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SAMMANFATTNING

Thymidin kinas 1 (TKI1) &r ett intracelluldrt enzym som é&r involverat i “’the
salvage pathway” diar de ofdrdiga byggstenarna till DNA omvandlas till DNA
precursorer. TK1 uttrycks cellcykelspecifikt, med det storsta uttrycket i S-fas nér
DNA-syntesen ar mest aktiv. En form av TK1 finns 1 serum och 6kad aktivitet av
TK1 i serum avspeglar antingen nivan av DNA-syntes i kroppen eller antalet
celler som dor i stadier av DNA replikation. Detta kan anvéndas och anvinds som
markdr for prognos och utvérdering av behandling for bland annat leukemi och
lymfom inom humanmedicin. Det har gjorts studier dér testen som utvecklats for
humanmedicin anvidnts pd serum frdn hundar med malignt lymfom for att
utvirdera om serumnivder av TK1 &dven kan anvindas som prognos for
sjukdomsstadie och dverlevnad pa hund och resultaten ser lovande ut. De test som
finns kommersiellt tillgdngliga idag riktar sig till humanmedicin och anvénder sig
av radioaktivitet, vilket gor att det inte dr praktiskt eller ekonomiskt mdjligt att
anvinda dessa kliniskt inom veterindrmedicinen. Det behovs darfor en metod som
mojliggor ett billigt och enkelt test. I denna studie utvdrderas om specifika anti-
hund TK1 antikroppar kan framstéllas och dirmed ldgga grund for en ELISA.
Antikroppar har framstillts genom att kaniner immuniserats med en syntetisk
peptiddel fran hund TK1 och serum fran dessa kaniner har sen samlats och
blandats med hundcellsextrakt med TK1-aktivitet och sédnkningen av aktiviteten
har anvénts som métt p4 om antikropparna kunde binda hund TK1. I studien visas
att det gir att skapa artspecifika antikroppar som binder hund TK1 bra, samt
antikroppar som binder bdde hund och humant TK1. Detta 6ppnar for vidare
studier av antikropparna for att kunna utveckla en ELISA som ar bdde billig och
saker.



ABSTRACT

Thymidine kinase 1 (TK1) is an intracellular enzyme involved in the salvage
pathway” where the uncomplete parts of DNA are transformed into DNA
precursors. The expression of TKI is cell cycle specific, with the highest level
during S-phase when DNA-synthesis is most active. One kind of TK1 is present in
serum and an increase in TK1 activity in serum is due to either the level of DNA
synthesis in the body or the number of cells dying in a state of replication. This
can be used and is used as a marker for prognosis and evaluation of treatment in
human patients with leukaemia and lymphoma. A study has been performed in
which the test evaluated for human medicine has been used on serum from dogs
with malignant lymphoma. The purpose of the study was to evaluate whether
serum levels of TK1 could be used as prognostic tumour marker in dogs as well as
humans and the results are promising. The test commercially available today has
been evaluated for human medicine and uses radioactivity, which makes it neither
practical nor clinically useful in veterinary medicine. For this reason, a method
enabling a simple and less expensive test is required. The purpose of this study is
to explore the possibility of making specific anti- dog TK1 antibodies to be used
in an ELISA. Antibodies have been produced by immunizing rabbits with a
synthetic piece of a peptide of dog TK1. Serum from these rabbits was collected
and mixed with dog cell extract with TK1 activity. The reduced activity has been
used as a measurement of the antibodies capacity to bind dog TK1. This study
shows that it is possible to produce antibodies specific to canine TK1 with
adequate binding capacity. It has also been shown that these antibodies bind both
human and canine TK1. These findings pave the way for further studies of these
antibodies in order to develop an ELISA that is both cheap and reliable.



INLEDNING

Thymidinkinas 1 (TK1) dr ett intracelluldrt enzym som é&r involverat i ’the salvage
pathway” dér ribonukleosider eller deoxyribonukleosider, det vill sdga de ofardiga
byggstenarna till DNA, bestdende av en bas och en sockermolekyl, omvandlas till
DNA precursorer med tre fosfatgrupper. TKI1 fosforylerar dThd (2'-
deoxythymidine) och dUrd (2'-deoxyuridine) till monofosfaterna dTMP
(deoxythymidin monofosfat) respektive dUMP (deoxyuridine monofosfat). ATP
ar 1 forsta hand fosfordonator. TK1 hdmmas av slutprodukten dTTP. Enzymet
forekommer 1 homodimer eller homotetramer form déir varje subenhet dr ca 24
kDa. Den humana TK1 genen &dr klonad och ir i sin helhet 12,9 kb. Den har sju
exoner och cDNA é&r 1241 bp och kodar for ett 234 aminosyror langt protein. TK1
eller TK1-lika gener verkar vara vanligt forekommande i minga organismer, bade
vertebrater/ryggradsdjur och ickevertebrater samt vixter, bakterier och virus.
(Eriksson et al., 2002; Jacobsson, 1998) Gener for humant- och hund TK1
uppvisar en aminosyroresekvenslikhet pad 88,5 % och en diversitet pa endast 9,1
%, déar de flesta olikheterna finns i C-terminala delen av proteinet (Pub Med
Accession number: XP_540462). (Fig. 1)

TK1 uttrycks cellcykelspecifikt med det storsta uttrycket i celler i S-fas nir DNA-
syntesen dr som mest aktiv (Eriksson et al., 2002). En form av TK1 finns 1 serum
och en Okad aktivitet av TK1 i serum avspeglar antingen nivan av DNA-syntes i
kroppen eller antalet celler som dor i stadier av DNA replikation (von Euler et al.,
2004). TK1 lacker dessutom fran mitotiska maligna celler och nivan av TK1 (s-
TK1) i blodet kan d& anvéndas som prognostisk markdr (Jacobsson, 1998).
Mitning av sTK1 anvénds idag inom humanmedicin for prognos och utvérdering
av behandling for bland annat leukemi, multipla myelom, Hodgkins lymfom och
non-Hodgkins lymfom (von Euler et al., 2004).

Malignt lymfom &r en av de vanligaste tumorerna som diagnostiseras och stir for
mellan 5 — 7 % av alla tumérer hos hund (Ettinger, 2003). Den féorekommer hos
djur i alla aldrar, men drabbar oftast hundar i medelaldern, 5-9 ar. Den delas upp i
fyra former efter var den &r lokaliserad: alimentdr, kutan, mediastinal och
multicentrisk form. Den senare formen dr vanligast (ca 80 % av alla maligna
lymfom) och ger generellt forstorade lymfknutor, den 4r ofta asymptomatisk men
kan ge symptom som anorexi, krdkningar, diarré, melena och feber. Vid
mediastinal form kan dyspné och minskad arbetstolerans forekomma, samt
hypokalcemi i vissa fall. Den kutana formen kan ha manga olika utseenden fran
en solitdr tumor till generaliserade fordndringar. Vid alimentir form &r det
tunntarmen som infiltreras och symptomen ar krikningar, diarré och melena.
Sjukdomen graderas ocksd histologiskt 1 1dg, intermedidr och hog grad av
malignitet dér prognos och behandling varierar mellan de olika graderna.
Laggradigt malignt lymfom fortskrider ldngsamt och svarar déligt, eller bara
delvis, pa kemoterapi. Hoggradigt malignt lymfom har ett snabbare forlopp med
hog mitotisk aktivitet och svarar bittre pa kemoterapi. Sjukdomen delas dessutom
i stadier fran I som &r tidigt stadium dar en lymfknuta &r affekterad, till V som é&r
sent stadium da blod och benmirg ocksé ar drabbade. Detta gors idag baserat pé
klinisk undersokning, blod- och urinprover, rontgen och cytologi pa vivnader och
benmirg.(Ettinger, 2003; McGavin et al., 2001)



Malignt lymfom gér ej att bota helt hos hund, men tidig upptickt och
vélfungerande kemoterapi kan kontrollera sjukdomen och dérfor ér tidig diagnos
och fortsatt utviardering av klinisk status hos hundar med malignt lymfom valdigt
viktig. Detta sker idag med hjélp av histopatologi och cytologi vilket innebir att
fall dar det dr svart att fa viavnadsprov ej far samma uppf6ljning och kontroll. 1
dessa fall skulle en icke-invasiv diagnostik vara extra viardefull (Nakamura, 1997).

En studie har gjorts dér ett test som utvecklats for humanmedicin anvints pa
serum fran hundar med malignt lymfom for att utviardera om aktivitet av sTK kan
anviandas som tumoérmarkor f6r prognos och utvirdering av behandlig (von Euler
et al., 2004). Serum fran 98 hundar med malignt lymfom, icke-hematologiska
tumdorer eller friska hundar testades for initial sTK aktivitet (Fig. 2). Hundarna
med malignt lymfom (44 stycken) behandlades och deras sTK aktivitet mittes
fore och fyra veckor efter behandling fram till de fick &terfall. Dessa hade
signifikant hogre aktivitet jimfort med de normala hundarna. Genomsnittligt sTK
hos hundar med malignt lymfom i fullstindig remission var ej signifikant
avvikande fran den hos de friska kontrollerna. Genomsnittligt sTK minst tre
veckor fore aterfall, samt vid &terfall var signifikant hogre én aktiviteten matt vid
fullstindig remission. Hundar med malignt lymfom som hade sTK i den hogre
delen av skalan hade sigifikant kortare dverlevnadstider. Dessutom avspeglade
sTK den kliniska graderingen av malignt lymfom. Att mdta sTK kan alltsd
anviandas som tumormarkor for prognos och for att forutséga aterfall av malignt
lymfom hos hundar. (von Euler et al., 2004) Detta gor att det &r av stort intresse
att klona fram hund TK1, bade for att kunna testa om humant och hund TK1
liknar varandra till struktur och substrat specificitet, samt for att i framtiden kunna
tillverka ett artspecifikt test for hund sTK1.

Ett sétt att méta forekomsten av TK1 1 serum éar att méta dess aktivitet, kortfattat
genom att ge det ett substrat att omvandla/katalysera och sen méita méngden
produkter (fordndrat substrat) per tidsenhet, detta krdver att man anvénder sig av
ett radioaktivt substrat. Den metoden finns tillginglig som ett kommersiellt test pa
humansidan, TK-REA (radioezymatic assay), (TK Prolifen assay, DiaSorin AB,
Sverige). Nackdelen med detta, fran ett veterindrmedicinskt perspektiv, ér att det
ar fa eller inga kliniker idag som har ekonomisk méjlighet eller patientunderlag att
sitta upp ett sddant test med de krav som anvindandet av radioaktiva d&mnen
medfor (von Euler et al., 2005). Ytterligare ett sitt att méta forekomst av TK1 1
blod dr med ett ELISA-test, vilket forutsdtter att man har antikroppar mot
substratet eller mot TK1 beroende pd om man vill mita TK1 aktivitet eller enbart
serumkoncentration av TK1. En metod som anvénder sig av antikroppar mot den
fosforylerade varianten av thymidinanalogen AZT, AZTMP, har provats pa bade
human och hund TK1 med liknande resultat som vid TK-REA analys (von Euler
et al., 2005; Ohrvik et al., 2005). Det finns ocksa beskrivet att man mitt sTK1
med anti-human TK1 antikroppar (He et al., 2000). Daremot har det ej beskrivits
nagon metod som anvinder sig av antikroppar mot hund TK1. Dirfoér vore det
intressant och vérdefullt att framstdlla anti-hund TK1 antikroppar och utvirdera
om det skulle vara en ytterligare béttre och enklare metod som kan anvéndas inom
veterindrmedicin som prognostisk tumdrmarkdr hos hund.



Hund MSCINLPTVLPGSPSKTRGQIQVILGPMFSGKSTELMRRVRRFQIAQYKCLVIKYAKDTRYSISFITHDRNTMEALPACL 80
Human MSCINLPTVLPGSPSKTRGQIQVILGPMFSGKSTELMRRVRRFQIAQYKCLVIKYAKDTRYSESFETHDRNTMEALPACL 80

Hund LRDVAQEALGVAVIGIDEGQFFPDIIEFIEIﬁANAGKTVIVAALDGTFQRKIFGIILNLVPLAESVVKLTAVCMECFREA 160
Human LRDVAQEALGVAVIGIDEGQFFPDIMEF@EBMANAGKTVIVAALDGTFQRKEFGEILNLVPLAESVVKLTAVCMECFREA 160

Hund  AYTKRLGSEKEVEVIGGADKYHSVCRLCYFKKASG IIFKENVL PGKPGE-AIGVRKLFAPQ LOCSPAN 243
Human AYTKRLGTEKEVEVIGGADKYHSVCRLCYFKKASG -~ ~KEN--@8VPGKPGE- -~ AIAARKLFAPOBI LOCSPAN 235

Fig 1. Jimforelse mellan hund och human TK1 aminosyresekvens. Rod firg visar
aminosyror som skiljer mellan de tvd sekvenserna och gul firg visar konserverade
dndringar. Peptidsekvensen som anvints vid immuniseringen dr i boxen.
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Fig 2. Distribution av serum tymidinkinas (sTK) aktivitet hos friska hundar, hundar med
inflammatorisk sjukdom, hundar med malignt lymfom samt hundar med andra tumdrer.
(Fran von Euler et al., 2004)

METODER OCH MATERIAL
Lymfocytpreparering

Blod fran hundar som provtagits vid den kliniska verksamheten vid
Smaédjurskliniken, SLU och godkints for anvéndning av djurdgarna, anvéndes for
cellpreparering. Blod med heparin som antikoagulantia anvidndes och blandades
med rumstempererad PBS 1:1. I smé centrifugror hilldes Ficoll- Paque 16sning
och darefter skiktades blod-PBS blandning ovanpa och detta centrifugerades.
Lymfocytlagret pipetterades sedan over till ett rent centrifugror och tvéttades tre
ginger. Direfter riknades cellerna och spdddes i RPMI 1640 medium plus
HEPES buffert, med tillsats av penicillin och streptomycin (PEST) 1 %,
héstserum 10 % och Lectin (Phytohemagglutinin) 1,5 %, till en koncentration pa 1
miljon celler per ml. Detta delades sen upp i smé cellodlingsflaskor (25 cm?) och
inkuberades i tva dagar i 37°C med 5 % CO,. Efter tvd dagar rdknades cellerna
och fick mer medium samt Lectin och inkuberades ytterligare tre dagar innan de
skordades.

Ett cellextrakt av de erhdllna lymfocyterna gjordes pa foljande sétt. Cell- medium-
l6sningen centrifugerades, supernatanten hélldes av och cellerna tvéttades tva
ginger och direfter resuspenderades cellerna i extraktionsbuffert och fordes dver
till Eppendorfror. Darefter vortexerades provet, sen frystes det pa torris och etanol



och tinades, efter det behandlades provet med ultraljud och sen centrifugerades
det. Supernatanten fordes sen dver till eppendorfror och frystes ned i -80°.

Preparering av hundfibroblaster

En T-75 flaska med fibroblaster preparerade av en juvertumodr fran en hund
erholls fran Tikomed AB och odlades i D-MEM medium med tillsats av Fetalt
Bovint Serum (FBS) 10 % och PEST 1 %. Nar cellerna efter cirka sju dagar tackte
flaskans botten delades de genom att trypsin tillsattes sa att cellerna lossnade frn
ytan, dérefter spdddes de i D-MEM medium och delades upp i fem flaskor och
inkuberades aterigen 1 37°C med 7,5 % CO,. Efter sex dagar delades cellerna en
gang till och skordades efter ytterligare fyra dagar genom att de lossades fran
flaskans botten enligt ovan och dérefter tvittades och behandlades som
lymfocyterna ovan.

Bestamning av proteinkoncentration

Proteinkoncentrationen i cellextrakt bestimdes med spektrofotometri (Bio-Rad
protein assay). Som referens anvidndes BSA (Bovin Serum Albumin) och som
kontroll ett extrakt av en normal humancell. I Bio Rad-reagent i kyvett tillsattes O-
15 uL av de olika extrakten och en referensgraf skapades med BSA och dess
absorbanser vid olika koncentrationer. Med hjdlp av funktionen till grafen kunde
provets samt humancellens proteinkoncentrationer bestimmas.

Bestamning av enzymaktivitet

Enzymaktiviteten bestimdes med en radiokemisk metod (Ives et al., 1969).
Enzymet i lymfocytextraktet fick det radioaktivt mirkta substratet *H-dThd att
fosforylera, med ATP som fosfordonator. Reaktionen startades genom att
cellextraktet med enzym i och *H-dThd blandades och reaktionen stoppades
genom att blandningen sattes pd ett jonbytarfilter (DE-82). Detta gjordes efter 0,
10, 20 och 30 minuter for att kunna se om enzymet var aktivt och hur dess
bildande av produkt fordndrades Over tid. Direfter tvittades filterpappren och
skillnaden i laddning mellan substrat och produkt anvindes for att behélla endast
produkten pd filtret. Som kontroll droppades lite kvarvarande blandning av
substrat och enzym pé ett filterpapper som ¢j tvittades och dirmed beholl all sin
radioaktivitet, vilket anvindes som matt pad den totala aktiviteten i 16sningen. I
scintillationsriknare méttes aktiviteten genom att méita sonderfallet fran produkten
pa de olika filterpappren.

Framstaillande av hund TK1

En inte helt komplett cDNA-klon (647 av 760 bp) av hund TK1 i plasmidvektor
pcDNA2.1 1 E. coli bestilldes (Open Biosystems, AL, USA) och cDNA
forlingdes ca 80 bp med hjélp av extra langa primrar och DNA polymeras,
dérefter klonades det in i pET-14b vektor och bakterien BL21 (DE3) PlysS
transfekterades med vektorn. Den odlades ut p4 LB-agar med ampicillin och
kloramfenikol. Dérefter togs en koloni till 10 ml flytande LB-medium och
inkuberades i 37°C Over natten. Darefter fordes vernattkulturen Gver till 500 ml
LB-medium och inkuberades 1 37°C. Nir celldensiteten (OD 600 nm) nadde 0.6
tillsattes IPTG (for att starta uttryckandet av TK1-genen) och de inkuberades
ytterligare 3 timmar 1 37°C. Sen centrifugerades odlingen och supernatanten



hilldes av och samlade bakterierna 1 Falconrdér. For att frigéra proteinet fran
cellerna frystes och tinades provet tre génger och dérefter sonikerades det i tre
minuter och sen centrifugerades I6sningen och supernatanten togs till
proteinrening.

Test av antikroppar mot hund TK1 samt humant TK1

Tre kaniner (Ullrika, Kurtis, Dingo) immuniserades med en hund TK1 peptid
(aminosyra 196 till 223, se Fig. 1). Immuniseringen gjordes av Agrisera AB
(Umed, Sverige). Serum fran fore (preserum), samt 2v efter tredje (serum III) och
fjarde (serum IV) immuniseringen samlades. For att se om det fanns antikroppar
mot hund TKI1, blandades olika mingder serum med en bestimd mingd
cellextrakt frin hundlymfocyterna eller hundfibroblasterna och inkuberades i en
timme i 4°C. Darefter tillsattes Protein A Sepharose CL-4B som binder till
antikropparna och blandningen inkuberades ytterligare en timme i 4°C. Losningen
centrifugerades dérefter for att enzym-antikropps-Sepharose-komplexen skulle
fangas 1 pelleten och supernatanten togs dérefter omedelbart till
enzymaktivitetsbestimning enligt ovan, for att méta aktiviteten hos kvarvarande
enzym. Preserum och serum IV for respektive kanin testades dessutom for
hdmning av humant TK1 med humant cellextrakt (CEM-extrakt, frdn humana T-
lymfom celler) enligt ovan. Ett nollprov gjordes ocksd dir hund eller humant
cellextrakt blandade med enbart buffert och Protein A Sepharose for att se den
ursprungliga enzymaktiviteten i extrakten.

Ouchterlony — immunodiffusion

En gelplatta med 1 % agaros gots pa en plastfilm och brunnar stansades ur gelen i
en cirkel, med bestimt avstand efter en mall. I mitten stansades en storre brunn.
De smé brunnarna fylldes med 10 pl serum fran vardera Ullrika, Kurtis och
Dingo; humant cellextrakt och renat human TK1. Brunnen i mitten fylldes med 20
ul extrakt av hundfibroblaster. Detta fick sen std ett dygn i fuktkammare i
rumstemperatur sd att antikroppar och antigen/enzym fick diffundera mot
varandra och bilda komplex, direfter tvittades gelen fran fritt protein och fargades
for att eventuella antigen-antikroppskomplex skulle framtrida. Av féllningen
kunde det utldsas om antikropparna bundit till samma epitop, d& smélter linjerna
for de olika komplexen ihop. Om man déremot kan se separata linjer har de bundit
till olika epitop.

RESULTAT
TK1 aktivitet hos extrakt av hundlymfocyter och hundfibroblaster

En métning av enzymaktiviteten hos cellextraktet av hundlymfocyterna gjordes
och aktiviteten var 1204 - 1264 pmol/min/mg. I cellextraktet av hundfibroblaster
gjordes ocksa en mitning av aktiviteten, som befanns vara 24 - 25 pmol/min/mg.

Framstallande av hund TK1

Hund TK1 ¢cDNA blev forldngt och klonat in i plasmidvektorn men uttrycka hund
TK1 proteinet visade sig vara problematiskt. Darfor gick det ej att fi fram
tillracklig mangd rekombinant TK1 for karaktirisering under projekttiden. Detta
kan bero pa bakterien eller vektorn som anvéndes for att uttrycka det klonade
DNAt hade fordndrats och en ny konstruktion kravdes.

10



Test av antikroppar mot hund TK1

Forst anvindes samma méngd cellextrakt och preserum eller serum (10ul) och
aktiviteten hos TK1 i cellextraktet mattes. Aktiviteten i proven med preserum frin
alla tre kaniner 1ag nédra den for den positiva kontrollen, ingen eller véldigt lag
hdmning kunde ses. Proven med tillsats av serum III (det vill sédga efter andra
immuniseringen) uppvisade en tydligt sdnkt aktivitet, med liten inbordes skillnad,
alla tre himmade TK1. Dock visade provet for Ullrika en nagot hogre hamning
och Dingo en ndgot ldgre himning. I proven med serum IV kunde en ytterligare
lagre aktivitet ses, med samma trend att Dingo uppvisade den ndgot lagre
hdmningen (Fig. 3). I senare prov dd olika méngder serum IV frdn de olika
kaninerna blandades med en bestimd méngd cellextrakt, uppvisade alla tre en
snarlik kurva for aktivitetsfordndring. Aktiviteten sanktes med okad méngd serum
och det gick ej tydligt att skilja dem fran varandra (Fig. 4). Slutligen gjordes en
titrering da antikropparna fran Kurtis serum IV, som renats i en
peptidaffinitetspelare med TKI1-peptidbiten hos Agrisera AB, tillsattes 1 olika
spadningar till en bestimd mingd cellextrakt. Vi fann en tydlig korrelation mellan
koncentrationen av antikroppar och himning av TK1 1 cellextraktet (Fig. 5). Se
tabell 1 och 2.

Tabell 1. Hund TK1 aktivitet i supernatant efter tillsats av anti-hund TK1 antikroppar.

Serumtyp Méil’lgd Aktivitet
Preserum
Ullrika 10 pl 75,1-947 %
Kurtis 10 pl 78,6 - 959 %
Dingo 10 ul 80,6 - 95,3 %
Serum III
Ullrika 10 pl 8,5 %
Kurtis 10 pl 18,7 %
Dingo 10 pl 24,8 %
Serum IV
Ullrika
9ul 11,6 %
Sul 5,9 -14,4 %
3ul 73,5 %
Kurtis
10 ul 15,2 %
9 ul 5,8 %
5ul 18,5-21,8%
3ul 30,8 %
Dingo
10 pl 20,9 %
9ul 4,1 %
Sul 6,5-24,7%
3ul 30,9 %
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Tabell 2. Hund TK1 aktivitet i supernatant efter tillsats av renade antikroppar frdan Kurtis
serum 1V.

Kurtis, renade antikroppar,  Volym Aktivitet
koncentration 0,25 mg/ml
0,02 pl 61,6 %
0,05 pl 50,2 %
0,1 pl 49,5 %
0,2 pl 49.2 %
1 pl 4,7 %
1,67 ul 3.4 %
10 pl 1,6 %
Hund TK1 aktivitet i supernatanten efter tillsats av
preserum, serum lll och serum|IV av Ullrika, Kurtis,
Dingo.
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Fig. 3. Hund TK1 aktivitet i supernatant efter tillsats av preserum, serum Il och serum
1V av Ullrika, Kurtis, Dingo.
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Hund TK1 aktivitet i supernatanten efter tillsats av
serum av Ullrika, Kurtis, Dingo.
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Fig. 4. Hund TK1 aktivitet i supernatant efter tillsats av serum av Ullrika, Kurtis, Dingo.

Hund TK1 aktivitet i supernatanten efter tillsats av
renade antikroppar fran Kurtis.
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Fig. 5. Hund TK1 aktivitet i supernatant efter tillsats av renade antikroppar fran Kurtis.

Test av antikroppar mot humant TK1

Ett test med samma mingd human CEM cellextrakt och serum, 10 pl, gjordes
forst. I de prov som gjordes med preserum lag aktiviteten for Ullrika, Kurtis och
Dingo néra den for den positiva kontrollen utan serum, de uppvisade ingen eller
mycket 1&g hdmning. Proven med serum IV visade en aktivitet for Ullrika och
Kurtis som 18g nédra den positiva kontrollen. Serum IV-provet fér Dingo
uppvisade dock en himning, aktiviteten var tydligt sdnkt (Fig. 6). Dérefter gjordes
en titrering med olika méngd serum till en bestdmd méngd extrakt, med Kurtis
och Dingos serum IV. Dér sags aktiviteten 1 Kurtis prov vara fortsatt opaverkat
hog vid de olika volymerna, medan didremot provet for Dingo uppvisade en tydlig
hdmning redan vid laga volymer serum (Fig. 7). Se tabell 3.
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Tabell 3. Humant TK1 aktivitet i supernatant efter tillsats av anti-hund TK1 antikroppar.

Serumtyp Mingd Aktivitet
Preserum
Ullrika 10 ul 94,3 - 98,9 %
Kurtis 10 pl 90,5-91,7 %
Dingo 10 pl 87,1-95,1 %
Serum IV
Ullrika 10 ul 90,1 -109,2 %
Kurtis 10 pl 86,5 —-109,2 %
Dingo 10 pl 23,8-58,3%
Serum IV
Kurtis 2,5 ul 111,1 %
10 pl 103,4 %
20 pl 99,3 %
40 pl 88,6 %
Serum IV
Dingo 1 pl 40,5 %
2 ul 6,4 %
4 ul 5,1 %
6 ul 6,4 %
8 ul 6,8 %
10 ul 3,7-7,7%
20 pl 4,7-8,7%
40 pl 18,6 %

Hund TK1 aktivitet i supematant efter tillsats av serum
av Ullrika, Kurtis, Dingo.

Aktivitet (%)
8

20 + —r
0 1

\4 Q
y"’{fff &éeofeéf@@*&ff
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Fig 6. Hund TK1 aktivitet i supernatant efter tillsats av serum av Ullrika, Kurtis, Dingo.
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Hund TK1 aktivitet i supernatant efter tillsats av serum
av Kurtis, Dingo.
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Fig 7. Hund TK1 aktivitet i supernatant efter tillsats av serum av Kurtis, Dingo.

Ouchterlony — immunodiffusion

Immunodiffusionen enligt Ouchterlony visade inga linjer mellan antigen och
antikroppar, vilket troligen beror pa att mdngden antigen och antikroppar var si
liten att de inte kunde skonjas ens efter fargning. Om immunodiffusion skall goras
igen bor mer koncentrerade antigen- och antikroppsldsningar anvéndas.

DISKUSSION

Aktiviteten 1 extrakten av hundceller var for lymfocyterna i genomsnitt 1234
pmol/min/mg och for fibroblasterna i genomsnitt 25 pmol/min/mg. Att extraktet
av lymfocyter skulle ha den hogsta aktiviteten var véntat da lymfocyterna hade
stimulerats med PHA och antal celler 1 S-fas da ar formodligen hogt. Fibroblaster
dédremot dr mer langsamt vdxande och forvédntas ha ldgre koncentration TKI,
vilken kan forklara den ldgre aktiviteten i fibroblastextraktet. Dock kom
fibroblasterna frdn en juvertumdr hos en hund vilket skulle kunnat ge celler med
hogre mitotisk aktivitet och ddrmed fler celler i S-fas, men da TK1 aktiviteten var
lag, kan man anta att den mitotiska aktiviteten hos fibroblasterna ocksa var lag.

Peptiden som anvéndes for immuniseringen var syntetiskt framstélld och bestod
av 28 aminosyror, nr 196 till 223 av hund TK1. Detta dr i enzymets C-terminala
del diar human och hund TK1 &r mest olika. Den lidngsta identiska strickan mellan
human och hund i1 aminosyresekvensen for peptiden dr 7 aminosyror (nr 213 till
219) och en ak kan kénna igen 8-10 aminosyror, troligt dr att den kanin (Dingo)
som binder bade hund och human TK1 kdnner igen just det omrédet.

Serum fran alla tre kaniner himmade hund TK1 aktivitet tydligt vilket visar att
antikropparna binder enzymet sa att det kan centrifugeras bort och ldmnar en
supernatant med 14g koncentration TK1 och dirmed 1&g aktivitet, jamfort med den
positiva kontrollen utan tillsatt serum. I de forsok dir 10 pl serum blandades med
cellextrakt kunde man se en skillnad mellan de olika kaninerna, serum fran
Ullrika himmade mest, med endast 8,5 % aktivitet kvar. Kurtis hamnade pa 18,7
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% aktivitet och Dingo 24,8 %. Skillnaden kvarstod vid forsok med 9 pl serum,
men i senare forsok med olika mingder cellextrakt kvarstod inte skillnaderna,
vilket kan bero pé att kvaliteten pa cellextrakten i de senare forsoken var sdmre
och dirmed gav mer osékra resultat. Det kan ocksd bero pd slumpmissig
variation. Detta dr nagot som bor undersokas ytterligare 1 framtiden. En av de tre
kaninerna, Dingo, hade antikroppar som &dven band till och hdmmade humant
TK1, vilket innebér att de tre antikropparna kinner igen olika epitop, trots att alla
tre visats binda till och himma hund TK1. Detta kan antas bero pa att hund och
humant TK1 &ir lika, om ej identiska, i den del som kaninerna i det hir forsoket
immuniserades mot, den C-terminala delen och att immuniseringen i kaninen
Dingo skett mot epitop som é&r lika hos bade hund och humant TK1, medan
immuniseringen hos de andra tva skett mot epitop som bara finns hos hund TK1.

En av utmaningarna i studien har varit att framstilla hundcellsextrakt med
tillracklig aktivitet av TK1 for att kunna utvdrdera funktionen hos antikropparna.
Bland annat kan detta bero péd bristande erfarenhet att odla hundceller samt
svarighet att fa tag i tillrickliga méngder hundmaterial (vdvnad, blod etc).

Anvindning av serumtester for TK1 forekommer inom humanonkologin och dess
anvindning vintas O0ka. Det finns intresse for studier av serum TK1 vid fler
former av cancer dn leukemi, multipla myelom, Hodgkins lymfom och non-
Hodgkins lymfom dédr det redan anvédnds for utvirdering av behandling och
prognos. De kommersiellt tillgédngliga test for sTK1 som finns p4 humansidan &r
inte ett reellt alternativ for veterindrmedicinskt bruk da de innebédr anvindande av
radioaktivitet vilket ej &r praktiskt och ekonomiskt mojligt &ven om de har visats
vara en god indikator for prognos och dverlevnad hos hund med malignt lymfom.
Da har en ELISA med specifika antikroppar storre mdjlighet att vara billig och
anviandarvénlig. For att kunna framstélla sddana tillrackligt kédnsliga, robusta och
kliniskt anvindbara tester krdvs det att man kan framstilla antikroppar med hog
specificitet som &r riktade mot olika epitop. Det é&r alltsi av stort
veterindrmedicinskt intresse att folja utvecklingen inom humanmedicin och gora
billiga serumtester for hund samt fler av vara séllskapsdjur, for flera
betydelsefulla former av cancer, bland annat malignt lymfom. Dessa innebar ofta
idag bide en utmaning for den kliniskt verksamma veterindren att diagnostisera,
bedoma prognos och virdera framging av behandling, likasd innebdr de ett
ekonomiskt lidande for djurdgaren och ett lidande for djuret. Att tidigt kunna
bedoma om det 4&r meningsfullt att behandla ett djur samt utvirdera om eventuell
behandling ger onskat resultat skulle bespara bade veterinér och djurdgare onddigt
besvir samt djuret onddigt lidande. Resultaten i denna studie visar att det gar att
framstélla antikroppar mot hund TK1 som binder till olika epitop. Detta dr
vardefullt och tillsammans med tidigare studier dir antikroppar anvints for att
mita serumnivder av TK1 i humant serum Oppnar de for en billig och enkel
ELISA for malignt lymfom hos hund att anvidnda inom veterindrmedicin. Detta
test skulle kanske ocksd kunna fa anvéndning inom andra cancerformer hos hund
och andra sillskapsdjur, eftersom celler i S-fas troligen licker TKI1 och
cancerceller oftare befinner sig i1 S-fas @n normala celler. Ytterligare kan
antikroppar mot hund TK1 anvindas for immunohistokemi pa biopsier fran
tumdrvédvnad eller misstdnkt tumorvavnad.
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