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1.0 Innledning

Nye molekyl@rbiologiske analyser og ny teknologi gir sterre sikkerhet i
analyseresultater, og vil 1 fremtiden veare en nedvendig videreutvikling av
laboratorienes analysetilbud som grunnlag for rask og riktig diagnostisering og
behandling av pasienter. Det er i denne forbindelse behov for & innfore flere
genteknologiske analyser ved Sykehuset Ostfold (S@). Ved diagnostikk av
primar laktoseintoleranse ved Seksjon for Medisinsk Biokjemi benyttes i dag
laktosetoleranse test. Det har vist seg at hos barn kan laktosetoleransetesten gi
opptil 30 % falske positive prover Andre analyser som kan benyttes er bl.a.
hydrogen pustepreve, men den er ogsa positiv ved bakteriell overvekst i tarm.
Maling av laktaseaktivitet 1 tynntarmsbiopsi anses for & vere en god test, men
den er komplisert pd grunn av invasiv teknologi. Genetisk analyse som real-time
Polymerase Chain Reaction (real-time PCR) av laktasegenet anbefales som en
primar test ved mistanke om laktoseintoleranse. Det var derfor av interesse for
Sykehuset @stfold & utvikle en real-time PCR in-house metode for genotyping
av nukleotidet (MCM6 C-13910T) for & pévise laktoseintoleranse eller ikke. Det
ble opprettet et samarbeidsprosjekt mellom Sykehuset Ostfold, Seksjon for
Medisinsk Biokjemi og Molekyl@rbiologisk Forsknings og
Utviklingslaboratorium (MBL) ved Hegskolen 1 Ostfold (Hi®). Samarbeidet om
dette utviklingsprosjektet startet 1 2010, og varen 2011 var en in-house metode

basert pa real-time PCR etterfulgt av smeltekurve utarbeidet og validert.

Dette utviklingsprosjektet ad. laktoseintoleranse genererte ogsa et
Bachelorprosjekt for Bioingenierstudenter viaren 2010. Studentprosjektet hadde
som méilsetning & genotype MCM6 C-13910T ad. laktoseintoleranse ved bruk av
et kommersielt kit fra firmaet TibMolbiol, Berlin. Resultatene de oppnadde har
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veert til god nytte, det gjelder analysesvarene, samt rapporten som de utarbeidet.
Teoridelen er benyttet i denne rapporten. Bioingenierstudentene var Jan Eddie

Linnom, Ina Kristine Michalsen, Rojan Haji Abbasi og Ida Askjem Andersen.

Det praktiske arbeidet med utviklingsprosjektet ved MBL ad. laktoseintoleranse
ble gjennomfert hesten 2010, og prosjektet ble avsluttet varen 2011.
Utviklingsprosjektet hadde to hovedmalsetninger:

1: Utvikle og validere en in-house prosedyre basert pa real-time
PCR med Fluorescens Resonance Energy Transfer (FRET) prober og
deteksjon av villtype C og mutert type T i MCM6 genet (C/T-13910).

2: In-house prosedyren skal vere til bruk ved Sykehuset Ostfold.



2.0 Teori

2.1 Laktase og laktoseintoleranse

I Nord- og Vest- Europa har melk lenge vart en viktig del av kostholdet. Melk
inneholder disakkaridet laktose, som er et disakkarid bygget opp av de to
monosakkaridene galaktose og glukose, som vist i figur 1. For at kroppen skal
kunne ta opp laktose i tynntarmen, er man avhengig av at laktosen blir spaltet til
to monosakkarider. Spaltingen av laktose utferes av det spesifikke enzymet
laktase, som 1 hovedsak finnes langs membranene pé enterocyttene, som utgjor
veggene 1 tynntarmen (1). Laktase arbeider optimalt ved en temperatur pa 25 °C,
og en pH pé 6. Reaksjonsligningen for nedbryting av laktose er: C;,H»,0Oy; +
H,0O — C¢H,,04 + CcH,04 + varme.

o OH o OH
O aH
g Lakiase 9
HO o e Ho o + HO g
Bl [n] OH QO HO al;
oH f ol

Ha0
Lalrtose Falalctose Chikose

Figur 1. Laktosemetabolisme, der laktose spaltes til monosakkaridene galaktose og glukose
ved hjelp av enzymet laktase.

Over hele verden er det vanlig at nyfedte barn taler melk, men at
laktaseproduksjonen raskt avtar etter endt ammingsperiode (2). Det finnes tre
typer laktoseintoleranse: primar, sekundar og kongenital. Primar
laktoseintoleranse er den tilstanden som er direkte relatert til arv. Sekundeer kan
oppstéa som folge av for eksempel sykdom som celiaki, tarminfeksjon og
tynntarmsbetennelse. Kongenital laktoseintoleranse er en variant av
laktoseintoleranse hvor man mangler laktase fra fedselen (3). Mélet med denne

oppgaven er a detektere primeer laktoseintoleranse, som er genetisk betinget.

7



Inntak av melk hos personer med laktoseintoleranse eller lav laktaseaktivitet kan
gi symptomer som varierer fra svake symptomer som romling i magen, folelse
av oppblasthet og liknende til mer alvorlige symptomer som sterk flatulens,

kraftige magesmerter og diar€.

Utbredelse av laktoseintoleranse varierer med ulike folkeslag.
Laktoseintoleranse er minst utbredt 1 Nord- og Vest-Europa. Eksempelvis er
bare 3 til 5 % av befolkningen i1 Skandinavia laktoseintolerante. Andre land i
dette omradet hvor man har talldata inkluderer Finland (17 %), Storbritannia (5
— 15 %), Tyskland (15 %), Osterrike (15 - 20 %) og Nord-Frankrike (17 %). I
Ser-Europa er laktoseintoleranse mer utbredt. Eksempler pa prosentvis antall av
befolkningen som har laktoseintoleranse har man fra Ser - Frankrike (65 %),
Italia (20 — 70 %) og Balkan (55 %). I andre verdensdeler er laktoseintoleranse
mer utbredt. I Afrika er storstedelen av befolkningen laktoseintolerante (70 — 90
%). Noen folkeslag her, som for eksempel Beduiner, Tuareg og Fulani, har
betraktelig lavere andel laktoseintolerante (10 - 25 %). Dette kan skyldes at
disse folkeslagene har en annen matkultur. I Asia er ogsd andelen
laktoseintolerante stor, med 80 % 1 sentral Asia, 90 — 100 % i1 Ost-Asia og 70 %
1 Ser - India. I Amerika er det noe mer sparsomt med tallmateriale, 1 tillegg er
starsteparten av befolkningen innvandret fra andre verdensdeler. Hos den

amerikanske urbefolkningen er andelen laktoseintolerante derimot opp mot 100

% (2,4).

Figur 2 viser et kart som angir spredningen av laktosetolerant befolkning i
Europa, Asia og Afrika. Bl farge angir steder der en lav andel av befolkningen
har laktosetolerant fenotype, det vil si hoy andel laktoseintoleranse. Rad farge

angir steder der en hey andel av befolkningen har laktosetolerant fenotype (2).
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Figur 2. Kart som viser prosentvis spredning av laktosetolerant befolkning, gradert fra bla
farge (svert fa personer med laktosetoleranse) til red farge(svert mange personer med
laktosetoleranse).
Primeer laktoseintoleranse avgjeres av genmutasjoner. Hos personer med
laktoseintoleranse, finner man at base nummer 13910 oppstrems fra laktasegenet
er Cytosin (C). Hvis C her 1 stedet er erstattet med en Tymin (T), er det assosiert
med laktosetoleranse (5). Denne mutasjonen er arvelig, autosomal og dominant
og resulterer 1 at man beholder evnen til 4 fordeye melkesukkeret laktose ogsa i
voksen alder. Ettersom mutasjonen er dominant forer dette til at en person som
har heterozygot genotype, det vil si at et gen har mutasjonen og ett har det ikke,

vil vare laktosetolerant.

2.1.1 Melkeallergi

Det er viktig a skille mellom melkeallergi og laktoseintoleranse. Melkeallergi er
en allergisk immunreaksjon mot proteiner 1 kumelk, som ellers er ufarlig for

ikke-allergikere. Laktoseintoleranse er en ikke-allergisk sensitivitet som skyldes
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mangel pa enzymet laktase. Melkeallergi oppstar som regel hos spedbarn, men

forsvinner igjen i lopet av de forste levearene (6).

2.2 Laktasegenet og MCM6

Laktase kodes for av genet laktaseflorizinhydrolase (LPH). Dette genet er aktivt
fram til 8 til 12 ars alder, hvor laktoseintoleranse inntreffer hvis aktiviteten
avtar. Genet befinner seg pa kromosom 2. Det er til na ikke funnet noen

mutasjoner 1 selve laktasegenet som har sammenheng med laktoseintoleranse

(4).

Genet Mini-Chromosome Maintenance 6 (MCMO6) ligger oppstrems for
laktasegenet. Genet inneholder to regulerende regioner for laktasegenet, og det
er 1 disse det funnet mutasjoner som er relatert til laktoseintoleranse. Spesielt
regionen rundt 13910 basepar (bp) ovenfor laktasegenet har vist seg & vere en
enhancer-region som kan aktivere transkripsjon av laktasegenets promoter.
MCMe6-proteinet er et protein som innehar en helicaseaktivitet. Det spiller en
viktig rolle 1 start- og forlengelsesfasene 1 DNA-replikasjonen (7). Mutasjonene
det dreier seg om er singlenukleotide polymorfismer (SNP). Det vil si at et
enkelt nukleotid er byttet ut med et annet. Det er funnet flere SNP som kan vare
relevante for laktoseintoleranse. En av disse er den sdkalte C/T-13910
mutasjonen. C/T indikerer at det dreier seg om et nukleotid som enten er en C
eller en T, og tallet etter indikerer hvor mange basepar ovenfor laktasegenet

mutasjonen befinner seg.

I tillegg til C/T-13910 er det ogsé funnet at G/C-14010, T/G-13915 og C/G-
13907 er relaterte til laktoseintoleranse. C/T-13910 er den som ser ut til a ha
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starst betydning for laktosetoleranse 1 Europa og Asia. T/G-13915 mutasjonen er
funnet i noen andre omrader hvor andelen av befolkningen som kan fordeye
laktose er hoy, og da spesielt i omradet Saudi-Arabia (8). C/G-13907 er en
mutasjon som har oppstatt i Ost-Afrika omradet. I tillegg til at det er flere
forskjellige mutasjoner som hver for seg kan gi laktosetoleranse, det ikke over
alt sammenhengen mellom kjente mutasjoner og fenotype laktosetoleranse er
like klar. Dette gjelder til en viss grad over hele verden, men mest av alt et

omrade 1 Vest-Sahara, hvor sammenhengen er spesielt darlig (2).

Omradet 1 MCM6 hvor mutasjonen befinner seg har folgende baserekkefolge,

som vist 1 figur 3.

AGAGCAGAGA
TTCACTGCAA
CTTTAAAGAG
TTTATAGAGT
CTTAGACCCT

Y]

CC[@TGGCCTC
TTGTTCTTTG
GGAGTAGTAC
TTTTCCTAGT
TTTTTTACAG

TAAACAGATT
ATACATTTTT
CTTGGTAAGC
GCATAAAGAC
ACAATGTACT

AAAGGAACTC
AGCCCTGCAT
GAAAGGGCAT
TTTATTAATA
TGTGACTGAG

TGTTGCATGT
ATGTAACTGT
ATTTGAGTGT
[ETAAGTTACC
AGTAGGCCTC

TCCTCCTTAG
TCCACGAGGA
TCAAGCGTCC
GGTTTGATGT
GTATAATTTA

TTTTAATCTT
TGAATGCTCA
AGTTGTTAGA
ATTTAATACC
TGCGCTGGCA

GTTGCATTTG
TAGGTCAGTG
CATCTTCGCT
AAGGTCGTCT
TAAAAAGGGA

TGGTATGGGA
TACGACCATG
CGGAGACGAT
TTTCATTCAG
ATACAGATAA

TATAATGTTT
GGTATTAACG
TCAACCAAAG
TTGAAAAGGG
AATGTATGGC

CATACTAGAA
GAATTCTTCC
CACGTCATAG
GAAAAATGTA
GATAALIGTAG

GATTTTTAGA
AGGTAAAAGG
CAGCCCTGCT
GGTTTGGCTT
ATGGTGAGTT

Figur 3. Gensekvensen viser baserekkefolgen i MCM6-genet. Rad base angir C/T-13910
mutasjonens plassering. Basene markert med grent, angir andre SNP som er funnet relevante
for laktosetoleranse. Omradene markert i gult angir omrader for foreslatte primere.

Bokstaven Y 1 figuren signaliserer lokasjonen for C/T-13910 mutasjonen. Y
betyr at det skal vere enten en C eller en T pa denne plassen. Forgvrig er noen
av de andre mulige mutasjonene merket med gront. For & detektere mutasjonen
C/T-13910 trenger man primere som er posisjonert slik at man far amplifisert en
gensekvens omkring den aktuelle mutasjonen. Primere angir start og slutt pa gen
sekvensen som skal amplifiseres 1 lopet av PCR-prosessen. Det finnes flere
tilgjengelige verktoy, eller Primer Designing Tools, som hjelper til med & finne

primere som kan benyttes. I en av disse var det foreslatt flere litt forskjellige
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primere innenfor omradene merket i gult. Hvilken primer som er benyttet i kitet

som anvendes er usikkert, da dette ikke var oppgitt noe sted av produsenten.

2.2.1 C/T-13910 og Oct-1

Mutasjonen C/T-13910 er, som nevnt, den som vanligvis er relatert til
laktosetoleranse blant den europeiske- og asiatiske befolkningen. Forsgk viser at
komplekset Octamer Transcription Factor-1 (Oct-1) har hayere affinitet for T-
13910 enn C-13910. Oct-1 regulerer genetisk transkripsjon. Oct-1 kalles ogsa
for ”POU domain class 2, transcription factor 17, og tilherer en familie med
”POU domain factors” som binder seg til sekvensen ATTTGCAT i promoter-
og enhancer-regioner for & regulere uttrykkelsen av gener. Oct-1 genet uttrykkes

1 alle celler.

Forsegk viser at binding av Oct-1 pa denne plassen gir okt laktase
promoteraktivitet. Dette kan veare en forklaring pa hvorfor denne mutasjonen

forer til en laktosetolerant fenotype.

2.3 Pavisning av laktoseintoleranse

2.3.1 Pusteprove

I dag er en vanlig méte 4 teste etter laktoseintoleranse & utfore en H,-pusteprove.
Denne bygger pa at laktose hos personer med laktoseintoleranse ikke vil
absorberes 1 tynntarmen, men heller fortsette til tykktarmen. Der vil bakterier
bryte ned noe av laktosen, og et avfallsprodukt fra bakteriene vil vaere
hydrogengass. Denne gassen tas opp i blodbanen, og vil til slutt ga til lungene og
deretter pustes ut. Man maler s4 mengden hydrogen 1 utdndingsluften. Hos
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personer uten laktoseintoleranse vil den malte verdien vanligvis ligge rundt 2-
Sppm. Hvis pasienten har laktoseintoleranse, vil det derimot kunne males
verdier mellom 30-100ppm (9). Det er imidlertid ikke slik at bakteriene hos alle
personer produserer hydrogen. Det kan dermed bety at en lav verdi ikke kan
utelukke intoleranse med 100 % sikkerhet. For & pavise et falskt negativt svar,
kan man innta en mengde av det ikke-opptakbare disakkaridet laktulose. Hvis
man etter 45 til 180 minutter ikke kan pavise produksjon av hydrogen gass,
betyr det ogsé at bakteriene ikke kan produsere det. Dette kan tyde pa at svaret

fra pustepraven, 1 forbindelse med laktoseinntak, kan ha vart falskt negativt.

2.3.2 Tynntarmsbiopsi

En tynntarmsbiopsi for pavisning av laktaseenzymaktivitet er den eneste direkte
malemetoden for laktasemangel (10). Her tas det en biopsi fra tynntarmen, og
denne analyseres for laktase ved hjelp av immunhistokjemi. En biopsi ma gjeres
med endoskopisk inngrep, og er derfor en invasiv prosedyre. Det er derfor ikke

praktisk & utfere dette som en standard analysemetode.

2.4 DNA-ekstraksjon

For 4 kunne utfore en genanalyse, mi man ekstrahere DNA som man kan
benytte til analysen. I vart tilfelle er prevematerialet EDTA-fullblod. Som kjent
er den mest dominante celletypen i fullblod erytrocytter, men ettersom dette er
celler uten cellekjerne finnes det heller ikke DNA 1 dem. Vi ma derfor
ekstrahere DNA fra leukocytter. Det finnes mange ulike metoder for &

ekstrahere DNA, noen er manuelle metoder, andre er halvautomatiske
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Prinsippet for metoden er at cellene lyseres, hvorpa DNA som frigjeres fra
leukocyttene vil binde seg til glassfibere i et filter. Etter & ha vasket bort
urenheter, tilsettes et stoff som far DNAet til & losne fra glassfibrene, og dermed
samles opp i en beholder. Kitet inneholder ogsa reagens til a ekstrahere DNA fra

andre celler, men dette skal ikke vi benytte oss av i1 dette arbeidet.

2.5 Polymerase Chain Reaction

Polymerase Chain Reaction (PCR) er en metode som ble utviklet i 1984 av Kary
Mullis (11). Det er en mye brukt metode for & amplifisere DNA og metoden
benyttes bade innenfor forskningslaboratorier og kliniske laboratorier. DNA stér
for Deoxyribo Nucleic Acid, og er cellens arvemateriale. DNA er en heliks
bestdende av to trdder, hvor hver av trddene er nukleotider satt sammen 1 lange
kjeder. Hvert nukleotid er igjen bygget opp av deoksyribose, fosfat og en base.
For DNA finnes det fire forskjellige baser. Disse er Adenin (A), Thymin (T),
Cytosin (C) og Guanin (G). Av disse er A komplementer med T, og C
komplementar med G. Basene holder de to tradene sammen ved hjelp av

hydrogenbindinger.

Malet med PCR-metoden er & amplifisere et stort antall av en gitt DNA-sekvens,
eller et sdkalt templat, som bestemmes av hva slags primere som benyttes.
Metoden benytter reagenser som inneholder store mengder med primere,

termostabil DNA-polymerase (Taq Polymerase) og nukleotider.

14



2.5.1 DNA-polymerase

DNA-polymerase er et enzym som katalyserer reaksjonen hvor frie nukleotider
basepares til en eksisterende DNA-trdd. Enzymet er kanskje mest kjent for & ha
en sentral rolle 1 DNA-replikasjonsprosessene. Enzymet virker ved at det "leser”
en eksisterende trdd som templat, og kobler pa korrekt komplementar base. Det
finnes flere forskjellige typer DNA-polymerase i bade eukaryotiske og
prokaryotiske celler. Det er viktig at polymerasen er termostabil for at den ikke
skal denatureres ved temperaturene som benyttes for & denaturere DNA -
heliksen. DNA-polymerase gjor ogséd proofreading av den nye dobbelttraden, for
a veere sikker pa at korrekt korresponderende base er festet til den opprinnelige

traden.

2.5.2 Primere

Primere er korte nukleotidsekvenser som angir hvor syntesen av DNA skal
starte. I og med at DNA-polymerase bare kan tilfaye nukleotider pé en allerede
pabegynt trdd, trenger man primere for 4 starte syntesen (12). Det benyttes to
forskjellige primere. Den ene definerer starten pa ensket sekvens. Den andre
primeren definerer slutten pa ensket sekvens. En primer ma lages for
primartraden, og den andre for sekundartraden. Dessuten er det viktig at
primeren er av optimal lengde, det vil si 18 til 30 bp, og spesifikk nok til at man
unngér hybridisering med andre omrader pd DNA-traden, da dette kan fore til at
feil DNA sekvens blir kopiert. Den ideelle smeltetemperaturen for primere er 58
°C til 65 °C, med forskjell i smeltetemperatur mellom de to primerne pd mindre

enn 3 °C (13).
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2.5.3 Prinsipp for PCR

Prinsippet for PCR bestar av tre hovedtrinn:

1) Denaturering av DNA-trdden gjores ved oppvarming til 94 °C. Da brytes
hydrogenbindingene mellom de to komplementere tradene, og tradene
skilles fra hverandre.

2) Reaksjonslesningen kjeles sa ned til ca. 55 °C, avhengig av hvilke
primere som benyttes. De to primerne fester seg til et komplementaert
omrade pa den denaturerte trdden, og definerer dermed hvor DNA-
polymerasen skal starte. Denne prosessen kalles hybridisering eller
annealing.

3) Temperaturen gkes sé til 72 °C, og nukleotidene blir ved hjelp av DNA-
polymerasen koblet pd trddene ved komplementar baseparing. Resultatet

er to dobbelttrader, hvor hver har en gammel og en ny trad.

Deretter gjentas prosessen til man har oppnadd ensket amplifisering av

templatet.
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2.6 Real-time PCR

Real-time PCR er en teknikk som bygger pa den tradisjonelle PCR-metoden.
Den kalles real-time fordi det i stedet for & samle inn data ved endepunkt, som
ved vanlig PCR, blir innhentet data under selve amplifikasjonen (1). Med
real-time PCR utfores bade amplifisering, detektering og kvantitering
samtidig, og 1 et og samme ror. Dette gjor det hele mer brukervennlig
sammenliknet med konvensjonell PCR, hvor det mé utfores en egen
kvantitativ prosess. Deteksjonen baserer seg pa bruk av fluorescerende
signalstoffer, ogsd kalt fluoroforer og spektrofluorometrisk avlesning.

Det finnes flere ulike mater a utfore real-time PCR pa, men 1 dette prosjektet
blir det benyttet doble Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)
prober i kombinasjon med smeltepunktsanalyse. Under analyse med bruk av
FRET prober vil det dannes en amplifikasjonskurve som viser kvantitering av
amplifisert genmateriale. Dette skyldes at probene midlertidig fester seg pa
gensekvensene under annealingfasen, og dermed avgir signal som males.
Deretter losner probene igjen i denatureringsfasen. Det lages sa en kurve som
viser malt fluorescens over tid, og denne kurven kalles amplifikasjonskurve.
Ved amplifikasjon av ensket templat, vil man fa en stigende kurve, som sa
etter hvert avtar noe. Hvis det ikke blir amplifisert templat, eller det blir
amplifisert et annet templat enn det probene er beregnet for, vil man bare fa
en stoyfylt kurve, som ikke har noen markant stigning. I denne metoden, blir

det amplifisert et 156 bp langt templat.

2.6.1 FRET Prober

Prinsippet for doble FRET prober illustreres 1 figur 5. Det benyttes prober,

som er korte DNA-sekvenser, som har fatt en fluorofor festet til seg i den ene
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enden og en quencher 1 den andre enden. En fluorofor er en komponent av et
molekyl som gjer molekylet fluorescent. Det vil si at molekylet vil absorbere
lys av en spesifikk belgelengde, og sa emittere lyset igjen med en annen, men
like spesifikk, bolgelengde. En quencher er en substans som absorberer
eksitasjonsenergien fra en fluorofor, og frigjer energien som varme (14).
Denne hindrer at proben sender ut lys for traden har hybridisert med
templatet. Den ene proben kalles donor probe, og har en quencher festeti 5’
retningen og en fluorofor av typen fluoroscein i 3’ retningen. Den andre
proben kalles en akseptor probe, og har en quencher 1 3’ retningen, og en
fluorofor av typen LightCycler Red 640 i1 5’ retningen. Fluorosceinen
eksiteres av lys med en spesifikk balgelengde utenfra, og emiterer lys av en
annen belgelengde som igjen eksiterer LightCycler Red 640 pa den andre
proben. Det emitterte lyset fra akseptorproben registreres av et fluorometer.
Dette krever imidlertid at de to merkelappene star naer hverandre, helst en til
fem basepar. Ettersom produsenten ikke har oppgitt noen detaljer om probene
vi har benyttet, vet vi ikke hvor mange basepar avstand det er 1 denne
metoden. Probene syntetiseres derfor slik at de binder seg til to sekvenser rett
etter hverandre, med de to merkelappene stiende mot hverandre. Signalet ut
fra donorproben er av en annen belgelengde enn signalet inn. Siden
akseptorproben er avhengig av & bli ladet opp av donorproben, vil det si at det
bare er mulig & méle et signal ut hvis begge er bundet. Bruk av FRET prober

gir ogsd mulighet for smeltekurveanalyse.

18



Donor Probe Akseptor Probe

"Ouencher”

»

"Ouencher”

~a

Fluoroscem

LightCveler Red 640
DINA trad

Flsitasjon FEnera FEmisjon

overforing

Figur 5. Figur som viser prinsippet for dobbel-FRET probe. Lys inn eksiterer fluorosceinen
pa donorproben, som sd sender ut lys i en frekvens som eksiterer LightCycler Red 640 pa
akseptorproben, som igjen sender ut lys som detekteres av et fluorometer.

2.6.2 Smeltekurveanalyse

Smeltekurveanalyse er en analyse som kan gjeres 1 sammenheng med blant
annet anvendelse av FRET prober. Dette gjores for & kunne finne genotypen

til DNA-sekvensen.

Prinsippet for metoden, er at probene vil lgsne fra DNA-trdden nér
temperaturen blir hey nok. Temperaturen som trengs for & fa dette til & skje, er
imidlertid avhengig av bindingene mellom proben og templatet. Hvis alle
basene pa proben er tilkoblet en korresponderende base p4 DNA-trdden, vil
det trengs hayere temperatur for a skille de enn det trengs hvis enkelte baser
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ikke bindes. Proben som benyttes 1 Bachelorprosjektet 2010 er komplementar
til en DNA-trdd som inneholder genotypen T-13910. Hvis en DNA-trad har
genotypen C-13910, det vil si at genotypen er forenelig med
laktoseintoleranse, vil det vere en av basene som ikke har en komplementer
base pa proben a binde seg til. Dette vil gjore at proben lettere lasner fra
DNA-templatet og at smeltepunkttemperaturen blir lavere. Smeltepunktene
for denne metoden er oppgitt av produsent til & vaere 56 °C for genotype C-

13910, og 61,5 °C for genotype T-13910.

Smeltekurven gjor det mulig & oppdage SNP, ved at man kan finne
smeltepunktet for et templat, og sammenlikne dette med de kjente
smeltepunktene for de ulike genotypene. I tilfeller med homozygot genotype,
vil man kunne fa ett enkelt smeltepunkt. Ved heterozygot genotype, vil det bli
to forskjellige smeltepunkt. Selve metoden gar ut pa at man gradvis eker
temperaturen, og kontinuerlig overvaker fluorescensen. Fluorescensen vil da
vaere hayest 1 starten, og etter hvert som temperaturen nér et visst punkt vil
prober begynne a lgsne fra DNA-sekvensene i provene. Prosessen vil gi en

kurve som 1 figur 6.
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Melting Curves
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Figur 6. Smeltekurven for en homozygot C-13910 viser hvordan fluorescensen starter med
en hoy verdi, for sé a falle rask, med et vendepunkt underveis.

Ved homozygot genotype, vil hastigheten fluorescensen avtar med oke bratt,
fram til den nar et visst punkt hvor hastigheten avtar. Deretter vil etter hvert
kurven flate ut. Punktet som regnes som smeltepunkt, er der hastigheten som
fluorescensen avtar med snur fra gkende til minkende. Ved a benytte den
deriverte av smeltekurven, en sakalt smeltepunktkurve, er det lettere a se

hvilken temperatur toppen ligger pa. Dette illustreres 1 figur 7.

Melting Peaks
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Figur 7. Smeltepunktkurve for homozygot C-13910 viser den deriverte av smeltekurven i
figur 6. Den rede streken indikerer posisjonen for toppunktet for kurven.
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Ved heterozygote genotyper, vil det vaere to krumminger pa smeltekurven,
noe som ogsa vil bety to topper pa smeltepunktkurven. Posisjonen til toppene
angir da de to forskjellige genotypene. Dette er illustrert i figur 8, ved bade

smeltekurve og smeltepunktkurve.
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Figur 8. Smeltekurven og smeltepunktkurven for en heterozygot preve viser hvordan man
far to forskjellige smeltepunkt.

-(d/d T} Fluorescence (630/530)

Smeltepunktsanalyse kan gjeres samtidig som selve real-time PCR-metoden
utfores. Dette gjores ofte 1 vitenskapelige laboratorier, men i kliniske

laboratorier er det mest vanlig & utfere dette etter endt PCR-prosess (10).

I analysen av C/T-13910 mutasjonen i MCM6-genet, vil det vare to aktuelle
smeltepunkt. Ved genotypen C-13910, som er forenelig med
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laktoseintoleranse, vil smeltepunktet vaere pa 56 °C. Ved genotypen T-13910,
som er forenelig med laktosetoleranse, vil smeltepunktet vaere pa 61,5 °C.

Heterozygot genotype vil ha smeltepunkt ved begge disse temperaturene.

NB!

Smeltepunkttemperaturene for de ulike genotypene i MCM6-genet som
oppgis i Bachelorprosjektet kan ikke sammenlignes med
smeltepunkttemperaturene ved in-house metoden. Arsaken er at

baserekkefelgen i probene ikke er identiske i de to prosedyrene.
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3.0 Materiale og metode

Teoridelen 1 denne rapporten er som tidligere nevnt hentet fra et
Bachelorprosjekt 2010, men materiale og metode er fra

utviklingsprosjektet ved MBL som skulle utvikle og validere en in-house
metode basert pé real-time PCR med Fluorescens Resonance Energy Transfer
(FRET) prober og deteksjon av villtype C og mutert type T i MCM6 genet
(C/T-13910). Metoden skal veere til bruk ved Sentralsykehuset @stfold.

3.1 Materiale

Provematerialet er EDTA-blod fra 69 personer. Provene ble anonymiserte i
forhold til navn og alder. Hos fire av disse 69 personene var det tidligere
pavist laktoseintoleranse enten ved hjelp av tynntarmsbiopsi eller
genteknologisk analyse ved et annet laboratorium. Pravemateriale fra disse

fire personene fikk prove nr. 1, 4, 5 og 6.

3.2 Metode

3.2.1 Ekstraksjon av DNA

For & ekstrahere DNA ble det benyttet et kit, High Pure PCR Template
Preparation Kit, (Roche). For selve ekstraksjonen av DNA starter, tilsettes to
av reagensene 1 kitet absolutt alkohol (Arcus). Inhibitor Removal Buffer
tilsettes 20 ml absolutt alkohol (Arcus) og vaskebufferen tilsettes 80 ml
absolutt alkohol (Arcus). Proteinase K loses opp med 4,5 ml sterilt vann

(Fresenius Kabi) og blandes godt.

25



For & ekstrahere DNA ble 200 ul EDTA-blod pipettert 1 et autoklavert 1,5 ml
Eppendorfror. I det samme roret tilsettes 200 pl Binding Buffer og 40 ul
Proteinase K, blandes godt hjelp av opp og ned pipettering, og inkuberes pa
vannbad ved 70 °C i1 10 minutter. Proteinase K lyserer cellene og dermed
frigjares DNA. Binding Bufferen inneholder Guandine HCI, som deaktiverer
nukleaser. Proteinase K bidrar til & fjerne proteiner som kan edelegge DNAet.
Etter inkubering tilsettes 100 ul isopropanol (Arcus), og dette blandes godt
ved hjelp av opp og ned pipettering. Et filterrer (High Pure Filter Tube) settes
oppi et samlerer (High Pure Collection Tube), og det lyserte provematerialet
overfores til filterroret. Filterraret med samlereret sentrifugeres ved 8.000g i
1 min. Dette gjor at DNA som befinner seg i preven binder seg til glassfibere
lokalisert 1 filteret 1 bunnen av filterreret. Vasken 1 praven vil sentrifugeres
rett igjennom filteret, og ned i samleroret. Filterroret med DNA overfores til
et nytt samlerer og det gamle samleroret med lgsning kastes 1 egnet beholder.
500 pl av Inhibitor Removal Buffer tilsettes roret og sentrifugeres pa nytt ved
8,000g i 1 min. Filterroret overfores til et nytt samlerer og det gamle kastes.
Inhibitor Removal Bufferen fjerner PCR-hindrende kontaminanter, og gjor
det blant annet mulig & benytte heparin-blod. Etter sentrifugeringen overfores
igjen filterroret til ett nytt samlerer, for man begynner vaskeprosessen. Det
tilsettes da 500 pl vaskebuffer, for man gjentar prosessen med sentrifugering
ved 8.000g 1 1 min., og med pafelgende bytte av samlerer. Dette gjores to
ganger. Etter vasking for andre gang kastes ikke samleraret, men
vaskebufferen som har samlet seg i1 det helles ut. Deretter sentrifugeres rorene
pa nytt ved 13,000g 1 10 sekunder. Denne ekstra sentrifugeringen serger for at
rester av vaskebuffer filtreres ned 1 samleroret slik at det kan kastes og

erstattes med et autoklavert 1,5 ml eppendorfror.

26



Ved neste trinn ble DNA samlet opp i Eppendorfreret. Dette gjores ved a
tilsette 200 pl av en forvarmet Elution Buffer, som holder ca. 70 °C. Rarene
sentrifugeres sa ved 8,000g i 1 min. DNA vil né ha lgsnet fra filteret og ha
blitt filtrert sammen med bufferen gjennom filteret og ned 1 eppendorfroret.
Dette DNA eluatet kan enten benyttes med en gang videre i en PCR-reaksjon

eller lagres 1 kjoleskap eller fryser avhengig av ensket lagringstid.
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Figur 9. Skisse av fremgangsmate for ekstrahering av DNA med High Pure PCR Template

Kit (Roche).



3.2.2 Real-time PCR med Roche LightCycler 2.0

Til oppsett av real-time PCR med péfelgende smeltepunktanalyse, ble
optimalisert in-house prosedyre for pavisning av Laktose MCM6-13910T
benyttet, som er beregnet for bruk med instrumentet LightCycler 2.0 (Roche).
PCR-mix lages ved & pipettere opp, sterilt vann og prober, primere og
mastermix 1 et nytt eppendorfror. Per prove pipetteres 7 pl sterilt vann, 1 pl av
hver primer og hver probe og 4 ul mastermix. Det tillages nok PCR-mix til
antall prever som skal analysers, pluss to. For a holde kapillerene avkjoelt
under tilsetting av PCR-mix og prevemateriale, overfores de til metallformer
som er forhandsavkjelt i kjeleskap. Deretter pipetteres det 15 ul PCR-mix og
5 ul DNA-templat opp 1 hver av kapillerene. Deretter paferes hvert av
kapillerene en kork, for man setter dem 1 et sentrifugestativ for kapillerer og
spinner ned lesningen med en spesiallaget sentrifuge. For kjering av Real
time PCR med LightCycler 2.0 ble folgende program programmert og
benyttet til analysering av prever. Preinkubering skjer ved 95 °C 1 10
minutter. Fase to er amplifisering. Denne er igjen delt opp 1 de tre segmentene
denaturering, annealing og ekstensjon. Denaturering skjer ved 95 °C 1 15 sek.,
annealing ved 41 °C 1 15 sek. og ekstensjon ved 72 °C 1 15 sek. Antall
sykluser er 45. Det gjores en avlesning av fluorescensen 1 slutten av hvert
annealing segment. Fase tre er smeltekurven. Denne er delt opp i 3 faser:
denaturering, annealing og smelting. Denaturering gjores pa 95 °C over 20
sekunder og annealing pa 40 °C over 20 sekunder. Smeltingsfasen settes til
gradvis a eke med 0,2 °C/s opp til 85 °C. Under smelting leses fluorescensen
av kontinuerlig. Siste fase er avkjeling. Dette gjores pa 40 °C over 30

sekunder. Dette gir en total analysetid pa omtrent 70 min.
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4.0 Resultater

I resultatdelen 4.1 vil de ulike analysetrinnene fra in-house prosedyren bli

omtalt og med henvisning til vedlegg hvor praktiske opplysninger eller

fremgangsmetode er beskrevet. Den kliniske valideringen blir beskrevet 1

punkt 4.2 med resultatene satt opp 1 vedlegg. Noe av preovematerialet ble

sekvensert ved Oslo Universitetssykehus, Oslo, og resultatene fra dette er satt

opp 1 punkt 4.3.

4.1 Resultater fra utvikling av in-house metoden

Ekstraksjon:

Det ble provd ut to ulike kit for & ekstrahere DNA fra
EDTA-blod.

Metode 1: Lysering med bruk av kit:
NucliSENS®Magnetic Extraction Reagents, bioMérieux.

Metode 2: Lysering med bruk av kit HighPure PCR
Template Preparation Kit, Roche.

Etter utpreving av disse to ekstraheringskitene ble det valgt
a benytte kitet HighPure PCR Template Preparation Kit,
Roche 1 det videre arbeidet. Dette kitet ga mer stabile

produkter, og det var enklere i bruk.

Vedlegg 1: Reagenser til ekstraksjon

Vedlegg 2: Ekstrahering av DNA fra EDTA blod

31



Target:

13910 baser oppstrems fra laktasegenet.

Valg av target var mutasjonen Y (C/T) som har lokalisasjon

gnl|dbSNP|rs4988235|allelePos=301|totalLen=601 [taxid=9606|snpclass=1|alleles
="C/T’jmol=Genomic|build=131

AGAGCAGAGA
TTCACTGCAA
CTTTAAAGAG
TTTATAGAGT
CTTAGACCCT

CCCTGGCCTC
TTGTTCTTTG
GGAGTAGTAC
TTTTCCTAGT
TTTTTTACAG

Mastermix:

Primer/prober:

TAAACAGATT
ATACATTTTT
CTTGGTAAGC
GCATAAAGAC
ACAATGTACT

AAAGGAACTC
AGCCCTGCAT
GAAAGGGCAT
TTTATTAATA
TGTGACTGAG

Protokoll for Roche035 15 567001 LightCycler® FastStart

TGTTGCATGT
ATGTAACTGT
ATTTGAGTGT
GTAAGTTACC
AGTAGGCCTC

TCCTCCTTAG

TTTTAATCTT
TGAATGCTCA
AGTTGTTAGA
ATTTAATACC
TGCGCTGGCA

Y

GTTGCATTTG

TCCACGAGGA TAGGTCAGTG

TCAAGCGTCC
GGTTTGATGT

CATCTTCGCT
AAGGTCGTCT

GTATAATTTA TAAAAAGGGA

DNA Master "““® HybProbe.

TGGTATGGGA
TACGACCATG
CGGAGACGAT
TTTCATTCAG
ATACAGATAA

TATAATGTTT
GGTATTAACG
TCAACCAAAG
TTGAAAAGGG
AATGTATGGC

Vedlegg 3: Preparering av mastermix

(16).

CATACTAGAA
GAATTCTTCC
CACGTCATAG
GAAAAATGTA
GATAATGTAG

GATTTTTAGA
AGGTAAAAGG
CAGCCCTGCT
GGTTTGGCTT
ATGGTGAGTT

Valg av primere og prober ble foretatt etter artikkelsok

Andre primere og prober (17) ble ogsa utprevd, men ble

forkastet.

Primere (TibMolbiol, Berlin) ble mottatt pa terrstoff, og

ble lost 1 100 pl sterilt vann til en Stocklesning péd 50

pmol/ul. Stocklgsning ble fortynnet videre til en 10

pmol/ul brukslesning ved & fortynne stocklegsningen.
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Primer-

optimalisering:

Cycle-

optimalisering:

Prober (TibMolbiol, Berlin) ble mottatt pé terrstoff, og ble
lost 1 20 pl sterilt vann til en Stocklesning pa 50 pmol/pl.
Stocklasning ble fortynnet videre til en 3 pmol/ul

brukslesning ved & fortynne stocklasningen.

Vedlegg 4: Stock- og brukslagsning av primere og

prober

Optimaliserte forward og revers
primere ved a variere konsentrasjonen av de respektive

primerne 1 PCR-mix.

Vedlegg 5: Protokoll for tillaging av PCR-mix

Optimaliserte syklusene ved & variere temperatur og antall

sykluser.

Vedlegg 6: Amplifiseringstemperaturer og tider
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4.2 Resultater fra klinisk validering

Prevemateriale: 4 prover med kjent genotype i MCM6-C/T-13910
genet: villtype CC.

65 prover uten kjent genotype i MCM6-C/T-13910

genet.

Protokoll: Ekstrahering og oppformering ble utfert 1 henhold til de
protokoller som ble utprevd under teknisk validering, og

som er vedlagt denne rapporten.

Utstyr: LightCycler 2,0 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Kontroller: Positiv kontroll: Prave 1
Negativ kontroll: Prove 24
Reagens kontroll (H,0, Fresenius Kabi)

Sensitivitetstest: Den andel av positive preover som identifiseres som

positive i en test.

n=4

Sensitivitet 1 % ad. genotype CC ble:
4/4 * 100 % = 100 %

Vedlegg 7: Sensitivitet
Spesifisitetstest: Spesifisitetstest angir den andel av negative prever som er
negative 1 en test. Spesifisitetstest kunne ikke utferes da

ingen prover var verifiserte som negative 1 dette prosjektet.
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Repeterbarhets-
test: For & validere stabilitet og repeterbarhet ble alle provene

kjert tre ganger over tre dager av to stk. analysepersonell.

Resultatet ble 100% repeterbarhet mellom de tre

kjeringene.

Vedlegg 8: Repeterbarhet
Vedlegg 9: Repeterbarhet for 2 kontroller

Presisjonstest:  Presisjonstest angir overensstemmelse mellom uavhengige

malinger.

Presisjonstest ble utfert pa fire prover (1, 5, 46 og 65) som
ble satt opp med 10 repetisjoner 1 samme serie og over 2

dager.

Prave 1 ble 100% typet til CC innen serien.
Smeltemp. for CC varierte mellom 62,25°C - 62,59 °C

Prove 5 ble 100% typet til CC innen serien.
Smeltemp. for CC varierte mellom 61,80 °C — 61,96 °C

Prove 46 ble 100% typet til TC innen serien
Smeltemp. for T varierte mellom 52,88 °C — 52,99 °C
Smeltemp. for C varierte mellom 62,35 °C - 62,58 °C

Prave 65 ble 100% typet til TT innen serien.
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Smeltemp. for CC varierte mellom 53,27 °C — 53,46 °C

Prove 1 ble 100% typet til CC mellom serier.
Smeltemp. for CC varierte mellom 62,25°C - 62,77 °C

Prove 5 ble 100% typet til CC mellom serier.
Smeltemp. for CC varierte mellom 61,80 °C — 62,06 °C

Prove 46 ble 100% typet til TC mellom serier.
Smeltemp. for T varierte mellom 52,88 °C — 53,21 °C
Smeltemp. for C varierte mellom 62,35 °C - 62,77 °C

Prove 65 ble 100% typet til TT mellom serier.
Smeltemp. for CC varierte mellom 53,27 °C — 53,72 °C

Vedlegg 10: Presisjon

Robusthetstest: Robusthetstest ble utfort ved a benytte PCR-mix som
hadde vert utsatt for romtemperatur og direkte lys i
henholdsvis 2 og 12 timer. Resultatene ble identiske med
resultater fra kjoringer hvor PCR-mix var tillaget og

oppbevart pd is og beskyttet mot direkte lys.

Vedlegg 11: Robusthet

Relativ
neyaktighet: Resultatene fra genotyping med kittet (TibMolbiol) ble satt
som de neyaktige verdiene, og relativ negyaktighet for In-

house metoden ble beregnet ut fra antall prevesvar som ble
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likt med de neyaktige verdiene. Prave nr. 53 og 54 avvek

fra resultatene fra kittet.

Den relative ngyaktigheten for In-house metoden ble:

67x100% =97 %
69

Vedlegg 12: Relativ nagyaktighet

4.3 Resultater fra sekvensering

Det var to praover (nr. 53 og 54) som ble typet til genotype TC med denne in-
house metoden, og til genotype CC med kitet fra TibMolbiol. Disse to
provene ble sekvensert (Oslo Universitetssykehus, Rikshospitalet), og

resultatet ble genotype C/C for begge provene.

P image004 - windows bilde- og faksbehandling

Sekvensering av LPH pa prever 53 og 54 H 1@ Forwardprimer LPH-3
LPH-Ktr T/T har en C-kurve”artefakt™ ble fin pd Forwardprimer LPH-1 og Reversprimer LPH-2
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Figur 10. Bildet viser kromatogrammer fra sekvensering av 3 ulike LPH kontroller C/T,
T/T, C/C og pasientpravene 53 og 54 hvor det pavises C/C i pasientprovene.
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5.0 Diskusjon

Laktoseintoleranse skyldes lav eller ingen laktase aktivitet 1 tynntarmen, og
det er vanlig at laktaseaktiviteten reduseres fra 5-7 ars alderen (Welsh 1978).
Dette forer etter hvert til laktoseintoleranse 1 voksen alder, men i noen
befolkninger 1 Nord-Europa har voksne fortsatt laktaseaktivitet. Dette skyldes
at nukleotidet Thymin (T) befinner seg i en intronsekvens i Minichromosome
Maintance 6 genet (MCM6) (rs4988235), nermere bestemt 13910 baser
oppstrems for genet laktasephlorizinhydrolase (4).

Malsetningen med dette prosjektet har vert & utarbeide og validere en in-
house real-time PCR metode for deteksjon av laktoseintoleranse. Det vil si at
metoden skulle pavise homozygot Cytosin (C) ved laktoseintoleranse og

homozygot T eller heterozygot CT ved laktosetoleranse.

Etter innsamling av preovematerialet ble to ulike ekstraheringsmetoder
utpravd. Den ene var basert pa rensing av DNA ved bruk av magnetisme, men
det viste seg at den ga ustabile resultater. Denne metoden ble ikke benyttet
videre 1 prosjektet. Den andre ekstraheringsmetoden var ved bruk av
minikolonner. Den var forholdsvis rask og enkel 1 bruk og ble valgt videre 1
prosjektet. En ulempe ved bruk av kolonne var at EDTA-blodet enkelte
ganger koagulerte 1 det forste trinnet 1 prosedyren. Det ble dermed vanskelig &
f4 sentrifugert pravematerialet gjennom kolonnen. Det ble etter hvert erfart at
EDTA-blod ikke koagulerte nar prevene hadde blitt oppbevart noen timer 1
kjoleskap for de ble ekstraherte. I midlertidig burde ikke preovene ekstraheres
etter 24 timer, selv om de var oppbevarte 1 kjoleskap, etter anbefalinger av

produsenten av kolonnene (Roche).
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Etter ekstrahering ble det satt opp real-time PCR med etterfolgende
smeltekurve. Primer og probevalg var basert pa sek 1 publiserte artikler, i
genbanker og ved BLAST-sgk. Det forste primer- og probesettet som ble
utprevd, var i felge studien til Bodlaj et al. (16) med en modifikasjon pa
forward primer slik at den stemte overens med baserekkefolgen i MCM6
genet. Det ble ogsa prevd ut primere og prober fra en annen studie (17), men
det viste seg at det var vanskeligere & fa et optimalt resultat. Dermed ble det
videre benyttet primerne og prober fra studien til Bodlaj et al. (16). Det ble
deretter provd ut ulike temperaturer og tider 1 de ulike trinnene 1 Real-time

PCR syklusen for & fa real-time PCR- og smeltekurver uten stoy.

Deteksjon av enkeltnukleotidet C/T 1 posisjonen -13910 oppstrems var ved
bruk av smeltekurver hvor det fremkom ulike smeltepunkttopper for de ulike
allel variantene. Ved homozygot TT ga den deriverte av smeltepunktet en
topp ved ca. 53.5 °C, ved heterozygot TC ble det en topp for T ved 52,6 °C og
en topp for C ved 62,7°C. Ved homozygot CC ble det en topp ved 62,3 °C og
en skjev, lav topp med bred bandvidde ved ca. 51 °C. For 4 avlese homozygot
CC trengs det noe erfaring for & kunne skille denne “’ikke toppen” fra en topp

forarsaket av T basen.

Etter at in-house real-time PCR metoden var optimalisert, skulle den
valideres. Ved etablering av en ny metode er det enskelig & ha provemateriale
med sann verdi. I dette prosjektet var det som nevnt tidligere vanskelig a
skaffe til veie pravemateriale med tilherende opplysninger om laktose-
toleranse eller intoleranse. Det hadde vert en fordel 1 forhold til validering av
metoden om antallet hadde veart storre enn 10. Provene fra de 4 personer med
laktoseintoleranse ble analysert til & veere homozygote CC. Det ble ogsé

samme resultat 1 ulike analyseserier over ulike dager og ved oppsett av ulikt
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analysepersonell. Det betyr at analysesvarene var 1 samsvar med diagnosen.
Av de resterende 65 prevene ble 26 prover typet til homozygot CC, det vil si
positive med denne in-house real-time PCR metoden. 39 praver ble typet til

negative, det vil si enten homozygot for T eller heterozygot TC.

De 69 prevene ble ogsa analyserte med ukjente primer og prober tilherende et
kit fra TibMolbiol, Berlin. De 69 preovene ble analysert en gang og det ble
samsvar mellom in-house metoden og kitet 1 67 av de 69 provene. Kitet
paviste at pravematerialet 1 de to prevene var homozygot CC, mens in-house
real-time PCR metoden detekterte at de var heterozygote TC. Disse to
preovene som avvek ble ogséd sekvenserte ved Oslo Universitetssykehus,
Rikshospitalet. Resultatet av sekvenseringen ble villtype C/C samme som det
ble ved bruk av kitet. Det var ogsaé éatte tilfeldig utvalgte praver av de 67 som
har blitt typet ved Oslo Universitetssykehus. Disse fikk samme resultat som

ved denne in-house metoden.

Kitet fra TibMolbiol, Berlin inneholdt tre ulike kontroller (C/C, C/T og TT)
som ble analyserte med primere og prober tilherende kitet. Dette ga entydige
analysesvar som stemte overens med oppgitte verdier pa kontrollene.
Kontrollene ble ogsa forsgkt analysert med in-house metoden, men det
resulterte 1 ingen eller ubrukelige real-time kurver og smeltepunkter. I dette
prosjektet ble det benyttet to ulike pasientprever og sterilt vann til 3 kontroller
som ble satt opp 1 de ulike analyseseriene. En av kontrollene med genotype
C/C hadde sann verdi, men kontroll T/C hadde ingen sann verdi. Selv om
resultatet pa denne kontrollen ble det samme i alle oppsett, sé vil dette veare
en svakhet med metoden. Det er dermed enskelig & utvikle in-house real-time
PCR-kontroller som inneholder de ulike allel variantene av basene C og T.

Slike PCR-kontroller blir sekvenserte for a vere sikker pa hvilke baser som er
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i sekvensen. Nar det gjelder utvikling av in-house PCR-kontroller sa skal 4
bioingenierstudenter ha dette som oppgave 1 sin avsluttende Bachelorprosjekt
varen 2011. Det a fa utviklet en prosedyre og videre kontroll materiale vil
veaere til stor nytte for denne metoden og for andre PCR analyser hvor slikt

materiale ikke er tilgjengelig.
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6.0 Konklusjon

Det er imidlertid viktig & papeke at genotyping i forhold til laktoseintoleranse,
kun gir svar pd om en person har primar laktoseintoleranse. Ved sekundeer
eller kongenital laktoseintoleranse, vil det veere mulig & fa genotype assosiert
med toleranse, selv om en person er beviselig laktoseintolerant. Det er ogsa
viktig & papeke at etnisitet kan ha betydning, ettersom mutasjonen C/T-13910
ikke er den gjeldende mutasjonen i forbindelse med toleranse av laktose 1

voksen alder for alle folkegrupper.

In-house real-time PCR metoden som er utviklet i dette prosjektet vurderes til
a veere en forholdsvis rask metode. Total analysetid med ekstrahering,

oppformering av DNA og smeltepunktanalyse tar ca. fire timer. Det vil vere
en styrke for metoden hvis det blir utviklet in-house real-time PCR kontroller
med genotypene C/C, T/T og T/C, da det ikke finnes kommersielle kontroller

for denne in-house prosedyren.
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Vedlegg 1: Reagenser til ekstraksjon

Produkt nr.

Produktnavn

Leverander

11796828001

HighPure PCR
Template Preparation

Kit

Roche, Oslo

+ 4723373348

Absolutt etanol

Arcus, Oslo
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Vedlegg 2: Ekstraksjon av DNA fra EDTA-blod

Ved bruk av nytt kit "High Pure PCR Template Preparation Kit”

tilsett 20 ml absolutt alkohol til Inhibitor Removal Buffer og

tilsett 80 ml absolutt alkohol til vaskebuffer.

Proteinase K loses opp med 4,5 ml sterilt vann (Fresenius Kabi) og blandes

godt. Sett pa vannbad pd 70°C og forvarm Elution Buffer til 70°C.

l.

Pipetter 200 pul EDTA-blod 1 et autoklavert 1,5 ml eppendorfror.

Tilsett 200 pl Binding Buffer og 40 pl Proteinase K, blandes godt hjelp
av opp og ned pipettering.

Inkuberes pa vannbad ved 70 °C 1 10 minutter. Etter inkubering tilsettes
100 ul isopropanol (Arcus), og dette blandes godt ved hjelp av opp og
ned pipettering.

Et filterror (High Pure Filter Tube) settes oppi et samlerer (High Pure
Collection Tube). Det lyserte provematerialet overfores til filterroret.
Filterroret med samlergret sentrifugeres ved 8.000g 1 1 min.
Filterroret med DNA overfores til et nytt samlerer og det gamle
samlergret med losning kastes 1 egnet beholder.

Tilsett 500 pl Inhibitor Removal Buffer til roret.

Sentrifugeres ved 8,000g 1 1 min.

Filterroret overfores til et nytt samlerer og det gamle kastes.
Tilsettes 500 ul vaskebuffer.

Sentrifuger ved 8.000g 1 1 min.

Bytt eller tom samleror.

Gjenta vaskeprosedyren.

Sentrifugeres 13,000g 1 10 sekunder.

Plasser filterraret 1 et autoklavert 1,5 ml eppendorfror.
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10.

Tilsett 200 pl forvarmet Elution Buffer pa 70 °C.
Sentrifuger ved 8,000g 1 1 min.

DNA eluatet kan enten benyttes videre i en PCR-reaksjon eller lagres i

kjeleskap eller fryser ved — 20 °C, avhengig av ensket lagringstid.
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Vedlegg 3: Preparering av mastermix

035 15 567001 LightCycler® FastStart DNA Master "*Y® HybProbe

I: Tinn opp et eppendorfror merket: Reaksjonsmix (kopp 1b, radt lokk).

2: Sentrifuger et eppendorfror merket: Enzym (kopp 1a, hvitt lokk).

3:  Pipetter 10 pl enzym (bland godt fer pipettering) fra la

til Reaksjonsmix i rer i 1b (eppendorfrer med enzym holdes pa is).

4.  Bland godt ved & pipettere opp og ned (ikke vorteks).

5: Sett pa ny merkelapp pa 1b eller tusj med radt pd det hvite feltet pa .
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Vedlegg 4: Stock- og brukslesning av primere og prober

Tabellen nedenfor angir konsentrasjon av primere og prober

Syntese skala 0,01 pmol

Primere: Condition 5 nmol fryseterret TibMolbiol, Berlin

Prober: Condition 1 nmol fryseterret TibMolbiol, Berlin

Sekvens | Nukleotidsekvensen Stocklesning Brukslegsning

nr. Bodlaj et. Al. 2006

1191272 | tgagtgtagttgttagacgg FWLAC-1.6 Fortynn stocklgsning
tilsatt 100 ul 1+4
PCR vann i med PCR vann,
tilsendt ror: dermed 10 pmol/pl
dermed 50
pmol/ul

1191273 | caacctaaggaggagagt REVLAC-1.6 Fortynn stocklgsning
tilsatt 100 pl 1+4
PCR vann i med PCR vann,
tilsendt ror: dermed 10 pmol/ul
dermed 50
pmol/ul

1191274 | gectetgegetggeaatacagat | LACFL-1.6 Fortynn stocklesning

a—FL tilsatt 20 pl 1+17

PCR vann i med PCR vann,
tilsendt ror: dermed 2,9 pmol/ul
dermed 50
pmol/ul

1191275 | LC 640 LAC640-1.6 Fortynn stocklgsning

ataatgtagcccctggect—ph | tilsatt 20 pl 1+17

PCR vann i med PCR vann,
tilsendt ror: dermed 2,9 pmol/ul
dermed 50
pmol/ul
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Vedlegg 5: Protokoll for PCR-mix tillaging pr. prove

1 ul FWLAC-1.6
1 ul REVLAC-1.6
1 ul LACFL-1.6

1 ul LAC640-1.6
4 ul mastermix
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Vedlegg 6: Program for real-time PCR og smeltekurve

Antall Program Delprogram Temperatur Tid

sykluser

1 Preinkubering Denaturering 95°C 10 min

45 Amplifisering Denaturering 95°C 15 sek
Annealing 41°C 15 sek
Ekstensjon 72°C 15 sek

1 Avkjeling 40°C

1 Smeltekurve Denaturering 95°C 20 sek
Annealing 40°C 20 sek
Smelting 0,2°C/sek til

85°C
1 Avkjeling 40°C 30 sek
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Vedlegg 7: Sensitivitet

In- In- In -

house house house
Prove | 1.t 2.t Geno | 1.t 2.t Geno | 1.t 2.t Geno
ar =T = type |= = type |= = type
1 62,67 | CC 61,99 | CC 62,57 | CC
4 62,58 | CC 62,24 | CC 62,51 | CC
5 61,62 | CC 61,61 | CC 61,92 | CC
6 62,49 | CC 62,34 | CC 62,49 | CC
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Vedlegg 8: Repeterbarhet

In- Utf. |In- Utf. | In- Utf.

house CF house CF house IKA
Pr | 1.t 2.t Geno | 1.t 2.t Geno | 1.t 2.t Geno
nr | =T =C type |=T =C type | =T =C type
1 62,67 | CC 61,99 | CC 62,57 | CC
2 52,77 (62,82 |TC |53,13 |61,72|TC |53,07 |62,54|TC
3 153,58 TT |53,80 TT 53,45 TT
4 62,58 | CC 62,24 | CC 62,51 | CC
5 61,62 |CC 61,61 | CC 61,92 | CC
6 62,49 | CC 62,34 | CC 62,49 | CC
11 153,01 [62,44 |TC |53,07 62,79 | TC |52,97 |62,57|TC
12 152,74 | 62,63 TC 52,96 [6232|TC |52,95 |62,38|TC
13 152,58 | 62,75 TC 52,775 62,41 | TC |53,04 |62,51|TC
14 152,83 |62,53 TC 52,67 6234 | TC |52,82 |62,54|TC
15 (52,41 |62,76 |TC |5248 |62,41 | TC |53,07 |62,63|TC
16 | 53,48 TT |53,10 TT 53,53 TT
17 | 53,58 TT |53,26 TT 53,61 TT
18 | 53,48 TT |53,14 TT 53,42 TT
19 | 54,23 TT | 53,67 TT 53,50 TT
20 | 54,77 TT |53,39 TT 53,53 TT
21 | 54,17 TT |53,42 TT 53,30 TT
22 15331 62,84 |TC |52,76 62,31 | TC |52,70 |62,59|TC
23 53,98 TT |53,48 TT 53,42 TT
24 153,10 62,74 |TC |52,63 62,10 TC |52,93 |62,64|TC
25 153,48 TT |53,39 TT 53,58 TT
26 | 53,39 TT |53,42 TT 53,52 TT
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27 152,80 |62,68 TC 52,97 62,57 | TC |52,86 |62,58|TC
28 62,18 CC 62,03 | CC 62,43 | CC
29 62,31 CC 62,03 | CC 61,96 | CC
30 61,96 CC 62,03 | CC 61,96 | CC
31 61,85 CC 61,84 | CC 62,08 | CC
32 61,55 CC 61,34 | CC 61,77 | CC
33 61,99 CC 62,18 | CC 62,11 | CC
34 62,44 | CC 62,46 | CC 62,51 | CC
35 61,90 |CC 61,77 | CC 61,08 | CC
36 61,05 CC 60,93 | CC 61,24 | CC
37 61,43 CC 61,34 | CC 61,77 | CC
38 61,23 CC 61,62 | CC 61,55 | CC
39 61,06 CC 61,27 | CC 61,21 | CC
40 | 51,39 | 61,18 TC 51,33 |61,21 | TC |52,17 |61,68|TC
41 | 51,04 | 60,68 TC |51,06 60,74 | TC |51,33 |61,09|TC
42 | 52,83 TT 52,73 TT 53,08 TT
45 52,89 |62,49 TC 52,64 |61,77|TC 53,11 |62,46 | TC
46 15295 62,74 |TC 52,70 |62,59 | TC 53,02 62,49 | TC
47 62,27 CC 62,41 | CC 62,49 | CC
48 | 53,30 TT 53,66 TT 53,59 TT
49 152,70 |62,59 TC 53,11 62,77 | TC 53,01 |62,81 |TT
51 62,29 CC 62,46 | CC 61,99 | CC
53 152,70 |62,38 TC 52,76 |62,15|TC |52,37 |62,17|TC
54 152,88 |62,08 TC 152,92 61,81 |TC 53,12 | 62,05 | TC
55 62,47 CC 62,21 | CC 62,35 | CC
56 62,00 |CC 61,87 | CC 61,96 | CC
57 62,25 CC 62,15 | CC 62,14 | CC
58 61,53 CC 61,62 | CC 61,71 | CC
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59 62,40 CC 62,30 | CC 62,48 | CC
60 62,59 CC 62,49 | CC 62,02 | CC
61 62,24 CC 62,27 | CC 62,45 | CC
62 | 51,40 | 61,24 TC 51,39 61,40 | TC 51,89 61,40 | TC
63 | 53,36 TT 53,42 TT 53,55 TT
64 | 53,39 TT 53,58 TT 53,45 TT
65 | 53,42 TT 53,39 TT 53,55 TT
66 | 52,63 | 62,31 TC 52,67 62,56 | TC 52,74 62,46 | TC
67 | 53,36 TT 53,45 TT 53,55 TT
68 | 52,51 |62,15 TC 152,58 162,30 | TC 52,72 62,14 | TC
69 | 53,60 TT 53,36 TT 53,49 TT
70 | 52,83 TT 53,14 TT 52,75 TT
71 152,60 |62,40 TC 152,55 162,64 | TC 53,03 | 62,58 | TC
72 62,55 CC 62,39 | CC 62,30 | CC
73 61,65 CC 61,27 | CC 61,45 | CC
74 151,68 | 61,46 TC 152,00 |61,93|TC 52,07 | 61,74 | TC
75 61,71 CC 61,31 | CC 61,65 | CC
76 62,39 CC 61,96 | CC 62,05 | CC
77 62,30 CC 62,19 | CC 62,47 | CC
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Vedlegg 9: Repeterbarhet for positiv og negativ kontroll

Pos. ktr Neg. ktr

Prove 1 Prave 24
Analyse | 1.t 2.t Geno 1.t 2.t Geno
serie =T =C type =T =C type
1 62,32 CC 52,70 62,71 TC
2 62,05 CC 52,89 62,27 TC
3 62,39 CC 52,44 62,43 TC
4 62,18 CC 52,33 62,59 TC
5 61,71 CC 52,61 61,87 TC
6 62,30 CC 52,81 62,24 TC
7 62,36 CC 52,62 62,02 TC
8 62,54 CC 52,92 62,43 TC
9 62,43 CC 53,03 62,45 TC
10 62,36 CC 53,09 62,27 TC
11 62,91 CC 52,82 62,45 TC
12
13
14
15 62,46 CC 52,55 62,64 TC
16 62,55 CC 52,76 62,51 TC
17
Kit, 57,60 CC 58,73 63,20 CT
Tibmolb
18
19 62,54 CcC 52,83 62,57 TC

20
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Vedlegg 10: Presisjon

Prave 1.t 2.t Geno 1.t 2.t Geno
nr =T =C type =T =C type
1 62,47 CC 62,30 CC
1 62,25 CC 62,26 CC
1 62,41 CC 62,77 CC
1 62,37 CC 62,30 CC
1 62,43 CC 62,39 CC
1 62,59 CC 62,38 CC
1 62,52 CC 62,42 CC
1 62,43 CC 62,35 CC
1 2,39 CC 62,35 CC
1 62,43 CC 62,26 CC
5 61,83 CC 61,73 CC
5 61,96 CC 61,67 CC
5 61,80 CC 62,58 CC
5 61,87 CC 61,98 CC
5 61,91 CC 61,93 CC
5 61,89 CC 91,92 CC
5 61,94 CC 91,97 CC
5 61,83 CC 62,06 CC
5 61,89 CC 61,97 CC
5 61,83 CC 61,96 CC
46 52,99 62,58 TC 52,73 62,69 TC
46 52,89 62,49 TC 52,89 62,72 TC
46 52,93 62,35 TC 52,90 62,68 TC
46 52,99 62,51 TC 52,80 62,71 TC
46 52,96 62,54 TC 53,12 62,65 TC
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46 52,91 62,57 TC 53,21 62,74 TC
46 52,88 62,46 TC 52,74 62,77 TC
46 52,90 62,57 TC 52,86 62,46 TC
46 52,96 62,51 TC 52,89 62,68 TC
46 52,83 62,42 TC 52,67 62,71 TC
65 53,40 TT 53,62 TT
65 53,43 TT 53,56 TT
65 53,33 TT 53,62 TT
65 53,37 TT 53,53 TT
65 53,27 TT 53,59 TT
65 53,43 TT 53,72 TT
65 53,37 TT 53,59 TT
65 53,40 TT 53,62 TT
65 53,40 TT 53,62 TT
65 53,46 TT 53,65 TT
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Vedlegg 11: Robusthet angdende preanalytiske faktorer

Oppbevart Oppbevart i

ved rom temp,

optimale samt

forhold lyspévirket 1

to timer

Prove 1.t 2.t Geno 1.t 2.t Geno
nr =T =C type =T =C type
1 62,67 CC 62,44 CcC
5 61,62 CC 61,81 CC
6 62,32 CC 61,87 CC
27 52,70 62,71 TC 53,12 62,55 TC
28 62,49 CC 62,15 CC
63 52,80 62,68 TC 52,92 62,56 TC
Pos. k: 62,18 CC 61,96 CC
1
Neg. 53,36 TT 53,48 TT
k:24
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Vedlegg 12: Relativ noyaktighet

In- Kit

house

Pr 1.t 2.t Geno | 1.t 2.t Geno

nr | =T =C type =T =C type
1 62,57 | CC 55,29 CC
2 53,07 62,54 | TC 55,33 |61,24 | CT
3 53,45 TT 60,96 |TT
4 62,51 | CC 55,18 CC
5 61,92 | CC 57,25 CC
6 62,49 | CC 57,26 CC

11 52,97 162,57 | TC 55,29 161,22 | CT

12 152,95 162,38 | TC 55,17 61,21 |CT

13 153,04 62,51 | TC 55,67 |61,11 |CT

14 52,82 62,54 TC  |5528 [61,12 |[CT

15 153,07 162,63 |TC 55,34 |61,14 | CT

16 |53,53 TT 61,09 |TT
17 53,61 TT 61,07 |TT
18 53,42 TT 60,98 |TT
19 53,50 TT 62,66 |TT
20 |53,53 TT 63,00 |TT
21 53,30 TT 62,99 |TT
22 152,770 62,59 |TC 58,70 163,22 |CT
23 5342 TT 63,14 |TT
24 15293 |62,64 | TC 57,45 63,13 |CT
25 | 53,58 TT 63,23 |TT
26 |53,52 TT 62,95 |TT

27 152,86 |62,58 | TC 57,53 63,13 |CT
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28 62,43 | CC 57,94 CC
29 61,96 | CC 57,93 CC
30 61,96 | CC 56,46 CC
31 62,08 | CC 56,43 CC
32 61,77 | CC 56,28 CC
33 62,11 | CC 56,57 CC
34 62,51 | CC 56,83 CC
35 61,08 | CC 56,35 CC
36 61,24 | CC 56,30 CC
37 61,77 | CC 56,10 CC
38 61,55 | CC 52,77 CC
39 61,21 | CC 52,71 CC
40 52,17 | 61,68 |TC 56,46 62,29 |CT
41 |51,33 |61,09 | TC 5591 61,79 |CT
42 53,08 TT 62,19 |TT
45 | 53,11 [62,46 | TC 56,72 162,55 |CT
46 53,02 62,49 |TC 57,61 63,20 |CT
47 62,49 | CC 58,10 CC
48 153,59 TT 63,56 |TT
49 153,01 62,81 |TC 58,63 64,03 |CT
51 61,99 | CC 58,27 CC
53 52,37 62,17 | TC 58,47 CC
54 | 53,12 62,05 | TC 57,74 CC
55 62,35 | CC 56,50 CC
56 61,96 | CC 57,35 CC
57 62,14 | CC 57,64 CC
58 61,71 | CC 56,44 CC
59 62,48 | CC 57,22 CC
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60 62,02 | CC 57,42 CC
61 62,45 | CC 58,22 CC
62 |51,89 61,40 | TC 55,90 (61,33 |CT
63 | 53,55 TT 62,79 |TT
64 | 53,45 TT 62,98 |TT
65 |53,55 TT 62,98 |TT
66 |52,74 62,46 | TC 58,06 |63,34 |CT
67 | 53,55 TT 62,96 |TT
68 52,72 62,14 | TC 57,72 163,18 |CT
69 |53,49 TT 63,18 |TT
70 | 52,75 TT 62,16 |TT
71 153,03 162,58 | TC 58,26 |63,68 |CT
72 62,30 | CC 58,10 CC
73 61,45 | CC 56,01 CC
74 152,07 61,74 | TC 56,96 6241 |CT
75 61,65 | CC 55,88 CC
76 62,05 | CC 57,89 CC
77 62,47 | CC 58,27 CC
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Vedlegg 13: Repeterbarhet av kommersielle kontroller

TibMolbiol, Berlin med in-house prosedyren

Analyse- | 1.t 2.t Geno | 1.t 2.t Geno | 1.t 2.t Geno
serie =T =C type | =T =C type =T =C type
1 - - -

10 51,46 | 62,35 | CC

13 - - -

14 51,23 162,89 | CC 51,48 | 62,96 | CC
15 - - - - - - - - -

Kit,

TibMolb

16 57,68 CC 57,52 163,10 |CT 63,31 | TT
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Vedlegg 14: Sammenligning av resultat fra

Oslo Universitetssykehus og MBL

Prove nr Oslo Universitets- MBL
sykehus Genotype
Genotype

1 CC CC

4 CC CC

5 CC CC

6 CC CC

18 TT TT

24 CT CT

53 CT CC

54 CT CC

60 CC CC

61 CC CC
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