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OPPSUMMERING

Matrix metalloproteinaser (MMP) er en egen gruppe proteolytiske enzymer. Hos mennesket
finnes mer enn 25 forskjellige enzymer som tilbgrer denne gruppen. De er viktige i flere
fysiologiske prosesser, blant annet remodulering av vevet. De har evne til & bryte ned alt
ekstracellulzrt vev i kroppen (1). I tillegg er de involvert i patogenesen ved en rekke ulike
sykdommer (2).

Tidligere studier har vist at den leukemiske cellelinjen THP-1 produserer MMP-9. Hvis
cellene ble stimulert med phorbol myristate acetate (PMA), produserte de ogsé en
heterodimer hvor MMP-9 var bundet til et chondroitin sulfat proteoglykan (CSPG)(3). PMA
er et kjemisk stoff som stimulerer celler blant annet via protein kinase C. Dette er en
aktiveringsmekanisme som ogsd benyttes av en rekke interleukiner. Et formél med denne 5.
srsoppgaven var & underspke MMP produksjonen i flere forskjellige leukemi/lymfom
cellelinjer, deretter & finne ut hvordan ulike interleukiner pavirket produksjonen. ..
Produksjonen av MMP-9 ide Jeukemiske/lymfom cellelinjene K-562, U266, KMM-1 og
NAMALV A ble undersgkt, bade fgr og etter stimulering med IL-alfa, IL-beta, TNF-alfa og
PMA . Metodene som ble brukt for & pavise MMP og MMP-)/CSPG kompleks var
gelzymografi. Resultatene viste svak eller ingen MMP-9 produksjon hos de ustimulerte
cellene, elller band tilsvarende MMP-2 produksjon. K-562 lot seg stimulere av IL-alfa, TNF-
alfa og PMA til MMP-9 produksjon. U-266 lot seg stimulere av PMA til MMP-9 produksjon.
KMM-1 lot seg stimulere av TNF-alfa til MMP-9 produksjon. Det ble ikke pévist produksjon

av MMP-9/CSPG-komplekser 1noen av cellerekkene i forsgket.



INTRODUKSJON

MMP struktur

Matrix metalloproteinaser (MMPer) er en gruppe proteolytiske enzymer som kjennetegnes av
at de har ett “prodomain/sete, eit aktivt sete og ett 7n>* —bindingsomradet(se figur 1). Disse
enzymene er oppbygget av flere domener(figur 1) der alle har har et prodomene og et
katalytisk domene som inneholder en katalytisk og en strukturell Zn®*. Forskjellige MMPer
har ogsé litt forskjellig struktur. Membranbundete MMPer binder gjennom transmembran
domener(4 MMPer) eller GPI ankerdomene(2 MMPer) (se figur 1). I tillegg bestar MMPer av
signalpeptiddomene, propeptiddemene, katalytisk domene, "hinge" region og "hemopexin"
domene. MMP-2 og MMP-9 har 3 repeterende fibronektin type I domener i det katalytiske

domenet (1).

MMP funksjon

MMPer produseres av ulike celler i kroppen, inkludert fibroblaster, keratinocytter, endotel,
makrofager og eosinofile(1,3). MMPer bidrar i kroppens oppbygging og remodulering og kan
bryte ned alle ekstracellulere proteiner (4,1). Dette er blant annet viktig under embryogenese,
angiogenese, sirheling, inflammasjon og infeksjon(2). MMPer kan degradere forskjellige
proteiner og har ogsé en rolle i migrering og tilgjengeligheten til ekstracellulzre proteiner i
det de bryter ned ekstracellulaer matriks som har vekstfaktorer bundet til seg. Disse
ekstracellul@r matriks bundne vekstfaktorene kan derfor bli frigjort og aktivert.(5) De fieste
MMPer kan bryte ned collagener, gelatin, fibronektin, elastan og proteoglykaner(6,7). [ tillegg

kan MMPer aktivere vekstfaktorer (8).



Regulering

MMPenes produksjon, aktivering og inaktivering er strengt regulert, Dette skjer pa 2 nivéer:
proteinnivd gjennom aktivering, inhibering av sekresjon, shedding og endocytose. Det andre
nivaet er genuttrykk.(3)

MMPer kan aktiveres av forskjellige agens som p-aminophenylmercuric acetat, SDS, urea,
varme og proteaser, inkludert MMPer (3) . Generelt aktiveres Igselige MMPer ekstracellulert
og MT-MMPer intracellulzrt (9). Molekylene som pavirker MMPene finnes ekstracellulert, 1
cellemembranen og i cytoskjelettet, Disse molekylene kan pévirke hverandre og lage
signalveier og frakte signaler utenfra og inn til genene(10). For eksempel i et sar 1 huden hvor
basalmembranen blir #delagt og keratinocyttene eksponeres for kollagen i dermis, induseres
MMP-1 produksjon i keratinocyttene som er med i remodeleringen og oppbyggingen.(11,12).
Inhibering av MMPer skjer gjennom forskjellige molekyler, for eksempel alfa2-

makroglobulin og vevsinhibitorer av MMPer(TIMPS)(3)

MMPer og sykdommer.

MMPer er involvert ipatogenesen ved en rekke sykdommer. Det kan skje pa forskjellige
méter : for mye MMP kan forsterke tumorgenese, evnen til invasiv vekst(13) emfysem,
hyperkeratose, acanthose(1,14) . For lite MMP kan vere med i utviklingen av fibrose(15),
unormal benutvikling, dvergvekst, artritt og craniofacial dysmorfisme(16). Siden bade for
mye og for lite MMP kan bidra til sykdomsutvikling viser det at MMPer krever en ngye
regulering(2). MMPer er sannsynligvis ogsa med i sykdomsprosessen i hudsykdommer som
epidermolysis bullosa (14)scleroderma(17) og psoriasis(18). Samt andre sykdommer som
periodontitt(1), atherosclerose(19), Alzheimer’s(20) og cancer(1). Det er kjent at flere
cancertyper har stgrre mengder MMPer enn det som er i friskt vev. Det er ogsa en

sammenheng mellom mengden MMP og hvor langt canceren har progrediert, og kan derfor



vare en prognostisk marker(21) MMPer kan ogsé bidra til metastase ved at deres
proteolytiske egenskaper kan hjelpe tumormassen & bryte gjennom basalmembranen og inn i

blod- og lymfekar (22).

Cytokiner

Cytokiner er polypeptidkjeder som frigjgres fra de fleste av kroppens celler som svar pd
bestemt stimuli. Disse binder seg til spesifikke reseptorer, og virker pa samme mdte som
hormoner pi auto, para og endokrint niva. Deres hovedfunksjon kan listes opp1:
Ngkkelmediatorer i akutte og kroniske inflammasjoner. Negkkelmediatorer i immunrespons 0Og
som ansvarlig for mye av skadene fordrsaket av autoimmune sykdommer. Hvis de mangler
kan for eksempel immunsupresjon oppstd. I tillegg har de mange flere funksjoner. Blant annet
tiltrekker de lymfocytter ved inflamasjonsreaksjoner. IL-1 produseres av mange celletyper
blant annet monocytter og makrofager. De virker p& CNS og forirsaker feber, sgvnighet og
svekket appetitt, i tilleg til benmarg, lymfocytter, lever, muskler og cytotoxisk effekt p& tumor
celler, betaceller og thyroideeller. TNF aktiverer T-lymfocytter, mediator 1 utvikling av
septisk sjokk, dreper malignttumorvev, induserer akutt og senere kronisk inflammasjon. I
denne ooppgaven er det brukt IL-alfa, Il-beta, TNF-alfa og PMA. Disse er
inflammatoriske/proinflammatoriske cytokiner, med untak av PMA(phorbol myristate acetat)

som er syntetisk og simulerer cytokinfunksjon (23).

MMP-9/CSPG-komplekser

Det er vist at MMP-9 kan vére bundet kovalent med disulfidbindinger til kjerneproteinet av

CSPG og danne en MMP-9/CSPG hetrodimer(3). CSPG bestér av proteglycaner som er en

separat klasse av glukokonjugater, karakterisert av en kjerneproteinsubenhet med sterkt



negativt ladet glycosaminoglycan(GAG) kjeder hvor chondroitinsulfat(CS) og
heparin/heparansulfat er to hovedtyper(24). Det er vist at aktiverte makrofager sekrerer
CSPG(25). Funksjonen til CSPG er ikke klart definert, men det er vist at CSPG binder andre

sekretoriske produkter og makrofager og kan vare ett barermolekyl(26}

Malsetting

Malsettingen med denne oppgaven et & undersgke om celllelinjene som ble brukt i dette
forsgket produserte eller lot seg stimulere til MMP-9 produksjon og eventuelt MMP-9/CSPG-
kompieks produksjon. Tidligere studier har vist at THP-1 celler som ligner cellene fra dette
forsgket ble stimulert til produksjon av MMP-9/CSPG-kornpleks etter PMA stimulering (3).
Hypotesen det ble arbeidet ut fra pa bakgrunn av tidligere studier(3)var at leukemi/lymfom
cellelinjene brukt i dette forsgket lot seg stimulere av cytokiner til MMP og

kompleksproduksjon.



MATERIALE OG METODE
Lgsninger og produkter brukt i celleeksperimentene

Safranin O(no. $-2250), phorbol 12-myristat 13-aceetat{PMA), Triton X-100, gelatin er kjgpt
fra Sigma. Q-Sepharose, Sephadex G-50 kjgpt fra Amersham Pharmacia Biotec.

Celledyrkning

RPMI 1640 medium

Kalveserum
Celledyrkningsflasker : Nunc T-75

Avfargingslgsning

Metanol 120mi
Eddiksyre 40mi

H,O 240ml
Inkuberingsbuffer

Tris Base 12,1g

Tris HCL 63,0g

NaCl 117g
CaCl2x H,O 748

Brij 35 0,2%

H,O totalt 1 liter
Elektroforesebuffer

Tris base 30g

Glysin 144g

SDS 10g

H,O totalt 1 liter

pH juster til 8,3 med HCL

Fargelgsning

Coomasie brillant blue lg

Metanol 120ml

H,0 80m!

Vaskebuffer

Triton X-100 10ml

Vann totalt 400ml lgsning

Separerende gel

1,5M Tris, pH 8,8 1,12ml
2% Gelatin 0,225ml
H,O 1,974
40%Acrylamid 1,166ml
TEMED Tml

10% Ammoniumpersulfat ~ 15ml

Konsentrerende gel




0,5M Tris, pH 6,8 0,186 ml

H,0O 1,145 ml
40% Acrylamid 0,155 ml
TEMED 4 mi

10 % Amoniumpersulfat 15ml
Celler

Cellelinjene som ble brukt er dannet fra celler fra pasienter med lymfom/leukerni. Cellelinjen
K-562 er fra en pasient med erytrolukemi, U266 og KMM-1 er fra pasienter med
myelomatose og NAMALWA er fra pasient med Burkitts lymfom. Cellene er dels innkjgpt

fra ATCC, dels gitt i gave fra forskere ved NIH, Bethesda, USA.

Celledyrking

Cellene ble dyrket i RPMI 1640 medium med 10% kalveserum. I T-75 flasker ved 37 C, 95%
luft og 5% CO2 for & produsere tilstrekkelig mengde celler til & utfgre forsgket, hvor hver
serie med interleukinstimulering krevde om lag 20 millioner celler. Cellene blir splittet ved en
konsentrasjon rund 70 celler per 0,1 mm?, vasket med PBS og s&dd ut i nye flasker for &

unngd celledgd grunnet for hgy cellekonsentrasjon i mediet.

Behandling av celler med cytokiner og PMA

Etter celledyrkingen ble cellene vasket med PBS-buffer for 4 fjerne kalveserum. Dette fordi
serumet kan inneholde blant annet MMPer som kan virke inn pa resultatene ved zymografi.
Cellene ble s& inkubert i serumfritt RPMI 1640 medium under forholdene beskrevet under
celleldyrkingen med interleukinene i ulike konsentrasjoner.

Alle cellene ble stimulert med de samme interleukinene i de samme konsentrasjonene.

IL-alfa ble brukt i konsentrasjonene 1 pg/ml, 10 pg/ml, 0,1 pg/ml og 1 pg/ml.
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IL-beta ble brukt i konsentrasjonene 1 pg/ml, 10 pg/ml, 0,1 pg/ml og 1 pg/ml
TNF-alfa ble brukt i konsentrasjonene 0,1 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml og 20 ng/ml.

PMA ble brukt i konsentrasjonene 10° M, 10 M, 107M, 10°M, 10° M og 10" M.

Cellene ble mikroskopert med 40 X forstgrrelse fgir og etter dyrking og inkubering for 4 se om
cellene forandret utseende. Med tanke pé form, stgrrelse, farge og om de fester seg til

underlaget, hverandre eller flyter fritt i mediet.

Hgsting av mediet

Etter inkuberingen ble dyrkningsmediet sugd av brgnnene som cellene ble inkubert i,
sentrifugert og sugd av igjen. Det cellefrie dyrkningsmediet ble sé overfgrt til nye rgr..

Cellene vil kunne pavirke resultatet i zymografien hvis de ikke fjernes.

Gel Zymografi

SDS-PAGE ble utfgrt med 7,5 cm X 8,5 cm X 0,75 mm gel. Med gelatin0,2% i
konsentrerende gel og 0,2% i separerende gel. (71 B)(se side 6). 6 ul prgve ble blandet med
2,5 wl sample buffer. 7 ul av denne lgsningen ble tilsatt gelen. Gelen ble kjgrt med likestrgm
mellom 16 og 20 mA i zymografibuffer og med vannkjeling. Gelen ble vasket i
vaskebuffer(se side 6) og inkubert i inkuberingsbuffer (se side3) i 12 timer ved 37 °C. Gelene
ble farget med Coomassie Blue lgsning(se side6) og avfarget med avfargingslgsning(se side

)
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Gelatinaseaktivitet vises som oppklaringer (ufargete omrider) i form av bénd. Dette fordi
enzymer som er aktivert bryter ned substrat (gelatin) i gelen som binder farge.

Hver gel hadde 1-2 standarder med medium fra THP-1 celler som hadde kjent innhold av
MMP-9 og MMP-2. Dette for 4 ha en referanse & sammenligne béindene i zymografigelene

med. Etter avfargingen scannes gelene og oppbevares i vann med eddiksyre.

Rensing av CSPG fra dyrkningsmediet

For rensing av CSPG fra dyrkningsmedium ble det brukt Q-sepharose
jonebytterkromatografi(som beskrevet i (5,27)) Det brukes en gel som ekvilibreres med
buffer for & fa rett pH(6,0). Bufferen bestér av 0,05 M natriumacetat(pH 6,0), og 6.0 M urea
0,35 M NaCl. Ved disse forholdene binder CSPG og MMP-9/CSPG-komplekset (sterkt
negativt ladede molekyler), mens ubundet MMP-9 vaskes ut. Dyrkningsmediet tilsettes gelen
og gelen vaskes pa nytt med 20 ml av bufferen (se begynnelsen av avsnittet) for & vaske ut det
fra cellemediet som ikke har festet seg. For 4 skille ut MMP-9/CSPG kompleks fra kolonnen
vaskes si gelen med 1,5 M NaCl som vasker ut CSPG og MMP-S/CSPG-kompleks og samles
opp i fraksjoner av ca 1 ml. Ved denne saltkonsentrasjonen Igsner CSPG fra gelen . For & se
om det er CSPG i matrialet som har gatt gjennom gelsgylen tilsettes safranin, som gir
fargeomslag hvis CSPG er tilstede. Fraksjonene med fargeomslag renses s gjennom
Sephadex G-50 sgyler for & fjeme salt. | disse gelsgylene gér store molekyler raskest
gjennom, det vil si CSPG og MMP-9/CSPG kompleks som er store molekyler, kommer ut
fgrst.1,0 ml préve fra Q-sepharoserensingsmaterialet appliseres pd gelen og elueres med 1,5
m] vann for at store molekyler inkludert CSPG-kompleks elueres ut og salt filtreres bort.
Prgvematerialet konsentreres pa speedvac. Det konsentrerte materiales kjgres sa gjennom

gelzymografi(som beskrevet over).
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RESULTATER

Cellemorfologi

Cellene ble mikroskopert med 40 X forstgrrelse fgr og etter dyrking og inkubering for 4 se om
cellene forandrer utsende. Ingen av cellene var adherente til flaskene som ble brukt til
dyrkning. Morfologien var mer eller mindre uforandret etter dyrkningen, men hvis
cellekonsentrasjonen ble for hgy ble celledgdligheten hgy. Det viste seg ved mikroskopi hvor
det var gket antall sprukne celler og Igst cellemateriale. Cellene varierte i tillegg mer i
stgrrelse og formen var mer ujevn og mindre rund. Nér cellene ble dyrket i serum var de ikke
adherent til underlaget. Da serum ble fjernet under stimuleringsforsgkene ble cellene

adherente.

Produksjon av MMP-9

Det var lite eller ingen detekterbar produksjon av MMP-9 eller andre MMPer pé bakgrunn av

gel-zymografi fra cellemediene hvor cellene ikke var blitt stimulert.

Som det fremgér av figur 2 og 3 og tabell, produserte K562 celler som var stimulert med
PMA og TNF-alfa mer MMP-9 enn ustimulerte celler. PMA i konsentrasjon 10° M ga mest
MMP-9 produksjon. TNF-alfa i hgyeste konsentrasjon brukt i forsgket(20 ng/ml) ga mest
MMP-produksjon. Det ser derfor ut som MMP-9 produksjon er konsentrasjonsavhengig ved
TNF-alfa og PMA stimulering hos K-562. Interleukin alfa og beta ga ingen pévisbar gkning 1

MMP-9 produksjon i K-562 cellene i dette forsgket. Det kan allikevel ikke utelukkes at
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Interleukin alfa og beta kan stimulere til MMP produksjon ved andre konsentrasjoner og
andre inkuberingstider enn de brukt i dette arbeidet.

U266 lot seg ogsa stimulere av PMA til gkt MMP-9 produksjon, som det fremgér av figur 4
og tabell. PMA i konsentrasjonen 10”7 M stimulerer til mest produksjon av MMP-9. Det ser ut
til at PMA 1 konsentrasjonen 107 M er et toppunkt med tanke pi MMP-9 produksjon, hvor
lavere og h@yere konsentrasjoner av PMA ga mindre MMP-9 produksjon som det fremgér av
figur 3. MMP-9 produksjonen hos U-266 ved PMA stimulering s& derfor ut til & veere
konsentrasjonsavhengig. U266 lar seg ikke stimulere av interleukin alfa, beta eller TNF-alfa.,
som det fremkommer av tabellen.

KMM-1 lot seg simulere til MMP-9 produksjon av TNF-alfa og PMA som det fremgir av
figur 5, 6 og tabell. Stimulert med PMA er 10° M og 10® M konsentrasjonene som gir mest
MMP-produksjon. Stimulert med TNF-alfa er 0,1 ng/ml og 1 ng/ml konsentrasjonene som gir
mest MMP-produksjon. Det ser derfor ut som MMP-9 produksjon er konsentrasjonsavhengig
ved TNE-alfa og PMA stimulering hos KMM-1. Stimulert med IL-a og IL-b er det ingen
(detekterbar)produksjon av MMPer som det fremkommer av tabell.

NAMALWA lot seg ikke stimulere i av TNF-a, IL-a, IL-b, eller PMA til (pavisbar) MMP-9
produksjon, som det fremkommer av tabell. Men det kan allikevel ikke utelukkes at cellene

lar seg stimulere av disse interleukinene ved andre konsentrasjoner.

MMP-9/CSPG-kompleks

Det var ingen detekterbar produksjon av MMP-9/CSPG-kompleks ved bruk av Q-sepharose

jonebytterkromatografi og gel-zymografi.
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DISKUSJON

Hovedmalet med oppgaven har veert & finne ut om og i tilfelle hvitke MMPer
cancercellelinjene U-266, K-562, NAMALWA og KMM-1 produserer under stimulering fra

de inflammatoriske cytokinene IL-a. b, TNF-a og syntetiske PMA..

@kt sekresjon av MMPer er en viktig del i mange inflamatoriske prosesser. Det kan fgre til
forandring i vevstruktur. Og spesielt MMP-9 har vist seg 4 vaere sentral i ubalansen i
reguleringen av ekstracelluler matrix som er assosiert med sykdommer som reumatoid
arthritt, fibrose, lunge, hud og nyresykdommer(17)Inflammatoriske cytokiner viser seg &

stimulere flere av cellerekkene som er undersgkt tit MMP-9 produkjon i disse forsgkene.

MMP-9 produksjon

Ingen av cellerekkene lot seg stimulere av IL-alfa og beta i de konsentrasjonene som ble brukt
i denne oppgaven. Alle cellerekkene ble stimulert med cytokinene over en 72 timers periode.
Vi ser at de fleste cellerekkene lot seg stimulere av enkelte cytokinene til MMP-produksjon.
Og det viser seg at enkelte konsentrasjoner av cytokinene stimulert til mer MMP produksjon

enn andre.

Cellelinjene brukt i forsgkene er lymfom/leukemicellelinjer. Med tanke at dette er fire
forskjellige cellelinjer kunne man tenke seg at de fire cellelinjene reagerte forskjellig ut fra
hvilken av cellelinjene de tilhgrte. NAMALWA, U266 og KMM-1 er celler fra lymfom
rekken. Man kunne derfor tenke seg at dette gjenspeilte seg i responsen pa
interleukinstimuleringen med tanke pd MMP produksjon og kompleksproduksjon. Det viste

seg at responsen til U266 og KMM-1 samsvarer pa PMA stimulering(med MMP-9
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produksjon), men at derimot bare KMM-1 lot seg stimulere av TNF-alfa (til MMP-9
produksjon). NAMALWA lot seg ikke stimulere av noen av interleukinene(til MMP
produksjon). K-562 som tilhgrer erytroleukemilinjen og dermed skiller seg fra de andre
cellelinjene i forsgket svarte pA PMA og TNF-alfa. I dette forsgket reagerer
erytroleukemilinjen pa samme stimulering med cytokiner som lymfomcellelinjene. Ut fra
resultatene(figur 1-6) og tabell ser man at det erfPMA som stimulerer flest cellelinjer. PMA
stimulerer alle cellene unntatt NAMALWA, som for gvrig ikke lar seg stimulere av noen av

cytoukinene brukt i forsgket.

Metoden for & pavise MMPer brukt i dette arbeidet var gelzymografi. Den er best pa
gelatinaser, dvs MMP-9 og MMP-2. Det kan derfor ikke utelukke produksjon av andre

MMPer som denne testen ikke er like sensitiv for.

MMP-9/CSPG-kompleks diskusjon

Det ble ikke pavist kompleks i cellemediene fra cellerekkene. Det er tidligere pavist at THP-1
celler som ligner cellene brukt i forsgket produserer MMP-9/CSPG kompleks(5). Metodene
som ble brukt var Q-sepharose anion-exchange chromatography og gelzymografi. Det kan
allikevel ikke utelukkes at cellene ikke produserer MMP-9/CSPG-kompleks siden det var
relativt sma fraksjoner cellemedium som ble undersgkt. Det er sé sma mengder at det kan

vere vanskelig & detetktere.

Cellemorfologi
Mikroskopi viste at cellene forandret seg lite morfologisk etter stimulering. Formen var mer
eller mindre uforandret etter dyrking og innkubering med interleukiner. Ubehandlede celler

viste seg & veere morfologisk lik cellene som var stimulert med cytokiner. Noe som tyder pé at
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interleukinstimulering ikke fgrer til celleforandringer som pavirker morfologien som er synlig
i mikroskop med 40 X forstgirelse. Det viser seg at ved for stor celletetthet gker

celledgdligheten.

Sammenligning med andre forsgk/arbeid

Det er vanskelig 4 finne resultater fra lignende forsgk med cellerekkene og interleukinene
brukt i dette arbeidet & sammenligne resultatene med. Resultatene fra disse forspkene er
derfor ekstra interessante. Det vil muligens samtidig knyttes en stgrre usikkerhet til

resultatene siden det ikke er andre resultater a stgtte seg til.

Mer kunnskap om MMPer og hva som stimulerer dere produksjon, inhibisjon og funksjon kan
veere med pé & gke forstaelsen av kroppsfunksjoner. Béde vanlige fysiologiske som
reproduksjon, vekst og utvikling. Og ved patologiske prosesser som patologisk benresorbsjon,
inflamasjon, infeksjon og malignitet. @kt kunnskap her kan i beste fall hjelpe til & kurere
patologiske tilstander og opprettholde normale fysiologiske kropsfunksjoner. Her er 0gsé
kunnskap om regulering av MMPer viktig, med tanke pa aktivering og inhibering.(20) .Mye
arbeid gjenstir pé dette feltet, men samtidig gjgres det en stor forskningsinnsats pa dette feltet

internasjonalt innen flere fagomrader.
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General structure of NIMPs
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Figur 1

Figuren viser generell tegning av domenesiruktur i MMPer. Kopiert fraBerit
Mathisens doktoravhandling (IMB UiTg september 2004)
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K-562

0 1% 10% 107 10® 100 0 s 10 107 1% 1w C

Figur 2

Gelatin SDS-PAGE-gelelektroforese
C er standard = rensa MMP-9 med molekylvekt 92 kDa
Dette er medium fra K-562 celler stimulert med ulike konsentrasjoner PMA.

92 kDa

[PMA]

Prgven ble applisert pé gelatin-SDS-PAGE-gel, som beskrevet i materiale og metode.

0 er kontroll, som er ustimulert prgve
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K-562

92 kDa

C 200 200 50 so 10 1o 100 100 ol o1 o o C
[TNF-alfa]

ng/ml

Figur 3

Gelatin SDS-PAGE-gelelektroforese

C er standard = rensa MMP-9 med molekylvekt 92 kDa

Dette er medium fra K-562 celler stimulert med ulike konsentrasjoner av TNF-alfa.

Prgven ble applisert pi gelatin-SDS-PAGE-gel, som beskrevet i materiale og metode.
0 er kontroll, som er ustimulert prgve
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U-266

92 kDa

C o o 10° 10° 10® 0% 107 107 10 10% 10° 107 C [PMA]

Figur 4

Gelatin SDS-PAGE-gelelektroforese
C er standard = rensa MMP-9 med molekylvekt 92 kDa
Dette er medium fra U-266 celler stimulert med ulike konsentrasjoner PMA.

Pr@ven ble applisert pi gelatin-SDS-PAGE-gel, som beskrevet i materiale og metode.

0 er kontroll, som er ustimulert prgve
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KMM-1

0 20,0 10,0 5,0 L0

Figur 5

Gelatin SDS-PAGE-gelelektroforese

0,1

[TNF-alfa]
ng/ml

Dette er medium fra KMM-1 celler stimulert med ulike konsentrasjoner av TNF-alfa.
Prgven ble applisert pa gelatin-SDS-PAGE-gel, som beskrevet 1 materiale og metode.

Pilen viser posisjonen pa standarden.
0 er kontroll, som er ustimulert prgve
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KMM-1

92 kDa

[PMA]

Figur 6

Gelatin SDS-PAGE-gelelektroforese

C er standard = rensa MMP-9 med molekylvekt 92 kDa

Dette er medium fra KMM-1 celler stimulert med ulike konsentrasjoner av TNF-alfa.
Prgven ble applisert pa gelatin-SDS-PAGE-gel, som beskrevet i materiale og metode.

Pilen viser posisjonen pa standarden.
0 er kontroll, som er ustimulert prgpve
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TABELL : PRODUKSJON AY MMP-9

vekstfaktor
cellelinje TNF-a IL-b IL-a PMA
K-562 + ++ - + +
U-266 - - - - +
KMM-1 + - - +

NAMALWA - - - -

++ betyr stor respons pi vekstfaktor (med tanke pd MMP produksjon)
+ betyr respons pa vekstfaktor (med tanke pA MMP produksjon)

- betyr ingen respons pa vekstfaktor
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