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ABSTRACT

The development of quantitative, real-time PCR (qPCR) combined with the
mapping of the canine genome opens new possibilities in veterinary medicine.
This method provides a quick and accurate quantification of the expression of a
specific gene at a given point in time and thereby also information of how the
gene expression for a certain protein is influenced by various conditions and
diseases. One possible area of application is identifying bio markers for cancer.
Recently the protein serglycin (the core protein of an intracellular proteoglycan)
was found to act as a selective marker for the disease acute myeloid leukemia in
humans (Niemann et al, 2007). Serglycin is produced by most hematopoietic cells,
although mast cells account for the largest amount of serglycin. The expression of
serglycin in dogs remains to be explored. As mast cell tumours are common in
this species, it would be of interest to find out whether serglycin can be used as a
marker for these tumours, to facilitate diagnosis and prognosis as well as
evaluation of how well a patient is responding to treatment.

The aim of this study is to develop a qPCR-analysis of serglycin expression in
canine blood, to serve as a starting point for further research. Several parameters,
such as the optimum temperature for the PCR-reaction, primer design and DNA-
concentration, have been established. The resulting PCR-analysis is functioning,
although still in need of further modifications in order to achieve the desired
efficiency and reproducibility.



SAMMANFATTNING

Utvecklandet av kvantitativ, direktanalyserad PCR (qPCR, realtidsPCR) Oppnar
tillsammans med kartliggningen av hundens genom nya mdgjligheter inom
veterindrmedicinen. Med denna metod kan man snabbt och noggrant kvantifiera
uttrycket av en specifik gen och pa sa vis fa information om hur genuttrycket for
ett visst protein paverkas vid olika tillstand. Ett mojligt anvandningsomrade dr att
identifiera biomarkorer for olika cancersjukdomar. Nyligen konstaterades
proteinet serglycin (som utgdr kédrnan i en intracellulldr proteoglykan) vara en
selektiv markor for sjukdomen akut myeloid leukemi hos ménniska (Niemann et
al, 2007). Serglycin forekommer hos flertalet hematopoietiska celler, dock svarar
mastcellerna for den hogsta produktionen. Till min vetskap har serglycinuttrycket
hos hund &dnnu ej studerats. Eftersom mastcellstumdrer dr vanliga hos detta
djurslag vore det intressant att ta reda pa om serglycin kan anvindas som
biomarkor for dessa, att anvindas savil prognostiskt och diagnostiskt som for
uppfoljning av insatt behandling.

Syftet med detta arbete dr att utveckla en qPCR-analys av serglycinuttryck i
hundblod som kan ligga till grund for fortsatta studier. Olika parametrar, sasom
optimal temperatur for PCR-reaktionen, primerdesign och DNA-koncentration,
har fastslagits. Slutresultatet blev en fungerande qPCR-analys for hundserglycin,
som dock behover ytterligare modifieringar for att uppna onskad effektivitet och
reproducerbarhet.



BAKGRUND

Serglycin — intracellulér proteoglykan

En proteoglykan bestar av en forhallandevis liten proteindel, core protein, till
vilken langa kedjor av glykosaminoglykaner, GAGs, &r kopplade.
Proteoglykanernas funktion i det extracellulira rummet och pa cellytan har
studerats i detalj; de skénker struktur och stadga at cellmatrix samt mdojliggor
celladhesion, migration, proliferation och differentiering etc. Det &r fraimst GAG-
kedjorna som, genom sin negativa laddning och de manga mdjligheterna till
vitebindningar och elektrostatiska interaktioner med andra proteiner eller
proteoglykaner, utgor proteoglykanets biologiskt aktiva del. I exempelvis bindviv
ar proteoglykaner viktiga for cellmigration och matrix formaga att binda vatten.
Som komponenter i cellmembranets yta har proteoglykaner betydelse for bland
annat signaldverforing och endocytos. (Zernichow et al 2006; Kolset et al, 2004)

De intracellulédra proteoglykanerna har inte studerats lika ingaende, och deras roll
hér dr i mangt och mycket dnnu oklar. Dock anses de behovas for paketering och
lagring av granulakomponenter i framst hematopoietiska celler, sasom neutrofiler,
cytotoxiska T-lymfocyter och mastceller, men intracelluldra proteoglykaner har
ocksa pavisats i endotelceller och endokrina celler etc. (Kolset et al, 2004;
Zernichow et al,2006)

Medan det finns en méngd olika core proteiner extracelluldrt har man hittills
endast identifierat ett i de hematopoietiska cellernas granula, ndmligen serglycin
(Kolset et al, 2004). Detta protein har ett flertal bindningsstéllen for GAG-kedjor,
vilka utgoérs av heparin eller kondroitinsulfat. Den proteoglykan som de
tillsammans bildar antas ha till uppgift att forpacka, lagra och utsondra
granulainnehall, som exempelvis proteaser eller histamin (Kolset et al, 2004).

Hundens serglycinmolekyl har en kalkylerad vikt om ca 17 kDa (NCBI’s
databas). Efter ribosomernas syntes av serglycinmolekylen sker i Golgi-apparaten
en initiering och polymerisering av GAG-kedjor. Den sa kallade linkerregionen
(xylos-galaktos-galaktos-glukuronsyra) fists till aminosyran serin i core proteinet
och forldngs dérefter med omvixlande glukuronsyra och antingen N-
acetylgalaktosamin (hos kondroitinsulfat) eller N-acetylglukosamin (om det dr
heparin som syntetiseras), i langa, ogrenade kedjor. Slutligen sulfateras vissa,
bestdmda regioner av savil hexosaminer (N-acetylgalaktosamin respektive N-
acetylglukosamin) som hexuronsyror (glukuronsyra och hos heparin dven
iduronsyra) (Lundequist et al, 2006; Kolset et al, 2004).

Mastceller

Mastcellerna ingar i immunsystemet, dir de fraimst verkar genom friséttning av
olika substanser, som till exempel histamin och olika proteaser. Dessa kan i sin tur
dels ha en direkt effekt mot parasiter, bakterier och andra frimmande agens, dels
orsaka en inflammatorisk reaktion i vivnaden for att attrahera andra immunceller.
Mastcellerna beskrevs forst av Ehrlich (ar 1877), som dven namngav dem utifran
deras vilfyllda utseende, med rikligt med granula i cytoplasman. De &r av



hematopoietiskt ursprung, men limnar den réda benmérgen som omogna celler
for att sedan mogna utanfor blodbanan, 1 vdvnaderna. Mastceller forekommer i
alla kroppens vdvnader och dr sirskilt talrika i luftvdgar, mag-tarmkanalen och
huden. De mogna mastcellerna har en lang livslingd, upp till flera ar, och
aterhdmtar sig efter degranulering.

Aktivering av mastcellsdegranulering kan ske pa manga sitt, varav det IgE-
medierade hor till de mest studerade. Mastcellens hogaffinitetsreceptor for IgE
gor den till en betydande faktor i allergiska reaktioner. Dock kan degranulering
orsakas av en mingd andra mekanismer: genom komplement, TLR (toll-like
receptors som kénner igen lipopolysackarider uttryckta hos bakterier),
cytokiner/kemokiner, fysikaliska stimuli och cell-cellinteraktioner, for att ndimna
nagra. Vid aktivering av mastceller frisitts saledes preformerade substanser,
lagrade 1 granula i cytoplasman, dessutom oOkar de novo syntesen av vissa
inflammationsmediatorer. Eftersom mastcellen kan degranulera upprepade ganger
behodver dven syntes av granulakomponenter ske efter degranulering. Det &dr
rimligt att anta att ocksa uttrycket av serglycin okar, da detta protein visat sig vara
nodvindigt for upplagringen av granulainnehall (Abrink et al, 2004).

Mastcellstumorer hos hund

Liksom hos ménniskor forekommer hundars mastceller i alla kroppens vidvnader,
men framfor allt i slemhinnor och hud. Dock ér det hos hund, till skillnad fran hos
ménniska, oftast i huden som symtom pa mastcellsmedierade tillstand upptrider.
Ett typiskt exempel dr klada till foljd av allergier. Hundar drabbas ocksa i
betydligt storre utstrickning 4n minniskor av mastcellstumorer, och da
foretrdadesvis 1 huden.

Mastcellstumorer dr den vanligaste hudtumorformen hos hund da de utgor mellan
16 och 21 % av samtliga hudtumoérer (vilka, i sin tur, sdgs sta for ungefir en
tredjedel av samtliga tumorer hos djurslaget). Viscerala tumorer forekommer, de
dar dock sdllan primdra. Tumoren drabbar frimst dldre individer (med en
genomsnittsalder pa nio ar), men kan upptrdda i alla dldrar. Vissa raser r
predisponerade for att utveckla tumorformen, som exempelvis labrador, beagle
och schnauzer. Boxer far ofta mastcellstumdorer, dock vanligen laggradiga, mindre
maligna sddana. Ingen skillnad mellan kdnen har rapporterats.

Symtom pa mastcellstumor kan vara bade lokala och systemiska. Majoriteten av
tumorerna #r solitira och langsamvixande (Over flera manader). Beroende pa
tumorens malignitet kan dven multipla, snabbvixande, eventuellt ulcererade
hudlesioner forekomma. Ibland ses, vid manipulation av de mer maligna
tumorerna, en lokal reaktion med rodnad och utslag i huden runtom tumoren.
Detta fenomen idr en foljd av degranulering och kallas Darier’s sign. Systemiska
symtom bendmns ofta mastocytos och orsakas dven de av mastcellsdegranulering;
Frisdttning av histamin, heparin och andra vasoaktiva aminer kan ge upphov till
bland annat blodtrycksfall, ulcerationer 1 mag-tarmkanalen med — eventuellt
blodiga — krikningar och diarréer, koagulationsrubbningar och dyspné. Aven
tumormetastasering, vilket refereras till som systemisk eller disseminerad



mastocytos, kan ge symtom fran det organ som drabbas. Metastaser forekommer
oftast 1 mag-tarmkanal, mjélte och lever, medan lungmetastaser dr ovanliga.

Det finns stor variation 1 graden av mastcellstumorers malignitet och man har
identifierat ett antal prognostiska faktorer, bland andra:

e Histologisk grad — hundar med lagdifferentierade mastcellstumorer, som
endast lokalbehandlas (oftast med kirurgi) har dalig prognos, medan denna
behandling vanligen ir tillracklig for hundar med en hogt differentierad
tumor.

e Kliniskt stadium - bestims av tumdrens histologiska grad, antalet tumorer,
huruvida regionala lymfknutan dr affekterad samt om systemiska symtom
eller metastasering forekommer.

e Dessutom cellproliferationstakt, tillvixttakt, tumorens lokalisation och
mikrokérlsdensitet (ju fler kirl, desto mer invasiv tumor).

Den kutana mastcellstumoren kallas ibland en forklddnadernas mistare, da dess
utseende kan variera kraftigt och den litt kan forvixlas med andra hudtumoérer,
savil benigna som maligna. De diagnostiska metoder som idag star till buds dr
dels cytologisk undersokning av finnalsaspirat fran nybildningen, dels histologisk
undersokning (PAD) av biopsimaterial eller exciderad tumor. PAD édr nddvindig
for att faststilla graden av malignitet och didrmed prognos. Recidiv efter
behandling uppticks vanligen forst néar hunden fatt nya, synliga tumdrer.

Den gingse behandlingen av mastcellstumorer dr kirurgisk (i en del ldnder
anvinds dven stralning). Dock krévs vid excision vida marginaler, minst 2 cm i
varje plan, nagot som inte alltid dr praktiskt genomforbart. Hela tumoren skickas
for patologanatomisk diagnostik, PAD, for bedomning av histologisk grad och
huruvida tumoren avldgsnats i sin helhet. (Thamm et al, 2007)

For niarvarande pagar dven kliniska forsok med kemoterapeutisk behandling med
substansen Paclitaxel av olika tumorsjukdomar, diribland mastcellstumér, vid
SLU:s universitetsdjursjukhus. I dagsldget tycks dock praxis dnnu vara att man
avldgsnar misstinkta eller konstaterade mastcellstumorer kirurgiskt, med
varierande marginaler beroende pa omsténdigheterna.

Serglycin som markor for mastcellstumorsjukdom

Savil diagnostik och prognos som behandling och uppf6ljning av
mastcellstumdrer bjuder ibland pa vissa svarigheter for klinikern. Om man lyckas
identifiera en tumoOrmarkor som gar att méta i ett vanligt blodprov skulle det
kunna innebira flera fordelar:

e Provtagningen ir i jamforelse med finnalsaspirat enkel att utfora och
innebdr mindre risk for falskt negativt resultat, da kvaliteten hos ett
cytologiskt preparat fran finnalsaspirat #r mycket beroende av
provtagarens skicklighet. Aven bedomningen av preparatet ir avhingig av
erfarenheten hos personen som analyserar det. For djurets del innebir en



blodprovstagning betydligt mindre pafrestning 4n biopsitagning eller
excidering, da dessa ingrepp forutsitter att djuret sovs.

e Med kidnnedom om tumorens typ och grad kan adekvat behandling séttas
in redan fran borjan - eftersom mastcellstumorerna dr kidnda for sin
formaga att kamouflera sig likvdl som for benidgenheten att breda ut sig
utanfor knolens makroskopiska avgriansning skulle exempelvis kirurgisk
behandling kunna kompletteras med medicinsk, om blodprovet indikerar
att tumoren dr aggressiv.

e Som uppfdljning av insatt behandling skulle en tumdrmarkér 1 blodprov ge
mojlighet att uppticka och behandla recidiv langt innan kliniska symtom
upptrader.

e Inom forskningen: ett objektivt matt pa exempelvis behandlingsmetoders
framgéang ger experimentet 6kad reproducerbarhet.

Serglycingenen uttrycks konstitutivt hos mastceller, vilket torde gora den sérskilt
lamplig som tumormarkor; den kan, till skillnad fran manga andra gener,
forvintas uttryckas dven hos lagt differentierade mastceller. Syftet med detta
arbete ar att utveckla en metod for att mita serglycinuttrycket genom att analysera
mRNA 1 hundblod, for att man forhoppningsvis 1 ett senare skede ska kunna
undersoka serglycinets limplighet som tumormarkor.



MATERIAL OCH METOD
Material

Blod fran tva friska hundar, samlat i 2 ml EDTA- samt heparinror, anvéndes: fran
en sexarig boxerhane respektive en 4tta &r gammal labradortik. Aven blod frin en
hund med diagnosticerad mastcellstumorsjukdom analyserades (samlat i 2 ml
heparinrér). Provroren lades pa is och blodet blandades inom en timme med
RNA/DNA Stabilizing Reagent for Blood/Bone Marrow (Roche) enligt
instruktion fran tillverkaren. Denna reagens lyserar celler och stabiliserar
nukleinsyror — som annars har en mycket begrinsad hallbarhet — genom hémning
av nukleaser. Efter stabilisering forvarades roren i -20°C.

Fordelen med att anvidnda helblod framfor buffy coat dr dels att det innebir
enklare hantering vid provtagningen pa kliniken, dels att man inte riskerar att
forlora eventuella mastceller i blodet, da dessa pa grund av sin hoga vikt litt kan
skiljas bort tillsammans med erytrocyterna.

Hantering

De atgirder som vidtogs for att minska risken for kontaminering eller oonskad
tillforsel av RNaser till blod, reagenser och produkter var: regelbunden
avspritning av ytor, konsekvent anvindning av engangshandskar och
autoklaverade eller garanterat RNasfria pipettspetsar, eppendorfror samt brunnar
for PCR. Bara dubbeldestillerat vatten (ddH,O) anvindes. Under arbetet holls
provmaterial och reagenser kylda pa is.

Kvantitativ PCR

RealtidsPCR eller kvantitativ PCR &r en forhallandevis ny metod for att mita
genuttryck i olika vdvnader. Med denna metod kan man detektera och bestimma
méngden DNA som amplifieras under PCR:ens gang. Detta uppnas med hjélp av
fluorescerande dmnen som binder till dubbelstringat DNA (eller enkelstringat,
beroende pa vilken teknik som anvidnds) och en PCR-maskin som miter
fluorescens. Det DNA som anvinds for kvantitativ PCR (qPCR) #r sa kallat
cDNA, eller complimentary DNA, vilket framstills fran messengerRNA, mRNA,
med hjilp av ett reverse transcriptase-enzym (RT). RealtidsPCR:en &r foljaktligen
uppdelad i tva steg, en reverse transcriptase-reaktion (RT PCR) och en
kvantifierande reaktion, nedan kallad qPCR.

Amnet som anvinds for att detektera dubbelstringat DNA under PCR:en kallas
SYBR Green. Detta dr ett dmne som binder ospecifikt till dubbelstringat DNA
och da utsdnder fluorescens, men som dr i princip inaktivt i obunden form.
Fluorescenssignalen mits i slutet av varje PCR-cykel och &r proportionell till
mingden dubbelstringat DNA 1 provet. (Bustin, 2000)

gPCR:en delas upp i fyra faser: 1) Den linjdra grundfasen, da méangden amplifierat
DNA édnnu inte dr stor nog for att generera fluorescens som Overstiger
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bakgrundsnivan. Denna fas utgor vanligen de 10-15 forsta PCR-cyklerna. 2) Tidig
exponentiell fas, da fluorescensen ar tillrickligt stor for att ge utslag utover
baslinjen (vilken beridknas utifran den linjdra grundfasen). Den cykel i ordningen,
da detta sker, kallas C; (treshold cycle). C, ér proportionell mot logaritmen av den
ursprungliga méangden cDNA i provet. 3) Den exponentiella fasen ar PCR:ens
optimala amplifieringsfas, och under ideala forhallanden fordubblas hir méangden
PCR-produkt vid varje cykel, vilket syns som en linjar 6kning av fluorescensen.
4) Den fjairde och sista fasen kallas platafas och avser den fas da
reaktionskomponenter borjar sina. Fluorescensen i platafasen kan inte anvindas
for att berdkna resultat. (Wong et al, 2005)

For att kunna jamfora uttrycket av malgenen mellan individer och hos en och
samma individ vid olika tidpunkter, oberoende av provets volym, &dr det
nodvindigt med sa kallad normalisering. For normalisering kan endogena
housekeepinggener anvindas, det vill siga gener som uttrycks i en konstant niva
oberoende av  vidvnadstyp och experimentella forhallanden. Utifran
housekeepinggenens och malgenens respektive C; kan man sedan berikna
koncentrationen av den senare i forhallande till den forstndamnda.

I den aktuella RT gqPCR:en analyserades forutom uttrycket av serglycingenen
dven det av housekeepinggenerna HPRT (hypoxantinfosforibosyltransferas),
ARP (ett ribosomalt fosfoprotein) och GAPDH (glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenas).

Preparering av mRNA

I blod och provror finns d@mnen som inhiberar PCR, bade naturliga (till exempel
hemoglobin) och tillférda (antikoagulantia/heparin). For framrening av mRNA ur
det lyserade och stabiliserade blodet anvindes ett kit, mRNA Isolation Kit for
Blood/Bone Marrow (Roche):

1. Magnetiska glaspartiklar, MGP, tillsétts till blodet. Nukleinsyrors
naturliga benédgenhet att ospecifikt binda till kiselglasytor gor att
DNA/RNA i provet fister till MGP under inkubation.

2. MGPs separeras genom centrifugering och med hjidlp av magnetisk

separator. Obundet material tvéttas bort.

Nukleinsyror elueras fran MGPs.

4. mRNA skiljs fran dvriga nukleinsyror genom tillsats av biotin-labeled
oligo(dT) och streptavidintdckta magnetiska partiklar, SMP.

5. SMP separeras i magnetisk separator och obundet material tvittas bort.

6. mRNA elueras genom tvitt.

[9S)

Slutprodukten, som for ett 2ml blodprov blev 12ul ddH,O med mRNA, anvéndes
1 RT PCR eller holls forvarat 1 -80°C.
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RT PCR

Den reverserade transkriptionen av mRNA till ¢cDNA skedde med hjéilp av
enzymet Superscript II (Invitrogen). Som primers anvindes random hexamers,
vilka binder slumpméssigt till allt mRNA i I6sningen, och for elongering av
cDNA nyttjades dNTPs (fria nukleotider). DTT (dithiothreitol) tillsattes for att
forhindra/klyva disulfidbindningar hos proteinet. For fullstindigt protokoll, se
bilaga 1.

RT PCR:en utfordes vid sju tillfdllen, fran savil nypreparerat som fryst mRNA.
Det erhallna cDNA:t koncentrationsbestimdes i spektrofotometer och
koncentrationen varierade mellan ca 700 och 6ver 2000 ng/ul. Variationen 1
cDNA-koncentration tycktes inte bero pa om mRNA varit farskt eller fryst. Efter
RT PCR anvindes cDNA direkt 1 realtidsPCR eller forvarades 1 -20°C.

Primerdesign for qPCR

Det stills hoga krav pa primrar for qPCR; amplikonet (den DNA-sekvens som
amplifieras) bor vara ca 100 baspar langt och specifikt for den gen som
analyseras. Ett kort amplikon amplifieras snabbare och denatureras Iléttare.
Atminstone en av primrarna bor stricka sig over en exonjunction, for att inte
cDNA ska forvixlas med eventuellt kontaminerande, genomiskt DNA. Primrarnas
annealingtemperatur (den temperatur vid vilken de binder till DNA-stringen) bor
ligga i samma intervall och de bor, i mdjligaste man, inte ge upphov till
sekundérstrukturer 1 form av hairpins eller primerdimerer. Primersekvensen ska
helst inte ha en for hog andel G/C-innehall, da dessa bindningars styrka kan gora
primern mer ospecifik. Inte heller for manga A/T i en foljd &dr onskvirt, framfor
allt i borjan eller slutet av primern, da dessa kan ge en for svag bindning till DNA-
strangen. (Bustin, 2000; Rybicki, 2001)

Transkriptsekvenser for savil serglycin som housekeepinggener erholls fran
hundgenomdatabasen (www.ensembl.org) och kontrollerades mot National Center
for Biotechnology Information, NCBI:s databas (www.ncbi.nlm.nih.gov). Primrar
designades med hjdlp av programmet Primer Express™ Version 1.0 enligt
kriterierna i foregaende stycke. For att bekrifta primrarnas genspecificitet utférdes
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) pa NCBI:s databas (adress enligt
ovan). For ytterligare information om de primersekvenser som valdes, se tabell i
bilaga 2.

En av de viktigaste egenskaperna hos primrarna ir deras effektivitet. Helst ska de
ge en fordubbling av amplikonet vid varje PCR-cykel, vilket innebdr en
effektivitet pa 100 %. Det anses dock att effektiviteter mellan 90 och 100 % &r
tillrackliga for att ge analysen validitet. Effektiviteten berdknas genom att testa
primrarna i en PCR-analys av ett och samma cDNA i tre spddningar (1:1, 1:10
och 1:100). Sedan plottas C; for varje cykel i ett diagram med 10-logaritmen pa x-
axeln: en effektivitet pa 90-100 % motsvarar en lutning pa (-3,1) — (-3,6) hos
trendlinjen.

12



Exempel:

Ett primerpar for serglycin hade i de olika spddningarna C; pa 18.66, 22.27
respektive 25.42 och visade sig alltsa ha en god effektivitet.

Serglycinprimer 3
30
\\ -
20
y= -32,38x + 18,737 =
R“ =0,9985 15
10
5
T T T T 0
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
Mastermix

Forutom primrar och cDNA behdvs en mastermix for att reaktionen ska kunna dga
rum. En mastermix innehaller bland annat buffertlosning, fria nukleotider,
Tagpolymeras och MgCl,. For qPCR:en anvidndes huvudsakligen en fardig
mastermix, iQSYBRGreen (BioRad), men ocksa mastermix efter ett eget
protokoll testades (se bilaga 3).

Utformning av qPCR

Den kvantitativa PCR-analysen utférdes 1 en BioRad Miniopticon. Volymen 1
varje reaktion var 25 pl, varav 2,5-3,0 ul utgjordes av cDNA. Varje analys bestod
av 40 cykler om 30s i 95°C (denaturering), foljt av 20s 1 57-60°C (annealing) och
slutligen 20s i 72°C (forlangning). Fluorescensen i brunnarna avléstes efter varje
steg. Avslutningsvis genererades en sa kallad melting curve, da temperaturen
hojdes stegvis med 0,8°C fran 50 till 90°C. Vid en amplikonspecifik temperatur
klyvs det dubbelstringade DNAt vilket syns som en topp i melting curve-
analysen. Pa detta sitt forsidkrar man sig om att ritt DNA-sekvens har
amplifierats.

For att optimera effektiviteten testades primerkoncentrationer mellan 200 och 400
nM i olika annealingtemperaturer (se ovan). Aven cDNA-koncentrationen
varierades; som lidgst gav 1:1-spiddningen ca 1000 ng per reaktion (motsvarande
40 ng/ul) och som hogst 3000 ng (120 ng/ul). Midngden mastermix var 12,5 ul per
reaktion och resterande utgjordes av ddH,O. De negativa kontrollerna inneholl
mastermix, primerpar och ddH,O.
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RESULTAT

I samtliga PCR-analyser kunde serglycin pavisas i blodet fran de tre hundarna,
med hjdlp av de primerpar som tagits fram. Av primrarna for housekeepinggener
var Htrp1 och Htrp3 de som fungerade bst.

Foljande grafer visar Ct och melting curves i en PCR utford pa blodet fran den
friska labradortiken. Annealingtemperaturen var 58°C vilket var den temperatur
som 1 forsoken gav bist resultat for de olika primerparen. cDNA-méngden i
reaktionerna med hogst koncentration (spadning 1:1) var ca 2100 ng/brunn
(motsvarande 84 ng/ul). Primerkoncentrationen var 300nM.

Ro6d linje betecknar den hogsta koncentrationen cDNA och bla den ldgsta. De
streckade linjerna motsvarar bakgrundsfluorescensen, basnivan.

SG3 - kvantifiering

Fluorescence

o.o7s

o.ozg5

Ci-viardena for de olika spadningarna var 14.38, 17.24 och 21.48, vilket gav en
effektivitet pa nira 100 %. Se berikning nedan:

SG3
25
— 55
\ e
g e SG3

Linjar (SG3

10 - jar ( )

5 - y = -3,55x + 14,15

R2 = 0,9876
T T T T O
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
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SG3 — melting curve

Fluorescence

Meltingtemperaturen peakade vid ca 83°C. Den gula linjen avser negativ kontroll
och har, tillfredsstillande nog, ingen peak.

Htrpl — kvantifiering

o_1=5

o_o=zs

C; har var 20.08, 23.01 och 27.05. Effektiviteten ligger nidra den for SG3-
primrarna:
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Htrp1

@
(o]

\\i
15 | . H-tr-p1
—— Linjar (Htrp1)
10
5 y = -3,485x + 19,895
R? = 0,9916
T T T T O
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0

Htrpl — melting curve

— —
5 55 S0 55 70 75 =0 s5 =
Temperature

Meltingtemperaturen var 78°C. Inte heller hir finns det nagon peak i den negativa
kontrollen.

I 6vriga PCR-analyser kunde inte resultaten ovan upprepas utan effektiviteten var
oftast 1ag och fluktuerande. Vid ett antal tillfillen visade sig de brunnar med hogst
koncentration cDNA, som alltsa forvéintades ha lagst C, vara de dir reaktionen
fungerade simst. Da virdena for dessa reaktioner plottades fick kurvan snarast
formen av en hidngmatta, dir den hogsta och lidgsta koncentrationen fungerade
samst, medan 1:10-spadningen hade bést signal.

De sex PCR-analyser som utfordes med den hemgjorda mastermixen hade alla en
peak i negativ kontroll (som saknades i de Ovriga brunnarna) vilket tyder pa
antingen kontamination med genomiskt DNA eller primerdimerer, men gav
annars resultat som var jimforbara med analyserna gjorda med kommersiell mix.
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DISKUSSION

Tyngdpunkten i detta arbete har legat vid utformandet av en kvantitativ PCR for
serglycin i hundblod, som ska ha god specificitet, sensitivitet och tillforlitlighet.
De parametrar jag har testat dr temperatur, primerdesign, koncentration av primrar
respektive ¢cDNA, samt i viss man mastermixens sammansittning. Fyra av
primerparen visade sig ha tillrdckligt god effektivitet for att lampa sig for qPCR,
namligen SG2, SG3, Hprtl och Hprt3. Den annealingtemperatur som verkade
mest formanlig for dessa primerpar var 58°C.

Jag kunde inte komma till nagon entydig slutsats betrdffande optimal
koncentration av cDNA. Det &r tidnkbart att laga koncentrationer ger ett falskt
negativt resultat, da reaktionskoncentrationer omkring 40ng cDNA/ul gav mycket
lag effektivitet hos PCR:en. I mina forsok visade sig dock dven hdga cDNA-
koncentrationer vara ofordelaktiga; 1 en del fall gav helt ospitt cDNA liten eller
ingen signal i PCR-analysen, medan samma cDNA utspitt 10 och 100 ganger
amplifierades forhallandevis vil. Detta fenomen upprepades vid olika
temperaturer och primerkoncentrationer. Den troligaste forklaringen vore att det
tillsammans med det ospiddda cDNAt forekom inhibitorer av PCR, som nir de
spiaddes inte astadkom en lika framtrddande effekt. Sadana inhibitorer kan
exempelvis ha foljt med fran den foregdende RT PCR:en, sdsom:

e DTT, dithiothreitol — detta @mne klyver eller forhindrar disulfidbindningar och
optimerar RT-enzymets funktion. Dock verkar det himmande pa kinetiken hos
gPCR:en. (Wong, 2005) Man har funnit att uteslutande av DTT i RT PCR:en
har gett bittre sensitivitet och noggrannhet i kvantitativ PCR-analys av
framfor allt sadant mRNA som forekommer i sma mingder (Lekanne et al,
2002).

e Aven reverse transcriptaset har en himmande effekt pA qPCR. (Wong, 2005)
Dock finns indikationer om att en del primrar dr mer kénsliga for RT &n andra
(Suslov et al, 2005).

e dNTPs, fria nukleotider — medan en for liten médngd av dessa innebir att
reaktionen inte kan fungera effektivt ("byggstenarna” riacker inte) verkar en
for stor méngd inhiberande genom att de binder till sig Mg2+, som bor finnas
obundet i 15sningen for qPCR. Mg** paverkar polymerasets effektivitet
positivt, samt bildar komplex med dNTPS, vilket dr nodvéndigt for att dessa
ska kiinnas igen av enzymet. Dessutom hojer Mg?* DNAs melting temperature
(Tm, den temperatur da DNA klyvs i tva enkelstrangar), vilket forsvarar
amplifiering.(Bustin, 2000.)

Andra himmande faktorer kan ha f6ljt med fran tidigare steg, sasom hemoglobin
och heparin fran blodproven, dock dr detta mindre troligt, med tanke pa
skillnaderna i tillvigagangssitt: I framreningen av mRNA separeras detta fran
supernatanten med hjdlp av en magnetisk separator, medan produkten i RT
PCR:en inte separeras alls fran de anvidnda reagenserna infor nésta steg i
qPCR:en.

Enligt min uppfattning kan en kinslig och siker qPCR-analys avsedd att pavisa

och kvantifiera serglycinuttryck i hundblod sannolikt utvecklas, ndr man vil
Overvunnit svarigheterna som uppstar niar provmaterialet (och dirmed mRNA-
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méngden) ar litet. Mojliga tillvigagangssitt skulle kunna vara att utesluta DTT ur
RT-reaktionen, att pa nagot vis rena produkten fran RT-reaktionen eller att prova
ut en egen formula for mastermix, for att pa sa sitt oka effektiviteten och
reproducerbarheten hos den kvantitativa PCR:en. For att erhalla optimal
sammansittning av mastermixen bor man ldmpligen rikna ut den relativa méangd
Mg** respektive dNTP som behvs for att PCR-reaktionen skall vara i jamvikt.

Aven andra analysmetoder kan testas: En mojlighet vore att med hjilp av
antikroppar pavisa sjidlva serglycinet, i en sa kallad immunoassay. Dock innebir
detta praktiska svarigheter, eftersom serglycinmolekylen, i sin egenskap av core
protein, ar tickt av glykosaminoglykaner och darfor svaratkomlig for en antikropp
att binda till.

En ytterligare, och kanske mer framgangsrik, mojlighet ar att i gPCR:en anvénda
sig av TagManprob istéllet for SYBR Green: I likhet med SYBR Green anvinder
sig TagMan av fluorescerande dmnen, men till skillnad frain SYBR Green (som
ger fluorescens i nidrvaro av allt dubbelstringat DNA, &dven exempelvis
primerdimerer) binder TagManproben specifikt till amplikonet. Metoden innebir
att en enkelstringad oligonukleotid, specifik for amplikonet, binder till
motsvarande del av det denaturerade DNA:t. PCR-reaktionen sker som vanligt,
med hjdlp av tagpolymeras och forward/reverse primrar, men nir tagpolymeraset
nar sekvensen diar TagManproben sitter bunden, klyvs den senare fran DNA-
strangen och sidnder i samband med detta ut en fluorescerande signal. Metoden &r
mer kostsam dn SYBR Green, men kan ha en storre kinslighet 1 detektionen av, i
synnerhet, sma mangder mRNA.
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TACK

Stort tack till Annette Duelli, som med en &ngels talamod har delat med sig av
sina kunskaper om och erfarenheter av qPCR. I synnerhet vill jag tacka for all
hjdlp med att designa primrar och i det praktiska arbetet. Tack ocksa till min
bitridande handledare Patricio Rivera, som bistatt med savil hundblod och
killitteratur som engagemang och agerande av bollplank. Sist men inte minst:
tusen tack till min handledare Gunnar Pejler, for att alltid ha tagit sig tid att ge
mig stdd, kloka synpunkter och uppmuntrande ord.
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Bilaga 1

Protokoll for RT PCR

5 pl total mRNA
3 ul random hexamers (50ng/ul)
5 ul dNTPs (2mM)

upphettas till 65 grader 1 5 minuter
nedkyles pa is i 2 minuter
kort centrifugering

tillsats av:
4 ul 5x strand buffer (Invitrogen)
2ul 0,IM DTT

® mixas forsiktigt
¢ inkuberas 1 25 grader 1 2 minuter

1 ul Superscript II (Invitrogen) tillséttes
- inkuberas i 25 grader i 10 minuter

- dérefter 1 42 grader i 50 minuter
- sedan 70 grader i 15 minuter
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Bilaga 2

Primrar for qPCR
Gen Forward Reverse Tm
Serglycin 1 | CAG TTC AAG GTT CTC CTG TGA AGA CTG GAA GTA GGT CAA ACATTG GTTC | 59 grader
Serglycin 2 | ACT GAA GTG AAC TGG TCA CGA TG CTC TTC ACA GGA GAA CCTTGAACTG i
Serglycin 3 | CAG TCC TGA CAG TAA TTC CGC AA GGG ATC TTG ACA TTG AAG AAC GG 60/61 grader
HPRT 1 GCT GAC CTG CTG GATT AT ATC AAA G TGG TCA TTA CAG TAG CTC TTC AGT CTG | 59 grader
HPRT 2 GTG GAG ATG ATC TCT CAA CTT TAA CTG GGT CCT TTT CAC CAG CAA GC 58 grader
HPRT 3 GGA CAT AAA AGT AAT TGG TGG AGA TG GGT CCT TTT CAC CAG CAA GC 58/58 grader
ARP 1 CCC TGG AGA AAC TGT TGC CTC GAC TTC ACA TGG AGC TAT GGC AC 60 grader
ARP 2 CTC GCT TCT TGG AGG GTG TC CAG GAC CCG CTT GTA TCC AT 58 grader
GAPDH  CTG GGG CTC ACT TGA AAG G CAA ACA TGG GGG CAT CAG iu
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Bilaga 3

Protokoll for egen mastermix till gPCR

For 100 pl (récker till atta reaktioner):
15 ul Kel (1IM)
6 ul Tris pH 8,4
30 ul dNTPs (2mM)
37,5 ul MgCl12 (25mM)
2,4 ul Taq (5 u/ul)
9 ul SYBR green (1:1000)
5,1 ul glykol (87%)
33 ul BSA (Sng/ul)
12 ul ddH20
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