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Sammendrag

Denne bacheloroppgaven inngar i et metodeutviklingsprosjekt som ble utfart i regi av
avdeling for patologi ved St. Olavs hospital i samarbeid med Biobank 1. Arbeidet ble

utfert ved laboratoriet til Biobank 1, Laboratoriesenteret.

Malet med oppgaven var a benytte in-situ-hybridisering til & pavise miR-145 i vev fra

ulike organer for a undersgke hvilke celler som inneholder dette spesifikke miRNA-et.

| flere vitenskapelige artikler er det rapportert sammenheng mellom miR-145 og
utvikling av kreft, og det har blitt antydet at miR-145 kan spille en rolle i utviklingen av
kreft.

Hensikten med forsgket var & kartlegge utbredelsen av miR-145 i ulike vevstyper, og
analysen ble derfor utfart pa snitt fra forskjellige organer. Malet var a finne ut om miR-
145 kan pavises i snittene, og observere hvilke celler som uttrykte dette.
Gjennomfgringen av prosedyren tok cirka 7,5 timer og ble utfart 17 ganger. Prosedyren
pa prgvematerialet ble gjennomfart i perioden 11.03- 09.04.2019. Det ble farget snitt fra
134 forskjellige FFPE-vevsblokker fra 11 typer vev.

Vi fant at glatt muskulatur, myofibroblaster og myoepitel alltid uttrykte miR-145.
Fibroblaster ga varierte resultater. Normale epitelceller uttrykte oftest ikke miR-145,
men i nerheten av granulasjonsvev fant vi positiv reaksjon i noen av epitelcellene.
Tumorceller viste varierende resultater. Cellene var primart negative i karsinomer i
colon og mamma, samt i osteosarkom og meningeom, mens de var positive i urotelial
svulster, pleomorft adenom og kondroid syringom. | ventrikkelkanser og mesoteliom

varierte resultatene fra snitt til snitt.

Resultatene viser at miR-145 uttrykkes i stromale celler, mens utrykk i tumorceller

varierer fra organ til organ og fra snitt til snitt.



Abstract

This bachelor thesis is part of a method development project conducted by the
Department of Pathology at St. Olavs Hospital in cooperation with Biobank 1. The work

was carried out at the laboratory of Biobank 1, Laboratoriesenteret.

The purpose of the experiment was to use in-situ-hybridization to detect miR-145 in

tissue from different organs to investigate which cells contained this specific miRNA.

Several scientific journals have reported a connection between miR-145 and the
development of cancer, and it has been suggested that miR-145 might play a part in the

development of cancer.

The purpose of the investigation was to map the distribution of miR-145 in different
kinds of tissue, therefore the analysis was done on sections from different organs. The
aim was to discover if miR-145 could be detected in the sections, and to observe which
cells expressed this. The completion of the procedure took ca. 7,5 hours, and it was
done 17 times. The procedure was done during the period of 11.03-09.04.2019. During
this period sections from 134 different FFPE tissue blocks from 11 kinds of tissues were

stained.

We discovered that smooth muscle, myofibroblasts and myoepitel always expressed
miR-145. Fibroblasts varied in their expression. Normal epithelial cells usually did not
express miR-145, but close to granulation tissue we discovered positive reactions from
some of the epithelial cells. The tumor cells showed varied expression of miR-145. The
cells were primarily negative in carcinoma in colon and mamma, as well as in
osteosarcoma and meningioma, while they were positive in urothelial tumor,
pleomorphic adenoma and chondroid syringoma. In gastric cancer and mesothelioma

the results varied between sections.

The results show that miR-145 is expressed in stromal cells, while the expression in

tumor cells varies between different organs and different sections.



Innholdsfortegnelse

FOTON ..ttt b bbb bbb [
SAMMENUIAG -ttt bbb bbbt b e bbb b I
ADSTFACT. ... ii
INNNOIASTOIEGNEISE ... et Y,
I 101 01 <o | T[T SRS 1
p 110 ] TSP T TSR P PP PR PR 3
2.1 Generelt om MIRNA ... 3
2.1.1 Oppbygning aVv MIRNA ..........ooi e 3
2.1.2 Dannelse av MIRNA ... s 3
2.1.3 Navnsetting av MIRNA ..o 4
2.1.3 FUNKsjonen til MIRNA. ..o 5

2.2 KOt OM MIT-145 ... 6
2.3 MAIING AV MIRNA ......oiiiiii s 6
2.3.1 Northern blot og MIRNA MIKromatrise..........ccoooveriiiienieiecese e 6
2.3.2 Polymerasekjedereaksjon (PCRY) ..o 7
2.3.3 IN-SItU-NYDIIAISEIING ..o s 9
2.3.4 HybridiSeringSProber........co.oiiii i 10

2.4 Teoretisk bakgrunn for Metoden ..o 11
2.4.1 Forberedelse til NYDridiSEriNg .......cccoooviiiieiiieis e 11
2.4.2 Hybridisering 0g farging ........cccooeiieii i 12
2.4.3 BEVAriNG @V PreParal.........cccceeiivieiieiieeiiee st esieesreesiee e sreesiae e eesnaesnee s 13



3. Materiale 0g METOUE ........ociiiiieiee e 14

3.1 UtStyr 0g pravemateriale ... s 14
3. L1 INNKJBPLE TEAGENSET ...ttt 14
B2 MASKINET ... 15
TR I o111 51/ S S 16
3. LA PravemMateriale .........cccoviiieiiiec e 17

B2 MBLOGR ...t 19
K00 B 1111 1 T TSSO 19
3.2.2 DeparafiNeriNg ......cccvciviiieee st 19
3.2.3 AVMASKEITNG ... vecveeieeere it ettt ste ettt s te et st e te et e sraeste et e reesbeeneesneens 20
BL2.4 PBS-VASK ..o 20
3.2.5 HYDMAISEIING ..o 20
3.2.6 SSC-VASK ..ttt sttt ettt nns 21
3.2.7 BIOKKEIING ..ottt 22
3.2.8 ANISTOTITEAKS]ON ... s 22
32,9 PBS-T VaASK ...ttt sttt e e nns 22
3.2.10 AP SUDSLrAtreakSJON .......ccveiieiiieie e 22
3.2.11 Stopp aVv SUDSIIAtreakSjON .........covviiiiieeiie e 23
3.2.12 Vask Med SPriNQVANN .........cccieiiieeceecie ettt 23
3.2.13 KJErNefarging.......ccocoviiieie et 23
KB B 1= 1Yo [ =1 TV SO P PSSR 24
KB LI\, (=T 1T OSSR 24

4, RESUIALET ...t 25

4.1 ODSEIVASJONET I SNHTL......iiuiiiiiieieie e 25

4.2 Bilder av fargede SNITE ..........ooveieieieeiee e 28



5. DISKUSJON ..t bbb bbbt b bbb 34

5.1 ODSEIVASJONET T SNITE.....ciuiiiiiieieiese e 34
5.2 MetOdeforsKIEIIET. ... ..o 35
5.3 ReSUItAtENES FEIEVANS.......c.civiiveiiiiiee e 37
5.4 Feilkilder ved MIRNA ISH........c.coiiiiiiiieee s 38
5.4.1 MUlige TEIKIIAET .......cveiieee e 38
5.4.2 Feilkilder oppdaget under fOrsgket...........ccoovririniiiiienineeee e 39

B. KONKIUSJOMN ...ttt e et e e s ae e reeneesreere s 40
7. RETEIANSET ...ttt 41
8. VEUIBGUSIISLE ..ottt e re e re e e sreere s 44

Vi



1. Innledning

En av de viktigste beslutningene som skal tas nar et forskningsprosjekt starter er hvilke
metode(r) som skal brukes. Gjennom tidene har det blitt utarbeidet mange metoder for a
teste og kvantifisere nytt og gammelt prgvemateriale. | en tid der vi ofte arbeider med
forskningsobjekter som er for sma for det menneskelige aye, er dette valget viktigere
enn noen gang. Benyttes feil metode kan dette medfgre ungdvendig bruk av tid og
ressurser, og det kan gi resultater som er enten mangelfulle, ufullstendige, eller rett og
slett feil.

Et relativt nytt pravemateriale er mikro-RNA (miRNA), som ble oppdaget pa 90-tallet,
og som vi fortsatt har lite spesifikk kunnskap om. MiRNA er korte, ikke-kodende RNA-
molekyler som er en del av kroppens genregulering. Mye er ukjent om miRNA, og
mange forskningsprosjekter er derfor relatert til miRNA (1). Den mest brukte metoden
for testing av miRNA er kvantitativ revers transkriptase polymerasekjedereaksjon (RT-
gPCR). I denne metoden blir miRNA omgjort til komplementaert DNA (cDNA) ved
bruk av enzymet revers transkriptase. | vevsvaesker kan dette ofte gjares direkte, men i
vev ma miRNA-et fgrst hentes ut av cellene. Dette cDNA-et masseproduseres sa ved
bruk av en prosess der dobbeltradig DNA splittes opp til enkeltrader, nytt DNA dannes
ved hver trad, som igjen splittes opp. Dette gjgres gjennom en tretrinns prosess som
gjentas flere ganger. | teorien vil mengde cDNA fordobles ved hver repetisjon, men i
praksis er reaksjonen mindre effektiv. Lasningen vil ogsa inneholde en stor mengde
prober, sma komplementaere RNA-biter, som har blitt merket med et fluorescerende
molekyl. For hver repetisjon males fluorescens, og ut fra resultatene blir mengde

miRNA i prgven beregnet (2).

Dette prosjektet omhandler metodeutvikling, der tilstedeveerelse av miRNA males
kvalitativt ved in-situ-hybridisering. Metoden er i dag lite brukt i kartlegging av miRNA
i vev. | de fleste forsgk benyttes PCR siden den er kvantitativ, rask og presis. Tanken
bak dette forsgket er at in-situ-hybridisering kan gi informasjon som PCR ikke kan:
mengden miRNA i cellene (3).



Det er en stor forskjell pa hva ulike metoder faktisk maler. Under PCR blir cellene
gdelagt og blandet sammen, og i andre metoder som mikromatrise eller northern blot
kan i tillegg flere praver blandes sammen for a fa nok materiale. Dette betyr at en maler
den totale mengden miRNA i hele vevsprgven. Siden vev er heterogent, mistes

informasjonen om hvilke celler miRNA kommer fra.

Under in-situ-hybridisering brukes en nukleinsyretrad, en probe, med en sekvens som er
komplementer til det miRNA-et en gnsker a studere. Denne proben kan binde seg til
eventuelle malsekvenser i et vevssnitt ved hybridisering. Proben har blitt merket med en
kjemisk gruppe som i neste omgang kan kobles til et visualiseringssystem som igjen gir
opphav til en synlig reaksjon i snittet. Denne fargereaksjonen observeres sa ved
mikroskopisk undersgkelse. Dette gjar at vevets komposisjon beholdes, og en kan male
cellenes uttrykk av miRNA semi-kvantitativ (med gyemal). Forskjellen mellom disse
metodene er altsa at de farste, PCR, mikromatrise og northern blot maler vevets innhold

av miRNA, mens ISH maler cellenes innhold av miRNA (3).

| dette forsgket utfares in-situ-hybridisering med mal a pavise miR-145 i vev fra ulike

organer.

Problemstilling:

Hensikten med oppgaven er & kartlegge utbredelsen av miRNA type hsa-mir-145 i
vev med celleendringer i ulike organer, med fokus pa om miRNA uttrykkes i

normalt stroma og/eller epitel, og om det kan pavises i ulike tumorceller.



2. Teori

2.1 Generelt om MiRNA

2.1.1 Oppbygning av miRNA

MiRNA er korte RNA-kjeder som bestar av cirka 22 nukleotider (eksakt antall kan
variere). De koder ikke for proteiner, men er viktige post-transkripsjonelle regulatorer.
Tross omfattende forskning er det fortsatt mye som er ukjent. Det har blitt oppdaget
over 2000 sekvenser i det humane genom som er antatt & kode for miRNA, men pa
grunn av at det er ulike meninger om hva som defineres som miRNA, kan antallet av

disse som faller under definisjonen miRNA muligens minke i framtiden (1).

2.1.2 Dannelse av miRNA

MiRNA dannes ved at miRNA-gener transkriberes av enzymet RNA-polymerase |1 til
primaer miRNA (pri-miRNA). Disse splittes (av enzymet Drosha ribonuclease I11) i
mindre kjeder pa 70-100 nukleotider kalt forlgps-mikro-RNA (pre-miRNA). Disse
forlgpsmolekylene danner en stamme-lgkke-struktur («Stem-loop structure») der to
deler av en enslig RNA/DNA-trad danner en dobbel helix-struktur (ved kobling mellom
komplementaere baser) som ender i en lgkke med uparede nukleotider (se figur 1).
Forlgpsmolekylene fraktes ut av kjernen og inn i cytoplasma der de splittes ytterligere
av enzymet Dicer ribonuclease og omdannes til modne (ferdige) enkelttradede miRNA-
kjeder (1).



A
[ 148753830 ) Chromosome 5 — NC_000005.9 ) 149014527 ]

—> miR-143 {148808481-148808586 [+]}
=» miR-145 {148810209-148310296 [+]}

B c u u C uc u ¢ uagau
acC ug ccuca gg cagu uu ccaggaaucccu g
LT FEEEE FE FEEE TE FEEEEET T
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Figur 1: A: Lokasjon av genet for mir-145 pa kromosom 5¢32.

B: Stamme-lgkke-strukturen til mir-145, med modent miR-
145 i rgdt (4).

2.1.3 Navnsetting av miRNA

Nar et nytt miRNA blir oppdaget gis forbindelsen et navn bestaende av prefiks miR og
et tall, der tallet er nummeret i rekkefglgen de ble navngitt i (og vanligvis ogsa er
ordenen det ble oppdaget i). Organismen det finnes i blir antydet med et tre bokstavers
prefiks farst i navnet. Prefikset «miR» antyder at det er modent miRNA, og prefikset
«mir» brukes om genet som koder for miRNA-et, samt den delen av et umodent pre-
mikro-RNA som blir til et modent miRNA (1).

MiRNA-et som undersgkes i denne oppgaven har det fulle navnet hsa-miR-145, der hsa
star for <nomo sapiens» og betyr at det er funnet hos mennesker. Nummeret 145 betyr

at dette er miRNA nummer 145 til & bli navngitt.



2.1.3 Funksjonen til miRNA

MiRNA er antatt til & regulere transkripsjonen av mange av genene i kroppen, med ulike
anslag pa hvor stor innflytelse de har. Et anslag er at de regulerer transkripsjonen til
cirka 60 % av de proteinkodene genene i kroppen, et annet er at de pavirker cirka 80 %
av alle kodende genene i menneskekroppen (5, 6). De regnes derfor som en viktig del av
kroppens reguleringsmekanismer. MiRNA fungerer ved at de binder seg til mMRNA
(budbringer-RNA) og leder enzymer som kan inhibere transkripsjonen eller bryte ned
mRNA-et dit. | planter kan de hjelpe immunsystemet ved & binde seg til RNA-virus
eller transgener (gener som har blitt flyttet fra en organisme til en annen). MiRNA-et vil
da blokkere avlesningen av RNA-et de har bundet seg til, og dette vil ikke uttrykkes.

Denne prosessen kalles RNA interferens («KRNA silencing») (7).

Mesteparten av kunnskap om miRNA er relatert til deres pavirkning pa sykdommer og
sykdomsutvikling, men mye tyder pa at de kan brukes som biomarkarer eller til
pavirke mekanismer i kroppen. Det er vist at flere miRNA har endret uttrykk i kreftvev i
forhold til i vanlig vev, og ut fra dette tror flere forskere at de kan brukes til bade a
pavise og pavirke kreftceller (8-10). MiRNA kan ogsa brukes til a reparere celleskader.
Forskere har eksperimentert med & bruke miR-219 til & reparere nerveskader hos mus.
Forskerne brukte farst kjemikalier til & skade fettlaget rundt aksonene i nervecellene,
noe som farte til lammelser, og injiserte s miR-219 i cerebrospinalvasken til musene.
Resultatet av dette forsgket var at skaden ble delvis reparert, og at noe av funksjonen til
lemmene ble gjenopprettet (11). Denne teknologien er imidlertid fortsatt langt unna a
kunne brukes pa mennesker. Siden vi fortsatt har lite informasjon om effekten og

virkningen av miRNA, er det vanskelig a forutsi hva som er mulig og ikke mulig.

Mengden og sammensetningen av miRNA kan vare forskjellig hos ulike individer,
spesielt hvis de har levd under ulike forhold. | et forsgk fikk torskeegg og torskeyngel
utvikle seg under ulike temperaturer, og etter utvikling ble de flyttet til vann med
«normal» temperatur. Fiskene som hadde utviklet seg under forskjellige temperaturer
hadde signifikant ulik sammensetning av miRNA, og ut fra dette konkluderte forskerne
med at utvikling under ulike temperaturer endrer miRNA-profilen til fiskene bade pa
kort og lang sikt (12).



2.2 Kort om Mir-145

Det har blitt antydet at miR-145 kan ha en sammenheng med kreftutvikling, da flere
undersgkelser har rapportert om nedregulering av miR-145 i vev fra kreftsvulster
(9, 13-16). Eksperimentelle forsgk har ogsa vist at miR-145 kan nedregulere enkelte
onkogener (gener som er involvert i celledeling og cellevekst, og som derfor er
essensielle i utviklingen av kreft) (9). Spgrsmal om hvorvidt miR-145 kan ha en
funksjon som tumorsuppresser har blitt stilt, og ogsa om den kan fungere som en

biomarkagr.

2.3 Maling av miRNA
2.3.1 Northern blot og miRNA mikromatrise

Northern blot var den farste metoden for pavisning av miRNA, og anses fortsatt som en
palitelig metode, om enn en metode som tar lang tid og forbruker mye prgvemateriale.
Den innebarer bruk av elektroforese til & separere komponentene i en prave etter
starrelse, og disse overfgres deretter til en membran og fikseres. Prober komplementare
til gnsket miRNA tilsettes membranen, og disse hybridiseres (danner dobbeltradig
molekyl). Ubundet probe vaskes vekk, og membranen med probe-miRNA-kompleks
blir tarket og analysert. Denne metoden viser bade mengde og starrelse pa miRNA-et en

ser etter.

Mikromatrise («microassay») er den mest effektive metoden hva tidsbruk angar, men
den er mindre ngyaktig enn flere andre alternativer. | denne metoden omdannes RNA
til cDNA med revers transkriptase. Det ferdige cDNA-et merkes med en fluoriserende
forbindelse, og praven tilsettes matrisen. Matrisen bestar av hundrevis av mindre
omrader der bestemte prober er festet i overflaten. Ulike omrader har ulike prober, og
miRNA i prgven vil hybridisere med komplementare prober. Siden alle probene i
samme omrade er like, skilles miRNA etter type, og flere hundre ulike miRNA kan
bindes. En maler hvor sterk fluorescensen er i hvert omrade, og ut fra dette beregnes

hvor mye miRNA som er bundet i punktet. Slik kan en male utrykket av ulike miRNA i



samme analyse. Resultatene fra analyser utfert ved denne metoden ma vanligvis

konfirmeres ved bruk av andre metoder fgr de kan anses som troverdige (3, 17).

2.3.2 Polymerasekjedereaksjon (PCR)

Metoden som brukes mest i dag er kvantitativ revers transkriptase
polymerasekjedereaksjon (RT-gPCR), pa engelsk «quantitative reverse transcriptase
polymerase chain reaction». Den er en kombinasjon av metodene kvantitativ
polymerasekjedereaksjon (QPCR) og revers transkriptase polymerasekjedereaksjon (RT-
PCR).

Polymerasekjedereaksjon (PCR) er en metode for & klone store mengder DNA pa kort
tid, og virker pa sveert sma mengder DNA. Far PCR tilsettes prgven med det gnskede
DNA-et til en lgsning som inneholder DNA polymerase (enzymer som lager DNA-
trader), Mg?*-ioner, samt nukleotider og primere (korte DNA-fragmenter som induserer
syntesen av DNA). Selve PCR-prosessen bestar av tre trinn. | det fgrste trinnet varmes
lgsningen opp til 95 °C, noe som gjer at det dobbeltradige DNA-et denatureres
(dobbeltradig DNA splittes til to trader). Temperaturen senkes sa i neste trinn til mellom
37-50 °C, og ved denne temperaturen binder primerne seg til de komplementere endene
pa DNA-tradene. | det tredje trinnet gkes temperaturen og polymeriseringen skjer. Nar
polymeriseringen er ferdig vil enzymene ha laget en ny DNA-trad for hver primer. Pa
denne maten vil mengde DNA nesten fordobles for hver utfaring. Denne metoden kan
brukes pa sveert sma mengder DNA, og kan oppdage og reprodusere DNA-trader selv

om mengden DNA i prgven er under 1 picogram (2, 3).

| metoden RT-PCR blir enzymet revers transkriptase (RT) brukt til a lage cDNA ut fra
RNA. Dette virker ogsa pa miRNA. Etter dette trinnet er metoden lik vanlig PCR, der
cDNA-et blir klonet pa samme mate som gDNA (genomisk DNA) i PCR (3).

Hverken PCR eller RT-PCR viser mengden DNA/RNA i originalprgven, og for a male
mengden brukes gPCR / RT-gPCR. | denne metoden merkes nydannet DNA med
fluorescerende materiale. Slik merking oppnas enten ved tilsetting av et stoff som
binder seg til dobbelttradet DNA, som derved blir fluorescerende, eller ved a bruke
prober merket med et fluorescerende molekyl som er plassert pa proben slik at

fluorescensen hemmes. Proben binder seg til en spesifikk basesekvens pa DNA-traden,



men nar DNA-polymeriserings-prosessen i neste syklus nar fram til proben, spaltes
fluorokromen av og blir frigjort fra den fluorescens-hemmende innflytelsen. Dermed
gker den totale mengden fluorescens i reaksjonsblandingen, noe som leses av som et (i
prinsippet) eksponentielt gkende signal fra syklus til syklus, men slik at gkningen
kommer raskere jo mer av det aktuelle DNA/RNA den opprinnelige prgven inneholdt.
Prober er mer spesifikke enn fargestoff og derfor oftere brukt. Etter hver repetisjon
males fluorescens, og ut fra resultatene lages en graf. Ved & sammenlikne grafen med en
standardkurve fra en kjent mengde DNA kan en regne ut hvor mye DNA/RNA den

originale prgven inneholder (3).

1. Assay components and DNA template
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Figur 2: Illustrasjon av kvantitativ PCR fra brosjyre: «TagMan Gene Expression

Assay solutions» fra Thermo Fisher. (18)



2.3.3 In-situ-hybridisering

| denne oppgaven blir miRNA pavist ved in-situ-hybridisering, en annen og lite brukt
metode. Denne metoden baseres pa hybridisering mellom miRNA og prober laget av
komplementaere gensekvenser. Denne metoden blir forklart senere i oppgaven, men kort
oppsummert bestar den av tre hovedprosesser. Farst tilsettes probe til et prgvesnitt som
deretter plasseres i en hybridisator slik at miRNA og probe kan hybridiseres. Deretter
tilsettes et enzymkonjugert antistoff som binder seg til et antigen som proben er merket
med. Sa tilsettes et substrat for enzymet som er bundet til antistoffet. Substratet er valgt
slik at det frigjer et ulgselig, farget reaksjonsprodukt nar enzymet virker pa det, typisk
ved spalting av substratmolekylet. Derved dannes det et farget kompleks av substrat,
antistoff, probe og det gnskede miRNA-et, og ved & observere komplekset i

lysmikroskop kan en se hvor i vevet miRNA uttrykkes (3).

En viktig fordel ved denne metoden er at vevets originale struktur blir bevart. | andre
metoder blandes ulike typer vev sammen. Dersom analysen utfares pa en blanding av
flere ulike vevstyper er det ikke mulig for forskerne a vite hvor det relevante miRNA-et
kommer fra, bade nar det gjelder celler og vev. Som fglge av dette mistes mye
informasjon som kan veere viktig for & forsta sammenhengen mellom uttrykk av miRNA
og effekten det har pa kroppen. In-situ-hybridisering gjer at en kan skille celler og
vevstyper som inneholder miR-145 fra de som ikke gjar det. Siden vev er heterogent, er

det typisk viktig a skille mellom ulike celletyper (3).

Et prosjekt brukte in-situ-hybridisering for & detektere miR-21 i tumorvev fra prostata.
Resultatet viste at tumorcellene ikke uttrykte miRNA-et, mens celler i stroma uttrykte
det (19). Analysemetoder som PCR og mikromatrise kan ikke detektere dette siden

vevets oppbygning blir gdelagt under disse metodene.



2.3.4 Hybridiseringsprober

En hybridiserings-probe er en trad av DNA eller RNA som er komplementar med en
DNA/RNA-trad som en gnsker & pavise. Proben har blitt merket slik at det er mulig a
observere den senere. Tidligere ble probene merket med radioaktive molekyler, na
brukes fluorescerende merking. Prober kan ogsa merkes med molekyler som kan binde
seg til et annet molekyl. Sistnevnte vil enten ha egenfarge eller la seg pavise ved en
kjemisk reaksjon. I denne undersgkelsen ble det brukt prober merket med steroidet
digoxigenin (DIG), som betyr at probene kan binde seg med andre molekyler som kan
binde seg til DIG (3, 20).

DIG brukes fordi det kun finnes hos plantefamilien Digitalis (revebjelleslekta), og

antistoff mot dette vil sjelden kryssreagere med antigen fra andre organismer. (21)

Som positiv kontroll i forsgket ble det brukt U6 snRNA-prober («small nuclear RNA»)
merket med DIG-antigen, kalt «<LNA U6 snRNA probe 5 DIG-labeled». Denne proben
bestar av ikke-kodende deler av ué snRNP («small nuclear ribonucleoprotein»). Denne
RNA-sekvensen finnes i de fleste organismer og har veert relativt uendret i mange
generasjoner, noe som tyder pa at den spiller en essensiell rolle. Den finnes i kjernen i
nesten alle celletyper i menneskekroppen, noe som gjer at den fungerer godt som
positiv kontroll. (22, 23)

Den negative kontrollen som ble brukt under forsgket var Scrambla miR-205-prober
merket med DIG-antigen. Disse probene er endret slik at de ikke har et komplementaert
RNA-transkript til en eneste miRNA-sekvens. Disse vil da ikke binde seg spesifikt, og
all farge pa negativt snitt vil vaere uspesifikt bundet og representere bakgrunnsstay.

Probene i dette forsgket ble kjept fra produsent, og alikvotert i rgr (3 pl i hvert), og
plassert i fryser. For utferelse av protokollen ble disse fortynnet til ansket konsentrasjon
(50 nM for negativ kontroll og miR-145, 2 nM for positiv kontroll), alikvotert i nye rar,
og lagt i fryser.
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2.4 Teoretisk bakgrunn for metoden

2.4.1 Forberedelse til hybridisering

Vevsblokker ble snittet pa forhand. Snittene ble deretter satt i varmeskap over natten for
a fjerne innstgpingsmediet parafin. Prosedyren startet nar snittene ble satt i xylen for &
fjerne rester av parafin. Xylen er ikke lgselig i vann, derfor ma det skylles godt i

absolutt etanol far rehydrering.

Deretter ble snittene avmaskert (alternativt pre-digestion), som inneberer at proteinase
K klgyver peptidbindingene som er ved siden av karboksylsyregruppen i alifatiske eller
aromatiske aminosyrer med blokkerte alfa-aminogrupper. Enzymet er ogsa sveert
uspesifikt, noe som betyr at det bryter ned de fleste former for proteiner.

Proteinase K ble tilsatt for & utfgre flere oppgaver. Enzymet vil fasilitere en generell
nedbrytning av proteiner i vevet, og en viktig funksjon er a gdelegge mulige protein-
antigen og inaktivere endonukleaser (enzymer som spalter DNA/RNA). Ved in-situ-
hybridisering vil proteinase K ogsa brukes til «hente ut» miRNA. Under fiksering vil
formalin danne krysshindinger mellom proteinene og dekke for miRNA-tradene som
probene skal feste seq til. Ved at proteinene kuttes bort, eksponeres miRNA-et i vevet
igjen, og hybridiseringen kan finne sted (17).

PBS er en fosfat-bufret saltvannslgsning («phosphate buffered saline»), som lages ved
at en gitt mengde PBS-tabletter lgses i DEPC-vann. DEPC-vann er vann som er helt
uten urenheter. Vannet som ble brukt (Millipore Q renset vann) er sveert rent, men for a
fjerne RNaser tilsettes diethylpyrocarbonate som vil inhibere alle RNA-enzymer.
Lasningen autoklaveres slik at DEPC omgjares til vann, CO- og etanol, og de to siste

fordamper under autoklaveringen.
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2.4.2 Hybridisering og farging

Under hybridiseringen kobles miR-145 og miRNA-probene sammen til et dobbeltradig
molekyl. Siden proben er merket med DIG, vil komplekset ha evnen til & binde seg med
DIG-antistoff.

Ikke alle probene vil binde seg riktig, ettersom de kan danne komplekser med RNA som
ikke er helt komplementere. Snittene vaskes med lgsninger av natriumklorid og
natriumsitrat (SSC, «saline sodium citrate») med forskjellige konsentrasjoner, for a
fjerne all ubundet probe og probe bundet til andre RNA-sekvenser.

Stringens («stringency») defineres som hvor komplementzare to ulike RNA/DNA-trader
ma veere for a kunne hybridiseres under bestemte forhold som temperatur,
saltkonsentrasjon og pH. Ved hgy stringens ma alle nukleobasene i traden veere
komplementere, mens ved lavere stringens kan det forega hybridisering selv om
tradene ikke er helt komplementzre. Stringens bestemmes av temperatur og
saltkonsentrasjon. Derfor kan en variere stringens ved a variere disse. Jo hgyere
stringens er, jo mer spesifikk er reaksjonen. | dette tilfellet vil stringens bestemmes av

konsentrasjonen av SSC, ettersom temperaturen er konstant (3).

Hgy konsentrasjon av salt (SSC) gir lav stringens, mens lavere konsentrasjon gir hgyere
stringens. Under vasken gikk objektglassene fra lav til hgy stringens, og det ble vasket
flere ganger (lenger tid) jo heyere stringens var. Vask i lgsning med lav stringens
(5XSSC) vasker bort ubundet probe og hybridiseringsbuffer, men har liten effekt pa
ugnskede hybridiseringsprodukter. For a fjerne disse vaskes det med lgsninger med
hayere stringens (1XSSC og 0,2SSC), som er i stand til & fjerne uspesifikt bundet probe.

Etter vask ble blokkeringslagsning tilsatt snittene. Blokkeringslasning inneholder
proteiner som ikke kan binde seg til antigen (DIG) eller antistoff-prober (DIG-merket).
Disse tilsettes for a binde seg til andre mulige bindingsseter, for a hindre at det oppstar
uspesifikke bindinger med antistoff i snittet. Lasningen blokkerer for ugnskede

bindingsseter, for a sikre at antistoffet og senere substratet kun binder seg til probene

(3).
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Anti-DIG ble tilfart til snittene. Anti-DIG binder seg til DIG i kompleksene, som
inneholder to DIG-molekyler. Kompleksene bestar dermed av et miR-145-molekyl, en
DIG-merket probe og to anti-DIG antistoff. Antistoffet som ble brukt var sau anti-DIG-
AP. Dette er et antistoff fra sau som er spesifikt for DIG antigen og som har fatt bundet
til seg alkalisk fosfatase (AP).

Alt ubundet anti-DIG i snittet ble vasket bort med PBS-T, som er PBS tilsatt Tween (en
emulgator og surfaktant). PBS-T blokkerer ogsa uspesifikke antistoff-reaksjoner og
protein-protein interaksjoner, og fungerer pa samme mate som blokkeringsbufferen.

Dette reduserer uspesifikk farging under substratreaksjonen.

Et substrat dannet fra BCIP/NBT-tabletter ble tilfart lgsningen og reagerte med enzymet
alkalisk fosfatase i komplekset. Det nye komplekset har en egenfarge og kan observeres
i et lysmikroskop, og en kan observere mengde og plassering av miR-145.

Substratreaksjonen ble stoppet ved & vaske bort ubundet substrat.

2.4.3 Bevaring av preparat

Etter farging av miR-145 ble resten av vevet farget, for lettere & kunne observere og
gjenkjenne vevsmgnsteret i snittet. Under denne prosedyren ble det brukt «Nuclear Fast
Red», som binder seg til nukleinsyrer og farger kjerner rgde og cytoplasma lys rosa.
Snittene ble dehydrert fordi monteringsmediumet er hydrofobt og ikke vil fungere riktig
om det er vann i vevet. Snittene ble oppbevart i xylen for & hindre utterking. Xylen ble
brukt fordi det er hydrofobt, og fordi brytningsindeksen til xylen og fiksert vev er
tilnzermet lik, og dette gjer at xylen har liten effekt pa klarheten til snittet i mikroskop. |
tillegg fjernet xylen den vannavstatende tusjen brukt under forsgket, kalt «immEdge
PEN». Dekkglass ble montert over snittet for a beskytte mot mekanisk skade.
Monteringsmedium ble brukt til & feste glasset og bevare vevets tilstand, ved & hindre
nedbrytning og ugnskede kjemiske reaksjoner i vevet. Det er viktig at monteringsmediet
er klart og gjennomsiktig, og med en brytningsindeks sa neer vevets egen

brytningsindeks som mulig.

13



3. Materiale og metode

3.1 Utstyr og prgvemateriale

3.1.1 Innkjapte reagenser

«LNA U6 snRNA probe 5" DIG-labeled»
«LNA scrambled microRNA probe, double-DIG-labeled»
«hsa-miR-145-5p miRCURY LNA»
QIAGEN proteinase K

«microRNA ISH buffer»

Saueserum

Kaliumklorid

PBS-tabletter

SSC buffer (20X)

«0,5M EDTA pH 8,0, RNase-free»
Natriumklorid

«Levamisole»

«Trizma®hydrochloride buffer solution»
Histokitt medium

«Tween 20»

100 % etanol

96 % etanol

70 % etanol

NBT/BCIP tabletter («5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine / 5-bromo-4-
chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine»)
Diethylpyrokarbonat

«Dig Wash and Block Buffer Set»
«Anti-Digoxigenin-AP-conjugate»

«Fixo Gum Rubber Cement mounting adhesive»
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3.1.2 Maskiner
Hybridisator
Det ble brukt DAKO hybridizer under denne protokollen.

Vannbad

Det ble brukt et stort vannbad til oppbevaring av staglass og flasker med SSC-lgsninger,
og et lite vannbad under snitting. Det lille vannbadet ble fylt med springvann, og et
fargetrau med DEPC-vann ble satt oppi. Ferske snitt ble lagt i DEPC-vannet og deretter
plassert pa objektglass.

Varmeblokk
En Grant QBD2 varmeblokk innstilt pa 90 °C ble brukt under tillaging av prober.

Mikrotom
Det ble brukt en Leika RM2255 rotasjonsmikrotom under snittingen, og innstillingen

for tykkelsen pa hvert snitt var 4,0 um.

Vannrensesystem
Millipore Q vann ble laget pa stedet ved bruke av vannrensesystem «Milli-Q®

Advantage A10 Water Purification System».
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3.1.3 Labutstyr

Fuktekammer

Avtrekkskap

Objektglass

Dekkglass

RNasefrie, sterile rgr og pipettespisser
RNasefrie non-stick mikrosentrifugerar
«Superfrost Plus Slides»
Inkubatorskap

Fargetrau med lokk

Staglass med lokk for 8 stykker
Pinsett

«RNase away™»

Vannavstgtende tusj
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3.1.4 Prgvemateriale

Egnede vevsblokker ble identifisert ved sgk i diagnosearkivet ved Avdeling for
patologi, St Olavs hospital (SymPathy ®) pa aktuelle kombinasjoner av T-kode og M-
kode (SNOMED-kodeverket) og hentet fra blokklageret.

Sekene resulterte typisk i mange preparater, og disse ble neermere vurdert ut fra
diagnoseformuleringen for a finne noen som syntes a veere egnet. Fra disse ble sa én

blokk valgt ut fra mikroskopisk vurdering av snittet.

Formelt ble prosjektet registrert som et metodeutviklingsprosjekt i samarbeid mellom
Avdeling for patologi og Biobank1. Ingen personidentifiserbar informasjon ble
registrert i prosjektet og det ble derfor ikke sgkt om godkjenning som
forskningsprosjekt.
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Tabell 1: Oversikt over de ulike vevstypene som var del av undersgkelsen, og

sgkekriteriene som ble brukt i SymPathy.

av sar eller annen skade

Type vev Beskrivelse Sokekriterier
Urotelial kanser | Vev fra urinveisslimhinne med kreft i T74* M812*
overgangsepitel
Colon Vev fra tykktarm med epitelial kreft T67* M81403
adenokarsinom
Mammakanser | Vev fra mamma med epitelial kreft TO4* M814*
Meningeom Swvulst fra hjernehinne eller hinne rundt TX11* | M953*
ryggmarg, i prinsipp godartet
Ventrikkelkanser | Vev fra magesekk med epitelial kreft T63* M814*
Osteosarkom Ondartet beinsvulst i skjelettet * M918*
Mesoteliom Svulst utgatt fra mesotel, plateepitel som | * M905*
Kler indre, sergse hulrom
Pleomorft adenom | Heterogen svulst som stammer fra en T55* M894*
spyttkjertel
Kondroid Heterogen svulst som stammer fra en TO1* M894*
syringom svettekjertel
Intramuskulaert | Svulst utgatt fra fettvev som har oppstatt | * M8856*
lipom innimellom muskelceller
Granulasjonsvev | Nydannet vev som dannes ved reparasjon | * M45020

(* betyr «<hvilke som helst tegn»)
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3.2 Metode

3.2.1 Snitting

Disse forberedelsene ble gjort dagen far, enten alene, eller i lgpet av protokollen. Av
vevsblokkene ble det framstilt snitt med tykkelse pa 4 um, og det ble laget to snitt fra
hver blokk. Et snitt ble sendt til HE-farging ved Avdeling for patologi, og pa det andre
ble det utfart miRNA ISH. Under hver gkt ble det laget 18 snitt til sammen: 8 HE-snitt,
8 ISH-snitt og 2 kontroller (negativ og positiv) til ISH-snittene. Kontrollsnittene ble
snittet fra en av vevsblokkene, og alle snittene ble samlet i to stativer, et til HE-farging
og et til ISH. Snitt som skulle hybridiseres ble satt i varmeskap pa 60 °C over natten,
mens snitt til HE-farging ble stdende i et fargetrau over natten for a terke, og satt i

kjgleskap inntil de skulle farges.

3.2.2 Deparafinering
Deparafinering ble utfart etter dette oppsettet:

1. Xylen sto i 10 min

2. Xylen sto i 10 min

3. Xylen sto i 10 min

4. Absolutt etanol skyllet 10 ganger
5. Absolutt etanol skyllet 10 ganger
6. Absolutt etanol sto i 5 min

7. 96 % etanol skyllet 10 ganger
8. 96 % etanol sto i 5 min

9. 70 % etanol skyllet 10 ganger
10. 70 % etanol sto i 5 min

11.  PBS (staglass) sto i 2-5 min

Mens snittene sto i lgsningene ble det gjort forberedelser til senere trinn: Hybridisatoren
ble stilt inn pa 37 °C og luftfuktighetskontrollslipsene ble fuktet. Proteinase K 20 mg/mi
ble tatt ut, tint, og brukt til & lage proteinase K 20 pg/ml losning,
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Staglass og smaflasker ble fylt med lgsning (PBS, PBS-T, KTBT-buffer, 5 XSSC,
1XSSC og 0,2XSSC), og glass og flasker som skulle sta i vannbad ble forseglet med et
plastdekke under lokket fgr de ble satt i vannbadet.

3.2.3 Avmaskering

Snittene ble tatt ut av staglasset med PBS, og bufferlgsning rundt snittet ble terket av.

En vannavstatende tusj ble brukt til a lage en ring rundt snittene, en dakoring. Deretter
ble objektglassene lagt i hybridisatoren, og 1000 pl proteinase K 20 pg/ml losning ble
pipettert pa snittet.

Hvert snitt 1a 20 min i hybridisatoren. De ble tatt av i samme rekkefglge og med samme
tidsintervall som de ble lagt pa. De ferdige snittene ble overfart til et nytt staglass med
PBS.

3.2.4 PBS-vask
Etter at det siste objektglasset ble satt i staglasset med PBS, sto alle glassene i 3 min.
Deretter ble PBS-lgsningen temt ut og ny PBS-lgsning fylt pa. Objektglassene sto 3 min

i denne lgsningen. Prober til neste trinn ble tatt ut fra fryser til tining.

3.2.5 Hybridisering

Objektglassene ble tatt ut av staglasset. Hvert snitt ble tilsatt 75 pl probe (eller 50 pl
hvis snittet var lite), og et varmebehandlet dekkglass ble lagt pa. Eventuelle luftbobler
ble presset forsiktig ut, og et dekkende lag lim ble lagt langs kantene. Etter at limet pa
alle dekkglassene var stivnet, ble objektglassene overfert til hybridisatoren som var
forvarmet til 55 °C. Etter 60 min ble de tatt ut, og lim og dekkglass ble fjernet.
Objektglassene ble deretter plassert i staglass med 5XSSC buffer (romtemperert).

Ved slutten av dette trinnet ble et eppendorfrar med 2 ml 10Xblokkeringslgsning og et

eppendorfrer med 400 pl saueserum 60 mg/ml hentet ut fra fryseren til tining.
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3.2.6 SSC-vask
Etter at objektglassene hadde statt i 5XSSC-bufferen i 5 min, ble de overfart til staglass

i vannbadet. Rekkefalgen for vasken var falgende:

5XSSC sto i 5 min
1XSSC sto i 5 min
1XSSC sto i 5 min

0,2XSSC sto i 5 min
0,2XSSC sto i 5 min
0,2XSSC sto i 5 min

© ok~ 0w N e

Ved hvert bytte til lasning med lavere konsentrasjon ble staglassene tatt ut, og
objektglassene flyttet over. Ble det byttet til en lgsning med samme konsentrasjon, ble
lgsningen i staglasset helt ut mens objektglassene ble holdt tilbake, og lgsningen ble
erstattet med ny fra flasken. Deretter ble staglasset med objektglassene satt tilbake i

vannbadet.

Etter at den siste oppvarmede bufferen var brukt ble objektglassene satt i et

romtemperert staglass med PBS, som ble flyttet til hybridisatoren.

Under SSC-vasken ble reagenser til senere trinn laget. 2 ml «Maleic Acid» fra DIG-
settet ble fortynnet med 18 ml DEPC-vann, og 17,6 ul av denne ble tatt ut og blandet
med 10Xblokkeringslgsning og saueserum for & danne 20 ml 1Xblokkeringslgsning. Fra
denne ble 8 ml tatt ut og blandet med 10 ul «Sheep anti_DIG-AP150 Ux». Et tildekket
reagensrgr med 10 ml DEPC-vann ble tilsatt en avkjglt tablett med substratet
NTB/BCIP, lagt pa benken og vendt inntil tabletten var helt opplgst. Lasningen ble
deretter tilsatt 20 pl levamisole 100 mM. Den ferdige substratlgsningen forble tildekket
inntil den ble brukt.
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3.2.7 Blokkering

Objektglassene ble tatt ut og preparert individuelt. Farst ble overfladig buffer fjernet
ved at objektglasset ble banket forsiktig i bordet, og dakoringen ble kontrollert for &
sikre at den var hel og terr. Eventuell veeske ble tarket vekk, og eventuelle hull i
dakoringen ble tettet. Deretter ble objektglasset lagt vannrett i et fuktekammer og 800 ul
1Xblokkeringslasning ble pipettert pa snittet. Det ble notert hvor lang tid hver
preparering tok, for a ta hensyn til dette i neste trinn, slik at hvert snitt ble liggende 15

min i fuktekammeret.

3.2.8 Antistoffreaksjon

Objektglassene ble tatt ut av fuktekammeret i samme rekkefglge og med samme
tidsintervall mellom hvert glass som da de ble lagt inn. Blokkeringslgsningen fikk renne
av og eventuell vaeske pa dakoringen ble tarket av. Objektglasset ble lagt pa
hybridisatoren og 500 ul anti-DIG-AP 1:800 ble pipettert pa snittet. Det ble notert hvor
lang tid hver preparering tok. Objektglassene 14 i hybridisatoren (30 °C) i 30 min.

3.2.9 PBS-T vask

Objektglassene ble tatt ut av hybridisator i samme rekkefglge og tidsintervall som de ble
lagt inn, og plassert i et staglass med PBS-T. Etter at siste objektglass var plassert i
staglasset sto de i 3 min, far lgsningen ble helt ut og erstattet med ny, romtemperert
PBS-T. Dette ble gjentatt, slik at snittene sto 3 min i tre ulike PBS-T-lgsninger.

3.2.10 AP substratreaksjon

Objektglassene ble tatt ut, bufferen fikk renne av og dakoring ble tarket, og
objektglassene ble lagt pa hybridisatoren (30 °C). Det ble pipettert 400 pl substrat-
lgsning pa hvert snitt, og lokket ble satt pa sa snart alle objektglassene var klargjort for &

beskytte reaksjonen mot lys.

22



3.2.11 Stopp av substratreaksjon

Etter at snittene hadde statt 2 timer i hybridisatoren, ble objektglassene overfart til et
staglass med KTBT-buffer. Her sto de i 5 min, for de ble overfart til et nytt staglass med
KTBT-buffer, der de ogsa sto 5 min. Begge bufferne hadde romtemperatur.

3.2.12 Vask med springvann
Objektglassene ble overfart til et stativ og satt i en beholder med rennende vann i cirka

2 min.

3.2.13 Kjernefarging

Objektglassene ble overfart til et staglass med «Nuclear Fast Red». Med en gang det
farste objektglasset var overfart, ble en klokke med ett minutts nedtelling startet. Resten
av objektglassene ble overfart til stdglasset med like stort tidsintervall mellom dem.
Med en gang nedtellingen var fullfert, ble det farste objektglasset tatt ut, og de gvrige
objektglassene ble tatt opp med samme tidsintervall som da de ble satt ned i lgsningen.
Det er viktig at objektglassene ikke star for lenge for & unnga at snittene farges for
sterkt, noe som gjar det vanskelig & observere eventuell farging av miR-145. Etter at
objektglassene var tatt ut av «Nuclear Fast Red» ble de plassert i et stativ og skylt i

rennende vann.
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3.2.14 Dehydrering
Etter at ubundet «Nuclear Fast Red» var vasket vekk, ble stativet overfart til et fargetrau

med 70 % alkohol, og en dehydreringsprosess startet, vist under:

1. 70 % etanol skyllet 10 ganger
2. 70 % etanol sto i 1 min
3 96 % etanol skyllet 10 ganger
4. 96 % etanol stoi 1 min
5 Absolutt etanol skyllet 10 ganger
6 Absolutt etanol sto i 1 min

Objektglassene ble overfart til et staglass med xylen der de ble oppbevart inntil de var

montert.

3.2.15 Montering
Snittene ble tatt opp fra xylen og pafert histokit monteringsmedium og dekkglass.
Objektglassene ble tarket i noen minutter, fgr de ble overfort til et objektglassbrett og

lagret.
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4. Resultater

Resultatene fra forsgkene er vist i tabell 2 og figur 3-18

4.1 Observasjoner i snitt

Tabell 2: Resultater av farging av ulike vev. Positiv tilsier farging (tilstedevarelse av

miR-145), og negativ tilsier ikke farging (fraveer av miR-145).

Vevstype

Observert resultat

Urotelial kanser

Tumorceller var positive i kjerne og negative i cytoplasma. Fibroblaster i
stroma ble positivt farget, og glatt muskulatur var tydelig positiv med
farging bade i kjerne og cytoplasma. Blant epitelcellene var noen negative,
mens andre var positive. Det var ikke et helt tydelig skille mellom de to
typene, men de positive hadde en klar tendens til & veere atypiske
(neoplastisk). Epitelet som var mer atypisk hadde positive kjerner og
negativt cytoplasma, mens mindre atypisk tumorepitel var negativt bade i
kjerne og cytoplasma. Unormalt epitel forekom vanligvis i form av for tykt
epitellag, som da inneholdt for mange celler. Mobile celler var negative.

Colonkanser

Tumorceller var negative bade i kjerne og cytoplasma. Noen celler i
tumorvevet var positivt farget, men disse var innesluttede stromaceller.
Stroma inneholdt fibroblaster som var svakt positive og flere avlange
myofibroblaster som var positivt farget. Glatt muskulatur var tydelig positiv,
med farging bade i kjerne og cytoplasma. Det var tydelig forskjell i styrken
pa fargen i de tre typene muskellag. Styrken pa fargingen var, i synkende
rekkefglge: Det ekte muskellaget, slimhinnemuskellaget og muskellag rundt
blodkar. Alle muskellag var imidlertid klart positive. Epitelcellene var
negative bade i kjerne og cytoplasma.

Osteosarkom

Tumorceller var negative bade i kjerne og cytoplasma for mesteparten av
snittene. Unntaket var ett snitt der tumorcellene var positive i kjernen. |
stroma ble noen fa celler i bindevevet positivt farget i kjernene. Dette var
stort sett myofibroblaster. Glatt muskulatur var tydelig positiv, med farging
bade i kjerne og cytoplasma.
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Meningeom

Majoriteten av snittene hadde tumorceller som var negative bade i kjerne og
cytoplasma, men noen snitt hadde tumorceller som var svakt positive i
Kjernen. | et enkelt snitt viste en del tumorceller tydelig positiv farging. Den
glatte muskulaturen rundt blodarer var positiv, med farging bade i kjerne og
cytoplasma.

Mesoteliom

Tumorceller var negative bade i kjerne og cytoplasma. Fibroblastene i
stroma var stort sett negative, men det var noen fa myofibroblaster som var
positive. Glatt muskulatur rundt blodarer var positiv, med farging bade i
kjerne og cytoplasma. Epiteloide celler var negative bade i kjerne og
cytoplasma, og det samme var de mobile cellene i stroma.

Ventrikkelkanser

Tumorceller var negative bade i kjerne og cytoplasma i de fleste snittene,
men noen snitt hadde tumorceller som var svakt positive i kjernen. | stroma
ble fibroblaster positivt farget i kjernen. Glatt muskulatur var tydelig positiv,
med farging bade i kjerne og cytoplasma. Normalt epitel var negativt, mens
noen snitt hadde tumorepitel som var svakt positivt i kjernene. De mobile
cellene var negative bade i kjerne og cytoplasma.

Mammakanser

Mesteparten av snittene hadde tumorceller som var negative bade i kjerne og
cytoplasma, men to av snittene hadde tumorceller der kjernene var positive.

| stroma var glatt muskulatur rundt blodarer tydelig positiv med farging bade
i kjerne og cytoplasma. Mesteparten av fibroblastene var negative bade i
kjerne og cytoplasma, men myofibroblaster var positivt farget. Kjertelepitel
var delvis farget. De fleste av cellene var negative bade i kjerne og
cytoplasma, men myoepitelet ble positivt farget i kjernene. De mobile
cellene var negative bade i kjerne og cytoplasma.

Pleomorft
adenom

Tumorceller var svakt positive, og kjertelepitel var delvis farget. De fleste av
cellene var negative bade i kjerne og cytoplasma, men myoepitelet ble
positivt farget i kjernene. Siden mange av tumorcellene var utgatt fra
myoepitel, var det mange av dem. Tumorceller utgatt fra myoepitel hadde
samme farge som tumorcellene med preg av vanlig epitel. I stroma var glatt
muskulatur rundt blodarer tydelig positiv med farging bade i kjerne og
cytoplasma.

Kondroid
syringom

Majoriteten av snittene viste tumorceller der kjernene var positive og
cytoplasma negativt, men i cirka en tredjedel av snittene var tumorcellene
helt negative. Det var noe positiv farging i fibroblaster i stroma, mest hos
myofibroblaster. Glatt muskulatur var tydelig positiv, med farging bade i
kjerne og cytoplasma. Det vanlige epitelet var negativt, mens myoepitel var
positivt farget. Mobile celler var negative bade i kjerne og cytoplasma.
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Intramuskuleaert
lipom

| disse snittene sa vi kun pa muskelkomponenten. Uthredelsen av farge i
muskelcellene varierte litt fra snitt til snitt. De fleste hadde positive kjerner,
men mengden av kjerner som ble farget varierte noe fra snitt til snitt.
Cytoplasma var negativt. Muskelcellene rundt blodarer var positive bade i
Kjerne og cytoplasma.

Granulasjonsvev

Stroma inneholdt mye fibroblaster som ble positivt farget, der spesielt
reaktive fibroblaster ble kraftig positivt farget. Glatt muskulatur var tydelig
positivt, med farging bade i kjerne og cytoplasma. De fleste av
hudepitelcellene var positive i kjerne og negative i cytoplasma. Kjertelepitel
var delvis farget, der myoepitelet var positive i kjernen og vanlige
kjerneepitelceller var negative bade i kjerne og cytoplasma. Mobile celler
var negative bade i kjerne og cytoplasma.

Glatt muskulatur, myofibroblaster og myoepitel ble alltid farget. Fibroblaster varierte

noe, og det var ofte bade positive og negative celler i samme snitt. Normale epitelceller

var vanligvis negative, men ikke i alle snitt. Det var stor variasjon i farging av

tumorcellene, fra ingen til tydelig farge.
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4.2 Bilder av fargede snitt

~war

Figur 4: Vev fra colon, farget med ISH (venstre) og HE (hayre). Her vises det ekte

.

muskellaget, slimhinnemuskellaget og blodkar, alle positive.

Figur 5: Vev fra colon, farget med ISH (venstre) og

samme omrade som i figur 4, tarmveggen er synlig.

E (hoyre). Samme snitt og delvis
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Figur 8: Vev fra mesoteliom, farget med ISH (venstre) og HE (hayre).
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Figur 9: Vev fra ventrikkel, farget med ISH (venstre) og HE (hayre).
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Figur 10: Vev fra mamma, farget med ISH (venstre) og HE (hayre).
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Figur 14: Granulasjonsvev, farget med ISH (venstre) og HE (hayre).
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Figur 15: Fire ulike kontrollsnitt (fra to ulike vevsblokker), alle farget med ISH.

Positive kontroller til venstre, negative kontroller til hgyre. De to gverste snittene er fra

samme blokk, og de to nederste snittene er fra samme blokk.

Figur 16: Brystvev og osteosarkom. Snitt med positive tumorceller. Farget med ISH.

Brystvev (venstre) og osteosarkom (hayre).
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Figur 18: Vev fra meningeom, tumorceller er positive. Farget med ISH.
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5. Diskusjon

5.1 Observasjoner i snitt

En gjennomgaende observasjon er at glatt muskulatur ble farget i alle snittene, der
cellene er positive bade i kjerne og cytoplasma. Tverrstripet skjelettmuskulatur ble ogsa
farget, men kun i kjernen. Det var imidlertid kun prgvene fra intramuskulert lipom som
inneholdt denne typen muskulatur. Fibroblaster ble ofte farget i kjernene, og
myofibroblaster ble alltid farget i kjernene. Ingen av disse to ble farget i cytoplasma, og
farging av fibroblaster varierte i snittet, der noen celler var positive og andre negative.
Fibroblaster er celler som danner bindevev og kan bli til myofibroblaster.
Myofibroblaster er et mellomstadium mellom fibroblaster og glatt muskulatur. De har
ogsa kontraktile egenskaper, som vil si at de kan trekke seg sammen (kontraksjon).
Siden dette er et tydelig fellestrekk kan en anta at det er ssmmenheng mellom cellers
kontraktile egenskaper og uttrykk av miR-145.

Kreftcellene varierte en del i resultater, ikke bare mellom ulike vevstyper, men ogsa
mellom ulike snitt av samme vevstype. Tumorceller som var utgatt fra celler som
uttrykte miR-145, myoepitelceller, uttrykte selv miR-145. Dette var imidlertid den
eneste sammenhengen mellom tumorceller og uttrykk av miR-145 som ble pavist. Det
ble heller ikke funnet noen sammenheng mellom de ulike styrkene pa fargingen av de

ulike tumorcellene.

Pleomorft adenom er en blandingssvulst med tumorceller fra bade myoepitel og vanlig
epitel. 1 de fleste snitt med myoepitel ble dette farget mens vanlig epitel ikke ble farget.
Ut fra dette kan det vaere rimelig a anta at celler fra myoepitel ble sterkere farget enn
celler fra vanlig epitel, men dette kom ikke frem av resultatene vare. | snittene fra
pleomorft adenom var de ulike typene tumorceller omtrent like positive, uten klart skille

mellom dem i styrke pa fargingen.

Snittene fra urotelial kanser hadde positive tumorceller, samt bade positive og negative
epitelceller. De positive epitelcellene hadde imidlertid en tendens til & virke irregulere,
sa det er mulig at kun tumorcellene ble positivt farget, mens normalt epitel var helt

negativt. Forskjellene var ikke tilstrekkelige til & trekke noen slutninger.

34



Det viktigste resultatet fra farging av tumorprgver er at det var et klart skille mellom
tumor- og stromacellene i uttrykk av miR-145. Der tumorcellene varierte fra vev til vev
og snitt til snitt, viste stromacellene stort sett samme resultat i alle snittene. | tillegg var
tumorcellene ofte mye svakere positive enn de fargede stromacellene. Totalt var det
flere snitt med negative tumorceller enn positive, og det var klare forskjeller mellom

vevsprgver fra ulike organer.

5.2 Metodeforskjeller

Det er viktig a papeke at ISH gir annen informasjon enn PCR, mikromatrise og northern
blot. Ved bruk av de sistnevnte metodene far en kun informasjon om vevet som helhet,
uten a skille mellom ulike celletyper. Det som males er total mengde miRNA i vevet,
men ikke hvilke celler det kommer fra, eller hvordan miRNA er fordelt i og mellom
disse cellene. Ved bruk av ISH gjares denne informasjonen lett tilgjengelig. ISH gir
imidlertid ikke samme informasjon om mengde miRNA som PCR. Informasjonen en far
ved a bruke ISH er kvalitativ, der vi kan se hvor i snittene det er farget og slik vite hvor
det finnes miRNA. Ved & observere hvor sterkt cellene er farget kan vi ansla hvor mye
miRNA de inneholder i forhold til andre fargede celler, og fa et inntrykk av forskjellene
i cellenes produksjon av miRNA. Denne informasjonen er imidlertid kun semi-

kvantitativ, da det ikke er faste tall vi finner ved denne metoden.

ISH er slik en metode som gir kvalitativ informasjon om fordelingen av miRNA i
cellene, og PCR gir kvantitativt informasjon om mengde miRNA i vevet. PCR er ogsa
mye mer sensitiv enn ISH, og vil reagere pa sma mengder miRNA som ikke vil
detekteres ved ISH. Siden PCR og ISH gir sveert ulik informasjon, vil det vaere nyttig &
kombinere dem. Da kan PCR gi et kvantitativt mal pa hvor mye miRNA som
vevsprgven inneholder, mens ISH viser hvilke celler som utrykker dette miRNA-et,
samt om det er i kjerne og/eller cytoplasma. Dette kan gi et mer fullstendig bilde av det
en gnsker a forsta, og en unngar at resultater feiltolkes pa grunn av mangel pa relevant

informasjon.
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Det er flere mater vevets sammensetning kan endre seg pa, men den mest relevante
endringen er nar det oppstar en svulst. En svulst oppstar nar det dannes tumorceller,
celler som deles seg uhemmet. Dette betyr at i vevspraver fra svulster vil tumorcellene
ha forskjevet vevets normale komposisjon. For eksempel kan en vanlig vevsprave besta
av 30 % epitel og 70 % stroma mens en vevsprave fra en svulst kan besta av 70 % epitel
0g 30 % stroma. Hvis epitelceller og stromaceller har ulikt uttrykk av en type miRNA,
vil endringen i vevskomposisjonen fare til at mengden miRNA i de to vevsprgvene blir

forskjellig.

En PCR-analyse vil kun male mengden miRNA i hele vevspraven. Hvis dette miRNA-
et ikke er uttrykt, eller lavt uttrykt, i epitelceller, vil gkningen i antall epitelceller fare til
at analysen maler en mindre mengde miRNA i vevspraven enn i en prave fra friskt vev.
Hvis en ikke tar hensyn til dette vil det se ut som om mengden miRNA i cellene har
minket, selv om den faktisk er uendret. En endring i vevet kan slik bli tolket som en
endring i cellene. Hvis det ble foretatt en in-situ-hybridisering i dette eksempelet, ville
denne vist at det er samme innhold av det aktuelle miRNA bade normalt epitel og
tumorceller. Det ville veert klart at resultatet ikke skyldes en endring i cellene.
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5.3 Resultatenes relevans

Det har tidligere blitt funnet en sammenheng mellom tumorutvikling og redusert
mengde miR-145 (9, 13-16). Flere av disse undersgkelsene brukte metoder som PCR og
mikromatrise, uten a oppdage eventuelle endringer i vevskomposisjonen. En framsatt
hypotese er at endringen skyldes en nedregulering av miR-145 i kreftcellene. Ut fra
resultatene fra ISH brukt i denne oppgaven, kan en stille sparsmal om sammenhengen

mellom kreftceller og endring i mengde miR-145 er reell.

Tidligere undersgkelser har rapportert om nedregulering av miR-145 i kreftvev i blant
annet tykktarm, bryst og bukhule. Var undersgkelse viste imidlertid at i disse
vevstypene utrykkes vanligvis ikke miR-145, verken i normale epitelceller eller
kreftceller. Det er i stedet stromaceller som produserer miR-145 i vevet. Det er mulig at
endringen av miR-145 i vev pavist i tidligere undersakelser ikke var et resultat av at
kreftcellene hadde endret uttrykk av miR-145, men at kreftcellenes proliferasjon hadde
endret forholdet mellom ulike typer celler. Hvis kreftcellene ikke utrykker miR-145, vil
det ved bruk av PCR gi samme resultat som om mengde miR-145 i cellene hadde

minket.

Ut fra dette bar eventuelle forsgk for & undersgke en mulig sammenheng mellom kreft
og nedregulering av miRNA inkludere en metode for & oppdage og eventuelt korrigere
for vevsendringer, og effekten disse vil ha. Slik kan en unnga at endringer i vevets totale
miRNA feiltolkes. Da vil endringer som oppstar som fglge av forandringer i vevets
sammensetning ikke tolkes til & komme fra cellenes indre. Et godt alternativ er a utfare
en in-situ-hybridisering i tillegg til PCR, for & finne mengden miRNA i vevspragvene, og
ogsa pavise hvilke celler som inneholder miRNA-et.
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5.4 Feilkilder ved miRNA ISH

5.4.1 Mulige feilkilder

Mulige preanalytiske feilkilder ved miRNA ISH kan veere at vevet har blitt degradert
far fiksering, at det ikke har blitt brukt nok tid under fikseringen, eller at vevsblokkene
har blitt lagret feil.

En feilkilde kan veere at snittet har blitt kontaminert med RNase. Dette kan skje direkte
under preparering, snitting eller under prosedyren. Hvis snittet kontamineres med
RNase vil disse enzymene bryte ned miRNA, bade i snittet og eventuelt i probene. Hvis
miRNA-et er gdelagt, vil vi fa et falskt negativt resultat. Av denne grunn renses alt
utstyr godt, enten ved at det vaskes med RNase-away, eller ved at det bakes i ovn pa

180 °C. Alle reagenser som brukes, bade innkjepte og selvlagde, er helt frie for RNase.

For svak eller for sterk avmaskering kan ogsa veere en feilkilde. Hvis avmaskeringen er
for svak vil ikke miRNA-et i vevet veere tilgjengelig for probene. Hvis avmaskeringen
er for sterk kan miRNA i snittet lgsne og forsvinne ut i lgsningen. Riktig styrke pa

avmaskering ar derfor viktig.

En feilkilde kan vaere at snittene blir liggende for kort tid i xylen, eller at xylen-
lgsningen er uren. For kort tid i xylen kan fere til at parafin blir liggende igjen i snittet,

og uren xylen kan fare til at det blir liggende igjen artefakter i snittet.

Det er ogsa viktig at stringent vask har riktig temperatur og konsentrasjon. Stringent
vask utfgres for a fjerne uspesifikke bindinger, sa feil stringens vil ha store fglger. Ved
for lav stringens kan snittet inneholde uspesifikke hybridiseringsprodukter som vil gi
falskt positivt resultat. For hgy stringens kan fere til at de gnskede miR-145-
kompleksene fjernes, som vil gi falskt negativt resultat.

Feil konsentrasjon av prober, antistoff og reagenser er mulige feilkilder. For lav
konsentrasjon av prober eller reagenser kan gi for lite kompleksdannelse til a fa et
synlig resultat, og snittet blir falskt negativt. For hgy konsentrasjon av antistoff eller
probe kan fare til kryssreaksjoner og uspesifikke bindinger som vil gi falskt positivt

resultat. Relatert til dette er starrelsen pa snittet, som ma passe til mengden og

38



konsentrasjonen av probe/antistoff og andre reagenser. Hvis snittet er for stort kan det

bli for lite antistoff/probe/reagens til & dekke alt, noe som vil fare til falskt negativt svar.

Generelt er alle uspesifikke bindinger mulige feilkilder. MiRNA som har nesten lik
sekvens som gnsket miRNA kan danne bindinger med prober. Ogsa endogent AP kan

danne bindinger med antistoff. Begge eksemplene vil gi falske positive resultater.

Menneskelige feil kan skje under analysen, for eksempel at snitt ligger for lenge eller
for kort i lgsninger, eller at dekkglass eller annet skraper i snittet.

5.4.2 Feilkilder oppdaget under forsgket
Underveis i forsgket ble det pravd a endre pa avmaskeringsprosessen ved a gke
konsentrasjonen av proteinase K lgsning og forlenge avmaskeringstiden. Dette fungerte

ikke, da snittene lgste seg opp og ble ubrukelige.

Flere av de tidlige positive kontrollsnittene var svakt farget, og det ble derfor laget ny
U6-lgsning med hgyere konsentrasjon. Den nye lgsningen med U6-prober var imidlertid
defekt, da alle positive kontroller fra lgsningen ble negative. Dette skjedde under
farging av mesoteliom, der nesten alle snittene hadde negative tumorceller. Feilen ble
oppdaget da vi studerte blodkarene og fant at disse ble positivt farget. Siden alle snittene
hadde blodkar, ble blodkar i vevet brukt som en intern kontroll. Hvis et snitt var helt
negativt fant vi et blodkar, og konstaterte at dette var positivt. Slik visste vi at snittet
ikke var negativt grunnet feil under protokoll. Akkurat hva som gikk galt med den ene

batchen er usikkert, og den ble kastet.
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6. Konklusjon

Undersgkelsen viste at miR-145 er systematisk uttrykt i kontraktile celler som glatt

muskulatur, fibroblaster og myoepitel. Uttrykk av miR-145 i tumorceller er variabel.

Viktig kunnskap som ikke ville blitt avdekket ved bruk av PCR, ble pavist ved hjelp av
in-situ-hybridisering (ISH). Ved a benytte ISH kan en pavise hvilke celler som utrykker

et spesifikt miRNA, og hvor stor andel av cellene som gjer det.

| fremtidig kartlegging av uttrykk av miRNA bgr det alltid tas hensyn til vevets
sammensetning. Denne undersgkelsen har vist at in-situ-hybridisering kan brukes til

dette formalet.
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Vedlegg 1
Vedlegg 2
Vedlegg 3

Tabell over innkjgpte kjemikalier
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