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Sammendrag 

Avdeling for medisinsk genetikk (AMG) ved St. Olavs hospital i Trondheim ønsker å etablere 

en supplerende analyse som er i stand til å detektere varianter i RPGRORF15. X-bundet retinitis 

pigmentosa fører til progressivt synstap og skyldes i hovedsak patogene varianter i ORF15. 

Grunnet repeterende AG-sekvenser gir ikke NGS fullstendig dekning av området. Det er 

derfor nødvendig å etablere en ny analysemetode i klinikken som kan føre til at flere 

individer får en molekylærgenetisk diagnose og derav mer tilrettelagt oppfølging.  

Sangersekvensering er en analyse som er bedre egnet til å detektere varianter i sekvenser med 

høyt innhold av repeterende sekvenser, slik som i ORF15. For å kunne etablere 

sangersekvensering som en supplerende analyse i klinikken måtte derfor Long-range PCR 

(LR PCR), Nested PCR og sekvenserings-PCR optimaliseres. Gelelektroforese ble benyttet til 

å undersøke renheten og den omtrentlige mengden av PCR-produkt fra LR- og Nested PCR. 

Kvaliteten på sekvenseringsdata fra sangersekvenseringen, samt eventuelle normalvarianter i 

blodbankkontrollene og oppgitte genvarianter i positiv kontroll, ble vurdert. 

Resultatene fra LR PCR var svært tilfredsstillende og reproduserbare. Det ble imidlertid 

bestemt å forkaste Nested PCR som mellomtrinn i metoden, da resultatene av amplifiseringen 

ikke viste seg å være reproduserbare. Sangersekvenseringen ble derfor utført direkte på LR 

PCR-produktene. De oppgitte variantene i positiv kontroll ble detektert med den optimaliserte 

sangersekvenseringsmetoden med LR PCR-produkt som templat. 

Med sangersekvensering har vi klart å få fullstendig dekning over RPGRORF15, men det 

gjenstår å optimalisere primeren RPGR-E15SR1 før en fullstendig metodevalidering kan 

utføres. Et solid fundament er lagt for prosjektet, og det gjenstår kun mindre justeringer før 

analysemetoden er fullstendig utviklet og klar til å bli anvendt for deteksjon av varianter i 

RPGRORF15-genet.  
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Abstract 

The Department of Medical Genetics (AMG) at St. Olavs hospital in Trondheim aims to 

establish a supplementary analysis capable of detecting variants in RPGRORF15. X-linked 

retinitis pigmentosa leads to progressive vision loss and is primarily caused by pathogenic 

variants in ORF15. Due to repetitive AG sequences, NGS does not provide complete 

coverage of ORF15. It is therefore necessary to establish a new analytical method, to enable 

more individuals to receive a molecular genetic diagnosis. 

Sanger sequencing is better suited for detecting variants in sequences with high levels of 

repetitive sequences, such as ORF15. To establish Sanger sequencing as a supplementary 

analysis in the clinic, Long-range PCR (LR PCR), Nested PCR and sequencing PCR had to 

be optimized. Gel electrophoresis was used to examine the purity and approximate amount of 

PCR product from LR and Nested PCR. The quality of sequencing data from Sanger 

sequencing, as well as any normal variants in blood bank controls and reported gene variants 

in the positive control, was assessed. 

The results from LR PCR were highly satisfactory and reproducible. However, it was decided 

to discard Nested PCR as an intermediate step in the method, as the amplification results 

were not reproducible. Sanger sequencing was therefore performed directly on the LR PCR 

products. The reported variants in the positive control were detected with the optimized 

Sanger sequencing method using LR PCR product as template. 

With Sanger sequencing, we have managed to achieve complete coverage of RPGRORF15, but 

further optimization of the RPGR-E15SR1 primer is needed before a complete method 

validation can take place. A solid foundation has been laid for the project, and only minor 

adjustments remain before the analytical method is fully developed and ready for use in 

detecting variants in the RPGRORF15 gene. 
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1. Innledning 

1.1 Retinitis pigmentosa 

Retinitis pigmentosa (RP) er i hovedsak en fellesbetegnelse for en rekke arvelige 

netthinnesykdommer som kan gi sterk synshemning. Dette skyldes forstyrrelser i funksjonen 

til netthinnen (1). Den progressive degenerasjonen av fotoreseptorer er karakteristisk for RP. 

Sykdommen vil over tid kunne føre til blindhet på begge øynene, etter hvert som 

fotoreseptorer dør og netthinnens pigmentepitel reduseres (2,3). I ungdomsårene vil den 

progressive sykdommen være fremtredende i form av nattblindhet (4). Etter hvert som 

sykdommen utvikler seg, vil stadig mer av sidesynet bortfalle. RP kan føre til at synsfeltet 

innskrenkes fra 180 til 3 grader. Derfor brukes ofte begrepet «tunnelsyn» for å beskrive 

sykdomsbildet (1,4). I Norge har om lag 1500 personer diagnosen RP. På verdensbasis 

anslåes det at sykdommen forekommer hos 1 av 4-5000 personer (1). 

RP er en genetisk heterogen sykdom, noe som betyr at den kan være forårsaket av patogene 

varianter i ulike gener. Over ca. 100 gener har blitt assosiert med RP, og flere blir 

kontinuerlig oppdaget etter hvert som genetisk forskning fremskrider. Disse genene spiller 

ulike roller i funksjon og vedlikehold av netthinnen. Mutasjoner i noen av disse genene kan 

føre til utvikling av RP (4,5). RP er hovedsakelig en arvelig sykdom som kan arves i flere 

forskjellige mønstre, inkludert autosomal-dominant, autosomal-recessive, X-bundet arv og 

mitokondriell arv (3). Ved autosomal-dominant arv er en patogen variant i én kopi av genet 

tilstrekkelig til å forårsake sykdommen. Ved autosomal-recessive arvegang kreves det at 

begge kopier av genet (en fra hver forelder) muteres for å manifestere sykdom. Foreldre til et 

berørt individ er vanligvis bærere av et mutert gen, men viser ikke symptomer selv. X-bundet 

arv forårsakes av patogene varianter lokalisert på X-kromosomet. Menn er oftere rammet 

fordi de kun har ett X-kromosom, arvet fra moren. Kvinner, som har to X-kromosom, er 

vanligvis bærere og kan eller kan ikke vise symptomer avhengig av eventuell X-kromosom 

inaktivering. Det ikke-muterte kromosomet kan altså kompensere for et defekt RPGR-gen på 

det andre kromosomet (4). I sjeldne tilfeller kan også RP oppstå på grunn av mitokondriell 

arv, hvor patogene varianter i mitokondrielt DNA overføres fra mor til barn (4–7). 

X-bundet retinitis pigmentosa (XLRP) er årsaken for om lag 6-20 % av alle RP-tilfeller (8) 

Menn med XLRP vil ha en alvorligere fenotype sammenlignet med de som har autosomal-

recessiv- og autosomal-dominant arvegang (2). Per dags dato er det heller ingen kur for 

sykdommen, og man kan derfor si at XLRP er en av de alvorligste formene for RP (3,4,9). 
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Mutasjoner i Retinitis pigmentosa GTPase regulator-gen (RPGR-genet) er den dominerende 

årsaken til XLRP (2). Patogene varianter er blitt funnet og beskrevet over hele RPGR-genet, 

men én spesifikk region lokalisert i ekson 15 er blitt beskrevet som et “hotspot” for 

mutasjoner, og kan forklare 60-70% av alle X-koblede RP tilfeller (2,5). Denne regionen av 

RPGR-genet er vanligvis kjent i litteraturen som ORF15 (open reading frame). RPGR med 

ORF15 (RPGRORF15) har høyt innhold av repeterende sekvenser med guanin og adenin, noe 

som gjør RPGR-genet veldig ustabilt og utsatt for patogene mutasjoner (2). De purinrike 

sekvensene danner tandem-repitisjonsstrukturen, som er mer utsatt for DNA-replikasjonsfeil 

og genetisk ustabilitet, og gir derfor opphav til en generelt høyere mutasjonshastighet 

sammenlignet med andre deler av genet. Gitt den repeterende naturen til ORF15 er flertallet 

av patogene varianter observert i ORF15 rammeskift, som oppstår når nukleotider enten 

settes inn (insersjoner) eller slettes (delesjoner) fra DNA-sekvensen i andre multipler enn tre, 

og forstyrrer leserammen til genet (2). Disse mutasjonene kan føre til innsetting av et for 

tidlig stoppkodon, noe som resulterer i produksjon av et avkortet og sannsynligvis ikke-

funksjonelt RPGR-protein (8). Det er imidlertid også andre typer mutasjoner, slik som 

missene-mutasjoner (der en enkelt nukleotidendring resulterer i at en annen aminosyre blir 

inkorporert i proteinet), som kan forekomme i ORF15 og bidra til utviklingen av X-bundet 

RP (2,5,8). 

RPGR-genet uttrykkes hovedsakelig i fotoreseptorer og spiller en viktig rolle i reguleringen 

av ciliafunksjonen (8). I netthinnen på øyet har man spesialiserte sensoriske cilia i 

fotoreseptorer som konverterer lysstimuli til nevrologiske signaler som oppfattes og tolkes av 

hjernen (10). Funksjonen til RPGR-genet er ikke fullstendig kartlagt, men basert på 

proteinene det interagerer med er det rimelig å anta at det regulerer proteintransporten fra den 

indre til den ytre delen av fotoreseptorceller (2,9,11).  

 

1.2 Next Generation Sequencing 

Next Generation Sequencing (NGS) er en DNA-sekvenseringsteknikk som har revolusjonert 

genomisk analyse ved å muliggjøre rask og kostnadseffektiv sekvensering av DNA og RNA. 

Ved bruk av NGS kan man generere hele genomet eller eksomet til en pasient innen noen få 

dager. Dette er muliggjort av teknologiens evne til å utføre multiplekse 

sekvenseringsreaksjoner av millioner av korte DNA-fragmenter samtidig innenfor et enkelt 

eksperiment. Sammenlignet med sangersekvensering er kostanden per sekvensert basepar 
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lavere. Dette gjør metoden til et raskere og billigere alternativ. Likevel er det noen områder 

av genomet hvor NGS ikke vil gi tilstrekkelig dekning til å oppdage genetiske varianter. I 

disse tilfellene kan sangersekvensering være å foretrekke, eller en kombinasjon av de to 

metodene kan brukes for å øke den genomiske dekningen og dermed muligheten til å 

oppdage varianter som ligger til grunn for genetiske sykdommer. (7,12,13). 

Utfordringene med NGS er at leselengden er kortere og nøyaktigheten per basepar er lavere 

sammenlignet med sangersekvensering (14,15). Dette gjør det vanskelig å sette sammen hele 

genomiske sekvenser med høy nøyaktighet. Enkelte områder i genene våre består nemlig av 

repetitive DNA-sekvenser. Disse sekvensene er spesielt utfordrende å sette sammen fra de 

korte fragmentene som NGS produserer. Sannsynligheten for at fragmentene settes sammen 

feil er stor, dette illustreres i figur 1. I disse tilfellene vil sangersekvensering være bedre egnet 

grunnet den betydelige lengre leselengden av fragmenter. Det er enklere å konstruere et 

sammenhengende helhetsbilde når de individuelle sekvensene er av betydelig størrelse 

(7,12,16).   

 

Figur 1: Repetitive DNA-sekvenser i et genom gjør det utfordrende å sette sammen fragmentene korrekt. I dette eksempelet 

inneholder DNA-et to segmenter av repetitivt DNA. Begge segmentene inneholder mange kopier av sekvensen «GATTACA». 

Når resultatene fra sekvenseringen vurderes kan man se at to fragmenter fra forskjellige områder i DNA-et overlapper. 

Dersom disse sekvensene settes sammen feil vil informasjonen som ligger i det originale repetitive området gå tapt (7). 

NGS har vanligvis god dekning når det kommer til sekvensering av alle genene som er kjent 

for å forårsake RP. Unntaket er når DNA-sekvensene inneholder mange repeterende 

nukleotider, slik som i en del av ORF15-regionen i RPGR-genet. Et område i ORF15 på 550 

bp (fra c.2400 til c.2950) har ingen dekning i det hele tatt, dette kan observeres i figur 2. NGS 

gir altså mangelfull data, noe som gjør at det er vanskelig å stille diagnosen XLRP (2). 
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Figur 2: Figuren gir et overblikk av ORF15 sekvensert med NGS. Posisjon c.2400 til c.2950 i ORF15 er inkludert i dataen. 

Den mangelfulle sekvenseringsdataen viser at RPGRORF15 er en utfordrende region å sekvensere. Figuren er hentet fra 

programvaren IGV Desktop Application (IGV 2.16). 

 

1.3 Long-range PCR 

Long-range PCR (LR PCR) er en type PCR (Polymerase Chain Reaction) som brukes for å 

amplifisere lengre og/eller kompliserte DNA-fragmenter som ikke kan amplifiseres ved bruk 

av standard PCR-betingelser og reagenser (17). LR PCR kombinert med sekvensering fører 

til en mer sensitiv og ressurseffektiv metode for å detektere varianter i genet av interesse (18). 

Det fører til rask kartlegging av store genetiske områder, og er mer kostnadseffektiv 

sammenlignet med klassisk PCR.  

Metoden for LR PCR ligner på mange måter en klassisk PCR-reaksjon som utføres i tre trinn; 

denaturering, hybridisering og polymerisering. I første trinn vil hydrogenbindinger mellom 

DNA-basene denatureres slik at man går fra dobbeltrådet til enkelttrådet DNA. I 

hybridiseringstrinnet vil primere binde seg til spesifikke sekvenser. Det siste trinnet består av 

en polymeriseringsfase hvor DNA-polymerasen syntetiserer nye DNA-tråder med primerne 

som utgangspunkt og DNA-templat som mal (7). 

Ved LR PCR er det forventet at denatureringstrinnet vil ta lengre tid på grunn av det økte 

antallet hydrogenbindinger som må brytes for å skape et enkeltrådet DNA-molekyl (19). 

Videre vil valg av DNA-polymerase være avgjørende for PCR-resultatet. DNA-polymeraser 

har ulike egenskaper som påvirker deres evne til å syntetisere DNA. Derfor er det viktig å 

benytte DNA-polymeraser optimalisert for syntetisering av lange sekvenser. Eksempelvis kan 
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det tilsettes et «proof reading»-enzym sammen med DNA-polymerasen som korrekturleser 

den syntetiserte DNA-tråden. Disse enzymene har høy presisjon og nøyaktighet under DNA-

syntesen, noe som reduserer risikoen for introduksjon av feil under amplifiseringen av lange 

DNA-fragmenter (20). 

 

1.4 Nested PCR  

Nested PCR blir brukt for å sikre et mer spesifikt PCR-produkt, samt å få kopiert en større 

mengde produkt fra ønsket område på målgenet. Metoden innebærer å først utføre en 

konvensjonell PCR med DNA som templat. Deretter gjennomføres det en sekundær PCR 

med et annet sett primere, hvor man bruker produktet fra den første PCR-reaksjonen som 

templat (21). Det blir altså brukt et dobbelt sett med primere som binder seg ulike steder på 

målgenet. Dette vil minimere sjansen for uspesifikt PCR-produkt slik at man får økt 

spesifisitet. Videre vil bruk av to sett primere tillate et høyere antall sykluser å bli utført, og 

dermed øker sensitiviteten til PCR siden templat-DNA vil amplifiseres i to runder (22). 

Metoden brukes dersom det er små mengder mål-DNA i prøven, eller dersom man vil unngå 

uspesifikk amplifisering av DNA-sekvenser som kan ligne på mål-DNA (22,23). 

 

1.5 Sangersekvensering 

For å kunne si noe om nukleotidsammensetningen til et gen er man avhengig av å foreta en 

sekvensering. Sangersekvensering, eller dideoxysekvensering, benytter seg av 

kjedeterminerende nukleotider (7). Fordelen med sangersekvensering, sammenlignet med 

andre sekvenseringsmetoder, er at man kan lese av lengre sekvenser med større nøyaktighet 

(14). Metoden er derimot mer tidskrevende og brukes i dag ofte for å korrigere for svakheter 

ved NGS-sekvensering, for eksempel i sekvenser med mange repeterende baser (13).  

Sangersekvensering starter med at spesifikke sekvenseringsprimere fester seg på angitt 

område på enkelttrådet DNA i prøven. Dette gir oss grunnlaget for sekvenseringsstart. Videre 

vil det tilsettes DNA-polymerase og et overskudd av ordinære deoxynukleotider (dNTP) og 

modifiserte, kjedeterminerende dideoxynukleotider (ddNTP) som mangler 3’-

hydroksylgruppen. Når ddNTP inkorporeres i DNA-tråden får man en blokkering som 

hindrer videre tråddannelse. DNA-polymerasen henter inn nukleotider og det er tilfeldig om 

det blir et deoxynukleotid eller et dideoxynukleotid. Til slutt får man en samling av ulike 
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kopier som termineres i hver posisjon i den opprinnelige DNA-sekvensen. Hver enkelt av de 

modifiserte nukleotidene har påkoblet et fluorescerende molekyl som samsvarer med hver av 

de fire basene, illustrert i figur 3. De fluorescerende molekylene emitterer lys på forskjellig 

bølgelengde, slik at det er mulig å skille basene fra hverandre (7). 

 

Figur 3: ddNTP er kjedeterminerende og inkorporeres tilfeldig under polymeriseringen. Hver ddNTP har påkoblet et 

fluorescerende molekyl som avgir farge og gir informasjon om nukleotidsammensetningen i DNA (24). 

 

1.5.1 Kapillærelektroforese 

I kombinasjon med sangersekvensering er det vanlig å bruke kapillærelektroforese for å 

separere og detektere resultatet fra sekvenseringen. Ved å bruke kapillærelektroforese har 

man muligheten til å påføre høyere spenning sammenlignet med gelelektroforese. Dette 

resulterer i raskere seperasjon og høyere gjennomstrømming. Kapillæren er typisk laget av 

silica og kledd med polyamid (25). Endene på kapillæren plasseres i en anode- og en 

katodebuffer og når det blir påsatt spenning vil de negativt ladede DNA-fragmentene i prøven 

migrere mot anoden. DNA-fragmentene separeres basert på størrelse, hvor migrasjonstiden er 

lineær med fragmentets størrelse (13). Det betyr at kortere fragmenter vil passere gjennom 

kapillæren raskere enn lengre fragmenter. Prosessen er illustrert i figur 4. 
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Figur 4: Skjematisk fremstilling av kapillærelektroforese som illustrerer hvordan DNA-fragmentene vandrer mot anoden når 

det blir påsatt spenning. Fragmentene bestråles så med laser og detekteres, og resultatene bearbeides i et bioinformatisk 

verktøy slik at de kan brukes til videre tolkning (25).  

Når fragmentene, merket med fluorescerende molekyl, beveger seg gjennom kapillæren vil 

de passere et vindu hvor DNA-fragmentene bestråles med laser. Det emitterte lyset spres og 

detekteres av et kamera som også registrerer tiden det tar for DNA-fragmentene å migrere 

gjennom kapillæren. Hvert fragment er av ulik lengde og ettersom hver base har en 

fluorescensmerking som eksiterer lys med ulik bølgelengde, får man et resultat som 

representerer baserekkefølgen i det aktuelle genet (26). Rådata sendes videre til et 

bioinformatisk verktøy og presenteres som topper i et elektroferogram som kan brukes til 

videre analysering (figur 5). 

 

Figur 5: Eksempel på elektroferogram hvor hver topp angir en base. De ulike fargene representerer hver sin base slik at man 

får en visuell fremvisning av baserekkefølgen i et gen (26). 
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1.6 Problemstilling 

Ved Avdeling for medisinsk genetikk (AMG) ved St. Olavs hospital i Trondheim gjøres 

eksomsekvensering og bioinformatisk filtrering av gener assosiert med øyesykdommer når 

pasienten er affisert med synsproblemer. Når det gjelder diagnostisering av RP er det 

særskilte utfordringer knyttet til deteksjon av patogene varianter i RPGR-genet med NGS, 

grunnet repeterende AG-sekvenser i ekson 15. NGS dekker rett og slett ikke opp den 

repetitive delen av genet. Å få fullstendig dekning av RPGRORF15 er spesielt viktig ettersom 

mange av de patogene variantene finnes der og i dag har AMG ingen fungerende metode for 

dette. Denne oppgaven har derfor til hensikt å etablere en ny analysemetode, som vil gi 

nøyaktig identifisering av patogene varianter i ORF15, med sikte på å forbedre 

diagnostiseringen og oppfølgingen av individer med X-bundet RP. 

Sangersekvensering kan brukes for å gi større dekning av ORF15. For å få etablert en metode 

for sekvensering av RPGRORF15 i klinikken vil vi ta utgangspunkt i artikkelen til Li et al. (2), 

som beskriver LR PCR, Nested PCR og sangersekvensering av RPGRORF15. 
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2. Materiale og metode 

2.1 Prøvemateriale 

For utarbeiding og optimalisering av metoden ble det brukt DNA fra blodgivere 

(blodbankkontroller). En oversikt over prøvene er vist i tabell 1. Hver prøve ble fortynnet til 

20 ng/µL og er i utgangspunktet å anse som normalkontroller. De har tidligere ikke vært 

undersøkt for RPGR-genet ved AMG. RPGR-genet er lokalisert på X-kromosomet og det ble 

derfor prioritert å benytte prøver fra menn for å utarbeide metoden, da de er forventet å gi 

mest håndterlig sekvenseringsdata (siden de kun har én kopi av genet).  

Videre ble det tilsendt en positiv kontroll fra Avdeling for medisinsk genetikk ved Haukeland 

sykehus, som har etablert tilsvarende metode for sekvensering av RPGRORF15. Ved MGM ble 

det detektert to ulike genvarianter i RPGRORF15, hvorav den ene varianten var en patogen 

delesjon som gir leserammeskift, c.2426_2427del. Den andre varianten var en normalvariant, 

c.2389_2409del som ikke gir leserammeskift. Den positive kontrollen er en viktig del av 

metodeetableringen for å kunne teste metodens spesifisitet, spesielt siden variantene i denne 

kontrollen ligger i området som ikke dekkes med NGS-metodikk (fra c.2400 til c.2950) (2). 

Referansesekvensen som ble brukt til sammenligning er NM_001034853.2. 

Tabell 1: Oversikt over blodbankkontrollene og kjønn. 

Blodbankkontroller Kjønn 

BB1 Mann 

BB2 Mann 

BB3 Mann 

BB4 Mann 

BB5 Mann 

BB6 Mann 

BB7 Mann 

BB8 Mann 

BB9 Mann 

BB10 Mann 

BB11 Kvinne 

BB12 Kvinne 

BB13 Kvinne 
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2.2 Valg av primere 

Primerne benyttet i denne bacheloroppgaven er oligonukleotider som blir syntetisert hos 

Eurogentec på bestilling. De ankommer laboratoriet som tørrstoff og løses rutinemessig til 

100 µM med vann (stockløsning). Deretter fortynnes de til 10 µM med vann til bruksløsning. 

Primere for LR PCR og Nested PCR ble hentet fra artikkelen til Li et al. (2). Tabell 2 viser 

sekvensen og størrelsen på PCR-produktet ved bruk av LR PCR og Nested PCR. 

Tabell 2: PCR-primere benyttet til LR og Nested PCR. 

Primer Primersekvens Størrelse på 

PCR-produkt  

(type PCR) 

RPGR-E15Flr 5´ -AGCCAGACAGTTACATGGAAGGTGCAA- 3’ 2100 bp (LR-PCR) 

RPGR-E15Rlr 5’ -TGTCTTTGGCTCCTTAACACAGCTGCA- 3’ 

RPGR-E15-2Flr 5’ -AGGCAAGGCAAAATCAGTGG -3’ 1386 bp (Nested PCR) 

RPGR-E15-2Rlr 5’ -TGTTTGCCATATTTCACAGATCCT- 3’ 

 

Figur 6 viser hvor primerne binder seg på RPGR-genet. RPGR-E15Flr binder seg i intron og 

RPGR-E15Rlr binder seg i 3’UTR. Primer RPGR-E15Rlr ligger i 3’UTR i posisjon *160, det 

vil si 160 baser etter stoppkodon i ekson 15. 

 

Figur 6: Oversikt over hvor de ulike primerne binder seg på RPGR-genet. Illustrasjon laget i Goodnotes. 

I likhet med PCR-primerne, er også sekvenseringsprimerne hentet fra artikkelen til Li et al. 

(2). Det ble brukt fem sense-primere (forward-primere) og seks antisense-primere (revers-

primere) for å sekvensere RPGR ekson 15. I tillegg til sekvenseringsprimerne fra artikkelen, 
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ble det besluttet å bruke RPGR-E15Flr fra LR PCR som en supplerende sekvenseringsprimer 

ettersom det er gunstig med flere primere som dekker samme område av sekvensen. RPGR-

E15Rlr fra LR PCR ble også utprøvd som sekvenseringsprimer. Det er ekstra viktig å ha 

primere med tilstrekkelig dekning i området fra ca. c.2400 til c.2950, hvor man ikke har 

dekning med NGS (2). Primere brukt til sekvensering, med tilhørende primersekvens og 

bindingssete på RPGR ekson 15, er presentert i tabell 3. 

Tabell 3: Primere brukt til sekvensering med tilhørende primersekvens og posisjon for bindingssete på RPGR ekson 15. 

Primer Primersekvens Posisjon 

(RPGR ekson 15) 

RPGR-E15Flr 5´ -AGCCAGACAGTTACATGGAAGGTGCAA- 3’ c.1754-234 

RPGR-E15SF1 5’ - AGGCAAGGCAAAATCAGTGG - 3’ c.1933 

RPGR- E15SF2 5’ – GTAGAGGAGAAATGGAGAGG – 3’ c.2064 

RPGR- E15SF3 5’ - AAGGAGAAGGGGAAGGGGAGGAT - 3’ c.2829 

RPGR- E15SF4 5’ - AAGGCAGGATGGAGAGGAGT - 3’ c.3253 

RPGR- E15SR1 5’ - TCCTTCCTCCTCTTCCCCCTCCCA - 3’ c.2863 

RPGR- E15SR2 5’ – CTCTCCTTCCTCCTTTTCAC - 3’ c.2303 

RPGR- E15SR3 5’ – CCTTCCTCCTCTTCCCCCTCA - 3’ c.2499 

RPGR- E15SR4 5’ - GCCCGTTATATGCAAGGC - 3’ c.46* 

RPGR- E15SR5 5’ – TGTTTGCCATATTTCACAGATCCT -3’  c.3276 

RPGR-E15Rlr 5’ -TGTCTTTGGCTCCTTAACACAGCTGCA- 3’ c.160* 

 

Sekvenseringsprimerne og hvor de binder seg er illustrert i figur 7. RPGR-E15SR4 binder seg 

i 3’UTR (c.*46), mens resten av primerne binder seg i ekson 15.  

 

Figur 7: Oversikt over hvor sekvenseringsprimere binder seg på RPGR-genet. Illustrasjon laget i Goodnotes.  
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2.3 Long-range PCR 

Første steg i sekvenseringsprosessen er amplifisering av RPGR ekson 15 ved bruk av LR 

PCR. For å undersøke om de valgte betingelsene for LR PCR-programmet var gunstige ble 

det analysert to blodbankkontroller (BB), før flere prøver ble analysert. I oppsettene ble det 

inkludert en kontaminasjonskontroll, Non Template Control (NTC), bestående av kun 

reagenser (uten DNA). 

Betingelsene for PCR-programmet ble basert på artikkelen til Li et. al (2). De valgte 

konsentrasjonene og volumene til de ulike komponentene i mastermiksen ble bestemt på 

bakgrunn av reagensvedlegget fra produsenten av polymerasen (TaKaRa) (vedlegg 1), som 

vist i tabell 4. DNA-polymerasen er en Taq Polymerase med korrekturlesing som minimerer 

sannsynligheten for feil-innsatte baser under amplifikasjonen (27).  

Tabell 4: Oversikt over alle reagenser som ble brukt til LR PCR.  

Reagens Bruksløsning Sluttkonsentrasjon Volum pr. prøve (µL) 

dH2O   12,75 

dNTP Mix  2,5 mM 400 µM 4,00 

10X LA PCR Buffer ll (Mg2+ plus) 10X 1X 2,50 

RPGR-E15Flr (Sense) 10 µM 0,6 µM 1,50 

RPGR-E15Rlr (Antisense) 10 µM 0,6 µM 1,50 

DNA polymerase LA Taq HS 5 U/µL 0,5 U 0,25 

Volum til fordeling 
  

22.50 

Templat DNA 20 ng/µL 
  

2.50 

Totalvolum (µL) 
  

25 

 

Tabell 5 viser hvilke betingelser som ble valgt ved utføring av LR PCR. I enkelte situasjoner 

kan det være gunstig å bruke en totrinns-PCR, fremfor en tretrinns-PCR. Hvis smeltepunktet 

(Tm) til primer nærmer seg polymeriseringstemperaturen på 72 C° anbefales det å vurdere en 

totrinnsreaksjon. En totrinnsreaksjon inkluderer ett denatureringstrinn og ett trinn som 

kombinerer hybridisering og polymerisering. Dette innebærer at selve hybridiseringen og 

polymeriseringen skjer på samme temperatur (28). 

  



Side 13 av 78 

 

Tabell 5: PCR-program for LR PCR på 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems). 

PCR-trinn Temperatur (°C) Tid  Antall sykluser 

Denaturering 95 15 min  

Denaturering 95 45 sek 35 

Hybridisering 72 3 min og 30 sek 

Polymerisering 72 15 min  

Etterreaksjonsperiode 4 ∞  

 

 

2.4 Nested PCR 

Basert på artikkelen til Li et al. (2) ble det utført Nested PCR for å sikre en rikelig mengde av 

RPGRORF15 til videre sekvensering. Dette PCR-trinnet ble antatt å være nødvendig grunnet de 

repeterende AG-sekvensene i ORF15. Produktet fra LR PCR på 2100 bp ble brukt som 

templat i Nested PCR. Det ble testet ulike fortynninger av LR PCR-produkt for å undersøke 

hvilken effekt de ulike fortynningene av LR-PCR-produkt ville ha på Nested PCR-produktets 

spesifisitet. Det ble besluttet å bruke en fortynning på 1:100 som var antatt å være optimal 

mengde templat. Fortynning ble laget ved å tilsette 2 µL LR PCR-produkt og 198 µL sterilt 

vann til et eppendorf-rør. Mastermiksen som ble brukt til Nested PCR inneholder de samme 

reagensene og mengdene som ved LR PCR, vist i tabell 4. Primerne som ble benyttet var 

RPGR-E15-2Flr og RPGR-E15-2Rlr. 

Etter optimalisering ble det utarbeidet et endelig Nested PCR-program brukt til å amplifisere 

ORF15 (1386 bp), presentert i tabell 6. Betingelsene for dette PCR-programmet ble basert på 

anbefalingene til produsenten av PCR-polymerasen (28). 

Tabell 6: PCR-program for Nested PCR på 2720 Thermal Cycler. 

PCR-trinn Temperatur (°C) Tid  Antall sykluser 

Denaturering 95 1 min  

Denaturering 95 45 sek 35 

Hybridisering 64 30 sek 

Polymerisering 72 2 min og 30 sek 

Polymerisering 72 10 min  

Etterreaksjonsperiode 4 ∞  
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2.4.1 Optimalisering av Nested PCR 

For å finne ut hvilke betingelser som var mest gunstige for Nested PCR ble det utført flere 

optimaliseringstrinn for å oppnå ønskelig resultat. Det ble først brukt et totrinns-PCR-

program tilsvarende programmet oppgitt i artikkelen til Li et al. (2), før tretrinns-PCR ble 

utprøvd. Det ble videre undersøkt om det var mulig å oppnå bedre resultater med en alternativ 

DNA-polymerase, Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). Platinum Taq 

er utviklet spesielt med hensyn på utfordrende sekvenser som krever en DNA-polymerase 

med høyere nøyaktighet. Optimaliseringstrinn gjort på PCR-programmet er presentert i tabell 

7. 

Tabell 7: Oversikt over ulike betingelser i PCR-programmet som ble forsøkt optimalisert. 

Utprøvde betingelser i PCR-programmet 

Hybridiseringstemperatur 

60 °C 

62 °C 

64 °C 

Hybridiseringstid 
30 sekunder 

40 sekunder 

Antall sykluser 

15 sykluser 

25 sykluser 

35 sykluser 

 

En klassisk Nested PCR benytter PCR-produkt som templat, men under optimaliseringen av 

Nested PCR ble også primerparet RPGR-E152Flr og RPGR-E152Rlr testet direkte på DNA 

isolert fra prøvene. Det var ønskelig å undersøke om primerparet kunne klare å binde seg på 

rett plass når dette DNA-et ble benyttet som templat. I tillegg var det interessant å undersøke 

om utfordringene med Nested PCR skyldtes LR PCR-produkt som templat eller selve 

primerparet. 

 

2.5 Gelelektroforese 

Gelelektroforese benyttes for å undersøke PCR-produktets lengde, kvalitet og relativ mengde. 

De ulike DNA-fragmentene migrerer med ulik hastighet gjennom den porøse gelen og 

separeres basert på størrelse (7). For å visualisere resultatene fra LR PCR og Nested PCR ble 

det utført gelelektroforese på 1% E-gel EX agarose gel with SYBR Gold ll (Invitrogen). Det 
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ble tilsatt fortynnet størrelsesmarkør, DNA Molecular Weight Marker VII (Roche) (vedlegg 

4), med totalvolum på 20 ul. Størrelsesmarkøren ble brukt til å bestemme omtrentlig størrelse 

på PCR-produktene, det vil si hvor mange basepar de består av. Til slutt ble de resterende 

brønnene tilsatt 15 µL sterilt vann og 5 µL PCR-produkt. E-gel iBase Power System 

(Invitrogen) er strømkilden som ble benyttet til elektroforese av gelen. For å oppnå best 

mulig seperasjon av PCR-produktene og størrelsesmarkøren foregikk gelelektroforesen i 

omtrent 30 minutter. Videre ble resultatene fra gelelektroforesen synliggjort med UV-lys fra 

GeneFlash gel doc (Syngene). PCR-produktenes størrelse ble sammenlignet med 

størrelsesmarkøren for å forsikre at rett produkt ble amplifisert.  

 

2.6 Sangersekvensering 

2.6.1 Rensing av PCR-templat for sekvensering 

Før sekvensering er det viktig å rense PCR-produktet for å hindre at ubrukte reagenser fra LR 

PCR blir med videre. Rensetrinnet ble utført ved å tilsette et reagens, A’SAP PCR Cleanup 

Kit (ArcticZymes), som renser PCR-produktet enzymatisk ved å fjerne overflødig primere og 

nukleotider (29).  Reagenset består av to ulike enzymer; Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) 

og eksonuklease I. SAP defosforylerer overflødige nukleotider og eksonuklease I degraderer 

overflødige primere (30).  Det ble tilsatt A’SAP til PCR-produktet i et 1:2,5 forhold. Det vil si 

at for 2,5 µL PCR-produkt, ble det tilsatt 1 µL ufortynnet A’SAP. PCR-produktet med tilsatt 

A’SAP ble deretter satt på PCR-maskinen (2720 Thermal Cycler) for inkubering. 

Betingelsene er presentert i tabell 8. 

Tabell 8: PCR-program for rensing av PCR-produkt med A’SAP og hensikten med de ulike betingelsene. 

Betingelser Hensikt 

37 °C i 15 min Nedbrytning av overflødig primer (eksonuklease I) og dNTP (SAP) 

80 °C i 1 min Inaktivering av enzymene (A’SAP) 

4 °C Nedkjøling 

 

 

2.6.2 Sekvenserings-PCR 

Etter rensing må produktet amplifiseres i en sekvenserings-PCR. Stockløsningene av sense- 

og antisense-primerne (Eurogentec) ble fortynnet til 10 µM (bruksløsning), med unntak av 
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RPGR-E15SR1 som ble satt opp rett fra stockløsningen på 100 µM. Mastermiks ble tillaget 

for hver primer, det vil si fem sense-primere og seks antisense-primere (figur 7). Det ble 

brukt BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) som 

sekvenseringsreagens. Kitet består av to ulike reagens, en bufferløsning (BigDye Terminator 

v3.1 5X Sequencing Buffer) og et sekvenseringsreagens bestående av DNA-polymerase, 

dNTP, fluorescensmerkede ddNTP og 2,5X Sequencing Buffer (BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Ready Reaction mix). I tillegg ble Betain Enhancher Solution (VWR 

Chemicals) brukt som en sekvenseringsenhancer. En enhancer er en kjemisk forbindelse som 

har som hensikt å øke metodens spesifisitet, sensitivitet og effektivitet. En oversikt over 

volum av de ulike reagensene er presentert i tabell 9. 

Betain virker ved å destabilisere GC-rike områder i DNA ved å binde seg til AT-rike basepar. 

Betain bidrar til å øke effektiviteten av DNA-polymerasen, samt hjelpe den til å redusere 

"pauser" i polymerisering. Disse pausene forårsakes av dannelsen av sekundære strukturer 

som kan få DNA-polymerasen til å skille seg fra DNA-tråden. Betain endrer Tm til DNA, 

slik at denatureringstemperaturen kan reduseres 1-5 °C. Tm til primerbindingene vil også 

effektivt reduseres av betain. Betain vil generelt sett gjøre det lettere å kunne velge de 

betingelsene i PCR-programmet som vil føre til at det amplifiserte PCR-produktet blir 

spesifikt og rikelig i mengde (vedlegg 2). 

Tabell 9: Oversikt over alle reagenser som ble brukt til sangersekvenserings-PCR.  

Reagens Volum per prøve (µL) 

dH2O 1,8 

Betain 2,0 

5x Buffer 2,0 

Sekvenseringsmiks 1,0 

Primer 0,2* 

Volum miks 7,0 

*Unntak: 4 uL av RPGR-E15SR1. dH20 og 5x buffer ble sløyfet for å beholde riktig 

totalvolum.  

Det ble tilsatt 7 µL av mastermiks i en 96-brønners mikroplate. Deretter ble det tilsatt 3 µL 

renset LR PCR-produkt i hver brønn slik at totalvolum i hver brønn var 10 µL. Mikroplaten 

ble satt på 2720 Thermal Cycler. 

Det ble gjennomført flere ulike optimaliseringstrinn for å forbedre resultatene på enkelte 

primere. For sekvenserings-PCR-programmet ble det først brukt en hybridiseringstemperatur 
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på 54°C, som er standard prosedyre ved Avdeling for Medisinsk genetikk ved St. Olavs 

hospital. Ved hjelp av Oligo Primer Analysis Software ble smeltepunktet for hver primer 

undersøkt. På grunn av at flere sekvenseringsprimere ikke fungerte optimalt ved standard 

betingelser, i tillegg til å ha en relativt høy Tm (over 60 °C) (vedlegg 3) ble det bestemt å 

bruke en hybridiseringstemperatur på 58 °C. For primeren RPGR-E15SF3 ble det utført 

ytterligere optimaliseringstrinn. Det ble forsøkt å øke denatureringstiden i kombinasjon med å 

øke hybridiseringstemperaturen til 59 °C. Økt denatureringstid ble valgt på bakgrunn av at 

templatet er GC-rikt og man har derfor flere hydrogenbindinger som må brytes for å få 

fullstendig denaturering av DNA-trådene (vedlegg 2). Hypotesen var at 10 sekunder ikke var 

nok til å bryte alle hydrogenbindingene, slik at primeren ikke hadde mulighet til å feste seg i 

bindingssetet. Denatureringstiden ble derfor økt til 15 sekunder. Økt hybridiseringstemperatur 

ble forsøkt fordi primer RPGR-E15SF3 har et smeltepunkt på ca. 66 °C og trenger høyere 

temperatur enn 58 °C for å binde seg spesifikt.  

PCR-betingelser som ble brukt ved sangersekvenserings-PCR er presentert i tabell 10. Det 

ble tatt utgangspunkt i standardprogrammet for sekvenserings-PCR ved AMG, men med en 

høyere hybridiseringstemperatur på grunn av primernes smeltepunkt. 

Tabell 10: Betingelser brukt ved sangersekvenserings-PCR på 2720 Thermal Cycler.. 

PCR-trinn Temperatur (°C) Tid  Antall sykluser 

Denaturering 96 1 min  

Denaturering 96 10 sek 26 

Hybridisering 58 5 sek 

Polymerisering 60 4 min 

Etterreaksjonsperiode 4 ∞  

 

  

2.6.3 Rensing av sekvenseringsprodukt 

Etter sangersekvenserings-PCR er det nødvendig med et rensesteg som fjerner rester av 

overflødig ddNTP. Dette minimerer risiko for uønsket fluorescens under 

kapillærelektroforesen, og forhindrer dermed støy. Sekvenseringsproduktet ble renset ved 

bruk av BigDye XTerminator Purification Kit (Applied biosystems). Kitet består av to ulike 

resinkuler; BigDye Xterminator Solution og SAM Solution. BigDye XTerminator Solution 

består av kuler som binder opp ddNTP, samt salter og ladede molekyler. SAM Solution 
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stabiliserer det rensede produktet og forsterker virkningen til BigDye XTerminator Solution 

(31). Ved sentrifugering vil kulene legge seg i bunnen og supernatanten vil dermed være fri 

for ddNTP, salter og ladede molekyler som kan forstyrre under kapillærelektroforesen. 55 µL 

XTerminator bruksløsning (10 µL Big Dye Xterminator Solution og 45 µL SAM solution) ble 

alikvotert til hver brønn i mikroplaten (totalt 65 µL). Mikroplaten ble ristet i 30 minutter ved 

2000 rpm og deretter sentrifugert ved 1000 g i 2 minutter. Til slutt ble prøvene lastet på 

instrumentet ABI3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems). ABI3730 er et automatisert 

instrument for kapillærelektroforese, og brukes for å separere og detektere DNA-sekvensene i 

prøvene. 

 

2.7 Resultatbehandling 

2.7.1 Sequence Scanner 2 

Resultatene fra ABI370 ble overført til programvaren Sequence Scanner 2 (Applied 

Biosystems). Sequence Scanner 2 er en proguamvare som kan fremstille kvalitet og intensitet 

på sekvenseringsdata i ulike rapporter. Første steg i resultatbehandlingen var å vurdere 

sekvenseringsresultatene i Sequence Scanner 2. “Plate Report” gir et oversiktsbilde av rådata 

fra sekvenseringen hvor man kan vurdere elektroferogrammene visuelt, samt bedømme 

sammenhengende leselengde (Continuous Read Length, CRL) som et direkte mål på 

kvaliteten på sekvenseringsdata. I “Quality Control Report” kan man hente 

kvalitetsparametere om gjennomsnittlig signalstyrke for hver enkelt base, oppgitt i 

signalintensitet (Relative Fluorescent Units, RFU). Sequence scanner 2 gjorde det lett å 

vurdere datakvaliteten, samt å oppdage trender i sekvenseringsdataen og eventuelle prøver 

som feilet (32). 

 

2.7.2 Sequence Pilot 

Sekvenseringsdataen ble vurdert i Sequence Pilot etter å ha kvalitetssjekket den i Sequence 

Scanner 2. I Sequence Pilot ble prøvenes sekvenser sammenlignet med referansesekvensen 

slik at avvik, fra det som anses som normalsekvensen, kunne detekteres. Programmet er altså 

spesielt nyttig å bruke for å avdekke sekvensvarianter i DNA. I tillegg kan man vurdere 

dekningsgraden av prøvesekvensene siden de aligner seg mot referansesekvensen. Det er 

mulig å se på hvordan de ulike sekvensene overlapper hverandre, slik at det blir en 

sammenhengende sekvens som kan avleses i sin helhet. Den positive kontrollen ble undersøkt 
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for oppgitte delesjoner for å kunne gi en konklusjon om sekvenseringsbetingelsene var av 

god nok kvalitet. Vurdering av signalintensitet og bakgrunnsstøy inngikk i 

kvalitetsvurderingen av sekvenseringsdataen. Kvaliteten er god dersom det er tydelige skiller 

mellom hvert nukleotid (33). 

I Sequence Pilot ble sekvensene fra prøvene redigert. På begynnelsen og enden av hver 

sekvens er det som regel et uleselig område på omtrent 30 bp. Dette skyldes at DNA-

polymerasen bruker tid på å stabilisere seg etter at den har festet seg til hver primer, og mot 

slutten av sekvensen vil DNA-polymerasen brukes opp. Dette gir uleselige sekvenser. Disse 

områdene ble derfor klippet bort for å få et mer oversiktlig bilde av den reelle dekningen av 

ekson 15 med de valgte sekvenseringsprimerne. I tillegg var det behov for manuell redigering 

på enkelte områder i sekvensene hvor bakgrunnsstøyen var av betydelig signifikans (33). 
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3. Resultater 

Målet med denne oppgaven var å etablere en metode for sekvensering av RPGR ekson 15, 

som kan gi nøyaktig identifikasjon av patogene varianter i ORF15. Denne regionen er 

utfordrende å sekvensere med NGS, ettersom regionen har høyt innhold av repeterte baser av 

typen adenin og guanin (98% i en del av ORF15) (2). Det er derfor ønskelig å bruke 

sangersekvensering som en supplerende sekvenseringsmetode.  

Under utarbeiding av sangersekvenseringsmetoden ble metodene for LR PCR og Nested PCR 

forsøkt optimalisert. PCR-produktene fra arbeidet med disse metodene ble visualisert med 

gelelektroforese. Etter sekvensering ble sekvensene fra LR PCR-produktene vurdert i 

Sequence Scanner 2 og Sequence Pilot. For å kontrollere metodens spesifisitet ble det 

benyttet en positiv kontroll med kjente varianter.  

 

3.1 Long-range PCR 

Gelelektroforese ble utført etter LR PCR for å undersøke om ønsket produkt var blitt 

amplifisert, og om det var spesifikt (i rett størrelse, og ingen uspesifikke bånd til stede). Figur 

8 viser resultatene fra en representativ gelelektroforese hvor PCR-produktene er amplifisert 

med LR PCR, resterende resultater fra LR PCR er dokumentert i vedlegg 5. Primerparet brukt 

i analysen er RPGR-E15Flr og RPGR-E15Rlr. 

 

Figur 8: Gelelektroforese med PCR-produkter fra LR PCR. På bildet av gelen inneholder brønn M og 4 størrelsesmarkør VII 

(vedlegg 4). Brønn 1 er tilsatt LR PCR-produkt fra BB13 og brønn 2 er tilsatt LR PCR-produkt fra BB12. Brønn 3 

inneholder NTC. Elektroforesen ble utført på 1% E-gel EX agarosegel med SYBR Green i 25 minutter.   

Ønsket PCR-produkt fra LR PCR er på 2100 bp når man bruker primerparet RPGR-E15Flr og 

RPGR-E15Rlr. Ved å sammenligne med størrelsesmarkøren ser man at de amplifiserte 
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produktene i brønn 1 og 2 legger seg mellom DNA-fragmentene med lengde 2799 bp og 

1953 bp. Dette indikerer at ønsket PCR-produkt på 2100 bp har blitt amplifisert. Det er ingen 

tegn til uspesifikke PCR-produkt, noe som er viktig for å få produsert gode resultater ved 

sangersekvensering. Den negative kontrollen i brønn 3 viser ingen tegn til kontaminasjon av 

reagensene. 

 

3.2 Nested PCR 

Nested PCR-produktene ble visualisert på gel med gelelektroforese i likhet med LR PCR-

produktene som er beskrevet i kapittel 3.1. I tillegg ble isolert DNA fra blodbankkontrollene 

benyttet som templat med primerparet RPGR-E15-2Flr og RPGR-E15-2Rlr som en 

kvalitetskontroll for PCR-betingelsene og primerparet i Nested PCR (kapittel 2.4.1).  

Resultatene fra gelelektroforesen i vedlegg 6 (figur 26) viser at primerne og PCR-

betingelsene fungerte optimalt når isolert DNA fra blodbankkontrollene ble benyttet som 

templat. PCR-produktene ble mer spesifikke og av høyere konsentrasjon sammenlignet med 

når fortynnet LR PCR ble brukt som templat. For å få god kvalitet på sekvenseringsdataen 

egner det seg ikke å sekvensere fra uspesifikke PCR-produkt.  

I vedlegg 6 er Nested PCR-produktene fra flere optimaliseringstrinn visualisert med 

gelelektroforese. Under optimalisering av Nested PCR ble det testet ulike fortynninger, hvor 

man fant ut at den optimale fortynningen var 1:100 (figur 26). Nested PCR med fortynning 

1:100 ble forsøkt reprodusert (figur 27), men istedenfor å gi det ønskelige produktet på 1386 

bp, ble det amplifisert et produkt med en størrelse nært opptil LR PCR-produktet. Det har 

altså blitt amplifisert en overvekt av feil PCR-produkt. Dette skyldes mest sannsynlig carry-

over fra LR-PCR, enten av selve LR PCR-produktet eller ubrukte reagenser (inkl. primere). 

Resultatene fra gelelektroforesen i vedlegg 6 (figur 27) viser at Nested PCR-metoden ikke er 

reproduserbar. I tillegg er Nested-PCR-produktene preget av flere uspesifikke bånd med stor 

variasjon i størrelse, noe som er ugunstig for videre sekvensering. På grunn av at Nested PCR 

har vist seg å være vanskelig å reprodusere, ble det bestemt å forkaste Nested PCR som 

mellomtrinn i metoden og ikke bruke ytterligere ressurser på optimalisering. 
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3.3 Sekvenseringsresultater 

3.3.1 Sequence Scanner 2 

Et representativt utvalg av rådata fra sekvenseringen av fem blodbankkontroller (BB) kan 

observeres i figur 9A. De resterende resultatene fra sekvenseringen av positiv kontroll og 

blodbankkontrollene er dokumentert i vedlegg 7 og 8. BB1-BB7 er prøver fra menn, og BB11 

er en kvinnelig prøve. All sekvensering ble foretatt på prøver amplifisert direkte med LR 

PCR (RPGR-E15Flr og RPGR-E15Rlr), da det viste seg å gi tilfredsstillende 

sekvenseringsresultater.  

Ved å vurdere sammenhengende leselengde (CRL) ser man at alle sense-primerne, bortsett fra 

RPGR-E15Flr, har gjennomgående lav leselengde. En ideell primer skal kunne lese opptil 5-

600 nukleotider, men RPGR-E15SF1, RPGR-E15SF2 og RPGR-E15SF3 ligger alle under 

500 nukleotider. I figur 9A ser man at CRL til RPGR-E15SF2 på prøve BB2 er så lav som 

109 nukleotider. Antisense-primerne har derimot akseptabel leselengde, hvor alle bortsett fra 

RPGR-E15SR5 ligger over 500 nukleotider. I vedlegg 8 kan man se at leselengden til RPGR-

E15SR1 varierer helt fra 165 til 647 nukleotider. Dette tilsier at primeren er svært ustabil. 

Ved sekvensering på ABI3730 er det ønskelig at gjennomsnittlig signalstyrke bør være 

minimum 200 RFU for hver primer (26). “Quality Control Report” i vedlegg 11 og 12 viser at 

det er variasjon i signalstyrken mellom primerne, spesielt RPGR-E15SR5 har gjennomgående 

lav signalstyrke. Sense-primerne har lav gjennomsnittlig signalstyrke, sammenlignet med 

antisense-primerne. 
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Figur 9A: Utskrift av rådata fra sekvensering med LR PCR-produkt (RPGR-E15Flr og RPGR-E15Rlr) hentet fra Sequence 

Scanner 2. Figuren viser resultater fra BB1, BB2, BB3, BB4 og BB5.  

 

 

Figur 9B: Et forstørret bilde fra rådataen i figur 9A fra en vilkårlig sekvenseringsprimer. Koordinatene øverst i hvert bilde 

refererer til posisjonen den enkelte sekvensen har på PCR-brettet. CRL for den enkelte sekvensen vises nederst til høyre i 

hvert bilde. 

 

3.3.2 Rådata med og uten betain 

For å teste funksjonen til Betain Enhancer Solution i sekvenseringsreaksjonen ble primer 

RPGR-E15SR5 testet med og uten betain i reaksjonen, hvor valg av primer var tilfeldig. 

Figur 10 viser at primeren RPGR-E15SR5 ikke ga sekvens uten tilsetning av betain. Prøven 

med tilsatt betain ga betydelig bedre resultater med akseptabel leselengde. 
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Figur 10: Rådata fra sekvensering av BB8 med og uten betain hentet fra Sequence Scanner 2. Rad til venstre viser RPGR-

E15SR5 uten betain, og rad til høyre viser RPGR-E15SR5 med betain. CRL lik 0 tyder på at ingen lesbare sekvenseringsdata 

er produsert. 

 

3.3.3 Sequence Pilot 

All sekvenseringsdata ble vurdert i Sequence Pilot, som ble brukt til å se hvordan sekvensene 

stemmer overens med referansesekvensen til RPGR-genet (NM_001034853.2). I dette 

kapittelet vil det bli presentert et representativt oversiktsbilde som viser dekningen av ekson 

15 med de ulike primerne. I tillegg vil utvalgte bilder fra sekvenseringen og detekterte 

varianter i blodbankkontrollene og i positiv kontroll bli presentert. Sekvenseringsdata fra 

BB1 gir et representativt bilde for sekvenseringen av alle blodbankkontrollene og positiv 

kontroll. Påfølgende figurer vil derfor være fra denne prøven. Resterende sekvenseringsdata 

er dokumentert i vedlegg 13-21. 

Oversiktsbildet fra sekvenseringen av BB1 er presentert i figur 11. Den grønne markeringen 

indikerer overensstemmelse mellom referansesekvensen og prøvesekvensen og den oransje 

markeringen viser området uten dekning av primere. Det oransje området, til høyre for den 

gule pilen på ekson 15, er 3’UTR. Siden denne delen av eksonet dekkes med NGS er det ikke 

nødvendig å ha dekning her med sangersekvenseringsprimere. Figuren viser at det er god 

overlapp mellom sense- og antisense-primerne i begynnelsen av ekson 15. Midtpartiet av 

eksonet dekkes derimot kun av antisense-primerne (RPGR-E15SR1, RPGR-E15SR5 og 

RPGR-E15SR4). Det er kun én primer (RPGR-E15SR1) som dekker ekson 15 fra omtrentlig 

posisjon c.2840 til c.2500 (ca. 340 bp). RPGR-E15SR5 dekker også et område alene, fra 

omtrentlig posisjon c.2960 til c.2840 (ca. 120 bp). I tillegg er leselengden til sense- og 

antisense-primerne verdt å merke seg. Figuren viser at antisense-primerne fungerer betydelig 

bedre med hensyn på leselengden.  
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Figur 11: Oversiktsbilde fra sekvenseringen av BB1 hentet fra Sequence Pilot. Figuren illustrerer hvor primerne binder seg 

på RPGR ekson 15, hvilken retning de har og hvor de dekker. 

Et utklipp fra sekvenseringsdataen til BB1 presenteres i figur 12. Sekvenseringsdataen er 

hentet fra området med overlappende sense- og antisense-primere. Figuren viser at primer 

RPGR-E15SR2 og RPGR-E15SF2 gir minimal bakgrunnsstøy og reproduserbare sekvenser. 

Primer RPGR-E15Flr og RPGR-E15SR3 har også dekning i dette område, men de gir ikke 

like stabile sekvenser. Dette skyldes at utklippet er tatt fra området hvor disse primerne 

nærmer seg slutten av sekvenseringen. Primerne vil altså gi renest sekvenser med sterkest 

signal i midtpartiet. Videre kan man observere at spesielt RPGR-E15SR3 har en del 

bakgrunnsstøy. 

 

Figur 12: Sekvenseringsdata til BB1 hentet fra Sequence Pilot. Området som vises dekker posisjon c.2060 til c.2084. Hver 

rad representerer en sekvenseringsprimer, hver topp representerer ett nukleotid, og A, T, C og G er representert med hver sin 

farge. 

Sekvenseringsprimer RPGR-E15SR1 gir betydelig bakgrunnsstøy, se figur 13. I den positive 

kontrollen er denne bakgrunnsstøyen mer markant enn i BB1, noe som igjen viser hvor 

ustabile sekvenser RPGR-E15SR1 gir. BB1 er redigert manuelt, mens den positive kontrollen 

er uredigert. Positiv kontroll vil derfor ha blå felt på prøvesekvensen og røde felt på 

referansesekvensen som indikerer uoverensstemmelse mellom referansesekvens og avlest 

sekvens. Under basene med “hake” på BB1 er det utført manuell redigering fordi signalene 
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ikke var enstydig. Primeren gir betydelig bakgrunnsstøy som kan gjøre punktmutasjoner 

vanskelig å bestemme. 

 

Figur 13: Sekvenseringsdata til BB1 og positiv kontroll hentet fra Sequence Pilot. Området dekkes kun av RPGR-E15SR1. 

I likhet med RPGR-E15SR1 gir også RPGR-E15SR5 og RPGR-E15SRlr betydelig 

bakgrunnsstøy. Vedlegg 14 (Figur 31) viser et utklipp fra sekvenseringen av BB1 med fokus 

på RPGR-E15SR5. Fra omtrentlig posisjon c.2850 gir primeren spesielt mye bakgrunnsstøy. 

Dette kan være problematisk ettersom den dekker ca. 120 bp alene (ca. c.2960 til c.2840). 

Vedlegg 14 (figur 32) viser resultatene fra sekvensering med RPGR-E15Rlr (BB1). Området 

hvor RPGR-E15Rlr gir sekvens blir overlappet av andre primere (RPGR-E15SR4 og RPGR-

E15SF4) som gir renere og mer pålitelig sekvenseringsdata. 

I den positive kontrollen ble det detektert en inframe delesjon, c. 2389_2409del. Denne kan 

observeres ut ifra sekvenseringsdataen i figur 14. Ettersom delesjonen består av 21 baser og 

er delelig med 3 vil den ikke føre til leserammeskift. Ut fra informasjonen i programvaren 

Alamut Visual Plus (v 1.9) og databasen Clinvar ble det med sikkerhet bestemt at varianten er 

benign. Dette samsvarer med oppgitt normalvariant beskrevet i kapittel 2.1. Delesjonen ligger 

i et område på eksonet som dekkes av primeren RPGR-E15SR3. 
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Figur 14: Sekvenseringsdata fra positiv kontroll som viser inframe delesjonen med posisjon c. 2389_2409del. 

I den positive kontrollen ble det også detektert en out-of-frame delesjon, c. 2426_2427del. 

Denne kan observeres ut ifra sekvenseringsdataen i figur 15. Ettersom delesjonen består av 

kun to baser vil den føre til leserammeskift. I Alamut og Clinvar ble varianten oppgitt som 

patogen. Delesjonen ligger i et område på eksonet som dekkes av primeren RPGR-E15SR3. 

 

Figur 15: Sekvenseringsdata fra positiv kontroll hentet fra Sequence Pilot som viser den patogene delesjonen med 

leserammeskift i posisjon c.2426_2427del. 

I prøve BB4 ble det detektert en inframe delesjon, c.3060_3071del, som kan observeres i 

figur 16. I Clinvar er varianten klassifisert som benign (34), og den har høy allelfrekvens i 

befolkningen (Alamut). Funnet er trolig en polymorfi, som er definert som genvarianter til 

stede i minst 1% av befolkningen og derfor sannsynligvis ikke patogene (7). Delesjonen 

ligger i et område på eksonet som dekkes av to primere; RPGR-E15SR4 og RPGR-E15SR5.  
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Figur 16: Sekvenseringsdata fra BB4 hentet fra Sequence Pilot som viser inframe delesjonen med posisjon c. 3060_3071del. 

 

3.3.4 Optimalisering av sekvenserings-PCR 

Resultatene fra optimaliseringen av sekvenserings-PCR er presentert i vedlegg 9. Utskrifter 

fra rådataen viser at primeren RPGR-E15SR5 har en betydelig lengre leselengde ved 

hybridiseringstemperatur på 58 °C. Primer RPGR-E15SF1 derimot gir lengre sekvens ved 

hybridiseringstemperatur på 54 °C. Det er minimal forskjell mellom sekvenseringskvaliteten 

til de resterende sekvenseringsprimerne i de to PCR-programmene.   

Resultatene fra forsøkt optimalisering av primeren RPGR-E15SF3 er dokumentert i vedlegg 

10. Ved å øke denatureringstiden ga RPGR-E15SF3 en kort sekvens på om lag 20 

nukleotider. Økt hybridiseringstemperatur, samt økt hybridiseringstemperatur i kombinasjon 

med økt denatureringstid ga ingen sekvens (CRL lik 0). Primer RPGR-E15SF3 måtte derfor 

forkastes, da den ikke ga resultater som bidro til å øke dekningen av RPGR ekson 15.  
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4. Diskusjon 

Hensikten med oppgaven er å etablere en ny analysemetode i diagnostikken ved AMG, som 

skal gi en nøyaktig identifisering av patogene varianter i RPGRORF15. Dette spesifikke 

området er svært utfordrende å sekvensere ettersom genet består av mange repeterende 

sekvenser, og i dag har AMG ingen fungerende metode for dette. Vi har lyktes med å 

sekvensere hele ekson 15, inkludert ORF15 og området uten dekning av NGS (ca. c.2400 til 

c.2950) (2), ved bruk av sangersekvensering. Det er derimot varierende kvalitet på 

sekvensene som er produsert. Behovet for å optimalisere enkelte primere er stort, og er 

avgjørende for å få benyttet metoden i klinikken.  

Metoden for LR PCR og Nested PCR er hentet fra artikkelen til Li et. al (2). Det ble gjort 

minimale endringer når LR PCR ble utprøvd ved AMG da metoden ga vellykket 

amplifisering av det ønskede PCR-produktet. Vi fant også at metoden er reproduserbar, siden 

resultatene viste det samme for de ulike blodbankkontrollene. Siden artikkelen til Li et al. ble 

brukt som utgangspunkt for etablering av metoden, var det ønskelig å teste Nested PCR for 

amplifisering av RPGRORF15. Denne PCR-metoden ble antatt å være nødvendig for å sikre 

stor nok mengde og spesifikt produkt av ORF15 til videre sekvensering. På grunn av dette ble 

det utført flere optimaliseringstrinn for å få etablert PCR-metoden, men den viste seg å ikke 

gi reproduserbare resultater. Det ble derfor bestemt å forkaste Nested PCR som mellomtrinn i 

metoden. Avgjørelsen underbygges av konklusjonen til MGM ved Haukelands 

universitetssykehus, som også har valgt å forkaste Nested PCR i sin metode. Det kan derimot 

ikke utelukkes at bruken av Nested PCR i metoden kunne gitt sekvenseringsresultater av 

høyere kvalitet. Blueprint Genetics har oppnådd et resultat med 100% sensitivitet ved å bruke 

Nested PCR i metoden (35). Det er imidlertid ikke oppgitt detaljert metode, noe som gjør det 

vanskelig å fastslå om andre faktorer kan ha bidratt til de gode sekvenseringsresultatene. 

Årsaken til at Nested PCR ikke ga reproduserbare resultater skyldes at vi ikke kunne 

standardisere fortynningsfaktoren til LR PCR-produktene. Resultatene viser at dersom man 

skal bruke Nested PCR, må fortynningsfaktoren tilpasses mengden LR PCR-produkt fra hver 

prøve. Hvis ikke dette gjøres risikerer man å få for lav konsentrasjon av templatet som kan 

føre til utilstrekkelig amplifisering av Nested PCR-produktet, eller for høy konsentrasjon av 

templatet som kan føre til carry-over fra LR PCR. Å tilpasse fortynningsfaktoren etter hver 

prøve medfører unødvendig bruk av ressurser som ikke egner seg når metoden skal anvendes 

i rutinediagnostikk.   
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Ved sekvensering av utfordrende områder, som RPGRORF15, er bruk av en enhancer ofte 

nødvendig. Dette genet består hovedsakelig av repeterende sekvenser med adenin (A) og 

guanin (G). For å få god nok kvalitet på sekvenseringsdataene, ble tilsetning av en enhancer 

viktig for å øke signalstyrken på basene og forlenge leselengden på sekvensene. Enhancere 

rettet spesifikt mot AG-rike områder er ikke kommersielt tilgjengelig, men selv om ORF15 er 

et AG-rikt område vil fremdeles tilsetning av GC-enhancere forbedre 

sekvenseringsresultatene (vedlegg 2). I henvist artikkel (2) ble det brukt et sekvenseringskit, 

dGTP Big Dye Terminator v3.0 fra Applied Biosystems, som er spesifikt laget for å 

sekvensere utfordrende templat og håndtere tilfeller hvor sekvensene dør ut tidlig. Kitet 

inneholder guanin (dGTP), istedenfor inosin (dITP) som brukes i standard sekvenseringskit 

fra Applied Biosystems. dITP benyttes for å minimere sekundærstrukturer, men ulempen er at 

det kan bidra til tidlig signaltap (36). Det ble altså ikke brukt en enhancer for å øke kvaliteten 

på sekvenseringsresultatene, men heller et spesifikt sekvenseringsreagens. MGM ved 

Haukeland Universitetssykehus har imidlertid fått gode resultater ved å bruke standard 

sekvenseringsreagens (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit) med betain som 

enhancer. Sammenlignet med dGTP Big Dye Terminator v3.0 er betain billigere, og enklere å 

kombinere med sekvenseringsreagensene som allerede er i bruk på laboratoriet ved AMG. Vi 

ønsket derfor å teste betain fremfor dette spesial kitet i første omgang. Betain har vært en 

avgjørende faktor for få produsert sekvenser som kan brukes i deteksjon av patogene 

varianter i RPGRORF15. Likevel er det mulig at det overnevnte kunne ha forbedret 

sekvenseringsresultatene våre i enda større grad. 

Det er ønskelig å få dekning over hele RPGR ekson 15 ved bruk av sangersekvensering. 

Metoden skal være en supplerende analyse til NGS og det er derfor avgjørende å få gode 

sekvenser med sangersekvenseringen i det området hvor NGS ikke har dekning. 

Sekvenseringsresultatene fra den positive kontrollen tilsier at vi har fått god nok dekning i det 

aktuelle området med vår utarbeidede metode for sangersekvensering. Vi har klart å detektere 

oppgitte varianter i positiv kontroll og én delesjon i BB4. Variantene i positiv kontroll ligger i 

et område som kun er dekket av én sekvenseringsprimer (RPGR-E15SR3). Dette gjør 

sekvenseringen sårbar, men likevel er det godt nok fordi det er en svært utfordrende del av 

genet å sekvensere. 

Selv om dekningen av ekson 15 er fullstendig, gjør mangelen på velfungerende sense-primere 

metoden mindre robust. Det er ønskelig å ha primere som dekker samme område i begge 

retninger for å minimere risiko for feiltolkning, men store deler av den purinrike regionen i 
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ORF15 dekkes kun av antisense-primere. Dette skyldes at de fleste sense-primerne binder seg 

i utkanten av ekson 15 og at de generelt gir kortere leselengde. Sekvenseringsresultatene fra 

RPGR-E15SF3 viser at det er utfordrende å designe primere som vil binde seg spesifikt i 

gener med repeterende sekvenser, men det er rimelig å anta at metodens kvalitet ville blitt 

forbedret dersom man hadde lyktes med dette. I tillegg er det mulig at dekningen med sense-

primerne kunne blitt bedre ved bruk av dGTP Big Dye Terminator v.3.0 fra Applied 

Biosystems ettersom kitet inneholder dGTP istedenfor dITP (36). 

De fleste antisense-primerne gir bakgrunnsstøy av ulik grad. I de tilfellene hvor man har 

overlappende sekvenser, vil ikke dette ha like stor innvirkning på tolkningen av 

sekvenseringsdataene. Bakgrunnsstøyen vil derimot være mer problematisk i de områdene 

man kun har dekning med én primer. En betydelig del av ORF15 dekkes kun av antisense-

primeren RPGR-E15SR1. Sekvenseringsresultatene fra denne primeren viser at sekvensene er 

preget av betydelig bakgrunnsstøy, noe som gjør det vanskelig å avgjøre om en eventuell 

genvariant er reell eller ikke. Det er derfor helt avgjørende å få optimalisert denne primeren 

slik at den gir sekvenser av god kvalitet, før analysemetoden kan benyttes til deteksjon av 

patogene varianter i ORF15. For å i det hele tatt gi sekvens krever RPGR-E15SR1 en 

sekvenseringsmiks som inneholder 200x så mye primer som de andre sekvenseringsprimerne. 

Konsentrasjonen i primerløsningen er altså lavere enn oppgitt av Eurogentec, noe som trolig 

skyldes produksjonsfeil. Vi bestilte en ny primerløsning fra samme produsent, men problemet 

var gjentagende. Én løsning kan derfor være å bestille en ny primerløsning fra en annen 

produsent, for eksempel produsenten Sigma Aldrich som MGM ved Haukeland 

Universitetssykehus bestiller fra. 
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5. Konklusjon 

Under dette bachelorprosjektet har vi arbeidet med å utvikle en supplerende analysemetode til 

NGS som kan gi nøyaktig deteksjon av patogene varianter i RPGRORF15, slik at flere individer 

med X-bundet RP kan få en molekylærgenetisk diagnose og mer tilrettelagt oppfølging. Vi 

benyttet artikkelen til Li et al. (2) som utgangspunkt for utarbeiding av metoden, men vi 

valgte å forkaste Nested PCR til fordel for å sekvensere direkte på LR PCR-produkt. 

Sekvenseringsresultatene fra sangersekvenseringen viser at vi har fått dekning over hele 

ORF15. Sekvensene har varierende grad av bakgrunnsstøy, men de er likevel av akseptabel 

kvalitet da ORF15 inneholder mange repeterende sekvenser som å utfordrende å sekvensere. 

Vi lyktes med å påvise de oppgitte variantene i positiv kontroll som befinner seg i området 

uten dekning fra NGS. Dette tyder på at metoden vår har høy spesifisitet.  

På grunn av mangel på tid var det ikke mulig å gjennomføre en fullstendig metodevalidering.  

Denne bør inkludere sekvensering av flere prøver, spesielt fra kvinner. Før en fullstendig 

metodevalidering kan gjennomføres må sekvenseringsprimeren RPGR-E15SR1 optimaliseres 

ytterligere. Vår anbefaling er å bestille primeren fra en annen produsent, for eksempel Sigma 

Aldrich. Det er viktig at denne primeren gir reproduserbare resultater av høy kvalitet slik at 

AMG kan benytte metoden til å detektere patogene varianter i RPGRORF15. 
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Bidrag 

Planlegging: KWK og SS 

Gjennomføring av laboratoriearbeid: KWK og SS 

Bearbeidelse av resultater: KWK og SS 

Utforming av figurer og tabeller: KWK og SS 

Litteratursøk og sammenskriving av oppgaven: KWK og SS 
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Vedlegg 1: Reagensvedlegg for enzymet LA Taq Hot start version (Takara) 
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Vedlegg 2: Regensvedlegg for Betaine Enhancer Solution (VWR Life Science) 
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Vedlegg 3: Smeltepunkt (Tm) til primere brukt til sekvensering 

Tabellen viser en oversikt over primere brukt til sekvensering, med tilhørende smeltepunkt 

(Tm). Informasjonen om Tm er hentet fra Oligo Primer Analysis software (Molecular 

Biology Insights, Inc.) 

Primer Primersekvens Smeltepunkt 

(Tm) 

Posisjon 

(RPGR 

ORF15) 

RPGR-E15SR2 5’ – CTCTCCTTCCTCCTTTTCAC - 3’ 54,1-54,3 °C c.2303 

RPGR-E15SR3 5’ – CCTTCCTCCTCTTCCCCCTCA - 3’ 60,5-62,2 °C c.2499 

RPGR-E15SF4 5’ - AAGGCAGGATGGAGAGGAGT - 3’ 61,3-58,8 °C c.3253 

RPGR-E15SR4 5’ - GCCCGTTATATGCAAGGC - 3’ 56,5-55,6 °C c.46* 

RPGR-E15SR5 5’ – TGTTTGCCATATTTCACAGATCCT -3’ 59,5-57,7 °C c.3276 

RPGR-E15SF1 5’ - AGGCAAGGCAAAATCAGTGG - 3’ 57,8-58,4 °C c.1933 

RPGR-E15SF2 5’ – GTAGAGGAGAAATGGAGAGG – 3’ 54,1-53,2 °C c.2064 

RPGR-E15SF3 5’ - AAGGAGAAGGGGAAGGGGAGGAT - 3’ 67,0-64,0 °C c.2829 

RPGR-E15SR1 5’ - TCCTTCCTCCTCTTCCCCCTCCCA - 3’ 66,9-67,6 °C c.2863 

RPGR-E15Flr 5´ -AGCCAGACAGTTACATGGAAGGTGCAA- 3’ 65,8-65,3 °C c.1754-234 

RPGR-E15Rlr 5’ -TGTCTTTGGCTCCTTAACACAGCTGCA- 3’ 66,1-65,6 °C c.*160 
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Vedlegg 4: DNA Molecular Weight Marker VII (Roche) 
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Vedlegg 5: Gelektroforese fra LR PCR 

 

Figur 17: Gelelektroforese fra LR PCR. Brønn M og 6 inneholder 

størrelsesmarkør VII (vedlegg 4). Brønn 1-4 inneholder LR PCR-produkt. 

Brønn 5 er NTC. Gelelektroforesen ble utført på 1% E-gel EX agarosegel 

med SYBR Green i 25 minutter.  

 

 

Figur 18: Gelelektroforese fra LR PCR med positiv kontroll. Brønn M 

inneholder størrelsesmarkør VII (vedlegg 4). Brønn 1 og 2 inneholder LR 

PCR-produkt. Brønn 3 er NTC. Gelelektroforesen ble utført på 1% E-gel EX 

agarosegel med SYBR Green i 25 minutter.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 19: Gelelektroforese fra LR PCR med duplikater av 

blodbankkontroller (BB1-BB4). Brønn M og 10 inneholder størrelsesmarkør 

VII (vedlegg 4). Brønn 1-8 inneholder LR PCR-produkt. Brønn 9 er NTC. 

Gelelektroforesen ble utført på 1% E-gel EX agarosegel med SYBR Green i 

25 minutter.  

 

 

Figur 20: Gelelektroforese fra LR PCR med duplikater av 

blodbankkontroller (BB5-BB7 og BB11). Brønn M og 10 inneholder 

størrelsesmarkør VII (vedlegg 4). Brønn 1-8 inneholder LR PCR-produkt. 

Brønn 9 er NTC. Gelelektroforesen ble utført på 1% E-gel EX agarosegel 

med SYBR Green i 25 minutter.  
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Vedlegg 6: Gelelektroforese fra Nested PCR

Det er kun avvik fra PCR-programmet i tabell 6 som er dokumentert i figurtekstene. Der det er brukt isolert DNA fra 

blodbankkontrollene i PCR-reaksjonene betegnes dette som «DNA som templat».  

 

Figur 21: Gelelektroforese fra 2 trinns Nested PCR. Denaturering: 95 C 15 

min. Hybridiseringstemp.: 95 C 45 sek. 35 sykluser. Polymerisering: 72 C 

2 min. 35 sykluser. Polymerisering: 72 C 15 min. Brønn M og 11 

inneholder størrelsesmarkør VII (vedlegg 4). I Brønn 1 og 5 ble LR-PCR-

produktet fortynnet 1:100 før Nested PCR. I brønn 2 og 6 ble LR-PCR-

produktet fortynnet 1:50. I brønn 3 og 7 ble LR-PCR-produktet fortynnet 

1:25. I brønn 4 og 8 ble ikke LR-PCR-produktet fortynnet før Nested PCR. 

Brønn 9 inneholder NTC. Elektroforesen ble utført på 1% E-gel EX 

agarosegel med SYBR Green i 25 minutter.  

 

 

Figur 22: Gelelektroforese med DNA og LR PCR-produkt som templat med 

primerparet RPGR-E15-2Flr og RPGR-E15-2Rlr. Brønn M og 10 

inneholder størrelsesmarkør VII (vedlegg 4). Brønn 1-4 inneholder PCR-

produkt med DNA som templat, hvor hybridiseringstemp. er 60°C (brønn 1 

og 2) og 62 °C (brønn 3 og 4). Brønn 5-8 inneholder Nested PCR-produkt 

(LR PCR-produkt fortynnet 1:50 før Nested PCR). Hybridiseingstemp. er 62 

°C (brønn 5 og 6) og 60 °C (brønn 7 og 8). Brønn M og 10 inneholder 

størrelsesmarkør VII og brønn 9 er NTC. Elektroforesen ble utført på 1% E-

gel EX agarosegel med SYBR Green i 25 minutter.  

 

 

 

 

 

 

Figur 23: Gelelektroforese med DNA og LR PCR-produkt som templat med 

primerparet RPGR-E15-2Flr og RPGR-E15-2Rlr. Brønn M og 10 

inneholder størrelsesmarkør VII (vedlegg 4). Brønn 1-4 inneholder PCR-

produkt med DNA som templat, hvor Platinum Taq-polymerase er benyttet i 

brømn 3 og 4. Brønn 5-9 inneholder Nested PCR-produkt (LR PCR-produkt 

fortynnet 1:50 før Nested PCR), hvor Platinum Taq-polymerase er benyttet i 

brønn 5 og 6. I brønn 9 er hybridiseringstemp. 62 C. Elektroforesen ble 

utført på 1% E-gel EX agarosegel med SYBR Green i 25 minutter.  

 

 

Figur 24: Gelelektroforese med DNA og LR PCR-produkt som templat med 

primerparet RPGR-E15-2Flr og RPGR-E15-2Rlr. Brønn M og 10 

inneholder størrelsesmarkør VII (vedlegg 4). Brønn 1-4, 6, 8 og 9 

inneholder Nested PCR-produkt, hvor LR PCR-produktet ble fortynnet 

1:100 (brønn 1, 2 og 8), 1:1000 (brønn 3, 4 og 9) og 1:50 (brønn 6) før 

Nested PCR. Brønn 5 er NTC og Brønn 7 inneholder PCR-produkt med 

DNA som templat. I brønn 8 og 9 er annealingtiden 40 sek. 

Gelelektroforesen ble utført på 1% E-gel EX agarosegel med SYBR Green i 

25 minutter.  
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Figur 25: Gelelektroforese med DNA og LR PCR-produkt som templat med 

primerparet RPGR-E15-2Flr og RPGR-E15-2Rlr. Brønn M og 10 

inneholder størrelsesmarkør VII (vedlegg 4). Brønn 1 og 8 inneholder PCR-

produkt med DNA som templat. Brønn 2-7 inneholder Nested PCR-produkt, 

hvor LR PCR-produktet ble fortynnet 1:50 (brønn 2 og 3), 1:100 (brønn 4 

og 5) og 1:1000 (brønn 6 og 7) før Nested PCR. Brønn 9 er NTC. I brønn 1-

7 er annealingtiden 40 sek. Gelelektroforesen ble utført på 1% E-gel EX 

agarosegel med SYBR Green i 25 minutter. 

 

Figur 26: Gelelektroforese med LR PCR-produkt og DNA som templat med 

primerparet RPGR-E15-2Flr og RPGR-E15-2Rlr. Brønn M og 8 inneholder 

størrelsesmarkør VII (vedlegg 4). Brønn 1-4 og 6 inneholder Nested PCR-

produkt fra BB13, hvor LR PCR-produktet ble fortynnet 1:100 (brønn 1 og 

2), 1:1000 (brønn 3 og 4) og 1:50 (brønn 6) før Nested PCR. Brønn 5 er 

NTC og Brønn 7 inneholder PCR-produkt med DNA fra prøve BB8 som 

templat. Elektroforesen ble utført på 1% E-gel EX agarosegel med SYBR 

Green i 25 minutter. 

 

 

Figur 27: Gelelektroforese med LR PCR-produkt og DNA som templat med 

primerparet RPGR-E15-2Flr og RPGR-E15-2Rlr. Brønn M og 10 er tilsatt 

størrelsesmarkør VII (vedlegg 4). Brønn 1 og 2 inneholder PCR-produkt 

med DNA som templat. Brønn 3-8 inneholder Nested PCR-produkt hvor LR 

PCR-produkt ble benyttet som templat. Nested PCR-produktene i brønn 5 og 

6 er amplifisert med 25 sykluser, mens prøvene i brønn 7 og 8 er amplifisert 

med 15 sykluser. Brønn 9 er NTC. Elektroforesen ble utført på 1% E-gel EX 

agarosegel med SYBR Green i 35 minutter. 
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Vedlegg 7: Rådata fra sekvensering (BB6, BB7, BB11 og positiv kontroll) 

Rådata fra sekvensering med LR PCR-produkt (RPGR-E15Flr og RPGR-E15Rlr) hentet fra 

Sequence Scanner 2. Figuren viser resultater fra BB6, BB7, BB11 og positiv kontroll. 
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Vedlegg 8: Rådata fra sekvensering med primer RPGR-E15SR1 (alle 

blodbankkontroller og positiv kontroll) 

Rådata fra sekvensering med LR PCR-produkt (RPGR-E15Flr og RPGR-E15Rlr) hentet fra 

Sequence Scanner 2. Figuren viser resultater fra alle blodbankkontroller og positiv kontroll, 

sekvensert med primer RPGR-E15SR1. 
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Vedlegg 9: Rådata fra optimalisering av sekvenserings-PCR 

Rådata fra sekvensering med LR PCR-produkt hentet fra Sequence Scanner 2. Til venstre i 

figuren finner man resultatene fra sekvensering med hybridiseringstemperatur satt til 54 °C. 

Resultatene fra 58 °C hybridiseringstemperatur er presentert til høyre. 
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Vedlegg 10: Rådata fra optimalisering av RPGR-E15SF3 

Rådata fra sekvensering med LR PCR-produkt hentet fra Sequence Scanner 2.  
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Vedlegg 11: Quality Control Report 

Quality Control Report viser gjennomsnittlig leselengde (CRL) og signalintensitet for BB1-

BB7, BB11 og positiv kontroll. 

I oversikten inngår alle primere bortsett fra RPGR-E15SR1 og RPGR-E15Rlr. Quality 

Control Report er hentet fra Sequence Scanner 2. 
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Vedlegg 12: Quality Control Report 

Quality Control Report viser gjennomsnittlig leselengde (CRL) og signalintensitet for BB1-

BB7, BB11 og positiv kontroll (RPGR-E15SR1). 
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Vedlegg 13: Sekvenseringsresultater fra positiv kontroll 

Figurene er hentet fra Sequence Pilot. 

 

Figur 28: Oversiktsbildet fra sekvenseringen av positiv kontroll. Figuren illustrerer hvor primerne binder seg på RPGR ekson 

15, hvilken retning de har og hvor de dekker. Det er ikke foretatt manuell redigering av baser i sekvensen som dekkes av 

RPGR-E15SR1. 

 

 

Figur 29: Sekvenseringsdata fra positiv kontroll. Figuren viser et representativt område med god dekning. Hver rad 

representerer en sekvenseringsprimer, hver topp representerer ett nukleotid, og A, T, C og G er representert med hver sin 

farge. 

 

Figur 30: Sekvenseringsdata til positiv kontroll. Området som vises dekker posisjon c.2875 til c.2910, et område som kun 

dekkes av RPGR-E15SR5.  
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Vedlegg 14: Sekvenseringsresultater fra BB1 

Figurene er hentet fra Sequence Pilot. 

 

Figur 31: Sekvenseringsdata til BB1. Området som vises dekker posisjon c.2830 til c.2853, et område som kun dekkes av 

RPGR-E15SR5. 

 

 

Figur 32: Sekvenseringsdata fra BB1 med hensyn på primeren RPGR-E15Rlr (øverste sekvens). RPGR-E15Rlr overlappes av 

RPGR-E15SR4 (midterste sekvens) og RPGR-E15SF4 (nederste sekvens). 
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Vedlegg 15: Sekvenseringsresultater fra BB2 

Figurene er hentet fra Sequence Pilot. 

 

Figur 33: Oversiktsbilde fra sekvenseringen av BB2. 

 

 

Figur 34: Sekvenseringsdata fra BB2. Figuren viser et representativt område med god dekning. 

 

 

 

Figur 34: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR1 i BB2. Området vist på figuren er fra ca. c.2675 til 

c.2710. 
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Figur 35: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR5 i BB2. Området vist på figuren er fra ca. c.2915 til 

c.2945. 
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Vedlegg 16: Sekvenseringsresultater fra BB3 

Figurene er hentet fra Sequence Pilot.

 

Figur 36: Oversiktsbilde fra sekvenseringen av BB3.  

 

 

Figur 37: Sekvenseringsdata fra BB3. Figuren viser et representativt område med god dekning. 

 

 

Figur 38: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR1 i BB3. Området vist på figuren er fra ca. c.2535 til 

c.2565. 
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Figur 39: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR5 i BB3. Området vist på figuren er fra ca. c.2885 til 

c.2915 
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Vedlegg 17: Sekvenseringsresultater fra BB4 

Figurene er hentet fra Sequence Pilot. 

 

Figur 40: Oversiktsbilde fra sekvenseringen av BB4. Det er ikke foretatt manuell redigering av baser i sekvensen som dekkes 

av RPGR-E15SR1. 

 

 

Figur 41: Sekvenseringsdata fra BB4. Figuren viser et representativt område med god dekning. 

 

 

Figur 42: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR1 i BB4. Området vist på figuren er fra ca. c.2545 til 

c.2575 
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Figur 43: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR5 i BB4. Området vist på figuren er fra ca. c.2865 til 

c.2895. 
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Vedlegg 18: Sekvenseringsresultater fra BB5 

Figurene er hentet fra Sequence Pilot. 

 

Figur 44: Oversiktsbilde fra sekvenseringen av BB5. Det er ikke foretatt manuell redigering av baser i sekvensen som dekkes 

av RPGR-E15SR1. 

 

 

Figur 45: Sekvenseringsdata fra BB5. Figuren viser et representativt område med god dekning. 

 

 

Figur 46: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR1 i BB5. Området vist på figuren er fra ca. c.2510 til 

c.2545. 
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Figur 47: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR5 i BB5. Området vist på figuren er fra ca. c.2830 til 

c.2865. 
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Vedlegg 19: Sekvenseringsresultater fra BB6 

Figurene er hentet fra Sequence Pilot. 

 

Figur 48: Oversiktsbilde fra sekvenseringen av BB6. Det er ikke foretatt manuell redigering av baser i sekvensen som dekkes 

av RPGR-E15SR1. 

 

 

Figur 49: Sekvenseringsdata fra BB6. Figuren viser et representativt område med god dekning. 

 

 

Figur 50: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR1 i BB6. Området vist på figuren er fra ca. c.2865 til 

c.2895.  
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Figur 51: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR5 i BB6. Området vist på figuren er fra ca. c.2885 til 

c.2915. 
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Vedlegg 20: Sekvenseringsresultater fra BB7 

Figurene er hentet fra Sequence Pilot. 

 

Figur 52: Oversiktsbilde fra sekvenseringen av BB7. Det er ikke foretatt manuell redigering av baser i sekvensen som dekkes 

av RPGR-E15SR1. 

 

 

Figur 53: Sekvenseringsdata fra BB7. Figuren viser et representativt område med god dekning. 

 

 

Figur 54: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR1 i BB7. Området vist på figuren er fra ca. c.2535 til 

c.2565. 
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Figur 55: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR5 i BB7. Området vist på figuren er fra ca. c.2875 til 

c.2905. 
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Vedlegg 21: Sekvenseringsresultater fra BB11 

Figurene er hentet fra Sequence Pilot. 

 

Figur 56: Oversiktsbilde fra sekvenseringen av BB11. Det er ikke foretatt manuell redigering av baser i sekvensen som 

dekkes av RPGR-E15SR1. 

 

 

Figur 57: Sekvenseringsdata fra BB11. Figuren viser et representativt område med god dekning. 

 

 

Figur 58: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR1 i BB11. Området vist på figuren er fra ca. c.2530 til 

c.2565. 
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Figur 59: Sekvenseringsdata som viser sekvensen til RPGR-E15SR5 i BB11. Området vist på figuren er fra ca. c.2830 til 

c.2860. 

 

 

 




