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Sammendrag

Sammendrag

hNCU-GI ble for forste gang identifisert som transkripsjonsfaktor for humant CRBP1. Det
baserte seg pd EMSA forsek der man sé at det interagerte med FP1 (+66, +99) element i
denne promotoren.

hNCU-GI har fire LXXLL motiver som kan binde til AF-2-domene hos ligandbundet
kjernereseptor. Basert pa pulldownforsegk der det er vist interaksjon mellom hNCU-G1 og
hERa og hERP, var det derfor interessant & underseke om hNCU-G1 fungerer som

koaktivator for disse kjernereseptorene.

Ved studier av hERa og hERJ sin interaksjon med et fragment av hSR-B1 promotoren, ble
det funnet at hER har lavere affinitet for promotorens ERE, og liten evne til & stimulere til
transkripsjon. I samme forsek med hERa viser reportergen analyser at ekspresjon som folge
av hERa er storre enn basalekspresjonen, noe som ikke er tilfelle i forsok med hER. I begge
forsekene viser resultatene at ved tilsetting av hNCU-G1 ekspresjonsvektor alene, skjer det et
tap av basalekspresjon, og dette kan indikere at hANCU-G1 har repressor egenskaper.

Ved undersgkelser av en mulig koaktivatorfunksjon av hNCU-G1, ble det funnet at

koekspresjon a hNCU-G1 og hERa ikke okte ekspresjon av CAT.

Det ble utfert pulldown forsek pd hERB-LBD og hNCU-G1, og resultatene her kan indikere at

tidligere in vitro resultater som oppgaven baserer seg pa kan ha vart villedende.
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1. Introduksjon

1.1 Genekspresjon og regulering
Det humane genom inneholder ca. 25000 gener som koder for proteiner. For a kunne lese av

informasjon i DNA trenger vi generelle transkripsjonsfaktorer. Disse kan ikke vere aktive til
en hver tid, men reguleres av ulike faktorer. Dette er en meget kompleks prosess, og
modifisering av histoner bestemmer i stor grad om DNA er tilgjengelig for transkripsjon eller
ikke. De fundamentale enhetene for genregulering er basert pa tre typer spesifikke nivaer;

kromatinstruktur, promotorregion og transkripsjonsfaktorer.

1.1.1. Kromatinstruktur
Kromatinstruktur bestar av DNA som er pakket rundt de positivt ladede proteinene histoner.

Kromatinstrukturen er essensiell for & avgjere om genene er tilgjengelige for transkripsjon
eller ikke. Selve strukturen bestar av repeterte nukleosomer. Et nukleosom bestér av 146 bp
DNA som har en venstredreid superheliks konformasjon som er dreid to ganger rundt en
oktamer av histonproteiner. Histonoktameren bestar av to av hver av de fire histonene H2A,
H2B, H3 og H4. Dvs. en H3-H4 tetramer og H2A-H2B dimer [1] [2]. Nukleosomene er tett
pakket med en avstand pad mellom 10 og 30 nm. Dette hindrer binding av generelle
transkripsjonsfaktorer til DNA, og dermed fungerer denne strukturen som en repressor i seg
selv. For at DNA skal bli tilgjengelig for transkripsjonsapparatet, mé kromatinstrukturen
apnes. Dette skjer ved forskjellig modifisering av histonene i nukleosomene. Apen kromatin

kalles eukromatin, mens tett pakket kromatin kalles heterokromatin.

1.1.2. Histon-modifisering

Histon-acetylering

N-terminal ende av de 4 histonene er hoyt konservert og spiller en viktig rolle i 4pning av
kromatinstrukturen. Histon acetyltransferaser (HAT) flytter acetylgrupper fra acetyl-CoA til
lysin (K) i histonhalene, og dette resulterer i at histonet mister positiv ladning. Dette svekker
bindingen av den negativt ladde DNA traden, og &pner kromatin strukturen. Histon
deacetylaser (HDAC) fjerner acetylgrupper pd de samme lysin, slik at histonhalene far tilbake
sin positive ladning. Kromatin blir pakket sammen til heterokromatin og DNA blir

transkripsjonsinaktivt.
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Det finnes en rekke HAT-familier, deriblant GCN5-related N-acetyltransferase, GNAT og
MY ST oppkalt etter sine medlemmer MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2, og Tip60 [3].
Kjernereseptorene har ogsa en assosiert HAT-familie, som inkluderer SRCI (steroidreseptor
coactivator 1) Dessuten er HAT-aktivitet forbundet med en rekke koaktivatorer, blant andre

hTAF250 og p300 [4].

Histon-metylering

Histon metylering kan bidra til bade aktivering og inaktivering av gener. Histonenmetyl-
transferaser (HMT) serger for & sette metylgrupper pa lysin (K) og arginine (R) pa histon
halene. Metylering av H3-K4 er forbundet med eukromatin hvor genene er tilgjengelige for
transkripsjonsapparatet, mens metylering av H3-K9 er forbundet med heterokromatin og
hemming av transkripsjon. Metylering av arginine pa H3 fremmer acetylering og
transkripsjonsaktivitet. Det er ogsé funnet enzymer som demethylerer histonhaler, til tross for

at dette lenge var betraktet som en stabil modifikasjon [5] [6].

Histon-fosforylering
Ved fosforylering av serin 10 pa H3, rekrutteres HAT til omradet. Den serger for acetylering

av histonhalen og &pner kromatin strukturen og fremmer transkripsjon av gener [7].

Histon-ubiquitinering
TAF250 i TFIID har H1 monoubiquitineringsaktivitet, og at dette kan vere involvert i

aktivering av transkripsjon [8].

ATP-avhengig remodellering

Apning av kromatin strukturen gjennom mobilisering av nukleosomene skjer ved hjelp av
ATP. De forste faktorene man identifiserte som driver med denne remodelleringen er
SWI/SNF. Funksjonen er & bruke hydrolyse av ATP til & gke tilgangen pa nukleosomalt DNA
[9]. Det er utviklet ulike modeller for & illustrere hvordan dette foregar. De tar utgangspunkt i
om nukleosomstrukturen forandres, eller om oktamerer blir skjovet/flyttet. Ved at oktameren
flyttes frem, eller vippes ut blir det DNA som var kveilet rundt den tilgjengelig for
transkripsjonsapparat. Ved a redusere superkoil pA DNA-dobbel-heliks, vil trdden sitte noe

losere, og vare mer tilgjengelig for transkripsjonsfaktorer.
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1.2. Promotorregion
Basal promotorregionen omfatter en rekke sekvenselementer pA DNA-trdden som bidrar til

binding av det basale transkripsjonsapparatet. Disse sekvensene er templater for
multiproteinkompleksene som serger for transkripsjon av gener. Promotorregionen er satt
sammen av flere elementer med ulik plassering og egenskaper. Folgende elementer er med:
TFIIB recognition element (BRE) som TFIIB binder direkte til. Det ligger-37 til -32 bp
oppstrems for transkripsjonsstart (TSS). Det har i senere tid ogsa blitt identifisert et BRE
nedstrems for TATA-boksen. Hvilket BRE som er mest sentralt, avhenger av
promotorkonteksten.[10].

Etterfulgt av BRE kommer TATA boksen som ligger -31 til -26 oppstrems for TSS. Dette er
en AT rik region som er bindingssete for TATA binding protein (TBP) og TBP+ generelle
transkripsjonsfaktorer (TFIID). Dette beskrives i neste avsnitt.

Nedstrems for TATA-boksen ligger initiator elementet (INR) -2 til + 4 bp og overlapper TSS.
Dette har en lite restriktiv konsensussekvens, og dette alene er nok til spesifikk initiering av
preinitieringskompleks (PIC) vavhengig av TATA-boks. INR bidrar til mer neyaktig og presis
initiering av RNA polymerase II (RNAPII) [11]. Downstream core promotor element (DPE)
er plassert +28 til + 32 bp nedstrems for TSS. Det finnes oftest i promotorer uten TATA-boks.
DPE og INR fungerer sammen som et eget promotorelement ved at TFIID binder til motiver

fra begge elementene.

~=37 to -32 ~-3110-26 -2 o +4 +28 to +32

——— -

TFIIB TATA Box Initiator Downstream
Recognition Promoter
Elemeant +1 Element
. pm: TCAS T, A ACE
e L L |
CCACGGG TATAAA GGTTE

Hs: PyPyAN L PyPy

Figur 1.1 Basalpromotoren. BRE er bindingssete til den generelle transkripsjonsfaktoren TFIIB, TATA-boksen
ligger —31 til —26 bp oppstrems for TSS, og er bindingssette for TATA-bindende protein, som er beskrevet i
neste avsnitt. Initiator elementet overlapper TSS [12].

Utenom den basale promotorregionen finnes det elementer oppstrems for denne som bidrar til
transkripsjonsstart. Oppstrems promotorelementer (UPE) er lokalisert rundt 200 bp oppstrems

for TATA /INR. De fungerer ikke nedvendigvis som direkte aktivatorer eller repressorer, men
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kan rekruttere enhancere til den basale promotoren. Enhancere er distale elementer som kan
befinne seg bdde oppstroms og nedstroms fra TSS [13]. Posisjonen kan vare viktig for
dannelsen av enchanceosomet, og dermed aktiveringen av transkripsjonen. Enhanceosomet er
et kompleks av proteiner og sekvenselementer som blir rekruttert fra distale omrader pA DNA

til promotorregionen, og bidrar til transkripsjonsinitiering [14].

1.3. Generelle transkripsjonsfaktorer (GTF’s)
Ved transkripsjonsinitiering er RNAPII avhengig av proteinkomplekser for & binde DNA og

starte transkripsjon av genet. Generelle transkripsjonsfaktorer (GTF) er hoyt konserverte
proteiner som bistar i transkripsjon av genet og forlengelsen av transkriptet [15]. GTF
omfatter mange proteiner som har ulik virkning pA DNA, RNAPII og pa hverandre. I forste
omgang bidrar de til et preinitieringskompleks (PIC) som gjor det mulig for RNAPII & binde

seg til DNA. Figuren under viser en illustrasjon av preinitieringskomplekset.

-

TATA

INR
* TBPor TFIID +TFITA

* TFIIB
* TFIIF-RNAPIIA
*TFIIE
*TFIIH

TFIIE

Figur 1.2. Preinitieringskomplekset bestar av mange faktorer som bidrar til rekruttering og stabilisering av
RNAPII og transkripsjonsstart. Figuren er hentet fra referanse [16].
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Transkripsjonsprosessen starter med at TATA-binding protein (TBP) binder til TATA-boksen

1 promotorregionen. Den setter seg som en sal pa responselementet og bayer DNA.

TBP/TATA-boks komplekset blir gradvis til et bayd kompleks og dette blir gjenkjent av

TFIIB som binder til BRE [17]. TFIIB er en transkripsjonsaktiveringsfaktor som binder DNA

pa begge sider av TBP-TATA-komplekset, og medierer binding av RNAPII [18].

TFIIB penetrerer det aktive setet i RNAPII med en zinkfingerstruktur. Dette resulterer enten i

at RNAPII vinner og transkripsjon gjennomferes, eller at TFIIB vinner, og transkripsjon

aborteres.[19]

TFIIA stabiliserer TBP-TATA komplekset, og kan komme inn i alle steg etter at TFIID har

bundet seg (TFIID = TPB + multiple transkripsjonsfaktorer).
TFIIF medierer rekruttering av RNAPII og spiller ogsa en rolle i rekruttering av TFIIE
+TFIIH. Den bidrar ogsa til & gi fart til RNAPII i forlengelsesfasen [19, 20].

1.4. Kjernereseptorer

Kjernereseptorer er ligandaktiverte transkripsjonsfaktorer, og er den sterste familien av
transkripsjonsregulatorer. De har konserverte domener som er vesentlig for deres
konformasjon og funksjon .

Disse domene er:

A/B: Aktiveringsfunksjon-1 (AF-1), som er plassert i N-terminal ende av reseptoren.
C: Det meget konserverte DNA bindende domenet (DBD), som ogsa ofte har sekvens for
kjerne eksport signal (NES)

D: En hengselregion, ofte med sekvens for kjernelokaliseringssignal (NLS)

E: Ligandbindende domene

F: Aktiveringsfunksjon-2 (AF-2) som er plassert i C-terminalen av reseptoren.

Figuren x viser en enkel illustrasjon av kjernereseptoren.

. A/B C | D E F

Emn LR N

AF-1 DNA Ligand AF-2

Figur 1.3: En enkel modell av en kjernereseptor og de ulike domenene. A/B er en aktiveringsfunksjon 1, som er

liganduavhenging, C er DNA bindende domene, D er hengselregion som har kjerne lokaliseringssignal, E
ligandbindende domene, F aktiveringsfunksjon 2, ligandavhengig. Figuren er hentet fra referanse [21].
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Kjernereseptorer er mél for en bred gruppe lipofile signalmolekyler og deltar i normal
fysiologisk utvikling og metabolisme. De representerer derfor en bredspektret méalgruppe for
medisinsk behandling av bl.a. kreft, endokrine og metabolske forstyrrelser [22]. Binding av
ligand til reseptoren induserer en konformasjonsendring i LBD som danner en lomme hvor
koaktivatorer kan binde.

Bindingen av koaktivator skjer oftest via aktiveringsdomenene AF-1 og AF-2. AF-1 er
liganduavhengig, mens AF-2 er ligandavhengig. Nér kjernereseptoren er aktivert, kan den
binde til sitt hormonresponselement (HRE) pa DNA, og fungere som transkripsjonsfaktor.
Nér kjernereseptoren er aktivert og interagerer med koaktivator, er den komponent i et multi-
protein kompleks. Dette komplekset aktiverer det generelle transkripsjonsmaskineriet og eker
ekspresjon av malgener vha. prosesser som kromatinremodellering, dannelse av stabilt

preinitieringskompleks, samt gkt RNAPII reinitiering.

Kjernereseptorer deles inn i tre subfamilier basert pa hvilken type ligand de binder, og
hvordan de binder DNA. Steroidreseptorfamilien, RXR heterodimer familien og orphan

kjernereseptor familien .

1.4.1. Steroidhormonreseptorene (SHR)

Kjernereseptorer som tilherer denne subfamilien binder ligander som er lipider med
kolesterolderivater som “’skjellett”.

SHR har lange A/B domener (aktiveringsfunksjon-1).

De binder som homodimerer til DNA pa palindrome repeterte sekvenser.

AGGTCA n TGACCT

S

Figur 1.4 DNA bindende domene til kjernereseptorer binder til bestemte sekvenser. Steroidhormonreseptor
binder til palindrome repeterte sekvenser. Antall spacer nukleotider er avgjerende for hvilken homodimer som
binder. Figuren er hentet fra referanse [16].

11



Kapittel 1 Introduksjon

Nér steroidhormonreseptorer ikke har bundet ligand, er de oftest assosiert til store
multikomplekser av chaperon-proteiner, heat shock protein 90 (Hsp90) kompleks. Dette
komplekset spiller vanligvis en viktig rolle i proteinfolding, der det binder til hydrofobe
omrader som vender ut mot cytoplasma, og hindrer aggregering av proteinet under foldingen.
Bindingen mellom Hsp90 chaperon komplekset og steroidhormonreseptoren skjer pa det
hydrofobe LBD domenet, og Hsp90 binder kun til ligandftrie steroid hormon reseptorer. Nar
ligand binder til reseptoren, endres konformasjonen til en mer stabil form, og hsp 90

komplekset frigjores [23].

1.4.2. RXR heterodimer familien

Denne subfamilien binder seg som en heterodimer med RXR til direkte repeterte sekvenser pd
DNA traden. Avstanden mellom sekvensene varierer etter hvilken partner RXR er bundet til.
Her kan RXR bidra bade som en aktiv eller inaktiv partner. Denne familien har en langt
bredere kjemisk variasjon i ligander, og de er ikke utelukkende endokrine hormoner. RXR
kan ogsa aktiveres og binde til DNA 1 fravaer av ligand. Et eksempel er RXR-RAR, hvor RXR
er uten ligandbinding og respons. Heterodimeren blir kun aktivert av RAR ligand.[24]

—)

Figur 1.5 Figuren viser hvordan RXR binder som heterodimer til direkte repeterte sekvenser pd DNA traden.
Her kan RXR bade vare aktiv og inaktiv partner. Figuren er hentet fra referanse [16].

1.4.3. Orphan reseptorer
Dette er en stor familie av kjernereseptorer hvor ligand er ukjent. Disse har ikke alle de
strukturelle konserverte domenene som de ovrige kjernereseptorene. Noen av dem mangler

LBD, mens andre mangler DBD [25].
1.4.4. Ligander

Ligander er ofte vitamin-A metabolitter, kolesterol-metabolitter, gallesyrerspesifikke

prostaglandiner eller mange forskjellige xenobiotika[26]. De produseres og skilles ut av
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kjertelvev, og fraktes som signalmolekyler til mélceller der de binder til sine reseptorer [2].
Ligandene kan fungere som agonister som aktiverer reseptoren, eller som antagonister som
inaktiverer reseptoren. Liganden transporteres over plasmamembranen til mélcellene, og kan

binde til sin respektive reseptor.

Det blir 1 dag produsert mange syntetiske ligander som brukes i behandling av forskjellige
sykdommer blant annet kreft [27].

1.4.5. Ligandbindende-domene

LBD bestar av 12 helikser, der Heliks 2 — 11 danner et ”sandwich’ motiv. Heliks 12 varierer
og heliks 1 er ikke med. Ved binding av ligand til domenet skjer en distinkt
konformasjonsendring der rearrangering av heliks 3 gjor at heliks 11 vippes ut, og heliks 12
pakker seg inn mot heliks 3, 5/6 og 11. Dermed gar LBD fra en apen apo-form til en lukket
holo-form. Samtidig dannes koaktivator-bindingskleften [26, 28]. Figur 1.6 viser en

illustrasjon av konformasjonsendringen ved ligandbinding.

(a) Apo-LBD (b) Holo-LBD

Figur 1.6. Ved binding av ligand til domenet skjer en distinkt konformasjonsendring der rearrangering av heliks
3 gjor at heliks 11 vippes ut, og heliks 12 pakker seg inn mot heliks 3, 5/6 og 11. Figuren er hentet fra referanse
[29].
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1.4.6. DNA-bindende domene

DBD er et meget konservert domene og er nermest identiske innen kjernereseptorfamilien.
Den grunnleggende strukturen bestar av to Zn”" ioner som er koordinert av fire cysteiner. De
danner en a-heliks som pakkes inni domenet ved hjelp av sine hydrofobe overflater. Den ene
heliksen er gjenkjennelsessekvensen, der sidekjedene kommer i kontakt med basene i major
groove 1 DNA-traden, og er ansvarlig for sekvensspesifisitet. Nir kjernereseptoren
dimeriserer kan gjenkjennelsessekvensen binde sitt DNA-halvsete, og avstanden som oppstar
mellom de to monomerene bestemmer antall spacer nukleotider som er mellom
responselementene i DNA. Dermed er de ansvarlig for spesifikk binding av kjernereseptor til

DNA.

1.4.7. Kjernereseptor koaktivatorer

Koaktivator blir rekruttert til aktiverte kjernereseptorer, og deltar oftest som komponenter i
proteinkomplekser som medierer transkripsjon av malgener. Nér de er bundet til
kjernereseptor kan de badde dpne kromatinstrukturen rundt malgenet, og stabilisere samlingen
av PIC [30].

Naér ligand er bundet til kjernereseptor, og konformasjonsendringen av LBD skjer, kan
koaktivatorer binde til den eksponerte hydrofobe klaften som dannes 1 kjernereseptoren [28].
Dette skjer ved hjelp av NR boksene i koaktivatoren. NR-boksen bestar av et LXXLL- motiv
der L Leucin og X en hvilken som helst annen aminosyre. LXXLL-motivet danner to “’turns”
av a-heliks som binder seg i den hydrofobe kloften pa overflaten av LBD i reseptoren.
Bindingen stabiliseres ved at et konservert glutamatresidue 1 AF-2 domenet i kjernereseptoren
danner kontakt med N-terminal ende av LXXLL- heliksen, og den C-terminale enden av
LXXLL-heliksen binder en konservert lysin i heliks 3 i kjernereseptoren. Sammen vil
glutamat og lysin residuene lage en ladet “klemme/clamp” som gjor det mulig for sidekjedene
til LXXLL & pakke seg inn 1 den hydrofobe kloften. Dette er vist med en illustrasjon i figur
1.7 [31] [32].
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Figur 1.7. Koaktivator binder ved hjelp av sin NR-boks, eller LXXLL-motiv. Den C-terminale enden av
LXXLL heliksen binder til lysin residuene i heliks 3 i kjernereseptoren. N-terminal ende av LXXLL binder til
glutamat i heliks 12 i kjernereseptoren. Glutamat og lysin i kjernreseptoren danner en ladet klemme, som serger
for at leucinene i koaktivatorens NR-boks pakkes inn i en hydrofob klgft. Figuren er hentet fra referanse [31].

Egenskapene til koaktivatorer varierer fra direkte til indirekte histon acetyltransferase
aktivivtet (HAT), som modifiserer kromatinstrukturen og gjer DNA tilgjengelig for
transkripsjon [33]. Mange av de ligandavhengige koaktivatorene inntar forst den rette struktur
etter binding, mens de liganduavhengige som binder til AF-1 ser ut til & vaere strukturert for
binding med kjernereseptoren. Kjernereseptor koaktivatorer deles inn i flere familier, noen av

dem folger under.

SRC/p160 familien (steroid receptor coaktivator) ble oppdaget som et ligandavhengig
interagerende protein til progesteron reseptor. Siden det har det blitt beskrevet mange splice
varianter av dette proteinet, og disse binder til ulike kjernereseptorer. De inneholder LXXLL
motiver [34]. Noen medlemmer av familien er:

1)SRC-1/NCoA-1: Steroidreseptor koaktivatorl/kjernereseptor koaktivatorl.
2)TIF2/GRIP1: Ligand avhengige transaktiverende koaktivatorer, TTIF2 star for
transkripsjonsaktiverende intermediat faktor, mens GRIP1 stér for GR-interagerende protein.
3)pCIP/ACTR/AIBI1 kointerragerende assisterende protein /aktivator TR og RAR. De er
amplifisert 1 brystkreft.
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CBP og p300: Traskripsjonelle ko-integratorer som fungerer som sekundere koaktivatorer,
og interagerer med reseptoren via primare koaktivatorer fra SRC familien. De har en
essensiell koaktivator rolle for mange av klassene av de sekvensspesifikke
transkripsjonsfaktorene [35]. De binder til koaktivatorer og bade p300/CBP og medlemmer av
SRC koaktivator familien har HAT aktivitet som kan fere til &pning av nukleosomstrukturen
og fremme 1 transkripsjon [34].

TRAP/DRIP: Tyroidreseptor assosiert protein / vitamin-D reseptor interagerende protein, ble
funnet under studier av TR og vitamin-D reseptoren [36]. Koaktivatorkomplekset bestar av
mer enn et dusin proteiner og binder kjernereseptor ved hjelp av TRAP220/DRIP205.
TRAP/DRIP interagerer direkte med RNA PII, og deltar dermed direkte i1 rekrutteringen og
aktiveringen av polymerasen, samt som en brobygger mellom kjernereseptor og RNAPII [37,
381, [39].

P/CAF er en essensiell komponent i multikoaktivator komplekset som kalles ADA eller
SAGA [40]. Den er en histon acetylase som kan vare en del av koaktivator komplekset med
CBP og p300. P/CAF kan rekrutteres direkte av kjernereseptor heterodimeren RXR/RAR.
Den assosierer direkte med DBD 1 NR, uavhengig av p300/CBP binding

CARM-1 star for Coactivator Assosiert Argenin Metyltransferase 1, og er en H3 spesifikk
metyltransferase. Det virker som en sekundar koaktivator for NR, eksempel AR. Den
rekrutteres til promotoren gjennom assosiering med primare koaktivatorer fra p160 familien.
Eksempel er SRC-1 og GRIP1 [41].

Swi/snf komplekset er et kromatin remodelerings kompleks som benytter hydrolyse av ATP
som energikilde for & forandre pd kromatinstrukturen. Komplekset gker tilgangen til
nukleosomalt DNA [9].

Multikoaktivatorkomplekser. Mange av NCoA viser seg a vaere mer generelle enn forst
antatt, og sannsynligvis identiske eller varianter av hverandre i ulike mediatorkomplekser

[42].
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Figur 1.8 Ved binding av agonist vil kjernereseptoren endre konformasjon til en aktiv form og bindingskleften
for koaktivatorer vil vaere tilgjengelig. P& figuren er det primaere koaktivatoren bundet til kjernereseptor ved
hjelp av sitt LXXLL-motiv (NR-boks) De primere koaktivatorene rekrutterer igjen sekundaere koaktivatorer som
bidrar til ekt traskripsjon pé forskjellige mater. Eks. CARM-1 metylerer histonhalen og apner
kromatinstrukturen Figuren er hentet fra referanse [43].

1.4.8. Kjernereseptorer korepressorer

Kjernereseptorene kan nedregulere basaltranskripsjonen ved & hemme basalpromotor
aktiviteten 1 fravaer av ligand. Det kan hindre aktivering av transkripsjon ved enten & binde
seg til responselementene pd DNA, eller ved a blokkere dimeriseringsdomenet til
kjernereseptoren. Begge mekanismene sorger for & blokkere tilgangen til aktivatorer eller
andre basale transkripsjonsfaktorer. Dette kalles passiv hemming. Ved aktiv hemming vil den
ikke-ligandbundne reseptoren enten direkte hemme transkripsjonsinitieringen, eller sé vil den
rekruttere faktorer som skaper et ugunstig milje for samling av PIC.

De best karakteriserte korepressorene er Nuclear Receptor Corepressor NCoR og Silencing
Mediator for Retinoic acid and Thyroid acid (SMRT). De binder direkte til kjernereseptorer,
ved hjelp av LXXI/HIXXXI/L-motiv [44] og kan ogsa rekruttere HDAC som serger for
transkripsjonsinaktivt DNA — heterokromatin.

Steroidhormonreseptorer er ikke bundet til korepressorer i fravaer av ligand. Da er reseptoren
bundet til hsp 90 chaperonkomplekset, men det rekrutteres korepressorer nar de er bundet til

antagonist [45].
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1.5. hSR-B1 (human Scavenger receptor)-promoteren

Scavenger receptor class B type 1(SR-B1) er en reseptor for HDL(high density lipoprotein).
Den fasiliterer transport av kolesterol til vev, og frakter overfladig kolesterol til lever for
utskillelse [46]. hSR-B1 er hoyt uttrykt 1 steroidproduserende vev, der kolesterol er nedvendig
som forleperen til steroidhormoner.

Estradiol-17B(E;) er vist & gke plasma HDL-nivaet, og senke LDL nivaet i blodet, ved a
pavirke ekspresjonen av hSR-B1-reseptoren. En gkning i plasma HDL, samt en reduksjon i
LDL nivéet synes & redusere risikoen for kardiovaskulere sykdommer [46] [47].

Ostrogenregulering av hSR-B1 genet ble forst rapportert 1 1996 av Cohen et al. [48].

1.6. Estrogen receptor o og 3

For over 30 ar siden fant man ut at den biologiske effekten til E; var mediert av et
estrogenreseptor (ER)-protein. Den ”genomiske” mekanismen til estrogenaktivitet er at E,
diffunderer gjennom plasmamembranen og kjernemembranen og binder seg til ER. Dette
komplekset binder seg sé til gstrogen responselementer (ERE) pd DNA, direkte eller indirekte
via aktiveringsprotein AP-1 eller Sp-1, som sitter i promotorregionen [49], [50].
Estrogenreseptorene tilherer Class 1 medlemmer av kjernereseptor superfamilien av ligand
induserte transkripsjonsfaktorer. Ifolge den klassiske modellen vil ER vare bundet til et
inhibitorisk multiproteinkompleks enten i cytoplasma eller inn i kjernen i fravaer av ligand
[51]. 11995 ble det kjent at det fantes to former av estrogen reseptor, da ERp ble klonet fra
rotte prostata [52]. Siden den tid er det klonet ER B fra ulike arter, og det er oppdaget mange
isoformer av proteinet. I 1998 ble det forste cDNA av ERP fra mennesket identifisert. Det
koder for 530 aminosyrer. Oppdagelsen av ER har satt i gang en revurdering av estrogenets
biologi og egenskaper. Den gamle varianten av ER blir né kalt ERa. Genet for ERa er
lokalisert pa kromosom 6, mens genet for ERp er lokalisert pd kromosom 14. Dette bekrefter
at det er ulike gener som koder for de to reseptorene, og det utelukker at ERf} er en

spleisevariant av ERa [52].

Forskjeller mellom de to ligger bdde i AF-1 og LBD. AF-1 domenet hos ERa viser hay
aktivitet ved stimulering av reportergenekstpresjon med ulike estrogen respons elementer
(ERE), mens hos ERP er aktiviteten ved samme stimuli ubetydelig [50, 53]. Videre forskning
har avslert at ER} mangler det N-terminale AF-1 domenet [51]. Det DNA-bindende domenet

inneholder to zinkfingre som spiller en viktig rolle 1 dimerisering og binding til spesifikke
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DNA sekvenser. DBD til ERa og ERP er svert homologe med 97 % likhet, mens LBD til de
to reseptorene har 57 % likhet [51]. ERa er uttrykt i1 bryst, livmor og bein, mens ERJ er
primart uttrykt i eggstokker, prostata, testikler, lunger, thymus, milt og lokaliserte omrader i
hjernen, og er involvert i regulering av egglesning og noen aspekter ved parringsmensteret
hos ulike arter [51]. Det er ogsa vist at ERa og ERP har forskjellige reaksjoner til ulike
ligander. Ligander med en struktur med flere sidegrupper, kan fungere som agonister til ERa,
men som antagonister til ERB [50]. Dette skyldes trolig at bindingskleften til ERB er mindre
enn hos ERa [21] [54].

ERB binder direkte til DNA pa ERE, som er palindrome sekvenser med 3 spacer-nukleotider
imellom. Konsensus sekvensen er folgende: AGGTCAnnnTGACCT [55]. Det er forsket mye
pa estrogens effekt pd fysiologiske prosesser, som for eksempel modning og opprettholdelse
av kvinners reproduksjonsapparat [56]. Det er avdekket at estrogen spiller en viktig rolle 1
utvikling av forskjellige krefttyper. Det er en kjent arsak til brystkreft, og en hypotese er at
binding av estrogen til ER vil stimulere til DNA-replikasjon og celledeling. Nér celleantallet
oker, vil ogsé sjansen for at det skjer mutasjoner oke. Dette kan resultere i forstyrrelser i f.eks.
DNA reparasjonsapparatatet, apoptose og celledeling [49].

ERp antas & ha en beskyttende effekt i tykktarm, hvor det er mélt store tap av reseptoren i
kreftsvulster. Medisinsk forskning har utviklet en ER-spesifikk agonist for behandling av
Chrons sykdom og reumatoid artritt. Det er ogsd vist at ER} ekspresjon er betydelig lavere 1
prostatakreftvev enn i normalt vev [49].

Forskjellige typer medisinsk behandling retter seg mot estrogenreseptorer, siden de deltar i
mange signalveier [57].

Estrogener og estrogenantagonister har i dag stor relevans for bade bekjempelse og
behandling av f.eks brystkreft, samt andre kvinnelige kreftformer som livmor og
eggstokkkreft [49]. Hos postmenopausale kvinner, er det endogene estrogennivéet betydelig
redusert, og det er vist gkt risiko for osteoporose og kardiovaskulaere sykdommer. Dette er
basis for den allmenne holdningen at estrogen har en positiv effekt pa hjerte og karsykdom,
og pa opprettholdelse av beinvev [58]. Estrogen har vert hyppig brukt til behandling av

osteoporose, men konsekvensene er at det gker risikoen for brystkreft [59].
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1.7. Human Kidney Predominant Protein (WNCU-G1)

I forbindelse med studier pa promotorregionen fra human celluler retinolbindende protein
type 1. (h\CRBP1), utfert av Winnie Eskild et al.[60], ble det oppdaget et protein Bpl som kan
binde til promotoromradet og fungere som transkripsjonsfaktor for genet. Sek i den humane
genomdatabasen resulterte 1 at proteinet ble identifisert som Human Kidney Predominant
Protein, ANCU-G1. Det er vist at proteinet er uttrykt i de fleste vev, men det finnes spesielt
heye nivaer av mRNA for NCU-G1 i lever, nyrer og prostata. Genet er lokalisert pa
kromosom 1 1923 og heyt konservert mellom forskjellige arter. Amplifikasjon eller
delesjoner i dette omradet er rapportert ved en rekke kreftformer for eksempel bryst-, ovarie-,
lunge- og leverkreft. Analyser av aminosyresekvensen viser et hagyt innhold av prolin, men
ingen spesielt prolinrike omrdder. hNCU-G1-genet bestar av seks eksoner med en samlet apen
leseramme (ORF) péa 1218 bp, som koder for 406 aminosyrer og gir en molekylvekt pa 43,8
kD. Analyser av databaser viser at ANCU-G1 ikke ligner noen andre kjente proteinsekvenser.
Det er hittil vist seg & vaere unikt. Basert pa de genomsekvenser som i dag er kjente ser det ut
til at NCU-G1 bare finnes hos vertebrater.

Ulike analyseprogrammer viser at proteinet har fire NR-bokser dvs. LXXLL-domener som
kan binde til en kjernereseptors AF-2-domene etter ligandbinding. Dette indikerer at NCU-G1
er en kjernereseptor koregulator. Det er ogsa funnet to mulige kjerneeksportsignaler (NES),
men ingen kjerne lokaliseringssignaler (NLS). Det er funnet tre PXXP-motiver som kan
interagere med SH3-domener som finnes pé f.eks. Src-kinase [61]. Det er ogsd vist at hNCU-
G1 har en rekke mulige forforyleringsseter bl.a. for MAP kinase, et bindingssete for
ubiquitin-ligase og for peptidyl-prolyl isomerase. Figur 1.9. viser en modell av hvordan de

ulike motivene er plassert pd hNCU-GI.

Figur 1.9. NCU-G1 inneholder 4 NR-bokser og et kjerneeksportsignal. SH3-bindende motiv er et PXXP domene
som kan interagere med SH3-domener som finnes i f.eks. SRC-kinaser. [62]
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Tertier strukturen til NCU-G1 er fortsatt ukjent, fordi det ikke har vaert mulig & krystallisere
proteinet. Dette skyldes at det har lett for & aggregere ved hoy konsentrasjon. Siden NCU-G1
er unikt, finnes det heller ingen database man kan benytte for & bestemme tredimensjonal

struktur.

1.7.1. Tidligere arbeid med NCU-G1

Arbeidet med 4 identifisere og karakterisere NCU-G1 har vist at proteinet fungerer som en
ligandavhengig koaktivator for PPARa. Dette ble vist ved transiente transfeksjoner av S2-
celler (Schneiders Drosophila Melanogaster cellelinje 2). Mutasjoner av ulike NR-bokser har

vist at det er NR-boks 1 som serger for interaksjon mellom PPARa og NCU-G1 [60].

Det ligandbindende domenet fra en rekke kjernereseptorer er blitt fusjonert med GST og
inkubert med helcelleekstrakt fra 293-eller RPE-celler som inneholder endogent hANCU-GI.
Undersokelsene viste at hANCU-G1 interagerer med ERo/, PPARa og TRa. hNCU-G1
interagerte ikke med RXRa, PPARY eller HNF4a.

Ko-immunopresipitering utfort pa ubehandlede 293-celler, med bruk av antistoff mot ERa,
PPARa samt HNF4a, indikerer at ANCU-G1 deltar i1 et kompleks med disse
kjernereseptorene, og dermed kan ha betydning for funksjonen av disse reseptorene.
Funksjonen av hNCU-G1 pd PPARa er testet ut ved transiente transfeksjoner av SL-2-celler.
Cellene ble ko-transfektert med PPARa og hNCU-G1 ekspresjonsplasmid, samt reportergenet
CAT under kontroll av en PPARa responsiv promoter. Reportergenanalyser ved bruk av
CAT-ELISA assay, viste at ANCU-G1 gker uttrykket av reportergenet 10x, sammenlignet
med PPARa alene.

Som nevnt tidligere ble hANCU-G1 ble forst identifisert som et ukjent protein som bandt FP1 i
hCRBP-promoteren. Gruppen har gjort undersegkelser pa hvorvidt ANCU-G1 kan fungere som
en selvstendig transkripsjonsfaktor pd denne promotoren. Analogt med reportergenforsekene
utfort med PPARa, ble det vist at ANCU-G1 eker ekspresjonen av CAT 10x ndr CAT er under
kontroll av hCRBP-promotoren. I forbindelse med dette er det ogsé gjort delesjonsanalyser av
hNCU-G1 som viser tap av den transkripsjonsaktiverende effekten ved delesjon av ekson 2,
mens delesjon av ekson 6 gir ekt transkripsjonsaktivering.

Det pagar na arbeider 1 gruppen pd hNCU-G1s DNA-bindende egenskaper. Det er blitt vist at
hNCU-GI spesifikt binder FP1 i hCRBP-promotoren, og nyere data fra gruppen antyder at
hNCU-G1 binder DNA mellom aminosyre nr 99-135.
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2. Malsetting.
Det er tidligere utfert pulldown-forsek som har vist interaksjon mellom hNCU-G1 og

forskjellige ligandaktiverte kjernereseptorer. Det er ogsd utfort CAT reportergenstudier som

viste stimulering av PPARa i naerver av hNCU-G1.

I denne masteroppgaven skulle jeg underseke hERa og B sin evne til & binde ERE i1 hSR-B1
promotoren og stimulere ekspresjon av reportergen, samt hNCU-G1 sine egenskaper som en
eventuell koaktivator for hERa og hERP kontrollert ekspresjon fra et fragment av hSR-B1

promotoren.

Arbeidet omfattet:
e Undersgke ligandaktivert hERa og hER sin evne til & uttrykke reportergen ved &
binde til ERE 1 hSR-B1 promotoren.
e Undersgkelser av hNCU-G1 sin evne til 4 stimulere hERa og hERP kontrollert

ekspresjon fra hSR-B1 promotoren.
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3. Eksperimentelle metoder og teknikker

3.1. Prokaryote celler:

Transformasjon av prokaryot celler er en vanlig metode for & introdusere DNA inn i
bakterieceller. For man starter med transformasjonen ma cellene gjores kompetente for opptak

av DNA.

3.1.1. Produksjon av kompetente celler.

e Stryk ut E.coli DH5a. celler pa LB skaler uten antibiotika. Inkuber i varmeskap pa 37 °C
over natt.

e Plukk 10-12 store kolonier og plasser dem i 250 ml SOB medium uten antibiotika

e La gro ved 18 °C til ODggp = 0,6 (1-2 degn)

e Sett bakteriene pa is i 10 minutter

e Sentrifuger ned bakteriene ved 2500x g i 10 min, 4 °C

e Hell av supernatant og resuspender bakteriene i 80 ml iskald TB-buffer og sett pd isi 10
minutter.

e Sentrifuger ved 2500x g i 10 minutter, 4 °C

e Hell av supernatanten og resuspender pelleten pé nytt i 10 ml iskald TB-buffer.

e Tilsett deretter 10 ml TB med 14 % DMSO.

e Fordel bakteriene i eppendorfrer. 200 ul i hvert, og oppbevar cellene ved —70 °C.

e Test bakterienes kompetanse ved a transformere en alikvot pa 50 ul med henholdsvis 0,1,
1 og 10 ng DNA-plasmid. Tell antall kolonier.

Kompetansen beregnes ut for hver av de tre DNA konsentrasjonene. Antall kolonier for hver

konsentrasjon telles og multipliseres med forholdet mellom 1 pg DNA og brukt DNA

mengde. En hypotetisk beregning er vist i tabell 3-1. Hvis antall kolonier er 100 ved bruk av

0,1 ng DNA, er bakteriens kompetanse 100*10000 = 1,0 « 10°

ng DNA Forhold pg/pl = F Antall kolonier = A | Cellekompetanse = F*A
0,1 10 0000 100 1,0 - 10°
1,0 1000 1000 1,0 - 10°
10 100 1000 1,0 « 10°

Tabell 3-1 Hypotetisk beregning av kompetansen til egenproduserte kompetente E. coil DH5a cellene
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3.1.2. Transformasjon av bakterieceller.

Etter Inove metoden

Protokoll:

e Ta opp kompetente E.coli DH5a celler fra -80 °C fryseren, og tin pa is.

e Arbeidet foregar pa is. Tilsett 10 ng plasmid 1 nytt rer, og tilsett 50 pl av de kompetente
cellene nar de har tint nok til & pipetteres.

e Inkuber pd is i 30 min.

e Sett sa bakteriecellene pa 42 °C vannbad 1 neyaktig 30 sek.

e La sa de transformerte bakteriene sta pé is 1 2 min

e Tilsett 450ul LB uten antibiotika, og sett pa 37 °C vannbad i 1 time.

e Overfor bakteriene til LB-skéler med ensket antibiotikum, for seleksjon av kolonier, eller
1 LB med ensket antibiotikum for amplifisering av plasmid.

e Inkuber over natt ved 37 °C (med risting for amplifisering av plasmid.)

3.1.3. Isolering av plasmid DNA fra bakteriekultur.

I dag har finnes det mange kit som er konstruert for effektivt & isolere plasmid DNA. De er
oftest basert pa alkalisk lysering av bakteriene, og det skjer ved & behandle dem med NaOH
og SDS. Ved tilsetting av en neytraliseringsbuffer (Na-acetat, eller K-acetat med pH 4,8-5,2)
felles proteiner og kromosomalt DNA. Supernatanten filtreres og vaskes med etanol for &
fjerne andre cellekomponenter enn plasmid DNA. Deretter kan plasmid leses 1 buffer etter

onske.
3.1.4. Miniprep (Promega)

Her ble det brukt standard protokoll for miniprep fra Promega (Wizard® SV Minipreps) [63]

for isolering av plasmid DNA etter selektering av kolonier fra LB-skéler.
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3.1.5. Plasmid preparering ved bruk av CsCl- gradient.

( til transfeksjon av eukaryote celler)

Dette er en metode som baserer seg pé alkalisk lysering. Metoden har mange likheter med
mini/maxi prep. Forskjellen kommer etter utfelling av proteiner ved tilsetning av Na-acetat
eller bufferen (P3) som ogsé er en neytraliseringsbuffer. Proteiner som er igjen i DNA-
losningen felles ut nar det tilsettes cesiumklorid (CsCl) og etidiumbromid (EtBr). I tillegg far
man som regel et mye storre og renere utbytte enn ved bruk av Qiagen kolonne. Denne

metoden er derfor bedre a benytte nar DNA skal brukes til transfeksjon av eukaryote celler.

Prosedyre:
e Transformer de kompetente E.coli cellene med ensket plasmid-DNA, og overfer deretter

cellene til 500 ml LB-medium med ensket antibiotika tilsatt, her ampicilin 75 pg/ml. La
kulturen st i risteinkubator over natt ved 37 ° C.

e Sentrifuger ned bakteriekulturen ved 7000 rpm i 10 min, 4 °C

e Hell av supernatanten, og resuspender cellepelleten i 25 ml lgsning 1
(resuspenderingsbuffer)

e Lastd i romtemperatur i 5 min.

e Hell lgsningen over i sentrifugerer for tilsetning av 25 ml lgsning 2. (lyseringsbuffer).
Bland ved & vende sentrifugereret 4-6 ganger, og la std pd is i 5 min.

e Tilsett sa 12,5 ml 3 M Na-acetat, pH 4,8. Bland ved & vende 4-6 ganger, og sentrifuger
ved 100000 rpm i 30 min, 4 °C

e Filtrer supernatanten gjennom to lag cellestoff. Mal volumet, tilsett sa isopropanol som
tilsvarer 60 % av supernatantens volum. Bland godt og la std pd is 1 10-20 min. DNA vil
na felle ut.

e Sentrifuger ved 100000 rpm i 30 min, 4 °C.

e Hell av supernatanten, terk pelleten i ca 20 min. Lgs pelleten 1 2,875 ml TE-buffer, pH
8,0. La rorene st tildekket ved 4 ‘C over natt dersom man vil fortsette prosedyren neste

dag.
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Bakerunn for ultrasentrifugering med CsCl- gradient.

Ved ultrasentrifugering dannes en tetthetsgradient av CsCl, og tettheten eker jo lenger ned 1
roret man kommer. DNA stopper i punktet som tilsvarer tettheten til DNA. CsCl- gradienten
tilsettes EtBr for 4 kunne se plasmid DNA under UV-lys. Ved hoye konsentrasjoner av EtBr
vil kromosomalt DNA binde storre mengder EtBr enn helt sirkulaert DNA (plasmid DNA).
Binding av EtBr reduserer tettheten, slik at kromosomalt DNA ekvilibrerer ved lavere tetthet i
CsCl- gradienten enn plasmid DNA. EtBr kan gi rammeskiftsmutasjoner ved replikasjon og
transkripsjon av DNA, pga interkalering med basene i DNA molekylet. Det er derfor meget
viktig & fi fjernet all EtBr etter bruk av CsCl- gradient.

Prosedyre:
e Overfor DNA- TE lesning fra to rer over til et ror hvor det er tilsatt 8,1 g CsCl

e Sett roret pa varmebad ved 37 °C, og la det sté til CsCl har last seg i DNA/TE-lgsningen.
Her kan eventuelt proteiner som er igjen i DNA-lgsningen felle ut, pa grunn av den hoye
saltkonsentrasjonen.

e Tilsett 2,475 ml av 2,5 mg/ml EtBr, og sentrifuger ved 5000 rpm i 10 min ved 20 °C. Det
er viktig at temperaturen ikke er lavere, da vil DNA og /eller CsCl felle ut.

e Overfor supernatanten til et Beckmann ultrasentrifugerer, 8 ml.

e Forsegl ultrasentrifugererene ved gjensmelting og sett dem 1 MLASO rotoren.

NB! Noyaktig vekt pd balansereret er helt nedvendig.

For man setter 1 gang ultrasentrifugen, er det viktig 4 fjerne stov fra rotor, og at den far hvile

ca 30 min etter at rotoren er satt inn, for & vaere sikker pa at den stér stille for start.

e Sentrifuger ved 700000 rpm i 20 timer ved 20 °C.
e Trekk ut plasmidbandet med en kanyle. Gjor dette pd merkerom under UV-lys. Nér EtBr
interkalerer med DNA blir det meget lysomfintlig og det mé derfor oppbevares merkt og

ved romtemperatur frem til det blir renset.
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Prosedyre for rensing av plasmidband

e Sug opp samme volum som plasmidbandet av NaCl- mettet isopropanol og vann i
kanylen.

e Rist godt. EtBr vil gé 1 isopropanolfasen (everst i kanylen) mens DNA blir vaerende i
vannfasen.

e Sproyt ut isopropanolfasen.

e Utfor de to punktene til isopropanolfasen blir helt klar, ogsé en gang til.

e Fortynn plasmidfraksjonen med 2x volumet med TE-buffer, pH 8,0.

o Tilsett 3x volumet i roret med kald 96 % EtOH for utfelling av plasmid.

e Sett losningen pd is i 20 min, for optimal utfelling.

e Sentrifuger losningen ved 10000 rpm i 5 min, 4 °C.

e Vask pelletten i 5 ml kald 70 % EtOH, og sentrifuger ned ved 7500 rpm i 10 min, 4 °C.

e (jenta etanolfellingen.

e Mal DNA konsentrasjonen.

3.2. Molekylarbiologiske teknikker.

3.2.1. Kvantifisering av nukleinsyrer ved bruk av spektrofotometer.

I DNA vil nitrogenbasenes purin og pyrimidinringer kunne absorbere UV-lys. Den maksimale

absorbansen for nukleinsyrer er pd 260 nm, og dette brukes for & kvantitere DNA og RNA

mengden ved bruk av spektrofotometer. Konsentrasjonen av DNA bestemmes ved maling av

absorbans A260 nm.

Forholdstallet mellom malingene ved 260nm og 280 nm er en indikator pd hvor rent DNA i

proven er. Ved 280 nm méles proteinabsorbansen, og dette forholdstallet gir et mél pa hvor

mye protein det er i DNA proven. Nar ODy60:ODsg) ligger pa mellom 1,7 og 1,9 er DNA i

proven rent. Hvis forholdstallet er lavere, er praven sannsynligvis forurenset med proteiner,

eller fenolkontaminering. Er det heyere skyldes det frie nukleotider.

Prosedyre:

e Spektrofotometeret nullstilles ved 260 nm og 280 nm med 500 pul dH2O i en kvarts
kuvette

e Proven som skal analyseres fortynnes i dH2O til et totalvolum pé 500 pl.

e (g absorbansen males med samme kuvette som nullpreven.

e DNA konsentrasjonen for den gitte preven beregnes med felgende formel:
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OD 260 nm « 500ul
20 « n pl fra DNA prove =DNA pg/ul

20 = Ekstinksjonskoeffisienten for DNA.

3.2.1.1 Restriksjonsanalyse/ enzymfordeying av DNA.

Restriksjonsendonukleaser finnes i mange forskjellige bakteriestammer, og de isoleres fra
disse for a kunne benyttes i arbeid pé laboratorium.

Deres biologiske funksjon er & kunne gjenkjenne og kutte "ukjent” (ikke eget) DNA.
Eksonukleaser er enzymer som kutter fra enden av sekvensen.

Endonukleaser er enzymer som kutter inne i sekvensen

Vi deler endonukleasene opp i I, I og III, hvor type II er den som er viktigst og brukes til
arbeid med rekombinant DNA. Restriksonsenzymer som tilherer denne gruppen, er
homodimerer og gjenkjenner palindromsekvenser pa 4 til 8 basepar, men ikke alle
posisjonene trenger a gjenkjennes eksplisitt. Endonukleasene kan gi DNA fragmenter med 5’
eller 3° overhengende haler og butte ender.

Standardenheten pd enzymer er Unit. Definisjon pé units er den nedvendige mengden av
enzym som kreves for & kutte 1 pg phage DNA pa 1 time, ved ideell temperatur for det
bestemte enzymet. Hvert enzym krever optimalisering av pH, saltkonsentrasjon,
bareproteiner og temperatur. Hvis det skal utfores ulike restriksjonskuttinger samtidig, ma

disse forholdene vare like for begge enzymer.

Eksempel pa restriksjonskutting som gir overhengende haler;

Agel

SLA /CCGQGT...3’
3’..TGGCC/ A...5’

Eksempel pa restriksjonskutting som gir butte ender (blunt ends)

EcoRV
5'...GAT/ATC...3".
3'..CTA/TAG...5".
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3.2.1.2. Agarosegel elektroforese

Agarosegel elektroforese er en metode for separering, identifisering og rensing av DNA
fragmenter pa bakgrunn av sterrelse. Agarose er et linezrt polysakkarid. Det tilsettes 1
elektroforesebuffer, og kokes for a loses tilstrekkelig. Nér gelen stivner dannes et nettverk
hvor tettheten blir bestemt av agarosekonsentrasjonen. Negativt ladet DNA vandrer 1 det
elektriske feltet fra katode mot anode. Nar DNA er satt pa gelen og utsettes for et elektrisk

felt, vil de minste fragmentene vandre raskest mot anoden (dvs. gar lengst i gelen.)

Prosedyre:
Det ble brukt 1,0 % agarosegel i 1x TAE buffer for separering av DNA fragmenter mellom

0,1 — 10 kb. ”Loading” bufferen ble tilsatt provene i 1:10 forhold for applisering pd gel. 1 kb
DNA ladder fra Fermentas ble brukt som standard for & bestemme storrelsen pa fragmentene
som ble analysert. Etidium bromid (EtBr) ble brukt som det interkalerende reagensen i en

konsentrasjon pa 0,6 ng/ml/gel for deteksjon av DNA fragmenter under UV-lys.

3.2.1.3. Isolering og rensing av DNA fra agarosegel

Her ble det benyttet standard protokoll for GE Healthcare sitt gelekstraksjons kit [64]. Avvik
fra protokoll var elueringsvolumet. Jeg bruker 70 ul dH,O 1 stedet for 100ul.

Dette er en rask metode hvor man lgser gelbiten i Caption buffer ved 60 °C.
Sentrifugekolonnen har en matrix som har stor affinitet for DNA. Etter 4 ha sentrifugert ned
den loste gelbiten gjennom kolonnen, blir DNA vasket med vaskebuffer tilsatt etanol, og
renses ut med enten dH,O eller en buffer med lav saltkonsentrasjon (pH 8,0). Eluatet ble

brukt videre i1 kloningsarbeid.

3.2.2. Primer design

Ved konstruksjon av primere kreves det at begge (sense og antisense) inneholder sekvens for
kuttesete til restriksjonsenzymene som skal brukes senere. I dette tilfellet er det Agel i sense
traden, og Xhol i anti sense. Disse legges inn i 5’enden pa primerne. P4 denne maten far PCR
produktet kutteseter i hver ende og kan lett kuttes ut av pAC 5.1/HIS A vektoren.

Det er viktig at GC innholdet i primeren er pd minimum 40 %, for at smeltetemperaturen ikke
skal bli for lav. For at primeren skal feste seg best mulig, er det viktig at endene bestér av
enten G eller C. Dette er fordi smeltepunktet er hoyest nar det er tre hydrogenbindinger
mellom basene, i motsetning til to som er mellom A og T. En primer vare mellom 20 og 45

nukleotider lang for a vare effektiv. Hvis den inneholder for fa nukleotider kan man risikere
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at den ikke fester seg, og for mange kan resultere i uspesifikk binding.

Formelen jeg benyttet for & beregne smeltetemperatur Ty, og sterrelse pé primer er folgende:

Tm = 81,5+ 0,41 +( % GC)- 675/N

N er antall baser i primeren.
Det er viktig & beregne Tm for primeren bade med og uten sekvenser for kuttesetene, fordi
smeltepunktet 1 forste syntese blir lavere enn nar produktet har med nukleotider for kutteseter.

Ideell smeltepunkt for primere er Tm>78"C

5’ primer ERf:

I 5° enden legger jeg pé to stk Guanin for sekvensen for kuttesetet til Xhol. (merket radt)

5”GGCTCGAGATGACCTTTGTGCCTCTTCTTGCAAGG 3~

Beregning av smeltetemperatur:

35nt  675/35=19,28

15 GC 19/35=0,54 — 54 % * 0,41 = 22,14

Tm=81,5+22,14-19,28=84,36°"C

Uten ekstra nukleotider:
27nt 675/27 =25
13GC 1327=0,48 ——* 48 % * 0,41 = 19,68

Tm = 81,5+ 19,68 — 25,0 =76,18°C

Tm er uten ekstra nukleotider er tilnermet lik den ideelle smeltetemperaturen til at det skal

fungere
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3’ Primer ERf:

I 5’ enden legger jeg inn to Cytosin for sekvensen for kuttesetet til Agel. (merket radt)

57 CCACCGGTTCACTGAGACTGTGGGTTCTGGGA 3~

Beregning av smeltetemperatur:

32nt 675/32=21,09
19 GC 19/32 =0,59 => 59% * 0,41 = 24,19

Tm=281,5+242-21,1=84,6°C

Uten ekstra nukleotider:
24 nt 675/24=28,13
13 GC 13/24=0,54 => 54 % * 0,41 =22,14

Tm=81,5+22,14 -28,13=75,5°C

Her er ogsd Tm for primer uten ekstra nukleotider noe lavere enn 78°C, men antas & vaere god

nok.

3.2.3. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction er en enzymatisk amplifiseringsreaksjon ved bruk av mange
sykluser. Hver syklus bestar av tre trinn; denaturering av dobbeheliks templat, annealing og
elongiering av primere. To oligosekvenser som er komplementare med en kort del av templat
sekvensen blir syntetisert. Disse oligosekvensene er avgjerende for hva man ensker a

amplifisere med PCR.

DNA vil bli denaturert ved oppvarming (94 °C), deretter senkes temperaturen slik at
oligonukleotidene kan anneale/feste seg til komplementersekvensen i DNA templatet. Na kan
de fungere som primere for syntesen av DNA som er katalysert av en eller flere termostabile
polymeraser. Amplifisert produkt fungerer som templat for neste, og pa denne méaten vil vi
kunne fa eksponentiell produksjon av DNA. I dette oppsettet ble Dynazyme polymerase
brukt. Det har en hastighet pd 1,3 kb i minuttet.
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Protokoll:

Generelt oppsett for amplifisering av innskudd:

DNA 5 ng/ul 2 ul

Fwd primer Spmol/ul 2 ul

Rew primer Spmol/ul 2 ul

10x reaksjonsbuffer Sul

50X MgCl 1 ul

dNTP mix Iul

Dynazyme 2 ul

ddH20 351

Totalvolum 50 ul

Segment Syklus Temperatur Tid Reaksjon

1 1 95°C 1 min og | Denaturering

30 sek

2 20 95°C 30 sek Denaturering
55°C 1 min Annealing

3 72 °C 4 min Elongering
4°C 0

Tabell 3-2 Oversikt over tider og temperaturer i PCR reaksjonen.

DyNAzyme™ fra Finnzymes har i folge protokoll en ekstensjonsrate pé 1,3 kb pr minutt. Den forventede
lengden pa innskuddet er 1,5 kb. Elongeringstiden ble satt til 4 minutter, til tross for at det er mer enn det
dobbelte av hva som er nadvendig, for & vere sikker pa at innskuddet ble amplifisert opp.

For a garantere at innskudd er ligert inn 1 den lineere pGEM-T vektoren, kan man underseke

de positive klonene ved hjelp av PCR med konstruerte primere for innskudd.

Plukk ensket antall kolonier fra LB-amp skaler med en pipettespiss.

Overfor bakteriene til 35 pl ddH,0, og la std 1 15 min.

Merk ny LB-amp skal og stryk spissen pd ensket felt for bevaring av klon til videre arbeid.

Taq polymerasen som benyttes i dette oppsettet har en hastighet pd 1 kb i minuttet.
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Generelt oppsett for kontroll av innskudd

ddH20 35 ul

10X termofil polymerase buffer Sul

25 mM MgCl 4 ul

10 mM dNTP 1 ul

Rew primer 5 pmol/ul 2 ul

Fwd primer 5 pmol/ul 2 ul

Taq polymerase (Promega) 1 ul

Totalvolum 50 ul

Segment Sykluser Temperatur Tid Reaksjon

1 1 94°C 2 min/ 45 sek Denaturering

2 20 94°C 45 sek Denaturering
60 C 45 sek Annealing
72°C 1 % min Elongering

3 72°C 5 min Elongering
4°C 0

Tabell 3-3 Tabell over PCR tid og temperatur ved kontroll av innskudd

3.2.4. Ligering av DNA fragmenter.

Ligase er et enzym som katalyserer ligering mellom fosfatgrupper og hydroksylgrupper, pa
denne maten dannes nye kjemiske bindinger (forsfodiesterbindinger). De kovalente
bindingene som binder fragmentene sammen dannes pa bakgrunn av hydrolyse av ATP (eller
andre tilsvarende molekyler som NAD+/NADP). Ligaseenzymet er klassifisert som EC 6
proteiner. Mange ligaser kan ogsé kalles syntaser eller synthetaser fordi de syntetiserer nye

molekyler. Figur 3.2 viser en illustrasjon av fosfodiesterbindingen mellom DNA-molekylene.
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Figur 3.1: Illustrasjon av bindingen mellom DNA-molekylene oppstér mellom 5’forsfat pé en trad og
3’hydroksylgruppe pa det andre fragmentet ved ligering.

Den mest brukte ligasen er en T4 ligase som er renset fra T4 bakteriofag. Denne ligasen

katalyserer dannelsen av fosfodiesterbindinger mellom bade butte ender og overhengene

ender. Den benytter ATP som en kofaktor for & kunne danne forsfodiesterbinding mellom

DNA som skal ligeres. Det finnes ogsd DNA ligaser som er renset fra E. coli, men disse er
sjelden brukt fordi de bruker NAD+ som kofaktor.
Her ble Rapid DNA Ligation Kit fra Roche benyttet. [65]

Protokoll:

Ligeringsmiksen kan brukes direkte i transformasjon av kompetente celler, eller fryses uten

Sluttvolumet pa ligeringsmixen skal veare pa 20 pl.

Bland vektor og innskudd i enskelig forhold, ved & benytte formelen under.
Bland reret med 5 x Dilutionbuffer godt, for det tilsettes 2 pl i ligeringsmixen.
Tilsett 10 pl ligeringsbuffer

Tilsett 1 pl av T4 DNA ligase enzym

Inkuber blandingen i 5-10 minutter.

varme inaktivering, ved -15 °C til -25 °C. Varmeinaktivering av T4 DNA ligase senker

effektiviteten av og transformasjonen drastisk.
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100 ng vektor * str. pd

* forhold = ant. gram innskudd
Str. vektor 1 kb

Forhold er hvilken mengde Vektor/innskudd man ensker, eks. 1:1, 1:2, 5:1.

3.3. Eukaryote celler

Schneider Drosophila Melanogaster Embryo celler SL-2.

Tatt fra 20 timer gamle embryoer.

De er enkle & dyrke og bidrar med et enkelt system. De har system med fé kofaktorer for

kjernereseptorer, men i en mindre skala enn mammalske celler.

I de fleste mammalske celletyper finnes det endogent hNCU-G1, og det er derfor vanskelig &
male den direkte effekten det har pd hERp fordi basalresponsen hadde vert vanskelig &
kontrollere. SL-2-celler har hele systemet med alle transkripsjonsfaktorene og
posttranslasjonelle modifikasjoner som mammalske celler har, men i langt mindre skala.
Dette gjor at man kan utfore undersekelser uten stor interferens fra cellenes eget apparat. Det
er ogsé enklere 4 stelle cellene, fordi de kan spyles lose uten trypsinering og siden de ikke har

HCO; 1 mediumet, og trenger derfor ikke CO, tilfersel 1 inkubatoren.

3.3.1. Initiering av SL-2-celler.

e Ta opp cellerar fra nitrogentank som holder -196 ‘C. Tin reret pa vannbad ved 30 "C.

e Vask utsiden av reret med 70 % etanol rett for cellene er tint.

e Overfor cellene til en 25 cm” flaske som inneholder 5 ml romtemperert fullstendig SL-2
medium.

e Inkuber cellene ved 28 'C i 30 min.

e Resuspender cellene og overfor dem til 15 ml ror, med nytt fullstendig SL-2 medium,

sentrifuger ned ved 1000 x g i 3 min ved 4 °C.

e Fjern supernatant. Les cellepelleten 1 5 ml nytt fullstendig SL-2 medium.
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e Inkuber cellene i celleskap ved 28 °C til de nér en tetthet pa 6-10x 10° celler/ml. Dette tar
mellom 3-4 dager. La cellene ga opptil 6 passasjer (18-20) dager for de transfekteres, for &
oppna optimale forhold.

o

3.3.1.1 Vekst og subkultivering.

SL-2-celler fester seg ikke fullstendig til underlaget i en celleskél eller flaske, sé det trengs

ingen kjemikaler eller trypsin for & lasne cellene fra underlaget. Det holder & spyle cellene ned

med eget medium. Cellene blir tette etter 2-3 dager, og mé da subkultiveres. Vanlig prosedyre

er 4 subkultivere dem 1:15.

Prosedyre:
(foregér pa sterilbenk pa cellelab)

e Losn cellene fra celleflasken ved & spyle dem ned med mediumet som de vokser i.

e Pipetter cellesuspensjonen opp og ned noen ganger slik at cellelasningen blir homogen.

e Splitt lesningen med forhold pd 1:15, dvs. 4,75 ml nytt SL-2 medium og 0,25 ml (1/20 del
av cellemengde 1 forrige) cellesuspensjon i ny flaske.

e Inkuber cellene ved 28 'C til de er tette. Dette tar vanligvis 2-3 dager, og man ser i
lysmikroskop at cellene har dannet et tett teppe som dekker hele flasken for man splitter

pa nytt.
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3.3.1.2. Telling av celler.
Prosedyre:

Ved celletelling resuspenderes cellene i mediumet, og man benytter en pasteurpipette for &
ta ut noen draper med celler. En dripe appliseres pd Biirker kammeret slik at drapen
trekkes inn under dekkglasset. Nar man ser pa Biirker kammeret i et lysmikroskop, vil

man fa frem et rutenett som vist under. Man teller antall celler pa begge diagonalene.

o 0,05mitn

L 1LhEm

1 kan

Figur 3.2: Biirker kammer som benyttes til telling av celler. Ved & applisere en drdpe med celleekstrakt pa
tellekammeret med dekkglass, kan man observere rutenettet og cellene i lysmikroskop. Jeg talte celler som
befant seg inni kvadratet i rutenettet. Til sammen 4 * 3 ruter diagonalt, der jeg unnlot 4 telle celler som 14 pa
linjen kvadratets overside og hayre side. Den blé linjen viser de 12 rutene som ble talt.

http://www.mta-labor.info/front content.php?idcat=25&idart=137

Formelen for & beregne celletettheten er:

Gjennomsnitt av diagonalene x 2,1 s
Celletetthet = =X « 10° celler/ml

100
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3.3.4. Transfeksjon

Det finnes to hovedtyper transfeksjoner. 1) Stabil transfeksjon, en metode hvor man
inkorpererer ensket DNA inn i cellens eget genom, og 2) Transient transfeksjon, en
metode hvor man innferer enskede DNA komponenter i1 plasmider og ser da enten
hvordan de pavirker endogent protein/DNA, dvs. det cellen produserer selv, eller man kan
transfektere inn alle komponentene man ensker a se pd, og se hvordan de péavirker
hverandre. Den siste metoden kan bare benyttes i systemer der man er sikker pa at cellene
ikke produserer komponentene man ser pa.

Cellene vil uttrykke det transfekterte DNA kontinuerlig hvis genet til det proteinet vi
onsker & underseke sitter 1 en vektor med en konstitutiv promotor.

Hosting av cellene skjer ofte 1-3 dager etter transfeksjon slik at man ved ulike metoder

kan undersgke hvordan det transfekterte DNA er translatert og hva slags funksjon det har.

Prosedyre:

e Sautcelleneito 75 cm?® (25 cm® ) celleflasker.

e Tell cellene nar de oppnar rett tetthet (etter 2-3 dager)

e S ut SL-2-cellene pd 6 brennersplater 1 et antall pa 400 000 celler/breonn. Det brukes 1,5
ml SL-2 medium pr brenn.

e Transfekter cellene etter 24 timer. Da vil cellene vare festet tilstrekkelig til bunnen av

brennene, og vare i stand til & ta inn DNA som blir tilsatt.

3.3.4.1. Transfeksjon av SL-2-celler med FuGENE6 (Roche)

Transfeksjonsreagensen FuGENEG er en blanding av lipider og andre komponenter last i 80
% etanol. Det gir en hoy transfeksjonseffektivitet, og viser lav cytotoksisitet pd ulike
celletyper [66].

Reagensen fungerer like bra med eller uten serum, og det er derfor ikke nedvendig med
stripping av serum.

Den lave cytotoksisiteten til FUGENEG er viktig fordi de fleste celler overlever og resultatene
vil derfor reflektere de ’sanne” forandringene i genekspresjon. Man trenger ikke ta hensyn til
artifakter som man far pga toksisitet fra transfeksjonsreagentet. (Eks. celledod)

For man starter transfeksjonsforsekene, er det viktig & titrere seg frem til et celleantall man sar

ut hvor transfeksjonseffektiviteten er best. I mitt tilfelle ble det 0,5 *10° celler/35 mm brenn.
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Prosedyre:

e Sa ut gunstig antall celler/35mm bronn, 24 timer for transfeksjon. Dette gir cellene tid til &
feste seg til bunn.

Transfeksjonen gjennomfores etter folgende metode:

Ut i fra mengde FUuGENE6 man bruker, bestemmes mengden serumfritt medium. TC100

(Schneider Drosophila Medium) (Ved bruk av 3 ul FuGENEG6 i hver brenn brukes 97 pl

TC100, ved bruk av 4 pl FUGENESG i hver brenn benyttes 96 ul TC100) Tabell 3-4 viser

generelt transfeksjonsoppsett.

e Taut 97 (96)ul T100(serumfritt medium)/brenn, og overfor til eppendorfror. Serg for at
mediet er romtemperert for transfeksjon gjennomferes. (Dersom man jobber med
duplikater eller triplikater, dobler man eller tredobler dette volumet i samme
eppendorfror.)

e 10 avde 97 (96)ul skal over i rer med DNA mix som skal transfekteres inn i cellene. (det
er viktig at DNA mengden ikke overstiger 1 pg pr bronn, ref FuGENEG6 protokoll) De 10
ul skal fortynne lesningen slik at alt DNA kommer med. Det er viktig & homogenisere
DNA/TC100 blandingen.

o Tilsett 3 (4) ul romtemperert FuGENES i raret med 86 (87) ul TC100 medium.

Det er viktig at FuGENEG6 ikke kommer ner kantene pa eppendorfroret nar man
pipetterer. Reagensen skal ikke vare 1 kontakt med plast.

e Overfor DNA lgsningen til FuGENESG losningen. (det er viktig at DNA tilsettes FuGENE6
losning og ikke omvendt for & fa optimal bindig av transfeksjonsreagensen)

e Bland godt, og la std pd benken 1 20 min ved romtemperatur. Bland prevene etter 10 min.

e Overfor DNA/FuGENE6/medium blandingen pé cellene. Fordel dréper over hele brennen,
slik at det treffer alle cellene. Tabell 3-4 viser et eksempel pa mengde plasmider jeg

transfekterte cellene med

1 2 3 4 5
pAc-hERf Ong 110ng | Ong 110ng 110ng
pAc-hNCU Ong Ong 10 ng 10ng 20ng
pAc-lacZ 250ng 250ng 250ng 250ng 250ng
pCAT-hSRB1 350ng 350ng 350ng 350ng 350ng
pAc5.1/V5-His A 400ng 290ng 390ng 280ng 280ng
E2 200 nM | 200nM | 200 nM 200 nM | 200 nM

Tabell 3-4. Eksempel pa mengde av hvert plasmid i de forskjellige provene.
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3.3.4.2. Transfeksjon av SL-2-celler med Lipofectamine 2000

SL-2-cellene ble ogsa forsekt transfektert med Lipofectamine 2000 (Invitrogen). I motsetning
til ved transfeksjon med FuGENE 6, skal cellene vare 90-95 % konfluente ved
transfeksjon[67].

e S4ut 500 000 celler 1 6 brennersplater, i 2 ml fullstendig medium.

e Cellene inkuberes til de er 90-95 % konfluente.

e Plasmidlesning med totalt 4 pg DNA fortynnes i 250 pl serumfritt medium.

e Bland godt, og inkuber i 5 minutter ved romtemperatur.

e Tilsett 10 pl Lipofectamine 2000 til 250 pl serumfritt medium.

¢ Bland Lipofectamine og DNA-blandingen, og inkuber 20 minutter ved romtemperatur.

e Tilsett losningen til cellene og fordel godt ved & bevege platen frem og tilbake.

e Host cellene etter 18-48 timer og undersek ekspresjon av reportergen, 1 dette tilfellet med

CAT-ELISA reportergen assay.

3.3.4.3. Hesting av celler

Cellene blir hestet og det benyttes forskjellige metoder som internkontroll pa hvor effektiv

transfeksjonen har vert. f-galaktosidase og X-galaktosidase er to av dem. CAT-ELISA er en

reportergenanalyse som brukes for & undersoke uttrykk av transfektert DNA 1 cellen.

e Resuspender cellene ved & spyle dem los fra brennene med en mikropipette.

e Overfor 1 celleeksrakt i 1,5 ml eppendorfror

e Sentrifuger ned cellene ved 4500 rpm, i 3 min ved 4 °C.

e Fjern supernatant/medium (viktig at alt blir fjernet.) og lyser cellene i 1x lyseringsbuffer,
300 pl pr brenn. Vortex prevene for a lase pelleten.

e Lalyseringen av cellene skje pa is i 20 min.

e Sentrifuger ved 6000 rpm i 2 minutter, 4 °C

e Sett provene direkte pd is, dette er viktig fordi CAT enzymet lett degraderer ved for haye
temperaturer.

Celleekstraktet benyttes na til CAT-ELISA.
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3.3.4.4 Nedfrysing av SL-2-celler.

Cellene fryses ned i et eget frysemedium som inneholder 10 % DMSO (dimetyl sulfoxid).
DMSO tilsettes for & beskytte cellene under nedfrysning. Ved lave temperaturer vil veesken 1
cellene danne iskrystaller som gdelegger organeller. DMSO beskytter cellene.

slik at cellene ikke skal sprekke nér de fryses ved -80 °C og flytende nitrogen (-196 °C)
Frysemedium bestér av 45 % “gammelt” (kondisjonert) fullstendig medium, 45 % “nytt”

medium og en sluttkonsentrasjon av DMSO pa 10 %

Protokoll:

e Gro cellene til en tetthet pa mellom 4,0-5,0 x 10°i en 25 cm? flaske.

e Bestem eksakt mengde celler/ml ved & telle dem i Biirker kammeret. (se side 13.)

e Pipetter forsiktig av det kondisjonerte mediet, og sentrifuger ned for & fjerne lose celler.

e Resuspender cellene i det kondisjonerte mediet i et volum som gir en tetthet pa 1,1 x 10’
celler/ml i frysemediet.

e Lgs 10 % DMSO i nytt medium, og bland godt ved & pipettere lgsningen.

o Tilsett dette til cellesuspensjonen med kondisjonert medium.

e Alikvoter ut cellesuspensjonen i 1 ml pr cryo ror.

Oppbevar cellene ved -80 °C i 24 timer for de overfores til nitrogentanken. Dette gjores for at

cellene skal fi en langsom fryseprosess. Optimal rekonvalesens av SL-2-cellene krever at det

er vekstfaktorer i mediet. Derfor er det viktig at det benyttes kondisjonert medium i

frysemediet.

3.3.4.5 B- galaktosidase som internkontroll

For & kunne sammenligne og trekke slutninger av reportergenassay, er det nedvendig med en
internkontroll i systemet som kan fortelle hvor stor variasjon der er i
transfeksjonseffektiviteten mellom provene.

Ved alle transfeksjonsforsek som er relatert til protein- DNA interaksjoner i denne oppgaven,
blir B-galaktosidase brukt som internkontroll. LacZ genet sitter i pAC 5.1/V5 His vektor.
Vektoren er spesielt konstruert for transfeksjon av insektceller, og benyttes her i SL-2-celler.

pAC.5.1/V5-His har en actin promotor som er konstitutiv.
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Reaksjon:
LacZ genet koder for B-galaktosidase (p-gal)

[-galaktosidase driver reaksjonen;

Laktose ——» galaktose + glukose

ONPG (o-nitrofenyl-p-galaktopyranosid) ——» galaktosidase + o-nitrofenol
ONPG er substrat for B-galaktosidase. o-nitrofenol gir gulfarge og intensiteten kan méles i en

mikroplateleser ved Agyonm.

Prosedyre:

Forsgket utfores 1 en mikroplate. Etter hosting av transfekterte celler (ref side) tilsetter man

henholdsvis;

e Ta ut 5-50 pl celleekstrakt (avhengig av hvor lenge man skal inkubere, og hvor stor
mengde pAc 5.1/V5 His-LacZ som er tilsatt.)

e Tilsett 150 pl Z-buffer med 40 mM B-merkaptoetanol.

e Tilsett 50 ul ONPG (4ug/ml) enten i dH,O eller 100 mM fosfatbuffer pH 7

Mikroplaten inkuberes i varmeskap ved 30 °C i fra 15 min inntil 1 time. ( til provene far en

tydelig gulfarge.) Reaksjonen stoppes ved 4 tilsette 100 pul 1 M Na,Cos.

Intensiteten av gulfargen til o-nitrofenol méles sa 1 mikroplateleser ved A4ponm.

Formel for & beregne antall B-gal enheter per minutt per ml;

A420nm/0,0045

Reaksjonstid (min) * Volum celleekstrakt
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3.3.4.6. Kvalitative analyser av B-galaktosidaseaktivitet med X-gal metoden

Ved bruk av X-gal farging kan man fa et inntrykk ikke bare av hvor stor B-galaktosidase

aktiviteten er, som i 3.4.1, men ogsé et inntrykk av hvor mange celler som serger for denne

aktiviteten, ved a uttrykke LacZ-genet.

Cellene blir sadd ut og transfektert etter prosedyre i kapittel 3.x.

Prosedyre:

e Losne cellene fra celleskdlene/brennene, og overfor cellesuspensjonen til 10 ml rer med
rund bunn. Pelleter dem ved sentrifugering ved 1000 rpm i 3 min ved 4°C.

¢ Fjern mediet

e Resuspender cellen, og fikser dem ved 4 tilsette 2 ml glutaraldehyd-losning.

e Overfor cellesuspensjonen tilbake til cellebrennene, og la dem inkubere i 15 min 1
romtemperatur.

e Fjern glutaraldehyd-losningen og vask cellene med Ix PBS to ganger. Mellom
vaskestegene pelletteres cellene ved sentrifugering ved 1000 rpm i 3 min ved 4°C.

e Fjern sé all PBS fra cellene.

e Resuspender cellene ved tilsetting av 1 ml X-gal losning til hver av rerene.

e Overfor cellene tilbake 1 brennene og innkuber dem ved 28 °C i 4 timer.

3.4. CAT-ELISA reportergenassay

CAT-ELISA reportergenassay er en metode som gir kvantitative méalinger av CAT
(Chloramfenicol acetyltransferase) ekspresjon. Cellene blir transfektert med plasmid DNA
som bearer et reportergen som koder for CAT. Assayet er basert pa ”sandwich” ELISA
prinsippet, hvor antistoffet til CAT, anti-CAT, er bundet til mikroplatebrennene. Cellene
lyserers og celleekstraktet som inneholder CAT enzym appliseres 1 mikrotitrerplatebrennene.
CAT i celleekstraktet vil nd binde seg til anti-CAT 1 mikrotitrerplatebrennene.

Det polyklonale antistoffet til CAT-Digoxigenin (anti-DIG-POD) blir tilsatt, og binder CAT.
Ved tilsetning av antistoff mot digoxigenin, vil det fore til at digoxigenin konjugerer til
peroksidase. Nar man da tilsetter peroksidase substratet ABTS, vil peroksidaseenzymet
katalysere spaltingen av substratet som forer til en farge reaksjon. Absorbansen males i

mikroplateleser ved Aspsnm — Ay9onm. Figur 3.x viser en skisse over reaksjonen.
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Figur 3.2. En enkel skisse over reaksjonen i CAT assayet. Mikroplatebrennene er dekket med antistoff som
binder til CAT proteinet i cellelysatet. Etter vask og inkubasjon i 37°C i 2 timer tilsettes anti-CAT-DIG som
binder det primare antistoffet pa mikroplatene. Etter neste inkubasjon tilsettes anti-DIG-POD med en peroxidase
koblet til seg. Denne binder til anti-CAT-DIG, og ndr ABTS substratet tilsettes i siste trinn, vil peroxidasen
spalte dette til et produkt som er gront, og man kan male absorbansen ved Agpsnm — Ayg, nm.

Standardkurve for CAT enzym

CAT enzymet er frysetorket, og ma loses i 500 pl ddH,O. Det fordeles i 40ul alikvoter. Det er

viktig at standard CAT- enzym fortynningen er nylaget, og at standardlgsningen ikke tines for

mange ganger.

e Ta ut en alikvot pd 40 pl av CAT enzymets standardlesning (lesningl) og overfor det til
3,96 ml Sample buffer (lesning 7) Sluttkonsentrasjonen pa CAT- enzym blir pa 1 ng /ml.

e Taut 1,0 ml av den fortynnede CAT-enzym losningen, med konsentrasjon pd 1 ng/ml, og
overfor til et nytt eppenderfror.

e Taut 500 pl fra lesningen over og overfor til et nytt eppendorfrer som inneholder 500 pul
losning 7 (sample buffer), konsentrasjonen til den nye preven vil vaere pa 0,5 ng/ ml.

e Fortsett fortynningsrekken som vist i tabell.

e Losning 7 (sample buffer) brukes som nullprove.

Provenr. | ng CAT/ml | CAT- enzym- fortynningen i pl Tilsetting av lesning 7 (sample buffer) i pl
0 0 0Opl 1000 pl

1 1,0 1000 pl 0pl

2 0,5 500 pl fra steg 1 500 pl

3 0,25 500 pl fra steg 2 500 pl

4 0,125 500 pl fra steg 3 500 pl

Tabell 3-5 standard kurve til CAT reportergenassay
e Lag duplikat av fortynningsrekken. Standardkurve plottes.
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1,2

y =1,0703x + 0,0048
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Figur 3.3. Et eksempel pa CAT standard kurve, malt etter 1 5minutter etter tilsatt ABTS substrat ved Agpsym-
Agosum Den er plottet i Ecxel regneark, hvor y viser likning for regresjonslinjen y = ax-+b.

3.4.1 Utfering av CAT-ELISA reportergenassay. (Roche)

Prosedyre:

Ta ut 200 pl celleekstrakt/standard fra hver av prevene som enskes analysert, og overfor til

96-brennersplaten.

Inkuber provene i varmeskap i 2 timer ved 37 °C.

Vask hver av brennene med 250 pl 1x vaskebuffer, i 30 sekunder, 5 ganger.

Tilsett s& 200 pl av lesning 2a), som inneholder anti-CAT-DIG, til hver av brennene.
Inkuber platen i 1 time ved 37 °C

Vask hver av brennene med 250 pl 1x vaskebuffer, 1 30 sekunder, 5 ganger.

Tilsett sa 200 pl lesning 3a), som inneholder anti-DIG-POD, til hver av brennene

Inkuber platen i 1 time ved 37 °C

Vask hver av brennene med 250 pl 1x vaskebuffer, i 30 sekunder, 5 ganger.

Tilsett til slutt 200 pl ABTS® substrat, lesning 4, til hver av brennene. Det vil nd oppsta
en fargereaksjon, pd bakgrunn av binding til mengde CAT 1 preven hvor den observerte

gronnfargen (ABTS) maéles pa en mikroplateleser ved absorbansen (A40snm-A492nm)
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3.4.2. Utregning av CAT ekspresjonsverdier

Formel for utregning av CAT ekspresjon er

(Acat-b)/a «( totalvolum /anvendt volum til CAT)«Tid
+1000 = pg CAT / OD pB-gal

Ag ga * (totalvolum/ anvendt volum til B-gal)+Tid

a : Verdi a fra standardkurveformel (y = ax + b) ved gitt tid

b : Verdi b fra standardkurveformel (y = ax + b) ved gitt tid.

Acat: Absorbansen av CAT ved A405nm-A4920m

Ap.ga : Absorbansen av B-gal ved A420 nm

Tid: inkuberingstid for OD méling. (enten 15 min, 30 min, 45 min eller 60 min)

1000: omregning fra ng til pg

Totalvolum: Volum pa lysat pr preve (300 ul)

Totalvolum = antall pl cellelysat fra hver brenn, mens anvendt er antall pul av cellelysatet
brukt til CAT ELISA assay. (Det samme gjelder for B-gal volumene.)

Anvendt volum: volum som appliseres pr brenn. (200 pl til CAT, og 25 ul til B-gal.)

Standardavviket er utregnet med formel:
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3.5. Proteinmélinger ved Bradford-metoden.

Bradford proteinassay benyttes for & bestemme totalmengde protein i en prove. Metoden
baserer seg pa den proporsjonelle bindingen av fargen coomassie til proteiner. Under sure
forhold er fargen mest stabil som en dobbeltprotonert form. Etter binding til protein er den

derimot mer stabil som en uprotonert bla form, som absorberer ved A590nm [68].

Rod €— gronn «—» bla <«— bla-protein
(470 nm) (650 nm) (590 nm) (590 nm)
H* H*

Prosedyre

e Lag to blindprever av 500 pl, ved & blande 400ul dH20 med 100u1 Bradford proteinassay
losning. Lag en standardkurve ved & bruke 400ul av BSA-fortynninger, 1,5,10,15 og
20pg/ml, og tilsett sd 100ul bradfordreagens. Lag to paralleller av hver prove.

e Lag fortynninger av provene som skal méles pa 1:50, 1:100, 1:200 og 1:400 hvor
totalvolumet er 400pl, og tilsett s& 100ul Bradford proteinassay-lesning.lag to paralleller
av hver prove.

e Tilsett reagensen forst til blindprevene, sa til standardprevene, og deretter til
proteinprevene. Vortex umiddelbart i 2-5 sekunder. Det er gunstig 4 tilsette
Bradfordlgsningen med 30 sek mellomrom mellom prevene, slik at alle far stétt like lenge
for méling 1 spektrofotometer.

e Inkuber provene i 10-40 minutter ved romtemperatur.

e Mal absorbansen ved 595nm i samme rekkefolge som Bradford lesningen ble tilsatt.

Beregn proteinmengde i provene ut fra standardkurven.

3.5.1. SDS-PAGE-gel

SDS (sodium didecyl sulfate) binder de hydrofobe delene av proteinet slik at det denaturerer
til en utfoldet konformasjon og blir stabilt i lasning. Proteinets lengde blir da propsjonal med
dets molekylvekt. Nér det appliseres pa SDS-gel og blir utsatt for et elektrisk felt, blir
proteinene forst samlet i stacking-gel og deretter separert etter storrelse i den separerende

gelen. Smé proteiner vandrer lengst i gelen.
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Man kan ha to tykkelser pa gel: 0,75 mm og 1,5 mm

10,75 mm gel appliseres 25ul prove — 25 pg protein pr brenn

I 1,5 mm gel appliseres S0ul prave —» 70 pg protein pr brenn

Det er best & benytte den tykkeste gelen hvis man skal kjere Western Blott pd proteinene.

Prosedyre:

e Vask platene godt med dH,O og 96 % EtOH, og terk dem.

e Velg spacere ut i fra hvilken tykkelse du ensker pa gel

o Lag forst den 10 % separerende gelen, og deretter den 4 % konsentrerende gelen.

e Fyll opp 4,5 cm av platene med den separerende gelen med pasteurpipette.

e Etterfyll med litt dH,O, for & serge for fullstendig polymerisering (Blandingen
polymeriserer ikke i nervaer av O.)

e La gelen polymerisere i 30 min.

e Hell av vannet, og fjern restene med Whatman paper.

o Tilsett den konsentrerende gelen og plasser kammen forsiktig for 4 unnga luftbobler.

e La gelen polymerisere 1 30 min.

e Sett gelen i elektroforesestativet, overfor det til kammeret som fylles med 1 x SDS

running-buffer.

Prosedyre for protein applisering

o Tilsett onsket mengde av 1x, 2x eller 3x SDS loadingbuffer til proteinlesningen.

e Stikk hull i lokket pa eppendorfreret med en kanyle, og kok preven pd varmeblokk i 3 min
ved 100°C.

e Sentrifuger ned ved 10000 rpm i 1min

e Appliser 30-40ul pd en 10 % SDS-PAGE gel.

e Gelen kjores pd 80-90 V til provene har vart igjennom den konsentrerende gelen, og
deretter pa 100 V til blafargen har forlatt gelen.

e Farg gelen med Coomassie blue og se etter band

e Legg gelen i avfargingslosning til bakgrunnsfargen har avtatt.
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3.6. GST-Pulldown

Gluthatione-S-Transferase fusjonsproteiner har fatt et bredt bruksporade etter at det ble
introdusert som verktey for produksjon for rekombinante proteiner i bakterier.

Metoden benyttes til & undersegke interaksjon mellom probeprotein og dets
interaksjonspartnere. Probeproteinet er GST-fusjon klonet inn i en IPTG (isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside) induserbar ekspresjonsvektor. De transformerte bakteriene produserer
GST-fusjonsprotein 1 stor skala etter induksjon med IPTG. Det resulterende fusjonsproteinet
har stor affinitet for fri, redusert gluthation, og kan dermed renses ved bruk av gluthatione-

agarose kuler, og elueres ved bruk av redusert gluthation.

3.6.1. Produksjon av GST-fusjonsprotein.

e Transformer de BL-21(DE3) E. coli bakterier fra Novaen® med det aktuelle konstrukt,
samt en kontroll (kun pGEX)

e Stryk ut pA LB-Amp skéler og inkuber over natt pd 37 "C.

e Plukk ensket antall kolonier til videre vekst og induksjon.

e Gro opp i 2 ml LB-amp over natt. Sentrifuger ned 1 ml og frys ved -20 ‘C til SDS-PAGE
analyse

e Overfor 50ul av overnatt kulturen til nye Sml LB-amp, og la gro til mid-log fase, dvs.
ODs50nm 0,5-1,0. (jeg induserte ved ODssonm 0,6). Ta ut 1 ml til SDS-PAGE analyse

e Induser kulturen med 0,1-1,0mM IPTG. (jeg brukte 1,0 mM). Promotoren i pGEX er
IPTG induserbar, og BL-21 bakteriecellene begynner & produsere GST-fusjonsproteinet
etter induksjon.

e Inkuber ved 22-37°C i 1-5 timer med risting. (jeg inkuberte ved 37 "C i 3 timer)

e Sentrifuger ned ved 10000rpm, og fjern alt LB-amp.

3.6.2. Analyse pa SDS-PAGE-gel.

For & undersoke hvilken av klonene som produserer mest av fusjonsproteinet, kan man na
analysere provene pa en SDS-PAGE gel.

e Tilsett 100 ul 1 x SDS loading buffer til bakteriepelleten.

o Kok proven pa varmeblokk i 3 min

e Sentrifuger ned ved full hastighet i 1 min

e Appliser 30-40 pul pa 10 % SDS-gel.
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Etter & ha kjort gelen mé den farges med Coomaisse Blue, for & detektere bandet pa storrelse

med det induserte proteinet.

Nér man sa har funnet den ideelle inkuberingstid og temperatur, samt den beste klonen, kan

denne gros opp 1 sterre skala for storproduksjon av fusjonsproteinet.

Prosedyre for storproduksjon av fusjonsprotein

Overfor litt av bakteriepelletten til 50ml LB-amp.

Inkuber over natt ved 37°C med risting.

Overfor 5ml til en 2 1 kolbe med 400ml LB-amp.

Inkuber ved 37°C til mid-log.

Induser med ideell konsentrasjon av IPTG, (1 mM i mitt tilfelle, og inkuber ved valgt
temperatur og tid.)

Haost cellene ved & sentrifugere ned kulturen ved 10000 rpm i 3min ved 4°C.

Pelletten kan oppbevares ved -80°C.

3.6.3. Rensing av fusjonsproteinet:

Pelletten resuspenderes i 4ml 1xPBS pr 100ml kultur.

Tilsett lysozym til Img/ml, og lyser pé is i 30min.

Tilsett sa Triton X-100 til 1 %, rist/bland godt.

Tilsett proteasehemmer til 1x

Tilsett DNase til en sluttkonsentrasjon pa 5ug/ml, og fortsett inkuberingen ved 4 °C i 10
minutter med forsiktig risting.

Sentrifuger ved 5000 rpm i 30 min ved 4'C

Overfor supernatanten til et nytt rer og tilsett Dihiotheirol DTT til en sluttkonsentrasjon
pa ImM.

Tilsett Glyserol til 10 %

Oppbevar ved -80°C
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3.6.3.1. Vask av Sepharosekuler

Kulene oppbevares i en 20 % etanol-lesning, og ma vaskes naye for bruk.

Bedvolumet i kolonnen skal alltid veere 1/100 av totalvolum lysat, og mengden slurry som

skal benyttes er 2x bedvolumet. I mitt tilfelle var det 16 ml lysat, og det tilsvarer et bedvolum

pa 160 pl, og totalt volum 50 % slurry blir da 320 pl.

Ta ut nedvendig volum av lesningen, og sentrifuger ned ved 3000 rpm. Fjern
supernatanten forsiktig.

Tilsett 1 x PBS til 2 ml.

Sedimenter ved & sentrifugere ved 3000 rpm i 3 min ved 4 "C, fjern supernatant
forsiktig.

Gjenta 2 ganger.

Resuspender pelletten til 50 % slurry i NETN-buffer.

3.6.3.2 Videre rensing av fusjonsprotein.

Tilsett sa ensket mengde 50 % slurry til supernatanten.

Inkuber i 30 min ved romtemperatur med vugging.

Overfor til affinitetskolonnen, og la renne igjennom.

Vask kolonnen med 10x bedvolumet (dvs 160* 10, 1 dett tilfellet er det pa 1,6 ml) 1x
PBS, og gjenta 2 ganger til totalt 3 vask.

Tilsett 1x bedvolumet elueringsbuffer, steng soylens utlep og la std i romtemperatur i
10 minutter. Apne kolonnen og la renne gjennom. Gjenta til en total av 3 elueringer.
Tilsett proteasehemmer til 1x.

Oppbevar eluatene ved -80 °C

Analyser den trinnvise vask og eluering pa SDS-gel. Der ser man hvor rent det siste

eluatet er i forhold til fraksjonen man startet med i affinitetskolonnen.
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3.7 Klargjoering av glutathion sepharose-kuler med bindingsbuffer (NETN-buffer)

e Ta ut et volum glutathion-sepharose kuler som tilsvarer 50 ul 50 % slurry per prove.
e Tilsett 1 x PBS til 1 ml

e Sentrifuger ved 3000 rpm 1 3 min, kast supernatanten

e Resuspender glutathion-sepharose kulene i 1 ml NETN buffer (bindingsbuffer).

e Sentrifuger ved 3000 rpm 1 3 min, kast supernatanten

e Resuspender til 50 % slurry av sepharose kuler i NETN-buffer.

3.7.1 Rensing av fusjonsprotein med gluthation-sepharose-kuler (fra E.coli lysat)

Prosedyre for preparering av bakterielysat med fusjonsprotein

e Tilsett 50pul med 50% slurry, (sepharose kuler og NETN-buffer), bland med 50 pl E. coli
lysat, proteasehemmer til 1x og NETN-buffer til et totalvolum pa 300ul

e Inkuberi 1,5 timer ved 4°C i roterende hjul.

e Sentrifuger ned ved 3000 x g. Vask 3 ganger med 600 ul NETN buffer.

e Los pelleti50 pl NETN-buffer.

e Fortsett med prosedyren for GST-Pulldown fra punkt 2. (under)

Prosedyre GST-pulldown

e Ta ut ensket volum av fusjonsproteinet (avhengig av proteinmaling) slik at 10 pg
fusjonsprotein benyttes i pulldown prosedyren.

e Tilsett 1 onsket volum av cellelysat med interaksjonsprotein. I mitt tilfelle JEG3
helcellelysat med endogent ANCU-G1.

e Tilsett 50 ul 50 % slurry.

e Tilsett proteasechemmer til 1x og NETN-buffer til et totalvolum pa 300ul

e Inkuber i 2 timer ved 4 “C i roterende hjul.

e Sentrifuger ved 3000xg ved 4°C i 3 min, vask med 600ul NETN-buffer, gjor dette 2
ganger.

e (jenta trinnet over, men siste gang ved 5000 x g i 5 min.

e Fjern forsiktig all supernatant, slik at det kun er 25 pl sepharose kuler igjen i roret.

e Tilsett 50 ul 2 x SDS loadingbuffer, og resuspender pelleten.
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e Kok preven i 5 min pd 95°C, husk & stikke hull i lokket pa reret.
e Sentrifuger ned ved max hastighet i 1 min

e Proven kan nd appliseres pa 10 % SDS-PAGE gel.

3.8. Western
Western blotting er en teknikk der man overforer de separerte proteinene til membran etter
SDS-PAGE. Etter overforing kan spesifikke proteiner merkes med antistoffer og detekteres

ved bruk av sekundert antistoft.
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Figur 3.5. En oversikt over Western Blot analyse [69].

Etter transfeksjon av JEG3 celler med NCU-G1, brukes dette lysatet til GST-pulldown med
fusjonsproteinet GST -hERB-LBD. Interaksjonen mellom NCU-G1 og GST-ERp skal

analyseres ved Western blotting.

e Tilsett 50 ul 2 x SDS loadingbuffer til proteinpraven som er sentrifugert ned, og
resuspender pelleten.

e Kok preven i 5 min pd 95°C, husk & stikke hull i lokket pa roret.

e Sentrifuger ned ved max hastighet i 1 min

e Proven kan na appliseres pa 10 % SDS-PAGE gel.
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Etter 4 ha kjert proteinprovene pa 10 % SDS-PAGE gel, skal gelen frigjores fra glassplatene

og plasseres i kald transferbuffer i 30 min for a trekke ioner ut av gelen.

e Fukt 2 fiberputer og 2 Whatman papir per gel i transferbuffer. PVDF membranen fuktes
forst med sprit og deretter legges den i transferbuffer.

e Vask elektroforesekammeret, plasser en liten reremagnet i bunnen.

e Plasser blottepakkeholderen og legg kjoleelement ned 1 kammeret og fyll opp kald
transferbuffer. Dersom man ikke bruker kjoleelement, ma blottingen forega pé kjelerom.

e Gjor i stand blottepakken, dette mé gjores i et kar med kald transfer buffer. Fiberputene pa
bankes frie for luft for pakkingen. Dette gjores med et plastror mens fiberputene ligger i
transferbuffer.

e Opverfor raskt til blottekammeret.

e Sett blottekammeret pd en magnetrorer til svak rering og la elektroblottingen ga ved 20 V

over natt.

Figur 3.4

Blottepakken pakkes i folgende rekkefolge, fra bunn til topp:

1. svart del av blottekassett

. fiberpute | |
. 2 x Watman-paper | |

. Protein gel L 1

. Membran | |

. 2 x Watman-paper : :

. Blank del av blottekassett

01N L AW

3.8.1. Filterbehandling:

Blokkering

For membranen utsettes for primaert antistoff, blokkeres de frie bindingssetene med et protein
som ikke reagerer med antistoffene som skal bindes. Dette trinnet kalles ”blokking” av
uspesifikk binding.

Overfor filteret til et kar med 5 % terrmelk 1 1 x PBS med 0,1 % Tween 20 (blokkingbuffer)
med proteinsiden opp. Husk & klippe av hjernet gverst til venstre, for & vite rekkefolgen. La
sta pa middels vugging i 1 time.

Gelen farges etter vanlig protokoll med Coomassie-Blue, for & se om overforingen til filteret

har veert fullstendig.

54



Kapittel 3 Metoder

3.8.1.1. Primert antistoff.

Etter vellykket overforing til membranen, er det kvaliteten pa antistoffet som avgjer hvor godt
sluttresultatet blir. Monoklonale antistoff inneholder kun en klon av antistoff som er rettet mot
en enkel eptitop. Polyklonale antistoff inneholder flere antistoff-kloner og er derfor affinitet
for flere epitoper pa mal proteinet. Monoklonale antistoffer er mer spesifikke enn polyklonale

antistoffer.

Protokoll:

e Hell blokkebufferen av membranen, og tilsett ny blokkebuffer med ensket primaert
antistoff. Anbefalt forhold til Kanin-anti-NCU-G1 er 1:1000.

e Lastdi?2 timer med vugging ved romtemperatur.

e Hell av lesningen og skyll membranen et par ganger med 1 x PBS med 0,1 % Tween.

e Vask membranen med 1 x PBS med 0,1 % Tween i 3 x 5 min, og 3 x 15 min i et eget kar
med kraftig vugging.

e Overfor membranen tilbake til det opprinnelige karet.

o Tilsett sa sekundert antistoff 1 ensket forhold til blokkingbuffer. Anbefalt forhold til goat-
anti-rabbit antistoff er 1:3000.

e Lastdi?2 timer med svak vugging ved romtemperatur

e Hell av lesningen og skyll membranen et par ganger med 1 x PBS med 0,1 % Tween.

e Vask membranen med 1 x PBS med 0,1 % Tween 13 x 5 min, og 3 x 15 min 1 et eget kar
med kraftig vugging.

e La deretter filteret vugge i 15 min 1 ren 1x PBS for & fjerne alle detergenter.

Ved dette trinnet kan man & stoppe prosedyren og til & vente til neste dag. Membranen kan

ligge i 1 x PBS ved 4 °C over natt for visualisering. Da kan man i sterre grad sikre at alle

detergenter er fjernet fra membranen.

3.8.1.2 Visualisering:

Vi bruker bide kjemiluminescens og diaminobenzedin for 4 pavise proteinene.
Kjemiluminescens er en mer sensitiv og holdbar. Det sekundare antistoffet er konjugert med
en peroksidase fra pepperrot. I nerver av hydrogenperoksid H,O, vil peroksidasen oksidere

substratet luminol. Det oksiderte produktet vil emittere lys, og derfor sverte en fotofilm.

Luminiscens:
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Luminiscense kit fra Pierce. Arbeidet utferes pd merkerom under rodt lys.

Protokoll:

Serg for at membranen far plass i karet som skal brukes til denne prosedyren og at det er skylt
gjentatte ganger med dH,O slik at det ikke finnes detergenter fra sape der.

Flaskene fra Pierce inneholder hhv. ”Stable peroxidase solution” og ”Luminol/ Enhancer

solution”. (Det er meget viktig 4 ikke bruke samme pipettespiss i de to flaskene)

e Taut?2 mlav hver av de romtempererte flaskene i et lite kar.

e Legg membranen i karet med proteinsiden opp og la lesningen dekke den ved & holde
karet 1 bevegelse. Man vil etter kort tid se band som lyser pd4 membranen.

e Legg sd membranen med proteinsiden ned pé et stykke plastfolie, og plasser en
svampkloss oppa membranen.

e Pakk plasten rundt, slik at svampen terker membranen. Rentgen filmen taler ikke
fuktighet.

e Press svampen med membranen forsiktig pa rentgenfilmen. Ta flere avtrykk der man
holder membranen mot filmen med ulike tidsintervaller. (Fra 2 sek til 15 sek anbefales, da
oker sjansene for 4 fa en vellykket fremkalling.)

e Legg sd membranen tilbake i 1 x PBS for & stoppe reaksjonen. Substratet lgsner da fra
peroksidasen, og membranen kan visualiseres pa nytt med luminiscens eller

diaminobenzedin.

3.8.1.4. Diaminobenzedin

Ved visualisering med diaminobenzedin far man raskt resultater direkte pd membranen, men
de er ikke holdbare fordi de grélilla bandene blekner og forsvinner med tiden.

Membranen kan ikke visualiseres pa nytt etter bruk av diaminobenzedin, sd denne metoden

utfores derfor etter luminiscens metoden hvis man skal benytte begge to.
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Protokoll:
e Bland folgende:

46 ml dH20

2,5ml 1 M NH4HCO;

0,5 ml 3 % NiCl,

1,0 ml 2,5 % diaminobenzedin

e Umiddelbart for bruk tilsettes 0,5 ml 2 % H,O, for & katalysere reaksjonen

e Hell blandingen i et lite kar og legg membranen opp i det med proteinsiden opp
e Vugg karet forsiktig til du ser tydelige gralilla bind.

e Stopp reaksjoneni 1 x PBS.

e [La membranen luftterke
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4. Resultater

Resultatene er basert pa ulike forsek som er utfert i denne oppgaven, der metoder fra kapittel
3 er benyttet. Det deles inn 1 foelgende emner:

e Plasmidkonstruksjon

e Titrering av celleantall til transfeksjon

e Vurdering av transfeksjonsreagenser, Lipofectamine 2000 vs FuGENE 6

e Forsgk med NCU-GI1 som koaktivator for ERf3

e Forsgk med hSRC-1 som koaktivator for ERf}

e Kartlegging av vekstraten til SL-2-cellene

e Sammenligning av transfeksjonseffektivitet, gamle vs. nye celler.

4.1. Plasmidkonstruksjon

4.1.1 Plasmidkonstruksjon av pAc-hERp

For det planlagte arbeidet med transfeksjon og reportergenassay startet, var det viktig at alle
plasmider som skulle brukes var egnet til SL-2-cellene.

hERP cDNA satt i pSGS5 vektoren, en eukaryot ekspresjonsvektor, med SV40 promotor som
ikke fungerer i SL-2-celler. Det var derfor nedvendig a klone hERP cDNA inn i en
pAc5.1/V5-His A som har en sterk konstitutiv promoter fra Drosophila aktin 5C genet. pSGS5
har kun tre kutteseter, og siden enzymene som kutter i MCS ogsa kutter i cDNA sekvensen til
hERp, ble innskuddet amplifisert opp med PCR (beskrevet i kap 3 xx). Det ble konstruert
primere med sekvenser for kutteseter i 5’endene slik at det oppamplifiserte cDNA kunne
ligeres inn 1 pAc5.1/V5-His A til et ferdig konstrukt. Restriksjonsanalyse ved hjelp av
bioinformatiske verktey pd www.justbio.com ble benyttet for & finne enzymer som ikke kutter

1 hERP cDNA, men som har kutteseter i pAc5.1/V5-His A MCS. Analysen viste at Agel og

Xhol tilfredsstilte disse kravene, og var gunstige & bruke videre i kloningsarbeidet.
Gjenkjennelsessekvensen for hhv Agel og Xhol ble derfor lagt inn 1 5° endene pa hver sin
primer. (kap 3 xx ) Etter oppamplifisering med PCR ble produktet analysert pa agarosegel, og
storrelsen pd bandene tilsvarer 1590 bp som er storrelsen til hRERB ¢cDNA. Figur 4.x viser
bilde av PCR produkt.
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1500 bp

1590 bp

Figur 4.1. Etter PCR med pGEM-T-hERf med konstruerte primere, ble produktet analysert pa agarosegel.
Bandet i lane 2 er pa 1590 bp, som stemmer med hERP cDNAs sterrelse.

PCR-produktet ble isolert fra gel og ligert inn i pGEM-T vektoren for sluttkonstruktet skal
lages. Ved 4 ligere inn i pPGEM-T forst oppndr man bade & amplifisere opp produktet, og man
far et renere kutt fordi restriksjonsenzymene har god bindingsflate. Samtidig kan man
garantere fullstendig kutting, ved & analysere produktet pa agarosegel for man ligerer inn 1
pAc5.1/V5-His A. Den termostabile polymerasen Taq polymerase (kap 3xxx) som ble
benyttet lager et 5° A overheng p&d PCR produktet. pPGEM-T vektoren. Denne vektoren er
linearisert og har en 3’ T 1 hver ende, og "sticky ends” gir vanligvis en mer vellykket ligering
enn blunt” ends. Etter ligering av pPGEM-T og hERp, ble det transformert inn i kompetente
E.coli DH5a celler, og platet ut pa LB-amp skaler. Vekst pa plater med negativ kontroll tydet
pa at pGEM-T her religert, og PCR med primere for hRERP ble benyttet pa positive kloner for
a kontrollere om det var innskudd. (kap 3 xx) Produktet ble analysert pd agarosegel, figur 4.x,
og det viste band pa 1590 bp i alle provene. Klonen fra lane 3 i figur 4.x ble forkastet siden

bandet var svakt. De andre provene ble sendt til sekvensering.

1000 bp 1590 bp

Figure 4.2. PCR produkt av de positive klonene ble analysert pa agarosegel, i lane 1 og 7 er 1 kb DNA ladder,
mens i de gvrige er et band pa 1590 bp. Dette betyr at det er innskudd i alle provene. Bandet i lane 3 er svakt, og
denne klonen blir forkastet. De andre prevene sendes til sekvensering.
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4.1.1.1 Sekvensering av pGEM-T-hERB.

For ligering inn i pAc5.1/V5-His A ble ulike pPGEM-T-hER plasmider sendt til sekvensering,
for & sikre at det ikke har skjedd mutasjoner under PCR amplifisering.

pGEM-T har primerseter for T7 5° primer og Sp6 3 ’primer.

Sekvenseringsresultatene ble analysert med www.justbio.com sine bioinformatiske verktoy.

Det viste seg at det var mutasjoner i sekvensene. Nukleotidesekvensen ble translatert til
proteinsekvens og det viste at preve nr 1 kun hadde en stille mutasjon og denne klonen ble
derfor brukt videre.(sekvenssammenstilling appendix s.x.) Et omrade pa 255 bp 1 midten av
innskuddet ble ikke sekvensert og for a sikre at det ikke var mutasjoner i denne delen ogsa,
ble et fragment av 5’ ende pd hERP cDNA fjernet, slik at den ukjente delen ble flyttet

narmere primersetet for SP6 3’ primer. Ved hjelp av restriksjonsanalyse i www.justbio.com

fant jeg ut at Pstl kuttet hERB ¢cDNA 1 apen leseramme 2 steder, pa bp 55 og 457. Da kuttes
det vekk 402 bp som allerede er sekvensert, og etter religering av plasmidet vil den delen som
ikke ble sekvensert vare naermere SP6 3’ primersete. Etter restriksjonsforgying ble proven
fraksjonert pa agarosegel (figur 4.x) og pGEM-T-hER A 55-457 ble isolert fra gel, religert,
transformert inn 1 kompete DH5a celler og plates ut pd LB-amp skaler og etter a ha grodd opp
positive kloner ble plasmidet isolert ut. (kap 3 xx) (Dette er vanlig posedyre ved

restriksjonsfordeing og religering av DNA) og sendt til ny sekvensering.

4000 bp 4188 bp

500 bp 402 bp

Figur 4.3. pGEM-T-hERp restriksjonsfordeyd med Pstl. Fragment pa 4188 bp er trunkert pPGEM-T-hERp og
béandet pa 402 bp er biten som fjernes fra cDNA sekvensen. Det storste fragmentet brukes videre til
sekvensering.
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Figur 4.3 gir en enkel skisse av sekvenseringsarbeid med pGEM-T-hERp.

pGEM-T-ERp

lKutteseter for Pstl

\ <«—— ERp cDNA innskudd

|

hERP ¢cDNA 4apen leseramme. Restriksjonsanalyse med www justbio.com sine
verktey viser at Pstl kutter pa bp 55 og 457.

Pstl Pstl
:E_ I
55bp
457bp  Fordeyer pGEM-T-hER med Pstl.
Produktet fraksjoneres pé agarose gel.
]
Fragment

Tm e

55 bp 457 bp Fragment pa 4188 bp (1133 bp + 55
bp i hERB+ 3000 bp i pGEM-T) l

1590 bp

pGEM-hERS pa 4188 bp religeres og transformeres inn i kompetente E.coli DH5a celler,
gros opp pa LB-amp skaler og isoleres ut og sendes til sekvensering.

PGEM-T-ERB (A 55 -457)

N\

Sekvensering

v

oooo

Figur 4.4: Restriksjonsfordeying med Pstl gir fragmenter pa 402 bp og 4188 bp. Det storste fragmentet blir isolert
fra agarosegel etter storforsdeying, og religert med. hER var da pa 1133 bp. Ligering blir sé transformert inn i E.
Coli DH5a celler, og grodd opp pa LB-amp plater. Det plukkes ulike kloner som gros opp over natt i 5 ml LBamp,
for & isolere plasmid DNA neste dag. Prover med isolert plasmid ble sendt til sekvensering. Disse prevene inneholder
nd pGEM-T-ER hvor bp 55-457 er fjernet. Resterende 1133 bp av ER skal analyseres for mutasjoner.
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Sekvenseringsresultatene viste ingen mutasjoner, og denne klonen med hER kunne derfor
brukes til det ferdige plasmidkonstruktet. hRERB cDNA ble kuttet ut av pPGEM-T vektoren 1 en
storfordeying med restriksjonsenzymene Agel og Xhol beskrevet i kap 3 s...).

Ekspresjonsvektoren pAc5.1/V5-His A ble kuttet med de samme enzymene og begge
produktene ble fraksjonert pa agarosegel, og ekstrahert til videre ligering av sluttkonstruktet
pAc-hERf ved samme prosedyre som nevnt tidligere. (kap 3 s...) For & bekrefte vellykket
ligering ble pAc-hERp kuttet med Agel og Xhol og analysert pd agarosegel. (figur 4.x)
Deretter ble det ferdige konstruktet transformert, dyrket opp, isolert og renset med CsCl

gradient (kap 3.xx) for kunne brukes til transient transfeksjon.

400 bp

1500 bp
1590 bp

Figur 4.5. Restriksjonsfordeying av pAc-hERP med Agel og Xhol gir forventede fragmenter pa hhv. 5,4 kb
pAC og 1590 bp hERP cDNA.
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pGEM-T

pAc 5.1-His

Lager primere med sekvensen for egnede restriksjonsenzymer i 5’
endene, Agel og Xhol.

Amplifiserer opp hERB cDNA med PCR.

Ligerer hERp inn i pPGEM-T vektoren
Transformerer inn i kompetente E. coli DH5a celler.

Isolerer plasmid DNA
Kutter med valgte restriksjonsenzymer i en storfordeying. Isolerer
innskudd fra agarosegel.

Ligerer hERp inn i pAc5.1/V5-His A vektoren som er tilpasset
SL-2-cellene jeg skal bruke videre. Transformerer inn i
kompetente E. coli DH5a bakterieceller, gror opp og isolerer og
renser plasmid med CsCl-gradient.

Ferdig plasmid konstrukt.

Figur 4.6. En enkel skisse over plasmidkonstruksjon av pAc-hER.
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4.1.2 Konstruksjon av reportergenvektor

I lageret til gruppen fantes en pGL-3 ekspresjonsvektorvektor som inneholdt et fragment av
hSR-B1 (Human Scavenger Receptor B class 1) promotoren. Det er kjent at dette genet er
estrogensensitivt in vivo [70]. Fragmentet er lokalisert fra bp -3054 til basepar —5 i forhold til
translasjonsstart av genet for h\SR-B1 med nummer. Sekvensen ble undersgkt ved hjelp av

bioinformatiske verktey pd http://www.genomatix.de/. Det viste at fragmentet inneholder to

potensielle ERE. Det forste ERE er plassert i posisjon -2478 til -2463 relativt til
translasjonsstart med sekvensen GTTGGTCActgTGAGTAGG. Det andre ERE i posisjon -
7609 til -751 relativt til translasjonsstart med sekvensen GGAGGTCAgagTGGCTGAG.
Konsensussekvensen for ERE er AGGTCAnnnTGACCT, som danner en palindrom sekvens
fra -7 til +7 bp der 0 bp er den midterste spacernukleotiden, se figur 4.x.

Figur 4.7 gir en enkel skisse av ERE 1 hSR-B1-promotorsekvensen

Spacernukleotidene er vist i sma bokstaver, og avvik fra konsensusen er merket med rodt.
Konsensussekvensen for ERE er AGGTCAnnnTGACCT, som danner et perfekt palindrom
fra +7 til -7 bp. I det ERE lengst oppstrems for translasjonsstart er det 4 avvik fra konsensus, 1
bp -7, +5,+6 og +7, mens i det andre ERE er det tre avvik pa bp +4, +6 og +7.

5
-3054 I I 1
Translasjonsstart
-2478 til -2463 =769 til -751
Konsensus: AGGTCANNnNnTGACCT
O 111
-2478 til -2463 GGTGGTCANNNTGAGTAAG

~7-6-5-4-3-2-1 0+1+2+3+4+5+6+7

Konsensus
AGGTCANnNnnTGACCT

1111l N
769 til-751 GTAGGTCANNNTGGCTGGG

~7-6-5-4-3-2-1 0+1+2+3+4+5+6+7

Figur 4.7. Konsensussekvensen til ERE sammenstilt med ERE sekvens i hSR-B1. Den viser 4 avvik i den ene
og 3 avvik i den andre.
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pGL3 er en reportergen vektor som uttrykker Luciferase, og kan ikke benyttes i SL-2-celler.
Derfor mé promotorfragmentet kuttes ut av pGL3 og ligeres inn i pCAT basic som uttrykker
CAT-genet til senere bruk av CAT-ELISA reportergenassay. hSR-B1-fragmentet ble kuttet ut

av pGL3 vektoren med restriksjonsenzymene Bglll og Kpnl. Restriksjonsanalyse pa

www.justbio.com viste at BglII kutter hRSR-B1 fragmentet pa bp 3057 1 5’ende, fragmentet pa
ikke relevant for promotor egenskapene til fragmentet. Etter restriksjonsfordeying ble det
analysert pd agarosegel og hSR-B1 fragmentet pd 3057 ble isolert fra gel til videre ligering 1
pCAT. Bildet er vist i figur 4.x. BglII kutter vekk 24 bp i 5° ende ab hSR-B1, og det nye
fragmentet er pa 3054 bp.

4818 bp

o
&+ 3054 bp

Figur 4.8. Analyse av restriksjonsfordeying. Lane 2 viser pGL3-hSR-B1, kuttet med Bglll og Kpnl. Det storste
bandet er lineser pGL3 vektor pa 4818 bp, mens det andre bandet er hNSR-B1 promotor fragment pa 3057 bp.

pCAT-basic vektoren ble fordeyd med de samme restriksjonsenzymene for hSR-B1

promotorfragmentet ble ligert inn like oppstroms for CAT-genet.

Erfaringsmessig er store promotorfragmenter ikke effektive i transient transfeksjon. Det ble
derfor utfert en trunkering av hSR-B1 promotorfragmentet. For & beholde begge de
potensielle ERE sekvensene 1 promotorfragmentet, var det enskelig & kutte ut en del mellom
disse sekvensene. Restriksjonsanalyse med bioinformatiske verktoy pd www.justbio.com

viste at EcoR81 kutter pa bp -770 og til -1913 1 hSR-B1 fragmentetsekvensen. pCAT-hSR-B1

plasmidet ble derfor restriksjonsfordeyd med EcoR81 og analysert pa agarosegel. Bandet med
pCAT-hSR-B1 A -770 -1913 ble isolert fra gel og religert. (fulgte samme prosedyresom
tidligere, kap 3 xx)
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Figur 4.x viser pPCAT-hSR-B1 kuttet med Bglll og Kpnl for og etter trunkering av fragmentet.

4027 bp

3000 bp

1905 bp
2000 bp

Figur 4.9. Analyse pa agarosegel viser i lane 2 pCAT-hSR-B1 fullengde promotorfragment kuttet med BglII og
Kpnl, der vises pCAT-basic pa 4027 bp og hSR-B1 fullengde promotorfragment pa 3054 bp. I lane 3 av pCAT-
hSR-B1 A -770 til -1913, kontrollkuttet med de samme enzymene. Det trunkerte fragmentet er pa 1905 bp.

4.1.3. Plasmidkonstruksjon av pAc-hSRC-1

hSRC-1 er en kjent koaktivator for steroidhormonreseptor familien [34], og det er ventet at
den skal gke uttrykk av CAT nér den opptrer ssmmen med hERp.

I gruppens lager fantes hSRC-1 cDNA som var kuttet ut av pCR-3 vektor med Bstx1 og Xbal.
Dette skulle inn 1 ekspresjonsvektoren pAc5.1/V5-His A benyttes til transfeksjon. Vektoren
ble &pnet med restriksjonsenzymene Bstx1 og Xbal for ligering med hSRC-1 cDNA. ( kap 3

xxx). Fulgte s samme prosedyre som tidligere

Etter ligering ble det ferdige plasmidkonstruktet kuttet med EcoRI for kontroll av vellykket
ligering. Fordeyingen ble analysert pd agarosegel og bildet er vist 1 figur 4.3. Plasmidet ble
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9000 bp
2000 bp

1337 bp
500 bp 622 bp

Figur 4.10. Viser pAc5.1-hSRC1 kuttet med EcoRI. Det frigjeres fragmenter, pa 1337 bp og 622 bp fra hSRC-1
cDNA.

4.2 Optimalisering av transfeksjonsmodellen.

4.2.1 Titrering av celleantall til transfeksjon:

I tidligere arbeid med SL-2-celler utfort av Mariam Bouzga pa gruppen, ble det sadd ut

400 000 celler som standard for & oppné god transfeksjonseffektivitet. Det er ingen fasit pa
hvordan man teller celler 1 Biirker kammer (kap 3 xxx), og hvert oye kan telle forskjellig. Det
ble derfor utfort titrering av celleantall for & finne optimalt antall & sa ut for transfeksjon.
Cellene ble sadd ut med 50 000 intervaller, fra 300 000 til 550 000. Formelen for celleantall
ved telling 1 Biirker kammer er beskrevet i (kap 3.3.1.2).

<
o)
—
* 1,00
0,50 -
0,00 -
300 350 400 450 500 550

Celleantall sadd ut

Relative beta-gal enheter/min/ml

Figur 4.11: Relative B-gal verdier mot 400 000 celler utsddd. Forseket ble gjennomfert tre ganger i duplikater
og standardavvik er beregnet fra disse malingene. Mengde B-gal produsert av 400 000 celler ble satt til 1. X-
aksen viser celleantall som er sadd ut i brenn *1073, mens y-aksen viser antall -gal enheter/min/ml*10" -3.
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Hvert antall ble sadd ut i duplikater, og transfektert med 250 ng pAc-LacZ som uttrykker -
galaktosidase (B-gal) reportergen, og pAc5.1/V5-His A opp til 1 pg med FuGENE6 som
transfeksjonsreagens. 48 timer etter transfeksjon ble cellene hestet, (kap 3.3.4.3) og hver
cellebrenn ble det foretatt duplikate -galaktosidase malinger pa mikroplateleser ved A4zonm.
Verdiene brukes i formel for beregning av -gal enheter / min/ ml.(kap 3 .3.4.5). Figur 4.11

viser relative B-gal verdier til 400 000 celler utsadd, og standardavviket er vist 1 figuren.

I provene med 500 000 celler var transkripsjonseffektiviteten storst, og dette ble brukt som en

standard 1 resten av forsgkene.

4.2.2 Kvantitativ analyse av celleantall.
Det ble malt protein mengde pa alle cellelysatene fra de forskjellige celleantallene. Det gir et

kvantitativt inntrykk, fordi proteinmengde oker med celleantall.

9000
8000 -
7000 -
6000 -
5000 - g
4000 1

3000 H

2000 H

Antall ug protein/cellebrgnn

1000 +

300 350 400 450 500 550

Celleantall s&dd ut

Figur 4.12. Proteinmengde som funksjon av celleantall. Beregningene av antall ug protein/brenn baserer seg pa
et gjennomsnitt av verdiene fra alle tre forsekene. X-aksen viser celleantall sadd ut * 10*3 og y-aksen antall pg
protein pr brenn.

Det ble tatt proteinméalinger i duplikater fra hver preve. Verdiene er presentert i figur 4.12 og
baserer seg pé et gjennomsnitt og standardavvik av malingene (kap 3. s xx). Kurven stiger

jevnt frem til 450 000 celler, mens det er 2 ganger sd mye protein i brennene med 500 000

celler 1 forhold til 400 000.
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4.2.3 Test av transfeksjonseffektivitet ved X-gal-metoden.

Hvor mange -galaktosidase-enheter pr/ml/min som oppnés ved transfeksjon av et bestemt
antall celler sier noe om hvor mye (-galaktosidase cellene samlet har produsert, men ikke
hvor mange av det totale antallet som har bidratt. Det ble gjennomfort X-gal analyser etter
prosedyre 1 kap. 3.x.0g cellene ble undersokt i mikroskop. Ved transfeksjon av 500 000 celler,
var det anslagsvis 30 % celler som var farget bla. Ved en annen anledning 14 det anslatte
antallet bla celler mellom 15 og 20 %. Cellene ble fotografert, men filmen ble skadet, og
fremkalling lot seg dermed ikke gjore.

4.2.4 Optimalisering av mengde hERa og hER til transfeksjonsmodellen.

Tidligere GST-pulldown forsek utfert av Martin Enger pa gruppen, har vist at hANCU-G1 og
hERp interagerer in vitro. Det var derfor interessant & undersegke interaksjonen mellom de to
proteinene in vivo. Hensikten med dette forseket var & karakterisere hNCU-G1 som en mulig
koaktivator for hER. Dette ble undersokt i transient transfektert SL-2-celler med
reportergenvektor pCAT basic under kontroll av hSR-B1 A -770 -1913. (Dette
promotorfragmentet ble brukt i alle forsek videre i oppgaven, og blir referert til som hSR-B1-
promotorfragmentet) Ekspresjon av CAT 1 hver prove ble mélt og -gal ble brukt som
internkontroll. Metodene er beskrevet i kap 3.3.4.5 og 3.4.

I tidligere in vivo undersekelser av hNCU-G1 sin effekt pa hPPARa, utfert pa gruppen, ble 10
ng pAc-hNCU-GI1 regnet som optimal mengde. Basert pa disse resultatene ble det avgjort at
samme mengde skal brukes som standard i dette oppsettet.

Etter 4 ha funnet optimalt celleantall, ble det utfort titrering av forskjellig mengde pAc-hERp
for finne hvilken som gir god CAT-ekspresjon. Parallelt med dette forseket ble det titrert inn
optimal mengde pAc-hERa til samme formal. Oppsettene var like bortsett fra pAc-hERa og
pAc-hERp, og er vist i tabell 4-1. Pravene med hERp viste imidlertid altfor lave verdier av
CAT ekspresjon til 4 kunne beregne pg CAT/OD B-gal. Figur 4.13 presenterer CAT
ekspresjon under kontroll av hERa. Forseket ble utfort en gang i triplikater og
standardavviket er beregnet ut i fra absorbansen ved A4o2nm-492nm fra alle prevene.
Beregninger av pg CAT/ OD B-gal og standardavvik er beskrevet i kap 3.4.1 og denne

formelen blir benyttet i alle forsek med CAT ekspresjon videre 1 oppgaven.
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Figur 4.13: Ekspresjon av CAT reportergen etter transfeksjon med ulike mengder pAc-hERa. Verdiene er
beregnet fra triplikater. I prave nr 7 med 110 ng pAc-hERa er det mest ekspresjon av CAT reportergen. Det
bestemmes at denne mengden gir best resultat, og det brukes i alle forsek videre. I preve nr 3 er verdien negativ
fordi a i likningen for regresjonslinjen i standardkurven er hayere enn CAT verdien ved Ajosum-A4920m-

DNA Provel | Prove2 | Prove3 | Prove4 | ProveS | Preove 6 Preve7 | Prove 8
pAc-hERa 0 ng 50 ng 0ng 10 ng 50 ng 70 ng 110 ng 150 ng
pAc-hNCU-G1 0 ng 0 ng 10 ng 10 ng 10 ng 10 ng 10 ng 10 ng
pAc-LacZ 250ng | 250ng | 250ng | 250ng | 250ng | 250 ng 250 ng 250 ng
pCAT basic-hSR-B1 350 ng 350 ng 350 ng 350 ng 350 ng 350 ng 350 ng 350 ng
pAc5.1/V5-His A 400ng | 350ng | 390ng | 380ng | 340ng | 320ng 280 ng 240 ng
E2 200nM | 200nM | 200nM | 200nM | 200 nM | 200 nM 200nM | 200 nM
Sum 1pg 1 pg 1pg 1 pg 1pg 1 pg 1 ng 1pg

Tabell 4-1 Mengde av hvert plasmid i hver prove.

I prove 3 er verdien under null. Det skyldes at absorbansen méalt ved A4o2nm-492nm €1 lavere enn
verdien for a 1 likning for regresjonslinjen y = ax + b i standardkurven. Her er SL-2-celler
transfektert med pAc-hNCU-G1 uten pAc-hERa, og her skjer det et tap av CAT ekspresjon i
forhold til preve 1 som viser basalekspresjonen i SL-2-cellene. I prove 7 med 110 ng pAc-
hERa er det hoyest uttrykk av CAT, og det bestemmes at denne mengden benyttes som
standard i transfeksjonsmodellen.

Samme mengde ble brukt som standard i oppsettene med pAc-hERp, fordi det antas at
transfeksjonmodellen for de to kjernereseptorene er like, ettersom SL-2-cellene tilbyr et

enkelt system.
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4.2.5 Optimalisering av transfeksjonsreagens.

FuGENES® vs Lipofectamine som transfeksjonsreagens.

I optimaliseringsarbeidet som er gjort hittil, ble FUGENES6 fra Roche benyttet som
transfeksjonsreagens. Denne reagensen har blitt brukt pa SL-2-celler i tidligere arbeid pa
gruppen. For & sikre at denne er & best til denne transfeksjonsmodellen, ble det kjort et
parallelt oppsett med Lipofectamine 2000 som transfeksjonsreagens. Bdde FuGene6 og
Lipofectamine 2000 bestér av kationer og lipider, og skal fungere effektivt pa primare
cellelinjer. (kap 3

Verdiene i figur 4.14 er basert pa et forsek i duplikater og standardavviket er vist i figuren.
Det ble brukt standard transfeksjonsoppsett for hver reagens, som vist 1 kap 3.3.4.1.

Her presenteres antall B-gal enheter/ml/min for hver transfeksjonsreagens. Det er mer en 25
ganger flere f-gal enheter/min/ml i provene transfektert med FuGene6 i forhold til prevene
transfektert med Lipofectamine. FuGene6 blir derfor brukt som standard transfeksjonsreagens

1 modellen.

0,7

0,6

0,4 O FuGene 6
M Lipofectamine 2000

0,2 -

0,1 -

antall b-gal enhete pr/ml/min *10” - 3

0 : e

FuGene 6 Lipofectamine 2000

Figure 4.14. X-aksen viser transfeksjonsreagenset, mens Y-aksen antall -gal enheter/ml/min *10”" -3. Verdiene
baserer seg pa 20 -gal mélinger fra hvert transfeksjonsreagens.

4.3. Karakterisering av hNCU-G1 som koaktivator for ERp.

Etter at de ulike parametere var optimalisert, dvs celleantall, mengde pAc-hERf og
transfeksjonsreagens, kunne arbeid med karakterisering av hNCU-G1 som koaktivator
begynne. Det ble tilsatt E; som ligand for & aktivere hERP. Figur 4.15 viser resultatene over
CAT ekspresjon og tabell 4-4 viser en oversikt over de ulike plasmidene i hver prove. Det er

ingen vesentlige forskjeller i ekspresjon av CAT i de ulike provene. Verdiene fra figur 4.15 er
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sveert lave gir ikke sikre data man kan trekke slutninger ut i fra. Det blir derfor nedvendig a

gjennomfore forseket pé nytt.

2,5

pg CAT/ OD b-gal

preve nr.

1,5 4
1
0,5
0 - ‘ ‘ ‘ ‘
1 2 3 4 5

Figure 4.15. Verdiene baserer seg pa f-gal og CAT malinger gjort etter 60 min. Det er unormalt lav ekspresjon
av CAT, og basalekspresjonen i preve 1 er nesten like stor som preven med bade pAc-hERP og pAc-hNCU-G1.

1 2 3 4 5
pAc-hERf Ong 0 ng 110 ng 110ng 110ng
pAc-hNCU Ong 10ng 0ng 10ng 20ng
pAc-lacZ 250ng 250ng 250ng 250ng 250ng
pCAT-hSRB1 350ng 350ng 350ng 350ng 350ng
pAc5.1/V5-His A 400ng 390ng 290ng 280ng 280ng
E, 200 nM | 200nM | 200 nM 200 nM | 200 nM

Tabell 4-2 en oversikt over hvor mye av hvert plasmid det er i hver prove til figur 4.12

Forseket ble repetert med noen forandringer. Tabell 4.4 viser oversikt over oppsettet

og resultatene er vist 1 figur 4.16. Det ble utfort en gang i triplikate prever, og standardavvik

er vist i figuren. Prove 1 viser basalekspresjonen og denne preven har hoyest CAT ekspresjon.

Prove 3 som representerer celler transfektert med pAc-hERp, viser lavere uttrykk av CAT enn

basalekspresjonen. I prave 4 og 5 med pAc-hERp og hhv 10 og 20 ng pAc-hNCU-G1, er

ekspresjonen ogsé lavere enn basalekspresjonen. Dermed antas det at hER ikke har noen

effekt pa ekspresjonen av reprotergenet under kontroll av hSR-B1-promotor. Dette kan

skyldes at hER har dérlig affinitet til ERE i promotorsekvensen, og ikke binder
tilstrekkelig[71].
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Figur 4.16. Resultater fra triplikate prover og standardavviket er vist i figuren. Prove 1 viser den

basalekspresjon av CAT under kontroll av hSR-B1 promotor. I prever med pAc-hERp er det ikke hoyere CAT
uttrykk enn basalekspresjonen.

1 2 3 4 5
pAc-hERf Ong Ong 110 ng 110ng 110ng
pAc-hNCU Ong 10 ng Ong 10ng 20ng
pAc-lacZ 250ng 250ng 250ng 250ng 250ng
pCAT-hSR-BI 350ng 350ng 350ng 350ng 350ng
pAc5.1/V5-His A | 400ng 390ng 290ng 280ng 280ng
E, 200nM | 200 nM | 200 nM 200 nM | 200 nM

Tabell 4-3. En oversikt over hvor mye av hvert plasmid som var i hver prove til figur 4.16.

I oppsettene med hERa er ekspresjon av CAT 1 prevene med pAc-hERa vesentlig hayere enn

basalekspresjonen (figur 4.17 og 4.18). Denne reseptoren kan dermed se ut til 4 ha hagyere

affinitet til ERE 1 promotoren. Det er dokumentert at E,-aktivert hERa har heyere affinitet

enn hERP til ERE sekvenser, og stimulerer ekspresjon av malgener i storre grad enn hERf

[72]. Ettersom oppgaven gar ut pd & underseke hNCU-G1 som en mulig koaktivator for hRER

under kontroll av hSR-B1 promotoren var det mer interessant & fortsette forsekene pd hERa.

4.4 Karakterisering av hNCU-G1 som koaktivator for hERa

Figur 4.17 viser hERa stimulert CAT ekspresjon under kontroll av hSR-B1-promotoren.

Tabell 4-4 gir en oversikt over oppsettet. Forseket er utfort to ganger i duplikate prover, og

standardavviket er vist i figuren.
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Prove 1 viser basalekspresjonen og preve 2 viser ekspresjon av CAT stimulert av hERa. |
prove 3 er cellene transfektert med pAc-hNCU-G1 alene, og her skjer det et betydelig tap av
CAT uttrykk i forhold til basalekspresjon. I preve 4 hvor det er tilsatt bdde pAc-hERa og
pAc-hNCU-GI1 er det noe gkt ekspresjon av CAT. I prave 5 ble det tilsatt 20 ng pAc-hNCU-
G1, og det har negativ effekt pa CAT ekspresjon.

600

500 -

400 ~

300 -

pg CAT/OD b-gal

o [ I

1 2 3 4 5

preve nr

Figur 4.17. Resultater fra to like forsek hvor hver prove ble kjort i duplikat. Resultatene baserer seg pa malinger
av CAT ekspresjon fra 4 mélinger, og gjennomsnitt og standardavvik er beregnet fra disse verdiene. Dette er
beskrevet i kap 3.5

1 2 3 4 5
pAc-hERa Ong 110 ng 0 ng 110ng 110ng
pAc-hNCU Ong 0O ng 10 ng 10ng 20ng
pAc-lacZ 250ng 250ng 250ng 250ng 250ng
pCAT-hSR-BI 350ng 350ng 350ng 350ng 350ng
pAc5.1/V5-His A 400ng 290ng 390ng 280ng 280ng
E2 200nM | 200nM | 200 nM 200 nM | 200 nM

Tabell 4-4. Oversikt over hvor mye av hvert plasmid som var i de ulike provene til figur 4.17

Forsgket ble repetert med noen forandringer. Figur 4.18 viser CAT ekspresjon fra et forsek i
triplikate prover hvor standardavviket er vist i figuren, og tabell 4-5 gir en oversikt over

oppsettet.
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Figur 4.18. CAT-ekspresjon i transfekterte celler. Prove 1 viser basalekspresjon av CAT i SL-2-cellene under
kontroll av hSR-B1 promotorfragment. I preve 2 med kun pAc-hNCU-G1 uten pAc-hERa observeres det et tap i
ekspresjon, mens i prave 3 med pAc-hERa er det hayere uttrykk av CAT enn i prove 1.

1 2 3 4 5
pAc-hERa Ong 0 ng 110 ng 110ng 110ng
pAc-hNCU-G1 Ong 10 ng 0ng 10ng 20ng
pAc-lacZ 250ng 250ng 250ng 250ng 250ng
pCAT-hSRB1 350ng 350ng 350ng 350ng 350ng
pAc5.1/V5-His A 400ng 290ng 390ng 280ng 280ng
E, 200nM | 200nM | 200nM | 200 nM | 200 nM

Tabell 4-5. Tabellen viser hvor mye av hvert plasmid som ble brukt i hver prove til figur 4.18.

Figur 4.18. viser at prove 2 hvor det er tilsatt pAc-hNCU-G1 alene observeres det ogsa her et
betydelig tap av CAT ekspresjon i forhold til basalekspresjonen. I preve 3 med pAc-hERa
oker uttrykket med 1,5 i forhold til basalekspresjon. I preve 3, 4 og 5 er det ingen
nevneverdige forskjeller i CAT ekspresjon, og det ser ikke ut til at ANCU-G1 pavirker hERa
stimulert CAT ekspresjon i noen grad. I preve 4 og 5 er det tilsatt hhv. 10 og 20 ng pAc-
hNCU-G1 i tillegg til pAc-hERa.

4.5 Karakterisering av hSRC-1 som koaktivator for hERa

hSRC-1 er en kjent koaktivator for hERa [34], og det ble utfort et forsek hvor pAc-hSRC-1
ble kotransfektert med pAc-hERa. Forsgket ble utfort en gang i duplikate prover og
gjennomsnittet av CAT ekspresjon fra hver prave er presentert i figur 4.19. Tabell 4-6 gir en

oversikt over oppsettet.
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Figur 4.19. CAT ekspresjon i transfekterte celler med pAc-hERa og pAc-hSRC-1. De viser effekten av hSRC-1
som koaktivator pd hERa. Prave 1 viser basalekspresjonen av CAT, og der er uttrykket lavere enn i prove 4 med
bade pAc-hERa og pAc-hSRC-1.

1 2 3 4
pAc-hERa Ong Ong 110 ng 110ng
pAc-hSRC-1 Ong 10ng Ong 10ng
pAc-lacZ 250ng 250ng 250ng 250ng
pCAT-hSR-B1 350ng 350ng 350ng 350ng
pAc5.1/V5-His A 400ng 290ng 390ng 280ng
E, 200nM | 200nM | 200nM | 200 nM

Tabell 4-6. Tabellen viser hvor mye av hvert plasmid som er benyttet i hver prove.

Prove 1 viser basalekspresjon av CAT 1 SL-2-cellene, uten pAc-hERa og pAc-hSRC-1. 1
prove 2 uttrykkes kun hSRC-1 uten hERo, og det er ingen vesentlig forandring av ekspresjon
av CAT mellom de to forste pravene. I prave 4 observeres en gkning av CAT ekspresjon i

forhold til preve 3 med pAc-hERa alene.

4.6 Kartlegging av vekstraten til SL-2-celler samt betydning av kondisjonert medium.
Ved arbeidets start overtok jeg en batch med SL-2-celler overtok jeg en cellebatch som
gruppen hadde allerede gaende. Denne batchen fungerte til transfeksjonsarbeid i noen
maneder, men etter en tid sluttet cellene & fungere optimalt. Det er vanlig at en cellebatch kan
brukes til forsek 1 opptil 6 mnd. Det ble tatt opp nye celler fra nitrogentank. For & kartlegge
veksthastigheten, ble det laget et oppsett. Det ble laget to oppsett der celler fortynnet 1:10 og
1:15 ble séddd ut i 4 stk 6 brenners plater, og monitorert i 72 timer. Det var ogsa interessant a

se om veksthastigheten til SL-2-celler forandret seg dersom jeg appliserte kondisjonert
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medium, hvor konsentrasjonen av vekstfaktorer er hoyere. Det ble derfor applisert 1/10 volum
av kondisjonert medium i duplikate prever av hver fortynning. Ved & sammenligne
veksthastighetene mellom de to oppsettene ville jeg fa et inntrykk av hvordan vekst og
subkultivering burde gjennomfoeres. Resultatene over de to fortynningene er presentert i figur
4.21. og 4.22. Hver 24 time ble det hostet og talt celler fra to brenner (kap 3 xx), og

gjennomsnittet er presentert i figurene 4.20 og 4.21.

Fortynning 1:10

8 m Med kondisjonert
6 medium
@ Med nytt fullstendig
4 medium
2 |
0 | -

0 timer 24 timer 48 timer 72 timer

Cellenatall/ml * 1076

Timer

Figur 4.20. Vekstraten over celler fortynnet 1:10 ganger. Lilla stolpe presenterer cellene som har fatt tilsatt 1/10
volum kondisjonert medium, mens stolpene farget blatt presenterer cellene som vokser med nytt fullstendig
medium. Cellene ble talt hver 24. time. Frem til 48 timer er det ingen vesentlig forskjell i vekstrate. Ved 72 timer
har cellene tilsatt 1/10 volum kondisjonert medium en konsentrasjon pa 9,7 mill celler/ml sammenlignet med 7,2
mill celler/ml for kun nytt fullstendig medium.

Fortynnet 1:15

8
<7
o
6
5 m Med kondisjonert
= medium
o 4
‘:B 3 | @ Med nytt fullstendig
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g 2]
©
O

Otimer 24timer 48timer 72 timer
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Figur 4.21. Figuren viser cellekonsentrasjon som funksjon av tid ved 1:15 fortynning., hvor cellene er talt hver
24 timer. Ved 0 timer er konsentrasjonen pa cellene 0,36 mill celler /ml. Etter 72 timer er cellekonsentrasjonen
pa 7,15 mill/ml i celler med kondisjonert medium, mens den er 6,9 mill/ml i celler med nytt fullstendig medium.
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Det er ingen vesentlig forskjell pa celler som har fétt 1/10 volum kondisjonert medium i
forhold til cellene som kun ble tilsatt nytt fullstendig medium. Det ser derfor ut til at
kondisjonert medium hadde lite & si for veksthastigheten til cellene.

Veksthastigheten er imidlertid bedre i brennene med 1:10 fortynning enn i 1:15 fortynning. I
den forstnevnte er det en tredobling 1 celleantall etter 24 timer, mens i1 1:15 fortynningen er
det mindre en dobbelt s& mange celler etter samme tidsintervall. Slik fortsetter det ved hver
maling, men etter 72 timer er forholdet mellom antall celler ved start og slutt i de to

fortynningene forholdsvis likt.

4.7 Test av transfeksjonseffektivitet hos gammel vs. ny cellebatch

Den nye cellebatchen som ble tatt opp fra nitrogentank fungerte darlig til transfeksjon. Det ble
derfor kjopt nye celler fra Invitrogen. Etter tre uker med vekst og subkultivering, ble de nye
SL-2-cellene testet med transfeksjon og maling av antall B-gal enheter/min/ml. Figur 4.22.
viser en sammenligning mellom transfeksjonseffektiviteten til nye celler, mot et forsek med
gammel cellebatch da disse cellene fungerte optimalt.( fra titrering av celleantall) Forseket
baserer seg pa 6 prover, og standardavviket er vist i figuren. Tabell 4-7 gir en oversikt over.
Det var 18 ganger flere B-gal enheter/min/ml i cellene fra start batchen i forhold til 1 de nye

cellene.

18
1,6 -
1,4 -
1,2 1

antall b-gal enheter/ml/min*10"-3

0,8

0,6

0,4

0,2
0  E——
Gamle celler Nye celler

Figur 4.22. Resultatene viser antall B-gal enheter/ min/ ml. Gamle celler er fra batch som gruppen hadde gaende
ved arbeidets start, mens nye celler ble kjopt fra Invitrogen. De gamle cellene uttrykker 18 ganger sa mange f3-
gal enheter/min/ml som de nye cellene. X aksen viser hvilken cellebatch forseket er utfort pa, og y-aksen viser
antall B-gal enheter /ml/min *10"-3.

Plasmid Gamle celler Nye celler
pAc-LacZ 250 ng 250 ng
pAc5.1/V5-His A | 750 ng 750 ng

Tabell 4-7: Oversikt over hva cellene er transfektert med i figur 4.18.
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4.8 Kontroll av interaksjon mellom ERB-LBD og hNCU-G1

Etter gjentatte forsek med transient transfeksjon og malinger av CAT ekspresjon for &
karakterisere hANCU-GI sin effekt pd hERP, gir ikke resultatene noen indikasjon pa at de to
proteinene interagerer. Det er derfor grunn til & repetere pulldown forsgkene som ble utfort pa

gruppa tidligere, der det er vist interaksjon mellom hERP og hNCU-G1.

Det ble kjort GST-pulldown pa ERB-LBD (ligandbindende domene) og helcellelysat fra
ubehandlet JEG3 celler som har endogent hNCU-G1. (Metoden er beskrevet i kap 3.6) Det
fantes et ferdig konstrukt av GST-ERB-LBD i en pGEX vektor i gruppens lager. Denne
vektoren har en IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) induserbar promotor som er
plassert like oppstrems for genet som koder ERB-LBD i fusjon med GST (Glutation S-
Transferase). pGEX-GST-hERB-LBD ble transformert inn i kompetente E.coli BL 21 celler,(
kap 3.1.2) og indusert med IPTG neste dag, slik at fusjonsproteinet ble uttrykt i cellene. Det
var flere bakteriekulturer som ble indusert for a finne en klon som var effektiv til produksjon
av fusjonsproteinet (kap 3.6.1). Pravene ble analysert med SDS-PAGE (kap 3.5.1) og figur
4.23. viser bilde av Coomassie farget gel hvor preven i lane 2 er preve uten induksjon av
IPTG, mens lane 3 viser prove med induksjon og uttrykk av fusjonsproteinet. Der er det et
band pd 58 kD som er storrelsen pd GST-hERB-LBD. Denne klonen ble brukt videre til GST-
pulldown.

1 2

~EE
~EE
T

—=

60 KD e

L i .
Figur 4.23. Etter induksjon av IPTG startet ekspresjon av GST-hERB-LBD. Pravene ble analysert med SDS-

PAGE. I lane 1 er kontroll uten induksjon med IPTG, mens bandet pa 58 kD i lane 2 tilsvarer storrelsen til GST-
ERB-LBD.

Isolering av GST-ERB-LBD ble utfort ved trinnvis rensing pé affinitetskolonne. (kap 3.7).
Prover fra vert trinn ble analysert med SDS-PAGE og resultatet er presentert 1 figur 4.24.
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Figur 4.24. Bandet er pa ca 58 kD tilsvarer GST-ERB-LBD
I prove 1 er forste lysat for vask, i prove 2,3 og 4 prove fra vaske trinnene, og preve 5, 6, og 7 er renset hER-
LBD.

Det ble utfort en proteinmaling pa det ferdig rensede GST-hERB-LBD (kap 3.6). Ut i fra den
Coomassie fargede SDS-gelen antas det at GST-hERB-LBD tilsvarer omkring 30 % av preven
som er applisert. Konsentrasjon beregnes ved hjelp av ligning for regresjonslinjen for BSA
standardkurven kap 3. Det estimeres da at konsentrasjonen pa det rensede fusjonsproteinet er
pa 0,6 png/ul. Det ble utfort GST-pulldown pé renset fusjonsprotein GST-ERB-LBD, samt pa
fusjonsproteiner jeg fikk fra Martin Enger i gruppen. Han hadde ferdige E.coli BL 21 lysater
med GST-ERB-LBD oppbevart ved -80°C. Fusjonsproteinet ble renset ut med GST kuler (3.7)
for det ble utfort GST-pulldown pa prevene. Det ble tilsatt lysat fra ubehandlet JEG3 celler
(fra placenta choriocarsinoma) med endogent ANCU-G1. hNCU-G1 vil da binde til det
ligandaktiverte fusjonsproteinet ved hjelp av sine NR-bokser, og dermed folge med GST-

kulene og fusjonsproteinet til videre Western analyse.

Etter tilsetting av primert antiserum SNO215 fra kanin og sekundert antistoff goat anti-rabbit
IgG, ble membranen visualisert med luminicsens og diaminobenzedin metoden (kap 3.8.1.4)

Resultatet er presentert i figur 4.25 og en oversikt over oppsettet er vist i tabell 4-8.

1 2 3 4

97kD=T—

45kD- |

Figur 4.25. Visualisert membran med Diaminobenzedin metoden etter Western blot. Lane 1 GST-ERf
fusjonsprotein fra lager med hNCU-G1, viser et band pa ca 97 kD. I de gvrige provene eget vises der vises ingen
bénd.
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Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4
GST-ERB-LBD fra lager 50ul 50 pl
GST-ERB-LBD eget 20 pl 20 pl
E2 20 uM 20 uM
GST-kuler 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
NETN-buffer 180 pul 155 pul 155 pl 200 pl

Tabell 4-8. gir en oversikt over oppsettet til forseket presentert i figur 4.20.

Membranen 1 figur 4.25 og viser kun ett bdnd pd 97 kD 1 preven med fusjonsprotein fra

gruppens lager. Data fra tidligere arbeid 1 gruppen, har antydet at ANCU-G1 kan veare

ubiquitinert og derfor eker i molekylvekt. Det var dérlige signaler ved luminicsens

fremkalling (kap 3.8.1.5), og membranen svertet rontgenfilmen dérlig. Jeg antar derfor at

arsaken til at jeg ikke fir visualisert band 1 begge provene er fordi det er for lite protein pa

membranen. Dette kan skyldes for dérlig overforing fra gel til membran eller at det bandt lite

protein til GST- kulene i selve pulldownprosedyren.

Det ble utfort ny GST-pulldown med nedvendige kontroller til videre Western analyse.

Her ble 25 pl lysat fra ubehandlet JEG3 celler brukt som kontroll, for & gi en indikasjon pé

hvor mye hNCU-G1 som var tilstede for GST-pulldown. Tabell 4-9 viser en oversikt over

oppsettet. Figur 4.25 viser bilde av membranen.

1 2

3 4

9T KD et

bk e b+ —
45 KD et \4 p—

Figur 4.26. Membranen er visualisert med diaminobenzedin metoden. I prove 1 er det et svakt band som
tilsvarer sterrelsen til ANCU-G1 pé 43,8 kD. I lane 2-4 er det et tydelig band pa 97 kD, og det er samme storrelse

som pa membranen i figur 4.25.

Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4 Proves
JEG3 lysat med hNCU-G1 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
GST-ERB-LBD fra lager 50 ul 50ul 50ul
GST-ERB-LBD eget
E2 20 uM
GST-kuler 50 ul 50 pl 50 ul 50 pl
NETN-buffer 155 pl 155 pl 200 pl 225 ul

Tabell 4-9. viser en oversikt over oppsettet 1 figur 4.26
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Forsgket ble gjentatt, fusjonsproteinet jeg renset ut pa affinitetskolonne ble tilsatt med og uten

ligand for & se om de samme bandene kunne detekteres her. Tabell 4-9 viser hva hver prove

inneholdt. Membranen er visualisert med diaminobenzedin metoden.

4 5 6

97kD =

45 kD

RY

-

i

=

Figur 4.27. Membranen er visualisert med diaminobenzedin metoden og tabell 4-8 viser hva som er i hver

prove. Bandet i prove 1 og 2 er pa ca 44 kD og tilsvarer storrelsen pd hNCU-G1. I prove 4-8 er det et band pa 97
kD med ulik intensitet.

Prove 1 Prove2 | Prove3 | Prove4 | Prove5 | Prove6 | Prove7 | Prove 8
JEG3 lysat  med | 25 ul 50 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
hNCU-G1
GST-ERB-LBD fra 50pl 50ul
lager
GST-ERB-LBD eget 50 ul 50 ul
E2 20 uM 20 uM
GST-kuler 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
NETN-buffer 225 ul 155 pl 200 pl 225 ul 225 ul 225 ul

Tabell 4-8 oversikt over hva som er i hver prove i resultatene presentert i figur 4.22

Bildet i figur 4. 27 viser lane 1 og 2 er det prover med lysat fra ubehandlet JEG3 celler. Der er

et svakt band pa ca 44 kD som tilsvarer storrelsen pd hNCU-G1. I lane 4 og 5 er det et tydelig
band pa ca. 97 kD. I negativ kontroll i lane 6 hvor GST-pulldown er utfert med GST-ER-
LBD og GST-kuler uten hNCU-G1 er det visualisert samme band pa 97 kD. I lane 7 og 8,

hvor eget renset fusjonsprotein er det et svakt band pa samme storrelse som i lane 4-6.
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5. Diskusjon

5.1 Schneider Drosophila melanogaster embryo celler (SL-2) som modellsystem.

I de fleste mammalske celletyper finnes det endogent hNCU-G1, og det er derfor vanskelig &
maéle den direkte effekten det har pd hERa og hER, fordi basalresponsen er vanskelig &
kontrollere. SL-2-celler har hele systemet som trengs med transkripsjonsfaktorer og
posttranslasjonelle modifikasjoner, men ikke sa komplekst og omfattende som det
mammalske celler har. Dette gjor at man kan utfere undersokelser uten stor interferens fra
cellenes eget apparat [73].

I prosjektet ble det utfort transiente transfeksjoner av SL-2 cellene som er en rask metode
hvor det gér ca 72 timer fra utsding til hesting av cellene. Hvis man utferer stabil transfeksjon
innebaerer mye mer arbeid fordi da blir DNA inkorporert i cellenes genomiske DNA, og dette

kan ta flere méneder.

I forbindelse med arbeid med Drosophila Melanogaster SL-2 cellene, dukket det opp ulike
problemer. Dette gjaldt bade uttrykk av B-gal i internkontrollen, og av ekspresjon av CAT
stimulert av hSR-B1 promotorfragmentet. A jobbe med levende celler er utfordrende, og det
er viktig at de har optimale levevilkar for & fungere i forsek. Problemene med SL-2 cellene
har gjort arbeidet med & frembringe palitelige og sikre data vanskelig. Malinger av antall -
gal enheter/min/ml, hvor verdier 1& under 0,100A4,0 ved bruk av 25ul 1 60 minutter, ble regnet
som for lave til & bruke videre. Under transiente transfeksjoner med FUGENE6 som
transfeksjonsreagens, var verdiene ofte for lave til & kunne bruke prevene videre. Etter & ha
tatt opp en initiert cellebatch fra nitrogentank (kap 3.3.1) som ikke fungerte til transfeksjon,
ble det kjopt inn nye SL-2-celler fra Invitrogen. Etter 3 uker med subkultivering av cellene
skulle det veere mulig & oppnd god transfeksjonseffektivitet. Det ble derfor utfert transfeksjon
av cellene og malt B-gal pa dem. Figur 4.22 sammenligner antall B-gal enheter/min/ml
mellom cellebatch jeg overtok fra gruppen ved oppgavens start og nye celler. Det var 18
ganger flere f-gal enheter/min/ml i de gamle cellene sammenlignet med de nye, og da ble de
transfektert med samme ekspresjonsvektorer og transfeksjonsreagens (FUuGENEG6). Andre
grupper i miljoet har ogsa hatt darlige erfaringer med nye cellebatcher. Dette gjaldt
Cercopithecus aethiops celler (monkey, African green) (CV1) som var levert av ATCC. De
brukte FuGENEG6 som transfeksjonsreagens pd begge batchene, men fikk mer enn 60 %

83



Kapittel 5 Diskusjon

dérligere transfeksjonseffektivitet pa nye celler. Leveranderen kan garantere for at cellene er
frie for infeksjon og har stabil veksthastighet, men de gir ingen garanti for optimal

transfeksjonseffektivitet.

Jeg fulgte produktinformasjon til fra Invitrogen, hvor inkuberingstemperatur for SL-2 cellene
er satt til 28°C [74]. Denne temperaturen har veert standard for alle transfeksjonsforsek som
har vert utfort av gruppen tidligere. Det er imidlertid rapportert i litteraturen at flere velger a
inkubere SL-2-cellene ved 25°C [75, 76]. Det betyr at temperaturen vi benytter er 12 %
heyere som hva andre forskningsgrupper bruker. For mammalske celler som holder 37°C som
sin optimale temperatur, tilsvarer dette en temperaturekning til 41,44°C, noe som ville veert
kritisk. I lys av denne informasjonen er det grunn til & vurdere om temperaturen har vert for
hay, og at det kan vere en mulig arsak til at ekspresjon av B-gal og CAT har vert lav i SL-2-
cellene. Under oppgavens lgp har morfologien og veksthastighet vert oppfattet som god, og
blitt antatt & vaere normal. Dersom temperaturen har vert for hey, kan det imidlertid tenkes at
cellenes apparat har brukt all sin kapasitet pa proliferering, og at dette har overtatt for andre
mekanismer som a uttrykke -gal. I produktinformasjon fra ATCC, som ogsa leverer SL-2-
celler, er anbefalt inkubasjonstemperatur mellom 16°C — 28 “C [77]. Ut i fra denne
informasjonen er det vanskelig a tolke en spesifikk temperatur som SL-2 cellene trives best i,
men vi har beveget oss 1 gverste sjikt av det de har anbefalt. I videre arbeid kan det vere

interessant & senke inkubasjonstemperaturen til 25 "C.

Empirisk er det et klart samsvar mellom lese celler, og lavere vekstrate, og en pafelgende lavt
uttrykk av -gal/min/ml. Det er ikke funnet noe entydig svar pa hvorfor cellene hadde slik
ujevn vekst. I tilfeller hvor cellene ble subkultivert for tynt og for tidlig, ble det observert 1
fasekontrastmikroskop at det tok lenger tid enn normert for cellene grodde tette, samt at de
losnet fra underlaget og klumpet seg. Grunnen til dette kan vare at konsentrasjonen av
vekstfaktorer var for lav nér det ble med for lite kondisjonert medium fra den foregaende
flasken. De parakrine signalene vil dermed ikke fungere som normalt og pa bakgrunn av
denne antagelsen ble effekten av kondisjonert medium undersegkt. Det ble ogsé undersekt
ulike fortynninger av celler, for & se hvilken effekt det har pd vekstraten til cellene. Figur 4.20
og 4.21 presenterer celleantall hver 24. time frem til 72 timer. Det er ingen vesentlig forskjell
pa celler som har fétt 1/10 volum kondisjonert medium i forhold til cellene som kun ble tilsatt
nytt fullstendig medium. Det ser derfor ikke ut til at heyere konsentrasjon av vekstfaktorer har

noen stor betydning for veksthastighet. I 1:10 fortynningen prolifererer cellene hyppigere enn
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1 1:15 fortynningen ved alle tidsintervaller frem til 72 timer. Ut i fra disse observasjonene
kunne jeg bestemme hvilke fortynninger jeg ville subkultivere 4 fa den tettheten jeg ensket til
en gitt tid. Det var viktig i planleggingen av transfeksjonsarbeid som tar 4 degn fra utsding til

hesting og gjennomfering av CAT-ELISA assay.

5.2 Optimalisering av transfeksjonsmodellen.

Det ble gjennomfort titrering av celleantall for & finne det optimale antall a sa ut til
transfeksjon. Dette viste seg a vaere 500 000 celler, som vist i figur 4.2. Samme figur viser en
nedgang i antall betagalenheter/ml/min hos 550 000 celler relativt til 400 000 celler. Det er
vanskelig & uttale seg om arsaken til denne nedgangen. Ved proteinmélinger av lysatene fra de
samme provene, var det antatt at det skulle bli en lineaer funksjon. Imidlertid viser kurven en
mer bifasisk form. Erfaringsmessig losner cellene fra underlaget nar de gror tette, mens de
sitter godt festet til bunnen nar de ikke er overgrodde. En mulig forklaring kan dermed vaere
at en storre andel av det totale celleantallet er med 1 hestingen av 550 000 celler, enn ved

hestingen av de egvrige brennene.

Ved optimalisering av mengde hERa og P viste det lave CAT verdier, og i hERp forseket var
de for lave til & jobbe videre med. Figur 4.13. viser at det er hoyest uttrykk av CAT i proven
med 110 ng pAc-hERa. Det var mer enn 2 ganger sa mye CAT uttrykk i denne proven i
forhold til bade proven med 70 ng og 150 ng pAc-hERa. P4 grunnlag av dette ble 110 ng pr
transfeksjonspreove satt til standard i transfeksjonsmodellen. Ved optimalisering av hERalfa
og beta mengde, ble det kun utfert forsek i neervaer av hNCU-G1. Dette kan vare en ulempe,
og det kunne vare interessant & underseke hver av konsentrasjonene i n@rvar og fravaer av
hNCU-GI. Det kan tenkes at hANCU-G1 har sterre innvirkning pa hER ved bruk av

suboptimale mengder av kjernereseptoren.

Gruppen har tidligere brukt FuGENEG6 som transfeksjonsreagens ved transfeksjon av SL-2-
celler. Etter 4 ha fatt informasjon av grupper i miljoet som har hatt god transfeksjon med
Lipofectamine 2000 p4 mammalske COS-1 (monkey, African green, kidney) celler ble det
utfort en sammenligning mellom de to reagensene. Figur 4.14. viser at transfeksjon med
FuGene6 har 35 ganger hoyere uttrykk av -gal enn cellene transfektert med Lipofectamine
2000. Cellene ble observert i lysmikroskop under fasekontrast, og det var ingen forskjell 1

morfologien hos cellene som var transfektert med Lipofectamine 2000.
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5.3 hNCU-G1s effekt pd hER

I figur 4.15 og 4.16 er det presentert verdier over CAT-ekspresjon. Siden basalekspresjonen
av CAT var heyere enn 1 prever med pAc-hERp var det interessant & ga over til forsek med
hERa. Dersom hER ikke har bundet tilstrekkelig til ERE 1 hSR-B1 promotor fragmentet, er
det mulig at den hydrofobe lommen som hNCU-G1 kan binde til ved hjelp av sin NR-boks
ikke har vert tilgjengelig [78]. I litteraturen er det rapportert resultater fra studier pa hERp sin
konformasjon ved binding til ulike ERE, hvor forskjellige bindingsseter for proteaser er
tilgjengelig pé kjernereseptoren ettersom hvordan den binder til DNA [71]. Dette er diskutert

mer i avsnittet om hSR-B1 promotorfragment og ERE.

5.4 hNCU-G1s effekt pd hERa

Resultatene fra til sammen 4 forsek, presentert i kapittel 4 figur 4.13, 4.17 og 4.18 viser en
tydelig trend der basalekspresjonen av CAT er mer enn 50 % lavere enn ekspresjonen i
provene med celler transfektert med pAc-hNCU-G1 uten pAc-hERa. Dette apner for en
hypotese om at ANCU-G1 fungerer som en repressor 1 transkripsjonsmodellen, og opptrer
som en direkte aktor i transkripsjonsapparatet. Vi vet at ANCU-G1 binder til hCRBP1
promotor og fungerer som en transkripsjonsfaktor for dette genet [60]. Ny data fra Winnie
Eskilds gruppe (ikke publisert) viser at hANCU-G1 binder DNA mellom aminosyrene 99-135.
Repressorer kan binde direkte til DNA, og hindre PIC i & binde til promotorregionen [79]. 1
litteraturen er det rapportert at Late Simian Virus 40 promoter factor (LSF), fungerer bade
som aktivator og repressor [80, 81]. Dette proteinet har flere felles egenskaper med hNCU-
G1, som f.eks. at det er lokalisert 1 kjernen og fungerer som en transkripsjonsfaktor, men
kjernelokaliseringssignalet er fortsatt ukjent [80]. I kinetiske analyser viser at LSF gker raten
av TFIIB assosiert med DNA templat in vitro [80]. LSF sine repressor egenskaper er ogsa vist
in vitro der den hemmer transkripsjon fra HIV-LTR [80]. Dette skjer ved sterisk hemming der
LSF hindrer TBP i & binde seg til TATA-boksen, og ved at den inhiberer
transkripsjonselongering [80]. Det er ogsa dokumentert in vivo forsek med transfekterte celler
der de malte CAT ekspresjon under kontroll av HIV-1 promotoren. Studiene viste at LSF
bundet til DNA rekrutterer YY1 (en HDACI), som resulterte i tap av CAT ekspresjon [82]. I
lys av disse studiene er det interessant & fremme en hypotese om at hNCU-G1 kan ha en

repressor funksjon pd hSR-B1 promotoren.
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5.5 hSRC-1 som koaktivator for hERa
hSRC-1 er en kjent kjernereseptor koaktivator fra SRC/p160 familien (steroid receptor
coaktivator) som er beskrevet i introduksjonen. Det er dokumentert at hRSRC-1 fungerer som

koaktivator for ERa og B [34, 83].

Det ble utfort transfeksjon med hSRC-1 og hERa, hvor hSRC-1 skulle fungere som
koaktivator og eke ekspresjon av CAT reportergen i celler med begge akterer. Dette forseket
brukes som en kontroll pa oppsettet. Figur 4.19 viser at prove nr. 4 viser at ekspresjon av
reportergenet oker med 1,4 ndr hERa og hSRC-1 opptrer sammen, i forhold til preven med
pAc-hERa alene. Dette er imidlertid ingen stor gkning sammenlignet med andre resultater fra
litteraturen hvor det er 17 ganger mer ekspresjon av reportergen nar hSRC-1 opptrer sammen
med hERa. [84]. Det kan dermed synes som om det er noe i systemet som ikke fungerer
tilfredsstillende, da hSRC-1 var forventet & gi en storre transkripsjonsgkning. En rekke av

eventuelle mangler i transkripsjonsmodellen diskuteres i senere avsnitt.

Det ble gjennomfort flere transfeksjoner med samme oppsett for & repetere resultatene og gi
mer og noyaktig data. B-gal internkontrollen viste imidlertid altfor lave verdier til at provene

kunne benyttes videre til mélinger av CAT ekspresjon.

5.6. hSR-B1 promotorfragment og ERE

Det er kjent at estrogen stimulerer ekspresjon av hSR-B1, som nevnt tidligere i oppgaven
[48]. P& bakgrunn av dette ble hSR-B1 promotorfragmentet benyttet i transfeksjonsmodellen.
De kjente ERE sekvensene i promotoren viser noe avvik fra konsensussekvensen til DNA
(kap 4.1.2 ), og det var interessant & se hvordan disse avvikene pavirket aktiviteten til hRERa
og PB. Det viste seg imidlertid at hERp ikke stimulerte ekspresjon av CAT i SL-2-cellene da
CAT ekspresjonen var lavere i prover med pAc-hERf enn basalekspresjonen 1 cellene (kap
4.3, figur 4.15 og 4.16). Dette indikerer at hER ikke er i stand til & initiere transkripsjon fra
denne promotoren. Forsgkene fortsatte derfor med hERa, figur 4.16. Her viste
basalekspresjonen seg & vaere betydelig lavere enn i pravene med pAc-hERa, og det antas at
hERa stimulerer til ekspresjon av CAT. Arsaken til at ekspresjonen er sterre med hERa kan
vare at den har sterre affinitet til ulike ERE enn hER. I litteraturen er det rapportert at hRER
generelt har en lavere E; indusert transkripsjonsaktivitet enn hERa i transient transfekterte
celler [85]. Det er ogsé utfert studier pa hER sin evne til & binde ulike ERE som har vist at
den er dérligere enn ERa. [71, 85]. In vitro forsek med baculovirus uttrykt hERa og § hvor
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transkripsjonsaktivitet ble malt pa et konstruert kromatin templat, viste at den var 40 % -50 %
lavere hos hER [85]. Dette til tross for at DBD er 97 % homologe hos de to
kjernereseptorene [51] [86], men hengsel regionen i de to reseptorene har signifikant
forskjellig aminosyresammensetting, og det er trolig dette omradet som gir reseptorene de
ulike egenskapene nér det gjelder binding og beying av DNA [72]. Ved sammenligning av de
to kjerneresptorene er det N-terminal ende som divergerer mest [85] og ettersom den N-
terminale enden er storre hos hERa enn hERP (som mangler AF-1) [30], har hERa flere
aminosyrer til rddighet til & binde eovrige transkripsjonsfaktorer etter DNA-binding. Et
eksempel er interaksjon mellom N-terminal ende av hERa og TBP vist in vitro, mens denne
mekanismen ikke finnes 1 hER [85]. Det er ogsa vist at interaksjonene mellom ERE og E,
aktivert hERa resulterer 1 en beying av DNA, og dermed serger for en bedre initiering av
transkripsjon [72, 87]. Undersokelser av ulike ERE sin effekt pa ligandbundet hERa og B, har
vist at hER som ikke binder tilstrekkelig til sitt ERE taper evne til & binde koaktivatorer, fordi
den hydrofobe kloften som koaktivator binder til ikke blir tilgjengelig. Det betyr at ERE er
med pa & bestemme den allosteriske moduleringen kjernereseptorens interaksjon med

koaktivator [88].

I lys av tidligere studier av rotter behandlet med estrogen, har det vist seg at det ikke var
mulig 4 detektere hSR-B1 ekspresjon i binyrene til disse rottene. Arsaken til dette var fravaer
av adrenocorticotropic hormone (ACTH)[89]. Det viste seg at estrogenreseptoren ikke kan
uttrykke SR-B1 uten stimuli fra ACTH.

Ettersom transfeksjonsmodellen min bestar av SL-2-celler som tilbyr et enkelt system, er det
sannsynlig at ikke alle faktorer som er nedvendig for binding av hER til hSR-B1 promotoren
var til stede. Det er tidligere vist at SL-2 systemet fungerte til undersokelser av PPARo under
kontroll av acetyl-CoA oksidase promotoren, utfert av Mariam Bouzga i gruppen. Dette
garanterer ikke for at systemet fungerer for hERa og B. I litteraturen er det rapportert at
studier pd Hepatocytt Nuclear Factor HNF3a og B 1 ko-transfekterte SL-2-celler, der det var
forventet okt ekspresjon av reportergen under kontroll av uteroglobin/CC10 promotoren.
Dette ga ikke resultater, og forfatterene konkluderte med at SL-2 cellene mangler nedvendige
mammalske transkripsjonsfaktor homologer som bidrar til aktivering uteroglobin/CC10
promotoren [90]. I lys av disse studiene, ma SL-2-cellene som transfeksjonsmodell vurderes.
CAT ekspresjonen i SL-2 cellene var stort sett for lav, noe som har gitt meg lite data & jobbe
med. Det kan tenkes at hERa og B er avhengig av kofaktorer for & stimulere hSR-B1

promotoren, og at SL-2-cellene mangler disse.
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5.7. GST-pulldown og Western blot.

Etter gjentatte forsek pa a observere hNCU-G1 som koaktivator for ERp in vivo uten hell,
onsket jeg & bekrefte interaksjonen som var vist med GST-pulldown i tidligere forsek. Jeg
produserte fusjonsprotein og renset GST-hERB-LBD og resultatene er presentert i figur 4.24.
I gruppens lager var det et E. coli BL 21 lysat med GST-hERB-LBD som jeg overtok fra
Martin Enger. Etter & ha renset ut fusjonsproteinet fra bakterielysatet utforte jeg pulldown
med lysat fra ubehandlet JEG3 celler som har endogent hNCU-G1, i n@rver og fraveer av
ligand. P4 denne maten skulle ligandbundet GST-hERB-LBD fungere som agn i1 prosedyren,
og binde hNCU-G1 til videre deteksjon med antistoff og Western analyse. Antiserum

SNO215 fra kanin ble brukt som primart antistoff og goat anti-rabbit IgG FAB ble brukt som
sekundert. Det primare antistoffet er basert pa et peptid mot de 15 siste aminosyrene i
hNCU-GI sekvensen. Det er et antiserum fra kanin og inneholder ogsd andre antistoffer som
kan detektere proteiner 1 tillegg til ANCU-G1.

Resultatet fra det forste forseket er presentert 1 figur 4.25 og bildet viser kun ett band, pa 97
kD, 1 proven med fusjonsprotein fra gruppens lager. Data fra tidligere arbeid pa gruppen har
antydet at ANCU-G1 kan vare ubiquitinert og derfor gker i molekylvekt. Det var darlige
signaler ved luminicsens fremkalling, og membranen svertet rontgenfilmen dérlig. Jeg antar
derfor at arsaken til at jeg ikke fir visualisert band i begge provene er fordi det er for lite
protein pd membranen. Dette kan skyldes for dérlig overforing fra gel til membran eller at det
bandt lite protein til GST- kulene i selve pulldownprosedyren.

Jeg gikk derfor videre med provene jeg fikk resultat pd og repeterte hele forseket med noen
forandringer. I figur 4.26 og 4.27 vises et tydelig band ved ca 97 kD, i tillegg til en rekke
andre band av ulik sterrelse og intensitet. Det mest bekymringsfulle er imidlertid at de samme
bandene dukker opp ogsa i praven som var ment & vere negativ kontroll, dvs. der ANCU-G1
ikke er tilsatt. Det kan dermed tyde pa at de bandene som detekteres er uspesifikk binding til
protein fra E.coli BL 21 bakterielysatet. Det er mulig at andre proteiner i bakterielysatet har
bundet uspesifikt til gluthation og GST-hERB-LBD under prosedyren, og at antiserumet
SNO215, eller det sekundere goat anti-rabbit IgG har bundet til disse peptidene. (figur 4.26).
I praven der det er tilsatt JEG3 lysat og GST-kuler, er det ingen bénd, noe som antyder at det
ikke er noe 1 JEG3 lysatet som binder til gluthatione.

I pravene der det kun er tilsatt lysat fra ubehandlede JEG3 celler, dukker det opp et band i

riktig storrelse, men ogsé et band pa ca 30 kD. Det er vanskelig & uttale seg om hva dette siste
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bandet er. Dette badndet skulle ogsa veere mulig & observere 1 alle brenner der JEG3 lysat er
tilsatt. I forseket vist 1 figur 4.27, er det ogsa lagt til to prever med den egenproduserte GST-
fusjonen (tabell 4.8), og her er et svakt band pa ca 97 kD. Siden dette fusjonsproteinet ogsa er
renset fra E.coli BL 21 lysat, antar jeg at dette kommer fra bakterielysatet.

Den tidligere antagelsen om at ANCU-G1 far en molekylvekt pa 97 kD etter en eventuell
ubiquitinering av proteinet er svekket, siden de samme bindene vises i negativ kontroll uten
hNCU-GI. Jeg har lite informasjon om hva som egentlig har blitt gjort med BL-21 lysatet fra

gruppens lager, da Martin Enger ikke er tilgjengelig for informasjon.

Et problem som ofte oppstar nar man kjerer GST-pulldown pé proteiner er at genomisk DNA
og RNA i cellelysatet interagerer med maélproteiner. De negativt ladde nukleinsyrene binder
seg til positivt ladde proteiner, og da sarlig transkripsjonsfaktorer som har DNA-bindende
domener [43]. Fordi hANCU-G1 er vist & binde DNA, kan det vare tilfelle at den har bundet
genomisk DNA og frie nukleinsyrer fra JEG3 cellene. Dermed far man ikke fanget hNCU-G1
med fusjonsproteinet, og andre proteiner binder uspesifikt til GST-ERB-LBD og gluthation 1
kulene. Man kan forseke & unnga dette problemet ved 4 tilsette DNase og RNase samtidig
med lyseringsbuffer ved lysering av JEG3 celler. Da jeg renset GST-fusjonen, ble det tilsatt
DNase, men ikke RNase. RNA vil ogséd binde positivt ladde proteiner, og for & hindre dette

kan man tilsette RNase i bakterielysatet.
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6. Konklusjon
Ut 1 fra resultatene oppnddd her, kan det synes som om hERa har heyere affinitet for ERE 1

hSR-B1-promotoren sammenlignet med hERp.
Det virker ikke som om hNCU-G1 fungerer som en koaktivator for verken hERa eller hERp,

men derimot ser det ut som hNCU-G1 fungerer som en repressor pd hSR-B1 promotoren.

6.1 Fremtidig arbeid:

e Ved 4 lage ulike mutanter av ERE 1 hSR-B1 promotorfragmentet kan man se hvor lite
avvik fra konsensus sekvensen ERE ma vare for at hERP kan binde og stimulere

ekspresjon av reportergen.

e [ GST pulldown forsek kan man tilsette DNase og RNase 1 tidlig i lyseringen av JEG3
celler og E.coli Bl 21 lysat, og underseke om dette hindrer uspesifikk binding av proteiner
til gluthation.

e Utfore Western Blot der man sammenligner prover som kun blir tilsatt sekundert antistoff
med samme prover som blir tilsatt bade primaert og sekundert. Dermed kan det detekteres

om goat anti-rabbit binder til andre proteiner enn primeert antistoff.

e Utfore Western blot med preimmunt serum, for & detektere de proteinene som andre

antistoffer fra kaninen har bundet.
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Matrealer og losninger.
Lesninger

1% Agarosegel

50 ml 1X TAE buffer

0,50 g Agarose
12 pl EtBr 2,5 mg/ml

100 mg/ml ampicilin (stock lesning)

0,5 g ampicilin salt
5 ml milliQ / ddH,O
Fordel 1 alikvoter

Oppbevares ved — 20 ° C

10% Ammoniumpersulfat (APS)
0,10 g ammoniumpersulfat

1,0 ml milliQ

Oppbevares i alikvoter i kjoleskap,

I lost form har den en holdbarhet pa 7 dager.

Avfargingslgsning:

450 ml metanol
100 ml eddiksyre
450 dH,O

B-galactosidase stopplesning.
1M Na2C03
[-galactosidase stanses ved ekning i pH

Coomaisse brilliant blue fargelesning:

450 ml metanol

100 ml eddiksyre

450 dH,O

0,25 g Coomaisse Brilliant Blue R-250

Coomaisse BB leses i metanol for tilsetning av vann og eddiksyre.
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Fresh complete Medium til Drosophila S2 celler.

49% Schreiner’s Drosophila medium.

10 % FCS Fatal Calf Serum (varmeinaktivert pa 56°C i 30 min)
1% Glutamin

1% antibiotika (pen-strep)

Frysemedium til S2 celler:

45% kondisjonert fullstendig Shceneider’s Drosophila medium. (fra cellekultur)
45 % nytt fullstendig Sheneider’s Drosophila medium
10% DMSO

Lyseringsbuffer pH 4.8 (Losning I1)
2ml 1 M NaOH

1 ml 10% SDS

7 ml dH,O

LB-medium

10 g baktotrypton

5 g gjeerekstrakt

10 g NaCl

dH2O til en liter

1 ml IM NaOH

Autoklaveres ved 121°C i 20 min.

Etter avkjeling til under 50 “C tilsettes ensket antibiotikum.
Eks. Ampicilin: 75 pg/ ml

LB-skéler

500 ml LB-medium

10 g baktoagar

Autokleveres ved 121 °C i 20 min.

Etter avkjeling til under 50 “C tilsettes ensket antibiotikum.

Fordeles sa i skéler. Oppbevares merkt i 4°C inntil 2 uker.

Vann og NaCl mettet isopropanol

Tilsett vann og NaCl til isopropanol
Rist godt og la det sta litt
Fortsett tilsetning av vann og NacCl til det er en tydelig vannfase nederst, og en del ulest NaCl

pa bunnen.
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NETN-buffer:

50 mM Tris pH 7,4
100 mM NacCl
MgCl ImM

10% glyserol
0,5% NP-40

ONPG stocklgsning 4 mg/ml
4 mg/ml leses 1 dH,O.
Oppbevares ved -20 °C

10x PBS (Fosfatbufret Saline):

80 g NaCL

2 g KCL

7,64 g Na,HPO4 x 2H,0
2 ¢ KH2PO4

milliQ til 11

1x PBS med Tween
50 ml 10 x PBS

0,5 ml Tween (0,1 %)
dH20 til 500 ml

(pH justeres automatisk fra pH 8 til pH 7,4 ved fortynning til 1 x PBS)

1x PBS med Tween med 5 % melkepulver

50 ml 1x PBS Tween
2,5 g melkepulver

Resuspenderingsbuffer (Losning 1)

12,5 ml 2M glukose
12,5 ml 1M tris
10 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
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SDS-PAGE

Separernde gel 10%

3,60 ml milliQ

3,75 ml 1,5 Tris/0,4 % SDS pH 8,8.

2,50 ml 40% 29:1 acrylamid/bisacrylamid

Umiddelbart for stoping av gel tilsettes

5 ul TEMED

50 ul 10%APS

Gelen stopes. For jevn overflate tilsettes litt dH2O. Etter at gelen har polymerisert fjernes

vannet med Whatman papir.

Konsentrerende (stacking gel) 4%

3,30 ml milliQ

1,25 ml 0,5M Tris/ 0,4% SDS pH 6,8
Umiddelbart for stoping av gel tilsettes
5 ul TEMED

25 ul 10% APS

10X SDS running buffer:
30 g Trizma base

144 g Glycin

100 ml 10% SDS

dH,O til 1 liter

SDS loading buffer
1X 2X 3X

0,5 M Tris, pH 6,8 1,25 ml 2,5ml 3,75 ml
10% SDS 2,3 ml

SDS terrstoff 0,46 ml 0,69 ml
Glycerol 1,00 ml 2,00 ml 3,00 ml
Bromfenylblatt 0,10 mg 0,20 mg 0,30 ml
B-merkaptoetanol 0,50 ml 1,00 ml 1,50 ml
dH,0O 495 ml 4,50 ml 1,75 ml
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SOB- medium
10 g baktotrypton

2,5 g gjaerekstrakt

0,29 g NaCl

625 ul 2M KCl

milliQ til 490 ml

Autoklaveres ved 121°C i 20 min, og oppbevares ved 4 'C
Rett for bruk tilsettes folgende sterilfiltrerte lasninger:

5 ml IM MgCl,

5 ml IM MgSOy

50X TAE buffer

242 g Tris base

57,1 ml iseddik

37,2 g Na,EDTA «2H,0
dH,O til en liter

1M Tris:

60,55 g Tris 7

450 ml dH,0O

TE-buffer

0,61 g Tris-base

0,186 ¢ EDTA Na, x 2H,0

dH,O0 til 500 ml

Juster til ensket pH med NaOH eller HCI

Transferbuffer

15 g Trizma base
72,5 glycin
1 1 metanol
dH,O til 51

Z-buffer

60 mM Na,HPO,

40 mM NaH,POy,

1 mM MgSOy4

40 mM B-merkaptoetanol
dH,O0 til X volum
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Oppbevares ved 4 ° C opp til en maned

Uten tilsetning av B-merkaptoetanol kan buffere oppbevares over lengre tid.

X-gal solution

0,2 % X-Gal

2mM MgCl12

5 mM K4Fe(CN)6 x 3H20
5 mM K;Fe(CN)6

Kjemikalier

Agarose, LE Seakem
40% 29:1 Acrylamid Biosolve
Agar Bacteriological Oxoid
Ampicilin, Na- salt Sigma
Bradford protein assay Biorad
Bovint serum albumin, BSA Sigma
Ceciumklorid Sigma
Coomaisse Brilliant Blue R-250

DMSO: Dimethyl sulfoxid Sigma
EDTA AppliChem
Eddiksyre Arcus
Etanol Arcus
Etidiumbromid Sigma

Fatal Calf Serum BioWittaker
L-Glutamin BioWittaker
Glutaraldehyd (25%) BioWittaker
Glyserol MERCK
Isopropanol, 2-Propanol MERCK
Kalium heksacyano-ferrat(I1I) K;Fe(CN)g (99%) Sigma
Kalium heksacyano-ferrat(Il) trihydrat (K4Fe(CN)6 x 3H,0 Sigma
Kaliumklorid (KCL) Sigma
Lysosym Sigma
Magnesiumklorid (MgCl,) Sigma
Magnesiumsulfat (MgSo.) Sigma
Metanol MERCK
B-merkaptoetanol MERCK
Natriumhydroksid (NaOH) SDS
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Natriumkarbonat (NaCOs) MERCK
Natriumklorid (NaCl) MERCK di-
Natriumhydrogenfosfat dihydrat, Na,HPO, x 2H,0 MERCK
di-Natriumhydrogenfosfat Na,HPO, MERCK
Natriumdihydrogenforfat, NaH,PO4 MERCK
ONPG Sigma
Pen/Strep Fungozone mix BioWittager
Proteasehemmer

Proteasehemmer

Schneider Drosophila Medium, modifisert BioWittager
SDS

TEMED Sigma
Triton X-100 Sigma
Trypton Oxoid
Tween 100 Sigma
Yeast extract Oxoid
X-gal Promega
Kit:

Minipreps Wisard ® Catno: 12163

Rapid DNA ligation Kit Catno: 1 635329

CAT-ELISA Catno: 1 363 727

FuGENEG6 Transfection Reagent Cat no: 27-9602-01

Chemiluminiescentt substrat,

Hyperfilm ECL: Cat no: RPN313103K

High performance chemiluminisence film:

Bulk GST Purification module Cat. no: 27-4570-01

Antiserum SNO215

Goat-anti-rabbit IgG Zymed

98



Appendiks

Plasmidkart

"Frame-dependent varatons.

Xba | and Apa | are found only in versions & and B.
B-000608 Sac |l s found only in version B.

BsiE Il s found only in version C

pAc5.1/V5-His fra Invitrogen har en sterk konstitutiv promoter fra Drosophila aktin 5C gent.

Denne promoteren gir hay konstitutiv ekspresjon av rekombinant protein i SL-2-celler.
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pSGS er en eukaryot ekspresjonsvektor med

Xmn 11994
Sca | Nae |
1875 \ 2692
. T7
f1 ori { 1 start
Apal 14
Aat | 20
, N |5
Am St
P PGEM®-T lacZ Neo | 37
Vector T T Sacll 48
(3000bp)
Spe | 55
Not | 62
BstZ | 62
Pst| 73
Sall 75
Ndie | a2
, Sac| 94
ori BstX| |103 &
Nai | 112 2
T spe |1%° B

pGEM-T Easy vektoren ble brukt til konstruksjon av pAc.5.1-ERP. Dette systemet gir en
enkel mate bearbeide et PCR produkt. ERf ble kuttet ut fra pGEM med Agel og Xhol, og

deretter ligert inn 1 pAc.5.1 med de rette overheng.
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E1751
Synthatic poly(A)
signal f iranscriptional
P pause sile
{for background
Amp! reductian)
Kol |5
11 or Sac | 11
Tl 15
Mhel |21
Smal |28
ari pGL3-Basic Xho! |3z
Vector ?g“l : :"_5!_:
(4818bp) i | aE
—— Neo | BG
2010|5all Tuct
2004 |BamH | Marl 121

Sval late

poly(A) signal

{for luc+ reporter)
Hpal 1902 Xbal 1742

OT4EVALE: 44

Eukatot ekspresjonsvektor som uttrykker Luciferase.

E1371
Synitnatic poly(A) signa
and transcrigliona
] pauss sita (lor
Amp \ background reduction)
i1 on Konl e

Bac 11

A | 15

N | S

pCAT*3-Basic Smal (28

Vector Jg‘!ﬂll 32

27 Fe [+ i L+

{4027 bp) ithind 111353

(Hind 1) 276
e B | PR
ori CAT Moo | 2A9
12189 Sal

1213 BarmH 3
Hoa | 1111="5y40  Xbal 851 -]
ate poty(A) E
region =

pCAT-basic vektoren fra Promega inneholder ikke eukaryote promoter eller
enchancersekvenser. Uttrykk av CAT 1 transfekterte celler avhenger dermed av insersjonen av

en funksjonell promoter oppstroms for CAT-genet. Her er hSRBI1-promoteren klonet inn

mellom Kpnl og BgllII setet i MCS.
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The p5G5 Vector

P SV40/5V40 on

f1 oriy
beta-glebin intron
pSGS 1 Eeorl
4.] kb 1_'BﬂmH|
—Bglll
V40 pA
l::|rr1[;:ici||i|'|J

— 1-pUC ori

pSGS fra Stratagene. Eukaryot ekspresjonsvektor med SV40 promotor. hERp var klonet inn i

denne vektoren ved arbeidets start.
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PGEX-5X-3 (27-4586-01)
Factor ¥a

lle Glu Gly ArgtGly lle Pro Arg Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gl Arg lle Val Thr Asp
ATC GAA GRT CET GG ATC COC AGIS AAT TCC CEE 5TC GAL TCG AGC GEC CEC ATC TG ACT GAC TGA

BamH | EcoR 1" gmay Sall pgp Motl

pGEX |
~4300 bp |
{ﬁ:‘-.-'l? - F“"-E '/

- pERaI2
an

pGEX-5X-3 fra Amersham Pharmacia Biotech er benyttet til & produsere hERB-LBD 1 fusjon

med GST(gluthatione S-transferase)
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Standarder

Rainbow '*C Protein Vekts Marker. DNA marker , Fermentas.

M, (1) bp ng05pg %

—

_L
Do R O RS SRS S
= [ R e I — ) e e e - e e T e J e

+— 250

30.0

i

o0 300

160 30.0
70.0
250
250
 d — 1000 250

— 1000 60.0
94— /50 250

— 500 250

—

— 250 250

o

33

18, Tophfision™ LE G0 Agarose #R0401)

0.5pg¢lane, Bom lengih gel,
14 TAE, PVfem, 45min

Tabell over de Mw pé proteinene i Rainbowmarkeren som benyttet i prosjektet.

Protein M CFA626 CFA756
Myosin 220 000 - -
Fosforylase b 97 000 - -
BSA 66 000 - -
Ovalbumin 45 000 - -

Carbonic anhydrase | 30 000 - -

Trypsin inhibitor 20 100 - -

Lysozym 14 300 - -

104



Appendiks

Sekvenser

hERpP ¢cDNA ORF, 1590 bp.

ATGGATATAA
TCCATCTTAC
CATGAATATC
AATGTCACTA
CCAACACCTG
GAACCTCAAA
AGAGAGACAC
GGTTCAAAGA
TATGGAGTCT
AATGATTATA
TGCCAGGCCT
AGAGAGAGAT
TGTGCCGGCA
GACGCCCTGA
CTGATCAGCC
TTGGCCGACA
GAGCTCAGCC
ATGGGGCTGA
GTTCTGGACA
CTGGCAACTA
AAGGCCATGA
GACAGCAGCC
ATTGCCAAGA
CTCCTGTCCC
TGCAAAAATG
CGCGGGTGCA
AAAGAGGGCT

AAAACTCACC
CCCTGGAGCA
CAGCCATGAC
ACTTGGAAGG
GGCACCTTTC
AGAGTCCCTG
TGAAAAGGAA
GGGATGCTCA
GGTCGTGTGA
TTTGTCCAGC
GCCGACTTCG
GTGGGTACCG
AGGCCAAGAG
GCCCCGAGCA
GCCCCAGTGC
AGGAGTTGGT
TGTTCGACCA
TGTGGCGCTC
GGGATGAGGG
CTTCAAGGTT
TCCTGCTCAA
GGAAGCTGGC
GCGGCATCTC
ACGTCAGGCA
TGGTCCCAGT
AGTCCTCCAT
CCCAGAACCC

ATCTAGCCTT
CGGCTCCATA
ATTCTATAGC
TGGGCCTGGT
TCCTTTAGTG
GTGTGAAGCA
GGTTAGTGGG
CTTCTGCGCT
AGGATGTAAG
TACAAATCAG
GAAGTGTTAC
CCTTGTGCGG
AAGTGGCGGC
GCTAGTGCTC
GCCCTTCACC
ACACATGATC
AGTGCGGCTC
AATTGACCAC
GAAATGCGTA
TCGAGAGTTA
TTCCAGTATG
TCACTTGCTG
CTCCCAGCAG
TGCGAGTAAC
GTATGACCTG
CACGGGGTCC
ACAGTCTCAG

AATTCTCCTT
TACATACCTT
CCTGCTGTGA
CGGCAGACCA
GTCCATCGCC
AGATCGCTAG
AACCGTTGCG
GTCTGCAGCG
GCCTTTTTTA
TGTACAATCG
GAAGTGGGAA
AGACAGAGAA
CACGCGCCCC
ACCCTCCTGG
GAGGCCTCCA
AGCTGGGCCA
TTGGAGAGCT
CCCGGCAAGC
GAAGGAATTC
AAACTCCAAC
TACCCTCTGG
AACGCCGTGA
CAATCCATGC
AAGGGCATGG
CTGCTGGAGA
GAGTGCAGCC

CCTCCTACAA
CCTCCTATGT
TGAATTACAG
CAAGCCCAAA
AGTTATCACA
AACACACCTT
CCAGCCCTGT
ATTACGCATC
AAAGAAGCAT
ATAAAAACCG
TGGTGAAGTG
GTGCCGACGA
GAGTGCGGGA
AGGCTGAGCC
TGATGATGTC
AGAAGATTCC
GTTGGATGGA
TCATCTTTGC
TGGAAATCTT
ACAAAGAATA
TCACAGCGAC
CCGATGCTTT
GCCTGGCTAA
AACATCTGCT
TGCTGAATGC
CGGCAGAGGA

CTGCAGTCAA
AGACAGCCAC
CATTCCCAGC
TGTGTTGTGG
TCTGTATGCG
ACCTGTAAAC
TACTGGTCCA
GGGATATCAC
TCAAGGACAT
GCGCAAGAGC
TGGCTCCCGG
GCAGCTGCAC
GCTGCTGCTG
GCCCCATGTG
CCTGACCAAG
CGGCTTTGTG
GGTGTTAATG
TCCAGATCTT
TGACATGCTC
TCTCTGTGTC
CCAGGATGCT
GGTTTGGGTG
CCTCCTGATG
CAACATGAAG
CCACGTGCTT
CAGTAAAAGC
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sequencel
sequencel

sequencel
secquencel

sequencel
sequencel

sequencel
sequencel

sequencel
sequencel

sequencel
secquencel

sequencel
Sequencel

sequencel
Sequencel

sequencel
Sequencel

sequencel
Sequencel

secquencel
sequencel

sequencel
sequencel

sequencel
secquencel

sequencel
secquencel

pGEM-T-hERp alligment mot hERP cDNA.

GGEFECGCGCGCCGEGAGACCCCCCCTAATGCGGGAAAAGCACGTETCCGCATTTTAGAGA

———————————————— TCTCCCATATGGTCGACC TGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTGGC

AGGCAAGGCCGETGTGTTTATC TG CALGCCATTATAC TTGCCCACGAATC TTTGAGALC A
L % % EE TE % EEE

TCGAGATGACC TTTGTGCC T TTC TTGCAAGGTGTTTTC TCAGC TGTTATC TCARGACAT

TTATAATGACC TTTGTGCC T TTC TTGCAAGGTGTTTTC TCAGC TGTTATC TCARGACLT
* R AR R R R R R R R R R R RS R R AR R R AR R LR

GGATATARRA L A TCACC AT TAGCC TTAATTCTCCTTCC TCCTACARACTGCAGTCALTC

GGATATARRAL A TCACC AT TAGCC TTAATTCTCCTTCC TCCTACAAC TG CAGTCALTC
LR R R SRR RS R R R RS R R AR R R A AR R R R R

CATCTTACCCCTGGAGC AC GG TCCATATACATACCTTCCTCCTATGTAGACAGCCACCA

CATCTTACCCCTGGAGC AC GG TCCATATACATACCTTCCTCCTATGTAGAC AGCCACCA
LR R R SRR RS R R R RS R R AR R R A AR R R R R

TGAATATCCAGC CATGACATTC TATAGC CC TGCTGTGATGAATTACAGCATTCCCAGC AL

TGAATATCCAGC CATGACATTC TATAGC CC TGC TG TGATGAATTACAGCATTCCCAGCLL
LR R R SRR RS R R R RS R R AR R R A AR R R R R

TGTCACTRAACTTGGARGG TG CTGGTCGGCAGACCACARGCCCARRATGTETTGTGGCC
TGTCACTAACTTGGAAGG TG ECCTGGTCGGCAGACCACARGCCCARATGTETTGTGGCC

E e o o o e ol o e e e ol o e

BACACCTGGGC A TTTC TCC TTTAGTGGTCCATCGUC AGTTATCACATC TGTATGC GGA
BACACCTGEGC A TTTC TCC TTTAGTGGTCCATCGUCAGTTATCACATCTGTATGCGGA

E e o o o e ol o e e e ol o e

ACCTCRAARRGAGTCCCTGGTGTGALGCAAGATCGC TAGAACACACCTTACCTGTARACLG
ACCTCRARRRGAGTCCCTGG TG TGALGCAAGATCGC TAGARACACACCTTACC TG TARAC LG

E e o o o e ol o e e e ol o e

AGAGACACTGAAARGGALGGTTAGTGGGAACCGTTGCGCCAGCCCTGTTACTGGTCCAGS
AGAGACACTGALARGGALGGTTAGTGGGALCCGTTGCGCCAGCCCTGTTACTGGTCC AGD

el ol o ol o o ol ol ol ol ol o ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol i ol ol ol ol ol ol ol

TTCALRGAGGGATGCTCACTTC TGCGCTETC TGCAGCGATTACGCATCGFGATATC ACTA
TTCAARGAGGGATGU TCAC TTC TGCGC TG TC TGCAGCGATTACGCATCGGGATATCACTA

oo ol Ol ol Rl Rl

TEEAGTCTGE TG TG TG AAGGATGTALGGCC TTTTTTARAAGALGCATTCAAGGACATLL
TGGEAGTCTGGTCGTGTGAAGGATGTALGGCC TTTTTTAAAAGALGCATTCALAGGACATLL

e e ol el Rl el el ol

TGATTATATTTGTCCAGC TACARATCAGTGTACAATCGATAAALACCGGCGTAAGAGC TS

TGATTATATTTGTCCAGC TACARATC AGTGTACALATCGATAAALACCGGCGCARGAGC TS
LR R R SRR RS R R R RS R R AR R R A AR R R R R

CCAGECC TGO GACTTCGGAAGTGTTAC AL - —

CCAGGCC TGO GAC TTCGGAAGTGTTACGALGTGGGAATGGTGAAGTGTGGC TCCC GGG
LR R R AR R RS AR R RS AR R E
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sequencel
sequences

sedquencel
Sedquence:s

sedquencel
Sequences

sequencel
sequences

sequencel
sequence

sequencel
sequencez

sequencel
sequences

sedquencel
Sedquence:s

sedquencel
Sequences

sequencel
sequences

sequencel
sequence

sequencel
sequencez

sequencel
sequences

sedquencel
Sedquence:s

CGCCCTGAGCCCCGAGCAGC TAGTGC TCACCCTCCTGGAGGC TGAGCCGCCCCATGTGCT

———————————————————————————————————————————— TGTCCCTGACCARGTT
GATCAGCCGCCCCAGTGCGCCCTTC ACCGAGGCCTCCATGATGATGTCCCTGACCAAGTT

e o ol ol e ol e e

GGCCGACAAGGAGTTGGTACACATGATCAGC TGO GCCARGAAGATTCCCGGCTTTGTGGA
GGCCGACAAGGAGTTGGTACACATGATCAGC TGO GCCARGAAGATTCCCGGCTTTGTGGA

ol ol ol ol ol o ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol i ol ol ol ol i ol ol ol ol ol ol ol ol ol o o o ol

GCTCAGCCTGTTCGACCAAGTACGGC TCTTGGAGAGC TGTTGGATGAGGTGTTAATGAT
GCTCAGCCTGTTCGACCAAGTGCGGC TCTTGGAGAGC TG TTGGATGAGGTGTTAATGAT

e o o o o o e Y o e el o o o o

GGGGCTGATGTGGCGCTCAATTGACCACCCCGCAAGC TCATCTTTGCTCCAGATCTTGT

GGGGCTGATGTGGCGCTCAATTGACCACCCCGCAAGC TCATCTTTGCTCCAGATCTTGT
T R R R N A A A A A AR T A A A A A A AR A AT A A AL AT AL AT A

TCTGGACAGGGATGAGGGGAAATGCGTAGALGGAATTC TGGAALATCTTTGACATGCTCCT

TCTGGACAGGGATGAGGGGAAATGCGTAGALGGAATTC TGGAALATCTTTGACATGCTCCT
T R R R N A A A A A AR T A A A A A A AR A AT A A AL AT AL AT A

GGCAACTACTTCAAGGTTTCGAGAGTTAALLC TCCARCACAAAGAATATCTCTGTGTCAL

GGCAACTACTTCAAGGTTTCGAGAGTTAALLC TCCARCACAAAGAATATCTCTGTGTCAL
T R R R N A A A A A AR T A A A A A A AR A AT A A AL AT AL AT A

GGCCATGATCC TG TCAAT T CAGTATGTACCC T TG TCACAGCGACCCAGGATGC TGA
GGCCATGATCC TG TCAAT T CAGTATGTACCC T TG TCACAGCGACCCAGGATGC TGA

o o ol ol

CAGCAGCCGGAAGCTGGC TCACTTGC TGALACGCCGTGACCGATGCTTTGGTTTGGGTGAT
CAGCAGCCGGAAGCTGGC TCACTTGC TGALC GG TGACCGATGCTTTGGTTTGGGTGAT

ol ol ol ol ol o ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol i ol ol ol ol i ol ol ol ol ol ol ol ol ol o o o ol

TGCCAAGAGCGGCATCTCC T CAGCAGC AL TCCATGCGCCTGGC TAACCTCCTGATGCT
TGCCAAGAGCGGCATCTCC T CAGCAGC AL TCCATGCGCCTGGC TAACCTCCTGATGCT

e o o o o o o e o o el o e o

CCTGTCCCACGTCAGGC AT GAGTARCALGGGCATGGARCATC TG TCARCATGALGTS

CCTGTCCCACGTCAGGC AT GAGTARCALGGGCATGGARCATC TG TCARCATGALGTS
T R R R N A A A A A AR T A A A A A A AR A AT A A AL AT AL AT A

CAARRATETGETCCCAGTGTATGACC TGCTGC TGGAGATGC TGALATGCCCACGTGCTTCS

CAARRATETGETCCCAGTGTATGACC TGCTGC TGGAGATGC TGALATGCCCACGTGCTTCS
T R R R N A A A A A AR T A A A A A A AR A AT A A AL AT AL AT A

CGGGTGCAAGTCCTCCATCACGGGGTCCGAGTGCAGCCCGGCAGAGGACAGTARAAGCLL

CGGGTGCAAGTCCTCCATCACGGGGTCCGAGTGCAGCCCGGCAGAGGACAGTARAAGCLL
T R R R N A A A A A AR T A A A A A A AR A AT A A AL AT AL AT A

AGAGGCTCCCAGAACCCACAGTC TCANMNALC CGGTGEATCCCGC G
AGAGGGCTCCCAGAACCCACAGTC TCAGTGA————————————————

ol o ol ol o ol ol ol ol W
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pGEM-T-hERS A 55-457

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

TTATAATGACCTTTGTGCCTCTTCTTGCAAGGTGTTTTCTCAGCTGTTATCTCAAGACAT

---------------------------------- CCCATATGGTCGACCTGCAGTCAATC

GGATATAAAAAACTCACCATCTAGCCTTAATTCTCCTTCCTCCTACAACTGCAGTCAATC

*x * * K hkkkkhkhkkhkAhk

CATCTTACCCCTGGAGCACGGCTCCATATACATACCTTCCTCCTATGTAGACAGCCACCA

CATCTTACCCCTGGAGCACGGCTCCATATACATACCTTCCTCCTATGTAGACAGCCACCA

TGAATATCCAGCCATGACATTCTATAGCCCTGCTGTGATGAATTACAGCATTCCCAGCAA

TGAATATCCAGCCATGACATTCTATAGCCCTGCTGTGATGAATTACAGCATTCCCAGCAA

TGTCACTAACTTGGAAGGTGGGCCTGGTCGGCAGACCACAAGCCCAAATGTGTTGTGGCC

TGTCACTAACTTGGAAGGTGGGCCTGGTCGGCAGACCACAAGCCCAAATGTGTTGTGGCC

AACACCTGGGCACCTTTCTCCTTTAGTGGTCCATCGCCAGTTATCACATCTGTATGCGGA

AACACCTGGGCACCTTTCTCCTTTAGTGGTCCATCGCCAGTTATCACATCTGTATGCGGA

ACCTCAAAAGAGTCCCTGGTGTGAAGCAAGATCGCTAGAACACACCTTACCTGTAAACAG

ACCTCAAAAGAGTCCCTGGTGTGAAGCAAGATCGCTAGAACACACCTTACCTGTAAACAG

AGAGACACTGAAAAGGAAGGTTAGTGGGAACCGTTGCGCCAGCCCTGTTACTGGTCCAGG

AGAGACACTGAAAAGGAAGGTTAGTGGGAACCGTTGCGCCAGCCCTGTTACTGGTCCAGG

TTCAAAGAGGGATGCTCACTTCTGCGCTGTCTGCAGCGATTACGCATCGGGATATCACTA

TTCAAAGAGGGATGCTCACTTCTGCGCTGTCTGCAGCGATTACGCATCGGGATATCACTA
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sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

sequencel

sequence2

TGGAGTCTGGTCGTGTGAAGGATGTAAGGCCTTTTTTAAAAGAAGCATTCAAGGACATAA

TGGAGTCTGGTCGTGTGAAGGATGTAAGGCCTTTTTTAAAAGAAGCATTCAAGGACATAA

TGATTATATTTGTCCAGCTACAAATCAGTGTACAATCGATAAAAACCGGCGCAAGAGCTG

TGATTATATTTGTCCAGCTACAAATCAGTGTACAATCGATAAAAACCGGCGCAAGAGCTG

CCAGGCCTGCCGACTTCGGAAGTGTTACGAAGTGGGAATGGTGAAGTGTGGCTCCCGGAG

CCAGGCCTGCCGACTTCGGAAGTGTTACGAAGTGGGAATGGTGAAGTGTGGCTCCCGGAG

AGAGAGATGTGGGTACCGCCTTGTGCGGAGACAGAGAAGTGCCGACGAGCAGCTGCACTG

AGAGAGATGTGGGTACCGCCTTGTGCGGAGACAGAGAAGTGCCGACGAGCAGCTGCACTG

TGCCGGCAAGGCCAAGAGAAGTGGCGGCCACGCGCCCCGAGTGCGGGAGCTGCTGCTGGA

TGCCGGCAAGGCCAAGAGAAGTGGCGGCCACGCGCCCCGAGTGCGGGAGCTGCTGCTGGA

CGCCCTGAGCCCCGAGCAGCTAGTGCTCACCCTCCTGGAGGCTGAGCCGCCCCATGTGCT

CGCCCTGAGCCCCGAGCAGCTAGTGCTCACCCTCCTGGAGGCTGAGCCGCCCCATGTGCT

GATCAGCCGCCCCAGTGCGCCCTTCACCGAGGCCTCCATGATGATGTCCCTGACCAAGTT

GATCAGCCGCCCCAGTGCGCCCTTCACCGAGGCCTCCATGATGATGTCCCTGACCAAGTT

GGCCGACAAGGAGTTGGTACACATGATCAGCTGGGCCAAGAAGATTCCCGGCTTTGTGGA

GGCCGACAAGGAGTTGGTACACATGATCAGCTGGGCCAAGAAGATTCCCGGCTTTGTGGA

GCTCAGCCTGTTCGACC—— == = — = m oo oo

GCTCAGCCTGTTCGACCAAGTGCGGCTCTTGGAGAGCTGTTGGATGGAGGTGTTAATGAT
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sequencel = = @ -
sequence2 GGGGCTGATGTGGCGCTCAATTGACCACCCCGGCAAGCTCATCTTTGCTCCAGATCTTGT
sequence2 AGAGGGCTCCCAGAACCCACAGTCTCAGTGA

hSR-B1-promotorfragment 3081 bp

GAATTCAATGAAGTGATATTAATTAATTAATCAATCGATCAGTTACTTGATTAATTAATGAGTTAATTAGCTGAT
TGAGTAAAGTATTTATTGAGTACCTGCTATGTGCCAGGCATTTTTCCAGGTGCTGGAGATACATCGATAAGCAAA
ACAGGGTCAGCTTCTGTCTCTCGGGAGCTGGAGGAGATGAACAAGGAAACAGATAAGACCATTTCACACAAAGCA
AGGTGGCCTGACAGAGTGGGCTGGGACTCCTGTTTTCAACAGATGCAACAGCAAAGGCTTCTCTGAGGAGTGGGT
TTCAGCTGAGCCCAGAAGAGGAGAGTGGGGAGCCATGGAAGGATCTAGGGGAAGCGTATCCTAGACAGAGGAACA
GGAAGTGCAAAGTTCCTGACACAAGAAAAAGCTGGGGATGCTCAATGAACTGAAACAATGGGGGAGAGGGCAGGA
GATGGAGGCAGAGAGATGGGCAGGCGCCAGTTCATGTGGGTCCGGAAAATAACGACGACACTCCCCAGCTCAGTT
GCACTGACACATTCCAGGGACTGTTCTAAGCACTGGCACATTTTTTGACTTGTTTAATCCTCATGGTAGCCCTTG
GAAAGGGGCTCTTCTAATCCCCGTTTCGTAGATGAGGAGACTGAGGCACAGAAAGGCCCAAACCACTTGCCCCAG
GACTCCAATGTGGGAAACCCCAGAGCCTGGATTTCTCTGAACCTGTCCCCCGGGGCTACCACAGTCTCACCTCAG
CCACTCTGACCTCCCTCAGGAGTTGGGCCCTGCCCCTTGGGGCACTGGACCATATTCGGCCTCCTTAGAGGAAGG
CAGTGCCAGGCAAAGCTGTCTAACGAGAACATAGCAGGTGCTCTGTAAATATTGGTTCAGGCGAAGACATGTTGC
TTAAGGATGGCCCTGCGAGAAGGCTGCTTTCTTCTGGAGTTAAATAAGAGGTTTAGAAAGCCTCCCTCGGAGCAC
TCAAGGACTGAGCCTGCCTTACCCACGTGCTGGGGACACCACCCTCCTGTCCCTGTGTAACCCAGGAGTCTCTTC
TCAGTAACTTCATTCAGAAAATGAGGGGACTGGCCAGCACTTCAGGGACCAGAAGGCAGGCCAGGTGGGGTGTGG
TGGAGGACTTCAGGGGGGCGTGGAGGGCTTCAGGGATACACTCACCCATCTAAGGGCAACTGCCACTTAGTGCCA
GCCCACTTCTCTCCCTTTTTTCTTTTTTCTTTTTCCCCCAGGGTCTTGCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCGGTGGT
AAGATCAGGGCTCACTGCAGCCTTGAACTCTGGGACTCAAGGGATCCTTCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGG
GCGACAAGCGCATGCCACTGTGGCTGGTTAATCTTTTCATTTTCTGTAGAGACTGGTCTCACTATGTTGCCCAGG
CTGGTCTCCAACTAGTGGCCTCAAGTGATCCCTCACCTGGACCTTCCAAAGTGCTGGGATTACAGTTGTGGGCCA
CCATGCACCGGGCCTGTTCTGTTTTCTTGGAGCACTTGCCTGCAATTATCCTTCATTCATTTGCTCACGTGCTCA
TCATTGGTTTCCCTCTTCATTAGAAAGTGGGGACTTGGTTTGGGTTAACTAAGCTTCCCTGTGCATCAGTTTTCA
TTTCTTTCTTTCTTTTTCTTTTTCTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTGAGATGGAGTTTCGCTCTTGTTGCCCAGGCT
GGAGTGCAATGGCGCTATCTCGGCTCGCCACAACCTCCGCCTCCCGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTC
CCGAGTAGCTGAGATTACAGGCATGCGCCACTACGCCTGGCTAATTTTGTATTGTTAGTAGAGACGGGGTTTCGC
CATGTTGGTCAGGCTGGTCTCCAACTCCCGACCTCAGGTGATCCATGAAGTCCACCCGCCTCGGCCTCCCAAAGT
GCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCTCCCAGTTTTCTTATTGTAAAATGGAGCCATTGTGTGCAAAGCACTCAGG
ACAGGGGCCAGCACCTAGAAGGCTCCTCAGTCATTCATTCTAGAATATTTACTGTGAGCAGGCATTCCCTGCCAG
GCCACGTTCTAGAGCTCAGGACGCGTGGGGGGGGGGGCCCGCCTCACGGGTTGGCATCCCAGTTGGAGCACATGG
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TCAGAATGCAAGGACGCAAATGAACGTGAACCTGCCAGGGGGTGCTCAGTCATAGGGTGATGGTGGCACCAGCGT
TACGAAGGATAGGGCCAGGCGGATACCTGGGAGAACAGAATTGCCTGTGCAGGGTGTATGGAGGCCCTGGGGCTG
GAGCCTGCGGGGCTTCTTCCAGGGACAGTGAGGCTGGAGATGGACTGCGGAGATGAGGGTCTAGAAGGTGGTGGC
GGGGCATGTGGACCGTTGTAAGGGCTCTGGGGTTCCTGGGTGGGCTGGCGAAGTCCTACTCACAGTGACCAACCA
TGATGATGGTCCCGATAGAGGAGGAGAGGGAGGAGGAGGGAAAAGGAAGGGTGAGGGGCTCAGAGGGGAGAGCTG
GGAGGAGGGGAGACATAGGTGGGGGAAGGGGTAGGAGAAAGGGGAAGGGAGCAAGAGGGTGAGGGGCACCAGGLCC
CCATAGACGTTTTGGCTCAGCGGCCACGAGGCCTCCTCAGCTCCCGCCCCAAAACGGAAGCGAGGCCGTGGGGGC
AGCGGCA
GCATGGCGGGGCTTGTCTTGGCGGCCATGGCCCCGCCCCCTGCCCGTCCGATCAGCGLCCCLCGLLCCLGTLCCCCGEC
CCGACCCCGCCCCGGGCCCGCTCAGGCCCCGCCCCTGCCGCCGGAATCCTGAAGCCCAAGGCTGCCCGGGGGLEE
TCCGGCGGCGCCGGCGATGGGGCATAAAACCACTGGCCACCTGCCGGGCTGCTCCTGCGTGCGCTGCCGTCCCGG
ATCCACCGTGCCTCTGCGGCCTGCGTGCCCGGAGTCCCCGCCTGTGTCGTCTCTGTCGCCGTCCCCGTCTCCTGC
CAGGCGCGGAGCCCTGCGAGCCGCGGGTGGGCCCCAGGCGCGGGGCTCGAGATCTGCGATCTAAGTAAGCTTGG

Human Scavenger receptor cDNA

CGTCGCCGTCCCCGTCTCCTGCCAGGCGCGGAGCCCTGCGAGCCGCGGGTGGGCCCCAGGCGCGCAGACA
TGGGCTGCTCCGCCAAAGCGCGCTGGGCTGCCGGGGCGCTGGGCGTCGCGGGGCTACTGTGCGCTGTGCT
GGGCGCTGTCATGATCGTGATGGTGCCGTCGCTCATCAAGCAGCAGGTCCTTAAGAACGTGCGCATCGAC
CCCAGTAGCCTGTCCTTCAACATGTGGAAGGAGATCCCTATCCCCTTCTATCTCTCCGTCTACTTCTTTG
ACGTCATGAACCCCAGCGAGATCCTGAAGGGCGAGAAGCCGCAGGTGCGGGAGCGCGGGCCCTACGTGTA
CAGGGAGTCCAGGCACAAAAGCAACATCACCTTCAACAACAACGACACCGTGTCCTTCCTCGAGTACCGC
ACCTTCCAGTTCCAGCCCTCCAAGTCCCACGGCTCGGAGAGCGACTACATCGTCATGCCCAACATCCTGG
TCTTGGGTGCGGCGGTGATGATGGAGAATAAGCCCATGACCCTGAAGCTCATCATGACCTTGGCATTCAC
CACCCTCGGCGAACGTGCCTTCATGAACCGCACTGTGGGTGAGATCATGTGGGGCTACAAGGACCCCCTT
GTGAATCTCATCAACAAGTACTTTCCAGGCATGTTCCCCTTCAAGGACAAGTTCGGATTATTTGCTGAGC
TCAACAACTCCGACTCTGGGCTCTTCACGGTGTTCACGGGGGTCCAGAACATCAGCAGGATCCACCTCGT
GGACAAGTGGAACGGGCTGAGCAAGGTTGACTTCTGGCATTCCGATCAGTGCAACATGATCAATGGAACT
TCTGGGCAAATGTGGCCGCCCTTCATGACTCCTGAGTCCTCGCTGGAGTTCTACAGCCCGGAGGCCTGCC
GATCCATGAAGCTAATGTACAAGGAGTCAGGGGTGTTTGAAGGCATCCCCACCTATCGCTTCGTGGCTCC
CAAAACCCTGTTTGCCAACGGGTCCATCTACCCACCCAACGAAGGCTTCTGCCCGTGCCTGGAGTCTGGA
ATTCAGAACGTCAGCACCTGCAGGTTCAGTGCCCCCTTGTTTCTCTCCCATCCTCACTTCCTCAACGCCG
ACCCGGTTCTGGCAGAAGCGGTGACTGGCCTGCACCCTAACCAGGAGGCACACTCCTTGTTCCTGGACAT
CCACCCGGTCACGGGAATCCCCATGAACTGCTCTGTGAAACTGCAGCTGAGCCTCTACATGAAATCTGTC
GCAGGCATTGGACAAACTGGGAAGATTGAGCCTGTGGTCCTGCCGCTGCTCTGGTTTGCAGAGAGCGGGG
CCATGGAGGGGGAGACTCTTCACACATTCTACACTCAGCTGGTGTTGATGCCCAAGGTGATGCACTATGC
CCAGTACGTCCTCCTGGCGCTGGGCTGCGTCCTGCTGCTGGTCCCTGTCATCTGCCAAATCCGGAGCCAA
GAGAAATGCTATTTATTTTGGAGTAGTAGTAAAAAGGGCTCAAAGGATAAGGAGGCCATTCAGGCCTATT
CTGAATCCCTGATGACATCAGCTCCCAAGGGCTCTGTGCTGCAGGAAGCAAAACTGTAGGGTCCTGAGGA
CACCGTGAGCCAGCCAGGCCTGGCCGCTGGGCCTGACCGGCCCCCCAGCCCCTACACCCCGCTTCTCCCG
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GACTCTCCCAGCAGACAGCCCCCCAGCCCCACAGCCTGAGCCTCCCAGCTGCCATGTGCCTGTTGCACAC
CTGCACACACGCCCTGGCACACATACACACATGCGTGCAGGCTTGTGCAGACACTCAGGGATGGAGCTGC
TGCTGAAGGGACTTGTAGGGAGAGGCTCGTCAACAAGCACTGTTCTGGAACCTTCTCTCCACGTGGCCCA
CAGGCTGACCACAGGGGCTGTGGGTCCTGCGTCCCCTTCCTCGGGTGAGCCTGGCCTGTCCCGTTCAGCC
GTTGGGCCAGGCTTCCTCCCCTCCAAGGTGAAACACTGCAGTCCCGGTGTGGTGGCTCCCCATGCAGGAC
GGGCCAGGCTGGGAGTGCCGCCTTCCTGTGCCAAATTCAGTGGGGACTCAGTGCCCAGGCCCTGGCACGA
GCTTTGGCCTTGGTCTACCTGCCAGGCCAGGCAAAGCGCCTTTACACAGGCCTCGGAAAACAATGGAGTG
AGCACAAGATGCCCTGTGCAGCTGCCCGAGGGTCTCCGCCCACCCCGGCCGGACTTTGATCCCCCCGAAG
TCTTCACAGGCACTGCATCGGGTTGTCTGGCGCCCTTTTCCTCCAGCCTAAACTGACATCATCCTATGGA
CTGAGCCGGCCACTCTCTGGCCGAAGTGGCGCAGGCTGTGCCCCCGAGCTGCCCCCACCCCCTCACAGGG
TCCCTCAGATTATAGGTGCCCAGGCTGAGGTGAAGAGGCCTGGGGGCCCTGCCTTCCGGGCGCTCCTGGA
CCCTGGGGCAAACCTGTGACCCTTTTCTACTGGAATAGAAATGAGTTTTATCATCTTTGAAAAATAATTC

ACTCTTGAAGTAATAAACGTTTAAAAAAATGGAAAAAAAAAAAAAA

hNCU-G1 ¢cDNA

1 gaattgcggc cgtatgcgcg gctctgtgga

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

cagccccctg
gaagacccgc
gcttcatata
gcctctggea
gagcctcctg
tcagttttct
cgatacggca
ttggaacaac
ccccatgaac
cttttccagg
tcagctagag
ggaggtagcc
cgacgatgaa
atcaggcttt
agccctgccc
acccattgtc
cggggcttcc
gggtgtggge
ggccctgggt
caagaagtac
tactgaacct
gccccttcac
ggagaccccc
gacagggcta

tggatgggac
aagaaaatag

ctcctttgga
caggtgtctc
cgggcagtgg
gtggtaatgg
ctatcccctg
tctgcecttg
gcaaagcctt
atcactgatt
gaccctacca
tccagccgac
gtggccctga
acattgggcc
tatgcaccgg
gcacagtggc
tgccaagctt
cgagccttct
acaggccctg
ttccctccag
gccccaggge
tcagagtacc
gtcttgctgt
tcccccatct
aggtggggct
ttgataaggt
ttgcaggcct
atttattttt

ctctacttct
tggaggtcat
gcaccaattc
tggccaccaa
agcccgatgg
tttttaccag
tgggaagacc
cattggatcc
ggacttttgc
cagcccaacc
ttggagcctc
agggccctga
ccgtcttcca
gaccagtggc
cccctcttca
ttgggtccca
gctattggga
tggacggctt
tcatgctgct
agtccataaa
gcctcgaaac
tgcttttctg
tccttcatac
ccccttggtg
aaatgagagg
tttcaaaaaa

gtgcacctgg ggttgggggc

gtttgcagcc
ccctaactgg
cacactgcac
caccccccac
gggcctgatg
gctgcttgag
atatcctcca
tgccaccctg
caatggcagc
ccctegecte
tcccegggga
ctgcccctca
gttggaccag
ttactcccag
tcctgectta
gaataacttc
ccaacactac
gtccccacta
agggggcgge
ttaaggcccg
tctggaggtt
tggaacctca
tttgttgggg
ttgccttctt
cattctgact
aaaaaaaaaa

ccatttggcc
ctgggcccce
tatgtgtgga
agcaccctga
gtgctcccta
tttgacagca
tactccttgg
agtgccacat
ctggccttca
ctgcacacag
aaccgttccc
atgcaggagc
ctactgtggg
aagccggggg
gcatactctc
tgtgccttca
ctcagctggt
gtcctgggca
ttggttctgc
ctctctggag
ggagcatcaa
gaggccagcc
gactttggag
gcatctccac
ggttggctge
aaa

actgtgcccc

tgctggggga
tgcagaacct

gcagcctggg
gcgtcaactg
aggacagcat
ccaacgtgtc
ccgatttctc
ttcaaggcca
gggtccagge
cagacacctg
tgtttgggct
agcactccat
gctccctcce
gccgagaatc
ttccccagte
atctgacgtt
cgatgctcct
tcatggcagt
tgctgcacca
ggaaggacat
gttccagccg
tcgacttcct
gcgggcaggg
acatttccct
cctggaaggc
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hNCU ipen leseramme pa 1218 bp translatert til aa sekvens.

=
!

GAATTGCGGCCGTATGCGCGGCTCTGTGGAGTGCACCTGGGGTTGGGGGCACTGTGCCCC - 60
1- NCGRMRGSV EZCTWSGWGHCAP - 20

61 - CAGCCCCCTGCTCCTTTGGACTCTACTTCTGTTTGCAGCCCCATTTGGCCTGCTGGGGGA - 120
22 - S P L L L WTWLULULUFAAPUFGTULL G E - 40

121 - GAAGACCCGCCAGGTGTCTCTGGAGGTCATCCCTAACTGGCTGGGCCCCCTGCAGAACCT - 180
41 - K T R Q V S L E V I P N WL G P L Q N L - 60

181 - GCTTCATATACGGGCAGTGGGCACCAATTCCACACTGCACTATGTGTGGAGCAGCCTGGG - 240
61 - L H I R AV G T N ST L HY VWS S L G - 80

241 - GCCTCTGGCAGTGGTAATGGTGGCCACCAACACCCCCCACAGCACCCTGAGCGTCAACTG - 300
8- P L AV V MV A TNTWPWH S T L S V N W -
100

301 - GAGCCTCCTGCTATCCCCTGAGCCCGATGGGGGCCTGATGGTGCTCCCTAAGGACAGCAT - 360
102 - S L L L S P E P D G G L M V L P K D S 1 -
120

361 - TCAGTTTTCTTCTGCCCTTGTTTTTACCAGGCTGCTTGAGTTTGACAGCACCAACGTGTC - 420
127 - Q F S S A L V F T R L L E F D S T N V S -
140

421 - CGATACGGCAGCAAAGCCTTTGGGAAGACCATATCCTCCATACTCCTTGGCCGATTTCTC - 480
141 - D T A A K P L GR P Y P P Y S L A D F S -
160

481 - TTGGAACAACATCACTGATTCATTGGATCCTGCCACCCTGAGTGCCACATTTCAAGGCCA - 540
61 - W N N ' T D S L D P A T L S A T F Q G H -
180

541 - CCCCATGAACGACCCTACCAGGACTTTTGCCAATGGCAGCCTGGCCTTCAGGGTCCAGGC - 600

81 - P M ND P TR TFANGS L A F R V Q A -
200
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601
201
220

661
221
240

721
241
260

781
261
280

841
281
300

901
301
320

961
1020

321
340

1021
1080
341
360

1081
1140
361
380

CTTTTCCAGGTCCAGCCGACCAGCCCAACCCCCTCGCCTCCTGCACACAGCAGACACCTG - 660
F S R S SRPAQP PR L L HTATIDTC -

TCAGCTAGAGGTGGCCCTGATTGGAGCCTCTCCCCGGGGAAACCGTTCCCTGTTTGGGCT - 720
Q L EV A L I GA S PR GNIR S L F G L -

GGAGGTAGCCACATTGGGCCAGGGCCCTGACTGCCCCTCAATGCAGGAGCAGCACTCCAT - 780
E VA TUL G Q G P D CUP S M Q E Q H S 1 -

CGACGATGAATATGCACCGGCCGTCTTCCAGTTGGACCAGCTACTGTGGGGCTCCCTCCC - 840
b bE Y AP AV F QL D QL L W G S L P -

ATCAGGCTTTGCACAGTGGCGACCAGTGGCTTACTCCCAGAAGCCGGGGGGCCGAGAATC - 900
S G F AQWWRUPV AY S Q K P G G R E S -

AGCCCTGCCCTGCCAAGCTTCCCCTCTTCATCCTGCCTTAGCATACTCTCTTCCCCAGTC - 960
AL P CQ AS P L HP AL AY S L P Q S -

- ACCCATTGTCCGAGCCTTCTTTGGGTCCCAGAATAACTTCTGTGCCTTCAATCTGACGTT

P 1 VR A°F F GS QNNIFTCAUFNL T F

- CGGGGCTTCCACAGGCCCTGGCTATTGGGACCAACACTACCTCAGCTGGTCGATGCTCCT

G ASTG®PGY WD QH Y L S W S M L L

- GGGTGTGGGCTTCCCTCCAGTGGACGGCTTGTCCCCACTAGTCCTGGGCATCATGGCAGT

G v GG F PPV DGL S P L VL GI M AV -
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1141 - GGCCCTGGGTGCCCCAGGGCTCATGCTGCTAGGGGGCGGCTTGGTTCTGCTGCTGCACCA -
1200

3881 - AL G AP GL WML L 666G G L V L L L HH -
400

1201 - CAAGAAGTACTCAGAGTACCAGTCCATAAATTAAGGCCCGCTCTCTGGAGGGAAGGACAT -
1260
401 - K K'Y S E Y Q S I N =*
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