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Sammendrag

Det er kjent at PAX6 er en transkripsjonsfaktor som spiller en viktig rolle for normal
utvikling og funksjon i gyet. Mutasjoner i PAX6 eller langvarig bruk av glukokortikoider er
assosiert med patologiske tilstander i gyet, som indikerer at begge faktorene er viktig for
gyets normale funksjoner. @yet utsettes for oksidativt stress, og det er tidligere rapportert at
bade PAX6 og glukokortikoidreseptoren (GR) i andre vev vil kunne pavirkes av oksidativt
stress. | dette studiet ble en linse-epitelcellelinje (B3) brukt som modellsystem for & studere
hvilken konsekvens det far for normale funksjoner som vekst og overlevelse dersom PAX6
og/eller GR mangler. Det var ogsa av interesse a utforske hvordan oksidativt stress pavirker
vekst og overlevelse til linse-epitelcellelinjen, og om tilstedeveerelsen eller fraveeret av PAX6
og GR har noe a si for cellelinjens respons. Funksjonen til PAX6 og GR som
transkripsjonsfaktorer under oksidativt stress ble ogsa studert.

Det er tidligere utfart CRISPR-Cas9 modifikasjoner pa linse-epitelceller (B3) for a sla ut
PAXG6 og/eller GR, hvor PAXG6 tidligere er bekreftet slatt ut. Denne oppgaven startet med a
verifisere GR KO klonene ved bruk av Western blot (WB) og sekvensering. Det ble bekreftet
at GRo. (MW 97 kDa) var slatt ut, men GR KO cellelinjene sa fortsatt ut til & inneholde en
kortere isoform av GR som i en viss grad var responsiv for Dexametason (Dex). Det ble valgt
a ga videre med seks cellelinjer, der en inneholdt bade PAX6 og GR (B3 WT), en inneholder
GR men mangler PAX6 (B3 3.4), to inneholder PAX6 men mangler GR (B3 WT C9 og B3
WT D10) og to inneholder hverken PAX6 eller GR (B3 3.4 C12 og B3 3.4 G9).
Proliferasjonen til de ulike cellelinjene ble studert ved tilsetning av Dex, Hydrogenperoksid
(H202) eller Dex i kombinasjon med H20: for & studere GR og PAXG6 sin rolle i proliferasjon,
i tillegg til deres funksjon under oksidativt stress.

Aktivert GR (ved stimulering med Dex), og tilstedeverelse av PAX6 viste seg a spille en
rolle i vekst, ved & gke celleproliferasjonen i linse-epitelcellene. Nar cellene ble utsatt for
H202-indusert oksidativt stress, viste responsen i vekst seg a veere doseavhengig. En mindre
mengde oksidativt stress (0,2 mM H202) medfgrte ingen endringer eller en liten gkning i
proliferasjonen, mens en hgyere mengde oksidativt stress (0,8 mM H202) medfarte vekststans
og celledgd. Cellene som inneholdt PAX6 ble mere pavirket av oksidativt stress,
sammenlignet med cellene hvor PAX6 var slatt ut. Det tyder pa at mangelen pa PAX6 farer til
at cellene blir mer motstandsdyktige for H202. Aktivering av GR under oksidativt stress viste
seg og ikke & kunne motvirke den negative proliferasjonen forarsaket av oksidativt stress (0,4
mM H203) i cellene som inneholdt GR. Derimot viste noen av GR KO cellene en ytterligere



reduksjon i proliferasjon. WB viste at proteinuttrykket av GR ble redusert ved stimulering
med Dex, noe PAXG6 ikke ble. Proteinuttrykket av PAX6 ble i starre grad redusert ved
stimulering med H202, sammenlignet med GR.

For & se pa funksjonen til GR og PAX6, og eventuelle endringer i funksjonen under oksidativt
stress ble det sett pa reguleringen av to kjente malgener, GILZ og GJAL. Dette ble gjort ved
gPCR der man ser pa endogene transkripter av malgenene, og ved bruk av transfeksjon og
reportergen-assay der man ser pa promoteraktiviteten. | begge tilfeller ble de ulike
cellelinjene stimulert med Dex, og i reportengen-assay ble cellene utsatt for oksidativt stress
(H202).

Resultatene fra qPCR viste at stimulering med Dex i cellene som inneholdt GR gkte GILZ-
uttrykket i starre grad, enn for cellene hvor GR var slatt ut. | likhet viste malgenet for PAX6,
at tilstedevarelse av PAX6 virket positivt pA GJA1-uttrykket. | reportergen-assay fungerte
PAX6 som en aktivator GJA1l-promotoren. Under oksidativt stress ble aktiviteten til
transkripsjonsfaktoren PAX6 pa GJA1-promotoren negativt pavirket. Cellene hvor PAX6 var
slatt ut viste seg a veere mer motstandsdyktige for oksidativt stress, bade i en lengre
tidsperiode og ved en hgyere dose, far negative konsekvenser i form av lav
transkripsjonsaktivitet og degradering av proteiner/celleded ble sett.

Linse-epitelcellelinjene ble pavirket av oksidativt stress. Cellelinjene hvor PAX6 var fjernet
var mer motstandsdyktige for oksidativt stress, sammenlignet med celler hvor PAX6 var til
stede. Aktivering av GR viste seg og ikke ha betydelig pavirkning for cellelinjenes vekst
under oksidativt stress. For cellelinjene hvor GR eller GR og PAX6 var slatt ut, ble det i noen
av forsgkene vist en ytterligere reduksjon i vekst under oksidativt stress. Promotoraktiviteten
til GJAL sa derimot ut til & bli mer pavirket under oksidativt stress nar bade PAX6 og GR var

fjernet, sammenlignet med cellelinjene hvor kun PAX6 var fjernet.
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1 Introduksjon

| dette prosjektet ble det brukt linse-epitelceller fra gyet, for a studere hvilken biologisk
konsekvens mangel av transkripsjonsfaktorene PAX6 og/eller glukokortikoidreseptoren (GR)
vil ha for vekst og overlevelse. | tillegg til hvordan oksidativt stress pavirker funksjonen til
PAX6 og GR.

I introduksjonen gjares det kort rede for transkripsjonsfaktorene PAX6 og GR, i tillegg til

oksidativt stress. Videre omtales rollen til GR og PAXG6 i linseceller.

1.1 Paired box gener

Paired box- (PAX) gener ble farst identifisert i bananfluen, Drosophila melanogaster (1).
Senere har PAX-gener ogsa blitt identifisert hos mennesker og dyrearter som blant annet

rotter, kylling, mus, vaktler og sebrafisk (2).

PAX-gener fungerer som transkripsjonsfaktorer, og spiller en viktig rolle under utvikling av
blant annet sentralnervesystemet (CNS), bukspyttkjertelen, skjoldbruskkjertelen,
skjelettmuskulatur, nyrene, og gyet (1-3). De spiller ogsa en viktig rolle i organogenese under
embryonal utvikling i forbindelse med regulering av proliferasjon og fornyelse av celler, samt

for & unnga apoptose og migrering av celler tidlig i embryogenesen (3).

| pattedyr bestar PAX-familien av 9 gener, hvor hver koder for PAX proteiner som fungerer
som spesifikke transkripsjonsfaktorer (4). Disse 9 genene kan klassifiseres i 4 subgrupper

avhengig av proteinets strukturelle domener, slik de er illustrert i Figur 1.1 (1).

PD opP HD TAD
o | !
S N
DMA-binding Repression DMA-binding Transactivation

protein interaction protein interaction
Figur 1.1 | pattedyr bestar PAX familien av 9 gener som kan deles inn i 4 subgrupper. Klassifiseringen av de 4

subgruppene avhenger av hva PAX genene bestar av. Subgruppene bestar av et paired domain (PD), med eller
uten homeodomain (HD) og/eller oktapeptid (OP). Figuren er gjengitt med tillatelse (1).
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1.1.1 Struktur og funksjoner

Felles for alle PAX-genene er at de har et paired domain (PD) i den N-terminale enden, som
bestar av 128 aminosyrer (1). PD er et DNA bindende domene, som bestar av to strukturelle
subdomener, hvorav disse kalles PAl og RED (3). PAI domene, som er det N-terminale
underdomenet, interagerer direkte med DNA. Det C-terminale underdomenet, RED,
interagerer ikke direkte med DNA, men bidrar til de generelle bindingsinteraksjonene til PD
(3).

Subgruppene som bestar av PAX 3/7 og PAX 4/6 inneholder et fullstendig HD, PAX 2/5/8
inneholder en mindre del av HD, mens PAX 1/9 ikke inneholder noen HD (1;3). HD er et
hayt konservert DNA-bindende domene som bestar av 60 aminosyrer, og gker mangfoldet av
DNA-sekvenser som kan bindes av PAX-proteinene som har et HD og et PD (1;5). HD er
likevel avhengig av at PD binder seg samtidig til DNAet, mens PD kan alene bindes til
DNAet (5). Mellom PD og HD har alle PAX-proteinene, med unntak av PAX 4/6 et
konservert oktapeptidmotiv (OP). Funksjonen til OP er at PAX-proteinene kan fungere som
en transkripsjonsrepressor, altsd hemmer transkripsjonen (1;3). Den C-terminale enden bestar
av en region rik pa aminosyrene prolin, serin og treonin (PST). Denne fungerer som et
transaktiveringsdomene (TAD) (1). TAD bindes ikke til DNA, men inneholder bindingsseter
for andre proteiner, som koaktivatorproteiner. Den generelle funksjonen til TAD er a

rekruttere koaktivatorproteiner og bidra til & aktivere malgener (1;6).

Alle PAX-genene, med unntak av PAX1 og PAX9 spiller en rolle innenfor utvikling av
sentralnervesystemet (CNS) (1). PAX1 uttrykkes under utviklingen av thymus (2), og bade
PAX1 og PAX9 spiller en rolle under utvikling av skjelett (1;2). PAXS5 er viktig for utvikling
av B-celler, og kan bade aktivere B-celle spesifikke genuttrykk, samt undertrykke
transkripsjoner av gener som er ugnsket (1;2). PAX8 spiller en viktig rolle under utviklingen
av follikulaere celler, som utskiller thyreoideahormoner fra skjoldbruskkjertelen (thyreoidea)
(1;2). PAX3 og PAX7 er viktig for muskeldannelse (1;2). PAX2 og PAX8 spiller en viktig
rolle for utvikling av nyrene (1;2). Bade PAX4 og PAXG6 er viktige for utviklingen av den
endokrine pankreas, hvor PAX4 uttrykkes i de insulinproduserende p-cellene, og PAX6 i de
glukagonproduserende a-cellene (1;2). PAXG6 er i tillegg viktig for gyeutvikling (1;2), og det

er dette PAX-proteinet jeg skal ga nsermere inn pa videre i dette studiet.
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1.1.2 PAX6

Lenge for PAX6-genet ble identifisert var det oppdaget mutasjoner i bananfluen, Drosophila,
som farte til at gynene ikke ble utviklet (7). Denne fenotypen ble kalt for eyeless. Mer enn 10
ar senere, og uavhengig av denne oppdagelsen, ble det oppdaget en mutasjon i mus som fgrer
til sykdommen small eye (7). Denne homozygote sykdommen farer til mangel pa utvikling av

linsen i mus. Det ble ogsa funnet en heterozygot variant som farer til underutvikling av linsen

(7).

Den sjeldne sykdommen medfgdt aniridia hos mennesket ble beskrevet allerede i 1818 av den
italienske gyelegen Barratta (8). Denne sykdommen farer til helt eller delvis mangel av iris,
og er forarsaket av en heterozygot mutasjon i et gen (7). Den homozygote varianten av
aniridia er en dgdelig sykdom (7). Den semidominante og heterozygote versjonen gir
utgangspunktet for mange ulike lidelser knyttet til gyet (7-9). Som for eksempel kogenital

aniridi, gra ster, glaukom og hypoplasi.

Basert pa blant annet genetisk kartlegging, og fenotypiske likheter ble det tenkt at det kunne
vaere en sammenheng mellom small eye hos mus, og aniridia hos mennesker som et resultat
av mutasjon i ortologe gener, gener som vi har til felles (7). Det ble funnet at genet for
aniridia hos menneske inneholdt PAX6, slik som det ogsa ble identifisert i Drosophila (7;10).
Det ble videre demonstrert at mutasjon i Pax6-gen er arsaken til gyesykdommen small eye
hos mus. | de pafglgende tidrene ble det rapportert hundrevis av mutasjoner innenfor PAXS,
som har fart til ulike lidelser knyttet til aniridia. PAX6-genet er a finne i virveldyr, men det
har ogsa blitt identifisert i bananfluer som er et leddyr (1;7;10). Dette viser at det er et hgyt
konservert gen pa tvers av dyreriket, og er en veldig viktig transkripsjonsfaktor i
gyeutviklingen i alt fra mennesker til insekter. Derfor er det hgyst interessant a forske pa

hvilke andre transkripsjonsfaktorer som interagerer med PAX6.

PAX®6 har vist seg a spille en veldig viktig rolle i utviklingen av hayt spesialiserte vevstyper
(7;11). PAXG spiller en sentral rolle i gyeutvikling og er i tillegg sentral for normal utvikling
av sentralnervesystemet, hypofysen, bukspyttkjertel, luktesans, og neurogenese hos voksne
(7;11). I tillegg til sin kjente rolle som aktivator, har PAX6 ogsa vist seg a inhibere

transkripsjon av flere gener (7).
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| pattedyr bestar PAX6-genet av 16 eksoner, og har en lengde pa omtrent 28 kB (7). 14
eksoner nummereres fra 0-13, og de to resterende eksonene nummereres som o 0g 5a, som
illustreres i Figur 1.2. Det er flere forskjellige transkripter som syntetiseres fra PAX6-genet
gjennom utvalget av forskjellige promotorer (7). Det kan ogsa lages flere varianter av PAX6-
proteiner gjennom alternativ spleising. Promotor 0 og promotor 1 (PO og P1) er to av de
viktigste startpunktene for transkripsjon av PAX6 (7). Man forstar ikke fullt ut den biologiske
betydningen av transkripter derivert fra promotorene PO og P1. Men det kan tenkes at siden
det er flere promotorer for samme gen sa apner dette opp for intrikate reguleringer av genet,
siden hver promotor har sitt eget sett med tilhgrende regulerende sekvenser. Det finnes ogsa
en tredje promotor, kalt Pa, som benyttes for en alternativ transkripsjon av et avkortet PAX6-
protein, kalt PAX6APD. PAX6APD er en variant som mangler PD, men har HD og TAD (7).
Denne proteinvarianten kan ogsa lages ved bruk av et alternativt startsted for translasjon.
PAXBAPD er funnet i noen typer gyevev, selv om dens fysiologiske aktivitet i gyet ikke er
fult ut forstatt, sa vet man at overuttrykk av PAX6APD vil resultere i forstyrrelser i linse- og

hornhinneutviklingen (7).

5kb 7.5kb 6kb 3kb 11.3kb 100kb 40kb

ghi

s g w
0 12 3 4 ob55a67 891011 12 13

Figur 1.2 Oversikt over gen, transkripsjon, og proteinstrukturen til Pax6 i mus. De gra rombene med tilhgrende
sma bokstaver er regulerende elementer, mens de fargede og svarte rektanglene med tilhgrende tall er de 16
eksonene. De fargede rektanglene viser de kodende eksonene, og de svarte de ikke-kodende eksonene. De
rade/rosa koder for PD, de lilla for HD og de bla for PST. Figuren er gjengitt med tillatelse (7).

PAXG6 er en vevsspesifikk transkripsjonsfaktor og har en kompleks aktivitet, da PAX6 er
oppbygd av flere funksjonelle domener (7). Som tidligere nevnt bestar PAX6 av to DNA-
bindende domener; PD, og HD, i tillegg til en PST -rik region i den C-terminale enden (1;11).
Disse funksjonelle domene legger til rette for DNA-binding og protein-protein interaksjoner.
Ved a ha et utvalg av promotorer som benyttes og alternativ spleising, kan proteiner som er
oppbygd av ulike funksjonelle domenekombinasjoner kodes av det samme genet. Post-
translasjonelle modifikasjoner og protein-protein interaksjoner som utlgses av ytre signaler og

naturlig oppbygning, kan fare til at funksjonen til proteinene moduleres (7).
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PAX6(5a) er en annen form av PAX6, hvor det har skjedd en alternativ spleising av ekson 5a
som er et segment pa 42 basepar som ligger mellom ekson 5 og ekson 6 (7). Saledes vil
PAX6(5a) varianten av PAX6 ha en annen DNA-bindings spesifisitet enn det PAX6 har.
Forholdet mellom PAX6 og PAX6(5a) hos pattedyr varierer mellom vevstypene. Mutasjoner
som endrer forholdet mellom disse to proteinene, farer ogsa til ulike gyelidelser. Studier har

vist at PAX6(5a) spiller en rolle i linse- og irisutviklingen (7).

1.2 Glukokortikoider

Glukokortikoider er essensielle stresshormoner, som regulerer flere fysiologiske prosesser i
kroppen for & opprettholde homeostase. Steroidhormonene syntetiseres og frigjares fra
binyrebarken sirkadisk og som respons pa stress (12). Det er hypothalamus-hypofyse-
binyreaksen som kontrollerer sekresjonen av hormonene (12;13). Hypothalamus overvaker
stressnivaet i kroppen, og frigjer det kortikotropin-frigjerende hormonet (CRH). CRH sender
signal til binyrene via hypofysen og hormonet ACTH (adrenokortikotropisk hormon) for a
stimulere produksjonen og utskillelsen av stresshormoner. Som for eksempel kortisol, som er
den biologiske aktive formen av glukokortikoid i menneskekroppen. Gjennom en negativ
feedback loop kan glukokortikoider hemme sekresjonen av CRH fra hyphothalamus, som gjer
at sekresjonen av ACTH slas av. Dette vil resultere i at produksjonen og utskillelsen av
glukokortikoider reduseres (12). Det meste av de utskilte glukokortikoidene er bundet til
kortikosteroidbindende globuliner i blodet. Glukokortikoider diffunderer lett over membraner,
og kan derfor na nesten alle vev i kroppen. De utfarer sin funksjon ved a binde til
glukokortikoidreseptoren (13).

Glukokortikoider har en antiinflammatorisk og immunsuppressiv virkning, i tillegg til at
hormonene regulerer blant annet glukose-, protein- og fettmetabolisme, immunfunksjon,
skjelettvekst, og kardiovaskulaer funksjon (12;14). Pa grunn av deres antiinflammatoriske og
immunsuppressive virkninger brukes glukokortikoider i behandling av inflammatoriske og
autoimmune sykdommer, som blant annet allergi, astma, revmatoid artritt, ulcergs kolitt,
multippel sklerose, dermatologiske, og okulaere sykdommer (12-15). Glukokortikoider spiller
en rolle i induksjon av apoptose, og grunnet denne funksjonen brukes de som en komponent i
kjemoterapeutiske regimer av kreftformer med hematologisk opprinnelse (13).
Glukokortikoider som brukes klinisk inkluderer naturlige glukokortikoider, som kortisol og

kortison, og syntetiske glukokortikoider, som Dexametason (Dex) og Prednisolon (16).
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Behandling med glukokortikoider kan fare til alvorlige bivirkninger, serlig for pasienter som
behandles hyppig med disse steroidene eller ved bruk av hgye doser (12;13). Bivirkninger
som kan forekomme er blant annet glaukom, gra stzer, osteoporose, abdominal fedme,
diabetes, og veksthemning hos barn. I tillegg til bivirkninger ved langvarig bruk, kan ogsa

vevspesifikk glukokortikoidresistens oppsta (12;13;17).

1.2.1 Glukokortikoidreseptoren

Glukokortikoidreseptoren (GR) er en intracelluleer reseptor, som tilhgrer
kjernereseptorfamilien av transkripsjonsfaktorer (12). GR er en ligandavhengig
transkripsjonsfaktor som aktiverer eller undertrykker gentranskripsjon (12;13). Det finnes
flere isoformer av GR, hvor a-isoformen er den mest vanlige. Nar GR omtales i denne

studien, er det alfa (a)- isoformen av GR det snakkes om, dersom ikke annet spesifiseres.

Den aktive GR pavirker transkripsjonen gjennom ulike mekanismer. Effektene til GR kan
deles inn i genomiske og ikke-genomiske glukokortikoidresponser. De mest undersgkte
mekanismene er de genomiske. GR virker som en transkripsjonsfaktor gjennom den
genomiske mekanismen, ved at glukokortikoider bindes til GR og tar seg inn i kjernen hvor
de pavirker transkripsjon av gener (genomet). | fraveer av hormon befinner GR seg normalt i
cytosol, og er en del av et stort multiproteinkompleks som inkluderer chaperon proteiner og
immunofiliner (12;17). Proteinene i dette komplekset opprettholder reseptoren i en
konformasjon som gjer reseptoren transkripsjonelt inaktiv, men favoriserer ligandbinding
med hgy affinitet (12). Som tidligere nevnt er kortisol det mest utbredte endogene
glukokortikoidet i menneskekroppen. Kortisol transporteres i blodet, og er hovedsakelig
bundet til kortikosteroidbindende globulin (CBG) (12). De fleste syntetiske glukortikoidene
binder ikke til CBG (12). CBG letter kortisoldistribusjon, i tillegg til & spille en rolle i
frigjeringen til vev. Nar glukokortikoider binder til GR, gjennomgar GR en
konformasjonsendring (12). Denne konformasjonsendringen resulterer i opplgsning av
proteinkomplekset, som farer til at de to kjernelokaliseringssignalene avdekkes (12). GR
transporteres gjennom porer i kjernemembranen til kjernen. GR dimeriserer og binder seg til
glukokortikoidresponsive elementer (GRE) i promotorregionen av malgenene for a direkte
modulere transkripsjon, ved a indusere eller undertrykke gentranskripsjon (12;14;16-18).
Endring av genuttrykk via aktivering av GR er en mer tidskrevende prosess enn de ikke-

genomiske effektene.
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Ikke-genomiske effekter ble av Losel og Wehling definert som en hvilken som helst handling
som ikke pavirker genuttrykket direkte, men som induserer raske effekter, for eksempel
signaltransduksjonsveier (19). Disse effektene oppstar raskt da effekten ikke pavirkes av
transkripsjons inhibitorer og proteinsyntese. De ikke-genomiske effektene kan ogsa forega i
celler uten kjerne, som blodplater og erytrocytter (19). Ikke-genomiske effekter av
glukokortikoider involverer uspesifikke interaksjoner med cellemembranen, eller spesifikke

interaksjoner med cytosolisk GR eller membranbundet GR (20).

1.2.1.1 Struktur, oppbygning og funksjon

GR er oppbygd som et modulert protein, og er lokalisert pa kromosom 5 (15). GR er en
ligandindusert transkripsjonsfaktor og bestar av tre funksjonelle domener fra N- til C-
terminalen (17;21). Domenene er et N-terminalt transaktiveringsdomene (NTD), et konservert
DNA-bindende domene (DBD), og et C-terminal ligandbindende domene (LBD). I tillegg er
det en hengselregion (HR) mellom DBD og LBD, illustrert i Figur 1.3. DBD inneholder to
sinkfingermotiver som gjenkjenner og binder glukokortikoidresponsive elementer (GRE)
(15;21).

NH2-_ NTD OBBDHR(C 1BD  )-CooH
AF2

AF1

Figur 1.3 Oppbygningen av GR. GR er oppbygd av en N-terminal transaktiveringsdomene (NTD), et konservert
DNA-bindende domene (DBD), en hengselregion (HR), og et C-terminal ligandbindende domene (LBD). Figuren
er gjengitt med tillatelse (21).

GR-genet i mennesket (hGR) bestar av ti eksoner, 1 til 9p (15). Det farste eksonet, ekson 1,
representerer den 5°-utranslerte regionen (13). Eksonet bestar av tre transkripsjonsinitierende
startsteder, hvor disse er promotor 1A, 1B og 1C, og har syv alternative spleisepunker
(13;15). Ekson 2 koder for NTD, ekson 3 og 4 koder for DBD, ekson 5-9 koder for LBD og
den 3’-utranslerte regionen (13;15).
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1.2.1.2 Isoformer av GR

GR kan forekomme som flere isoformer og genereres fra ett enkelt gen (12;13). Arsaken er
alternativ spleising og alternativ translasjon initiering. Det er blant annet identifisert to
isoformer av GR i mennesket (hGR), hvorav disse er hGRa og hGRp. Disse oppstar som et
resultat av alternativ spleising, og bruk av ekson 9a eller 9B (13). Grunnet alternativ spleising
har proteinene ulik lengde av LBD. LBD til a-isoformen bestar av aminosyrene 527-777. -
isoformen av GR er identisk a-isoformen til og med aminosyre 727. Deretter er de siste 50
aminosyrene i a-isoformen byttet ut med 15 ikke-homologe aminosyrer i -isoformen. Noe
som resulterer i at B-isoformen har en total lengde pa 742 aminosyrer (13). De 15 ikke-
homologe aminosyrene koder for en unik sekvens, som resulterer i at B-isoformen ikke er i
stand til & binde til ligand, noe a-isoformen gjer (12;13;16). hGRa er den mest uttrykte
isoformen og uttrykkes i nesten alle celler og vev, og fungerer som en ligandavhengig
transkripsjonsfaktor (16). For at glukokortikoider skal kunne fremkalle en biologisk respons,
er tilstedeveerelse av hGRo ngdvendig (16). hGRp er a finne i en rekke celletyper og vev, for
eksempel ngytrofiler og epitelceller (12). Det er generelt funnet lavere nivaer av B-isoformen
enn a-isoformen i celler og vev. Det er forelgpig ikke vist at hGRp kan binde

glukokortikoider eller er transkripsjonelt aktiv (13).

Noen studier har vist at h\GRp kan fungere som en dominant negativ inhibitor og motvirke
aktiviteten til hGRa. pa flere glukokortikoid-responsive malgener (12;13;15;22). Enkelte
studier har vist at hgye nivaer av hGRp kan fare til glukokortikoidresistens. Man antar dette
kommer av B-isoformens evne til & inhibere aktiviteten av a-isoformen (12).
Proinflammatoriske cytokiner og andre immunaktivatorer har blitt vist & kunne gke uttrykket
for hGRp selektivt. Noe som videre kan fare til redusert falsomhet av glukokortikoider (12). |
noen inflammatoriske sykdommer, blant annet astma, ulcergs kolitt og revmatoid artritt kan

forhgyede nivaer av hGRp vere assosiert med resistens mot glukokortikoider (12;13).

Det er blitt pavist andre hGR-isoformer forarsaket av alternativ spleising, i vev og i noen
kreftcellelinjer (13). Noen av disse er hGRP, hvor ekson 8 og 9 mangler, og hGRA hvor
ekson 5, 6 og 7 mangler. Disse to isoformene er sett i hgye nivaer hos
glukokortikoidresistente myelompasienter. En annen isoform er hGRy, som er oppdaget i

akutt lymfoblastisk leukemi (13). Denne isoformen skiller seg fra de andre, da denne
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inkluderer 3 basepar som koder for Arginine i intronet mellom ekson 3 og 4. Dette farer til at

reseptorens transaktiveringspoteinsial reduseres (13).

1.3 Qyet

@yet er et komplekst organ, som utvikles under embryogenesen. Genetiske endringer kan fore
til alvorlige gyelidelser (23). @yet har direkte kontakt med det ytre miljget gjennom
hornhinnen. | tillegg er gyet knyttet til nervesystemet gjennom netthinnen. @yet er ett av
stedene i kroppen som har immunprivilegium, som betyr at ved innfgring av antigener kan
gyet vaere i stand til 8 hemme at en inflammatorisk immunrespons fremkalles (17). Noen
okulaere rom, som hornhinnen, linsen og ytre netthinnen er avaskular (uten blodarer), og har
en viktig anatomisk funksjon for immunforsvarets egenskaper i gyet, og for normal visuell
funksjon. Unormal vekst av blodarer i avaskuleere omrader, kan blant annet fare til
forstyrrelse i den normale visuelle funksjonen i forbindelse med regulering av lysoverfaring.
Dette kan fare til flere sykdommer, som hornhinnedekning og proliferativ diabetisk retinopati
(17).

1.3.1 Hornhinnen

Hornhinnen er den sirkulere gjennomsiktige hinnen som dekker det fremre kammeret, foran
regnbuehinnen (iris) og pupillen. Denne hinnen danner en fysisk barriere mellom det indre
gyet og det ytre miljget. Behandling med glukokortikoider pavirker hornhinnens
immunrespons, reduserer betennelse og inhiberer vekst av blod og lymfekar (17). Det
syntetiske glukokortikoidet Prednisolon brukes i behandling av sykdommer pa gyeoverflaten.
Det har blant annet vist seg a undertrykke proinflammatoriske cytokiner, indusere produksjon

av reaktive oksygenforbindelser fra mitokondrie, og dermed gke apoptose (17).

1.3.2 Linsen

Linsen er et gjennomsiktig, bikonvekst legeme som ligger inni gyet. Linsen i mennesket
bestar av tre ulike metabolske soner; epitel, cortex og linsekjernen (24). Epitelcellene er
cellene som er mest metabolsk aktive, og inneholder de viktigste genproduktene til linsen
hvor krystalliner produseres (17;24). Oppgavene linsen har er a bryte lyset til netthinnen i

samarbeid med hornhinnen, i tillegg til & regulere fokus (17).
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1.4 Oksidativt stress

Oksidativt stress er en ubalanse mellom reaktive oksygensubstanser (ROS) og antioksidanter i
kroppen. Kroppens metabolisme farer til produksjon av ROS-forbindelser (24). ROS
inkluderer superoksidradikal (O2"), hydrogenperoksid (H202) og hydroksylradikal (OH )
(24;25). Begrepene frie radikaler og ROS blir ofte brukt om hverandre. Frie radikaler er
molekyler eller atomer som i ytterste elektronskall har ett eller flere frie uparrede elektroner,
for eksempel superoksidradikal. De uparrede elektronene resulterer i gkt reaktivitet (25). ROS
inngar i samme type reaksjoner som frie radikaler, men inneholder ikke uparrede elektroner.
Hydrogenperoksid er et eksempel pa en slik ROS-forbindelse. Cellenes metabolisme
produserer hele tiden ROS-forbindelser (25).

Oksygen er en sterk oksidant, og det er essensielt for kroppen a bryte ned disse radikalene
(24). Dersom det blir en ubalanse i hastigheten pa oksidantproduksjonen og
nedbrytningshastigheten resulterer det i oksidativt stress (24). Oksidativt stress kan fare til
unormal metabolisme, molekylare skader som mutasjoner i DNAet eller oksidering av lipider
og proteiner, skader pa celler og vev, tap av fysiologisk funksjon, sykdom og eventuelt dad
(24;26). Oksidativt stress kan motvirkes av antioksidanter, som kan inhibere skaden pa
strukturelle og funksjonelle molekyler i kroppen, som proteiner, DNA, karbohydrater og
lipider (24). ROS som ikke motvirkes av antioksidanter i kroppen vil kunne binde til celler,

og dermed fare til endringer i cellenes funksjoner (24).

I nesten alle celler og vev spiller ROS en sentral rolle som regulator i flere reversible og
biologiske prosesser (26). ROS fungerer blant annet som signalmolekyler for cytokiner,
veksthormoner og G-protein koblede reseptorer. De regulerer ogsa flere transkripsjonsfaktorer
som for eksempel Nuclear factor kB, og genekspresjon (26). ROS har ogsa en rolle i
regulering av transportproteiner og ionekanalene K* og Ca?*, og i immunfunksjoner (26). |
regulering av celleproliferasjon spiller ROS en viktig rolle. Ved lave nivaer av ROS blir

celledeling og proliferasjonen indusert, men ved hgye nivaer av ROS induseres apoptose (27).
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1.4.1 Oksidativt stress i gyet

Linsen er et av organene som er mest utsatt for oksidativt stress (28). Hovedarsaken er
kontakt med eksogene kilder, i tillegg til sin funksjon ved & overfare lys til netthinnen. For &
beskytte seg mot oksidativt stress inneholder linsen noen ikke-enzymatiske og enzymatiske
mekanismer, som kan reparere oksidativt skadede cellekomponenter (28). Disse er blant annet
redusert glutation (GSH), hgye konsentrasjoner av askorbat, krystalliner og frie UV-filtre.
Glutation er et tripeptid som bestar av aminosyrene glutamat, cystein og glycin, og er en
essensiell antioksidant (24). Nar oksidativt stress overstiger cellenes evne til a reparere de

oksyderte cellekomponentene, kan apoptose oppsta (28).

Alder er en risikofaktor for oksidativt stress, som kan fare til utvikling av gyelidelser, og kan
ga ut over linsens funksjon (24). En yngre linse har betydelig med reserver av antioksidanter,
som bidrar til & forhindre skader pa linsen. | tillegg har de proteolytiske enzymer (proteaser)
som selektivt fjerner proteiner som er skadet (24). | en eldre linse, kan antioksidantreservene
veere redusert, i tillegg til reduserte enzymegenskaper og proteaser. Nar gyet utsettes for UV-
lys medfarer det oksidativt stress. UV-lyset kan fremme oksidasjon som videre kan resultere i

gra steer. Aldersrelatert nukleaer gra steer er i tillegg assosiert med tap av gluation (24).

En hypotese om glukokortikoider i linsen og oksidativt stress, er at glukokortikoider kan
pavirke de beskyttende antioksidative systemene i linsen (29). Dette vil fare til at linsen blir
mer utsatt for oksidativt stress. Oksidativt stress er en av faktorene som kan forarsake
depolarisering av mitokondriene (29). Studier har vist at membranpotensialet til
mitokondriene i humane linseepitelceller forstyrres av behandling med hydrogenperoksid
(29).

1.4.1.1 Gra steer

Gra ster er en vanlig sykdom blant den eldre befolkningen. Sykdommen oppstar ogsa hos den
yngre delen av befolkningen, oftest pa grunn av skader, ved sykdom og i sjeldne tilfeller er
den medfadt (30). Gra steer gjer at linsen mister sin klarhet, og resulterer i nedsatt syn, ofte
kalt «Takesyn», og kan fere til blindhet (30). Krystalliner (proteiner i linsefibrene) spiller en
viktig rolle i gyets opasitet og brytningsindeks (31). Alder og stressfaktorer som oksidativt
stress kan pavirke krystalliner slik at de aggregerer og pavirker opasiteten til linsen (31). UV-

lys er et eksempel pa oksidativt stress som gyet utsettes for. Eldre er mer utsatt for UV-skade,
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da nivaet av UV filtre i linsen reduseres lineaert med alder (24). Gra steer farer til at linsen
ikke far utfert sin oppgave normalt. Lyset blokkeres nar det passerer linsen, som ferer til at
det ikke dannes et klart bilde pa netthinnen (32).

1.5 GRi gyet

Syntetiske glukokortikoider er mye brukt i oftalmologi, og brukes til behandling av flere
gyesykdommer, som akutte og kroniske inflammatoriske tilstander i gyet (17). For behandling
av inflammasjon pa gyeoverflaten, som postoperativ betennelse og allergisk konjunktivitt
brukes gjerne glukokortikoider som topikal administrasjon (17). Intravitreal injeksjon av
glukokortikoider brukes ofte for behandling av gyesykdommer i den bakre delen av gyet.
Okulare bivirkninger som kan oppsta ved bruk av glukokortikoider er gra stzer, og forhgyet

intraokuleert trykk som videre kan fare til glaukom (17).

Mekanismen for glukokortikoid signalisering i de ulike lagene i gyet, deres fysiologiske og
terapeutiske effekter og bivirkninger er fortsatt lite kjent (17). Det har blitt vist at funksjonelt
aktiv GR uttrykkes i ulike celletyper i gyet, som linse, hornhinne og netthinne (16;17).
Terapeutiske effekter av glukokortikoider prosesseres via GR (17).

1.5.1 GRilinseceller

Det er vist at a-isoformen av GR er den mest dominerende isoformen i humane linseceller
(16). Det er observert en langvarig glukokortikoid respons (opptil 72 timer) i linse celler, og
man tenker dette er forarsaket av redusert nedbrytning av GR (16). Det finnes to isoformer av
GRa, hvorav disse er GRaA og GRaB, som er forskjellige i det N-terminale domenet pa
grunn av forskijellige startkodon (33). Den korteste isoformen (GRaB) har vist seg a vere
mest responsiv for glukokortikoider og fglsom for degradering, sammenlignet med den lengre
GRaA-isoformen (16). Uttrykk av GRaA-isoformen i linsecellene kan derfor vaere en mulig
arsak til forlenget glukokortikoidrespons. En annen arsak kan veere at GR-proteinuttrykket

stabiliseres grunnet redusert proteasomaktivitet (16).

En bieffekt som er sett hos pasienter som har blitt behandlet med glukokortikoider for
okulare og ikke-okulare sykdommer, er utvikling av gra steer (17;34). Mekanismen og

patogenesen for glukokortikoidindusert gra ster er lite kjent. Den aktive GR-isoformen er
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funnet i linseepitelceller bade hos mus og mennesket, noe som demonstrerer at det finnes en
spesifikk og direkte virkningsmekanisme (17). Det er antydet at glukokortikoider kan
forstyrre normale funksjoner til linseceller, som proliferasjon, vekst, migrasjon,

celledifferensiering, apoptose og overlevelse (16;17;34).

Differensiering av epitellinseceller i linsefibre er en prosess for utvikling og vekst av linsen
(29). En forstyrrelse i denne differensieringsprosessen kan fare til at linsen ikke blir
transparent, som kan fare til utvikling av gra staer. Noen studier har antydet at endringer i
produksjonen av vekstfaktorer i gyet induseres av steroider (29). Dette kan videre fare til
endringer av differensieringen av linse-epitelceller hvor vekstfaktorene har en innvirkning. En
annen hypotese som tidligere nevnt, er at glukokortikoider kan pavirke de beskyttende
antioksidative systemene i linsen, som resulterer i at linsen blir mer utsatt for oksidativt stress
(29).

Glukokortikoider har en effekt pa epitelceller i linsen, som blant annet endringer i genuttrykk.
Et endret genuttrykk kan medfare endring i proteinuttrykk (16). Gjennom studier med
humane linseepitelcellelinjer er det blitt observert en signifikant gkning i luciferaseaktiviteten
til reportergener etter stimulering med Dex allerede etter 2 timer, som ble opprettholdt over en
24 timers periode (16). Dette tyder pa en tidlig gluokortikoidrespons, og at en endring i
genuttrykket kan forekomme etter 2 timer (16;35). Ved bruk av mikroarray-teknologi har
glukokortikoidinduserte endringer i genuttrykk i linsene blitt identifisert fra 4 til 48 timer ved

bruk av cellekulturer fra mennesket (16).

1.6 PAX6 i gyet og linseceller

PAXG6 koder for en transkripsjonsfaktor som er avgjgrende for normal gyeutvikling (36). |
gyeutvikling er PAX6 et hovedkontrollgen, og er ngdvendig for induksjon av gyeutvikling.
PAXG6 spiller en viktig rolle i utviklingen av netthinnen, linsen, iris og hornhinnen (30). PAX6
induserer dannelse av det ommatidale gyet hos insekter og linse hos pattedyr (23). Hos mus
har heterozygote mutanter sma gyne (small eye), mens homozygote kun har rester av okulert
vev, og dar kort tid etter fadsel pa grunn av nesedysfunksjon. Som tidligere nevnt forarsaker
heterozygot mutasjon av PAX6 i mennesket gyedefekter som aniridia, gra steer og glaukom
(23;37). | tidligere studier er det vist at aniridia ofte er forbundet med en mutasjon i PAX6

genet pa kromosom 11p13, eller ekson 6 eller 9 (38). Det er rapportert over 334 unike
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sekvensendringer spredt over genet PAX6 (30). Det antas at de fleste av disse
sekvensendringene forstyrrer transkripsjon eller translasjon. De fleste punktmutasjonene farer
enten til innfering av et prematur termineringskodon, forlengelse av C-terminalen, eller

aminosyresubstitusjoner (missense endringer), og dermed endring av proteinfunksjonene (30).

Aniridia kjennetegnes av fullstendig eller delvis hypoplasi av iris. Aniridia er ofte assosiert
med endringer i hornhinnen, utvikling av gra steer eller glaukom (23;36). Gra star oppstar hos
rundt 50-85 % hos personer med aniridia (30). Tilstanden glaukom kjennetegnes ved at det
intraokuleere trykket er skadelig forhgyet. Det er gkt risiko for utvikling av glaukom hos
personer med aniridia, hvor det er en prevalens pa rundt 30-50 %. Ubehandlet glaukom vil
medfare et varig synstap (30). Mekanismene for utvikling av progressiv hornhinnesykdom i
aniridia ser ut til & veere multifaktorell (36). Disse inkluderer unormal differensiering av
hornhinneepitel som resulterer i skjgrhet av epitelceller, unormal epitel migrasjon, og at
cellene blir mer utsatt for naturlig teering, grunnet en reduksjon i celleadhesjonsmolekyler i

den heterozygote tilstanden av Pax6 (36).

En studie av Pax6 gjort med salamandere (Notophthalmus viridescens) og dyrkede irisceller,
viste at Pax6 er en regulator for celleproliferasjon og differensiering av linsefibre under
regenerering av linsen (39). Det ble vist at nedregulering av Pax6 betydelig reduserte
proliferasjon og hemmet regenerering av linsen (39). Under linseutviklingen regulerer Pax6
ekspresjonen av krystalliner, som er et vannlgselig protein i linsen som gjer linsen transparent
(39). Det er antydet at Pax6 blant annet fungerer som en repressor av krystallinsk uttrykk
(40). Ved a regulere det krystallinske uttrykket, er Pax6 ngdvendig for
linsefiberdifferensiering. | det nevnte forsgket ble det antydet at Pax6 ikke er ngdvendig for
regulering av krystalliner etter initiering av linsedifferensieringen, men hadde fortsatt en
vedvarende effekt pa proliferasjon. Resultatene fra studiet indikerer at Pax6 spiller en viktig

rolle for proliferasjon og differensiering av regenerering av linsen (39).

PAXG6 regulerer ekspresjon av gener involvert i blant annet celleproliferasjon, differensiering,
handtering av oksidativ stress og inflammasjon (41). Linsen inneholder antioksidanter og
enzymer for & beskytte linsen mot ROS-forbindelser (41). Eksponering for H20: i kultiverte
linser har vist & indusere gra steer (42). Oksidativt stress har vist & ha en innvirkning pa PAXS,
men virkningsmekanismen er ikke kjent (41). Oksidativt stress har i flere studier vist a fare til
undertrykkelse av PAX6 (41;43).
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1.7 Formal med oppgaven

PAXG6 er en transkripsjonsfaktor som er viktig for den normale utviklingen og funksjonen til
gyet. Forskningsgruppen i Farmakologi (IFA) har oppdaget at glukokortikoidreseptoren (GR)

interagerer synergistisk med PAXG6 i regulering av gener.

Mutasjoner i PAXG6 eller langvarig bruk av glukokortikoider er assosiert med patologiske
tilstander i gyet, noe som indikerer at begge faktorene er viktig for gyets normalfunksjon.
@ynene utsettes for oksidativt stress, og det er rapporter pa at bade PAX6 og GR i andre vev

vil kunne pavirkes av oksidativt stress.

| dette prosjektet blir en linse-epitelcellelinje brukt som modellsystem for & studere hvilken
konsekvens det far for vekst og overlevelse at PAX6 og/eller GR mangler. Det er ogsa av
interesse a finne ut hvordan oksidativt stress pavirker vekst og overlevelse til linse-
epitelcellelinjen, og om tilstedeverelsen eller fravaeret av PAX6 og GR har noe a si for
cellelinjens respons. Funksjonen til PAX6 og GR som transkripsjonsfaktorer under oksidativt

stress vil ogsa bli studert.
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2 Materialer

Tabell 2.1 Oversikt over B3 Linseepitelcellelinjer. Knock out (KO) cellene er modifisert ved
bruk av CRISPR-Cas9 av Forskningsgruppe i Farmakologi ved IFA. Kortnavnene til cellelinjene
vil videre bli brukt i oppgaven. X markerer KO av GR og/eller PAX6.

Cellelinje Cellelinje GR PAX6
kortnavn knock out | knock out

B-3 B3WT

B3 WT GR KO 21/1 C9 B3 WT C9 X

B3 WT GR KO 21/1 D10 B3WT D10 X

B3 WT GR KO 21/1 E2 B3 WT E2 X

B3 WT GR KO 21/1 E3 B3 WT E3 X

B3 3.4 B3 3.4 X
B3 3.4 GR Arm 1 8/1-20 A12 28/2-20 B3 3.4 Al2 X X
B3 3.4 GR Arm 1 8/1-20 C12 B3 3.4 C12 X X
B3 3.4 GR Arm 1 8/1 sortert 11/2 G9 3/4-20 B3 3.4 G9 X X
B3 3.4 GR Arm 1 8/1 sortert 11/2 E3 30/3-20 B33.4E3 X X
B3 3.4 GR Arm 1 8/1 sortert 11/2 H7 30/3-20 B3 3.4 H7 X X
B3 3.4 GR Arm 1 8/1 sortert 11/2 E10 30/3-20 B3 3.4 E10 X X

B-3 cellene er fra ATCC®, og har produktnummeret CRL-11421. De resterende cellelinjene i

Tabell 2.1 er fremstilt ved CRISPR-Cas9 teknologien med utgangspunkt i B-3 cellene fra

ATCC®. KO cellelinjene er fremstilt av Forskningsgruppen i Farmakologi ved IFA.

Tabell 2.2 Diverse buffere og lgsninger

membraner og

Buffere/ Bruksomrade Innholdsstoffer
lgsninger
TBS-T buffer Vasking av For a lage 5 L 10 x TBS brukes falgende:

fortynning av 10 g KCI

sekundaere 400 g NaCl

antistoffer 200 ml 1M TrisCl pH 7,5
Ad 5L dH20

500 ml 10 x TBS
5 ml (0,1%) Tween 20
Ad5 L dH0

For alage 5 L 1 x TBS-T buffer brukes falgende:
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Bolt MES SDS
Running Buffer

Elektroforese

For a lage 1 L brukes fglgende:

50 ml Bolt MES SDS Running Buffer (20X)
Ad 1L dH20

Blotting buffer

Blotting

For a lage 5 L brukes fglgende:

144 g Glycine
29 g Tris(hydroxymethyl)aminomethane
(TRIS, Trometamol)
1 L Ethanol
Ad 5L dH20

2x SDS PAGE-
Buffer

Lysering av celler

100 mM Tris-HCI (pH 6.8)
4 % SDS (sodium dodecyl sulfate;
electrophoresis grade)
0,2 % bromophenol blue
20 % glyserol
200 mM DTT (dithiothreitol)
DTT tilsettes rett far bruk.

IMDTT

Lysering av celler

10 ml bestar av falgende:

1,54 g DL-Dithiothreitol (DTT)
33,3 ul 3 M Natriumacetat (NaOAC) (pH 5,2)
Ad 10 ml dH20

50 x TAE

Agarose
gelelektroforese

1 L bestar av fglgende:

242 g Trisbase

57,1 ml Eddiksyre

100 ml 0,5 M EDTA
Ad 1L dH20

Fortynning pa 1 : 50 ble brukt til gelelektroforese.

Genomisk DNA
buffer

Tillaging av
genomisk DNA

50 ml bestar av fglgende:

2,5 ml 50 mM TrisHCI (pH8)
10 ml 100 mM EDTA

2,5 ml 100 mM NacCl

2,5ml 1% SDS

32,5 ml dH20

6xT Gel loading
buffer

Gelelektroforese

0,25 % Xylen Cyanol FF
60 mM Na2EDTA (pH 8,0)
0,6 % SDS

40 % (w/v) sukrose i vann
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Tabell 2.3 Diverse kjemikalier/lasninger brukt til DNA sekvensering

Navn pa kjemikalie/lgsning brukt Bruksomrade Produsent Produkt-
til DNA sekvensering nummer
Proteinkinase K Solution (20 mg/ml) | Genomisk DNA Invitrogen 25530-049
2-propanol Isopropanol Genomisk DNA VWR Chemicals 67-63-0
Ethanol Genomisk DNA Sigma-Aldrich 32221
TE buffer (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM | Genomisk DNA Invitrogen 12090015
EDTA)
5 x sekvenseringsbuffer DNA sekvensering Fra DNA

Sekvenseringslab,

Medisinsk Genetisk

avdeling, UNN
BigDye3.1 DNA sekvensering Fra DNA

Sekvenseringslab,

Medisinsk Genetisk

avdeling, UNN
OneTag 2X MM w/Standard Buffer DNA sekvensering BioLabs MO0482S
LE Agarose Gel elektroforese SeaKem 50004

260

160
125

920 —
70

50

38

30 -
25

1% agarose stained in Ethidium Bromide

0.5 pg/lane
1X TAE

Chameleon Duo
LI-COR P/N 928-60000

Figur 2.1 Laddere brukt til western blot og agarose gelelektroforese. Chameleon Duo ladder som ble brukt
som molekylvekt markar i WB fremstilles i figur A. Produsenten for Chameleon Duo ladder er LI-COR, og

produktnummeret er 928-60000. Tracklt™ 1 Kb Plus DNA ladder, presentert i figur B, ble brukt som

molekylvektmarker i agarose gelelektroforese. Produsenten pa Trackit™ 1 Kb Plus DNA ladder er Invitrogen og

produsentnummer 10488085.
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Tabell 2.4 Diverse kjemikalier/lasninger brukt til celledyrkning/celleprosesser

Kjemikalie/lgsning brukt til Bruksomrade Produsent Produkt-

celledyrkning/celleprosesser nummer

MEM — Minimum Essential Medium | Celledyrkning Sigma-Aldrich M4655

Eagle

Fetal Bovine Serum (FBS) Celledyrkning Biowest S181B-500

MEM Non-essential Amino Acid Celledyrkning Sigma-Aldrich M7145

Solution (100x)

Sodium pyruvate solution Celledyrkning Sigma-Aldrich S8636

Trypsin-EDTA solution (1x) Cellesplitting Sigma-Aldrich T4049

Dulbecco’s Phosphate Buffered Vasking av celler Sigma-Aldrich D8537

Saline

Opti-MEM Transfeksjon av celler Gibco 11058021

NUuPAGE® LDS Sample Buffer (4X) | Lysering av celler Novex NPO08

Bolt™ Sample Reducing Agent Lysering av celler Novex B0009

(10X)

Hydrogenperoksid NAF 10 % Stimulering av celler NAF — Norges 231-765-0

opplgsning apotekforening

Dexamethasone-Water Soluble Stimulering av celler Sigma-Aldrich D2915

NewBlot Nitro Stripping Buffer, 5X | Stripping av membran fra LI-COR 928-40030

WB
Intercept™ Blocking Buffer TBS Blokking av membraner fra LI-COR 927-60001
WB

Tween 20 Farging av membraner Sigma-Aldrich P1379

SuperSignal ™ West Pico PLUS Western blot — fremkalle Thermo 1863097

Stable Peroxide Solution sekundgere antistoffer scientific

SuperSignal ™ West Pico PLUS Western blot — fremkalle Thermo 1863096

Luminol/Enhancer Solution sekundaere antistoffer scientific

PowerUp ™ SYBR ™ Green Master | gPCR Applied A25741

Mix biosystems

RiboLock RNase Inhibitor Syntetisering av cDNA Thermoscientific | EO0382

Dual — Light ™ Reagent Buffer A Luciferase reportergen-assay | Applied T2176
biosystems

Dual — Light ™ Reagent Buffer B Luciferase reportergen-assay | Applied T2238
biosystems

Tropix® GALACTON - Plus Luciferase reportergen-assay | Applied T2190
biosystems

Tropix® Accelerator Il Luciferase reportergen-assay | Applied T2365
biosystems
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Tabell 2.5 Primaere og sekundeere antistoff brukt for farging av membraner fra WB.

PRIMARE ANTISTOFF

Biotechnology

Produktnummer | Produsent Fortynning
Anti- GR mouse 611227 BD transduction 1:3000
Laboratories
Anti-Pax6 Bleed4 sheep Custom MRC PPU 1:500
Protein
Phosphorylation and
Ubiquitylation Unit
Anti-GR DSBH mouse AB_528427 Development 1:500
Studies Hybridoma
Bank, University of
lowa
Anti-Actin Antibody A5060 Sigma-Aldrich 1:1000
produced in rabbit
GILZ Monoclonal Antibody | 14-4033-82 Invitrogen 1:250
rat
Connexin 43 Monoclonal 13-8300 Invitrogen 1:250
Antibody (CX-1B1) mouse
SEKUNDZARE ANTISTOFF
IRDye® 680LT Donkey anti- | 926-68022 LI-COR 1:10000
Mouse IgG Secondary
Antibody
IRDye® 800CW Donkey anti- | 926-32212 LI-COR 1:10000
Mouse IgG Secondary
Antibody
Anti-sau red 680 A21102 Invitrogen 1:10000
Anti-sau grgnn 800 SA5-100060 Invitrogen 1:10000
IRDye® 680LT Donkey anti- | 926-68023 LI-COR 1:10000
Rabbit IgG Secondary
Antibody
Goat anti-rat IgG-HRP J2109 Santa Cruz 1:250
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Tabell 2.6 Kommersielle Kits

Bruksomrade

Kit

Innholdsstoffer

Produsent

Produkt-
nummer

Lage RNA av
celler

Quick — RNA
Miniprep

RNA Lysis Buffer

RNA Prep Buffer

RNA Wash Buffer

DNase/RNase-Free Water

DNasel

DNA Digestion Buffer

Spin-Away Filter

Zymo-Spin IHICG
Columns

Collection Tubes

Zymo
Research

R1055

Lage cDNA fra
RNA

High Capacity
cDNA Reverse
Transcription Kit

10 x RT Buffer

25 X ANTP mix

10x RT Random Primers

MultiScribe Reverse
Transcriptase

Applied
biosystems

4368814

Rensing av
plasmid til
transfeksjon av
celler

QIAGEN ®
Plasmid Plus Midi
Kit (100)

LyseBlue -
Fargeindikator

Buffer P1 -
Resuspensjonsbuffer

Buffer P2 — Lysisbuffer

Buffer S3 —
Ngytraliseringsbuffer

Buffer BB —
Bindingsbuffer

Buffer ETR — Endotoksin
vaskebuffer

Buffer PE — VVaskebuffer

Buffer EB -
Elueringsbuffer

QIAGEN®

12945

Transfektere
celler

Lipofectamine ®
3000 Transfection
Kit

Lipofectamine 3000

P3000

Invitrogen

L.3000-
015

Fjerning av
nukleotider og
primere fra
PCR-produkt
faor
sekvensering

A’SAP PCR
cleanup kit

Exonuclease 1

Shrimp Alkaline
Phosphatase

ArticZymes

70700-201
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Tabell 2.7 Primere brukt til DNA sekvensering.

Primer

Sekvens 5°- 3°

Produsent

hGR pcr 1 fw

GGTTCATTTAACAAGCTGCCTC

hGR pcr 1 rev

GCTTGGAGTCTGATTGAGAAGC

Forskningsgruppen i
Farmakologi, IFA

Tabell 2.8 Primere brukt i qPCR.

Human primer Sekvens 5°- 3" Produsent
FH2_GAPDH CTTTTGCGTCGCCAG Sigma-Aldrich
RH2_GAPDH TTGATGGCAACAATATCCAC Sigma-Aldrich
hGUSB.FW1 CCACCACACTGGGCTAATTT Sigma-Aldrich
hGUSB.REV1 ACATTTTGTTGGCCAGGTGT Sigma-Aldrich
hGILZ.RT3 CAGGGTCTTCAACAGGGTG Sigma-Aldrich
hGILZ.RT5 TGGTGGCCATAGACAACAA Sigma-Aldrich
hGJALl.RT3 GGTACAAGAGTGTGGGTACAG Operon
hGJAL1.RT5 TGAGGAAAGTACCAAACAGCAG | Operon

Tabell 2.9 Plasmider brukt for transfeksjoner.

Plasmider

pGL3-basic

pGL3-GJAL Large

pGL3-GILZ 1265

pGL3-GILZ 512

pGL3-GILZ 927

pCH110

pGL3-Basic plasmidet er fra produsenten Promega, og har produktnummeret E1751. De

resterende plasmidene i Tabell 2.9 er promotorer laget av Forskningsgruppen i Farmakologi
ved IFA (Mikkola, upublisert).
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3 Metode

3.1 Western blot

Western blot (WB) er en analytisk teknikk som ofte brukes for & detektere spesifikke
proteiner i proteinekstrakter. Proteinene separeres ut ifra starrelse (MW) i en SDS-PAGE gel

elektroforese, og overfares til en membran der de kan detekteres med spesifikke antistoffer.

3.1.1 Hgste celler til Western blot

Celler i en omtrentlig 80-90 % konfluent brgnn i et 6- eller 12-brgnners brett ble hgstet. Dette
ble gjort ved farst a fjerne cellemediumet fra brgnnene. Deretter ble cellene vasket med PBS-
buffer, 1-2 ml per brgnn. All PBS-bufferen ble fjernet, far lysisbuffer ble tilsatt.
Lysisbufferene som ble brukt for hgsting til WB i denne oppgaven var enten LDL Sample
buffer med Reducing Agent i forholdet 15 : 6 eller 2xSDS PAGE-Buffer som tilsettes 0,2 M
DTT rett far bruk. Cellene i 12-brgnners brettet ble hgstet i 100 pl lyseringsbuffer, og celler i
6-branners brett ble hgstet i 140 pl. En celleskrape ble brukt for & lgsne cellene. Lysisbufferen
med cellene ble pipettert over i merkede eppendorfrar, og satt pa varmeblokk (block heater
SBH130DC fra Stuart) pa 100 °C i 5-10 min. Videre ble eppendorfrgrene satt pa is. For
lagring ble de oppbevart ved — 20 °C. Fgr kjgring pa gel ble cellelysatene sonikert i iskaldt
vannbad ved bruk av Bioruptor fra Diagenode. Cellelysatene ble sonikert pa innstillingene
High i 2,5 min, hvor det kjares alternerende sykluser pa 30 sek pad/av. Formalet med
sonikering er a gjere prgvene mindre viskas, far pipettering i brennene i gelen. Rett far
kjering av WB ble cellelysatene sentrifugert i mikrosentrifuge (Biofuge pico fra Heraeus) pa
12,000 x g i 2 min.

3.1.2 Kjgring av SDS-PAGE gel

Invitrogen Bolt™ 4-12 % Bis-Tris Plus geler med et passende antall brgnner (10, 12 eller 15)
ble plassert i et gelelektroforese kammer. Far gelen ble plassert i kammeret, ble kammen fra
brgnnene tatt av og brgnnene ble skylt med Running buffer (Bolt™ MES SDS Running
Buffer (20x) fra Invitrogen, Cat.no. B000202). Gelen ble festet i kammeret, og kammeret ble
fylt med Running buffer. Running bufferen bestar av MES SDS Running Buffer (20X)
fortynnet til 1X i vann. Chameleon Duo ladder (Fra LI-COR, Cat.no. 928-60000) ble brukt
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som molekylvekt (MW) markar. 3 pl Chameleon Duo ladder og 15 pl med cellelysatene ble
pipettert i brannene. Gelen ble Kjert pa innstillingene GEL pa 200 V i 45 min pa maskinen
PowerEase 500 (Invitrogen life tchnologies). Proteinene vandrer fra katoden (-) mot anoden

(+) i et elektrisk felt som dannes nar spenning (200 V) pafares.

3.1.3 Blotting av membran

Etter gelelektroforesen ble det kjart blotting, for & overfare prgvene fra gelen til en membran
ved bruk av spenning. I blottingen ble gelen fra gelelektroforese lagt som en sandwich
sammen med svamper, papir og membran (BioTrace™ Nitrocellulose Transfer Membranes
fra PALL) i et kammer. Ved kjaring av en gel sa sandwichen fglgende ut: svamper — papir —
gel — membran — papir — svamper til fullt kammer. For to geler som ble kjgrt samtidig sa
sandwichen fglgende ut: Svamper — papir — gel 1 — membran 1 — papir — 1 svamp — papir —
gel 2 — membran 2 — papir — svamper til fullt kammer. Det ble kjart stram gjennom platene
som klemmer sandwichen sammen, som gjer at proteinene vandrer fra gelen og over til
membranen. Platen som er naermest gelen er katoden (-) og platen som ligger naermest
membranen er anoden (+). Proteinene vandrer fra katoden over til anoden ved bruk av et
elektrisk felt som oppstar nar spenning tilfares. Kammeret med sandwichen ble satt i
ytterkammeret, hvorav det innerste kammeret ble fylt opp med blotting buffer. Ytterkammeret
ble fylt med destillert vann. Instrumentet (PowerEase 500 fra Invitrogen life tchnologies) ble
innstilt pa BLOT i 1 time og 45 min pa 160 mA.

3.1.4 Farging av membran

Nar blottingen var ferdig, ble membranen overfart til et 50 ml sentrifugerer. Ca. 5 ml
Intercept (TBS) Blocking Buffer ble tilsatt i sentrifugeraret med membranen, for & unnga
uspesifikke bindinger. Membranen ble blokket med Intercept (TBS) Blocking Buffer i 1 time
i romtemperatur (RT), far primaerantistoffet ble tilsatt. Sammen med primaerantistoffet ble
3000 pl Intercept (TBS) Blocking Buffer og 3 pl Tween 20 tilsatt. Fortynningen til de ulike
primearantistoffene er oppgitt i Tabell 2.5. For alle primarantistoffene benyttet i denne
masteroppgaven, med unntak av aktin, har primzrantistoffet statt pa rullemixer (Roller mixer
strl fra Stuart Scientific) over natt ved 4 °C. Aktin har sttt pa rullemixer i RT i minst 1 time.
Membranen ble vasket 3-4 runder i sentrifugergret, hvor ca. 20 ml TBS-T buffer ble tilsatt og

vasket i 5-10 min per runde. Deretter ble membranen overfort til en lystett boks som senere
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brukes for sekundaerantistoff. En starre mengde TBS-T buffer, ca. 40-50 ml ble tilsatt og satt
pa vippeplate (Stuart scientific Gyro rocker STR9) i ca. 15-20 min. Dette ble utfart to ganger.
Etter vasking av membranen ble det tilsatt sekundaerantistoff som var spesifikt til
primarantistoffet. Sekundaerantistoffet ble fortynnet i 15 ml TBS-T buffer i en lystett boks, og
ble satt pa vippeplate i 1 time. Videre ble overfladig sekundeerantistoff vasket av membranen
pa samme mate som tidligere beskrevet for primeerantistoffet. Membranen ble fremkalt ved
bruk av maskinen Odyssey Fc fra LI-COR, og programmet Image Studio. Membranene ble
scannet pa Channel 700 og 800, med unntak av sekundzrantistoffet Goat anti-rat IgG-HRP
hvor membranen ble scannet pa Chemi. For sekundar antistoffet Goat anti-rat IgG-HRP ble
det tilsatt en 3 ml blanding av SuperSignal West Pico PLUS Stable peroxide Solution og
SuperSignal West Pico PLUS Luminol/Enhancer Solution i forhold 1 : 1 pA membranen rett
far fremkalling av membranen. Denne blandingen virket pA membranen i 3 min far

fremkalling.

Membranene ble farget med flere primeerantistoff. Etter fremkalling av membranen ble den
overfart til et 50 ml sentrifugergr. 5 ml Intercept (TBS) Blocking Buffer ble tilsatt, og
membranen ble blokket i 1 time pa rullemixer, far nytt primeerantistoff ble tilsatt pA samme
mate som tidligere beskrevet. For membranene hvor det var mye bakgrunnsstay, eller mange
uspesifikke band ble membranene strippet far neste primzrantistoff ble tilsatt. Dette ble gjort
ved a blande 1 ml Stripping Buffer og 4 ml dH20 sammen. Blandingen ble tilsatt i et 50 ml
sentrifugergr med membranen. Raret ble satt pa rullemixer i 5 min i RT. Deretter ble
membranen vasket med 1xPBS buffer i 30 min. Intercept (TBS) Blocking Buffer ble tilsatt

membranen i 1 time. Til slutt ble primarantistoff tilsatt membranen.

3.2 Gelelektroforese

3.2.1 Tillaging av 0,7 % Agarosegel

Genomisk DNA og PCR produkt ble kjert pa 0,7 % Agarosegel for a verifisere innhold av
DNA og starrelse pa PCR produkt. 0,7 % Agarosegel ble fremstilt ved & veie inn 0,7 g
agarosepulver per 100 ml 1XTAE. For a lgse agarosen opp i 1XTAE ble lgsningen varmet til
kokepunkt i mikrobglgeovn, med flere omrgringer underveis. 0,7 % agaroselgsning ble

oppbevart i varmeskap ved 65 °C.

Side 25 av 128



3.2.2 Stgping av 0,7 % Agarosegel

Passende starrelse pa gelstapingskar og en kam med gnsket antall «tenner» ble brukt for &
stape en 0,7 % agarosegel. | denne oppgaven ble det brukt et lite gelstgpingskar, med 8-10
brgnner. Gelstapingskaret ble festet pa gelstgpingsrammen. 10 pl 1 mg/ml Etidiumbromid
(EtBr) ble tilsatt i gelstapingskaret. Deretter ble det tilsatt ca. 50 ml med 0,7 %
agarosegellagsning. Karret ble vippet litt til siden, slik at EtBr ble blandet jevnt i gelen. EtBr
gjer det mulig a detektere gelbandene ved UV-lys. Kammen med gnsket antall «tenner» ble
festet i gelstapingskaret. Eventuelle luftbobler ble fjernet far gelen stivnet. Nar gelen var
stivnet, etter ca. 20 min, ble kammen fjernet og gelen ble overfart til et gel elektroforesekar
(Mini-Sub Cell GT, BIO-RAD). Gel elektroforesekaret ble fylt med 1XTAE Running buffer
til hele gelen var dekket. Tracklt 1 Kb plus ladder (Invitrogen) ble brukt som MW-markar.
Pravene og Tracklt 1 Kb plus ladder ble pipettert i brgnnene. Spenning (90V) ble tilfart, og
gelen ble kjgrt i 30 min. Bilde av agarosegelen ble tatt ved bruk av instrumentet Gel Doc™

XR+ fra BIO RAD, og programmet Image Lab™ Software.

3.3 DNA sekvensering

3.3.1 Genomisk DNA

500 pl genomisk DNA buffer (50 mM TrisHCI (pH8); 100 mM EDTA,; 100 mM NaCl; 1 %
SDS) ble tilsatt et eppendorfrer med cellepellet hgstet fra en 80-90% konfluent brgnn i et 6-
brgnners brett. Deretter ble 12,5 pl av 20 mg/ml Proteinkinase K tilsatt, og prevene ble mikset
pa vortex. Eppendorfrgrene ble plassert i varmeblokk (block heater SBH130DC fra Stuart) pa
55 °C over natten.

Neste morgen ble eppendorfrgrene tatt av varmeblokken, og 180 pl konsentrert NaCl (approx
6 M NaCl = mettet) ble tilsatt, og invertert 5 ganger. Deretter ble eppendorfrarene mikset pa
vortex i 5 min, og videre sentrifugert i 7 min i en mikrosentrifuge (Heraeus Biofuge pico) pa
maksimal hastighet (13000 rpm). 600 ul supernatant uten toppfasen og pellet ble tatt ut av
eppendorfrarene og overfart til nye eppendorfrer. 400 pl 2-propanol ble tilsatt, og invertert 5
ganger. Denne blandingen sto 1 min i RT. Videre ble prgvene sentrifugert 2 min pa maksimal
hastighet i en mikrosentrifuge. Supernatanten ble fjernet. Den presipiterte DNA-pelleten ble
vasket med 500 ul 70% EtOH. Dette ble gjort ved at EtOH ble tilsatt, og deretter ble prevene

sentrifugert i 2 min pa maksimal hastighet i en mikrosentrifugee. Det meste av etanolen ble
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pipettert ut, og DNA-pelleten med restene av EtOH ble lufttarket (prevene sto 10 min i
eksikator, deretter i RT til etanolen var fordampet). 100 pl TE, ble tilsatt og inkubert 30 min i
RT og vortex noen ganger underveis. Det genomiske DNA’et ble lagret ved - 20 °C. 2 ul ble
kjort pa 0,7 % agarosegel, for & kontrollere om genomisk DNA er til stede i prevene og
dermed om prgvene kan brukes videre. 2 pl DNA, 2 pl 6xT buffer og 8 pl vann ble mikset
sammen, og pipettert i brgnner i en 0,7 % agarosegel. Tracklt 1 Kb plus ladder (Invitrogen)
ble brukt som MW-markaer.

3.3.2 PCR

Det ble kjort PCR av genomisk DNA. Fglgende ble tilsatt i PCR-rar:

Templat (genomisk DNA) S5ul
Primer hGR pcrl forward (10 puM) 2 ul
Primer hGR pcrl revers (10 uM) 2 ul
dHz20 11 pl
OneTaq 20 pl

PCR-rarene ble videre kjort pa falgende program ved bruk av instrumentet T100™ Thermal
Cycler fra BIO RAD:

Tabell 3.1 Program for PCR reaksjon av genomisk DNA

Trinn Temperatur (°C) Tid
Initial Denaturation 94 45 sek
30 Cycles 94 20 sek
53 30 sek
68 45 sek
Final Extension 68 5 min

PCR produktene ble kjert pa 0,7 % agarosegel. For hvert PCR-produkt ble det laget en
blanding bestaende av 5 pl PCR produkt, 5 pl dH20 og 2 pl 6xT buffer. 7 pl Tracklt 1kB plus
ladder (Invitrogen) ble tilsatt i farste brenn, deretter 12 pl av hver PCR-produktblanding med
dH20 og 6xT buffer.
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Ved bekreftelse av band med rett starrelse pa gelen, ble PCR-produktene renset med Clean-up

kit fra ArticZymes. Falgende ble tilsatt i eppendorfrar:

PCR produkt

5ul

A’SAP PCR cleanup kit Shrimp Alkaline Phosphatase 1l
A’SAP PCR cleanup kit Exonuclease

1l

Eppendorfrarene med prgvene ble mikset pa vortex, og spinnet ned. Pravene ble satt pa
varmeblokk (block heater SBH130DC fra Stuart) pa 37 °C i 15 min, deretter 80 °C i 15 min.

Videre ble pravene satt pa is til videre bruk, deretter lagret ved — 20 °C.

3.3.3 Sekvensering

De rensede PCR produktene ble videre sekvensert. Falgende ble tilsatt i PCR-rar:

dH20
Templat

5x Sekvenseringsbuffer
Primer (hGR pcrl fw eller hGR pcrl rev)

BigDye 3.1

13 ul
2 ul
3 ul
1l
1l

Hvert templat ble tilsatt i 2 stykk PCR-rgr, som ble tilsatt ulike primere. Ett PCR-ror ble

tilsatt hGR pcrl forward og det andre raret ble tilsatt hGR pcrl revers.

PCR-rgrene med prgvene ble satt i PCR maskinen, MJ Research PTC-200 Thermo Cycler

Gradient Peltier, og programmet SFSEQ ble kjart. Programmet bestar av fglgende:

Tabell 3.2 Program (SFSEQ) for sekvensering.

Trinn Temperatur (°C) Tid (min)
1 96 5:00
2 96 0:10
3 50 0:05
4 60 4:00
5, Ga til trinn 2, 24 ganger
6 4 For ever
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Etter kjgrt program, ble pravene levert inn til sekvensering hos DNA sekvenseringslab
(Medisinsk Genetisk avdeling, Universitetssykehuset Nord-Norge HF, Fakultet for medisin
og helsevitenskap (MH), UiT). DNA sekvenseringslab bruker Applied Biosystems 3130xI|
Genetic Analyzers. DNA sekvensene ble tolket ved bruk av programmet SnapGene.

3.4 Plasmidprep

Det ble laget over-natt-kulturer av plasmidene (pGL3-Basic, pGL3-GJA1 Large, pCH110) pa
falgende mate: 55 ml med LB buljong med 100 pg/ml Ampicillin ble tilsatt i en autoklavert
erlenmeyerkolbe. Frysestockene med plasmidene oppbevart ved -70 °C, ble hentet opp fra
fryseren og holdt kjelig i en fryseblokk. En autoklavert tannpirker ble brukt for & overfere litt
av de frosne bakteriestockene til erlenmeyerkolben. Erlenmeyerkolben med mediumet og
tannpirkeren ble inkubert i en riste-inkubator (Unitson HT INFORS) ved 37 °C og 225 rpm i
17 timer. Neste dag ble innholdet i erlenmeyerkolbene overfart til hvert sitt 50 ml
sentrifugerar, og sentrifugert ved 4 °C pa 4000 rpm i Eppendorf Centrifuge 5810R i 30 min.
Etter sentrifugeringen ble supernatanten fjernet. Pelleten ble vortexet i ca. 30 sek, for a lgse
pelleten opp. QIAGEN ® Plasmid Plus Midi Kit ble brukt. 2 ml med Buffer P1
(resuspensjonsbuffer) ble tilsatt, og vortexet til pelleten var helt resuspendert i bufferen.
Videre ble 2 ml med lysisbufferen, Buffer P2, tilsatt. Buffer P2 var tilsatt LyseBlue reagens
som er en fargeindikator. Lgsningen ble blandet forsiktig ved a vende rgret 4-6 ganger til
lysatet sa viskast og helt blatt ut. Lgsningen ble inkubert i RT i 3 min. Deretter ble 2 ml
Buffer S3 tilsatt for a ngytralisere lysatet. Lasningen ble blandet ved & vende rarene 4-6
ganger, til blandingen var helt fargelgs. Lysatet ble overfart til QIAfilter Cartridge, og
inkubert i RT i 10 min. Stempelet ble satt i QIAfilter Cartridge, og lysatene ble filtrert i 15 ml
sentrifugergr. 2 ml Buffer BB (Bindingsbuffer) ble tilsatt til det filtrerte lysatet, og blandet
ved & vende rgrene 4-6 ganger. Lysatene ble overfart til QIAGEN Plasmid Plus-
spinnkolonnene i QlAvac 24 Plus, med en rgrforlenger i hver kolonne. Det ble tilfert rundt
300 mbar vakuum pa kolonnene, slik at vaesken ble trukket gjennom kolonnene. DNAet pa
kolonnene ble vasket med 0,7 ml ETR Buffer (Endotoksin vaskebuffer). Vakuum ble brukt
for & trekke veaesken gjennom kolonnene. Det ble videre tilsatt 0,7 ml med Buffer PE
(Vaskebuffer) for & vaske DNAet ytterligere. Ogsa her ble vakuum brukt for & trekke vaesken
gjennom kolonnene. For a fjerne det gjenvearende av vaskebufferen, ble kolonnene
sentrifugert ved 10,000 x g i 1 min ved bruk av mikrosentrifugen Heraus Biofuge pico.

Kolonnene ble overfort til rene eppendorfrar. 200 pl Buffer EB (Elueringsbuffer) ble tilsatt
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kolonnene, og sentrifugert ved 10,000 x g i 1 min i en mikrosentrifuge for a eluere DNAet fra
kolonnen. Konsentrasjonen av DNAet og renheten ble malt ved bruk av Thermo Scientific™

Nanodrop™ One Spectrophometer.

3.5 Celledyrkning

Cellene som ble brukt i denne oppgaven var humane B3 linse-epitelcellelinjer (ATCC CRL-
11421). De CRISPR-Cas9 modifiserte celleklonene ble behandlet pa samme mate som B3
cellelinjen. Alt cellearbeid ble utfart i sterilt miljg i Laminal Air Flow (LAF) benk.

Cellene ble dyrket i cellemedium bestaende av 78 % MEM-Minimum Essential Medium
Eagle, 20 % Fetal Bovine Serum (FBS), 1 % MEM Non-essential Amino Acid Solution
(100x) og 1 % Sodium pyruvate solution. Cellene ble splittet omtrent to ganger i uken, nar

cellene var 70-90 % konfluente i middels store dyrkningsflasker.

Cellemedium og trypsin ble varmet til 37 °C far bruk. Nar cellene ble splittet ble det gamle
cellemediumet sugd bort. Deretter ble cellene vasket med 5 ml Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (PBS), for a fjerne serum og lgse celler. PBS har tilnzrmet lik pH som
kroppen, er ikke-toksisk og isoton slik at den ikke skader cellene. All PBS-buffer ble deretter
fjernet, og 1 ml Trypsin-EDTA solution ble tilsatt. Trypsin er et proteolytisk enzym som lgser
adherente celler fra celledyrkningsflasken. Celledyrkningsflasken med trypsin ble satt i
inkubatorskap ved 37 °C i noen minutter, til cellene var lgsnet. Deretter ble cellene
resuspendert i nytt cellemedium (4 ml). Cellene ble normalt splittet i forhold 1 : 3 eller 1 : 4.
De overflgdige cellene ble kastet, eller brukt til forsgk. Den middels store flasken ble etter

splitting tilsatt cellemedium til et totalvolum pa 10 ml.

3.5.1 Utsaing av celler

| flere forsgk ble det sadd ut celler i 6-, 12- eller 24-brgnners brett. Et spesifikt antall celler
ble sadd ut i hver brgnn. Cellene ble telt ved bruk av et Blrkerkammer. Telleomradet pa
Blirkerkammeret er delt inn i 9 like kvadrater (1 mm?), og hver av disse er igjen delt inn i 16
kvadrater. Telleomradet pa Biirkerkammeret dekkes av et dekkglass, slik at dybden er 0,1
mm. Dette gir et volum pa 0,1 mm? for hver av de 9 kvadratene, som tilsvarer 1 x 10 ml.
Minst 3 av de 9 kvadratene ble telt, og et gjennomsnitt av disse ble benyttet. Ved stor

variasjon mellom antall celler per kvadrat, ble flere kvadrater telt. Det gjennomsnittlige
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antallet celler per kvadrat ble brukt for a begrene antall celler per ml, ved a multiplisere
gjennomsnittet med 10%. Det ble beregnet ngdvendig antall ml for & sa ut gnsket antall celler
per brgnn. Denne mengden ble blandet sammen med nytt cellemedium for a fa gnsket

totalvolum i brgnnene.

3.6 Stimulering av celler

Celler ble stimulert med ulike Dex og H202 konsentrasjoner i dette studiet. Det ble laget

Stock-lgsninger av Dex og H202 som beskrevet under.

3.6.1 Tillaging av Dex lgsninger

Dex konsentrasjonene cellene ble stimulert med ble laget ut fra en Dex Stock-lgsning. | denne
Dex Stock-lgsningen ble Dexamethasone-Water Soluble fra Sigma (produktnummer D2915)
Igst i vann til en sluttkonsentrasjon pa 1 mM. Stock-lgsningen og fortynningene av denne var
holdbar i 14 dager, og ble oppbevart mark og kjelig (4 °C). Det ble laget en mellomfortynning
pa 100 uM fra Stock-lgsningen, som ble blandet direkte i cellemedium til gnsket Dex
konsentrasjon til stimulering av cellene. Rett far cellene ble tilsatt Dex, ble det laget en Dex-
cellemediumlgsning for hver konsentrasjon, nok til alle brannene som ble tilsatt de ulike Dex
konsentrasjonene. 100 uM Dex-lgsning ble tilsatt i cellemedium til riktig sluttkonsentrasjon,

denne blandingen ble vendt noen ganger, for Dex-cellemediumet ble tilsatt cellene.

3.6.2 Tillaging av H202 lgsninger

For & stimulere cellene med de ulike H202 konsentrasjonene, ble det farst laget en Stock-
lgsning pa 5 mM H202. Hydrogenperoksid NAF 10 % opplgsning som tilsvarer 2,9399 M ble
brukt for a lage stock-lgsningen. 5,1 pl av Hydrogenperoksid NAF 10 % opplgsning ble tilsatt
i 3000 pl cellemedium for a lage en Stock-lgsning. Denne Stock-lgsningen ble laget fersk
hver dag. Stock-lgsningen ble fortynnet direkte i cellemedium til en sluttkonsentrasjon pa 0,2
mM, 0,4 mM og 0,8 mM H20:. | likhet med Dex-lgsningene, ble det ogsa for H20- laget
felles lgsninger med de ulike H202 konsentrasjonene nok til alle brannene. Disse blandingene

ble vendt noen ganger, far det ble tilsatt pa cellene.
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3.7 Proliferasjons-assay ved bruk av IncuCyte

Det ble utfart proliferasjons-assay ved bruk av instrumentet IncuCyte. IncuCyte maskin er en
COz2 inkubator for celleflasker eller dyrkningsbrett, utstyrt med et kamera med mikroskop.
Grunnet kamera brukes IncuCyte til «Live cells imaging». Ved bruk av IncuCyte kan blant

annet proliferasjon og morfologi studeres.

3.7.1 Titrering av Dex

De seks cellelinjene B3 WT, B3 WT C9, B3 WT D10, B3 3.4, B3 3.4 C12 0og B3 3.4 G9 ble
sadd ut i fire brgnner per cellelinje i 12-brgnners brett. Det ble sadd ut 150 000 celler per
brgnn pa dag 1. Brettene ble satt inn i inkubatorskap til neste dag. Pa dag 2 ble en brgnn per
cellelinje tilsatt 20 nM Dex, 100 nM Dex og 500 nM Dex, og én brgnn forble ustimulert.
Dette ble gjort ved at cellemediumet i brgnnene ble fjernet, og erstattet med 2 ml nytt medium
i brgnnene hvor cellene ikke ble stimulert, og 2 ml cellemedium tilsatt Dex til gnsket
konsentrasjon av Dex (20 nM, 100 nM eller 500 nM Dex) for cellene som skulle stimuleres.
Som tidligere nevnt ble en Dex lgsning med en konsentrasjon pa 100 UM tilsatt i
cellemediumet for a fa korrekt sluttkonsentrasjon av Dex. For a fa en sluttkonsentrasjon pa 20
nM Dex ble lgsningen med 100 uM fortynnet 5000 ganger, for & fa 100 nM Dex ble den
fortynnet 1000 ganger og for a fa 500 nM Dex ble den fortynnet 200 ganger. 12-brgnners
brettene ble satt inn i en IncuCyte maskin. Hver brgnn ble avbildet hver 3.time, og det ble tatt
9 bilder av hver brgnn. Brettet sto i IncuCyte maskinen i tre degn, far hgsting av cellene til
WB. Cellene ble hgstet i 100 ul LDL Sample buffer tilsatt Sample Reducing Agent i forhold
15:6.

3.7.2 Dex stimulering

Det ble sadd ut 150 000 celler i hver brgnn i et 12-bgnners brett pa dag 1. Hver av de seks
cellelinje ble det sadd ut to brgnner. Pa dag 2 ble halvparten av cellene stimulert med 100 nM
Dex. Dette ble gjort ved at cellemediumet fra brgnnene ble fjernet og halvparten av brgnnene
ble erstattet med 2 ml nytt oppvarmet cellemedium, og den andre halvparten ble tilsatt 2 ml
100 nM Dex cellemedium. En bragnn per cellelinje ble ustimulert, og en brgnn per cellelinje

ble stimulert med 100 nM Dex. 12-brgnners brettet ble satt inn i en IncuCyte maskin, hvor
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hver brgnn ble avbildet hver 3.time i tre dagn. Videre ble cellene hgstet i 100 pl 2 xXSDS
PAGE-Buffer tilsatt 0,2 M DTT lysis buffer for WB. Forsgket ble repetert tre ganger.

3.7.3 Titrering av H202

Det ble utfart proliferasjons-assay hvor hver cellelinje ble stimulert med tre ulike
konsentrasjoner av H202 (0,2 mM, 0,4 mM og 0,8 mM). Pa dag 1 ble det i likhet med tidligere
proliferasjons-assay sadd ut 150 000 celler per brgnn. Fire branner per cellelinje (alle seks
cellelinjene ble inkludert), ble sadd ut i 12-brgnners brett. Pa dag 2 ble en brann av hver
cellelinje stimulert med tre ulike konsentrasjoner med H20z, i tillegg til én ustimulert brgnn
med celler. Dette ble gjort ved at cellemediumet fra dag 1 ble fjernet, og 2 ml nytt
cellemedium ble tilsatt brgnnene til de ustimulerte cellene, og 2 ml cellemedium som
inneholdt henholdsvis 0,2 mM, 0,4 mM og 0,8 mM H20: ble tilsatt i de resterende brgnnene.
Som tidligere beskrevet ble en H202 Stock-lgsning pa 5 mM brukt som utgangspunkt og
fortynnet i cellemedium for & fa de gnskede sluttkonsentrasjonene. | likhet med de tidligere
IncuCyte forsgkene ble brgnnene avbildet hver 3.time i tre dagn. Etter tre dggn i IncuCyte
maskinen ble cellene hgstet i 100 pl 2xSDS PAGE-Buffer tilsatt 0,2 M DTT til WB. Forsgket
ble utfart én gang for B3 WT cellelinjene og to ganger for B3 3.4 cellelinjene.

3.7.4 Stimulering med Dex i kombinasjon med H2O>

Det ble utfart proliferasjons-assay hvor cellene ble stimulert med Dex i kombinasjon med
H202. Konsentrasjonene av Dex og H20: ble valgt pa grunnlag av resultatene fra
proliferasjons-assayene med titrering av H202 og Dex.

Hver av de seks cellelinje ble sadd ut i fire brenner i 12-brgnners brett. 150 000 celler ble
sadd ut i hver brgnn. Pa dag 2 ble det gamle cellemediumet fjernet, og én brenn av hver
cellelinjene ble stimulert med 100 nM Dex, én med 0,4 mM H203, én med 100 nM Dex + 0,4
mM H20:2 og én brann forble ustimulert. Dette ble gjort ved at de ustimulerte cellene ble
tilsatt 2 ml nytt cellemedium i brgnnene. Cellene stimulert med 100 nM Dex eller 0,4 mM
H202, ble tilsatt 2 ml cellemedium som var tilsatt Dex eller H202 som tilsvarte en
sluttkonsentrasjon pa 100 nM Dex, eller 0,4 mM H20:i likhet med de tidligere forsgkene. For
cellene som var i brannene som ble stimulert med 100 nM Dex i kombinasjon med 0,4 mM
H20z, ble farst stimulert i 30 min med Dex for & aktivere GR, deretter ble cellene utsatt for

oksidativt stress ved a tilsette H202. Dette ble gjort ved at det farst ble tilsatt 1 ml med 100
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nM Dex cellemedium, som virket i 30 min. Etter 30 min ble 1 ml med 100 nM Dex og 0,8
mM Hz0: tilsatt i de allerede 1 ml cellemedium som var til stede i brannene. 12-brgnners
brettene ble satt inn i en IncuCyte maskin. Det ble fremkalt 9 bilder per brgnn hver 3.time i tre
degn. Deretter ble cellene hgstet i 100 pl 2xSDS PAGE-Buffer buffer tilsatt 0,2 M DTT for

WB. Forsgket ble repetert tre ganger for alle seks cellelinjene.

3.8 Transfeksjon av reportergen-plasmider

Det ble sadd ut 85 000 celler i hver brgnn i 24-brgnners brett pa dag 1. 24-brgnners brettet ble
satt i inkubatorskapet til neste dag. Pa dag 2, nar cellene var 70-90 % konfluente, ble cellene
transfektert med plasmider (pGL3-Basic, pGL3-GJA1 Large og/eller pGL3-GILZ). Celletype,
mengde plasmid og type plasmid for de ulike transfeksjonsforsgkene er n&ermere beskrevet i
resultatdelen.

I rar A ble det blandet x pl plasmid (0,2 ug, 0,4 pg og 0,8 ug), 0,01 ug pCH110, P3000
reagent (2 uL/ug DNA), og 25 pl Opti-MEM til hver brgnn. | rgr B ble det blandet 0,8 pl
Lipofectamin 3000 og 25 pl Opti-MEM til hver brgnn. Dersom flere branner ble tilsatt
samme plasmid ble det laget en felles mastermix av rgr A og rgr B til hver konsentrasjon av
plasmidene. Disse mastermixene (Rgr A og rer B) ble vortexet noen sekunder. Nar rgr B med
Lipofectamin 3000 og Opti-MEM hadde statt i 5 min i RT, ble rar A tilsatt i rer B. Rer A og
B ble blandet ved a pipettere opp og ned 4-5 ganger. Deretter sto blandingen 15 min i RT far
den ble dryppet pa cellene. Far Rar A+B ble dryppet pa cellene, ble det skiftet cellemedium
pa cellene. Det gamle mediumet ble fjernet, og 500 pl nytt oppvarmet cellemedium ble tilsatt
pa cellene. Etter blandingen av rer A + B hadde statt 15 min, ble 50 pl (50 pl — 55 pl,
avhengig av mengde plasmid som var tilsatt) dryppet pa cellene. Cellene sto i inkubatorskapet
ved 37 °C over natt. Neste dag ble det gamle cellemediumet fjernet, og 500-1000 pl nytt
cellemedium med serum ble tilsatt. 1000 ul cellemedium ble tilsatt i brannene hvor cellene
ikke ble stimulert med Dex eller H202, og 500 pl cellemedium ble tilsatt i brgnnene hvor
cellene skulle stimuleres med Dex eller H202. For disse brgnnene ble 500 pl cellemedium
tilsatt ensket mengde Dex eller H20, tilsatt 24 timer fgr hgsting av cellene, hvis ikke annet er

spesifisert.

24-brgnners brettene ble inkubert i inkubatorskapet ved 37 °C. Cellene ble hgstet ca. 36 timer

etter transfeksjonen. Cellemediumet fra brgnnene ble fjernet, og cellene ble vasket to ganger
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med ca. 2 ml PBS-buffer. All PBS-bufferen ble forsgkt og fjernet, far lysisbufferen ble tilsatt.
50 pl Tropix ® Lysis solution med 0,5 mM DTT ble tilsatt i hver brenn. Det ble brukt en
celleskrape for a skrape cellene lgs. Lysisbufferen med cellene ble pipettert opp fra brgnnene
og overfart til nye, merkede eppendorfrar. Eppendorfrarene ble sentrifugert i 3 min pa 13000
rmp i en mikrosentrifuge (Heraeus Biofuge pico), for a fjerne eventuell celledebris. 20 pl av
hvert eppendorfrer ble overfort til et 96-brenners brett. | tillegg til pravene ble det tilsatt 20 pl
lysisbuffer til tre branner som fungerer som blank (for & kontrollere og eventuelt justere for
signal fra lysisbufferen). Videre ble luciferase (Luc) og p-galactosidase (B-gal) malt ved bruk
av instrumentet CLARIOstar plus fra BMG LABTECH.

Luc ble malt farst. 15 pl med Buffer A og 60 pl med Buffer B tilsatt Tropix ® Galacton-plus i
forhold 1:100, ble av instrumentet tilsatt i hver brgnn under maling av Luc. Etter maling av
Luc sto 96-brgnners brettet i 45 min far B -gal ble malt, for at signalene fra Luc skulle bli
nedregulert. Ved maling av B-gal ble 60 pl Tropix ® Accelerator I tilsatt hver brgnn ved
maling. Det ble beregnet Luc/ B -gal verdi for alle brennene, og et gjennomsnitt av brgnnene
med samme cellelinje og plasmid ble beregnet. Luc/ B -gal verdiene for plasmidene ble i
tillegg korrelert for kontrollvektoren, pGL3-Basic.

3.8.1 Stimulering med Dex

For transfeksjonene hvor cellene ble stimulert med 100 nM Dex, ble cellene tilsatt Dex ca. 24
timer far hgsting. 500 pl cellemedium med sluttkonsentrasjonen 200 nM Dex, ble tilsatt i de
allerede 500 pl cellemediumet som var til stede i brannene, slik at sluttkonsentrasjonen ble
100 nM Dex. Som beskrevet tidligere ble 1 mM Stock-lgsning av Dex brukt til & lage en
mellomkonsentrasjon pa 100 uM Dex. Det ble laget en felles 200 nM Dex cellemedium for
alle brgnnene som skulle tilsettes Dex, hvor 100 uM Dex ble tilsatt til korrekt
sluttkonsentrasjon. For a fa en sluttkonsentrasjon pa 200 nM Dex ble lgsningen med 100 uM

fortynnet 500 ganger.

3.8.2 Stimulering med H20;

Det ble utfart luciferase reportergen-assay hvor cellene ble stimulert med 0,4 mM H202 i
ulike tidsintervaller, og i ulike H202 konsentrasjoner. Cellene ble transfektert som tidligere
beskrevet. Dagen etter cellene var transfektert, altsa pa morgenene dag 3, ble cellemediumet

fra brgnnene fjernet og erstattet med 500 pl nytt oppvarmet cellemedium. For a lage en
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tidskurve for H20z, ble cellene stimulert med H20:2 i falgende tidsintervaller; O timer, 1 time,
2 timer, 4 timer, 8 timer og 24 timer. Dette ble gjort pa falgende mate:

Kl. 16.00 pa dag 3 ble cellene som skulle stimuleres i 24 timer tilsatt 0,4 mM H202. Dette ble
gjort a tilsette 500 pl 0,8 mM H20: i brgnnene som allerede inneholdt 500 pl cellemedium.
Som tidligere beskrevet ble det laget en ny Stock-lgsning pa 5 mM H20: hver dag. Denne
stocklgsningen ble fortynnet i cellemedium til ensket konsentrasjon. I likhet med cellene
stimulert med Dex ble det laget en felles H20:2 lgsning nok til alle brannene som skulle
stimuleres. 1 tillegg ble brgnnene som ikke skulle stimuleres med H202 (= O timer) tilsatt 500
pl vanlig cellemedium, slik at totalvolumet i brgnnene var 1ml.

KI. 08.00 pa dag 4, ble brannene som skulle stimuleres i 8 timer med H20x, tilsatt 500 pl 0,8
mM H20:2 cellemedium. KI. 12.00 ble cellene som skulle stimuleres i 4 timer tilsatt H202. KI.
14.00 ble cellene som skulle stimuleres i 2 timer tilsatt H202, og kl. 15.00 ble cellene som
skulle stimuleres i 1 time tilsatt H202. KI. 16.00 samme dag ble alle brgnnene hgstet. Dette

ble gjort pa samme mate som tidligere beskrevet.

Det ble i tillegg utfert luciferase reportergen-assay hvor cellene ble stimulert med ulike H202
konsentrasjoner i 24 timer (Dose-respons kurve). H20O2-konsentrasjonene som ble benyttet var
0,2 mM, 0,4 mM og 0,8 mM H202. Som for de andre transfeksjonsforsgkene ble det gamle
cellemediumet erstattet med 500 pl nytt cellemedium pa morgenen dag 3. Midt pa dagen ble
cellene tilsatt H202. For cellene stimulert med 0,2 mM H20:2 ble 500 pl 0,4 mM H20: tilsatt
cellene, for 0,4 mM H20:2 ble 500 pl 0,8 mM H20: tilsatt, og for cellene stimulert med 0,8
mM H20:2 ble 500 pl 1,6 mM H20O: tilsatt i de allerede 500 pl cellemediumet brgnnene
inneholdt. For de ustimulerte cellene ble 500 pl vanlig cellemedium tilsatt. Etter 24 timer med

H202 -stimulering ble cellene hgstet.
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3.9 Real-time gPCR

Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT qPCR) er en PCR-metode hvor man
maler amplifiseringen av spesifikke gentranskripter i cDNAet i sanntid, og ikke i ettertid nar
reaksjonen er avsluttet som i standard PCR. Ved gPCR kan genuttrykket kvantiteres. For &
kjgre gPCR ma det farst isoleres RNA fra cellelinjene, far det videre blir laget
komplementaert DNA (cDNA).

3.9.1 RNA hgsting

600 000 celler av hver cellelinje ble sadd ut i to brgnner i 6-brgnners brett pa dag 1.
Cellelinjene som ble sadd ut var B3 WT, B3 WT C9, B3 WT D10, B3 3.4 og B3 3.4 G9. P&
dag 2 nar cellene var 80-90 % konfluent, ble cellemediumet fra dag 1 fjernet, og erstattet med
2 ml nytt cellemedium. En brgnn per cellelinje ble tilsatt 2 ml vanlig cellemedium, og en
brann av hver cellelinjene ble tilsatt 2 ml 100 nM Dex cellemedium. Cellene ble stimulert
med Dex i 4 timer far hgsting. Utsaing av celler til RNA hgsting ble gjort tre ganger, ved tre
ulike tidspunkter for cellelinjene.

For RNA hgsting ble Quick-RNA Miniprep Kit (fra Zymo Research) benyttet. Cellemediumet
fra brannene ble fjernet. 300 ul RNA Lysis Buffer ble tilsatt i hver brgnn. Pipettespissen ble
brukt for a lasne cellene. RNA Lysis Bufferen med cellene ble pipettert over i et Zymp-Spin
Filter (gul) (binder/fjerner genomisk DNA) som var plassert i et oppsamlingsrar. Deretter ble
disse sentrifugert i 30 sek pa 13,000 x g i en mikrosentrifuge (Heraeus Biofuge pico). Vasken
som ble filtrert (passerte gjennom filteret) ble tatt vare pa. Mengde vaske som gikk gjennom
kolonnen (filtrat) ble malt ved bruk av mikropipette (her ca 250 pl). Etanol 100% ble tilsatt i
forholdet 1:1 med filtratet. 250 pl etanol 100 % ble tilsatt. Etanolen ble blandet med filtratet
ved a pipettere opp og ned 4-5 ganger. Deretter ble denne blandingen overfart til et Zymo-
Spin HHICG Column (grgnn), som binder DNA eller RNA. Zymo-Spin I11CG column var
plassert i et oppsamlingsrar og ble sentrifugert pa 13,000 x g i 30 sek. Filtratet ble kastet.
Det ble videre utfert DNase | behandling:
Kolonnen ble vasket med 400 pul RNA Wash Buffer, og sentrifugert i 30 sek pa 13,000
x g. Filtratet ble kastet. | et nuklease-fritt rar ble det laget en mastermix til alle
kolonnene bestaende av DNase | og DNA Digestion Buffer. Denne mastermixen
bestar av 5 pl DNase | (1 U/ ul) og 75 pl DNA Digestion Buffer per kolonne.

Mastermixen ble mikset pa vortex og satt pa is fer bruk. 80 pl av denne blandingen (=
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5 ul DNase | (1 U/ pl) og 75 pl DNA Digestion Buffer) ble tilsatt pa hver kolonne, og
inkubert pa kolonnen i RT i 15 min.
400 pl RNA Prep Buffer ble tilsatt pa kolonnene og sentrifuger pa 13,000 x g i 30 sek.
Filtratet ble kastet. Videre ble 700 pl RNA Wash Buffer tilsatt pa kolonnene og sentrifugert i
30 sek. Filtratet ble kastet. 400 pul RNA Wash Buffer ble tilsatt pa kolonnene, og sentrifuger i
2 min pa 13,000 x g for a sikre fullstendig fjerning av vaskebuffer fra kolonnene. Kolonnene
ble overfart til nye nuklease frie rgr. 50 ul DNase/RNase-Fritt vann ble tilsatt direkte pa
kolonnematriksen, og sentrifugert i 1 min pa 13,000 x g. Kolonnene ble kastet, og
eppendorfrgrene med eluatene ble satt pa is.
Etter hgsting av RNA, ble RNA konsentrasjonen og grad av renheten malt ved bruk av

Thermo Scientific™ Nanodrop™ One Spectrophometer.

3.9.2 cDNA

Det ble syntetisert cDNA fra RNA. RNA ble blandet sammen med en mastermix. Til
mastermixen ble High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Appliedbiosystems)
benyttet.

Mastermixen for hver prgve bestar av fglgende:

10 x RT Buffer 2 ul
25 X dNTP mix 0,8 ul
10x RT Random Primers 2 ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1l
RNase inhibitor 0,5ul
Nuklease-fritt vann 3,7 pl

Det ble laget en felles mastermix for alle prevene. | PCR-rer ble det tilsatt 10 pl av
mastermixen, og ca. 400 ng RNA og vann som til sammen utgjer 10 pl. Totalvolumet i hvert
PCR-rgr var 20 pl. PCR-rgrene med totalvolumet 20 pl, ble satt inn i instrumentet T200 ™
Thermal Cycler fra BIO RAD, hvor fglgende program ble kjart:
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Tabell 3.3 PCR program cDNA.

Step Tid (min) | Temperatur (°C)
1 10 25
2 120 37
3 5 85
4 o0 4

PCR-rgrene med cDNA ble fryst ved — 20 °C. Det ble fremstilt cDNA for alle tre parallellene
av RNA hgsting.

3.9.3 qPCR

For hvert malgen og housekeepinggen ble det laget en mastermix. Mastermixen for hver
brgnn (totalt 9 pl) bestar av fglgende:

SYBR Green 5ul
Primer Fw (100 uM) 0,075 pul
Primer Rev (100 pM) 0,075 pl
Ultrarent vann 3,85 ul

Det ble laget en felles mastermix for alle brennene som inneholdt samme primer sett.

9 ul av mastermixen og 1 pl av cDNA eller vann (NTC) ble pipettert i hver brgnn i et 96-
branners brett. NTC ble brukt som en negativ kontroll for & avdekke eventuelle primer-
dimers.

Det ble utfart gPCR med GILZ eller GJA1 som malgen. For gPCR med GILZ som malgen,
ble housekeeping-genene GAPDH og GusB brukt. Det ble kjart to paralleller av hver cDNA
prave (fra alle fem cellelinjene), i tillegg til to paralleller med NTC (vann) for hver
mastermix. Dette gPCR forsgket ble utfgrt tre ganger, med tre ulike paralleller av cDNA.
Det ble ogsa kjert en gPCR reaksjon med GJA1 som malgen, og GAPDH og GusB som
housekeepinggen. For dette forsgket ble det benyttet cDNA fra parallell 1 fra RNA hgstingen,
hvor cDNA fra de fire cellelinjene B3 WT, B3 WT C9, B3 3.4 og B3 3.4 G9 ble brukt.
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For 96-brgnners brettet med prgvene ble det ved bruk av instrumentet LightCycler® 96 fra

Roche kjort g°PCR. Fglgende gPCR program ble benyttet:

Tabell 3.4 gPCR program.

Step Antall sykluser Tid (sek) Temperatur (°C)
Preincubation 1 120 50
120 95
2 step 40 15 95
60 60
Melting 1 15 95
60 60
1 95

For & beregne endringer i genuttrykket av malgenet ved bruk av referansegen

(housekeepinggen) i qPCR brukes likningen 2-244¢t, Treshold cycle (Ct) er antall sykluser som

kreves far en statistisk signifikant endring i fluorescens (overstiger bakgrunnsnivaet)

detekteres. Ved bruk av 2-2A¢t ligningen normaliseres Ct verdiene av behandlet og ubehandlet

prgve ved bruk av housekeepinggen, for a kontrollere at alle pravene har lik mengde cDNA.

Ligningen 2-22Ctbrukes for & beregne dette, hvor AACT = (C1 maigen — CT Housekeepinggen )

behandlet prgve - (C1 maigen — CT Housekeepinggen ) Ubehandlet prgve (44). Som nevnt brukes GJAL

(Gap Junction Alpha-1 Protein) og GILZ (Glucocorticoid-induced leucin-Zipper) som malgen

for henholdsvis PAX6 og GR, og som Housekeepinggen brukes GAPDH (Glyceraldehyd 3-

fosfat dehydrogenase) og GusB (Beta-Glucuronidase).
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4 Resultater

4.1 Verifisering av GR knock out klonene

Forskningsgruppen i Farmakologi (IFA) har tidligere utfert CRISPR-Cas9 pa humane B3
linse-epitelceller, hvor malet var a fjerne uttrykket av PAX6- og GR-genene. Det er bekreftet
at PAXG6 er fjernet fra en B3 cellelinje (B3 3.4) (Hegge og Mikkola, upubliserte data), og
denne cellelinjen ble derfor brukt sammen med B3 vill-type (B3 WT) cellelinjen for & prave a
sld ut GR. En rekke mulige kloner ble generert (Hogseth og Mikkola, upubliserte data) men
ikke bekreftet. CRISPR-Cas9 modifikasjonen er utfart like nedstrems for startkodonet som
brukes for 4 lage GRo. og GRp. Farste del av denne oppgaven var derfor a undersgke om
fjerning av GR med CRISPR-Cas9 teknologien for disse linsecellene hadde veert vellykket.
Dette ble undersgkt ved bruk av western blot (WB) og DNA sekvensering som beskrevet
under.

B3 3.4 A12
B33.4C12
B33.4GS
B33.4E3
B3 3.4 H7
B33.4E10
B3 WT C9
B3 WT E3
B3 WT E2
B3 WT D10

=
3
m
2=}

90

70

B-Actin
38

Figur 4.1 Screening av CRISPR-Cas9 modifiserte B3 WT og B3 3.4 cellelinjer for & se etter knock out av GR-
genet. De modifiserte B3 WT og B3 3.4 cellelinjene viser en endring i GR uttrykket. B3 3.4 cellelinjen er tidligere
CRISPR-Cas9 modifisert hvor PAX6 er bekreftet slatt ut. Ved bruk av WB er det screenet seks kloner av B3 3.4
cellelinjen og fire kloner av B3 WT cellelinjen modifisert med CRISPR-Cas9 for & sl& ut GR. WB er farget for GR
som har en MW pa 97 kDa, og Aktin som har en MW pa 42 kDa.

Det er screenet seks kloner av B3 3.4 cellelinjen og fire kloner av B3 WT cellelinjen for a se
etter KO av GR-genet, ved bruk av WB (Figur 4.1). Nar GR omtales i denne oppgaven er det
GRa med en molekylvekt (MW) pa 97 kDa som omtales, dersom ikke annet er spesifisert.
GR-bandet med en MW pa 97 kDa (45) sees tydelig for B3 WT cellelinjen som bekrefter at
denne cellelinjen inneholder GR. For B3 3.4 cellelinjene A12, C12 og G9 er det ingen synlige
band pa 97 kDa, men de resterende B3 3.4 cellelinjene E3, H7 og E10 har et synlig band pa
97 kDa. | tillegg til GR-bandet pa 97 kDa, er det ogsa til stede et band med en litt lavere MW
for de samme cellelinjene. For B3 WT cellelinjene viser E3 og E2 et svakt band pa lik linje
(97 kDa) med B3 WT kontrollcellelinjen som skal inneholde GR. For de to andre B3 WT
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cellelinjene C9 og D10, er GR-bandet pa 97 kDa ikke til stede. I likhet med B3 3.4
cellelinjene viser B3 WT cellelinjene et svakt band med litt lavere MW. Det kan tenkes at
dette lavere bandet er en annen isoform av GR som fortsatt er tilstedeveerende i flere av
cellelinjene. Det er kjent at GR har flere isoformer. Flere av isoformene til GR har alternative
startkodon, og kan mangle den delen av GR hvor mutasjonen er lagd ved bruk av CRISPR-
Cas9 teknologien. Primarantistoffet for GR gjenkjenner flere band for WT cellene, men det
sterste bandet med en MW pa 97 kDa er borte for de fleste GR-klonene (Figur 4.1).

Hva det lavere bandet er, og hvilke funksjoner av GR det eventuelt utfarer, dersom det er en
GR-isoform, kan vi ikke si med sikkerhet, men vi vil funksjonelt teste disse klonene ved
stimulering med Dexametason (Dex) videre i oppgaven. Dex er et syntetisk glukokortikoid
som binder ligandbindingsdomenet til GR, som videre farer til at GR aktiveres.
Ligandbindingsdomene ligger i den C-terminale endel av GR, og er forventet a veere til stede
dersom det kun er N-terminalen som er trunkert.

Farging for aktin viser loadingen/mengde protein i de ulike proteinekstraktene. Det er
betydelig forskjell i mengde protein pa membranen mellom de ulike cellelinjene (Figur 4.1).
En lavere intensitet av aktinbandet kan vere en arsak til et svakere eller ikke tilstedevearende
band for GR. | dette WB (Figur 4.1) er det en betydelig lavere mengde protein satt pa gelen
for B3 3.4 cellelinjene A12, C12 og G9. Disse B3 3.4 cellelinjene viste ingen GR-band. Det
er usikkert om dette er et resultat av at GR er fjernet fra cellene eller om arsaken er at en

mindre mengde protein er til stede.

Tabell 4.1 Sekvenseringsresultater

Cellelinje Funn

B3 WT C9 Delesjon av 14 bp + Dobbeltband
B3 WT E3 Ingen forandring

B3WT E2 Ingen forandring

B3 WT D10 Delesjon av 54 bp + Dobbeltband
B33.4Al2 Dobbeltband

B33.4C12 Delesjon av 1 bp + Dobbeltband
B3 3.4 G9 Delesjon av 11 bp + Dobbeltband
B33.4E3 Dobbeltband

B3 3.4 H7 Dobbeltband

B3 3.4 E10 Dobbeltband
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De seks GR muterte B3 3.4 cellene og de fire GR muterte B3 WT cellene ble sekvensert, for a
undersgke om CRISPR-Cas9 modifikasjonene hadde forarsaket en mutasjon i GR-sekvensen.
De fleste cellelinjene viste en endring i GR-sekvensen etter CRISPR-Cas9 modifikasjoner,
enten i form av dobbeltband eller delesjon (Tabell 4.1). Nar ett eller flere basepar (bp) blir
deletert (fjernet) fra DNA-traden, forer dette til leserammemutasjon. Ved en
leserammemutasjon oppstar en forskyvning og translasjonsrammen endres, som farer til
forskjeller fra villtype sekvensen. Hvis mutasjonen kun har skjedd i én av de to allelene
(genkopiene) av genet i en celle, vil det sees som dobbeltband i sekvensen etter mutasjonen,
nar sekvensen leses av ved sekvensering. Med dobbeltband menes at bade villtypesekvensen
og den muterte (forskyvningen av) sekvensen leses av samtidig. Nar det oppstar et
dobbeltband etter et nukleotid er deletert eller inserted, indikerer dette at cellene er

heterozygot.

Sekvensene av GR KO cellelinjene ble sammenlignet med en GR-sekvens (kontroll), for &
undersgke om det var oppstatt endringer i GR-sekvensen etter CRISPR-Cas9 modifikasjonen.
For B3 WT cellelinjene viser B3 WT C9 og B3 WT D10 en endring i sekvensen i form av
delesjon av henholdsvis 14 bp og 54 bp, i tillegg til et dobbeltband etter delesjonen (Tabell
4.1). De to resterende B3 WT GR KO cellelinjene E3 og E2 viser ingen forandring i GR-
sekvensen. For B3 3.4 cellelinjene viser alle cellelinjene en forandring. For disse cellene er
bade PAX6 og GR forsgkt slatt ut ved bruk av CRISPR-Cas9 modifikasjon, hvor PAX6
tidligere er bekreftet slatt ut. Cellelinjene B3 3.4 C12 og B3 3.4 G9 viser en delesjon av bp,
henholdsvis 1 bp og 11 bp. | tillegg viser disse B3 3.4 GR KO cellelinjene et dobbeltband
etter delesjonen. For de resterende B3 3.4 KO cellene sees et dobbeltband.

Ved bruk av WB og DNA sekvensering, ble det valgt ut to cellelinjer med GR mutasjoner for
bade B3 WT og B3 3.4 cellelinjene. Valget av cellelinjer ble gjort pa grunnlag av WB-
resultatene etter farging for GR og aktin, i tillegg til at endringer i GR-sekvensen var

observert. Cellene som ble valgt & ga videre med var:
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Tabell 4.2 Cellelinjene som brukes videre i oppgaven. Tilstedevaerelse av PAX6 og GR er markert med X.

Cellelinje GR | PAX6
B3WT X X
B3 WT C9 X
B3 WT D10 X
B33.4 X
B3 3.4 C12
B33.4G9

Det ble valgt to GR-mutanter av cellelinjene B3 WT og B3 3.4 for videre forsgk. Dette for a
kunne si med en hgyere sikkerhet at eventuelle funn i GR KO cellene av B3 WT eller B3 3.4,
ikke er oppstatt med en tilfeldighet. Videre i oppgaven brukes dermed GR-mutantene B3 WT
C9 og B3 WT D10, og B3 3.4 G9 og B3 3.4 C12 hvor bade GR og PAX6 skal vere slatt ut. |
tillegg brukes B3 WT som inneholder bade GR og PAX6, og B3 3.4 som inneholder GR
(Tabell 4.2).

4.2 Proliferasjons-assay

Proliferasjonen til de utvalgte cellelinjene ble studert, ved bruk av en IncuCyte maskin. Det
var gnskelig a studere proliferasjonen i fraveer og neerveer av GR og/eller PAX6. Dette ble
gjort ved & stimulere cellene med Dex for & aktivere GR. Videre var det gnskelig a studere
proliferasjonen under oksidativt stress. Cellene ble stimulert med hydrogenperoksid (H202)

som er en reaktiv oksygensubstans (ROS), og pafarer cellene oksidativt stress.

4.2.1 Titrering med Dex

Alle de seks cellelinjene ble stimulert med tre ulike konsentrasjoner med Dex, for a finne
egnet Dex-konsentrasjon for videre bruk i denne oppgaven. Cellene ble stimulert med 20 nM,
100 nM og 500 nM Dex, og proliferasjonen ble sammenlignet med ustimulerte celler, for a
studere eventuelle forskjeller i veksten. Cellene ble stimulert i tre dagn, og proliferasjonen ble

malt ved bruk av en IncuCyte maskin, som avbildet hver brgnn hver 3.time.
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Figur 4.2 Proliferasjon til B3 WT og de to GR KO klonene, B3 WT C9 og B3 WT D10, ble studert ved stimulering
med ulike Dex-konsentrasjoner. Cellene ble stimulert med tre ulike konsentrasjoner av Dex, hvorav disse er 20
nM, 100 nM og 500 nM. Cellene ble tilsatt Dex ved tiden 0, og celletettheten er normalisert ved tiden 0 for alle
cellelinjene. Proliferasjonen er malt i tre dagn, hvor hver brgnn er avbildet hver 3. time ved bruk av en IncuCyte
maskin. Proliferasjonskurvene for alle tre cellelinjene ved de fire ulike stimuleringene (ustimulert, 20 nM, 100 nM
og 500 nM Dex) presenteres i figur A. Proliferasjonskurvene for B3 WT presenteres i Figur B, B3 WT GR KO
klonen B3 WT C9 presenteres i figur C og B3 WT D10 i figur D. Ved forsgkets slutt (tre dagn etter tilsatt stimuli)
ble det hgstet proteinekstrakter. Proteinekstraktene ble kjart pa WB (Figur E), hvor det ble farget for GR, PAX6 og
Aktin. GR har en MW p& omtrent 97 kDa, PAX6 p& 46 kDa og Aktin pa 42 kDa.

Side 45 av 128



Proliferasjonen av B3 WT, og GR KO cellelinjene B3 WT C9 og B3 WT D10 stimulert med
tre ulike konsentrasjoner av Dex, ble undersgkt ved bruk av et IncuCyte instrument. Generelt
viste bade de stimulerte og de ustimulerte cellene av B3 WT D10 bedre vekst enn B3 WT C9
cellelinjen (Figur 4.2 A). Darligst vekst viste B3 WT cellelinjen bade ustimulert og stimulert

med Dex.

For B3 WT cellelinjen viste stimulering med 100 nM Dex hgyest proliferasjonshastighet,
deretter stimulering med 20 nM og 500 nM Dex som viste relativt lik proliferasjonskurve
(Figur 4.2 B). De ustimulerte B3 WT cellene viste lavest proliferasjonshastighet. B3 WT som
inneholder bade GR og PAX®, viser at stimulering med Dex, som farer til at GR aktiveres,

resulterer i gkt proliferasjon.

GR KO cellelinjene B3 WT C9 og B3 WT D10 viser i likhet med B3 WT hgyest
proliferasjonshastighet for cellene stimulert med Dex (Figur 4.2 C og D). Hvilken
konsentrasjon av Dex som medfarer hgyest proliferasjonshastighet varierer mellom GR KO
cellelinjene. For B3 WT C9 er det stimulering med 100 nM Dex som over tid viser hgyest
proliferasjonshastighet (Figur 4.2 C). For B3 WT D10 er det stimulering med 500 nM og 100
nM Dex som viser hgyest proliferasjonshastighet (Figur 4.2 D). Felles for B3 WT GR KO
cellelinjene er at alle Dex-konsentrasjonene viser betydelig bedre proliferasjonskurver,
sammenlignet med de ustimulerte cellene. Begge GR KO cellelinjene hvor GR skulle veert
slatt ut, viste seg a veare responsiv til Dex-stimulering, noe som ikke var forventet. Det tyder
pa at GR ikke er totalt utslatt i disse cellelinjene. Dette styrker teorien om at CRISPR-Cas9
mutasjonene kun har fgrt til at full lengde varianten av GR er slatt ut, men at det kan uttrykkes

kortere isoformer av GR som fortsatt er Dex-responsive.

Ved forsgkets slutt (tre dager etter tilsatt stimuli) ble proteinekstraktene hgstet, og kjart pa
WB (Figur 4.2 E). Membranen ble farget med primeerantistoffene a-GR, a-PAX6 og a-Aktin.
Ved farging for GR viser B3 WT cellene et tydelig GR-band pa rundt 97 kDa. GR KO
cellelinjene har derimot ikke dette GR-bandet (97 kDa). Dette viser at GR er til stede i B3 WT
cellene, men tyder pa at GR med en kDa verdi pa 97 er fjernet.

Stimulering med Dex er vist a redusere uttrykket av GR (46), og det vises ogsa i dette WB.

En konsentrasjon pa 20 nM Dex viser allerede et redusert GR uttrykk sammenlignet med
ustimulerte celler. I likhet med tidligere WB farget for GR, viser dette WB ogsa et GR-band

med en litt lavere molekylvekt enn 97 kDa for alle cellelinjene. Kvaliteten av WB gjar det
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vanskelig a si med sikkerhet hvordan proteinuttrykket av dette bandet pavirkes av Dex-
stimulering. Det kan likevel se ut til at intensiteten reduseres med Dex-stimulering i likhet
med bandet pa 97 kDa. Alle B3 WT cellelinjene inneholder PAX6, som bekreftes i WB med
et band pa rundt 48 kDa (Figur 4.2 E). Det er betydelig forskjell pa intensiteten av bandene
mellom B3 WT og GR KO cellelinjene. B3 WT cellelinjen viser hgyest intensitet av PAX6-
proteinet, men det ser ikke ut til at PAX6-proteinuttrykket pavirkes av Dex-stimulering, da
det ikke er noen tydelig forskjell i intensiteten. Intensiteten av PAX6-proteinet i GR KO
cellene er betydelig svakere sammenlignet med B3 WT cellene i dette WB. Dette kan skyldes
ulik konsentrasjon av protein i proteinekstraktet, siden aktinfargingen viser det samme. Heller
ikke her er det betydelig forskjell i intensiteten for PAX6-proteinet mellom de ustimulerte

cellene og cellene stimulert med Dex.
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Figur 4.3 Proliferasjonen til B3 3.4 og de to B3 3.4 GR KO cellelinjene, B3 3.4 G9 og B3 3.4 C12, er studert ved
stimulering av ulike Dex-konsentrasjoner. Cellelinjene er stimulert i tre dggn, med tre ulike Dex-konsentrasjoner,
hvorav disse er 20 nM, 100 nM og 500 nM Dex. Cellene er tilsatt Dex ved tiden 0, og celletettheten er normalisert
ved tiden O for alle cellelinjene. Proliferasjonskurvene for alle de tre B3 3.4 cellelinjene presenteres i figur A. Figur
B viser proliferasjonskurvene for de ulike stimuleringene for B3 3.4. Figur C og D viser mutantene, henholdsvis
B3 3.4 C12 og B3 3.4 G9. Ved forsgkets slutt ble proteinekstraktene hgstet, og kjert pa WB for & studere
proteinuttrykket. WB (Figur E) ble farget for GR, som har en MW pa rundt 97 kDa og Aktin som har en MW pa
rundt 42 kDa. Forsgket ble utfart to ganger.
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Proliferasjonen til B3 3.4 cellelinjene med eller uten Dex, ble studert gjennom proliferasjons-
assay ved bruk av en IncuCyte maskin. GR KO cellelinjen B3 3.4 C12 ustimulert og stimulert
med Dex viser generelt bedre proliferasjonshastighet sammenlignet med B3 3.4 (Figur 4.3 A).
Den andre GR KO cellelinjen, B3 3.4 G9, viser derimot generelt darligere proliferasjon enn
B3 3.4.

Stimulering med 100 nM Dex og 20 nM Dex viser hgyest proliferasjonshastighet for B3 3.4
cellelinjen (Figur 4.3 B). Stimulering med 500 nM Dex og de ustimulerte cellene viser
relativt lik proliferasjonskurve frem til ca. 45 timer, deretter viser de ustimulerte cellene litt
bedre proliferasjon. GR KO cellelinjen B3 3.4 C12 viser hgyest proliferasjonshastighet etter
stimulering med 100 nM Dex (Figur 4.3 C). Stimulering med de to resterende Dex
konsentrasjonene, 20 nM og 500 nM, viser lavere og relativt like proliferasjonskuver, men
betydelig hayere enn kurven for de ustimulerte cellene. I likhet med GR KO cellelinjen B3
3.4 C12 viser ogsa den andre GR KO cellelinjen B3 3.4 G9 hgyest proliferasjon for cellene
stimulert med Dex (Figur 4.3 D). Stimulering med 100 nM Dex resulterer i hgyest

proliferasjonshastighet, og de ustimulerte cellene viser betydelig lavest proliferasjon.

Sammenlignet med GR KO cellelinjene (Figur 4.3 C og D), viser B3 3.4 cellelinjen (Figur
4.3 B) faktisk mindre forskjell mellom de ustimulerte cellene og cellene stimulert med ulike
Dex-konsentrasjoner. At Dex-stimulering hadde en effekt og at effekten pa proliferasjon var
bedre i B3 3.4 GR KO cellene enn i B3 3.4 cellene, var uventet. Dette kan muligens ogsa
forklares med at det kan veere isoformer av GR til stede i GR KO cellene, som aktiveres av

Dex og pavirker veksten.

Etter forsgkets slutt, tre degn etter tilsatt stimuli, ble proteinekstraktene hgstet, og kjart pa
WB. Det var gnskelig a studere proteinuttrykket av GR i cellelinjene etter de ulike
stimuleringene. WB ble farget for GR og Aktin. B3 3.4 cellelinjen viser et tydelig band for
GR péa omtrent 97 kDa (Figur 4.3 E). Dette GR-bandet er ikke til stede i GR KO B3 3.4
cellelinjene. Det er som nevnt kjent at Dex reduserer GR-uttrykket, som ogsa sees i dette WB.
Bandet er sterkest for de ustimulerte cellene, og reduseres tydelig allerede etter stimulering
med 20 nM Dex. | likhet med de tidligere WB, viser alle B3 3.4 cellelinjene et band med en
litt lavere MW enn GR-bandet pa 97 kDa. For B3 3.4 cellene er det tydelig at ogsa dette
bandets intensitet reduseres med gkende Dex-konsentrasjon. For GR KO cellelinjene er det

vanskeligere & bedemme pa grunn av kvaliteten til WB.
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Ut fra resultatene fra proliferasjons-assayene for B3 WT og B3 3.4 cellelinjene stimulert med
tre ulike Dex-konsentrasjoner (20 nM, 100 nM og 500 nM) i tre dggn, ble en egnet
konsentrasjon av Dex valgt ut til de videre forsgkene. For flertallet av cellelinjene viste
stimulering med 100 nM Dex starst variasjon i proliferasjon sammenlignet med de
ustimulerte cellene. Det ble derfor valgt & bruke 100 nM Dex som Dex-stimulering for alle

cellelinjene i de videre forsgkene.
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4.2.2 Proliferasjons-assay med og uten Dex

Det ble utfart proliferasjonsstudier hvor cellene ble stimulert med og uten 100 nM Dex. Malet
var @ sammenligne proliferasjonen til celler med de 4 forskjellige genotypene i samme

eksperiment.
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Figur 4.4 Proliferasjonen til alle seks cellelinjene stimulert med 100 nM Dex er studert ved bruk av en IncuCyte
maskin. Cellene er tilsatt Dex ved tiden 0, og celletettheten er normalisert ved tiden O for alle cellelinjene. Cellene
er stimulert med 100 nM Dex i tre dggn, og sammenlignet med ustimulerte celler. Proliferasjonskurvene for de
seks cellelinjene; B3 WT, B3 WT C9, B3 WT D10, B3 3.4, B3 3.4 C12 og B3 3.4 G9 stimulert i neerveer eller
fraveer av 100 nM Dex er presentert i figur A. Figur B viser proliferasjonskurvene for B3 WT og de to GR KO
mutantene B3 WT C9 og B3 WT D10. Proliferasjonskurvene for B3 3.4, B3 3.4 C12 og B3 3.4 G9 fremstilles i
figur C. Etter forsgkets slutt, tre dagn etter tilsatt stimuli, ble proteinekstrakt hgstet, og kjgrt p& WB som fremstilles
i figur D. WB ble farget for GR (MW rundt 97 kDa), PAX6 (MW rundt 46 kDa) og Aktin (MW rundt 42 kDa).
Forsgket ble repetert tre ganger.
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For hver cellelinje er proliferasjonen studert for ustimulerte celler og celler stimulert med 100
nM Dex i tre dagn (Figur 4.4. A). For cellelinjene B3 WT og B3 3.4 som begge inneholder
GR, er det forventet at Dex-stimulering aktiverer GR. Cellelinjene B3 WT og B3 3.4 viser
relativt lik proliferasjonshastighet (Figur 4.4 A). Gjennomsnittlig viser B3 WT bade
ustimulert og stimulert med Dex litt hayere proliferasjonshastighet sammenlignet med B3 3.4
i alle tre repetisjonene av forsgket. Dette kan tyde pa at nar PAXG6 er til stede i linse-

epitelcellene gker proliferasjonen.

For B3 WT GR KO cellelinjene C9 og D10 sammenlignet med B3 WT cellelinjen viser den
ene GR-modifiserte cellelinjen, B3 WT D10, bedre vekst enn B3 WT (Figur 4.4 B). Den
andre GR-modifiserte cellelinjen B3 WT C9 viser darligere vekst enn B3 WT. | motsetning til
B3 WT og B3 WT D10, ser B3 WT C9 ikke ut til & bli stimulert av Dex. | alle tre
repetisjonene av dette forsgket viste den GR-modifiserte cellelinjen B3 WT D10 og B3 WT
en gkt vekst etter stimulering med Dex, i motsetning til B3 WT C9 som viste liten eller ingen
respons pa Dex-stimulering.

Pa grunnlag av disse forsgkene kan det se ut til at den ene GR-modifiserte cellelinjen, B3 WT
C9, ikke inneholder en GR-isoform med ligandbindingsdomene, da stimuleringen med Dex
ikke pavirker veksten. Som nevnt viser derimot den andre GR KO cellelinjene B3 WT D10, i
likhet med B3 WT, en gkt vekst nar Dex tilsettes. Noe som tyder pa at disse cellelinjene er

responsive for Dex og inneholder GR med ligandbindingsdomene.

I motsetning til B3 WT, viser B3 3.4 cellelinjen overraskende en liten reduksjon i vekst ved
Dex-stimulering (Figur 4.4 A). Denne reduserte veksten etter Dex-stimulering kan sees i alle
de tre repetisjonene av dette forsgket. Dette kan indikere at PAXG6 spiller en rolle i
celleproliferasjonen ved Dex-stimulering. Den ene GR-modifiserte B3 3.4 cellelinjen, B3 3.4
C12, viser en betydelig gkt proliferasjon etter Dex-stimulering (Figur 4.4 C). Derimot viste
den andre GR-modifiserte cellelinjen, B3 3.4 G9, en liten reduksjon i vekst etter Dex-
stimulering. | alle tre repetisjonene av forsgket er B3 3.4 C12 responsiv for Dex, og viser som
nevnt gkt vekst etter Dex-stimulering, derimot viser B3 3.4 G9 liten eller ingen respons pa
Dex-stimulering. Dette resultatet indikerer at GR KO cellelinjen B3 3.4 C12 inneholder et
protein med ligandbindingsdomene for Dex, som pavirker proliferasjonen betydelig. B3 3.4
G9 viser liten eller ingen endring etter Dex-stimulering, som indikerer at denne cellelinjen

ikke inneholder en GR-isoform med ligandbindingsdomene.
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Etter forsgkets slutt ble proteinekstraktene hgstet, og kjgrt pa WB (Figur 4.4 D). I likhet med
tidligere WB bekrefter farging for GR, at cellelinjene B3 WT og B3 3.4 inneholder GR-
bandet pa 97 kDa. GR KO cellelinjene inneholder derimot et band med lavere MW, som ogsa
er vist i tidligere WB. For bade B3 WT og B3 3.4 cellelinjen gar intensiteten av 97 kDa-
bandet ned nar cellene stimuleres med 100 nM Dex, noe som er forventet. B3 3.4 cellelinjen
ser ut til & uttrykke mye mer av GR (MW 97 kDa) enn hva B3 WT cellelinjen gjar. GR-
bandet med en lavere MW ser ogsa ut til & reduseres ved Dex-stimulering, spesielt i B3 3.4,
B3 WT og GR KO cellelinjene C9 og D10. Merkelig nok ser ikke Dex ut til & ha den samme
effekten i B3 3.4 GR KO cellelinjene C12 og G9. Det lavere MW-bandet for GR ser ut til
veere tilnaermet likt, uavhengig av Dex-stimuleringen. Farging for PAX6 bekrefter at B3 WT
cellelinjene inneholder PAX6, og at PAXG6 er fjernet fra er B3 3.4. Intensiteten av PAX6-
bandene for B3 WT cellelinjene, ser ut til & vaere tilnaermet likt, uavhengig av Dex-

stimulering.

4.2.3 Titrering med H20>

Det ble utfart proliferasjons-assay hvor malet var a undersgke hvordan cellenes vekst reagerer
pa oksidativt stress. For & utsette cellene for oksidativt stress, ble cellene stimulert med
hydrogenperoksid (H202) som er en reaktiv oksygensubstans (ROS). Cellene ble utsatt for tre
ulike konsentrasjoner av H202, og dermed ulik mengde oksidativt stress. Cellene ble stimulert
med 0,2 mM, 0,4 mM og 0,8 mM H202, og deretter sammenlignet med ustimulerte celler.
Ved bruk av tre ulike konsentrasjoner av H202, var formalet a identifisere hvilken
konsentrasjon av H202 som er best egnet for at cellelinjene pavirkes av oksidativt stress, uten
at det forer til celledad rett etter tilsetning. Denne konsentrasjonen av H202 ble brukt videre i

forsgkene for a studere funksjonene til GR og PAX6 under oksidativt stress.
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Figur 4.5 Proliferasjonen til B3 WT og de to B3 WT GR KO cellelinjene B3 WT C9 og B3 WT D10 er studert ved
stimulering med ulike H202-konsentrasjoner. H2O2-konsentrasjonene som ble brukt var 0,2 mM, 0,4 mM og 0,8
mM H202. Cellene er tilsatt H202 ved tiden 0, og celletettheten er normalisert ved tiden O for alle cellelinjene.
Proliferasjonskurvene til alle de tre cellelinjene er presentert i figur A. Figur B viser proliferasjonskurvene for B3
WT cellelinjen. Figur C og D viser GR KO mutantene, henholdsvis B3 WT C9 og B3 WT D10. Det ble kjgrt WB av
proteinekstraktene hgstet etter forsgkets slutt, tre dagn etter tilsatt stimuli. WB ble farget for GR (MW rundt 97
kDa), PAX6 (MW rundt 46 kDa) og Aktin (MW rundt 42 kDa) som presenteres i Figur E.
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B3 WT ustimulert og stimulert med ulike H202-konsentrasjoner viser generelt hgyere
proliferasjonshastighet, sammenlignet med de to GR KO cellelinjene (Figur 4.5 A). For alle
cellelinjene viser stimulering med 0,2 mM H202 og de ustimulerte cellene generelt hgyest
proliferasjon sammenlignet med stimulering med 0,4 mM og 0,8 mM H202. Stimulering med
0,8 mM H20: skiller seg fra de andre H202-konsentrasjonene, da denne viser redusert vekst i
alle cellelinjene. Dette tyder pa at en konsentrasjon pa 0,8 mM H20:2 pafarer cellene sa mye

oksidativt stress, at det resulterer i vekststans og celledad.

For B3 WT cellelinjen varierer det over de tre deggnene om det er de ustimulerte cellene eller
cellene stimulert med 0,2 mM H202 som viser hgyest proliferasjonshastighet (Figur 4.5 B).
Stimulering med 0,4 mM H20: viser relativt lik kurve som de ustimulerte cellene frem til ca.
18 timer, deretter viser denne stimuleringen betydelig lavere proliferasjonshastighet.
Stimulering med 0,8 mM H202 viser en negativ proliferasjonskurve.

For den GR-modifiserte KO cellelinjen B3 WT C9 viser de ustimulerte cellene og cellene
stimulert med 0,2 mM H20: hgyest proliferasjon (Figur 4.5 C). For den andre GR KO
cellelinjen B3 WT D10 viser stimulering med 0,2 mM H202 hgyest proliferasjon, med en litt
hayere vekst enn for de ustimulerte cellene (Figur 4.5 D). Felles for GR KO cellelinjene er at
stimulering med 0,4 mM H20: farer til lavere proliferasjon sammenlignet med de ustimulerte

cellene, og 0,8 mM H202 viser en negativ proliferasjonskurve.

Felles for alle B3 WT cellelinjene er at de ustimulerte cellene eller stimulering med 0,2 mM
H202 viser hgyest proliferasjonshastighet. Dette indikerer at en H202-konsentrasjon pa 0,2
mM pafarer cellene en mengde oksidativt stress som ikke pavirker celleveksten i stor grad, og
som i noen celler faktisk virker positivt pa veksten. Stimulering med 0,4 mM H202 medfarer
en lavere proliferasjonshastighet for alle cellelinjene sammenlignet, med ustimulerte celler.
Dette indikerer at denne H202-konsentrasjonen pafarer cellene en mengde oksidativt stress
som pavirker cellenes proliferasjon i negativ retning. For alle cellene resulterer 0,8 mM H20:
i en negativ proliferasjonskurve, som indikerer at cellene blir utsatt for en sa stor mengde

oksidativt stress at det farer til vekststans og celledgd.

Etter proliferasjons-assayets slutt var det gnskelig a studere proteinuttrykket av GR og PAX6
i cellene etter de ulike stimuleringene med H202. Intensiteten av GR-bandet pa 97 kDa
pavirkes ikke betydelig ved stimulering med 0,2 mM eller 0,4 mM H202 (Figur 4.5 E).

Derimot reduseres proteinuttykket etter stimulering med 0,8 mM H20x. Intensiteten av det
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lavere GR-bandet som er til stede i alle cellelinjene ser ut til & reduseres etter stimulering med
0,4 mM og 0,8 mM H202. PAX6-bandene, og dermed proteinuttykket av PAXS6, ser ut til &
pavirkes mer av H202-stimulering enn GR-bandene. Intensiteten ser ut til & reduseres allerede
etter stimulering med 0,2 mM H202, og reduseres videre parallelt med gkende H202-
konsentrasjon. Ut fra aktinfargingen, kan det se ut til at mengde protein generelt reduseres litt
med H202-stimulering. Spesielt for cellene stimulert med 0,8 mM H20z2, ser det ut til at
intensiteten av aktin reduseres sammenlignet med de ustimulerte cellene. Dette kan veere et
resultat av celledgd, noe som ogsa ble sett i proliferasjons-assayene i form av negativ

proliferasjonskurve.
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Figur 4.6 Proliferasjonen til cellelinjene B3 3.4 og de to GR-mutantene B3 3.4 C12 og B3 3.4 G9 ble studert ved
stimulering med ulike H202-konsentrasjoner (0,2 mM, 0,4 mM og 0,8 mM) over tre dggn. Cellene er tilsatt H202
ved tiden 0, og celletettheten er normalisert ved tiden O for alle cellelinjene. Figur A fremstiller
proliferasjonskurvene for alle stimuleringene for de tre B3 3.4 cellelinjene. | figur B, C og D fremstilles
proliferasjonskurvene for henholdsvis B3 3.4, B3 3.4 C12 og B3 3.4 G9. Etter stimulering i tre dggn, ble
proteinekstraktene hgstet, og kjgrt pA WB. WB (figur E) ble farget for GR som har en MW pa rundt 97 kDa, og
Aktin som har en MW pa 42 kDa.
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B3 3.4 ustimulert og stimulert med tre ulike konsentrasjoner av H202 (0,2 mM, 0,4 mM og
0,8 mM) viser generelt bedre proliferasjon enn GR KO cellelinjene B3 3.4 C12 og B3 3.4 G9
(Figur 4.6 A).

Sammenlignet med de ustimulerte cellene vil bade 0,2 mM og 0,4 mM H20:> fare til bedre
proliferasjon i B3 3.4 cellene (Figur 4.6 B). 0,8 mM H202 vil derimot fare til redusert
proliferasjon, sammenlignet med de ustimulerte cellene. 0,2 mM og 0,4 mM H20: viser
relativt like proliferasjonskurver, men frem til ca. 40 timer viser 0,2 mM H202 generelt hgyest
proliferasjon, videre er det 0,4 mM H202 som viser best proliferasjon. De ustimulerte B3 3.4
cellene viser relativt lik proliferasjonskurve som stimulering med 0,2 mM og 0,4 mM H202
frem til ca. 20 timer, deretter viser de ustimulerte cellene betydelig lavere
proliferasjonshastighet. Stimulering med 0,8 mM H20:2 viser lavest proliferasjonshastighet,

men proliferasjonen er gkende sammenlignet med de andre cellene.

GR KO cellelinjen B3 3.4 C12 viser ingen effekt pa proliferasjonen ved stimulering med 0,2
mM og 0,4 mM H202, sammenlignet med de ustimulerte cellene (Figur 4.6 C). Stimulering
med 0,8 mM H20: resulterer i en svakt negativ proliferasjonskurve. For den andre GR KO
cellelinjen B3 3.4 G9 har stimulering med 0,2 mM H20: stort sett ikke noen effekt pa
proliferasjonen, sammenlignet med de ustimulerte cellene (Figur 4.6 D). Etter 50 timer kan en
svak gkning i proliferasjonen observeres for stimulering med 0,2 mM H202, sammenlignet
med de ustimulerte cellene. Stimulering med 0,4 mM H20: viser derimot en svakt hemmende
effekt pa proliferasjonen. | likhet med B3 3.4 C12 (Figur 4.6 C) viser stimulering med 0,8

mM H20:2 en negativ proliferasjonskurve.

En interessant observasjon er at B3 3.4 stimulert med 0,8 mM H20: viser relativt lik
proliferasjonshastighet som B3 3.4 G9 stimulert med 0,4 mM H20>, altsé en stigende vekst,
men lavere vekst enn ustimulerte celler. Stimulering med 0,8 mM H20:2 for B3 3.4 KO
cellelinjene viser derimot en negativ proliferasjonshastighet. Ved & sammenligne stimulering
med 0,8 mM H20: i B3 3.4 og B3 WT cellene, viser B3 3.4 en svak gkende vekst i nervaer av
0,8 mM H202 (Figur 4.6 B), mens B3 WT (som inneholder PAX6) derimot viser en negativ
proliferasjonskurve (Figur 4.5 B). Dette indikerer at B3 3.4 (som mangler PAX6) er mindre
sensitiv for H202, og dermed at PAX6 farer til gkt sensitivitet for H202. Det sees ogsa en

tydelig forskjell i proliferasjonen mellom B3 3.4 og B3 3.4 GR KO cellelinjene, hvor ingen
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av cellelinjene inneholder PAX6. Dette indikerer at GR ogsa kan spille en rolle i sensitiviteten
for H202, ved at tilstedevaerelse av GR farer til at cellene blir mindre sensitive for H20:.
Stimulering med 0,2 mM H20: viser en positiv effekt pa prolifereringen i B3 3.4 cellelinjene.
| disse cellene viser faktisk ogsa stimulering med 0,4 mM H20: en positiv effekt pa
proliferasjonen. Stimulering med 0,4 mM H202 hemmer ikke veksten sa sterkt i B3 3.4 GR
KO cellelinjene (Figur 4.6 C og D), som i B3 WT cellelinjene (B3 WT og B3 WT GR KO)
(Figur 4.5 A). B3WT og B3 WT GR KO cellene (inneholder PAX6) viser en starre forskjell i
proliferasjonen enn det B3 3.4 GR KO viser, etter stimulering med 0,4 mM Hz0z,
sammenlignet med de ustimulerte cellene. Dette bekrefter ogsa at tilstedevaerelse av PAX6 i

cellene farer til at cellene blir mer sensitive for H20:.

Cellene ble hgstet etter proliferasjons-assayets slutt, altsa tre degn etter tilsatt H20>.
Proteinekstraktene ble kjart pa WB, og farget med primarantistoffene a-GR og a-Aktin
(Figur 4.6 E) for a studere proteinuttrykket av GR i cellelinjene etter stimulering med H20x.
Stimulering med 0,2 mM og 0,4 mM H20: ser ikke ut til a pavirke
konsentrasjonen/stabiliteten til GR-proteinet. Derimot ser det ut til at intensiteten, og dermed
proteinuttrykket, reduseres for cellene stimulert med 0,8 mM H20:2 for begge GR-bandene.
Disse resultatene viser det samme som proliferasjonskurvene, hvor de ustimulerte cellene, og
stimulering med 0,2 mM og 0,4 mM H20:2 viser relativt lik proliferasjon, mens stimulering
med 0,8 mM H20: viser betydelig lavere proliferasjonskurve. Aktinfargingen bekrefter
relativt lik loading for de fleste pragvene. B3 3.4 GR KO cellelinjene behandlet med 0,8 mM
H20:2 ser ut til & ha mindre protein i pravene, sammenlignet med de andre prgvene. Denne
forskjellen er ikke sa utpreget i B3 3.4 cellelinjen. I likhet med loadingen for B3 3.4
cellelinjen, viser proliferasjonskurven ogsa at cellene ikke er like pavirket av 0,8 mM H20:-

konsentrasjonen.

For alle cellelinjene (bade B3 WT og B3 3.4 cellelinjene) farte stimulering med 0,8 mM H202
til negativ proliferasjonskurve, med unntak av B3 3.4. @nskelig konsentrasjon til videre
forsgk vurderes ut fra at cellene utsettes for en passende mengde H20z, slik at de pavirkes av
H202, uten at celledad inntrer rett etter tilsetting. For de fleste cellene viste stimulering med
0,2 mM H20: liten eller ingen effekt. Stimulering med 0,4 mM H20O2 farte for de fleste
cellelinjene til synlige endringer (for det meste redusert proliferasjonshastigheten)
sammenlignet med de ustimulerte cellene. Derfor ble denne konsentrasjonen valgt til videre

forsgk.
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4.2.4 Stimulering med Dex og H20>
Det var gnskelig a studere effekten av GR og PAX6 nar cellene utsettes for oksidativt stress
ved a studere celleproliferasjon. For a aktivere GR stimuleres cellene med Dex, i tillegg

tilsettes H20> for & utsette cellene for oksidativt stress.
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Figur 4.7 Proliferasjonen til B3 WT cellelinjene, B3 WT, B3 WT C9 og B3 WT D10 er studert ved stimulering med
Dex og H202. Cellene er stimulert med 100 nM Dex, 0,4 mM H202 og 100 nM Dex i kombinasjon med 0,4 mM
H20: i tre dggn. Cellene er tilsatt stimuli ved tiden O, og celletettheten er normalisert ved tiden O for alle
cellelinjene. Figur A viser proliferasjonskurvene for alle cellelinjene, og figur B, C og D viser henholdsvis B3 WT,
B3 WT C9 og B3 WT D10. Det ble utfart WB av proteinekstrakter hgstet etter proliferasjons-assayets slutt (tre
dggn etter tilsatt stimuli), og figur E viser et representativt WB farget for GR (MW 97 kDa), PAX6 (46 kDa) og
aktin (42 kDa). Forsgket er repetert tre ganger.
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For B3 WT cellelinjene generelt ser det ut til at tilsetting av Dex farer til gkt proliferasjon,
sammenlignet med de ustimulerte cellene (Figur 4.7 A). Stimulering med H202 farer derimot
til redusert proliferasjon i alle cellelinjene. Nar Dex og H20: tilsettes samtidig pa cellene,
resulterer det i tilneermet lik proliferasjonskurve som for tilsetning av H20: alene, og faktisk
en litt darligere vekst i B3 WT GR KO cellelinjene. Dette viser at tilsetning av Dex ikke har
noen effekt pa den negative proliferasjonskurven forarsaket av H202i B3 WT cellene.

For B3 WT cellelinjen viser stimulering med Dex tydelig bedre proliferasjon, sammenlignet
med de ustimulerte cellene (Figur 4.7 B). Denne cellelinjen inneholder GR, og i likhet med de
tidligere proliferasjons-assayene er det forventet at proliferasjonen gker nar Dex tilsettes. Nar
cellene tilsettes H202-indusert oksidativt stress, eller i kombinasjon med Dex (GR aktiveres)
medfarer det en redusert proliferasjon. Dette tyder pa at aktivering av GR (ved tilsetning av
Dex) nar cellene utsettes for oksidativt stress ikke vil ha noen effekt pa proliferasjonen. Det

samme sees i de to andre repetisjonene av dette forsgket.

For begge GR KO cellelinjene C9 og D10 viser stimulering med 100 nM Dex generelt bedre
vekst enn de ustimulerte cellene (Figur 4.7 C og D). I likhet med B3 WT cellelinjen viser
tilsetning av H202 alene eller i kombinasjon med Dex, darligere vekst enn de ustimulerte
cellene. For B3 WT C9 viser de ustimulerte cellene og tilsetning av Dex relativt like
proliferasjonskurver frem til ca. 39 timer, deretter viser Dex-stimulering bedre vekst (Figur
4.7 C). Sammenlignet med de to andre repetisjonene av dette forsgket viser B3 WT C9
stimulert med 100 nM Dex bedre vekst enn de ustimulerte cellene, i to av tre repetisjoner.
Tilsetning av H202 alene, eller i kombinasjon med Dex, viser i alle forsgkene en lavere vekst
enn de ustimulerte cellene. | forsgket fremstilt i Figur 4.7 C viser cellene stimulert med H202
alene, hgyere proliferasjonshastighet, sammenlignet med cellene stimulert med Dex i
kombinasjon med H202. | de andre to repetisjonene er det mindre forskjell i veksten mellom

disse to stimuleringene.

For B3 WT D10 (Figur 4.7 D) viser alle tre repetisjonene av forsgket at tilsetning av Dex

farer til bedre proliferasjon enn de ustimulerte cellene. Derimot viser stimulering med H202
alene eller i kombinasjon med Dex redusert proliferasjon. Nar cellene usettes for oksidativt
stress, ser det i likhet med de andre B3 WT cellelinjene ut til at Dex ikke pavirker veksten i

stor grad. | to av tre repetisjoner av dette forsgket viser stimulering med H20: litt hgyere
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proliferasjonshastighet, sammenlignet med cellene stimulert med Dex i kombinasjon med
H20:.

For & oppsummere ble det vist at aktivering av GR (ved stimulering med Dex) for B3 WT
cellelinjen ikke hadde noen pavirkning pa proliferasjonen til cellene, nér de ble utsatt for
oksidativt stress. | motsetning, sa det ut til at tilsetning av Dex i kombinasjon med H202 farte
til en ytterligere reduksjon av proliferasjonen i B3 WT GR KO cellelinjene. Dette kan
indikere at 97 kDa-isoformen av GR har en viss beskyttende effekt for oksidativt stress,
eventuelt at de mindre GR-isoformene i GR KO cellene (som ser ut til veere responsiv for

Dex), gjer cellene mere sensitiv for oksidativt stress da proliferasjonen reduseres ytterligere.

Etter proliferasjons-assayets slutt, tre degn etter tilsatt stimuli, ble cellene hgstet og
proteinekstraktene ble kjart pA WB. WB er farget for GR, PAX6 og Aktin (Figur 4.7 E).
Uttrykket av begge GR-variantene med ulik MW ser ut til & endres som respons pa de ulike
stimuleringene. Alle cellelinjene viser en reduksjon i GR-uttrykket som respons pa Dex-
stimuli, som ogsa er vist i tidligere WB. H202 alene endrer ikke GR-proteinuttrykket, men
H20:2 i kombinasjon med Dex gir et lavere niva av GR-proteinet enn det Dex alene gjorde.
PAX6-proteinuttrykket ser ikke ut til & pavirkes av Dex-stimulering i noen av cellelinjene.
Derimot reduseres proteinuttrykket nar Dex tilsettes i kombinasjon med H20, eller ved H20>
alene. Dette indikerer at stimulering med H202 farer til en gkt nedbrytning av PAX6-
proteinet. Aktinbandene viser relativt lik loading for alle cellelinjene. GR KO cellelinjene
stimulert med H202 alene eller i kombinasjon med Dex ser ut til & ha litt mindre proteiner i

prevene, sammenlignet med de andre prgvene.
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Figur 4.8 Proliferasjonen for B3 3.4 cellelinjene er studert med tilsetning av Dex i kombinasjon med H202, for &
studere veksten under oksidativt stress samtidig som GR er aktivert. Cellene er stimulert med 100 nM Dex, 0,4
mM Hz202 og 100 nM Dex i kombinasjon med 0,4 mM Hz0: i tre daggn. Cellene er tilsatt stimuli ved tiden 0, og
celletettheten er normalisert ved tiden O for alle cellelinjene. Proliferasjonskurvene for alle tre B3 3.4 cellelinjene
presenteres i Figur A. Figur B viser B3 3.4 med de ulike stimuleringene, og figur C og D viser de to B3 3.4 GR KO
cellene, henholdsvis B3 3.4 C12 og B3 3.4 G9. Etter forsgkets slutt, tre dggn etter tilsatt stimuli, ble
proteinekstrakt hgstet, og kjgrt pad WB (Figur E). WB er farget for GR (MW 97 kDa) og Aktin (MW 42 kDa).
Forsgket er utfart tre ganger.

Side 63 av 128



For alle B3 3.4 cellelinjene viser tilsetning av Dex gkt proliferasjon sammenlignet med de
ustimulerte cellene (Figur 4.8 A). Nar cellene ble utsatt for oksidativt stress ved tilsetning av

H202, eller i kombinasjon med Dex, ble veksten redusert.

Cellelinjen B3 3.4 stimulert med 100 nM Dex viser bedre vekst enn de ustimulerte cellene i
alle tre repetisjonene av dette forsgket. Dette indikerer at aktivering av GR resulterer i gkt
proliferasjon. Stimulering med H20: alene eller i kombinasjon med Dex viser i Figur 4.8 B
lavere proliferasjonshastighet sammenlignet med de ustimulerte cellene. Stimulering med
H202 alene og i kombinasjon med Dex viser relativt like proliferasjonskurver. Dette ble sett i

to av tre repetisjoner.

I likhet med B3 3.4, viser stimulering med 100 nM Dex generelt bedre proliferasjon
sammenlignet med de ustimulerte cellene i B3 3.4 GR KO cellelinjene (Figur 4.8 C og D).
Stimulering med H20:2 alene eller i kombinasjon med Dex viser darligere vekst sammenlignet
med de ustimulerte cellene. For GR KO cellelinjen B3 3.4 C12 viser stimulering med H202
alene eller i kombinasjon med Dex relativt like proliferasjonskurver, og tydelig lavere vekst
sammenlignet med de ustimulerte cellene (Figur 4.8 C). Det samme sees i to av tre
repetisjoner av forsgket. | én av repetisjonene viser derimot stimulering med H20: bedre
proliferasjon sammenlignet med de ustimulerte cellene, og Dex i kombinasjon med H202
viser lik vekst som de ustimulerte cellene (Appendiks 4). For B3 3.4 G9 cellelinjen farer
stimulering med H20:z til darligere vekst sammenlignet med de ustimulerte cellene, og nar
man i tillegg tilsetter Dex farer det til en enda darligere vekst (Figur 4.8 D). Dette sees i to av

de tre repetisjonene av forsgket.

Disse resultatene indikerer at aktivering av GR i B3 3.4 cellelinjen ikke har noen pavirkning
pa proliferasjonen under oksidativt stress. Nar cellene mangler 97 kDa-isoformen av GR (B3
3.4 GR KO cellene) vil tilsetning av Dex i noen av repetisjonene vise en ytterligere reduksjon
i proliferasjon under oksidativt stress. Dette kan i likhet med B3 WT GR KO cellelinjene
indikere at 97 kDa-isoformen av GR har en viss beskyttende effekt, eventuelt at de mindre

isoformene av GR farer til at cellene blir mer sensitive for oksidativt stress.

Etter cellene var stimulert med Dex og/eller H20: i tre dggn, var det gnskelig a studere
proteinuttrykket i de ulike cellene. WB ble farget for GR og Aktin for a studere GR-uttrykket
etter de ulike stimuleringene (Figur 4.8 E). Uttrykket av begge GR-variantene ser ut til &
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endres som respons pa noen av de ulike stimuliene. H202alene ser ikke ut til & endre GR-
proteinuttrykket i noen av cellelinjene. Alle cellelinjene viser en reduksjon i GR-uttrykket
som en respons pa Dex-stimulering, og Dex i kombinasjon med H202. Dex i kombinasjon

med H20: ser ut til & redusere GR-uttrykket mer enn det Dex gjorde alene.
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4.3 Real time PCR (qPCR)

Siden GILZ er et malgen for GR (47) og GJAL1 et malgen for PAX6 (Mikkola, upublisert), var
det av interesse a se om uttrykket av disse genene endret seg nar uttrykket av GR og PAX6
var manipulert. GILZ og GJA1 kan ogsa vare et mal for om funksjonen til PAX6 og GR
endres under oksidativt stress. GJA1 kan benevnes pa ulike mater, og vil i dette studiet

omtales som GJAL.

4.3.1 GILZ som malgen

Det ble utfgrt gPCR-forsgk med cellelinjene B3 WT (GR og PAX6), B3 WT C9 (PAX6), B3
3.4 (GR) og B3 3.4 G9 hvor malet var a undersgke effekten pa GILZ. GILZ ble brukt som
malgen, og housekeeping-genene som ble brukt var GusB og GAPDH. GILZ-uttrykket ble
studert i nerveer og fraveer av 100 nM Dex for alle cellelinjene. Det ble kjart tre paralleller av
gPCR-forsgkene, hvor RNA var hgstet ved tre forskjellige tidspunkter og dermed ble det
brukt tre ulike cDNAer.

Tabell 4.3 Endringer i genekspresjonen til GILZ i fem cellelinjer stimulert med Dex. Cellene er stimulert med 100

nM Dex (+) i 24 timer, eller ustimulert (-). Fold verdien i de ustimulerte cellene er satt til 1, og verdiene fra tre
parallelle gPCR eksperimenter er vist, der GusB og GAPDH ble brukt for normalisering ved 2-24¢t metoden (44).

Cellelinje Dex Fold +/- Dex
(100 nM) Parallell 1 Parallell 2 Parallell 3

B3WT - 1,00 1,00 1,00
+ 18,6 7,78 7,97

B3 WT C9 - 1,00 1,00 1,00
+ 3,88 3,03 6,43

B3 WT D10 - 1,00 1,00 1,00
+ 3,31 6,23 7,81

B3 3.4 - 1,00 1,00 1,00

+ 8,13 7,92 7,65

B33.4G9 - 1,00 1,00 1,00
+ 2,02 1,53 5,24
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Figur 4.9 Grafisk fremstilling av foldverdiene presentert i tabell 4.2 i naervaer og fraveer av 100 nM Dex for de fem
cellelinjene. Det er kjart tre paralleller, hvor bla fremstiller parallell 1, oransje parallell 2 og gra parallell 3.
Foldverdien til de ustimulerte cellene er satt til 1,00, og fold verdien til cellene stimulert med 100 nM Dex er
beregnet i forhold til dette.

For alle tre parallellene er foldinduksjonen av GILZ redusert i alle GR-mutantene,
sammenlignet med B3 WT og B3 3.4 (Tabell 4.3 og Figur 4.9). Forskjellen i induksjonen av
GILZ mellom B3 WT og B3 WT GR KO cellene er starst for parallell 1, og er nesten ikke til
stede i parallell 3. Av B3 WT cellelinjene, ser det ut til at B3 WT C9 responderer minst pa
Dex. B3 WT D10 ser ut til & respondere nesten like godt pa Dex som B3 WT i parallell 2 og
3. Dette ble ogsa sett i proliferasjons-asseyet, hvor det sa ut til at B3 WT D10 var mest
responsiv for Dex og B3 WT C9 sa ikke ut til a veere responsiv for Dex.
Proliferasjonsresultatene og gPCR-resultatene indikerer at det finnes en Dex-responsiv

isoform av GR i GR KO cellene som kan pavirke uttrykket av GR malgener.

Foldverdiene og differansen mellom foldverdiene til B3 WT og GR KO cellene varierer
mellom de ulike parallellene, men alle parallellene viser likevel en reduksjon i foldverdiene
sammenlignet med B3 WT som inneholder GR. Dette indikerer at nar GR er til stede, gker
GILZ-uttrykket med Dex-stimulering. Likevel sees en endring i foldverdien for GR KO
cellelinjene etter Dex-stimulering. Dette tyder pa at GR-uttrykket er redusert, men er likevel
ikke helt borte.

I to av parallellene responderer B3 3.4 tilnaermet likt som B3 WT cellelinjen. Dette bekrefter

at GILZ er et malgen for GR, og ikke nevneverdig pavirket av at PAXG6 er fjernet. | likhet
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med B3 WT cellelinjene, viser ogsa B3 3.4 en gkt GILZ-ekspresjon etter Dex-stimulering,
sammenlignet med GR (og PAX6) KO cellelinjene. B3 3.4 G9 viser en betydelig mindre
GILZ-ekspresjon i alle parallellene, sammenlignet med B3 3.4. Den reduserte induksjonen i
GILZ-ekspresjonen i GR KO cellelinjene indikerer at den ligandavhengige aktiviteten til GR
er redusert i disse cellene. Likevel sees en induksjon i disse cellene nar Dex tilsettes, som
tyder pa at GR ikke er helt borte.

Tabell 4.4 Endringer i geneksrepsjonen til GILZ i fem cellelinjer stimulert med Dex. Cellene er stimulert med 100
nM Dex (+) i 24 timer, eller ustimulert (-). Foldverdien til de ulike cellelinjene er sammenlignet med foldverdien til
B3 WT. Uttrykket i B3 WT cellene er satt til 1,00, hvor de andre cellelinjene sammenlignes med denne bade med
og uten Dex. Verdien for tre parallelle gqPCR-forsgk er vist, der GusB og GAPDH ble brukt for normalisering ved

2-44Ct metoden (44).

Cellelinje Dex Fold +/- Dex sammenlignet med B3 WT
(100 nM) Parallell 1 Parallell 2 Parallell 3
B3WT - 1,00 1,00 1,00
+ 18,60 7,78 7,97
B3 WT C9 - 5,14 1,37 0,94 (-1,06)
+ 19,97 4,16 6,06
B3 WT D10 - 3,49 0,62 (-1,61) 0,58 (-1,71)
+ 11,55 3,84 4,54
B33.4 - 4,45 1,19 1,19
+ 36,13 9,43 9,13
B33.4G9 - 5,00 1,70 0,84 (-1,20)
+ 10,11 2,61 4,38

gPCR-resultatene kan ogsa brukes til & se pa grunnnivaet av GILZ i cellelinjene
sammenlignet med B3 WT. Det var gnskelig & studere grunnnivaet av GILZ i de ulike
cellelinjene, for & se om fjerning av GR og/eller PAX6 pavirker GILZ-nivaet. Uttrykket av
GILZ i B3 WT cellelinjen, settes til 1. Uttrykket i de andre cellelinjene med og uten Dex-
stimulering, sammenlignes med GILZ-uttrykket i B3 WT.

Parallell 1 viser generelt et mye hgyere GILZ-niva for alle cellelinjene, sammenlignet med
parallell 2 og 3 (Tabell 4.4). Parallell 2 og 3 viser relativt like verdier, hvor GILZ-nivaet er litt
redusert i noen av GR KO cellene. De fleste cellelinjene viser et gkt GILZ-uttrykk
sammenlignet med B3 WT. For B3 WT GR KO cellelinjene B3 WT C9 og B3 WT D10 viser
noen av parallellene en liten nedgang i GILZ-uttrykk uten Dex-stimulering, sammenlignet
med B3 WT. Ved stimulering med Dex viser B3 WT GR KO cellelinjene derimot et gkt
GILZ-uttrykk sammenlignet med B3 WT. Det samme sees ogsa for B3 3.4 GR KO
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cellelinjene, hvor én parallell viser et redusert GILZ-uttrykk uten Dex-stimulering, men

derimot et gkt uttrykk med Dex-stimulering.

4.3.2 GJAl1l som malgen

GJA1 ble brukt som malgen for a studere om effekten av GJA1-uttrykket ble endret nar
PAX6 og GR var manipulert. Det ble utfgrt gPCR-forsgk for de fire cellelinjene B3 WT (GR
og PAX6), B3 WT C9 (PAX6), B3 3.4 (GR) og B3 3.4 G9, hvor malet var & undersgke
effekten pa GJAL. Malgenet som ble brukt var derfor GJA1, og housekeeping-genene som ble
brukt var GusB og GAPDH. Ekspresjonen av GJA1-uttrykket ble studert i nerveer og fraveer
av 100 nM Dex.

Tabell 4.5 Endringer i genekspresjonen til GJA1 i fire cellelinjer stimulert med Dex. Cellene er stimulert med 100
nM Dex (+) i 24 timer, eller ustimulert (-). Farste del av tabellen presenterer foldverdien til de ulike cellelinjene
med og uten Dex, sammenlignet med foldverdien til B3 WT. Uttrykket i B3 WT er satt til 1, og uttrykket til de andre
cellelinjene sammenlignes med denne. | andre del av tabellen presenteres foldverdiene til cellelinjene stimulert
med Dex sammenlignet med ustimulerte celler, der verdien er satt til 1. Foldverdien er beregnet der GusB og
GAPDH ble brukt for normalisering ved 2-44¢t metoden (44).

Cellelinje Dex Fold sammenlignet med Fold
(100 nM) WT +/- Dex
B3WT - 1,00 1,00
+ 0,88 -1,1 0,88 -1,1
B3WT C9 - 1,29 1,3 1,00
+ 0,86 -1,2 0,66 -1,5
B3 3.4 - 0,58 -1,7 1,00
+ 0,33 -3,0 0,57 -1,8
B33.4G9 - 0,40 -2,5 1,00
+ 0,41 -2,4 1,03 1,0

GJA1-uttrykket reduseres i B3 3.4 cellelinjene hvor PAX6 er fjernet, sammenlignet med B3
WT (Tabell 4.5). Dette tyder pa at PAX6 virker positivt pa uttrykket av GJA1, noe som er
forventet da GJAL er et malgen for PAX6. Nar B3 3.4 cellelinjen stimuleres med Dex,
reduseres GJA1 uttrykket mer, noe som er uventet og indikerer at aktivert GR pavirker GJA1-
uttrykket negativt. For B3 3.4 cellelinjen hvor GR er fjernet (B3 3.4 G9), endres ikke GJA1-

uttrykket under stimulering med Dex.

Foldverdien for cellelinjene stimulert med Dex sammenlignet med de ustimulerte, bekrefter at
GJAL1 ikke er et GR malgen i seg selv, da uttrykket av GJA1 i B3 WT cellene blir minimalt
pavirket under Dex-stimulering. | motsetning viser B3 WT C9 hvor GR skal vare fjernet, en

endring i GJA1-uttrykket nar Dex tilsettes.
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Dex ser ut til & ha en represserende effekt pa GJA1-uttrykket i cellelinjen som mangler PAX®,
men har GR (B3 3.4). For B3 3.4 G9 endres ikke GJA1-uttrykket under stimulering med Dex,

noe som indikerer at GR er slatt ut fra denne cellelinjen.

4.4 Luciferase reportergen-assay

Det ble utfgrt luciferase reportergen-assay hvor aktiviteten til GJA1- og GILZ-promotoren ble
brukt som et mal pa funksjonen til GR og PAX6 i cellelinjene. Aktiviteten av GJA1- og
GILZ-promotorene ble studert i nerveer og fraveer av Dex, og oksidativt stress hvor cellene

ble stimulert med H20:.

Plasmidet pCH110 ble brukt i alle transfeksjonene for a justere for eventuelle forskjeller i
transfeksjonseffektivitet. pPCH110 inneholder et gen som koder for -galactosidase (B-gal).
GJA1-promotoren ble identifisert i et kromatin immunopresipiterings- (ChlP) assay gjort med
PAXG6 antistoff for denne B3 cellelinjen (Mikkola, upublisert).

Promotorfragmenter som inkluderer transkripsjons startstedene for henholdsvis GJA1-genet

og GILZ-genet, klonet i en reportergenvektor (pGL3-Basic) ble brukt.

4.4.1 Titrering av reportergenplasmidene

Det ble utfart en transfeksjon for a finne optimal konsentrasjon av de ulike
reportergenplasmidene til videre bruk i forsgkene. Dette ble gjort i B3 WT cellene, og
plasmidene som ble titrert var pGL3-GJAL Large, pGL3-GILZ 1264 og pGL3-Basic.
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Figur 4.10 Grafisk fremstilling av Luc / B-gal verdiene for plasmidene pGL3-GJAL Large, pGL3-GILZ 1264 og
pGL3-Basic i tre ulike konsentrasjoner (0,2 ug, 0,4 pg og 0,8 ug). Luc/ B -gal verdiene viser aktiviteten til
plasmidene i cellelinjen B3 WT som inneholder bade PAX6 og GR.

Transfeksjon med plasmidet pGL3-GJA1 Large viste en gkende aktivitet i B3 WT cellelinjene
med gkende konsentrasjon av plasmidet (Figur 4.10). Pa grunnlag av gode Luc/B-gal verdier
for alle konsentrasjonene av pGL3-GJAL1 Large plasmidet, ble en konsentrasjon pa 0,4 ug
valgt & bruke i de videre forsgkene. pGL3-GILZ 1264 plasmidet viste derimot lav aktivitet i
B3 WT cellelinjen. Ut fra figuren ser det ut til at en gkt konsentrasjon av plasmidet ferer til en
lavere transkripsjon. Transfeksjon med 0,2 ug pGL3-GILZ 1264 viste hgyest Luc/B-gal verdi,
og ble derfor forsgkt benyttet videre i neste transfeksjonsforsgk. Selv om det ble vist lav
aktivitet i dette forsgket, var det gnskelig a se om plasmidet viser en forskjell ved transfeksjon

i de ulike cellelinjene, og i nerveer av Dex.

4.4.2 Transfeksjon med plasmidene GJA1 Large og GILZ 1264

Basert pa resultatet av titreringen ble det utfgrt en transfeksjon med de utvalgte
konsentrasjonene av plasmidene. Det var gnskelig & studere aktiviteten av GJA1 Large og
GILZ 1264 i nerveer og fraveer av GR og/eller PAX6. Cellelinjene som ble transfektert var
B3 WT, B3 WT C9, B3 3.4 og B3 3.4 G9. Cellene ble transfektert med plasmidene pGL3-
GJA1 Large og pGL3-GILZ 1264, der tomt plasmid (pGL3-Basic) ble inkludert for
sammenligning. For pGL3-GILZ 1264 promotorplasmidet ble aktiviteten i tillegg studert i

narveer og fravear av Dex.
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Figur 4.11 Grafisk fremstilling av Luc/B-gal verdien til de fire cellelinjene B3 WT, B3 WT C9, B3 3.4 og B3 3.4 G9
transfektert med plasmidene pGL3-Basic, pGL3-GJAL Large og pGL3-GILZ 1264. Luc/B-gal verdiene viser
aktiviteten til den klonede GJA1-promotoren og GILZ 1264 promotoren i ulike cellelinjer hvor GR (er fiernet eller
modifisert) og/eller PAX6 er fiernet, sammenlignet med villtype cellelinjen der bade PAX6 og GR er til stede. Tom
vektor (pGL3-Basic) er brukt som kontroll. Det ble kjart tre paralleller med hvert plasmid for hver cellelinje. For
plasmidet pGL3-GILZ 1264 ble det det brukt seks brgnner for hver cellelinje, hvor tre brgnner ble stimulert med
100 nM Dex i 24 timer.

Tabell 4.6 Foldverdier for aktiviteten til pGL3-GJA1 Large plasmidet sammenlignet med kontrollvektoren pGL3-
Basic i de fire cellelinjene.

Cellelinje Luc/p-gal Luc/p-gal Fold
pGL3-GJA1L Large pGL3-Basic

B3WT 90,84 4,37 20,8

B3 WT C9 112,12 5,93 18,9

B33.4 56,29 5,07 11,1

B3 3.4 G9 44,56 2,07 21,5

Grafen (Figur 4.11) over aktiviteten til GJA1 promotorplasmidet i de fire ulike cellelinjene,
viser at det er starst aktivitet i B3 WT cellelinjene (bade med og uten GR), og minst aktivitet i
B3 3.4 cellelinjene som mangler PAX6. Dette er forventet siden GJA1-promotoren ble isolert
ved at den bandt PAX6-proteinet. Resultatene endres litt nar man tar hensyn til Luc/p-gal
verdiene til det tomme plasmidet (pGL3-Basic). Foldverdier for promotorplasmidet i forhold
til tom vektor er beregnet for alle cellene i Tabell 4.6. B3 3.4 viser fortsatt lavest uttrykk, men
den starste forskjellen er for B3 3.4 G9 cellelinjen. B3 3.4 G9 viser et like hayt uttrykk som
B3 WT cellelinjen.
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GILZ (1264 bp) promotoren viste lav aktivitet i alle cellelinjene, bade i fravaer og naervar av
Dex (Figur 4.11). Dette tyder pa at denne delen av promotoren ikke var i stand til & forarsake
genuttrykk i B3 cellene, og dermed ble ikke dette brukt videre. Det ble senere forsgkt to andre

deler av GILZ-promotoren, for & se om de er mer responsive i disse cellene.

4.4.3 Transfeksjon med GJAL plasmidet i naerveer og fraveer av Dex

Det var gnskelig a studere GJA1-uttrykket i neervear og fraveer av Dex for de ulike
cellelinjene, for & se om aktivering av GR pavirker GJA1-uttrykket. Dette fordi tidligere
studier i forskningsgruppen har vist at GR og PAX6 kan virke synergistisk sammen i
regulering av genuttrykk (Hegge og Mikkola, upubliserte data). Cellelinjene B3 WT, B3 WT
C9, B3 3.4 og B3 3.4 G9 ble transfektert med plasmidene pGL3-GJAL Large og pGL3-Basic

I nerveer og fraveer av Dex.
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Figur 4.12 Grafisk fremstilling av Luc/B-gal verdiene for plasmidene pGL3-Basic og pGL3-GJA1 Large i de fire
ulike cellelinjene i neerveer og fraveer av Dex. Luc/B-gal verdiene viser aktiviteten til det klonede pGL3-GJA1 Large
plasmidet i ulike cellelinjer hvor GR (er fiernet eller modifisert) og/eller PAX6 er fiernet, sammenlignet med villtype
cellelinjen der bade PAX6 og GR er til stede. Tom vektor (pGL3-Basic) er brukt som kontroll.
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Tabell 4.7 Foldverdier for aktiviteten til pGL3-GJAL Large plasmidet sammenlignet med kontrollvektoren pGL3-
Basic i de fire cellelinjene. Cellene er stimulert med 100 nM Dex (+) i 24 timer og ustimulert (-).

Cellelinje Dex Luc/p-gal Luc/p-gal Fold
(100 nM) | pGL3-GJAL Large pGL3-Basic

B3WT - 106,46 4,84 22,0
+ 116,04 5,68 20,4

B3 WT C9 - 157,94 8,56 18,5
+ 141,44 8,63 16,4

B3 3.4 - 87,25 5,23 16,7

+ 59,56 4,80 12,4

B3 3.4 G9 - 67,30 3,14 21,4
+ 61,91 3,09 20,0

GJA1-promotoren ser ut til & veere mest aktiv i B3 WT cellelinjene sammenlignet med B3 3.4
cellelinjene som har mistet sitt uttrykk av PAX6 (Figur 4.12). Dette stemmer med at PAX6 er
vist a binde GJA1-promotoren. Nar det gjelder mutasjonen av GR, kan det se ut som den farer
til en liten gkning i GJAL-uttrykket i B3 WT cellelinjen (B3 WT C9), derimot ser den ikke ut
til & ha noen effekt i B3 3.4 cellelinjen (B3 3.4 G9). Tilsetning av Dex ser generelt ikke ut til &
ha noen stor effekt pa GJA1-uttrykket, bortsett fra i B3 3.4 cellelinjen der tilsetning av Dex
reduserer uttrykket av GJAL. Dette bekreftes av Tabell 4.7 hvor foldverdien reduseres nar
cellene tilsettes Dex. Til sammen indikerer disse resultatene at PAX6 pavirker GJA1-
promotoren positivt, mens GR muligens kan ha en negativ effekt. Det observeres altsa ingen

synergisme mellom PAX6 og GR pa denne promotoren.

4.4.4 Titrering av GILZ promotorplasmider

Det ble utfart transfeksjon ved bruk av to andre GILZ promotorplasmider, da GILZ plasmidet
(pGL3-GILZ 1264) som ble benyttet i det tidligere transfeksjonsforsgket ikke sa ut til & bli
aktivert i B3 cellene. De to nye GILZ promoterplasmidene er trunkerte varianter
(inneholdende henholdsvis 512 bp og 927 bp) av den farste promoteren som ble prgvd.
Titrering av to de andre GILZ-promotorene ble utfart for a se om noen av disse ga respons, og
eventuelt hvilken konsentrasjon. Cellelinjen som ble benyttet var B3 WT, og cellene ble

transfektert i fravaer eller neerveer av Dex.
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Figur 4.13 Grafisk fremstilling av Luc/ -gal verdiene for de ulike konsentrasjonene (0,2 ug, 0,4 ug og 0,8 ug) av
plasmidene pGL3-GILZ 512, pGL3-GILZ 927 og pGL3-Basic transfekter i B3 WT cellelinjene i naerveer og fravaer
av Dex. Luc/B-gal verdiene viser aktiviteten til GILZ 512 bp og GILZ 927 bp i B3 WT cellelinjen som inneholder
GR og PAX6. Tom vektor (pGL3-Basic) er brukt som kontroll.

Tabell 4.8 Foldverdier for aktiviteten til pGL3-GILZ 927 plasmidet sammenlignet med kontrollvektoren pGL3-Basic
i de fire cellelinjene. Cellene er ustimulert (-) eller stimulert med 100 nM Dex (+) i 24 timer.

Plasmid Dex Luc/p-gal Luc/p-gal Fold
(100 nM) pGL3 - GILZ pGL3 - Basic
927

0.2 ug i 6,11 1,68 3,6

pGL3-GILZ
927 + 5,99 0,99 6,0
0.4 g i 15,68 3,18 4.9
pG'—g’;”—Z " 18,67 454 a1
0.8 g i 29,48 8,73 34
pGLg;;'LZ ¥ 26,66 6,80 3,9

Promotoren GILZ 927 ser ut til & veere virksom i B3 WT cellene, da gkt konsentrasjon av
plasmidet gir en gkning i Luc/B-gal-verdiene som er hgyere enn verdiene for pGL3-Basic
(Figur 4.13). Foldverdier der gkningen i verdiene for GILZ-promotoren er justert for
gkningen av verdiene for den tomme vektoren, pGL3-Basic, er vist i Tabell 4.8. Det ser ikke
ut til at promotoren er responsiv til Dex, da foldverdien ikke gkes betydelig i B3 WT
cellelinjen etter stimulering med Dex. Dette indikerer at GILZ 927 promotoren mest

sannsynlig ikke inneholder et GR-bindingssete. Det var likevel gnskelig & se hvordan
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promotoren oppfarer seg i B3 3.4 cellelinjen hvor PAXG6 er fjernet. | neste transfeksjonsforsgk
ble denne promotoren inkludert. Siden den andre GILZ-promotoren (512 bp) ikke sa ut til &
veaere virksom i B3 WT cellelinjen (Figur 4.13), ble den ikke benyttet videre i denne
oppgaven.

4.45 Transfeksjon med plasmidene GJA1 og GILZ 927 i neerveer og

fraveer av Dex

Siden GILZ (927 bp) promotoren sa ut til & veere virksom i B3 WT cellelinjen ble den
inkludert i transfeksjonen der GJA1-eksperimentet med og uten Dex ble repetert i de fire
cellelinjene (B3 WT, B3 WT C9, B3 3.4 og B3 3.4 G9).
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Figur 4.14 Grafisk fremstilling av Luc/B-gal verdi for de fire cellelinjene (B3 WT, B3 WT C9, B3 3.4 og B3 3.4 G9)
transfektert med plasmidene pGL3-Basic, pGL3-GJAL Large og pGL3-GILZ 927. For hvert plasmid er cellene
stimulert med eller uten 100 nM Dex. Luc/B-gal verdiene viser aktiviteten til GJA1 Large og GILZ 927 i ulike
cellelinjer hvor GR (er fiernet eller modifisert) og/eller PAX6 er fiernet, sammenlignet med villtype cellelinjen der
bade PAX6 og GR er til stede. Tom vektor (pGL3-Basic) er brukt som kontroll.

GJA1-promotoren ser ut til & bli uttrykt betydelig hgyere enn GILZ 927-promotoren i alle
cellelinjene bade i naerver og fraveer av Dex (Figur 4.14). I likhet med det tidligere forsgket
(Figur 4.12 og Tabell 4.7) viste ogsa dette at GJA1-promotoren er mest aktiv i B3 WT. |
motsetning til det tidligere forsgket viste B3 3.4 cellelinjen tilneermet lik luc/pB-gal verdi som
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B3 WT cellelinjen i dette forsgket. Dette er uventet da PAXG6 er fjernet fra B3 3.4 cellelinjen,
og PAXE6 er vist & binde GJAL. Derimot ser det ut som det er hgyere «bakgrunnsstay» fra
pGL3-Basic vektoren i B3 3.4 cellelinjen, enn i B3 WT. Resultatene kan dermed se
annerledes ut nar foldverdier beregnes, hvor aktiviteten til GJA1-promotoren justeres for
kontrollvektoren pGL3-Basic. Nar GR fjernes fra B3 WT og B3 3.4 cellelinjene ser det ut til
at GJA1-uttrykket reduseres.

GILZ 927-promotoren ser ut til & vaere mest aktiv i B3 WT C9. For a kunne se effekten i
promotoruttrykk ma promotorene korreleres for kontrollvektoren (tom vektor), som i dette
tilfellet er pGL3-Basic.

Tabell 4.9 Foldverdier for aktiviteten til pGL3-GJA1 Large plasmidet sammenlignet med kontrollvektoren pGL3-
Basic i de fire cellelinjene. Cellene er ustimulert (-) eller stimulert med100 nM Dex (+) i 24 timer.

Cellelinje Dex Luc/p-gal Luc/|3-ga|_ Fold Fold
(100 M) pGII:z-ng;é]Al pGL3- Basic +/- Dex

B3WT - 124,75 1,49 83,9 1,1
+ 154,31 1,65 93,5

B3 WT C9 - 76,52 3,30 23,2 -14
+ 68,56 4,27 16,1

B33.4 - 147,59 4,35 34,0 1,0
+ 124,79 3,66 34,1

B3 3.4 G9 - 58,53 1,47 40,0 -1,1
+ 60,52 1,64 37,0

Nar GJA1-promotoruttrykket korreleres med kontrollvektoren (pGL3-Basic) er GJA1-
promotoren mest aktiv i B3 WT sammenlignet med B3 3.4 (Tabell 4.9), som samsvarer med
det tidligere forsgket. I likhet med det tidligere forsgket reduseres GJA1-uttrykket nar GR
fjernes fra B3 WT (B3 WT C9). At GJA1-uttrykket reduseres betydelig nar GR fjernes fra B3
WT cellelinjen tyder pa at tilstedeveerelsen av GR gker GJA1-uttrykket. I motsetning har ikke
tilsettingen av Dex (aktivering av GR) noen sarlig pavirkning av uttrykket fra GJA1-
promotoren i noen av cellelinjene i dette forsgket. Derimot viste B3 3.4 cellelinjen et redusert
GJAL-uttrykk etter tilsetning av Dex i det farste forsgket.

I likhet med det tidligere forsgket reduseres foldverdien betydelig nar PAX6 fjernes fra B3
WT, som bekrefter at PAX6 virker positivt pa GJA1-promotoren. | sgylediagrammet (Figur
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4.14) sa det ut til at GJA1-uttrykket i B3 3.4 cellelinjen var tilngermet likt som for B3 WT
cellelinjen, men derimot nar uttrykket korreleres for kontrollvektoren viser B3 3.4 en
betydelig reduksjon i GJA1-uttrykket.

Tabell 4.10 Foldverdier for aktiviteten til pGL3-GILZ (927 bp) plasmidet sammenlignet med kontrollvektoren
pGL3-Basic i de fire cellelinjene. Cellene er ustimulert (-) eller stimulert med 100 nM Dex (+) i 24 timer.

Cellelinje Dex Luc/p-gal Luc/B-gaI_ Fold Fold
(100 M) pGLg;;ILZ pGL3-Basic +/- Dex

B3WT - 13,39 1,49 9,0 -1,7
+ 8,88 1,65 5,4

B3 WT C9 - 26,87 3,30 8,1 -1,3
+ 27,11 4,27 6,4

B33.4 - 7,32 4,35 1,7 11
+ 7,00 3,66 1,9

B33.4G9 - 8,59 1,47 5,9 1,1
+ 9,14 1,64 5,6

For GILZ-promotoren viser B3 WT cellelinjen hgyest uttrykk, nemlig 9 ganger hgyere
aktivitet enn kontrollplasmidet (pGL3-Basic) i de ustimulerte cellene (Tabell 4.10). Nar
cellelinjen stimuleres med Dex reduseres uttrykket av GILZ (927 bp) promotoren fra 9 til 5,4
fold. Dette indikerer at aktivering av GR pavirker GILZ-promotoren negativt, noe som er
uventet da GILZ-uttrykket ble betydelig gkt ved aktivering av GR i qPCR-forsgkene. Ogsa
for GR KO cellene (B3 WT C9) reduseres uttrykket fra GILZ-promotoren nar cellene

stimuleres med Dex.

Nar PAXG6 fjernes fra B3 WT cellelinjen (B3 3.4) reduseres aktiviteten av GILZ-promotoren
fra 9 til omtrent 2 fold (Tabell 4.10). B3 3.4 viser tydelig den laveste aktiviteten av GILZ-
promotoren. Dette tyder pa at PAX6 er ngdvendig for aktivering av denne GILZ-promotoren,
noe som er uventet. GILZ er i utgangspunktet kjent som et gen regulert av GR. Det er ukjent
at PAX6 skal kunne regulere aktiviteten til denne promotoren. Nar GR fjernes fra B3 3.4
cellelinjen (B3 3.4 G9) gker aktiviteten av GILZ-promotoren. Dette er overraskende da denne
cellelinjen ikke inneholder PAX6, som ifglge B3 3.4 sa ut til & vaere ngdvendig for & aktivere

promotoren. Ingen av de to B3 3.4 cellelinjene pavirkes betydelig av Dex.
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4.4.6 Stimulering med H202

GJAL-promotoren kan fungere som en reporter for funksjonen til PAX6 (og GR) under
oksidativt stress. Det ble derfor utfart transfeksjoner hvor cellene ble stimulert med H20: i
ulike tidsintervaller og konsentrasjoner. Transfeksjonene ble utfert for & se om aktiveringen
av GJAl-promotoren blir pavirket av H202, og om responsen vil vere forskijellig i B3 WT og
B3 3.4 cellene. H20: er vist a aktivere reportergen pa en dose- og tidsavhengig mate (48). Det
ble derfor utfart luciferase reportergen-assay hvor cellene ble stimulert i ulike tidsintervaller,

og med ulike H202-konsentrasjoner.

4.4.6.1 Tidskurve H202

Det ble utfart luciferase reportergen-assay for cellelinjene B3 3.4 og B3 WT transfektert med
GJALl-promotoren og kontrollvektoren pGL3-Basic. De transfekterte cellene ble stimulert
med 0,4 mM H20:2 i ulike tidsintervaller (0, 1, 2, 4, 8 og 24 timer). Cellene ble stimulert i
ulike tidsintervaller med H20> for & studere reportergenet og dermed funksjonen til PAX6 (og
GR) under ulik lengde (tid) utsatt for oksidativt stress.

B3 WT
50,0
5,00
5
g
=
€ 2500
15,00
10,0
0 timer 0.4 mM 1time 0.4 mM 2timer 0,4 mM 4timer 0,4 mM Btimer 0.4 mM 24 timer 0,4 mM
Hz202 Hz02 H202 H202 H202 H202
Tid - H202 stimulering
B B33.4
18,00
26,00
24,00
2200
B 2000
>
= 1800
&

0timer 0,4 mM 1time 0,4 mM 2timer 0,4 mM 4 timer 0.4 mM g timer 0.4 mM 24 timer0. 4 mM
H202 H202 H202 H202 H202 H202

Tid - H202 stimulering
Figur 4.15 Foldverdier for aktiviteten til pGL3-GJA1 Large plasmidet sammenlignet med kontrollvektoren pGL3-
Basic i de to cellelinjene. Cellene er stimulert med 0,4 mM H20: i ulike tidsintervaller (24 timer, 8 timer, 4 timer, 2
timer, 1 time og O timer). Figur A viser tidskurve for B3 WT cellelinjen og Figur B for B3 3.4 cellelinjen.
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B3 WT ser generelt ut til & ha hgyest aktivering av GJA1-promotoren (Figur 4.15), noe som
er forventet pa bakgrunn av de tidligere forsgkene. PAX6 er vist seg a binde denne
promotoren, som bekreftes i forsgkene. Aktiviteten for GJA1-promotoren ser ut til & gke etter
1 time med H202-stimulering for begge cellelinjene, noe som indikerer at H202 har en positiv
effekt pa aktiveringen av GJA1-promotoren etter dette tidspunktet for begge cellelinjene. For
B3 3.4 cellelinjene holder aktiviteten seg hay ogsa ved 2 og 4 timer. Derimot gar aktiviteten
ned ved 2, 4 og 8 timer for B3 WT cellelinjen. De 4 farste timene ser B3 3.4 cellene ut til

veere mindre pavirket av H202 enn B3 WT.

Ut fra tidskurvene ser det i likhet med tidligere observasjoner ut til at B3 3.4 er mindre
sensitiv for H202 enn B3 WT. I cellene der PAXE6 er til stede og pavirker uttrykket fra GJA1-
promotoren, blir uttrykket raskt redusert under oksidativt stress. | B3 3.4 cellene der GJA1-
uttrykket er uavhengig av PAX®6, ble ikke uttrykket redusert like fort under oksidativt stress.
Dette kan indikere at funksjonen til PAX6 som transkripsjonsfaktor pA GJA1-promotoren

svekkes under oksidativt stress.

Side 80 av 128



4.4.6.2 Dose-responskurve H202

B33.409 B3WT

Det var gnskelig & studere aktivering av reportergenet og dermed funksjonen til PAX6 (og
GR) pa en doseavhengig mate. Det ble utfart luciferase reportergen-assay for cellelinjene B3
3.4 og B3 WT transfektert med pGL3-GJAL Large plasmidet og kontrollvektoren pGL3-
Basic stimulert med ulike H202-konsentrasjoner (0,2 mM, 0,4 mM og 0,8 mM) i 24 timer.
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Figur 4.16 Grafisk fremstilling av Luc/B-gal verdiene for B3 WT og B3 3.4 transfektert med plasmidene pGL3-
Basic og pGL3-GJA1 Large. Luc/B-gal verdiene viser aktiviteten til GJAL i B3 3.4 cellelinjen hvor PAX6 er fjernet
(men GR er til stede), sammenlignet med villtype cellelinjen der bade PAX6 og GR er til stede. Tom vektor (pGL3-
Basic) er brukt som kontroll. Cellene er stimulert med ulike H202-konsentrasjoner (ustimulert, 0,2 mM, 0,4 mM og
0,8 mM H203). Det ble utfart to paralleller av transfeksjonsforsgket, hvor figur A viser parallell 1 og figur B parallell
2.
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Tabell 4.11 Foldverdier for aktiviteten til pGL3-GJAL Large plasmidet sammenlignet med kontrollvektoren pGL3-
Basic i de to cellelinjene. Det er utfgrt to paralleller av forsgket, markert parallell 1 og parallell 2.

Cellelinje | Konsentrasjon Luc/p-gal Luc/p-gal Fold

av H202 (mM) pGL3-GJA1l pGL3-Basic

Large

B3WT 0 109,36 2,93 37,4
0,2 92,47 2,51 36,8
— 0,4 85,28 2,20 38,8
o 0,8 61,94 2,07 29,9
S B3 3.4 0 93,04 4,48 20,8
o 0,2 76,53 4,04 18,9
0,4 83,18 4,12 20,2
0,8 78,79 4,95 15,9
B3WT 0 100,88 2,50 40,4
0,2 88,58 2,19 40,4
= 0,4 92,01 1,77 51,9
% 0,8 65,52 1,71 38,3
= B3 3.4 0 121,84 4,04 30,2
a 0,2 121,46 4,28 28,4
0,4 138,76 4,14 33,5
0,8 114,20 4,36 26,2

Ut ifra Luciferaseverdiene (Luc/p-gal) for GJAl-promotoren ser det ut til at B3 WT er mer
sensitiv for H202 enn B3 3.4 cellelinjen (Figur 4.16). For B3 WT cellelinjen reduseres
luciferaseverdien med gkende konsentrasjon av H202 i parallell 1 (Figur 4.16 A). Det samme
sees i parallell 2 (Figur 4.16 B), men i denne parallellen viser stimulering med 0,4 mM H202
en gkt luciferaseverdi for B3 WT sammenlignet med 0,2 mM H20:2. Luciferaseverdien for
stimulering med 0,4 mM H20: viser derimot et stort standardavvik, som kan vere en arsak til
den gkte luciferaseverdien etter stimulering med 0,4 mM H20: i parallell 2 sammenlignet
med parallell 1. | begge parallellene er det en betydelig reduksjon i luciferaseverdien etter
stimulering med 0,8 mM H202 sammenlignet med de ustimulerte cellene. Dette indikerer at
gkende H202-konsentrasjon reduserer GJAl-uttrykket i B3 WT cellelinjen. For B3 3.4
cellelinjen ser det ut til at stimulering med H202 pavirker GJA1-uttrykket i mindre grad
sammenlignet med B3 WT (Figur 4.16). Dette tyder pa at cellene som ikke inneholder PAX6

er mindre sensitiv for H20:.

Nar luciferaseverdiene til GJA1-promotoren korreleres for kontrollvektoren pGL3-Basic,
viser B3 WT cellelinjen generelt hgyere GJAl-aktivitet enn B3 3.4 cellelinje (Tabell 4.11).
For B3 WT cellelinjene viser begge parallellene hgyest foldverdi ved stimulering med 0,4

mM H202, og tydelig lavest etter stimulering med 0,8 mM H202. Som tidligere nevnt
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reduseres foldverdien for aktiviteten til GJA1-promotoren sammenlignet med
kontrollvektoren (pGL3-Basic) nar PAX6 fjernes fra B3 WT. At B3 WT cellelinjen generelt
har hgyere GJA1-aktivitet enn B3 WT bekrefter tidligere resultater som viser at PAX6 virker
positivt pa GJA1-uttrykket. For B3 3.4 cellelinjene viser de ustimulerte cellene og stimulering
med 0,4 mM H202 hgyest foldverdi. | begge parallellene viser stimulering med 0,8 mM H20:
lavest foldverdi.

B3WT C90g B33.4G9
Det var gnskelig a se hvordan aktiviteten til GJA1-promotoren ble pavirket av stimulering

med ulike H202-konsentrasjoner, ogsa for GR KO cellelinjene B3 WT C9 og B3 3.4 G9 hvor
GR skal veere slatt ut.
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0,4 ug pGL3-Basic 0.4 g pGL3-GIAL Large 0,4 pg pGL3-Basic 0,4 pg pGL3-GJA1 Large
BIWTC9 B33.4Ga
Figur 4.17 Grafisk fremstilling av Luc/B-gal verdiene til plasmidene pGL3-Basic og pGL3-GJAL Large transfektert i
cellelinjene B3 WT C9 og B3 3.4 G9. Luc/B-gal verdiene viser aktiviteten til pGL3-GJAL Large plasmidet i GR KO
cellelinjene, hvor en tom vektor (pGL3-Basic) er brukt som kontroll. Cellene er stimulert med ulike
konsentrasjoner av H202 (ustimulert, 0,2 mM, 0,4 mM og 0,8 mM) i 24 timer.
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Tabell 4.12 Foldverdier for aktiviteten til pGL3-GJAL Large plasmidet sammenlignet med kontrollvektoren pGL3-
Basic i de to cellelinjene (B3 WT C9 og B3 3.4 G9). Cellelinjene er stimulert med tre ulike konsentrasjoner av
H202 (0 mM, 0,2 mM, 0,4 mM og 0,8 mM) i 24 timer.

Cellelinje Konsentrasjon Luc/p-gal Luc/p-gal Fold
av H202 (mM) pGL3-GJA1l pGL3-Basic
Large
B3 WT C9 0 123,14 3,98 31,0
0,2 106,89 3,93 27,2
0,4 101,11 3,21 31,5
0,8 86,93 3,12 27,8
B33.4G9 0 73,95 2,17 34,1
0,2 70,83 2,24 31,7
0,4 68,15 2,23 30,6
0,8 59,09 2,14 27,7

B3 WT C9 viser generelt hgyere aktivitet av GJA1-promotoren, sammenlignet med B3 3.4
G9 (Figur 4.17 og Tabell 4.12). Dette er forventet da GJA1 er et malgen for PAX6, og B3
WT C9 inneholder PAX6, noe B3 3.4 G9 ikke gjar. | likhet med det samsvarende
transfeksjonsforsgket med B3 WT og B3 3.4, ser det ogsa her ut til at PAX6 farer til at
cellene blir mer sensitive for H202. B3 3.4 G9 som hverken inneholder PAX6 eller GR ser
ogsa ut til a redusere GJA1-uttrykket med gkende mengde H202, men ikke i like stor grad
som B3 WT C9. Sammenlignet med B3 3.4 som kun mangler PAX6 (Figur 4.16), ser B3 3.4
G9 cellene ut til a veere mer fglsom for gkende H202-konsentrasjoner (Figur 4.17). Nar
Luc/p-gal verdien korreleres for kontrollvektoren pGL-3 Basic viser B3 WT og B3 3.4
relativt like foldverdier (Tabell 4.12). Forskjellen i foldverdien mellom de ustimulerte cellene
og stimulering med 0,8 mM H20: er starst for B3 3.4 G9 cellelinjen, men forskjellen i Luc/p-
gal verdiene er starst i B3 WT C9 cellelinjene. Dette og tidligere forsgk i denne oppgaven
indikerer at celler uten PAX6 er mindre falsomme for oksidativt stress, i motsetning til
cellene hvor PAXG er til stede. Men denne forskjellen i promotoraktiviteten til GJA1 ser ut til
a forsvinne nar GR fjernes, og cellene ser ut til a bli mer falsomme for oksidativt stress. Dette
ble sett for B3 3.4 G9 cellelinjen som hverken inneholder GR eller PAX6, som viser gkt

sensitivitet for H202 sammenlignet med B3 3.4 som fortsatt inneholder GR.
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4.5 WB GJA1l

Det ble observert endringer i uttrykket av GJAL i cellelinjene B3 WT og B3 3.4 i gPCR-
forsgkene. | tillegg ble det sett endringer i aktiviteten til et promotorfragment av GJAL under
oksidativt stress. Derfor var det gnskelig a studere proteinuttrykket av GJAL.
Proteinuttrykket av GJA1 i B3 WT og B3 3.4 cellelinjene etter stimulering med ulike H202-
konsentrasjoner ble studert. Dette ble gjort for 4 se om proteinuttrykket endres i ulik grad for

de to ulike cellelinjene nar cellene utsettes for oksidativt stress.
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Figur 4.18 Proteinuttrykket til GJA1, PAX6 og aktin i cellelinjene B3 3.4 og B3 WT, stimulert med tre ulike H20>
konsentrasjoner. Figur A viser WB av cellelinjene B3 WT og B3 3.4 ustimulert eller stimulert med 0,2 mM, 0,4 mM
og 0,8 mM Hz20:i tre dggn. Proteinekstraktene er hgstet tre daggn etter stimulering med H202. Membranen er
farget for GJA1 som har en MW pa 43 kDa, PAX6 som har en MW pa 46 kDa, og Aktin med en MW pa 42 kDa.
Intensiteten av GJA1-bandet pa rundt 55 kDa og 43 kDa for de ulike H202-stimuleringene, justert for aktin
presenteres henholdsvis i Figur B og Figur C. Forsgket ble utfgrt to ganger.

For bade B3 WT og B3 3.4 cellelinjene gir farging med primeerantistoffet for GJA1 to ulike

band. Ett intenst band mellom 50-55 kDa, og et svakere band pa rundt 43 kDa (Figur 4.18 A).
Bandet pa 50-55 kDa er sannsynligvis en modifisert variant av GJA1, hvor det kan ha skjedd
en glykosylering eller lignende. Det litt svakere bandene pa rundt 43 kDa er den umodifiserte
formen av GJAL. Ut fra WB ser det ut til at intensiteten av bandene pa 50-55 kDa er omtrent
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lik i B3 WT og B3 3.4 cellene. Derimot ser det ut til at B3 3.4 har et hgyere proteinuttrykk av
GJAL med en kDa verdi pa 43, sammenlignet med B3 WT. Dette indikerer at B3 WT
cellelinjene har et lavere proteinuttrykk under oksidativt stress enn B3 3.4, som i likhet med
tidligere resultater tyder pa at B3 WT (inneholder PAX6) er mer sensitivt for oksidativt stress.
B3 WT inneholder PAX6. | likhet med GJAL, pavirkes proteinuttrykket av PAX6 ogsa av

oksidativt stress. Proteinuttrykket av PAX6 reduseres med gkende H202-konsentrasjon.

Proteinuttrykket til GJA1 med en kDa verdi pa 50-55 justert etter aktin (Figur 4.18 B) viser at
uttrykket er relativt likt i B3 WT og B3 3.4 cellelinjene ved tilsetning av H202. Begge
cellelinjene viser hgyest proteinuttrykk for de ustimulerte cellene, deretter reduseres
proteinuttrykket med gkende H202-konsentrasjon. Starst reduksjon i proteinuttrykket i begge
cellelinjene sees etter stimulering med 0,2 mM H202 og 0,8 mM H202. B3 WT viser hgyest
proteinuttrykk for de ustimulerte cellene (0 mM), og lavest proteinuttrykk ved stimulering
med 0,8 mM H202 sammenlignet med B3 3.4 cellelinjen. Dette viser at proteinuttrykket for
GJAL med en isoform pa 50-55 kDa reduseres med gkende H202-konsentrasjon, og denne
reduksjonen er stgrst for B3 WT cellelinjen som inneholder PAXG.

B3 3.4 viser generelt hgyest proteinuttrykk for GJA1 43 kDa isoformen ved alle
stimuleringene sammenlignet med B3 WT (Figur 4.18 C). For B3 3.4 cellelinjen er
proteinuttrykket relativt likt for de ustimulerte cellene og stimulering med 0,2 mM og 0,4 mM
H20:2, derimot reduseres uttrykket kraftig etter stimulering med 0,8 mM H202. GJA1-
proteinuttrykket i B3 WT reduseres derimot betydelig ved gkende konsentrasjon av H202.
Intensiteten av GJAL1 med isoform 50-55 kDa (Figur 4.18 B) og 43 kDa (Figur 4.18 C) ser
dermed ut til a reduseres mest for B3 WT cellelinjene, sammenlignet med B3 3.4 ved de ulike
H202-konsentrasjonene. Dette kan i likhet med proliferasjons-assayene og luciferase
reportergen-assayene tyde pa at B3 WT cellelinjen som inneholder PAX6 er mere sensitiv for
H20z2, enn B3 3.4 cellelinjen hvor PAX6 er fjernet. Dette indikerer at PAX6 virker negativt pa
proteinuttrykket i cellene nar de utsettes for oksidativt stress.
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5 Diskusjon

5.1 Verifisering av GR Knock out

Denne oppgaven startet med a undersgke om GR var fjernet fra GR KO mutantene ved bruk
av CRISPR-Cas9 teknologien. GR KO cellelinjene som ble brukt i denne oppgaven ble
gjennom WB vist a mangle a-GR isoformen med en MW pa 97 kDa. Alle GR KO cellelinjene
sa likevel ut til & ha et GR-band med en lavere MW. Det er usikkert hva dette lavere bandet
var, og eventuelt hva det utferer av GRs funksjoner dersom det er en isoform av GR. I tillegg
viste de utvalgte cellelinjene en mutasjon i GR sekvensen. Gjennom forsgkene ble GR KO
klonene funksjonelt testet ved stimulering med Dex. For & vurdere om det var vellykkede GR
KO cellelinjer, vil jeg na kort ta for meg forsgkene hvor det er studert om GR KO cellelinjene
inneholder en GR isoform som er ligandresponsiv. Forsgkene med Dex stimulering vil bli

omtalt mer detaljert senere i diskusjonen.

Gjennom forsgkene i denne oppgaven ser det ut til at to av GR KO klonene (B3 WT C9 og
B3 3.4 G9) er mer lovende enn de andre GR KO klonene (B3 WT D10 og B3 3.4 C12), da de
viser seg a vaere mindre responsiv for Dex bade i proliferasjon og induksjon av GILZ-
ekspresjon. Likevel var resultatene for proliferasjon og induksjon av GILZ ikke helt

konsistente, da disse GR KO klonene ogsa sa ut til a veere responsiv for Dex i enkelte forsgk.

B3 WT C9 er den ene GR KO cellelinjen som sa ut til & veere mindre responsiv for Dex.
Proliferasjonsstudiene for denne cellelinjen viste stor variasjon i respons pa Dex. | fire av
proliferasjons-assayene responderte cellelinjen ikke pa Dex, mens i tre forsgk viste cellelinjen
a vaere responsiv for Dex etter ett viss tidspunkt (mellom 20-35 timer). Nar det gjaldt
induksjonen av GILZ-ekspresjon ble denne gkt i liten grad ved Dex stimulering for denne
cellelinjen. @kningen i GILZ-uttrykket var mindre sammenlignet med B3 WT. Dette
indikerer at GR uttrykket er redusert i cellelinjen, men at GR ikke er helt borte. I likhet ble det
ogsa vist en gkning i GJA1-uttrykket nar Dex ble tilsatt i denne cellelinjen, som kan indikere
at GR ikke er helt fjernet fra denne cellelinjen. Dette indikerer at denne GR KO cellelinjen

fortsatt inneholder en isoform av GR, som i en viss grad er responsiv for Dex.
Den andre GR KO cellelinjen av B3 WT, B3 WT D10, responderte derimot positivt pa stimuli

med Dex i alle forsgkene. | flere av forsgkene viste faktisk denne cellelinjen bedre respons

enn B3 WT cellene. For denne cellelinjen gkte ogsa GILZ-uttrykket med Dex stimulering, og
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det sa faktisk ut til at cellelinjen responderte nesten like godt pa Dex som B3 WT i to av
parallellene. Ut ifra forsgkene ser det dermed ut som at denne GR KO klonen inneholder en

GR-isoform som er responsiv for Dex.

B3 3.4 G9 er den andre GR KO cellelinjen som s ut til & veere mindre responsiv for Dex. |
likhet med B3 WT C9 viste ogsa proliferasjonsstudiene for denne cellelinjen store variasjoner
i respons pa Dex. Cellelinjen responderte ikke pa Dex-stimulering i tre av forsgkene, men det
gjorde den derimot i de fire andre forsgkene. | tre av forsgkene hvor cellelinjen responderte pa
Dex, viste cellelinjen en gkt vekst etter 18 til 30 timer. Dette kan i likhet med B3 WT C9
antyde at cellenes respons pa Dex ikke inntrer far det har gatt en viss tid. Nar det gjaldt
induksjonen av GILZ-ekspresjon ble denne gkt i liten grad ved Dex-stimulering. Induksjonen
I GILZ-ekspresjonen var betydelig mindre sammenlignet med B3 3.4 cellelinjen. Dette
indikerer at GR-uttrykket er redusert i cellelinjen, men at GR ikke er helt borte. | qPCR-
forsgket med GJA1 som malgen, ble det derimot ikke vist noen endringer i GJA1-uttrykket
nar Dex ble tilsatt. Dette kan indikerer at GR er slatt ut fra denne cellelinjen. Disse resultatene
tyder pa at denne GR KO cellelinjene i likhet med B3 WT C9 inneholder en GR-isoform som

til en viss grad er responsiv for Dex.

B3 3.4 C12 GR KO cellelinjen responderte derimot positivt pa Dex-stimulering i alle
forsgkene. | flere av forsgkene viste denne cellelinjen faktisk bedre respons pa Dex enn B3
3.4. Denne cellelinjen ble ikke inkludert i gPCR-forsgkene, dermed kan det ikke bekreftes noe
angaende induksjon i GILZ-ekspresjonen. | proliferasjons-assayene oppfarte denne cellelinjen
seq relativt likt som B3 WT D10 i den grad at alle forsgkene viste at cellelinjen responderte
positivt pa Dex-stimulering. Dermed kan det antas at GILZ-ekspresjon for denne cellelinjen

ogsa gker ved Dex-stimulering.

I denne oppgaven er to GR KO kloner av B3 WT og to av B3 3.4 studert. Det ser generelt ut
til at en GR KO klone av begge cellelinjene er responsive for Dex, og i noen tilfeller faktisk
mere responsive enn B3 WT og B3 3.4. Derimot viste de andre GR KO klonene seg a
respondere mindre pa Dex. Dette indikerer at GR KO cellelinjene B3 3.4 C12 og B3 WT D10
er ligandresponsive, mens GR KO cellelinjene B3 3.4 G9 og B3 WT C9 ikke i betydelig grad

responderer pa Dex.
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Det er blitt vist at den kortere GRaB isoformen er mer responsiv for glukokortikoider og mer
sensitiv for degradering av proteosomer enn den lengre GRaA-isoformen (16). Dette kan
forklare hvorfor noen av GR KO cellelinjene responderer mer pa Dex enn B3 WT og B3 3.4
som inneholder GR. Dette kan tyde pa at GR KO cellene eller i hvert fall noen av cellene (B3
WT D10 og B3 3.4 C12) fortsatt inneholder den kortere GRaB-isoformen.

5.2 Proliferasjon ved tilsetning av Dex

B3 WT og B3 3.4, i tillegg til noen av GR KO cellelinjene som viste seg a veere responsive
for Dex, responderte alle ved a gke proliferasjonen. Dette samsvarer med hva Petersen og
kollegaer har funnet. De studert effekten av Dex pa dyrkede linseepitelceller fra mennesker
med tanke pa blant annet proliferasjon, apoptose, og oksidativt stress (29). Linseepitelcellene
ble stimulert med Dex i 24 timer. Kvantitativ bestemmelse av celleproliferasjon viste en
gkning i antall Ki-67 positive celler i linseepitelceller fra menneske ved eksponering av 0,1
MM (=100 nM) Dex i 24 timer. Ki-67 er et gen som er forbundet med celleproliferasjon. |
studiet ble det ogsa forsgkt hgyere Dex konsentrasjoner (1 uM, 10 uM og 100 uM), men

disse viste ikke en signifikant effekt pa celleproliferasjonen (29).

Det er forventet at bade B3 3.4 og B3 WT som inneholder GR er responsive for Dex, som
resulterer i endret proliferasjon etter tilsetning av Dex. Men overraskende viste B3 3.4 som
ble stimulert med 100 nM Dex en liten reduksjon i vekst (Figur 4.4). Dette ble bekreftet av to
repetisjoner av dette forsgket (ingen induksjon eller svak reduksjon ved tilsetning av Dex).
Det ble observert en redusert proliferasjon for B3 3.4, som kan indikere at PAXG6 i
kombinasjon med aktivert GR, er vesentlig for en gkt proliferasjon. Likevel viste den ene B3
3.4 GR KO cellelinjen (B3 3.4 C12) en gkt proliferasjon ved Dex-stimulering. Dette tyder pa
at PAXG6 ikke er ngdvendig for gkt proliferasjon i kombinasjon med den GR-isoformen som

er til stede i GR KO cellelinjene, som viser seg a vare responsiv for Dex.

Tilstedeveerelse av PAXG6 i linse epitelcellene viste jevnt over en litt bedre vekst enn for
cellene hvor PAXG6 er slatt ut. Proliferasjonen til B3 WT som inneholder PAX6 og GR viser
generelt hayere proliferasjonshastighet, sammenlignet med B3 3.4 hvor PAXG6 er slatt ut.
Dette var tilfellet bade i naerveaer og fraveer av Dex (Figur 4.4 A). Dette kan tyde pa at
tilstedevaerelse av PAX6 gker proliferasjonen til cellene. Til sammenligning viste den ene GR
KO cellelinjen B3 WT D10 (med PAX6) generelt bedre vekst enn GR KO cellelinjene for B3
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3.4 (uten PAX6). Dette samsvarer med en studie utfart av Madhavan og kollegaer (39). De
har studert Pax6 sin rolle i linseregenerering hos salamandere, hvor de viste at nedregulering
av Pax6 hemmet proliferasjonen. Et annet studie av glioblastoma cellelinjer utfert av Hegge
0g kollegaer viste derimot at PAX6 KO celler prolifererer i hgyere hastighet sammenlignet
med B3 WT hvor PAX6 er til stede (49). Dette indikerer at effekten PAX6 har pa

celleproliferasjonen er vevs-spesifikk, og vil kunne variere mellom ulike celletyper og vev.

5.3 Proteinstabilitet

Proteinuttrykket for GR ble studert i cellelinjene som var stimulering med Dex i tre dagn.
Ved bruk av WB ble det vist et redusert proteinuttrykk av GR etter Dex-stimuleringen. Det
ble sett en reduksjon i GR-ekspresjonen allerede etter stimulering med 20 nM Dex. Dette
samsvarer blant annet med noen lignende studier gjort av andre. Et tidligere studie utfert av
Celojevic og kollegaer med humane linse epitelcellelinjer, viste at eksponering med 100 uM
Dex i 24 timer medfarte en signifikant reduksjon i GR-ekspresjonen (50). Et annet studie
utfgrt av He og kollegaer, viste at stimulering med 100 nM Dex i 24 timer reduserte
signifikant innholdet av GR-protein i BeWO-celler (humane choriokarsinomer fra morkake)
(46). Ved bruk av WB ble det vist en redusert GR-ekspresjon sammenlignet med ustimulerte
celler (46).

B3 cellelinjene i denne oppgaven viste en doseavhengig nedregulering av GR etter Dex-
stimulering. Dette samsvarer med et studie gjort av Pujols og kollegaer som har studert to
humane isoformer av GR, GRa og GR i respiratoriske epitelceller (51). De viste en
nedregulering av begge isoformene ved Dex-stimulering, pa en doseavhengig mate. En
nedregulering av GR etter Dex-stimulering er et tegn pa at GR er aktivert. Nar Dex bindes til
GR, blir Dex-GR komplekset translokert fra cytoplasma til kjernen hvor den utfgrer sin
funksjon som transkripsjonsfaktor (50;51). En nedregulering av GR-proteinuttrykket i WB
etter Dex-stimulering viser at det er en aktiv GR-isoform til stede i cellene som aktiveres, noe
som er et tegn pa at stimuleringen har virket. Stimulering med Dex viste seg derimot ikke & ha

noen effekt pa proteinstabiliteten for PAX6.
Proteinstabiliteten til GR og PAX6 i cellelinjene ble ogsa studert etter stimulering med H20:.

Proteinstabiliteten for GR etter stimulering med H202, viste seg a veere doseavhengig. En
konsentrasjon pa 0,2 mM og 0,4 mM H20: viste seg a ikke pavirke proteinuttrykket av GR i
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betydelig grad. | motsetning ble proteinuttrykket redusert ved stimulering av H202 i en
konsentrasjon pa 0,8 mM. Proteinstabiliteten til PAX6 sa ut til & bli mer pavirket av H202,
sammenlignet med GR. Proteinuttrykket av PAX6 sa ut til a bli redusert allerede etter
stimulering med 0,2 mM H20z2, og ble videre redusert parallelt med gkende konsentrasjon av
H202. Dette samsvarer med studier hvor oksidativt stress har vist a fare til undertrykkelse av
PAX6 (41:43).

5.4 Pavirkning ved oksidativt stress

@ynene utsettes for oksidativt stress. Det er rapportert at oksidativt stress kan pavirke PAX6
og GR i andre vev (49;52). | denne oppgaven ble det studert hvordan oksidativt stress
pavirker normale funksjoner som vekst og overlevelse til linse-epitelcellene, og om

tilstedeveerelse eller fravaer av PAX6 og/eller GR har betydning.

Proliferasjonen til cellelinjer med tilstedeveerelse eller fraveer av PAX6 og eller/GR ble
studert under oksidativt stress, i form av tilsetning av H202. | proliferasjons-assay utfart i
denne oppgaven med titrering av ulike H202-konsentrasjoner, viste den laveste H202-
konsentrasjonen (0,2 mM), en gkt proliferasjonshastighet i noen av cellelinjene sammenlignet
med ustimulerte celler. Derimot viste den hgyeste H202-konsentrasjonen (0,8 mM) en negativ

proliferasjon i de fleste cellelinjene, som tyder pa vekststans og celledgd.

Nivaet av H202 avgjer hvilke cellulere responser som oppstar, om det vil oppsta et sakalt
oksidativt eustress hvor H202 kan spille en positiv rolle i redoks signalering eller oksidativt
destress hvor redoks signaleringen forstyrres (53). Oksidativt eustress er H202
konsentrasjoner i fysiologiske omrader som fremmer normale prosesser til adaptive
stressresponser, som signalsubstans, proliferasjon, og migrering. Oksidativt destress er
derimot hgyere konsentrasjoner som fremkaller inflammatoriske responser, og til slutt
vekststand og celledad (53). Dette kan forklare hvorfor tilsetning av 0,2 mM H20: farte til gkt
proliferasjon av cellene i denne oppgaven, mens en konsentrasjon pa 0,8 mM H20: farte til
vekststans og dgd for de fleste cellene.

Ohguro og kollegaer studerte effekten av H202-eksponering pa proliferasjon og overlevelse
for linse epitelcellelinjer fra kanin (27). Det ble vist at en hgy konsentrasjon (1 mM) farte til
celledgd, mens lavere nivaer av H202 (1 nM til 1 uM) stimulerte proliferasjonen og farte

dermed til gkt proliferasjon. Konsentrasjonene 1 nM til 1 M med H20:2 viste en
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doseavhengig gkning i celletallet (27). I likhet med deres studie viste ogsa forsgkene i denne
oppgaven at en lav H202-konsentrasjon farer til gkt vekst, mens en hgy konsentrasjon

medfarer celledad.

PAX®6 ble vist a spille en rolle i hvordan cellene reagerer pa de ulike mengdene av H202-
indusert oksidativt stress. For B3 3.4 cellelinjene hvor PAXG6 er fjernet, viste cellene en gkt
proliferasjon ved hgyere konsentrasjon av H202, sammenlignet med B3 WT cellelinjene hvor
PAXG er til stede. Konsentrasjonene 0,2 mM og 0,4 mM H20: viste for B3 3.4 cellelinjene en
gkt proliferasjon (Figur 4.6). Derimot ble det for B3 WT cellelinjene vist at en konsentrasjon
pa 0,4 mM H20:2 reduserte vekst sammenlignet med ustimulerte celler (Figur 4.5). Dette tyder
pa at mangelen pa PAXG6 farer til at cellene blir mer motstandsdyktige for H20z, altsa
oksidativt stress. Dette samsvarer med det Hegge og kollegaer tidligere har vist. De har vist at
PAX6 KO glioblastomcellelinjer er mer motstandsdyktig for H20O2-indusert oksidativt stress

enn villtypecellene hvor PAXG6 var til stede (49).

Som tidligere nevnt viste proliferasjons-assayene med titrering av H202 at B3 3.4 stimulert
med de ulike H202-konsentrasjonene generelt viste bedre vekst sammenlignet med B3 WT
cellelinjen. Den starste forskjellen ble sett ved stimulering med 0,4 mM H20z2, hvor denne
stimuleringen farte til redusert vekst for B3 WT (Figur 4.5), i motsetning til B3 3.4 hvor
denne konsentrasjonen farte til gkt vekst sammenlignet med ustimulerte celler (Figur 4.6).
Imidlertid var denne forskjellen ikke like tydelig i proliferasjons-assayene hvor cellene ble
stimulert med H202 i kombinasjon med Dex, i tillegg til 0,4 mM H20: alene. Ved stimulering
med 0,4 mM H20:2 viste begge cellelinjene en hemmet proliferasjon sammenlignet med de
ustimulerte cellene (Figur 4.7 og 4.8). Dette forer til at det er usikkert om B3 3.4 cellelinjen
faktisk taler oksidativt stress bedre, og dermed om mangelen pa PAXE6 farer til at cellene blir
mer motstandsdyktig for oksidativt stress. De initielle forsgkene med H20: titrering, og
forsgkene med kombinasjonen av Dex og H202 ble imidlertid utfart med 2-3 maneders
mellomrom med to ulike batcher av cellelinjer. Dette kan ha en innvirkning, noe jeg vil

komme mere inn pa senere i diskusjonen.
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5.4.1 Celleproliferasjon under oksidativt stress og aktivering av GR

For de fleste cellelinjene medfarte tilsetning av 100 nM Dex til gkt proliferasjon
sammenlignet med de ustimulerte cellene. Derimot viste tilsetning av 0,4 mM H202 en
redusert vekst. Ved a tilsette bade Dex og H202 var det gnskelig & se om Dex (dvs aktivering
av GR) kan ngytralisere H202 sin negative effekt pa veksten, eller om H202 kan ngytralisere
Dex sin positive effekt pa veksten. For B3 WT ble det vist at Dex ikke vil ha noen effekt pa
den negative proliferasjonen forarsaket av H202 (Figur 4.7 B). Det ble derimot vist en
ytterligere reduksjon i proliferasjonen for B3 WT GR KO cellelinjen (Figur 4.7 C og D). B3
WT GR KO cellelinjene er vist @ mangle 97 kDa isoformen av GR, men som tidligere nevnt
har denne sannsynligvis en kortere isoform av GR. Dette tyder pa at 97 kDa isoformen har en
viss beskyttende effekt for oksidativt stress, eventuelt at en mindre isoform av GR som er til

stede i GR KO (som er Dex responsiv) gjar cellene mer responsive for oksidativt stress.

For B3 3.4 cellelinjene viste verken B3 3.4 eller B3 3.4 C12 en endring i proliferasjonen nar
Dex ble tilsatt sammen med H202 (Figur 4.8 B og C). For B3 3.4 G9 ble det vist en ytterligere
reduksjon i proliferasjonen nar Dex ble tilsatt (Figur 4.8 D). I likhet med B3 WT GR KO
cellelinjene, kan dette indikere at GR-isoformen til stede i B3 3.4 G9 gjer cellene mer fglsom
for oksidativt stress, eventuelt at GR med en kDa verdi pa 97 kDa har en liten beskyttende
effekt. Likevel sees ikke dette for B3 3.4 C12 som responderer relativt likt som B3 3.4 pa
stimulering med Dex i kombinasjon med oksidativt stress. Denne GR KO cellelinjen har i
likhet med de andre GR KO cellelinjene vist a ikke inneholde GR-isoform pa 97 kDa. Disse
resultatene indikerer at effekten av H202 ser ut til & veere dominerende i cellelinjene, da
proliferasjonskurvene for stimulering med H202 i kombinasjon med Dex er tilngermet lik
kurven for stimulering med H202 alene. Aktivering av GR kan dermed ikke oppveie for
effekten av oksidativt stress. Det ser heller ikke ut som om fraveaer av PAXG6 i disse forsgkene

har noen betydning, siden resultatet er tilneermet likt for B3 WT og B3 3.4 cellene.
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5.5 Funksjonen til PAX6 og GR ved bruk av gPCR og

reportergen-assay

Funksjonen til PAX6 og GR ble studert ved bruk av malgenene GJA1 og GILZ i Real time
gPCR og luciferase reportergen-assay. Cellene ble stimulert med 100 nM Dex i 4 timer far
RNA hgsting til gPCR. Gupta og kollegaer har utfert RT-PCR med B-3 celler hvor GILZ
ekspresjonen ble studert etter Dex-stimulering over en periode pa 32 timer (34). GILZ
uttrykket var hgyest etter stimulering med Dex i 4 timer, og ble redusert etter 16 timer. |

denne oppgaven ble derfor cellene stimulert med Dex i 4 timer far RNA hgsting.

Gjennom gPCR-forsgkene hvor GILZ ble brukt som malgen, ble det bekreftet at GILZ er et
malgen for GR. B3 WT og B3 3.4 cellelinjene som begge inneholder GR, viste den hgyeste
induksjonen av GILZ. Gupta og kollegaene viste en gkt GILZ-ekspresjon pa 4 til 10-fold i
humane linseepitel B-3 celler stimulert med Dex i 2 til 32 timer, sammenlignet med
ustimulerte celler. Hayest GILZ-uttrykk, med en foldverdi pa rundt 10, ble vist etter 4 timer
(34). 1 denne oppgaven viste B3 WT og B3 3.4 som begge inneholder GR en foldverdi pa
rundt 8, i to av tre paralleller (Tabell 4.3). Unntaket var parallell 1 for B3 WT som viste en
foldverdi pa 18 etter Dex-stimulering. Den gkte verdien i parallell 1 kan ha ulike arsaker,
blant annet var passasjenummeret for parallell 1 lavere enn de to andre parallellene. Alle
parallellene var fra samme celletining, men parallell 1 ble utfert ett par uker for parallell 2 og
3. En annen arsak kan veere ulike Dex Stock-lgsninger, eller at Dex stock-lgsningen som ble
tilsatt cellene var oppbevart i ulik tidsperiode. De to siste parallellene ble utfert i et neermere
tidsrom, innenfor 1-2 uker. Dermed ble samme Dex Stock-lgsning brukt for disse to

parallellene.

GR KO cellelinjene hvor GR er forsgkt fjernet ved bruk av CRISPR-Cas9 teknologien viste
en induksjon i GILZ-ekspresjonene etter tilsetning av Dex. GILZ-uttrykket var betydelig
lavere i GR KO cellelinjene enn i B3 WT og B3 3.4 cellelinjene. Dette indikerer at den
ligandavhengige aktiviteten til GR er redusert i GR KO cellene, men induksjonen av GILZ
nar Dex ble tilsatt, tyder pa at GR ikke er helt borte. I likhet med proliferasjons-assayene hvor
flere av GR KO cellelinjene endret vekst under Dex-stimulering, viser ogsa gPCR-resultatene
at cellene er responsive for Dex, men ikke i like stor grad som B3 WT og B3 3.4. Det var
gnskelig a studere proteinnivaet av GILZ i cellelinjene, for & kunne bekrefte resultatene i
qPCR. Det ble forsgkt utfart WB av GILZ, men fargingen ble mislykket. Dersom mer tid
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hadde veert tilgjengelig og eventuelt flere GILZ-antistoffer tilgjengelig, ville det veert
interessesant a ha undersgkt proteinuttrykket i disse cellene.

gPCR-resultatene hvor GJAl-ekspresjonen ble detektert viste at B3 WT cellene (som
inneholder PAX6) hadde hgyere niva av GJA1-transkripter enn B3 3.4 cellelinjen der PAX6
er slatt ut. WB av B3 WT og B3 3.4 cellelinjene bekreftet at proteinuttrykket av GJA1
generelt var hgyest uttrykt i B3 WT cellelinjen. Dette bekrefter at GJA1 er et malgen for
PAX®6. Overraskende viste B3 3.4 cellelinjen stimulert med Dex en starre reduksjon i GJA1-
uttrykket, sammenlignet med de ustimulerte cellene i gPCR-forsgket. For B3 3.4 cellelinjen
hvor GR er fjernet, ble det ikke sett en endring i GJA1-uttrykket under Dex-stimulering. B3
WT cellelinjene som har bade PAX6 og GR, viser kun en minimal pavirkning under Dex-
stimulering. Dette tyder pa at GJAL ikke er et malgen for GR i seg selv, men at GR muligens
kan ha en represserende effekt pa GJA1-uttrykket i celler som mangler PAX6 (B3 3.4). Disse
resultatene bekrefter at PAXG6 regulerer uttrykket av GJAL, og litt overraskende ser det ut til
at GR ogsa pavirker uttrykket. Men det ser ikke ut til & vaere en synergisme mellom GR og
PAXS6, siden PAXG6 ser ut til a pavirke uttrykket positivt, mens GR muligens pavirker
uttrykket negativt (spesielt nar PAX6 ikke er tilstedeveerende).

5.5.1 Transfeksjon PAX6 og GR med og uten Dex

GJA1 er som tidligere nevnt et av malgenene til transkripsjonsfaktoren PAX6. Gjennom
transfeksjons-assay ble aktiviteten av GJA1 studert under pavirkning av
transkripsjonsfaktorene PAX6 og GR, bade med og uten tilsetning av Dex. Det ble gjennom
forsgkene i denne oppgaven vist at PAX6 gker aktiviteten til GJA1-promotoren, og fungerer
dermed som en aktivator for promotoren. Dette stemmer med tidligere forsgk hvor det er blitt
vist at PAX6 binder GJA1-promotoren (Mikkola, upublisert). GJA1-promotoren ble vist &
veere mest aktiv i B3 WT cellelinjen som inneholder bade GR og PAX6. B3 3.4 cellelinjen
hvor PAXG6 er fjernet, viser GJA1-promotoren seg & vaere mindre aktiv sammenlignet med B3
WT. Likevel ble det vist aktivitet fra GJA1l-promotoren i cellene hvor PAX6 er fjernet, noe
som indikerer at andre transkripsjonsfaktorer ogsa pavirker transkripsjon fra denne
promotoren. Nar GR fjernes fra B3 WT cellelinjen (B3 WT C9) ble det i de fleste forsgkene
vist et redusert GJA1-uttrykk sammenlignet med B3 WT. Dette kan tyde pa at tilstedevarelse
av GR gker aktiviteten av GJA1-promotoren. Likevel sa ikke tilsetning av Dex ut til & noen
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stor effekt pa aktiviteten av GJA1-promotoren ved tilsetning av Dex. Dette kunne man

forventet i cellene som inneholdt GR, hvis GR skulle gke GJA1-promotoraktiviteten.

GILZ er et malgen for GR, og ble dermed brukt som malgen for a studere funksjonen til GR
og PAXG6 i cellelinjene. De tre GILZ-promotorene brukt i denne oppgaven ga sveert lave
luciferaseverdier sammenlignet med GJA1l-promotoren. De sa heller ikke ut til & veere
responsive for Dex, da foldverdiene ikke gkte betydelig i cellene som inneholder GR etter
tilsetning av Dex. Dette tyder pa at de benyttede promotorene ikke inneholdt GR-
bindingsseter eller bindingsseter for andre transkripsjonsfaktorer som vil gi hgy aktivitet i B3
cellelinjen. GILZ- (927 bp) promotoren var den av de tre promotorene som viste litt aktivitet.
B3 WT cellelinjen viste hgyest aktivitet for GILZ (927 bp) i de ustimulerte cellene. Ved
tilsetning av Dex ble uttrykket redusert fra 9 til 5,4 Fold, som indikerer at aktivering av GR
pavirker GILZ-promotoren negativ (Tabell 4.10). Dette er overraskende da GILZ er forventet
a vere et malgen for GR som far gkt uttrykk ved GR-aktivering. Dette resultatet stemmer
heller ikke med gPCR-resultatene, som viste en induksjon av GILZ-uttrykk ved Dex-
stimulering (Tabell 4.3).

PCR gir et bilde av de faktiske transkriptene av GILZ i cellene, altsd mengde mRNA.
Resultatene fra gPCR viser at stimulering med Dex gir gkt mengde transkripsjon av GILZ-
genet. Normalt styres transkripsjonen av et gen av en promotor, og en eller flere enhancere
som samarbeider med promotoren. Bade promotorer og enhancere kan binde
transkripsjonsfaktorer og kofaktorer, og disse vil sammen fare til en ngyaktig regulering av
genuttrykket til bestemt tid og sted. I luciferase reportergen-assayet i denne oppgaven er det
kun brukt en liten del av GILZ-promotoren, noen hundre basepar (512 bp, 927 bp eller 1264
bp) rundt transkripsjonsstartstedet. Dermed kan viktige deler av promotoren mangle i
plasmidene brukt i denne oppgaven. I tillegg mangler det input fra alle enhancerene som
normalt sett skal regulere denne promotoren. | et reportergen-assay kobles en promotorbit
foran et reportergen (luciferase), dermed vil uttrykket av luciferase kun reflektere
reguleringen som skjer via bindingssetene som befinner seg pa den klonede promotorbiten.
Promotorsekvensen til det humane GILZ-genet har tidligere veert studert, og det har blitt
identifisert flere funksjonelle GRE i promotoren (54). GILZ-promotorbitene brukt i luciferase
reportergen-assayene i denne oppgaven, kan se ut til a ikke inneholde bindingsseter, GRE, for

transfeksjonsfaktorer som farer til hgy transkripsjon i B3 cellene. Dersom GILZ-
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promotorbiten inneholder GR bindingssete, kan det se ut til at det er et negativt GRE som

farer til at GR hemmer transkripsjonen fra dette elementet.

Resultatene fra luciferase reportergen-assayet viste at nar PAX6 fjernes fra B3 WT cellelinjen
(B3 3.4) ble aktiviteten av GILZ (927 bp) redusert fra 9 til 2 fold, og det er denne cellelinjen
som viste lavest aktivitet av GILZ (Tabell 4.10). Dette indikerer overraskende at PAX6 er
ngdvendig for aktivering av denne GILZ-promotoren. GILZ er kjent som et gen regulert av
GR, dermed er det uventet at PAX6 skal kunne regulere aktiviteten av GILZ-promotoren.
Resultatene fra transfeksjonen og luciferase reportergen-assayene i denne oppgaven var
vanskelig a tolke for hver cellelinje, grunnet varierende resultater. For & kunne si noe med

sikkerhet, ma forsgkene gjentas flere ganger.

I denne oppgaven ble cellene stimulert med Dex i 24 timer. Gupta og kollegaer har observert
en signifikant gkning i luciferaseaktiviteten til reportergener etter stimulering med 0,1 uM
Dex allerede etter 2 timer, som ble opprettholdt over en 24 timers periode i humane
linseepitelcellelinjer (35). De transfekterte linse epitelcellelinjer (B3) med plasmidet pGRE,
og malte dermed direkte GR sin evne til & binde sine bindingsseter (GRE) i DNA etter
stimulering med Dex i 0,25 til 24 timer. Deres resultat indikerer at glukokortikoidresponsen
opptrer tidlig i cellene, og en endring i genuttrykk kan allerede forekomme etter 2 timer med
Dex-stimulering. Det ble ikke sett sa store endringer i genuttrykket etter 2 timer, kun litt over
1 fold. Stimulering i 4-24 timer ga derimot 3-6 folds gkning sammenlignet med tom vektor,
hvor 24 timer ga hgyest genuttrykk. Endringen i foldverdiene ble derimot ikke betraktelig
endret mellom 8 timer og 24 timer med Dex stimulering (35). Det kan ikke utelukkes at en
gkt aktivitet av GILZ-reporteren kunne veert sett dersom cellene hadde veert stimulert i for
eksempel 8 timer med Dex. Det kan ikke avkreftes at aktiviteten av GILZ kan ha avtatt pa
tidspunktet 24 timer, som var lengden cellene ble stimulert med Dex i reportergen-assayene i
denne oppgaven. For & si noe med sikkerhet ma det utfares studier hvor aktiviteten av GILZ-

reporteren studeres etter stimulering med Dex i flere tidsintervaller.
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5.6 Funksjonen til transkripsjonsfaktorene PAX6 og GR under

oksidativt stress

Funksjonen til PAX6 og GR som transkripsjonsfaktorer under oksidativt stress ble studert i
denne oppgaven gjennom luciferase reportergen-assay. | et studie utfgrt av Kim og kollegaer
er H202 vist & aktivere reportergen pa en dose- og tidsavhengig mate i rotte 2-fibroblastceller
(48). De brukte reporterplasmidet pSRE-Luc. Deres studie viste hgyest gkning i
luciferaseaktiviteten etter 2 timer (3,5 gangers gkning), og en redusert luciferaseverdi etter 8
timer. Tilsetning av en hgyere dose H202, hvor det ble forsgkt med doser opptil 200 uM
H202, ga en hayere luciferaseverdi (48). | denne oppgaven ble derfor funksjonen til
transkripsjonsfaktorene PAX6 og GR studert ved ulike konsentrasjoner og ulike tidsperioder
med H202. Reportergenet som ble brukt var GJAL. For bade B3 WT og B3 3.4 gkte
aktiviteten av GJAl-promotoren etter 1 time (Figur 4.15). Dette indikerer at H202 virker
positivt pa aktivering av GJA1-promotoren ved dette tidspunktet. B3 WT viste generelt
hgyest aktivering av GJA1-promotoren, noe som ogsa er observert i tidligere forsgk i denne
oppgaven. Dette bekrefter at PAX6 binder denne promotoren. Mer interessant er det at B3 3.4
cellelinjen viste tilneermet like hgy aktivitet ved 2 og 4 timer som etter 1 time, mens for B3
WT cellelinjen ble aktiviteten redusert ved 2, 4 og 8 timer. Dette indikerte at aktiviteten pa
GJAL-promotoren sa ut til & veere mindre pavirket av H202 i B3 3.4 cellene enn den var i B3
WT cellene, i alle fall de farste 4 timene. Det kan derfor se ut som det er PAX6-aktiviteten pa
GJA1-promotoren som blir pavirket negativt av oksidativt stress (H202), siden
promotoraktiviteten holdes konstant over lengre tid i B3 3.4 cellene (som mangler PAX6).
Dette indikerer at funksjonen til PAX6 som transkripsjonsfaktor pa GJA1-promotoren (og
antagelig andre promotorer ogsa) svekkes under oksidativt stress. Gjennom WB ble det ogsa
vist at proteinkonsentrasjonen av PAX6 ser ut til a reduseres allerede med den laveste H202-
konsentrasjonen (0,2 mM) (Figur 4.5 E).

| denne oppgaven ble ogsa funksjonen til PAX6 (og GR) studert under gkende mengde
oksidativt stress, med H202-konsentrasjoner pa 0,2 mM, 0,4 mM og 0,8 mM.
Promotoraktiviteten av GJAL i B3 WT cellelinjen ble redusert med gkende H20:-
konsentrasjon, som tyder pa at funksjonen til PAX6 (og GR) reduseres under gkende dose
oksidativt stress (Figur 4.16). For B3 3.4 cellelinjen hvor PAXG6 er fjernet, sa det ut til at
promotoraktiviteten til GJA1 ble pavirket mindre under gkende mengde oksidativt stress.

Dette bekrefter observasjonen gjort i tidskurveforsgket, som viste at cellene som ikke
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inneholder PAX6 er mindre sensitiv for H202 (Figur 4.15). B3 3.4 cellene viser som nevnt
hayere toleranse for H202, men cellene viser kun en hgyere toleransen til de blir utsatt for en
viss mengde oksidativ stress. Dersom H202-konsentrasjonen blir for hgy, vil det ogsa fare til
negative konsekvenser for B3 3.4 cellene. Stimulering med 0,8 mM H202 har i denne
oppgaven fart til negative konsekvenser for cellene bade i form av lav transkripsjonsaktivitet

og degradering av proteiner/celledad (Figur 4.6 E).

For & se om GR kan pavirke PAX6-proteinets regulering av GJA1-promotoren, eventuelt
regulere denne promotoren alene under oksidativt stress, ble ogsa reportergen-assay utfart for
GR KO cellelinjene B3 WT C9 og B3 3.4 G9. | likhet med transfeksjons-assayet for B3 WT
og B3 3.4 viste ogsa B3 WT C9 generelt hgyere aktivitet av GJA1, som er forventet da B3
WT C9 inneholder PAX6. Begge GR KO cellelinjene viste derimot relativt like foldverdier
(Tabell 4.12). | likhet med B3 WT viste ogsa GR KO cellelinjene av B3 WT (C9) redusert
GJAL-uttrykk ved en hgyere H202-konsentrasjon. Dette indikerer at aktiviteten til
transkripsjonsfaktoren PAX6 reduseres under gkt oksidativt stress, og at naerveer eller fraveer
av GR ikke har noe a si for aktiviteten pa GJA1-promotoren under disse betingelsene. GR KO
cellelinjen B3 3.4 G9 sa ut til & vaere mer fglsom for gkende H202-konsentrasjoner (Figur
4.17), sammenlignet med B3 3.4 cellelinjen (Figur 4.16). Dette og tidligere forsgk i denne
oppgaven indikerer at celler uten PAX6 er mindre falsomme for oksidativt stress, enn cellene
hvor PAXG6 er til stede. Men for aktiviteten pa GJA1-promotoren ser denne forskjellen ut til &
forsvinne nar GR fjernes, og cellene ser ut til & bli mer faglsomme for oksidativt stress. Dette
ble sett for B3 3.4 G9 cellelinjen som verken inneholder GR eller PAX6, som viser gkt
sensitivitet for H202, sammenlignet med B3 3.4 som fortsatt inneholder GR. Dette forsgket

ble kun utfart én gang i denne oppgaven, og ma gjentas for dette kan bekreftes.
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5.7 Mulige feilkilder

Det er flere faktorer som kan ha bidratt til ulike resultater i de ulike repetisjonene av hvert
forsgk, og at noen av de ulike forsgkene kunne tolkes ulikt. Noen av disse faktorene er ulikt
passasjenummer for cellelinjene, ulik batch/tining av cellelinjer, hvor lenge Dex Stock-
lgsningen var oppbevart far bruk, fortynning av Dex/H202 lgsninger, naturlige variasjoner,
eller ulik celletetthet i hver bragnn ved start.

I de ulike forsgkene og de gjentakende repetisjonene, hadde cellene ulikt antall passasjer
(alder) mellom hver repetisjon. Det er mulig at dette kan ha pavirket resultatene. Et hgyt
antall passasjer kan blant annet pavirke veksthastighet, respons pa stimuli og proteinuttrykk
(55;56).

Bruk av ulike cellebatcher/ulike tinte celler kan ogsa veere en arsak til ulik proliferasjon med
samme stimuli mellom de ulike forsgkene. Proliferasjons-assayene foregikk over flere
maneder, og det ble derfor benyttet mellom to og tre ulike batcher/tinte celler for hver
cellelinjene. Proliferasjons-assayene hvor cellene ble stimulert med 100 nM Dex, ble utfart
med en annen batch tinte celler enn proliferasjons-assayene hvor cellene ble stimulert med
Dex i kombinasjon med H202. B3 3.4 cellelinjen responderte tydelig ulikt pa Dex-stimulering
mellom disse to forsgkene. | proliferasjons-assayet med Dex-stimulering viste ikke B3 3.4
cellelinjen gkt proliferasjon ved Dex-stimulering. Derimot viste det senere proliferasjons-
assayet med Dex i kombinasjon med H20: en betydelig gkt proliferasjon ved Dex-
stimulering. Det samme ble sett for stimulering med 0,4 mM H20z2, hvor denne stimuleringen
viste betydelig bedre vekst i B3 3.4 cellelinjene i proliferasjons-assayet med titrering av H202,
sammenlignet med proliferasjons-assayene nar cellene ble stimulert med Dex i kombinasjon
med H202. Dette kan indikere at de ulike tinte cellebatchene har respondert ulikt pa

stimuleringene, og dermed har fart til ulike resultater.

Cellene ble stimulert med Dex og/eller H202, som det ble laget Stock-lgsninger av. Det ble
laget ny Stock-lgsning av H202 hver gang cellene ble stimulert med H202. Eventuelle feil i
fortynning kan ogsa bidra til & forklare ulike resultater mellom de ulike forsgkene. Derimot
ble det for de fleste forsgkene utfart flere paralleller av samme forsgk, og dermed bgr en
eventuelt stor feil i fortynning blitt oppdaget ved sammenligning av de andre parallellene.
Dex stock-lgsningene hadde en holdbarhet pa 14 dager, oppbevart markt og kjelig (4 °C). | de
ulike repetisjonene kan denne lgsningen ha veert oppbevart i ulikt antall dager far bruk. Dette

er arsaker som bade kan ha pavirket variasjon i vekst for de ulike proliferasjons-assayene, og
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ulike resultater mellom de ulike forsgkene i denne oppgaven. Pa grunn av begrenset
holdbarhet, og at de fleste repetisjonene av forsgkene foregikk over en lengre tid, ble det
derfor brukt ulike Dex stock-lgsninger. | noen av forsgkene ble samme stock-lgsning brukt i
to paralleller, men det var ingen forsgk hvor samme stock-lgsning ble brukt for alle tre

parallellene.

En annen mulig feilkilde som kan ha fert til variasjon i resultatene er forskjellig celletetthet
(konfluent) i starten av forsgkene. | proliferasjons-assayene avbildet IncuCyte-maskinen
bilder av brgnnene, hvor det ble kontrollert om det var omtrent lik celletetthet mellom de
ulike bragnnene og de ulike parallellene av samme forsgk. Store forskjeller i celletettheten ved
start ville dermed sannsynligvis blitt oppdaget i proliferasjons-assayene. | reportergen-
assayene ble celletettheten etter utsaing kontrollert ved bruk av mikroskop. Det er dermed mer
utfordrene a oppdage eventuelle forskjeller i tettheten av cellene mellom de ulike
repetisjonene av luciferase reportergen-assayene. | g°PCR-forsgkene hvor genuttrykkene ble
studert, er ogsa celletetthet en faktor som kan ha pavirket resultatene mellom de ulike
parallellene. Dersom celletettheten blir for hgy, kan det pavirke celledelingen og
transkripsjonene til enkelte gener, som kan pavirke genuttrykket. I alle gPCR-forsgkene i
denne oppgaven ble det derimot sadd ut et likt antall celler, og cellene var tilnaermet like
lenge i inkubatorskap fer de ble hgstet. Far Dex-stimulering og hgsting ble celletettheten

kontrollert gjennom mikroskop.

Andre faktorer som kan pavirke blant annet celletettheten og cellenes evne til & dele seg er
temperatur og CO2 niva. For de fleste forsgkene ble det utfart tre paralleller, for a forhindre at

faktorer som temperatur og CO2-niva skulle pavirke resultatene.

En annen mulig feilkilde som kan forarsake uventede resultater, er dersom cellelinjene blir
byttet om i eksperimentene. Dette kan for eksempel skje ved utsding til 12-brgnners brett til
proliferasjons-assayene. For a trekke frem et eksempel i denne oppgaven hvor dette kunne
vert et tilfelle, er for proliferasjons-assayene hvor B3 WT eller B3 3.4 i noen av repetisjonene
responderte darligere pa Dex enn GR KO cellelinjene. Jeg anser dette likevel som lite
sannsynlig i proliferasjons-assayene, da det ble gjort WB pa samtlige av disse i ettertid og de

stemte overens med tidligere WB pa de samme cellelinjene.
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5.8 Fremtidige aspekter

| denne oppgaven ble det benyttet CRISPR-Cas9 kloner hvor GR var forsgkt slatt ut, og
PAXG6 var allerede bekreftet slatt ut. WB viste at det fortsatt var noe igjen av GR i cellene,
sannsynligvis en kortere isoform av GR, som til en viss grad sa ut til a veere responsiv for
Dex. Det kunne veert interessant a undersgke hva som var til stede i disse cellene, og eventuelt
undersgke hvilke av GR sine funksjoner den eventuelle isoformen har. En mate dette kan
gjeres pa er a bruke et mer spesifikt GR primeerantistoff. For eksempel et primarantistoff
spesifikt for GRp, for eventuelt & kunne utelukke om denne er til stede. Det ville vert
interessant a undersgke tilstedevaerelse av GRaA og GRaB i GR KO klonene, for eksempel

dersom det finnes et primarantistoff for a skille disse to isoformene.

Nye cellekloner hvor GR var fullstendig slatt ut, hadde veert interessant a studere for a kunne
bekrefte GR sin funksjon i disse forsgkene. Ved bruk av CRISPR-Cas9 teknologien kunne det
veert forsgkt laget nye GR KO kloner hvor en stgrre bit av GR ble deletert, for eksempel hele

ekson 2 hvor startkodonet er.
Flere repetisjoner ville styrket validiteten til resultatene fra forsgkene som ble gjort. I tillegg

ville det vart en fordel & fa nok data til & kunne utfere statistiske beregninger for a kunne se

om det faktisk er forskjeller.
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6 Konklusjon

Det ble brukt seks cellelinjer i forsgkene. En cellelinjene inneholdt bade PAX6 og GR (B3
WT), en inneholder GR men mangler PAX6 (B3 3.4), to inneholder PAX6 men mangler GR
(B3 WT C9 og B3 WT D10) og to inneholder hverken PAX6 eller GR (B3 3.4 C12 og B3 3.4
G9). Gjennom WB er GRo. bekreftet slatt ut i GR KO cellelinjene, men cellene sa fortsatt ut

til & inneholde en GR-isoform som i en viss grad ble vist & vere responsiv for Dex.

Det ble gjort flere proliferasjons-assay for 4 undersgke om GR KO cellelinjene var responsive
for Dex. Det var noen variasjoner i resultatene, men det sa ut til at to av GR KO klonene (B3
WT D10 og B3 3.4 C12) fortsatt var responsive for Dex, noe som indikerer tilstedeveerelse av
en ligandresponsiv GR-isoform. Derimot viste de to andre GR KO klonene (B3 WT C9 og B3
3.4 G9) seg a veere lite responsiv for Dex. Dette ble ogsa delvis bekreftet gjennom gPCR. GR
KO cellelinjene stimulert med Dex, viste alle en liten gkning i GILZ-uttrykket. Dette viser at

GR-uttrykket er redusert i cellene men ikke slatt helt ut.

Tilstedevaerelse av GR og PAX®6 i cellelinjene ble vist a spille en rolle i veksten. Aktivert GR
(ved stimulering med Dex), og tilstedevarelse av PAX6 i linsecellene farte til gkt
proliferasjon. Linse epitelcellelinjene ble pavirket av oksidativt stress. Nar cellene ble utsatt
for H202-indusert oksidativt stress, viste responsen i vekst seg a vare doseavhengig. En
mindre mengde oksidativt stress (0,2 mM H202) medfarte ingen endringer eller en liten
gkning i proliferasjonen, mens en hgyere mengde oksidativt stress (0,8 mM H202) medferte
vekststans og celledgd. Cellelinjene hvor PAX6 var fjernet var mer motstandsdyktige for
oksidativt stress, sammenlignet med celler hvor PAX6 var til stede. Dette viste seg a gjelde
bade i en lengre tidsperiode og ved en hgyere dose, far negative konsekvenser i form av lav
transkripsjonsaktivitet og degradering av proteiner/celledad ble sett. Aktivering av GR viste

seg og ikke ha betydelig pavirkning pa celleproliferasjon under oksidativt stress.
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8 Appendiks

Appediks 1: Proliferasjonskurver og WB fra proliferasjons-assay med og uten Dex
Repetisjon 1:
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Appediks 2: Proliferasjonskurver og WB fra proliferasjons-assay for titrering med

H202for B3 3.4 cellelinjene

A
P N Y
28 e mssczmwno,
* B33404mMHO;
26 | e myacammno,
* mcn
E 24 o miscucammno
2 LW BIBACI204MM KO,
E 22w m3secu0smMKO,
83346
: 2 = muesn2mmuo, IA
® 83340904mMHO, — g = g
£ 18] e aumamno, ” : 2 ’.'v’ Y -
= 1
E 16 “’ " \.gg‘/' : "y
z . i L=
g“‘ T £~ Pz = SN e ‘_"\
‘ = = — E 3
- 42‘»;2’ E N m ==
E ¥ A .".\‘L; = =
1 £ =N
i, 3 - =
o 08 )
! | T
z 06 N
04 1 —
02
o .
0 10 20 20 40 50 60 0
Time (Hours)
C
22
B334C12
B33.4C120,2 mM Hz02

833.4C120,4 mM H:0:
833.4C120,8 mM H:02

A

- -

Phase Area Confluence Normalized to 0d0hOm

08
06
04
02 1
0 10 20 £ 40 50 60 70
Time (Hours)

833.4 C12 0,4 MM H,0,
833.4C1208 mMMH,0,

g
T
=
E
o~
o
o~
e}
s
™
™
@

B33.4 G904 mMH,0,

8334 G9 0,2 mMH,0,
833.4G90,8 MMH,0,

833404 mMH,0,

833.40,2 MM H,0,
833408 mMH,0,

B33.4

B33.40,2mM H:0:
B33.40,4 mM H:0:
833.4 0,8 MM H:0:

R

-

Phase Area Confluence Normalized to 0d0hOm
>

08
04
] 10 2 2 © L) &0 )
Time (Hours)
D |
18 e 833469
® 83346902 MM H.0:
% © B33.4G904mMH.0:
E - B334G908mMH:0:
g |
S 14
2
3
=
2 12 4
o
1
8
§
3
g 08 |
S 08
2
=
a
04
02 -
0 10 20 £ 4 50 60 ]
Time (Hours)

Side 109 av 128



Appediks 3: Proliferasjonskurver og WB fra proliferasjons-assay for B3 WT cellelinjene

stimulert med Dex i kombinasjon med H202
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Appediks 4: Proliferasjonskurver og WB fra proliferasjons-assay for B3 3.4 cellelinjene
stimulert med Dex i kombinasjon med H202
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Appendiks 5: Ct verdier, relativ kvantifisering av genuttrykk og foldverdier fra gPCR

Fra venstre i tabellene presenteres cellelinje, med eller uten Dex stimulering, deretter Ct-

verdier og Ct-snitt av malgen og housekeepinggenene. Videre presenteres Ref Index som er
gjennomsnittet av de to housekeepinggenene (GAPDH og GusB), deretter HKG normalisert
ved bruk av 2-22¢t, Foldverdier for cellelinjene er beregnet med og uten Dex stimulering, og
sammenlignet med WT cellelinjen.

Parallell 1 av gPCR resultatene med GILZ som malgen:

Cellelinje Ct Ct-snitt Ct Ct-snitt Ct Ct-snitt Ref | HKG | Fold | Fold
GlLz GlLz GAPDH | GAPDH Gus B GusB Index | Nor +/- | comp
m Dex to

WT

B3 WT 24,08 23,94 14,00 14,00 26,14 26,16 20,08 | 0,07 | 1,00 | 1,00
23,79 26,18

B3 WT 21,18 21,16 13,96 13,91 29,11 29,13 2152 | 1,29 | 18,60 | 18,60
100 nM Dex 21,13 13,86 29,14

B3WT C9 23,19 23,22 14,63 14,67 28,89 28,79 21,73 | 0,36 1,00 5,14
23,25 14,70 28,69

B3WT C9 21,48 21,43 14,69 14,67 29,45 29,11 21,89 | 1,38 3,88 | 19,97
100 nM Dex 21,37 14,65 28,77

B3 WT D10 24,33 24,41 14,66 14,60 29,67 30,11 22,36 | 0,24 1,00 3,49
24,48 14,54 30,55

B3 WT D10 22,07 22,08 14,86 14,71 28,92 28,81 21,76 | 0,80 3,31 | 11,55
100 nM Dex 22,09 14,55 28,69

B334 22,87 22,86 13,57 13,84 28,52 28,47 21,15 | 0,31 1,00 4,45
22,84 14,11 28,41

B3 3.4 100 nM 20,56 20,49 14,65 14,70 28,85 28,91 21,81 | 2,50 8,13 | 36,13
Dex 20,41 14,75 28,97

B33.4G9 22,96 22,95 14,95 14,59 28,10 28,24 21,41 | 0,35 1,00 5,00
22,93 14,22 28,38

B33.4G9 21,84 21,96 14,31 14,23 28,80 28,65 21,44 | 0,70 2,02 | 10,11
100 nM Dex 22,07 14,15 28,49
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Parallell 2 med GILZ som malgen:

Cellelinje Ct Ct-snitt Ct Ct-snitt Ct Ct-snitt Ref HKG | Fold Fold
GILZ GILZ GAPDH | GAPDH GusB GusB Index | Norm | +/- comp
Dex to WT
B3WT 24,66 24,73 14,26 14,30 29,00 29,01 21,65 0,12 1,00 1,00
24,79 14,33 29,02
B3WT 21,95 21,96 14,16 14,40 29,40 29,29 21,84 0,92 7,78 7,78
100 nM Dex | 21,96 14,65 29,17
B3 WT C9 24,27 24,31 14,45 14,60 28,79 28,79 21,69 0,16 1,00 1,37
24,34 14,74 28,78
B3 WT C9 22,89 22,95 14,96 15,03 29,02 28,84 21,94 0,49 3,03 4,16
100 nM Dex | 23,01 15,10 28,66
B3WT D10 | 26,64 26,47 15,50 15,52 29,55 29,89 22,70 0,07 1,00 0,62
26,30 15,53 30,22
B3WT D10 | 23,38 23,36 15,33 15,31 29,21 29,14 22,23 0,46 6,23 3,84
100 nM Dex | 23,33 15,29 29,07
B3 3.4 24,68 24,63 14,65 14,75 28,84 28,86 21,81 0,14 1,00 1,19
24,57 14,85 28,88
B3 3.4 22,05 21,93 14,99 14,91 29,29 29,29 22,10 1,12 7,92 9,43
100 nM Dex | 21,81 14,82 29,28
B3 3.4 G9 24,67 24,75 15,03 15,12 30,12 29,76 22,44 0,20 1,00 1,70
24,82 15,21 29,39
B3 3.4 G9 22,65 23,36 14,50 14,40 28,90 28,94 21,67 0,31 1,53 2,61
100 nM Dex | 24,07 14,30 28,98
Parallell 3 med GILZ som malgen:
Cellelinje Ct Ct-snitt Ct Ct-snitt Ct Ct-snitt Ref HKG | Fold Fold
GlLz GlLz GAPDH | GAPDH Gus B GUsB Index | Norm +/- comp
Dex to WT
B3WT 23,91 23,78 14,65 14,65 28,45 28,45 21,55 0,21 1,00 1,00
23,64 28,45
B3 WT 21,17 21,19 14,45 14,46 29,42 29,46 21,96 1,71 7,97 7,97
100 nM Dex 21,21 14,47 29,50
B3 WT C9 24,45 24,40 15,21 15,21 28,95 28,96 22,09 0,20 1,00 0,94
24,34 15,21 28,97
B3 WT C9 21,46 21,46 14,89 14,74 29,02 28,93 21,83 1,30 6,43 6,06
100 nM Dex 21,45 14,58 28,83
B3 WT D10 24,38 24,52 14,20 14,28 28,60 28,75 21,51 0,12 1,00 0,58
24,66 14,35 28,90
B3 WT D10 21,59 21,66 14,52 14,75 28,79 28,48 21,61 0,97 7,81 4,54
100 nM Dex 21,72 14,98 28,16
B3 3.4 23,22 23,32 14,01 13,97 28,65 28,72 21,35 0,26 1,00 1,19
23,41 13,93 28,79
B3 3.4 20,50 20,54 14,14 14,16 28,83 28,86 21,51 1,95 7,65 9,13
100 nM Dex 20,58 14,17 28,88
B3 3.4 G9 23,68 23,75 14,03 14,15 28,24 28,39 21,27 0,18 1,00 0,84
23,82 14,26 28,53
B3 3.4 G9 21,58 21,58 13,74 13,96 29,03 29,02 21,49 0,94 5,24 4,38
100 nM Dex 21,51 14,17 29,00
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gPCR resultat med GJA1 som mélgen:

Cellelinje Ct Ct-snitt Ct Ct-snitt Ct Ct-snitt Ref | HKG | Fold Fold
GJA1 GJA1 GAPDH | GAPDH | GusB GusB Index | Norm | +/- comp
Dex | to WT
B3WT 21,26 21,27 14,44 14,41 29,31 29,64 22,02 | 169 | 1,00 1,00
21,27 14,37 29,96
B3WT 21,99 21,95 14,94 14,90 30,47 30,16 2253 | 1,49 | 0,88 0,88
100 nM Dex 21,91 14,85 29,85
B3WT C9 21,44 21,20 15,27 15,32 29,23 29,33 22,32 | 2,18 | 1,00 1,29
20,95 15,36 29,43
B3WT C9 21,76 21,72 15,45 15,33 29,23 29,18 2225 | 145 | 0,66 0,86
100 nM Dex 21,67 15,21 29,12
B3 3.4 22,12 22,12 14,85 14,75 29,37 29,44 22,10 | 0,98 | 1,00 0,58
22,12 14,65 29,51
B3 3.4 23,38 23,25 15,23 15,23 29,70 29,85 2240 | 0,56 | 0,57 0,33
100 nM Dex 23,12 15,23 29,45
B3 3.4 G9 23,26 23,25 15,56 15,47 29,80 29,88 22,68 | 0,67 | 1,00 0,40
23,23 15,38 29,96
B3 3.4 G9 22,70 22,72 14,92 14,96 29,36 29,41 22,18 | 0,69 | 1,02 0,41
100 nM Dex 22,73 14,99 29,45
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Appendiks 6: Oppsett og radata fra reportergen-assay med titrering av plasmidene
pGL3-GJA1 Large, pGL3- GILZ (1264 bp) og pGL3-Basic.

Oppsett:
Transfeksjons | Cellelinje | Konsentrasjon Konsentrasjon Konsentrasjon Konsentrasjon
nr. pGL3-Basic pGL3-GJAL Large | pGL3-GILZ 1264 pCH110
(ng) (ng) (n9) (ng)
1 B3WT 0,2 0,01
2 0,4 0,01
3 0,8 0,01
4 0,2 0,01
5 0,4 0,01
6 0,8 0,01
7 0,2 0,01
8 0,4 0,01
9 0,8 0,01
Radata:
Luc B - gal Luc /B - gal
Transfeksjons | Brenn1l | Brenn2 | Brgnn | Bregnn | Brgnn | Bregnn | Gjennomsnitt | Stdav
nr. 1 2 1 2
1 200 295 122 173 1,64 1,71 1,67 0,05
2 4339 4065 1844 1651 2,35 2,46 2,41 0,08
3 8203 4655 790 1118 10,38 4,16 7,72 4,40
4 4511 11129 234 313 19,28 35,56 27,42 11,51
5 225467 | 199272 2872 1385 78,51 | 143,88 111,19 46,23
6 20400 25010 52 77 392,31 | 324,81 358,56 47,73
7 359 32 29 81 12,38 0,40 6,39 8,47
8 96 98 226 260 0,42 0,38 0,40 0,03
9 4 67 293 125 0,02 0,54 0,28 0,37
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Appediks 7: Oppsett og radata for reportergen-assay med plasmidene pGL3-GJA1
Large, pGL3-GILZ 1264 (med og uten Dex stimulering) og pGL3-Basic i de fire
cellelinjene (B3 WT, B3 WT C9, B3 3.4 og B3 3.4 G9).

Oppsett:
Transfeksjons | Cellelinje | Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon Dex
nr. pGL3-Basic pGL3-GJAl pGL3-GILZ pCH110 (ng)
(ng) Large (ng) 1264 (ng)
1 B3WT 0,4 0,01
2 0,4 0,01
3 0,2 0,01
4 0,2 0,01 100 nM
5 B3WT C9 0,4 0,01
6 0,4 0,01
7 0,2 0,01
8 0,2 0,01 100 nM
9 B3 3.4 04 0,01
10 0,4 0,01
11 0,2 0,01
12 0,2 0,01 100 nM
13 B3 3.4 G9 04 0,01
14 0,4 0,01
15 0,2 0,01
16 0,2 0,01 100 nM
Radata:
Luc B - gal Luc/ p - gal
Trans- Brgnn Brgnn Brgnn | Brgnn | Brgnn Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brenn | Gjennom- | Stdav
feksjons 1 3 1 3 1 2 3 snitt
nr.
1 30 659 31931 32413 7984 6824 7888 4,33 4,68 4,11 4,37 0,29
2 324061 | 354145 | 343687 | 4002 3923 3394 80,97 90,27 | 101,26 90,84 10,16
3 1263 334 707 527 560 1,79 0,76 0,60 1,05 0,65
4 158 189 369 399 543 0,43 0,46 0,35 0,41 0,06
5 24702 31510 26834 | 3957 5166 4937 6,24 6,10 5,44 5,93 0,43
6 337366 | 355577 | 314434 | 2973 3182 2829 113,48 | 111,75 | 111,15 112,12 1,21
7 2114 667 1466 1082 1307 1,44 0,68 0,51 0,88 0,50
8 627 523 883 1025 1022 0,71 0,43 0,51 0,55 0,14
9 103937 | 99733 89676 22 19766 | 16 064 4,58 5,05 5,58 5,07 0,50
698
10 959 244 | 906 052 1007 17 15677 | 17607 | 53,90 57,79 57,19 56,29 2,10
000 798
11 3653 1621 1618 5756 5365 5377 0,63 0,30 0,30 0,41 0,19
12 1136 1014 3848 4948 5645 0,30 0,17 0,18 0,21 0,07
13 30173 30 202 30 646 15 14552 | 14 236 2,00 2,08 2,15 2,07 0,08
118
14 457589 | 491775 | 459976 10 11199 9896 43,28 43,91 46,48 44,56 1,70
573
15 3731 1194 1127 2977 3199 3534 1,25 0,37 0,32 0,65 0,52
16 754 1029 887 2132 2859 2864 0,35 0,36 0,31 0,34 0,03
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Appendiks 8: Oppsett og radata fra reportergen-assay med plasmidene pGL3-GJA1
Large og pGL3-Basic i de fire cellelinjene (B3 WT, B3WT C9,B33.409B33.4G9)i
naerveer og fraveer av Dex.

Oppsett:
Transfeksjons | Cellelinje Konsentrasjon Konsentrasjon Konsentrasjon Dex
nr. pGL3-Basic (ng) pGL3-GJAl pCH110 (ng)
Large (n9)
1 B3WT 0,4 0,01
2 0,4 0,01 100 nM
3 0,4 0,01
4 0,4 0,01 100 nM
5 B3 WT C9 0,4 0,01
6 0,4 0,01 100 nM
7 0,4 0,01
8 0,4 0,01 100 nM
9 B3 3.4 0,4 0,01
10 0,4 0,01 100 nM
11 0,4 0,01
12 0,4 0,01 100 nM
13 B33.4G9 0,4 0,01
14 0,4 0,01 100 nM
15 0,4 0,01
16 0,4 0,01 100 nM
Radata:
Luc B - gal Luc/ B - gal
Transfek- | Brenn 1 | Brgnn 2 | Brgnn 3 | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Gjenn- | Stdav
sjons nr 1 2 3 1 2 3 omsnitt
1 23180 27209 22241 4567 | 5555 | 4897 5,08 4,90 4,54 4,84 0,27
2 27111 21528 24274 | 4340 | 3883 | 4619 6,25 5,54 5,26 5,68 0,51
3 429253 | 470746 | 368071 | 3920 | 4067 | 3910 | 109,50 | 115,75 | 94,14 | 106,46 | 11,12
4 300929 | 360056 | 398035 | 2910 | 3003 | 3189 | 103,41 | 119,90 | 124,81 | 116,04 | 11,21
5 24756 24270 27615 3191 | 3209 | 2965 | 7,76 8,61 9,31 8,56 0,78
6 21494 24542 22262 2495 | 2825 | 2589 8,61 8,69 8,60 8,63 0,05
7 381794 | 370674 | 384161 | 2257 | 2517 | 2441 | 169,16 | 147,27 | 157,38 | 157,94 | 10,96
8 282714 | 364647 | 285892 | 2025 | 2425 | 2128 | 139,61 | 150,37 | 134,35 | 141,44 | 8,17
9 88752 91070 90850 | 17147 | 16807 | 17816 | 5,18 5,42 5,10 5,23 0,17
10 80962 82958 08593 | 18524 | 18523 | 17794 | 4,37 4,48 5,54 4,80 0,65
11 1272000 | 1169000 | 1137000 | 14957 | 12988 | 13116 | 85,04 | 90,01 | 86,69 | 87,25 | 2,53
12 725982 | 843952 | 948516 | 11790 | 14813 | 15775 | 61,58 | 56,97 | 60,13 | 59,56 | 2,35
13 35871 38684 37609 | 11834 | 12081 | 11772 | 3,03 3,20 3,19 3,14 0,10
14 33485 31296 34942 | 11220 | 10004 | 11053 | 2,98 3,13 3,16 3,09 0,09
15 642674 | 705824 | 720652 | 11006 | 9545 | 10361 | 58,39 | 73,95 | 69,55 | 67,30 | 8,02
16 511989 | 537945 | 559630 | 7554 | 9121 | 9489 | 67,78 | 58,98 | 58,98 | 6191 | 5,08
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Appendiks 9: Oppsett og radata fra reportergen-assay med titrering av plasmidene
pGL3-GILZ (512 bp) og pGL3 GILZ (927 bp) i neerveer og fraveer av Dex.

Oppsett:
Transfeksjons | Cellelinje | Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon Dex
nr. pGL3-Basic pGL3-GILZ pGL3-GILZ pCH110 (ng)
(ng) 512 (ug) 927 (ng)
1 B3IWT 0,2 0,01
2 0,2 0,01 100 nM
3 0,4 0,01
4 0,4 0,01 100 nM
5 0,8 0,01
6 0,8 0,01 100 nM
7 0,2 0,01
8 0,2 0,01 100 nM
9 0,4 0,01
10 0,4 0,01 100 nM
11 0,8 0,01
12 0,8 0,01 100 nM
13 0,2 0,01
14 0,2 0,01 100 nM
15 0,4 0,01
16 0,4 0,01 100 nM
17 0,8 0,01
18 0,8 0,01 100 nM
Radata:
Luc B - gal Luc/ g - gal
Transfeksjons | Brgnnl | Brgnn2 | Brennl | Brgnn2 | Brenn1l | Brgnn2 | Gjennom- | Stdav
nr. snitt
1 93 105 54 64 1,72 1,64 1,68 0,06
2 59 84 81 67 0,73 1,25 0,99 0,37
3 2310 2084 807 596 2,86 3,50 3,18 0,45
4 1772 2055 402 440 4,41 4,67 4,54 0,19
5 6209 6677 719 757 8,64 8,82 8,73 0,13
6 4852 4782 722 696 6,72 6,87 6,80 0,11
7 20 20 88 72 0,23 0,28 0,25 0,04
8 16 -10 70 69 0,23 -0,14 0,04 0,26
9 76 111 194 182 0,39 0,61 0,50 0,15
10 118 26 173 122 0,68 0,21 0,45 0,33
11 134 191 112 174 1,20 1,10 1,15 0,07
12 83 103 172 122 0,48 0,84 0,66 0,26
13 884 972 163 143 5,42 6,80 6,11 0,97
14 628 743 130 104 4,83 7,14 5,99 1,64
15 1001 1133 90 56 11,12 20,23 15,68 6,44
16 1273 738 47 72 27,09 10,25 18,67 11,9
17 4997 3881 151 150 33,09 25,87 29,48 5,10
18 5015 4548 191 168 26,26 27,07 26,66 0,58
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Appendiks 10: Oppsett og radata fra reportergen-assay med plasmidene pGL3-GJA1

Large, pGL3-GILZ (927 bp) og pGL3-Basic i de fire cellelinjene (B3 WT, B3 WT C9, B3
3.4 09 B3 3.4 G9) i naerver og fraveer av Dex.

Oppsett:
Transfeksjons | Cellelinje | Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon Dex
nr. pGL3-Basic pGL3-GJA1 pGL3-GILZ pCH110
(n9) Large (ug) 927 (ng) (n9)
1 B3WT 0,4 0,01
2 0,4 0,01 100 nM
3 0,4 0,01
4 0,4 0,01 100 nM
5 0,4 0,01
6 0,4 0,01 100 nM
7 B3 WT C9 0,4 0,01
8 0,4 0,01 100 nM
9 0,4 0,01
10 0,4 0,01 100 nM
11 0,4 0,01
12 0,4 0,01 100 nM
13 B3 3.4 0,4 0,01
14 0,4 0,01 100 nM
15 0,4 0,01
16 0,4 0,01 100 nM
17 0,4 0,01
18 0,4 0,01 100 nM
19 B33.4G9 0,4 0,01
20 0,4 0,01 100 nM
21 0,4 0,01
22 0,4 0,01 100 nM
23 0,4 0,01
24 0,4 0,01 100 nM
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Réadata:

Luc B - gal Luc/p - gal
Transfek- | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brenn | Brenn | Brgnn | Brenn | Brgnn | Bregnn | Gjennom- | Stdav
sjons 1 2 3 1 2 8 1 2 8 snitt
nr.
1 90 112 141 68 60 111 1,32 1,87 1,27 1,49 0,33
2 118 89 82 79 85 34 1,49 1,05 2,41 1,65 0,70
3 14183 | 14707 | 15677 | 115 149 103 | 123,33 | 98,70 | 152,20 | 124,75 26,78
4 10381 | 11572 | 11419 60 93 69 173,02 | 124,43 | 165,49 | 154,31 26,15
5 1119 673 426 50 66 56 22,38 | 10,20 | 7,61 13,39 7,89
6 307 670 414 54 56 46 569 | 11,96 | 9,00 8,88 3,14
7 372 502 402 112 142 132 3,32 3,54 3,05 3,30 0,25
8 345 370 356 103 69 87 3,35 5,36 4,09 4,27 1,02
9 3930 | 4202 | 3321 61 46 45 64,43 | 91,35 | 73,80 76,52 13,67
10 4016 | 4731 | 3009 45 62 75 89,24 | 76,31 | 40,12 68,56 25,46
11 2618 | 2721 | 3690 103 92 144 25,42 | 29,58 | 25,63 26,87 2,34
12 2221 | 2345 | 3987 93 84 135 23,88 | 27,92 | 29,53 27,11 2,91
13 1145 | 1138 | 1406 287 274 287 3,99 4,15 4,90 4,35 0,48
14 978 982 923 238 280 275 4,11 3,51 3,36 3,66 0,40
15 21443 | 19380 | 16713 | 135 129 125 | 158,84 | 150,23 | 133,70 | 147,59 12,77
16 12188 | 11140 | 13747 71 119 126 | 171,66 | 93,61 | 109,10 | 124,79 41,32
17 502 446 363 57 57 68 8,81 7,82 5,34 7,32 1,79
18 296 379 562 65 65 53 4,55 583 | 10,70 7,00 3,19
19 47 141 176 62 79 95 0,76 1,78 1,85 1,47 0,61
20 63 129 94 43 57 79 1,47 2,26 1,19 1,64 0,56
21 6157 | 6432 | 6574 115 107 106 53,54 | 60,03 | 62,02 58,53 4,43
22 4769 | 5072 | 5048 108 69 79 44,16 | 73,51 | 63,90 60,52 14,96
23 874 1758 699 102 142 145 8,57 | 12,38 | 4,82 8,59 3,78
24 631 870 896 98 93 77 6,44 9,35 | 11,64 9,14 2,61
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Appendiks 11: Oppsett og radata fra reportergen-assay med plasmidene pGL3-GJA1
Large og pGL3-Basic i cellelinjene B3 WT og B3 3.4 stimulert med H20: i ulike

tidsintervaller.

Oppsett:
Transfeksjons Cellelinje Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon | Tid stimulert
Nr. pGL3-Basic pGL3-GJAlL pCH110 med H>0,
(n9) Large (ng) (ng) (timer)

1 B3WT 0,4 0,01 0

2 0,4 0,01 1

3 0,4 0,01 2

4 0,4 0,01 4

5 0,4 0,01 8

6 0,4 0,01 24

7 04 0,01 0

8 0,4 0,01 1

9 0,4 0,01 2
10 0,4 0,01 4
11 0,4 0,01 8
12 0,4 0,01 24
13 B3 3.4 0,4 0,01 0
14 04 0,01 1
15 0,4 0,01 2
16 0,4 0,01 4
17 0,4 0,01 8
18 0,4 0,01 24
19 0,4 0,01 0
20 0,4 0,01 1
21 0,4 0,01 2
22 0,4 0,01 4
23 0,4 0,01 8
24 0,4 0,01 24
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Réadata:

Luc B - gal Luc/B-gal

Transfeksjons | Brennl | Brgnn2 | Brgnnl | Brgnn2 | Brennl | Brgnn2 | Gjennom- Stdav

nr. snitt
1 8274 7203 1826 1712 4,53 4,21 4,37 0,23
2 5523 5597 1867 1763 2,96 3,17 3,07 0,15
3 6453 7383 1873 1647 3,45 4,48 3,96 0,73
4 8864 8871 1675 1406 5,29 6,31 5,80 0,72
5 8128 7066 1333 802 6,10 8,81 7,45 1,92
6 5955 6348 1654 1615 3,60 3,93 3,77 0,23
7 276002 203298 1911 1667 144,43 121,95 133,19 15,89
8 263606 279081 1902 1871 138,59 149,16 143,88 747
9 250689 292459 2091 1984 119,89 147,41 133,65 19,46
10 310346 313179 1873 1812 165,69 172,84 169,27 5,05
11 244383 213164 1482 904 164,90 235,80 200,35 50,13
12 193531 256296 1571 2149 123,19 119,26 121,23 2,78
13 58567 56870 7813 7794 7,50 7,30 7,40 0,14
14 55010 56336 8421 8163 6,53 6,90 6,72 0,26
15 57035 63986 8470 9262 6,73 6,91 6,82 0,12
16 48535 50398 7341 6878 6,61 7,33 6,97 0,51
17 53571 43155 6014 4354 8,91 9,91 9,41 0,71
18 44760 45356 5143 5291 8,70 8,57 8,64 0,09
19 867407 1104000 6156 6493 140,90 170,03 155,47 20,59
20 1088000 | 1068000 6486 6056 167,75 176,35 172,05 6,09
21 956136 967216 5281 6172 181,05 156,71 168,88 17,21
22 742158 784563 4293 4298 172,88 182,54 177,71 6,83
23 689387 626772 4195 2675 164,34 234,31 199,32 49,48
24 475600 589956 2965 3558 160,40 165,81 163,11 3,82
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Appendiks 12: Oppsett og radata fra to paralleller av reportergen-assay med
plasmidene pGL3-GJAL Large og pGL3-Basic i cellelinjene B3 WT og B3 3.4 stimulert
med ulike H202 konsentrasjoner.

Oppsett:
Transfeksjons Cellelinje Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon
Nr. pGL3-Basic pGL3-GJA1l pCH110 H202
(n9) Large (ng) (ng) (mM)
1 B3WT 0,4 0,01 0
2 0,4 0,01 0,2
3 0,4 0,01 0,4
4 0,4 0,01 0,8
5 0,4 0,01 0
6 0,4 0,01 0,2
7 0,4 0,01 0,4
8 0,4 0,01 0,8
9 B3 3.4 0,4 0,01 0
10 0,4 0,01 0,2
11 0,4 0,01 0,4
12 0,4 0,01 0,8
13 0,4 0,01 0
14 0,4 0,01 0,2
15 0,4 0,01 0,4
16 0,4 0,01 0,8
Radata parallell 1:
Luc B - gal Luc/ B - gal
Transfek- | Brgnn | Brenn | Brgnn | Brgnn | Brenn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Gjenn- | Stdav
sjons nr 1 2 3 1 3 1 2 3 omshitt
1 12851 | 12236 | 12935 | 4848 | 4217 | 4012 2,65 2,90 3,22 2,93 0,29
2 11061 | 9285 | 10460 | 4051 | 4388 | 3882 2,73 2,12 2,65 2,51 0,34
3 9684 8933 7646 3850 | 3851 | 4354 2,52 2,32 1,76 2,20 0,39
4 5794 5640 5412 2689 | 2836 | 2601 2,15 1,99 2,08 2,07 0,08
5 436331 | 550479 | 547910 | 3540 | 5601 | 5143 | 123,26 | 98,28 | 106,54 | 109,36 | 12,72
6 515662 | 518290 | 531985 | 5544 | 5350 | 6078 | 93,01 | 96,88 | 87,53 | 92,47 | 4,70
7 461766 | 414010 | 418365 | 4789 | 4918 | 5561 | 96,42 | 84,18 | 75,23 | 85,28 | 10,64
8 204550 | 248202 | 239714 | 3503 | 3798 | 3862 | 58,39 | 65,35 | 62,07 | 61,94 | 3,48
9 36383 | 46555 | 48244 | 8150 | 11343 | 9916 4,46 4,10 4,87 4,48 0,38
10 42046 | 41187 | 48641 | 10017 | 10888 | 11738 | 4,20 3,78 4,14 4,04 0,23
11 38849 | 40041 | 39270 | 9533 | 9471 | 9706 4,08 4,23 4,05 4,12 0,10
12 24241 | 25454 | 24921 | 4424 | 5261 | 5510 5,48 4,84 4,52 4,95 0,49
13 890238 | 952371 | 962163 | 8879 | 11333 | 10148 | 100,26 | 84,04 | 94,81 | 93,04 | 8,26
14 781134 | 766913 | 827677 | 10134 | 11372 | 9730 | 77,08 | 67,44 | 85,06 | 76,53 | 8,83
15 738947 | 751089 | 760599 | 8809 | 8603 | 9707 | 83,89 | 87,31 | 78,36 | 83,18 | 4,52
16 384537 | 224582 | 398959 | 4209 | 3320 | 5156 | 91,36 | 67,65 | 77,38 | 78,79 | 11,92
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Radata parallell 2:

Luc - gal Luc/ - gal
Transfek- | Brognn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Gjenn- | Stdav
sjons nr 1 2 3 1 2 3 1 2 3 omsnitt

1 7196 5886 5439 2691 2703 2056 2,67 2,18 2,65 2,50 0,28
2 4228 4713 4683 1941 2175 2098 2,18 2,17 2,23 2,19 0,03
3 4321 4616 4575 2560 2315 2800 1,69 1,99 1,63 1,77 0,19
4 2238 2224 3535 1473 1377 1768 1,52 1,62 2,00 1,71 0,25
5 203429 | 208022 | 225964 | 1848 2023 2518 | 110,08 | 102,83 | 89,74 | 100,88 | 10,31
6 222798 | 241750 | 209036 | 2545 2754 2312 87,54 87,78 90,41 88,58 1,59
7 193891 | 179195 | 215200 | 1870 2236 2334 | 103,69 | 80,14 92,20 92,01 | 11,77
8 90218 | 110707 | 124178 | 1500 1553 1907 60,15 71,29 65,12 65,52 5,58
9 46396 | 50479 | 45569 | 11299 | 12426 | 11533 4,11 4,06 3,95 4,04 0,08
10 50500 | 45717 | 53371 | 12160 | 10532 | 12297 4,15 4,34 4,34 4,28 0,11
11 38320 | 43511 | 45004 9712 10043 | 10853 3,95 4,33 4,15 4,14 0,19
12 27478 | 26168 | 28448 5849 6158 6882 4,70 4,25 4,13 4,36 0,30
13 727663 | 764262 | 787297 | 5716 6374 6654 | 127,30 | 119,90 | 118,32 | 121,84 | 4,80
14 778292 | 712849 | 774138 | 6074 6101 6484 | 128,14 | 116,84 | 119,39 | 121,46 | 592
15 646475 | 664056 | 675154 | 4072 5010 5403 | 158,76 | 132,55 | 124,96 | 138,76 | 17,74
16 346062 | 360526 | 377328 | 2836 3112 3603 | 122,02 | 11585 | 104,73 | 11420 | 8,77
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Appendiks 13: Oppsett og radata av reportergen-assay med plasmidene pGL3-GJA1
Large og pGL3-Basic i cellelinjene B3 WT C9 og B3 3.4 G9 stimulert med ulike H202

konsentrasjoner.
Oppsett:
Transfeksjons Cellelinje Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon
nr. pGL3-Basic pGL3-GJAl pCH110 H20;
(n9) Large (ng) (ng) (mM)
1 B3 WT C9 0,4 0,01 0
2 0,4 0,01 0,2
3 0,4 0,01 0,4
4 0,4 0,01 0,8
5 0,4 0,01 0
6 0,4 0,01 0,2
7 0,4 0,01 0,4
8 0,4 0,01 0,8
9 B33.4G9 0,4 0,01 0
10 0,4 0,01 0,2
11 0,4 0,01 0,4
12 0,4 0,01 0,8
13 0,4 0,01 0
14 0,4 0,01 0,2
15 0,4 0,01 0,4
16 0,4 0,01 0,8
Radata:
Luc B - gal Luc/p - gal
Transfek- | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Brgnn | Bregnn | Brgnn | Gjennom- | Stdav
sjons 1 2 3 1 2 3 1 2 3 snitt
nr.
1 14157 | 11401 | 12053 | 3564 | 2694 | 3230 3,97 4,23 3,73 3,98 0,25
2 8999 10373 | 10329 | 2364 | 2699 | 2501 381 3,84 4,13 3,93 0,18
3 9876 8184 8051 2752 | 2658 | 2721 3,59 3,08 2,96 3,21 0,33
4 4678 4681 4411 1447 | 1552 | 1413 3,23 3,02 3,12 3,12 0,11
5 402456 | 343825 | 344063 | 3149 | 2717 | 2990 | 127,80 | 126,55 | 115,07 | 123,14 7,02
6 301957 | 271184 | 246422 | 2803 | 2484 | 2375 | 107,73 | 109,17 | 103,76 | 106,89 2,80
7 218290 | 212545 | 220226 | 2101 | 2175 | 2165 | 103,90 | 97,72 | 101,72 | 101,11 3,13
8 85928 | 93640 | 106444 | 909 1024 | 1423 | 94,53 | 91,45 | 74,80 86,93 10,61
9 25460 | 20946 | 21996 | 11460 | 9995 | 10013 | 2,22 2,10 2,20 2,17 0,07
10 17646 | 18363 | 19934 | 8014 | 7609 | 9538 2,20 241 2,09 2,24 0,16
11 14644 | 16369 | 16179 | 6399 | 7385 | 7411 2,29 2,22 2,18 2,23 0,05
12 9744 9529 10180 | 4057 | 4741 | 5090 2,40 2,01 2,00 2,14 0,23
13 851376 | 716283 | 750515 | 10955 | 10010 | 10340 | 77,72 | 71,56 | 72,58 73,95 3,30
14 672598 | 615217 | 587968 | 8871 | 8479 | 9173 | 75,82 | 72,56 | 64,10 70,83 6,05
15 440670 | 459779 | 471080 | 6160 | 6874 | 7136 | 7154 | 66,89 | 66,01 68,15 2,97
16 263347 | 168989 | 291624 | 3961 | 3151 | 5103 | 66,48 | 53,63 | 57,15 59,09 6,64
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Appendiks 14: WB GJAl
WB av proteinekstrakter fra B3 WT og B3 3.4 cellelinjene stimulert med H202 i tre dagn.
WB er farget for GJA1, PAX6 og Aktin. Grafisk fremstilling av intensiteten av 50-55 kDa

isoformen og 43 kDa isoformen av GJA1 justert for aktin.

B3 WT 0,8 mM H,0,
B3 3.40,2 mM H,0,
B3 3.40,4 mM H,0,
B3 3.40,8 mM H,0,

B3 WT0,2mM H,0,
B3 WT 0,4 mM H,0,
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