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SAMMANFATTNING

Aktivitetsmitning av thymidinkinas 1 (TK-1) i serum anvidnds som tum&rmarkor
inom bade human- och veterindrmedicinen. TK-1 &r ett intracellulédrt enzym som
ingar i “the salvage pathway” vid cellens DNA-syntes och uttrycks
cellcykelspecifikt. Uttrycket dr som storst och aktiviteten dr som hogst i cellen nér
DNA-syntesen dr som mest aktiv, dvs. i 6vergangen mellan G1- och S-fas. Hos
friska celler avtar sedan TK-aktiviteten snabbt niar de gar in i G2-fas. Vid
neoplastiska sjukdomar &r cellproliferationen mer uttalad och didrmed ocksa
DNA-syntesen vilket leder till en hogre TK-aktivitet i cellen. Den ©kade
aktiviteten gar att mita i serum vilket gor TK-1 till en anviandbar markor for
diagnostik av neoplastiska sjukdomar, for bedomning av prognos samt for att
utvirdera resultat av paborjade behandlingar. For att mita TK-aktivitet pa
humansidan finns ett radioaktivt baserat test och en studie har visat att detta &r
applicerbart dven inom veterindrmedicinen. En begrinsning ur veterinirmedicinsk
synpunkt #r att testet dr dyrt och medfor hantering av radioaktiva @mnen. Inom
humanmedicinen har man med framgang borjat anvinda antikroppar for att mita
koncentrationen av TK-1 i serum hos patienter med solida tumdrer som t.ex.
brostcancer. Denna typ av miétning har visat sig vara anvindbar och skulle vara
mycket intressant att utvdrdera dven inom veterindrmedicinen. I denna studie har
vi uttryckt och framstéllt tva rekombinanta varianter av hund TK-1, dTK1AC12
och dTK1AC38. De tva varianterna har anvints for att utvéirdera artspecifika hund
TK-1 antikroppar och visats fungera som positiv respektive negativ kontroll for
antikropparna. De rekombinanta varianterna kan i senare studier anvindas for att
oka antikropparnas specificitet. Vidare utgér rekombinanterna ett viktigt och
centralt steg i en framtida utveckling av en metod med vilken man kan detektera
och mita koncentration av hund TK-1 i vdvnad och serum med hjilp av
antikroppar.



ABSTRACT

Determination of serum thymidine kinase 1 (TK-1) activity is used as a tumour
marker in both human and veterinary medicine. TK-1 is an intracellular enzyme
involved in a salvage pathway of DNA synthesis. The expression of TK-1 is cell
cycle dependent and the activity increases markedly after the G1 to S transition in
the cell cycle and then declines rapidly in G2. The pronounced proliferative
activity in tumour cells result in a higher TK-1 enzyme activity within the cell.
The fact that the increased TK-1 activity can be measured in serum makes TK-1 a
useful marker in diagnostics of neoplastic diseases and it provides information
regarding prognosis and treatment effectiveness. In human medicine a radioactive
based test is used to determine the TK-1 serum activity. A study has proved that
the test also can be used to determine the TK-1 serum activity in dogs. The test is,
however, limited in a more general use in veterinary practice since it is expensive
and requires handling of radioactivity. Recently in human medicine antibodies has
been used to measure the serum concentration of TK-1 in patients with solid types
of tumours, e.g. breast cancer. This type of measurements has been successful and
would be interesting to evaluate in veterinary medicine. In this study we have
expressed two recombinant types of dog TK-1, dTK1IAC12 and dTK1AC38. The
two types have been used to evaluate specific dog TK-1 antibodies and have been
showed to work as respectively positive and negative controls for the antibodies.
In subsequent studies the recombinants can be used to increase the antibodies
specificity. The recombinants are also important and central in a future
development of a method in witch is possible to detect and measure dog TK-1 in
tissue and serum by using specific antibodies.



INLEDNING

Juvertumorer dr hundens vanligaste tumorform och ca 25-50 % av alla tikar
drabbas. Alla raser kan utveckla juvertumorer och vanligen drabbas medelalders
till dldre tikar. Av tumdrerna dr ca hilften maligna och av dessa &r ca 40-50 %
carcinom och 5-10 % ir sarkom. De benigna tumorerna utgors framforallt av olika
typer av blandtumorer eller adenom (Ettinger, 2005). Hos drabbade tikar dr det
inte ovanligt att fler tumorformer forekommer samtidigt och de kan da ha sitt
ursprung fran olika typer av vdvnad. Det som kliniskt kidnnetecknar maligna
tumdrer dr att de oftare vixer invasivt i omkringliggande vidvnad samt att de i
hogre grad &n benigna tumdrer metastaserar till andra platser i kroppen.
Metastaseringen sker oftast via blod eller lymfvétska och de vanligaste platserna
man finner metastaser fran juvertumdorer ir i regionala lymfknutor och lungor
(Ettinger, 2005).

Inom humanmedicinen har man relativt linge anvint sig av olika typer av
tumormarkorer som hjdlpmedel vid diagnostik av neoplastiska sjukdomar, for
bedomning av prognos samt for att utvirdera resultat av paborjade behandlingar.
En markor kan vara ett 4mne som produceras av maligna celler eller av normala
celler som svar pa att en tumorsjukdom foreligger. Tumormarkorer dr ett omrade
som under senare ar dven har fatt okat intresse inom veterindrmedicinen och
forskning bedrivs nu runt flera olika typer av markorer. En av dessa ar
thymidinkinas (TK). TK é&r ett intracelluldrt enzym som &r involverat i “the
salvage pathway” vid cellens DNA-syntes (von Euler et al., 2004). TK medverkar
hir i1 fosforyleringen av deoxythymidin till deoxythymidinmonofosfat och
forekommer i tva olika former, TK-1 samt TK-2. TK-1 forekommer i cellens
cytoplasma och medverkar vid cellproliferation. TK-2 finns i mitokondrierna och
medverkar vid syntes av mitokondriellt DNA (von Euler et al., 2004, von Euler et
al., 2006). TK-1 uttrycks cellcykelspecifikt och aktiviteten dr som hogst i cellen
niar DNA-syntesen dr som mest aktiv, dvs. i overgangen mellan G1 till S-fas. Hos
friska celler avtar sedan TK-aktiviteten snabbt nir de gar in i G2-fas (von Euler et
al., 2004). Aktiviteten av TK-1 gar att mita i serum och aktiviteten avspeglar da
nivan av DNA-syntes i kroppen och antalet celler som dor under stadier av DNA-
replikation (von Euler et al.,, 2004). Vid neoplastiska sjukdomar é&r
cellproliferationen mer uttalad och didrmed ocksa DNA-syntesen vilket i sin tur
leder till en hogre TK-aktivitet i cellen. Det férekommer dven en mer uttalad
celldod och lickaget fran de sjuka cellerna ér storre (von Euler et al., 2006). Detta
medfor att man vid vissa typer av tumdrsjukdomar kan uppmiéta en signifikant
hogre aktivitet av TK-1 i serum jamfort med den aktivitet som forekommer hos
friska individer (Li et al., 2004).

Aktivitetsmétningar av TK-1 i serum &r en potent tumdrmarkdr vid leukemi och
lymfom som karakteriseras av en mycket hog proliferationshastighet hos de
tumoéromvandlande cellerna (Li et al., 2004). Inom humanmedicinen anvinds idag
TK-métningar for att bedoma prognos och utvérdera behandlingar av bland annat
leukemi, multipla myelom, Hodgkins lymfom samt non-Hodgkins lymfom (von
Euler et al., 2004). Inom veterindrmedicinen anvinds aktivitetsmétningar av TK-1
i serum bland annat for att avgora vilket sjukdomsstadie en hund med malingt
lymfom befinner sig i samt for att avgora patientens prognos (von Euler et al.,



2006). Forskning har visat att aktiviteten av TK-1 i serum Okar i relation till
tumorens malignitet (Li et al., 2004). Efter tumorbehandling har man observerat
att aktiviteten snabbt gar ner till basala nivaer under forutsittning att behandlingen
varit lyckad. Vid aterfall har man funnit att aktiviteten stiger signifikant innan
patienten visar nagra kliniska symtom pa sjukdom (von Euler et al., 2004). TK-
aktiviteten dr ddrmed kopplad till tumorforekomst och grad av malignitet. For att
mita aktiviteten av TK-1 i serum finns det ett kommersiellt test pa humansidan,
Prolifigen TK-REA (Radioenzymatic assay). Detta test gar kortfattat ut pa att man
tillsitter en radioaktiv substratanalog till TK-1. Man miter sedan méngden
omvandlat substrat per tidsenhet vilket korrelerar med TK-aktiviteten i serum. von
Euler och kollegor har i en studie visat att testet fungerar bra for TK-
aktivitetsmétningar pa hund med malignt lymfom (von Euler et al., 2004). En
begrinsning med testet ur veterindrmedicinsk synvinkel dr att det &r dyrt och
medfor hantering av radioaktiva #mnen. 1 dagsldget har sannolikt fa
veterindrkliniker det patientunderlag och den ekonomi som krivs for att sikert
kunna sétta upp testet.

Som tidigare ndmnts dr aktivitetsmitningar av TK-1 i serum en potent
tumormarkor vid olika typer av leukemi och lymfom. Pa solida tumoérer, som t.ex.
juvertumorer, dr resultatet av aktivitetsmétningarna samre (Li et al., 2004). Man
vet inte varfor men en teori dr att TK-1 befinner sig i nagon annan form och &r
ddrmed hindrat att utdva nagon aktivitet under matningarna. Inom
humanmedicinen har man med framgang borjat anvianda antikroppar for att méta
koncentrationen av TK-1 i serum i samband med lung- och brostcancer (Li et al.,
2004). Denna typ av mitning har visat sig vara anvidndbar for att folja
behandlingar samt for att avgora prognos och skulle vara mycket intressant att
utvirdera dven inom veterindrmedicinen. Li och kollegor anvinde sig av anti-
human TK-1 antikroppar med epitop pa den C-terminala delen pa humant TK-1.
Eftersom det tidigare inte funnits antikroppar mot hund TK-1 finns det ingen
metod beskriven ddr man anvinder sig av antikroppar mot hund TK-1 f6r att méta
dess koncentration i serum. Jamforelser mellan humana TK-genen och hund TK-
genen visar en likhet i aminosyrasekvens som uppgar till 88,5 %. Diversiteten
uppgar till 9,1 % och de flesta olikheterna i sekvensen ser man i proteinets C-
terminala del (Pub Med Accession number XP_540462). Under ett examensarbete
vid Institutionen f6r anatomi, fysiologi och biokemi, sektionen for
veterindrmedicinsk biokemi (SLU) har artspecifika antikroppar utvecklats genom
att immunisera kaniner med en syntetisk peptiddel fran hund TK-1 (Froberg,
2006). Antikropparna har visats binda bra till hund TK-1 och &r en viktig ldnk for
att kunna utveckla en billigare och séker metod for att mita koncentration av TK-
1 vid neoplastiska sjukdomar hos hund.

Syftet med denna studie dr att uttrycka och framstilla tva olika varianter av
rekombinant hund TK-1 och anvinda dessa for att utvédrdera de artspecifika hund
TK-1 antikropparna som nidmnts ovan. Vid efterfoljande studier skall de tva
varianterna kunna anvindas som positiv respektive negativ kontroll vid t.ex.
koncentrationsmétningar av hund TK-1. Ett vidare méal med arbetet har varit att
samla in blodprover fran tikar med juvertumorer. Dessa blodprover kommer att
analyseras i en senare studie for att se om det foreligger nagot samband mellan
TK-koncentrationen i serum och tumorernas malignitet.



BAKGRUND - JUVERTUMORER HOS TIK

Tumorforekomst

Juvertumérer dr som tidigare ndmnts en av hundens vanligaste tumoérform. I en
svensk studie som gjorts pa mer dn 80. 000 forsdkrade hundar har man visat att 1
av 100 tikar per ar drabbas av nagon form av juvertumor. Vidare har studien visat
att incidensen okar med stigande alder. Pa en 6-arig hund &r incidensen 1 %, pa en
8-arig hund 6 % och pa en 10-arig hund 13 % (Egenvall et al., 2005). De flesta
hundarna utvecklar juvertumérer runt 10-11 ars alder (Withrow, 2007).

Alla raser kan drabbas men en viss raspredisposition foreligger. Engelsk springer
spaniel, boxer, dobermann, tax, och pudel dr exempel pa nagra raser som drabbas
mer frekvent av juvertumorer (Zatloukal et al., 2005).

Etiologi

Juvervivnaden regleras normalt av olika hormoner. Ostrogen och progesteron har
en central roll i regleringen och utdvar sin effekt genom att binda till receptorer i
juvervivnaden. Etiologin till juvertumorer okénd men sannolikt spelar hormoner
en betydelsefull roll i uppkomst och utvecklande av juvertumorer (Withrow,
2007).

Niar progesteron och Ostrogen binder till respektive receptor stimuleras den
mitogena aktiviteten i juvervdavnaden vilket sannolikt dr en bidragande orsak till
uppkomsten av juvertumorer (Withrow, 2007). Ett stod for denna teori och for att
det finns en hormonell bakgrund till juvertumorer &r att okastrerade tikar l6per
storre risk att drabbas jaimfort med tikar som kastreras tidigt i livet. Om en tik
kastreras innan sitt forsta 16p dr risken att hon drabbas av juvertumorer senare i
livet 0,5 %. Vid kastrering mellan 1:a och 2:a lopet dr risken 8 % och vid
kastration efter 2:a 16pet har risken okat till 26 % (Schneider et al., 1969). Om
kastration sker efter 3:e 1opet eller senare dr risken for att benigna tumérer skall
utvecklas nagot ldagre. Detta kan bero pa att benigna tumorer ofta innehaller, och
uppstar vid, ett okat antal Ostrogen- och progesteronreceptorer i juvervivnaden.
Risken att utveckla maligna tumorer minskar dock inte vid senare kastrationer
vilket sannolikt beror pa att vissa maligna tumortyper, t.ex. carcinom, saknar
normalt juverepitel och dirmed har ett minskat antal Ostrogen- och
progesteronreceptorer (Rutteman et al., 1988). I en studie ddr man med hjilp av
immunohistokemi undersokt uttryck av Gstrogen- och progesteronreceptorer hos
228 juvertumorer fann man uttryck av en eller bada receptorerna i 96 % hos de
benigna tumérerna och 66 % hos de maligna tumérerna (Martin de las Mulas et
al., 2005). I sju av fallen man undersokte hade metastasering till lymfknutor skett.
I dessa fall kunde man inte finna nagot uttryck fran nagon av receptorerna i vare
sig primédrtumoren eller metastasen vilket indikerar att maligna tumoérer inte ar
steroidberoende i samma utstrickning som benigna tumorer (Whitrow, 2007).

For att forhindra 16p hos tikar anvinds ibland syntetiska progestiner, t.ex.
medroxyprogesteronacetat (MPA). I en studie har man funnit att dessa dkar risken
for utveckling av benigna tumorer men inte av maligna tumorer (Misdorp et al.,
1991). Vidare har man funnit att administrering av progestiner leder till en 6kad
produktion av tillvixthormon (GH). Parallellt med den dkade GH-produktionen



kan en 6kning av insulin-like growth factor I (IGF-I) och IGF-II ses i blodet vilket
kan leda till proliferation av juvervidvnaden (Mol et al., 1997). Den hormonellt
inducerade produktionen av tillvixtfaktorer har sannolikt betydelse for
utvecklingen av juvertumorer men hur dr dnnu inte kint (Withrow, 2007).

Klassificering

Som tidigare ndmnts &r ca hilften av juvertumorerna hos hund maligna. Av dessa
klassificeras 40-50% som nagon typ av carcinom. Carcinom dr tumorer som utgar
fran epitelial vivnad. Ca 5-10% klassificeras som sarcom. Sarcom &r tumdorer som
utgar fran mesenkymal vévnad (t.ex. bindviyv, fett, brosk, ben och muskler). Det
finns dven en ovanlig malign tumortyp som kallas carcinosarkom. Denna typ av
tumor bestar av celler som har sitt ursprung fran bade epitelvivnad och bindviyv.
Benigna tumorer utgors ofta av olika typer av adenom, fibroadenom eller
blandtumérer. Blandtumorerna bestar av celler med epitelialt samt mesenkymalt
ursprung (Withrow, 2007).

Det finns flera olika sitt att klassificera juvertumorer. Det vanligaste &r att
klassificeringen gors baserat pa cellernas morfologiska utseende och
histogenetiskta ursprung. En svaghet med dessa system ur klinisk synvinkel &r att
olika histologiska tecken pa malignitet inte alltid korrelerar med det kliniska
forloppet och den framtida prognosen (Withrow, 2007). World Health
Organisation (WHO) har omarbetat ett histologiskt klassificeringssystem och
forutom morfologi dven inkluderat en prognostisk faktor (Midorp et al., 1999) (Se
tabell 1). I detta system har man bland annat gjort en underindelning av
carcinomen och rankat dessa i stigande malign potential.

Diagnos

Diagnosen, juvertumorer, stills idag genom kliniska fynd, dvs. att man
palpatoriskt kidnner en eller flera tumorer i juvervdvnaden. I ca 65-70% av fallen
uppkommer tumorer i de tva bakersta juverparen, dvs. del 4 och 5. Detta beror
sannolikt pa att det dr storre médngd juvervidvnad i dessa delar (Whitrow, 2007).
Palpatoriskt kan man inte med sdkerhet avgéra om en tumor dr benign eller
malign. Benigna juvertumorer dr dock ofta sma, runda, vilavgrinsade och fasta i
sin konsistens. Maligna tumorer uppvisar oftare en snabbare tillvixt och kénns vid
palpation inte lika avgridnsade. Vidare adhererar oftare maligna tumorer till
omgivande vidvnad vilket kan leda till inflammation och ulcerationer (Whitrow,
2007). Nidr man konstaterat att en patient har en juvertumor bdr man gora en
klinisk gradering av tumdren innan behandling inleds. Vid den kliniska
graderingen bor man utvirdera primidrtumoren med avseende pa dess storlek,
tillvixthastighet och hur den vixer i forhallande till omgivande vivnad. Man bor
vidare undersoka om det foreligger inflammation eller ulceration i omradet for
tumoren. Regionala lymfknutor bor palperas for att pavisa eventuell
metastasering. Lungor bor rontgas for metastaskontroll (Withrow, 2007).



Tabell 1. WHO'’s histologiska klassificering av juvertumdrer hos hund

1. Malignant tumours

Noninfiltarating (in situ) carcinoma
Complex carcinoma
Simple carcinoma
Tubulopapillary carcinoma
Solid carcinoma
Anaplastic carcinoma
Special types of carcinomas
Spindel cell carcinoma
Squamous cell carcinoma
Mucinous carcinoma
Lipid-rich carcinoma
Sarcoma
Fibrosarcoma
Osteosarcoma
Other sarcomas
Carcinosarcoma
Carcinoma or sarcoma in benign tumour

2. Benign tumours

Adenoma
Simple adenoma
Complex adenoma
Basaloid adenoma
Fibroadenoma
Low-cellularity fibroadenoma
High-cellularity fibroadenoma
Benign mixed tumor
Duct papilloma

Behandling

Behandlingen ir kirurgisk och hur mycket juvervidvnad som skall avldgsnas beror
pa tumoren/tumorernas omfattning och antal. Nodulektomi (Lumpektomi) innebér
att endast sjilva tumodren avldgsnas tillsammans med ett tunt lager av
omkringliggande vivnad. Detta kan vara indikerat pa enstaka solitira tumorer
som dr mindre dn 0,5 cm i diameter, fasta i konsistensen och vil avgrédnsade till
omkringliggande vivnad. Om patologanatomisk diagnos (PAD) visar att tumoren
ir benign krivs inget ytterligare ingrepp. Om PAD visar att tumdren dr malign
krivs ingen ytterligare operation under forutsittning att den é&r liten, vélavgriansad
och omgiven av 1-2 cm frisk védvnad i alla riktningar. Om tumoren &r ofullstéandigt
avldgsnad eller avligsnad med for liten marginal bor en mer radikal operation
utforas (Withrow, 2007). Vid mer omfattande juvertumorer kan regional
mastektomi utforas. Denna metod dr baserad pa de olika juverdelarnas lymfatiska
drinage. Det lymfatiska dridnaget dr komplext och kan ske mellan alla juverdelar
(1-5) inom samma juverrad. Studier har dock visat att juverdel 1-3 i huvudsak har
gemensamt lymfatiskt drinage till axillarlymfknutan och juverdel 4-5 har



gemensamt drinage till inguinallymfknutan. Detta innebdr att vid en tumor i
juverdel 1, 2 eller 3 skall samtliga av dessa juverdelar avldgsnas i ett stycke. Det
dr sillsynt att axillarlymfknutan dr involverad vid juvertumor hos hund. Om den
ir forstorad eller cytologiskt positiv for maligna celler bor den avldgsnas om
mojligt. Vid en tumor i juverdel 4 eller 5 skall bada dessa avldgsnas i ett stycke
tillsammans med inguinallymfknutan (Withrow, 2007). Vid multipla och mellan
juverdelarna mer spridda tumoérer kan sa kallade totala mastektomier utféras vilket
innebir att hela juverraden pa en sida avldgsnas. Detta dr ett relativt omfattande
ingrepp men bor dvervigas vid multipla tumoérer spridda i manga juverdelar samt
pa yngre tikar dir det finns misstanke om en aggressiv tumorform (Withrow,
2007).

Kompletterande behandlingsmetoder till kirurgi kan vara t.ex. stralning,
cytostatika och hormonbehandling. Dessa anvénds inte rutinméssigt i Sverige och
det finns fa studier som visar att nagon av dessa metoder i kombination med
kirurgi ger ett béttre behandlingsresultat jimfort med enbart kirurgi.

Prognos

En mycket viktig prognostisk faktor vid juvertumérer dr tumorens histologiska
utseende. Vid benigna tumdrer dr 6verlevnaden mycket god. Vid maligna tumorer
har hundar som drabbats av carcinom bittre prognos jimfort med de som drabbas
av sarkom eller carcinosarkom (Kurzman et al., 1986). For histologisk
klassificering av juvertumorer se tabell 1. Nagra ovriga faktorer med prognostiskt
vérde vid juvertumorer dr (Withrow, 2007):

Tumorens storlek

Om metastasering till regional lymfknuta eller lungor skett

Om tumdren &r avgrédnsad eller vixer invasivt

Om tumdren &r ulcerativ

Om intravaskulir invixt forekommer

Om det finns steroidreceptoraktivitet i den tumdromvandlade vivnaden

For sammanfattning av prognostiska faktorer vid juvertumorer hos hund se tabell
2.

Tabell 2. Sammanfattning av prognostiska faktorer vid juvertumdrer hos hund

Bra Daligt
<3 cm i diameter >3 cm i diameter
Vilavgrinsad Invasiv, ulcererad
Lymfknutor: negativa Lymfknutor: positiva
ER och PR: positiv ER: negativ
Histologisk undergruppering (carcinom — Histologisk undergrupering (carcinom —
vildifferentierad, complex, odifferentierade, simplex, solida,
tubulért/papillért) anaplastiska; inflammatoriska carcinom;
sarcom)

Nagra faktorer som sannolikt inte &r av prognostisk relevans &r alder, ras, vikt,
antal tumorer, vilka juverdelar som #r drabbade samt typ av operation (under
forutsittning att all drabbad vidvnad avldgsnas med god marginal) (Withrow,
2007).



MATERIAL OCH METODER
Framstéllande av hund TK-1

Liya Wang vid Institutionen for anatomi, fysiologi och biokemi, sektionen for
veterindrmedicinsk biokemi (SLU), har framstillt tva olika cDNA-konstrukt av
hund-thymidinkinas 1 (dTK1), dTK1AC38 respektive dTK1AC12. dTKA1C38
saknar de 38 sista aminosyrorna i C-terminala delen och bestar av totalt 204
aminosyror (figur 1). dTK1AC12 saknar de 12 sista aminosyrorna i den C-
terminala delen och bestar av totalt 230 aminosyror (figur 1). De tva konstrukten
dr separat klonade till plasmiden pEXP5-NT/TOPO. Efter kloningen gjordes en
sekvensering som visade att cDNAt lag korrekt i plasmidens insertionsplats.
Direfter transfekterades klonerna till bakteriestammen BL21 (DE3) plysS.

MSCINLPTVLPGSPSKTRGQIQVILGPMFSGKSTELMRRVRRFQIAQYKC
LVIKYAKDTRYSNSFSTHDRNTMEALPACLLRDVAQEALGVAVIGIDEG
QFFPDIVEFSETMANAGKTVIVAALDGTFQRKAFGTILNLVPLAESVVK
LTAVCMECFREAAYTKRLGSEKEVEVIGGADKYHSVCRLCYFKKASG
PPDACHJDSRE&U(EN\HQVLAHXJKPCHR]KID#TCPVRfﬂaFAPCﬂiVL(yCSPAbJ 242

204 230
- Aminosyror som saknas i d-TK1AC12
—————— Aminosyror som saknas i d-TK1AC38

I:] Peptidsekvens som kaninerna immuniserats med (aa 196-
223)

Figur 1. Aminosyrasekvens for dTK-1 (242 aa), dTK1ACI2 (230 aa), dTK1AC38 (204
aa) samt peptidsekvens som kaninerna immuniserats med.

Bakteriestammen (BL21 (DE3) plysS) med respektive klon (dTKIAC12 samt
dTK1AC38) stroks pa separata LB-plattor innehéallande ampicillin (Amp,
50ug/ml) och kloramfenikol (CA, 50ug/ml). Plattorna inkuberades Over natten i
37°C. Direfter 6verfordes 4 st kolonier fran respektive platta till separata rér med
0,8 ml flytande LB-medium med Amp och CA. Losningarna inkuberades i 37°C
pa skakinkubator 6ver natten. Bakteriekulturerna inducerades sedan med 0,1 mM
IPTG i 2 timmar pa skakinkubator i 37°C. Direfter analyserades
totalproteinextrakten med SDS-PAGE (12 %) for att kontrollera totalt uttryck av
dTK-1. Sedan isolerades en koloni av vardera klon (dTKIAC12 samt
dTK1AC38), som forefoll ha ett bra uttryck av dTK-1, fran plattorna med BL21
(DE3) plysS. Dessa inokulerades i 25 ml LB med Amp och CA och inkuberades
pa skak i 37°C 6ver natten. Overnattskulturerna inokulerades sedan till 1 liter LB
med 10 ml glukos (40 %), 100 ml M9-salt, 1 ml MgSOy, 1 ml Amp samt 1 ml CA
och inkuberades pa skak i 37°C tills ODgy > 0,6. Direfter inducerades



cellkulturerna med 0,1 mM IPTG i 37°C under ca 2 timmar for att starta uttryck
av dTK-1. Cellerna skordades sedan genom centrifugering i 20 minuter (4500
RPM i 4°C). Respektive pellet resuspenderades i 20 ml buffert bestaende av
25mM Tris-HCI pH 7.6, 0.4 M NaCl, 0.5% NP-40 samt 1 mM MgCl,. For att
forstora bakterierna frystes losningarna pa kolsyreis och tinades sedan upp igen.
Efter upptining sonikerades 16sningarna i 3 minuter (amplitud 25 och 5 sekunders
pulser). Direfter centrifugerades 16sningarna i 30 minuter (4500 rpm i 4°C) och
supernatanten var klar for proteinrening. Innan proteinreningen analyserades
supernatanterna med SDS-PAGE. For att kontrollera att de innehdll dTK1AC12
samt dTK1AC38 utférdes en Western Blot med anti-His antikroppar enligt
protokoll fran Amersham Biosciences.

Proteinrening

Proteinerna renades fram genom metallaffinitetskromatografi och gravity flow
purification. Ni-NTA (Qiagen) tillsattes till tva kolonner. Dérefter tvittades
kolonnerna med vatten och Binding buffer (25 mM Tris-HCI pH7.6, 0.4 M NacCl,
5 mM Imidazol, 0.1% NP-40). Sedan tillsattes supernatanterna (med dTK1AC12
samt dTKIAC38). Kolonnerna tvittades ater med Binding buffer. Direfter
tvittades kolonnerna med en Binding buffer som hade hogre koncentration med
Imidazol (30 mM) for att bli av med Overflodiga icke Onskvirda protein.
dTK1AC12 samt dTK1AC38 eluerades sedan ut med en elueringsbuffert (25 mM
Tris-HCI pH7.6, 0.4 M NaCl, 500 mM Imidazol, 0.1% NP-40) och samlades i
sma fraktioner. For att kontrollera fraktionernas innehall utférdes en SDS-PAGE.
Fraktionerna med mest proteininnehall poolades och proteinkoncentrationerna
beridknades genom absorbansmétningar vid 280 nm.

Bestamning av enzymernas aktivitet

Miitning av enzymernas aktivitet gjordes med en radiokemisk metod (Ives et al.,
1996). Till enzymerna, dTKIAC12 och dTKIAC38S, tillsattes det radioaktivt
miirkta substratet *H-dThd. Substratet borjar da att fosforyleras av enzymerna med
ATP som fosfordonator. For att fa ett matt pa enzymernas aktivitet och hur
bildandet av produkt féridndras Gver tiden avbrots reaktionerna efter 10, 20 samt
30 minuter genom att sma fraktioner av blandningen fordes over till ett
jonbytarfilter (DE-81). Direfter tvittades filterpappren i en buffert sa att endast
den bildade produkten kvarstod pa filtret. Sedan miittes sonderfallet av produkten
pa de olika filterpappren, i en scintillationsmitare, vilket blir ett matt pa
enzymernas aktivitet. Som kontroll och ett matt pa 16sningens totala aktivitet
anvindes filterpapper som ej tviittats.

Utvardering av antikroppar mot hund TK1

Under ett examensarbete vid Institutionen for anatomi, fysiologi och biokemi,
sektionen for veterindrmedicinsk biokemi (SLU) har artspecifika antikroppar
utvecklats genom att 3 olika kaniner (Kurtis, Dingo och Ulrika) immuniserats med
en syntetisk peptiddel fran dTK-1 (Froberg, 2006).

5, 10 samt 100 ng av dTK1AC12 och dTK1AC38 tillsattes pa 4 st SDS-PAGE.

Aven 100 ng humant TK-1 tillsattes pa respektive gel. Proteinerna blottades sedan
over till nitrocellulosamembran genom semi-dry transfer. Membranen
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inkuberades i Blocking buffert (1xPBS, TWEEN samt 5 % mjolkpulver utan fett)
over natten. Direfter inkuberades membran 1 med antiserum fran Ulrika,
membran 2 med antiserum fran Dingo och membran 3 med antiserum fran Kurtis.
Samtliga antiserum som anvindes var framtagna 4 veckor efter kaninernas forsta
immunisering och var spidda 50 x. Membran nr 4 inkuberades i pre-serum fran
Ulrika. Inkuberingen genomfordes pa skakinkubator under 2 timmar. Membranen
framkallades sedan genom tillsatts av konjugerade anti-kanin IgG antikroppar
foljt av framkallningsreagens (“enhanced chemiluminescent” (ECL) detection,
Amersham Bioscience).

Provinsamling

Prover till studien samlades in mellan januari och oktober 2007 efter godkénnande
fran djurdgare. Provtagningarna skedde vid Universitetsdjurdjukhuset vid
Sveriges Lantbruksuniversitet (SLU), vid Falu Djursjukhus samt vid Arninge
Djurklinik. Totalt provtogs 16 stycken tikar som hade en eller fler palpatoriskt
konstaterade juvertumorer och var lampliga kandidater for mastektomi. Samtliga
av tikarna i studien tappades pa serum preoperativt i samband med
operationstillféllet. Vid stygntagning, ca 10-14 dagar efter operationen togs ett
uppfoljande serumrdr pa 10 st av de opererade tikarna. Ett uppfoljande prov fran
samtliga tikar i studien var Oonskvért men patientbortfall mojliggjorde inte detta.
De insamlade proverna kommer att analyseras senare i uppfoljande studier.

Nybildningarna skickades i samtliga fall till patologen pa SVA eller till BioVet
for patolog anatomisk diagnos (PAD). Syftet med det preoperativa serumprovet
som togs pa samtliga tikar var att undersoka om det foreligger nagot samband
mellan TK-koncentrationen i serum och tumorernas malignitet. Syftet med det
postoperativa serumprovet var att undersoka om det foreligger en fordndring i
TK-koncentrationen pre- och postoperativt.

RESULTAT
Framstéllande av dTK1

Vi har uttryckt och framstillt tva olika varianter av rekombinant dTK-1,
dTK1ACI12 samt dTK1AC38, i E. coli. Innan proteinerna renades genomférdes en
SDS-PAGE pa de totala lysaten och supernatanterna fran respektive variant. Som
kontroll och for att fa ett matt pa totala uttrycket av dTK-1 protein genomfordes
en Western blot med anti-His antikroppar. Denna visade att supernatanterna
inneholl dTK1AC12 respektive dTK1AC38 (figur 2).
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Figur 2. Western blot utford pa supernatanterna samt totala lysaten for dTK1ACI12 samt
dTKI1AC38

Rening och koncentrationsbestamning av proteinerna

Proteinerna renades genom metallaffinitetskromatografi. Efter tvitt av kolonnerna
eluerades respektive protein ut i 6 stycken fraktioner. For att kontrollera
fraktionernas med avseende pa innehall och renhet genomférdes en SDS-PAGE
(figur 3) pa fraktion 1-4 for respektive protein. Fraktion 1 for bade dTK1AC12
och dTK1AC38 visade sig innehalla lite protein. De Ovriga fraktionerna 2-4 for
respektive variant inneholl rikligt med protein och reningen hade fungerat
tillfredstdllande. Vi poolade fraktion 2-6 fran respektive kromatografi och
bestimde  proteinkoncentrationen genom  absorbansmétning 1 ODpg.
Koncentration av dTK1AC12 var 0.97 mg/ml. Totalvolym var 3.5 ml vilket ger en
total mangd dTK1AC12 pa ca 3.4 mg. Koncentrationen av dTK1AC38 var 2.34
mg/ml. Total volym var 4 ml vilket ger en total mangd av dTK1AC38 pa 9.4 mg.

Aktivitetsmatning

Genom en radiokemisk metod mitte vi aktiviteten av dTKIACI12 samt
dTK1AC38. Hogst aktivitet uppmittes hos dTKIAC38, 1012 nmol/min/mg.
Aktiviteten hos dTK1AC12 uppmiittes till 727 mmol/min/mg.
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Figur 3. SDS-PAGE pa fraktion 1-4 fran dTKI1AC12 samt dTK1AC38 efter proteinrening.
Som kontroll anviindes supernatanten fran ACI12 innan rening.

Test av de artspecifika antikropparna

En Western blot genomfordes med olika méngder av dTK1AC12 och dTK1AC38
samt humant TK-1 for att utvdardera antikropparna som tagits fram pa de olika
kaninerna (Kurtis, Dingo och Ulrika). Antikropparna fran Kurtis visade sig binda
endast till dTKIACI12 (100 ng). Dingos antikroppar visade sig binda till
dTKI1AC12 (100 ng) samt till humant TK-1. Antikropparna fran Ulrika visade sig
binda till dTK1AC12 (10 ng) samt dTKIAC38 (10 ng). Pa den Western som
genomfordes pa Ulrikas pre-serum kunde inga band detekteras vilket visar att
detta serum inte innehaller antikroppar fér hund eller human TK-1. Se figur 4.

Provinsamlingen

Pa samtliga tikar togs ett blodprov vid operationstillfillet. Pa tik 1-10 togs dven ett
uppfoljande blodprov 10-14 dagar efter operationen. For PAD och forteckning
Over provtagna hundar se tabell 3. Proverna kommer att analyseras i senare
studier.
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Figur 4. Western blot som genomforts med olika mangder av dTKIACI2 och dTKI1AC38
samt humant TK-1 (hTK) for att utvdrdera antikropparna fran respektive kanin samt
Ulrikas pre-serum.

DISKUSSION

I denna studie har vi framstillt tvd olika varianter av rekombinant dTK-1,
dTK1ACI12 samt dTK1AC38. Vi fick en tillfredstillande koncentration och
totalméngd av bada proteinerna. Hogst koncentration (2.34 mg/ml) och storst
totalmidngd (9.4 mg) fick vi av dTK1AC38. En forklaring till detta kan vara att
den kortare C-terminala delen hos dTK1AC38 gor proteinet mer stabilt jAmfort
med dTK1ACI12 (figur 1). Aktivitetsmétningar av proteinerna visade att de hade
normal aktivitet. dTK1AC138 uppvisade hogre aktivitet vilket sannolikt ocksa
beror pa att det dr stabilare &n dTK1AC12.

Det var till en borjan svart att uttrycka bade dTKAC12 och dTKAC38 fran den
glycerolstock med BL21 (DE3) plysS vi borjade med. En orsak till detta kan vara
att cDNAt for de bada proteinerna inte satt ritt i plasmiderna. Vi vergick darfor
till en stam med BL21 (DE3) plysS som nyligen transfekterats med plasmider dir
det med sekvensering var konstaterat att cDNAt for proteinerna satt ritt i
plasmiderna.

Den syntetiska peptid som anvindes vid immuniseringen av kaninerna bestod av
28 aminosyror, nr 196-223 (figur 1). Nir vi testade antikropparna pa dTK1AC12
och dTK1AC38 fann vi att alla tre kaniners antikroppar band till dTK1AC12 (figur
4). Detta var vintat eftersom dTKIAC12 utgors av 230 aminosyror och endast
saknar 12 aminosyror i sin C-terminala del. Dirmed innehar dTK1AC12 hela den
sekvens som kaninerna immuniserats med (figur 1). Detta innebér att dTK1AC12
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utgor en lamplig positiv kontroll for samtliga kaniners antikroppar. I Kurtis och
Dingos fall har antikropparna bundit till den storsta méngden dTKIAC12 som
tillsatts, 100 ng. Ett svagt positivt filt kan i bada dessa fall dven ses pa 10 ng. I
Ulrikas fall har antikropparna bundit till filtet dér vi tillsatt 10 ng dTK1ACI12 och
inte till filtet med 100 ng. Detta &dr ovintat och kan t.ex. bero pa misstag i
spadningsserien eller i pippeteringens ordningsféljd. dTK1AC38 utgors av 204
aminosyror eftersom det saknar de 38 sista aminosyrorna i sin C-terminala del.
Dérmed innehar dTK1AC38 endast de 9 forsta aminosyrorna i peptidsekvensen
som kaninerna immuniserats med (figur 1). Kurtis och Dingos antikroppar féste
inte in till dTK1AC38 vilket sannolikt innebér att deras antikroppars epitop till
storsta del utgors av aminosyror som ligger nagon stans mellan nummer 205 - 230
i hund TK-sekvensen. dTK1AC38 kan dérfor utgora en negativ kontroll for Kurtis
och Dingos antikroppar. Ulrikas antikroppar visade sig binda till dTKIAC38
vilket innebédr att epitopen i detta fall sannolikt ligger inom en annan
aminosyrasekvens. En antikropp kan kidnna igen en sekvens pa ca 8 - 10
aminosyror vilket innebér att eptitopen eventuellt kan utgdras av de 9 sista
aminosyrorna i dTKIAC38 som #r identiska med de 9 forsta i den peptid
kaninerna immuniserats med. Resultatet visar att dTK1AC38 inte &r lamplig som
negativ kontroll pa Ulrikas antikroppar. Ulrikas pre-serum inneholl som véntat
inga antikroppar mot hund eller humant TK.

Dingos antikroppar var de enda som visades binda #ven till humant TK (figur 4).
Vid jamforelser mellan human och hund TK é&r den ldngsta identiska
aminosyrasekvensen, inom peptiden som kaninerna immuniserats med, 7
aminosyror (nr 213 — 219). Det &r didrfor hogst sannolikt att epitopen for Dingos
antikroppar utgors av detta omrade (figur 5).

aa 196 aa 223

Hund CPMGLDSRENKENVLVLVPGKPGEGKEA
Human CPAGLDN - - - KEN - - CAVPGKPGE - - - A

aa 196

Figur 5. Jdmforelse mellan den hundaminosyrasekvens som kaninerna immuniserats med
och motsvarande sekvens i humana TK-1. Boxen visar den ldngsta identiska
aminosyrasekvensen inom peptiden. Sekvensen kan utgora epitop for Dingos antikroppar.

Forskning inom humanonkologin har visat att antikroppar kan anvidndas for att
mita koncentrationen av TK-1 i serum. Denna typ av miétning har visat sig vara
anvindbar for att folja behandlingar och avgora prognos hos patienter med solida
tumorer, t.ex. brostcancer, och skulle vara mycket intressant att utvirdera dven
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inom veterindrmedicinen. Vi har framstillt tva rekombinanta varianter av hund
TK-1 som kan fungera som positiv respektive negativ kontroll fér Dingos och
Kurtis antikroppar. De rekombinanta varianterna tillsammans med de artspecifika
antikropparna utgor ett viktigt och centralt steg i utvecklingen av en metod med
vilken man kan detektera och mita koncentration av hund TK-1 i vdvnad och
serum. Vidare kan de rekombinanta varianterna anvindas for att rena hund TK-
antikroppar fran serum och diarmed oka antikropparnas specificitet.

Tabell 3. Forteckning dver serumprover insamlade, mellan januari och oktober 2007,
[fran tikar med en eller fler palpatoriskt konstaterade juvertumérer. Pa samtliga tikar togs
ett blodprov vid operationstillfiillet. Pa tik 1-10 togs dven ett uppfoljande blodprov 10-14
dagar efter operationen

Hund Namn Ras PAD

Nr

1 Katsie Cavalier Benign blandtumor

K.C.
Spaniel

2 Molly Dvirgpudel Komplext adenom, duktpapillom, lobuldr
kortelhyperplasi (inga hallpunkter for
malignitet)

3 Pina Schifer Fibrosarcom, beningn blandtumér, komplext
adenom, lobulér kortelhyperplasi,
mjolkgangsektasier

4 Astrid Labarador  Cystiskt ductulidrt papillom och komplext

Retriever adenom
5 Tasti Tib. Carcinoma simplex av tubulopapilldr typ,
Spaniel adenoma simplex

6 Alice Blandras Carcinoma komplex av solid typ

7 Tova Tollare Tubulopapillért carcinoma simplex

8 Dida Kelpie Tubulopapillért carcinom med metastasering
till regional lymfknuta, lobulér
kortelhyperplasi samt mjolkgangsektasier

9 Wilma Cairnterrier Adenoma komplex

10 Tilda Golden Benign blandtumor

11 Ida Cavalier Kronisk mastit med gangektasier

K.C. (inga fynd av neoplasier)
Spaniel

12 Svartie Blandras Adenoma komplex, juvercysta, benign
blandtumor

13 Bella Engelsk Benigna blandtumérer

Springer
Spaniel
14 Skorpan  Tax Duktulért papillom, lobulédr hyperplasi
15 Ella Golden Karcinosarkom
Retriever
16 Minna Engelsk Benign blandtumor, cystiskt ductulirt
Springer papillom
Spaniel
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