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SAMMANFATTNING

Juvertumorer #r den vanligaste tumorformen hos tikar. Trots att det har utforts manga
studier om juvertumorer finns @nnu en hel del kvar att ldra om denna tumortyp.

Man har sedan en lidngre tid tillbaka haft kunskapen om att adderandet respektive
eliminerandet av metylgrupper till gener kan himma respektive aktivera dessa geners
uttryck. Metylering och demetylering dr en i kroppen helt normalt férekommande
foreteelse och den ir essentiell for individens utveckling och fortlevnad. Risken for
att utveckla en tumorsjukdom Okar dock om den globala metyleringsstatusen i
kroppen dndras; om onkogener demetyleras (aktiveras) eller om tumorsupressorgener
metyleras (inaktiveras). Inom humanmedicinen har man sett att det finns skillnader 1
metyleringsstatus mellan olika tumorer.

I denna studie undersoktes tumor- och normalvivnad fran tio olika hundar med
avseende pa metyleringsstatus. Resultaten visade att det inte fanns nagot klart
samband mellan metyleringsstatus hos normal respektive tumorviavnad, ibland var
normalvdvnaden hypermetylerad jamfort med tumorvidvnaden och ibland var den
hypometylerad i jamforelse. Det samband man ddremot kunde urskilja, var att de
maligna juvertumorerna tenderade att vara hypermetylerade i jimforelse med de
benigna

SUMMARY

Mammary tumors are the most frequent type of tumors in bitches in Sweden. Many
studies have been published concerning mammary tumors, but there is still much to
be learned about this disease.

One has, since some time ago, had the knowledge that addition to or removal of
methyl groups to genes can inhibit or activate gene-expression. Methylation and
demethylation is a normal phenomenon in the body and it is essential for the
development and survival of the individual. The risk of developing a tumor disease is
increased if the global methylationstatus is changed; if oncogenes demethylates
(activates) or if tumor suppressor genes methylates (inactivates). In the human
medicine one has seen that there are differences in methylationstatus between
different tumors.

In this study tumor and normal tissue from ten dogs were examined with regard to
methylationstatus. The results showed that there were not clear connections between
the methylationstatus at the normal- or tumor tissue respectively, sometimes the
normal tissue was hypermethylated in comparison to the tumor tissue and sometimes
it was hypomethylated in comparison. The connection that one could see was that the
malignant tumors tended to be hypermethylated in comparison to the benign tumors.



INTRODUKTION

Juvertumorer dr den vanligaste tumortypen hos okastrerade tikar. Drygt 50 % av
tumorerna dr maligna. Framforallt drabbas medelalders och dldre tikar. De godartade
tumorerna utgdrs framforallt av benigna blandtumorer och olika adenom. De
elakartade tumorerna utgors till storsta delen av carcinom medan endast en liten del
bestar av sarkom, carcinosarkom och andra maligna tumdrformer.

Tumorutveckling har tidigare endast beskrivits som en process i den somatiska
evolution dér en cellinje forvirvar speciella fordelar gentemot 6vriga celler med hjélp
av en ackumulering av diverse slumpmaéssiga fordndringar i1 genomet. I decennier har
man kint till att manga av de cancerassocierade genforindringarna hdrstammar fran
tilldgg till, forlust av eller fordndring av det genetiska materialet i varje enskild cell.
Nu har det emellertid visat sig att sek epigenetisk modulering, dvs. arftliga
fordndringar i genernas funktion, och inte bara dndringar i gensekvensen, ocksa kan
spela en viktig roll i utvecklandet av manga cancersjukdomar.

Epigenetisk modulering innebir att utvalda gensekvenser kan hindras fran att uttrycks
genom en rad olika komplicerade mekanismer vilka bl.a. innefattar metylering och
deacetylering. Om en gen metyleras kommer olika proteiner att rekryteras, dessa
kommer rent fysikaliskt att forhindra att denna gen uttrycks. Man har inom
humansjukvarden sett att gener som har som uppgift att férhindra tumoruppkomst
metyleras vid vissa typer av cancer men dven att onkogener som normalt skall vara
metylerade forlorar sin metylgrupp och pa sa vis bidrar till utvecklandet av tumorer.

Syftet med det hir arbetet har varit att undersoka huruvida det finns nagon skillnad i
metyleringsstatus mellan maligna och benigna tumdérer 1 hundens juver.



LITTERATUROVERSIKT
Anatomi

Hunden har vanligen fem mammarkértlar pa vardera sidan av buken (Dyce, Sack &
Wensing, 2002). Juverdelarna pa samma sida &r ej separerade fran varandra men de
pa vénster sida dr separerade fran de pa hoger sida. Det lymfatiska dridnaget fran de
tre frimsta mammarkortlarna sker genom axillarlymfknutorna. De tva bakre
juverdelarna  drdneras genom den ytliga inguinallymfknutan. Lymfatisk
kommunikation sker mellan den forsta, andra och tredje juverdelen och mellan den
fjarde och femte, dessutom kan ocksd kommunikation finnas mellan den tredje och
fjairde mammarkorteln (Sorenmo, 2003; Hellmén, 1989).
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Juvret dr uppbyggt av kortelvidvnad och stodjevdvnad (fett, bindviv, kérl osv.).
Spene, spenkanal och mjolkgangar bestar av varierande lager av epitel. Hunden har
flera spenkanaler vilka mynnar i spenen (Dyce, Sack & Wensing, 2002).

Juvertumorer hos hund

Juvertumorer dr den vanligaste tumortypen hos okastrerade tikar. Drygt 50 % av
tumorerna dr maligna. (Fossum, 2002; Sorenmo, 2003; Queiroga et al, 2005;
Novosad, 2003). Over 60 % av de drabbade tikarna har mer dn en juvertumor, ofta ar
flera olika juverdelar affekterade. Man bor analysera alla nybildningarna eftersom de
inte alltid bestar av samma tumortyp. Multipla tumorer behover inte innebdra simre
prognos (Sorenmo, 2003). De bakersta juverdelarna drabbas mer ofta dn de frimre,
troligen pa grund av att de #r storre (Dobson & Lascelles, 2003). Tumorens
lokalisation, d.v.s. om den ir beldgen kranialt eller kaudalt i juverraden, verkar inte
paverka prognosen (Sorenmo, 2003).



Olika tumértyper som drabbar hundens mammarkortlar:

Benigna

Benigna tumorer klassificeras ofta som adenom, fibroadenom  eller
mesenkymaltumérer (Fossum, 2002). Ett adenom &r en nybildning som utgar fran
sjdlva mammarkorteln (aden = kortel), adenofibrom dr en blandtumor som bestar av
bade kortelvivnad och bindvdv. Mesenkymaltumorer dr ett samlingsbegrepp pa
nybildningar som utgar fran stodjevdvnad (t.ex. brosk, ben eller fett), muskulatur eller
kirl (Lindskog, 1997).

Maligna

De flesta maligna tumorerna dr carcinom (40-45 % av totalantalet juvertumorer),
sarkom (5-10 %) eller carcinosarkom (ovanligt) (Fossum, 2002).

Carcinomen ir elakartade tumorer uppbyggda av epitelceller. Papillira eller tubulidra
carcinom har bittre prognos @n solida eller anaplastiska carcinom (Fossum, 2002).
Papilldra och tubulédra juvertumorer har bibehallit delar av den normala tubuldra
juverstrukturen, de solitira tumorerna dr sa fordndrade att de saknar den normala
strukturen och dr pa sa vis mer allvarliga (Sorenmo, 2003).
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Bild 2. A) Histologisnitt, adenom. Adenomet uppvisar en myoepitelial och kortelepitelial
proliferation,  kortelstrukturen dr fortfarande intakt. Mitosaktivitet saknas och
cellpopulationen saknar atypi. Bild B) Histologisnitt, carcinom. Tumdorcellerna invaderar
den normala juvervdvnaden vilken i stort sett dr upphdvd. Mitosaktiviteten dr hog och
cellerna uppvisar uttalad atypi. Bdda histologibilderna kommer fran tumorer fran hundar
som varit med i studien.

Sarkom &dr en elakartad tumortyp som utgar fran mesenkymal vidvnad
(stodjevdvnad/bindviv). De primdéra sarkomen ér inte sa vanliga och man tror att de
uppkommer fran redan existerande benigna blandtumérer genom en malign



transformation eller att de uppstar fran det interlobulédra stromat (Sorenmo, 2003).
Sarkomen indelas i A. hogt differentierade, dédr sarkomets ursprung &r tydligt t.ex.
fibrosarkom, osteosarkom, liposarkom och angiosarkom, och B. lagt differentierade
(anaplastiska) med ofta oklart organursprung och ofta indelade efter forhirskande
celltyp t.ex. spol-, rund- eller polymorfcelliga. De hogt differentierade har vanligen
bittre prognos dn de lagt differentierade (Lindskog, 1997). Hundar med sarkom har
kortare 6verlevnadstid d4n hundar med carcinom (Hellmén, 1989).

Ett carcinosarkom #r en blandtumér som bestar av epitelceller och mesenkymal
vivnad (Lindskog, 1997). Dessa tumdrer &r oftast en blandning mellan carcinom och
osteosarkom. Prognosen for hundar med maligna blandtumérer dr dalig och de flesta
hundarna utvecklar metastaser inom ett ar (Sorenmo, 2003).

Inflammatoriska carcinom ir lagt differentierade och mycket maligna. De vixer ofta
invasivt och involverar vanligen bada juverraderna (Fossum, 2002; Novosad, 2003).
Dessa kan vara svara att skilja fran mastit (juverinflammation) bade via fysiologisk
och cytologisk undersokning (Fossum, 2002). Prognosen ir extremt dalig och
medeloverlevnaden dr 25 dagar fran diagnos (Sorenmo, 2003).

Metastasering

Maligna tumorer kan spridas via lymfa och blod framforallt till regionala lymfknutor
och lungor (Fossum, 2002). Andra mindre vanliga spridningsomraden for
metastaserande juvertumorer dr binjurar, njurar, hjirta, lever, ben, hjirna och hud
(Fossum, 2002; Hellmén, 1989). Alla maligna juvertumorer har férmagan att
metastasera. Metastasrisken paverkas av bland annat av tumortyp och histologisk
differentiering (Sorenmo, 2003). Runt 30 % av carcinomen och 75 % av sarkomen
ger upphov till metastaser. Carcinomen sprids framforallt via lymfsystemet
tillskillnad fran sarkomen som framst har hematogen spridning. Maligna tumérer som
vid radiologisk metastaskontroll visar sig ha spridits till lungorna, tuméromvandlade
lymfknutor, spridning over till andra juverraden, kranial eller kaudal infiltration och
satellittumorer mellan juvertumdren och regionala lymfknutor kan séllan behandlas
enbart kirurgiskt (Hellmén, 1989).

Etiologi och patogenes

Mekanismerna bakom utvecklandet av juvertumorer #r langt ifran helt kartlagda, men
man har sett ett flertal samverkande faktorer.

Alder

Juvertumorer fore tva ars alder ér séllsynt, incidensen okar langsamt efter fyra ars
alder for att sedan 6ka markant mellan sex och tio ars alder, diarefter minskar risken
igen (Dobson & Lascelles, 2003).

Endokrina faktorer

De bada hormonerna 6strogen och progesteron har stor betydelse for den normala
utvecklingen av juvervidvnad men dessa hormoner medverkar dven vid uppkomsten



av juvertumorer (Sorenmo, Shofer & Goldsmith, 2000; Fossum, 2002; Queiroga et al,
2005). Man har funnit 6strogen- och eller progesteronreceptorer i 80 % av hundens
juvertumorer (bade maligna och benigna). Hundar vars tumdrer innehaller 6strogen
eller progesteronreceptorer lever ldngre dn de utan (Fossum, 2002). Risken for att
utveckla juvertumorer okar fran 0,5 % till 8 % och till 26 % beroende pa om tiken
kastreras fore forsta, andra, tredje eller senare 16pet (Fossum, 2002; Sorenmo, 2003;
Novosad, 2003). Ostrogen #r promotor (genuttrycksreglerare) for styrning av
transkriptionen av flera proto-onkogener (onkogenen paverkar celltillvixten och kan
vara tumorframkallande) (Sorenmo, Shofer & Goldsmith, 2000; Sorenmo, 2003).
Progesteron paverkar uppreglerandet av growth hormone (GH)- produktionen i
mammarkorteln, GH har en direkt tillvixtstimulerande effekt pa juvervidvnaden.
Progesteron verkar dven indirekt genom uppreglerande av insulin growth factor I
(IGF-I). IGF I spelar en stor roll i bade normal och malign celltillvixt (Sorenmo,
2003).

Exponering av ovariella (dggstocks) hormoner eller deras syntetiska derivat 1 hogre
doser dn de fysiologiska och under en ldngre tid kan ocksa stimulera utvecklingen av
juvertumorer. En kombination av dstrogen och progesteronpreparat i hog dos medfor
en okning av risken for utvecklande av maligna juvertumorer (Fossum, 2002; Dobson
& Lascelles, 2003).

Genetiska faktorer

Foridndringar i struktur och funktion av gener spelar en stor roll i utvecklandet av
juvertumorer. Aktivering av onkogener dr en paverkande faktor, inaktivering av
tumorsupressorgener (skyddande gener som reparerar DNA skador och reglerar
celltillvixt) dr en annan (Dobson & Lascelles, 2003). Tumdrsupressorgenen pS3 ar
den mest frekvent muterade genen vid cancer hos ménniskan (Sengupta & Harris,
2005). Studier har visat att det dven finns ett samband mellan mutationer i denna gen
och utvecklandet av juvertumorer hos hund (Chu, Rutterman & Kong, 1998). Ett
annat exempel pa genetiska faktorer som bidrar till utvecklandet av juvertumorer &r
overuttryck av onkogenen c-erb B2, vilket pavisats i flera fall (Sorenmo, 2003).
Cytophotometri av nukledrt DNA kan ge information om tumdorpatogenes och
malignitet. Man har funnit att 50-60 % av alla juvertumorer innehaller aneuploida
tumorceller (Dobson & Lascelles, 2003). Detta dr celler som har ett onormalt
kromosomantal (Lindskog, 1997). Aven benigna tumdorer kan innehalla aneuploida
celler och detta kan vara orsaken till att benigna tumoérer kan omvandlas och
utvecklas till maligna (Dobson & Lascelles, 2003). Hundar med benigna tumorer
16per en mer dn tre ganger hogre risk att utveckla maligna tumorer (Fossum, 2002).

Predisponerade raser

Flertalet studier visar att vissa raser drabbas mer ofta av juvertumérer. De tio, i1
Sverige, mest drabbade raserna inkluderar: Engelsk springer spaniel, Doberman,
Boxer, Softcoated wheaten terrier, Amerikansk cocker spaniel, Yorkshire terrier,
Leonberger, Bichon frisé, Schifer och Papillon (Egenvall et al, 2005).

Nutrition



Fetma vid ett ars alder 4r en annan riskfaktor for utvecklandet av juvertumorer
(Sorenmo, 2003; Novosad, 2003).

Behandling
Kirurgi

Kirurgi dr den enda accepterade behandlingsmetoden for hundar med juvertumorer,
det finns inga andra vedertagna behandlingsrekommendationer (Fossum, 2002;
Dobson & Lascelles, 2003; Novosad, 2003). Att operera bort tumoren dr den enda
och mest effektiva metoden for lokal tumorkontroll (Dobson & Lascelles, 2003).
Typen av kirurgi verkar inte paverka 6verlevnaden hos patienten sa linge som all
tumorvdavnad avldgsnas med bred marginal (Sorenmo, 2003; Novosad, 2003). Da
tumorceller kan spridas via lymfatisk vdvnad bor juvervdvnaden avldgsnas med
atanke pa det lymfatiska drianaget (Dobson & Lascelles, 2003). Det dr ingen mening
med att operera bort inflammatoriska carcinom da dessa dr extremt aggressiva och
kirurgi varken botar eller forlanger patientens liv (Fossum, 2002).

Innan operationen bor man rontga hundens brosthala (bade lateral Dux. et sin samt en
vd projektion) for att utréna om en eventuell metastasering till lungorna (Fossum,
2002; Novosad, 2003). Lungan &dr den vanligaste platsen for metastaser och
metastasering ar alltid forenat med en dalig prognos (Sorenmo, 2003).

Hormonell terapi

Inom humanmedicinen férekommer hormonell terapi som ett komplement till kirurgi
vid behandling av bréstcancer. Hos kvinnor vars tumérer uttrycker Ostrogenreceptorer
vill man forhindra ytterligare Ostrogenstimulation av cancercellerna och kan da
tillfora patienten bl.a. 6strogenreceptorblockerande likemedel (Tamoxifen). 50-80 %
av de maligna juvertumorerna hos hund uttrycker ocksa ostrogenreceptorer. Hundens
livmoder och dggstockar utsondrar 6strogen, och det &r, som tidigare ndmnts, mycket
ovanligt med juvertumorer hos tidigt kastrerade tikar. Tidigare har man inte kunnat se
att ovariehysterektomi av redan drabbade tikar skulle kunna paverka prognosen, men
en ny retrospektiv studie visade att hundar med juvertumorer levde signifikant ldngre
om de kastrerades i samband med tumorextirpationen jamfort med hundar dir man
bara opererade bort tuméren och ldt livmodern vara kvar (Sorenmo, Shofer &
Goldsmith, 2000; Sorenmo, 2003). Vid Tamoxifenbehandling av hund med
juvertumorer uppstar flera oonskade biverkningar (framforallt Ostrogenrelaterade)
som gjorde att de flesta individer som ingatt in en studie avbrot behandlingen in fortid
(Morris, Dobson & Bostock, 1993).

Cytostatika

Det finns mycket begrinsad information angaende  kompletterande
cytostatikabehandling av juvertumorer hos hund. Enstaka rapporter visar pa en
forlingd Overlevnad hos patienter med metastaser, det finns mycket fa studier gjorda
och framforallt ingen med stort patientunderlag. En nyligen publicerad studie med 16
tikar, vilka drabbats av carcinom, visade pa en signifikant 6verlevnad hos de atta
patienter som bade opererats och behandlats med cytostatika jamfort med dem som



enbart opererats. Medeloverlevnaden var 6 manader hos gruppen som enbart
opererades jamfort med 24 manader hos gruppen som #ven behandlades med
cytostatika (Sorenmo, 2003).

Klassificering av tumorer

Att utvdrdera tumoren kliniskt innan en eventuell operation dr viktigt. For att man
skall kunna utvérdera prognos och behandlingsstrategier har WHO gjort en sk TNM-
klassificering. Klassificeringen leder till att kunna dela in tumoéren i fyra olika
kliniska stadier (I -IV).

T : Primdr Tumorstorlek

T1 < 3cm 1 diameter

T2 3-5cm 1 diameter

T3 >5cm 1 diameter

T4 inflammatoriskt carcinom

N: Status i regional lymfknuta (Node)

e NO Ingen metastas
e NI Metastas till ipsilateral lymfknuta
e N2 Metastas till kontralateral lymfknuta

M: Distal Metastas

e MO Ingen metastas
e MI1  Distal metastas

Klinisk k lassificering

I T1, NO, MO

II TO-1, N1, MO

I T3, NO-N2, MO

IV T1-T4, NO-N2, MO-M1

10



DNA-metylering och gensuppression

Epigenetik kan definieras som mitotiska och/eller meiotiska &rftliga egenskaper 1
genfunktion som inte primirt beror pa DNA-sekvensen (Pers medd. Professor Tomas
Ekstrom). Den epigenetiska paverkan av en gen dr en mekanism som fGrutom
mutationer bl.a. kan leda till att produktionen av tumdorsuppressorgener stors och att
en tumor kan uppsta. Man tror att metylering kan vara en lika vanlig orsak till
gensuppression som mutationer (Baylin, Futscher & Wensing, 2004).

CpG-é6ar

DNA-stringen dr uppbyggd av fyra olika nukleotidbaser; Adenin (A), Cytosin (C),
Guanin (G) och Thymin (T), dessa kan bilda 16 olika par s.k. dinukleotider. Cytosin—
Guanin- dinukleotiden (CpG-dinukleotiden) aterfinns mer séllan i genomet #n vad
som #r sannolikt férutom i sma sekvenser dir de upptrader mer frekvent dn vad som
ar sannolikt. Dessa omraden med frekventa CpG-dinukleotider kallas for CpG-oar.
CpG-06arna dr ofta beldgna ndra sek promotorregioner i sek "housekeeping” gener
(Baylin, Futscher & Wensing, 2004). En promotorregion dr en sekvens av DNA-
strangen dir transkriptionen fran DNA till RNA initieras och en housekeeping-gen ir
en gen som har hand om cellens basala funktioner (Alberts et al, 2002).

DNA-metylering

Om en CpG-6 metyleras kommer delar av arvsmassan att foriandras rent fysikaliskt sa
att transkription av DNA omojliggors vilket resulterar i att genen inte kommer att
uttryckas (Baylin, Futscher & Wensing, 2004). En frisk cell anvinder sig normalt av
metylering t.ex. vid sek imprinting eller vid inaktivering av x-kromosomen (Worm &
Guldberg, 2002; Teodoridis et al, 2004). Eventuellt anvdnder sig kroppen dven av
metylering for att tysta ner frimmande DNA som inkorporerats i cellens arvsmassa
(Pelham, Irwin & Kay, 2003).

A Bild 3. Ndr CpG-oarna i
e o o onon o promotorregionen metyleras kommer
L e 1 L i .. .
DNA — : | genen att himmas. Detta sker t.ex. vid

X T
. CH, CH,,' CH, CH, CH,CH, CH,

inaktivering av x-kromosomen och dr en

helt normal foreteelse. Om ddremot en

oH, o, tumorsupr?ssor-gen metyleras kommer

ac ! CAGAT ! TG dettc.l. att hdiva ett av krf)ppoeniv sk)'/dd mgt

hSELEA b iﬁ@iﬁé tumoruppkomst och pd sd vis bidra till

GL3 CLg utvecklingen av en eventuell tumor.

Bild fran Worm, J. & Guldberg, P.

B 2002. DNA methylation: an epigenetic

pathway to cancer and a promising

target for anticancer therapy. J Oral
Pathol Med 31, 443-449 pp.

®
Cytosine 5-Methylcytosine
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I den normala cellen ir de flesta CpG-dinukleotiderna som aterfinns i nira anslutning
till promotorregioner inte metylerade till skillnad fran de CpG-dinukleotider som
aterfinns i det ovriga genomet vilka vanligen dr metylerade. Att CpG-Garna vid
promotorregionen inte ir metylerade visar saledes att aktiv gentranskription av DNA
sker, d.v.s. att genen uttrycks (Baylin, Futscher & Wensing, 2004).

CpG island Bild 4. Figur A visar den ometylerade

% ;ﬁ. promotorregionen ddr aktiv transkription
Transcription tillats.  Figur B visar en metylerad
promotorregion, metyleringen medfor att genen
: E inte transkriberas. Bild fran Worm, J. &
% Guldberg, P. 2002. DNA methylation: an
epigenetic pathway to cancer and a promising
target for anticancer therapy. J Oral Pathol

Med 31, 443-449 pp.

Metyleringen av DNA-strangen utfors framfdrallt av tre olika DNA metyltransferas
enzymer (DNMT's), vilka anvinder S-adenosyl-methionin som metyldonator (Sake,
Axiao & Allis, 2004).

Hos cancerceller dr det ofta sa att de CpG-dar som é&r lokaliserade vid
tumorsupressorgenernas promotorregioner dr metylerade. Metyleringen innebér alltsa
att tumorsupressorgenen inte transkriberas, d.v.s. det skydd som cellen har for att
forhindra uppkomst av eller korrektion av DNA-skador fungerar inte (Baylin,
Futscher & Wensing, 2004). Tumorhimmande funktioner som paverkas av
metyleringen inkluderar bl.a. cellcykelkontroll, apoptossignalering, och DNA-
reparation (Worm & Guldberg, 2002).

Histonmodifiering —acetylering och deacetylering.

Histoner dr sma positivt laddade proteiner som binder till DNA-stringen och gor att
denna kan packas ihop till kromatin (Alberts et al, 2002). Generellt finns det tva olika
typer av kromatin; heterokromatin och eukromatin. Heterokromatinet dr mycket
kompakt 1 sin struktur vilket leder till att gensekvensen inte kan transkriberas — genen
uttrycks inte. Eukromatinet ddremot har en mer Gppen konfiguration som tillater
gensekvensen att transkriberas — genen uttrycks (Sake, Axiao & Allis, 2004).

Mekanismerna bakom genreglering beror pa en komplex serie av enzymatiska
modifieringar av histoner (Baylin, Futscher & Wensing, 2004; Teodoridis et al,
2004), vilka bl.a. utfors med hjidlp av histonacetyltransferaser (HATS),
histondeacetylaser (HDACsS), histonmetyltransferaser och histonkinaser (Sake, Axiao
& Allis, 2004). Man har sett att histoner som &r acetylerade bildar eukromatin som,
vilket tidigare ndamnts, tillater transkription. Nir en CpG-6 i DNA-stringen metyleras
kommer sarskilda proteiner s.k. metyl-CpG-bindande proteiner att binda till den
speciella ~ DNA-sekvensen och  rekrytera  deacetylaser (HDACs) till
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metyleringsomradet. Deacetylaserna kommer att plocka bort acetylgrupperna fran
histonerna och pa sa vis medfora att kromatinet konverteras till heterokromatin som
inte langre kan transkriberas (Worm & Guldberg, 2002;

Teodoridis et al, 2004). Dessutom existerar en samverkan mellan DNA-metylering
och histonmetylering, se nedan. I den normala cellen sker hela tiden en balans mellan
acetylering, deacetylering, metylering och fosforylering av histoner (Sake,

Axiao & Allis, 2004).

Cme histones

i 6 G iy

Transcn ption

Ld DNA methylation

Ac (MBD } Msthyl-CpG-binding protein

@ Histone deacetylase

5 a2
B ieAs
e @

Figur 3. Den ovre delen av bilden visar eukromatin. Om DNA-stringen dr ometylerad
kommer histonerna att vara acetylerade och DNA kommer att kunna transkriberas. Om
DNA-stringen ddremot metyleras kommer metylbindande proteiner att rekryteras till
omrddet. De metylbindande proteinerna kommer i sin tur att rekrytera deacetylaser vilka
eliminerar acetylgrupperna fran histonerna. Eukromatinet kommer da att konverteras till
heterokromatin som inte kan transkriberas. Bild fran Worm, J. & Guldberg, P. 2002. DNA
methylation: an epigenetic pathway to cancer and a promising target for anticancer therapy.
J Oral Pathol Med 31, 443-449 pp.

Ac

Metylering av histoner

Metylering av histoner kan ske pa lysin- och argininrester och kan antingen leda till
aktivering eller inaktivering av en gen. Om lysin 4 pa histon H3 metyleras kommer
genen att aktiveras, om ddaremot lysin 9 och 27 pa histon H3 metyleras kommer
genen att inaktiveras (Sake, Axiao & Allis, 2004).

Man tror att DNA metylering kan leda till himmandet av vissa gener genom att
DNA-metylbindande proteiner i sin tur rekryterar histonmetylerande enzymer, vilka
metylerar lysin 9 pa Histon H3 och pa sa vis himmar gentranskription (Sake, Axiao
& Allis, 2004).

Histondeacetylering, histonmetylering och DNA-metylering samverkar for att fa en
effektiv och verksam avstingning av vissa gener. Anmdirkningsvart ar att dessa
epigenetiska avstdngningsmekanismer kan riktas mot ektopiska gener och ddrmed
paverka kromatinet pa ett sadant sitt att himningen av genen nedirvs over flera
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cellgenerationer. Epigenetiska mekanismer har ocksa utvecklats sa att vissa specifika
gener inte bara hammas utan ocksa aktiveras vid precis ritt tillfdlle i cellcykeln och
under den 6vriga utvecklingen, exakt hur detta gar till vet man dnnu inte (Sake, Axiao
& Allis, 2004).

MATERIAL OCH METODER
Insamling av prover

Samtliga hundar opererades pa Klinikcentrum vid veterindrhogskolan i Uppsala.

I samband med operationen togs ett vivnadsprov fran den avligsnade juvertumoren
samt ett vivnadsprov fran den normala juvervdvnaden. Storleken pa vidvnadsbitarna
varierade ndgot men var pa minst 3 mm® vardera. Resterande tumérvivnad skickades
till SLU patologen for PAD. Proverna placerades direfter i kryoror (speciellt
frystaliga provror) och frystes sedan ner till -70°C. DNA bor forvaras i -70°C for att
inte falla sonder.

Utvinning av DNA

Nista steg i processen omfattade DNA-isolering fran de olika vdvnadstyperna och
utfordes med hjilp av Gen Elute ™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit enligt
tillverkarens protokoll (Sigma, St. Louis, MO, USA). Allt laboratoriearbete utfordes
pa Centrum for molekyldr medicin, CMM, vid Karolinska sjukhuset i Stockholm.

1. Bearbetning av vdvnaden.

40-50 mg tumor- eller normalvdvnad vigdes och placerades 1 1.5ml
mikrocentrifugror, vivnaden modifierades mekaniskt till mindre bitar.

2. Vdvnadsdigerering.

200 pl ”Lysis solution T” foljt av 20ul Proteinase K tillsattes till mikrocentrifugroret
och allt blandades varefter en homogen delvis lyserad 10sning erholls. Direfter
inkuberades provet i 55°C i ett vattenbad i ca 2 timmar for ytterligare digerering.
Efter tva timmar sattes 20 pl RNase till 16sningen, for att erhalla ett RNAfritt DNA,
och provet inkuberades i rumstemperatur i tva minuter.

3. Lysering av celler.

200 pl ”Lysis Solution C” pipetterades sedan ner 1 provet (lysatet) och blandningen
skakades. Dérefter inkuberades lysatet i 70°C 1 tio minuter.

4. Preparering av kolonnen.

500 pl ”’Column Preparation Solution” tillsattes till varje “GenElute Miniprep
Binding Column” och dessa centrifugerades darefter 1 12000 x g. Varje
bindningskolonn befinner sig inuti ett 2 ml uppsamlingsrér. Overskottet av
“Preparation Solution”, vilket inte hade bundit till bindningskolumnen utan passerat
ner i uppsamlingsroret, hélldes ut efter centrifugeringen. Att forbehandla kolonnerna
med "Column Preparation Solution” medfor en béttre bindning av DNA till kolonnen.
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5. Forberedelse for bindning.

200 pl etanol tillsattes till provet och blandningen skakades for att erhélla en
homogen 16sning. Alkoholen medfor att DNA binder nir lysatet passerar genom
silikonmembranet i bindningskolonnens mikrocentrifugror.

6. Ladda lysatet.

Hela provet overfordes sedan till bindningskolonnen varefter allt centrifugerades i >
6500 x g 1 en minut. Efter centrifugeringen kasserades uppsamlingsroret som
bindningskolonnen befunnit sig i, dven Overskottsvitskan som med hjidlp av
centrifugeringen passerat genom bindningskolonnen och ner 1 uppsamlingsroret,
kasserades. Bindningskolonnen placerades darefter i ett nytt 2 ml uppsamlingsror.

7. Forsta tvétten.

Detta moment utfors for att rena lystatet sa att endast DNA aterstar. 500 pul "Wash
Solution Concentrate” (utspadd m etanol) pipetterades over till bindningskolonnen
och denna centrifugerades 1 > 6500 x g i en minut. Den vitska som passerat genom
bindningskolonnen och ner i uppsamlingsroret kasserades tillsammans med
uppsamlingsroret. Bindningskolonnen placerades dérefter i ett nytt uppsamlingsror.

8. Andra tvatten.

Ytterligare 500 pl “Wash Solution Concentrate” sattes till bindningskolonnen.
Lysatet centrifugerades direfter i 12000 x g, i tre minuter. Detta for att torka
bindningskolonnen. Slutligen placerades bindningskolonnen i ett nytt uppsamlingsror
och det foregaende uppsamlingsroret med dess innehall (6verskottsvitska som
centrifugerats genom bindningskolonnen) sldngdes.

9. Utvinn DNA.

200 upl “Elution Solution” pipetterades centralt i bindningskolonnen. Dérefter
inkuberades provet i rumstemperatur i ca 30 min. Sedan centrifugerades provet en
sista gang i 6500 x g, i en minut. [ uppsamlingsroret hade nu rent DNA centrifugerats
ned. Bindningskolonnen sldngdes, och uppsamlingsroret vilket nu inneholl DNA,
sparades i -8°C Over natten.

Bestamning av metyleringsstatus

Nir DNA utvunnits fran vdvnadsproverna bestimdes metyleringsstatus hos var och
en av dessa med hjédlp av Luminometric Methylation Assay (LUMA); en nyutvecklad
metod framstilld vid CMM, Karolinska institutet av Mohsen Karimi och Tomas
Ekstrom.

LUMA-metoden

5 wl av det utvunna DNA fran varje vdvnadsprov pipetterades ner i tva brunnar
vardera i en 96 halsplatta (varje ursprungsprov representerades alltsa i tva brunnar).
Tjugo prover (fran tumor respektive normalvéivnad) fyllde saledes 40 brunnar i 96-
hélsplattan. Darefter utfordes exakt samma procedur en gang till, sa att proverna nu
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fyllde 80 brunnar i 96-halsplattan. Till det ena provet fran ursprungslosningen
tillsattes sedan en blandning av enzymerna EcoRI och Hpall, och till det andra
tillsattes en blandning av enzymerna Mspl och EcoRI. (New England Biolab,
Ipswich, MA, USA). Direfter inkuberades de 80 proverna i 37°C i fyra timmar.

Enzymet EcoRI klyver DNA stringen i alla GAATTC sekvenser och lamnar saledes
ett 5°- AATT-6verhiang. Enzymet Hpall klyver DNA-stringen vid alla CCGG-
sekvenser som inte &r CG-metylerade och ldmnar ett 5°-CG-6verhing. Enzymet Mspl
klyver pa samma sétt som Hpall dven om CG-metylering finns.

Nér provet inkuberats i fyra timmar har enzymerna verkat och DNA-stringarna i
proverna har nu klippts 1 olika stora fragment. Det DNA som bearbetats av
Hpall/EcoRI-enzymerna har AATT o6verhdng och GC o6verhidng. Det DNA som
bearbetats av Mspl/EcoRI-enzymerna har ocksa klippts i olika stora fragment och har
ocksa AATT och CG 6verhing. Skillnaden mellan de tva proverna &r, som tidigare
namnts, att Hpall inte klyver vid metylerade CG-sekvenser vilket daremot Mspl gor.
Eftersom EcoRI klipper 6verallt vid GAATTC-sekvenser fungerar den som intern
kontroll f6r médngd DNA, och man kan dirfor rikna ut en kvot mellan Hpall och
Mspl med EcoRI som normalisator. Denna kvot anger hur metylerat DNA i provet ir.
Om provets CG- sekvenser dr 100 % metylerade kommer Hpall inte att kunna klyva
DNA-et nagonstans; kvoten Hpall/Mspl kommer da att ndirma sig 0. Om Provets CG-
sekvenser didremot inte dr metylerade Overhuvudtaget kommer Hpall att klyva
overallt; kvoten Hpall/Mspl kommer da att bli nira 1,0.

Tillsatsen av EcoRI till alla prover gor att man inte behdver veta exakt hur mycket
DNA man har i provet, EcoRI kommer att anvindas for att normalisera médngden
DNA i bada proverna.

Efter den specifika klyvningen av DNA tillsattes polymeras och nukleotider i en
speciell ordning. Forst adderades dATPo-S, dérefter dCTP och dGTP, dérefter dTTP
och slutligen dCTP och dGTP ytterligare en gang.

Nir dATP (dATPa-S) tillsdtts kommer det att fylla i alla TT-6verhidng. Da detta sker
kommer 2 st pyrofosfat-molekyler (PPi) att frigoras vid varje tillsats. PPi kommer att
med hjilp av enzymet Sulfurulase att omvandla ADP (som finns i 16sningen) till
ATP. Nar ATP reagerar med enzymet Luciferas och dess substrat Luciferin (som
finns tillsatt i 16sningen) kommer energi att frigéras och ljus att uppsta. Ljuset
registreras av en CCD-kamera och kan sedan, med hjilp av en dator, omvandlas till
en graf i ett diagram. Ju mer ljus, desto fler klyvningar har skett och desto hogre blir
peaken 1 grafen 1 diagrammet.

Nir dCTP och dGTP tillsitts kommer de att fylla i CG-6verhdngen och tva peakar
bildas.

Samma sak géller for nar dTTP adderas; AA-6verhdngen fylls i och ytterligare en
peak bildas. Slutligen tillsitts dCTP och dGTP ytterligare en gang. Detta &r en
kontroll pa att den tidigare reaktionen har gatt till fullbordan. Denna gang vill man

16



inte fa nagon ljusblixt da de nyligen tillsatta nukleotiderna inte skall kunna fylla ut
nagra overhing eftersom detta redan gjorts forsta gangen dCTP och dGTP tillsattes.

Till sist later man en dator ridkna ut de olika hojderna pa peakarna, samt kvoten
mellan Hpall/EcoRI, respektive Mspl/EcoRI. Det prov som klyvts med Hpall/EcoRI
kommer att fa annorlunda peakhojder for CG-tillsatserna jamfort med det prov (fran
samma ursprungsprov) som klyvts med Mspl/EcoRI. Kvoten mellan Hpall och Mspl
kommer att visa hur metylerat provet var.

Eftersom provuppsittningen i 96-halsplattan duplicerades (det blev 80 st prover) har
man saledes analyserat DNA fran samma ursprungsprov tva ganger, tack vare detta
kan man jamfora analys 1 med analys 2 av samma prov och pa sa vis ridkna ut
medeltal och standardavvikelse. Att kora samma prov tva eller flera ganger okar
sdkerheten 1 analysmetoden.

Schematisk skiss 6ver hur LUMA-analysen fungerar

Genomic DNA -0

10
Restriction EcoRlI + Hpall = ! l
cleavage or . | |I '.
EcoRI + Mspl 19 | \
10 t t t t
Polymerase ,\ l A O
AATT -—- Step 1 2 3 4
- GC i
Luciferase :
Pyrosequencing +dATP S 2 ,:l_lghl
1 +2x PPi SNG
Step 1 AATT - ATP
Al R GG
+dCTP + dGTP
+ 2 x PPi
l — PPi
Step 2 AATL LR cG Sulfurylase
Al i GC
+dTTP
l +2x PPi
AATT - == cG
Step 3 Tk L &=
* dCTPi dGTP e BE
AATT i cG
Step 4 TTAA o e

17



RESULTAT

Patienthundarna

Tabell 1. Den patologanatomiska diagnosen (PAD) visade att tre av hundarna hade maligna
tumorer (carcinom), de ovriga sju hundarna hade benigna tumorer (adenom, fibroadenom
och blandtumdorer)

Prov Diagnos

01/2184 Carcinom

05/4797 (P221/05) Carcinoma simplex
05/5690 Carcinoma simplex
97/6583 ( P224/05) Tubulirt adenoma simplex
01/4742 (P267/05) Komplext adenom
04/656 ( P228/05) Komplext adenom
05/4879 ( P227/05) Komplext adenom
05/5223 ( P250/05) Benign blandtumor
05/5427 Komplext adenom
05/5429 fibroadenom
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Metyleringsstatus hos tumorerna

Tabell 2. Analyserna visade att de maligna tumorerna tenderade att vara hypermetylerade
Jjamfort med de benigna som generellt var hypometylerade

Tumortyp Prov Analys- Analys- Medel  Standard-

omgang 1  omgang 2 virde avvikelse

Hpall/ Hpall /

Mspl Mispl
Malign 01-2148 0,52 0,51 0,52 0,010409
Malign 05-4797 0,41 0,41 0,41 0,002637
Malign 05-5690 0,53 0,52 0,53 0,007361
Benign 97-6583 0,57 0,61 0,59 0,023561
Benign 01-4742 0,46 0,47 0,47 0,010186
Benign 04-656 0,53 0,53 0,53 0,006164
Benign 05-4879 0,64 0,76 0,70 0,087054
Benign 05-5223 0,53 0,49 0,51 0,024884
Benign 05-5427 0,68 0,87 0,78 0,13512
Benign 05-5429 0,47 0,47 0,47 8,1x10’

Om DNA i ett prov dr mycket metylerat kommer kvoten Hpall och Mspl att vara néra
noll (eftersom Hpall da inte kommer att klippa nagonstans). Om DNA déremot &r lite
metylerat kommer kvoten Hpall och Mspl att hamna ndra 1 (eftersom Hpall da
kommer att klippa lika ofta som Mspl).
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Tabell 3. Skillnaden i metyleringsstatus mellan den normala juvervivnaden och
tumorvdvnaden hos varje hund

Prov Analys 1 Analys 2 Medel- Standard-
Hpall/ Mspl Hpall / Mspl virde avvikelse
01-2148-N 0,50 0,53 0,52 0,026107
01-2148-T 0,52 0,51 0,52 0,010409
05-4797-N 0,56 0,48 0,52 0,055484
05-4797-T 0,41 0,41 0,41 0,002637
05-5690-N 0,58 0,52 0,55 0,043194
05-5690-T 0,53 0,52 0,53 0,007361
97-6583-N 0,56 0,48 0,52 0,054005
97-6583-T 0,57 0,61 0,59 0,023561
01-4742-N 0,51 0,48 0,49 0,018168
01-4742-T 0,46 0,47 0,47 0,010186
04-656-N 0,67 0,63 0,65 0,031323
04-656-T 0,53 0,53 0,53 0,006164
05-4879-N 0,50 0,53 0,51 0,019388
05-4879-T 0,64 0,76 0,70 0,087054
05-5223-N 0,60 0,55 0,57 0,034948
05-5223-T 0,53 0,49 0,51 0,024884
05-5427-N 0,53 0,48 0,51 0,032637
05-5427-T 0,68 0,87 0,78 0,13512
05-5429-N 0,68 0,55 0,61 0,092117
05-5429-T 0,47 0,47 0,47 8,1x10°

De tva proven; 05-5427 (komplext adenom) och 05-5429 (fibroadenom), hade de
hogsta standardavvikelserna (0,0135 respektive 0,092), de 6vriga lag under 0,08.
Histologiskt visade ingen av de tva proverna nagon avvikelse jamfort med de dvriga
benigna proverna; bada var vilavgransade och uppvisade en mild cellatypi samt lag
mitosaktivitet.

Om DNA i ett prov dr mycket metylerat kommer kvoten Hpall och Mspl att vara néra
noll (eftersom Hpall da inte kommer att klippa nagonstans). Om DNA déremot ar lite
metylerat kommer kvoten Hpall och Mspl att hamna ndra 1 (eftersom Hpall da
kommer att klippa lika ofta som Mspl).
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Figur 1 visar skillnaden i metyleringsgrad mellan maligna och benigna tumdirer samt
standardavvikelserna. Om provet dr 100 % metylerat kommer kvoten Hpall/Mspl att bli 0.
Om provet dr 0 % metylerat kommer kvoten att bli 1. Som figuren visar ligger de flesta
standardavvikelserna (alla utom tva) inom en rimlig grdns.
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Figur 2 visar skillnaden mellan medelmetyleringen hos maligna och benigna tumorer. Om
provet dr 100 % metylerat kommer kvoten Hpall/Mspl att bli 0. Om provet dr 0 % metylerat
kommer kvoten att bli 1. Det sammanlagda medelvdrdet hos de maligna tumdorerna visar att
de dr hypermetylerade i jimforelse med medelviirdet hos de benigna.
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DISKUSSION

Analyserna visar att det finns en viss skillnad 1 metyleringsstatus mellan maligna och
benigna tumorer; de maligna tumorerna tenderar att vara hypermetylerade och de
benigna hypometylerade. Diremot kunde inget klart samband péavisas mellan
metyleringsstatus hos normal respektive tumorvidvnad, ibland var normalvdvnaden
hypermetylerad jamfort med tumorvdvnaden och ibland var den hypometylerad i
jamforelse. Kanske det kan vara sa att dven normalvdvnaden &dr paverkad t.ex. av
inflammation eller av nagot annat. Ekstrom et al visade pa en aldersmissig
forandring i metyleringsstatus hos friska minniskors lymfocyter; ju dldre ménniska
desto hogre var metyleringsgraden, det finns sdledes flera faktorer att viga in vid
analys av data.

Det finns vissa svagheter med den utforda studien: har vi verkligen fatt med enbart
tumorceller? Tank om det &r andra celler ocksd; dessa liar ju vara annorlunda
metylerade. Idealet vore att titta pa tumdorerna histologiskt och utifran den
informationen ta sitt prov.

En annan svaghet med den utférda studien ar att vi hade for fa tumorer for att kunna
gora en sidker bedomning angaende skillnaden i metyleringsstatus och for att kunna
utfora tillforlitlig statistik. For att fa ordentlig signifikans borde man goéra en
kompletterande studie och da inkludera fler patienter. Det finns for nédrvarande en
plan pa att, inom en snar framtid, utfora ytterligare en studie. Den nya studien skall da
inkludera fler patienter.

Att patientgruppen inte var homogen, hundarna hade olika alder och var av olika
raser, dr ocksa en svaghet. Ekstrom et al visade, som tidigare namnts, att det fanns en
aldersrelaterad metyleringsskillnad hos olika méinniskors lymfocyter och man kan ju
anta att det den principen dven gar att applicera pa hundarna i studien. Det &r saledes
svart att utifran var patientkategori uttala sig generellt angaende ett eventuellt
samband mellan metyleringsstatus hos maligna och benigna juvertumorer.

Vad skall man nu anvénda den hér informationen till? Om man pa sikt skulle kunna
utveckla en billig och enkel metod for att bestimma metyleringsstatus i olika
vivnader skulle det vara intressant att veta att det foreligger en skillnad mellan
maligna och benigna tumorers metyleringsgrad. Kanske skulle kirurgen, genom ett
enkelt test, redan innan en operation kunna bestimma med hur stor vivnadsmarginal
tumoren skulle opereras bort med, eller huruvida hela juverraden borde avldgsnas
eller inte. En framtida kunskap om tumorers metyleringsstatus skulle ocksa kunna
leda till att patienter inte opererades Overhuvudtaget; aberrant metylering skulle
kunna anvindas som en, till rontgen och klinisk undersokning, kompletterande
prognostisk faktor.
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Bilaga 1.

Ordlista

Adenom Godartad korteltumor

Anaplastisk Forlust av differentieringsféormaga hos cellerna
Aneuploid Tillstand med onormalt kromosomantal
Carcinom Malign epitelcellstumér

Eukromatin Luckert kromatin som kan transkriberas

Growth hormone
Heterokromatin
Histonacetyltransferas
Histondeacetylas
Histonmetyltransferas
Housekeeping-gen
Imprinting

Insulin growth factor
Mesenkymal vivnad
Metylgrupp
Metyltransferasenzym

Onkogen

P53

Promotor

Sarkom
Transkription

Tumorsupressorgen

Tillvdaxthormon

Kraftigt fortdtat kromatin som ej kan transkriberas
Enzym som acetylerar histoner

Enzym som plockar bort acetylering fran histoner
Enzym som metylerar histoner

Gener som svarar for cellens basala funktioner
Genetisk prigling

Tillvdaxthormon

Binviv/stodjevivnad

CH;

Enzym som donerar metylgrupper

Gen som har med celldelning att gora, kan bidra till
tumoruppkomst

Tumorsupressorgen som hindrar tuméruppkomst

Del av gen som styr transkription men som ej sjalv
uttrycks

Elakartad mesenkymal tumor
Avlésningsprocess dd DNA 6versitts till RNA

Gen som har som uppgift att hdmma
tumorutveckling t.ex. pS3
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