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Sammendrag

Pax6 og Pax6(5a) er to isoformer av den evolusjonart konserverte transkripsjonsfaktoren
som blir uttrykt i blant annet hjernen, oyne, nese og pankreas hos virveldyr under
embryoutvikling. Uttrykket av Pax6 vil vedvare hos voksne individer, blant annet i gyne,
hjernen og pankreas. Den er viktig for vedlikehold av stamceller, men har ogsa en stor
betydning for celle differensiering i mange vev. Aniridia hos mennesker og small eye i mus
er blant de sykdommene som forekommer pga. mutasjoner i ett Pax6-gen. Dersom det
forekommer mutasjoner i begge Pax6 genene vil fosteret ved fedsel ikke ha gyne, deler av
hjernen vil vaere manglende eller underutviklet og nasale strukturer vil ogsa mangle. Derfor
der fosteret kort tid etter fodsel. Pax6 er ogséd forbundet med kreftformer slik som
glioblastoma. De to isoformene (Pax6 og Pax6(5a)) har forskjellige DNA bindings
egenskaper, men blir uttrykt i de fleste celletyper samtidig, slik som i gyne. For 4 fa en
oversikt over hvilke malgener de to isoformene regulerer, ble det 1 forkant av dette prosjektet
brukt genekspresjons microarray og en del av resultatene ble bekreftet ved hjelp av qPCR
metoder. Det ble oppdaget et lite, men signifikant antall gener som ble regulert av Pax6
og/eller Pax6 i stabil transfekterte 3T3 fibroblaster. Noen av disse er felles malgen for begge
isoformene. Men disse blir regulert 1 forskjellig grad av Pax6 og Pax6(5a). Et malgen som
viste seg & bli regulert av bade Pax6 og Pax6(5a) var Dickopf3(DKK3). DKK3 er et medlem
av Dickkopf (DKK) familien som er antagonister av Wnt — signalveien. I disse
undersokelsene viste det seg at DKK3 er 18 fold oppregulert av Pax6(5a) i 3T3-fibroblaster
fra mus, og 3 fold oppregulert av Pax6. Mulige mélseter for Pax6 og Pax6(5a) i promoteren
til bade mus og menneske DKK3 genet har ogsa blitt identifisert ved bruk av bioinformatikk.
I denne oppgaven ble DKK3 promoteren fra mus og menneske klonet og ko—transfektert
sammen med plasmider som kodet for Pax6 og Pax6(5a). Vi kunne tydelig se at mDKK3
promoteren ble positivt pavirket ved reporter gen assay analyser. Det ble ogsa jort forsek pa a
klone sebrafisk cDNA’ et som koder for DKK3, med tanke pé & lage en probe for sebrafisk in
situ hybridiseringer. Videre ble det utfort transient transfeksjon av plasmider som koder for
Pax6 og Pax6(5a) inn i 3T3-kontroll cellene for & se om korttids — uttrykket av Pax6 og
Pax6(5a) gir samme resultat som de stabilt transfekterte cellelinjene med tanke pd DKK3’
gen uttrykket. Protein uttrykket av Pax6 og Pax6(5a) ble bekreftet, men endringer i DKK3
RNA uttrykk kunne ikke identifiseres ved bruk av qPCR.
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Forkortelser

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

bp basepar

CNS sentralnervesystem
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min Minutter
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RT
qPCR
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1. Introduksjon

1.1 Wnt - signalveien

Wht-signalveien er en celluler kommunikasjonsvei som spiller en kritisk rolle i en rekke
viktige biologiske prosesser. Disse glycoproteinene kan aktivere minst to viktige signalveier
hos virveldyr, noe som medferer forandringer i cellulaer regulering (se figur 1). Blant annet
vil Wnt—er regulere neurodegenerering, embryogenese, proliferasjon, celle migrering, serger
for at stamceller forblir udifferensiert, tumor suppresjon og onkogense.(Nakamura et al.,
2007)

Hos voksne vil Wnt—er regulere vedlikehold og ombygging av diverse vev og organer. For
eksempel musklenes regenerasjon/ fornyelse leverens regenerasjon/ fornyelse og kreft

progresjon.(Sethi and Vidal-Puig, 2010, Chien et al., 2009)

Wnt/B—catenin og de Wnt/B—catenin uavhengige signalveien er de to signalveiene Wnt—er
bruker for & forandre cellulaer regulering(se figur 1.1).

Whnt-signalveien har flere antagonister og disse deles i to generelle grupper. Secreted
Frizzled—related protein familien (sSFRP) og Wnt inhibitory factor -1 (WIF) tilherer den forste
gruppen som antagoniserer Wnt-signalveien og forhindrer ligand — reseptor interaksjoner ved
a binde til Wnt proteiner. Dickkopf (DKK) familien er den andre gruppen antagonister. Disse
binde til en subenhet av Wnt reseptor komplekser. Enkelte sSFRP—er og DKK—er
antagoniserer ikke Wnt funksjonen(Kawano and Kypta, 2003).

Flere rapporter finnes pa forbindelsen mellom Pax6 og Wnt — signalveien nér det gjelder
oyne og hjernen. For nedregulering av den kjente Wnt signaliseringen i linsens ektoderm
/ytterstedel er Pax6 behovd. Ved & direkte kontrollere uttrykket av Wnt — inhibitorer Sfrp 1,
Sfrp 2 og DKK1.(Machon et al., 2010)

Tilbaketrekkingen av Wnt signalisering i hjernebarken virker som et mal for morfogenesen/
utviklingen og organdannelse og er viktig for neurogenesen. Dersom Wnt signaliseringen i
hjernebarken under utvikling holdes aktiv lengre enn det den skal, kan det forsinke uttrykket
av nervedannende faktorer som Pax6, Ngn2 og Tbr2 og derfor vil neurogenesen

forsinkes.(Machon et al., 2010)



I voksne pankreas islet celler har fokuset blitt rettet mot Wnt/B—catenin signalveien i f—
celler. Flere studier viser at f—celler uttrykker Wnt—er, sSFRP—er and DKK—er (Sethi and
Vidal-Puig, 2010). Wnt/pB—catenin signalveien er innblandet i den selektive utviklingen til det
endokrine og eksokrine pankreas. Studier der betinget funksjonstap og gjenvinning av
funksjonen av Wnt/pB—catenin signalisering blir undersegkt, er konklusjonen at Wnt/B-catenin
signalisering er nedvendig for at det eksokrine delen av pankreas skal ha en normal utvikling.

(Wells et al., 2007, Strom et al., 2007)

Tidlig aktivering av Wnt/B—catenin signalveien i voksne islet celler kan fore til at f—celler
ikke utvikles. Sen aktivering av Wnt/pB—catenin signalveien forer til at f—celler oker i
masse(Heiser et al., 2006, Rulifson et al., 2007). Dette forer til potensielle konsekvenser for
bade pankreas kreft og regenerative/nyskapende strategier for & behandle diabetes(Cano et
al., 2008).
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Figuren 1.1 Dette bilde illustrerer de to forskjellige Wnt—signalveiene, Wnt/p—catenin
avhengige og uavhengige signal veier Dickkopf— proteiner virker som inhibitorer av
signalveien ved & kompetitiv binde til LRP5/6. (Chien et al., 2009)




1.1.1 Dickkopf (DKK) familien

Dickkopf (DKK) familien bestar av DKK 1, 2, 3 og 4 samt DKKL1. Disse er en gruppe
glycoproteiner som regulerer Wnt signal veien. Denne familien har vert antydet & vaere
delaktig i forskjellige sykdommer som retinal degenerering (Hackam et al., 2004),
forskjellige kreftformer (Hsieh et al., 2004) og Alzheimer’s sykdom (Alvarez et al., 2004).

De 5 DKK—proteinene deler 37-50 % protein identitet. Alle virveldyr har to konserverte
cystein—rike deler, Dkk N og C-terminal domenen som er en cystein rik omrade med et
menster som typisk for colipase domenen. Disse domenene blir separert av en ikke—
konservert linkende regionen som bestar av 50-55 aminosyrer hos DKK 1, DKK2, DKK4,
men hos DKK3 er den pa kun 12 aminosyrer (Aravind and Koonin, 1998).

Protein sekvensen og strukturelle analyser antyder at alle DKK—proteiner og Colipaser har
det samme disulfide-binding mensteret og en lignende fold. Colipaser er helt nedvendig for
lipid hydrolysen som gjeres av lipaser i pankreas. Colipase folden er den delen som viser den

storste grad av sekvens konservering blant alle DKK—er (van Tilbeurgh et al., 1999).
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Figur 1.2 Domene strukturen til DKK3 familien. Human DKK1-4, ogsa DKKLI1 (sgy) er
vist med deres domener. DKK N domene som kalles for Cysl domenen, colipase fold som
ogsé kalles for Cys2. Sgy—domenen (sgy) finnes bare i DKK3 og DKKL1 (Niehrs, 2006)




DKK-proteiner Inhiberer Wnt funksjonen ved at C-terminalen, colipase fold domenet,
medierer dette. N-terminalen med Dkk N domenen kan direkte interagere med Frizzled/Wnt

reseptorene.

For 4 antagonisere Wnt signaliseringen, binder DKK 1, DKK2 og DKK4 til LRP5/6 og det
transmembranene proteinet Kremen. Dette forer til LRP5/6s internalisering/ forandrer
konformasjon og pa denne maten forhindres Wnt og Frizzeld i & danne et aktivt kompleks

med LRP5/6.(Krupnik et al., 1999, Mao et al., 2002)
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Figur 1.3 skjematisk fremstilling av virkningsmekanismen for de to hovedgruppene av
Whnt-antagonister; DKK og sFRP. Wnt/B—catenin signalveien inhiberes nir DKK—
proteiner binder til LRP5/6 og Kremen reseptorene(1). sFRP hemmer Wnt signalveien ved a
binde til Wnt, slik at denne ikke kan binde Frizzled resptoren(2) (Sethi and Vidal-Puig, 2010)




1.1.2 DKK3

Dickkopf 3 (DKK3) skiller seg ut fra de andre medlemmene i DKK—familien, pa bakgrunn
av dens funksjoner og sekvens analyser som tyder pa dette (Niehrs, 2006). Som vist i figur
1.2 sa har DKK3 som de andre medlemmene i gruppen en DKK N domene og en colipase
fold region. Men den har i tillegg et spesiell SGY domene som det har til felles med et
protein som kalles for DKK3-lignende-1 eller Soggy. Dette proteinet (Soggy) er lite forsket
pa og bortsett fra dens potensielle rolle i spermatogenesen og dens homologi til DKK3 er

dens funksjon uklar. (Chien et al., 2009)

DKK3 funksjon er i mindre grad kjent i forhold til de andre medlemmene i DKK—familien.
Inntil nylig har flere studier indikert at DKK3 ikke har noen virkning pd Wnt—signalveien.
Men nyere studier viser at DKK3 spiller en viss rolle i regulering av Wnt—signalveien,
avhengig av hvilke celle typer som har blitt underseokt. (Nakamura and Hackam, 2010).
Eksempler viser at DKK3 forsterker Wnt signaliseringen i human Muller glia cellene MIO-
M1 og HEK293 celle linjer, men inhiberer signaliserningen i PC12 og ostecarcinoma Saos-2

celler som ble utsatt for Hydrogen peroksid og staurosporine(Nakamura et al., 2007).

Det er ogsa blitt vist at DKK3 har egenskaper som er viktig for cellenes overlevelse. DKK3
nedregulerer caspaser og dermed nedregulerer apoptose. (Nakamura et al., 2007).

Béde Pax6 og DKK3 blir uttrykket i retina, oyelinsen, og 1 deler av hjernen og i beta cellene 1
pankreas. Uttrykket til Pax6 og DKK3 blir til og med observert i samme celletyper. Blant
annet er de uttrykket i retina; Muller glia, den indre nukleare laget (INL) og ganglion celle
lag etc. (Nakamura et al., 2007, Ang et al., 2004, Hermann et al., 2007).

DKK3 uttrykkes i mange forskjellige organer og vev under utviklingen av epitelceller til
nerver, hjerte og bein, n@rmere bestemt i regioner der epitel-embryonalt bindevev
omformeres. (Monaghan et al., 1999). I voksne vev blir DKK3 uttrykt i sterst grad 1 hjerte og
hjernen. (Krupnik et al., 1999). Selv om mus som mangler DKK3 utvikler seg normalt, har
de visse egenskaper som inkluderer en svak nedsatt gjennomluftning i lungene, hyperaktivitet
og ekt immunologisk og hematologiske markerer. Grunnen til at alvorligere tilfeller av
DKK3 mangel ikke forekommer kan vere at den har DKK3 homologen Soggy som kanskje
kompenserer for DKK3 mangelen (Barrantes Idel et al., 2006).



1.2 Paired box gener

Paired box (Pax) ble forst beskrevet i Drosophila som senere ble ogsa oppdaget i menneske,
mus, rotter, kylling og sebrafisk (Tremblay and Gruss, 1994). Pax gener er en liten men
essensiell gen familie som har mange oppgaver som transkripsjonsfaktorer. Disse er sarlig
viktig for normal utvikling av embryo og regulering i celluler differensiering, celle
migrering og proliferasjon og cellenes resistens til apoptose. (Lang et al., 2007, (Robson et

al., 2006)

Pax—gen familien er bestér av 9 gener (Pax1-Pax9) delt i 4 grupper basert pa hvilket
strukturelt domene (Paired domene, homeodomene, octapeptide) proteinene genene koder for

har (Se Figer.1).

Det som kjennetegner alle transkripsjonsfaktorer er at de har et eller flere
DNA-bindingsdomener. Paired domene er felles for alle Pax proteinene og er et DNA—

bindingsdomene pd 128 aminosyrer lokalisert ved N-terminalen. (Nornes et al., 1998)

Flere av medlemmene i denne protein familien har Paired domenet alene (Pax 1-og 9) eller
sammen med en homeodomene med full lengde (Pax 3, 4, 6, 7). Det finnes ogsa en forkortet
homeodomene variant som finnes hos Pax 2, 5 og 8. I tillegg til Paired og homeodomene har
alle bortsett fra Pax6 og Pax4 et 8 aminosyre octapeptide motiv. Dette har en inhibitorisk

virkning for transkripsjonen (Lang et al., 2007, (Nornes et al., 1998).



Protein struktus/domener IMedlet i Embryonal UtryldeMlutasjon i

PAX. . [ | . _ protein uttrykks domene sykdomer hos menneske
Familien Paired oclapeplide homeodomain familien
: Klippel-Feil Syndrome,
1 PAX1 Sl elett, thymus Jarcho-Levin Syndrome
| q_
_ PAX9 skjelett, tenner Warcho-Levin Syndrome,
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Hyperproliferatve dysplastic kidney,
PAX2 Hyter og CH3 Renal hyperplasia, Bladder and

renal cancer, Coloboma Syndrome

-
- | —.- |
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PAXT S Rhabdomyosarcoma
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Figur.2.1 Pax protein familien er delt i 4 grupper basert pa eksistensen eller posisjonen til
Paired domenet (Bla rektangel), oktapeptidet (Grenn rektangel) og eller en homodomene
(rosa rektangel). Embryonal uttrykks menster og en del sykdommer som forarsakes pga.
mutasjoner er ogsé vist i tabellen. Figuren er en modifisert versjon fra denne referansen
(Lang et al., 2007).

Forekomst av mutasjoner i Pax gener kan fordrsake abnormal utvikling hos mange
organismer. Mangel pa Pax gener hos organismer forer til fatale konsekvenser. Sykdommer
som Aniridia og andre gye sykdommer, dannelse av forskjellige tumorer, Waardenburg
syndrom og diabetes er noen eksempler (se figur 2.1). Hvis begge allelene av et Pax gen er
mutert vil det vaere dedelig for organismen pga. mangel pé utviklingen av vitale organer

(Lang et al., 2007).

Flere studier har sett pad Pax proteiners rolle i svulstdannelse/ onkogenesen. En hypotese na er
at Pax proteiner spiller en viktig rolle 1 & bevare vevs spesifikke stamceller ved a hindre siste
fase av differensiering og apoptose, og at disse funksjonene kan fore til at kreftceller oppstar
og utvikles til spesifikke kreftformer. Dette er en teori som blir stettet fordi uttrykket av Pax
proteiner er unormalt i flere forskjellige typer tumor, men den neyaktige rollen til Pax

proteiner i kreft er ikke tydelig nok klarlagt (Lang et al., 2007).



Det er av stor betydning a kjenne til, og forsta de normale funksjonene til de forskjellige
signal veiene Pax protein kontrollerer for muligens kunne finne parallell veier som er
involvert I tumor celler. Dette vil vare et viktig ledd 1 & definere nye molekylare mal og

signalveier slik at nye kreft medisiner kan utvikles.

1.2.1 Pax6 og Pax6(5a)

Pax6 tilherer transkripsjons faktor familien paired box. Den ble forst isolert/klonet fra
menneske (Ton et al., 1991), mus (Walther and Gruss, 1991), og sebrafisk (Krauss et al.,
1991) og senere for andre virveldyr.

Pax6 er en evolusjonart bevart transkripsjonsfaktor som er svart viktig i organogenesen og
normal fosterutvikling, men den har ogsa nedvendige funksjoner i visse vev hos vokse
individer. Pax6 utrykket blir forst observert sa tidlig som dag 8,5 1 embryoisk utvikling hos
mus, mens neural tuben lukkes igjen (Grindley et al., 1995), (Walther and Gruss, 1991).
Uttrykket er bredt i CNS under utviklingen, dette gjelder ogsa forhjernen, cerebellum/
lillehjernen og ventral neural tuben (Grindley et al., 1995) og (Walther and Gruss, 1991).

Pax6 har to DNA bindings domener, et Paired domene og et homeodomene og en carboxyl-
terminal (C-terminal) bestdende av 152 aminosyrer som er rik pa prolin, serin og treonin. C-
terminalen er den transkripsjons aktiverende delen. Paired domenet og homeodomenet kan
uavhengig eller i samarbeid med hverandre binde til DNA.

Det finnes 2 andre isoformer av Pax6, Pax6(5a) og Pax6AP (se figur 2.2 ). Pax6 isoformen
vil forekomme hos forskjellige virveldyr men i spesifikk form for hvert medlem(Glaser et al.,
1992). Bade Pax6 og Pa6(5a) uttrykkes i diverse vev i @yet og hjernen og ser ut til & virke
sammen funksjonelt for & stimulere transkripsjon av mél gener. (Chauhan et al., 2002a,
Chauhan et al., 2002b, Chauhan et al., 2004).

Pax6APD isoformen har kun homeodomenet og den transkripsjons aktiverende C-terminalen.
Selv om Pax6APD mRNA er observert i forhjernen til embryoer er dens uttrykks nivad mye
lavere enn Pax6 sitt uttrykk.(Osumi N et al.)

Pax6(5a) isoformen har 14 aminosyrer innsatt i den N-terminal delen av Paired domenet.
Dette forer til at Pax6(5a) har helt andre DNA-bindings egenskaper.

Paired domenet til Pax6 trengs for reguleringen av neurogenesen, celle proliferasjon og
cellenes utvikling(Haubst et al., 2004). Mens den Pax6(5a) ikke har noen effekt pa
differensiering eller cellens utvikling(Haubst et al., 2004).



Hos voksne mennesker, ser det ut til at det er like nivé av Pax6 og Pax6(5a) i linse og kornea.
De to Pax6 isoformene har forskjellige oppgaver, selv om de blir uttrykt sammen, i samme
celletyper. Dette kan vises ved for eksempel & se p4 mus som har mangel pa Pax6(5a)
isoformen. Disse musene vil ha spesifikke defekter i oyne, og anatomien til bukspyttkjertelen
vil vaere helt annerledes. Eller nar begge isoformene blir overuttrykt i kylling retina, oker de
begge retinale cellers proliferasjon, mens Pax6(5a) 1 tillegg vil indusere differensiering av

retina pa steder der den normalt ikke skal veere (Azuma et al., 2005).

PAl RED HD
] ¢ Paxb

! -
aal B | | ¢ Pax6-5a

i | ¢ Pax6APD

Figur 2. De forskjellige isoformene med (minst) 3 forskjellige bindingsmaéter til DNA.
Forskjellen mellom Pax6 og Pax6(5a) er at sist nevnte har 14 aminosyrer insatt i paired
domenet. Dette er arsaken til hvorfor de to proteinene har forskjellig DNA binding
spesifisitet. Pax6AP mangler paired domenet og vil kun bruke homeodomenet til DNA
binding og kontakt med andre proteiner.

Pax6 blir ogsa uttrykt 1 pankreas under utvikling. Men etter hvert som pankreas utvikles og
differensieres blir utrykket begrenset til de Langerhanske oye celle forlepere. De
Langerhanske oyer er endokrine celler i pankreas og bestar av alfa, beta, delta, and gamma
celler. Pax6 er ogsa uttrykt i lukteorgan systemet under embryo utviklingen og i linse, kornea
og retina 1 gyne under utvikling. Pax6 utrykket er absolutt avgjerende for overlevelse og mus
som mangler Pax6 der raskt etter fodsel. Hos disse musene er gyne og nasale strukturer totalt
fraveerende og diencephalon (mellomhjernen) klarer ikke & stimulere et svaert misdannet

cerebral cortex (hjernebarken) (Pratt et al., 2000, Tyas et al., 2003).



Pax 6 utrykket vil minke betydelig hos voksne individer, slik som med de andre
medlemmene i gruppen. Men noe av uttrykket bevares i visse deler av hjernen, blant annet i
hippocampal dentate gyrus (Maekawa et al., 2005), glia celler og subventrikuleer omradet til

lateral ventricle (Hack et al., 2005), radiale glia-lignende celler og i modne endokrine celler 1

pankreas (St-Onge et al., 1997).

Strukturen til hjernen hos mennesker med Pax6 som er haploid/ ikke diploid dermed bare et
kromosom har en abnormal form. Ofte er pineal kjertelen enten ikke eksisterende eller

abnormal (Mitchell et al., 2003).

Den evolusjonare bevaringen av Pax6 og dens spredning blant s mange forskjellige arter
viser at den har en unnverlig funksjon. Den viktige regulerende rollen som Pax6 spiller i
utviklingsfasen blir bevist nar en ser pa fenotyper som forarsakes pga. mutasjoner i dette
viktige genet. Hos mus forer heterozygositet til mindre storrelse pa eyne og visuelle
abnormale tilfeller slik som iris hypoplasia/aniridia mangel pa regnbuehinne /iris(Georgala et

al., 2011). Samme sykdom forekommer hos mennesker med heterozygosite’t i Pax6.
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1.3 Formalet med denne masteroppgaven er :

A f4 bekreftet om DKK3 er et gen regulert av Pax6 ved &:

1. Klone sebrafisk DKK3 cDNA-et slik at man kan lage probe for in situ. Dersom det er
vellykket og det er nok tid skal Pax6 genutrykket slas ned i Sebrafisk embryo og se om dette
pavirker utrykket av DKK3 genet vha in situ farging.

2. Klone DKK3 promoteren fra mus og om mulig menneske. Ko-transfektere disse sammen
med plasmider som koder for Pax6 og Pax6(5a) for 4 se om disse kan aktivere DKK3
promoteren. Dersom det pavirkes gjores det delesjonsanalyser for & se om bindingssetet til

Pax6 kan mappes.

3. Sla ned utrykket av Pax6 med siRNA i 3T3 cellene og & overuttrykke Pax6 og Pax6(5a),
for & se om DKK3 utrykket blir endret. Host bdde RNA (til cDNA syntese og qPCR)og

protein(til westernblot) fra disse cellene.
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2. Materialer

Tabell 2.1 PCR—primere brukt til kloning av mMDKK3 og hDKK3 promoteren og
zfDKK3 cDNA

Primer Sekvens 5' til 3'
zDKK3cDNA. FW ACTCTGAGTCCAGCCAGCAG
zDKK3cDNA. REV AATTATGAAGTGGTTTAATGTCCAGA
mDKK3promNEW.FW AAAGGTACCATTAGCCAGCACAGGGAAGA
mDKK3promNEW.REV AAAAGATCTCATCAGCTCCTCCACCTCTC
mDKK3promMID.FW AAAGGTACCGTCGTGACCAGATCCAGTT
hDKK3promNEW.FW AAAGCTAGCTGCAGAGAAAGGCAGTCT
hDKK3promNEW.REV TTAAGATCTCGTGTCCTCCATCAGTTCCT
hDKK3promMID.FW AAAGCTAGCCTCTCTTGGTGGATGT

Tabell 2.2 Medium til bakteriekulturer

SOC medium LB-medium

Til 950 ml deionisert H,O: 10 g Trypton

20 g Tryptone 5 g gjerekstrakt

5 g gjeer ekstrakt 171 g NaCl

0,5 g NaCl 50pg/ml Ampicillin

pH justeres til 7,0 med NaOH, tilsett 1000 ml dH,O

tilsett 1000 ml dH,O, tilsett for bruk: pH justeres til 7,0 med NaOH

10 ml 1M MgCl,, 10 ml IM MgCly
Og 20 med mer glukose.
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Tabell 2.3 Bakterier brukt til Kloning

Navn Beskrivelse Produsent
DH5a celler Kompetenete E.coli Fra Frysestock
TOPO-10 E.coli Invitrogen kit
Tabell 2.4 Kommersielle Kkits
Navn Bruksomrade Produsent
TOPO-TA cloning Plasmid kloning Invitrogen
QIAquick Gel Extraction Kit Rensing av gel QIAGEN
QIAprep Spin Miniprep DNA plasmid rensing QIAGEN
QIAprep Spin Midiprep DNA plasmid rensing QIAGEN
RNeasy Plus Mini kit RNA prep QIAGEN
Tabell 2.5 Enzymer brukt i diverse sammenhenger
Navn Enzym Produsent
polymerase chain DyNAzyme ™ II DNA Polymerase Finnzymes
reaction (PCR)
Retriksjonsenzymer  Bglll BioLabs
Kpnl Promega
Xhol Promega
Sacl BioLabs
BamHI BioLabs
EcoRI Promega
DNA ligering T4 DNA ligase Invitrogen
Biotec Pharmacon
SAP
Sekvensering BigDye ®31 App. Biosystems
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Figur 2.1 Laddere brukt til gel elektroforese og Western Blotting
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Tabell 2.6 Diverse Lgsninger og buffere

2xSDS gel-loading buffer

100 mM Tris HCI1

4 % (w/v) SDS

0, 2 % (w/v) Bromphenol bla

20 % (v/v) Glycerol

200 mM (tillsett rett for bruk) Dithiothreitol

1M Dithiothreitol(DTT)

0, 09 g Dithiothreitol
20 ml 0, 01 M NaCH;COO (pH 5, 2)

0,5 M Trisbase

6, 05 g Tris (base)

80 ml dH,O

2ml 20 % SDS

pH justert med 18,5 % HCIl til pH 6,8
dH,O til 100 ml

10 % APS

10 g Ammoniumpersulfat (ICN Biomedicals)

100 ml MilliQ vann

15 M TrisBase

30 g Tris (base)
2 ml 20 % SDS
pH justert med 18,5 % HCIl til pH 8,8
dH,O til 100 ml

5 % Blokkeringsbuffer

2,5 g Torrmelk(Semper)
Ix PBST til 50 ml

10xGelkjgringsbuffer

30 g Tris(base)

144 g Glycine

800 ml dH,O

10 g SDS

pH justert med 18,5 % HCl

dH>O til 1000 ml (Fortynna 1:10 for bruk)
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Blottebuffer:

1,88 g Tris(base)
23,25 g Glycine
150 ml Metanol
Til 1000 ml dH,O

PBST:

1000 ml Phosphate buffered saline
1 ml Tween 20
S0 x TAE

242 g Tris(base)

57,1 ml 11,4 % eddiksyre
100 ml 0,5 M ETA (pH 8,0)
dH,O til 1000 ml

Fortynnet 1:50 for bruk.

0,5MEDTA

18,61 g Na,EDTA" 2H,0

pH justert med NaOH til pH 8,0
dH,O til 100 ml

6xT gel loading buffer

0,25 % Xylen Cyanol FF

60 mM Na,EDTA (pH 8,0)

0,6 % SDS

40 % (w/v) Sukrose 1 vann
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Multiple cloning region 1-58
Lucilerase gene {luc+) 88-1740

Glprimer2 binding iz~ 88-111 Direction of transcription Synthe“c pOIY(A) .
ARG signal / transcriptional

e pause site

23 (for background

1 org 2527 Amp' reduction)
upstream polylA) signal  4658-4811 Gene conlerring Ampicillin
AVprimend binding site  4760-4779 resistance in E.Col
Kpnl 5
1 ori Sacl 11
o Mul |15
fiamenta age MNhel 21
. Direction of ssONA Smal 28
ori pGLa-Basm strand synthess éh?l[l gg
rigin of
rophca Vector g
rophcation ¥
in E. coli (4818bp) Hindlll |53
Sall Ncol 86
2010|5al luc
2004 [BamHI * Narl 121
cONA encor

rodified firsly

SV40 late
poly(A) signal

(for luc+ reporter)
Hpal 1802 Abal 1742 piection of transcription

Figur 2.2 Skisse av pGL3-basic vektoren (Promega). Figuren viser ogsé hvor enhancer
fragmenter kan klones inn oppstrems for luc+ genet. Det vises ogsa restriksjonsenzymer som
brukes til & &pne vektoren.

lacZa ATG "

M13 Reverse Primer H”T' m K;Ian | Sacl B}er?H] Sfe 1
= AC R CT ATG ACT ATGE ATT AC A AGC TTG GTA CCG AGC TCG e

C&A TAC TG TAC TARL TGC o TCe ARC CAT GGC TCG

BsX | EcoR | EcoR |
I I I
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAR TTC GCC CTT fhc GoC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TC cet crRMMMMMMMI TTC CCG CTT ARG RCG

EcoR WV Nsr'll }li.'ba | Apla I
AGA TAT CCAR TCA CAC " 3G CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC
TCT ATA GGT AGT GTG AL sCC GGC GRG GTA CGT AGA TCT CCC G&G TTR AGC
T7 Promaoter M13 Forward {-20) Primer

CTG GCC GTC GTT TTA CAR CGT CGT GAC TGG GAR ARC
GAC CGG CAG CAA BAT GIT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1-TOPO?®
3931 nucleotides

Figur 2.3 Skisse av pCR2.1-TOPO® vektoren (Invitrogen) og sekvensen rundt TOPO®
Kloningsstedet. Det vises ogsa restriksjonsenzymenes kuttseter som indikerer hvor i
sekvensen de kutter.
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3 Metoder

3.1 Polymerase chain reaction (PCR)

Polymerase kjede reaksjon(PCR) er en mate for & amplifisere en bestemt DNA-sekvens. Til
denne metoden trenger en DNA-templat, komplementare primere(se tabell 2.1), DNA-
polymerase enzym og nukleotider (INTP). Disse blir blandet i en buffer som gir det riktige

kjemiske miljoet.
3.1.1 PCR av sebrafisk cDNA for sebrafiskDKK3 primere

cDNA fra voksen sebrafisk og cDNA fra embryo (9-16 hpf, gave fra H.Sao, UiB) ble brukt

som templat i PCR reaksjonen. Slik ble reaksjonsmiksene laget:

I hvert ror:

cDNA 5pul
2xDyNAzyme ™ II PCR master miks 25 ul
Forward(FW) primer 1 ul
Reverse (RV) primer 1 ul
dH,O 18 ul

Enzymet DyNAzyme ™ II er en DNA Polymerase er nedvendig for DNA syntesen under
PCR reaksjonen.

Reaksjonen ble utfort i en MJ Research PTC-200 Thermo cycler med disse innstillingene:

1. 94 °Ci2 min, initial denaturering

94 °C i 30 sekunder, denaturering

56 °C i 1 min, annealing/ temperering
72°C i 1 min, ekstensjon

76°C i 10 min,

A

4 °C, forever / uendelig

Steg 2-4 ble repetert 34 ganger. Etter endt reaksjon ble PCR produktene kjort pd 0,7 %

agarosegel.
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3.1.2 PCR av mDKK3 og hDKK3 promoter

Tabell 3.1 Oversikt over PCR reaksjonen

hDKK3 prom REV

(humane blodceller fra
blodbank)

Primere Templat Produkt stagrrelse
mDKK3 prom FW + 3T3-celler 1678 bp
MDKK3 prom REV
MDKK3 prom MID + 3T3-celler 792 bp
MDKKS3 prom REV
hDKK3 prom FW + Hela-celler 1700 bp
hDKK3 prom REV
hDKK3 prom MID + Hela-celler 724 bp
hDKK3 prom REV
hDKK3 prom FW + Kontrollceller 1700 bp
hDKK3 prom REV (humane blodceller fra

blodbank)
hDKK3 prom MID + Kontrollceller 724 bp

Mastermiksen ble laget med disse:

DNA

10xDyNAzyme PCR Buffer
dNTP mix(10 uM av hver)
Forward pimer(10 uM)
Revers primer(10 uM)

ul DyNAzyme(2 U/L)

dH,O

Sul
Sul
1 ul
1 ul
1 ul

0,5

til 50 ul
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PCR rorene ble satt i maskinen ved et forhandslagret program med disse innstillingene:

. Denaturering ved 94 °C i 2 minutter

35 sykluser med:

Denaturering ved 94 °C i 2 minutter

Binding av primer til templat ved 57 °C i 30 sekunder
Syntese av DNA ved 72 °C i 45 sekunder

O O O

e  Syntese av DNA ved 72 °C i 5 minutter
e  Nedkjeling til 4 °C, uendelig
De ferdige PCR produktene ble s kjort pa agarosegel for & finne ut om hvilket hadde

forventet storrelse.
3.1.3 Gel elektroforese av PCR produkter

0,7 g agarose (Medpro) i 100 ml 1xTAE ble tilbredt ved oppvarming i mikrobelge ovnen i 3-
4 minutter, til agarosen var ferdig smeltet. Agarosen ble nedkjelt til 60-70 °C.

For visualisering av DNA-bandene ble 10 ul etidiumbromid(10 mg/ml SIGMA) pipettert i
stopningsformen og den varme gellosningen ble helt i . En kam ble satt i ned for 4 lage
brennene. Deretter fikk gelen stivne i avtrekksskap ved rom temperatur(RT) i 30 minutter.
Kammen i den ferdig stivnede gelen ble tatt ut forsiktig og formen ble satt i
elektroforesekammeret som ble fylt opp med 1XxTAE buffer.

15 ul av PCR produktene ble tilsatt 5 ul 6xT og prevene ble tilsatt i brennene.

Gelen ble kjort ved spenning pa 70-90 volt i 30-60 minutter. Bildene av gelen ble tatt med
Gel Doc 2000 (BIO RAD) og dpnet i Quantity One® programmet.

3.1.4 TOPO-TA® Kloning

TOPO-TA Cloning® kit (Invitrogen) ble brukt for & oppna en effektiv kloning med direkte

innsettelse av Tag-amplifisert PCR produkt i plasmid vektor. pCR® 2.1-TOPO® vektor har
en 3 'tymidin(T) overheng som gjeor at PCR produktene med 3"adenin (A) overheng effektiv
ligeres. Denne metoden ble brukt for & klone Sebrafisk cDNA inn i pCR® 2.1-TOPO" vektor

og kloning av DKK3 promotere i pCR® 2.1-TOPO" vektor.
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Mastermiks for kloning reaksjonen:

PCR produkt 4 ul
Salt lesning (Invitrogen) 2 ul
pCR® 2.1-TOPO® vektor 1 ul

Alt ble blandet sammen forsiktig og inkubert ved romtemperatur i 10 minutter deretter ble
det plassert pa is. 200 ul kompetente DH5a celler og 2 pl mastermiks ble brukt per reaksjon.
Reaksjonsmiksen ble deretter inkubert pd is 1 30 minutter for den fikk
varmesjokksbehandling ved 42 °C i 1,5 minutt. Deretter ble 250 pl SOC tilsatt til DH5a
cellene for de ble ristet (225rpm) ved 37 grader i 1 time i en Infors AG CH-4103
(Blottmingen). 100 ul ble spredd pé en agarplate med amipicillin seleksjon. Agarplaten ble
inkubert med bunnen opp ved 37 °C grader overnatt. Dagen etter telles antall kolonier og
platene oppbevares ved 4 °C.

3.14.1 Kloning uten TOPO-TA Cloning® kit (Invitrogen)

Nér det gjelder den vanlige transfeksjon metoden er det de samme trinnene til varmesjokk
behandlingen som er ved 37 °C istedenfor 42 °C. S& ble cellene tilsatt 5 ml SOC istedenfor
250ul og ristet i 1 time. Etter endte timen ble DH5a cellene sentrifugert (4000rpm) i en
Biofuge Frescco (Heraeus Instruments) ved 4 °C i 5 minutter. Etter endt sentrifugering ble

det meste av mediet helt ut og bakterie pellet resuspendert i resterende mediet. Sa ble de siste

trinnene slik de er beskrevet for TOPO-TA fulgt.

3.1.5 DNA miniprep

Bakteriekolonier plukkes fra agarplaten ved hjelp av sterile tannstikkere og tilsettes 3 ml LB-
medium med 100ug/ml ampicillin 1 Falconrer som stod til risting (225rpm) i en Infors AG
CH-4103 (Bottmingen) riste/ inkuberingsskap, overnatt ved 37 °C. Etter 17 timer inkubasjon
ble miniprep(QIAGEN) eller miniprep light versjonen utfort.

QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN) ble brukt til isolering av DNA plasmidene 1500 ul

av bakteriesuspensjonen fra overnattskulturen ble overfort til microsentrifugerer og
sentrifugert (13000rpm) i 1 minutt i en Biofuge pico (Heraeus Instruments). Vekstmediet ble
fjernet og bakteriepelleten ble resuspendert 1 250 ul P1 buffer ved bruk av en vortexer
(Heidolph REAX top). Deretter ble det tilsatt P2 buffer og rerene ble vendt om 4-6 ganger til
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blandingen ble blafarget. For & neytralisere blandingen ble det tilsatt 350 pl noytraliserende
N3 buffer. Rorene ble igjen vendt om 4-6 ganger til blandingen ble hvit og klumpete. Rorene
ble sentrifugert (13000rpm) i 10 minutter. Supernatanten ble forsiktig overfort til QIA spin
kolonne og sentrifugert (13000rpm) 1 45 sekunder, det som passerte gjennom kolonnen ble
fjernet. Kolonnen ble vasket med 500 ul PB buffer der de ble sentrifugert (13000rpm) i 45
sekunder og det som gikk gjennom ble fjernet. Kolonnene ble si vasket med 750 ul PE
buffer og sentrifugert (13000rpm) 1 45 sekunder. Det som passerte gjennom kolonnen ble
fjernet og kolonnen ble sentrifugert i 1 minutt for a fjerne restene til vaskebufferen.

Tilslutt ble kolonnene plassert pa rene 1.5 ml microsentrifugerer og pa kolonnene ble det
tilsatt 50 ul elueringsbuffer ogsé ble rerene inkubert i 1 minutt for de ble sentrifugert
(13000rpm) i1 1 minutt. DNA konsentrasjonen ble malt med NanoDrop ND-1000

Spectrophotometer.

3.1.6 DNA Miniprep light

Denne metoden er en forenklet versjon av QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN) der

QIA spin kolonne ikke brukes og DNA persipiteres ved bruk av isopropanolol.

Buffere fra QIAgens Miniprep kitt ble brukt for & isolere plasmid DNA-et fra
overnattskulturene.

1,5 ml av overnattskulturene ble overfort til merkede eppendorfror. Disse ble spunne ned i 20
sekunder ved 13000 rpm og supernatanten ble fjernet. Pelleten ble resuspendert i 100ul P1
buffer. Deretter ble 100 pul P2 buffer tilsatt og rerene ble vendt rundt 4-6 ganger, rorene fikk
std ved RT 1 2-3 minutter. 140 pl buffer N3 ble tilsatt i rerene og de ble vendt rundt 4-6
ganger, sd ble de sentrifugert i 10 minutter. All supernatant ble overfort til nye eppendorfror
og tilsatt 400 ul isopropanol. Rerene ble vendt noen ganger og inkubert i 2-3 minutter ved
RT for de ble sentrifugert i 5 minutter ved 13000 rpm. Supernatanten ble fjernet og DNA
pelleten vasket med 500 pl 70 % etanol og sentrifugert igjen 1 5 minutter.

Supernatanten ble fjernet forsiktig og DNA pelleten torket i eksikator i ca. 10 minutter.
Deretter ble pelleten lost i 50 ul TE-buffer. DNA konsentrasjonen ble mélt med NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer.
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3.1.7 Restriksjonsenzymkutting

Diverse restriksjonsenzymer ble brukt for a bekrefte vellykket kloning og for & bekrefte
korrekt orientering av i DNA prevene med rekombinant plasmid. BglII, Kpnl, Xhol, Sacl,
BamHI, EcoRI er de enzymene som er brukt ved flere anledninger i denne oppgaven.

Slik ser en vanlig restriksjonsenzym kutting ut:

DNA plasmid Sul
10xTA 2 ul
Restriksjonsenzym 0,5 ul
dH,O 12,5 ul

Etter sammenblanding ble dette innkubert i minst 1 time ved 37 °C. For 4 se etter riktig insert
ble hele reaksjonsblandingen tilsatt 4 ul 6xT loading buffer og satt pa en 0,7 % agarosegel
ved 90V 145 minutter.

3.1.8 Kloning av DKK3 promoterfragment i pGL3-basic vektor

DNA plasmid fra miniprepen ble brukt i subkloning. Promoterfragmentet ble overfort fra den

opprinnelige pCR® 2.1-TOPO" vektoren til pGL3-basic vektoren. Det ble valgt

restriksjonsenzymer som kuttet promoterfragmentet ut av pCR® 2.1-TOPO" og dermed
resulterte 1 kompatible/forenelige ender for kloning inn i pGL3-basic vektor.
Kpnl og BgllII ble brukt for a kutte ut DKK3 promoter sekvensen ut av pCR® 2.1-TOPO”

og apne pGL3-basic vektor for kloning.
20 pl reaksjonsmiks ble laget slik:

pGL3-basic 5l DNA eluat 8l
10 xTA 2l 10xXTA 2
Kpnl 0.5 pl Kpnl 0.5l
BglII 0.5l Belll 0.5l
H,O 12pl H,O 9nl

Reaksjonsmiksene ble inkubert ved 37 °C i 2 timer. Etter 1,5 time ble 1pl Shripm Alkaline
phosphatase (SAP) tilsatt reret med pGL3-basic vektoren. Etter endt inkubering ble begge
rorene tilsatt 6xT loading buffer og satt pa 0,7 % gel ved 90V i 40-45 minutter.
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3.1.9 Rensing av agarosegel

For a visualisere DNA pa gelen ble en High Performance Ultraviolet Tranilluminator(UVP,
Ultra-violet products) brukt. Bdndene pa gelen ble skéret ut ved bruk av en skalpell.

DNA fragmentene ble renset ut av gelen ved hjelp av QIAquick Gel Extraction Kit
(Invitrogen).

Agarosebiten ble overfort til microsentrifugerer og tilsatt 300l QG buffer. Sa ble gelen
smeltet ved 50 °C i 10 minutter. DNA ble presipitert i 100 pl isopropanol og inkubert ved
romtemperatur i 5 min. QIA spin kolonner ble plassert i microsentrifugerer og provene ble
overfort til kolonnene. Disse ble sentrifugert(13000rpm) i 1 minutt i en Biofuge pico(Heraeus
Instruments). Vasken som hadde gétt gjennom ble kastet. Kolonnene ble deretter vasket med
750 ul PE buffer og sentrifugert(13000rpm) i 1 minutt. Vaesken som hadde gétt gjennom ble
kastet. Kolonnene ble sentrifugert(13000rpm) i ytterligerel minutt til. Tilslutt ble kolonnene
plassert i nye microsentrifugerer og DNA ble eluert 1 50 pul TE buffer og sentrifugert
(13000rpm) i1 1 minutt. De eluerte DNA fragmentene ble videre brukt i ligeringsreaksjon med

plasmidvektor.

3.1.10 DNA ligering

Under ligeringsprosessen ble promoterfragmentet ligert sammen med vektor der det ble
dannet kovalente bindinger mellom3 "hydroksyl endene av det ene nukleotidet med 5 fosfat
enden av det andre. Plasmidkonstruksjonene ble dannet ved ligering utkuttet
promoterfragment inn i linearisert pGL3-basic vektor.

Slik ble ligeringsreaksjonen satt opp:

DNA fragment 7 ul
pGL3-basic 5ul
T4 DNA ligase 1 ul
10 x ligeringsbuffer 2 ul
dH,O Sul

Reaksjonsmiksen ble inkubert ved 14 °C over natt. Neste dag ble ligeringsmiksen blandet
med 80 pl dH,O for den ble transformert med kompetente DH5a celler. Bakteriecellene ble
tint pa is for 300 pl bakteriesuspensjon ble blandet med ligeringsmiksen. Deretter ble det
fulgt samme prosedyre som under TOPO-TA® kloningen/vannlig kloning, der
bakteriekolonier ble dyrket pa agarplate til neste dag, da bledet plukket kolonier og innkubert

1 LB-medium overnatt, etterfulgt av miniprep av kulturene(se avsnitt 3.1.4, 3.1.4.1 og 3.1.6)
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Prosedyren i avsnitt 3.1.7 restriksjonsenzym kutting ble fulgt for & kontrollere at kloningen

var vellykket.

3.1.11 Sekvensering

Til sekvenseringen ble disse brukt:

2 ul DNA templat(300-500 ng)

1 ul primer(10 uM)

2 ul BigDye 3.1(Applied Biosystems)
3 ul 5x sekvenseringsbuffer

12 ul ddH,O

Disse ble blandet og kjort pd PCR med disse innstillingene:

o Denaturering ved 94 °C i 1 minutt

36 sykluser med:
Denaturering ved 94 °C i 1 minutt

Binding av primer til templat ved 63 °C i 2 minutter

O O O

Syntese av DNA ved 72 °C i 2 minutter

e  Syntese av DNA ved 72 °C i 10 minutter

e  Ned kjoling til 4°C, uendelig

Prevene ble levert for sekvensering pa sekvenslabaratoriet pA MH bygget. Disse ble sa

sekvensert med 313x1 Genetic Analyzer Hitachi fra Applied Biosystems.

5xSekvenseringsbuffer

400 mM Tris HC1
10mM MgCl,
pH justert til 9,0
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3.1.12 DNA midiprep

Midi Prep Kitet til QIAgen ble brukt for a isolere og rense plasmid DNA.

I sterile 250/500 ml erlenmeierkolbe ble det tilsatt 60 ml LB medium med ampicillin
antibiotika. En liten del av de frosne bakteriene ble skrapet med en steril pipettespiss og
overfor til kolben. Her ble arbeidet utfort sterilt for & unnga kontaminasjon med andre
bakterier. Kolbene ble innkubert ved 37 °C og 225 rpm over natt i Unitson HT infors
ristemaskin.

Dagen etter ble overnattskulturen overfort til 50 ml sentrifugerer og sentrifugert ved 4000
rpm g i 5 min ved 4°C. Supernatanten ble fjernet og 6 ml av buffer P1 tilsatt. Bakteriepelleten
ble resupandert ved vortexing. S& ble 6 ml buffer P2 tilsatt, rorene ble snudd opp og ned noen
ganger og inkubert ved RT 1 5 minutter. For 4 neytralisere losningene ble det tilsatt 6 ml av
bufferen N3. Lasningene ble overfort til et sproytefilter med propp pa spissen og innkubert i
15 minutter. I mellom tiden ble den DNA- bindende kolonnen ekvillibrert med 4 ml buffer
QBT .Deretter ble losningen sproyta over i1 den ekvillibrerte kolonnen som fikk renne
gjennom. Nér alt av lesningen med plasmidene hadde gatt gjennom kolonnen ble det vasket 2
ganger med 10 ml QC vaskebuffer. 5 ml av elueringsbufferen (TE-buffer)ble tilsatt i
kolonnen og DNA ble eluert i et sterilt glass rer som sa ble tilsatt 3,5 ml isopropanol, Dette
ble blandet godt og inkubert ved RT 1 5 min. S& ble dette overfort til en 50 ml sproyte som
hadde en filter pa spissen. Vasken ble presset gjennom filtret. S& ble 3 ml 70 % etanol tilsatt
1 sprayten og presset gjennom filtret. For & fa vekk alt av alkoholen ble luft presset gjennom
for 4 tarke alt vekk. Deretter ble filtret satt pa en 15 ml sproyte som ble tilsatt 50 ul buffer TE
og presset gjennom filtret i en eppendorfror. Dette ble overfort til sproyten igjen og presset
gjennom filtret en gang til.

Konsentrasjonen ble mélt med NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer.

3.1.13 Frysestock

Fra fersk over natt bakteriekultur der korrekt plasmid innhold var bekreftet ble det laget
Frysestock. 1.2 ml av overnattskulturen ble blandet med 0,3 ml 50 % glyserol i et Cyro ror og
vortexet. Roret ble godt merket for den ble lagret ved — 80 °C.
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3.2 Transfeksjon av celler

3.2.1 Dyrking av FlpIn-3T3-Kontroll celler, 3T3 Pax6, 3T3 Pax6(5a) og hela celler

Celler lagret 1 flytende nitrogentank ble tint raskt ved 4 tilsette forvarmet dyrkningsmedium.
Cellene ble overfort til en 200 ml stor dyrkningsflaske med filter kork og inkubert 1

CO,(5 %) skap ved 37 °C. Cellene ble splittet hver 2-3 dag. Ferst blir mediet fjernet, deretter
vaskes det med 10 ml 1x phosphate-bufferd saline(PBS) som er sterilt, cellene losnes fra
bunnen med 1ml Trypsin- EDTA (1X) (SIGMA), nér cellene er trypsinert blir det neytralisert
med varm fersk medium. En tiende del av cellene ble tilsatt ferskt medium 1

dyrkingsflasken. Disse ble sa inkubert videre ved 37 °C og CO,(5 %).

PBS

ddH,O 800 mL
NaCl 8¢g
KCl 2g

Na,HPO4  1,44¢

KH,PO,4 0,24¢g

pH justert med 18,5 % HCI til pH 7,4
ddH,O 1000 mL

3.2.2 Transfeksjon med plasmid DNA

Plasmid DNA (pKW-10, pPKW-mPax6 og, pPKW-mPax6 (5a))ble laget ved hjelp av midiprep
kit og brukt til 4 transfeksjon av 3T3-Kontroll cellene. 100.000 3T3-K celler ble sadd per
brenn i 6 brenners brett(9 brenner totalt) og inkubert i CO»(5 %) skap ved 37 °C. Disse ble
saddd dagen for og transfektert nar cellene var ca. 40 % konfluente. Plasmidet pKW-10 ble
brukt som kontroll(tom vektor).

Det ble laget en transfeksjonsmiks for hvert av plasmidene. I en 1,5 ml sentrifugerer ble det
tilsatt 150 ul DME (hey glukose) uten antibiotika eller FCS (Serum), sa ble 9 pul
Lipofectamin™ 2000 (Invitrogen) tilsatt, deretter 3 pg av hvert plasmid tilsatt i hvert sitt ror
og blandet ved lett vortexing. Til reret med pKW-10 plasmidet ble det 1 tillegg tilsatt 2,5 ul
fluroscet-merket oligo miks. Dette indikerer om hvor godt cellene tar opp plasmidene.

Transfeksjonsmiksene inkuberes ved romtemperatur i 15 min.
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Mediet pa cellene skiftes for tilsetting av transfeksjonsmiksene. 1 ml forvarmet DME tilsettes
per brenn. Deretter tilsettes 50 ul av transfeksjonsmiksene til hver merkede brenn. Disse ble
inkubert i CO, (5 %) skap ved 37 °C i 3-4 timer, deretter ble mediet skiftet til vanlig
dyrkningsmedium. Cellene inkuberes videre over natten. Neste dag sa vi pa cellene og
kontrollerte om cellene hadde fluorescence og provde a ansld om hvor mange prosent av
cellene som hadde fluorescence. Deretter ble cellene hostet. To av brennene for 4 samle
celleekstrakt for RNA for 4 lage cDNA til qPCR og 1 brenn for & samle celleekstrakt for &

samle protein for Western blot.

3.2.1 Transfeksjon med siRNA

3T3-Pax6 og 3T3-Pax6(5a) cellene ble transfektert med mPax6 siRNA (Santa Cruz, sc-
36196) for a sla ut Pax uttrykket. I tillegg ble uspesifikt scr siRNA (Ambion, #4611) brukt
som kontroll og Fluoricent oligo (Invitrogen # 46-0926)) ble brukt som marker pa
transfeksjonseffektiviteten.

Det ble laget en transfeksjonsmiks med mPax6 siRNA og en med scr siRNA.

I transfeksjonsmiksene hadde vi 200 ul DME 12 ul Lipofectamin 2000(Invitrogen), og 6 ul
av hver si RNA(10uM). Rerene med transfeksjonsmiksene fikk std i romtemperatur i minst
15 minutter. I mens ble cellene 1 dyrkningsflasken forst vasket med 10 ml sterilt PBS sa
trypsinert i et par minutter. For & neytralisere trypsin ble 9 ml DME (hey glukose) uten
antibiotika eller FCS. Deretter ble antall celler telt. 4 * 14 ml ror ble merket ifolge celle type
og siRNA som ble brukt. Til hvert av disse rerene ble 100 ul transfeksjonsmiks tilsatt s&
mediet og celler, hvert ror inneholdt 150.000 celler per ml. 1 ml ble overfort til merkede
brenner og oppbevart i CO»(5 %) skap ved 37 °C over natt. Neste dag sa tidlig som mulig ble
mediet skiftet til varm, ferskt dyrkningsmedium. Cellene med den Fluorricent oligo ble
observert i mikroskopet for & finne ut om hvor mange prosent av cellene som hadde
fluorescens. Cellene ble satt tilbake 1 varmeskapet. Etter endte 24 timer ble cellene hestet for

bade analyser av RNA(tillaging av cDNA for Q-PCR) og Proteiner(for Western Blot).
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3.2.2 Hgsting av RNA og protein fra siRNA transfekterte celler til gJPCR og Western
Blot

Etter 24 timer ble celle hostet. For hgsting av protein ble det laget 400 ul med 2xSDS buffer
pluss 100 ul 1M DTT. Og for RNA hesting ble 1,44 ml RLT buffer blandet med 60 ml 1M
DTT. Disse rorene ble oppbevart pa is. Cellene ble vasket 2 ganger med 1 ml PBS, og alt
PBS ble sugd vekk neye, slik at det ikke skal bli volum gkning. 350 ul RLT(m DTT) buffer
ble tilsatt 1 de brennene som skal hestes til RNA og 100 ul 2xSDS(m DTT) buffer i de
brennene til hosting av protein. Alle brettene var plassert pé is, proteinprovene ble hostet
forst. For hver brenn som ble skrapet ble alt av cellelysatet overfort til eppendorfrer og satt
pé varmeblokk ved 100 °C i 5-7 minutter.

Brennene for RNA hesting ble tilsatt 350 ul RLT(m DTT) buffer og skrapet og overfort til
en microsentrifugerer oppbevart pa is. S4 ble det utfort RNA prep ved hjelp av RNeasy Plus

Mini kit (QIAGEN) slik som beskrevet i RNeasy® Plus Mini Handbok.

Protein rerene ble lagret ved -20 °C og RNA rerene ved -80 °C.

3.2.3 Transiente transfeksjoner og reporter gen assay
Hela—celler ble transfektert med kalsium—peresipitert plasmid DNA (pKW-10, pKW-mPax6
og, pPKW-mPax6 (5a)) for reporter gen assay. Det ble sadd ut 60.000 celler per brenn(til
sammen 18 brenner) i en seks brenners brett, disse ble inkubert i CO, (5 %) skap ved 37 °C
over natta. Neste dag ble cellene studert med mikroskopet og cellene var
ca. 40 % konfluente. Celle mediet ble skiftet 1 time for transfeksjonsmiksene ble laget.
Disse bestér av en blanding av pKW-10, pKW-mPax6 og, pKW-mPax6 (5a)plasmidene og
pGL3- mDKK3/pGL-basic promoteren(se tabell 3.1).
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Tabell 3.3 Oppsett for transfeksjonsmiksene, og innhold av mastermiks laget for 4 brenner

2 ug pKW10 2 nug pGL3-basic 0,2 ng pCH11G H,O til total
volum til 200 pl

2 ug pKW10 2 ug pPGLmDKK3| 0,2 ugpCH11(q H,O til total
promoter volum til 200 pl
2 nug pPKWPax6 2 ug pGL3 -basic| 0,2 pgpCH11(J H,O til total

volum til 200 pl
2 ug pKWPax6 2 ug pGLmDKK3| 0,2 pgpCH11(q H,O til total

promoter volum til 200 pl
2 ng pKWPax6(5a) 2 pg pGL3 -basic| 0,2 ugpCHI11( H>O til total
volum til 200 pl
2 pg pKWPax6(5a)| 2 pg pGLmDKK3| 0,2 pg pCH11(G H,O til total

promoter volum til 200 pl

Alle miksene ble tilsatt 24,8 ul 2M CaCl,.

Transfeksjonsmiksene ble tilsatt drapevis i 200 ul HBS (pH 7,08). 100 ul av miksen ble sa
tilsatt hver av tre merkede brenner og inkubert i CO»(5 %) skap ved 37 °C over natta. Neste
morgen ble transfeksjonsmiksen fjernet og erstattet med vanlig medium.

Cellene ble hostet etter 24 timer etter transfeksjonen. Cellene ble forst vasket med 2x2ml
PBS for det ble tilsatt 100 ul Tropix® lyseringsbuffer(Applied Biosystems) med 0,1 % DTT

til hver brenn. Disse sto til svak risting i 5 minutter for det ble pipettert i eppendorfrer som
ble sentrifugert (13 000rpm) 1 1 min i en Biofuge pico (Heraeus Instruments). 20 ul av
lysatene ble pipettert over i et 96 brennersbrett (Thermo) for & bli analysert i Lumiscan-RT
(Labsystems).

Buffer A og B ble tint merkt. 15 pl buffer A og 60 pl buffer B tilsatt 0,1 % p-Galacton Plus®
(TROPIX) ble brukt for hver brenn. Lyseringsbuffer ble brukt som kontroll/blank.
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3.2.4 Western blott

Western Blot er en er en analytisk teknikk som brukes for & detektere spesifikke proteiner 1
celleekstrakter. Denne metoden tar utgangspunktet i prinsippene til gel elektroforese. De
negativt ladede proteinene flytter seg i gelens nettverksstruktur mot positive elektroden.
Molekylsterrelsen og ladningen til proteinene er de avgjerende separeringen.

Celler som ble hestet (se beskrivelsen i 3.3) ble sonikert 3 x 30 sekunder med i et ultralydbad
(Bioruptor® UCD-200, Diagenode) ogsé sentrifugert i 2 minutter ved 13000 rpm i en

microsentrifuge.

Det ble brukt MagicMark™ XP Western Protein Standard (Invitrogen) som ledder.

Til polyakrylamidgelen ble det brukt glassplater med 1,5 med mer(BIO-RAD). Det ble laget
en separerende gel som ble fylt opp mellom glasspaltene til kammeret var 3/4 fullt. Pa toppen
av denne gelen ble det forsiktig til satt MilliQ vann for at gelen skulle fa en jevn overfalte
ved stivning. Etter 20 minutter var gelen polymerisert. Vannet over gelen ble helt ut. Og den
konsentrerende gelen ble fylt opp til det var 2 med mer igjen til gvre kant av glassplaten.
Kammen med 10 brenner ble satt mellom glassplatene, viktig at ingen bobler kom i gelen.
Etter 20 minutter var konsentrerende gelen ogsa ferdig polymerisert. Kammen ble tatt ut
forsiktig og gelen ble overfort til gelkjoringskammer(BIO-RAD). Kammeret ble fylt opp med
1xgelkjoringsbuffer, deretter ble 20 ul av proteinprevene og 16 ul av MW markerene satt pa
gelen.

Gelen ble kjort 1 2 timer (eller til alle provene hadde beveget seg helt ned i gelen) pd 120volt.

10 % Separerende gel:

2,6 ml Acrylamid Bis 40 %(Merck)
2,5ml 1,5 M Trisbase

4,8 ml MilliQ vann

100 ul 10 % APS

10 ul TEMED(Promega)

3 % Konsentrerende gel:
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250 ul Acrylamid Bis 40 %(Merck)
650 ul 0,5 M Trisbase

1,6 ml MilliQ vann

25ul 10 % APS

2,5 ul TEMED(Promega)

Blotting av membran:
To svamper, fire filter og Hybondmembranen ble inkubert i blottebufferen i 15 minutter.

Gelen ble tatt forsiktig av platene og satt i blottebufferen. Slik ble oppsettet til blottingen:

- svamp
Blottebuffer:

- to filterpapir
1.88 g Tris(base)

- Hybondmembran

- SDS-PAGE gel 23,25 g Glycine

- To filterpapir 150 ml Metanol

- Svamp Til 1000 ml dH;0

Dette ble satt 1 blottekammer(BIO-RAD) som ble fylt opp med 1 liter blottebuffer. Blottingen
ble kjort i 1 time pad 100 volt med magnet ror i bunnen.

Farging med antistoff:

Etter blokkingen ble membranen satt i en liten kar, vasket kort med dH,O og tilsatt 10 ml

5 % blokkeringsbuffer. Roret ble satt til rotering i kjolerom(4 °C) over natt.

Neste dag ble blokkeringsbufferen fjernet, og membranen ble overfort til et 50 ml ror. 4 ml
ny 5 % blokkeringsbuffer og den aktuelle primaer antistoff(se tabell ble tilsatt. Roret ble satt
til rotering 1 1,5-2 timer. Deretter ble membranen vasket med 10 ml PBST i1 5 min, noe som
ble repetert 5 ganger i lopet av 30 minutter. S& ble 4 ml blokkeringsbuffer, anti biotin
antistoff og sekunder antistoffet tilsatt i roret. Sa fikk roret rotere i 1 time for den ble vasket

med 10 ml PBST i 5 minutter per vask.

Membranen ble torket forsiktig med papir. Sa ble Western blott luminol reagens losning A

og B(Santa Cruz Biotechnology) blandet i eppendorfror i forhold 1:1 og fordelt pa
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membranen. Dette fikk virke i 1 minutt, sa ble den reagenslesningen fjernet og membranen

plassert i en plast lomme. Bilde ble tatt med Fujifilm LAS-3000 inteligent dark box.

Stripping av membranen ble gjort med 20 ml 0,5 M NaOH i 5 minutter pa vippebrett. Det ble
skylt grundig med dH,O. Membranen ble satt i 10 ml 5 % blokkingsbuffer i kjelerom over
natt(-4 °C).

Neste dag ble Actin primer antistoff tilsatt og de samme prosedyre ble gjort slik som

beskrevet tidligere ved merking med antistoft.

Tabell 3.2 Primere antistoffer og sekundare antistoffer i Western blot

Navn Produsent katalog nr. Fortynning

Kanin a-Pax6 Milipore AB2237 1:1200
C-terminal antigen

Geit - anti kanin HRP, BD Pharmigen 554021 1:2000
Konjugert med horseradish peroxidase

Anti - biotin HRP, Cell signaling 7075 1:2000
Konjugert med horseradish peroxidase

Rabbit-Anti-actin Sigma A2066

3.2.5 Preparering av cDNA for RT-PCR

cDNA ble laget ved hjelp av superscript III Revers Transkriptase (Invitrogen).
RNA ble plassert pé is, sa ble det tilsatt i et eppendorfror:

X ul RNA(1pg)

2 ul random hexamer primer (pdNg), (0.25 ug/ul)
2 ul ANTP mix (10 mM)

Y ul Nukleasefritt H,O (til 26 ul)

Raret ble plassert pa varmeblokk 1 5 minutter, deretter med engang pa is i minst 1 minutt for

sé a bli spinnet ned noen sekunder. Det ble sa tilsatt:
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8 ul 5xFirst-Strand buffer

2ul 0.1IM DTT

2 ul RNAsin

2 ul Superscript III RT (200 units/ul)

Dette ble sa plassert i PCR maskinen pé program ¢cDNA (25 °C i 5 min, 50 °C i 45 min,
tilslutt 70 °C i 15 min). cDNA blir deretter satt pa is fortynna med 80 ul nuclease fritt vann,
spunnet ned i bordsentrifuge og lagret ved -20 °C.

3.2.6 Kvantitativ PCR (qPCR)

For hvert primersett ble det laget en mastermiks for & gjore det enklere og feilfritt.

Mastermiks for qPCR reaksjonen:

12,5 ul Sybrgreen mastermix
0,5 ul FW-primer(10uM)
0,5 ul REV-primer(10uM)

9,5 ul RNAse-fritt vann(til 23 ul)

23 ul mastermiks ble over til qPCR rorene og tilsatt 2 ul cDNA. For hvert prove ble det kjort
2 paralleller(skal ikke avvike mer enn 0,5 Ct-verdi). For hvert primersett ble det ogsa kjert 2
kontroller. En kontroll uten revers transkriptase enzym(No RT) ble tatt med som kontroll pa
evt. nerver av genomisk DNA. Ogsa en kontroll uten templat (NTC)altsa kun vann ble ogsa
tatt med.

Tilslutt ble alle provene sentrifugert raskt, og det ble serget for ingen bobler. Provene ble satt

1 maskinen med disse innstillingene:

e  Denaturering ved 95 °C

48 sykluser med:
o] Denaturering ved 95 °C i 30 sekunder

o] Binding av primer til templat ved 60 °C i 1 minutt
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o] Syntese av DNA ved 72 °C i 30 sekunder

Smeltekurve

Denaturering ved 94 °C i 1 minutter

55 °C 130 sekunder

o O O

Temperatur gkning til 95 °C i 30 sekunder.

Resultatene ble analysert med MxPro-Mx3000P v3.20 Build 340, Schema 74© 2006

Stratagen.
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4. Resultater

Resultatene 1 oppgaven er i delt 1 4 avsnitt. Forst ble det forsekt & klone sebrafisk cDNA i
pCR2. 1-TOPO® for & lage probe for in situ. I neste avsnitt ble DKK3 promoteren fra mus og
menneske forsgkt klonet i reportergen vektor og ko-transfektert denne sammen med
plasmider som koder for Pax6 og Pax6(5a) for & se om disse kan aktivere DKK3 promoteren.
I tredje avsnitt ble transfeksjoner med Pax6 og Pax6(5a) plasmider og siRNA—er mot Pax6
utfort. Hensikten var & undersgke om disse pavirket det endogene nivdet av DKK3 pd RNA-

og protein niva 1 lepet av en begrenset tidsrom.

4.1 PCR av sebrafisk cDNA for sebrafiskDKK3 primere

De forste observasjonene av DKK3 som mulig mélgen for Pax6 er gjort i cellekulturer. Siden
det er av interesse & se om dette i en levende organisme ville vi se pd DKK3 gen - uttrykket i

sebrafisk, og om det ble endret i nervear eller fraveret av Pax6.

For a kunne lage probe for in situ i sebrafisk embryo ma vi klone sebrafisk cDNA inn i
pCR2. 1-TOPO® vektor. cDNA fra voksen sebrafisk og cDNA fra embryo (9-16 hpf) ble
brukt som templat i PCR reaksjonen der primersett zZDKK3cDNA. FW og zDKK3cDNA.
REV(se tabell.1) var forventet a gi et produkt pa 1100 bp. Der cDNA fra voksen sebrafisk ble
brukt som templat, ble to band: ca (1)1600 og (2)1000 bp observert. Sebrafisk cDNA fra
embryo (9-16 hpf) ga ingen produkt. Det ble ikke tatt bilde av gelen siden begge bandene fra
cDNA fra voksen Sebrafisk ble kuttet ut av gelen og renset vha QIAquick gel extraction kit.
Fragment 1 og 2 ble klonet inn 1 pCR2.1-TOPO® vektor og transformert inn i kompetente
DH5a celler(E.coli). bakteriesuspensjonene ble spredt pa agarplate Neste dag ble kolonier
plukket, og inkubert over natt i LB-medium. DNA plasmid fra prevene ble og kjort pa

agarosegel, se figur 4.1
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Figur 4.1 Kjgring av DNA miniprep prgvene pa agarosegel for & bekrefte insert av
sebrafisk DKK3 kodende region i pCR2.1-TOPO® vektor. Ukuttet plasmid ble kjort pa
0,7 % agarosegelen. Prove nr. 12 og 15 ser ut til 4 ha en insert siden de beveger seg saktest i
gelen.

Ladder nr. 3 (se materialer delen, under laddere) ble brukt her.

Prove nr 12 og 15 ble videre kontrollkuttet med restriksjonsenzymer for & avgjere om
inserten 1 vektoren har storrelse og riktig retning. EcoRI kuttsete er 4 bp utenfor det klonede
PCR produktet pa begge sider av fragmentet (fig. 4.2 A) og vil derfor vise hele lengden av
det klonede PCR fragmentet. Dersom dette er klonet i riktig vei vil kontroll kutting med
enzymet Sacl gi en liten fragment pa ca. 44 bp og en pé ca 4000 bp (se figur 4.2 A). Men om
den er klonet 1 feil retning 1 vektoren vil det vere et fragment pa 1072 bp og en pa ca. 3000

bp.

Resultatet av kuttingen er vist 1 figur 4.2 B. og 4.2 C. og bekrefter at prove nr 12 har et insert
av rett storrelse, og at det ser ut til 4 sté rett vei 1 vektoren. Praven ble sendt til sekvensering,
men det var vanskelig a fa en god sekvens og da vi omsider fikk en brukbar sekvens viste det
seg at det ikke var sebrafisk DKK3 cDNA’et som var klonet. Dermed ble ikke denne delen
av prosjektet fullfort.
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Figur 4.2 kontrollkutting med restriksjonsenzymet EcoRI for bekrefte kloning av
zfDKK3 kodende sekvensen i pCR2.1-TOPO vektoren. A. skjematisk fremstilling av
zfDKK3 kodende sekvensen inn i pCR2.1 -TOPO" vektor der PCR fragmentet er
rektangelboksen og streken er plasmidet. Kuttsetene til restrikjonsenzymet EcoRI, Sacl og
Xhol er ogsa vist. B. Preve nr. 12 og 15 har et bdnd pa 1000 basepar som er ca samme
storrelse som promotersekvensen. Det er lagt en figurboks til fragmentet i bildet siden den
synes sa darlig pa bildene. C. Preve nr 12 og 15 ble kontrollkuttet med restriksjonsenzymet
Sacl for & bekrefte riktig retning pa sekvensen i pCR2.l-TOPO® vektor.
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4.2 PCR av mDKK3 og hDKK3 promoter

For & kunne klone DKK3 promoteren fra mus og menneske i pCRZ.l-TOPO® vektor blir det
forst utfort PCR reaksjon. Det ble brukt forsjellig primersett for sjekke om det var mulig &
oppné ensket produkt med disse. De forventede storrelsene til PCR produktene for promoter
kloningen er, for DKK3 promoter fra menneske 1700 og 724 bp og for DKK3 promoteren fra
mus 1678 bp og 792. PCR produktene ble kjort pa agarosegel og resultatet som vist i figur
4.3. Primerkombinasjon MID.FW + NEW.REV ga et ca. 800 bp fragment som passet i
storrelse med det som var forventet (792 bp). Preverer nr. 5 inneholder mDKK3 promoter
som har rett storrelse. Prove nr. 5 fra DyNAzyme Ready Mix ble gétt videre med for kloning
i pCR2.1-TOPO" vektoren.

DyNAzyme DyvINAzyme Ready
Mix

Figur 4.3 PCR produktene ble kjort pa agarosegel for a visualisere basepar storrelse.
Forventet rett storrelse for mDKK3 er av 792 bp. Prove 1 bronn nr.5 har riktig sterrelse.
Folgende primere kombinasjoner ble utprevd i kombinasjon med DyNAzyme Ready Mix og
vanlig DyNAzyme i samme rekkefolge som pa agarosegelen:
hDKK3 prom MID + hDKK3 prom REV, hDKK3 prom FW + hDKK3 prom REV, hDKK3
prom MID + hDKK3 prom REV, hDKK3 prom FW + hDKK3 prom REV. mDKK3 prom
MID + mDKK3 prom REV mDKK3 prom FW + mDKK3 prom REV
Ledder nr. 4 ble benyttet i dette forseket (se materiale delen for ladder).

Videre ble mDKK3 promoterfragmentet klonet i pCR2. 1-TOPO® vektor og transformert inn i
kompetente DH5a celler(E.coli). Bakteriesuspensjonene ble spredt pa en agarplate med
amipicillin seleksjon. Neste dag ble kolonier plukket og inkubert i over natt i LB medium.
DNA plasmid fra prevene ble isolert og kjort pa agarosegel (se figur 4.4 A). Deretter ble de
som sa ut til 4 ha en insert kontrollkuttet med restriksjonsenzymet EcoRI (se figur 4.4 B) for

a bekrefte kloning av og se pé sterrelsen til DNA fragmentene 1 pCR2.1 -TOPO" vektoren.
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Figur 4.4 A. Skjematisk fremstilling av DKK3 promoteren i pCR2.1 _TOPO" vektor der
promoter fragmentet er rektangelboksen og streken er plasmidet. Kuttsetene til
restrikjonsenzymet EcoRI, Sacl og Xhol er ogsé vist. B. mDKK3 promoterfragmentet ble
klonet 1 pCR2. 1-TOPO" vektor og transformert inn i kompetente DH5a celler (E.coli).
Miniprep provene ble kjort pd agarosegel og ut ifra vandring i gelen ser det ut til at flere
(Prevenr.1,2,3,4,6,7,8, 13, 14, og 16) av plasmidene har insert i vektoren. C.
Kontrollkutt med restriksjonsenzym for & se pa sterrelsen til de klonede DNA fragmentene 1
pCR2. 1-TOPO" vektoren. Promoterfragmentet som har sterrelse pa 792 bp blir kuttet ut av
vektoren ved hjelp av EcoRI kutter pa ca.4 bp pa hver side av promoterfragmentet (fig. 4.2
A). Pragve nr. 6 valgt til & ga videre med siden den har riktig sterrelse pa insertet. Ladder nr.2
ble benyttet i gel elektroforesen.
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Miniprep nr. 6 har et insert av korrekt storrelse, s& denne DNA—prepen blir sekvensert(se
appendiks 2). Sekvensen bekrefter at det er mus DKK3 promoteren som er klonet i pCR2.1-
TOPO® vektoren. Prove nr. 6 ble derfor benyttet i neste steg der mDKK3 promoteren blir
kuttet ut av pCR2.1-TOPO® vektoren og klonet i pGL3-basic vektoren. Denne vektoren
brukes som reportergen vektor siden den har luciferase aktivitet, og skal brukes til

transfeksjon av Hela celler.

Promoterfragmentet fra mDKK3 ble kuttet ut av pCR2. 1-TOPO® vektor med restriksjons
enzymene Kpnl og Bglll. Disse setene vises ikke pa kartet til mDKK3 promoteren, men ble
puttet inn 1 PCR primerne da disse ble lagd for & klone denne sekvensen. pGL3-basic
vektoren ble linearisert med de samme enzymene. DNA fragmentene ble kjort pa 0,7 %
agarosegel (se figur 4.5). Forventet storrelse pa promoterfragmentet er pa 792 bp. Den

forventede sterrelsen pa pGL3—basic som blir linearisert med Kpnl og BglII er 4818 bp.

Pé denne gelen(se figur 4.5) ble det observert 2 bidnd med ganske lik storrelse. Derfor ble det
bestemt at begge disse bandene skulle kuttes ut og klones i pGL3-basic vektoren. DNA

fragmentet med minst sterrelse blir kalt L og det storste bidndet S.

IMinprep nr.&  pGL3-basic

S000
4000

2000

1000

Figur 4.5 Promoterfragmentene ble kuttet ut av pCRZ.l-TOPO® vektor med restriksjons
enzymene Kpnl og Bglll. Forventet storrelse pa promoterfragmentet er pa 792 bp. For pGL3-
basic som blir linearisert med Kpnl og Bglll er den forventede storrelsen pa 4818 bp og den
vises ogsa i det omrddet. Ladder nr. 2 ble benyttet
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DNA fragmentene ble kuttet ut av gelen og renset med ved hjelp av QIAquick Gel Extraction
Kit. De rensede promoterfragmentene og pGL3-basic vektoren ble ligert og transformert inn i
kompetente DH5a. celler (E.coli). Agarplater med amipicillin seleksjon ble brukt til & spre
bakteriesuspensjonene pa. Kolonier fra begge platene ble plukket og inkubert over natt i LB
medium tilsatt amipicillin. DNA plasmid fra pravene ble isolert vha QIAprep® Miniprep og
kjort pd agarosegel (se figur 4.6 B).

De fleste koloniene fra begge platene inneholdt plasmid med insert (figur 4.6 B). Kpnl og
BgllII ble derfor brukt for & kutte ut og se pd sterrelsen for tre minipreper fra begge
agarplatene. Overraskende nok viste det seg at fragmentene som var klonet pd S og L platen
hadde samme storrelse(figur 4.6 C). Vi valgte derfor & g videre med miniprep nr. 2 fra plate
L og denne ble verifisert ved sekvensering og brukt bade til transfeksjon og

delesjonsanalyser.
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Figur 4.6 A. Bildet viser en skjematisk fremstilling av mDKK3 promoteren i pGL3-basic
vektoren, der rektangelet er promoterfragmentet og streken er plasmidet. Kuttsetene til Kpnl,
Sacl og BglllI er ogsa vist. B. viser basepar storrelse for promoterfragmentet i pGL3-basic
vektoren. Bronn nr.1-13 viser miniprep fra plate L(liten) og 1- 11 er fra plate S(stor). Siste
brenn viser kun pGL3-basic vektoren uten insert. Bilde viser at de fleste av provene har
insert. C. kontroll kutting med restriksjons enzymene Kpnl og Bglll, for & bekrefte at
inserten har riktig sterrelse. Forventet storrelse er pa 792 bp for promoter fragmentet og 4818
for pGL3-basic plasmidet. Ladder nr. 2 ble benyttet.

43



4.3  Transiente transfeksjoner og reportergen assay

For & undersgke om Pax6 pavirker uttrykket/ aktiviteten til musDKK3 promoteren ble det
utfort reportergen assay. Hela celler ble transfektert med pKW10, pKW-Pax6 og pKW-
Pax6(5a) plasmider sammen med pGL3-mDKK3 eller tom vektor pGL3-basic med luciferase
aktivitet. Etter et degn ble cellene hestet og luciferase aktiviteten malt. Mengden pé
luciferase protein er et mal pa hvor effektiv Pax6 og Pax6(5a) proteinet var i
transkripsjonsaktiveringen. Som det géar fram i figur 4.7 ser vi gkning i
transkripsjonsaktiviteten til mDKK3 promoteren i cellene som ble transfektert med pKW-
Pax6 og pKW-Pax6(5a) plasmider, sammenlignet med aktiviteten i de cellene som ble

transfektert med tom vektor (pKW10).

Pax6(5a) isoformen ser ut til 4 oke utrykket 3 ganger mer enn Pax6 gjor.

500 A

450 D pGL3 basic

A00 - B pGLFmDkkIprom
350 A

luc/B -gal x 1000
rJ
n
-]

a N
pkW-10 pKW-PaxG pKW-PAGEaE)

HeLa cells transfectad with the mouse DKK3 promoter (24/11-10)

Figur 4.7 Reporter gen assay viser gkt transkripsjonsaktivitet til mDKK3 promoteren
mediert av Pax6 og Pax6(5a) uttrykk. I Hela celler ble 0,5ug pGL3-basic eller pGL3-
mDKK3 promoter co—transfektert med 0,5ug pKW10, pKW-Pax6, eller pKW-Pax6(5a) per
brenn i 6-brenners brett. Tre brenner ble brukt per transfeksjon. Cellene ble hostet etter 36
timer etter transfeksjon og luciferase aktiviteten ble malt og normalisert mot f—gal.
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Béde Pax6 og Pax6(5a) ser ut til & gke uttrykket for mus DKK3 promoteren. Videre var det
interessant & underseke om reporter gen assay ville vise en dose-respons sammenheng
mellom Pax6 og Pax6(5a) aktiviteten 1 pGL3-mDKK3 promotor. Dermed ble transfeksjoner
med konstant mengde pGL3-mDKK3 promotoren plasmid og ekende mengde
ekspresjonsvektor for Pax6 og Pax6(5a) gjennomfert. Tom vektor, pPKW10, ble brukt som
kontroll. Forseket ble gjentatt 3 ganger og transkripsjonene viste at det er en viss
sammenheng mellom mengde Pax6 og Pax6(5a) brukt i transfeksjonene og tilsvarende okt

uttrykk av mDKK3.

Hela celler trans fektert med mus DKK3 promoter
160 -
W D
140 4 B WP e
120 4 OO PN S )
-
= 100 o
3 809
=
¥ &0+
-
40 4
N s A e
o - T T T T
peLE pGLE. [ e PFELALpasic 1 pGLIbazic 2 pGLIbasic 4
mDEH3pmom  mDEESpmom  miDe FSprom
0,25ug 0,5pg Ipg
DD
1500 =
B WP axk
1600 - OV P A S
1400 -
= 1200 -
2
= 1000
%
= G00
]
o GO0
400 =
200 4
L] r T T
pLS- peLE- peLE-  pOL3basic1 pGli-basic 2 pGL3bacic 4
miH I3prem mDKK3peoen  mDEE 3prom
0.25ug 0,58 lpg

Hela celler transfektertmed mus DEKKI promoter

Figure 4.8 Reporter gen assay viser i 2 av 3 forsgk at det er en sammenheng mellom
mengden Pax6 og Pax6(5a) som cellene ble transfektert med og ekende nivaet pa promoter
aktivering. I Hela celler ble 0,5ug pGL3-basic eller pGL3-mDKK3 promoter ko—transfektert
med ekende konsentrasjoner (0,25ug, 0,5ug, og 1ug) pKW10, pKW-Pax6, eller pKW-
Pax6(5a) per bronn i 6-brenners brett. Tre brenner ble brukt per transfeksjon. Cellene ble
hostet etter 36 timer etter transfeksjon og luciferase aktiviteten ble malt og normalisert mot

B—gal.
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4.4 Delesjonsanalyser av mDKK3 promoteren

Siden Pax6 og Pax6(5a) ser ut til & aktivere mDKK3 promoteren ble det gjort
delesjonsanalyser for & se om omradet Pax6 binder til kan mappes. Siden Sacl kutter midt i
mDKK3 promoteren og ikke 1 plasmid vektoren kan det gjores kutting pd pGL3 mDKK3
promoteren (se figur 4.10 A 1.) med Kpnl og Sacl (se figur 4.10 A 2.) og en kutting med
Sacl/ og BgllII (se figur 4.10 A 3) for & lage konstruksjoner der halvparten av promoteren er
delert. Provene ble kjort pa agarosegel (se figur 4.10B), og det starste bandet til prave 1 og 2
ble kuttet ut og renset. Deretter ligeres endene slik at vi far de enskede plasmidene med
forkortede/kuttede promoterfragmenter.
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Figur 4.9 A. Skjematisk fremstilling av det ukuttede mDKK3 promoter fragmentet i pGL3-
basic vektoren(1) og mDKK3 promoter fragmentene som ble deletert fra 3’ enden (2) og den
som ble deletert fra 5 enden (3). B. I brenn 1 og 2 ser vi pGL3 mDKK3 promoterA3 og
pGL3 mDKK3 promoterAS5, de gverste bandene ble kuttet ut og renset for ligering. I brenn
tre er pGL3 mDKK3 promoter som er kuttet med Kpnl og BglII for & kontrollere om det var
en vellykket kutting. Ladder nr 2. ble brukt her.
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Etter at de lineariserte plasmidene ble ligert sammen, ble de transformert i kompetente DHS5a
(E.coli) celler og spredt pa en agarplate med amipicillin seleksjon. Neste dag ble kolonier
plukket, og inkubert i LB medium over natten. DNA plasmid fra prevene ble isolert og
provene for konstruksjon A3 ble linearisert med Kpnl og pravene for konstruksjon A5 ble
linearisert med BglII og kjert pa agarosegel (se figur 4.10). Forventet storrelse pa
fragmentene er 5226 bp. Resultatene viser at trunkering av promoterfragmentet har fungert
for nesten alle provene for pGL3 mDKK3 promoterAS5, prove nr. 7 ble valgt til 4 gé videre
med for midiprep for transfeksjon. For pGL3 mDKK3 promoterA3 ble det valgt 4 gd videre
med prove nr. 5 Prevene ble sendt til sekvensering, men det var ikke mulig & fa gode
sekvenser. I utgangspunktet var det meningen at disse konstruksjonene skulle brukes i
Transiente transfeksjoner og reportergen assay. Det ble gjort et forsek uten noen resultat, og

det ble dessverre ikke tid til 4 gjenta transfeksjon flere ganger.
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Figur 4.10 A. De ferste 10 brennene viser prover fra plate 1 med plasmider som har pGL3
mDKK3 promoterAS5 i kolonne 11 er det kontrollkutting av pGL3-mDKK3 promoteren med
Bglll. B. De forste 9 brennene viser prover fra plate 2 som har plasmider pGL3 mDKK3
promoterA3 i, preven siste brennene inneholder kontrollkutting av pGL3-mDKK3
promoteren med Kpnl. Ladder nr 2. ble brukt her.
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4.5 Transfeksjon og uttrykk av Pax6 og Pax6(5a) plasmider om siRNA

Innledende qPCR bekreftet funnene i genekspresjons microarray, og viste at bade 3T3-Pax6
og Pax6(5a) cellelinjene hadde mer DKK3 RNA enn den opprinnelige cellelinjen (FlpIn3T3).
Dette er cellelinjer med stabilt uttrykk av Pax6 og Pax6(5a) over tid.

For & teste om transient uttrykk av Pax6 og Pax6(5a) vil fore til gkning av DKK3 uttrykket i
FlpIn3T3 cellene sé ble disse cellene transfektert med pKW10, pKWPax6 og pPKWPax6(5a).
Protein og RNA ble hestet etter 36 timer. Western blot viser at Pax6 og Pax6(5a) uttrykket er
veldig sterkt i disse cellene (se figur 4.11).

RNA ble renset og brukt til 4 lage cDNA og resultatet fra qPCR viste varierende resultater

(se tabell 1 og 2) og diskuteres i et senere avsnitt.

Fordi det tilsynelatende var stor forskjell mellom effekten av transfeksjon pa protein niva
(uttrykk av Pax6 og Pax6(5a)), og det vi forventet & se pA RNA niva (endret mengde DKK3)
sa vi pé transfeksjonseffektiviteten i Flpln-3T3 cellen. Dette ble gjort ved & inkludere
plasmider for grent fluoriserende protein (GFP) i en av transfeksjonene. Ut ifra bildene(de
som ikke er vist ogsd) viste resultatene at transfeksjonseffektiviteten var pa ca 15-20 % for de
cellene som ble transfektert med 3 ul Lipofectamin "™ 2000 (Invitrogen) og dette kan
forklare hvorfor det er sa stor forskjell mellom effekten av transfeksjon pa protein niva enn

pa RNA nivaet.
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45.1 Bilder fra transfeksjon med plasmider som koder for pKW 10, pKW Pax6 og
pKW Pax6(5a) i 3T3K-celler for a kontrollere transfeksjonseffektiviteten.

Figur 4.11 Bildene viser A. 3T3K med GFP 3 ul Lipofectamin, BF, B. 3T3K med GFP 3
ul Lipofectamin, FL, C. 3T3K med GFP 1,5 ul Lipofectamin BF, D. 3T3K med GFP 1,5 ul
LP, FL. Ut ifra bildene som ble tatt av de cellene som ble transfektert med GFP som koder
for grent fluoriserende protein, kan vi méle transfeksjonseffektiviteten. Etter 24 timers
inkubering ble celle observert i mikroskopet enten med bright field, (BF) eller med
Fluoriserende lys, (FL). Forskjellige omrader i brennene ble observert og flere bilder ble tatt.
Her har vi valgt & ta med 2 bilder av forskjellige omrader i 2 brenner med. Det ble til
sammen tatt 4 bilder fra forskjellige omrader for & beregne transfeksjonseffektiviteten. I den
ene ble det brukt 1,5 ul Lipofectamin "™ 2000 (Invitrogen), mens i den andre er det brukt 3
ul. I de cellene som ble transfektert med 3 ul Lipofectamin ™ 2000 (Invitrogen), er
transfeksjonseffektiviteten pd ca. 15-20 %, mens den er pa mindre enn 10 % péd de med 1,5 pl
Lipofectamin ™ 2000 (Invitrogen).
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45.2 Western Blott

For & undersgke om transfeksjon av Pax6, og Pax6(5a) ekspresjons plasmid i1 FIpIn-3T3-
Kontroll cellene var vellykket ble Western Blott gjennomfoert. Ved & lage en separerende
polyakrylamid gel ble proteinene separert etter lengden pa polypeptid kjedene. For a finne de
spesifikke proteinene som ble utrykket for Pax6 og Pax6(5a) ble primarantistoffer som
gjenkjenner disse og sekundarantistoffer konjugert med HRP anvendt pa
nitrocellulosemembranen. For & kontrollere at likt mengde protein fra prevene hadde ble
membranen strippet og inkubert med antistoff mot actin. Det ble observert 2 sterke bdnd ved
50 kDa. For Pax6 antistoffet, der bandet i Pax6(5a) preven som forventet var litt tyngre enn
bandet til 1 Pax6 proven (figur 4.11A). Ingen Pax6 protein detekteres 1 kontrollen transfektert
med tom vektor. Bruk av actin antistoff gir et bAnd med pé 43 kDa og bekrefter at lik mengde

protein—ekstrakt satt pa for alle provene.
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Figur 4.12 Western Blott analyse av Pax6, og Pax6(5a) plasmid i FIpIn-3T3-Kontroll celler.
A. Her ser vi uttrykket av Pax6 og Pax6(5a) veldig sterkt pa bildet mens det ikke er noe
uttrykk for kontrollen pKW10. B. viser actin uttrykket i cellene som ble brukt. Dette
indikerer at det ble satt like mye proteiner fra hver prove pé gelen. Pax6 antistoffet ble ikke
fullstendig strippet fra membranen og man observerer derfor band pa ca. 50 kDa.
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- SiIRNA transfeksjon

3T3-Pax6 og 3T3-Pax6(5a) cellene ble transfektert med mPax6 siRNA for a sla ut Pax
uttrykket. I tillegg ble uspesifikt scr siRNA brukt som kontroll og Fluoricent oligo ble brukt
som marker pé transfeksjonseffektiviteten. Da cellene ble undersgkt under mikroskopet etter
transfeksjonen, ble det konstatert at transfeksjonseffektiviteten var ca. 20-25 %. RNA og
proteiner ble hostet ble da hestet for gJPCR og WB.

Det ble gjennomfert WB med proteinene, men det ble ikke observert noen tydelige
forskjeller i mengden Pax6 proten pd membranen. En grunn til at det ikke var noen forskjell
kan skyldes den darlige transfeksjonseffektiviteten og derfor kan vi ikke observere noen
forskjell pé protein nivd. Derfor ble det bestemt at det ikke skulle gjores analyser pa RNA-
nivé for de Pax6 siRNA transfekterte cellene.

45.3 Quantitative polymerase chain reaction (QPCR)

Kvantitativ eller real time polymerase chain reaction (QPCR) er en metode basert pd de
generelle PCR prinsippene. En stor forskjell er at denne metoden amplifiserer og
kvantifiserer mengden DNA mens reaksjonen pdgar (in real time) i stedet for at det gjores
helt til slutt. Mengden/kvantiteten kan enten males som en absolutt tall av antall kopier eller

en relativ mengde nér det normaliseres mot en normaliserende gen.

I figur 4.13 og 4.14 vises det eksempler pa en smeltekurve og en amplifikasjon kurve.
Dissosiasjonen av SYBR Green fra DNA trddene ved oppvarming vil forarsake sterk
reduksjon av fluorosensen. Det er viktig & utfore smelte kurve analyser for & kontrollere
spesifisiteten til PCR reaksjonen.

Det gjores ved a se pa PCR produktenes homogenitet og kontrollere at det ikke finnes Primer
dimere (biprodukter) som gir ungyaktighet i mélingene. Det finnes to méter a
detektere/gjenkjenne produktene 1 qPCR. I denne oppgaven bruker vi fluoriserende farge
(SYBR™ Green, QIAGEN) som binder til dobbelt tradig DNA. Dette forer til fluorescens.
Nér mengden av DNA som blir amplifisert eker vil intensiteten til fluorescensen eke. Dette
registreres for hver syklus, og tillater oss @ male DNA konsentrasjonen. Nar det n@rmer seg
den lineare fasen til amplifikasjon, vil fluorescens mengden gke over bakgrunnen. Ved et
punkt vil fluorescens mengden vaere mélbar, dette kalles for threshold cycle (Ct) (se figur

4.14)

51



Figur 4.13 Dissosiasjon/smeltekurve analyser for mDKK3 og mNono primere.
Dissosiasjon/smeltekurve analyser gjores etter endt qPCR reaksjon. Smeltekurven analysen
utferes i tre steg. Forst vil alle komponentene denatureres ved 95 °C deretter gjores
temperering/annealing ved en forhandsinnstilt temperatur, og helt til slutt en gradvis ekning i
temperaturen til 95 °C. Ved det siste steget blir intensiteten pa fluorescensen monitorert for &
fa en smeltekurve. i i takt med denaturering av PCR produktene vil fluorescensen minke for
reaksjoner der SYBR™ Green er benyttet.

Dersom det ikke finnes dobbelt topper i grafene er primerne ’godkjent”.
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Fluorescence (dR)

Figur 4.14 Eksempel pa amplifikasjon kurve. P4 y-aksen er mengden pa fluorescens som
blir mélt 1 lepet av forseket mélt. P4 x-aksen blir antall sykluser vist. Den rede linjen som gér
gjennom kurven viser det punktet er fluorescens mengden er malbar, dette kalles for
threshold cycle (Ct). Lave Ct verdien viser at det er starre mengder av cDNA i
utgangspunktet og trenges derfor faerre sykluser for & oppnéd Ct verdien. Jo mindre spredning

mellom parallellene, desto mer neyaktig blir malingene.

3T3-Kontroll celler ble transfektert med plasmid som koder for Pax6 og Pax6(5a). I tillegg
ble pKW-10 som ikke har noe Pax6 aktivitet brukt som kontroll. Cellene ble studert ved bruk
av et fluoresence mikroskop (Zeiss Axiovert S 100). Cellene ble hestet etter 24 timer og
RNA konsentrat ble hostet og renset ved bruk av RNeasy Plus Mini kit, RNA prep
(QIAGEN). Sa ble det cDNA laget fra det rensede RNA—et. Resultatet til qPCR viser ikke
det vi hadde forventet, altsd oppregulering av DKK3 uttrykket i cellene. I tabell 4.1 og 4.2 er
fold verdiene oppsummert for Pax6 og Pax6(5a) mot kontrollen pKW10. Disse verdiene
viser heller det motsatte av det som ble forventet. For Pax6(5a) er det kun en verdi som har
veldig hey fold verdi, men de andre verdiene viser tegn pa represjon eller veldig lave verdier
(1,11 og 1,57) som er ubetydelig ekning i uttrykket. Det ble gjort flere forsek & fa til den ene
heye verdien som vi fikk pé det ene forseket gjort 24.01.2011. Men den heye verdien lot seg
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ikke gjenprodusere og istedenfor ble kun represjon av uttrykket til DKK3 i cellene som ble
transfektert.

Tabell 4.1 qPCR resultater fra forskjellige forsek(datoer) for Pax6 vs. pPKW10 og beregnet
endring i mengde DKK3 transkript (fold—verdi )

Primer sett FIpIn-3T3kontroll - Pax6 vs. Fold
FlpIn-3T3kontroll - pKW10
01.02.11 -1,8
01.02.11 -1,3
Dkk3 01.02.11 1
24.01.11 -1,1
20.01.11 -1,7

Tabell 4.2 qPCR resultater fra forskjellige forsek(datoer) for Pax6(5a) vs. pPKW10 og
beregnet endring i mengde DKK3 transkript (fold—verdi )

Primer sett  FlpIn-3T3kontroll - Pax6(5a) vs| Fold
FIpIn-3T3kontroll - pPKW10
01.02.11 1,1
01.02.11 -1,3
Dkk3 01.02.11 1,6
24.01.11 7,5
20.01.11 -2,4

For utfyllende informasjon se pd Appendiks 1.
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5. Diskusjon

5.1 Kloning av sebrafisk cDNA i pCRZ.l-TOPO® for probe for in situ.

DKK3 ble forst observert som mulig malgen for Pax6 ble gjort i cellekulturer. For & kunne
underseke om DKK3 gen—uttrykket lar seg bli pavirket i nervearet eller fravaeret av Pax6 1 et
levende organisme (her sebrafisk embryo) er RNA in situ hybridiseringen den beste metoden
a ta i bruk.

RNA in situ hybridiseringen er en teknikk som brukes for detektere og lokalisere spesifikke
DNA sekvenser eller RNA ved hjelp av komplementere prober av gensekvenser.
Visualiseringen av proben gjores ved at den enten har en fluorescent merkelapp pa seg, eller
at den har innebygget varianter av nukleotider (DIG eller fluorescein). Bruk av
fluorescerende prober kan péavise hele kromosomer, deler av kromosomer eller enkelt gener i
celler og vev, og pa denne maten viser at det er en stor grad av likhet 1 sekvensen.
Fluoresence mikroskopi brukes for & se hvor fluoresencen oppstar nar proben binder til
genomet. Sebrafisk cDNA som ble forsekt klonet i pCR2.1-TOPO® er proben, og sebrafisk
embryoet er “vevet” der uttrykket av DKK3 og Pax6 skulle bli undersekt for & se pa hvilke

organer de befinner de seg 1.

Dessverre klarte ikke vi & klone cDNA’et i pCR2.1-TOPO®. Som det gér ut ifra figur 4.2B.
og 4.2 C ser det ut til at det finnes en insert, og etter mange forsek pa a sekvensere denne
proven, viste det seg at det ikke var sebrafisk cDNA i det hele tatt. Dermed ble denne delen
av forseket lagt pé is pga. mangel pa tid.

Grunnen til at cDNA kloningen ikke ble vellykket er kan vare kvaliteten pd cDNA
primersettet som ikke var optimal. Det ser ut til at primersettet har gjenkjent og amplifisert

noe annet. Nye primere og evt. hgyere annealing—temperatur kunne vart prevd.
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5.2 Kloning av DKK3 promoteren fra mus og menneske i pGL3-basic
reportervektor for transfeksjoner, reporter gen assay, Western blott
0g gPCR.

Utgangspunktet for denne oppgaven er basert pa forskningen til Kiselev og kollegaer for &
oppdage nye malgener til Pax6 og Pax6(5a) isoformen. DKK3 blir regulert av begge
isoformene til Pax6. Kiselev og kollegaer brukte genekspresjons microarray og qPCR for &
lage en oversikt over mélgener, de to Pax6 isoformene regulerer. De oppdaget et lite, men
signifikant antall gener som blir kontrollert av Pax6 og Pax6(5a). I disse undersgkelsene viste
det seg at DKK3 er 18 fold oppregulert av Pax6(5a) 1 FlpIn-3T3-fibroblaster fra mus, og 3
fold oppregulert av Pax6 (Tonje Engevik Eriksen'™ et al., 2010).

Interessen blir forsterket nar studier av Pax6 og DKK3 viser ssmmenhenger mellom dem.
Selv om det ikke er skrevet direkte om denne sammenhengen kommer det tydelig fram nar vi
ser nermere pa hva slags organer, vev og celler Pax6 og DKK3 blir uttrykket i. Bdde Pax6
og DKK3 blir uttrykket i retina, gyelinsen, og i deler av hjernen og i beta cellene i pankreas.
Uttrykket til Pax6 og DKK3 blir til og med observert i samme celletyper. Blant annet er de
uttrykket 1 retina; Muller glia, den indre nukleare laget (INL) og ganglion cellelaget
(Nakamura et al., 2007, Ang et al., 2004, Hermann et al., 2007).

Det Kiselev og hans kollegaer gjorde var en stabil transfeksjon av Pax6 og Pax6(5a)
plasmider 1 FlpIn-3T3-fibroblaster som gikk over lengre tid (flere uker). Vi var interessert i
hvordan tidsaspektet pavirker mus DKK3 uttrykket i cellene. Derfor gjorde vi transiente
transfeksjoner som gikk over 36 timer. Dette vil ogsa si noe om Pax6(5a) og Pax6 har en
direkte effekt pa mus DKK3 eller om de aktiverer andre signalveier for & oke uttrykket til
mus DKK3.

I dette prosjektet ble DKK3 promoteren fra bade mus og menneske forsekt klonet i
reportergen vektor, men kun kloning av mus DKK3 promoteren ble vellykket og derfor
valgte vi & ga videre med eksperimentet uten menneske DKK3 promoteren.

Mus DKK3 ble transfektert ssmmen med plasmider som kodet for Pax6 og Pax6(5a) og

aktiveringsgraden til mDKK3 promoteren ble mélt ved forskjellige metoder.
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Noen av disse metodene som ble brukt for & se pd promoteraktiviteten til mDKK3 ga
resultater som vi hadde forventet, mens andre ga resultater som var stikkmotsatte av det vi

hadde regnet med. Disse blir diskutert hver for seg under.

5.2.1 Reporter gen assay

Hela celler ble transfektert med pKW10, pKW-Pax6 og pKW-Pax6(5a) plasmider sammen
med pGL3-mDKK3 eller tom vektor pGL3-basic med luciferase aktivitet for & kunne utfore
reporter gen assay. Som resultatene i del 4.3 og figurene 4.7 og 4.8 viser, ble transaktivering
mediert av bade Pax6 og Pax6(5a) av mDKK3 promoteren. mDKK3 promoteren ble i
sterkest grad pavirket av Pax6(5a), som forventet, siden DKK3 er en Pax6(5a) spesifikk
mailgen(Tonje Engevik Eriksen'" et al., 2010). For 4 se om mengden av Pax6 og Pax6(5a)
plasmider hadde noe betydning for hvor mye ekningen til uttrykket av mDKK3 promoteren
kom til & veere ble det utfort titreringsforsek der mengden med pKW10, Pax6 og Pax6(5a)
plasmidene gkte. Mengden av plasmidene viste seg 4 ha betydning (se figur 4.8) og den okte
1 takt med okt mengde Pax6 og Pax6(5a).

5.2.2 Western blot

FIpIn-3T3-Kontroll celler ble transfektert med Pax6, og Pax6(5a) ekspresjons plasmid.
Proteinene som ble hostet ble brukt i Western blot analyse for se om Pax6 og Pax6(5a)
uttrykket pa proteinnivaet. Resultatene viser tydelig sterk uttrykk av bade Pax6 og Pax6(5a).
Dette ga god utgangspunkt for & se om mDKK3 uttrykket ble oppregulert i qPCR.

5.2.3 gPCR

cDNA ble syntetisert fra RNA ekstraktene som ble hestet fra FlpIn-3T3-Kontroll cellene
transfektert med plasmidene. qPCR reaksjon ble gjort for 4 se om DKK3 hadde blitt pavirket
av Pax6 og Pax6(5a). Resultatene i denne delen viste (se del 4.4.3) at oppregulering av
mDKK3 uttrykket ikke hadde skjedd. Det kan veere mange grunner til hvorfor gPCR
resultatene ikke ble som vi hadde forventet.

Da Kiselev og kollegaer gjorde var en stabil transfeksjon av Pax6 og Pax6(5a) plasmider i
FlpIn-3T3-fibroblaster, fikk de resultater som viste at DKK3 uttrykket blir oppregulert av
begge isoformene (i ulik grad). Men i forsegkene vi gjorde var det kort tid (36 t) mellom

eksponering for plasmidene, til cellene ble hostet.
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En viktig grunn er transfeksjonseffektiviteten i cellene. I figur 4.11 har vi tatt bilder av
cellene med flouresence lys, og med vanlig bright field. Ut ifra bildene og observasjonen som
ble gjort kan vi konkludere med at transfeksjonseffektiviteten er pa ca.15-20 %. Dette er 1
utgangspunktet ikke sd veldig hay, og det betyr at mange av cellene er ikke blitt transfektert.
Dermed ble mengden RNA som er uttrykt i de cellene som ble transfektert med plasmidene,
fortynnet og resulterte i de qPCR resultatene vi fikk.

Forskjellen 1 tilgjengelighet til promoterene er (kromatin—struktur) vil antakelig ogsa kunne
forklare hvorfor reportergen assay og qPCR ga forskjellige resultater. I det transfekterte
pGL3-mDKK3 promoter plasmidet vil et evt. Pax6 bindesete vere lett tilgjengelig, mens de

vil veere pakket inn i kromatin i det naturlige genomet i cellene.

6. Konklusjon og fremtidige aspekter

Pax6 er en transkripsjons faktor som blant annet er en viktig del av reguleringen av
organogenesen og normal fosterutvikling. Mutasjoner i Pax6 genet forarsaker mange typer
sykdommer.

Det er vist at Pax6 og Pax6(5a) regulerer uttrykket av DKK3 uttrykket.

Hvorvidt DKK3 blir direkte kontrollert av Pax6 og Pax6(5a) er bekreftet i reporter gen assay,

men ikke 1 qPCR resultatene.

For a kunne bevise denne sammenhengen kreves det videre forskning i framtiden.

Det er viktig & gjennomfere in situ hybridisering med sebrafisk cDNA for faktisk & kunne se
om Pax6 og Pax6(5a) regulerer uttrykket til DKK3 i en levende organisme og hvilke organer
eller vev det skjer i.

Nér det gjelder de pabegynte delesjonsanalysene av pGL-mDKK3 promoteren, er det viktig &
fa sekvensert og verifisert at trunkeringen har fungert. Nar sekvensen er bekreftet vil det
gjores nye transfeksjoner av Hela celler for & kunne utfoere reporter gen assay. Dersom disse
konstruksjonene gir resultater i reporter gen assay, betyr det at vi er et steg naermere 4 mappe
Pax6 bindesete i promoter sekvensen. Dersom konstruksjonene ikke gir noen resultater i
reporter gen assay vil det si at det kanskje hele promoter sekvensen trenges for & kunne gi

uttrykk.
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8. Appendiks

Appendix 1.

Ra data til qPCR forsgk.

20,01,2011
Replicate Well Well Name Well Comment
1-- 3T3K-pKW10 dil, 1x5
2 - 3T3K-mPax6 dil 1x5
3---  3T3K-mPax6(5a) dil 1x5
7 - 3T3K-pKW10 dil, 1x5
8 ---  3T3K-mPax6 dil 1x5
9 ---  3T3K-mPax6(5a) dil 1x5
A10 --- --
Al2 -

24,01,2011
Replicate Well Well Name Well Comment
1--- 3T3K-pKW10 13,01,2011
2 - 3T3K-mPax6 13,01,2011
3 --- 3T3K-mPax6(5a) 13,01,2011
7 - 3T3K-pKW10 13,01,2011
8 ---  3T3K-mPax6 13,01,2011
9 ---  3T3K-mPax6(5a) 13,01,2011
— A7 — —
— A8 — —

01,02,2011
Replicate Well Well Name Well Comment
1--- 3T3K-pKW10 13,01,2011,C
2 - 3T3K-mPax6 13,01,2011, C
3 --- 3T3K-mPax6(5a) 13,01,2011,C
4 - 3T3K-pKW10 13,01,2011, C
5---  3T3K-mPax6 13,01,2011, C
8 ---  3T3K-mPax6 13,01,2011,C
9 ---  3T3K-mPax6(5a) 13,01,2011, C
10 ---  3T3K-pKW10 13,01,2011, C
11 ---  3T3K-mPax6 13,01,2011, C
12 - 3T3K-mPax6(5a) 13,01,2011,C
13 ---  3T3K-pKW10 13,01,2011, C
14 ---  3T3K-mPax6 13,01,2011, C
15 ---  3T3K-mPax6(5a) 13,01,2011, C
16 ---  3T3K-pKW10 13,01,2011, C
17 ---  3T3K-mPax6 13,01,2011, C
18 ---  3T3K-mPax6(5a) 13,01,2011,C
—— A7 — —
_— A8 — —

Dye

SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR

Dye

SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR

Assay
mDKK3
mDKK3
mDKK3
mNONO
mNONO
mDKK3
mDKK3
mNONO
mNONO
mNONO
mDKK3
mDKK3
mDKK3
mNONO
mNONO
mNONO
mDKK3
mNONO
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Assay
mDKK3
mDKK3
mDKK3
mNONO
mNONO
mNONO
mDKK3
mNONO

Assay
mDKK3
mDKK3
mDKK3
mNONO
mNONO
mNONO
mDKK3
mNONO

Well Type
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
NTC

NTC

Well Type Threshold (dR) Ct (dR)

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
NTC

NTC

5613,192
5613,192
5613,192
975,805
975,805
975,805

33,81
36,43
3531
24,16
23,84
24,42

5613,192 No Ct
975,805 No Ct

Well Type Threshold (dR) Ct (dR)

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
NTC

NTC

Ct (dR)
33,49
34,46
35,64
23,62
23,74
32,23

31,5
21,93
22,83
22,17
30,87

No Ct
30,72
23,44

No Ct
23,94

No Ct

No Ct

6373,69
6373,69
6373,69
2624,809
2624,809
2624,809

34,14
33,87

34,8
24,77
24,42
28,34

6373,69 No Ct
2624,809 No Ct



Beregning av ratio og fold verdier for gPCR resultatene

01022011
CONA dil. 16

33K cells with pWPa6
[primers |setting |ct targ contr [t targ samp [ct ref contr [ct ref sanp [RATIOsanpvs contr [fold |
MG PWIO-Pax6 vs pWIO BH 36 B& B7 0% 18
MG PWIO-Pax6 vs PO DA 223 2% 28 o’ 13
MG PWIO-Pax6 vs pWIO 087 NoQ BMNQ AALE 0

01022011
|primers |setting |t targ contr |t targ sanp ct ref contr [ct ref sap |[RATIOsampvs contr [fold |
NG PWIO-Pax6(58) v PO B0 B B& B2 T 11
MG PWIO-Pax6(58) vs PO DA 315 2% 217 0w 45
kG PWIO-Pax6(58) Vs A0 087 D72 BM 2% 15 157

24012011

CONA dil. 16

33K calls with pKWPax6
primers |setting |t targ contr [ct targ samp |ct ref contr [ct ref samp [RATIOsanpvs contr [fold |
MG PWIO-Pax6 vs pWIO 314 B8 2,77 282 0% 106
|primers |setting |t targ contr |ct targ samp |ct ref contr |t ref sap [RATIOsanpvs contr [fold |
MG PWIO-Pax6(5a) vs pWIO %14 8 2,77 2834 R IR

20012011
33K cells with pRHPaG
primers |setting |t targ contr [ct targ samp |ct ref contr [ct ref samp [RATIOsanpvs contr [fold |
NG PWIO-Pax6 VS PO BaL EXE) 2416 e} 0B 77
primers |setting |t targ contr |t targ samp |ct ref contr [ct ref sanp |RATIOsanpvs contr [fold |
MG PWIO-Pex6(58) vs PO BaL B3l 24,16 28 R 24
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Appendix 2.

Sekvens Reverse

Alignment (NCBI) av sekvensert miniprep nr. 6 (pCR-TOPO med mDKKS3
promoter insert), M13 REV primer, med mDKK3 promoter-sekvensen hentet
fra Ensemble genom-databasen (=Sbjekt).

Score = 194 bits (214), Expect = 6e-54
Identities = 124/141 (88%), Gaps = 0/141 (O%)
Strand=Plus/Plus

Query 85  CTTGNANNTCANCTTTGTTCATTCGAATTGNNTNANNGGTGGTCNTCGTCGTGGAGATAG 144

O O R R RN S sy
Sbjct 24  CTTGCAGCTCAGCTTTGTTCATTCGAATTGGGTGAGCGGTGGTCATCGTCGTGGAGATAG 83

Query 145 CCCAGCTGGGTCTCCCTTAGTTNNAGATGGGGGGCTCCATGCNTTTGCNTCGNGATGNGA 204

PEELRRERR e et Pene e e e e Pt e et 1l
Sbjct 84  CCCAGCTGGGTCTCCCTTAGTTAGAGATGGGGGGCTCCATGCATTTGCATCGCGATGGGA 143

Query 205 GGAGGATGAACTGNGAGGAGG 225

FELLREERRRELL 1
Sbjct 144 GGAGGATGAACTGGGAGGAGG 164

Sekvens Forward

Alignment (NCBI) av sekvensert miniprep nr. 6 (pCR-TOPO med mDKKS3
promoter insert), M13 FW primer, med mDKK3 promoter-sekvensen hentet
fra Ensemble genom-databasen (=Sbjekt).

Score = 1085 bits (1202), Expect = 0.0
Identities = 679/733 (93%), Gaps = 10/733 (1%)
Strand=Plus/Minus

Query 90  TCAGCTCCTCCACCTCTCGAAACATCTCATTGAGCGTAGCTTCCTCCTGAGGGTAGTTGA 149

R e e e e e e e e e el
Sbjct 796 TCAGCTCCTCCACCTCTCGAAACATCTCATTGAGCGTAGCTTCCTCCTGAGGGTAGTTGA 737

Query 150 GAGCTGGGCCCGGCTCCGCCGGAGTCCAAGTGACCGTCGGGGAAGGAGCAGGAGCAGTGG 209

ELLREEER e e e e e e e e e e e el
Sbjct 736 GAGCTGGGCCCGGCTCCGCCGGAGTCCAAGTGACCGTCGGGGAAGGAGCAGGAGCAGTGG 677

Query 210 GGACCGCCGCCGCCAGCNGTGTACACAGCAAAATACCCCCGAGCCGCTGCATGTTTGTTC 269

PEELRRERR Ry e e e e e e el
Sbjct 676 GGACCGCCGCCGCCAGCAGTGTACACAGCAAAATACCCCCGAGCCGCTGCATGTTTGTTC 617

Query 270 CGCGCTGGCCGCCGCCTGTGTGTCCCGGAAAGCTATCAAAGACTGCAGGACCAccectet 329

EEELRREER e e e e e e e e e e e el
Sbjct 616 CGCGCTGGCCGCCGCCTGTGTGTCCCGGAAAGCTATCAAAGACTGCAGGACCACCCCTCT 557

Query 330 tgcccgtcccgecccgecccgctgetcectgeccgeccccagatggagcgatacccageccece 389

NN NNy
Sbjct 556 TGCCCGTCCCGCCCCGCCCCGCTGCTCTGCCCGCCCCCAGATGGAGCGATACCCAGCCCC 497

Query 390 ctcccAGACTCAATCCCTGCTGGAAACAGTGGTGACCACTACTCNNNNCCAGCCTGGGTG 449
. IELREER LR e e e e e el L

Sbjct 496 CTCCCAGACTCAATCCCTGCTGGAAACAGTGGTGACCACTACTCCTCTCCAGCCTGGGTG 437

Query 450 CCCTTTGCACTCTANNCCTCCAAACCCCGTTCTAGTACCCAGGAAGAGCTCCACTTGACN 509
. PR e o e e e e e e e e e el

Sbjct 436 CCCTCTGCACTCTAAGCCCCCAAACCCCGTTCTAGTACCCAGGAAGAGCTCCACTTGACA 377

Query 510 CNCTTATGGAAACCCCAGCTCCGGAACCAAGGAACTCAAGTCTTCTACTCTTAATAGCAN 569

64



Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

376

570

316

630

256

690

201

750

143

810

85

LR e e e e e e e e e e e e e e
CGCTTATGGAAACCCCAGCTCCGGAACCAAGGAACTCAAGTCTTCTACTCTTAATAGCAG

ACCACTTGCCCGAATCAGGAGANATTATCTGGACTANNNNTNCNAGTCCCGTCCCTTCCT

FEEELERER R e et Lt
ACCACTTGCCCGAATCAGGAGACATTATCTGGACTACGGGTTCGAGTCCCGTCCCTTCCT

TTNACTANTTTCCCCCATCAATTCTATTANTGGGGATCCTCTTGGACCCTGACACAGGCT

I0 e e e e Ll
TT-ACTATTT--CCCCATCAATTCTATTACT-GGGAT-CTCTTGGACCCTGACACAGGCT

CAAGNCNTCTCCTNNNCCCANGNANAGATCAGCANAGCCCTCCTCCCAGNTCATCCTNCC

N N Ny O O R RNy
CAAG-CCTCTCCTAGCCCCAAGCAGAGATCAGCAGAGCCCTCCTCCCAGTTCATCCT-CC

TCCCATCGNGATGCANATGNNTGGAGCCCCCCATCNTCNTANTTNNNGNAGACCCANNTG

o o NN e N SN RN AR
TCCCATCGCGATGCAAATGCATGGAGCCCCCCATC-TC-TAACTAAGGGAGACCCAGCTG

GGNNTNTCTCCAC 822

i 11
GG-CTATCTCCAC 74
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317

629

257

689

202

749

144

809

86



(miniprep 6 sekvensert med hhv M13 FW og M13 REV primer)

File: 2010-11-10_MM-02.abl ~ Run Ended: Nov 10, 2010, 18:26:15  Signal G:20 A:15 T:16 C:16  Comment:

Sample: MM-02 Lane: 8 Base spacing 12.07 1086 bases in 13112 scans Page 1 of 2
10 70 30 10 50 & 70 50 30
MW NN EE b NHGH K ! METGUNT GCTCGAGCGGNCGCCNG T INANI NN HAT N1
— T . T = VY Pt a VoL Ay . . Fa . Fav.

110 120 130 140 150 160 170 180
TCTCGAAACATCTCATTGAGCGTAGCTTCCTCCTGAGGGTAGTTGAGAGCTGGGCCCGGC TCCGCCGGAGTCCAAGT G/

PV LV V.V NV VNN S DN, o AOABONL LN VAP WL LY.V AL P .
190 200 210 220 230 240 250 260 270
CCGTCGGGEG ARGGAGCAGGAGCAGTGE GGG ACCGCCGCCGCCAGCNGTGTACACAGCAA A AT CCCCGAGCCGCTGCATGTTTGTTCCGCH

- O Dins OO o Lo Doalacon Sening Lmatan s,
290 300 310 320 340
CTGGCCGCCGCCTGTGTGTCCCGE GCTATCA GACTGCAGGACCACCCCTCTTGCCCEGTCCCGCCCCRGCCCC

Yav Wa s
280

LoDl Fa¥ L o i Fa¥ o vy o .
370 38 400 410 420 43 440 450
FCCCAG GGAGCGAT GACTC TCCCTGCTGG CAGTGGTGACCACTACTCHN HNCCAGCC TGGGTGCCCTT
o O Drainds O o
460 470 480 »;35‘ 0 520 530 540

TGCACTCTANNCCTCCAARCCCCGT TCTAGTACCCAGG GAGCTCCACTTG CNCTTATG G/ CCCCAGCTCCGGAACT GG
550 560 570 580 590 600 610 620 630
CTCAAGTCTTCTACTCT TAATARGCANACCACTTGCCCGAATCAGGAG AHAT TAT CTGGACTANN NNTHN CNAGTCCCGTCCCTT CCTTTY
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File: 2010-11-10_MM-02.ab1 Run Ended: Nov 10, 2010, 18:26:15  Signal G:20 A:15T:16 C:16  Comment:

Sample: MM-02 Lane: 8 Base spacing 12,07 1086 bases in 13112 scans Page 2 of 2
640 650 660 670 580 690 700 710 720
y CCCCC ATC TTCTATTANTGGGGATCCTCTT GGACCCTGACACAGGCTC AAGNENTCTCCT NN HCCCANGR A GATCAGC

WAC TAT

730 740 750 760 770 780 790 800 810
AGCCCTCCT CCCAGHTCATCCTNCCT CCCATCG NGATGC ANA TGN NT GG AGCCCCCC ATCNTCHNTA NTT HNNGN AGACCCAN NTGGG!

a

820 830 840 850 BE0 870 880 890 900
i NS FOORE Rk G X T e R S s il NANGG HOGH NN G TGN HUNNRN AN N T

920 930 940 950 960 970 980 990
7 M HN TTTCH N Hi NGGN NGGHN N CGN TNTN NN HHNGG NEHHN N NI NHTHNNE HHNHN NNAG N HNGGGH

a
a

=
=f

1000 1010 10 1030 1040 1050 1060 1070

1080
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File: 2010-11-10_MM-03.abl  Run Ended: Nov 10, 2010, 18:26:15  Signal G:20 A:13 T:15C:12  Comment:

Sample: MM-03 Lane: 10 Base spacing 12.80 282 bases in 6520 scans Page 1 of 1
10 20 30 40 50 [1] 70 80 EL
NOMINNN N NN K NTCC N NMN NANCG GCCGCQIGTGTGCTGGANT CN CETTANNGGH ACCGH N} NHNHNEN HCTTGN

150 200 I L AL 240 250 260

TGCNTTTGCHTCGN GATGNGAGGAGGATGAACTGNGAGGAGGCCCCCCCCCNCCNCN NN N N

olnanni N LN esfeoNaa SaDLanen N cn Naoacab,
0
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