemiddelet lagrer
energien ved 4 fa en faseovergang til ren gassfase. Vaske er inkompressibelt, og hvis middelet er i

denne fasen 1 kompressoren, vil den bli skadet.

I kompressoren tilfores den ytre energien som ma til, for a gke trykket og dermed temperaturen.
Kjolemiddelet kommer sé til kondensatoren, og her foregar det motsatte av i fordamperen. Middelet

undergér en faseovergang fra gass til vaeske og avgir varme til ensket kilde.

Deretter blir middelet strupt i en ekspansjons- eller strupeventil, og far et sa lavt trykk at

kokepunkttemperaturen er lavere enn omgivelsene. S& gjentas hele prosessen syklisk.
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lllustrasjon 1: Prinsipiell varmepumpetorke

Selve prinsippet med en varmepumpe er a ta opp «unyttbar» energi fra omgivelsene og sd avgi en
stor mengde varme iforhold til energi vi har brukt inn pé systemet via kompressoren. Systemet
klarer altsé & avgi energi tilfort fra kompressoren, samt energi tatt opp fra omgivelsene i

fordamperen, ut fra kondensatoren. Avhengig av systemet og temperaturforskjellen mellom



fordamperen og kondensatoren, er det vanlig med en varme avgitt i sterrelsesorden tre til fire

ganger mer enn arbeid inn.

2.1 Varmepumpeteorke

Malet med ei torke, er & fjerne vann fra ensket materiale. For 4 klare det ma vi tilfore
torkekammeret en torr luft, som tar opp fuktigheten fra det enskede torkede produktet. Det gjor vi
ved & kontinuerlig ta ut fuktigheten som er i luften som sirkulerer rundt i terkesystemet. Pa

tegningen over er denne sirkulasjonen markert med skraverte linjer.

Luften blir avkjelt ved fordamperen, og dets evne til & holde pé fuktighet reduseres. Vi vil derfor
senke lufttemperaturen ned til duggpunktet, og deretter samle og utskille fuktigheten i form av
vann. Vi har dermed avkjelt og terket luften, men pd grunn av den lave temperaturen har den en hoy
relativ luftfuktighet. Dess varmere luft er, jo mer vann har den evne & holde pa. En kald og varm
luft kan inneholde like mye vann per volum, men den kalde vil ha hayere relativ luftfuktighet.
Relativt i forhold til hva luften maksimalt kan bere. Nar relativ luftfuktighet nar hundre prosent, har
ikke luften mulighet til & ta opp mer vann, og alt resterende vil kondensere. Nar vi s varmer opp

luften igjen ved kondensatoren, vil den relative luftfuktigheten synke for den nér terkekammeret.

2.2 Systemlosninger

Beskrevet ovenfor er en én-stegs varmepumpe. Men det er mulig & ha et system med flere steg. Man
har da flere av alt; fordamper, kompressor, kondensator og ventiler. Et sant system vil besta av flere
steg som hver tar for seg sma temperaturleft. Dette er mer effektivt enn at ett enestdende system tar
hele loftet alene. Vi far dermed en mer effektiv varmepumpe. Dessuten vil det bedre terkeanleggets
mulighet til & av fukte luften. Det er ogsa mulig & designe en sann pumpe til 4 operere med flere
ulike torketemperaturer. Og dette kan bli spesielt nyttig for vart prosjekt, hvor vi har forsekt med
flere temperaturer. Skulle det vise seg & vere onskelig med ulike torketemperaturer for ulike

organer eller vev, er det mulig med et sant system.

Dette systemet gjor det ogsd mulig & terke samme prove med flere ulike temperaturer, eventuelt &
ha intervallterking hvor man i en del har terking under gitte forhold, og ved annen tid ikke har

torken tilkoblet kammeret. Dette viser seg ved forsek pa matvarer & ha en god effekt. Den initiale
torkingen sakkes noe ned, men dette blir tatt igjen ettersom tiden gér. Da vil bdde vanninnholdet 1

produktet g& ned, samt at den holder en bedre kvalitet. Teorien er at nar man slar av terkingen, lar



man produktene «hvile» og da distribueres vannet mer homogent i materialet. Man far derfor en

dypere giende torking.

2.3 Torkesystem

Det er flere ulike méter & designe et system for hvordan den praktiske terkingen skal foregd. En av
de har jeg benyttet meg av under forsegkene mine. Det er en enkel prosess som forklart tidligere,
med ett kammer med prover pd ulike brett. Denne formen klassifiseres som batch, det vil si at vi tar
en viss mengde og torker den, sd ma det resterende vente til forste runde er over. Nér vi derimot
kommer til praktisk dag-til-dag bruk av en terke, vil det vaere mer hensiktsmessig 4 kunne torke

fortlepende.

Ved dypfrysing av biologisk materiale, vil vannet i cellene fryse og krystalliseres. Disse
iskrystallene er skarpe og vil kunne gjore skader pé vevet, cellemembraner kan punkteres. Dagens
metode med & fryse biobankprever i flytende nitrogen, vil volde sann skade. Og jo mer vann
prevene inneholder, jo mer skade vil det bli nedfryst. Det er derfor enskelig & unnga nedfrysningen
tidlig 1 bevaringen av materialet. Men jo lengre vevet holder seg i vanlig romtemperatur og
fuktighet, vil det ta skade av det. Provene vil terke under ukontrollerte forhold ved heye
temperaturer, og tidligere malinger har vist at dette er ugunstig. Malet er & fi ekstraktet vev og
organer rett ifra kilden, og inn 1 1 terken eyeblikkelig. To store problemstillinger oppstér da, og det
er at vi mé ha en terke som ikke er batch avhengig, men som kan imot prever nér det er behov. Det

andre er & unngd kontaminasjon mellom ulike prover, og hver prove ma derfor isoleres i torka.

Vi ber for begge formal derfor ha en slags beholder for hver unike preove. Cryorerene sykehuset
benytter seg av, og som jeg brukte under forsekene mine, er en god start. Problemet med de er at det
kan vaere behov for ulike sterrelser pa prevene, og hvis man ikke kan kutte opp og fordele provene,
sa er det nedvendig med rer av ulike storrelser. Det er ogsa behov for & kunne fa en viss

luftgjennomstremning 1 beholderne, s& de ma inneholde porer eller hull.



3. Prosjektparametre

Biobankene oppbevarer menneskelig vev, og det er derfor av interesse a finne ut dette vevet vil
kunne téle torking og lagring. For & komme nermest mulig dette benytter vi oss av flere typer
organer ved mus, for a kunne fa et bredere innsikt i hvilke organtyper som vil tale prosessene. Vi

tok derfor for oss hjerte, lunge, lever, nyre og skjelett muskulatur.

Det som er av interesse for biobankene, er at selv sarbart materiale vil bevares over tid. For a
underseke om slikt materiale holder pé kvaliteten, er & analysere provene for RNA bevaringgrad, en
anerkjent og implementert faktor som heter RNA Identification Number(RIN). Det ble samtidig
samlet inn verdier for vekten pd provene, konsentrasjonen av vev og kontaminasjon. Disse tallene
ligger vedlagt, men jeg vil ikke fordype meg ned i dem her. De er uvesentlige for resultatene av
RIN-faktorene, og kan 1 beste grad forklare resultater med avvik, dersom provene skulle vaere meget

sma eller veere kontaminert.

RIN gir oss en indikasjon pa hvor godt bevarte provene er. Den eksakte verdi er for oss ikke spesielt
interessant, ndr det er noe usikkerhet rundt dette. Minstekravet ma dog vare at alle provene ligger
over 6,9. Dette tallet er gitt som det laveste man har klart a resultater ut ifra. Ideelt sett ber alle RIN-

faktorene ligger betydelig over dette, som en sikkerhet pa at det biologiske materialet er i god stand.



4. Resultater

Resultatene fra andre runde med prover er her vist grafisk. Dyr én til fem er oppfert logisk nedover,
videre sortert under organer. Jeg fremstiller bare RIN verdiene pa de lagrede preovene. Eksakte
verdier av disse, samt kontroller og ulagrede, torkede prover finnes i vedlegget. Jeg har markert

gjennomsnittsverdi ved hver parameter med en heltrukket linje.



Under vises resultatene fra prover torket ved +5°C i 24 timer, deretter lagret i snaut fem maneder i

cryorer inni et kjoleskap med antatt temperatur +4°C.

Torket +5, lagret +4

ERIN

Hijerte, dyr 1 I
|
|
|

Hjerte, dyr 5 .

Lunge, dyr 1 I
|
|
.

Lunge, dyr 5 I

Lever, dyr 1

Lever, dyr 5

Nyre, dyr 1
|
|
|

Nyre, dyr 5 I

Skjelett, dyr 1

Skjelet, dyr 5

lllustrasjon 2: Prover torket ved +5C, lagret ved +4C



Under vises resultatene fra prover torket ved -10°C 1 48 timer, deretter lagret i snaut fem maneder i

cryorer inni et kjoleskap med antatt temperatur +4°C.

Tarket -10, lagret +4

HRIN

Hjerte, dyr 6 I
|
|
|

Hijerte, dyr 10 I

Lunge, dyr 6

Lunge, dyr 10 I
Lever, dyr 6

Lever, dyr 10
Nyre, dyr 6 I

Nyre, dyr 10
Skjelett, dyr 6 I
|
|
-
Skjelett, dyr 10 I
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Hllustrasjon 3: Prover torket ved -10C, lagret ved +4C



Under vises resultatene fra prover torket ved +5°C i 24 timer, deretter lagret i snaut fem maneder i

cryorer nedi en alminnelig fryser med en antatt temperatur -20°C.

Tarket +5, lagret -20

HRIN

Hjerte, dyr 1

Hjerte, dyr 5

Lunge, dyr 1
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Hllustrasjon 4: Prover torket ved +5C, lagret ved -20C



Under vises resultatene fra prover torket ved -10°C 1 48 timer, deretter lagret i snaut fem maneder i

cryorer nedi en alminnelig fryser med en antatt temperatur -20°C.

Tarket -10, lagret -20

E RIN

Hierte, dyr 6 I
|
|
.

Hjerte, dyr 10 [INE—

Lunge, dyr 6 I

Lunge, dyr 10
Lever, dyr 6
|

Lever, dyr 10
Nyre, dyr 6

Nyre, dyr 10
Skjelett, dyr 6 I
.
|
|
Skjelett, dyr 10 I

8 8,2 8,4 8,6 8,8 9 9,2 9,4 9,6 9,8 10

lllustrasjon 5: Prover torket ved -10C, lagret ved -20C



5. Diskusjon

Det oppsiktsvekkende med disse resultatene er hvor dérlig egnet kjoleskapet var som lagringsplass.
+5°C viste seg som lovende 1 Sjovolds master oppgave, men med disse resultatene ligger
gjennomsnittsverdiene rundt 6,2 og 6,9 for henholdsvis +5°C og -10°C terketemperatur. Dette betyr

at selv ved terking ved -10°C, sa vil halvparten ha for dérlig kvalitet til & kunne analyseres.

Resultatene fra lagring i fryser ved -20°C er derimot oppleftende. Ved begge toerkeparametrene er
det svaert hoye verdier, med unntak av lunger terket ved +5°C. Arsaken snevrer jeg inn til
lungevevet. I prosjektoppgaven min var det ogsé ustabile verdier ved terke av lunger. Til dels bra,
men mye meget lavt og ubrukelig. Dette vistes ogsa ved andre runde med terking, med lave RIN
verdier selv uten lagring. Faremomentet her er at terkemetoden kun er av godkjent kvalitet ved et

visst eller begrenset utvalg av menneskelig vev. Optimalt ber metoden vere brukbar for alle typer.

Tendensen er at kvaliteten pa bevarelse av RNA eker ved bade lavere terketemperatur og lavere
lagringstemperatur. Spersmalet er da & kunne balansere dette mot kostnadene av lavtemperatur mot
lavere, men akseptable verdier, med terking og lagring ved noe hoyere temperaturer. En usikkerhet
med alle forsgkene er at de ved -10°C ble torket i 48 timer, mens de ved +5°C i bare 24 timer. Dette
hadde dog grunnlag i tidligere resultater, og 24 timer skal vaere nok. Det var bare en magefolelse

mens jeg foretok eksperimentet som avgjorde at jeg lot de siste fem dyrene torke ett ekstra degn.

Forsgksmessig sa gjorde jeg meg noen erfaringer nar det gjaldt handtering av ferske organer. Det gir
mening 4 fryse de ned forst, for de var robuste og handterlige i den formen. Sé snart de tinte ble de
klebrige og skjere. Derfor hjalp det betydelig 4 f& arbeide med provene nedi en fryser. Alternativet
ved 4 gjore det 1 storskala er & arbeide 1 et fryserom. Men kulden, kombinert med beskjeden
bekledning pa grunn av engangs hansker, gjor arbeidsmiljeet fort utolererbart. Losningen ber derfor

veere snarlig oppbevaring i individuelle beholdere samt kontrollert torking.



6. Videre arbeid

Hvis metoden for oppbevaring av biobankmateriale ved terking skal kunne bli en mulig lasning for
fremtiden, vil det vaere nedvendig & kjere forsek med aktuelt menneskelig vev. Dette gjelder
spesielt for de hayeste torke- og lagringstemperaturene. Selv ved gunstigere temperaturer er det
ingen sikkerhet for at resultatene er direkte overforbare, noe som avvikene ved lungeprovene

antyder.

Neste steg vil ogsa vere & ta for seg den delen av oppgaven min jeg ikke fikk mulighet til & gjore.
Det gjelder det praktiske, det & modellere og lage en prototype for en varmepumpetorke. Her ligger
utfordringen 4 kunne overkomme steget hvor provene blir dypfryst. A fi en overgang direkte fra

uttatt preve og inn til terking.

Denne kan ogsa tenkelig kombineres med lagringsmetoden for vevet. Hvis det faller ned pd en
fryser, kan det veere mulig 4 implementere frysing og terking i samme anlegget, samt 4 kunne

resirkulere varmeenergi.
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Vedlegg A: Resultater

A.1: Analyseresultater

Dyr 1 ekt ng/ul 260/280-ratio |260/230-ratio |Gjsnt RIN
Hjerte ktrl 34 mg 213,94 2,09 1,99 9,7
Hijerte t +5 u.l. 214,7 2,04 1,19 9,1
Hijerte t +5 lagret +4 169,72 2,07 2,21 5,7
Hjerte t +5 lagret -20 127,75 2,09 1,82 9,3
Lunge ktrl 13,8 mg 225,83 1,99 2.1 10
Lunge t +5 u.l. 212,56 1,96 1,93 8.4
Lunge t +5 lagret +4 119,43 2,07 2,23 5,8
Lunge t +5 lagret -20 222,51 2,04 2,23 8,8
Lever ktrl 50 mg 1676 2,05 2,07 9,7
Lever t +5 u.l. 434,47 2,05 1,91 9,3
Lever t +5 lagret +4 343,01 2,11 2,18 7l
Lever t +5 lagret -20 463,13 2,09 1,97 8,9
Nyre ktrl 475,48 2,04 1,76 9,7
Nyre t +5 u.l. 232,9 2,04 1,8 9,2
Nyre t +5 lagret +4 279,72 2,07 2,17 6,7
Nyre t +5 lagret -20 442,21 2,08 2,16 8.4
Skjelettmusk. Ktrl 182,8 2,1 1,83 9,5
Skjelettm t +5 u.l. 82,9 2,04 1,83 9,1
Skjelettm t +5 lagret +4 128,12 2,05 0,49 8,2
Skjelettm t +5 lagret -20 207,52 2,05 2,12 9,1
Tabell 1: Dyr 1

Dyr 2 ekt ng/pl 260/280-ratio |260/230-ratio |Gjsnt RIN
Hjerte ktrl 246,72 2,04 1,87 9,5
Hijerte t +5 u.l. 244,09 2,02 1,96 9,5
Hjerte t +5 lagret +4 265,02 2,08 2,21 5
Hjerte t +5 lagret -20 349,34 2,07 2,15 8,8
Lunge ktrl 9 mg 95,44 2 1,78 9,8
Lunge t +5 u.l. 571,19 2 1,9 7,1
Lunge t +5 lagret +4 301,15 2,03 2,16 5,6
Lunge t +5 lagret -20 657,78 2,06 2,23 6,7
Lever ktrl 11,2 mg 383,83 2,06 1,84 9,8
Lever t +5 u.l. 1786,33 2,08 1,73 9,2
Lever t +5 lagret +4 429,58 2,12 2,06 7,2
Lever t +5 lagret -20 392,76 2,1 1,85 9,1
Nyre ktrl 28,0 mg 320,89 2,03 1,81 9,5
Nyre t +5 u.l. 504,83 2,03 1,87 9,5
Nyre t +5 lagret +4 747,46 2,06 2,21 5,7
Nyre t +5 lagret -20 359,61 2,08 1,57 8.4
Skjelettm. ktrl 238,91 2,06 1,83 9,3
Skjelettm t +5 u.l. 199,29 2,03 1,9 9,1
Skjelettm t +5 lagret +4 229,35 2,08 2,12 7,2
Skjelettm t +5 lagret -20 427,03 2,06 1,99 8,9

Tabell 2: Dyr 2



Dyr 3 ekt ng/ul 260/280-ratio |260/230-ratio |Gjsnt RIN
Hierte ktrl 27,9 mg 275,72 2,02 1,96 9,6
Hijerte t +5 u.l. 115,46 2,02 1,97| 9,8
Hierte t +5 lagret +4 191,29 2,06 2,19 5,4
Hijerte t +5 lagret -20 238,33 2,1 1,84 9,2
Lunge ktrl 20,2 mg 517,34 1,99 2,14 9.4
Lunge t +5 u.l. 484,05 1,98 2,14 5,7
Lunge t +5 lagret +4 467,39 2,02 2,08 3,3
Lunge t +5 lagret -20 667,91 2,05 2,26 5,8
Lever ktrl 14,5 mg 392,05 2,05 1,6 9,8
Lever t +5 u.l. 420,28 2,04 0,95 9
Lewver t +5 lagret +4 263,38 2,12 1,52 74
Lewer t +5 lagret -20 196,86 2,12 1,59 8,9
Nyre ktrl 28,0 mg 329,77 2,04 2,01 9,7
Nyre t +5 u.l. 884,33 2,04 1,81 8
Nyre t +5 lagret +4 464,42 2,05 2,07 6,2
Nyre t +5 lagret -20 354,06 2,09 1,45 8.4
Skjelettm. ktrl 196,65 2,06 2,02 9,5
Skjelettm t +5 u.l. 192,67 2,09 1,63 8,8
Skjelettm t +5 lagret +4 253,21 2,09 1,47 6,5
Skjelettm t +5 lagret -20 290,52 2,07] 2,07 8,3
Tabell 3: Dyr 3

Dyr 4 Vekt ng/ul 260/280-ratio |260/230-ratio |Gjsnt RIN
Hjerte ktrl 54 mg 257,46 2,03 2,33 9,5
Hijerte t +5 u.l. 219,68 2,02 1,92 9,3
Hjerte t +5 lagret +4 186,65 2,07 1,33 5,7
Hjerte t +5 lagret -20 176,94 2,07 1,73 9,2
Lunge ktrl 24 mg 502,76 1,98 1,77 9,6
Lunge t +5 u.l. 213,43 1,98 2,04 6,2
Lunge t +5 lagret +4 256,69 2,02 2,12 5,2
Lunge t +5 lagret -20 279,84 2,03 2,26 6,9
Lever ktl 32 mg 451,59 2,08 1,73 9,9
Lever t +5 u.l. 286,02 2,05 1,61 9,1
Lever t +5 lagret +4 366,14 2,1 1,99 7,1
Lever t +5 lagret -20 310,51 2,11 2,06 9,1
Nyre ktrl 31 mg 323,34 2,01 1,93 9.4
Nyre t +5 u.l. 332,2 2,03 2,11 8,9
Nyre t +5 lagret +4 420,15 2,06 2,23 5,5
Nyre t +5 lagret -20 335,82 2,07 1,36 8,7
Skjelettm. ktrl 147,56 2,04 1,77 9,6
Skjelettm t +5 u.l. 146,65 2,03 1,89 8,8
Skjelettm t +5 lagret +4 205,75 2,07 1,97| 6,5
Skjelettm t +5 lagret -20 143,12 2,06 1,53 8,6

Tabell 4: Dyr 4



Dyr 5 ekt ng/ul 260/280-ratio |260/230-ratio |Gjsnt RIN
Hjerte ktrl 14 mg 309,59 2,02 1,95 9,2
Hijerte t +5 u.l. 217,11 2,03 2,04 9,2
Hijerte t +5 lagret +4 430,98 2,08 2,17 5,3
Hjerte t +5 lagret -20 313,89 2,07| 2,02 8,7
Lunge ktrl 20,4 mg 656,58 2,02 2,19 9,9
Lunge t +5 u.l. 418,96 1,99 2,18 6,8
Lunge t +5 lagret +4 379,3 2,02 1,92 5
Lunge t +5 lagret -20 297,72 2,04 2,24 6,3
Lever ktrl 38 mg 793,43 2,11 1,89 9,8
Lever t +5 u.l. 427,08 2,05 1,81 9.4
Lever t +5 lagret +4 565,87 2,09 2,08 7.4
Lewer t +5 lagret -20 564,19 2,07 1,76 9,1
Nyre ktrl 580,19 2,04 2,01 9,4
Nyre t +5 u.l. 474,33 2,03 2,11 8,2
Nyre t +5 lagret +4 554,86 2,06 1,72 5,9
Nyre t +5 lagret -20 384,62 2,08 2,2, 8,1
Skjelettm. ktrl 174,85 2,06 1,84 9.4
Skjelettm t +5 u.l. 115,29 2,07 1,92 8,7
Skjelettm t +5 lagret +4 166,78 2.1 2,04 7,2
Skjelettm t +5 lagret -20 122,56 2,03 1,91 8,7
Tabell 5: Dyr 5

Dyr 6 ekt ng/ul 260/280-ratio |260/230-ratio |Gjsnt RIN
Hjerte ktrl 14,8 mg 213,76 2,05 2,04 9,6
Hijerte t-10 u.l. 1073,5 2,07 2,22, 9,7
Hjerte t-10 lagret +4 178,76 2,07 1,95 6,6
Hjerte t-10 lagret -20 251,13 2,07 2,24 9,1
Lunge ktrl 8,2 mg 333,93 2 1,9 9,5
Lunge t-10 u.l. 283,7 2 2,19 9,9
Lunge t-10 lagret +4 163,71 2,05 1,92 7,3
Lunge t-10 lagret -20 309,23 2,04 2,28 9,1
Lever ktrl 31 mg 457,62 2,08 1,98 9,5
Lever t-10 u.l. 481,8 2,05 1,88 9,4
Lever t-10 lagret +4 531,55 2,1 1,97 7,6
Lever t-10 lagret -20 253,32 2,16 2,01 9,9
Nyre ktrl 475,9 2,04 1,71 9,8
Nyre t-10 u.l. 660,52 2,09 1,75 9,7
Nyre t-10 lagret +4 581,86 2,1 2,07 6,6
Nyre t-10 lagret -20 485,32 2,08 2,18 9,7
Skjelettm. ktrl 240,69 2,09 1,9 9,2
Skjelettm. t-10 u.l. 291,73 2,04 2,22, 9,7
Skjelettm. t-10 lagret +4 177,37 2,1 2,14 6,5
Skjelettm. t-10 lagret -20 357,55 2,1 2,11 9,1

Tabell 6: Dyr 6



Dyr 7 ekt ng/ul 260/280-ratio [260/230-ratio [Gjsnt RIN ]
Hjerte ktrl 22 mg 263,45 2,03 1,94 9,4
Hierte t-10 u.l. 307,57 2,05 1,68 9,4
Hjerte t-10 lagret +4 194,88 2,06 2,1 6,2
Hjerte t-10 lagret -20 299,29 2,06 2,04 9,1
Lunge ktrl 12 mg 340 1,98 2,34 9,2
Lunge t-10 u.l. 568,32 1,97 1,65 9,7
Lunge t-10 lagret +4 200,91 2,01 2,05 7,3
Lunge t-10 lagret -20 314,12 2,03 2,11 9,5
Lever ktrl 35 mg 508,83 2,07 1,63 9,6
Lever t-10 u.l. 300,09 2,05 1,82 9,6
Lever t-10 lagret +4 673,42 2,13 2,06 8,3
Lever t-10 lagret -20 352, 1 2,13 2,06 9,4
Nyre ktrl 622,167 2,02 2,11 9,8
Nyre t-10 u.l. 646,39 2,07 2,13 9,8
Nyre t-10 lagret +4 325,01 2,1 2,06 6,9
Nyre t-10 lagret -20 538,17 2,08 2,16 9,6
Skjelettm. Ktrl 128,33 2,03 1,8 9,2
Skjelettm. t-10 u.l. 226,87 2,12 2,05 9.4
Skjelettm. t-10 lagret +4 227,1 2,08 1,3 5,7
Skjelettm. t-10 Iagret -20 120,06 2,08 1,41 8,7
Tabell 7: Dyr 7

Dyr 8 ekt ng/ul 260/280-ratio |260/230-ratio |Gjsnt RIN
Hjerte ktrl 17,3 mg 175,1 2,04 1,86 9,5
Hjerte t-10 u.l. 228,56 2,04 2,05 9,7
Hjerte t-10 lagret +4 204,93 2,07 2,21 5,9
Hjerte t-10 lagret -20 202,26 2,06 1,96 9,4
Lunge ktrl 20 mg 468,25 1,99 2,09 9.4
Lunge t-10 u.l. 316,41 1,99 1,4 9,6
Lunge t-10 lagret +4 189,59 2,05 1,97 6,3
Lunge t-10 lagret -20 190,88 2,04 2,22 9,6
Lever ktrl 12,8 mg 281,87 2,05 1,82 9,7
Lever t-10 u.l. 267,55 2,05 1,61 9,6
Lever t-10 lagret +4 261,12 2,12 2,09 8,3
Lever t-10 lagret -20 427,03 2,11 1,64 9,7
Nyre ktrl 30 mg 372,83 2,08 1,95 9,9
Nyre t-10 u.l. 592,51 2,09 1,81 9,7
Nyre t-10 lagret +4 671,01 2,11 2,2 7,9
Nyre t-10 lagret -20 407,57 2,07 1,31 9,8
Skjelettm. Ktrl 169,05 2 1,83 9,2
Skjelettm. t-10 u.l. 164,72 2,07 1,71 9,3
Skjelettm. t-10 lagret +4 117,8 2,13 1,58 6
Skjelettm. t-10 lagret -20 210,02 2,05 2,1 9,1

Tabell 8: Dyr 8



Dyr 9 ekt ng/ul 260/280-ratio |260/230-ratio |Gjsnt RIN
Hjerte ktrl 22 mg 358,94 2,02 1,92 9,6
Hjerte t-10 u.l. 396,13 2,02 1,92 9,6
Hjerte t-10 lagret +4 186,02 2,01 2,09 6,2
Hjerte t-10 lagret -20 342,9 2.1 2,07 9,1
Lunge ktrl 18 mg 303,78 2,01 1,97 q
Lunge t-10 u.l. 360,14 2 2,2 9,4
Lunge t-10 lagret +4 180,84 2,03 2,16 7,1
Lunge t-10 lagret -20 253,79 2,06 2,26 9,7
Lever ktrl 17 mg 319,86 2,04 1,64 9,6
Lever t-10 u.l. 423,34 2,02 1,54 9,6
Lever t-10 lagret +4 712,29 2,13 2,11 8,3
Lever t-10 lagret -20 290,73 2,13 2,16 9,8
Nyre ktrl 23,3 mg 411,05 2,09 1,77 9,9
Nyre t-10 u.l. 468,48 2,09 1,59 9,6
Nyre t-10 lagret +4 538,82 2,08 2,15 7,4
Nyre t-10 lagret -20 840,53 2,12 2,15 9,7
Skjelettm. ktrl 322,74 2,08 1,86 9,3
Skjelettm. t-10 u.l. 239,23 2,07 2,11 9,4
Skjelettm. t-10 lagret +4 298,22 2,09 2,17, 5,9
Skjelettm. t-10 lagret -20 183,53 2,05 2,1 9,3
Tabell 9: Dyr 9

Dyr 10 ekt ng/ul 260/280-ratio |260/230-ratio |Gjsnt RIN
Hjerte kitrl 188,69 2,01 1,56 9,7
Hierte t-10 u.l. 167,74 2,03 1,25 9,6
Hjerte t-10 lagret +4 146,66 2,06 2,25 5,8
Hjerte t-10 lagret -20 178,51 2,08 2,27 9,2
Lunge ktrl 32 mg 401,66 2,01 1,99 9,8
Lunge t-10 u.l. 272,77 2,03 2,02 9,9
Lunge t-10 lagret +4 180 2,05 1,85 6,5
Lunge t-10 lagret -20 286,46 2,08 2,2 9,6
Lever ktrl 22 mg 391,32 2,04 1,65 9,5
Lever t-10 u.l. 351,05 2,05 1,68 9,9
Lever t-10 lagret +4 389,8 2,13 2,08 7,8
Lever t-10 lagret -20 201,5 2,16 1,43 9,8
Nyre ktrl 30 mg 476,37 2,05 2,04 9,7
Nyre t-10 u.l. 386,29 2,12 2,1 9,7
Nyre t-10 lagret +4 356,72 2,1 2,24 7,6
Nyre t-10 lagret -20 397,54 2,1 1,07 9,9
Skjelettm. ktrl 323,51 2,07 1,84 9,2
Ny Skjelettm. t-10 u.l. 288,98 2,07 1,4 9,5
Skjelettm. t-10 lagret +4 96,81 2,04 1,36 5,3
Skjelettm. t-10 lagret -20 175,12 2,06 1,26 9,

Tabell 10: Dyr 10
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