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Sammendrag

En transdermal leveringsform gir store fordeler framfor oral, intramuskulaer og intravengs
levering, men byr ogsa pa noen utfordringer. Den stgrste utfordringen er at kun et begrenset
antall molekyler kan administreres pa denne maten. Hudens gverste lag, stratum corneum,
er en effektiv barriere, som bare noen molekyler kan penetrere. Disse molekylene er

karakterisert som lavmolekylzere (< 500Da) og lipofile (hydrofobe).

Det er gjennomfgrt forsgk pa fullskala hud fra mennesker, for & undersgke om vannlgselige
(hydrofile) molekyler som fiskegelatinpeptider og G-blokk vil kunne penetrere huden og
diffundere ned i dermis. G-blokk og fiskegelatin ble fgrst fraksjonert for & lage mest mulig
monodisperse prgver, og deretter fluorescensmerket med alexa 488/532 fluorokrom. De
fluorescensmerkede prgvene ble Igst i 60 % dimetyl sulfoksid (DMSO), fgr de ble pafegrt
epidermis-siden av hudbiter montert i Franz-celler. Huden ble fgrst forbehandlet med
mikronaler. Konfokal laser skanning mikroskop ble benyttet for & undersgke
fluorescensintensiteten i vevet, og dermed penetrasjonsevnen til de ulike G-blokkene og
fiskegelatinpeptidene. Ved hjelp av hyperspektral avbildning ble det ogsa underspkt

fluorescensintensitet i tillagde hudfantomer.

| oppgaven er det lagt vekt pa hvordan penetrasjonsevnen til ulike molekyler avhenger av
molekylvekt, merkningsgrad, forbehandling (mikronaler og DMSO) og individuelle forskjeller
mellom donorer. Det ble ogsa undersgkt hvor lang tid det tar fgr det observeres en betydelig

mengde fiskegelatinpeptider i vevet.

Noen G-blokker og fiskegelatinpeptider ble funnet til @ kunne penetrere huden. Det ble
pavist at en forbehandling med mikrondler og 60 % DMSO som vehikkel, @gker
permeabiliteten til huden. | tillegg ble det observert store variasjoner i penetrasjonsevnen til
prevene nar forspk ble utfgrt pa samme eller ulike donorer. Fiskegelatinpeptider ble vist til 3
begynne & penetrere forbehandlet hud allerede etter 8 timer, men fg@rst etter 18 timer

inkubasjonstid ble det observert en betydelig mengde fiskegelatinpeptider i vevet.

Det ble funnet en sammenheng mellom fraksjon hgymolekyleere peptider i

fiskegelatinprgvene og fluorescensintensitet i vevet etter endt inkubasjonstid (24 timer). Det
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ble observert hgyere fluorescensintensitet i vevet etter pafgrte prgver med hgyt innhold av

lavmolekylzere peptider, enn for prgver med flere hgymolekylzaere peptider.

Det ble ogsa observert en sammenheng mellom merkningsgrad og detektert
penetrasjonsevne. Der prgver med hgy merkningsgrad ga hgyere fluorescensintensitet i

vevet og fluorescens i reseptorfasen, enn prgver med lavere merkningsgrad.

| tillegg ble det observert lite eller ingen elektrostatisk binding av fluorescensmerkede prgver
av fiskegelatin og G-blokk til pappileer dermis, mens stratum corneum ble observert som den

store barrieren i huden ved at den hadde hgyest fluorescensintensitet.

Fiskegelatinprgvene ble funnet veldig polydisperse selv etter fraksjonering ved hjelp av
dialysemembraner med ulik st@rrelse. Det er observert liten sammenheng mellom

molekylvekts cut-off pa dialysemembran, og faktisk stgrrelse av peptider som trekker ut.

Hyperspektral avbildning ble funnet til 8 fungere for hudfantomer med mer enn 25 mg

kovalent merket gelatin.
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Forkortelser og definisjoner

Alexa 488 HSS
Alexa 488/532 SE
Amax

Biopsi

CF

Cprot

DIC

DMSO

DOL

FG-peptid
Fe
Fm

I:peptid

G-blokk
Gelatin type A
Gelatin type B

'H-NMR

Alexa Fluor 488 hydrazide, sodium salt

Alexa Fluor 488/532 carboxylic acid, succinimidyl ester
Absorbansen malt ved absorbansmaksimum.

Hudprgve

Korrigeringsfaktor

Protein konsentrasjon

Differensiel interferens kontrast

Dimethyl sulfoxide

Merkningsgraden

Gjennomsnittlig polymerisasjonsgrad
Ekstinksjons-koeffisient

Fiskegelatin peptid

Fraksjonen av a-L-guluronsyre monomerer i en alginatprgve.
Fraksjonen av B-D-mannuronsyre monomerer i en alginatprgve.

Peptider beregnet ut fra Rl konsentrasjonsdetektoren i SEC-
MALLS (kalkulert masse/injisert masse). Dette antas som den

den hgymolekylzere delen av prgven.

Sekvens med repeterende a-L-guluronsyre monomerer.
Gelatin produsert under basiske betingelser.

Gelatin produsert under sure betingelser.

Proton magnetisk resonans spektrometri

Vil
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hvem Emittert lys

hvex Eksitert lys

lautofluorescens Den gjennomsnittlige autofluorescensen i vevet

IEP Isoelektriskpunkt

lorave Fluorescensintensiteten i vevet bare fra penetrasjon av en

fluorescensmerket prgve.

vev Fluorescensintensiteten i vevet som fglge av penetrasjon av en

fluorescensmerket prgve og autofluorescens.

KLSM Konfokal laser skanning mikroskop(i)

Aemisjon Emisjon maksimum

Amax Absorbansmaksimum

MALDI-TOF Matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight mass
spectrometry

M-blokk Sekvens med repeterende B-D-mannuronsyre monomerer.

MG/GM-blokk Sekvens med kombinasjon av de to monomerene B-D-

mannuronsyre og a-L-guluronsyre.

M., Antalls gjennomsnittlig molekylvekt

Mnhgymol. Molekylvektene for den hgymolekylaere delen av prgven (Fpeptid
* Mn).

MQ-vann Milli-Q-vann

Mucosa Slimhinne

Mw Vektbasert giennomsnittlig molekylvekt

MWCO Molekylvekt cut-off
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Ilehqz)ymoI.

PBS

S

So

Sy

SC

SEC-MALLS

usS

o-kjede

Molekylvektene for den hgymolekyleere delen av prgven

(Fpeptid * Mw).

Fosfatbufret saltvann

Standardavvik

Eksitert fase

Hvilefase

Stabiliseringsfase

Stratum corneum, hudens gverste lag.

Size Exclusion Chomatography - Multi-Angle Laser Light

Scattering
Mikrosimens/cm — Maleenhet for vannets konduktivitet.

Langstrakt polypeptidkjede. Kollagen bestar av tre a-kjeder.
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1. Innledning

1.1. Motivasjon og malet med oppgaven
| flere tusen ar har mennesker pafgrt substanser pa huden for & oppna terapeutisk effekt.
Den transdermale leveringsformen gir store fordeler framfor oral, intramuskuler og

intravengs levering (Prausnitz et al., 2008).

En av fordelene med en transdermal levering av legemidler er den lave enzymaktiviteten
som medisinene mgter i huden, sammenlignet med en intravengs, intramuskulzr eller oral
leveringsforme. Dette betyr at medikamentet vil unnga tilsvarende grad av metabolisering

og kan potensielt leveres i mindre brukerdoser (Benson et al., 2008).

En transdermal leveringsform av legemidler gir ogsa et alternativ for barn og eldre, som ofte
har vanskelig for a svelge tabletter og kapsler. Tablettene til disse pasientgruppene blir ofte
knust og kapsler apnet, for & unnga ubehagelig svelging. Pulveret/innholdet blir deretter
blandet i syltetgy, yoghurt eller annen mat. Dette vanskeliggjgr kontrollen av hvor mye
virkestoff pasienten har fatt i seg, noe som kan gi store konsekvenser. Et studie utfgrt ved
sykehjemmene i Nord Trgndelag viser at 15 prosent av tablettene som ble knust var depot-
eller enterotabletter. Knusing av disse tablettene vil gi gkt toksisitet, gkt/redusert effekt av

virkestoffet eller gi en risiko for den som handterer medikamentet (Wannebo, 2009).

Transdermal levering byr ogsa pa noen utfordringer. Den stgrste utfordringen er at kun et
begrenset antall molekyler kan administreres pa denne maten. Hudens gverste lag, stratum
corneum (SC), er en effektiv barriere, som bare noen molekyler kan penetrere. Disse
molekylene er karakterisert som lavmolekylaere (< 500Da) og lipofile (hydrofobe) (Scheindlin,
2004). Mange metoder er tatt i bruk for a8 gke permeabiliteten til huden, og dermed slippe
inn andre typer molekyler, men mye forskning foregar fortsatt innenfor dette omradet

(Tanner et al., 2008).

Malet med oppgaven er & undersgke om vannlgselige (hydrofile) molekyler som
fiskegelatinpeptider (FG-peptider) og G-blokk (repeterende a-L-guluronsyre enheter
ekstrahert fra alginat) vil kunne penetrere huden og diffundere ned i dermis. Det er gnskelig

a lage mest mulig monodisperse fraksjoner med FG-peptider, for a3 se om det er en tydelig
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sammenheng mellom penetrasjonsevne og molekylvekt. | tillegg var et av malene 3
undersgke hvor stor innvirkning forbehandling av huden med mikrondler har pa

penetrasjonsevnen.

Hyperspektral avbildning tas til sist med som et mulig alternativ for konfokalmikroskopering
av utfgrte hudforsgk. En slik metode vil kunne vaere svaert nyttig og tidsbesbarende innenfor

forskning pa transdermale leveringssystem i framtiden.

1.2. Huden
Huden utgjgr omtrent 10 % av kroppsvekten til et menneske, dekker omtrent 1,7 m? og er
derfor det stgrste organet i menneskekroppen (Williams, 2003). Huden er en beskyttende
barriere mot miljget rundt oss. Denne barrieren hindrer at virus, bakterier og kjemikalier
kommer inn i kroppen (Klosterman, 2009). Huden er ogsa viktig for beskyttelse av indre
organer mot stgt, friksjon, dehydrering, samt for regulering av kroppstemperaturen
(Schrieber et al., 2007). Huden bestar av tre lag, epidermis (overhud), dermis (lzerhud) og

hypodermis (underhud), som vist i figur 1.1.

Epidermis —

Dermis —

—Hypodermis

Fettceller

Figur 1.1: De tre hudlagene: Epidermis, dermis og hypodermis. Har, muskel, svettekjertel og fettceller er ogsa
vist i figuren (Brain, 2011).
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Tykkelsen til epidermis kan variere fra 0.006 mm pa gyelokket til 0.8 mm pa handflaten
(Aulton, 2007). Epidermis er organisert i fem lag: stratum basale, s.spinosum, s.granulosum,
s.lucidum og s.corneum som vist i figur 1.2, og bestar hovedsakelig av epitelceller og

keratinocytter (Mitchell et al., 2009).

Stratum corneum -
Stratum lucidum =
Stratum granulosum {

Stratum spinosum -

Stratum basale { &
(Stratum germinativum)

li‘ 3

Figur 1.2: De fem lagene i epidermis: Stratum corneum, s.lucidum, s.granulosum, s.spinosum og s.basale.
Basalcellene, som dannes i nederste lag, deler seg for a danne keratinocytter. De sistnevnte cellene beveger
seg mot hudoverflaten (Jahnsen, 2010).

Alle de fem lagene i epidermis er bare tilstede i tykk hud, som for eksempel handflatene og
fotsalene. Epidermis fornyes kontinuerlig ved at de nederste cellene, basalcellene, (i stratum
basale), gjennomgar mitose og gir keratinocytter som beveger seg oppover mot
hudoverflaten (Mitchell et al., 2009). Samtidig som disse cellene beveger seg mot overflaten,
giennomgar de en form for differensiering som gjgr dem i stand til 8 produsere keratin

(Jahnsen, 2010). Etter hvert som keratinocyttene naermer seg overflaten dgr de, og
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cellekjerne og cellemembran forsvinner. Disse flate og kjernelgse keratinocyttene fylt med
keratin (sakalte korneocytter) ender opp i SC. SC bestar av mellom 10-15 lag med
korneocytter, som ligger i en hydrofob intercellulzer matriks (Benson, 2005; Mitchell et al.,
2009). Denne matriksen bestar blant annet av frie fettsyrer, ceramider, kolesterol og
triglyserider (Benson et al., 2008). Den intercellulzere matriksen skiller seg fra matriksen i
resten av epidermis, som stort sett bestar av fosfolipider (Rhein et al., 1990). SC er omtrent
ugjennomtrengelig og er derfor kritisk i vannregulering og ved absorpsjon av medisiner,

kjemikalier og mikroorganismer gjennom huden (Mitchell et al., 2009).

Dermis, som er mellom 3 og 5 mm tykk, er naturlig elastisk og bestar av en matriks av
bindevev (kollagen, elastin ol.). | dermis finnes ogsa harsekker, fettkjertler og svettekjertler
(Aulton, 2007). Dermis deles inn i to lag: papilleer og retikulaer dermis. Papillaer dermis
binder dermis sammen med epidermis og bestar blant av epitelceller, blodkar, nerveceller og
sma bunter av Igst bindevev som kollagen fibre og umodene elastinfibre. | mellomrommet
mellom cellene ligger den ekstracellulaere matriksen som gjgr at cellene kan bevege seg fritt

(Mitchell et al., 2009; Narayan, 2009).

Den ekstracelluleere matriksen bestar i hovedsak av kollagen (se kap. 1.5.1), men den kan
ogsa inneholde glykosaminglykaner. De sistnevnte er lineaere negativt ladde
karbohydratkjeder som bestar av et varierende antall disakkarid molekyler (Pischinger,

2007).

| retikuleer dermis finnes det faerre celler enn i papilleer dermis, men stgrre mengder med
bindevev som kollagen og elastin. Retikulaer dermis binder huden til hypodermis. Fraveaeret
av modent elastin og store kollagenfibre i pailleer dermis, gjgr at denne delen av dermis er
mer tettpakket enn retikulaer dermis. Elastin er "bglgete” og bidrar dermed til at vevet blir
mindre kompakt (Mitchell et al., 2009; Narayan, 2009). Figur 1.3 viser huden med epidermis,

papillaer dermis og retikulzer dermis.



Levering av vannlgselige molekyler gjennom hud Innledning

100 um

Figur 1.3: Gjennomlysningsbilde tatt av huden. Epidermis, papillaer dermis og retikulaer dermis vises godt.
Det sees tydelig at papillaer dermis er mer tettpakket enn retikulaer dermis.

Hypodermis, eller underhudsfettet, fungerer som en mekanisk demper og isolasjon mot
varme og kulde. Denne delen av huden fungerer som energireserve, siden lett tilgjengelige
energirike forbindelser lagres her (Aulton, 2007). Hypodermis bestar av lgst bindevev og
fettceller. Bindevevet er gjennomtrengt av fiber som har opphav i dermis og er direkte
bundet til de sterke kollagenfibrene som er plassert under hypodermis (Mitchell et al.,

2009).

Aldringen av huden er et resultat av redusert evne til 8 fornye cellene i hudlagene. For
eksempel vil epidermis hos en ung person ha flere lag enn epidermis hos en eldre person.
Som fglge av dette kan en ung person binde mer fuktighet enn en eldre person. Huden ser
glattere og friskere ut hvis den kan binde mye fuktighet. Selve rynkene som dannes skyldes
forandringer i dermis. Kollagen produseres saktere og danner flere kryssbindinger enn
tidligere, og dermed kan mindre fuktighet bindes samt at elastisitetnivaet i huden reduseres

(Schrieber et al., 2007).
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1.3. Transdermal levering
Som nevnt i kap. 1.1, har mennesker pafgrt substanser pa huden i flere tusen ar for a oppna
terapeutisk effekt, men mekanismene bak denne effekten har ikke veaert kjent i mange ar.
Fgrst i 1979 kom det fgrste kommersielle produktet for transdermal levering pa markedet i
USA. Dette var et 3- dagers plaster som hindret reisesyke (Prausnitz et al., 2008). Det finnes
na over 35 transdermale produkter pa markedet (Tanner et al., 2008) og over 19
transdermale leveringingssystemer for ulike molekyler/medisiner (Prausnitz et al., 2008). Det
er estimert en gkning i denne formen for levering av medikamenter i arene som kommer

(Scheindlin, 2004).

Medikamenter som pasettes huden har tre mulige penetrasjonsruter: gjennom
svettekanalene, giennom SC eller via harsekker med forbundet fettkjertel (Aulton, 2007). For
transport gjennom SC er det kjent at den intercelluleere penetrasjonen gjennom
lipidmatriksen rundt korneocyttene er dominerende (Benson et al., 2008). Figur 1.4 viser de

mulige penetrasjonsrutene.

Mulige penetrasjonsruter:
Stratum corneum

Svettepore
Levende
epidermis
Kapillaer
Fettkjertel
Svettekanal
Svettekjertel

Figur 1.4: lllustrasjon av mulige penetrasjonsruter for molekyler som administreres transdermalt. 1, 2 og 3
viser penetrasjon henholdsvis gjennom svettekanal, gjennom SC eller via harsekk med forbundet fettkjertel
(Benson et al., 2008).
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En transdermal leveringsform vil unnga fgrstepassasjemetabolisme. Dette er en betegnelse
pa omdannelse av legemidler og andre stoffer i leveren, fgr de nar det store kretslgpet.
Levermetabolismen kan inaktivere virkestoffet, slik at stgrre mengder legemiddel ma

administreres for a fa den gnskede terapeutiske effekten (Springhouse, 2008).

Den store utfordringen med transdermal levering er det begrensende antallet medisiner som
kan administreres pa denne maten. SC er en effektiv barriere, som bare noen molekyler
slipper gjennom. Disse molekylene er karakterisert som lavmolekylaere (< 500Da) og lipofile
(hydrofobe) (Scheindlin, 2004). Tidligere var markedet for transdermal levering kun basert
pa passiv-plasterteknologi som er avhengig av en enkel diffusjon gjennom huden. Nyere
produkter har tatt i bruk en form for aktiv-plasterteknologi. Innenfor denne teknologien er
det gnskelig & gke permeabiliteten til huden og benytte en drivkraft, for a gjgre det lettere a
transportere medikamentene inn i huden, samtidig som skader pa vevet unngas. Den aktive-
plasterteknologien gjgr det mulig a levere stgrre molekyler gjennom huden. Det forgar mye
forskning innenfor dette fagfeltet, og mange teknologier er allerede tatt i bruk. Mikronaler

er et eksempel pa dette (kap. 1.3.1) (Tanner et al., 2008).

Det finnes mange metoder for a8 gke permeabiliteten til huden. Dette kan gjgres bade med
fysiske og kjemiske endringer i SC. Vann er den mest brukte og sikreste maten til 3 gke
hudens permeabilitet, for bade hydrofile og lipofile medikamenter. Andre kjemikalier som
for eksempel dimethyl sulfoxide (DMSO) har ogsa vist a gi gkende permeabilitet i huden.
Dette skyldes frembringelse av uorden i lipidstrukturen i SC (Benson, 2005). Problemet med
DMSO er at det er pavist giftig og irriterende for huden ved hgye konsentrasjoner (Song et

al., 2005) (Aspevik, 2010).

Andre metoder for & gke permeabiliteten i huden er eksempelvis ultralyd eller iontoforese
(Cross et al., 2004; Schuetz et al., 2005; Tanner et al., 2008). | denne oppgaven vil

anvendelsen av mikronaler sees naeermere pa som et hjelpemiddel i transdermal levering.
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1.3.1. Mikronalteknikk
Mikronaler bestar av sma naler som er designet for a lage en fysisk kanal gjennom den
gverste delen av epidermis. Nalene skal ikke vaere sa lange at de treffer nervene i epidermis,
men de skal heller ikke veere sa korte at de ikke gker permeabiliteten til huden (Cross et al.,

2004). Figur 1.5 viser hvordan mikronalene gar inn i gverste del av epidermis.

Figur 1.5: Mikronaler som er stukket ned i huden. Nalene gar inn i gvre del av epidermis uten a treffe
nervene som finnes litt dypere i huden (Cross et al., 2004).

@kningen i hudpermeabiliteten ved bruk av mikrondler er pavist firedoblet for
fluorescensfargestoffet Calcein (MW: 622.5) (Henry et al., 1998). Badran et al. (2009) viste
hvordan mikronaler gir en gkning i det transdermale vanntapet. Dette vanntapet ble funnet
pa sitt hgyeste en time etter behandling med mikronaler, og sank deretter jevnt. Dette
skyldes at porestgrrelsen gradvis blir mindre. | tillegg ble det pavist at porestgrrelsen var
avhengig av lengden pa mikronalene. Figur 1.6 viser hvordan porestgrrelsen endrer seg fra

pafgring av mikronaler til det har gatt to timer (Badran et al., 2009).
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Figur 1.6: Elektronmikroskopibilder av hud behandlet med mikronaler med nal-lengde 1500 um. A) Studert
direkte etter behandling. B) Studert to timer etter behandling (Badran et al., 2009)

Det er gjennomfgrt mye forskning pa bruken av mikronaler til levering av vaksiner. Forsgk pa
dyr har vist at dette er mulig ved bruk av hule mikronadler som medikamenter kan

administreres direkte i (Laurent et al., 2007; Prausnitz et al., 2009).

Det finnes ogsa ulemper med mikronaler. Helt siden denne metoden ble tatt i bruk, har
risikoen for at naler kan brekke av i huden veert tilstede (Prausnitz, 2004). Forsgk har vist at
denne risikoen er sveert liten. Det er ogsa pavist at de pafgrte nalene kan utlgse hudirritasjon

(Henry et al., 1998; Maibach et al., 2006).

1.4. Alginat
Alginat er et polysakkarid som kan ekstraheres fra brunalger som for eksempel stortare.
Denen biopolymeren har liknende funksjon for stortaren, som cellulose har for planter, altsa
fungerer den stabiliserende og styrkende (Sletbakk et al., 2007). Alginat kan ogsa
produseres av bakterieartene Pseudomonas og Azobacter (Remminghorst et al., 2006). | dag

er alginat en av de mest anvendbare biopolymerene til industrielt bruk. Spesielt er bruken
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knyttet til egenskapene som geldanner, bindemiddel, fortykningsmiddel og stabilisator,
samtidig som evnen til 3 holde pa vann ogsa er viktig i noen av sammenhengene. Alginat er
hyppig brukt i bade i naeringsmiddel- og farmasgytiskindustri. Alginat finnes for eksempel i
iskrem, frossenmat, syltetgy og innkapslet insulin (Rehm, 2009). | tillegg forgar mye
forskning angdende bruk av alginat i diverse behandlingsmetoder som for eksempel

behandling av kreft (Sletbakk et al., 2007).

Alginat er et lineaert molekyl som bygges opp av B-D-mannuronsyre (M) og a-L-guluronsyre
(G). Disse to monomerene bindes sammen ved hjelp av en 1-4-glykosid binding
(Remminghorst et al., 2006). Alginat er store molekyler som kan besta av 50 til 200 000
monomerer. Monomerene er distribuert i blokker av repeterende mannuronsyre
(M-blokker), repeterende guluronsyre (G-blokk) eller en kombinasjon av de to monomerene

(MG-blokker) (Rehm, 2009). Figur 1.7 viser den kjemiske strukturen av alginat.

a
Maoos  HO OH QH
0o R Hacoe ,J:Cj
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HO
Mannuronsyre (M) Guluronsyre (G)
b
MaOC MNaOoo HO MNallC
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G‘\,}"D NEODC HCI O\\__,-'D O ‘,l"' G,_,—ﬂ-’
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G G M M G M
W . I — B — o
G-Blokk M-Blokk GM-Blokk

Figur 1.7: Kjemisk struktur av alginat. A) Konformasjonen av monomerene B-D-mannuronsyre og
a-L-guluronsyre natriumsalt. B) Sammensetningen av monomerene B-D-mannuronsyre og a-L-guluronsyre
natriumsalt i G-blokker, M-blokker og MG-blokker.

Mengde og sekvens av de to monomerene avhenger av hvilken organisme alginatet stammer

fra. Variasjonen i sammensetning gir ogsa variasjon i de fysikalske egenskapene, noe som

gjor at det snakkes om ulike alginater og ikke alginat som sadan (Smidsrgd et al., 1995).
10
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Siden de fysikalske egenskapene er avhengige av sekvensen av blokkene, er det viktig a ha
gode metoder for a kvantifisere sekvensene, og muligheter for & oppna tilnaermet gnsket

sekvens (Draget et al., 2005).

Alginat kan depolymeriseres pa ulike mater. Glykosidbindingen brytes ved bade syre og base
degraderingsmekanismer og ved oksidasjon med frie radikaler. Degraderingen av alginat er

ved et minimum med ngytral pH (Draget et al., 2005).

Alginat er et polyanion siden karboksylgruppen er dissosiert ved fysiologisk pH (Gu et al.,
2004). Dette gir alginat evne til & binde divalente kationer som for eksempel kalsium (Ca**).
Denne ionebindingsevnen er selve basisen for alginatets evne til a3 danne geler. Denne evnen

gker med gkende innhold av a-L-guluronsyre i kjedene (Draget et al., 2011; Holtan, 2006).

Kalsium-alginat har i mange ar blitt benyttet i sarforbindinger. Dette er siden kalsium er

funnet som en forbindelse som kan hjelpe til med a stoppe blgdninger (Lansdown, 2002).

G-blokk er tidligere ikke funnet cytotoksisk eller i stand til 8 indusere en immunrespons
(Otterlei et al., 1991; Park et al., 2005). Nylig forskning, derimot, har vist at oligoguluronater
er i stand til 3 modifisere mucosa (slimhinne) nettverkstrukturene pa en slik mate at det
apner seg opp. Dette gir muligheten til behandling av patologiske luftveissykdommer, samt

en gkt biotilgjengelighet av legemidler som ma leveres over mucosa (Draget et al., 2011).

Den orale mucosa er pa mange mater sveert lik huden nar det gjelder oppbygning og
funksjon (Haschek et al., 2010). Mucosa bestar stort sett av negativt ladde glykoproteiner
som ligner de negativt ladde glykosaminglykaner som finnes i hudens ekstracellulleere
matriks (se kap. 1.2) (Draget et al., 2011). Det er derfor stilt spgrsmal med om G-blokker kan
forenkle leveringen av legemidler gjennom ekstracellulaer matriks med en liknende metode

som gjennom slim (Aspevik, 2010).

11
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1.5. Fra kollagen til gelatinpeptider

1.5.1. Kollagen
Kollagen er det proteinet som det finnes mest av i pattedyr. Dette proteinet gir mekanisk
styrke, fasthet og elastisitet til en rekke komponenter i kroppen som hud, bein, bindevev og

ekstracellulzer matriks (Fratzl, 2008).

Kollagen eksisterer i ulike former, men som et kjennemerke bestar alle kollagenmolekylene
av tre a-kjeder (langstrakte polypeptidkjeder) som stabiliseres av hydrogenbindinger.
a-kjedene inneholder en eller flere omrader som er karakterisert av gjentakende
aminosyresekvenser av typen Glysin-X-Y, der X og Y kan vaere hvilken som helst aminosyre,
men X ofte er prolin og Y ofte er hydroxyprolin (Karim et al., 2009). Det er prolin og
hydroksyprolin som er ansvarlige for sekundaerstrukturen til kollagen (Schrieber et al., 2007).

Kollagens trippelheliksstruktur er vist i figur 1.8.

Figur 1.8: En illustrasjon av trippelheliksstrukturen til kollagen (Evans, 2006).

Degradering og kryssbindinger av kollagen i huden fgrer til rynker (kap. 1.2). Det foregar mye
forskning angdende hvordan kollagen biosyntesen kan stimuleres. Det er funnet noen
peptider som er spesielt effektive i hudfornyelsen. Dette er blant annet peptider som bestar
av gjentakende aminosyresekvens med Gly-Pro-Hyp. Disse peptidene er vist til 3 fremme

syntesen av kollagen og glykosaminglykan i dermis (Choi et al., 2009).

12
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1.5.2. Gelatin
Gelatin produseres ved hjelp av partiell hydrolyse av kollagen. Figur 1.9 viser hvordan

kollagenets trippelheliks denatureres og danner gelatin (Babel, 1996).

B, >

Figur 1.9: Denaturering av kollagenets trippelheliks til gelatinlgsning (Nittagelatinindialimited, 2011).

Mange forbinder gelatin med produkter som gelé, aspik og fromasj, men gelatin benyttes

ogsa i mange andre sammenhenger som for eksempel kosmetiske produkter.

De viktigste parameterne til gelatin er viskositet, gelstyrke, lagringsmodul, smelte- og
gelingstemperatur. Disse egenskapene pavirkes av faktorer som gjennomsnittlig
molekylvekt, molekylvektsfordeling, konsentrasjon av gelatinlgsningen, pH og saltinnhold

(Karim et al., 2009).

Gelstyrken til gelatiner angis ved hjelp av bloom verdi. Bloom verdien er hovedsakelig
rigiditeten av en gelatingel dannet under standard forhold. Bloom verdien males som den
vekten (i gram) som ma til for a senke overflaten av en gelatin med 4 med mer, ved a bruke

et flatbunnet sylindrisk stempel med en diameter pa 12.7 mm (Haug et al., 2009).

Produksjonen av vannlgselig gelatin fra ulgselig kollagen kan skje under sure eller basiske
betingelser, noe som gir henholdsvis gelatintype A og gelatintype B (Babel, 1996). Det
isoelektriskepunktet (IEP) styres ut fra produksjonsmetoden. Gelatintype A har ofte et IEP pa
mellom 8 og 9, mens IEP for gelatintype B ligger mellom 4.7 og 5.6 (Schrieber et al., 2007).
Gelatintype A har et isoelektriskpunkt som ligger nzert det for kollagen, mens gelatintype B

har en mye lavere verdi. Dette skyldes de alkaliske forholdene som gelatintype B produseres

13



Levering av vannlgselige molekyler giennom hud Innledning

under. Under et basisk miljg vil omtrent 35 % av glutamin og asparagin blir omformet til
henholdsvis glutaminsyre og asparaginsyre (Babel, 1996). Dette kan sees ved @ sammenligne

aminosyreinnholdet for gelatintype A, gelatintype B og kollagen som gjort i tabell 1.1.

Tabell 1.1: Aminosyre sammensetningen i gelatintype A, gelatintype B og kollagen pr. 1000 tripletter (Mark,
1985).

Amino Acid Gelatine Gelatine Type 1
Type A Type B collagen (cattle)

Alanine 112 117 114
Arginine 49 48 51
Asparagine 16 0 16
Aspartic acid 29 46 29
Cysteine - - -
Glutamic acid 48 72 48
Glutamine 25 0 25
Glycine 330 335 332
Histidine 4 4.2 4.4
Hydroxyproline 921 93 104
Hydroxylysine 6.4 43 5.4
Isoleucine 10 11 11
Leucine 24 243 24
Lysine 27 28 28
Methionine 3.6 3.9 5.7
Phenylalanine 14 14 13
Proline 132 124 115
Serine 35 33 35
Threonine 18 18 17
Tryptophan - - -
Tyrosine 2.6 1.2 4.4
Valine 26 22 22

Tabell 1.1 viser at det ikke finnes asparagin eller glutamin for gelatintype B, mens det
foreligger en stgrre mengde asparaginsyre og glutaminsyre i gelatintype B enn for

gelatintype A og for kollagen.

14
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Kollagenet som benyttes i gelatinproduksjon, kommer tradisjonelt fra skinn, bindevev og
bein fra dyr (gris og kveg), men i senere tid er fisk sett pa som et mulig alternativ (Gmia,

2001).

1.5.3. Fiskegelatin
Fiskegelatin produseres fra fiskeskinn, bein og finner fra varmtvanns- eller kaldtvannsfisk.
Denne alternative gelatinkilden ble spesielt vurdert etter utbruddet av kugalskap pa 80-tallet

(Haug et al., 2004).

Fiskeavfall byr pa en god alternativ kilde for gelatinproduksjon bade med tanke pa kulturelle
og religigse forskjeller som problemer med halalproduksjon og forurensing (Karim et al.,

2009).

FG-peptider har lavere innhold av aminosyrene prolin og hydroxyprolin enn mammalsk
gelatin. Innholdet av disse aminosyrene er ca. 30 % i mammalsk gelatin, 22-25 % i
varmtvanns fiskegelatin og 17 % i kaldtvanns fiskegelatin (Karim et al., 2009). Dette er
grunnen til at fiskegelatin har lavere lagringsmodul, gelings- og smeltetemperatur enn

mammalsk gelatin (Haug et al., 2004).

Mange fiskegelatiner har god funksjon som emulgator eller filmdanner, men blir lite brukt
pga. pris. Mye av grunnen til dette er hgye utgifter til transport og lav konsentrasjon av

kollagen i fiskeskinnet (Schrieber et al., 2007)

Det er ogsa funnet andre omrader der FG-peptider kan ha en positiv virkning. Det er blant
annet funnet en antioksidantaktivitet i peptider utvunnet fra for eksempel tunfisk og kveite
(Aleman et al., 2011). Det har lenge veert kjent at lipidoksidasjon i mat gdelegger kvaliteten
til maten og gjgr holdbarheten darligere (Mendis et al., 2005). Det foreligger ogsa forskning
som har vist at frie radikaler kan fgre til skade pa vevet hos mennesker. Ukontrollert
dannelse av frie radikaler som angriper membranlipider, proteiner og DNA, er antageligvis
involvert i flere sykdommer som diabetes og kreft (Fuchs et al., 2001).
Antioksidantaktiviteten til FG-peptidene er derfor blant annet av stor interesse for mat- og

legemiddelindustrien (Wang et al., 2010).
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1.6. Fluorescens og fluorescensmerking
Fluorescensmerkede molekyler gjgr det mulig a se hvor langt ulike molekyler trekker ned i
huden. Fluorescens er resultatet av en 3-trinns prosess (figur 1.10): eksitasjon av et foton,
den eksiterte levetiden og emisjon av et foton. Dette fenomenet skjer med noen molekyler
som kalles fluorokromer eller fluorescensfargestoff. Nar disse molekylene er konjugert til
andre organisk aktive substanser, kalles de for fluorescensprober eller fluorofor. Andre

komponenter kan ogsa vise fluorescens. Dette kalles autofluorescens (Haugland, 2001; Zeiss,

2011b).
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Figur 1.10: Prosessen bak fluorescens vist i et Jablonski diagram. Prosessen deles i tre trinn: eksitasjon, den
eksiterte levetid og emisjonen. Trinnene er videre forklart under figuren (Haugland, 2001).

Trinn 1 i figur 1.10 viser en eksitasjon som utspiller seg ved at fluorokromen bestrales av en
lyskilde med fotoner (hvex), og dens energi blir absobert. Dette gjgr at fluorokromen gar fra
hvilefasen (So) til eksitert fase (S’1). | trinn 2 tapes noe av ladningen pga. vibrasjoner,
konformasjonsendringer og spredning av energien. Fluorokromen stabiliseres derfor til fase
S;. | det siste trinnet gar fluorokromen tilbake til hvilefasen, ved emisjon (hvgy, gir lys fra

seg). Emisjonen kan detekteres med et konfokalmikroskop (Haugland, 2001; Zeiss, 2011b).

Ulike fluorokromer bindes pa ulike mater til molekyler. Alexa Fluor 488/532 carboxylic acid
succinimidyl ester er fluorokromer som bindes til primaere aminer lokalisert pa peptider eller
proteiner, med en veldig stabil amidbinding. Denne bindingen sees pa som like stabil som en
peptidbinding. Alexa Fluor 488 hydrazide sodium salt binder seg til den reduserende enden

av et polysakkarid med en aldehydbinding (Invitrogen, 2011).
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2. Materialer og metoder

Dette kapitelet presenterer de ulike materialer og metoder som er benyttet.

2.1. Materialer

Tabell 2.1. viser de ulike materialene som ble benyttet i prosjektet.

Tabell 2.1: Beskrivelse, produksjonsfirma og batch-nummer for materialene som ble benyttet i prosjektet.
Det foreligger batch-nummer for kun noen av materialene.

Compound

a legge over hudprgver som
en beskyttende matriks fgr
nedfrysning og frysesnitting

Materiale Beskrivelse Produksjonsfirma | Batch nr.
Kaldtvanns fiskegelatin F6 | Fiskegelatin produsert fra Norland products | 8004
kaldtvannsfisk inc.
Mammalsk gelatin (260A) | Gelatin type A med tidligere | Gelita -
malt bloomverdi pa 260 g
Bloom
Mammalsk gelatin (150B) | Gelatin type B med tidligere | Gelita 627469
malt bloomverdi pa 150 g
Bloom
Mammalsk gelatin (211A) | Gelatin type A med tidligere | Gelita
malt bloomverdi pa 211 g
Bloom
Na-G-blokk Degradert alginat FMC 907-255-01
Technologies
B-karoten 0,3 % En kartoenid. Benyttes som | Sensient Food 5051069
fargestoff og gir oransje Colors, Tyskland
farge i lgsning
Maisolje Olje ekstrahert fra mais Landlord -
Nescafe, Brasero Pulverkaffe A/S Nestlé Norge | -
Glyserin Hygroskopisk visk@s veeske | Merck AS -
B-lactoglobulin Protein fra kumelk Davisco -
Dimethylsulfoxide (DMSO) | Lgsningsmiddel til bruk i Sigma -
transdermale forsgk
NaHCO3(Natrium- Brukes som buffer i dette Sigma -
bikarbonat) forsgket
PBS-tabletter Til fremstilling av PBS-buffer | Sigma -
Tissue-Tek® O.C.T.™ En blanding som benyttes til | Sakura -
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Tabell 2.2 viser molekylvekt (Mw), absorbans/emisjon maksimum (Amax / Aemisjon),
ekstinksjonskoeffisient (€) og korrigeringsfaktor (CF) for fluorokromene som ble benyttet i
prosjektet Alle fargestoffene er fra Invitrogen.

Tabell 2.2: Molekylvekt, absorbans/emisjon maksimum (Aya / Aemision), €kstinksjonskoeffisient (€ ) og
korrigeringsfaktor (CF) for fluorokromene som ble benyttet i prosjektet (Haugland, 2001).

Mw [Da] }\max/ }\emisjon [nm] € lcm-IM-I] CF

Alexa Fluor 488 carboxylic acid, 643.41 495/519 71000 0.11
succinimidyl ester (Alexa 488 SE)

Alexa Fluor 532 carboxylic acid, 723.77 532/554 81000 0.09

succinimidyl ester (Alexa 532 SE)

Alexa Fluor 488 hydrazide, 570.48 493/517 71000 0.11

sodium salt (Alexa 488 HSS)

2.2. Lgsninger

Lgsninger som er benyttet i prosjektet er beskrevet i dette kapitelet.

2.2.1. PBS lgsning
Fosfatbufret saltvann (PBS) som ble framstilt ved a Igse PBS-tabletter i MQ-vann. En tablett
Igse i MQ-vann (200 mL), og gir en 0.01 M fosfatbuffer, 0.0027 M kaliumklorid og 0.0137 M
natriumklorid med pH 7.4 ved 25 °C.

2.2.2. Lipidigsning
B-lactoglobulin (1.5 g) ble Igst i MQ-vann (107.5 g) ved romtemperatur og rgring. Etter
fullstendig oppl@sning ble glycerin (2.8 g) tilsatt Igsningen. Deretter ble maisolje (12.5 g)
blandet inn, og en emulsjon ble dannet ved bruk av en Ultra-turrax T18 homogenisator med

maksimum hastighet i 20-30 sekunder.

2.2.3. 5(w/v) % gelatin — Hgy bloom
Denne Igsningen ble lagd ved a blande gelatin (type A, 260 g Bloom, 5 g) med MQ-vann (95
g) ved 60 °C. Blandingen ble rgrt til gelatinen var fullstendig opplgst.
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2.2.4. 3(w/v) % gelatin — Lav bloom
Denne Igsningen ble lagd ved a blande gelatin (type B, 150 g Bloom, 3 g) med MQ-vann (95
g) ved 60 °C. Blandingen ble rgrt til gelatinen var fullstendig oppl@st.

2.2.5. Kovalent merking av gelatin (middels bloom) med Alexa 488 (gelatin-
alexa)

Alexa Fluor 488 SE (1 mg) ble Igst i 99 % DMSO (0.2 mL) og tilsatt en Igsning med gelatin
(type A, 211 g Bloom, 1.0 g) i NaHCOs (0.1 M, pH 7.6). Systemet ble r@rt ved romtemperatur
over natta, og dekt med aluminiumsfolie for @ unnga belysning. Overflgdig salt og alexa ble
fiernet ved hjelp av dialyse mot MQ-vann. Det ble benyttet en dialysemembran med
molekylvekt cut-off (MWCO) 12000-14000 Da. Dialysen foregikk i mgrket ved 4 °C. Innholdet
i dialysemembranen ble frysetgrket og oppbevart i fryseboks (-40 °C) innpakket i

aluminiumsfolie inntil bruk.

2.3. Tilberedelse av G-blokk-prgver

2.3.1. Felling av G-blokk fra Na-G-blokk
Na-G-blokk (20 g) ble Igst i MQ-vann (1 L) med god omrgring i ca. 3 timer. pH ble deretter
justert til 2.8 ved hjelp av HCI (2M/0.5M), og Igsningen ble rgrt i ca. 2.5 timer. Lgsningen ble
sa sentrifugert ved 800 rpm i 20 minutter ved 20 °C. Supernatanten ble kastet, og bunnfallet
ble suspendert i HCl (0.5 L, 0.01 M). Deretter ble det sentrifugert pa ny med samme
betingelser. Supernatanten ble kastet og bunnfallet ble suspendert i MQ-vann (0.5 L). En ny
sentrifugering og dekantering ble gjennomfgrt, og deretter ble bunnfallet Igst i MQ-vann
(0.5 L) og ngytralisert. Lgsningen ble filtrert pa GF/A filter med porestgrrelse 1.6 um og
deretter frysetgrket. Det frysetgrkede produktet ble veid og oppbevart i fryseboks (- 40 °C)

i sma plastikkposer. Noe av produktet ble videre nedbrutt (se kap. 2.3.2).

2.3.2. Nedbrytning av G-blokk
G-blokk (2 g, se kap. 2.3.1) ble Igst i MQ-vann (40 mL). Deretter ble pH justert til 3.8 med HCI

(1 M), og preven ble satt i varmeskap med 95 °C i 8 timer. Lgsningen ble sa avkjglt pa is, og
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pH ble justert til 7 med NaOH (0.5 M). Lgsningen ble deretter dialysert med en
dialysemembran med MWCO 12-14000 Da til konduktiviteten var < 2 mS. Dialysen ble
giennomfgrt i spann med lokk (10 L) som ble satt pa kjglerom (4 °C). Dialysevannet ble
skiftet ca. seks ganger, eller til konduktiviteten < 2 uS. Deretter ble innholdet i
dialysemembranen filtrert over et GF/A filter med porestgrrelse 1.6 um og frysetgrket. Det
frysetgrkede produktet ble veid og deretter oppbevart i fryseboks (— 40 °C) i sma

plastikkposer. Noe av produktet ble konjugert til alexa (se kap. 2.3.3).

2.3.3. Konjugering av G-blokk til alexa
Nedbrutt G-blokk (50 mg, kap.2.4.2) ble Igst i PBS-buffer (10 mL). Glasset som ble brukt til
opplgsning ble pakket inn i aluminiumsfolie. Alexa 488 HSS (1 mg) ble Igst i 99 % DMSO
(1 mL) og rert pa en vortex mikser. Deretter ble det opplgste fargestoffet (300 uL) tilsatt G-
blokklgsningen under rgring. Lgsningen ble satt pa risting i ca. 6 timer. Etter endt risting ble

prevene satt pa kjglerom (4 °C) over natt.

Overskuddsfarge ble fjernet ved hjelp av dialysering mot MQ-vann med en dialysemembran
med MWCO 1000 Da. Dialyseringen ble gjennomfgrt i spann med lokk (10 L) som ble satt pa
kislerom (4 °C). Dialysevannet ble skiftet ca. 4 ganger og sjekket for fluorescence. Det
fluorescensmerkede proteinet ble fryst inn og frysetgrket. Det frysetgrkede produktet ble

veid og oppbevart i fryseboks (— 40 °C) i sma plastikkposer dekket med aluminiumsfolie.

Det ble farget to G-blokk prgver, en ble framstilt som beskrevet i 2.3.1-2.3.2 (G-DP22) og en
preve ble funnet i fryseboks (G-DP18). Disse prgvene far navn etter bestemt gjennomsnittlig

polymeriseringsgrad fra 'H-NMR (kap. 3.1.2).

2.4. Tilberedelse av fiskegelatinpeptider

2.4.1. Nedbrytning av fiskegelatin
| en blakorkflaske ved romtemperatur ble kaldtvanns fiskegelatin F6 (5 g) Igst i HCI (50 mL,
0.2 M). Fiskegelatinen ble tilsatt vaesken under rgring, for a3 unnga ulgselige klumper.

Lgsningen ble rgrt med magnetrgrer (0.5-1 time). Den samme prosedyren ble gjennomfgrt
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for seks blakorkflasker, en flaske pr. nedbrytningstid. Blakorkflaskene ble satt i varmeskap
(90 °C) i ulikt antall timer (2, 6, 12, 18, 24 og 36 timer). Flaskene ble deretter satt pa is og

justert til pH 7 ved hjelp av 1 M NaOH. pH ble kontrollert med pH-strips.

FG-peptidlgsningene ble dialysert for a fjerne salt og sma FG-peptider. En dialysemembran
med MWCO 100-500 Da ble benyttet. Det ble dialysert mot MQ-vann i malesylindere (1 L).
Hver blakorkflaske ble fordelt i to dialysepglser i to ulike malesylindere. Dialysevannet ble

byttet inntil konduktiviteten ble < 2 uS. Dialyseringen ble gjennomfgrt ved 4 °C.

Etter endt dialyse, ble innholdet i dialysemembranene helt i rundkolber, veesken ble fryst inn

og frysetgrket. Produktene ble veid og oppbevart i fryseboks (— 40 °C) inntil videre bruk.

Gjennomfgring av denne metoden ga seks ulike FG-peptider, en for hver nedbrytningstid

som vist i figur 2.1.

—

Fiskegelatin

Figur 2.1: Fiskegelatin ble brutt ned i seks ulikt antall timer: 2, 6, 12, 18, 24 og 36, noe som ga seks ulike
FG-peptider a jobbe videre med.

FG-2t, FG-6t, FG-18t og FG-24t ble videre benyttet i metoden beskrevet i kapitel 2.4.2.

2.4.2. Fraksjonering av fiskegelatinpeptider
For @ oppna bedre kontroll over massen pa FG-peptidene, ble mer dialysering gjennomfgrt.
Nedbrutt FG-peptider (3 g, se kap. 2.4.1) ble Igst i MQ-vann (15 mL). Denne Igsningen ble
dialysert mot MQ-vann ved hjelp av en dialysemembran med MWCO 2000 Da. Dialyseringen
ble gjennomfert i begerglass (1 L) ved 4 °C.
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Etter 24 timer dialysering ble dialysevannet skiftet ut, og en ny dialyseringsperiode pa 24
timer ble gjennomfgrt. Dialysevannene for begge periodene ble dampet inn pa rotavapor og
deretter frysetgrket. Innholdet i dialysemembranen ble overfgrt til en ny dialysepglse med
MWCO 3500 Da. Denne dialyseringen ble gjennomfg@grt pa samme mate som den forrige.
Dialysevannet etter begge dggnene ble spart, dampet inn pa rotavapor og frysetgrket hvis
konduktiviteten > 10 uS. Til slutt ble innholdet i dialysemembranen frysetgrket. Dette ga tre
FG-peptidfraksjoner 500-2000 Da (A), 2000-3500 Da (B), > 3500 Da (C). Det frysetgrkede
produktet ble veid og oppbevart i fryseboks (— 40 °C) i sma plastikkposer.

Gjennomfgringen av denne fraksjoneringen ga FG-peptidene vist i figur 2.2.

Videre fraksjonering av

Nedbrytning av fiskeeelat] Fraksjonerte
fiskegelatin R 0 ISl fiskegelatinprgver
prgvene
FG-2t-A
FG-2t-B
FG-2t
FG-2t-C
FG-6t-A
FG-6t FG-6t-B
FG-6t-C
Fiskegelatin FG-12t
FG-18t-A
FG-18t FG-18t-B
FG-18t-C
FG-24t FG-24t-A
FG-24t-B

FG-36t
FG-24t-C

Figur 2.2: Flytdiagram som viser hvilke fire FG-peptider som fraksjoneres videre og hva disse kalles. A, B og C
fraksjoner ligger forholdsvis mellom 500-2000 Da , 2000-3500 Da og > 3500 Da.

FG-peptider av stgrrelse 500-2000 Da (A) og > 3500 (C) ble videre fluorescensmerket ved
hjelp av metoden beskrevet i kap. 2.4.3.
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2.4.3. Konjugering av fiskegelatinpeptider til alexa
Fraksjonerte FG-peptider (100 mg) (fra 2.4.2) ble Igst i MQ-vann (1-2.5 mL). Dette ble
blandet i forholdet 1:1 med NaCOs-buffer (0.2 M). pH i Igsningen ble kontrollert til & veere

over 7.

Alexa Fluor 488/532 SE (1 mg) ble Igst i 99 % DMSO (0.2 mL) mens det ble godt blandet pa en

vortex mikser og hele tiden skjermet fra lyset ved hjelp av aluminiumsfolie.

Deretter ble utblandet alexa (50 uL) drapevis tilsatt FG-peptidlgsningene under lett risting.
Prgveglasset ble hele tiden dekket med aluminiumsfolie. Etter tilsats ble prgven satt pa

risting (4 timer).

Etter endt risting ble Igsningen dialysert mot MQ-vann ved hjelp av en dialysemembran med
MWCO 1000 Da. Dialyseringen ble gjennomfgrt i malebeger (1 L) dekket med
aluminiumsfolie. Dialysevannet ble skiftet ca. 6 ganger og sjekket for fluorescence. Det
fluorescensmerkede proteinet ble fryst inn og frysetgrket. Produktet ble veid og oppbevart i

fryseboks (— 40 °C) i sma plastikkposer dekket med aluminiumsfolie.

Figur 2.3 viser et flytdiagram over prosessen fra utgangsstoffet kaldtvanns fiskegelatin F6

(kap. 2.4.1) til ferdig fluorescensmerkede FG-peptider.
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Nedbrvtning av fiskegelatin Videre fraksjonering av noen Fluorescensmerkede
rytning & : av fiskegelatin-prgvene. fiskegelatinprgver.

FG-2t-B

FG-6t-B

FG-2t

FG-6t

A

FG-6t-C FG-6t-C-488

FG-18t-A —% FG-18t-A-532 ]

FG-18t FG-18t-B

FG-18t-C FG-18t-C-532

Fiskegelatin FG-12t

FG-24t FG-24t-A FG-24t-A-532

FG-24t-B

LR

FG-36t

FG-24t-C FG-24t-C-532
y

Figur 2.3: Flytdiagram som viser hele behandlingen av fiskegelatin prgvene fra nedbrytning til fraksjonering
og deretter konjugering med alexa. A, B og C fraksjoner ligger forholdsvis mellom 500-2000 Da , 2000-3500
Da og > 3500 Da. 488 og 532 star for henholdsvis konjugering med alexa 488 SE og alexa 532 SE.
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2.5. Bestemmelse av molekylvekt og kjemisk karakterisering av

fiskegelatinpeptider og G-blokk

Molekylvekten til prgvene av G-blokk og FG-peptider (kap. 2.3 og 2.4) ble bestemt ved hjelp
av metodene beskrevet i kap. 2.5.1 - 2.5.3. Aminosyreanalyse (kap. 2.5.4) ble gjennomfgrt
for fire av FG-peptidene. Merkningsgraden ble bestemt for alle prgvene med metoden

beskrevet i kap. 2.5.5.

2.5.1. '‘H-NMR
G-blokkprgvene ble undersgkt med *H-NMR (proton magnetisk resonans spektrometri). Ut
fra dette ble gjennomsnittlig polymerisasjonsgrad (DP,) og fraksjonene av M- og G

monomerer (Fy og Fg) i prevene bestemt.

Teorien bak metoden baseres pa bruk av en oscillerende elektromagnetisk puls. Ulike
kjerner absorberer energi og gir slipp pa denne i ulike mgnstre. Dette gjgr at det kan

detekteres strukturelle og kjemiske sammensetninger (Silverstein et al., 1991).

'H-NMR ble utfgrt som beskrevet av Holtan (2006). Med unntak av at i dette tilfellet ble det
ikke gjennomfart en syrehydrolyse. 'H-NMR spekteret ble registrert med et Bruker Avance
DPX 300 spektrometer. 'H-NMR ble utfgrt av Wenche Iren Strand, avdelingsingenigr ved

institutt for bioteknologi.

2.5.2. SEC-MALLS
SEC-MALLS (Size Exclusion Chomatography - Multi-Angle Laser Light Scattering) ble i dette
forsgket benyttet for a finne molekylvektene den gjennomsnittlige molekylvekten for
FG-peptidene. M, (Antalls gjennomsnittlig molekylvekt) bestemmes ved a ta totalvekten av
alle molekylene som er tilstede i prgven og dele pa det totale antallet av molekyler i prgven.
M,, (vektbasert gjennomsnittlig molekylvekt), derimot, vektlegger stgrre molekyler mer enn

de mindre molekylene (Eysturskard, 2010; Smidsrgd et al., 1995; Tromp et al., 2002).

SEC-MALLS ble gjennomfgrt som beskrevet av Eysturskard (2010). Metoden ble utfgrt av

Ann-Sissel Teialeret Ulset, avdelingsingenigr ved institutt for bioteknologi.
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2.5.3. MALDI-TOF
MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight mass spectrometry) er
en type laserbasert massespektrometri som kan benyttes til molekylvektshestemmelse. En
UV-lysabsorberende matriks og et molekyl bestrales av en laser. Det meste av laserenergien
absorberes av matriksen. Dette hindrer ugnsket fragmentering av molekylet. Det ioniserte
molekylet akselererer i et elektrisk felt og gar inn i en kolonne. Ulike molekyler separeres i
henhold til molekylvekt og ladning, og de nar detektoren ved ulike tidspunkt. Dermed vil
hvert molekyl gi et tydelig signal. Denne metoden benyttes for a karakterisere og detektere

molekyler med molekylvekt mellom 400 og 350 000 Da (Camp, 2004; Webster et al., 2005).

Metoden er utfgrt som i bruker — Quick start for flexSeries Instruments, Version 2.0 (1998).

MALDI-TOF ble utfgrt av Kare Andre Kristiansen, overingenigr ved institutt for bioteknologi.

2.5.4. Aminosyreanalyse
Det ble gjennomfgrt en aminosyreanalyse for de nedbrutte FG-peptidene FG-2t-A, FG-6t-A,
FG-18t-A og FG-24t-A (kap. 2.4.2). Aminosyreanalysen ble utfgrt ved universitetet for miljg-

og biovitenskap (UMB). Aminosyreanalysen ble utfgrt som beskrevet av Eysturskard (2010).

2.5.5. Merkningsgrad
Merkningsgraden ble kontrollert for prgvene FG-2t-A-488, FG-2t-C-488, FG-6t-A-488,
FG-6t-C-488, FG18t-C-532, FG-24t-C-532, G-DP18 og G-DP22 (kap. 2.3.3 0g 2.4.3).

Alle prgvene ble fortynnet til 0.1 mg/mL. Deretter ble absorbansen malt ved A, (tabell 2.2)
med et Lambda 25 UV/VIS spektrofotometer (Perking Elmer Instruments, USA).

Merkningsgraden (DOL) er gitt av likning 2.1 (Invitrogen, 2011).

AmaxXMw

DOL = (2.1)

CprotX€flurokrom
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Der Amax er absorbansen malt ved Ama, My er den gjennomsnittlige molekylvekten til
proteinet i g/mol (kap. 3.1.5), Corot €F protein konsentrasjonen i mg/mL 08 Efuorkrom €F
ekstinksjonskoeffisienten for den aktuelle flurokromen (se tabell 2.2 i kap.2.1) (Invitrogen,

2011).

Proteinkonsentrasjonen antas til & veere 0.1 mg/mL i dette tilfellet. Merkningsgraden angir

mol alexa pr. mol kjede.

2.6. Diffusjon/pentrasjon av G-blokk og fiskegelatinpeptid i hud
Fluorescensmerkede prgver av FG-peptider og G-blokk (kap. 2.3-2.4) ble benyttet for a
studere leveringen av vannlgselige molekyler giennom huden. Materialer og Igsninger som

er benyttet finnes det mer informasjon om i kap. 2.1 og 2.2.

2.6.1. Forbehandling og forsgksoppsett
Human hud fra klinikk Stokkan ble hentet og fraktet til Glgshaugen umiddelbart etter
operasjoner. P3 laboratoriet ble underhudsfettet/hypodermis (se kap. 1.2) fjernet ved hjelp
av en saks (figur 2.4A). Saksen hadde bgyde spisser for @ unnga a lage hull i dermis og
epidermis. Nar underhudsfettet var fjernet, ble hudbiten lagt pa en isoporplate dekket med
aluminiumsfolie (figur 2.4B). Hudbiten ble holdt pa plass ved hjelp av sprgytespisser, og
huden ble forbehandlet med mikronaler (1500 um, Derma Roller, UK, kap. 1.3.1, figur 2.4C)

for a lage sma kanaler som gker penetrasjonsevnen til molekylene.

Etter forbehandling ble huden delt opp i passende biter for & dekke en diffusjonscelle (Franz-
celle, d=20 mm). Hudbitene ble montert pa diffusjonscellen og kammeret under huden ble
tilsatt PBS buffer ved hjelp av en sprgyte med sprgytespiss. PBS-nivaet justeres nar alle
diffusjonscellene er ferdig montert. Fluorescensmerkede prgver (30 ul, kap. 2.3-2.4) ble
pafgrt hudoverflaten. Figur 2.4D og 2.4E viser en Franz-celle med en montert hudbit med

pafert fluorescensmerket prgve. Vasken i kammeret under huden kalles reseptorfasen.
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Figur 2.4: A) Fjerning av hypodermis med saks. B) En hudbit uten hypodermis. C) Mikronalene som ble
benyttet til forbehandlingen av huden. D) og E) viser Franz-cellen med montert hudbit med pafert
fluorescensmerket prgve. Kammeret under huden (reseptorkammeret) ble tilfgrt PBS.

De fluorescensmerkede prgvene (kap. 2.3.3 og 2.4.3) ble Igst i 60 % DMSO (40 mg/mL) fgr de
ble pafgrt huden. | tillegg ble det pafgrt prgver med bare alexa 488/532 SE Igst i 99 % DMSO

(0.3 mg/mL) og kontrollprgver ( 99 % DMSO) for a studere autofluorescens.

Etter pafgring av fluorescensmerkede prgver, ble diffusjonscellene dekket med parafilm og
aluminiumsfolie, og inkubert ved 32 °C i varmeskap i 24 timer. For gjennomfgring av

tidsstudie (kap. 3.2.2) ble denne innkuberingstiden variert mellom 2 timer — 24timer.

2.6.2. Utstansing av biopsier og maling av fluorescens i reseptorfasen
Etter 24 timer ble diffusjonscellene tatt ut av varmeskapet og hudbitene ble plassert pa en
isoporplate dekt med aluminiumsfolie. Det ble samlet inn prgver av reseptorfasen fra hver

diffusjonscelle i godt merkede cryorgr. Disse prgvene ble sjekket for fluorescens.
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Hudbitene ble spent opp pa isoporplaten ved hjelp av sprgytespisser. Deretter ble det
stanset ut en hudprgve (biopsi, d=5 mm) pr. hudbit fra omtrent midten. Biopsien ble
montert pa kork ved hjelp av Tissue Tek, og deretter fryst ned i flytende nitrogen. Hele
biopsien ble dekket med Tissue Tek og fryst ned pa ny. Biten ble deretter lagt i cryorgr og

fryst ned i flytende nitrogen. Prgvene ble oppbevart i fryseboks (-40 °C) inntil snitting.

Figur 2.5 viser hvordan hudbiten spennes opp med sprgytespisser pa en isoporplate, og en

biopsi stanses ut for sa a bli montert pa kork.

Figur 2.5: Hudbiten spennes opp med sprgytespisser og biopsistanseren benyttes for a stanse ut en biopsi.
Denne bli deretter montert pa en korkbit ved hjelp av Tissue Tek og flytende nitrogen

2.6.3. Snitting av biopsier
Snitting av biopsier ble gjennomfgrt pa Gastrosenteret pa St. Olavs sykehus. Hudbiopsiene
ble fraktet til snitting i flytende nitrogen. Hver hudbiopsi ble montert pa en innretning som
vist i figur 2.6 A-C ved hjelp av Tissue Tek. Snittingen ble utfgrt pa en kryomikrotom av type
Leica CM 3050 (figur 2.6 D). Snittene (tykkelse 20 um) ble satt pa objektglass som vist i figur
2.6 E. Objektglassene med snitt ble oppbevart i lystette bokser ved romtemperatur.
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Figur 2.6: A) Hudbiopsier monteres pa en innretning ved hjelp av Tissue Tek. B) Etter noen minutter i
mikrotomen (venstre i D) fryser Tissue Tek, og biopsiene er klare for snitting. C) Ferdig snittet biopsi. D)
Mikrotomen med plass til innfrysning (venstre) og snitting (hgyre). E) Ferdig monterte snitt klare for konfokal
mikroskopi.

2.7. Konfokal laser skanning mikroskop
Et konfokal laser skanning mikroskop (KLSM) ble benyttet for @ undersgke om G-blokk og
FG-peptidene hadde penetrert SC og diffundert ned til den levende delen av huden. Dette
ble undersgkt ved a se pa snitt av hudbiopsier (se kap. 2.6.3) og detektere

fluorescensintensiteten ulike steder i snittet.

2.7.1. Teori
Et laserlys treffer prgven via objektivet. Dette fgrer til at molekyler eksiteres, og den
emiterte fluorescensen kan da gjenkjennes av en detektor. Det emiterte lyset separeres av

en stralesplitter og gar gjennom et pinhole. Deretter nar strilene fotodetektoren, som
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sammen med en pc og et kamera viser et bilde pa skjermen. Figur 2.7 viser hvordan et

konfokalmikroskop fungerer pa en forenklet mate (Paddock, 1999; Zeiss, 2011a).

Fotodetektor
N
Pinhole 4
I \ll I-" ]
W
.l'llllIl : Y \ | /
K - .~
Stralesplitter, :
P : 7S
f ""-."
‘:’ , \ " Lyskilde
! \
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! F 3 kY
f i1
! \
- - Objektiv
""'-\.\R | .-.,-'#
N1, Prave
*~. .
H“‘\-_,.-I

— » «  Straleri fokus
—————-Straler ute av fokus

Figur 2.7: En illustrasjon av hvordan konfokalmikroskopet fungerer. En lyskilde sender straler pa prgven.
Dette forer til eksitasjon. Det emiterte lyset detekteres av en fotodetektor (Paddock, 1999).

2.7.2. Metode
Konfokalmikroskopet som ble benyttet for 8 undersgke hudsnittene, var av typen Zeiss LSM

510 Meta, som vist i figur 2.8.
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Figur 2.8: Konfokal mikroskopet som ble benyttet i detektering av fluorescensintensitet i snitt av hud.

Det ble benyttet et objektiv av type C-Apochromat 10X/0,45W. For prgver farget med alexa
488 SE/HSS og alexa 532 SE ble henholdsvis argon og helium-neon laser benyttet. Det ble
brukt ulike filtre avhengig av hvilke prgver som ble undersgkt. Alle bildene ble tatt med en
oppl@sning pa 1024x1024 piksler. Det ble benyttet de samme innstillingene for alle bildene

for & kunne gi et sammenligningsgrunnlag.

Hver gang fluorescens ble fotografert ble det pd samme sted tatt et bilde med differensiel
interferens kontrast (DIC), en form for gjennomlysning. Dette ble gjort for a fa et bedre
inntrykk av vevet i dette omradet, og hvor langt ned de fluorescensmerkede prgvene har
diffundert. For gjennomlysningsfotografering ble innstillingene ikke holdt konstante, men ble

justert for best mulig bilde.

Figur 2.9 viser de ulike KLSM bildene som ble tatt, hvilke innstillinger som ble benyttet for de
ulike KLSM bildene, samt hvilke G-blokker og FG-peptider disse ble benyttet for (se kap.
2.6.1).
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Figur 2.9: KLSM bilder og tilhgrende innstillinger. A og B viser bilde og innstillinger for prgver farget med
alexa 488 SE/HSS. C og D viser gjennomlysningsbilde og innstillinger for dette bildet. E og F viser bilde og

innstillinger for prgver farget med alexa 532 SE.

For noen donorer ble det ogsa tatt doble bilder, der innstillingene for gjennomlysning ble

kombinert med en av de andre innstillingene.
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Bildebehandlingen ble gjennomfgrt med LSM FCS 4.2. Dette programmet gir mange
muligheter. Intensiteten i bildene (fra O=svart til 255=klar grgnn) ble undersgkt pa tre ulike

mater:

1. Tredimensjonal kurve

En tredimensjonal kurve avbilder intensitetsvariasjonene i bildet. Z-aksen viser

intensitet mens x- og y-aksen angir pikslene i bildet.

2. Histogram - gjennomsnittlig fluorescensintensitet

Den gjennomsnittlige fluorescensintensiteten kan finnes fra den gnskede delen av

bildet. Et histogram viser frekvensen av de ulike intensitetsverdiene.

3. Intensitet som funksjon av dybde i vevet

Intensiteten som funksjon av dybde i vevet ble funnet langs tre linjer i bildet. Disse

linjene ble tegnet fra starten av epidermis og sa langt inn i vevet som mulig.

For metode 2 og 3 ble det tatt hensyn til autofluorescens, som vist i likning 2.2.

Iprqz)ve = lvev - lautofluorescens (2.2)

Der l,rave er fluorescensintensiteten i vevet bare fra penetrasjon av den fluorescensmerkede
prgven. |y er fluorescensintensiteten som fglge av penetrasjon av fluorescensmerket prgve
og autofluorescens. lautofiuorescens € den gjennomsnittlige autofluorescensen i vevet (se kap.

1.6).

2.8. Hyperspektral avbildning av hudfantomer
Hyperspektral avbildning ble benyttet for a detektere fluorescensintensitet i tillagde
hudfantomer. Avbildningen ble utfgrt av Lise Lyngsnes Randeberg, f@rsteamanuensis ved
institutt for elektronikk og telekommunikasjon. Teorien bak denne teknikken beskrives kort i

kap. 2.8.1. Hudfantomene ble lagd som beskrevet i kapitel 2.8.2.
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2.8.1. Teori
Hyperspektral avbildning er en avbildningsmetode som kombinerer avbildning og
spektrometri i ett og samme system. Dette er en teknikk som har stort potensial innenfor

medisinsk diagnostikk (Payne et al., 2007; Sorg et al., 2005).

Det foregar en del forskning pa bruken av hyperspektralavbildning for a karakterisere
diffusjonsegenskaper i human hud. | dette arbeidet er ofte hudfantomer blitt benyttet. Dette
er kijemisk fremstilte hudmodeller med kjente spektrale egenskaper. Disse hudfantomene

tilsettes varierende konsentrasjon av et enkelt fluorkrom (Hernandez-Palacios et al., 2011).

Kameraet som benyttes for denne metoden er basert pa designet av HySpex VNIR-1600 som
er produsert av Norsk Elektro Optikk AS (Norskelektrooptikk, 2011). Malingen foregar pa
oversiden av fantomene. Figur 2.10 viser forsgksoppsettet for den hyperspektrale

avbildningen (Hernandez-Palacios et al., 2011).

Hyperspektralt
kamera

Hvit LED lampe

Bandpassfilter
Fokuseringslinse

Eksitasjonslys
Fluorescens
. ; Hudfantomer
Scanningsretning [ =3
<« )
C—
Oversettelse

Figur 2.10: Forsgksoppsett for hyperspektral avbildning. En hvit LED lampe belyser hudfantomene. Det
hyperspektrale kameraet detekterer fluorescens og signalene blir deretter oversatt (Hernandez-Palacios et
al., 2011).

Resultatet av avbildningen kan fremstilles i kurver, som vist i figur 2.11, med

fluorescens/intensitet langs y-aksen og bglgelengde langs x-aksen. Hvis alexa 488 SE er
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benyttet vil dette gi to topper, der den fgrste er emisjonstoppen (495 nm) og den andre er
absorpsjonstoppen (519 nm) (se kap. 2.1). | emisjonstoppen avtar intensiteten med gkende
fluorescens, mens i absorpsjonstoppen er intensiteten proporsjonal med konsentrasjonen av

fluorokromen (Hernandez-Palacios et al., 2011).

Absorbsjonkurve 495nm o
\ Emisjonkurve 519 nm

N~

///f
~

/

-
I 1

400 450 500 550 600

Absorbsjon/Emisjon

Belgelengde [nm]

Figur 2.11: Absorpsjon og emisjonsprofil for alexa 488 etter hyperspektral avbildning (Invitrogen, 2011).

2.8.2. Tilberedning av hudfantomer
Det ble lagd syv ulike hudfantomer i sma petriskaler. Disse bestod av tre ulike lag som skulle
etterligne henholdsvis hypodermis, dermis og epidermis. Det var kun fluorescens innholdet i
dermis som varierte i de ulike hudfantomene. De kjemisk framstilte hudlagene beskrives
feérst, og deretter kommer et avsnitt om hvordan hudfantomene ble stgpt. Materialer og

Igsninger som er benyttet er det gitt mer informasjon om i kap. 2.1 og 2.2.
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2.8.3. Hypodermis
Hypodermis ble lagd ved a blande 5(w/v) % gelatin (40.0 g, se kap. 2.2.3), maisolje (20.0 g)
og B-karoten (0.4 g) ved ~50 °C. En emulsjon ble fremstilt ved @ bruke en VWR VDI 12

homogenisator med maksimum hastighet i ca. 30 sekunder.

2.8.4. Dermis
Det ble lagd syv ulike lag med dermis. Slik at de ulike hudfantomene fikk ulikt innhold av
fluorescensmerket gelatin. 5(w/v) % gelatin, lipidlgsning og gelatin-alexa er henholdsvis

beskrevet i kap. 2.2.3, 2.2.2 0g 2.2.5. De syv lagene med dermis bestod av fglgende:

I Blanding av 5(w/v) % gelatin (5.0 g) og lipidlgsning (130 puL).

Il Blanding av 5(w/v) % gelatin (5.0 g), gelatin-alexa (10 mg) og lipidlgsning (130 puL).
1 Blanding av 5(w/v) % gelatin (5.0 g), gelatin-alexa (20 mg) og lipidlgsning (130 pL).
v Blanding av 5(w/v) % gelatin (5.0 g), gelatin-alexa (25 mg) og lipidlgsning (130 pL).
\Y Blanding av 5(w/v) % gelatin (5.0 g), gelatin-alexa (40 mg) og lipidlgsning (130 pL).
\ Blanding av 5(w/v) % gelatin (5.0 g), gelatin-alexa (50 mg) og lipidlgsning (130 pL).
Vi Blanding av 5(w/v) % gelatin (5.0 g), gelatin-alexa (80 mg) og lipidlgsning (130 pL).

Lgsningene ble rgrt ved 50 °C.

2.8.5. Epidermis
Epidermis ble lagd av en Igsning bestaende av 3(w/v )% gelatin (4.0 g, kap. 2.2.4), pulverkaffe
(6.1 mg) og lipidlgsning (170 uL, kap. 2.2.2 ). Lgsningen ble rgrt ved 50 °C.

2.8.6. Stgping av hudfantomer
Lgsningene ble tilsatt syv ulike petriskaler (d=51.8 mm). Fgrst ble hypodermislgsning (10.0

mL) tilsatt. Deretter ble dermislgsning (3.15 mL) og til sist epidermislgsningen (270 ul)
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tilsatt. Mellom hvert lag ble skalene satt i kjgleskapet for & gele. Det er viktig a la det ene
laget oppna romtemperatur f@r et nytt lag tilsettes. Til slutt ble skalene dekket med parafilm

og aluminiumsfolie.

Hudfantomene ble undersgkt ved hjelp av hyperspektral avbildning som beskrevet i kap.

2.8.1.
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3. Resultater og diskusjon

Resultatene i dette prosjektet er funnet ved hjelp av metodene beskrevet i kap. 2.

3.1. Bestemmelse av molekylvekt og kjemisk karakterisering av
gelatinpeptider og G-blokk
Gjennomsnittlig molekylvekt til G-blokkene og FG-peptidene (kap. 2.3 og 2.4) ble bestemt
ved hjelp av metodene beskrevet i kap. 2.5.1 - 2.5.3. 'H-NMR ble benyttet for G-blokk mens
SEC-MALLS og MALDI-TOF ble benyttet for FG-peptider. Aminosyreanalyse (kap. 2.5.4) ble
gjiennomfgrt for fire av de fraksjonerte FG-peptidene. Merkningsgraden ble bestemt for alle

prevene med metoden beskrevet i kap. 2.5.5.

3.1.1. Utbytte av fiskegelatinpeptider og G-blokk

Vekten av alle d frysetgrkede prgver er gitt i dette kapitelet. Alle trinnene for tilberedelsen
av de fluorescensmerkede prgvene til hudpenetrasjonsforsgkene er tatt med (se kap. 2.3 og

2.4).

Tabell 3.1 viser utveid utgangsstoff og vekt av prgven etter frysetgrking, for de ulike trinnene
i tilberedningen av G-DP22. G-DP18 er ikke tatt med i dette kapitelet da denne prgven bare

ble fluorescensmerket.

Tabell 3.1: Utveid utgangsstoff og vekt av prgven etter frysetgrking for de ulike trinnene i tilberedningen av
G-DP22.

Trinn i tilberedingen av G-DP22 Utgangsstoff [g] | Etter frysetg@rking [g]

Felling av G-blokk fra Na-G-blokk | 20 19
Nedbrytning av G-blokk 2.0 1.2
Konjugering av G-blokk til alexa | 0.050 0.060

Tabell 3.1 viser at lite skjer med massen under felling av G-blokk fra Na-G-blokk. Det betyr at
lite ble igjen i filteret som ble benyttet. Utgangstoffet Na-G-blokk ma altsa vaere noksa rent.

For nedbrutt G-blokk ble massen etter frysetgrking malt til 1.2 g. Dette er 60 % av
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utgangsstoffet, altsa har en del forsvunnet under dialysen. Dialyseringen ble gjennomfgrt
med en dialysemembran med MWCO 12-14000 Da, altsd ma det har vaert en del store
G-blokker i denne prgven. Det er viktig & papeke at MWCO for dialysemembranen er gitt for
globulzere proteiner, altsa vil ikke en dialysemembran med MWCO 12-14000 Da direkte bety
at alle molekyler mindre enn dette vil forsvinne ut i dialysevannet. Det vises ogsa tydelig i

kap. 3.1.2.

Den siste delen av tillagingen av G-DP22 var en konjugering med alexa 488 HSS. Det ser ut
som om noe alexa har festet seg og gitt en hgyere masse etter frysetgrking. Molekylvekten
til fluorokromen er gitt i kap. 2.1. Hovedgrunnen til at massen etter fluorescensmerking er

hgyere enn fgr, skyldes antageligvis rester av salt i prgvene.

Figur 3.1 viser vekten av de nedbrutte FG-peptidene etter frysetgrking (se kap. 2.4.1). Det
ble veid ut 5 g utgangsstoff.

5
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x< 35
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FG-2t FG-6t FG-12t FG-18t FG-24t FG-36t
Nedbrutte fiskegelatinprgver

Figur 3.1: Vekten etter frysetgrking av fiskegelatin nedbrutt i 2, 6, 12, 18, 24 og 36 timer for a gi seks ulike
FG-peptider.
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Figur 3.1 viser at alle de nedbrutte FG-peptidene har en lavere masse enn utgangsstoffet.
Dialysemembranen med MWCO 100-500 Da har altsa fjernet noe i alle prgvene. Dette tyder
pa at det har veert en del salt eller sma FG-peptider til stede i prgvene. Det oppdages ikke

noe system mellom masse etter frysetgrking og nedbrytningstid.

Figur 3.2 viser masse etter frysetgrking av de ulike fraksjonene etter gjennomfegrt
fraksjonering av FG-peptidene (kap. 2.4.2). Fraksjon A, B og C tilsvarer FG-peptider av
henholdsvis 500-2000 Da, 2000-3500 Da og > 3500 Da. Disse molekylvektene er som tidligere
nevnt, gitt for globulzere proteiner, og kan derfor ikke overfgres direkte nar det er snakk om
utstrakte FG-peptider. MWCO er bare benyttet for & holde orden pa hvilke

dialysemembraner som er benyttet i framstillingen av de ulike fraksjonene.

1.4

B Fraksjon A

B Fraksjon C

Masse etter frysetgrking [g]

FG-2t FG-6t FG-18t FG-24t

Fraksjonerte fiskegelatinprgver

Figur 3.2: Masse etter frysetgrking av de ulike fraksjonene etter gjennomfgrt fraksjonering av FG-peptider.
Fraksjon A og C tilsvarer peptider av henholdsvis 500-2000 Da og > 3500 Da.

Fra figur 3.2 sees det at massen av fraksjon C er stgrre enn fraksjon A for FG-2t og FG-6t. For

FG-18t og FG-24t er det motsatt. Dette kan trolig forklares med at FG-2t og FG-6t bare er

nedbrutt i henholdsvis 2 og 6 timer, og dermed har flest store molekyler, mens FG-18t og

FG-24t er nedbrutt i henholdsvis 18 og 24 timer, og dermed har flere sma gelatinpeptider
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tilstede i prgven. Dette stemmer ogsa godt overens med den gjennomsnittlige

molekylvekten som er bestemt for de ulike fraksjonene (kap. 3.1.3-3.1.4).

Fraksjon B vises ikke i diagrammet da det ikke ble detektert noe masse av denne fraksjonen
for noen av nedbrytningstidstidene. En mulig forklaring pa dette er at fa molekyler har vaert
sma nok til & passere gjennom dialysemembranen med MWCO 3500 Da. De molekylene av
lavere molekylvekt hadde nok allerede blitt separert i fraksjon A, mens resterende andel kan
ha veert for store til 3 slippe gjennom denne dialysemembranen. Fraksjon B tas ikke med

videre i prosjektet.

Figur 3.3 viser masse etter frysetgrking for FG-peptider med konjugert alexa. Fraksjon A og C

er vist i diagrammet.
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Fluorescensmerkede fiskegelatinprgver

Figur 3.3: Masse av frysetgrket FG-peptider etter konjugert alexa. Fraksjon A og C vises henholdsvis som bla
og rgd kurve.

Det er lite a trekke ut fra figur 3.3. FG-18t og FG-24t ga sveert darlig utbytte etter konjugering
med alexa 532 SE. For fraksjon A kan dette skyldes at prgven bestar av en del sma molekyler

som vist i kap. 3.1.3 og 3.1.4. Disse molekylene kan ha sluppet ut av dialysemembranen med
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MWCO 1000 Da. Det samme kan ha skjedd for fraksjon C. Pa grunn av problemer med a
fluorescensmerke FG-24t-A, ble hudpentrasjonforsgk bare gjennomfgrt en gang (kap. 3.2) og

merkningsgrad ble ikke bestemt (kap. 3.1.7).

3.1.2. 'H-NMR - Kjemisk- og molekylvektsbestemmelse av G-blokk
Tabell 3.2 viser resultatene av ‘H-NMR (kap. 2.5.1). Tabellen viser gjennomsnittlig
polymeriseringsgrad ( DP,) og fraksjonene av M- og G monomerer i G-blokkene G-DP18 og

G-DP22. 'H-NMR spektrene er gitt i vedlegg A.

Tabell 3.2: Gjennomsnittlig polymeriseringsgrad og fraksjonene av M- og G-monomerer i G-blokkene G-DP18
og G-DP22 bestemt ut fra 'H-NMR.

Prgve Fe Fm Fee Fuve Fyvm Fe Fg (tot.) DP,

(intern) (red.)
Fem

G-DP18 0.90 0.10 0.82 0.083 0.012 0.056 0.96 18

G-DP22 0.92 0.08 0.85 0.070 0.007 0.045 0.97 22

Tabell 3.2 viser at den stgrste delen av prgvene G-DP18 og G-DP22 bestar av G-monomere,
Fs> 0.95. Det ble ogsa pavist ~10 % M-monomere, ~1 % M-blokker og ~10 % MG/GM-blokker,
noe som betyr at den lille andelen med B-D-mannuronsyre i prgven stort sette foreligger

sOom monomer.

Selv om DP, bestemmes til 18 og 22 trenger det ikke & bety at det finnes noen molekyler
med denne polymeriseringsgraden i prgvene. Det kan foreligge bade mindre og stg@rre
molekyler. En MALDI-TOF analyse burde vaert gjennomfgrt, for a fa mer informasjon om

molekylvektsfordelingen i prgvene.

Molekylvekten for Na-alginat monomerer er 198 Da. Dette gir Mng.pp1s = 3.6 kDa 0g Mng.op2»

~ 4.4 kDa (198 Da * DP,).

43



Levering av vannlgselige molekyler gjennom hud Resultater og diskusjon

3.1.3. SEC-MALLS - Molekylvektsbestemmelse av fiskegelatinpeptider
Molekylvektsbestemmelsen av de fraksjonerte FG-peptidene (kap. 2.4.2) ble gjennomfgrt
ved hjelp av SEC-MALLS (i tillegg til MALDI-TOF). Metoden er beskrevet i kap. 2.5.2.
Resultatet er wvist i tabell 3.3. Fyepig er fraksjonen peptider beregnet ut fra RI
konsentrasjonsdetektoren (kalkulert masse/injisert masse). Dette antas som den den
hgymolekyleere delen av prgven..Mwhgymo. 08 Mnpgymo. €r molekylvektene for den

hgymolekylzaere delen av prgven (Fpeptia * Mw eller Foeptia * Mn). Radata er gitt i vedlegg B.

Tabell 3.3: Molekylvekt gitt av SEC-MALLS analyse for FG-peptidene nedbrutt i 2, 6, 18 og 24 timer og
fraksjonert. Fyeoiq bestemmes som kalkulert masse/injisert masse. MWy gymoi. 08 MnNpgymol. gir molekylvekten
til den hgymolekylaere delen av prgven.

Prgve Injisert | Kalkulert | Mw Mn Foeptid MWhgymol. | MNhgymol.
masse | masse [Da] [Da]
[g] [g]
FG-2t-A | 1.00e-3 2.78e-4 | 5280 | 4300 0.28 1468 1195
FG-2t-C | 1.00e-3 | 7.54e-4| 9120 | 7130 0.75 6876 5376
FG-6t-A | 5.00e-4 1.04e-4 | 4090 | 3860 0.21 851 803
FG-6t-C | 1.00e-3| 5.07e-4| 4400 | 3810 0.51 2231 1932
FG-18t-A | 1.00e-3 1.46e-4 | 1850 | 1640 0.15 270 239
FG-18t-C | 1.00e-3 3.99e-4 | 3320 | 3000 0.40 1325 1197
FG-24t-A | 1.00e-3 | 1.18e-4| 2760 | 2640 0.12 326 312
FG-24t-C | 1.00e-3 5.28e-4 | 3370 | 3050 0.53 1779 1610

Som tabell 3.3 viser, er det kun en liten del av prgven som molekylvekten bestemmes for
(Fpeptia)- Resten av stoffet havner i salttoppen (voiden). For denne delen av prgven lykkes det
ikke 3@ bestemme molekylvekt. Dette skyldes at det finnes en nedre grense av molekylvekt
som SEC-MALLS kan detektere pa. Dermed vil sma molekyler havne i salttoppen. Det regnes
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derfor en MWhgymol. 08 €N Mnhgymol. SOM gir molekylvekten for den hgymolekylzere delen av
prgven. Denne vil videre kunne benyttes sammen med resulatene fra MALDI-TOF (kap.

3.1.4) for a gi en gjennomsnittlig molekylvekt for FG-peptidene (kap. 3.1.5 og 3.1.7).

Figur 3.4 viser molekylvekten for den hgymolekylaere delen av prgven som funksjon av

nedbrytningstid.
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Nedbrytningstid [t]

Figur 3.4: Molekylvekt (Mwy4ymo), funnet ved hjelp av SEC-MALLS, som funksjon av nedbrytningstid for
FG-peptider av fraksjon A og C.

Figur 3.4 viser hvordan Mwhgymoi. avtar med gkende nedbrytningstid. Det er kun nedbrytning
i 18 og 24 timer som ikke stemmer helt med systemet. Dette kan skyldes utilstrekkelig
fierning av salter og sma FG-peptider ved dialysering, eller tilfeldigheter og ungyaktigheter

med malingene.

Fraksjon A forventes til 3 ha en molekylvekt < 2000 Da, som forklart i kap. 2.4.2. Dette
stemmer for alle A fraksjoner som vist i figur 3.4. Fraksjon C, derimot, forventes en

molekylvekt pa > 3500. Dette ser ikke ut til 3 stemme ut fra figur 3.4. En grunn til dette kan
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som nevnt tidligere, veere at MWCO for dialysemembranen er beregnet for globulzere

proteiner og ikke utstrakte FG-peptider.

3.1.4. MALDI-TOF - Molekylvektsbestemmelse av fiskegelatinpeptider
Molekylvektsbestemmelsen av FG-peptider ble gjennomfgrt ved hjelp av MALDI-TOF (i
tillegg til SEC-MALLS). Metoden er beskrevet i kap. 2.5.3. Resultatet av analysen er vist i

tabell 3.4, mens radata er gitt pa vedlagt cd og i vedlegg C.

Tabell 3.4: Molekylvekter gitt av MALDI-TOF analyse for fraksjonerte FG-peptidene nedbrutt i 2, 6, 18 og 24
timer.

Prgve Basert pa areal Basert pa intensitet
M,, [Da] M, [Da] M,, [Da] M, [Da]

FG-2t-A
680.6 660.7 662.6 645.1

FG-2t-C
709.4 696.2 709.2 697.8

FG-6t-A
1103.6 974.15 929.65 840.15

FG-6t-C
629.1 616.65 618.75 607.7

FG-18t-A
1275.5 800.9 742.9 636.9

FG-18t-C
691.3 705.1 701.2 689.6

FG-24t-A
656.8 642.3 646.6 633.4

FG-24t-C
674.3 663.8 665.5 655.3

Tabell 3.4 viser sma forskjeller mellom de fraksjonerte prgvene (A og C) innefor
nedbrytningstiden 2 og 24 timer. For 6 og 18 timer derimot vises uventede resultater, der
fraksjon A for begge tilfellene er detektert med hgyere molekylvekt enn fraksjon C. Som

beskrevet i kap. 2.4.2 og nevnt i kap. 3.1.3, forventes fraksjon A og C til 3 ha en molekylvekt

46



Levering av vannlgselige molekyler gjennom hud Resultater og diskusjon

pa henholdsvis < 2000 Da og > 3500. Dette stemmer for alle A fraksjoner, men ikke for alle C

fraksjonene, som vist i tabell 3.4.

Grunnen til at FG-6t-A og FG-18t-A gir stgrre molekylvekt enn henholdsvis FG-6t-C og
FG-18t-C kan skyldes lekkasje i dialysemembranen. Ved a8 sammenligne resultatene fra
MALDI-TOF med resultatene fra SEC-MALLS virker det ulogisk at det ikke detekteres flere
hgymolekylzere forbindelser i dette tilfellet. Det finnes begrensninger med MALDI-TOF som
kan vaere grunnen til at det bare detekteres molekyler med forholdsvis lave molekylvekter.
Sma mengder med molekyler kan gi et signal som er sa nzer baselinjen at det er vanskelig a
oppdage. Matriksen som er benyttet fungerer opp til 20 000 Da, og er derfor ikke en
begrensing for malingene. Det ble derimot funnet ut at gvre grense for Mw ble satt til 4 kDa

pa grafen. Dette kan forklare hvorfor hgymolekylaere peptider ikke ble detektert i prgven.

3.1.5. Justert molekylvekt for fiskegelatinpeptider med hensyn pa

SEC-MALLS og MALDI-TOF
Siden SEC-MALLS og MALDI-TOF ga sveert ulike molekylvekter for FG-peptidene, ble det
estimert en gjennomsnittlig molekylvekt (Mw) ved bruk av resultatene fra begge metodene.

Mw er basert pa MWhgymol. O8 Fpeptid fra SEC-MALLS og Mw basert pa areal fra MALDI-TOF.

Tabell 3.5 viser estimert Mw for alle FG-peptidene.
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Tabell 3.5: Estimert Mw for alle FG-peptidene. Mw er beregnet fra resultatene av MALDI-TOF og SEC-MALLS
analysene.

Prgver Mw [Da]
FG-2t-A 1959
FG-2t-C 7051
FG-6t-A 1725
FG-6t-C 2541

FG-18t-A 1359

FG-18t-C 1740

FG-24t-A 905

FG-24t-C 2098

Verdiene i tabell 3.5 er videre benyttet i figur 3.2 for & gi en bedre oversikt over Mw som en

funksjon av nedbrytningstid for de ulike FG-peptidene.
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Figur 3.5: Estimert gjennomsnittlig molekylvekt (Mw) som funksjon av nedbrytningstid for FG-peptider av
fraksjon A og C. Mw er estimert med hensyn p3 analyser utfgrt med MALDI-TOF og SEC-MALLS.

Figur 3.5 viser som forventet at Mw for fraksjon A er lavere enn for fraksjon C for samtlige
nedbrytningstider. Fraksjon A og fraksjon C er henholdsvis < 2000 Da og ikke > 3500 Da for
alle prgvene. Dette kan skyldes at MWCO beregnes for globulzere proteiner, som beskrevet

tidligere. Det er vist at Mw synker med gkende nedbrytningstid akkurat som i kap. 3.1.3.

3.1.6. Aminosyreanalyse av fiskegelatinpeptider
Det ble gjennomfg@rt en aminosyreanalyse av de fraksjonerte FG-peptidene FG-2t-A, FG-6t-A,
FG-18t-A og FG-24t-A (kap. 2.4.2). Utgangstoffet til disse prgvene, kaldtvanns fiskegelatin F6,
ble ogsa analysert for & kunne sammenligne aminosyresammensetningen fgr og etter
hydrolyse. Metoden er beskrevet i kap. 2.5.4. Resultatet av analysen er vist i tabell 3.6,

mens radata er gitt pa vedlagt cd.
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Tabell 3.6: Aminosyresammensetningen av utgangsstoffet (kaldtvanns fiskegelatin F6) og FG-peptidene
FG-2t-A, FG-6t-A, FG-18t-A og FG-24t-A. Verdiene er uttrykt som g aminosyre/ 100 g prove.

Aminosyrer Kaldtvanns FG-2t-A FG-6t-A FG-18t-A FG-24t-A
fiskegelatin F6

Cystein 0.03 0.08 0.087 0.067 0.058
Methionin 2.28 1.55 1.431 1.437 1.486
Asparaginsyre 7.10 8.61 10.112 11.374 9.372
Threonin | 2.89 | 2.60 | 2.632 | 2.536 2.588
Serin | 7.27 | 6.79 | 6.843 | 6.869 6.855
Glutaminsyre 11.40 9.26 9.09 8.969 9.514
Prolin 11.54 10.32 10.16 10.014 10.371
Glysin 17.87 23.17 21.722 21.998 22.705
Alanin | 9.30 | 9.16 | 9.220 | 9.143 | 9.139
Valin | 2.26 | 2.16 | 2.263 | 2.125 | 2.160
Isoleucin | 1.51 | 1.29 | 1.294 | 1.150 | 1.209
Leucin | 2.67 | 2.34 | 2.436 | 2.195 | 2.244
Tyrosin | 0.42 | 0.16 | 0.302 | 0.288 | 0.309
Fenylalanin | 2.09 | 1.77 | 1.785 | 1.638 | 1.705
Histidin | 1.37 | 1.36 | 1.278 | 1.265 | 1.271
Lysin | 4.34 | 4.51 | 4.691 | 4.626 | 4.494
Arginin | 9.63 | 9.37 | 9.289 | 9.068 | 9.171
Hydroxyprolin | 5.14 | 4.73 | 4.550 | 4.433 | 4.549
Hydroxylysin | 0.90 | 0.77 | 0.814 | 0.805 | 0.799

Tabell 3.6 viser at samtlige prgver, som forventet, inneholder mest glysin (se kap. 1.5). Det er
lite variasjoner i aminosyresammensetningene mellom de fraksjonerte FG-peptidene og
utgangsstoffet. Det som kan trekkes ut av tabellen, er en nedgang i prosentinnholdet av
samtlige aminosyrer unntatt asparaginsyre, glysin og lysin fra utgangsstoffet til
FG-peptidene. Det er vanskelig @ komme med en grunn for dette uten & vite mer om
rekkefglgen av aminosyrene. Dette kunne vart undersgkt nzermere med hjelp av

proteomics.

Som presentert i kap. 1.5.3 har fiskegelatin et lavere innhold av aminosyrene prolin og
hydroxyprolin enn mammalsk gelatin. Det er funnet at innholdet av disse to aminosyrene
ligger pa ca. 17 % av totalinnholdet av aminosyrer, for kaldtvanns fiskegelatin (Karim et al.,
2009). Dette stemmer godt med resultatene i tabell 3.6, der innholdet av prolin og
hydroxyprolin er funnet til 16.7 % av totalinnholdet av aminosyrer, for kaldtvanns

fiskegelatin F6, mens FG-peptidene gjennomsnittlig bestar av 14.8 % hydroxyprolin og prolin.
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Det er detektert sma variasjoner mellom de ulike FG-peptidene i aminosyresammensetning.
Det hadde vzaert interessant a kontrollere aminosyresammensetningen i peptidfraksjon C, for
a se om det er variasjoner i sammensetning av fraksjon A og C. Det vil forventes at
peptidfraksjon A og C har variasjoner i aminosyresammensetningen pa grunnlag av ulike

fremstillingsmetoder.

3.1.7. Merkningsgrad og gjennomsnittlig molekylvekt for G-blokk og
fiskegelatinpeptider med konjugert alexa
Merkningsgraden for de fluorescensmerkede peptidene og G-blokkene ble beregnet etter

metoden beskrevet i kap. 2.5.5. Radata er gitt pa vedlagt cd og i vedlegg D.

Figur 3.6 viser merkningsgraden for de ulike prgvene. Merkningsgraden for FG-18t-A-532 og
FG-24t-A-532 ble ikke bestemt. Dette skyldes utilstrekkelig mengde med prgve for a

gjiennomfgre malingene (kap. 3.1.1). Merkningsgraden angir mol alexa pr. mol kjede.
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Figur 3.6: Merkningsgraden til de fluorescensmerkede peptidene og G-blokkene. Merkningsgraden ble
bestemt for G-DP18, G-DP22, FG-2t-A-488, FG-2t-C-488, FG-6t-A-488, FG-6t-C-488, FG-18t-C-532 og FG-24t-
C-532. Tallene for hver kurve viser ngyaktig beregnet merkningsgrad.
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Figur 3.6 viser at merkningsgraden skiller seg mest ut for FG-2t-C-488. Dette vil ha
innvirkning pa den detekterte fluorescensintensiteten i hudpenetrasjonsforsgkene (se kap.
3.2). Et godt merket molekyl vil gi hgyere fluorescensintensitet, enn et molekyl som er
darligere merket. P4 samme mate vil en prgve med mange fluorescensmerkede molekyler, gi
en hgyere fluorescensintensitet. Den hgye merkningsgraden til FG-2t-C-488 kan skyldes fritt
alexa i prgven. Dette vil i sa fall gi molekyler med lav molekylvekt som lettere vil kunne
penetrere huden. Dette vil kunne gi hgy fluorescensintensitet i vevet pa KLSM bilder. Det er
vanskelig & vite om det er ca. 5 % av FG-peptidene som er merket i FG-2t-C-488, eller om det
er fritt alexa tilstede. Dette kunne blitt detektert ved hjelp av en MALDI-TOF analyse av
FG2t-C-488 i stedet for umerket FG-2t-C.

G-blokk prgvene og FG-24t-C-532 ser ut til a8 vaere darligst merket. Disse har bare mellom
0.002 og 0.003 mol alexa molekyler bundet pr. mol kjede. Altsa er det bare mellom 0.2 og
0.3 % av kjedene som inneholder alexa. Dette betyr at svaert mange molekyler kan penetrere

huden uten at de kan detekteres ved hjelp av KLSM bilder.

Alexa 488/532 SE binder seg til primaere aminer som nevnt i kap. 1.6. De primaere aminene
for FG-peptidene finnes pa aminosyrene asparagin, glutamin, arginin, lysin og hydroksylysin,
i tillegg til den N-terminal enden av peptidet. Dette betyr at merkningsgraden for de
peptidene som inneholder flere av de nevnte aminosyrene, antas til a veere hgyere enn for
prever med fa primere aminer. Det ble detektert liten forskjell i
aminosyresammensetningen for peptidfraksjon A (se kap. 3.1.6), derfor kan ikke

merkningsgraden begrunnes ut fra innholdet av aminosyrer med primaere aminogrupper.

En lav reaktivitet mellom det primaere aminet og alexa kan ogsa veere en arsak til lav
merkningsgrad. For alexa 488/532 SE er det funnet svaert lav reaktivitet med aminosyrene
tyrosin og histidin (Invitrogen, 2011). Disse aminosyrene ble det funnet lite av i samtlige av A
peptidfraksjonene, og det er derfor logisk @ anta at alexa ikke er bundet til disse
aminosyrene. Prolin inneholder ingen primaere aminogrupper, og kan derfor ikke binde

alexa 488/532 SE.

Merkningsgraden til prgvene ble tatt hensyn til, nar en ny gjennomsnittlig molekylvekt ble

bestemt. Mw for FG-peptidene ble bestemt ut fra verdiene i tabell 3.5 i kap. 3.1.5 i tillegg til
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molekylvekten til de konjugerte alexa molekylene (merkningsgrad * Mw,ew). Mn for
G-blokkene ble bestemt ut ifra 'H-NMR verdiene i kap. 3.1.2 og molekylvekten til de
konjugerte alexa molekylene (merkningsgrad * Mw,iexa). Molekylvekten til alexa molekylene

er gitt i kap. 2.1.

Tabell 3.7 viser gjennomsnittlig molekylvekt for alle G-blokkene og FG-peptidene med
konjugert alexa som ble benyttet i hudpenetrasjonsforsgkene (kap. 3.2). For FG-18t-A-532 og
FG-24t-A-532, som det ikke ble funnet en merkningsgrad for, ble gjennomsnittet av
merkningsgradene til FG-18t-C-532 og FG-24t-C-532 benyttet for a regne gjennomsnittlig
molekylvekt. Videre i oppgaven vil en henvisning til de gjennomsnittlige molekylvektene til
prgvene veere verdiene i tabell 3.7.

Tabell 3.7: Gjennomsnittlig molekylvekt for G-blokkene og FG-peptidene med konjugert alexa. Denne

gjiennomsnittlige molekylvekten ble benyttet videre i forspket. Mw er for FG-peptidene, mens Mn er for G-
blokkene.

Prgver Mw eller Mn
[Da]

G-DP18 3566

G-DP22 4358

FG-2t-A-488 1971

FG-2t-C-488 7082

FG-6t-A-488 1740

FG-6t-C-488 2546

FG-18t-A-532 | 1366

FG-18t-C-532 | 1749

FG-24t-A-532 | 911

FG-24t-C-532 | 2101
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3.2. Diffusjon/penetrasjon av G-blokk og fiskegelatinpeptider i hud
Resultatene fra hudforsgkene er gitt i dette kapitelet. Det er presentert KLSM bilder med
medfglgende beskrivende diagrammer og kurver. Det er tatt bade KLSM bilder og bilder med
gjennomlysning for a gi en bedre oversikt over hvordan vevet ser ut (innstillinger er gitt i
kap. 2.7.2). For noen gjennomfgringer er det ogsa tatt doble bilder med begge innstillingene

samtidig.

Det ble tatt tre-fire KLSM bilder for hver hudbiopsi, der kun et av disse ble studert videre.
Bildet ble valgt ut ved a se pa resterende bilder fra samme donor og andre donorer.
Utvelgelsen av KLSM bilde som skal presentere forsgket er en av svakhetene med metoden.

Andre svakheter med metoden er videre diskutert i kap. 3.2.7.

Det er kun valgt @ presentere omtrent et bilde pr. prgve, for @ unnga for mye informasjon i

denne delen av rapporten. Alle bilder og radata er gitt pa vedlagt cd.

Gjennomsnittlig fluorescensintensitetsverdi (l,ey) ble funnet direkte som beskrevet i kap.
2.7.2. Denne verdien ble justert med hensyn pa autofluorescens (lyey-lautofiuorescens) for a gi et

best mulig bilde av penetrasjonen.

Standardavviket (o) for den gjennomsnittlige fluorescensintensiteten er svaert hgy for
samtlige forsgk. Dette er forventet, da standardavviket regnes ut fra intensitetsverdien til
alle pikslene i bildet. Intensitetsverdien varierer mellom 0-255 og gir derfor stor mulighet for

at verdiene avviker fra gjennomsnittet, noe som gir et hgyt standardavvik.

Omtrent samtlige bilder der prgvene penetrerer SC og diffunderer inn i dermis, viser et
fenomen med et mgrkt felt etter epidermis. Dette sees tydelig fra intensitetsfordelingen
gjennom vevet og ofte ogsa fra de tredimensjonale diagrammene. Det er tydelig hvordan
intensiteten starter pa et hgyt niva, deretter blir den lavere, for sa a stige opp til et
tilsvarende hgyt niva. En slik tendens kan skyldes strukturen av dermis (se kap. 1.2). Den mer
kompakte papilleere dermis vil antageligvis ha mindre plass til de fluorescensmerkede
prgvene enn den mer Igst sammenvevde retikuleer dermis. Dermed vil det bli mindre

detektert fluorescensintensitet i papillzer dermis enn i resterende del ev dermis.
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For mange av KLSM bildene kan det sees hull eller bretter i vevet. Dette skyldes antageligvis
nedfrysningen i flytende nitrogen eller snittingen av hudbitene. Dette har ingen innvirkning
pa selve pentrasjonen, men vil gi kunstig hgy eller lav fluorescensintensitet i bildet. En

ngyere undersgkelse av giennomlysningsbildet gir muligheten til 3 se kvaliteten pa snittet.

For alle tredimensjonale intensitetsfordelingsdiagrammer gjenspeiler bla-, grenn-, gul- og

redfarge henholdsvis intensitetsverdiene 0 - 50, 50 — 100, 100 — 150 og 150 — 255.

3.2.1. Kontrollprgver
En hudbit fra hver donor pafgrt 99 % DMSO. Denne prgven ble benyttet som kontroll, for a
detektere autofluorescens i vevet. Figur 3.7 viser bilder tatt av kontrollprgven med mest

detektert autofluorescens. Resten av bildene er gitt pa vedlagt cd.

S — P
200pm 200pm

I LS Al S B RS
Figur 3.7: KLSM bilder av hud fra donor A med pafgrt 99 % DMSO. A) Gjennomlysningsbildet viser strukturen
i vevet. B) Fluorescensintensiteten i KLSM-bildet er autofluorescens.

Figur 3.7 viser at det ble detektert noe autofluorescens i vevet. Tabell 3.8 - 3.9 viser
giennomsnittlig fluorescensintensitet detektert pa all donorhud etter pafgrt 99 % DMSO.
KLSM bildene som er undersgkt i tabell 3.8 og 3.9 er henholdsvis kontrollert med

innstillinger for alexa 488 og alexa 532 (se figur 2.9 i kap. 2.7.2).
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Tabell 3.8: Detektert autofluorescens og standardavvik (o) i vevet til ulike donorer ved pafgring av 99 %
DMSO. Fluorescensintensiteten er funnet fra KLSM bilder tatt med innstillinger for alexa 488.

A 6.54 4.55
B 3.65 2.44
C 1.89 1.47
D 1.24 1.77
E 3.10 2.01
F 1.94 1.20
G 1.60 1.50
H 2.59 2.46
Gjennomsnitt 2.82 2.18

Tabell 3.9: Detektert autofluorescens og standardavvik (o) i vevet til ulike donorer ved pafgring av 99 %
DMSO. Fluorescensintensiteten er funnet fra KLSM bilder tatt med innstillinger for alexa 532.

D 0.35 0.62
E 0.37 0.66
G 0.47 0.78
Gjennomsnitt 0.40 0.69

Tabell 3.8 viser at det detekteres autofluorescensintensitet pa gjennomsnittlig 2.82 + 2.18
for KLSM bilder tatt med innstillinger for alexa 488. For KLSM bilder tatt med innstillinger for
alexa 532. derimot, detekteres en lavere autofluorescensintensitet pa gjennomsnittlig
0.40 + 0.69 (tabell 3.9). Dette indikerer at autofluorescensen i huden detekteres naermere en

bglgelengde pa 488 nm enn en pa 532 nm.

For a eliminere bidraget av autofluorescens i giennomsnittsverdien for fluorescensintensitet
ble likning 2.2 benyttet (se kap. 2.7.2). lautofiuorescens,4s8 OF lautofiuorescens,s32 ble henholdsvis

detektert til 5.0 0og 1.1 (Iautofluorescens,kontrollpr¢ve + 0)-
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3.2.2. Tidsstudie for penetrasjon av fiskegelatinpeptider
Et tidsstudie ble gjennomfgrt for a finne ut hvor lang tid det tar fgr fluorescensmerkede
FG-peptider penetrerer SC og diffunderer ned i dermis. Mikronaler ble benyttet fgr FG-2t-C-
488 med gjennomsnittlig molekylvekt 7082 Da, ble pafgrt huden. Figur 3.8 og 3.9 viser
henholdsvis KLSM bilder og tredimensjonale intensitetskurver for resultatene. Forsgket ble

gjennomfgrt pa hud fra donor F.
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Figur 3.8: KLSM bilder som illustrerer diffusjon av FG-2t-C-488 (Mw = 7082 Da) i vevet til forbehandlet hud
fra donor F, som er innkubert i A) 2 timer, B) 5 timer, C) 8 timer, D) 11 timer, E) 15 timer, F) 18 timer, G) 22
timer og H) 24 timer.
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Figur 3.9: Tredimensjonale intensitetsfordelings diagrammer som illustrerer diffusjon av FG-2t-C-488. (Mw =
7082 Da) i forbehandlet hud fra donor F, som er innkubert i A) 2 timer, B) 5 timer, C) 8 timer, D) 11 timer, E)

15 timer, F) 18 timer, G) 22 timer og H) 24 timer.
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Figur 3.10 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for KLSM bildene i figur 3.8.
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Figur 3.10: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet og standardavvik for KLSM bildene tatt ved ulik
inkubasjonstid (2-24 timer) for pafgring av FG-2t-C-488 pa forbehandlet hud fra donor F. Kontrollprgven er
innkubert i 24 timer.

Ut fra figur 3.8-3.10 ser det ut som fluorescensintensiteten i vevet gker jevnt med gkende
inkubasjonstid. Det sees litt fluorescensintensitet allerede etter 8 timer (figur 3.8.C og 3.9.C).
Ut fra figur 3.10 ser det ut som om gjennomsnittlig fluorescensintensitet etter 11 timer er
omtrent lik som for 8 timer. Dette sees ogsa i figur 3.8.D og 3.9.D. Fra figur 3.8.E og 3.9.E ser
det ut som en betydelig mengde fluorescensmerket FG-peptider penetrerer SC og
diffunderer ned i dermis, fgrst etter 15 timer. Etter 18 timer inkubasjonstid (figur 3.8.F og
3.9.F) er fluorescensintensiteten i vevet enda hgyere. Dette sees ogsa godt ut fra figur 3.10.
22 timer inkubasjonstid gir den hgyeste gjennomsnittlige fluorescensintensiteten. Ut fra
gjennomlysningsbildet for dette snittet, kan det se ut som om det er en brett i vevet. Figur
3.11 viser gjennomlysnings- og KLSM bilde for hudpentrasjonen etter 22 timer

inkubasjonstid.
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Figur 3.11: A) Gjennomlysningsbildet som viser vevets utseende. B) KLSM bilde som illustrerer penetrasjonen
av FG-2t-C-488 (Mw = 7082 Da) i forbehandlet hud som er innkubert i 22 timer.

Brettene i figur 3.11.A kan komme fra nedfrysningen av biopsiene i flytende nitrogen eller
fra snittingen. Det betyr at bretten ikke har noen innvirkning pa selve hudpenetrasjonen.
Fluorescensintensiteten, derimot, kan pavirkes av et snitt som ligger dobbelt. Den brettede

delen vil da fa en hgyere intensitetsverdi enn hva som er tilfellet for dette omradet.

Den hgye fluorescensintensiteten for 22 timer inkubasjonstid kan ogsa skyldes forsgkenes
uavhengighet. Altsa kan det vaere pasatt mer fluorescensmerket FG-peptid for 22

inkubasjonstid enn for resterende inkubasjonstider.

Hvis det antas at forsgket med 22 timers inkubasjonstid har et kunstig hgyt intensitetsniva,
vil det kunne sies at vevet nar like hgy fluorescensintensitet etter 18 timer, som etter 24
timer. Dermed kunne antageligvis hudpenetrasjonsforsgkene blitt gjort med en
inkubasjonstid pa 18 timer. Siden tidsstudie kun ble gjennomfgrt en gang, og for bare en FG-
peptid, ble allikevel inkubasjonstiden holdt til 24 timer i resterende forsgk. Flere tidsstudier
vil kunne gi en bedre besvarelse pa hvor lang tid pentrasjonen/diffusjonen faktisk tar. Dette

vil kunne fgre til tidsbesparelser i fremtiden.

Figur 3.12 viser malt fluorescens i reseptorfasen for de ulike inkubasjonstidene.
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Figur 3.12: Malt fluorescens i reseptorfasen for inkubasjonstid (2-24 timer) for penetrasjon av FG-2t-C-488 i
forbehandlet hud fra donor F.

Det er vanskelig @ trekke noen konklusjoner ut fra den malte fluorescensen i reseptorfasen
som vist i figur 3.12. Det er bare inkubasjonstiden pa 18 timer som viser en forhgyet
fluorescens sammenlignet med kontrollprgven. Dette kan da bety at noe fluorescensmerket
FG-peptid har penetrert huden og diffundert ned i vevet og videre inn i reseptorfasen.
Hudbiten for denne Franz-cellen kan ha vaert ekstra tynn eller sa har den blitt pafgrt ekstra
mange runder med mikronaler. Eventuelt kan noe fluorescensmerket FG-peptid veere sglt
ned i reseptorfasen, og dermed gi et kunstig hgyt fluorescensniva. Det kan ogsa ha veert
ulike vaeskeniva i reseptorkammerene. Det er vanskelig & si noe helt sikkert om den
detekterte fluorescensen i reseptorfasen, da det er usikkert om det har vaert kontakt mellom
huden og reseptorfasen for samtlige forsgk. En slik kontakt er avgjgrende for diffusjon av
preven fra vevet og til reseptorfasen. Den detekterte fluorescensen i kontrollprgven og
resterende prgver, kan skyldes hudbiter som faller ned i reseptorfasen og gir

autofluorescens.
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Det er mange faktorer som spiller inn pa hudpenetrasjonsforsgkene nar de gjelder
bestemmelse av fluorescensintensitet for snittene og fluorescens i reseptorfasen. Dette er

naermere diskutert i kap. 3.2.7.

Det er tidligere vist at fluorescensmerkede peptider (Mw = 1000 Da) begynte a penetrere
forbehandlet hud etter en inkubasjonstid pa 9 timer (Aspevik, 2010). Penetrasjon av
aminosyren taurin (Mw = 125,48 Da) i hud fra bryst, er vist til & penetrere signifikant etter en
inkubasjonstid pa kun 1 time (Da Silva et al., 2008). Begge disse tilfellene viser penetrasjon
av sma molekyler. FG-2t-C er bestemt til 3 ha en molekylvekt pa 709 Da ut fra MALDI-TOF
(kap. 3.1.4). Ved hjelp av SEC-MALLS (kap. 3.1.3) ble derimot 75 % av injisert masse bestemt
til 3 ha en molekylvekt pa 9120 Da. Polydispersiteten til FG-2t-C-488 kan forklare hvorfor
FG-peptider med Mw = 7082 Da kan diffundere ned i dermis.

3.2.3 Alexa
Det ble gjennomfgrt hudpenetrasjonsforsgk der kun alexa 488 SE eller alexa 532 SE ble

pafgrt huden. Informasjon om fluorokromene er gitt i kap. 2.1.

Figur 3.13 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med

alexa 488 SE pa forbehandlet hud fra donor A, B, C, D, E og G.
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Figur 3.13: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med alexa 488 SE pa
forbehandlet hud fra donor A, B, C, D, E og G.

Figur 3.13 viser at forspk pa samtlige donorer gir en fluorescensintensitet > 100.
Variasjonene i de observerte intensitetsverdiene kan skyldes svakheter med metoden som

er beskrevet i kap. 3.2.7.

Gjennomsnittlig laexa 488 se bestemmes til 158 + 55. En sammenligning med kontrollprgven,
som ga en fluorescensintensitet pa 2.82 + 2.18, bekrefter at alexa 488 SE penetrerer SC og

diffunderer ned i dermis.

Siden resultatene fra donor C ligger i narheten av lpexa 488 se, Sees det neermere pa dette
systemet. Figur 3.14 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet, tredimensjonal
fremstilling av intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike intensitetsverdiene for
penetrasjon av alexa 488 SE for donor C. Resultater for resterende donorer er gitt pa vedlagt

cd.
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Figur 3.14: Resultater for penetrasjon av alexa 488 SE i hud fra donor C. Alle resultater er funnet fra KLSM
bildet vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)

Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.14.A viser at det er mye fluorescens i hele bildet, akkurat som figur 3.13 antydet. SC
vises som en ekstra klar grgnn strek gverst i bildet. Dette kan skyldes overflgdig farge som
har ligget pa hudoverflaten ved utstansing av biopsi, nedfrysning og snitting. Dette er ogsa et
tegn pa hvor penetrasjonsbarrieren i huden ligger, som beskrevet i kap. 1.2. Figur 3.14.B
viser hvordan intensiteten varierer som funksjon av dybden i vevet. Det er tydelig hvordan
intensiteten starter pa et hgyt niva, deretter blir den lavere, for sa a stige opp til et
tilsvarende hgyt niva. Det samme sees ut fra figur 3.14.D. Dette fenomenet er beskrevet i
starten av kap. 3.2, og skyldes strukturen til dermis. Figur 3.14.C viser at det kan vaere

antydning til noen bretter i vevet. Dette kan gi et kunstig hgyt intensitetsniva i omradet.

3.14.E viser at de fleste pikslene i bildet ligger pa et intensitetsniva pa mellom 100 og 175.

Figur 3.15 viser detektert fluorescens i reseptorfasen for hudpenetrasjonsforsgk

gjennomfgrt med alexa 488 SE.
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Figur 3.15: Detektert fluorescens i reseptorfasen for hudpenetrasjonsforsgkene gjennomfgrt med
alexa 488 SE pa forbehandlet hud fra donor A, B, C, D, E og G. Kontroll angir gjennomsnittlig fluorescens i
reseptorfasen ved pafgrt kontrollprgve for disse seks donorene.
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Figur 3.15 viser hgyere detektert fluorescens i reseptorfasen for samtlige gjennomfgringer
med alexa 488 SE enn for kontrollprgven. Dermed er det logisk a anta at noe av prgven har
diffundert dermis og havnet i reseptorfasen. Donor E viser den hgyeste fluorescensen i
reseptorfasen. Dette kan skyldes s@l av prgve direkte i reseptorkammeret. Men trolig betyr
det at for donor E har alexa 488 SE penetrert godt helt giennom hudbiten samtidig som mye

preve fortsatt er a finne i vevet.

Grunnen til at det detekteres mer fluorescens i reseptorfasen for penetrasjon av alexa 488
SE enn for penetrasjon av FG-2t-C-488 under tidsstudie, kan forklares ut i fra en lavere

merkningsgrad og en hgyere Mw for den sistnevnte prgven.

Figur 3.16 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med

alexa 532 SE pa forbehandlet hud fra donor D, E og G.
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Figur 3.16: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med alexa 532 SE pa
forbehandlet hud fra donor D, E og G.
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Figur 3.16 viser at forsgkene ikke har overensstemmende resultater. Donor E skiller seg ut
med en sveert lav fluorescensintensitet, akkurat som for donor H for penetrasjon av alexa
488 SE. Fluorescensintensiteten for donor E er funnet til 27 + 44. Denne lave intensiteten
kan skyldes utstansing av biopsien pa feil sted, eller utilstrekkelig bruk av mikronaler, som

diskutert i kap. 3.2.7.

Hvis det sees bort fra resultatet for donor E blir gjennomsnittlig laexa 532 s bestemt til
100 * 52. En sammenligning med kontrollprgven, som ga en fluorescensintensitet pa 0.40 +

0.69, bekrefter at alexa 532 SE penetrerer SC og diffunderer ned i dermis.

Siden resultatene fra donor G ligger i naerheten av laexa 532 se, S€€s det naermere pa dette
systemet. Figur 3.17 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet, tredimensjonal
fremstilling av intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike intensitetsverdiene for
penetrasjon av alexa 532 SE for donor G. Resultater for resterende donorer er gitt pa vedlagt

cd.
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Figur 3.17: Resultater for penetrasjon av alexa 532 SE i hud fra donor G. Alle resultater er funnet fra KLSM
bildet vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.17 A viser at det er mye fluorescens i hele bildet. SC vises som en ekstra klar rgd
strek. Som nevnt for hudforsgk med alexa 488 SE, kan dette skyldes overflgdig farge for
utstansing av biopsi, nedfrysning og snitting. Dette viser ogsa tydelig hvor
penetrasjonsbarrieren til huden ligger, som beskrevet i kap. 1.2. 3.17.B og D viser hvordan
intensiteten varierer som funksjon av dybden i vevet. Fenomenet med lite
fluorescensintensitet i papillaer dermis er ogsa observert i dette forsgket (se kap. 3.2). Figur
3.17.C og E viser hvordan et noksa stort hull i vevet gir ingen detektert fluorescensintensitet i

dette omradet. Figur 3.17.F viser at det er flest piksler med en intensitet mellom 50 og 100.

Figur 3.18 viser detektert fluorescens i reseptorfasen til hudpenetrasjonsforsgkene utfgrt

med alexa 532 SE.
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Figur 3.18: Detektert fluorescens i reseptorfasen for hudpenetrasjonsforsgkene gjennomfgrt med alexa 532
SE pa forbehandlet hud fra donor D, E og G. Kontroll angir giennomsnittlig fluorescens i reseptorfasen ved
pafgrt kontrollprgve for disse tre donorene.
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Figur 3.18 viser at det ser ut til 3 detekteres fluorescens i reseptorfasen for samtlige donorer
utenom for donor E. Dette var den donoren som ga lavest fluorescensintensitet i figur 3.16.

Dette kan skyldes darlig giennomfgring av forbehandlingen som diskutert i kap. 3.2.7.

3.2.3. G-blokk
Resultatene for hudpenetrasjonsforsgkene gjennomfgrt med G-blokk prgvene G-DP18 og
G-DP22 (kap. 2.3.3) er presentert i dette kapitelet.

Figur 3.19 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med

G-DP18 pa forbehandlet hud fra donor D, E og G.

40

35

30

25

20

15

10

N

D E G

Gjennomsnittlig fluorescensintensitet

Donor

Figur 3.19: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet og standardavvik for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med
G-DP18 pa forbehandlet hud fra donor D, E 0g G

Figur 3.19 viser at det er noen variasjoner i resultatmaterialet. Fluorescensintensiteten

varierer mellom 2 og 15. Gjennomsnittlig lg.pp1s ble bestemt til 8 + 18. En sammenligning
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med kontrollprgven, som ga en fluorescensintensitet pa 2.82 + 2.18, antyder at G-DP18 i
liten grad penetrerer SC og diffunderer ned i dermis. lg.pp1g €r en lav intensitetsverdi sett i
sammenheng med resultatene for penetrasjon av alexa 488 SE. Altsa penetrere G-DP18

huden i mindre grad enn alexa 488 SE. Dette er ogsa forventet da Mng.pp1s > MWajexa ass s

Hudpenetrasjonsforsgket for alexa 532 SE er ogsa utfgrt pa donor D, E og G. For donor E ble
det antatt darlig bruk av mikronalene i forsgk med alexa 532 SE, noe som ikke ser ut til 3
stemme for dette denne gjennomfgringen. All hud ble stort sett behandlet med mikronaler
under ett. Noen ganger ble hudbiten delt i to, og deretter behandlet. Det kan se ut som det
sistnevnte har blitt gjort for donor E. Det er sveert vanskelig a si noe sikkert, nar

standardavvikene er sa store som for donor G i figur 3.19.

Siden resultatene fra donor G ligger i naerheten av lgppis, Sees det naermere pa dette
systemet. Figur 3.20 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet, tredimensjonal
fremstilling av intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike intensitetsverdiene for

penetrasjon av G-DP18 for donor G. Resultater for resterende donorer er gitt pa vedlagt cd.
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Figur 3.20: Resultater for penetrasjon av G-DP18 i hud fra donor G. Alle resultater er funnet fra KLSM bildet
vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Kombinasjon av bilde A og C. F) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.20.A og B, viser at det er lite fluorescens i vevet utenom i epidermis. Det samme sees
fra figur 3.20.D. Figur 3.10.C og E viser at det finnes noen hull i snittet. Dette har nok ikke
stor pavirkning pa resultatene, da det allikevel er observert lite fluorescens i vevet. Figur
3.20.F viser at det er flest piksler med en intensitet pa mellom 0 og 15. Altsa kan det
oppsummeres med at G-DP18 med Mw = 3.8 kDa har liten eller ingen evne til 3 penetrere
gjennom SC og ned i dermis. Dette kan ikke sies med sikkerhet, siden det ikke foreligger et
KLSM bilde av hele dermis. Kanskje G-blokken har diffundert lenger ned i dermis og bundet
seg med kollagenkjeder her. Det ble ikke detektert noe fluorescens i reseptorfasen. Dette

styrker begrunnelsen om at G-DP18 ikke klarer a penetrere huden.

Figur 3.21 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med

G-DP22 pa forbehandlet hud fra donor A, B, C og E.
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Figur 3.21: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet og standardavvik for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med
G-DP22 pa forbehandlet hud fra donor A, B, C og E.
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Figur 3.21 viser hgyere verdier og litt st@rre spredning i resultatmateriale enn for G-DP18.
Intensiteten varierer mellom 1 og 50. Det er vanskelig @ si noe om grunnen til spredningen i
resultatene. Eventuelt kan mikronalene blitt brukt mindre pa hud fra donor C og E, eller det
kan foreligge bretter eller ujevnheter som gir kunstig hgy intensitet for donor A og B. Flere

svakheter med metoden er diskutert i kap. 3.2.7.

Gjennomsnittlig lg.pp> ble bestemt til 24 + 16. En sammenligning med kontrollprgven, som
ga en fluorescensintensitet pa 2.82 + 2.18, bekrefter at G-DP22 penetrerer SC og diffunderer
ned i dermis. lgpp22 er lav sammenlignet med lajexa 433 , altsa penetrere G-DP22 huden i
mindre grad enn alexa 488 SE. Dette er ogsa forventet da Mng.pp2s > MWajexs 488 se. Det er
derimot ikke forventet at G-DP22 skal penetrere huden bedre enn G-DP18, siden Mng.pp22 >
Mng.opis. En grunn til dette kan vaere utilstrekkelig blanding av prgven med DMSO fgr
pafgring pa huden. Dette var spesielt et problem for G-DP22 som var sveert viskgs, og
dermed vanskelig @ fordele utover pa hudbiten. Fargestoffet kan ogsa ha tapt seg over tid

ved gjentatt eksponering for lys.

Det ma i tilegg papekes at uten en MALDI-TOF analyse, er det vanskelig a si noe helt bestemt
om molekylvekten til prgven. G-DP22 kan ha flere kjeder av mindre lengde enn G-DP18, selv

om DP er funnet stgrre for G-DP22 enn G-DP18.

Siden spredningen i resultatene er noksa stor, sees det neermere pa resultatene for bade
donor A og E. Figur 3.22 og figur 3.23 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet,
tredimensjonal fremstilling av intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike
intensitetsverdiene for penetrasjon av G-DP22 for henholdsvis donor A og E. Resultater for

resterende donorer er gitt pa vedlagt cd.
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Figur 3.22: Resultater for penetrasjon av G-DP22 i hud fra donor A. Alle resultater er funnet fra KLSM bildet
vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).

76



Levering av vannlgselige molekyler gjennom hud Resultater og diskusjon

Intensitet
gkbes

Dybdei vevet (um)

Intensitet

- Piksler

Piksler " w

60000 “
50000
40000 -fii

30000 bl

Frekvens

20000

10000 -

5 |[T—

1 51 101 151 201 251

Intensitet

Figur 3.23: Resultater for penetrasjon av G-DP22 i hud fra donor E. Alle resultater er funnet fra KLSM bildet
vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.22.A, B og D viser mer fluorescens i vevet enn figur 3.23.A, B og D, akkurat som
diskutert tidligere. Figur 3.22.F og 3.23.F viser henholdsvis at det er flest piksler med en
intensitet pa 40-60 og 0-20.

Hvis 3.22.C og 3.23.C sees i sammenheng, ser det ut som det kan vaere en brett i snittet fra
donor A. Dette kan fordrsake et kunstig hgyt intensitetsniva. Individuelle forskjeller mellom
donorer som hudtykkelse, harmengde, strekkmerker osv. er ogsa faktorer som virker inn pa
resultatet. | tillegg gir forbehandlingen med mikronaler apning for store forskjeller mellom
de ulike donorene. Det er vanskelig @ benytte like mye kraft og like mange pafgringer med
nalene for hver donor. | tillegg ble forspkene utfgrt i samarbeid med en annen student.
Derfor vil det kunne vaere forskjeller pa forspkene, etter hvem som har utfgrt dem. Disse

svakhetene med oppgaven er neermere diskutert i kap. 3.2.7.

Det er ikke detektert noe fluorescens i reseptorfasen for noen av donorene ved pafgrt
G-DP22. Dette tyder pa at ingen fluorescensmerket G-blokk har diffundert helt ned i
reseptorfasen. En mulig forklaring pa dette kan vaere at molekylene er bundet eller

vekselvirker med molekyler i den ekstracellulaere matriks som diskutert i kap. 1.4.

3.2.4. Fiskegelatinpeptid
Resultatene av hudpenetrasjonsforspkene med pafgrt FG-peptider (se kap. 2.4.3) er gitt i

dette kapitelet.

Figur 3.24 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med

FG-2t-A-488 pa forbehandlet hud fra donor A, C og G.
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Figur 3.24: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet og standardavvik for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med
FG-2t-A-488 pa forbehandlet hud fra donor A, C og G.

Figur 3.24 viser at det er litt variasjoner i resultatmaterialet. Intensiteten varierer mellom 20
og 60 for de ulike donorene. Gjennomsnittlig Irg.ora.a88 bestemmes til 53 + 21. En
sammenligning med kontrollprgven, bekrefter at FG-2t-A-488 penetrerer SC og diffunderer
ned i dermis. | sammenligning med resultatene for penetrasjon av alexa 488 SE, sa er
lrG2ta-a88 €N lav intensitetsverdi. Altsa penetrere FG-2t-A-488 huden i mindre grad enn alexa

488 SE. Dette er ogsa forventet da Mwrg.ot.a-as8 > MW ajexa 488 st

Siden resultatene fra donor A ligger i naerheten av lrg.araass, Sees det naermere pa dette
systemet. Figur 3.25 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet, tredimensjonal
fremstilling av intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike intensitetsverdiene for
penetrasjon av FG-2t-A-488 for donor A. Resultater for resterende donorer er gitt pa vedlagt

cd.
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Figur 3.25: Resultater for penetrasjon av FG-2t-A-488 i hud fra donor A. Alle resultater er funnet fra KLSM
bildet vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.25. A, B og D viser at det har penetrert en del fluorescensmerket FG-peptid inn i
vevet. Ut fra figur 3.25.C kan det se ut som det er en brett i snittet. Det er tydelig at det er i
dette omradet det er hgyest intensitet (figur 3.25.D). Det kan derfor forventes at lrg.ar.a.483 €F
kalkulert kunstig hgyt. Figur 3.25.E viser at det er flest piksler med en intensitet mellom 50
og 100. Ut fra figuren er det ogsa tydelig at intensiteten starter pa et hgyt niva og deretter

blir den lavere for sa a stige igjen. Dette fenomenet er beskrevet i starten av kap. 3.2.

Figur 3.26 viser detektert fluorescens i reseptorfasen for de ulike hudforsgkene gjennomfgrt

med FG-2t-A-488.
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Figur 3.26: Detektert fluorescens i reseptorfasen for hudpenetrasjonsforspkene gjennomfgrt med
FG-2t-A-488 pa forbehandlet hud fra donor A, C og G. Kontroll angir gjennomsnittlig fluorescens i
reseptorfasen ved pafgrt kontrollprgve for disse tre donorene.

Figur 3.26 viser at det ble detektert en sveert hgy fluorescens i reseptorfasen for
hudpentrasjonsforsgket utfgrt med FG-2t-A-488 pa hud fra donor G. Dette kan veere med pa
a forklare den lave gjennomsnittlige fluorescensintensiteten som ble kalkulert for donor G

som vist i figur 3.24. Mye av fiskgelatinprgven har antageligvis diffundert gjennom dermis
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uten 3 elektrostatisk binde seg til komponenter i den ekstracellulaere matriksen, og dermed

er en lav fluorescensintensitet detektert.

Den hgye fluorescensen detektert i reseptorfasen for donor G, kan ogsa skyldes sgl av prgve.

Det var vanskelig a fa likt niva med PBS-buffer i reseptorfasekammeret, dette kan ha stor
innvirkning for diffusjonen av FG-peptid nedover i dermis og ned i reseptorfasen. For noen
av gjennomfgringene var det ikke kontakt mellom reseptorfasen og hudbiten. Dette ble fgrst
oppdaget helt sist i forspksperioden, og dermed antas at denne kontakten var der for donor
G, men ikke for donor A og C. Noe som ogsa kan veere med pa a forklare fluorescensnivaet

som detekteres i de ulike reseptorfasene.

Figur 3.27 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med

FG-2t-C-488 pa forbehandlet hud fra donor A, B, C, F og G.
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Figur 3.27: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet og standardavvik for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med
FG-2t-C-488 pa forbehandlet hud fra donor A, B, C, F og G.
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Figur 3.27 viser at det er en del variasjoner i resultatmaterialet. Intensiteten varierer mellom
30 og 130 for de ulike donorene. Gjennomsnittlig lrg.otc.as8 bestemmes til 71 £ 36. En
sammenligning med kontrollprgven, som ga en fluorescensintensitet pa 2.82 + 2.18,
bekrefter at FG-2t-C-488 penetrerer SC og diffunderer ned i dermis. Irgorcass €r lav
sammenlignet med| laexa 488 se, altsa penetrerer FG-2t-C-488 huden i mindre grad enn alexa
488 SE. Dette er forventet ut fra molekylvektene til prgvene. Det som ikke er forventet er at
denne prgven skal penetrere bedre enn FG-2t-A-488. MWreg.ot.cags ble bestemt til 7.1 kDa,
noe som er omtrent 11 ganger st@rre en MwWaexa 488 se 08 3.5 ganger stgrre enn MWeG-2t.a-488-
Molekylvektsresultatene i kap. 3.1 vises at 75 % av FG-2t-C har en gjennomsnittlig
molekylvekt pa 9120 Da, mens resterende del er mye mindre, og umulig @ male ved hjelp av
SEC-MALLS. Resterende 25 % av prgven antas a ha en gjennomsnittlig molekylvekt pa 709 Da
(fra  MALDI-TOF malinger). Dermed er det tilstrekkelig mengde med lavmolekylaere
fiskegelatinkjeder i prgven som kan forarsake den hgye fluorescensintensiteten som er

detektert i dette forspket.

En annen grunn til den hgye fluorescensintensiteten, som er detektert for denne prgven
skyldes antageligvis merkningsgraden (se kap. 3.1.7). Merkningsgraden for FG-2t-C-488 er
omtrent 2.5 ganger hgyere enn for FG-2t-A-488. Dette betyr at omtrent 5 % av FG-2t-C-488
har alexa 488 SE bundet til seg, mens for FG-2t-A-488 er det bare 2 % av prgven som er
bundet til fluorokromen. Dette vil absolutt gjenspeiles i KLSM bildene og detektert
gjennomsnittelig fluorescensintensitet. Den hgye merkningsgraden til FG-2t-C-488 kan ogsa

skyldes fritt alexa.

Variasjonene i resultatmaterialet kan ogsa skyldes individuelle forskjeller eller ulik

forbehandling av huden, som beskrevet i kap. 3.2.7.

Det kan ogsa diskuteres om store FG-peptider som i prgve FG-2t-C-488 kan sette seg bedre
fast i dermis og ekstracellulzer matriks, enn sma peptider som for eksempel de i prgve FG-2t-
A-488. Hvis dette er tilfellet, vil dette kunne forklare mer fluorescensintensitet i vevet ved

pafgring av FG-2t-C-488 enn ved pafgring av FG-2t-A-488.

Siden resultatene fra donor F ligger i neerheten av lggotcass, Sees det neermere pa dette

systemet. Figur 3.28 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet, tredimensjonal

83



Levering av vannlgselige molekyler gjennom hud Resultater og diskusjon

fremstilling av intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike intensitetsverdiene for
penetrasjon av FG-2t-C-488 for donor F. Resultater for resterende donorer er gitt pa vedlagt

cd.
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3.28: Resultater for penetrasjon av FG-2t-C-488 i hud fra donor F. Alle resultater er funnet fra KLSM bildet
vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Kombinasjon av A og C. F) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.28 A, B, D og E viser at deler av FG-2t-C-488 prgven penetrer SC og diffunderer videre
inn i dermis. Figuren viser ogsa fenomenet med et mgrkt felt med lite fluorescensintensitet i
gverste del av dermis. Dette er forklart naermere i begynnelsen av kap. 3.2. Figur 3.28.Cog E
viser at det ikke ser ut til 3 veere noen store bretter i snittet. Figur 3.28.F viser at det er flest

piksler med en intensitet mellom 60 og 100.

Figur 3.29 viser detektert fluorescens i reseptorfasen for de ulike hudforsgkene gjennomfert

med FG-2t-C-488.
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Figur 3.29: Detektert fluorescens i reseptorfasen for hudpenetrasjonsforsgkene gjennomfgrt med
FG-2t-C-488 pa forbehandlet hud fra donor A, B, C, F og G. Kontroll angir gjennomsnittlig fluorescens i
reseptorfasen ved pafgrt kontrollprgve for disse fem donorene.

Figur 3.29 viser at det er stor variasjon i fluorescens i reseptorfasen. Det ser ut som noe
fluorescensmerket fiskgelatinpeptid har havnet i reseptorfasen for donor A, B og C. Sett i
sammenheng med figur 3.27 kan det ikke trekkes mange konklusjoner. For donor B ser det
ut som om det kan ha havnet FG-2t-C-488 i reseptorfasen (figur 3.29), samtidig som det

detekteres en lav gjennomsnittlig fluorescensintensitet i vevet. Dette kan skyldes at en del
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av prgven bare har trukket gjennom uten a binde seg elektrostatisk til komponentene i den

ekstracelluleere matriksen. En liknende tendens ble sett for FG-2t-A-488.

For donor G detekteres en relativt lav gjennomsnittlig fluorescensintensitet samtidig som
fluorescensen i reseptorfasen er detektert lav. Dette kan tyde pa darlig bruk av mikronaler

eller darlig kontakt mellom hudbiten og reseptorfasen (se kap. 3.2.7).

Figur 3.30 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med

FG-6t-A-488 pa forbehandlet hud fra donor A, B, D og G.
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Figur 3.30: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet og standardavvik for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med
FG-6t-A-488 pa forbehandlet hud fra donor A, B, D og G.

Figur 3.30 viser at det er noen variasjoner i resultatmaterialet. Intensiteten varierer mellom
43 og 75 for de ulike donorene. Disse variasjonene kan skyldes ulik bruk av mikronaler eller

individuelle forskjeller som diskutert tidligere og i kapitel 3.2.7. Gjennomsnittlig lrg.et.a-488
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bestemmes til 55 + 36. Denne verdien sammenlignet med lautofiuorescens 483, bekrefter at
FG-6t-A-488 penetrerer SC og diffunderer ned i dermis. | sammenligning med resultatene for
penetrasjon av alexa 488 SE, sa er lggetaass €n lav intensitetsverdi. Altsa penetrere
FG-6t-C-488 huden i mindre grad enn alexa 488 SE. Dette er ogsa forventet da MWec.gt-a-as8 >

MWajexa 488 SE-

Siden resultatene fra donor A ligger i neerheten av lrg.eraass, S€€s det naermere pa dette
systemet. Figur 3.31 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet, tredimensjonal
fremstilling av intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike intensitetsverdiene for
penetrasjon av FG-6t-A-488 for donor A. Resultater for resterende donorer er gitt pa vedlagt

cd.
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Figur 3.31: Resultater for penetrasjon av FG-6t-A-488 i hud fra donor A. Alle resultater er funnet fra KLSM
bildet vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i

bildet. E) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.31. A, B og D viser at noe FG-6t-A-488 penetrerer SC og diffunderer ned i dermis.
Men ved a sammenligne disse figurene med figur 3.31.C ser det ut som det er en brett helt
til venstre i vevet. Dette har antageligvis gjort fluorescensintensiteten kunstig hgyt for denne
donoren. Figur 3.31.E viser at flest pikser har en intensitet mellom 25 og 75. Ved a se pa figur
3.31.B ser det ut som fluorescensintensiteten stiger jevnt innover i vevet. | slike tilfeller ville
det vaere interessant a ta flere KLSM bilder av dermis, dypere i vevet, for & se hvordan

fluorescensen er i dette omradet.

Figur 3.32 viser detektert fluorescens i reseptorfasen for de ulike hudforsgkene gjennomfgrt

med FG-6t-A-488.
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Figur 3.32: Detektert fluorescens i reseptorfasen for hudpenetrasjonsforsgkene gjennomfgrt med
FG-6t-A-488 pa forbehandlet hud fra donor A, B, D og G. Kontroll angir gjennomsnittlig fluorescens i
reseptorfasen ved pafgrt kontrollprgve for disse fire donorene.

Fra figur 3.32 ser det ut som FG-6t-A-488 har diffundert gjennom dermis og ned i

reseptorfasen for samtlige donorer. Som forklart for FG-2t-A-488 og FG-2t-C-488 ser det
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ogsa ut som at for donor A har mye fluorescensmerket FG-peptider havnet i reseptorfasen,
samtidig som det er detektert en relativt lav gjennomsnittlig fluorescensintensitet. Dette kan
skyldes god kontakt mellom hudbiten og respetorfasen og lite elektrostatiske interaksjoner
mellom de fluorescensmerkede peptidene og ekstracellulaer matriks. Dette kan ogsa sees
ved 3 se pa figur 3.31.B som viser en gkende intensitet dypere inn i vevet. En sa hgy

fluorescens i reseptorfasen kan ogsa skyldes sgl eller fritt alexa.

Ut fra disse resultatene kan det se ut som FG-6t-A-488 med Mw = 1,7 kDa penetrerer SC og

diffunderer ned i dermis og videre ned i reseptorfasen.

FG-6t-C-488
Figur 3.33 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med

FG-6t-C-488 pa forbehandlet hud fra donor A, B, D og G.

20
18
16
14

10 -

Gjennomsnittlig fluorescensintensitet
o N B~ O ©

Donor

Figur 3.33: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet og standardavvik for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med
FG-6t-C-488 pa forbehandlet hud fra donor A, B, D og G.
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Figur 3.33 viser lite variasjoner i resultatmaterialet. Intensiteten varierer mellom 5 og 13 for
de ulike donorene. Gjennomsnittlig lrg.er.c.ags bestemmes til 9 + 6. En sammenligning med
kontrollprgven, som ga en fluorescensintensitet pa 2.82 + 2.18, bekrefter at FG-6t-C-488 i
liten grad penetrerer SC og diffunderer ned i dermis. Som forventet ser FG-6t-C-488 ut til a

penetrere huden i mindre grad enn alexa 488 SE. Dette er diskutert tidligere.

Siden resultatene fra donor G ligger i narheten av lrgsia4ss, Sees det naermere pa dette
systemet. Figur 3.34 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet, tredimensjonal
fremstilling av intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike intensitetsverdiene for
penetrasjon av FG-6t-C-488 for donor G. Resultater for resterende donorer er gitt pa vedlagt

cd.
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Figur 3.34: Resultater for penetrasjon av FG-6t-C-488 i hud fra donor A. Alle resultater er funnet fra KLSM
bildet vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Kombinasjon av A og C. F) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.34. A, B og D viser at litt fluorescensintensitet kan detekteres i dermis. Figur 3.34.C og
E viser at det er noen ugjevnheter og bretter i vevet som kan gi en forhgyet intensitet, men
dette er nok ikke utslagsgivende for resultatene i dette tilfellet. Figur 3.34.F viser at de fleste

pikslene har en intensitet mellom 10 og 40.

Figur 3.35 viser detektert fluorescens i reseptorfasen for de ulike hudforsgkene gjennomfgrt

med FG-6t-C-488.
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Figur 3.35: Detektert fluorescens i reseptorfasen for hudpenetrasjonsforsgkene gjennomfgrt med
FG-6t-C-488 pa forbehandlet hud fra donor A, B, D og G. Kontroll angir gjennomsnittlig fluorescens i
reseptorfasen ved pafgrt kontrollprgve for disse fire donorene.

Figur 3.35 sett i sammenheng med figur 3.33 antyder at det kun er for donor A at det
oppdages en penetrasjon av FG-6t-C-488 gjennom SC og en diffusjon ned i reseptorfasen.
MWrec.-6t-c.ass €r bare 500 Da stgrre enn Mweg.or.a.ass, altsa forventes det at disse prgvene viser
liknende egenskaper. Det er observert en bedre penetrasjon for FG-2t-A-488 enn for
FG-6t-C-488. En grunn til at det observeres en lav fluorescensintensitet i vevet og SC, samt

en lav fluorescens i reseptorfasen for FG-6t-C-488, kan skyldes merkningsgraden (se kap.
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3.1.7). Det kan tydelig sees at merkningsgraden av FG-6t-C-488 er lav ved a sammenligne
figur 3.32 med tilsvarende figurer i rapporten. SC vises ikke som en tydelig barriere, men ser
mer diffus ut, noe som ikke er sett for noen av de andre forsgkene. Merkningsgraden er bare
0.0081. Noe som tilsvarer omtrent 2/5 av merkningsgraden til FG-2t-A-488. Dette kan gi en
forklaring pa hvorfor det detekteres mer fluorescens i vevet for hudpenetrasjonsforsgk

utfert med FG-2t-A-488 enn for FG-6t-A-488.

Figur 3.36 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med

FG-18t-A-532 pa forbehandlet hud fra donor D, E og G.
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Figur 3.36: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet og standardavvik for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med
FG-18t-A-532 pa hud fra donor D, E og G.

Figur 3.36 viser litt variasjoner i resultatmaterialet. Intensiteten varierer mellom 40 og 90 for
de ulike donorene. Dette kan skyldes individuelle forskjeller eller ulik utfgrelse av forsgket

som diskutert tidligere og i kap. 3.2.7. Gjennomsnittlig Irg-1st-a-532 bestemmes til 60 + 53. En
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Levering av vannlgselige molekyler gjennom hud Resultater og diskusjon

sammenligning med kontrollprgven, som ga en fluorescensintensitet pa 0.4 + 0.69, bekrefter
at FG-18t-A-532 penetrerer SC og diffunderer ned i den levende delen av huden. Hvis lfg.1gta-
532 sammenlignes med resultatene for penetrasjon av alexa 532 SE, sa er dette en lav
intensitetsverdi. Altsa penetrere FG-18t-A-532 huden i mindre grad enn alexa 532 SE. Dette

er ogsa forventet da Mw rg.1st.a-532 > MWajexa 532 st

Siden resultatene fra donor E ligger i naerheten av lgg1sta532, Sees det neermere pa dette
systemet. Figur 3.37 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet, tredimensjonal
fremstilling av intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike intensitetsverdiene for
penetrasjon av FG-18t-A-532 for donor E. Resultater for resterende donorer er gitt pa

vedlagt cd.
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Figur 3.37: Resultater for penetrasjon av FG-18t-A-532 i hud fra donor E. Alle resultater er funnet fra KLSM
bildet vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Kombinasjon av A og C. F) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.37.A, B, D og E viser tydelig at deler av FG-18t-532 penetrerer epidermis og
diffunderer ned i dermis. Ut fra figur 3.37.C og E ser det ut som det kan vaere en brett gverst
i venstre hjgrne. Dette vil i sa fall gi en hgyere intensitetsverdi enn hva som er tilfellet. Figur
3.37.F viser at flest piksler i bildet har en intensitet pa mellom 30 og 60. Det sees tydelig at
det bindes lite eller ingen FG-18t-A-532 til gvre del av dermis. Dette skyldes et fenomen

diskutert i begynnelsen av kap. 3.2.

Ved a se pa figur 3.25.B ser det ut som fluorescensintensiteten gker jevnt nedover i vevet.
Det kan derfor forventest at det finnes mer fluorescensmerket FG-peptid som er
elektrostatisk bundet til komponenter i ekstracelluleer matriks dypere i dermis, og eventuelt

ned i reseptorfasen.

Figur 3.38 viser detektert fluorescens i reseptorfasen for de ulike hudforsgkene gjennomfgrt

med FG-18t-A-532.
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Figur 3.38: Detektert fluorescens i reseptorfasen for hudpenetrasjonsforsgkene gjennomfgrt med
FG-18t-A-532 pa forbehandlet hud fra donor D, E og G. Kontroll angir gjennomsnittlig fluorescens i
reseptorfasen ved pafgrt kontrollprgve for disse tre donorene.
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Levering av vannlgselige molekyler gjennom hud Resultater og diskusjon

Akkurat som forventet ut fra figur 3.37, viser figur 3.38 en forhgyet fluorescens i
reseptorfasen for donor E. Det vises ogsa en forhgyet fluorescens for donor G, som var den
donoren med minst detektert fluorescensintensitet i vevet for FG-18t-A-532. For donor G
kan en lav fluorescensintensitet veere detektert siden det meste av det fluorescensmerkede
FG-peptidene har havnet i reseptorfasen og lengre nede i dermis, som diskutert tidligere.
Det samme kan forklare den hgye fluorescensintensiteten for donor D. Her kan FG-18t-A-
532 fortsatt veere elektrostatisk bundet i gverste del i dermis, og dermed gi hgy vevs
intensitet og lav fluorescens i reseptorfasen. Grunnen til at den samme prgven kan bruke
ulik tid pa penetrasjon og diffusjon i vevet, kan skyldes individuelle forskjeller fra donor til
donor. Ulikt fettinnhold og tykkelsen i huden samt mengde har, er faktorer som spiller inn.

Dette er videre diskutert i kap. 3.2.7.

Figur 3.39 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med

FG-18t-C-532 pa forbehandlet hud fra donor D, E og G.
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Figur 3.39: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet og standardavvik for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med FG-
18t-C-532 pa forbehandlet hud fra donor D, E og G.
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Levering av vannlgselige molekyler gjennom hud Resultater og diskusjon

Figur 3.39 viser lite variasjoner i resultatmaterialet. Intensiteten varierer mellom 19 og 24 for
de ulike donorene. Gjennomsnittlig Irg.1st.c532 bestemmes til 20 + 30. Denne verdien
sammenlignet med lautofiuorescens 532, bekrefter at noe FG-18t-C-532 penetrerer SC og
diffunderer ned i dermis. | sammenligning med resultatene for penetrasjon av alexa 532 SE,
sa er lrg1st.c.532 €n lav intensitetsverdi. Altsa penetrere FG-6t-A-488 huden i mindre grad enn

alexa 532 SE, som forventet fra molekylvekten.

Siden resultatene fra donor D ligger i naerheten av lrg.1st.c532, Sees det neermere pa dette
systemet. Figur 3.40 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet, tredimensjonal
fremstilling av intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike intensitetsverdiene for
penetrasjon av FG-18t-C-532 for donor D. Resultater for resterende donorer er gitt pa

vedlagt cd.
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Figur 3.40: Resultater for penetrasjon av FG-18t-C-532 i hud fra donor D. Alle resultater er funnet fra KLSM
bildet vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Kombinasjon av A og C. F) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.40 A, B, D og E viser lite fluorescensintensitet i dermis. Stgrsteparten av intensiteten
finnes i SC og epidermis. Dette tyder pa at sveert lite eller ingen FG-18t-C-532 er i stand til a
penetrere SC og diffundere ned i dermis. Figur 3.40.C viser at det er noen ujevnheter i vevet,
men i dette tilfellet har dette nok ikke noen innvirkninger. Figur 3.40.F viser at det er flest
piksler med en intensitet mellom 1 og 15. Dette er lave intensiteten som tyder pa lite
detektert fluorescens. MWeg.1st.c.s32 er 1.7 KDa, noe som ikke skiller s mye fra MWrg.or.a-ss
(=2.0 kDa). Selv om disse to prgvene har omtrent lik molekylvekt, er det detektert noksa ulik
giennomsnittlig fluorescensintensitet i vevet. Dette kan ikke skyldes merkningsgraden (kap.
3.1.7), siden disse varierer lite. Det er mer sannsynlig at forskjellen i fluorescensintensitet
skyldes fraksjonen med hgymolekylzaere og lavmolekylaere peptider i prgven. FG-18t-C har 40
prosent av prgvene med Mw = 3320 Da (kap. 3.1.3), mens resterende del har Mw = 691 Da.
For FG-2t-A-488, derimot, er Mw for 28 % av prgven kalkulert til 5280 Da, mens resterende
del har Mw = 681 Da. Altsa vil FG-2t-A-488 besta av flere lavmolekylzere peptider og dermed
gi en hgyere fluorescensintensitet i vevet enn FG-18t-C-532. Dessuten bgr det tas i
betraktning at KLSM bilder for FG-2t-A-488 og FG-18t-C-532 er tatt med ulike innstillinger og

lasere (kap. 2.7.2), og kan dermed ikke sammenlignes direkte.

Det er ogsa logisk @ sammenligne FG-18t-C-532 med FG-6t-A-488. Disse to prgvene har
begge en gjennomsnittlig molekylvekt pa 1.7 kDa. Ut fra kapitelet om FG-6t-A-488 ser det ut
som om denne prgven penetrere bedre enn FG-18t-C-532. Dette kan skyldes at FG-18t-C-488
har en lavere merkningsgrad og en hgyere andel hgymolekyleere peptider enn hva

FG-6t-A-488 har.

Figur 3.41 viser detektert fluorescens i reseptorfasen for de ulike hudforsgkene gjennomfgrt

med FG-18t-C-532.
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Figur 3.41: Detektert fluorescens i reseptorfasen for hudpenetrasjonsforsgkene gjennomfgrt med
FG-18t-C-532 pa forbehandlet hud fra donor D, E og G. Kontroll angir gjennomsnittlig fluorescens i
reseptorfasen ved pafgrt kontrollprgve for disse tre donorene.

Fra figur 3.39 sees en forhgyet fluorescens detektert i reseptorfasen for donor G. Dette var
den donoren med hgyest fluorescensintensitet i vevet (figur 3.39). Dette kan bety at det har
foregatt en penetrasjon gjennom SC og en diffusjon nedover i dermis og reseptorfasen. For
donor D og E ser det ikke ut som noe fluorescens kan detekteres i reseptorfasen. Individuelle
forskjeller mellom donorer eller ulik bruk av mikrondlene kan gi en forklaring pa

variasjonene i forsgket (se kap. 3.2.7).
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Hudpenetrasjonsforsgk med pafgring av FG-24t-A-532 ble bare gjennomfgrt en gang, pga.
vanskeligheter med a fa merket FG-24t-A prgven (se kap. 3.1.1). Gjennomsnittlig lrg24t-a532
bestemmes til 46 t 48. En sammenligning med kontrollprgven, som ga en
fluorescensintensitet pa 0.40 £ 0.69, bekrefter at alexa 532 SE penetrerer SC og diffunderer
ned i den levende delen av huden. | sammenligning med resultatene for penetrasjon av
alexa 532 SE, sa er lrgatas32 €n lav intensitetsverdi. Altsa penetrere FG-24t-A-532huden i

mindre grad enn alexa 532 SE. Dette er ogsa forventet da MW rg-24t.c-532 > MW ajexa 532 st

Figur 3.42 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet, tredimensjonal fremstilling av
intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike intensitetsverdiene for penetrasjon av

FG-18t-C-532 for donor D.
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Figur 3.42: Resultater for penetrasjon av FG-24t-A-532 i hud fra donor D. Alle resultater er funnet fra KLSM
bildet vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Kombinasjon av A og C. F) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.42. A, B, D og E viser at noe av FG-24t-A-532 har penetrert SC og diffundert ned i
dermis. Figur 3.42 D viser at det finnes noen ugjevnheter i vevet som kan forarsake kunstig
hgye intensitetsverdier. Figur 3.42. F viser at de fleste pikslene i bildet har en intensitet pa

mellom 20 og 50.

FG-24t-A-532 er den prgven med lavest detektert Mw ( = 0.9 kDa). Dette betyr at det vil
forventes en god penetrasjon og diffusjon av prgven. Dette spesielt siden bare 12 % av
prgven har en Mw = 2760 Da, mens resterende del har Mw = 656 Da. Det detekteres ikke
noe hgy fluorescensintensitet i forhold til de andre prgvene. Det er vanskelig 8 komme med
en grunn for dette, da det bare er gjennomfgrt en parallell av forsgket. Eventuelt kan dette

skyldes den ukjente merkningsgraden.

Fluorescensen i reseptorfasen ble kalkulert lavere enn for kontrollprgven. Altsa kan det ikke

konkluderes med at noe av prgven har havnet i reseptorfasen.

Figur 3.43 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med

FG-24t-C-532 pa forbehandlet hud fra donor D, E og G.
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Figur 3.43: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet og standardavvik for hudpenetrasjonsforsgk utfgrt med FG-
18t-C-532 pa forbehandlet hud fra donor D, E og G.

Figur 3.43 viser litt variasjoner i resultatmaterialet. Intensiteten varierer mellom 10 og 47 for
de ulike donorene. Dette kan skyldes ulikheter fra donor til donor som for eksempel
hudtykkelse osv. Flere grunner til variasjoner i malingene er diskutert i kap 3.2.7.
Gjennomsnittlig lrg.24t.c.530 bestemmes til 23 + 34, En sammenligning med kontrollprgven,
som ga en fluorescensintensitet pa 0.40 + 0.69, bekrefter at FG-18t-C-532 penetrerer SC og
diffunderer ned i den levende delen av huden. | sammenligning med resultatene for
penetrasjon av alexa 532 SE, sa er lgga4tcs3; en lav intensitetsverdi. Altsa penetrere

FG-24t-C-532 huden i mindre grad enn alexa 532 SE. Dette er ogsa forventet da

MW fG.18t-c-532 > MWajexa 532 st-

Siden resultatene fra donor E ligger i naerheten av gjennomsnittet, sees det narmere pa
dette systemet. Figur 3.44 viser KLSM bilder, intensitetsfordelingen inn i vevet,
tredimensjonal fremstilling av intensiteten i bildet og frekvensen av de ulike
intensitetsverdiene for penetrasjon av FG-18t-C-532 for donor E. Resultater for resterende

donorer er gitt pa vedlagt cd.
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Figur 3.44: Resultater for penetrasjon av FG-18t-A-532 i hud fra donor E. Alle resultater er funnet fra KLSM
bildet vist i A. A) KLSM bildet viser fluorescensen i vevet. B) Intensiteten som funksjon av dybde i vevet. C)
Gjennomlysningsbildet viser strukturen i vevet. D) Tredimensjonal kurve som viser intensitetsfordelingen i
bildet. E) Frekvensen av de ulike intensitetsverdiene (0-255).
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Figur 3.44. A, B og D viser at det detekteres litt fluorescensintensitet i vevet, men det meste
detekteres i epidermis. Figur 3.44.C viser noen bretter og ujevnheter som kan forarsake den
lille intensiteten som vises i dermis. Det ser uansett ut som om lite FG-24t-C-532 penetrerer

SC. Figur 3.44.E viser at flest piksler har en intensitet pa mellom 5 og 20.

Figur 3.45 viser detektert fluorescens i reseptorfasen for de ulike hudforsgkene gjennomfert

med FG-24t-C-532.
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Figur 3.45: Detektert fluorescens i reseptorfasen for hudpenetrasjonsforsgkene gjennomfgrt med
FG-24t-C-532 pa forbehandlet hud fra donor D, E og G. Kontroll angir gjennomsnittlig fluorescens i
reseptorfasen ved pafgrt kontrollprgve for disse tre donorene.

Figur 3.45 viser hgyest fluorescens i reseptorfasen for kontrollprgven. Resterende donorer
gir lavere fluorescensverdier. Dette viser hvordan metoden for maling i reseptorfasen
kanskje ikke er ideell. Grunnen til variasjonene kan skyldes rester av fluorescens i
glassutstyret fra forrige forsgk eller sgling av prgve. Det kan ogsa vaere hudrester eller andre
komponenter i glassutstyret som fgrer til autofluorescens.

Fra figur 3.45 ser det ikke ut til 8 komme noe fluorescensmerket prgve i reseptorfasen. Men

grunnen til at det ikke detekteres kan ogsa skyldes den sveaert lave merkningsgraden.
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3.2.5. Sammenligning av hudpenetrasjonsevnen til alle G-blokk og FG-
peptidene
Gjennomsnittlig fluorescensintensitet og Mw for alle G-blokkene og FG-peptidene som ble

benyttet i hudpenetrasjonsforsgk, er vist i figur 3.46.
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Figur 3.46: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet (primaer y-akse) og Mw (sekundaer y-akse) for G-blokkene
og FG-peptidene benyttet under hudpenetrasjonsforsgkene. Gjennomsnittlig fluorescensintensitet er funnet
fra KLSM-bilder og Mw er funnet fra SEC-MALLS og MALDI-TOF analyser.

Som diskutert tidligere i kapitelet, bgr en hgy gjennomsnittlig molekylvekt gi en lav
gjennomsnittlig fluorescensintensitet i vevet. Dette stemmer ikke helt for de gjennomfgrte
forspkene med hudpenetrasjon som vist i figur 3.46. For FG-2t-A-488, FG-6t-A-488,
FG-18t-A-532 og FG-24t-A-532 ser det ut som dette stemmer. En lav Mw gir en hgy
gjennomsnittlig fluorescensintensitet. Dette er alle A fraksjonen av FG-peptid. Disse
fraksjonene er det som har trukket av en dialysemembran med MWCO 2000 Da (kap. 2.4.2).

Dette kan da tyde pa at en slik fraksjon fgrer til penetrasjon av SC og diffusjon inn i vevet.
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For G-blokk prgvene kan det ogsa sees at en hgy Mw gir en lav fluorescensintensitet. Den
prgven som skiller seg mest ut er FG-2t-C-488. Den ga hgyest Mw av alle prgvene, men gir
samtidig ogsa hgyest detektert fluorescensintensitet i vevet. Dette skyldes antageligvis
fraksjonen hgymolekyleere peptider eller merkningsgrad som sees naermer pa i de to neste

figurene.

Figur 3.47 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet og fraksjon av hgymolekylaer Mw
(Fpeptia) bestemt fra SEC-MALLS (kap. 3.1.3) for ulike fiskgelatinpeptider som ble benyttet

under hudpenetrasjonsforsgk.
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Figur 3.47: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet (primaer y-akse) for alle G-blokkene og fiskgelatinprgvene
benyttet under hudpenetrasjonforsgk. Samt fraksjon hgymolekylaer Mw (sekundaer y-akse) for alle FG-
peptidene benyttet. Gjennomsnittlig fluorescensintensitet er funnet fra KLSM bilder og fraksjon
hgymolekylaer Mw (F,eptia) er funnet fra SEC-MALLS.

Figur 3.47 viser at FG-6t-C-488, FG-18t-C-532 og FG-24t-C-532 har en relativt stor fraksjon
med hgymolekyleere peptider. Dette forklarer ennd bedre hvorfor den gjennomsnittlige

fluorescensintensiteten ble lav for disse forsgkene. Det samme gjelder for alle A-fraksjonene
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som ser ut til 3 inneholde en lite fraksjon med hgymolekylaere forbindelser som antatt og
diskutert tidligere. Det kan derimot ikke trekkes noen konklusjoner om de litt annerledes

resultatene for FG-2t-C-488.

Figur 3.48 viser gjennomsnittlig intensitet og merkningsgrad for G-blokkene og FG-peptidene
som ble benyttet i hudpenetrasjonforsgk. Det ble ikke funnet noen merkningsgrad for

FG-18t-A-532 og FG-24t-A-532 (se kap. 3.1.7).
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Figur 3.48: Gjennomsnittlig intensitet og merkningsgrad for G-blokkene og FG-peptidene som ble benyttet i
hudpenetrasjonforsgk. Det ble ikke funnet noen merkningsgrad for FG-18t-A-532 og FG-24t-A-532 pga.
mangel pa prove.

Figur 3.48 viser at merkningsgraden har mye & si for den gjennomsnittlige
fluorescensintensiteten som detekteres i vevet. Prgve FG-2t-C-488 har hgyest

merkningsgrad, noe som kan forklarer den hgye intensiteten pa tross av en hgy Mw.
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For G-blokkene, derimot, forklarer ikke merkningsgraden den gkte intensiteten for G-DP22 i
forhold til G-DP18 med lavere Mw. Det som kan forklare dette er at det antagelig finnes flere

sma molekyler i G-DP22 enn i G-DP18. Som diskutert i kap. 3.2.3.

3.2.6. Forbehandling av huden
| dette kapitelet presenteres de signifikante forskjellene i den transdermale levringsevnen til

huden ved forbehandling med mikronaler og nar den forblir ubehandlet.

Figur 3.49 viser gjennomsnittlig fluorescensintensitet for et utvalg prgver som ble benyttet i
hudpenetrasjonsforsgk. Bla kurve viser intensitet med vanlig gjennomfgring av
hudpenetrasjonsforsgket (kap. 2.6), der prgvene er utblandet i 60 % DMSO og huden er
forbehandlet med mikronaler. Rgd kurve viser vanlig giennomfgring utenom at mikronaler
ikke er benyttet. For grgnn kurve er prgvene blandet ut i vann og det er ikke benyttet

mikronaler.

M Forbehandlet med mikronaler og prgver lgst i DMSO M Uten mikrondler = Uten DMSO og mikronaler
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Figur 3.49: Gjennomsnittlig fluorescensintensitet for et wutvalg prgver som ble benyttet i
hudpenetrasjonsforsgk, der huden er forbehandlet med mikronaler og prgven er Igst i 60 % DMSO (bla),
huden er ubehandlet (r@d) og der huden er ubehandlet og prgven er Igst i vann.
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Figur 3.49 viser at for samtlige prgver ble det observert lavere fluorescensintensitet i vevet
nar huden ikke ble forbehandlet med mikronaler. Det ble ogsa observert en lavere intensitet
nar prgven ble Igst i vann i forhold til DMSO. Dette var forventede resultater ut fra tidligere

forskning.

Forskning av Henry et al. (1998) viste blant annet at permeabiliteten til huden ble fire ganger
sa stor ved brukt av mikronaler i forbehandlingen. Dette ble vist for fluorescensfargestoffet
Calcein (MW: 622.5). Annen forskning viser at mikronaler av samme type som benyttet i
dette forsgket, ga en porestgrrelse pa ca. 180 um og 75 um henholdsvis rett etter
behandling og to timer etter behandling (Badran et al., 2009). Dette betyr at det er store
pore i huden ogsa en stund etter behandling. Dette gir tydelig en gkning i permeabilitet som

vist i figur 3.47.

Fra figur 3.49 ser det ut som det er for alexa 488 SE det er stgrst gkning i permeabiliteten
ved bruk av mikronaler. Alexa 488 SE har en molekylvekt som ligger svaert naer Mw = 500 Da,
som mange mener er grensen for hvor store molekyler som kan pentrerer SC uten

forbehandling (Bos et al., 2000).

Figur 3.50 viser KLSM bilder og en tredimensjonal fremstilling av intensiteten i bildene for
penetrasjon av alexa 488 SE for forbehandlet hud fra donor C og ubehandlet hud fra donor

H.
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Figur 3.50: KLSM bilder og en tredimensjonal fremstilling av intensiteten i bildet fra hudpenetrasjonsforsgk
med pafgrt alexa 488 SE pa A og C) forbehandlet hud fra donor C. B og D) Ubehandlet hud fra donor H.

Figur 3.50 viser at alexa 488 SE penetrerer bedre i forbehandlet enn i ubehandlet hud. Det

detekteres sveert lite fluorescens i vevet uten forbehandling av huden.

Ut fra figur 3.49 ser det ut som FG-6t-A-488 penetrerer huden uten forbehandling med
mikronaler. Dette er ikke forventet ndr en ser pd Mweg.g.aass SOm er 1.7 kDa. Figur 3.51 viser
KLSM bilder og en tredimensjonal fremstilling av intensiteten i bildene for penetrasjon av

FG-6t-A-488 for forbehandlet hud fra donor A og ubehandlet hud fra donor H.
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Figur 3.51: KLSM bilder og en tredimensjonal fremstilling av intensiteten i bildene fra hudpenetrasjonsforsgk
med pafgrt FG-6t-A-488 pa A) forbehandlet hud fra donor A. B) Ubehandlet hud fra donor H.

Figur 3.51.B viser bare litt fluorescensintensitet helt til hgyre i bildet. Dette kan skyldes en
brett eller sglt fluorescens. Det ser ikke ut som FG-6t-A-488 penetrerer huden uten

forbehandling slik som det sa ut i figur 3.49.

3.2.7. Svakheter med hudpenetrasjonsforsgket og forslag til forbedring
Det er mange svakheter og rom for ungyaktigheter i forsgksoppsettet til
hudpenetrasjonsforsgkene (kap. 2.6). En av de stgrste kildene til feil i dette forsgket, skyldes
et samarbeid med en annen student. Altsa var det to personer som byttet pa a gjgre de ulike

trinnene i prosessen. Dette er en stor kilde til usikkerhet.

Forskning har vist at det ikke ble funnet noe signifikant forskjell mellom permeabiliteten til
hud som er fersk eller oppbevart ved - 20 °C i opptil 466 dager. Denne forskningen ble utfgrt
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med vann (Harrison et al., 1984). Andre liknende forsgk har vist at nedfrysing av hundehud
(- 20 °C) gker den transdermale penetrasjonen av hydrokortison (Ahlstrom et al., 2007). |
dette forsgket ble huden benyttet bare noen timer etter henting. P4 den maten ble det

unngatt nedfrysning og faren for at huden skal fa en kunstig hgy penetrasjonsevne.

En stor usikkerhetskilde er selve forbehandlingen av huden. Underhudsfettet ble fjernet, og
huden ble behandlet med mikronaler. Det ble ikke avtalt et antall ganger disse skulle rulles
over hudbiten, noe som med fordel burde vaert gjort. Det er vanskelig a kontrollere
kraftbruken under mikrondlbehandling. Badran et al. (2009) viste hvordan ulik lengde pa
mikronalene ga ulik porestgrrelse og ulik tetthet med porer, samt at det transdermale
vanntapet gkte med gkende lengde pa mikrondlene. Dette betyr at ulik behandling med

mikronalene vil kunne gi ulike resultater, ogsa i dette forsgket.

Det er ogsa rom for feil i monteringen av hud pa Franz-cellen. Det ble benyttet hudbiter av
ulik stgrrelse. Sma biter ble mer strekt i spenn for @ passe inn i Franz-cellen, mens stgrre
biter ofte ble lagt rett pa cellen uten a strekkes opp f@r skruene pa siden ble festet. Det var
ogsa sveert stor forskjell pa kvaliteten til huden som ble benyttet. Noen donorer hadde mer
har og strekkmerker enn andre. Det var ogsa tydelig forskjell pa tykkelsen av huden fra
donor til donor, selv etter underhudsfettet var fjernet. Med fordel kunne tykkelsen til huden
blitt malt, for 3 se om dette hadde noen innvirkning pa permeabiliteten eller fluorescens i

reseptorfasen.

Reseptorfasekammeret ble fylt med PBS-buffer etter at hudbiten var montert pa Franz-
cellen. | slutten av forspksperioden ble det oppdaget store variasjoner med vaeskenivaet i
Franz-cellene, selv om alle kammerene hadde PBS opp til den markerte streken (se figur 2.4 i
kap. 2.6.1). Darlig kontakt mellom vaeske og hud vil antageligvis ha gitt darligere diffusjon
gijennom dermis og ingen/lite fluorescens i reseptorfasen. Det finnes mange design av
diffusjonsceller som er modifikasjoner av den originale Franz-cellen (Friend, 1992). Slike

diffusjonsceller burde vaert prgvd for a se om dette gir liknende resultater.

Prgvene ble pafgrt hudoverflaten ca. midt i dpningen av Franz-cellen. Det var vanskelig a fa
preven fordelt jevnt utover, siden den ofte var litt viskgs. | tillegg hadde huden ofte en liten

forhgyning i dette omradet. Denne forhgyningen kan fgre til at noe av prgven beveger seg
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bort fra midten av hudbiten. Dette kan gi store usikkerheter i den detekterte
fluorescensintensiteten, da det kan vaere lite prgve som blir liggende der biopsien stanses ut.
Det samme kan skje hvis biopsien ikke stanses ut pa midten av hudbiten. Nar det var
overflgdig prgve igjen pa huden, var det lett 3 se hvor biopsien burde stanses ut. Dette var
verre nar det ikke var prgve igjen pa huden. Dermed ble dette gjort omtrentlig. En utstansing
utenfor der prgven er pasatt vil gi kunstig lave fluorescensintensiteter. Med fordel burde
omradet med pafgrt prgve vaere markert. Dette burde ikke gjgres med tusj eller farger som

kan penetrere huden 3 gi misvisende resultater.

Nar prgven var pafgrt, ble cellene dekket med parafilm og aluminiumsfolie. Litt tapelse av
fargestoffets fluorescens kan ha forekommet pga. eksponering av lys i rommet. Denne

usikkerheten er ikke av de st@rste, siden alle prgvene ble belyst omtrent like lenge.

Etter inkubasjonstiden var over, ble hudbitene fjernet fra Franz-cellene, og det ble samlet
sammen prgver av reseptorfasene. Under dette arbeidet kan noe overflgdig
fluorescensmerket prgve ha havnet i reseptorfasen. Derfor burde hudbitene blitt tgrket for
overflgdig prgve fgr de ble fijernet fra Franz-cellene. Dessuten gir utstyret som ble benyttet
for a male fluorescens, en kilde til usikkerhet. Lampen i fluorometeret burde sta a varmes
opp i minst 10 minutter fgr malingene ble tatt. Denne oppvarmingstiden ble ikke overholdt

ngyaktig under alle malingene.

Etter utstansing ble biopsien montert pa kork og deretter fyst ned i flytende nitrogen. Det
ble forsgkt a legge biopsien pa en slik mate at epidermis ble rett. Dette ar noksa

utfordrende, og ungyaktigheter i dette trinnet fgrte lettere til bretter under snittingen.

Snittingen ble gjennomfgrt pa en kryomikrotom. Det var en spesiell teknikk som matte lzeres
for a fa snittene fine og uten bretter. Det var tydelig at snittene som ble lagd i starten hadde
flere bretter enn de som ble lagd senere i forsgksperioden. Det var ogsa andre problemer
som var knyttet til snittingen. Biopsiene ble som sagt oppbevart i cryorgr. Disse rgrene var
egentlig litt for sma i diameter for noen av biopsiene montert pa kork. Det var i noen tilfeller
vanskelig a fa ut biopsiene av rgrene uten at de matte tines litt. Nar prgvene tiner litt vil det
kunne skje endringer i fluorescensintensiteten i vevet. Det burde veert godt notert for hvilke

prgver denne ekstra tineprosessen ble gjort, for 3 se om dette har noen innvirkning pa
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resultatene. Eventuelt kunne det blitt brukt cryorgr med stgrre diameter, for a unnga

problemet helt.

Objektglassene med snitt ble oppbevart i Ilystette bokser i romtemperatur.
Konfokalmikroskopi ble gjennomfgrt ca. en uke etter snittingen. Ellers burde kanskje

snittene veert oppbevart i fryseboks.

Noe av usikkerheten i forsgket ligger i bildebehandlingen av KLSM bildene. Disse bildene ble
undersgkt pa tre ulike mater (kap. 2.7.2). Laging av en tredimensjonal kurve ble gjort
automatisk, mens de to andre metodene matte gjgres mer manuelt. For @ finne den
gjennomsnittlige fluorescensintensiteten i bildet ble det benyttet en del av programmet der
det svarte i bildet kunne fjernes. Dette ga noen ungyaktigheter for snitt som hadde hull i
vevet. Disse hullene ble ogsa tatt bort i beregningen av fluorescensintensiteten. | slike
tilfeller ble det forsgkt @ kompensere for det som ble tatt bort inne i vevet, med a ha litt mer
av det svarte utenfor vevet med i beregningene. Dette er bedre vist i figur 3.52, der det bla
feltet er det som ikke er tatt med i beregningen av gjennomsnittlig fluorescensintensitet i

vevet.

Figur 3.52: Et KLSM bilde med to tydelige hull i vevet. Det bla feltet er den delen av bildet som ikke er tatt
med i beregningen av gjennomsnittlig fluorescensintensitet i vevet.
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Det er ogsa en del usikkerheter i beregningen av intensiteten som funksjon av dybden i
vevet. For denne beregningen ble det lagd tre linjer i bildet, der intensiteten ble registrert
for disse linjene. Problemet med denne metoden var at det var stor forskjell i hvor disse
linjene ble tegnet. | noen av snittene var det vanskelig a tegne linjen i rett retning (fra SC mot
der hypodermis skulle vaert) pga. mange ujevnheter i vevet. | tillegg vil det vaere store
forskjeller i intensiteten i vevet, ettersom det finnes bretter og hull her. Det ble gjort et

forsgk pa @ unnga disse omradene for a gi en minst mulig usikkerhet.

3.3. Hyperspektral avbildning av hudfantomer
Hyperspektral avbildning ble gjennom fgrt som beskrevet i kap. 2.8. Figur 3.53 viser

resultatene av den hyperspektrale avbildningen.

—|ngen Alexa =10 mg Alexa ===20 mg Alexa =——=25mg Alexa
——A40mg Alexa =——50mg Alexa ——80 mg Alexa
50

45

40

35

30

Fluorescens/intensitet

Balgelengde [nm]

Figur 3.53: Detektert fluorescens/intensitetved ulike bglgelengder for de ulike hudfantomene lagd med
henholdsvis ingen, 10 mg, 20 mg, 25 mg, 40 mg, 50 mg og 80 mg kovalent merket gelatin med alexa 488 SE.
Resultatene er funnet ved hjelp av hyperspektral avbildning.

120



Levering av vannlgselige molekyler gjennom hud Resultater og diskusjon

Resultatet av den hyperspektraleavbildningen gitt i figur 3.53 viser to topper. En
emisjonstopp (495 nm) og en absorpsjonstopp (519 nm) (se kap. 2.1). Det kan ikke tydelig
sees at intensiteten avtar med gkende konsentrasjon av alexa i emisjonstoppen. Det er 10
mg alexa som gir hgyest intensitet, mens deretter kommer 25 mg og 40 mg alexa noksa likt.

50 mg kommer helt nederst sammen med 20 mg.

Det er i absorbsjonstoppen det er mest interessant a se. Teorien gir at hudfantomen med
mest alexa skal gi hgyest intensitet i denne toppen. Det stemmer for fantomet med 80 mg
alexa, som kommer fgrst etterfulgt av 40 mg. 50 mg prgven kommer lengre nede. S3a
kommer 10 mg, 20 mg og 25 mg veldig tett, fgr hudfantomen uten alexa gir lavest intensitet.
Resultatene tyder pa at det er vanskelig a skille hudfantomene med 25 mg eller mindre
kovalent merket gelatin fra hverandre. Det kan se ut som prgven med 50 mg kan ha veert
byttet med en av de andre eller lagd med feil mengde alexa. Det burde veert gjennomfgrt

malinger pa flere hudfantomer for a kunne si noe sikkert om malingene og malemetoden.

3.4. Forslag til videre arbeid
Hudpenetrasjonsforsgkene bgr fortsettes for @ finne ut med sikkerhet hvilke av de ulike
fluorescensmerkede prgvene som penetrerer huden. | det videre arbeidet bgr svakhetene
med metoden i kap. 3.2.7 tas ngye i betraktning. Forsgkene bgr gjennomfgres med en annen
diffusjonscelle enn den tradisjonelle Franz-cellen, for & fa flere resultater som kan
sammenlignes. Alle forspkene kan med fordel gjgres med KLSM og hyperspektral avbildning
parallelt. Flere gjennomfgringer av hyperspektrale forsgk, ville kunne gi en bedre fortrolighet
til metoden. Hvis stabile resultater oppnas, kan denne metoden brukes som et alternativ til
KLSM. Dette vil gi store tidsbesparelser. Denne metoden gir ogsa en mulighet for a finne ut
hvor langt ulike fluorescensmerkede prgver har diffundert ned i huden. Samtidig som den gir

en god mate for a3 male autofluorescens i vevet.

Det bgr ogsa gjennomfgres flere hudpentrasjonsforsgk pa ubehandlet hud for & fa mer
sammenligningsmateriale. Det hadde i tillegg veert interessant a se pa ulike
forbehandlingsmetoder eller mikronaler med ulik lengde og tykkelse, for & se hvor stor

innvirkning forbehandlingen har pa resultatene. | Denne sammenheng kan det ogsa gjgres
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forspk der det benyttes andre kjemikalier enn DMSO for a gke opptaket til huden. Dette bgr

spesielt gjgres siden DMSO er funnet toksisk i hgye konsentrasjoner (Aspevik, 2010).

| det videre arbeidet bgr forspkene generelt sett giennomfgres i helhet av en person, for a
unnga en stor feilkilde. Det bgr i tillegg fastsettes mer detaljerte framgangsmater som blant
annet inneholder antall ganger mikronalene blir pafgrt, og hvor mange vinkler de blir pafgrt

fra.

For videre arbeid med KLSM bgr det tas flere bilder lengre ned i dermis, for a fa et bedre
inntrykk av hvordan diffusjonen har foregatt, og hvor langt en fluorescensmerket prgve

eventuelt har diffundert.

Som diskutert i kap. 3.2.7 er det funnet uoverensstemmende resultater pa om nedfrysning
av huden fgr penetrasjonsforsgk, vil gi en gkning i penetrasjonsevnen til huden eller ikke.

Det hadde veert interessant a gjgre noen forsgk for a finne ut mer om dette.

For at hudpenetrasjonsforsgkene skal vaere mest mulig relevante, er det ngdvendig med
flere molekylvektsbestemmelser, for & fa bestemt en mer ngyaktig Mw. FG-peptidene bgr
analyseres med MALDI-TOF pa nytt, men denne gang uten en gvre grense for Mw pa 4 kDa

pa grafen (se kap. 3.1.4).

Med fordel bgr MALDI-TOF gjennomfg@res for prgvene med G-blokk ogsa. Dette vil gi
informasjon om distribusjonen av molekylvektene i disse prgvene. Noe som bedre kan

forklare penetrasjonsresultatene.

Som diskutert i kap. 3.2.7 kunne det vaert spennende a gjgre mer omfattende kontroll av
huden til de ulike donorene. Tykkelse av huden med og uten underhudsfettet kunne veert
malt, samtidig som det kunne blitt notert mer om antall strekkmerker og harmengde for
donorhuden. En slik gjennomfgring av forsgk, vil kunne gi et bedre svar pa om idividuelle
forskjeller mellom hud fra ulike mennesker har en innvirkning pa permeabiliteten eller

fluorescens i reseptorfasen.

Som nevnt i kap. 1.4 er det diskutert at G-blokk kanskje kan forenkle leveringen av medisiner
transdermalt. For G-DP22 ble det pavist penetrasjon gjennom epidermis og inn i dermis for

noen av donorene. Flere forsgk burde gjennomfgres for & finne ut om antagelsene om
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G-blokk kan stemme. Videre kunne forsgk med G-blokk og legemidler blitt giennomfgrt, for a
kontrollere om G-blokk kan ha en positiv pavirkning pa levering av legemidler gjennom

huden.

Som nevnt i kap. 1.5 er det pavist at peptider som bestar av gjentakende aminosyresekvens
med Gly-Pro-Hyp har en positiv virkning pa kollagen- og glykosaminglykanproduksjonen i
dermis (Choi et al., 2009). Forsgkene viste at disse aminosyrene fantes i FG-peptidene (kap.
3.1.6). Det hadde derfor veert interessant a se neermere pa om disse molekylene kan ha en
slik positiv virkning pa kollagen- og glykosaminglykanproduksjonen. Penetrasjonen av flere
av FG-peptidene var funnet til 3 vaere effektiv, og det er derfor gnskelig a finne ut om mer

om bruken av disse i en teknikk for a gjgre huden “yngre”.
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4. Konklusjon

Diffusjonsforsgk utfgrt pd human hud har vist at vannlgselige molekyler med en Mw opp til
7 kDa er i stand til & penetrere SC og diffundere ned i den levende delen av huden. Dette
forutsetter forbehandling av huden med mikronaler og bruk av kjemikalier som forbedrer

opptaket.

DMSO, som ble benyttet for a8 gke opptaket til huden i denne oppgaven, er ikke anbefalt, da
denne tidligere er funnet toksisk ved hgye konsentrasjoner. En alternativ kjemikalie for
DMSO og bruk av mikronadler vil vaere en forutsetning for at vannlgselige legemidler skal

kunne leveres transdermalt.

Effektiviteten til hyperspektral avbildning ser ut til & begrenses av konsentrasjonen av
fargestoffet i hudfantomen. Det var vanskelig a skille hudfantomer med 25 mg eller mindre

kovalent merket gelatin fra hverandre.
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Vedlegg A: ‘H-NMR

'H-NMR ble benyttet for & finne gjennomsnittlig polymerisasjonsgrad ( DP,) og fraksjonene
av M- og G monomerer (Fy og Fg) for G-blokk prgvene G-DP18 og G-DP22. Metoden ble
giennomfgrt av Wenche Iren Strand, avdelingsingenigr ved institutt for bioteknologi.
Fremgangsmaten er beskrevet i kapitel 2.5.1. 'H-NMR spektrene for henholdsvis G-DP18 og
G-DP22 er gitt i figur A.1 og A.2. De kalkulerte verdiene fra spektrene er gitt i kapitel 3.1.2.
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Figur A.1: 'H-NMR spektret for G-blokkprgven G-DP18.
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Figur A.2: 'H-NMR spektret for G-blokkprgven G-DP22.
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Vedlegg B: SEC-MALLS

SEC-MALLS ble benyttet for @ finne molekylvektene M, og M, for de ulike fraksjonerte
FG-peptidene (kap. 2.4.2). Metoden ble gjennomfgrt av Ann-Sissel Teialeret Ulset,
avdelingsingenigr ved institutt for bioteknologi. Fremgangsmaten er beskrevet i kapitel

2.5.2. All data funnet fra SEC-MALLS er gitt i dette vedlegget.

B.1 FG-2t-A

Define Peaks

ERAETFRCTIN

0o 100

ONFIGURATION ]

Light scattering instrument: DAWN HELEOS
Cell type: K5
Laser wavelength: 658.0 nm
Calibration constant; 2_830ie-5 1/(V cm)
Rl Instrument: Optilab rEX
UV Instrument: n/a
Solvent: water
Refractive index: 1.331
Flow rate: 0.500 mL/min

[PROCESSING |

Processing time: Friday April 29, 2011 02:1i1 PM W. Europe Daylight Time
Collection time: Thursday April 28, 2011 07:31 BM W. Europe Daylight Time
Detectors used: ¢ 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Concentration detector: RI

Mass results fitting: none (fit degree: n/a)

Radius results fitting: none [fit degree: n/a)

Peak 1
Peak limits (min)  13.129-16.884
dn/de (mL/g) 0.190
A, (mol mLig?) 1.000e-3
UV ext. (mL/(g cm)) 0.000
Mode! Zimm
Fit degree 1
Injected mass (g) 1.0000e-3
Calc, mass (g) 2.7830e-4
[RESuLTS ]

Peak 1

Polydispersity

Mw/Mn 1.228(2%)
Mz/Mn  1.730(4%)
Molar mass moments (g/mol)

Mn 4.297e+3(2%)
Mp 3.097e+3(2%)
Mv n/a

Mw 5.276e+3 (2%)
Mz 7.433e+3 (4%)
rms radius moments (nm)
Rn 17.5(22%)
Rw 17.4(21%)

Rz 17.7(20%}
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Light scattering Instrument: DAWN HELEOS
Cell type: k5
Laser wavelength: 658.0 nm
Calibration constant: 2. 8301e-5 1/ (V cm)
R! Instrument: Optilab rEX
UV Instrument: n/a
Solvent: water
Refractive index: 1.331
Flow rate: 0.500 mL/min

[PROCESSING |

Processing time: Friday April 29, 2011 02:08 PM W. Eurcpe Daylight Time
Collection time: Thursday April 28, 2011 06:49 PM W. Europe Daylight Time
Detectorsused: 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Concentration detector: R

Mass results fitting: none (fit degree: n/a)

Radlus results fitting: none (fit degree: n/a)

Peak 1

Peak limits (min)  12.679-16.907

dn/dc (mL/g) 0.190

A, (mol mLig?) 1.000e-3

UV ext. (mL/(g cm)) 0.000

Model Zimm

Fit degree 1

Injected mass (g) 1.0000e-3

Calc. mass (g) 7.5409%e-4
[RESULTS ]

Peak 1
Polydispersity

Mw/Mn 1.280(2%)
Mz/Mn  1.832(4%)
Molar mass moments (g/mol)

Mn 7.130e+3 (2%}
Mp 6.817e+3(1%)
Mv n/a

Mw 9.124e+3(2%)
Mz 1.306e+4(3%)
rms radius moments {(nm)
Rn 16.7(22%)
Rw 16.7(21%)
Rz 18.1(18%)
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[CONFIGURATION |

Light scattering Instrument: DAWN HELEOS
Cell type: K5
Laser wavelength: 658.0 nm
Calibration constant: 2.8301e-5 1/ (V cm)
Rl Instrument: Optilab rEX
UV Instrument: n/a
Solvent: water
Refractive index: 1.331
Flow rate: 0.500 mL/min

ROCESSING

Processing time: Friday April 29, 2011 02:00 PM W. Europe Daylight Time
Collection time: Thursday April 28, 2011 03:59 PM W. Europe Daylight Time
Detectorsused: 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Concentration detector: RI

Mass results fitting: none (fit degree: n/a)

Radius results fitting: none [fit degree: n/a)

Peak 1
Peak limits (min)  14.790-16.905
dn/dc (mlL/g) 0.148
A, (mol mL/g?) 2.000e-4
UV ext. (mLg em)) 0.000
odel Zimm
Fit degree 1
Injected mass (g) 5.000Ce-4
Calc. mass (g) 1.0398e-4
[RESULTS ]
Peak 1
Polydispersity

Mw/Mn 1.060(3%)

Mz/Mn  1.188(8%)
Molar mass moments (g/mol)

Mn 3.8572+3(2%)
Mp 3.1llee+3(2%)
Mv n/a

Mw 4.090e+3(2%)
Mz 4.533e+3(8%)
rms radius moments (nm)
Rn 16.7(24%)
Rw 16.4(27%)

Rz 16 .3 (31%)
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CONFIGURATION

Light scattering instrument: DAWN HELEOS
Cell type: ks
Laser wavelength: 658.0 nm
Calibration constant: 2.8301e-5 1/(V cm)
Rl Instrument: Optilab rEX
UV Instrument: n/a
Solvent: water
Refractive index: 1.331
Flow rate: 0.500 mL/min

[PROCESSING

Processing time: Friday April 29, 2011 02:02 PM W. Europe Daylight Time
Collection time: Thursday April 28, 2011 04:41 PM W. Europe Daylight Time

Detectorsused: 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Concentration detector: RT

Mass results fitting: none (fit degree: n/a)
Radius results fitting: none {(fit degree: n/a)

Peak 1
Peak limits (min)  13.753 -17.943
dn/de (mL/g) 0.190
A, (mol mLig?) 1.000e-3
UV ext. (mL/g cm)) 0.000
Model Zimm
Fit degree 1
Injected mass (g) 1.0000e-3
Calc. mass (g) 5.0732e-4

[RESULTS

Peak 1

Polydispersity
Mw/Mn 1.154(3%)

Mz/Mn  1.406(5%)
Molar mass moments (g/mol)

Mn 3.81l4e+3(2¥%)
Mp 3.88le+3(2%)
Mv n/a
Mw 4.402e+3(2%)
Mz 5.361e+3 (4%)
rms radius moments (nm)
Rn 21.2(20%)
Rw 20.5(20%)

Rz 19.9(19%)
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B.5 FG-18t-A

Define Peaks
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[CONFIGURATION ]

Light scattering instrument: DAWN HELEOS
Cell type: ks
Laser wavelength: 558.0 nm
Calibration constant: 2. 8301e-5 1/(V cm)
Rl Instrument: Optilab rEX
UV Instrument: n/a
Solvent: water
Refractive index: 1.331
Flow rate: 0.500 mL/min

|PROCESSING

Processing time: Friday April 29, 20ii 02:40 PM W. Europe Daylight Time
Collection time: Thursday April 28, 2011 05:24 PM W. Europe Daylight Time
Detectorsused: s 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Concentration detector: R

Mass results fitting: none (fit degree: n/a)

Radius results fitting: none (fit degree: n/a)

Peak 1
Peak limits (min)  15.443-17.877
dn/dc (mL/g) 0.1%0
A, (mol mLig?) 1.000e-3
UV ext. (mLi/(g cm)) 0. o000
Model Zimm
Fit degree i
Injected mass (g) 1.0000e-3
Calc. mass (g) 1.4570e-4
[RESULTS ]

Peak 1

Polydispersity

Mw/Mn  1.130(3%)
MzMn 1.319(6%)
Molar mass moments (g/mol)

Mn 1.635e+3(2%)
Mp 1.310e+3(2%)
Mv n/a

Mw 1.8472+3(2%)
Mz 2.156e+3(6%)
rms radius moments (nm)
Rn 21.9(18%)
Rw 21.4(18%)

Rz 20.9(20%)
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B.6 FG-18t-C
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[CONFIGURATION

Light scattering instrument: DAWN HELEOS
Cell type: K5
Laser wavelength: 658.0 nm

Calibration constant: 2. 8301e-5 1/(V cm)

Rl Instrument: optilab rEX
UV instrument:n/a
Solvent: water

Refractive index: 1.331
Flow rate: 0,500 mL/min

[FROCESSING

Processing time: Friday April 29, 2011 02:07 PM W. Europe Daylight Time
Collection time: Thursday April 28, 2011 06:06 PM W. Europe Daylight Time
Detectors used: s 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Concentration detector: RT

Mass results fitting: none (fit degree: n/a)
Radius results fitting: none (fit degree: n/a)

Peak 1
Peak limits (min) 14.279-17.951
dn/dc (mL/g) 0.130
A, (moil mL/g?) 1.000e-3
UV ext. (mLf{g cm)) 0.coo
Mode! Zimm
Fit degree 1

Injected mass (g) 1.c0000e-3

Calc. mass (g) 3.9870e-4

|FIES ULTS |
Peak 1

Polydispersity

Mw/Mn  1.108(3%)
Mz/Mn  1.285(5%)
Molar mass moments (g/mol)

Mn 3.005e+3(2%)

Mp 3.061e+3(2%)

Mv n/a

Mw 3.329e+3(2%)

Mz 3.861e+3(4%)
rms radius moments (nm)

Rn 19.6(22%)

Rw 19.01(22%)

Rz 18.2(22%)
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Light scattering instrument: DAWN HELEOS
Cell type: ks

Laser wavelength: 658.0 nm
Calibration constant: 2.8301e-5 1/ (V cm)
Al Instrument; optilab rEX
UV Instrument: n/a
Solvent: water
Refractive index: 1.331
Flow rate: 0.500 mL/min

ROCESSING |

Processing time: Friday April 29, 2011 02:05 PM W. Europe Daylight Time
Cofllection time: Thursday April 28, 2011 D8:57 PM W. Europe Daylight Time
Detectorsused: 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Concentration detector: R1

Mass results fitting: none (fit degree: n/a)

Radius results fitting: none (fit degree: n/a)

Peak 1
Peak limits (min)  14.872-16.947
dn/dc (mL/g) 0.1%0

A, (mol mL/g?) 1.000e-3
UV ext. (mL/(g cm)) o.000

Model Zimm

Fit degree 1

Injected mass (g) 1.0000e-3

Calc. mass (g) 1.18l4e-4

[RESULTS ]
Peak 1

Polydispersity

Mw/Mn  1.045(3%)
Mz/Mn  1.138(7%)
Molar mass moments (g/mol)

Mn 2.644e+3(2%)
Mp 2.165e+3(2%)
My n/a

Mw 2,763e+3(2%)
Mz 3.010e+3(7%)
rms radius moments (nm)
Rn 15.1(34%)
Rw 14.9(36%)

Rz 14.8 (41%)
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Vedlegg B: SEC-MALLS

B.8 FG-24t-C

Define Peaks

relative scale-
o
i
e ol
EINE

00
00 100 20.0 300
time (rrin}
EONFIGUHATION |
Light scattering instrument: DAWN HELEOS
Cell type: K5

Laser wavelength: 658.0 nm
Calibration constant: 2.8301e-5 1/(V cm)
Rl instrument: optilab rEX
UV Instrument: n/a
Solvent: water
Refractive index: 1.331
Flow rate: 0.500 mL/min

[PROCESSING

Processing time: Friday April 29, 2011 02:13 PM W. Eurcpe Daylight Time
Collection time: Thursday April 28, 2011 08:14 PM W. Europe Daylight Time
Detectorsused: 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Concentration detector: RI

Mass results fitting: none (fit degree: n/a)

Radius results fiting: none (fit degree: n/a)

Peak 1
Peak limits (min)  14.234-17.785
dn/dc (mL/g) 0.190
A, (mol mL/g?) 1.000e-3
UV ext. (mL/g cm)) 0.000
Mode! Zimm
Fit degree 1
Injected mass (g) 1.000Ce-3
Calc. mass (g) 5.2845e-4
[RESULTS

Peak 1

Polydispersity

Mw/Mn 1.107(3%)
Mz/Mn  1.292(5%)
Molar mass moments (g/mol)

Mn 3.048e43 (2%)

Mp 3.068e+3 (2%)

Mv n/a

Mw 3.374e+3 (2%)

Mz 3.938e+3 (4%)
rms radius moments (nm)

Rn 19.3(22%)

Rw 18.8(22%)

Rz 18.3(22%)
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Vedlegg C: MALDI-TOF

MALDI-TOF ble benyttet for a finne molekylvektene M, og M, for de ulike fraksjonerte
FG-peptidene (kap. 2.4.2). Metoden ble gjennomfgrt av Kare Andre Kristiansen,

overingenigr ved institutt for bioteknologi. Fremgangsmaten er beskrevet i kapitel 2.5.3.

MALDI-TOF spektrene er gitt i dette vedlegget, mens radata er gitt pa vedlagt cd.

C.1 FG-2t-A

Figur C.1 viser MALDI-TOF spekteret for FG-2t-A.
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C.1: MALDI-TOF spekter for FG-2t-A. Der x-aksen og y-aksen henholdsvis gir molekylvekt og intensitet.
Verdiene i diagrammet er molekylvekten til toppene som vises.
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C.2 FG-2t-C

Figur C.2 viser MALDI-TOF spekteret for FG-2t-C.
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Figur C.2: MALDI-TOF spekter for FG-2t-A. Der x-aksen og y-aksen henholdsvis gir molekylvekt og
intensitet. Verdiene i diagrammet er molekylvekten til toppene som vises.
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C3 FG-6t-A

Analysen av FG-6t-A ble giennomfgrt to ganger, for a fa mest mulig korrekte resultater.

Figur C.3 viser MALDI-TOF spekteret for FG-6t-A.
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Figur C.3: MALDI-TOF spekter for FG-6t-A. Der x-aksen og y-aksen henholdsvis gir molekylvekt og
intensitet. Verdiene i diagrammet er molekylvekten til toppene som vises.
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Figur C.4 viser MALDI-TOF spekteret for FG-6t-A.
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Figur C.4: MALDI-TOF spekter for FG-6t-A. Der x-aksen og y-aksen henholdsvis gir molekylvekt og
intensitet. Verdiene i diagrammet er molekylvekten til toppene som vises.
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c4 FG-6t-C

Analysen av FG-6t-C ble gjennomfgrt to ganger, for a fa mest mulig korrekte resultater.

Figur C.5 viser MALDI-TOF spekteret for FG-6t-C.
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Figur C.5: MALDI-TOF spekter for FG-6t-C. Der x-aksen og y-aksen henholdsvis gir molekylvekt og
intensitet. Verdiene i diagrammet er molekylvekten til toppene som vises.
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Figur C.6 viser MALDI-TOF spekteret for FG-6t-C.
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Figur C.6: MALDI-TOF spekter for FG-6t-C. Der x-aksen og y-aksen henholdsvis gir molekylvekt og
intensitet. Verdiene i diagrammet er molekylvekten til toppene som vises.
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C.5 FG-18t-A

Figur C.7 viser MALDI-TOF spekteret for FG-18t-A.
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Figur C.7: MALDI-TOF spekter for FG-18t-A. Der x-aksen og y-aksen henholdsvis gir molekylvekt og
intensitet. Verdiene i diagrammet er molekylvekten til toppene som vises.
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C.6 FG-18t-C
Figur C.8 viser MALDI-TOF spekteret for FG-18t-C.

'S x104
=,
% 5
o
(] 4
=
4 656.996
3_
] 684.410
2_
] 878.271
1 697.214
14
] 707.332
] 622.920 | 725520
: 568946 | [ ] 772574  846.267
o] J ﬂml\Jme. TRV
ML S AL S AL S AL AL UL G, STESSS SURSE B W LN L VTN LN RNy oS S g S e
00 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

m/z

C.8: MALDI-TOF spekter for FG-18t-C. Der x-aksen og y-aksen henholdsvis gir molekylvekt og intensitet.
Verdiene i diagrammet er molekylvekten til toppene som vises.



Levering av vannlgselige molekyler giennom hud Vedlegg C: MALDI-TOF

Cc.7 FG-24t-A

Figur C.9 viser MALDI-TOF spekteret for FG-24t-A.
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Figur C.9: MALDI-TOF spekter for FG-24t-A. Der x-aksen og y-aksen henholdsvis gir molekylvekt og
intensitet. Verdiene i diagrammet er molekylvekten til toppene som vises.
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C.8 FG-24t-C

Figur C.10 viser MALDI-TOF spekteret for FG-24t-C.
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Figur C.10: MALDI-TOF spekter for FG-24t-C. Der x-aksen og y-aksen henholdsvis gir molekylvekt og
intensitet. Verdiene i diagrammet er molekylvekten til toppene som vises.
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Vedlegg D: Merkningsgrad
Merkningsgraden ble funnet ved hjelp av metoden beskrevet i kapitel 2.5.5. A for de

ulike prgvene er gitt i tabell D.1, der. A er absorbansen malt ved Ay ax.

Tabell D.1: A,,,, for de ulike G-blokkene og FG-peptidene benyttet i forsgkene. A, ble videre benyttet for
a regne ut merkningsgraden til prgvene.

Prover Anmax

G-DP18 0.007
G-DP22 0.004
FG-2t-A-488 0.053
FG-2t-C-488 0.046
FG-6t-A-488 0.074
FG-6t-C-488 0.019
FG-18t-C-532 0.040
FG-24t-C-532 0.014
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