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SAMMANFATTNING

En av de vanligaste dodsorsakerna hos hundar i Sverige &r cancer, dar hudtumorer ar den tredje
vanligaste stdllda diagnosen. En av de vanligaste hudtumdrerna ar mastocytom, som &r en tu-
mortyp bestaende av mastceller som ansamlas och infiltrerar organ. Pa hund forekommer denna
oftast i kutan form men kan spridas till intilliggande lymfknutor och dven metastasera till andra
organ i kroppen. Histologiskt kan mastocytom graderas i 3 steg medan sjukdomen istallet kan
delas in i 5 stadier baserat pa den kliniska bilden. For att hantera denna vanligt forekommande
tumor kravs snabba och sdkra detektions- och analysmetoder for diagnosstéllning och avgo-
rande av prognos. Har kan forskning pa biomarkarer for maligna cancerformer hjélpa.

Serglycin ar en proteoglykan som uttrycks av flera olika celltyper men som framforallt kopplats
till immunforsvarets celler och &r dar viktig for lagring, funktion och frisattning av biologiskt
aktiva molekyler. Serglycin har dessutom funnits ha betydelse for tumorutveckling och metas-
tasering, dar ett hogre uttryck pavisats hos manga maligna cancerformer i jamforelse med nor-
malvavnad och benigna former hos ménniska. Serglycin bor darfor utvarderas som en potentiell
biomarkdr for aggressiv cancer i hund.

Forekomst och aktivitet av proteaser ar ndgot som ocksa studerats som majliga markarer for
cancer och dess progression. Proteaser ar enzymer som bland annat katalyserar nedbrytningen
av proteiner till mindre bestandsdelar och ar delaktiga i manga fysiologiska och patologiska
tillstand. Likasa har studier pa peptidprofiler vid patologiska tillstand, inklusive cancer, utveck-
lats som metod for att hitta nya biomarkdorer.

Da studier pa biomarkorer hos hund med mastocytom ar fa, var malet med denna studie att
skapa en bild éver huruvida serglycin kan fungera som markdr och om det finns andra biomar-
korskandidater. Proteasaktiviteten studerades med substrat-assay, peptidprofilering genomfor-
des med MALDI-TOF, serglycinuttrycket undersoktes med gPCR och ELISA anvéndes for
kontroll av forekomst av serglycin, kallikrein samt CD44S. Samtliga metoder utfordes pa serum
fran friska hundar samt individer med mastocytom. Dessutom analyserades serglycinuttrycket
med gPCR pa formalinfixerat och paraffinbaddat tumérmaterial fran mastocytompatienter.

Resultatet visade en spridd bild. Inga signifikanta skillnader kunde detekteras efter MALDI-
TOF analys eller ELISA. Proteasaktiviteten visade sig vara signifikant minskad hos mastocy-
tomindividerna for det mastcellsspecifika proteaset tryptas, medan det for 6vriga testade pro-
teaser (kallikrein, trombin, plasmin och kymas) inte gick att berdkna nagon statistiskt signifi-
kant skillnad. Serglycinuttrycket i serum hos mastocytompatienterna var bade sankt och forhojt
beroende pa individen, nagot som skulle kunna kopplas till klassificeringsgraden da den individ
med hogst uttryck hade mastocytom av grad I11. Dessutom sags ett signifikant minskat uttryck
hos mastocytompatienterna med grad | nar de jamférdes med normalgruppen. Trots att resulta-
ten inte alltid visat nagon stark signifikans indikerar denna studie anda pa trender som skulle
vara intressanta att undersoka vidare med ett utokat patientmaterial som grund.



SUMMARY

One of the most common causes of death among dogs in Sweden is cancer, where skin tumours
make up a third of all diagnosed patients and where mast cell tumours, i.e. mastocytoma, are
one of the most common skin cancers. In mastocytoma mast cells pool together and infiltrate
organs. In dogs the mast cell tumour often presents as cutaneous mastocytoma but can also
spread to regional lymph nodes and form metastasis in other organs. Histologically, the mast
cell tumours can be graded in 3 tiers while the disease clinically can be divided into 5 stages.
In order to tackle this frequently occurring disease, swift and safe methods of detection are
needed to diagnosticate and determine a prognosis. The research on biomarkers for malignant
cancer could facilitate this issue.

Serglycin is a proteoglycan that is expressed by a number of different cell types, but is espe-
cially related to cells of the immune system, where the proteoglycan plays an important role for
function, as well as storage and release, of biologically active molecules. Serglycin has also
been shown to be of importance for tumour development and the forming of metastasis, where
an elevated expression of serglycin has been correlated to more aggressive forms of cancer, in
comparison to healthy tissue and benign forms. Therefore, serglycin needs to be evaluated as a
potential biomarker for aggressive cancer in dogs.

Protease levels and activity have been studied as possible markers for cancer and its progression
in the past. Proteases are enzymes that catalyses the degradation of proteins to smaller com-
pounds and are involved in many physiological and pathological states. In addition, peptide
profiles have been studied in connection to several pathological states, including cancer, as
methods for identification of new biomarkers.

In this study, protease activity has been measured with substrate assay, peptide profiles gener-
ated with MALDI-TOF, serglycin expression studied with qPCR, and ELISA has been used to
evaluate levels of serglycin, kallikrein and CD44S in dogs. All methods have been executed on
blood serum from healthy dogs, as well as individuals with mastocytoma. Furthermore, the
serglycin expression has been analysed with gPCR on formalin fixed paraffine embedded tu-
mour material from mast cell tumours.

The results have been inconclusive. No significant differences could be detected with MALDI-
TOF analysis or ELISA. The protease activity showed a significant decrease in the serum from
mastocytoma patients for the mast cell specific protease tryptase, while the other analysed pro-
teases (kallikrein, thrombin, plasmin and chymases) showed no significant divergence. In com-
parison to healthy dogs, the expression of serglycin in serum from mastocytoma patients was
both decreased and increased, depending on the individual. The expression of serglycin could
potentially be an indication of the classification of the mast cell tumour. The individual with
the highest expression had been diagnosed with a grade Il mastocytoma, while the other pa-
tients had a grade | and these showed a significant decrease of expression compared to the
control group. In conclusion, this study shows trends that could be of value to further evaluate,
although with a larger patient material in the future.
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INLEDNING

Med mer avancerad och béttre veterinarvard lever vara husdjur langre och langre. Med okad
alder uppstar dock nya problem och sjukdomar, exempelvis cancer, som inte tidigare forekom-
mit i samma utstrackning. Da vara husdjur lever i samma typ av milj6é som vi &r risken stor att
aven de i manga avseenden exponeras for samma typer av cancerogena amnen. Enligt Bonnett
et al. (2005) ar cancer en av de vanligaste dodsorsakerna hos hundar i Sverige. Statistik fran
Agria djurforsékring (2019) har dessutom registrerat hudtumaorer som den tredje vanligaste di-
agnosen som stélls och studier fran andra lander har visat att mastocytom ar en av de vanligaste
neoplasierna som férekommer i huden (Baioni et al., 2017; Dobson et al., 2002; London and
Thamm, 2013). Mastocytom ar en tumortyp bestdende av mastceller som ansamlas och infilt-
rerar organ, dock ofta huden (London and Thamm, 2013).

FoOr att hantera den 6kande férekomsten av cancer, inklusive mastocytom, krdvs snabba och
sékra detektions- och analysmetoder for att stalla diagnos och avgora prognos. Déarfor &ar forsk-
ning pa framtagandet av biomarkorer for maligna cancerformer hogst aktuell.

Serglycin &r en proteoglykan som uttrycks av flera olika celltyper men som framférallt kopplas
till inflammatoriska immunceller. Dar har proteoglykanen en paverkan pa immunforsvarets
funktion samt lagring och frisédttning av biologiskt aktiva molekyler (Korpetinou et al., 2014).
Serglycin har dven setts ha betydelse for tumorutveckling och metastasering, dar ett hogre ut-
tryck pavisats hos manga maligna cancerformer i jamforelse med normalvavnad och benigna
former (He et al., 2013; Korpetinou et al., 2015, 2013; Li et al., 2011). Serglycin bor darfor
utvérderas som en potentiell biomarkdr for aggressiv cancer dven hos hund.

Forekomst och aktivitet av proteaser ar ocksa nagot som studerats som mojliga markorer for
cancer och dess progression. Proteaser ar enzymer som bland annat katalyserar nedbrytningen
av proteiner till mindre bestandsdelar och ar delaktiga i manga fysiologiska och patologiska
tillstand (Lopez-Otin and Bond, 2008). Likasa har studier pa peptidprofiler vid patologiska till-
stand, daribland cancer, utvecklats som metod for att hitta nya biomarkorer (Lu et al., 2018;
Widtak, 2011).

Syftet med detta examensarbete var darfor att undersoka om serglycin kan fungera som bio-
markor for mastocytom hos hund. | examensarbetet utvarderades dven forekomst och aktivitet
av flera proteaser i ett forsok att hitta mojliga biomarkarer for mastocytom. Ett mal var ocksa
att skapa en viss forstaelse for normalvariationen géllande proteasaktivitet, serglycinuttryck och
peptidférekomst i blodet. | examensarbetet analyserades serglycinuttrycket i blod samt i arki-
verat formalinfixerat och paraffinbdddat (FFPE) tumdOrmaterial. Aktiviteten i serum av kal-
likrein, trombin och plasmin samt mastcell-tryptas och kymas mattes och peptidprofilen i serum
fran mastocytompatienter undersoktes.



LITTERATUROVERSIKT
Serglycin

Serglycin ar en proteoglykan (Bourdon et al., 1985; Kjellén et al., 1989). Proteoglykaner bestar
av ett protein till vilken kedjor av glykosaminoglykaner (GAG) binder. GAG &r negativt lad-
dade polysackarider av olika langd och uppbyggnad. De GAG-kedjor som binder till proteo-
glykaner &r chondroitinsulfat, dermatansulfat, keratansulfat, heparin samt heparansulfat (Kor-
petinou et al., 2014). | regel brukar proteoglykanerna delas in i tre grupper, de extra- och intra-
celluléara samt de kopplade till cellytan. Serglycin tillhor de intracelluldra (Kolset and Pejler,
2011) och bestar av ett 18 kDa stort protein (Korpetinou et al., 2014) beklatt med GAG-kedjor
av heparansulfat, heparin eller chondroitinsulfat (Scully et al., 2012). Da proteoglykaner syn-
tetiseras av alla celler i kroppen har de i manga avseenden betydelse for normal fysiologisk
funktion men dven for en mangd patologiska tillstand (Korpetinou et al., 2014). Proteoglyka-
nens funktion varierar beroende pa typ av cell som uttrycker den samt utbredningen av GAG-
kedjans sulfatering. GAG-kedjans sulfateringsgrad paverkar hur mycket negativ laddning som
proteoglykanen bar med sig. Den negativt laddade GAG-kedjan kan binda in positivt laddade
proteiner och proteoglykanen kan da bilda ett multiproteinkomplex, dar inbundna proteiner star
for den biologiska aktiviteten. Typen av GAG-kedja varierar ocksa med avseende pa celltyp
(Kolset and Pejler, 2011). Hematopoetiska celler, sdsom neutrofiler, lymfocyter, mastceller,
monocyter, makrofager och blodplattar uttrycker serglycin i stor utstrackning (Scully et al.,
2012) men uttryck har dven setts hos manga andra celltyper, till exempel endotelceller, chond-
rocyter och glatta muskelceller. Likval hos ett antal férandrade eller sjukliga celler sasom olika
cancerformer (Korpetinou et al., 2014). Serglycin tycks &ven vara den enda proteoglykan som
uttrycks av blodplattar och hos mass som saknar serglycin har en paverkad hemostas observe-
rats (Scully et al., 2012).

Serglycin har studerats i stor utstrackning hos flertalet immunforsvarsceller, dar dess uttryck
har setts vara av sarskild betydelse. | flera av dess celltyper — mastceller, cytotoxiska T-lymfo-
cyter, neutrofiler och monocyter/makrofager — har serglycin en viktig roll i lagring och frisatt-
ning av biologiskt aktiva molekyler, som proteaser och cytokiner (Scully et al., 2012). Syntes
och sekretion av serglycin i inflammatoriska celler kan paverkas av olika former av inflamma-
toriskt stimuli, till exempel lipopolysackarider fran bakterier (Korpetinou et al., 2014). Hos
moss som saknade serglycin sags en fordrojd nedreglering av CD8+ celler vid virusinfektion
(Grujic et al., 2008). Aven en tkad bakteriell virulens har setts hos méss som saknar serglycin
och injicerats med Klebsiella pneumonia (Niemann et al., 2007). Trots detta verkar serglycin
inte vara helt nodvandigt for att bekampa infektion (Scully et al., 2012). En studie pa serglycin-
defekta cytotoxiska T-cellers formaga att inducera apoptos hos malceller kunde inte heller pa-
visa nagon signifikant skillnad i jamforelse med de serglycin-kompetenta cytotoxiska T-cel-
lerna (Grujic et al., 2005). Frisatt serglycin har visats interagera med CD44, vilket tyder pa att
det kan ha betydelse for interaktionerna mellan celler vid immunreaktioner (Kolset and Tveit,
2008). Komplexet serglycin/CD44 paverkar dven aggressiviteten hos cancer da migration och
invasionsférmagan hos cancerceller visades vara beroende av CD44 (Guo et al., 2017).



Serglycin har ocksa kopplats till komplementsystemet. Komplementsystemet ar en del av det
medfodda immunforsvaret och har betydelse for bekd&mpningen av patogener och undanrens-
ning av forandrade eller skadade celler och immunkomplex. | en studie av Skliris et al. (2011)
dar serglycin studerades i cancerformen multipelt myelom sags serglycin inhibera komplement-
systemets klassiska och lektinvag och ddrmed stoppa aktiveringen. Liknande fynd gjordes aven
i en studie av brostcancer av Korpetinou et al. (2013). Bada studierna spekulerar huruvida
serglycins inverkan pa komplementsystemet kan vara ett satt att skydda cancercellerna fran
angrepp fran kroppens egna immunforsvar. | vissa former av immunoterapi mot cancer aktive-
ras komplementsystemet, nagot som cancern da kan motverka med hjélp av serglycins inhibe-
ring av systemet. Genom att &ven inkludera &mnen som inhiberar serglycin skulle terapisvikt
kunna motverkas.

Serglycin och mastceller

En av de inflammatoriska cellerna som serglycin forefaller ha storst koppling till &r mastceller,
det ar aven hos dessa celler som funktionen av serglycin studerats i storst detalj (Kolset and
Pejler, 2011).

Hos mastceller &r serglycin nddvandigt for utmognaden av granula. | en studie av Abrink et al.
(2004) upptacktes att mastceller hos mass, dar serglycinuttrycket inaktiverats via knockout (sa
kallade “’knockout mdss”), saknade de tydligt infargade granula som aterfanns hos normala
mastceller. Istallet var mastcellernas forstorade vesiklar helt tomma pa material. I en jamforelse
av mastceller fran normala och serglycin-negativa moss uppvisade mastcellerna tomma vesiklar
i ett tidigt skede av mognadsprocessen oavsett genotyp, medan mastcellernas granula hos de
normala mossen senare under utmognaden fylldes med material. Med andra ord sker en stérning
av sjalva mognaden av mastcellsgranula om serglycin saknas.

Mastceller syntetiserar och lagrar proteaser av olika former i sina granula. | serglycin-negativa
moss sags, forutom tomma granula, en kraftig minskning i aktiviteten hos dessa enzymer. Stor-
ningen i mognadsprocessen ger alltsa upphov till en nedsatt formaga att lagra dessa proteaser
och darmed en minskad aktivitet (Abrink et al., 2004).

Serglycin har &ven visats ha betydelse for apoptos hos mastceller. Apoptos kan triggas nar lyso-
somers membran skadas sa att bland annat proteaser frisatts till cytosolen, vilket kan leda till
proteolytisk aktivering av diverse pro-apoptotiska &mnen tillsammans med degraderingen av
anti-apoptotiska &mnen. En studie av Melo et al. (2011) visade att serglycin-defekta mastceller
hade en betydligt lagre kanslighet for lysosomatisk skada och darmed apoptos. Medan normala
mastcellers granula tomdes pa innehall vid tillsats av ett lysotropt amne forblev de serglycin-
negativa cellernas granula intakt.

Serglycin och cancer

Serglycin har i flera studier visats medverka vid tumérutveckling och metastasering och verkar
uttryckas i okade nivaer hos ett flertal aggressiva cancerformer (He et al., 2013; Korpetinou et
al., 2015, 2013; Li et al., 2011; Roy et al., 2016). Dessa egenskaper gor serglycin till en poten-
tiell biomarkor for cancer.



| en studie av ett antal olika humana cellinjer sags ett 6kat serglycinuttryck hos de mer aggres-
siva formerna av lungcancer, prostatacancer samt coloncancer i jamférelse med de mer benigna
varianterna (Korpetinou et al., 2015). En studie av serglycinuttryck vid bréstcancer visade dven
den pa ett 6kat uttryck hos de mindre differentierade, kraftigt invasiva cellerna i jamforelse med
de mer godartade. Studien visade &ven tecken pa serglycins involvering i cellproliferation da
ett dkat uttryck av intakt serglycin gav ett stérre antal kolonier vid en langre tids odling av
primara tumorceller. Overuttryck av serglycin inducerade dessutom cellmigration (Korpetinou
et al., 2013). Nasopharyngealt carcinom ar ytterligare en cancerform vars cellinjer har studerats
och en koppling mellan hagt uttryck av serglycin och cellinjer med god metastaserande formaga
har pavisats. Studien undersokte aven serglycinuttryck i levermetastaser jamfort med primartu-
moren och fann da en uppreglering i levermetastaserna. Genom att inaktivera serglycinuttrycket
i de nasopharyngeala carcinomcellerna kunde forskarna bromsa migrations- och invasionsfor-
magan hos tumdrcellerna. Samma studie tittade aven pa inaktivering av serglycin in vivo, vilket
sags ge upphov till en signifikant minskad metastaseringstakt (Li et al., 2011). Studier har dven
visat att serglycin uttrycks i signifikant hogre utstrackning vid hepatocellulart carcinom (HCC)
jamfort med narliggande normal levervavnad. Korrelationsanalys indikerade ocksa en koppling
mellan serglycinuttryck hos HCC patienter och vaskular invasion, langre gangen cancer och
tidigt aterfall (He et al., 2013).

| en studie av Roy et al. (2016) med “knockout-moss” visades att serglycin var absolut nédvén-
dig for metastasering till lunga i en brdstcancer-musmodell som bildar spontana juvertumorer.
Inte en enda makroskopisk eller mikroskopisk metastas aterfanns i lungan hos de serglycin-
negativa maossen, medan de serglycin-positiva hade ett flertal vid ”endpoint”. Ingen skillnad
kunde ses bland primartumdrerna, varken géllande storlek eller vaskulariseringsgrad.

Epitelial-mesenchymal transition (EMT) innebéar den forandring som epitelialceller genomgar
vid omvandling till mesenchymala celler. EMT involverar forlust av cellpolaritet, cell till
celladhesion och cell till matrixadhesion, samt férvarvande av migratoriska och invasiva egen-
skaper. EMT &r fundamentalt fér embryoutvecklingen men spelar dven en viktig roll for cancers
metastaserande egenskaper (He et al., 2013). Hos tumérceller involverar det nedregleringen av
epiteliala gener som E-cadherin. I studien av Roy et al. (2016) sags att serglycin-negativ primar
tumorvavnad hade signifikant hogre nivaer av E-cadherin jamfort med serglycin-positiv vav-
nad, nagot som indikerade en mindre invasiv fenotyp hos de serglycin-negativa cellerna. Detta
sags aven i en studie av hepatocellulért carcinom dar dkade nivaer av serglycin foljde minskade
nivaer av E-cadherin (He et al., 2013).

Vid en studie av multipelt myelom i en musmodell som injicerades med serglycin-inaktiverade
celler jamfort med moéss som injicerades med kontrollceller, observerades att de som fick kon-
trollcellerna utvecklade storre tumorer medan de som fick serglycin-inaktiverade celler utveck-
lade mindre eller inga tumdrer alls (Purushothaman and Toole, 2014). | kontrast till detta visade
en studie av Hamilton et al. (2015) att franvaron av serglycin i en musmodell, som utvecklar
spontana betacellstumorer i pankreas och ar immunokompetenta, bidrog till strre tumaérer pa
grund av en hogre proliferation samt en mer valutvecklad kérlforsérjning. De sag darmed tecken
pa att serglycin kan motverka tumorexpansionen och ar viktig for karlstrukturen.



Studier pa hund och serglycinuttryck ar an sa lange fa, da majoriteten fokuserar pa manniska
eller moss. | en studie av Jonsson (2019) undersoktes uttrycket av serglycin i formalinfixerat
paraffinbaddat (FFPE) material fran tumérer pa hund och dar sags en signifikant 6kning av
serglycinuttrycket i de tumorprover som beddmts som maligna jamfort med benigna.

Mastocytom

En av de vanligaste dédsorsakerna hos hundar i Sverige ar cancer (Bonnett et al., 2005) och
enligt statistik fran Agria djurforsakring (2019) ar hudtumérer den tredje vanligaste diagnosen
som stalls pa hund. Denna statistik st6ttas av en studie av forsakringsstatistik fran Storbritan-
nien som fann att hud och mjukvévnad var den vanligaste lokalisationen for neoplasi hos hund
(Dobson et al., 2002). Den konstaterade &ven att mastocytom var en av de vanligare hudtumo-
rerna. En studie fran Italien visade att huden var det nast vanligaste organet for lokalisation av
neoplasi (Baioni et al., 2017), och att mastocytom var en av de vanligaste diagnoserna &ven har.
Enligt London and Thamm (2013) utgor de kutana mastocytomen mellan 16 och 21 % av alla
hudtumorer.

Mastocytom ar framst en sjukdom hos dldre hundar och da den verkar dyka upp oftare hos vissa
raser, till exempel labrador och golden retrievers, schnauzer och bulldogsraser (boxer, mops,
boston terrier), misstanks en genetisk koppling. For det mesta upptrdder mastocytom som en-
staka noduli i hud eller underhud. En visceral form, sa kallad systemisk mastocytos, forekom-
mer ocksa men foregas i de flesta fall av en malign primartumor i huden. Vid systemisk mas-
tocytos ar det vanligt att se spridning till lymfknutor, lever, mjalte och benmarg (London and
Thamm, 2013).

Utseendet pa de kutana mastocytomen varierar, i regel beroende pa dess malignicitet. De kan
upptrada som sma solitara langsamvaxande noduli till stora, snabbvéxande, ulcererade lesioner.
Beroende pa lokalisation och malignicitet forekommer olika typer av symptom. De benigna
formerna har en god prognos medan de mer aggressiva formerna i regel innebar en sémre prog-
nos med kort dverlevnadstid (London and Thamm, 2013)

Hos hund stalls diagnos med hjalp av finnalsaspirat och histologisk granskning av den pavisade
forandringen medan det hos ménniska, som i stérre utstrackning drabbas av systemisk mastocy-
tos, har stallts upp ett antal kriterier som bor tckas upp for att diagnos ska kunna stéllas. Ett av
kriterierna ar okade nivaer av tryptas, ett mastcellsproteas, i serum (Willmann et al., 2019).
Detta gar att mata med kommersiellt tillgangliga ELISA-kit (Gotlib et al., 2018). Tryptasvardet
gar aven att anvanda for uppféljning av cancerprogressionen och behandlingseffekt. Detta mat-
varde &r ej utvarderat pa hund idag men skulle kunna vara av varde for uppfoljning i framtiden
(Willmann et al., 2019).

Baserat pa den histopatologiska undersokningen av forandringen kan mastocytomet delas in i
ett 3-gradigt system (sa kallat ”Patnaik system”), ddr grad I innebér en véldifferentierad mor-
fologi aterfunnen i dermis och grad 111 en odifferentierad bild som trangt sig djupare ner i sub-
kutana vavnader (Patnaik et al., 1984). Aven ett 2-stegs system har senare beskrivits ("Kiupel



systemet”) dir mastocytomen histologiskt delas in i hog- eller laggradiga tumorer, med upp-
stéllda kriterier gallande antal mitoser, multipla nucleus och andra morfologiska férandringar
for de 2 graderna (Kiupel et al., 2011).

Mastocytom kan aven delas in i 5 olika stadier (0-1V) utifran den kliniska bilden dar O innebéar
en solitar tumor utan involvering av narliggande lymfknutor och IV en tumér med metasta-
sering, inklusive involvering av blod eller benmérg (London and Thamm, 2013).

Proteasaktivitet

Proteaser ar enzymer som Kkatalyserar nedbrytningen av proteiner till mindre peptider/aminosy-
ror genom hydrolys av peptidbindningar. Baserat pd mekanismen i den katalytiska fickan som
anvands for klyvning av proteiner kan proteaserna delas in i sex klasser — aspargin, glutamin
och metalloproteaser, cystein, serin och treonin proteaser (L6pez-Otin and Bond, 2008). Dessa
enzymer ar delaktiga och ansvariga for en méangd olika reaktioner i levande organismer. Protea-
ser reglerar genom sin katalys aktiviteten hos manga proteiner, bildar nya bioaktiva molekyler,
paverkar interaktioner mellan proteiner, genererar signalmolekyler etc. Genom sin aktivitet in-
fluerar proteaserna bland annat cellproliferation och differentiering, vavnadsomlagring, angio-
genes, sarlakning, ovulation, inflammation, apoptos och blodkoagulering. Eftersom proteaserna
ar viktiga for sa manga olika typer av reaktioner vid bade normala fysiologiska och patologiska
tillstand har de blivit intressanta bade som potentiella biomarkérer och som malmolekyler for
lakemedel vid olika sjukdomstillstand (Lépez-Otin and Bond, 2008).

Proteaser har dven studerats som mojliga biomarkorer for olika former av cancer. Till exempel
“urokinase plasminogen activator”, vilken konverterar plasminogen till plasmin, samt matrix
metalloproteinaser och cathepsiner har setts spela stor roll fér invasion och metastasutveckling.
Bland annat uttrycks dessa proteaser i storre utstrackning i maligna tumértyper jamfort med
benigna eller normalvavnad i till exempel lung- och brdstcancer samt pankreascancer hos mén-
niska. Okande nivaer korrelerades aven till kortare 6verlevnadstid (Pulz and Strefezzi, 2017).
Resultaten kring dessa proteasfamiljer ar dock omdiskuterat, da en del studier inte kunnat upp-
repa forséken. Pa hund finns fa studier inom omradet men de som existerar verkar peka pa en
liknande trend dar ckade nivaer kopplas till mer maligna fenotyper (Pulz and Strefezzi, 2017).

”Kallikrein-related peptidases™ ar en familj av serinproteaser med ca 15 medlemmar. Kallik-
reiner ar involverade i en mangd olika normala fysiologiska processer samt vid patologiska
tillstand, daribland cancerutveckling. Flera av kallikreinerna har foreslagits som markorer for
cancerprogression. De gynnar cancercellmigration och invasion genom inverkan pa det extra-
cellulara matrixet och har en paverkan pa cellproliferationen i manga cancerformer. Typen av
kallikrein varierar mellan olika cancerformer och huruvida de uppregleras eller nedregleras be-
ror ocksa pa typ. Generellt har dock kallikreinuttryck i olika former kopplats till en sémre prog-
nos (Kryza et al., 2016).

Mastceller lagrar manga typer av bioaktiva molekyler i sina sekretoriska granula, daribland
cytokiner, histamin och proteaser. Forutom ett antal ospecifka proteaser uttrycker mastcellerna
nagra som ar direkt specifika for celltypen. Dessa ar kymas, tryptas och carboxypeptidas A.
Kymas och tryptas verkar bagge ha betydelse for immunforsvaret, bland annat i svaret mot vissa



parasit- och bakterieangrepp (Pejler et al., 2010). Bade kymas och tryptas har dven kopplats till
tumaorangiogenes, en viktig del i cancerprogression, varfor bade kymas och tryptas kan vara
intressanta kandidater som biomarkorer och som malmolekyler for lakemedel (de Souza Junior
etal., 2015).

Peptidprofilering

Flera studier har forsokt att kartlagga proteinspektrumet vid olika typer av cancer for att pa sa
sétt hitta nya biomarkorer (He, 2014; Kycko and Reichert, 2014; Lu et al., 2018; Widtak, 2011).
En metod for att genomfdra detta ar anvandandet av matrix-assisted laser desorption/ionization
spectrometry time-of-flight (MALDI-TOF). Med hjalp av denna metod gar det att analysera
blodprover, dar proteomet med l&agre molekylvikt verkar vara en lovande kalla till nya biomar-
korer. Genom denna metod kan flera peptider analyseras samtidigt och skillnader mellan pa-
tientgrupper kan jamforas (Widtak, 2011).

| en studie pa peptidprofilering med hjalp av MALDI-TOF pa serum fran patienter med huvud
och hals-, lung- och colorektalcancer sags en signifikant skillnad for tva molekylvikter mellan
alla dessa typer av cancer, jamfort med serum fran friska patienter. Fortsatt analys av dessa tva
komponenter skulle potentiellt kunna ge tva nya typer av biomarkorer for cancer (Widtak,
2011).

En annan studie pa papillar skoldkortelcancer med MALDI-TOF kunde identifiera 6 olika pep-
tidtoppar som visade pa skillnader mellan de tva grupperna av patienter. Genom att anvanda sig
av flera markdrer samtidigt skulle differentieringen mellan friska och sjuka kunna bli sakrare
hévdar Lu et al. (2018). Har kunde de skilja de maligna formerna mot de benigna och de friska
patienterna. De anvande sig av en form av rening med hjélp av svagt an-ioniska magnetiska
metallkulor innan MALDI-TOF-analysen for att fokusera pa identifiering av peptider med lagre
molekylvikter (Lu et al., 2018).

En ytterligare studie anvénde sig av MALDI-TOF for identifiering av potentiella biomarkorer
for benmetastasering vid hepatocellulart carcinom i serum. 10 peptider skiljde gruppen med
benmetastasering fran 6vriga. Av dessa 10 kunde 7 identifieras med hjalp av peptidsekvense-
ring och 1 av peptiderna visade sig harstamma fran serglycin. Férekomst av dessa 7 peptider i
serum skulle kunna vara ett tidigt satt att identifiera patienter med metastasering till ben som
annars kan vara svart att upptacka kliniskt (He, 2014).

Masspektrometri har &ven anvants for att studera mastocytom hos hund, dar en studie fann 13
polypeptider som differentierade mellan mer aggressiva former av mastocytom jamfort med
benigna former. 4 av dessa proteiner identifierades med koppling till skydd mot stress for tu-
morceller, 5 associerades med cellmotilitet och metastasering, medan resten hade blandade
funktioner (Kycko and Reichert, 2014).



MATERIAL OCH METODER

Materialet i studien bestod av blodprover insamlade fran patienter med mastocytom samt friska
hundar vid Universitetsdjursjukhuset i Uppsala, och av tumorprover med en histopatologisk
diagnos fran avdelningen for patologi (BVF) vid Sveriges lantbruksuniversitet. Tumorproverna
var i form av formalinfixerade och paraffinbaddade preparat (FFPE). Material fran patienter
vid Universitetsdjursjukhuset ar insamlat med ett etiskt tillstand (C12/15) fran Uppsala djurfor-
soksetiska namnd géllande provtagning av friska och sjuka hundar och katter inom ramen for
Biobanken samt med djuragarnas signerade tillatelse om anvandning av materialet for forsk-
ning.

Substrat-assay

For att analysera proteasaktiviteten i serum anvéandes 5 olika chromogena substrat, S-2302 (for
kallikrein), S-2403 (plasmin), S-2238 (trombin), S-2288 (tryptas) samt L-1595 (kymas).

Microtiter-plattor med 8 x 12 brunnar anvandes och laddades med 1 pl serum, 10 pl substrat
och 99 pl milli-q vatten eller PBS som spéadningsvatska. Detta gjordes for 5 mastocytomprover
samt 5 normalprover, vars serum tinades. Varje prov analyserades i duplikat for 6kad sakerhet.
Plattorna lastes av med hjalp av Multiscan EX vid 405 nm fér métning av substratets absorbans.
Detta gjordes vid 0, 10, 20, 30, 60, 120 och 240 minuter efter att substratet tillsatts.

MALDI-TOF-MS analys

Innan analys med MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-
flight mass spectrometry) spaddes serumprover 40 ganger med avjoniserat (Milli-Q) vatten,
eller genomgick en magnetkuleanrikning (se nedan).

1 ul prov placerades pa metallplattan fér analys och 1 pl Bruker HCCA matrix (alfa-cyano-4-
hydroxycinnamic acid) tillsattes och fick lufttorka innan analys av peptidspektrumet med
MALDI-TOF-MS. Peptidspektrumet analyserades mellan 0 och 20 kDa i molekylmassa. Varje
punkt pa plattan beskéts med laser i 3 omgangar med 40 skjutningar per omgang.

Anrikning med magnetkulor

Innan analys med MALDI-TOF-MS anrikades serumproverna med Invitrogens Dynabeads®
MyOne™ Carboxylic Acid (catalog number 65012) med ett “Two-step coating procedure wit-
hout NHS” enligt protokoll fran tillverkaren, for anrikning av peptiderna med ligre molekyl-
vikt. Som sista steg lades en elueringsprocess med 0,1 M citrat till, for att kunna anvanda 16s-
ningen i MALDI-TOF-MS apparaten utan risk for skada pa grund av magnetkulorna.

Serumproverna anrikades vid tva olika tillfallen, forsta gangen anvandes 1 pl serum, nésta gang
50 pl serum och en mangd av 100 pl dynabeads anvandes vid bégge tillféllen.



Serglycinanalys
RNA isolering

For att isolera RNA anvandes ett modifierat protokoll fran Invitrogen med TRIzol TM Reagent,
se bilaga 1. Detta protokoll anvandes pa helblod. Forst tillsattes TRIzol for lysering av provet,
foljt av kloroform for separation av DNA och RNA fran protein. Efter centrifugering insamla-
des den Ovre transparenta fasen av provet dar extra vikt lades vid att inte nudda interfasen for
att minska kontamination av stérande &mnen. For att falla RNA:t anvandes isopropanol. 75 %
etanol anvandes for tvatt av RNA pelleten som dérefter spaddes med RNAse-fritt vatten innan
forvaring i -80° C tills vidare hantering.

For ytterligare rening av RNA i blodproverna utférdes dven isoleringen med hjélp av Nucle-
ospin RNA clean-up XS (ref 740903.50) enligt Macherey-Nagels protokoll for att minimera
kontamineringen fran exempelvis fenoler. Initial hantering med TRIzol och kloroform enligt
ovan. Darefter tillsattes buffer RCU till provet for att inaktivera RNAser och mojliggora bind-
ning till kolonnens membran. Detta foljdes av tva tvattsteg med buffer RA3 for avlagsnande av
kontaminanter, varpa RNA eluerades med 30 pl RNAse-fritt vatten och darefter forvarades i -
80°C.

For bestdimning av RNA koncentration i proverna analyserades de spektrofotometriskt med
NanoDrop (se bilaga 2).

Hantering av FFPE prover

Innan FFPE proverna kunde genomga RNA isolering avlagsnades fixeringen enligt protokoll
fran (Ma, 2012). Paraffinblocken snittades i storleken 20 um x2 for varje block. Paraffinet smal-
tes i 50° C och tvattades med 100 % xylene (2 ggr) foljt av en tvétt i 100 % etanol. Proteinase
K 500 pg/ml anvéandes for nedbrytning av protein och vavnad, vilket tillsattes proverna for
inkubation vid 55° C i 3 h. Dérefter kunde RNA isoleras enligt TRIzol metoden ovan.

cDNA syntes

For syntes av cDNA fran det framrenade totalRNA:t anvandes DNAse | och ett Superscript 111
kit fran Invitrogen enligt en modifiering av tillhérande protokoll, se bilaga 3. Som primers for
syntesen anvéindes badde “random hexamer primers” och oligo dT (for att ticka sé stor del av
RNA:t som mdjligt och generera manga olika langder pa cDNA), tillsammans med specifika
“reverse primers” for serglycin samt de valda referensgenerna HPRT och EEF2.

Protokollet for syntesen skalades upp efter rening av RNA med Nucleospin for att tillgodogora
den lagre RNA koncentration som uppstod. M&ngden RNA &ndrades &ven i en del av proverna
fran 1,2 pg till 0,6, 0,3 samt 0,15 pg, det vill siiga i steg om 72", for att kunna anvinda samma
protokoll for samtliga prov.

gPCR

Uttrycket av serglycin méttes med qPCR analys, se bilaga 4 for protokoll. Som ndmnt ovan
anvandes referensgenerna HPRT och EEF2 och for varje gen (inklusive serglycin) forbereddes



en mix som inkluderade “forward” och “reverse primers”. cDNA:t spaddes 1:5 med RNAse-
fritt vatten 1:5. Som negativ kontroll forbereddes dven proverna utan superscript Il reverse
transcriptase”, detta for varje gen. Om korrekt utfort ska dessa inte ge nagon matbar signal vid
gPCR analysen da inget DNA ska finnas med i provet efter DNAase | behandlingen. En ytter-
ligare negativ kontroll endast bestaende av varje gens mix lades till, detta for att kontrollera att
de olika blandningarna inte pa nagot séatt blivit kontaminerade langs vagen. Alla prover analy-
serades i duplikat for alla gener.

ELISA

Férdiga “enzyme linked immunosorbent assay” (ELISA) kit for hund fran MyBioSource an-
vandes for detektion av serglycin (catalog number MBS067302), kallikrein 7 (KLK7) (catalog
number MBS031217), prekallikrein (catalog number MBS2606726) samt sCD44 (catalog num-
ber MBS012093). Protokoll fran tillverkaren efterféljdes dar serglycin, KLK7 och sCD44 hade
ett identiskt tillvagagangssatt medan prekallikrein hade ett eget. I en si kallad “sandwich
ELISA”, som de olika kitten var baserade pé, binder antigen in till de specifika antikropparna i
plattan foljt av tillsattning av enzymmarkta antikroppar vilka &ven de binder till antigenet. Ett
substrat tillsétts i senare steg for att ge en detekterbar signal. Absorbansen avléstes sedan med
hjélp av Multiscan EX vid 450 nm. Proverna for test av Kitten sattes i en spadningsserie om 5
steg, medan proverna som analyserades i fungerande kit spaddes i 2 steg.

Statistik

For analys av resultaten genererade i substrat-assay:n anvandes Mann-Whitney U-test, for be-
domning av eventuella signifikanta skillnader mellan grupper, i programmet GraphPadPrism.

Resultaten av MALDI-TOF analysen analyserades dels i programmet FlexControl kopplat till
MALDI-TOF:en samt dels i GraphPadPrism dar Mann-Whitney U-test aterigen anvandes for
beddmning av skillnader mellan peptidutslagen i de olika grupperna.

For jamforelse av serglycinuttrycket mellan mastocytompatienter och friska individer anvandes
Livak och Hellemans metod (Hellemans et al., 2007) for berékning av fold change, for att pa
sa satt kunna avgora om uttrycket ékar, minskar eller forblir detsamma hos de sjuka djuren.

RESULTAT

Substrat-assay

Samtliga substrat-assay genererade absorbansvarden. Baserat pa dessa beraknades skillnaden
(delta) i absorbans (delta OD, optical density) per minut for varje tidsintervall som absorbansen
maéttes under. Foljande diagram (figur 1-5) redovisar skillnaden mellan mastocytomgruppen
och normalgruppen for varje analyserat substrat, och i tabell 1 redovisas medelvéarde och SEM
for AOD f0r varje analyserat tidsintervall.
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Figur 1. Resultat av jamférelse mellan mastocytom och normalgrupp fér substrat-assay med chromo-
gent substrat 2302 (kallikrein).
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Figur 2. Resultat av jamférelse mellan mastocytom och normalgrupp fér substrat-assay med chromo-
gent substrat 2403 (plasmin).
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Figur 3. Resultat av jamférelse mellan mastocytom och normalgrupp for substrat-assay med chromo-
gent substrat 2238 (trombin).
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Figur 4. Resultat av jamférelse mellan mastocytom och normalgrupp fér substrat-assay med chromo-
gent substrat 2288 (tryptas). P-varde markerat dverst i figuren.
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Figur 5. Resultat av jamférelse
mellan mastocytom och nor-
malgrupp for substrat-assay
med chromogent substrat L-
1595 (kymas).

Tabell 1. Resultat av substrat-assay for samtliga chromogena substrat angivet i medelvéarde av 40D +
SEM beréknat for angivna tidsintervall

Substrat AOD 0-10 AOD AOD 20-30 AOD  30-60
min/min min/min min/min min/min
S-2302 Mastocytom 0,0122 0,0018 -0,0023
+0,0039 +0,0018 +0,0022
Normal 0,0111 -0,0022 -0,0003
+0,0027 +0,0010 +0,0007
S-2403 Mastocytom 0,0007 -0,0046 0,0001
+0,0024 +0,0017 +0,0015
Normal 0,0065 -0,0065 -0,0026
+0,0035 +0,0014 +0,0007
S-2238 Mastocytom 0,0033 0,0029 0,0022 0,0016
+0,0004 +0,0004 +0,0004 +0,0003
Normal 0,0031 0,0031 0,0022 0,0021
+0,0003 +0,0003 +0,0002 +0,0002
S-2288 Mastocytom 0,0074 0,0071 0,0056 0,0036
+0,0014 +0,0009 +0,0006 +0,0003
Normal 0,0099 0,0095 0,0071 0,0041
+0,0005 +0,0005 +0,0003 +0,0001
L-1595 Mastocytom 0,0034 0,0012 0,000 -0,0001
+0,0012 +0,0003 +0,0002 +0,0001
Normal 0,0039 0,0003 -0,0003 -0,0001
+0,0008 +0,0003 +0,0003 +0,0001
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For kallikrein (S-2302) tycks det finnas en tendens till 6kning av substrataktiviteten hos mas-
tocytompatienterna jamfort med de normala. Genom berédkning med Mann-Whitney U-test kon-
staterades att denna dock ej ar signifikant. For dvriga substrat kan inte samma tendens ses, utan
vid tillfallen istéllet en minskning hos hundarna med mastocytom. Denna ar dock inte heller
signifikant, med undantag for S-2288 (tryptas) dar en signifikant skillnad kan ses vid méatning
efter 10 (p=0,041) och 20 min (p=0,037), samt intervallen 10-20 och 20-30 min. Denna skillnad
innebar en lagre niva hos mastocytomhundarna jamfért med de normala proven.

MALDI-TOF analys

Vid analys av serumprover spadda 40 ganger for 7 mastocytompatienter och 7 normalindivider
genererades ett peptidspektrum enligt figur 6. Pa y-axeln ses intensiteten for varje topp och pa
x-axeln massa-till-laddnings kvoten (m/z), ett varde som vanligtvis tolkas som molekylmassan
eftersom joner med en laddning pa +1 rader (Alexandrov, 2012). Av topparna studerades 6
stycken narmare — 607,8 (£ 0,53), 647,6 (x 0,41), 1873,8 (= 1,26), 2154,7 (= 1,12), 3521,2 (£
2,2) och 7041,9 (£ 2,72).
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Figur 6. Peptidspektrum vid MALDI-TOF av serum spétt 40x dar samtliga individer &r inkluderade (7
mastocytompatienter samt 7 normalindivider).
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For de 6 utvalda topparna jamfordes intensiteten mellan mastocytompatienterna och normalin-
dividerna med hjalp av Mann-Whitney u-test. Ingen signifikant skillnad kunde ses for nagon av
topparna.

Den anrikning med magnetkulor som genomfdrdes for en battre analys av de peptiderna av
lagre intensitet misslyckades, inget peptidspekrum kunde genereras med hjéalp av MALDI-TOF.

gPCR

For beddmning av hur vél RNA isoleringen lyckats analyserades proverna i NanoDrop. I tabell
2 ar RNA:ti alla blodprover extraherat med hjalp av nucleospin RNA XS column med undantag
av individ 1 och 13. Individ 1-8 &r friska individer medan 9-13 &r mastocytompatienter.
A260/280 och A260/230 ratio ar bada matt for att utvardera mangden kontamination i provet.
Ett varde pa ungefar 2,0 for A260/280 och 2,0-2,2 for A260/230 riknas som “rent” gillande
RNA. Alla prover visar darmed mer eller mindre tecken pa kontamination, fran protein, fenoler
eller andra kontaminanter. Koncentrationen RNA varierade mellan 15,21 och 200,2 ng/pl.

Tabell 2. Resultat for RNA-koncentration med NanoDrop matning i blodprover

Individ Koncentration (ng/ul) A260/280 A260/230
1 200,2 1,63 0,43
2 56,47 1,83 1,65
3 47,25 1,84 1,55
4 56,64 1,64 0,89
5 38,38 1,71 0,46
6 15,21 1,58 1,16
7 55,43 1,84 1,53
8 33,93 1,82 1,7
9 19,65 1,63 1,3
10 40,58 1,76 1,41
11 24,72 1,64 0,65
12 32,36 1,66 0,82

=
w

178,8 1,68 0,47
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Tabell 3. Resultat for RNA-koncentration med NanoDrop matning av FFPE-prover, dar de olika pro-
verna representerar olika FFPE-block fran samma individ och dar M star for mastocytomvavnad och
F frisk vavnad

Individ Prov Koncentration (ng/ul) A260/280 A260/230
1 1 371,1 1,72 0,76
2 103,4 1,63 0,4
2 1 100,8 1,42 0,25
1M 149,8 1,43 0,32
1F 469,4 1,77 2,17
2 915,6 1,51 0,49
3 1 238,6 1,57 0,54
2 195,2 1,51 0,41
4 1 158,5 1,53 0,34
2 142,5 1,49 0,3
5 1M 202,1 1,51 0,43
1F 816,6 1,47 0,42
2 310,4 1,59 0,74
4F 212 1,58 0,45
4M 264,6 1,61 0,61

Samma tecken pa kontamination kan ses for FFPE proverna (tabell 3) som for blodproverna.
Flera FFPE-block férekommer for samma individ, darmed multipla prov. Dar det var mojligt
delades &ven FFPE-blocken i 2 delar nér snitten gjordes for att skilja frisk- och mastocy-
tomvavnad fran varandra och pa sa satt fa en inbérdes kontroll, till exempel ar 1M for individ
2 prov 1:s mastocytomdel och 1F den friska delen fran samma block. Koncentrationen RNA
varierade mellan 100,8 och 915,6 ng/pl.

Tabell 4. Resultat av qPCR fran blodprover, medelvarde av Cq for duplikaten for generna. Individ 1-8
normaler, 9-13 mastocytompatienter

Individ (RNA SGN EEF2 HPRT Fold change
mangd, pg)

1(1,2) 20,78 22,64 25,21 0,92
2(0,6) 21,74 23,66 26,39 1,01
3(0,6) 21,44 24,16 25,74 1,18
4 (0,6) 23,20 25,20 26,82 0,73
5(0,6) 22,32 25,61 26,56 1,41
6 (0,15) 27,67 29,63 31,16 0,69
7 (0,6) 21,60 24,06 25,66 1,00
8(0,6) 21,09 23,72 25,37 1,14
9(0,3) 24,53 25,85 28,48 0,65
10 (0,6) 22,78 24,33 26,81 0,72
11 (0,3) 24,80 26,16 27,98 0,50
12 (0,6) 23,05 24,24 26,24 0,47
13 (1,2) 18,97 22,39 23,61 1,70
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Da mangden RNA varierar mellan de olika blodproverna pa grund av anpassat protokoll efter
RNA koncentrationen gar inte Cg-vardena for serglycingenen att jamforas rakt av. Daremot
genom en berékning av fold change for mastocytompatienterna och fér normalindividerna, med
hjalp av Hellemans metod for berdkning med flera referensgener (Hellemans et al., 2007),
kunde anda uttrycket jamforas. En fold change pa >2 innebar en signifikant 6kning av uttrycket
medan en pa <0,5 innebar en signifikant minskning. Fold change for mastocytompatienterna
varierade mellan 0,47 (vilket innebdr en signifikant minskning av genuttryck fér serglycin i
serum hos patienten) och 1,70 (vilket narmar sig en signifikant 6kning av genuttrycket), se

tabell 4.
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Figur 9. Jamforelse av fold change for normaler
och mastocytom grad | (individ 9-12).

Fold change jamfoérdes dven mellan normal-
gruppen och individerna med mastocytom grad
| (0-12), dvs de individer med ett minskat ut-
tryck, se figur 9. Ett signifikant (p=0,0081)
minskat uttryck av serglycin kan dérmed ses
hos mastocytompatienterna av grad I.

Tabell 5. Resultat av qPCR pa FFPE-prover, medelvéarde av Cq for duplikaten samt fold change for de
prov med varden for samtliga gener

Individ Prov SGN EEF2 HPRT Fold change
1 1 30,52 37,59 37,04 110,97
2 31,43 34,73 33,67 6,80
2 1 35,87 - 36,57 -
M - - - -
1F 36,23 - - -
2 38,80 - 40,98 -
3 1 31,16 35,20 39,20 63,39
2 38,60 - - -
4 1 - - - -
2 29,67 34,30 33,91 21,62
5 1F - 37,03 38,03 -
1M 35,81 - 37,16 -
2 32,69 - 35,45 -
4F 32,37 31,99 33,77 1,00
iM 33,64 39,19 37,96 21,59
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| tabell 5 redovisas resultaten for qPCR analysen for FFPE-proverna. Ett flertal individer sak-
nade helt varden for nagra av de métta generna och ett stort antal individer gav endast enstaka
varden istéllet for de duplikat som analyserats. Detta gjorde att berdkning av fold change inte
gick att utfora for alla prov. For de prov dar samtliga gener gett en signal beraknades fold
change och en 6kning i uttryck mellan 6,8 och 110,97 ganger sags i mastocytomproven jamfort
med det enstaka prov som anvandes som normal kontroll.

ELISA

Alla ELISA-kKit testades till en borjan med 3 individer for att fa en uppfattning om huruvida
ELISA-kitten fungerade for provmaterialet. For alla individer genomfordes en spadningsserie i
5 steg. For serglycin, CD44S samt prekallikrein var resultatet negativt. De OD vérden som
uppmattes vid analys av serglycin foljde inte standardserien. Prekallikrein gav upphov till en
mycket lag signal och CD44S &ven den hade en relativt 1ag signal med sma férandringar mellan
spadningar, som for en av de testade individerna inte foljde spadningsserien. For testet av
KLK7-kittet daremot sag resultaten annorlunda ut, varfor fler individer analyserades. 8 normal-
individer och 7 mastocytompatienters serum analyserades med 3 matpunkter for varje individ
(i spadningsserie om 3 steg). Resultaten av detta visas i figur 10.
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Figur 10. Jamforelse mellan normal och mastocytomgrupp vid ELISA pa KLK?7.
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Vid analys av koncentration mellan grupperna verkar normalindividerna ha en hogre koncent-
ration jamfort med mastocytompatienterna men statistisk berédkning ger ingen signifikant skill-
nad. Ingen signifikant skillnad kan ses mellan grupperna for OD vérdena heller. Medel for OD
vardet &r 0,251 med SEM=+0,034 for mastocytomgruppen och 0,293 med SEM=0,031 for nor-
malgruppen. For koncentrationen ar medelvardet 1,190 ng/ml med SEM=+0,235 f6r mastocy-
tomgruppen och 1,479 ng/ml med SEM=+0,215 for normalgruppen.
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DISKUSSION
Substrat-assay

Studierna kring proteasférekomst och koppling till olika cancerformer ar motsagelsefulla. En
del verkar kunna pavisa att 6kade nivaer ar kopplade till bland annat kortare éverlevnadstid
medan andra har svart att upprepa resultaten (Pulz and Strefezzi, 2017). Analysen i detta arbete
har haft svart att pavisa nagra signifikanta skillnader. Resultatet for kallikrein verkar peka pa
en 6kning hos mastocytompatienter jamfort med normala speciellt vid berédkningen av skillna-
den vid 10-20 min da p-vardet narmar sig 0,1 vilket inte &r signifikant vid ett 95 % konfidensin-
tervall men pa vag. Det & mojligt att om fler prover varit inkluderade hade resultatet kunnat bli
signifikant. Det resultat som daremot noterades som signifikant var en minskning av tryptas-
nivaer hos mastocytompatienter jamfért med normalindivider vid matning vid 0-10, 0-20, 10-
20 samt 20-30 min. Vid gPCR analysen av serglycinnivaerna sags hos tva av individerna en
signifikant minskning av uttrycket nagot som skulle kunna kopplas ihop med de minskade ni-
véerna av tryptas. | studien av Abrink et al. (2004) fann man hos serglycin-negativa méss en
minskning av proteasaktivitet, daribland det mastcellsspecifika tryptas.

MALDI-TOF-MS

Analysen av det spadda serumet med MALDI-TOF map peptidprofil genererade inga signifi-
kanta skillnader mellan normalindivider och mastocytompatienter. Trots att MALDI-TOF-MS
teknologin har kommit att ha stor betydelse for bade kvalitativ och kvantitativ analys for fram-
tagning av nya biomarkarer likval som for diagnostisk forskning inom manga omraden havdar
ett flertal forskargrupper att ett av analysmetodens storsta brister &r den nagot laga formagan
till upprepning av forsok (Merlos Rodrigo et al., 2014)

| en studie av Albalat et al. (2013) visade de att till exempel spadning och koncentrationen i
prover har stor betydelse for vilka peptider/proteiner som kan detekteras vid analysen. Studien
konstaterade aven att inte alla peptider nar en maximal intensitet vid samma spadning och
mycket information kan ga forlorad om ett for snavt spadningsintervall anvands. Utifran detta
kan det tankas att spadningen pa 40 ggr i det har forsoket inte varit optimal for att identifiera de
molekylvikter som skiljer sig i intensitet mellan mastocytompatienter och friska individer.

Kvaliteten pa den data som genereras vid MALDI-TOF ar ocksa kraftigt beroende av vilka
installningar och programmetoder som utnyttjas vid analysen. Resultaten innehaller dessutom
ofta stora miangder “’brus”, dvs extra information fran kemikalier, instrumentinstidllningar och
liknande, som kan stora de resultaten som &r av intresse. For att reducera detta kravs ratt pro-
gram och rétt instéllningar (Merlos Rodrigo et al., 2014). | detta forsok justerades en del av de
installningar som kan tankas behovas, sasom korrektion efter baslinjer och utjamning av lin-
jerna, men vid kontakt med det ansvariga foretaget for maskinen (Bruker Daltonics) foreslog
de att en annan programvara skulle kunna forbattra vart resultat.

Peptidprofilering av serum med MALDI-TOF &r nagot begransad till detektion och kvantifie-
ring av de proteiner/peptider som forekommer i riklig mangd medan andra gar forlorade. De
serumproteiner som finns beskrivna for cancer ligger ofta i ett lagre detektionsspann, under 1
kDa, &n vad installningarna i MALDI-TOF:en for exjobbsanalysen klarade av att méta (Merlos
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Rodrigo et al., 2014). For att komma runt detta problem gjordes forséken med anrikning med
hjalp av magnetkulor, dock utan framgang och resultat. Vid kontakt med tillverkarna av
MALDI-TOF:n (Bruker) foreslogs att ett sarskilt matrix for andamalet hade varit av varde.

RNA extraktion

RNA extraktion fran bade blodprover samt FFPE-tumdrmaterial genererade matbara nivaer
RNA vid analys i NanoDrop, dock med stor variation och tydliga tecken pa kontamination.
Resultaten for blodproverna dar RNA:t isolerats med hjalp av NucleoSpin ledde generellt till
mindre tecken pa kontamination méatt med kvoterna A260/280 och A260/230 jamfort med de
prover dar endast TRIzol metoden anvénts. Trots detta klassas de inte som “’rena”. TRIzol dr en
fenollosning som absorberar UV ljus vid bade 230 nm och 270 nm vilket innebér att den &r
mojlig forklaring till de brister i bade A260/280 och A260/230 kvoterna som ses. | en studie av
Kim et al. (2014) jamfordes 3 kit for RNA extraktion dér TRIzol metoden och NucleoSpin kittet
var tva av dem. I enlighet med vara resultat fann de att endast TRIzol gav upphov till en hogre
grad kontamination jamfort med Nucleospin men &ven att RNA koncentrationerna var lagre
efter anvandning av NucleoSpin. Detta noterades dven i detta examensarbete. Protein och DNA
ar ocksa mojliga kontaminanter vid RNA extraktionen och for att minska denna ytterligare ar
ett Okat antal tvéttar eventuellt en mojlig 16sning.

Nagot som kan forklara den stora variationen i koncentration som observerades framforallt mel-
lan FFPE-proverna, &r brister vid fallning av RNA vilket enligt Eikmans et al. (2013) ar ett
mycket kritiskt steg som ofta leder till att RNA pelleten helt eller delvis gar forlorad.

gPCR analys

Kvaliteten pd qPCR-resultaten for FFPE-proverna varierade. Ett flertal individer saknade helt
varden for nagra av de matta generna och ett stort antal individer gav endast enstaka vérden
istallet for de duplikat som analyserats. Detta gor resultaten opalitliga och svara att dra slutsatser
kring. En misslyckad cDNA syntes ar en mojlig forklaring men da den upprepades for en del
av individerna utan ndgon forbattring i resultat ar det mindre troligt. Brister i pipetteringen ar
en annan forklaring. En tidigare studie av Jonsson (2019) som utférde motsvarande analys pa
FFPE tumormaterial, dock av annan vdvnads och tumortyp, lyckades béttre. Detta kan tankas
bero pa sjalva vavnaden och tumdrerna som studerats. Exempelvis hos individ 5, dar resultaten
varierar i kvalitet, harstammar vavnaden fran ett 6ra som generellt innehaller mindre celler och
kan ténkas ge upphov till ett samre uttryck. Det kan dven téankas vara kopplat till tumortypen
och graden av degradering. Det ar mojligt att mastocytompreparaten, som innehaller en stor
mangd mastceller och dess specifika och ospecifika proteaser och andra biologiskt aktiva mo-
lekyler, haft en snabbare degradering och resulterat i en samre vavnad innan fixeringen hunnit
ske.

Nagot som kan haft paverkan pa resultaten av RNA isoleringen fran blodproverna ér lagringen.
| studien av Eikmans et al. (2013) undersoktes dven lagringens inverkan pa RNA:ts kvalitet.
De fann att lagring av blod i TRIzol i -20 °C gav upphov till en 1agre kvalitet hos det framrenade
RNA:t och en lagre gPCR signal efter cDNA syntes. Denna minskning var dock inte signifikant
vid statistiska berakningar och dnda den lagringsformen som rekommenderas. Det skulle dock
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kunna ha en paverkan pa prover som lagras en langre tid och gar inte att utesluta da proverna i
Eikmans et al. (2013) studie endast lagrats som langst i 6 dagar medan proverna i var utférda
studie statt i frysen flera veckor upp till ett ar.

For ett flertal cancerformer har ett 6kat serglycinuttryck korrelerats till en aggressivare cancer-
form, ndr resultaten for den maligna formen jamforts med den benigna formen eller med nor-
malvavnad (He et al., 2013; Korpetinou et al., 2015, 2013; Li et al., 2011). Detta &r dock inte
studerat specifikt for mastocytom i ndgon storre utstrackning tidigare och an mindre pa hund. |
detta arbete har det blivit svart att dra slutsatser da patientmaterialet for de sjuka individerna
varit litet och spridningen gallande skillnaden i uttryck (fold change) jamfort med de friska
individerna stor. En tankbar forklaring till detta skulle kunna vara mastocytomgraden. Den in-
divid med hogst fold change (1,70), vilket var individ 13, ar ocksa den enda individen som
diagnosticerats med mastocytom grad Ill. Grad 11l innebdr en mer odifferentierad bild som
trangt sig djupare ner i subkutana vavnader och visar storre tecken pa malignitet (Patnaik et al.,
1984). For individen finns dock inga uppgifter om mastocytomet spridit sig till narliggande
lymfknutor eller andra organ. De andra individerna i qPCR analysen, som har en fold change
mellan 0,47 och 0,72, har alla fatt klassificeringen grad 1. Tva av individerna ligger precis vid
signifikansvérdet for en minskning i uttryck av serglycin jamfort med normalvéavnaden, om de
endast studeras som enstaka individer. Vid jamforelse mellan alla fyra mastocytomindivider
med grad | och normalgruppen kunde dock en signifikant minskning i serglycinuttryck ses for
mastocytompatienterna. | en studie av Duelli et al. (2009) fann man att serglycinuttrycket hos
mastceller ar starkt kopplat till cellernas mognadsgrad, dar omogna mastceller uttrycker lagre
nivaer eller ingen serglycin alls medan de mogna mastcellerna uttrycker hdga nivaer. En for-
klaring till varfor fold change for individer med mastocytom grad | & minskat i uttryck jamfort
med normalvavnad skulle darfér kunna vara att en 6kad mangd omogna mastceller finns i cir-
kulationen hos dessa patienter.

Om nagon slutsats ska dras kring resultaten for FFPE materialet, trots begransad tillforlitlighet,
ses en tydlig 6kning i fold change och darmed genuttryck for serglycin hos mastocytomproven
jamfort med det enstaka normalprov som kunde anvéndas for berékning. Inga uppgifter finns
kring varfor dessa individer avlivats men en forklaring kan vara problem kopplat till mastocy-
tomet varfor ett rimligt antagande skulle vara att dessa &r av en allvarligare klassificeringsgrad.
Det htga genuttryck som genererats ar darfor inte helt oméjligt som sanning, i enlighet med
tidigare studier pa serglycinuttryck och aggressivitet.

ELISA

Resultaten for spadningsserien som skapades av proverna for serglycin ELISA:n foljde inte den
redan faststallda standardkurvan varfor det &r rimligt att anta att detta kit inte fungerar for den
har typen av prov. Inga ytterligare analyser genomférdes med avseende pa detta. For prekal-
likrein var absorbanssignalen mycket Iag ndgot som kan vara tecken pa en felaktig hantering av
kittet men ocksa att forekomsten i proverna var lag och darmed inte av vérde att undersoka
vidare. Detsamma géller CD44S dar signalen ocksa noterades som relativt 1ag och skillnaden
mellan stegen i spadningsserien var liten. For de 3 individer som testades var det dessutom en
som inte f6ljde standardkurvan for CD44S.
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De resultaten som erhdlls vid ELISA pa KLK7 var daremot av battre kvalitet. Da samtliga
individer foljde den faststéllda standardkurvan antogs kittet fungera och fler individer analyse-
rades. Resultatet kunde inte uppna nagra signifikanta skillnader i koncentration mellan mas-
tocytom och normalgrupp men trenden tyder pa en minskning hos mastocytompatienter av
KLK7. KLK7 har i andra cancerformer ett varierat uttryck. En studie av Shen et al. (2015)
visade en minskad niva av KLK?7 vid prostatacancer hos manniska jamfort med benign prosta-
tahyperplasi och normal prostatavavnad. | motsatts till detta erholl Li et al. (2014) resultat som
visade att KLK7 nivaerna i serum hos patienter med livmoderhalscancer var signifikant hogre
jamfort med patienter med benign livmoderhalssjukdom eller friska kontroller. Det ar darfor
mojligt att mastocytom pa hund &r en av cancerformerna dar KLK7 nedregleras.

KONKLUSION

Trots att resultaten i mangt och mycket inte haft ndgon stark signifikans visar detta examensar-
bete dnda pa att det finns trender som &r intressanta att fortsatta undersoka med ett storre pati-
entmaterial som grund. Det skulle vara intressant att fa tillgang till individer med olika mas-
tocytomgrad och jamfora resultaten for dessa for att se hur graden av sjukdom spelar roll for
mojligheten till identifikation av biomarkorer. Serglycin verkar trots nagot bristfalliga resultat
ha betydelse och ar av varde att fortsatt studera som en potentiell biomarkdr.

Ett av malen med examensarbetet var att bilda sig en uppfattning om normalvariation for de
utforda analyserna pa hund. Da normalgruppen varit av storre antal &n mastocytomgruppen har
detta mal uppnatts och en viss uppfattning och insamling av data gallande normalhundar for de
analyserade parametrarna avklarats.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING
Inledning och litteraturoversikt

Cancer &r en av de vanligaste dodsorsakerna hos hund i Sverige. Hudtumorer forekommer sa
ofta att det &r den tredje vanligaste stallda diagnosen enligt k&llor. En av de vanligaste forekom-
mande tumdortyperna ar mastocytom, vilket ar en tumor som utgar fran kroppens mastceller.
Mastceller ar en cell som tillhor immunfdrsvaret och finns pa manga stallen i kroppen, déribland
huden. Mastocytom upptrader ofta i huden men det da mastcellerna dven finns i andra delar av
kroppen kan det bildas mastocytom pa flera platser. De mastocytom som finns i huden kallas
kutana mastocytom. Dessa kan graderas pa olika satt, antingen baserat pa hur den ser ut histo-
logiskt, det vill sdga vid undersokning i mikroskop, eller utifran om/hur den spridit sig fran
huden till lymfknutor, blod och/eller benmérg. | bagge fallen géller att en hogre gradering in-
nebar en mer aggressiv och elakartad forandring. Graderingen hjélper pa sa vis behandlande
veterindr att vélja behandling och bidrar till att ge en prognos for individens 6verlevnad.

Det finns ett amne, serglycin, vilket pa olika sétt paverkar mastceller. Det &r ocksa ett amne
som man i tidigare studier kopplat till cancer. Bevis finns for att &mnet serglycin uttrycks i
hogre nivaer hos ett flertal aggressiva cancerformer jamfort med godartade cancerformer och
normal vavnad. Detta galler for till exempel lungcancer, prostatacancer och coloncancer hos
manniska. Malet med den har studien var darfor att undersoka huruvida serglycinnivaer kan
anvandas pa liknande satt for mastocytom hos hund. | studien inkluderades &ven andra &mnen
(olika typer av proteaser, peptidprofil och CD44), vilka dven dessa setts vara kopplade till ag-
gressiv cancer pa andra djurslag. Detta for att se om dess nivaer och/eller aktivitet kunde kopp-
las till mastocytomets allvarlighetsgrad.

Material och metoder

Studien bygger pa blodprover insamlade fran patienter med mastocytom och friska hundar vid
Universitetsdjursjukhuset i Uppsala, samt av tumdrprover med en histopatologisk diagnos fran
avdelningen for patologi (BVF) vid Sveriges Lantbruksuniversitet. Dessa prover har sedan ge-
nomgatt flera olika analyser sasom substrat-assay, MALDI-TOF-MS, gPCR och ELISA. Re-
sultat fran dessa analyser har sedan bearbetats statistiskt for att se om det foreligger nagon stat-
istiskt signifikant skillnad mellan individer med mastocytom och friska hundar.

Resultat och diskussion

Efter statistisk bearbetning kunde inga signifikanta skillnader géllande peptidprofilering och
resultat fran ELISA analys i serum ses mellan hundar med mastocytom och friska hundar. Pro-
teasaktiviteten var signifikant mindre for det mastcellspecifika proteaset tryptas, men for évriga
studerade proteaser kunde ingen signifikant skillnad mellan sjuka och friska individer ses.
Serglycinuttrycket varierade mellan individerna med mastocytom och var hos vissa sankt och
hos andra forhojt jamfort med de friska individerna. Det & mojligt att detta skulle kunna vara
kopplat till mastocytomets klassificeringsgrad da den individen med hdgst serglycinuttryck var
den individ med hogst graderat mastocytom. Dessutom sags en signifikant minskning i sergly-
cinuttryck hos de individer med lagre klassificeringsgrad jamfort med de friska individerna.
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Trots att resultaten inte alltid visat nagon stark signifikans visar denna studie &nda pa trender
som skulle vara intressanta att undersoka vidare med ett utokat patientmaterial som grund.
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Jag skulle vilja bérja med att ge ett stort tack till min handledare Magnus Abrink fér hans o4nd-
liga entusiasm, talamod och engagemang for allt vad mitt arbete inneburit. All stéttning och
handledning langs véagen har varit ovarderlig.

Jag skulle aven vilja tacka Fredrik Sodersten pa enheten for patologi pa SLU for hjalp med att
identifiera preparat i arkivet, och Albin Norman och Vidar Andersson for instruktioner i hur
snitt skars fran FFPE-block.

Sist vill jag ocksa tacka Bernt Hjertner for hjalp pa labb och med berakningar, och Caroline
Fossum for den input jag fatt om mitt arbete i hennes egenskap som examinator.
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BILAGOR

Bilaga 1

Protocol RNA extraction

Revised by: Claudia Liitzelschwab

date: 2018-05-16

Experiment:

Assay

This protocol is a modification of the TRIzol™ Reagent (Invitrogen, Life Technologies) manufactures protocol for
total RNA from canine blood sample.

Reagents

Invitrogen TRIzol™ Reagent
Chloroform

Isopropanol

75% ethanol

RNAse free water

In the original TRIzol™ protocol prescription of RNA is performed by adding 0.5 mL of isopropanol to the aqueous phase,
per 1 mL of Trizol and the incubation time proposed is 10 min. We changed the volume of isopropanol to the same

volume as the aqueous phase obtained from the chloroform extract, and the incubation time after addition of isopropanol
to 30 min. This to obtain a better precipitation and higher yield of RNA.

All individual samples should be prepared in triplicates, to obtain back up RNA samples.

species: Canine (Dog).

Table 1, Regnant calculations using excel to obtain the correct volumes.

Animal  Id sample blood volume of Trizol volume of volume of Isopropanol volume of 75 %
Nr volume ul Chloroform ul ethanol
ul ul ul

same volume of aqueous

1 100 500 100 phase obtained from the 500
chloroform extract

2 100 500 100 same volume of aqueous 500
phase  obtained from the
chloroform extract.

3 100 500 100 same volume of aqueous 500
phase obtained from the
chloroform extract.




Procedure
Always work in sterile hoods and use gloves, slerile pipettes/tips/tubes etc. Wipe the hood surface
with clorin 10% and then with ETOH 70%

Turn on the centrifuge

In sterile hood
1. Mark 3 tubes with sample Nr from above and, then add transfer 100 ul of blood into the
clean tubes.

2. Add 500 pl TRIzoI™ Reagent to each Eppendorf tube (volume according to the table above).

3 Vortex the tubes vigorously, 2 min, and incubate at room temperature, 15 min

4, To each Trizol treated tube add 100 pl of chloroform, vortex and incubate at room
temperature for 5 min.

5. Centrifuge the sample for 15 min at 12,000 x g at 4 °C.

6. Mark 3 new, clean tubes with sample Nr and RNA, then transfer the colorless aqueous
phase containing the RNA into the new tubes*

7. Add the same volume of isopropanol as the aqueous phase obtained from the chloroform
extract, and incubate at room temperature, 30 min. (Around 300-500 pl)

8. Centrifuge the sample for 10 min at 12,000 x g at 4 °C.

9. Discard the supernatant with micropipettes, avoid the RNA pellet (a white gel-like pellet at
the bottom of the tube).

10.  Wash the RNA pellet, add 500 pl 75% ethanol (volume according to the table above).

11. Vortex briefly the sample to resuspend the RNA pellet, then centrifuge for 5 min at 7500 x g
at4 °C.

12, Discard the supernatant carefully with micropipette.

13.  Airdry the RNA pellet for 5h 10 min, and then resuspend the pellet by adding 30 pl of
RNAse free water*

From each sample/tube take a 3 pl aliquote in a new, clean tube for RNA quantitation by
NanoDrop
Stored the rest at h 80 °C until further use.

*Important to avoid the interphase, therefore do not pipette too close.
*
If the RNA pellet does not dissolve properly, vortex until it become fully dissolved in the water.



Bilaga 2

NanoDrop™ measurement

Materials:

RNA samples

RNA samples diluent

Micropippette tips 10 pL

Gloves

Tissue paper

Molecular grade water

Procedure

1- Bring RNA samples as well as the water used to elute them on ice to the NanoDrop spectrophotometer.
2- Wash the sample reader with molecular grade water and dry with a tissue paper.

3- Following the software’s instructions, load 2 pL of water use to resuspend the sample (blank) and
initialize the system. Change the computer's setting to RNA and click the blank button.

4- Load 2 pL of the RNA sample and click the measure button

5- Wipe the sample reader with a clean, dry tissue paper and load the next. Alternatively, you can use the
software to load and read multiple samples simultaneously

6-After the read is complete, record the A260/A280 and A260/A230 ratios as well as the amount of RNA
recovered (in ng/uL) manually or, select from the software menu to print screen or save an image of the

report.

Very pure RNA will have an A260/A280 ratio of ~2.1. Anything higher than 1.8 is considered to be of acceptable
purity, and a ratio of <1.8 indicates potential DNA or protein contamination.

A low A260/A280 ratio is likely due to mixing phases when removing the upper aqueous phase of the Trizol
separation or is also more common in samples with a very low yield of RNA.

The A260/A230 ratio should also be above 2.0. A low A260/230 ratio indicates contamination with the wash solutions,
chaotropic salts, phenols or protein.



Bilaga 3

Protocol cDNA synthesis of total RNA with DNAse | step

QOriginal protocol: Stina Heliman Revised: Claudia Litzelschwab

Date: 20718-09-10

DNAse | treatment

Reagents
Promega DNAse | Kit Lot #:
DEPC treated water
RNA sample

sample Nr conc ug/ul volume for 1,2ug RNA Vol DEPC water
Dog #DIV/0! #DIV/0!
Dog F #DIV /0! F #DIV/0!
Dog F #DIV /0! F #DIV/0!
Dog F #DIV /0! F #DIV/0!
Dog F #DIV /0! F #DIV/0!
Dog r #DIV/0! r #DIV/0!
Procedure

(The original DNAse protocol is a 10ul reaction using 1ug RNA. We use 1,2ug RNA so that it can be
split into 1 and 0,2 pg for +RT and —RT reactions, respectively. It is therefore scaled up to a 12 pl
volume reaction)

Clean Room (NO NUCLEIC ACIDS!)
In the hood:

1. Mark clean microcentrifuge tubes with sample numbers from above and “RT+" then, from the
kit add:
1,2 pl 10x Rxn buffer
DEPC-H20, volume according to above table.
1,2 pl (1 U/pg RNA) DNAse I*

2. Prepare a tube with enough volume of DNase Stop solution to an eppendorf tube for later
use in template room. 8pl are sufficient for 6 samples.



Template Room

In the hood:

DNAse | reaction

1. Fill a box with ice and set the double heating block to 70°C and 59°C.

o

Add 1,2 pg RNA to RT+ tubes (volume of sample according to table above to get 12 ul total
volume).

Incubate at 25°C, 15 min.
Add 1,2 pl DNAse-stop (now you have a13,2 ul total volume).

Incubate at 70°C for 10 min, spin down the tubes briefly and transfer to ice to chill.

O

Store at -80°C, or keep on ice for further use.

cDNA synthesis SupertScript Il Kit

Clean Room

1. Fill a box with ice

2. Inaclean tube, prepare the primer mix: specific REV primers + random hexamer primers + Oligo
dT primers (see CALCULATION TABLE). Keep on ice until use

3. Prepare enough volume of the cDNA Master Mix | for the number of samples (see
CALCULATION TABLE). Keep on ice until use

4. In 2 separate, clean tubes prepare the cDNA Master Mixes Il for the RT+ and RT- reactions (see
CALCULATION TABLE). Keep on ice until use.

Template room

1. Fill a box with ice

2. Turn on the heating block and set up the temperatures: 59°C for annealing and 55 °C for the
cDNA synthesis.

3. Annealing: For each RNA sample prepare a PCR tube (labelled RT+). Add 2,4 ul/tube of Master
Mixture | and 13,2 ul (1,2 ug) of template (DNAse | treated total RNA) from each sample. The
final volume is 15,6 ul of reaction.

4. Incubate the tubes at 59°C during 5 min and then transfer the tubes to an ice bath for at least 1
minute.



From each sample, transfer 2,6 ul of the above reaction to a PCR tube (Labelled RT-). Now you
have two PCR tubes for each sample. Add RT+ or RT- Master Mix Il to the corresponding tubes
(see CALCULATION TABLE).

Incubate the tubes at 25 °C (room temperature) for 15 min and the place the tubes in the heat
block at 55°C for 60 min.

Set the other heating block at 70 °C.

After incubation, inactivate the reaction by heating the samples (both RT+ and RT-) at 70°C for
15 min.

Centrifuge the tubes briefly and freeze at -20°C until use.



CALCULATION TABLE

CLEAN ROOM

TEMPLATE ROOM

DNAse treatment Mix for each RNA RT+ sample

DNAse treatment Mix for each RNA RT+ sample

Vol (ul)

RMNA

0

DMNAse treatment Mix

12

Mix gentle and incubate at RT"® for 15 min

DMNAse stop

1,2

Total RMNA treated

13,2

Incubate at 70°C, 10 min, chillon ice, spin down!

cDNA Mastex Mix | for EACH RNA

Vol (ul)
10x xRxn Buffer 1,2
DEPC water §
DNAse | Invitrogen AMPD1 1,2
Total 12
Prepare:
DMAse stop solution 8 ul/ 6 reactions

cDNA Mastex Mix |

N*® Reactions 1,2

Primer mix ** 1,2

dNTPs mix 10 mM 1,2
Total r 24 0

Primer mix **

0 ul of each (REV, Hexa and Oligo dT

RMNA treated 13,2
Master Mix | 2,4
Total 15,6

Anneal at 65°C 5 min and on ice>1 min

cDNA Mastex Mix Il for EACH reaction
RT+ RT-
Master Mix Il 7 14
Template RNA treated 13 2,6

Total 20 4

Incubate at 25°C for 15 min

cDNA Mastex Mix Il RT+ RT-
N® Reactions 1
5X First-Strand
Buffer 4 o
0,1M DTT 1 0
SuperScript I
RT (200U/ul) 1 0 0
Nuclease free
water 1
total volume Iul}r 7 0 0

Incubate at 55°C for 60 min

Inactivate reaction at 70°Cfor 15 min
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qPCR dog cDNAs

CLEAN ROOM

1-  Thaw the SYBRGreen Master mix (second drawer from bottom, Immunologi freezer), the nuclease free water and the
diluted primers (2uM). Keep them on ice.
Put a plastic bag for the waste container

2-  Label 4 tubes, one for each gene’s master mix: EEF2, HPRT, SGN

3- Prepare de Master mixes according to the table:

EEF2 SGN HPRT
N° Rxns --> 1
Master mix 12,5 0 0 0
primer Fw
400 nM 5 a 0 0
primer Rev
400 nM 5 0 0 0
water 0,5 0 0 0
total 23 0 0 0
DNA each
indv 2 2 2 2
final
volume 25

4-  Bring only the tubes to the template room. Clean the hood with Chlorine 10% and 70% ETOH (waste in plastic bag to
the template room as well).

5 Take the nuclease free water and a white plate BioRad (sideboard close to the door, 3™ shelf) and a plastic seal (be
careful not to touch the glossy surfacel).

TEMPLATE ROOM

6- Put the master mixes on ice and the cDNAs:
a. -RT Ctrs (only when available)
b. cDNAs diluted 1/5
c. Water
d.
7-  Set up the qPCR plate under the hood according with the design. ADD FIRST THE MASTER MIX (23 ul) and
SECOND THE cDNA (2 ul). Use an unopened filter tip box as a guide.

Plate design:

IO " monNnwX>




Final volume should be 25 ul/ well.

8- Seal the plate with the plastic membrane, glossy surface up.
9-  Clean the hood with 10% Chlorine, 70% ETOH and UV during 30 minutes.

POST-PCR ROOM

10- Spin down the plate for 2 min at 3000 rpm.
11-  Turn on the equipment. CFX Real Time System, C100 touch Thermal Cycler BioRad. Log in to the computer
12- Folder Kristin dog- Settings saved as First PCR settings (3 step)

Settings: import “gPCR dog SGN” settings:

Protocol

1: 95,0°C for 3:00

2. 95,0°Cfor0:15

3: 59,0°C for 0:30

4: 72,0°C for 0:30

Plate Read

5. GOTO 2, 39 more times

6. Melt Curve 65,0°C to 95,0°C: Increment 0,5°C 0:05

Plate Read



