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SAMMANFATTNING

Recurrent Airway Obstruction, RAO, &r en icke infektiés luftvagssjukdom hos
hast. Sjukdomen karaktériseras av perioder med reversibel luftvagsobstruktion
och inflammation orsakad av bronkospasm och ansamling av mucus och
neutrofiler i luftvdgarna. Sjukdomsorsaken anses vara multifaktoriell med ett
samspel mellan dalig miljo och en viss genetisk predisposition. Den
immunologiska bakgrunden till sjukdomen ar fortfarande oklar men bade den
forvarvade och medfodda immuniteten anses delta i luftvagsinflammationen. Toll-
lika receptorer, TLR, hor till de viktigaste receptorerna i den medfddda
immuniteten. Det finns ca 14 olika TLRs som var och en verkar som receptor for
en eller flera specifika mikrobiella molekyler. TLR-4 &r receptor for
lipopolysackarider - endotoxinet hos Gramnegativa bakterier - men &ven for viralt
protein, fibrinogen och heatshockproteiner. Da liganden binder till TLR-4 gar en
signal in i cellen som genom nuklér faktor kB borjar bilda cytokiner. Det finns en
stark koppling mellan exponering for endotoxin och RAO. | det hér arbetet har en
positiv kontroll for hastens TLR-4 mRNA tagits fram genom plasmidkloning.
Plasmiden kan anvéndas for att kvantifiera uttrycket av. TLR-4 mRNA med
kvantitativ-PCR fran valda prover fran hast, bland annat for att kunna utvardera
uttrycket av TLR-4 mRNA, och pa sa sétt den medfodda immuniteten, vid RAO.

SUMMARY

RAO, Recurrent airway obstruction, is a non-infectious airway disease of horses.
The disease is characterized by periods of reversible obstruction and inflammation
of the small airways caused by bronchospasm and accumulation of mucus and
neutrophils in the airways. The etiology of the disease is considered to be
multifactorial with cooperation between dusty environment and a genetic
predisposition. The immunological background of the disease is still ambiguous
and both innate and acquired immunity have been implicated as contributing to
airway inflammation. Toll-like receptors, TLRs, are among the most important
receptors of the innate immunity. There are 14 different known TLRs, each of
which is receptor to one or more specific microbial molecules. TLR-4 is a
receptor to LPS, the endotoxin of gram-negative bacteria, but also a receptor to
viral protein, fibrinogen and heat-shock-proteins. When the receptor is bound to
its ligand, it will signal the cell to produce different cytokines through the NFxB
pathway. There is a correlation between clinical manifestation of RAO and
exposure of airways to endotoxins. In this work, a positive control of the TLR-4
MRNA of the horse has been produced by plasmid cloning. This plasmid can
subsequently be used to quantify the expression of TLR-4 mRNA by using qPCR
on samples from horses. The analysis can be used to more accurately measure the
expression of TLR-4 mRNA in equine samples and thereby enhance the ability to
evaluate contribution of the innate immunity to triggering airway inflammation in
horses with RAO.



FORKORTNINGAR

BAL = Bronkoalveolart lavage

Bp = Baspar

CD-14 = Cluster of differentiation factor 14
cDNA = Komplementart DNA

dsDNA = dubbelstrangat DNA

E-vérde = effektivitet av amplifiering vid gPCR
GAPDH = Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
IAD = Inflammatory airway disease

Ig = Immunoglobulin

IL = Interleukin

IFN = Interferon

LPS = Lipopolysackarid

MD-2 = Myeloid differentiation factor 2
MRNA = Messenger ribonukleinsyra

NF«kB = Nukleér faktor B

PAMP = Pathogen associated molecular patterns
PCR = Polymerase chain reaction

gPCR = Quantitative polymerase chain reaction
RAO = Recurrent airway obstruction

RNA = Ribonukleinsyra

RSV = Respiratoriskt syncytialt virus

Th-cell = T-hjalparcell

TIR = Toll-interleukin-receptor

TLR =Toll lik receptor

TNF = Tumor-nekrosis-factor



INLEDNING

Recurrent Airway Obstruction (RAO) ar en icke infektios luftvagssjukdom hos
hast. Sjukdomen karaktériseras av perioder med reversibel luftvagsobstruktion
och inflammation orsakad av spasm i bronkerna och ansamling av mucus och
neutrofiler i luftvdgarna (Reed et al 2010). Sjukdomsorsaken anses vara
multifaktoriell med ett samspel mellan dalig miljo och en viss genetisk
predisposition (Jost et al 2007). Den immunologiska bakgrunden till sjukdomen ar
fortfarande oklar men bade den férvarvade och medfédda immuniteten anses
bidra till luftvédgsinflammationen.

Toll-lika receptorer (TLR) &r huvudkomponenter for att initiera aktivitet av den
medfédda immuniteten. Det finns ca 14 olika TLRs som verkar som receptorer for
specifika mikrobiella molekyler, sa kallade pathogen associated molecular
patterns, (PAMPs). TLR-4 ar receptor for lipopolysackarider (LPS) fran
Gramnegativa bakterier men &ven for wviralt protein, fibrinogen och
heatshockproteiner. D& PAMPs binder till TLR-4 gér en signal in i cellen som
genom nuklear faktor-kB (NFkB) borjar bilda cytokiner (Tizard 2009).

Man vet idag inte s& mycket om TLR-signalering hos hastar (Berndt et al 2006).
TLR-4 mRNA kan hittas i lungvévnaden hos friska hastar (Singh Suri et al 2006).
Uttrycket av TLR-4 hos hastar med RAO har dels visat sig vara oférandrat
(Ainsworth et al 2006) och dels varit tkat (Berndt et al 2006, Ainsworth et al
2006) under olika tider i sjukdomsforloppet. Vid RAO finns en stark koppling
mellan 0kad inflammation och exponering av endotoxin i luftvédgarna (Pirie et al
2003a, Pirie et al 2003b). Det ar darfor troligt att TLR kan ha en del i
luftvagsinflammationen vid RAO, som tidigare ansetts ha en allergisk bakgrund.

Syftet med arbetet var att ta fram en positiv kontroll for uttrycket av TLR-4
mRNA genom att klona in genen i en plasmid. De tidigare studier som &r gjorda
pa uttryck av TLR-4 mRNA hos hast ar inte utforda med en positiv kontroll. Med
en positiv kontroll kan man kvantifiera uttrycket av TLR-4 mRNA genom att ha
olika spadningar av plasmiden och darmed Oka precisionen nar man undersoker
genuttryck av mekanismen for hastens luftvagsinflammation.



LITTERATUROVERSIKT
Recurrent airway obstruction - RAO

RAO, obstruktiv lungsjukdom eller kvickdrag som sjukdomen &ven kallas, &r en
icke infektios luftvagssjukdom hos hast. Sjukdomen karakteriseras av perioder
med reversibel obstruktion och inflammation av nedre luftvdgarna orsakad av
ansamling av mucus och neutrofiler samt spasm av den glatta muskulaturen som
leder till att luftroren far mindre och mindre diameter (Reed et al 2010, Léguillette
2003). Sjukdomen drabbar medelalders till aldre hastar och forekommer i hela
vérlden men med hogst prevalens bland hastar som &r uppstallade och fodras med
ho (Reed et al 2010). Det finns ingen raspredisposition for sjukdomen men det
tros finnas en viss genetisk predisposition (Reed et al 2010, Jost et al 2007).

Patogenes

De bakomliggande orsakerna till sjukdomen &r omdebatterade och inte helt
klarlagda men orsaken tros vara multifaktoriell. Flera anser att det ar en
hypersensitivitetsreaktion pa organiskt damm eller svampar som finns i daligt
lagrat ho (Reed et al 2010). Det finns en klar koppling mellan 6kad inflammation i
luftvdgarna och exponering av endotoxin (Pirie et al 2003a, Pirie et al 2003b).
Pirie et al (2003a) visade dock att endotoxin inte &r hela orsaken till att sjukdomen
utvecklas men att det har en betydande del i att framkalla den inflammationsbild
som finns i luftvdagarna vid sjukdom. Andra teorier som finns &r att sjukdomen
orsakas av ett onormalt immunsvar mot antigen som andats in, modulerat av T-
lymfocyter via frisdttning av proinflammatoriska cytokiner (Kleiber et al 2005).

Det finns flertalet studier dar man tittat pa T-lymfocytens roll i patogenesen vid
RAO och huruvida sjukdomen karakteriseras av ett Thl eller Th2 lymfocytsvar
(Reed et al 2010). Thl och Th2 celler & undergrupper till T-hjalparceller som ar
CD4-positiva. Dessa skiljs at genom vilken blandning av cytokiner de utséndrar.
Thl celler utséndrar IL-2, IFN-y och TNF-B vilket ger ett cellmedierat
immunsvar. Th2 celler utsondrar IL-4, IL-5, I1L-10 och IL-13 och stimulerar
proliferation av B-celler och antikroppssvar (Tizard 2009). Det som stodjer att
RAO skulle vara karakteriserat av ett Th2 svar ar ett dkat uttryck av IL-5 och IL-4
mRNA i lymfocyter fran bronkoalveolart lavage (BAL) med ett samtidigt minskat
uttryck av IFN-y (Cordeau et al 2003, Lavoie et al 2001). Det finns olika resultat
angaende IgE och IgG-forekomst mot svampar i serum och BAL-vétska fran
hastar med RAO. Schmallenbach et al (1998) visade att det finns ett signifikant
Okat IgG- och IgE-svar mot Aspergillus fumigatus i BAL-vétska men inte i serum
hos héstar med RAO jamfart med kontrollhastar. Kiinzle et al (2007) sag daremot
en signifikant 6kad méngd IgE och 1gG mot Aspergillus fumigatus i serum hos
RAO-hastar. Hoga nivaer av specifika immunoglobuliner talar for ett Th2-svar
vid RAO (Kiinzle et al 2007, Schmallenbach et al 1998). Enligt workshopen om
allergiska sjukdomar pa hast som holls pa Island 2007, & immunoglobulinernas
roll i patogenesen for RAO kontroversiell och fler studier krdvs for att kunna
avgora om det finns nagon koppling mellan specifika IgE-nivaer och sjukdom
(Marti et al 2008). Vad som tyder pa att RAO skulle karakteriseras av ett Th1 svar
ar att Ainsworth et al (2003) fick en signifikant 6kning av IFN-y uttryck i BAL-
lymfocyter fran kroniskt affekterade hastar med RAO samtidigt som de inte sag
nagon Okning av IL-4 och IL-13 uttryck.
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Hos héstar med RAO har man sett en 6kad koncentration av IL-8 mRNA i BAL-
vétska. Denna 0kning ses inte i det akuta stadiet av sjukdomen utan mer i kroniska
stadier (Ainsworth et al 2003). Uttrycket av IL-8 i epitelceller i luftvagarna sags
signifikant 6kat hos RAO-hastar 14 dagar efter att de utsatts for dammigt ho
jamfért med kontrollhédstar (Ainsworth et al 2006). Cytokinet IL-8 kan komma
fran makrofager, neutrofiler eller epitelceller i luftvagarna. IL-8 &r ett av de
cytokin som har bast effekt pa att dra till sig neutrofiler och kan vara en av
orsakerna till migration av neutrofiler till luftvdgarna vid RAO (Reed et al 2010).
| BAL-vatska har studier dven visat ett signifikant dkat uttryck av bade I1L-17 och
ett Okat uttryck av TLR-4 hos RAO-hastar jamfort med kontrollhéstar (Ainsworth
et al 2006). Ett okat uttryck av IL-17 har ocksa observerats hos RAO-héstar vid
ett mer kroniskt stadium och kan vara en av orsakerna till det fortsatta intradet av
neutrofiler till luftvédgarna (Reed et al 2010). Det ¢kade uttrycket av TLR-4 hos
RAO-hastar har setts i studier bade av Ainsworth et al (2006) och Berndt et al
(2007). Andra studier som kan stddja det 6kade uttrycket av TLR-4 ar att Giguére
et al (2002) sag ett 6kat uttryck av IL-1B och TNF-a, vilka bada ar cytokin som
aktiveras genom signalering genom TLR-4. Man har dven sett en uppreglering av
transkriptionsfaktorn ~ NFkB, vilken uppreglerar uttrycket av  flera
proinflammatoriska cytokiner exempelvis TNF-a, IL-1 och IL-8. Aktiviteten av
NF«B i celler fran bronkerna korrelerade med sjukdomsgraden och
sjukdomsutvecklingen hos hastar med RAO. Dessutom kvarstod en dkad aktivitet
av NF«B hos de flesta RAO-h&starna 21 dagar efter att hastarna utsatts for antigen
(Bureau et al 2000).

Kliniska symptom

Héstar med RAO uppvisar kronisk spontan hosta, mucopurulent nasflode och
svarigheter att andas. Feber ar ovanligt vid RAO. Vid kroniska fall kan hasten fa
hypertrofi av bukmuskulaturen (m. abdominus obliqus) pa grund av okad
bukandning (Reed et al 2010, Léguillette 2003). Symptomen varierar fran milda
till kraftiga (Léguillette 2003). Andningsfrekvensen kan vara normal till 6kad och
man kan se traningsintolerans, nedsatt prestation, viktnedgang och fladdrande
nosvingar (Reed et al 2010). Hastar med RAO &ndrar andningsmonstret och far
ofta en snabb inandning och en forcerad och forlangd utandning. Vid auskultation
av lungorna hors ibland visslande biljud 6ver hela lungfalten, dessa blir tydligare
om man anvander en aterandningspase. Den bronkokonstriktion som ses vid RAO
ar inte lokal utan drabbar hela lungparenkymet vilket man maste ha i atanke vid
diagnos och behandling. Ett karaktaristiskt tecken for hastar med RAO ar att
symptomen forbattras om hasten flyttas till en battre stallmiljo eller slapps ut pa
bete. Symptomen brukar forbattras inom en vecka efter miljobyte (Léguillette
2003).

Diagnos

Diagnosen bygger pa anamnes och kliniska symptom (Reed et al 2010, Léguillette
2003). Baserat endast pa kliniska symptom kan det vara svart att skilja RAO fran
kronisk pneumoni. Sjukdomarna kan skiljas at genom att hastar med pneumoni
oftast har feber samt vaxt av bakterier vid odling fran de nedre luftvagarna. Tidiga
symptom pa RAO kan vara svart att skilja fran IAD, inflammatory airway disease,
och andra luftvagsorsaker till nedsatt prestation. For att definitivt skilja RAO fran
IAD kravs BAL, bronkoalveolart lavage (Léguillette 2003). BAL-undersokning
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ger vid RAO en ospecifik bild med ékad mucus och procentuellt 6kat antal intakta
neutrofiler. Eosinofiler och mastceller ses oftast inte i 6kat antal vid RAO (Reed
et al 2010).

Behandling

Den viktigaste behandlingen vid RAO &r miljombyte eller att minska pa damm i
hasten miljo. Det basta a&r om hasten kan hallas ute sa mycket som mojligt. Hasten
bor inte utfodras med ho utan med pelleterat grovfoder alternativt bor grovfodret
bl6tlaggas innan utfodring. Ensilage kan ocksa vara ett alternativ till ht. Om
hésten halls uppstallad bor den sta pa tidningspapper eller span for att minska pa
damm och svampar. Aven andra hastar i stallet bor utfodras och stallas pa likande
satt. Medicinsk behandling rekommenderas till hastar med kliniska symptom pa
RAO da miljoforandringar kan ta flera veckor att atgarda. Den medicinska
behandlingen utgdrs av kortikosteroider for att minska inflammationen i lungorna.
For att minimera de biverkningar som kan ses vid systemisk behandling
rekommenderas inhalationssteroider med exempelvis en  Aeromask™.
Terapeutisk effekt nas forst efter 24 till 72 timmar. Aven bronkodilaterande
medel, exempelvis clenbuterol, rekommenderas som behandling vid RAO (Reed
et al 2010).

Medfodda immuniteten

Den medfédda immuniteten &r kroppens forsta forsvar mot invaderande
mikroorganismer. Den forsta delen i kroppens forsvar utgors av de yttre och inre
epitel som verkar som skyddande barriarer. Om mikroorganismer tar sig igenom
dessa barriarer kommer den medfédda immuniteten att aktiveras inom nagra
minuter for att bek&mpa invasionen. Detta forsvar utfors av fagocyterande celler
som dels har mojlighet att fagocytera de invaderade organismerna och dels
aktivera nasta steg i den medfodda immuniteten nd&mligen inflammationen. Det &r
endast da det medfodda forsvaret inte klarar av att bekampa invasionen av
mikroorganismer som den adaptiva immuniteten aktiveras (Janeway et al 2005).
Den medfédda immuniteten ger ett snabbt svar vid en infektion men bidrar inte
till lika starkt skydd som den forvdarvade immuniteten gor. Den medfodda
immuniteten saknar &ven minne vilket medfor att den akuta inflammationen
kommer vara lika oavsett hur ofta en specifik patogen invaderar varddjuret
(Tizard 2009).

Makrofager och neutrofiler

Makrofager och neutrofiler ar de celler som anses vara en del av den medfodda
immuniteten. Dessa celltyper har en nyckelroll i den medfédda immuniteten da de
kan kanna igen, fagocytera och forstora manga patogener utan hjalp av den
adaptiva immuniteten. Makrofagerna harstammar fran cirkulerande monocyter
som har l&mnat blodbanan for att migrera ut i vavnader runt om i kroppen.
Makrofager forekommer i stora mangder i bindvav, i submucosan i
magtarmkanalen, i lungorna, 1&ngs blodkérlen i levern samt i mjalten. Makrofager
ar den forsta cellen som invaderande mikroorganismer stoter pa (Janeway et al
2005). | lungorna &r makrofagens fagocyterande formaga nodvandig for att
uppratthalla en steril miljo och ett effektivt gasutbyte (Zhang et al 2000).



Neutrofiler finns normalt i blodbanan och attraheras till platsen for infektion
genom de cytokiner som en aktiverad makrogfag sander ut (Janeway et al 2005,
Tizard 2009). Neutrofiler bildas fran stamceller i benméargen och migrerar ut i
blodbanan dér de stannar i ungefar 12 timmar innan de tar sig ut i vavnaden dar de
dor efter nagra dagar. TLRs finns uttryckta pa de myeloida stamcellerna. Nar
PAMPs binder till dessa receptorer stimuleras stamcellerna att bilda fler
neutrofiler. TLRs kan pa sa sitt se till att cellerna i den medfédda immuniteten
snabbt ersatts av nya celler som svar pa infektion (Tizard 2009).

Neutrofiler och makrofager kanner igen patogener genom cellytereceptorer som
kan skilja pa kroppsegna och invaderande strukturer. Exempel pa sadana
receptorer &r CD14 och TLR-4. Da bakterier eller bakteriekomponenter binder till
makrofagen eller neutrofilen stimuleras dessa till fagocytos samt produktion av
proinflammatiorska cytokiner. (Janeway et al 2005)

Receptorer i den medfédda immuniteten

Inflammationen aktiveras da kroppen kanner av signaler fran invaderande
mikroorganismer eller fran doda och doende celler. Makrofager, dendritiska celler
och mastceller, som finns ute i vdvnaden, kan kéanna igen invaderande
mikroorganismer genom att de har receptorer som kénner igen strukturer som
associeras med invasion, PAMPs (Tizard 2009). Nar en mikroorganism binder till
receptorn kan det stimulera cellen till fagocytos. Andra receptorer ar kemotaktiska
och kan attrahera celler till platsen foér infektion. En tredje funktion som
receptorer kan ha ar att inducera produktion av effektormolekyler som bidrar till
en utdkad medfédd immunitet samt till initiering av det forvarvade immunsvaret
(Janeway et al 2005). TLRs &r de viktigaste receptorerna for att k&nna igen
PAMPs. Dessa beskrevs forsta gangen hos en fruktfluga, Drosophila. Det finns 14
olika TLRs och varje TLR &r receptor for ett eller flera mikrobiella proteiner.
Receptorerna finns uttryckta pa cellytor, men aven inne i celler for att kunna
kanna igen mikroorganismer som tar sig in intracellulart. Nar en cellyte-TLR
binder en mikrobiell PAMP gar en signal in i cellen som resulterar i aktivering av
transkriptionsfaktorer som gor att gener for proinflammatoriska cytokiner uttrycks
(Tizard 2009).

Pro- inflammatoriska cytokiner

Cytokiner ar sma proteiner som utséndras fran olika celler i kroppen, vanligen
som svar pa stimuli, och utdvar effekt genom att binda specifika receptorer
antingen pa den egna cellen, pa celler i narheten eller pa celler langt borta. Nagra
av de cytokiner som utsondras fran makrofager ar IL-1p, IL-6, IL-12, TNF-a samt
IL-8 (numer CXCL-8) (tabell 1) (Janeway et al 2005). LPS, en
cellvdggskomponent hos Gramnegativa bakterier, ger en potent stimulering for att
alveolarmakrofagerna ska bilda TNF-a (Zhang et al 2000).



Tabell 1. Olika cytokiners effekt

Cytokin Effekt Systemisk effekt
Aktiverar endotelet Feber
IL-1p Aktiverar lymfocyter Produktion av IL-6
Bryter ner lokal vévnad Inflammation
Okar tillgangen pa effektorceller
Aktiverar endotel och oOkar vaskuldra Feber
permeabiliteten, vilket leder till ¢kat antal Mobilisering av metaboliter
TNF-a IgG, komplement och celler samt 6kad Chock
genomstromning till lymfknutor Inflammation
Aktiverar lymfocyter Feber
IL-6 Okar antikroppsproduktionen Inducerar produktion av
akutfasproteiner
cXcL-8  Drar till sig neutrofiler, basofiler och T-
(IL-8) celler genom kemotaxi
Aktiverar NK-celler
IL-12 Inducerar differentiering av CD4 T-celler
till TH1 celler
TLR-4

TLR har en nyckelroll i att kdnna igen invaderande mikroorganismer och aktivera
inflammation. TLR-4 ar receptor for LPS men &ven for viralt protein, fibrinogen
och heat-shock-proteiner (proteiner som syntetiseras av celler vid olika typer av
fysiologisk stress, de verkar som chaperoner och hjalper till att flytta proteiner
mellan olika delar av cellen) (Tizard 2009). LPS utg0r bakteriers endotoxin vilket
frisdtts da bakterierna lyseras (Quinn et al 2002).

Genen for TLR-4 hos hast sitter pa kromosom 25. Genen har tre exoner och tva
introner (GenBank nr NC 009168 region: 21966163..21976508). Exonerna utgor
den sekvens som kodar for proteiner medan intronerna Klipps bort vid mRNA-
syntesen (Griffiths et al 2005). Studier har visat att det finns en polymorfism i
nukleotidsekvensen for TLR-4 hos hast (Werners et al 2006). Werners et al (2006)
visade pa atta olika genotyper av TLR-4 som ger andrad aminosyrasekvens i fyra
positioner. Ingen av mutationerna har dock korreleras till &ndrat LPS-svar matt i
helblod.

Signalering genom TLR-4

For att TLR-4 ska kunna kanna igen LPS kréavs hjélp fran co-receptorerna MD-2
och CD-14 (Chaudhuri et al 2007, Fitzgerald et al 2004). LPS binder till CD-14
genom ett LPS-bindande protein. CD-14 binder i sin tur in till TLR-4 vilket ger en
fortsatt signal in i cellen (figur 1). CD-14 finns bland annat i 16slig form i blodet
for att 6ka pa LPS-svaret i celler som saknar uttryck av CD-14 (Fitzgerald et al
2004).

Da PAMPs binder till TLR-4 signalerar den in i cellen som genom NF«B bérjar
bilda cytokiner. NFxB hor till en familj av fem transkriptionsfaktorer som har en
central roll i inflammation och immunitet. NFxB forekommer i cellens
cytoplasma som en inaktiv form bunden till IkB. Det finns mer &n 150 olika
stimuli som kan aktivera NFxB dir TLR och inflammatoriska cytokiner hor till de
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klassiska vagarna for aktivering. Signalerna som induceras av dessa gor att IkB
slapper NF«B vilket leder till att NFkB kan ta sig in i cellkarnan och aktivera
olika gener, exempelvis generna for cytokinerna IL-1p, IL-6, 1L-18, 1L-33, TNF-
a, och IL-4 (figur 1) (Tizard 2009, Janeway et al 2005).

Den cytoplasmatiska delen av en TLR kanns igen som en TIR-doméan da den &ven
aterfinns i den cytoplasmatiska delen av till IL-1 receptorn. Da en ligand binder
till TLR kommer TIR-doménen att aktivera MyD88 som initierar en signal-kaskad
in i cellen (figur 1). Detta resulterar i en aktivering av NFkB (Janeway et al 2005).
TIR-domanen medfor att IL-1 och TLR har samma signaleringsvég for aktivering
av NFkB (Tizard 2009, Janeway et al 2005, Chaudhurui et al 2007).

LPS-bindande protein

Figur 1. lllustration av aktivering och signalering genom TLR-4. TLR-4 aktiveras da LPS
binder till TLR-4 via LPS-bindande protein och CD-14. Den cytoplasmatiska delen av
TLR &r en TIR-doman som signalerar vidare in i cellen att aktivera transkriptionsfaktorn

NFxB via MyDS88. NF«B dker dd in i cellkdrnan och aktiverar gener for olika cytokiner
(modifierad fran Tizard 2009, Janeway et al 2005).

Klinisk relevans TLR-4

Man vet idag inte s& mycket om TLR-signalering hos hastar (Berndt et al 2006).
TLR4 mRNA kan hittas i lungvavnaden hos friska hastar (Singh Suri et al 2006).
Hos hastar med RAO daremot har uttrycket av TLR-4 dels visat sig vara
ofdréandrat (Ainsworth et al 2006) och dels varit Okat (Berndt et al 2006,
Ainsworth et al 2006) under olika tider i sjukdomsutvecklingen. Det signifikant
okade uttrycket av TLR-4 hos RAO-héastar sags endast i det akuta stadiet av
sjukdomen (Berndt et al 2006). Man har dven sett att friska hastar som stimulerats
med LPS intravendst har ett hogre uttryck av TLR-4 i lungvavnaden jamfoért med
kontroller (Singh Suri et al 2006). Vid RAO finns det en stark koppling mellan
Okad inflammation och exponering av endotoxin i luftvdgarna (Pirie et al 2003a,
Pirie et al 2003b). Det 6kade uttrycket av TLR-4 i lungvévnaden hos héstar med
RAO kan bidra till 6kad produktion av IL-8 vilket ger en éverdriven inflammation

9



med neutrofiler som svar vid inandning av stalluft innehallande mycket endotoxin
(Berndt et al 2006). Man har sett att hastar som behandlats med glukokortikoider
fatt ett minskat uttryck av TLR-4 i lungvavnaden (Singh Suri et al 2006). Pa
humansidan har man sett att vissa luftvagspatogener, exempelvis respiratoriskt
syncytialt virus (RSV), kan uppreglera uttrycket av TLR-4 i epitelet och pa sa satt
gora luftvédgarna mer kénsliga for endotoxin. Man har aven kunnat koppla RSV
till varfor astma utvecklas (Monick et al 2003). P& humansidan har man ocksa sett
att patienter med sepsis och samtidig peritonit har haft okat uttryck av TLR-4 pa
perifera cirkulerande monocyter och vavnadsmakrofager (Tsujimoto et al 2005).
Hos neonatala septiska fol har man sett en fem ganger sa stort uttryck av TLR-4
jamfort med kontrollfol (Gold et al 2007). Endotoxinstudier har utforts pa marsvin
och m@ss dar man tillfort ett nytt amne, TAK-242, som inhiberar signalering via
TLR-4 och pa sa satt stoppar frisattning av inflammatoriska mediatorer. Bade
marsvin och maoss har i dessa studier visat mindre symptom pa endotoxinemi samt
haft storre dverlevnad (Kuno et al 2009, Sha et al 2007). Da TAK-242 testades pa
manniskor med sepsis kunde man dock inte se nagon signifikant skillnad mellan
grupperna avseende 6verlevnad (Rice et al 2010).

Kloning och PCR
Kloning

Plasmider ar sma DNA-molekyler som kan replikera DNAt oberoende av
bakteriens kromosom (Griffiths et al 2005). De flesta plasmider a&r
dubbelstrangade cirkuldra molekyler men det finns dven plasmider som &r linjéra
(Primrose & Twyman 2006). Grunden i genkloning bygger pa att man har ett
DNA-fragment av genen man vill klona och for in det i en cirkular DNA-molekyl,
en vektor, och bildar en rekombinant DNA-molekyl. Vektorn fors sedan in i en
vardcell, oftast en bakterie. N&r bakterien véxer till kommer &ven den
rekombinanta DNA-molekylen att kopieras upp vilket leder till att man far ett
stort antal kopior av klonen (figur 2) (Brown 2001).
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Figur 2. Schematisk bild 6ver strategin vid kloning. 1-2. En vald DNA-sekvens ligeras in i
en vektor som innehaller en gen for antibiotikaresistens. 3. Vektorn fors in i Eschericha
coli-celler vilket &ven kallas transformering. 4. Bakterierna odlas pa antibiotikamedium.
5. Plasmiderna renas fram fran bakterierna (modifierad fran Brown 2001).

PCR

Segmentet man vill klona tas enklast fram genom en PCR-reaktion. PCR &r en
teknik for att amplifiera upp ett visst DNA-segment genom en reaktion i olika
temperaturcyklar (figur 3). Till reaktionen behdver man ha en buffert som haller
pH jamnt under reaktionens gang, fria nukleotider (ANTP) till att bygga nya
DNA-strangar med, polymeras som bygger de nya DNA-strangarna samt utvalda
primrar till det segment man vill amplifiera. Primrar &r korta syntetiserade
nukleotidsekvenser som ar komplementér till ytterdnden av sekvensen man vill
amplifiera upp. Polymeras ar det enzym som kan bygga pa nukleotider till
primrarna med den befintliga DNA-sekvensen som mall. Reaktionen sker i olika
temperaturcykler. Forst hojs temperaturen till 95°C sa att DNA-strangarna saras
fran varandra, denaturering. Da temperaturen sanks till den temperatur som é&r
optimal for primrarna kommer dessa att binda in till varje 3’-ande pa det segment
man vill amplifiera upp, annealing. Efter annealingen hdjs temperaturen till ca
72°C, vilken &r den optimala temperaturen for det polymeras som bygger pa
DNA-sekvensen efter den “mall” som DNA-strdngen utgor, elongering. Den nya
kopian av sekvensen kan i nasta temperaturcykel anvédndas som mall vilket gor att
okningen av kopior sker exponentiellt (Kubista et al 2006, Primrose & Twyman
2006, Griffiths et al 2005, Brown 2001).
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Figur 3. Schematisk bild 6ver PCR. Forst denatureras DNA-segmenten vid 95°C. Sedan
sanks temperaturen sa att primrarna binder in, sa kallad annealing. Vid 72°C kommer
polymeraset att forlanga DNA-strangarna sa att det blidas flera kopior av samma
segment (modifierad fran Kubista et al 2006).

Specificiteten vid PCR beror pa vilka primrar man anvander. Det finns nagra
viktiga punkter som &r bra att uppfylla da primrar designas. Primrarna bor vara
mellan 17 till 30 nukleotider i langd. Innehallet av nukleotiderna guanin (G) och
cytosine (C) bor vara kring 50 % for att inte fa en for lag smaltpunkt. Langa
sekvenser med enskilda nukleotider bor undvikas. Primrar med sekundéra
strukturer, det vill sdga att de kan binda tillbaka pa sig sjalva, bor undvikas. De
tva primrarna ska heller inte vara komplementéra, det vill siga att de inte ska
kunna binda till varandra (Primrose & Twyman 2006).

Reverse transkriptas PCR

Da RNA ska analyseras maste det goras om till cDNA. Detta gors dels for att
RNA ér instabilt och kansligt for RNAser som bryter ner RNAt och dels for att
bra tekniker for att direkt amplifiera RNA-molekyler inte finns. Syntetiseringen
av cDNA frdn RNA gors i en speciell PCR med ett specifikt enzym, reverse
transcriptas, som bildar en komplementédr DNA-sekvens till RNAt (Griffiths et al
2005). For att kopiera upp allt RNA som finns i provet anvands dT-Oligoprimrar.
Dessa bestar av nukleotidkedjor som endast & Thymin (T). Detta for att
ytterandorna pd RNAt har Ianga svansar av Adenin (A).

gPCR

Plasmiden kan anvéndas for att kvantifiera uttrycket av TLR-4 med kvantitativ-
PCR fran valda prover fran hast. gPCR bygger pa att man amplifierar en specifik
DNA-sekvens under olika temperaturcyklar for att fa ett stort antal identiska
kopior. For att registrera mangden produkt behdvs nagot som binder in till
produkten och som fluorescerar, antingen en fluorescensmarkt probe som binder
in specifikt till den sekvens man &r intresserad av eller nagon farg, exempelvis
SYBR Green, som fluorescerar néar den binder in till dubbelstdangat DNA som
finns i provet. Under PCR-analysens gang kommer fluorescensen detekteras och
motsvara den mangd produkt som bildats. Signalen aterspeglas som en
exponentiell kurva. Till en borjan kommer den flourescerande signalen inte att
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kunna skiljas fran bakgrunden. Nar tillrackligt stor mangd bildats kommer den
flourescerande signalen 6ka exponentiellt till dess att den planar ut pa grund av att
nagot i reaktionen saknas. Det antal cykler som kravs for att komma Gver
bakgrundssignalen motsvarar provets Cr-varde (figur 4). Véardet pa Cr beror pa
hur mycket material man har i provet fran borjan (D’haene et al 2010, Kubista et
al 2006, Primrose & Twyman 2006). Har man ett for hogt Ct-varde kommer man
inte att kunna dra nagra storre slutsatser pa grund av for mycket bakgrundsbrus
eftersom det tar for manga cykler innan man borjar detektera nagot i provet
(Primrose & Twyman 2006). Under analysen har man dven ett antal prover med
kand mangd av &mnet man vill analysera. Dessa prover anvands till att upprétta en
standardkurva. Standardkurvan bygger pa att man vet hur manga kopior av amnet
man vill analysera som finns i varje prov. Proverna for standardkurvan &r lattast
att ta fram genom en spadningsserie (Kubista et al 2010, Primrose & Twyman
2006). Standardkurvan fas genom att rita in Ct véarden mot logaritmerade
koncentrationen/innehallet av det kanda provet i ett diagram (D’haene et al 2010,
Kubista et al 2006, Primrose & Twyman 2006). Detta ger en rat linje och
lutningen pa linjen ger ett E-varde som representerar reaktionens effektivitet. E-
vardet sager om det bildats sa manga kopior som &r mojligt enligt givna
koncentrationer for standardkurvan (Primrose & Twyman 2006, D’haene et al
2010). Ett optimalt E-varde (100 %) betyder att allt DNA férdubblat sig varje
cykel. Ett E-vérde mellan 90 % och 110 % anses acceptabelt (D’haene et al 2010).

Flourescens

Grinsvarde

Antal cykler

Figur 4. Exempel pa hur resultatkurvor fran gPCR kan se ut. Den cykel dar matningen
gar over bakgrundsdetektionen representerar provets Cr.
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MATERIAL OCH METODER
Framtagning av segment infor kloning
Primerdesign

Primrar designades sa att den klonade delen ligger inom exonavsnitten for genen
(figur 5). Genen for TLR-4 har tva intronavsnitt och tre exonavsnitt vilket
mojliggor tva platser till att designa primrar som I6per éver tva exonavsnitt. Det
klonade segmentet var 501 baspar (bp) langt. Primrar designades med hjalp av
hemsidan Primer3 Input
(http://flypush.imgen.bcm.tmc.edu/primer/primer3_www.cgi) samt information
om genen for TLR-4 fran PubMed (GenBank acc. No NC 009168.2 region:
21966163..21976508 och AY005808). Vid analyser dar plasmiden ska anvandas
som positiv kontroll anvands andra primrar an de som anvandes for att ta fram
segmentet som klonades. Det &ar viktigt att dessa primrar dr specifika for att
sékerstdlla att man analyserar ratt sak. Dessa primrar ska ligga innanfoér det
klonade avsnittet och minst en av primrarna ska ligga 6ver gransen mellan tva
exoner for att sakerstalla att det &r mMRNA som analyseras. Segmentet for senare
analyser ar 147 baspar langt. Gransen mellan exon 2 och 3 ligger i forward primer
dar exon 2 slutar pA CCAGG och exon 3 borjar med TGTG. Primrarna redovisas i
tabell 2.

INTRON E INTRON
[EXON_| XON | EXoN ]

\ lﬁ7 bp

500 bp

Figur 5. Schematisk illustration dver mRNA-sekvensen for TLR-4 och hur primrar for
kloning och kvantifiering ligger i forhallande till varandra. De réda pilarna motsvarar de
primrar som anvandes for att fa fram det segment som klonades. De gula pilarna
motsvarar de primrar som anvands vid analyser. Notera att den gula forward-primern
ligger 6ver en grans mellan tva exoner for att sékerstélla att det &r mRNA som
detekteras.

Tabell 2. Primrar for att fa fram kloningssegment och senare analyser

Sekvens sméltpunkt
TLR-4 fwd 215 ACTTACCAATGCATGGACCT 55,3°C
TLR-4 rvs 715 TAAGGGCATTTGATGTAGCA 53,2°C
TLR-4 fwd 353 CTGGATTTGTCCAGGTGTG 56,0°C
TLR-4 rvs 499 CAGCGTCTGTAAACTGGAGA 57,3°C

Isolering och stimulering av lymfocyter

Blod togs med hepariniserade vaccutainerrér fran friska hastar. Lymfocyterna
isolerades fran blodet med Ficoll-Plaque™ Plus (GE Healthcare) enligt tabell 3.
For att fa ratt koncentration av celler i forhallande till medium réknades cellerna i
Biirker-kammare. Lymfocyterna (1x10%ml) inkuberades med 100 ng/ml LPS i 20
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timmar samt 40 timmar i 37°C, 5 % CO,. Att cellerna inkuberades olika lange var
for att sakerstélla att TLR-4 skulle uttryckas samt for att cellerna samtidigt skulle
anvandas for att studera andra gener som eventuellt kravde langre inkuberingstid.
Efter inkuberingen lagrades lymfocyterna i RNAlater for att inte RNAt i cellerna
skulle forstoras innan det extraherades fran cellerna.

Tabell 3. Protokoll for isolering av lymfocyter

1. Spéd ut blodet 1:1 i PBS (utan Ca och Mg, i rumstemperatur)

2. Tillsatt 2,5 ml Ficoll-Plaque Plus till 5 ml blod/PBS. BlodIdsningen skall forsiktigt
laggas ovanpa Ficoll-Plague Plus sa att vétskorna inte blandas

3. Centrifugera 1800rpm, 45 min utan broms

4. Samla PBMC-banden med hjalp av en pasteurpipette och for dver till ett mjolkror.
Fyll upp med 8-10 ml PBS

5. Skolj cellerna 3 ganger i PBS, centrifugera forst 1000 rcf, 10 min sedan 2*1500
rcf, 5 min och bromsa. Hall av évre vétskan och fyll pa med ny PBS mellan
omgangarna

6. LOs upp cellpelleten i 1 ml medium (RPMI - Roswell Park Memorial Institute)

Rékna celler med Turk, (10 pl celler till 90 pl Turk)

g. Justeratill 1*10° celler/ml medium

~

RNA-extraktion

Det totala RNA-innehallet fran celler stimulerade i 20 timmar respektive 40
timmar, extraherades fran med RNeasy Mini Kit (Qiagen) enligt manual. Metoden
bygger pa att cellerna lyseras i en speciell buffert som forstor RNAser for att
sékerstélla intakt RNA. Provet dverfors sedan till en kolonn dar RNA langre an
200 baspar binder till ett membran som mojliggor att cellrester och kontaminanter
kan skéljas bort. RNAt skéljs sedan ut fran membranet ner i ett uppsamlingsror
med RNas-fritt vatten.

Cellerna (0,5x10’ celler vid varje extraktion) pelleterades i ett 2 ml eppendorfror i
5 min 1500 rpm. Cellerna Iostes upp i 350ul buffer RLT. 350 pl 70 % etanol
tillsattes till de lyserade cellerna och blandades genom pipettering. Fran provet
Overfordes 700 pl till en RNeasy spinnkolonn placerad i ett uppsamlingsror.
Kolonnen centrifugerades i 10000 rpm i 15 sek. Vétskan som runnit igenom
kasserades. Efter centrifugeringen tillsattes 700 pl buffert RW1 till kolonnen som
sedan centrifugerades i 10000 rpm i 15 sek. Vatskan som runnit igenom
kasserades. 500 pl buffert RPE sattes till kolonnen i tva omgangar med
centrifugering (10000 rpm i forst 15 sek sedan 2 min) och témning av vatska som
runnit igenom mellan omgangarna. RNeasy spinnkolonnen centrifugerades
darefter torr i full hastighet i 1 min. Spinnkolonnen placerades darefter i ett nytt
uppsamlingsrér och RNA eluerades ut med RNas-fritt vatten genom
centrifugering 10000 rpm i 1 min. Mangden RNA fran extraktionen mattes med
spektrofotometer (Picodrop™).

Syntes av komplementart DNA (cDNA)

cDNA syntetiserades fran RNAt fran celler stimulerade med LPS i 20 timmar med
reverse transkriptas PCR med dT-Oligoprimrar. Syntesen skedde i en PCR-cykel
om 55°C i 30 min med SuperScript® Il One-Step RT-PCR System with
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Platinum® Tagq DNA Polymerase (Invitrogen). Olika mangder prov anvandes vid
syntetiseringen i tva olika reaktioner, en med 5 pul RNA-prov och en med 10 pl
RNA-prov. Se tabell 4 for PCR-mix.

Tabell 4. PCR-mix for syntetisering av cDNA

Reaktion 1 Reaktion 2
Substans Méngd Mangd
dT Oligoprimer 2ul 2ul
2X Reaction Mix 25 ul 25 ul
Prov (RNA-20 tim, 183,7 ng/ul) Sul 0
Superscript 111 RT Tag Mix 2ul 2ul
Destillerat H,O 16 ul 11 pl
Total volym 50 pl 50 pl

cDNA-syntesen for RNA fran celler stimulerade med LPS i 40 timmar utfordes
med QuantiTect® Reverse Transcription (Quiagen) enligt manualen. | korta drag:
6 ul RNA 40 timmar blandades med 2 ug DNA Wipeout Buffert 7x och 6 pl
RNase-fritt vatten och inkuberades 1 42°C i 2 minuter. Efter inkuberingen
blandades dessa 14 pl med en reverse-transcriptase mix bestdende av 1 pl
Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 ul Quantiscript RT Buffert 5x och 1 pl RT
primer mix. Reaktionen inkuberades i 42°C i 30 minuter och darefter i 95°C i 3
minuter for att inaktivera Quantiscript Reverse Transcriptase. Provet sparades i
frysen for eventuell senare anvandning. Detta prov anvandes som exempel pa
prov. med okdnd mangd cDNA nér plasmiden testades hur den senare kan
anvandas i analyser.

PCR for att fa fram segment fér kloning

Sekvensen for TLR-4 amplifierades upp fran cDNA fran celler stimulerade med
LPS i 20 timmar med PCR, TaKaRa Taq'™, nr: RO0O1AM (Takara Bio Inc.), med
specifika primrar for hastens TLR-4 (tabell 2). PCR-mix och PCR-cykler ses i
tabell 5 och 6. For att kontrollera primrarna kordes aven en PCR med genomiskt
DNA fran kokade celler som vi inte extraherat ut RNA fran.

16



TM)

Tabell 5. PCR-mix med specifika primrar (TaKaRa Taq

Substans Mangd
TaKaRa Taq™ (5 units/pl) 0,25 ul
10X PCR Buffer 5ul
25mM MgCl, 3ul
dNTP mixture (2,5 mM) 4l
prov (total cDNA) 5ul
Primer TLR-4 fwd 215 (10 pM) 1ul
Primer TLR-4 rvs 715 (10 uM) 1pl
Destillerat H,O 30,75 pul
Total volym 50pl

Tabell 6. TaKaRa-PCR-cykler

Antal ganger Temperatur  Tid
Cykel 1 1 94°C 2 min
Cykel 2 40 94°C 15 sek
55°C 30 sek
68°C 3 min
Cykel 3 1 68°C 5 min

| andra steget i cykel 2 anvandes temperaturen 55°C da den motsvarar de
specifika primrarnas smaltpunkt.

PCR-produkten visualiserades med elektrofores pa en 1 % agarosgel med tillsatt
etidiumbromid. Agarosgelen laddades med 7 pl stege (GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder, Fermentas) samt 10 pl prov (5 pl prov, 5 pl dH,O och 2 pl férg) till
respektive brunn.

Kloning i en plasmid

Produkten fran PCR-reaktionen med cDNA fran 10 pl extraherat RNA anvandes
vidare for plasmidkloning.

Som vektor anvandes pcDNA™3.1/V5-HisTOPO®TA (Invitrogen). Vektorn
innehaller en gen for ampicillinresistens. Da mediet som mottagarbakterien ska
vaxa pa innehaller ampicillin kommer endast bakterier som tagit upp plasmiden
att vaxa.

Odlingsmedium och ampicillinplattor

Luria-Bertani (LB)-medium med tillsatt ampicillin (100 ng/ml, LBamp) anvéndes
som odlingsmedium. Som odlingsplattor anvandes LB med 15 % agar (LA) och
ampicillin till en slutkoncentration av 100 ng/ml (LAamp-plattor) (tabell 7 och 8).

17



Tabell 7. Recept for LB-medium (Luria-Bertani)

1. Tillsétt till 200 ml dH,O
a. 10 g Bacto-tryptone
b. 5 g jastextrakt
c. 10g NaCl

2. Justera pH till 7,5 med NaOH
3. Fyll upp till 1L med dH,O
4. Sterilisera genom autoklavering

Tabell 8. Recept for LA-amp

1. Tillsatt till 2100 ml dH,O
a. 10 g Bacto-tryptone
b. 5 g jastextrakt
c. 10g NaCl

Justera pH till 7,5 med NaOH

Tillsatt 15 g agar

Smélt agar i mikro/varmebad

Fyll upp till 1L med dH,0

Sterilisera genom autoklavering

Nar mediumet svalnat, tillsatt ampicillin till en slutkoncentration av 100ng/ml
Gjut plattor

O N O wD

Transformering och kloning

Transformering och kloning utférdes enligt manualen fér pcDNA™3.1/V5-
HisTOPO®TA (Invitrogen). SOC medium byttes ut mot LB-medium da fallningar
fanns i SOC-mediumet. Reaktionsblandningen blandades enligt tabell 9 och
inkuberades i rumstemperatur i 15 minuter. Reaktionsmixen flyttades darefter
éver pa is. Fran kloningsreaktionen dverfordes 2 respektive 4 pl till tva separata
One Shot TOP10 kemiskt kompetenta Eschericha coli-celler och blandades
varsamt. Reaktionen inkuberades pa is i 30 minuter. Cellerna varmechokades i
42°C i 30 sekunder och oOverfordes sedan direkt till is. 500 pl LB-medium
tillsattes reaktionen. Roren skakades darefter i 200rpm i 37°C, 30 min. Efter att
bakteriekulturerna skakat centrifugerades bakterierna ner och 350 pl av ovre
vatskan togs bort sa att bakterierna fanns i 150 pl medium.

Tabell 9. Kloningsreaktion

Reagens Méngd
PCR-produkt (TLR-4 10 pul RNA 20 timmar) 3ul
Saltlésning 1ul
Sterilt dH,0 1l
TOPO vektor ul
Total volym 6pl

18



Efter transformering racklades bakteriekulturen ut pa tva LAamp-plattor per prov,
50 pl till en platta och resterande 100 pl till en annan, och inkuberades i 37°C
over natten.

Fem kolonier valdes ut for vidare inkubering pa masterplatta (LAamp) samt i
flytande medium (LBamp). De flytande odlingarna inkuberades i skakande
varmeskap, 37 °C, 200 rpm, i ca 20 timmar.

Plasmidrening

Efter odling av de fem transformanterna framrenades plasmiden ur dessa med
E.Z.N.A.™ Plasmid Miniprep Kit I Spin protokoll enligt manual. Metoden bygger
pd att man lyserar bakteriecellerna och sedan satter sitt prov till HiBind™ matrix
som finns i kolonner. Vid optimala forhallanden binder nukleinsyran reversibelt
till matrixen vilket gor det mojligt att tvatta bort proteiner och kontaminanter.
Nukleinsyran kan sedan skéljas ut med avjonat vatten eller buffert med lag
salthalt.

Bakterierna pelleterades i eppendorfror, dverskottet halldes av och sogs bort sa att
endast bakteriepelleten var kvar i roret. Pelleten 16stes upp i 250 pl av 16sning
”Solution I/RNase A”. Suspensionen Gverfordes sedan till ett nytt eppendorfror
till vilken 250 pl av ”16sning 117 tillsattes och blandades varsamt till ett klart lysat.
Till réret tillsattes sedan 350 pl av ”’lésning 111”” och blandades tills vita precipitat
bildats. Roren centrifugerades darefter i 10 min i 13000 rpm vid rumstemperatur.
Den klara supernatanten (ca 700 pl) 6verfordes till HiBind®DNA Miniprep
kolonner som jamviktats och centrifugerats med jamviktsbuffert. Kolonnerna
centrifugerades i 13000 rpm i 1 min. Vatskan som pressats genom kolumnen
slangdes. Kolonnen tvéattades sedan med forst 500 pl HB buffert och sedan 2x700
ul DNA tvattbuffert med centrifugering mellan varje omgang. Kolonnerna
torrcentrifugerades sedan innan de flyttades over till nya ror och produkten
eluerades med 50 ul eluerings buffert (10mM Tris-HCI, pH8,5) genom
centrifugering 13000 rpm i 1 min.

Efter att plasmiden renats fram mattes koncentrationen av plasmiden med en
spektrofotometer (Picodrop™) (tabell 17). Valda prover (TLR-4-1, TLR-4-2,
TLR-4-5) (50-100 ng/ul i 15 pl) skickades till Eurofines MWG Operon
(Anzingerstr. 7a. D-85560 Ebersberg, Tyskland) for sekvensering for att
sékerstélla att ratt DNA-fragment klonats. Sekvenseringen utfordes med primer
T7 fran Eurofines MWG Operon. T7 primern valdes for att vektorn har ett omrade
i anslutning till kloningsplatsen dar primer T7 kan binda in.

Visualisering av positiv kontroll med primrar for kvantifiering

Né&r den positiva kontrollen anvands mot kliniska prov anvénds andra primrar for
TLR-4 &n de primrar som anvandes for att ta fram kloningssegmentet (tabell 2).
Dessa primrar ligger innanfor det klonade segmentet och gar dessutom 6ver tva
exoner for att sdkerstélla att det ar cDNA for mRNA som fangas upp (figur 2).
Detta segment ar 147 bp langt och kan visualiseras med exempelvis cybergreen.
Primrarna testades med temperaturgradient for annealing i en PCR, TaKaRa
Tag™, nr: ROOLAM (Takara Bio Inc.). Till reaktionerna anvandes plasmiden
TLR-4-1 som prov. Se tabell 10 och 11 for PCR-mix och cykler. Primrarna

19



testades vid fem olika temperaturer vid steg 2 i cykel 2, 54,8°C, 56,5°C, 57,8°C,
58,7°C samt vid 59°C. PCR-produkterna visualiserades med elektrofores pa 1 %
agarosgel med tillsatt etidiumbromid. Som stege vid elektroforesen anvandes
GeneRuler™ 100bp plus frén Fermentas. Till respektive brunn laddades 10 pl
fran en blandning av 5 pl PCR-produkt, 5 pl dH,0 och 2 ul farg (orange dye). Av
stegen laddades 6 pl. Elektroforesen kordes i ca 30 min med en spanning pa
100V.

Tabell 10. PCR-mix med kvantifieringsprimrar (TakaRa Taq™)

Substans Méngd
TaKaRa Tag™ (5 units/ul) 0,25 pl
10X PCR Buffer 5ul
25mM MgCl, 3l
dNTP mixture (2,5 mM) 4 pl
prov (plasmid TLR-4-1, 355,9 ng/ul) 3ul
Primer TLR-4 fwd 353 (10 pM) 1pl
Primer TLR-4 rvs 499 (10 uM) 1pl
Destillerat H,O 32,75 pl
Total volym 50 pl

Tabell 11. PCR-cykler kvantifieringsprimrar, TaKaRa PCR

Antal ganger Temperatur Tid
Cykel 1 1 94°C 15 sekunder
Cykel 2 30 95°C 30 sekunder
54,8-59,0°C 30 sekunder
67°C 1 minut
Cykel 3 1 4°C o

Testomgang for att se hur plasmiderna fungerar i en gPCR

For att se hur den positiva kontrollen for TLR-4 fungerar i gPCR, quantititive
polymerase chain reaction, testades plasmiden mot cDNA med ok&nd mangd
TLR-4 mRNA. Analysen utférdes med i5Q BioRad med QuantiTect® SYBR®
Green PCR (Quiagen). 15Q kalibrerades enligt manualen for det material vi skulle
anvanda i vara analyser.

For att fa fram antalet kopior av plasmiden i de olika proven som ska utgdra
standardkurvan behGver man veta koncentration och molekylvikt pa plasmiden.
Molekylvikten for et baspar dsDNA ar ca 660 Da
(http://lwww.geneinfinity.org/index.html?er=404). Da vektorn innehaller ca 5500
bp och det klonade segmentet &r 501 bp blir den ungefarliga molekylvikten for
plasmiden 3,96*10° Da (6000x660Da). For att rakna ut antal kopior i provet
anvandes formeln nedan.
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C (ng/uL) * 10°
Antal kopior = * 6,022*10%3(Avogadros konstant)
MV (Da)

Plasmiden TLR-4-1 spaddes till ca 50 ng/pl. Koncentrationen bestamdes genom
matning med spektrofotometer (Picodrop™). Fran denna lésning gjordes en
spadningsserie pa 1:50 i sju steg; 2 pl prov togs till 98 pl superQ H,O. Se tabell
12 for antalet kopior i respektive prov.

Tabell 12. Losningar till standardkurva for gPCR

standardlosning spadning Antal kopior/ul
~50ng/ul

A 1:50 1,5*10°

B 1:50 fran a 3,0*x10°

C 1:50 fran b 6,0*10*

D 1:50 frén ¢ 1,2*10°

E 1:50 frénd 2,4*10"

= 1:50 frdn e 0,5*10°

G 1:50 fréan f 9,7*10°

Reaktionerna for gPCR blandades enligt manualen for QuantiTect® SYBR® Green
PCR sa att det blev tva av vardera standardprov a-f, en negativ kontroll, ett prov
med cDNA fran celler stimulerade med LPS i 40 timmar samt tva prover med
cDNA i olika volym fran celler stimulerade med LPS i 20 timmar, se tabell 13 for
reaktionerna.

Tabell 13. Reaktionsblandningar fér gqPCR

Standard- cDNA cDNA cDNA Negativ
Komponent prover 40h 20h:1  20h:2  kontroll
2x QuantiTect SYBR Green 25 vl
PCR master mix 25ul 25ul 25ul - 25l H
Primer TLR-4 fwd 353 (10 pM) 1,5ul 15u 15 15 15l

Primer TLR-4 rvs 499 (10 uM) 1,5ul 15u 15 15yl 15l
RNase-fritt vatten 21 pl 17 pl 17l 12l 22 pl
Prov 1pl 5ul 5ul 10 ul -

Total volym 50 pl 50 pl 50ul 50pl 50 pl

gPCR kordes enligt handboken for QuantiTect® SYBR® Green PCR (tabell 14).
Annealingtemperaturen for primrarna sattes till 52°C da det i handboken stod att
temperaturen borde vara 5-8°C under smaltpunkten for primrarna. Sméltpunkten
for produkterna mattes i sista steget for att se att endast en produkt fanns i provet.

21



Tabell 14. PCR-cykler qPCR

Antal ganger Temperatur Tid Métning
Cykel 1 *1 95°C 15 min
Cykel 2 *40 95°C 15 sek
52°C 30 sek
72°C 30 sek fluorescens
Cykel 3 *1 55-95°C 10 sek/steg  smaltkurva

Vid analys av kliniska prover renas RNA fram fran aktuella prov pa lampligt satt
och gérs om till cDNA. Provet kan sedan analyseras som ovan och med hjalp av
standardkurvan kan man uppskatta mangden mRNA i provet. For att kunna dra
slutsatser fran resultaten fran gPCR maste de normaliseras mot en referensgen
vars uttryck i cellen hela tiden &r konstant (Figueiredo et al 2009, Kubista et al
2006, Heid et al 1996). Exempel pa gener som anvands som referensgen ar
18SrRNA och GADPH (Bas et al 2004).

Frysning av bakteriekultur

For att spara en bakteriekultur med ratt plasmid i inokulerades lite bakterier fran
koloni 1 fran masterplattan i LBamp och inkuberades i 37°C, 200rpm &ver natt.
Fran denna bakteriekultur togs sedan en ml och blandades med 77 ul
dimetylsulfoxid (DMSO) och frystes i -70°C. DMSOQO ar ett medium som skyddar
cellerna vid frysning. Da plasmiden ska anvéndas tas en del fran kulturen och
inkuberas i nytt medium 37°C 6ver natt. Fran denna odling kan man sedan rena ut
plasmider som kan anvandas for analyser.

RESULTAT

En positiv kontroll for uttrycket av hastens TLR-4 har tagits fram genom kloning
av genen i en plasmid.

Isolering av och stimulering av lymfocyter

Isoleringen av lymfocyter resulterade i 1x10” celler/ml. Detta justerades med
RPMI-medium till en koncentration av 1x10° celler/ml innan inkubering med
LPS.

RNA-extraktion och PCR

RNA detekterades med spektrofotometer (Picodrop™) som visade att det var 184
ng/ul RNA i provet fran celler stimulerade med LPS i 20 timmar.

Provet frin RNA extraherat efter 40 timmars stimulering med LPS innehéll 155
ng/ul RNA.

Vid visualisering av PCR-produkten med elektrofores (figur 6) sags ett band fran
TLR-4 i provet med 10 pl extraherat RNA for syntetiseringen av cDNA. Inget
band kunde ses i provet med 5 pl RNA, inte heller i det prov dar genomiskt DNA
anvants. Eftersom bandet fran brunn fyra 6verensstammer med bandet for 500bp
fran stegen kan man relativt sakert saga att bandet motsvarar produkten for TLR-
4. Detta prov anvandes for att ga vidare med kloning.
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,

ready-to-use
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Figur 6. Fotografi av elektrofores pa PCR produkt. Till vanster en forklaring till stegen.
Brunnar fran vanster till hoger: 1. Stege, 2. TLR-4 genomiskt DNA, 3. TLR-4 cDNA 5l
RNA, 4. TLR-4 cDNA 10ul RNA, brunn 5-7 IL-17, 8. RNA. Pilen pekar pa bandet i brunn
4 med TLR-4.

Kloning

Efter att LA-plattorna inkuberats i 37°C 6ver natten fanns kolonivaxt pa samtliga
plattor. Fem isolerade kolonier valdes ut fran plattorna och plockades vidare till
en masterplatta samt till flytande medium med tillsatt ampicillin.

Framrening av klonad plasmid
| tabell 15 kan resultaten fr&n matningen med spektrofotometer (Picodrop™) av
DNA-koncentrationen i de olika proverna av framrenade plasmider utlésas.

Tabell 15. Resultat Picodrop™ pa framrenad plasmid med konfirmering genom
sekvensering

Prov Resultat A260/A280 Sekvenserad seE\?::ltearti:;]/en
TLR-4-1 356 ng/ul 2,004 X Helt ratt
TLR-4-2 229 ng/ul 2,041

TLR-4-3 342 ng/ul 1,997 X Bas"ig%ﬁ samt
TLR-4-4 261 ng/ul 2,025

TLR-4-5 286 ng/pl 2,013 X basparsbyte

Sekvenseringen visade att TLR-4-1 var korrekt klonad. TLR-4-3 var klonad at fel
hall samt med ett utbyte av en nukleotid fran A till G. Prov TLR-4-5 var klonad at
ratt hall med en nukleotidsubstitution pa plats 376 in i det klonade fragmentet fran
A till G. | bada proven dar det blivit ett nukleotidutbyte har det skett utanfor den
del som sedan anvands for detektion av den positiva kontrollen. Dessa prover
skulle darfor ocksa kunna anvandas som en positiv kontroll.
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Visualisering av positiv kontroll med primrar for kvantifiering

TaKaRa PCRen med primrar for kvantifiering gav ett band vid ca 150 bp for alla
temperaturer utom 58,7°C. Det var svart att fa nagon bra bild av gelen fran den
forsta elektroforesen med alla prov, troligtvis for att agarosen var gammal vilket
gjorde att gelen foll samman (figur 7C). Man ser aven ett band hogst upp, storre
an 3000 bp, i samtliga brunnar med prov i. For att fa en battre bild tog vi med ett
av proven (57,8°C) i en andra elektrofores. Aven péa denna blid kan man se ett
band som motsvarar det forvantade pa ca 150 bp men aven ett band som &r storre
an 3000 bp (figur 7A).

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
ready-to-use
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Figur 7. Visualisering av TLR-4 positiv kontroll pa gel efter PCR med primrar for
kvantifiering. A: Den vanstra brunnen utgors av 100 bp stege som finns forklarad i B.
Den hdégra brunnen ar prov fran TLR-4-1 vid 57,8°C inbindningstemperatur vid TakaRA
PCR. Det nedre bandet i den hdgra brunnen motsvara ett band pa ca 150 bp och &r
troligen det dnskade segmentet for TLR-4. Det évre bandet &r storre &n 3000 bp och kan
vara orsakad av nagon férorening av komponenterna i reaktionen eller att primrarna
plockat upp nagot i vektorn. Bild C visar en gel med prov fran alla temperaturer, fran
vanster 54,8°C (1), 56,5°C (2), 57,8°C (3), 58,7°C (4), 59°C (5), stege 100 bp (6).

Kvantifiering av prov med okand mangd TLR-4 mRNA

Vid testkérningen med primrarna for kvantifiering av plasmiden i olika
spadningar mot prover med cDNA fran celler stimulerade med LPS fick vi ut en
logaritmerad kurva pd startinnehallet i provet. Eftersom vi vet hur stor méngd
RNA som togs vid cDNA-syntesen och hur mycket prov fran detta som laddades
till gPCR, kan man rékna fram hur manga kopior av mRNA-sekvensen for TLR-4
som fanns i provet (tabell 16). Det var tva reaktioner av varje koncentration av
TLR-4-plasmid for standardkurvan. Under analysen Oppnades locken for tre av
brunnarna vilket medférde att vatskan evaporerades bort. De prov som drabbades
var spadning ¢, d och e fran standardkurvan (tabell 12), vilket medférde att
standardkurvan rédknades ut med endast ett prov i dessa spadningar.
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Tabell 16 . Resultat gPCR

Volym RNA  Laddad  Startkopior Antal Antal Medel
Prov till cDNA volym i enligt kopior  kopior/ul kopior/pl
syntes gPCR  standardkurva  per pl RNA
RNA *102
20h 10 pl 5ul 3,71*10 74,2 7,42 13,6
10 pl 10 pl 1,89*10° 189 18,9
RNA *10L
40N 6 ul 5ul 4,74*%10 9,48 1,58

Som ett sista steg i PCR-reaktionen gjordes en smaltkurva for att se hur specifik
reaktionen varit. Eftersom smaéltkurvan endast hade en topp i samtliga reaktioner
indikerar det att det bara finns en produkt i provet (figur 8).
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Figur 8. Smaltkurva for prov och plasmider. Alla prov har toppen vid samma stélle
varfor slutsatsen kan dras att det &r samma prov och endast ett prov i alla brunnar.

DISKUSSION

| det har arbetet har en positiv kontroll for hastens TLR-4 mRNA tagits fram
genom plasmidkloning. Plasmiden kan anvandas for att kvantifiera uttrycket av
TLR-4 med gqPCR fran valda prover fran hast, bland annat for att kunna utvardera
uttrycket av TLR-4, och pa sa sétt den medfédda immuniteten, vid RAO.

Werners et al (2006) sag en polymorfism i nukleotidsekvensen for TLR-4 hos
hast. Denna skillnad i sekvens gav atta olika genotyper av TLR-4 som gav andrad
aminosyrasekvens i fyra positioner. Skillnaderna i nukleotidsekvensen kommer
inte att stora analyser dar plasmiden anvand da dessa ligger utanfor omradet for
det klonade segmentet.
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Aven om de tre plasmider som skickades for sekvensering inte var helt identiska
kan alla anvandas som positiv kontroll. De stallen dar TLR-4-3 och TLR-4-5 har
basparsbyte enligt sekvenseringen, kommer inte att stéra dess anvandning som
positiv kontroll, da platserna for basparshyte ligger utanfor platsen dar primrarna
for kommande analyser ska binda in. Det spelar heller ingen roll att TLR-4-3
blivit insatt i plasmiden at fel hall eftersom DNA-strangarna ar komplementéra.

Figur sju visar resultatet fran elektroforesen av PCR-produkterna genererade med
primrar for kvantifiering. Forutom bandet som motsvarar den 6nskade produkten
pa 151 bp finns &ven ett band som ar 6ver 3000 bp langt. Detta band &r antingen
orsakad av en fororening av ndgon av komponenterna i reaktionen alternativt av
att primrarna plockat upp nagot i vektorn. Vid testkérningen av gPCR upprattades
en sméltkurva for proverna. Denna smaltkurva gav endast en topp vilket visar att
det endast finns en produkt i provet. Eftersom det blev flera band vid
visualiseringen av PCR-produkten fran testomgangen av primrarna for
kvantifiering, men endast en topp vid smaltkurvan och att dessa analyser ar
utforda med olika kit, ar den troligaste anledningen till de tva banden nagon
fororening snarare &n att primrarna plockat upp nagot i vektorn.

Vid testkorningen av qPCR for att utvardera hur den positiva kontrollen fungerar
fick vi ett for hogt E-varde. E-vardet talar om hur bra effektivitet PCR-omgangen
har och sager om det bildats sa manga kopior som ar mgjligt enligt givna
koncentrationer for standardkurvan (Primrose & Twyman 2006, D’haene et al
2010). Ett E-varde mellan 90 och 110 % sédgs vara acceptabelt (D’haene et al
2010). Vi fick ett E-varde upp mot 200 %. En orsak till att vi fick ett for hogt E-
varde kan vara att vi inte rdknade ut det exakta antalet kopior i spadningsserien
eller att koncentrationerna inte kontrollerades med spektrofotometer innan
korning. Under testomgangen hade locken till tre av brunnarna lossnat vilket
gjorde att vétskan i brunnarna evaporerades bort. Det var brunnar till tre av
plasmiderna som da endast fick ett varde till standardkurvan. Det gar inte att dra
nagra slutsatser fran resultaten pa testkorningen eftersom vi inte anvande nagon
referensgen och for att vi fick ett avvikande E-védrde for standardkurvan.
Testomgangen utfordes mest for att illustrera hur plasmiden kan anvéandas i
kommande analyser. Nagot som ar viktigt vid eventuella analyser &r att alla
prover prepareras lika fram till analysen s& att man senare kan jamfora resultaten
mot varandra. Vad galler plasmiderna ar det bést att rena ut nya plasmider och
spada till lamplig koncentration sa att man anvéander sa farska plasmider som
mojligt. Det ar dven viktigt att mata koncentrationerna pa spadningarna pa
plasmiden for att fa ett bra E-varde.

Aven om det ur texten ovan ser ut som om allt gar prickfritt vid laborativt arbete
ar det mycket som kan ga snett. Det kravdes tva omgangar av isolering och
stimulering av celler da de prover vi extraherade ut RNA fran forsta gangen gav
alldeles for lite RNA vilket gjorde att vi inte amplifierade TLR-4 vid PCR-
omgangen. Detta medférde att vi fick borja om fran borjan och isolera nya
lymfocyter och stimulera celler pa nytt.

Varfor blev det inget band med elektroforesen i brunn 3 i figur 6? Troligtvis ar

orsaken till detta att det var for lite cDNA i mixen infér PCR eftersom det blev ett

band i provet da vi tog cDNA som syntetiserats fran 10 ul RNA. En annan orsak
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kan vara pipetteringsfel, att nagot saknades i mixen eller att det kommit i RNaser i
mixen for cDNA-syntesen.

Vid forskning och laborativt arbete gar det inte alltid som man tankt sig. Det kan
verka ganska latt sa lange allt gar bra och man far de resultat man forvantar.
Svarigheterna kommer nar man inte far ratt resultat eftersom det & manga olika
steg som kan ga snett vilket kan krava en ganska omfattande felsokning.

Vad géller patogenesen vid RAO é&r det ett flertal studier gjorda med utgangspunkt
fran att mata olika inflammatoriska mediatorer. Manga av studierna talar mot
varandra men kan bero pa att man har framkallat sjukdomen pa olika sétt i de
olika studierna samt att man har matt vid olika tidpunkter i sjukdomsutvecklingen
och anvant olika vavnader vid matningar. De studier som ar utférda med naturlig
provokation med dammigt ho kan vara svara att reproducera eftersom det
formodligen ar olika nivaer och koncentrationer av de olika molekylerna som
finns i dammet. | de studier dar man standardiserat provokationen kan man a
andra sidan eventuellt fa hdgre koncentrationer av ett specifikt amne jamfort med
vad som finns i dammet vid naturlig provokation, vilket kanske kan paverka
uttrycket av de inflammatoriska mediatorerna. Enligt konsensus fran en workshop
pa Island 2007 dar man diskuterat RAO, har man just tagit upp problemen med att
jamfdra olika studier eftersom det inte finns klarlagt vilken vavnad som &r bést att
studera eller vilken metod som &r bé&st for att framkalla sjukdom (Marti et al
2008).

Vid RAO finns det en klar koppling mellan 6kad inflammation och exponering av
endotoxin i luftvégarna (Pirie et al 2003a, Pirie et al 2003b). Det &r darfor troligt
att toll-lika receptorer kan vara en del i ansamlingen av neutrofiler och
luftvagsinflammationen vid RAO. Uttrycket av TLR4 hos hastar med RAO har
dels visat sig vara ofdrandrat (Ainsworth et al 2006) och dels varit 6kat (A. Berndt
2006). Det finns dock inte s& manga publicerade studier dar man studerat
uttrycket av TLR-4 och fler studier kravs innan man kan dra nagra storre
slutsatser. P& humansidan har man sett att RSV kan uppreglera uttrycket av TLR-
4. RSV dr ett pneumovirus som &ar en undergrupp till paramyxoviridae (Quinn et
al 2002). Kan det finnas lagvirulenta virus hos hast som ar slakt med RSV som
uppreglerar TLR-4 och gor lungan kénsligare for damm som gor att RAO
utvecklas? Detta ar tankar som idag endast gar att spekulera i eftersom det inte
finns bevisat att det finns RSV-lika virus som gar pa hast.
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