Kvantitativ RT-PCR-analys for detektion av
pigmentrelaterade transkript i harrotter fran
hund

Ulrika Falkeno

Handledare: Henrik von Euler
Inst. for kliniska vetenskaper, SLU
Bitradande handledare: Bertil Kagedal
Avd. fér klinisk kemi, Linkdpings Universitetssjukhus

Sveriges lantbruksuniversitet Examensarbete 2007:72
Fakulteten fér veterindrmedicin och ISSN 1652-8697
husdjursvetenskap Uppsala 2007

Veterindrprogrammet






INNEHALLSFORTECKNING

ABSTRACT ...ttt sttt ettt et et ae et st be e 1
SAMMANFEFATTNING ..ottt 2
FORKORTNINGAR .....ccoooiimiimiiiiinienieiesieeise e sise st ssse e 3
INLEDNIING ....ootiiiiiieitete ettt sttt sttt ettt st esaeeteeneesaeenseeneens 4
Malignt MEIANOIM.....coiiiiiiiiieiitieee ettt st e es 4
IMEIANOZENES .....veeenvvieeiieeeiiee et e eieeeeteeesteeesbeeesabeeessbaeensseeesseesnssaeenseeesnseeennseens 6
Pigmentrelaterade tranSKript.........ccceoviiiiiiiiiniiieiieeee e 6
Kvantitativ RT-PCR-aNalYS .......cccceeiiiiiiiiiiiiiieeciieeciee et 7
Syt et ettt et e sttt e e 8
MATERIAL OCH METOD .....coiiiiiiiiiieieeeeeee ettt 8
Homogenisering och RNA-eXtraktion ..........ccc.eeeviieiniiiinieenieeniieeeeeeeiee e 8
Primrar OCh ProODET .......cooouviiiiiii ettt 8
First-strand CDNA-SYNEES ....ccouviiiiiiiiiiiieiieeteeee et 9
PR ..ttt sttt ettt ettt et sae et 9
RESULTAT ...ttt ettt e sttt ettt et ae e 9
DISKUSSION ...ttt ettt ettt sttt et e st et eneesae e 10



ABSTRACT

Malignant melanoma represents 4-7% of all canine neoplasms and they are the
most common malignant tumors of the oral cavity and digits. These tumors are
often aggressive and metastasize quickly. To date there is no effective treatment
and survival times are short. Most dogs are euthanized due to complications
caused by metastases. Melanin pigment is a hallmark of melanomas and is usually
present in large amounts in these tumors. The aim of this study was to see if
quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (QRT-PCR) could be
used for detection of pigment related transcripts in canine hair roots. Human
primers and probes were used for tyrosinase (TYR) and tyrosinase related protein
1 (TYRPI). For antigen recognized by T cells 1 (Melan-A/MART1) probe and
primers had to be redesigned to fit the canine genome. The samples consisted of
30 hair roots each from 18 dogs with different fur colour. Our results show that
black hair has a large amount of the pigment related transcripts and that white hair
has no or very little TYR and TYRP-1 transcripts. Even brown and yellow hair
roots contain no or very little TYR and TYRP-1 transcripts. In the future it would
be interesting to analyze the pigment content of canine hair of especially brown
and yellow color. If developed for analysis of the pigment related transcripts in
tumour and lymphatic tissue as well as in blood this quantitative RT-PCR method
could be usable for detection of melanomas, staging of patients and monitoring of
therapeutic effect in both humans and dogs.



SAMMANFATTNING

Malignt melanom utgor ca 4-7% av alla tumorer hos hund och de dr de vanligaste
maligna tumorerna i munhala och tar. Dessa tumorer #dr ofta aggressiva och
metastaserar snabbt. Det finns idag ingen effektiv behandling och
overlevnadstiderna dr mycket korta. De flesta hundar avlivas p.g.a.
komplikationer orsakade av metastaser. Melaninpigment idr ett kdnnemérke for
melanom och forekommer ofta i stor midngd i dessa tumorer. Syftet med den hér
studien &r att se om man kan anvédnda kvantitativ reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (QRT-PCR) for att detektera pigmentrelaterade transkript i
harrotter fran hund. Vi anvénde oss av humana sekvenser for prober och primrar
till tyrosinas (TYR) och tyrosinasrelaterat protein 1 (TYRP1) medan vi fick
designa ny probe och primrar till antigen recognized by T cells 1 (Melan-
A/MART1). Materialet utgjordes av 30 harstran fran vardera 18 hundar med olika
pilsfarg. Resultaten visar att svarta hundar har hoga halter av de
pigmentrelaterade transkripten i sina harrdtter medan de vita hundarnas harrotter
inte innehéller nigra eller mycket fi TYR- och TYR-1-transkript. Aven de gula
och bruna hundarna har inga eller mycket liten midngd TYR- och TYR-1-
transkript i sina harrotter. 1 framtiden vore det intressant att analysera
pigmentinnehallet i har fran hundar med framf6rallt gul och brun pélsfirg. Om
den kvantitativa RT-PCR-metoden utvecklas for analys av pigmentrelaterade
transkript i tumor-, lymfvivnad och blod borde den kunna anvidndas for att
detektera melanom, avgora i1 vilket stadium av sjukdomen patienter befinner sig
och dven f6lja terapieffekt hos bade hund och ménniska.



FORKORTNINGAR

cDNA
DNA
dNTP
Melan-A/MART-1
mRNA
PCR
QRT-PCR
RNA
RT-PCR
TYR
TYRP-1

complementary deoxyribonucleic acid
deoxyribonucleic acid

deoxyribonucleotide triphosphate

melanoma antigen recognized by T-cells 1
messenger ribonucleic acid

polymerase chain reaction

quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction
ribonucleic acid

reverse transcriptase polymerase chain reaction
tyrosinas

tyrosinasrelaterat protein-1



INLEDNING

Malignt melanom

Melanom é&r en cancersjukdom med allvarliga konsekvenser for bade ménniska
och hund. Hos hundar uppticks den vanligtvis sent, nidr metastasering redan skett,
och da kirurgisk behandling inte dr botande (MacEwen, 1990; Modiano, 1999;
Smith, 2002). Malignt melanom utgor ca 4-7% av alla tumorer hos hund (Hoyt,
1984; Modiano, 1999; Smith, 2002) och &dr den vanligaste tumorformen i
munhalan (MacEwen, 1999; Ramos-Vara, 2000; Ohashi, 2002; Bergman, 2003).
Den vanligaste lokalisationen for orala melanom é&r gingiva (Todoroff, 1979;
Spangler, 2006). Andra lokalisationer dr slemhinna pa ldapp och kind, harda och
mjuka gommen, tunga, hud, tar och 6ga (Brodey, 1970; Todoroff, 1979; Hoyt,
1984; Ramos-Vara, 2000; Smith, 2002). Hudmelanom hos hund &r vanligen
benigna (Modiano, 1999; Sulaimon 2003b).

Orala melanom vixer snabbt, dr invasiva, aterkommer ofta efter kirurgisk
behandling och metastaserar via lymf- eller blodkarl till regionala lymfknutor,
lungor och viscera (Brodey, 1970; Todoroff, 1979; MacEwen, 1999; Modiano,
1999; Ramos-Vara, 2000; Smith, 2002; Sulaimon, 2003a). Maligna melanom kan
dven invadera benvidvnad och orsaka osteolys (Todoroff, 1979; Smith, 2002).

Orala melanom &r vanligast hos hundar som dr 6ver tio ar gamla (Cotchin, 1955;
Brodey, 1970; Todoroff, 1979; Hoyt, 1982; Ramos-Vara, 2000). Storst risk att
drabbas 16per hundar av smavixta raser samt de med kraftigt pigmenterade
munhaleslemhinnor (Cotchin, 1955, Todoroff, 1979; Hoyt, 1984; Ramos-Vara,
2000). I merparten av de studier som gjorts har man sett en storre forekomst av
malignt melanom hos hanhundar (Cotchin, 1955; Brodey, 1970; Todoroff, 1979;
Hoyt, 1984; Ramos-Vara, 2000).

Patogenesen for melanom hos hund &r ofullstindigt kartlagd (Modiano, 1999;
Sulaimon, 2003b). Melanom utvecklas genom att normala melanocyter, isolerade
fran andra melanocyter, ombildas till pigmenterade, aggregerade neoplastiska
melanocyter (Smith, 2002). Detta sker i en flerstegsprocess som borjar med
initiering och fortsdtter med promotion, transformering och metastasering
(Brodland, 1997; Smith, 2002).

Melanom hos hund utvecklas spontant genom interaktion av melaninets gener
med miljon (Smith, 2002; Sulaimon, 2003b). Hos domesticerade djur har man sett
att vissa stammar (breeds) och familjer utvecklar specifika typer av cancer vilket
tyder pa att #rftliga komponenter dr av betydelse for utveckling av melanom och
dess progression (Modiano, 1999; Smith, 2002).

Symtom vid orala melanom dr blodningar fran munhala, smértor fran munnen,
16sa tdander, halitosis, salivering, ovilja att tugga, oregelbunden kikkontur eller
fortjockning av mandibula, synliga tumodrer och lymfadenopati (Hoyt, 1984;
Smith, 2002; Ettinger, 2005).

Det kan vara svart att diagnostisera melanom da de varierar kraftigt vad giller
graden av pigmentering; de kan vara allt fran opigmenterade till kraftigt
pigmenterade (Cotchin, 1955; Hoyt, 1982; Ramos-Vara, 2000). De kan dessutom
anta manga olika histologiska och cytologiska utseenden (Cotchin, 1955;



Modiano, 1999; Ramos-Vara, 2000). Melanom kan dven variera i storlek men de
flesta dr mellan 1-3 cm stora (Smith, 2002).

Pa grund av dessa olikheter maste ofta immunohistokemi anvindas for att
konfirmera diagnosen (Modiano, 1999; Ramos Vara, 2000; Sulaimon, 2002).
Melanomen bérjar som en svart macula och utvecklas sedan till en snabbt
vixande, fast massa. De kan vara kupolformade och jimna eller ha en ulcererad,
rod och blodande yta. Mikroskopiskt bestar melanomen av epiteloida eller
spolformade melanocyter (McGavin, 2001).

Det finns ingen enskild effektiv behandling for melanom hos hund (Hoyt, 1984;
Modiano, 1999). Terapier som anvénts for att kontrollera orala neoplasier ar,
monoterapier eller kombination av olika former av kirurgisk extirpation, stralning,
kemoterapi, immunoterapi, genterapi, hypertermi och kryokirurgi (Hoyt, 1984;
Modiano, 1999). Standardbehandling vid systemisk kemoterapi dr carboplatin
(Rassnick, 2001). Malignt melanom hos hund &r dock resistent mot kemoterapi
och kriver tidig behandling (Hoyt, 1984; MacEwen, 1990; MacEwen, 1999;
Bergman, 2003; Sulaimon, 2003a).

Overlevnadstider #r mycket korta och de flesta hundar avlivas p.g.a.
komplikationer orsakade av metastaser (Todoroff, 1979; Bostock, 1986;
MacEwen, 1990; MacEwen, 1999; Catchpole, 2003). Hos hund med framskriden
sjukdom &r overlevnadstiden efter aggressiv kirurgisk behandling mindre dn fem
manader (Todoroff, 1979; Ramos-Vara, 2000; Bergman, 2003).

Det finns manga likheter mellan malignt melanom hos hund och minniska som
gor att malignt melanom pa hund skulle kunna fungera bra som en klinisk modell
for komparativa studier (MacEwen, 1990; Knapp, 1997; Vail, 2000; Smith, 2002;
Bergman, 2003). Dessutom ér det littare att fa material for forskning fran hund &n
fran minniska.

Figur 1. Oralt malignt melanom hos hund.



Melanogenes

Melaninpigment &r ett kdnnemirke for melanom och forekommer ofta i stor
mingd i dessa tumorer (Karnell, 2000).

Melanocyter dr melaninbildande dendritiska celler av neuroektodermalt ursprung
som finns i hud, har, 6gon, 6ron, slemhinnor och centrala nervsystemet
(Sulaimon, 2003a). I epidermis basallager har de nira kontakt med intilliggande
keratinocyter genom sina dentritiska utskott och via dessa utskott Overfors
melanin till keratinocyterna (Junqueira, 1995; Sulaimon, 2003a). For att skydda
melanocyterna fran de skadliga intermedidrer som bildas under melaninsyntesen
sker denna i intracellulira membranbundna organeller, sa kallade melanosomer
(Junqueira, 1995; Sulaimon, 2003a).

Melaninets exakta struktur &r inte kdnd, men man talar om tva slag av pigment,
det brun-svarta eumelaninet och det gul-roda feomelaninet (Junqueira, 1995;
Kolb, 1997; Sulaimon, 2003a). Aminosyran tyrosinas katalyserar de tva forsta
hastighetsbestimmande stegen 1 syntesen av  melaninpigment och
melanosomernas innehall av cystein spelar roll i avgorandet om bildning sker av
eumelanin eller feomelanin (Kérnell, 2000; Sulaimon, 2003a). I ndrvaro av
cystein kan cysteinyldopa, den mest vilkidnda intermediira metaboliten i
feomelaninsyntesen, bildas (Sulaimon, 2003a).
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Figur 2. Melanogenesen.

Pigmentrelaterade transkript

Maligna melanom &r heterogena vad avser biologiska, antigena och metastatiska
egenskaper och variationen i genuttryck hos melanomen okar med progredierande
sjukdom. Man har sett att detektionen av tyrosinastranskript korrelerar med



stadium av sjukdomen (De Vries, 1999). Studier har visat att analys av flera olika
markorer utover tyrosinas skulle kunna 6ka sensitiviteten vad géller detektion av
melanomceller (Sarantou, 1997; De Vries, 1999; Curry, 1999). De markorer som
vi har anvint oss av i1 den kvantitativa RT-PCR-analysen ir tyrosinas (TYR),
tyrosinasrelaterat protein 1 (TYRP-1) och melanoma antigen recognized by T
cells 1 (Melan-A/MART-1).

Melanogenesen styrs av flera enzym, déribland tyrosinas och TYRP-1. Tyrosinas
katalyserar de forsta stegen i melanogenesen. Vilken funktion TYRP-1 har hos
hund &r inte helt klarlagt d&nnu men hos moss oxideras en intermedidr i
eumelaninsyntesen (5,6-dihydroxyindol-2-karboxylsyra) med hjidlp av TYRP-1
(Kobayashi, 1994). Melan-A/MART-1 é&r ett protein utan kdnd funktion som
uttrycks framforallt av melanocyter. Det har identifierats som ett antigen som ir
specifikt och sensitivt for melanom (Catchpole, 2003).

Kvantitativ RT-PCR-analys

Kvantitativ RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reaction), dr en
molekyldrbiologisk metod som anvéinds for att médta mingden av ett specifikt
mRNA (transkript) 1 en vdvnad eller en grupp av celler. Fordelen med den hir
tekniken &r att den dr mycket kénslig och i teorin behovs endast en kopia av
cDNA for att det ska kunna detekteras.

I ett forsta steg extraheras RNA fram fran viavnaden eller cellkulturen. Med detta
RNA som underlag syntetiseras ett komplementirt DNA (cDNA) med hjélp av
dNTP (byggstenar) och enzymet omvént transkriptas (first-strand cDNA-syntes).
Detta steg dr nodvandigt for att amplifieringen i nésta steg med DNA-polymeras
ska kunna fungera.

I nésta steg anvinder man sig av PCR dér det intressanta cDNA’t amplifieras med
hjdlp av ett viarmetaligt DNA-polymeras. Man syntetiserar forst speciella 17-20
baser langa oligonukleotider (forward respektive reverse primers) vilka &r
komplementira till vardera stringen av dubbelstringat DNA i positioner som gor
att ett specifikt segment av DNA kan multipliceras (amplifieras). Vid en viss
temperatur binder en av oligonukleotiderna sig till cDNA’t och nidr man sedan
hojer temperaturen kan DNA-polymeras anvidnda denna oligonukleotid som
startsekvens och forlanga den komplementira strangen med cDNA som mall. Nér
man sedan hojer temperaturen ytterligare separeras de tva DNA-strdngarna och
ndr man ddrefter ater sdnker temperaturen binder oligonukleotiderna till DNA’t
och sa sker dnnu en amplifiering, nu med bada primrarna som startsekvenser.
Reaktionen sker varv efter varv sa att DNA’t mellan de tva oligonukleotiderna
amplifieras i1 stor méngd.

Speciella fluorescerande molekyler (prober) tillsitts till reaktionsblandningen.
Dessa prober, som fluorescerar pa olika sitt, binder specifikt till de intressanta
DNA-segmenten. Styrkan pa de olika fluorescenserna blir hogre ju fler av det
motsvarande transkriptet som finns och den flourescenssignal som okar tidigast
indikerar det transkript som det finns storst mangd av. (Brown, 2001; Brandén,
2003; Newton, 1994)



Syfte

Syftet med den hir studien dr att se om man kan anvéinda kvantitativ RT-PCR f6r
att detektera pigmentrelaterade transkript i harrotter fran hund. Malet dr sedan att
utveckla metoden for att kunna analysera dessa markorer 1 tumor-, lymfvivnad
och blod. Denna metod borde di kunna anviindas for att detektera melanom,
avgora 1 vilket stadium av sjukdomen malignt melanom en patient befinner sig
och #dven f6lja terapieffekt hos bade hund och méinniska.

MATERIAL OCH METOD

Materialet utgjordes av 30 harstran fran vardera 18 hundar med olika pélsfirg. Vi
har inte tagit hidnsyn till hundarnas hédrkomst, kon eller alder da de
pigmentrelaterade transkripten ser likadana ut oberoende av dessa faktorer. Haren
rycktes med rotterna och harrotterna klipptes sedan ner i RNA-later buffert for att
nedbrytningen av mRNA skulle upphora. Proverna forvarades i -70°C i vintan pa
analys som skedde inom tre veckor pa avdelningen for klinisk kemi vid
Link6pings universitetssjukhus. Studien dr godkind av forsoksdjursetisk namnd.

Homogenisering och RNA-extraktion

Homogenisering av harrétterna gjordes med Mikro-Dismembrator S (B. Braun
Biotech International GmbH, Melsungen, Germany) vid 3000 rpm under 1 minut.
RNA (total-RNA) extraherades med QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany) och eluerades i 40 uL RNAs-fritt vatten. Eftersom
startmaterialet utgjordes av harrétter och inte blod uteslots lyseringssteget for
erytrocyter.

Primrar och prober

I tabellen 1 finna sekvenserna for de primrar och prober som anvindes vid RT-
PCR. Dessa gjordes med ménniskans sekvenser som forlaga da hundens och
minniskans genom till stor del liknar varandra. Vad giller MLANA (Melan-
A/MART-1) fick vi designa nya primrar och prober da det visade sig att
nukleotidsekvensen hos dessa skilde sig markant mellan ménniska och hund.

Tabell 1. Sekvenser for de primrar och prober som anvindes vid RT-PCR

Primrar och prober | Sekvenser
TYR: Hund lokus nr. AY336053
FP ATGGATAAAGCTGCCAATTTCA
RP GGCATCTGCTATCCCAGTA
Probe CTTTAGAAATACACTGGAAGGATTTGCTAGTCCAC
TYRP1: Hund lokus nr. AY052751
FP TCATGAAGGACCAGCTTTTC
RP TCCTGCAACATTTCCTGCAT
Probe CACATGGCACAGATACCACCTACT
MLANA: Hund lokus nr. AY251268
FP AAGGGGCATAACCACTCCTACA
RP ATTCCCAGGATCACTGTCAAGA
Probe TCCAATCCCTGCAGCCTCTTCAGCT




First-strand cDNA-syntes

RNA (17.5 pL) denaturerades vid 70°C under 5 minuter och placerades sedan pa
is. Till RNA’t sattes 17.5 pL cDNA-reagensblandning. De slutliga
koncentrationerna var: 1 x First Strand Buffer (Life Technologies), 7.5 mM/L
dithiothreitol (Life Technologies), 50 wmol/L. random hexamer (Pharmacia
Biotech), 500 umol/L dNTP (Pharmacia Biotech), 1x10° U/L RNAsin (Promega)
och 1x10° U/L murine Moloney leukemia virus reverse transcriptase (Life
Technologies). First-strand cDNA-syntes utfordes vid 40 °C under 45 minuter och
reaktionen hettades sedan upp till 95°C under 5 minuter.

PCR

Transkripten analyserades enligt tidigare PCR-protokoll beskrivna i: Johansson,
2000; Johansson, 2002. De slutliga reagentkoncentrationerna var: 1 x TagMan
PCR Buffer (Applied Biosystems, CA), 5 mM MgCl, (Applied biosystems), 200
UM dNTP (Pharmacia Biotech), 100 nM forward primer, 100 nM reverse primer,
50 nM probe och 0,025 U/uL AmpliTaq Gold (Applied Biosystems). Varje prov
analyserades som triplikat med hjilp av ABI Prism 96-well Optical Reaction Plate
(Applied Biosystems, CA). PCR-profilen som anvindes var 95°C under 10 min
foljt av 40 cykler av 15 s vid 95°C och 1 min vid 60°C.

RESULTAT

Resultaten av transkriptanalyserna framgar av tabell 2. De svarta hundarnas
harrotter innehaller 6ver lag stérre méngd av de olika transkripten #n de vita, gula
och bruna hundarnas vilka innehaller mycket lite eller inga pigmentrelaterade
transkript.



Tabell 2. Innehdll av de olika pigmentrelaterade transkripten i hdarproverna

Num- Ras TYR TYRP-1 MLANA

mer tr/ul cDNA  tr/ul cDNA  tr/ul cDNA
8 Vita har fran Berner sennen 0 0 3
7 Vit Bichon frisé 0 0 4
17 Vit Samojed 0 4 83
4 Vit West highland white terrier 0 2 6
12 Vit West highland white terrier 3 24 87
13 Gul Golden retriever 0 1 2
14 Gul Golden retriever 0 0 8
19 Gul Golden retriever 0 3 2
1 Brun Setter 0 0 22
10 Bruna har fran Berner sennen 0 0 1
2 Morkbrun Flatcoated retriever 2 6 46
9 Svarta har fran Berner sennen 0 17 7
15 Svart Labrador retriever 222 19133 3161

Svart Lagotto romagnolo 1 36 24
5 Svart New foundland 602 47597 7226
Svart Pudel 9 358 147
11 Svart Pudel 364 27977 6003
16 Svart Schnauzer 371 24746 3195
18 Svart Schnauzer 1276 63919 9011
20 Svart 2 129 26
21 Negativ kontroll 0 0 0
DISKUSSION

I denna studie anvidnde vi oss av en kvantitativ RT-PCR-metod for att méta tre
olika pigmentrelaterade transkript (TYR, TYRP-1, Melan-A/MART1) i harrotter
fran hundar med olika pélsfirg och av olika ras. Som forvintat hade hundar med
svart pils hoga halter av transkripten jamfort med vita hundar. Det finns dock tre
svarta hundar som har mycket liten miangd tyrosinas. Anledningen till detta vet vi
inte. Vita hundar har inget pigment i harstraet och saknar de transkript som
behovs for att syntetisera melanin. Svarta hundar har uppenbarligen de transkript
som behovs for att bilda pigment och d@ven om vi inte 1 denna studie har analyserat
pigmenten i sig sa forutsitter vi att dessa hundar producerar det svarta
eumelaninet. Ddremot hade vi forvéntat oss att de gula och bruna hundarna skulle
ha hogre halter av transkripten 4n vita hundar. Var tanke var att gula och bruna
hundar skulle syntetisera feomelanin analogt med att harfirgen hos rodhariga
personer uppkommer genom att dessa personer har feomelanin i sitt har (Borges,
2001). Bade feomelanin och eumelanin bildas med hjdlp av enzymet tyrosinas
(Figur 2). Hundarna 13, 14 och 19 (Golden retriever) hade inga pavisbara
tyrosinas-transkript och dven den morkbruna flatcoated retrievern hade knappt
pavisbart tyrosinas-mRNA. Detsamma géller for de andra tva bruna hundarna (nr
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1 och nr 10). Vi konstaterar ocksa att de 6vriga tva transkripten TRP1 och
MLANA 1 stort foljer samma monster som tyrosinas. Den slutsats som vi drar av
vara resultat dr att mekanismen for harstraets fargbildning skiljer sig at mellan
minniska och de gula och bruna hundarna. Vi drar dven slutsatsen att de gula och
bruna hundarna inte har feomelanin i sina harstran. For att beldgga detta med
sikerhet behover man dock mita pigmentinnehallet i det fardiga haret. Darfor har
jag samlat in harprover fran gula och svarta labradorer samt irlindska settrar men
de analyserna dr inte firdiga dnnu.

Innan man gar vidare och tar fram en metod for att analysera pigmentrelaterade
transkript i blod, tumor- och lymfvéavnad bor man forst optimera metoden for att
detektera dessa i harrotter fran hund da det materialet &r léttare att fa tag pa.

I nuldget dr denna analysmetod for dyr for att anvindas men nér utvecklingen gar
framat och kostnaderna for att genomfora dessa analyser minskar sd finns
tekniken utprovad. Man soker hela tiden efter nya tekniker som gor att man kan
uppticka sd sma tumorer som mdojligt for att kunna behandla patienter med
malignt melanom sa effektivt som mojligt och da skulle den hir metoden kunna
vara anvindbar. Att preoperativt kunna avgora i vilket stadium en patient befinner
sig skulle forbittra valet av terapi och forhindra lidande i form av onddigt stora
postoperativa trauman.
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