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Abstrakt

Kallikrein-relaterade peptidaser uttrycks i olika typer av vavnader och tidigare studier tyder pa att de
har potential att anvandas som biomarkdorer for ett flertal cancertyper. Nyligen har man sett ett
samband mellan Kallikrein-relaterat peptidas 7 (KLK7) och prostatacancer. Syftet med studien var att
testa uttrycket av KLK7 i olika humana prostacancer-cellinjer och murin prostatatumérvavnad samt
jamfora olika kit for preparation av RNA fran detta material. Sex olika kit jamférdes genom att
preparera RNA fran murin tumorvavnad och PC-3 celler som déarefter kvalitetsbestamdes med RNA
integrity number (RIN)-metoden. Uttryck av humant och murint KLK7 analyserades i humana
prostatacellinjer och murina vavnadsprov genom g-PCR. Qiagen Allprep gav bast resultat kvalitativt
och kvantitativt fér vavnadsproverna medan alla sex kit gav likvardiga resultat kvalitativt fér
cellpreparationerna. Resultaten fran g-PCR analysen pa de humana cellinjerna visade att prostata-
cellinjen, RWPE-1, hade ett KLK7-uttryck som var mer an 1000 ganger hogre &n hos cancer-
cellinjerna. Nivaerna av KLK7 hos de murina proverna var generellt valdigt l1dga. Konklusionen av
studien var att Qiagen Allprep-kit verkar lampligast att anvanda vid preparation av vavnadsprover
medan NucleoSpin RNA-kittet var mest prisvart om man ska preparera enbart RNA fran cellinjer.
KLK7-uttrycket var lagre i humana prostatacancerceller jamfért med de normala prostatacellinjerna.
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Introduktion

Prostatacancer (Pca) ar den vanligaste cancerformen hos méan i Sverige och ar 2013 rapporterades
9678 maligna tumorer till cancerregistret (1). Idag anvands matning av Kallikrein-relaterat peptidas 3
(KLK3), vanligen benamnt prostataspecifikt antigen (PSA), i serum vid diagnostik av Pca, men detta
protein ar inte cancerspecifikt utan kan detekteras i forhojd niva aven vid benign prostataforstoring
och prostatit. Detta innebar att manga prostatabiopsier som tas vid forhojt PSA ar onddiga och sjalva
proceduren medfér dven en risk for komplikationer som hematuri hos patienten (2). Fér narvarande
saknas en specifik metod for att skilja mellan en aggressiv, snabbvaxande cancer och en mer lagrisk-
variant. Forskning pagar darfor for att hitta nya markorer som kan komplettera PSA vid diagnostik av

Pca, samt aven anvandas for att beddma och 6vervaka effekten av behandling (3).

En vanlig djurmodell som anvands vid studier av prostatacancer &r TRAMP-mgss. Dessa uttrycker ett
onkoprotein vilket leder till att spontana tumorer uppstar vars patogenes liknar den humana varianten
av sjukdomen (4). TRAMP-C1 &r en prostacancercellinje som isolerats frdn en prostatatumaor hos en
TRAMP-mus. Denna kan injiceras hos immunkompetenta C57BL/6-mdss och ge upphov till prostata-
tumoérer (5). De flesta prostacancertumorer ar initialt beroende av androgener for att kunna tillvaxa
och kan behandlas genom att minska mangden cirkulerande androgener eller blockera bindning till
androgenreceptorn (AR) genom hormonbehandling eller kirurgi. Dock blir de flesta tumérer
androgenoberoende efter en tid och svarar ej langre pa denna behandling. Testosteron och
dihydrotestosteron (DHT) &r tva androgener som paverkar prostatacancerutveckling genom att binda
till AR i cytoplasman vilket stimulerar transkription av gener som reglerar celltillvixt och éverlevnad
(6). Vid studier av androgenoberoende anvands prostatacancercellinjerna 22Rv1, LNCaP och PC-3 av
vilka 22Rv1 och LNCap ar androgenkénsliga och uttrycker AR medan cellinjen PC-3 &r androgen-
oberoende och saknar uttryck av dessa receptorer (7-8).

Kallikrein-relaterade peptidaser (KLKs) &r proteiner som hor till serinproteasfamiljen och uttrycks i
manga olika vavnader i kroppen. Det finns 15 identifierade KLKs hos manniskor och dessa kodas fran
ett locus pa kromosom 19 (9). Tidigare var det kant att KLK1 kan paverka reglering av bl.a. blodtryck
och inflammation (10) samt att KLK3, som tidigare ndmnts, kan anvandas kliniskt vid diagnostik av
Pca, men man visste inte mycket om de 6vriga KLKs och deras betydelse vid sjukdom. Under de
senaste aren har det tillkommit mer kunskap om dessa proteiner och djurmodeller med férandrade
KLK-gener har konstruerats. Det ar nu kant att KLKs har en roll vid en rad olika processer i kroppen
som reglering av njurfunktion, hjarnfunktion och produktion av tandemalj (11). Ett samband mellan
KLK-uttryck och cancersjukdom har faststéllts i ett stort antal studier och manga KLKs har visat sig ha
potential att anvdndas som biomarkdrer for att tidigt upptécka en etablerad cancer (12). Nyligen har
man sett ett samband mellan Kallikrein-relaterat peptidas 7 (KLK7) och Pca. KLK7 uttrycks i flera
vavnader i kroppen och identifierades forst i méansklig hud dér det tros ha en roll vid reglering av
omsattningen av celler i de yttersta hudlagren (13). Data fran en nyligen publicerad studie visar att
KLK?7 har ett lagre uttryck i prostatacancervavnad jamfért med normalvavnad, samt att ett 1agt uttryck
av proteinet korrelerar med ett hogre Gleason Score vilket innebar I1ag celldifferentiering och darmed



samre prognos (14). Mekanismerna bakom proteinets roll vid Pca ar &nnu okénda och ytterligare

studier av KLK7-uttryck vid denna cancertyp kravs.

Vid studier av genuttryck pa transkriptionsniva gors en kvantifiering av mRNA och en vanlig metod
for detta ar kvantitativ realtids-PCR (q-PCR). Denna teknik bygger pd samma princip som vanlig PCR
med skillnaden att vid q-PCR sker amplifiering och detektion samtidigt. Detta méjliggérs genom att
anvanda en fluorescerande markdr som binder in till bildat DNA. Nar antalet genkopior ékar under
reaktionen kommer aven fluorescensen att 6ka och denna 6kning ar proportionell mot méangden DNA
som bildas under varje cykel. Vid tolkning av resultatet anvands Ct-vardet, vilket anger antalet PCR-
cykler som behdvs for att fluorescens-signalen ska dverstiga bakgrundsfluorescensen. Ju mer
amplifierat mal-DNA i provet, desto lagre Ct-varde. For att kvantifiera mRNA, maste extraherat RNA
forst omvandlas till komplementart DNA (cDNA) med hjalp av ett omvéant transkriptas-enzym. Detta
kan goras i samband med PCR-reaktionen (enstegs g-PCR) eller i ett separat rér innan reaktionen
(tvastegs g-PCR) (15). Resultaten av mRNA-kvantifiering med g-PCR, péverkas till stor del av RNA-
kvalitén. Darfor ar det viktigt att det finns metoder for att kontrollera om det extraherade RNA:t &r
intakt. For detta andamal utvecklades en RNA-integrity number (RIN)-algoritm av Agilent
Technologies, vilken bygger pa gel-elektroforesanalys och anger med ett RIN-varde fran 1-10 hur
degraderat RNA:t &r i ett prov (16).

Syftet med studien var att testa uttrycket av KLK7 i humana prostatacancercellinjer och murin
tumaorvavnad samt jamfora olika kit for preparation av RNA och protein fran detta material.



Material och metoder

Tumorvavnad

Vid denna studie anvandes tumorvavnad fran moss med olika genuppséattningar for mus KIK7-genen;
Wt 23314 (homozygot fér KIK7), het 23284 (heterozygot for KIK7), ko 23310 (saknar KIK7), samt
tumorvavnad fran tva transgena maoss; Tg 23289 (uttrycker humant KLK7) och wt 23292 (saknar
humant KLK7). Som positiv kontroll vid g-PCR anvandes prostata och testisvavnad frdn mus med
normal genuppsattning. Alla moss kom frén Sixera Pharma AB, Sverige.

Prostatacellinjer

Cellpelletar; PC-3 och TRAMP-C1, erholls fran Maria Brattsand. Cellpelletar av den humana
prostatacellinjen RWPE-1 erholls fran Marika Andersson och fardigpreparerat RNA fran LNCaP och
22Rv1-cellinjer erholls fran Erik Bovinder Ylitalo. PC-3 cellinjen ar etablerad fran en benmetastas,
22Rv1 ar etablerad fran ett prostatacarcinom. LNCaP-cellinjen ar etablerad fran en lymfkorteltumor
och RWPE-1 ar etablerad fran normal prostataepitelvavnad. Tre LNCaP prover och tre 22Rv1-prover
odlades i steroidfritt medium med olika méngder tillsatt DHT; O nM, 1 nM och 10 nM. Ett 22Rv1-prov
odlades i vanligt odlingsmedium och ett PC-3 prov och RWPE-1 prov odlades i ordinarie cellmedium
kompletterat med 10 nM DHT. Detta gjordes for att underséka om DHT gav en paverkan pa KLK7-
uttrycket. Alla cellinjer inkdptes fran American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA).

Prepp av RNA och kvalitetsbestamning

Sex olika kit for RNA-preparation jamférdes; Allprep DNA/RNA/Protein Mini Kit (Qiagen, Venlo,
Nederlanderna), RNeasy Mini Kit (Qiagen), Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp, Ontario,
Kanada), NucleoSpin TriPrep (Macherey-Nagel, Duren, Tyskland), NucleoSpin RNA (Macherey-
Nagel) och NucleoSpin RNA Plus (Macherey-Nagel). Preparation av RNA utférdes pa tumorvavnad
het 23284 samt PC3-celler. Fore RNA-preparation éverfordes vavnadsproverna till homogeniserings-
ror, Precellys Lysing kit, CK28-R (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, Frankrike) med
tillsatt lyseringsbuffert, fran respektive kit, och lyserades i homogenisator Precellys 24 (Bertin
Technologies), 6500 rpm 3*30 sek. Tva vavnadsprover frystes in direkt efter homogenisering och
preparerades nasta dag med Qiagen Allprep-kit och NucleoSpin TriPrep, for att studera om de gav
samre resultat an prover preparerade samma dag. Cellpelletar lyserades genom tillsatts av
lyseringsbuffert, fran respektive kit, till cellpelleten och darefter blandades och vortexades provet.
Efter lysering extraherades RNA fran cellprover och vavnadsprover enligt tillverkarens anvisningar for
respektive kit. RNA-koncentration méattes med NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Déarefter spaddes proverna i RNas-fritt H20, vid behov till en
koncentration av 5-500 ng/ul och kvalitetsbestdmdes med Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) tillsammans med RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies)

enligt tillverkarens anvisningar.

cDNA-syntes och g-PCR
Ett ug RNA omvandlades till cDNA med SuperScript VILO kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) enligt

tillverkarens anvisningar, vid 25 ©C i 10 min, 42 ©C i 60 min och 85 °C i 5 min. Vid g-PCR reaktionen



anvéandes 25 ng cDNA som analyserades med PCR-instrumentet 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) vid 50 °C 2 min, 95 ©C 10 min, 95 °C 15 sek, 60 ©C 1 min,
40 cykler. Vid reaktionen anvandes PCR-mixen TagMan Universal Master Mix 11, no UNG 4440040
(Applied Biosystems). Den humana KLK7-genen analyserades tillsammans med KLK7-primermixen
Hs00192503_m1 (Applied Biosystems) samt humant glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenas (GAPDH)
4326317E (Applied Biosystems) vilken utgjorde endogen kontroll. Vid analys av mus KIk7-genen
anvandes tva 18S-primers; 18S1 och 18S2 (Eurofins MWG Operon, Huntsville, AL, USA) med féljande
sekvens: 1851 — CGG CGA CGA CCC ATT CGA AC (20) och 18s2 — GAA TCG AAC CCT GAT TCC CCG
TC (23), samt en prob, 18SA (SGS DNA, Képing, Sverige) med sekvensen: 5 (6-FAM)CC TAT CAA
C(Dabcyl-dT)T TCG ATG GTA GTC GCC GTG CC(Phosphate) 37, som endogen kontroll tillsammans
med KIK7-primermixen MmO01197332_ gl (Applied Biosystems). Vid forsta analysen av mus-KLK7,
omvandlades 250 ng RNA fran proverna och 2,5 ug RNA fran standardprovet, vilket utgjordes av
murin prostatatumérvavnad, till cDNA och 10 ng cDNA anvéndes till g-PCR reaktionen. Under den
andra analysen av mus-KLK7, anvdndes cDNA fran murin testisvavnad till standardkurvan i
mangderna 50 ng, 25 ng, 12,5 ng och 6,25 ng. For att jamféra cDNA-mangden hos de humana
cellinjerna beraknades en mangdskillnad utifran erhallna Ct-varden samt en relaterad mangdskillnad

utifran ett utvalt referensprov.

Statistik
Standardfel (SE) berdknades for de dubbla métningarna fér KLK7-uttryck hos de humana cellinjerna

for att jamfora spridning mellan vardena. Vardena baseras pa medelvarde + SE.

Etiska dvervaganden

Etiskt tillstdnd finns for djurforsok som ligger till grund for produktion av tumdérmaterialet, dnr A4-15
utfardat den 27 februari 2015 av Umeé regionala djurforsoksetiska namnd. | tillstdndet har beaktats
att tumortillvaxt och metastasering, samt hur dessa processer paverkas av den genetiska omgivningen,
bara kan studeras pa levande djur. Antalet djur som ska anvandas ska begransas till minsta mojliga for
att kunna ge statistiskt sakerstallda resultat och tumorerna ska ej tillatas bli sa stora att de paverkar

djurens allmantillstand. Vad géaller forsok med cellinjer in vitro fanns inget behov av etiskt tillstand.



Resultat

Jamfdorelse av kit for RNA-prepp

Ett hdgt RIN-varde innebar ett mer intakt RNA i det analyserade provet. RIN-vardet for
vavnadsproverna varierade mellan de olika kiten och NucleoSpin TriPrep och NucleoSpin RNA-kit,
gav hogst varde, 8,2 respektive 8,7 (Tab. 1). Hogst RNA-utbyte for vavnadsproverna gav Qiagen
Allprep Kit, Norgen-kitet och NucleoSpin RNA Kit. Qiagen AllPrep, Qiagen RNeasy-kit och Norgen-
kitet gav minst kontaminering av stérre fragment pa gelbilden, dock fick provet preparerat med
Norgen-kitet ett avvikande utseende med svaga band for ribosomalt RNA (Fig. 1). Analys med
Bioanalyzer pa vavnadsprov preparerat med NucleoSpin RNA Plus gav inga synliga band pa gelen och
inget RIN-véarde erhdlls trots att en omkdrning gjordes. Proverna som preparerades dagen efter
homogenisering med Allprep Mini-kit och NucleoSpin TriPrep, hade battre RNA-kvalité och aven ett
hdgre RNA-utbyte jamfort med proverna som preparerades samma dag med dessa Kit.
Preparationerna fran cellinjen PC-3 gav liknande utseende pa gelbild for alla sex kit (Fig. 1), samt RIN-
varden mellan 9,4 till 10 (Tab. 2). PC-3 cellerna preparerade med NucleoSpin RNA Plus gav stérst
RNA-méngd, 50,1 pg (Tab. 2). Prisuppgifter for respektive kit kan ses i Tab. 3.

Uttryck av KLK7

Qiagen AllPrep gav ingen synbar kontaminering av DNA-fragment pa gelbild och ett relativt hogt
RNA-utbyte och darfor anvandes detta kit for att preparera RNA fran de olika murina tumor-
vavnaderna och TRAMP-CL1 cellinjen infor cONA-syntes och g-PCR. Nar 2,5 ug RNA anvéndes till
standarden vid cDNA-syntesen, blev amplifieringen sémre med Ct-varden éver 40 for standard-
proverna och alla de évriga proverna utom prostata, testis, tg 23289 samt het 23284, vilka hade
vardena 38, 37, 38 respektive 38. Nar en ny cDNA-syntes utfordes med 1 ug RNA till bade prover och
standard och 25 ng cDNA anvandes vid g-PCR reaktionen, blev resultatet nagot béattre da proverna; tg
23298, wt 23292, prostata, testis, Std 50,Std 25 och Std 12,5 gav vardena 38, 39, 38, 38, 36, 38

respektive 36, medan de dvriga ej var detekterbara.

Vid forsta g-PCR analysen av de humana cellinjerna med bade GAPDH och humant KLK7 i
mastermixen, blev alla Ct-varden 6ver 40 for KLK7 medan de var detekterbara for GAPDH. En ny g-
PCR, med bara KLK7 gjordes pa dessa prover vilket gav battre resultat da endast LNCaP 1 nM hade ett
Ct-vérde over 40 (Tab. 4). Uttrycket for KLK7 dividerades med GAPDH-uttrycket och resultatet visade
att cancercellinjerna hade ett KLK7-uttryck som var mer an 1000 ganger lagre jamfort med den
normala prostatacellinjen RWPE-1, oavsett om den inducerats med DHT eller ej (Fig. 2). 22Rv1-
cellinjen odlad i vanligt odlingsmedium hade ett hégre uttryck jAmfort med de 6vriga 22Rv1-proverna

och 22Rv1-cellinjen odlad i 10 nm DHT gav ett nagot hogre uttryck an cellinjen odlad utan DHT.



Diskussion

Prostatan hos mass bestar av fyra lober som var och en utgors av mukosa med epitelceller och ar
omgiven av bindvav (17). I en tidigare studie pa RNA-kvalité frdn human prostatavavnad fann man att
hogre andel epitelceller i vavnaden gav ett hogre RIN-varde (18). Cellinjerna som preparerades i denna
studie hade battre RIN-varde &n de murina prostatatumorvavnaderna och detta kan forklaras av att i
cellkulturer ar som regel majoriteten av cellerna i aktiv tillvaxtfas, vilket ger en battre RNA-kvalitet &n
fran vavnadsprover dar andelen vilande celler dr stérre. Vavnadsprover kan ocksa besta av en storre
del doda celler vilket forsamrar kvaliteten. Proverna som preparerades dagen efter homogenisering
med Qiagen Allprep-kit och Nucleospin TriPrep-kit, hade battre RNA-kvalité och dven ett hégre RNA-
utbyte jamfért med proverna som preparerades samma dag vilket var ovantat, men detta visar att det
ar mojligt att frysa in ett homogeniserat prov for senare preparation utan att RNA-kvalitén forsamras.
Under preparation med Norgen-kitet gick de lyserade vavnadsprovet och cellprovet mycket langsamt
genom kolonnen och darfor kan man misstanka att dessa ej var tillrackligt lyserade vilket gav daliga
resultat for vavnadsprovet, samt ett relativt lagt RIN-varde for cellinjepreppen. | detta fall borde
kanske en ompreparation ha gjorts med stérre mangd lyseringsbuffert. Alla sex kiten bedémdes som
lika enkla att jobba med, men det tog ndgot langre tid att utféra en preparation med NucleoSpin
TriPrep och NucleoSpin RNA-kiten frdn Macherey-Nagel. Dessa kit baseras pa att RNA binds upp till
en kolonn, DNA centrifugeras bort och darefter tillsatts enzymet DNas, som ska bryta ned kvarvarande
DNA i kolonnen (19-20). Eftersom gelbilden fér dessa kit visade kontaminering av storre fragment,
vilket mycket sannolikt var kromosomala DNA-rester, s& kan man konstatera att DNA-nedbrytningen
inte fungerade vid preparation av denna vavnadstyp. Utifran resultaten for RNA-kvalité och RNA-
utbyte verkar Qiagen Allprep kit vara mest optimalt vid preparation av murin tumorvavnad. Dock far
man ta hansyn till att detta kit aven ar det dyraste bland de som jamfordes. Men med tanke pa hur
viktigt det &r att anvanda rent RNA vid kénsligare analyser som g-PCR och micro-array sa kan det vara
en bra investering att betala den hdgre kostnaden om man preparerar RNA fran vavnadsprover. Vid
preparation av PC-3 celler var alla kiten tamligen likvardiga kvalitetsmassigt, men béast utbyte gav
NucleoSpin RNA-plus Kitet vilket dessutom var prisvart och darfér kan vara att foredra framfor de

ovriga kitten.

Manga KLK-gener ar androgenreglerade och ett exempel ar att KLK2 och KLK3-mRNA uppregleras i
prostata och brostcancercellinjer som svar pa androgenstimulering (10). Genom att anvanda prostata-
cancercellinjer odlade i steroidfritt medium med olika tillsatta mangder DHT ville vi underséka om
denna androgen paverkar uttrycket av KLK7 vid prostatacancer. For RWPE-1 cellerna, var uttrycket
storre hos cellinjen odlad i DHT men ingen tydlig skillnad kunde ses hos cancercellinjerna. PC-3-
cellinjerna med och utan DHT hade nastan lika hogt uttryck vilket kan forklaras av att dessa celler
saknar uttryck av AR och darigenom inte har mojlighet att reagera pa androgenstimulering. Detta
kunde &ven ses for LNCaP-cellerna men eftersom de har en muterad AR kan DHT ha bundit in samre
(21). Det laga uttrycket av 22Rv1 1 nM kan troligen forklaras av att provets cDNA spaddes i mindre
grad pa grund av lag RNA-koncentration vilket medforde att storre mangd av cDNA-mixen medféljde
provet och férsdmrade troligen g-PCR reaktionen. Dock hade vi forvantat oss att tillsatts av DHT
skulle ge ett storre utslag pa KLK7-uttrycket jamfort med ordinarie medium utan tillsatt DHT, hos



22Rv1-cellerna och LNCaP-cellerna. Det ar oklart om DHT-stimuleringen har fungerat optimalt eller
om uttrycket hos dessa celler har forsamrats pa nagot satt. Det var dven ovantat att KLK7-uttrycket
hos 22Rv1 cellinjen odlad i vanligt odlingsmedium skulle ge ett hégre uttryck &n de 6vriga cancer-
cellinjerna. Troligen har nagot i odlingsmediet paverkat uttrycket hos detta prov. Det lagre uttrycket av
KLK?7 hos cancercellinjerna jamfort med de normala prostatacellinjerna, éverensstammer med
resultaten fran den tidigare namnda studien i vilken man detekterade signifikant lagre KLK7-uttryck i
prostatatumdrvavnad jamfért med normal prostatavavnad (14). Ett lagre KLK7-uttryck har dven
pavisats vid lungadenocarcinom och bréstcancer (22-23). Dock har man sett ett 6kat uttryck vid colon-
cancer och ovarialcancer (24-25). En tidigare studie visar att KLK7 6kade den invasiva formagan hos
pankreascancerceller genom att klyva celladhesionsproteinet E-cadherin (26). En orsak till skillnaden i
uttryck vid olika cancersjukdomar skulle darfér kunna vara att uttrycket av KLK7 uppregleras vid mer
invasiva cancertyper, men eftersom dven prostatacancer kan vara invasiv sa finns det en annan

forklaring till detta som &nnu ar okand.

Vid analys av mus KIk7-genen anvandes vavnad fran olika tumorer frdn moss med olika genotyp
eftersom man tror att omgivningen ar viktig for tumorcellernas formaga att vaxa och sprida sig. g-PCR
analysen av mus KIk7 pd de murina proverna gav inga detekterbara Ct-varden under forsta omgangen
da humant GAPDH anvandes, vilket innebdr att sekvensen for denna prob skiljde sig for mycket
jamfort med GAPDH-sekvensen hos mdss (resultat redovisas ej). Darfér anvandes istallet 18S-mixen
som kontroll vid omkorningen. Resultaten fran g-PCR analysen med GAPDH och humant KLK7 i
samma mastermix, tyder pa att GAPDH storde g-PCR-reaktionen eftersom omkérning med endast
KLK7 gav battre varden. | denna studie kunde KIk7-uttrycket i de murina proverna inte faststallas pa
grund av for hoga Ct-varden vid bada g-PCR analyserna. Detta berodde troligen pa att nivéerna av

mus-KIk7 var mycket laga i proverna som anvandes.

Konklusionen av denna studie var att alla kit gav bra resultat for RNA-preparation av PC-3 celler men
NucleoSpin RNA Plus gav bést utbyte till [agst kostnad. Nar det géller tumdrvéavnad visade sig Qiagen
Allprep Kit vara mest lampligt att anvanda. Resultaten fran g—PCR analysen visade att KLK7-uttrycket
var nedreglerat i prostatacancercellinjer jamfort med normala prostatacellinjer och uttrycket i de

murina proverna var generellt valdigt lagt.
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Tabell 1. Jamforelse mellan kit for preparation av RNA fran murin tumérvavnad 23284.

Kit Méngd vavnad (mg) Volym (ul) RNA koncentration (ng/pl)  Total mangd RNA (ug) Utbyte (ug/mg) RINP
Qiagen Allprep Kit 21,4 50 526,3 26,3 1,2 6,1
Qiagen Allprep Kit? 16,3 50 458,8 22,9 1,4 7,0
NucleoSpin TriPrep 16,4 60 45,6 2,7 0,2 7,3
NucleoSpin TriPrep? 16,0 60 127,9 7,7 0,5 8,2
Norgen Kit 7,2 50 216.,4 10,8 1,5 6,5
Qiagen RNeasy Kit 8,5 50 84,9 4,2 0,5 7,8
NucleoSpin RNA 4,0 60 115,3 6,9 1,7 8,7
NucleoSpin RNA Plus 4,0 60 37,0 2,2 0,6 ¢

a Provet frystes in efter homogenisering och preparerades nasta dag
b RNA Integrity Number (1-10). Hogt RIN-varde motsvarar ett mer intakt RNA.
¢ Inget RIN-varde erholls
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Tabell 2. Jamforelse mellan kit for preparation av RNA fran PC-3 celler (2*106)

Kit Volym (ul) RNA-koncentration (ng/pul)  Total mangd RNA (ug) RIN2
Qiagen Allprep Kit 50 554,5 27,7 9,9
NucleoSpin TriPrep 60 212,9 12,8 9,5
Norgen Kit 50 266,3 13,3 9,4
Qiagen RNeasy Kit 50 519,0 26,0 9,8
NucleoSpin RNA 60 220,8 13,2 10,0
NucleoSpin RNA Plus 60 835,8 50,1 10,0

aRNA Integrity Number (1-10). Hogt RIN-varde motsvarar ett mer intakt RNA.
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Tabell 3. Prisjamforelse mellan kit.

Kit (antal preparationer) Pris/preparation (kr)
Qiagen Allprep Kit 105
NucleoSpin TriPrep (50) 61
NucleoSpin TriPrep (250) 54
Norgen Kit (50) 33
Norgen Kit (100) 30
Qiagen RNeasy Kit 42
NucleoSpin RNA (50) 43
NucleoSpin RNA (250) 32
NucleoSpin RNA Plus (50) 49
NucleoSpin RNA Plus (250) 31

16



Tabell 4. Jamforelse mellan Ct-varden fér de humana cellinjerna.

Ct-varden
KLK?7 GAPDH Ct-medelvarde
Prov Provl Prov2 Provl Prov2 KLK7 GAPDH ACt Mangdskillnad (2-2¢Y)  Relativ mangdskillnad?

LNCaP O nM DHT 37 36 24 24 36 24 12 0,00024 0,125
LNCaP 1 nM DHT =40 =40 23 23 40 23 17 0,00001 0,004
LNCaP 10 nM DHT 36 37 22 22 37 22 15 0,00003 0,016
22Rv1 O nM DHT 36 37 27 27 36 27 9 0,00195 1,000
22Rv1 1 nM DHT 33 >40b 21 21 33 21 12 0,00024 0,125
22Rv1 10 nM DHT 35 34 26 25 34 25 9 0,00195 1,000
PC3 10 nM DHT 36 35 23 23 35 23 12 0,00024 0,125
PC3 O nM DHT 35 35 24 21 35 22 13 0,00012 0,063
RWPE-1 10 nM DHT 22 22 26 26 22 26 -4 16,00000 8192
RWPE-1 O nM DHT 22 22 24 24 22 24 -2 4,00000 2048
22Rv1 32 32 25 24 32 25 7 0,00781 4,000
NegK >40 =40 >40 =40

aBeraknad utifrdn 22Rv1 0 nM DHT (Dihydrotestosteron)

bvardet struket p& grund av att for liten provmangd applicerades
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Figur 1. Gelbilder fran analys av RNA-proverna med Bioanalyzer pd A) murin tumérvavnad 23284 och

B) PC-3-celler. Prov markerade med * preparerades dagen efter homogenisering.
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Figur 2. Genuttryck av KLK7 hos de humana cellinjerna vilket uppméttes under ett experiment i
dubbelprov med g-PCR. Resultaten anges relativt till GAPDH-uttryck. Vardena ar angivna som
medelvérde + SE.
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