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Sammendrag

Det har veert stadig mer forskning pa rollen av glykosylering i utvikling av sykdommer i
de siste tiarene. Glykosylering av proteiner er en prosess hvor karbohydrat grupper
overfares til et protein ved hjelp av glykosyltransferaser. Denne prosessen er ngdvendig
for riktig folding av proteiner som gir riktig funksjon til ulike proteiner. Endringer i
glykosylering av proteiner har vist @ ha sammenheng med utvikling av en rekke
sykdommer og kreft. Disse endringer i glykosylering kan oppsta som faglge av endringer i
uttrykksnivaer av glycosyltransferasene.

Denne masteroppgaven har til hensikt & verifisere om en gruppe glykosyltransferaser
(Fut8, Mgat3, Ugtla7c, St3gal6, St6gall, Gentl og Gent2) er mulige malgener for
transkripsjonsfaktoren Pax®6.

Metodene RT-PCR og qPCR ble brukt for a se pa uttrykket og eventuelle nedreguleringer
av de sju testede glykosyltransferaser i FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) pa RNA-
niva. Det ble ogsa brukt metoder som isolering av glykoproteiner ved hjelp av concavalin
A (Con A) og Wheat Germ Agglutinin (WGA), immunopresipitering (IP), Western blot
(WB) og immunohistokjemi (IHC) for & preve og detektere endringer i glykosylering pa
protein-niva.

Resultat av denne masteroppgaven viste at de sju testede glykosyltransferasene blir
nedregulert i nerver av Pax6 og isoformen Pax6(5a) pa RNA-niva. Nar det gjelder
metodene glykoprotein isolering vha ConA og WGA og IP ble det ingen klare resultater,
mens Western blot resultatet viste at nucleolin blir nedregulert bade i Pax6 og Pax6(5a)
pa protein niva.

Konklusjonen for denne masteroppgaven er at vi har identifisert glykosyltransferasene
Fut8, Mgat3, Ugtla7c, St3gal6, St6gall, Gentl og Gent2 som nye malgener for Pax6.
Disse glykosyltransferasene blir nedregulert i nervaer av Pax6 og Pax6(5a) og basert pa
tidligere funn har det vist at nedregulering av disse glykosyltransferasene farer til en
rekke sykdommer. Resultatet vi ser i denne masteroppgaven har gitt en ytterligere innsikt
i mulige rollen av Pax6 i regulering av de sju testede glykosyltransferasene i utvikling av
sykdommer og kreft.



1. Innledning

1.1 Paired box (PAX) gen

Paired box (PAX) gen er en familie av vevsspesifikke transkripsjonsfaktorer som har
viktige roller i utviklingen av mange organismer [1]. Ni PAX gener er identifisert og de
kjennetegnes ved at alle inneholder et paired domene som gjenkjenner spesifikk DNA
sekvenser. Disse ni PAX gener inndeles igjen i fire undergrupper basert pa strukturelle
likheter og likheter i uttrykksmanster [2].

PAX Protein structure/domains Protein family| Embryocnic Expression/Mutation
family 00 member Expression in human disease
Group Paired octapeptide homeodomain Domain

Skeleton, thymus  (Klippel-Feil Syndrome,
- B PAX1 3rd/4th pharyngeal |Jarcho-Levin Syndrome
| -— — — pouch
T Skeleton, Teeth, Ja_rcho-Leyin Syndrome
PAX9 Thymus Oligodentia
, Hyperproliferative dysplastic kidney,
PAX2 Kidney, CNS Renal hyperplasia, Bladder and
renal cancer,Coloboma Syndrome
=
I - PAX5 B-Cells, CNS Lymphomas
[ =)
PAXS Kidney, Thyroid, Congenital hypothyroidism,
CNS Thyroid carcinomas/adenomas
PAX3 Neural Crest, CNS  |waardenburg Syndrome Types /111,
||| — C—ﬁ somites/muscle Melanoma, Rhabdomyosarcoma
I
- PAX7 Neural Crest, CNS  |Rhabdomyosarcoma
somites/muscle
PAX6 Pancreas, gut, Aniridia, Gl tumors
CNS and eye Cataracts/Peter's Anomaly

Figur 1: En oversikt over PAX gen familiegruppe. Figuren er basert pa figur 1 i referansen [2] og det
viser til hvor de ulike Pax gener blir uttrykt og eventuelle sykdommer som er assosiert med disse genene.

PAX gruppe | bestar av Pax1 og Pax9. Til forskjell fra andre Pax proteiner, mangler Pax1
og Pax9 et homeodomene. Pax1 og Pax9 uttrykkes under utvikling av skjelettet, thymus
og skjoldbruskkjertel. Mutasjon av Pax1 kan forarsake Klippel-Feil Syndrom og Jarcho-
Levin syndrom, mens mutasjon av Pax9 farer til oligodontia (en tilstand som er relatert til
manglende av et eller flere tenner) hos voksne [2].

PAX gruppe Il bestdr av Pax2, Pax5 og Pax8. Pax2 uttrykkes i nyrene og sentral
nervesystemet (CNS), Pax5 i B-celler og CNS, og Pax8 i nyrene, CNS og
skjoldbruskkjertel. Pax2 uttrykket er ngdvendig for nyrevikling. Overuttrykk av Pax 2
kan fare til nyre- og bleaerekreft. Pax5 er viktig for utvikling av B-celler. Overuttrykk av
Pax5 er assosiert med lymfoma (en type kreft av lymfocytter). Pax8 har en stor rolle i
utvikling av skjoldbruskkjertel. Mutasjon av Pax8 kan resultere hypotyreose og kreft i
skjoldbruskkjertel [2].



PAX gruppe Il bestar av Pax3 og Pax7. Disse Pax gener er uttrykt i CNS, skijelett
muskler, ledd og bindevev. Pax3 er ngdvendig for utvikling av melanocytter og har en
viktig rolle i hemming av apoptose. Mutasjon av bade Pax3 og Pax7 farer til muskel/ledd
defekter og Waardenburg Syndrom (WS) type | og Ill. Waardenburg syndrom er en
sjelden genetisk lidelse som oftest preget av varierende grad av dgvhet og unormal
harvekst og hypopigmentering. En translokasjon som farer til fusjon mellom Pax3 eller
Pax7 og FKHR (Forkhead transcription factor gen) resulterer rhabdomyosarcoma (en
type kreft i bindevev) [2].

PAX gruppe 1V bestar av Pax4 og Pax6. Pax4 uttrykkes i tarm og bukspyttkjertel. Pax®6, i
tillegg til tarm og bukspyttkjertel, uttrykkes ogsa i gyet og CNS. Pax4 vedlikeholder
insulin produserende beta celler og somatostatin produserende celler. Mangel av Pax4 vil
derfor resultere diabetes [2]. Siden Pax6 er det PAX genet som er studert i denne
oppgaven vil en mer detaljert beskrivelse av dette genet fglge under.

1.1.1 Paired box gen 6 (Pax6)

Pax®6 tilhgrer gruppe IV av paired box (PAX) gen familien. Dette genet fungerer som en
transkripsjonsfaktor og har to DNA bindende domener, et paired box domene (PD) og en
homeodomene (HD) som er koplet sammen av en linker. I tillegg bestar genet av en PST
domene som er rikt pa prolin, serin og threonin ved C-terminalen. I ulikhet med andre
PAX undergrupper mangler Pax6 et oktapeptid sekvens [3].

Det finnes forskjellige isoformer av Pax6 genet, blant annet Pax6, Pax6(5a), og
Pax6(APD) eller ”pairedless” isoform. Pax6 bestar av et N-terminal paired domene koplet
til en homeodomene og en PST C-terminal domene. Pax6(5a) produktet forekommer ved
alternativ spleiset ekson 5a som resulterer innsetting av 14 aminosyrer i paired domene
som endrer spesifisiteten av DNA bindingsaktivitet. Pax6(APD) isoformen lages ved bruk
av tre alternative startkodoner som kan resultere tre ulike genprodukter avhengig av
hvilket startkodon som benyttes. Felles kjennetegn for disse tre genproduktene er at de
mangler paired domenet. Pax6(APD) isoformen har dermed et molekylvekt enten ved 43,
33 eller 32 kDa alt avhengig av hvilket startkodon som benyttes [4] [5]. For Pax6 og
Pax6(5a) forventes det en molekylvekt pa ~46 kDa og ~ 48 kDa henholdsvis [6].

Pax6 uttrykkes hovedsakelig i CNS, gyne og i alfa, beta, delta og gamma (a, B, 9, v)
cellene i de Langerhansker gyer i bukspyttkjertelen [2]. Uttrykk av Pax6 pavirker en
rekke biologisk prosesser slik som celle proliferasjon, migrasjon, adhesjon og signalering
bade i normal og oncogenese utvikling [7].
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1.1.2 Pax6 i glukose homeostase

De Langerhanske gyene inneholder forskjellige endokrine celler som syntetiserer og
skiller ut insulin, glukagon, somatostatin og hormoner som regulerer metabolske
prosesser og til slutt glucose homeostase. Pax6 er ngdvendig for utvikling av disse
endokrine celler. Mangel pa Pax6 uttrykket ferer til ufullstendig utvikling av disse
endokrine celler. Utilstrekkelig utvikling, dysfunksjon eller gdeleggelse av R-cellene i de
Langerhanske gyer som produserer insulin kan fere til diabetes mellitus [8], mens
utilstrekkelig uvikling av alfa cellene vil fare til tap av glukagon produksjon [1, 2].

1.1.3 Pax6 i pancreaskreft

Kreft i bukspyttkjertel (pancreaskreft) er en av de mest dedelige formene for kreft. Det er
den femte vanligste dedsarsaken av kreft, og har den laveste 5-ars overlevelse. Rundt
halvparten av bukspyttkjertel tumorer er forarsaket av en mutasjon i p53 tumor
suppressor genet. P53 proteinet spiller en viktig rolle i celle spredning, apoptose, celle
senescence og differensiering. Rollen av p53 i differensiering er avhengig av celle type. |
noen differensierte celler slik som leukocytter og makrofager er p53 protein nivaer gkt,
mens i keratinocytter og osteoblaster er p53 uttrykk redusert.

Deborah Lang og medarbeidere (2007) har gjennom sin studie vist positive roller av p53
og negative roller av Pax6 i celle differensiering. Nivaet av p53 kan pavirke om cellene
skal begd programmert selvmord (apoptose) eller differensiering. @kt uttykk av p53
proteinet kan hemme tumor dannelsen ved & indusere vekst hemming, apoptose og DNA
reparasjon. Transkripsjonsfaktor Pax6 er uttrykt gjennom tidlig utvikling av
bukspyttkjertel, men etter hvert som bukspyttkjertelen vokser og differensieres til
eksokrine og endokrine kompartment blir uttrykket av Pax6 begrenset. 1 modne
bukspyttkjertel uttrykker cellene vanligvis ikke Pax6. Overuttrykk av Pax6 har gjennom
Deborah Lang og medarbeidere (2007) sin studie vist & veere relatert til kreft i
bukspyttkjertelen. Hemming av kreftceller i bukspyttkjertelen kan altsd skje ved gkt
uttrykk av p53 eller hemming av Pax6 uttrykket i bukspyttkjertelen [9].

1.1.4 Pax6 i gyesykdommer

Pax6 er ogsa kjent som master kontroll gen i utvikling av gyne. Normal utvikling av gyne
er hgy sensitive for nivaet av Pax6 uttrykket [10]. Bade for lavt og for hgyt uttrykksniva
av Pax6 kan fare til defekter i gyeutvikling [11].

Pax6 er uttrykt i gyelinsen, indre lag av iris, korneal epitelium og i retina [12]. Under
gyeutvikling regulerer Pax6 uttrykket av andre regulatorer slik som Pax2, SOX2, samt
strukturelle proteiner slik som krystalliner. Hos mennesker er Pax6 mutasjoner assosiert
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med en rekke gyesykdommer [13]. Heterozygote mutasjon av Pax6 hos mennesker farer
til en rekke gyesykdommer slik som aniridia, katarakt og ufullstendig utskillelse av linsen
fra hornhinnen (Peters anomali) [1, 2, 7, 11, 12, 14] Homozygot mutasjon av Pax6 hos
mennesker og mus farer til fullstendig mangel av gyet [15].

1.1.5 Pax6 i retinoblastoma

| gynene er retina regulert av ulike gener som for eksempel Pax6, nestin, CD133, chx10
0g Rx [16]. Pax6 spiller en viktig rolle i utvikling av retina (netthinnen). Pax6 genet blir
uttrykt i retinoblastoma (Rb) celler og er regulert av en sink finger (ZF) fosfoprotein kalt
CTCF. Tie Li og medarbeidere (2006) har gjennom sin tidligere studie utforsket
mekanismen av CTCF i kontrollering av Pax6 genuttrykket i humane Rb celler. Gjennom
studien har de funnet at nedregulering av CTCF farer til gkt uttrykket av Pax6 i Rb celler,
mens overuttrykk av CTCF i Rb celler resulterer nedregulering av Pax6 genuttrykket [14,
17].

1.1.6 Pax6 i glioblastoma

Glioblastoma multiforme (GBM) er den mest vanlige formen for primar hjernesvulst.
Pax6 er involvert i flere utviklingsprosesser av gyne og CNS) og ble kjent som en tumor
suppressor i gliomas [18]. For & forstd hvordan Pax6 fungerer som en tumor suppressor
har Yi-Hong Zhou og medarbeidere (2005) gjort undersgkelser hvor Pax6 genet ble
overuttrykket i en svaert tumorigenisk U251HF GBM cellelinje som uttrykker lav niva av
Pax6. Western blotting av cellelysater fra transfektanter mot Pax6 og FLAG antistoffer
viste gkt eksogene Pax6 protein i Pax6-positive transfektanter sammenlignet med original
(parenteral -P), Pax6-negative og vektortransfektant kontrollceller. Overuttrykk av Pax6 i
U251HF pavirker ikke celle fordoblingen. Evnen av U251HF Pax6-transfektanter til &
danne kolonier under “anker-uavhengige” tilstander i agar ble sammenlignet med
hverandre. Resultatet viste at tre individuelle U251HF Pax6-positive transfektanter
dannet betydelig med mindre kolonier enn kontroll cellelinjer (to vektor-transfectants og
ett Pax6-negative transfectant), noe som antyder at Pax6 undertrykker “anker-
uavhengig” vekst i denne GBM cellelinjen. Yi-Hong Zhou og medarbeidere (2005) har
dermed gjennom sin studie rapportert at lav uttrykk av Pax6 er et kjennetegn for darlig
prognose for pasienter med malignt astrocytisk glioma, mens hgy uttrykk av Pax6 er
korrelert med god prognose [19].
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1.2 Glykosylering

Glykosylering av proteiner er en prosess hvor karbohydrat grupper overfares til et protein
ved hjelp av glykosyltransferaser. Denne prosessen er det ferste trinnet i syntesen av
membran- og sekretoriske proteiner. Glykosylering er inndelt i 2 hovedtyper; N-linket-
og O-linket glykosylering. I N-linket glykosylering blir karbohydratgruppen koplet til et
nitrogen atom av en amino gruppe av asparagin via amid binding. | O-linket
glykosylering blir karbohydratgruppen koplet til et oksygen atom fra en hydroksyl gruppe
i enten serin eller threonin via ester binding. Karbohydrat kjeden som kopler til
glycoproteiner kan enten vare rett eller forgreinet med en lengde som varierer mellom 2-
60 sukkerenheter. Disse sukkerenhetene er ofte galaktose, mannose, N-acetylglucosamin
(GIcNAC) og sialinsyre som har negative ladning [20]

1.2.1 Biosyntesen av N-linket glykosylering

N-linket glykosylering inndeles i 2 trinn; den initielle kjerneglykosyleringen og
modifikasjonen av karbohydrat side kjeden.

I initiell glykosylering skjer det ferst syntese av en kjerneoligosakkarid i cytosolisk
endoplasmatisk retikulum (ER) ved at det trinn for trinn overfares flere sukkerenheter (2
N-acetylglucosamin (GIcNAc), 9 mannose og 3 glukose) til Dolisholphosphate (baerere
av oligosakkarid enheter). Dette kjerneoligosakkaridet overfares deretter fra cytosolisk
ER til ER lumen ved hjelp av flippase (fosfolipid translokator). 1 ER lumen blir
oligosakkaridet fra Dolichol phosphate overfert til asparagin residue av et protein ved
hjelp av oligosaccharyl transferase.

Under andre trinn av N-glykosylering blir kjerneoligosakkaridet trimmet og modifisert.
En mannose og tre glukose enheter blir fjernet av mannosidase og glucosidase. Under
denne prosessen reagerer flere ER proteiner med det nye syntetiserte glycoproteinet for &
sikre riktig folding. Calnexin (CNX) og calreticulin (CRT) er ER proteiner som kan binde
til monoglukosylerte glykoproteinet og fremmer dannelsen av disulfid binding. Dette
skjer ved kompleks danning av glykoproteinet med en tiol oksidoreduktase (kjent som
ERp57). Etter dannelsen av disulfid binding dissosierer protein kompleksen og de siste
glukoseenhetene blir fjernet av glucosidase Il. Ved dette punktet fungerer UDP-
glukose:glycoprotein glucotransferase (UGGT) som en sensor for riktig folding av det
nye syntetiserte glykoproteinet. UGGT binder til feil foldet proteiner og bryter det til
enklere glukose enheter som kan vere substrat for andre runder for gjendannelse av
DNX/CRT binding og disulfid binding. Nar proteinet blir riktig foldet slipper UGGT lgs
det nye syntetiserte glykoproteinet slik at glykoproteinet beveger ut av ER til Golgi
apparatet hvor det gjennomgar terminal glykosylering. Terminal glykosylering omfatter
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fjerning av noen karbohydrat enheter fra kjerne oligosakkaridet og gir opphav til ulike
proteiner med ulike lengde, struktur og funksjoner [20].

1.2.2 Biosyntesen av O-linket glykosylering

O-linket glykosylering skjer golgiapparatet. Farst blir N-acetylgalactosamin (GalNac)
overfort fra UDP-GalNac til hydroksyl gruppen av enten serin eller threonin ved hjelp av
enzymet UDP-N-acetylgalctosaminyltransferase. Deretter koples andre karbohydrater
slik som galactose og sialinsyre til den forlengende karbohydrat kjeden. Denne prosessen
er ngdvendig for enkelte proteintyper slik som proteoglykaner. O-linket proteiner
involverer dannelsen av ekstracelluleere matriks (ECM), celleadhesjon ved interaksjon
mellom sukker komplekser av proteoglykaner og de fungerer som en komponent for slim
sekresjon [21]. O-glykaner er funnet mest i slim som er rikelig pd mucosal overflate og

spytt [22].
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Figur 2: Eksempel pa tilkopling av glykaner pa et protein via O-linket og N-linket glykosylering.
Figuren er basert pa figur 1 i referansen [23]

1.2.3 Rollen til glykosylering

Glykosylering er ngdvendig for riktig folding av proteiner. Det pavirker flere
fysiokjemisk og funksjonelle egenskaper av proteiner slik som protein stabilitet, protein
ladning og lagselighet, protein inter-/ intracelluleere transport, protein halveringstid i
blodet. Enzymatisk tilkopling og fjerning av sukkerenheter til proteiner gir variasjoner i
protein lengde, struktur, konformasjon og funksjoner [22]. Glykosylering pavirker ogsa
biologisk prosesser slik som reseptor aktivering, signal transduksjon, endocytose, celle
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adhesjon og farer til regulering av mange fysiologisk og patologisk resultater som celle
vekst, migrasjon, differensiering, tumor metastase og host-patogen reaksjoner [24], celle
trafikkering og transmembran signalering [25]. | tillegg har glykosylering ogsa betydning
I utvikling av sykdommer slik som kreft, neuropatologi, astma, RA og Crohn’s syndrom
[26].

1.2.4 Glykosylering og nevrodegenerative sykdommer

Endring i protein glykosylering har vert relatert til human nevrodegenerative
sykdomstilstander slik som alzheimer’s demens (AD), parkinsonisme (PD) og
Creutzfeldt-Jakob sykdom (CJD). Viktig enzymer som er involvert i patogenesen av
alzheimer’s demens er acetylkolinesterase (AChE) og butytylcholinesterase (BuChE).
AChE enzymet hydrolyserer acetylkolin neurotransmittere ved kolinergisk synapser og er
godt distribuert i hjernen. Det har vist at glykosylering av dette enzymet var blitt endret i
post-mortem hjernen og cerebrospinal veesken (CSF) hos AD pasienter. Ogsa har det vist
endringer pa glykosylering av butytylcholinesterase (BUChE) hos AD CSF (cerebrospinal
veeske). Patogenese for PD er fremdeles lite kjent men nylig har Farrer og sine
medarbeidere (2001) oppdaget at dysfunksjonen av PD kan involvere en E3 ubiquitin
ligase. Dette enzymet er involvert i ubiquitinering av protein substrater og merker dem
for nedbryting av proteasomal komplekset, og dannelsen av a-synuclein inklusjoner. Det
viste seg at mekanismen som ligger bak denne prosessen kan vere parkin-mediert
ubiquitinering av en O-linket glycosylert form av a- synuclein. Mutasjon av parkin og a-
synuclein resulterer utvikling av PD [27].

1.2.5 Glykosylering og revmatoid artritt (RA)

Ved revmatoid artritt er det observert endringer i glykosylering av glykokonjugater av
brusk og synoviocytter, celle overflate reseptorer pd chondrocytter, synovial flytende
glykoproteiner, enkelte plasma proteiner, IgG, endringer i nivaer av anti-MBL auto-Abs
og endringer i differensielle uttrykkelsen av noen galectiner og mannose-bindende
lektiner (MBL) [26].

1.2.6 Glykosylering og alkoholholdige lever sykdom (ALD)

Karbohydrat-mangel transferrin (CDT) er en marker av kronisk alkoholmisbruk og
oppstar pa grunn av endringer i glykosylering. Human serum transferrin er et
glycoprotein syntetisert i leveren og er involvert i transport av jern mellom steder av
absorpsjon og leveranse. Kronisk etanol forbruk medfarer endringer av normal
mikroheterogenitetsmgnster av transferrin pa grunn av endringer i innhold av sialinsyre.
Ved kronisk alkoholforbruk ble det observert unormal terminal sialylering hos rotter og
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dette kan forklares ved reduksjon av B-galaktosid a-2,6 sialyltransferase (St6gall) mRNA
og protein uttrykk og/eller gkt hepatocytt membran assosierte sialidase [22].

1.2.7 Glykosylering og kreft

Unormal protein glykosylering er assosiert med malignt transformasjon av celler. En
familie av viktige molekyler som er relatert til unormal glykosylering er sialinsyre (SA)
og deres derivater. Sialylering pavirker halveringstiden av mange sirkulerende
glykoproteiner og har betydning i en rekke biologiske prosesser slik som celle-celle
kommunikasjon, celle-matriks interaksjon og adhesjon. Overfgringen av sialinsyre fra
CMP-sialinsyre til karbohydrater er katalysert av sialyltransferaser (ST). Hos mennesker
er ST uttrykk i mange vev til ulike nivaer og uttrykksnivaet av ST er dramatisk endret
under kreft dannelsen. Det er pavist at endret utrykk av ST har en signifikant
sammenheng med oncogenese, tumor utvikling og lymfeknute metastase [23]

Reseptor tyrosin kinaser (RTK) er transmembran glycoproteiner som starter en signal
kaskade og resulterer bade proproliferative og antiapoptotisk celluleere programmer.
Epidermal vekst faktor reseptorer (EGFR) og ErbB2 er to medlemmer av RTK
glykoprotein som stimulerer signaleringsreaksjoner i flere krefttilfeller slik som prostata,
bukspyttkjertel og malignt gliomas. Overuttrykk av disse reseptorer er assosiert med
cellevekst av tumorer. N-linket glykosylering er viktig for modning av RTK
glykoproteiner og representerer dermed et malsted til & forstyrre RTK
signaleringsaktivitet i kreftceller. Joseph N. Contessa og medarbeidere (2008) har gjort
undersgkelser hvor de brukte tunicamycin (en inhibitor av N-linket glykosylering) i sine
eksperimenter til & bevise at hemming av N-linket glykosylering nedregulerer RTK
signaleringsaktivitet. Forstyrrelse av RTK signaleringsaktivitet blir dermed en terapeutisk
strategi for blokkering av cellevekst, samt sensibiliserer svulster til stralebehandling [28].

1.3 Glykosyltransferaser

Glykosyltransferaser er enzymer som deltar i glykosyleringsprosessene i endoplasmatisk
retikulum (ER) og Golgi apparatet hvor deres funksjon er a overfare karbohydratgrupper
til proteiner [20]. Hittil er det identifisert over 180 glykosyltransferase gener der hver av
dem har ulike funksjoner [24]. Denne masteroppgaven gar ut pa a verifisere om en
gruppe glykosyltransferaser er mulige malgener for transkripsjonsfaktoren Pax6. Disse
glykosyltransferasene er Fut8, Mgat3, Ugtla7c, St3gal6, St6gall, Gentl og Gent2. Disse
er derfor nermere omtalt i tabell 1.
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Tabell 1: En oversikt over de sju testede glykosyltransferasene med deres fullstendig navn, funksjon,
og sykdommer/kreft der disse glykosyltransferasene er involvert.

Fullstendig navn pa | Funksjon Type Eksempler pa
glykosyltransferase glykosylering | sykdommer/kreft som
er assosiert med denne
glykosyltransferasen
Fucosyltransferase 8 Overfgrer en fucose N-linket Oppregulering av Fut8 er
enhet fra GDP-fucose | glykosylering | assosiert med tyroid
(Futs) til posisjon 6 pa den papillary carcinomas,
Ogsd kalt o 1,6 innerste GICNAc enhet hepatocellulere
fucosyltransferase av N-linket carcinoma (HCC) og
oligosakkarider pa lever cirrhose [25]
glykoproteiner for a
danne kjerne
fucosylering * [29].
N-acetylglucos- Overfarer GIcNAC til N-linket Uttrykk/oppregulering av
aminyltransferase 11l B-mannose av N- glykosylering | Mgat3 deltar i hemming
(Mgat3) glykaner for & danne en av metastase [22, 25].
“bisecting” GIcNAc *
[22, 29]
St6 B-galactosamide a- | Katalyserer overfgring | N-linket Oppregulering av St6gall
2,6-sialyltransferase 1 | av a-2,6-linket glykosylering | er assosiert med colon
(St6gall) sialinsyre til adenocarcinomas, gkt
glykoproteiner [30]. invasjon av fibroblaster
og brystkreft celler [30].
St3 p-galactoside a- Overfarer en sialinsyre | N-linket Nedregulering eller
2,3-sialyltransferase 6 | fra cytidine 5-prime- glykosylering | avvikende metylering av

(St3galb)

monophospho-N-
acetylneuraminic syre
(CMP-NeuAc) til
terminal posisjonen av

St3gal6 er assosiert med
Gl kreft [32].
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glykoprotein/glykolipid
[31].

UDP Viktig i konjugering og | N-linket Nedregulering av
glucoronosyltransferas | eliminering av toksisk | glykosylering | medlemmer av Ugtla
e 1 familie, polypeptid | xenobiotisk og familien medfarer
AT7c (Ugtla7c) endogengse stoffer. Gilberts syndrom og
[33, 34] Crigler-Najjars sykdom
[33-35]
Glucosaminyl (N- Gentl er ngdvendig for | O-linket Oppregulering eller
acetyl) transferase 1, dannelsen av Gal § 1-3 | glykosylering | uttrykt av Gentl er
core 2 3-1,6-N- (GIcNAc B 1-6) assosiert med
acetylglucosaminyl- galNAc struktur og prostatakreft, colorectal,
transferase (Gcentl) kjerne 2 O-glykaner. lungekreft, T-
[36] [37]. lymfocyttisk og
myelogengs leukemi [36]
[37].
Glucosaminyl (N- Gcent2 omdanner O-linket Mutasjon/manglende
acetyl) transferase 2, I- | linezre i antigen til glykosylering | uttrykk av Gent2 er

branching enzym (blod
gruppe 1) (Gent2)

forgreinet | antigen ved
a kople en GIcNAc
enhet til en galactosyl
enhet [38].

assosiert med katarakt
[38].

* Med kjerne fucosylering

menes med prosessen der fucose enhet pasettes til posisjon 6 ved initial
GIcNACc enhet av N-glykaner (se figur 3). Med ”bisecting” GlcNAc menes med prosessen hvor en GIcNAc
pasettes i en B-(1-4) kjeden til mannose enhet av N-glykaner (se figur 3).
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Figur 3: Figuren viser hvor de ulike glykosyltransferasene slik som Fut8 og Mgat3 katalyserer. Det viser
ogsé kjerne fycosylering og “bisecting” GlcNAc som var tidligere forklart. Figuren er basert pa figur 1 i
referansen [24].

1.3.1 Fucosyltransferase 8 (Fut8)

Fut8 er den eneste kjerne fucosyltransferase funnet hos pattedyr. Kjerne fucosylerte
glykoproteiner er bredt fordelt i vev hos pattedyr og kan endres under patologisk
tilstander slik som hepatocellulere carcinoma (HCC) og lever cirrhose. Hagy uttrykk av
Fut8 er observert i papillary carcinomas og har sammenheng med lymfeknute metastase.
Uttrykk av Fut8 kan dermed vere en sentral faktor i utviklingen av tyroid papillary
carcinomas [29]

1.3.2 N-acetylglycosaminyltransferase 111 og V (Mgat3 og Mgat5)

Mgat 3 katalyserer overfaring av GIcNAc til B-linket mannose av N-linket sukker kjeder
for & danne en ”bisecting” GlcNAc. Pésetting av denne bisecting” GIcNAc i N-linket
sukker kjeder resulterer hemming av videre prosessering og elongering av N-glykaner.
Uttrykk av Mgat3 er involvert i hemming av metastase. Dette ble bekreftet av studier som
viste at nar Mgat3 transfektert i melanoma B16 celler blir injisert i mus var lunge
metastase redusert sammenlignet med melanoma celler uten Mgat3 [25]. Det har ogsa
rapportert at uttrykk av antistoff med endret glykoformer som for eksempel tillegg av
“bisecting” GIcNAc forer til gkt antistoff-avhengig celluleere cytotoksisitet (ADCC) via
okt affinitet for Fcy reseptor III [39]. Pasetting av “bisecting” GIcNAc i N-linket sukker
kjeder har dermed ikke bare antimetastatisk funksjon, men pavirker ogsa aktiviteten av
antistoff-avhengig celluleere cytotoksisitet (ADCC) [25]. Siden det er en sammenheng
mellom Mgat3 og Mgat5 blir ogsa Mgat5 omtalt under.
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Mgat5 katalyserer dannelsen av B1,6 GlcNAc forgreiningsstrukturer som har en viktig
rolle i tumor metastase. Det ble undersgkt sammenhengen mellom Mgat5 og tumor
metastase og resultatet viste hemming av polyomavirus middel T antigen (PyMT)-
indusert tumor vekst og metastase hos mus som mangler Mgat5. | tillegg viste det at
Mgat5 fremmer fokal adhesjon turnover, noe som farer til gkt aktivering av PyMT som i
sin tur aktiverer fosfatidylinositol 3 (P13) kinase—PKB og fremmer tumor vekst og
metastase. Mgat5 er ogsa involvert i regulering av apoptose. Oppregulering av Mgat5
resulterer at cellene blir mer motstandsdyktig for apoptose, mens nedregulering av Mgat5
farer til at cellene blir mindre motstandsdyktige for apoptose. Det har ogsa vist at uttrykk
av Mgat5 i epiteliaceller resulterer tapt kontakt hemming, gkt cellebevegelighet og
morfologisk transformasjon i cellekulturer [25].

Mgat3 og Mgat5 har motsatt effekt pa metastatisk spredning. Uttrykk av Mgat5
fremkynder metastase av kreftceller, mens Mgat3 undertrykker metastase av kreftceller.
[25]. Mgat3 konkurrerer med Mgat5 om substrat ved at Mgat3 katalyserer overfgring av
GlcNAc til B-linket mannose av N-linket sukker kjeder for & danne en “bisecting”
GlcNAc. Denne “bisecting” GIcNAc 1 N-linket sukker kjeder farer til undertrykkelse av
videre prosessering og elongering av N-glykaner, dermed kan ikke andre
glykosyltransferase slik som Mgat5 bruke “bisecting” oligosakkaridet som substrat [25,
40] Overuttrykk av Mgat3 vil dermed resultere i underuttrykkelsen av Mgat5 aktivitet og
dermed hindring av metastatisk spredning [25].

GnT-IIl gene Er:lhaﬂfe;‘:nt.nf
E-cadherin - @mwm cell-cell adhesion
E Decr of
; cell-ECM adhesion

integrin

Promotion of GnT-V gene Suppression of
cancer metastasis cancer metastasis

Figur 4: Figuren viser uttrykt av Mgat3 og Mgat5 og sammenheng mellom disse
glykosyltransferasene. @kt uttrykt av Mgat5 i epiteliaceller farer til morfologiske transformasjon, tapt
kontakt inhibisjon, gkt celle motilitet og fremkynder metastatisk spredning. @kt uttrykt av Mgat3 farer til
hemming av Mgat5 aktivitet og dermed forhindrer metastatisk spredning. Figuren er basert pa figur 2 i
referansen [25].
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1.3.3 UDP glukoronosyltransferase 1 familie, polypeptid A7c (Ugtla7c)

Humane UDP-glukoronosyltransferase (UGT) katalyserer glukoronideringsreaksjoner av
en rekke stoffer. Glukoronideringsreaksjoner er en mekanisme for eliminering og
detoksifisering av tusenvis av stoffer slik som legemiddelstoffer, stoffer fra dietten,
miljgmessige kjemikaler, endogene stoffer (steroider og bilirubin) og kjemisk
karsinogener eller mutagener. Disse UGT enzymer har dermed en viktig rolle i celluleere
forsvarsmekanismer og eliminering av toksiske stoffer [33-35].

Det har vert identifisert at mutasjoner av UGT1A familien kan fare til nedsatt enzym
aktivitet og dermed redusert konjugering av bilirubin (glucuronidering). Konjugering er
ngdvendig for at bilirubinet kan skilles ut med gallen. Ukonjugert bilirubin vil dermed
hoper seg opp 1 blodet og resulterer hyperbilirubinemia, Gilbert syndrom og Crigler-
Najjar syndrom type I og Il [35].

1.3.4 N-acetylglucosaminyltransferase 1 (Gentl)

Gentl er ngdvendig for dannelsen av kjerne 2-branched O-glykaner ved at enzymet
katalyserer overfering av N-acetylglucosamine (GIcNACc) til kjerne 1 O-glykan [36].
Uttrykk av Gentl ble funnet i flere type tumorer slik som colorectal, lungekreft, T-
lymfocyttisk og myelogengs leukemi [37]. Tidligere har det blitt gjort studier som viste
at Gentl har sammenheng med utvikling av prostatakreft. For & bestemme rollen av
Gentl i utvikling av prostatakreft ble det etablert en LNCaP kontroll cellelinje og en
LNCaP cellelinje som uttrykker Gentl. Nar disse cellelinjene ble inokulert i prostata hos
mus ble det observert at LNCaP som uttrykker Gentl produserer tre ganger mer prostata
tumorer enn kontrollceller. Videre ble det funnet at LNCaP-Gcentl celler adherer sterkere
til prostata stromal celler, type 1V kollagen og laminin enn LNCaP kontroll celler. Disse
resultatene kan tyde pd at Gentl er ngdvendig for prostata kreftceller som fremmer
adhesjon til type 1V kollagen og laminin. Denne forsterkete adhesjonen kan vare en arsak
til aggressive tumor dannelsen av prostata kreftceller som uttrykker Gentl [36].

1.3.5 N-acetylglucosaminyltransferase 2 (Gcnt2)

I/i antigener er karbohydrat strukturer pa glykoproteiner og glycolipider pa celle
overflater av flere kropps vev og veesker. i antigen er en linear poly-N-acetyllactosamin
kjede som har Gal B-1 til 4GlcNAc B1-3 gjentatte enheter, mens | antigenet er forgreinet
ved tilfgying av en N-acetylglucosaminyl (GIcNAc) enheter gjennom [-1,6 kjede til en
galactosyl enhet. Omdannelsen av i antigen til en I struktur skjer farst i humane rgde
blodceller under de forste 18 maneder etter fodsel som et resultat for uttrykk av I-
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branching Gent2” transferase. Manglende uttrykk eller mutasjon av dette enzymet er
assosiert med katarakt i befolkningen pa Taiwan og Japan [38].

1.3.6 St6 p-galactosamide a- 2,6-sialyltransferase 1 (St6gall)

Stogall er glykosyltransferase som katalyserer overfering av a-2,6-linket sialinsyre til
glycoproteiner [30]. St6gall er kjent for & vaere oppregulert i mange tumortyper slik som
colon adenocarcinomas.

In vitro studier ble det foreslatt at sialylering av membran glycoproteiner av St6gall
deltar i metastase ved gkt celle bevegelighet og invasjon gjennom ektracelluleere matriks
(ECM). For eksempel overuttrykk av St6gall gker invasjon av fibroblaster og brystkreft
celler. Studier av metastase i dyremodell bekrefter disse funnene. Harvey og
medarbeidere (1992) har vist at forbehandling av colorektal tumorceller med
inkorporering av en sialinsyre inhibitor far injeksjon i bukspyttkjertel hos mus medfarer
reduksjon av antall mus med hepatisk metastase [41]. Likeledes har Bresalier og
medarbeidere (1990) rapportert at injeksjon av sialinsyre inhibitor i to cellepopulasjoner
der den ene gruppen er hay a-2,6- sialylerte og den andre er lav sialylerte, har resultatet
vist nedsatt dannelsen av hepatisk tumorer i den hay a-2,6- sialylerte gruppen [42] [30].

I en annen studie var det blitt identifisert at -1 intergrin er et substrat av St6gall og det
ble brukt en celle-fritt reseptor/ligand binding assay for & bevise at renset kollagen-
bindende intergriner binder bedre til kollagen I nér de blir a-2,6- sialylerte. Resultatet
viste at celler med a-2,6- sialylert integriner (ved gkt St6gall uttrykk) har starre adhesjon
og migrasjon pa kollagen | ved sammenligning med usialyerte integriner [30].

1.3.7 St3 p-galactoside a-2,3-sialyltransferase 6 (St3gal6)

St3gal6 katalyserer overfgring av en sialinsyre fra cytidine 5-prime-monophospho-N-
acetylneuraminic syre (CMP-NeuAc) til terminal posisjon av glycoprotein og glycolipid
karbohydrat grupper [31]. Kawamura og medarbeidere (2008) har gjennom sin studie
funnet at endringer i en gruppe glykosyltransferaser slik som BAGALNT2 og ST3GALG6
representerer en ondartet fenotype av gastrisk kreft. De har undersgkt uttrykksnivaer av
43 glykogener og har funnet ut at en tredje del av glykosyltransferase gener var
nedregulert i mange GI kreft cellelinjer. Blant de kreft-assosierte nedregulerende
glykogener som de fant i sin studie var ST3GAL6 hypermetylert i samsvar med
metylering av BAGALNT2 i mange av Gl kreft cellelinjer. Avvikende metylering i
St3gal6 er detektert i 24 av 32 primar gastriske tumorer med statistisk signifikant
sammenheng med metylering av BAGALNT2 og Epstein-Barr virus (EBV) status. Disse
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resultatene tyder pa at endringer kan forekomme i en gruppe glykogener slik som
BAGALNT2 og ST3GALSG i gastrisk kreftvev, som etter hvert kan indusere avvikende
glykosylering og uttrykk av kreft-assosierte karbohydrat-antigener ved inaktivering av
enzymaktiviteten som er ansvarlig for antigen uttrykk [32].

1.3.8 Hensikt

Hensikten med denne masteroppgaven er a verifisere om en gruppe glykosyltransferaser
(Fut8, Mgat3, Ugtla7c, St3gal6, St6gall, Gentl og Gent2) er mulige malgener for
transkripsjonsfaktoren Pax®6.

Dette vil bli gjort ved hjelp av RT-PCR og qPCR pa RNA-niva. lIsolering av
glykoproteiner ved hjelp av concavalin A (Con A) og Wheat Germ Agglutinin (WGA),
immunopresipitering (IP), Western blot (WB) og immunohistokjemi (IHC), ble ogsa
brukt for & preve og detektere endringer i glykosylering pa protein-niva.
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2. Materialer og Metoder

2.1 Materialer

2.1.1 Primersekvens

Tabell 2. Primere brukt i denne oppgaven

Navn Sekvens 5’ til 3’ Basepar
mPax6 RT 5 CAGCTTGGTGGTGTCTTTGTC

mPax6 RT3 CTCGGATAATAATCTGTCTCG 299 + 341 bp
MHPRT RT 5 GGGGGCTATAAGTTCTTTGC

MHPRT RT 3 TCCAACACTTCGAGAGGTCC 313 bp
mMgat3 RT 5 GGACGATGGGATGAAGATGA

mMgat3 RT 3 GAGTGACAGGGGCATTGTTC 182 bp
mUgtla,7c RT5 | GGTGACCCTGAATGTCCTTG

mUgtla,7c RT3 | TGCCTCATCACGTATTCCAC 174 bp
mFut8 RT 5 AAAATTCACTTCGGGGTGTG

mFut8 RT3 CTGATTGTGGGCATTTTGG 191 bp
mSt3gal6 RT 5 AAATGCTTCGTTTTCCCAGA

mSt3gal6 RT 3 TAAAGGACTGTTGGGGCTGT 152 bp
mSt6gall RT 5 CAGCCAGCCTTTTTACATCC

mSt6gall RT 3 ACACATCTGTCTTGCGCTTG 191 bp
mGcentl RT 5 ACCAGGAGTCAGAGCCTCAA

mGcentl RT 3 GGTGTGGTGGGACAAACTTC 153 bp
mGcent2 RT 5 AAGTGGATGGACATGGAAGC

mGcent2 RT 3 ATGGCGATCTCACTCTGGTT 209 bp
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2.1.2 Buffere

Tabell 3. Buffere brukt i denne oppgaven

Metode

Buffere

Innhold

Gel elektroforese

50 x TAE buffer

242 g Tris base

57,1 ml 11,4 % eddiksyre

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

dH,O til 1000 ml

50 x TAE buffer fortynnes til 1 x TAE
far bruk!

6 x T gel loading buffer

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

40 % (w/v) sukrose i vann

Hasting av celler

GP buffer+ Pl

50 mM Tris (pH 7,4)

150 mM NaCl

0,1 mM MnCl,

0,5 % Triton X-100

82,5 ml dH,0O

Tilsett 1 tablett av protease inhibitor
(P1) uten EDTA til 10 ml buffer.
Lagres ved -20*C

Rensing av
glykoproteiner

Bindingsbuffer

20 mM TrispH 7,4
0,5 M NaCl

1 mM CacCl,

1 mM MnCl,

Gel shift buffer

20 mM Hepes pH 7,9
60 mM KCI

1,5 mM MnCl,

0,2 mM EDTA

Gel shift buffer m/NaCl

20 mM Hepes pH 7,9
60 mM KCI

1,5 mM MnCl,

0,2 mM EDTA

120 mM NaCl
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Western Blot

5 % blokkeringsbuffer

2,5 g tarrmelk
50 ml PBST

PBST 100 ml 10 x PBS
1 ml Tween 20
899 dH,0

Blottebuffer 1,88 g Tris base
23,25 g Glycin

til 850 ml med dH,O 150 ml Metanol

2 x SDS gel loading buffer

100 mM Tris HCI

4 % (w/v) SDS

0,2 % (w/v)

20 % (v/v) glyserol
200 mM Ditriothritol
(tilsettes for bruk)

10 x gelkjegringsbuffer

10 g SDS

30 g Tris(base)

144 g glycine

til 800 ml med dH,0.

Juster pH til 7,4 med 18,5 % HCI
dH,O til 1000 ml

10 x gel kjagringsbuffer fortynnes til 1
x SDS gelkjaringsbuffer far bruk!

1,5M Tris(base) pH 8.8

18,2 g (Tris base)

80-90 ml dH,0

2 ml 20 % SDS

Juster pH til 8,8 med 18,5 % HCI
Tilsett dH,O til 100 ml

0,5M Tris(base) pH 6.8

6,05 g Tris(base)

80-90 ml dH,0

2 ml 20 % SDS

Juster pH til 6,8 med 18,5 % HCI
Tilsett dH,O til 100 ml

10 % APS

1 g Ammoniumpersulfat (APS)
10 ml MQ-vann
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10 % separerende gel

4,8 ml MQ-vann

2,5 ml 1,5 M Tris(base)

2,6 ml Acrylamid Bis 40 % 29:1
100 pl 10 % APS

10 ul TEMED (BioRad)

4 % konsentrerende gel

1,6 ml MQ-vann

650 ul 0,5 M Tris(base)

250 ul Acrylamid Bis 40 % 29:1
25 ul 10 % APS

2,5 ul TEMED (BioRad)

I1MDTT

3,085 g dithiothreitol (DTT)
20 ml 10 mM Natrium acetate (pH
5,2)

2.1.3 Lasninger

Tabell 4. Typer lgsninger til brukt i denne oppgaven

Metode Type lgsning Innhold
Immunostaining 8 % PFA 0,4 g PFA
~4,5ml dH20

~ 2 draper NaOH 1 M

Varmes i vannbad ved temperatur 70-
80*C. Etter alt var opplast ble 0,5 ml
10 x PBS tilsatt og lgsningen plasseres
pa is inntil bruk.

Coomassie blue

Fikseringslgsning

10 % eddiksyre (acetic acid)
40 % etanol (EtOH)
50 % vann (dH20)

Fargelgsning

0,125 % Coomassie blue K250
50 % metanol
10 % eddiksyre

Avfargingslgsning |

50 % metanol
10 % eddik syre
40 % vann (dH20)
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Avfargingslgsning Il

7 % eddik syre
5 % metanol
88 % vann (dH20)

2.1.4 Antistoffer
Tabell 5. Antistoff brukt i denne oppgaven

Antistoffsnavn Fortynning | Produksjon/fabrikk

Produkt nummer

Kanin a-Pax6 1:1000 Chemicon International Cat.nr. AB5409

Kanin a-nucleolin | 1:2000 Abcam Ab 70493-100
1:50 Abcam Ab 70490-100

Kanin a-actin 1:1000 Sigma-Aldrich A2066

Geit a-Biotin 1:2000 Cell Signaling Ab #7727

a-kanin HPR 1:2000 Pharmingen Cat.nr. 554021

Kanin a-BRCA2 1:100 Abcam Ab 2957

Alexa Fluor® 488 | 1:5000 Molecular Probes

geit-a-kanin IgG

A-11034 Lot# 99C 2-3

Geit o -NrCAM 1:800 Santa Cruz

sc189960 Lot# 01703

Geit o-NCAM-L1 | 1:800 Santa Cruz

sc1508 Lot# 1003

2.1.5 Vekstmedia
Tablell 6. Vekstmedia brukt i denne oppgaven

Vekstmedia Innhold

Vekstmedia for Flpin 3T3 10 % FCS

90 % DMEM high glucose
100 pl Zeocin per 100 ml medium

10 % Fcs
90 % DMEM

Vekstmedia for Pax6 og Pax6(5a)

150 pl Hygromycin per 100 ml medium
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2.1.6 Andre materialer

Tabell 7. Andre materialer brukt i denne oppgaven

Materialer Produksjon/fabrikk
Zeocin Invitrogen
Hygromycin Invitrogen
Fcs Hyclone

CRI TaKaRa
DMEM Sigma
RNasin Promega
Dynazyme Finnzymes

10 x DynaZyme PCR buffer DNA polymerase Finnzymes
dNTP mix (10 mM) Finnzymes

2 x Brilliant 11 Syber Green Q-PCR master mix Stratagene
Trypsin — EDTA solution (1x) Sigma
Biotinylad protein ladder Cell Signaling
Prestained Protein marker BioLabs

1 Kb Plus DNA ladder Invitrogen
Western Blotting Luminol Reagent Santa Cruz

Con A sepharose 4B

Amersham Biosciences

Glycoprotein isolation Kit, WGA

Thermo scientific

GelCode Glycoprotein Staining Kit

Pierce biotechnology
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2.1.7 Protein og DNA markarer

A kDa B kDa C
{0 E— bp
140 175 - - -12.000
100 — 80
80 — -5,000
. 58 —_—
60 | -
50 | - A6 | — -2,000
- 1,650
40 | -
30 —— - 1,000
-850
30 - G650
25 —
-500
-400
20 | - Biotinyllert 17| s _ =390 Kb Plus
Protein Prestiiuned ~-200 DNA ladder
ladder Protein _j00 fralnvitrogen
7 —_— marker
G | —

Figur 5. Viser biotinylert og prestained ladder brukt til WB og 1 Kb Plus DNA ladder brukt til gel
elektroforese.

2.2 Metoder

2.2.1 RNA preparasjon ved hjelp av TRIzol (Invitrogen)

3 ml TRIzol ble tilsatt i hver 75 cm2 cellekulturflaske nar cellene var cirka 80 %
confluent. Celler i kulturflaskene ble inkubert omtrent 5 minutter ved romtemperatur,
deretter ble cellene skrapt lgs med sterile celleskrape og overfgrt med omtrent 1 ml av
celle blanding i hver eppendorfrgr. Disse eppendorfrgrene ble deretter brukt til & lage
RNA eller lagret ved — 80 °C.

RNA preparasjon ble ufart i RNA avtrekkskap. | hvert rar med 1 ml Trizol ble det tilsatt
200 ul kloroform. Hver eppendorfrer ble ristet hardt for hand i 15-20 sekunder, deretter
inkubert ved romtemperatur i 2-3 minutter. Etter inkubering ble eppendorfrgrene
sentrifugert ved 12000 x g ved 4 °C i 15 minutter. Den gverste fasen (den blanke fasen)
ble overfart til et nytt eppendorfrgr. 500 ul isopropanol ble tilsatt i hvert rgr og vendt
omtrent 6-7 ganger. Rerene ble deretter inkubert ved romtemperatur i 10 minutter,
deretter sentrifugert med 12000 x g ved 4 °C i 10 minutter. Supernatanten ble fjernet og
RNA pelleten vasket i 1 ml 75 % etanol (lagd med DEPC H20O). Rarene ble blandet godt
ved vortex, deretter sentrifugert med 7500 x g ved 4 °C i 5 minutter. Supernatanten ble
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igjen fjernet og RNA pelleten luftterket i omtrent 10 minutter slik at all etanol var
fordampet. RNA pelleten ble deretter lgst opp ved a resuspendere i 50-100 ul RNAse fritt
vann. Prgvene ble inkubert pa varmeblokk ved 55-60°C i 10 minutter, deretter plassert pa
is. RNA konsentrasjon ble malt ved hjelp av nanodrop spektrofotometri, deretter lagret
ved - 80 °C.

2.2.2 DNAse behandling av RNA

DNAse behandling av RNA ble utfgrt ved hjelp av RNeasy Micro Kits Qiagen for a
flerne genomisk DNA. Til RNA preven ble det tilsatt 100 pl RNAse fritt vann, deretter
350 pl RLT buffer og blandingen ble blandet sammen. 250 ul av 96-100 % etanol ble
tilsatt og blandet godt sammen ved & pipettere opp og ned flere ganger. 700 pul av
blandingen ble overfart til en RNeasey Minelute spinn kolonne med 2 ml samlergr.
Kolonnen ble sentrifugert ved 11500 x g i 15 sekunder. 350 ul RW1 buffer ble tilsatt 1
kolonnen og deretter sentrifugert ved 11500 x g i 15 sekunder. 210 pl RDD buffer ble
tilsatt 1 en ny eppendorfrer, deretter 30 ul DNAse. 80 pul av denne DNAse blandingen ble
overfort til kolonnen for den ble inkubert ved romtemperatur i 15 minutter. 350 pl RW1
buffer ble tilsatt og sentrifugert ved 11500 x g i 15 sekunder. Kolonnen ble overfart til et
nytt 2 ml samlerer, 500 ul 80 % etanol ble tilsatt og sentrifugert ved 11500 x g i 2
minutter. For & vaske bort resterende buffer ble kolonnen overfart til et nytt 2 ml samlergr
og sentrifugert ved 13000 x g (maks hastighet) i 5 minutter. For eluering av RNA ble
kolonnen overfort til et nytt 1,5 ml eppendorfrer, 14 pul RNAse fritt vann tilsatt og
sentrifugert ved 13000 x g i 1 minutt. RNA prgven ble plassert pa is og RNA
konsentrasjonen ble malt med NanoDrop ND-200 Spectrophotometer. RNA prgven ble
deretter lagret ved — 80 °C eller brukt direkte i cDNA preparasjon.

2.2.3 Preparasjon av cDNA vha Transcriptor Reverse Transcriptase
(Roche)

| hver eppendorfrar ble fglgende tilsatt:

X ul RNA (5 ug)

4 ul Random hexamer primer (pdN6 [1,6 ug/ul])
Y pl RNAse fritt vann til 26 ul

Eppendorfrarene ble inkubert pa varmeblokk ved 65 °C i 10 minutter, deretter plassert pa
is i omtrent 1-2 minutter. Deretter ble rgrene spunnet ned og falgende ble tilsatt:
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8 ul Transcriptor RT Reactionbuffer (5x) (Roche)
4 ul ANTP mix (10mM)

1 ul RNAsin (eller CRI)

1 pl Transciptor Reverse Transcriptase (Roche)

Rgrene ble blandet godt ved vortex og spunnet kort ned. De ble sa inkubert pa
varmeblokk ferst ved 25 °C i 10 minutter, deretter ved 55 °C for 30 minutter og tilslutt
ved 85 °C i 5 minutter. cDNA rgrene som ble lagt lagret deretter ved — 20°C.

2.2.4 Revers Transkriptase Polymerase Chain Reaction (RT- PCR)

For hvert primersett ble det laget en mastermiks og det ble laget en halv ganger mer enn
det som trengtes.

Hver PCR reaksjon inneholder falgende:
39,5 ul dH20

5 ul 10 x DynaZyme PCR buffer

1 ul ANTP miks (10 mM)

1 pl 10 uM Forward primer

1 pl 10 uM Revers primer

0,5 pl DyNAzyme

Totalt 50 pl

48 pul mastermiks og 2 pul cDNA ble pipettert over til PCR rer. Pravene ble blandet
sammen ved a flikke pa rgrene, deretter spunnet ned. PCR pravene ble kjart i PCR
maskin.

PCR program: "IMHPRT” og "IMPAX6”
Trinn 1: denatuering ved 94 °C i 1 minutt
Trinn 2: annealing ved 57 °C i 20 sekunder

Trinn 3: polymerisering ved 72 °C i 1 minutt
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Etter at farst syklus var fullfart dannes det 2 DNA trader som ga DNA templater for de
neste syklusene.

Trinn 4: gjentakelse!
Tilbake til trinn 1-4, men denatueringstrinnet etter farste syklus reduseres til 20 sekunder.
Trinn 5: Syntese av DNA ved 72 °C i 5 minutter

Trinn 6: Nedkjgling til 4 °C (uendelig)

2.2.5 DNA gel elektroforese

2.2.5.1 1 % agarose gel blanding

1,5 g agarosepulver ble veid og blandet med 150 ml 1XTAE i en erlenmeyerkolbe.
Deretter ble blandingen oppvarmet i en mikrobglgeovn i omtrent 2-3 minutter til all
agarosepulver blir opplest. Den varme agarose gel blandingen ble avkjglt til cirka 60-
70°C

2.2.5.2 Stgping av gelen

En kam med gnsket antall tenner ble plassert i en gelstgpingsbrett som ble skrudd fast i
en ramme. 5 ul etidiumbromid (10mg/ml) ble tilsatt og fordelt utover rammen. Cirka 50
ml av 1 % agarosegel blandingen ble helt inn i gelstgpingsbrettet. Det ble ristet lett pa
slik at etidiumbromid ble homogent blandet med agarosegelen. Alle luftbobler ble fjernet
far gelen stivnet (~ 20-30 minutter).

2.2.5.3 Pipettering av ulike praver i den avstgpte gelen

Agarose gelen ble lagt i et gel elektroforese kar som ble fylt opp med 1 x TAE buffer til
det dekket hele gel overflaten. 10 ul av 6 x T ble tilsatt i hvert PCR prgverer. 6 ul av 1 kb
pluss ladder ble deretter pipettert over i en egen brgnn, deretter ble 15 ul av hver PCR
prgvene satt i hver sine brenner. Far pravene ble overfart til hver brgnn ble de godt
blandet ved a pipettere opp og ned flere ganger. Gelen ble kjgrt med 90 volt i omtrent 30
minutter. Etter at gel elektroforese var kjart ble bilder av gelen tatt ved hjelp av Gel Doc
2000 BIO RAD.
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2.2.6 Kvantitativ Polymerase chain reaction (QPCR)

cDNA ble fortynnet 1:5, 1:25, 1:125 og 1:625 med dH20O. For hver prgve ble det kjart
med duplikater, samt en kontroll uten templat (NTC) og en kontroll med cDNA lagd uten
revers transkriptase enzym (NoRT). For hvert primersett ble det lagt en mastermiks.

Mastermiks for hver PCR reaksjon inneholder fglgende:
9,5 ul dH20

12,5 SYBR (Brilliant 11 Syber Green—Stratagene)

0,5 ul Forward primer [ 10uM ]

0,5 ul Revers primer [10 uM]

23 ul mastermiks ble pipettert over i qPCR eppendorfrer og 2 pul cDNA ble tilsatt,
deretter spunnet ned far gPCR prevene ble kjart i gPCR maskinen.

Prgvene ble kjert pa en MX3000P Stratagene maskin med felgende innstillinger i gPCR
maskinen:

Temperaturen gkes til 95°C i 10 minutter, deretter ble det kjgrt 42 sykluser med

- Denatuering av templat ved 95°C i 30 sekunder

- Temperaturen senkes til 60°C i 1 minutt hvor primer kan binde til templat

- Temperatuen gkes til 72°C i 30 sekunder hvor DNA syntese foregar
Smeltekurve

- Denatuering ved 95°C i 1 minutt

- Temperaturen senkes til 55°C i 30 sekunder

- Temperaturen gkes til 95°C i 30 sekunder

Resultatene ble analysert ved hjelp av MxPro-Mx3000P software program som fulgte
med maskinen. For a beregne differanser ble fglgende formell benyttet:

(E, “lget)A(P o (controll-sample)

Ratio =
(EM};\('P o (controll-sample)
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2.2.7 Hagsting av celler til glykoprotein isolering

Cellene i kulturflaske ble vasket 2 ganger med omtrent 15 ml 1 x PBS. Deretter ble 5 ml
1 x PBS tilsatt og cellene i kulturflasken ble inkubert pd is i 5 minutter. Cellene ble skrapt
los ved hjelp av celleskrape og deretter overfert til en 15 ml sentrifugergr. Sentrifugeraret
ble spunnet ned ved 1000 x g 1 3 minutter. Supernatant ble fjernet og 500 pl av GP buffer
+ PI ble tilsatt og resuspendert. Celle blandingen ble overfart til eppendorfraf og sonikert
pa vannbad i 30 sekunder i 2,5 minutter med Bioruptor ICD-200. Etter sonikering ble det
sentrifugert i 5 minutter ved 13000 x g ved 4 °C for & bli kvitt debris. Supernatanten ble
overfart til et nytt eppendorfrar og protein konsentrasjonen ble malt ved hjelp av BioRad
assay, deretter lagret ved - 20 °C eller kjgrte proteinekstraktet pa 10 % SDS-PAGE for
Western Blot.

2.2.8 BioRad protein assay

Konsentrasjon av ulike proteiner ble malt ved hjelp av BioRad protein assay. | denne
metoden ble protein konsentrasjonen bestemt ved en fargetest basert pa en standard
kurve. Farst ble det satt opp en standardkurve. Dette ble gjort ved a pipettere vann og
BSA i brgnnene som vist pa tabellen nedenfor.

Tabell 8. Standardkurve. Tallene under ”Standardkurve” for stir brenn 1 til brenn 10 pa en cellekultur
multiplate Falcon Microtest™. Tallene under “pg protein”, ”ul BSA”, “ul dH20” og “BioRad reagens” er
mengde protein, BSA, dH20 og BioRad reagens henholdsvis som skal tilsettes i de ulike brgnnene fra
nummer 1-10.

Standardkurve | pg protein | pl  BSA (0,1 mg/ml | pl BioRad
lgsning) dH20 | reagens

1 0 0 24 40

2 1 2 22 40

3 2 4 20 40

4 3 6 18 40

5 4 8 16 40

6 5 10 14 40

7 6 12 12 40

8 7 16 8 40
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10 9 24 0 40

Bland 880 pl BioRad reagens sammen med 3 ml dH20O. 176 pl av denne blandingen ble
tilsatt i hver brgnn etter at vann og BSA var tilsatt.

For a finne ut hvor mye av protein som ma tilsettes for a ligge innenfor standardkurven
ble det kjart flere fortynningstester med ulike protein mengder til en total volum pa 200
ul, for eksempel:

Test 1: 0,5 ul protein + 159,5 ul vann + 40 ul BioRad reagens
Test 2: 1 ul protein + 159 pl vann + 40 ul BioRad reagens
Test 3: 1,5 pl protein + 158,5 pl vann + 40 pl BioRad reagens
Test 4: 2 ul protein + 158 pl vann + 40 pl BioRad reagens

Det ble brukt den fortynningen som ligger innenfor standardkurven. Til maling ble det
lagt 2 paralleller av hver prave.

Proteinkonsentrasjonen ble avlest ved bruk av software program SOFT max 2.32 og plate
reader THERMOmax Microplatereader.

2.2.9 Glykoprotein isolering ved hjelp av ConA Sepharose 4B
(Amersham Biosciences, GE Healthcare) for SDS-PAGE

150 pul Con A Sepharose gel (gelslurry) ble vasket 2 ganger med 1,5 ml bindingsbuffer
(20 mM Tris pH 7.4, 0,5 M NaCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MnCI2) og sentrifugert ved 2000
x g1 1 minutt mellom hver vask. Deretter ble gelen resuspendert i 100 pl bindingsbuffer.
Mengde protein (500 pg) ble justert til 300 pl ved & tilsette ”GP buffer + PI”, deretter ble
det tilsatt 88 pl 2 M NacCl, 0,5 pl 1M CaCl2, 5 pl 0,1 M MnCl2 og 107 pl vann til et total
volum pa 500 pl. 60 pl gelslurry som ble lagt ble tilsatt til hvert protein rgr. Protein
prgvene ble inkubert pa rotator ved 4 °C over natt. Etter inkubering ble prevene spunnet
ned ved 2000 x g i 1 minutt, deretter ble supernatant overfgrt til et annet eppendorfrer.
Provene med sepharose kulene” ble vasket 4 ganger i 1 ml bindingsbuffer og
sentrifugert ved 2000 x g i 1 minutt mellom hver vask. Prgvene ble deretter kokt pa
vannbad 1 5 minutter 1 25 pl 2 x SDS loading buffer. 15 pl 2 x SDS loading buffer ble
tilsatt i 15 ul av supernatant til et total volum pa 30 ul og kokt pa vannbad sammen med
provene og en prestained marker som bestar av 7 ul biotinylated ladder, 7 pl prestained
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ladder og 14 pl 2xSDS loading buffer. Disse ble kjort pd 10 % SDS-PAGE gel, deretter
fiksert og farget med Coomassie blue.

2.2.10 Coomassie blue staining

Etter at proteinene ble kjart pd 10 % SDS-PAGE gel ble den fiksert i fikseringslgsning
minst Y2 time, deretter farget i fargingslgsning i 1 time eller over natt. Etter farging med
fargingslgsning ble gelen vasket med avfargingslgsning | tre ganger innen omtrent en
time fogr det ble vasket med avfargingslgsning Il tre ganger innen en time eller lengre.
Bildet av gelen ble tatt ved hjelp av Gel Doc 2000 BIO RAD.

2.2.11 Glykoprotein isolering vha WGA (Thermo scientific nummer
89805)

Prave forberedelse:

Protein praven ble lagt ved & fortynne 1 mg protein med 5 x bindingsbuffer (vaske
buffer) til et forholdstall pa 4:1.

Isolering av glykoproteiner:

1 x bindingsbuffer ble lagt ved a fortynne 460 ul 5 x bindingsbuffer med 1840 pl sterilt
vann. 200 ul WGA lektin resinet ble overfart til en kolonne med et 2 ml samlerar,
deretter sentrifugert ved 1000 x g i 1 minutt. WGA lectin resinet ble vasket 3 ganger i
200 pl 1 x bindingsbuffer og kolonnen ble sentrifugert ved 1000 x g i 1 minutt mellom
hver vask. En plugg ble satt inn nederst i kolonnen og protein praven ble tilsatt til resinet.
Kolonnen ble inkubert pa rotator i 10 minutter ved romtemperatur. Pluggen ble fjernet og
kolonnen ble plassert tilbake i samlergret, deretter sentrifugert ved 1000 x g i 1 minultt.
Det ble tatt vare pa veesken (flow through) som har rennet gjennom kolonnen. Resinet i
kolonnen ble vasket 2 ganger 1 400 pl 1 x bindingsbuffer og sentrifugert ved 1000 x g i 1
minutt mellom hver vask. Pluggen ble satt tilbake og 400 ul 1 x bindingsbuffer ble tilsatt
til resinet. Kolonnen ble inkubert pa rotator i 5 minutter ved romtemperatur. Pluggen ble
igjen fjernet og kolonnen ble plassert tilbake i samlergret og sentrifugert ved 1000 x g i 1
minutt. Igjen ble pluggen satt tilbake og 400 pl 1 x bindingsbuffer ble tilsatt til resinet.
Kolonnen ble inkubert pa rotator i 5 minutter ved romtemperatur. Pluggen ble igjen
fjernet og kolonnen ble plassert tilbake i samlergret og sentrifugert ved 1000 x g i 1
minutt. Pluggen ble satt tilbake i kolonnen og 200 pl elueringsbuffer ble tilsatt til resinet
(Eluerte glykoproteiner her kalt “Eluat 1 lagres for senere analyse). Kolonnen ble
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inkubert pa rotator i 10 minutter ved romtemperatur, deretter overfar til et nytt samlergr
og sentrifugert ved 1000 x g i 1 minutt. Eluatet ble samlet og dette elueringstrinnet ble
gjentatt 2 ganger. (eluerte glykoproteiner her kalt ”Eluat 2 + Eluat 3” lagres for senere
analyse).

Tillaging av 10 prever til SDS-PAGE:

FlpIn-3T3 protein til Western blot (100 pq):

- FlpIn-3T3 protein [11,716 pg/ul] 8,5 pul + 6,5 pl dH20 + 15 pl 2 x SDS buffer

FlpIn-3T3-Pax6 protein til Western blot (100 pq):

- FlpIn-3T3-Pax6 protein [14,082 pg/ul] 7,1 pl + 7,9 pl dH20 + 15 pl 2 x SDS buffer

FlpIn-3T3 Pax6(5a) protein til Western blot (100 pq):

- FlpIn-3T3-Pax6(5a) protein [12,737 pug/ul] 7,9 pl + 7,1 pul dH20 + 15 ul 2 x SDS buffer

FlpIn-3T3 ”Flow through”:

- 15 pl FlpIn-3T3 “Flow through” + 15 pul 2 x SDS buffer

Flpln-3T3-Pax6 ”’Flow through”:

- 15 pl FlpIn-3T3-Pax6 “Flow through” + 15 pul 2 x SDS buffer

FlpIn-3T3-Pax6(5a) ”Flow through”:

- 15 ul FlpIn-3T3-PAx6(5a) “Flow through” + 15 pl 2 x SDS buffer

Prestained markar:

-7 ul + 7 pl 2 x SDS buffer

FlpIn-3T3 “Eluat’:

- 15 ul FlpIn-3T3 “Eluat” + 15 ul 2 x SDS buffer

FlpIn-3T3-Pax6 “Eluat™:

- 15 ul FlpIn-3T3-Pax6 “Eluat” + 15 pul 2 x SDS buffer

FlpIn-3T3-Pax6(5a) ’Eluat”:

- 15 pl FlpIn-3T3-Pax6(5a) “Eluat” + 15 pl 2 x SDS buffer

Alle pravergrene ble kokt pa vannbad i 5 minutter, deretter kjert i 10 % SDS-PAGE gel.
Gelen ble deretter farget med GelCode glykoprotein fargingskitet.
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2.2.12 Glykoproteinfarging vha GelCode glykoproteinfargingskit
Farging av glykoproteiner i SDS-PAGE gel skjer ved hjelp av GelCode Glykoprotein
Staining Kit (Pierce Biotechnology gp Perbio nummer 24562).

Etter at glykoproteiner ble kjart i 10 % SDS-PAGE gel ble gelen fiksert i 100 ml 50 %
metanol i 30 minutter. Gelen ble vasket 2 ganger pa svak risting i 100 ml 3 % eddiksyre
lzsning med 10 minutter mellom hver vask, deretter inkubert i 25 ml oksiderende lgsning
pa svak risting i 15 minutter. Etter inkubering i oksiderende lgsning ble gelen ble vasket 3
ganger pa svak risting i 100 ml 3 % eddiksyre lgsning med 5 minutter mellom hver vask.
25 ml GelCode Glycoprotein staining reagent ble tilsatt og gelen inkubert pa svak risting
i 15 minutter. Etter farging ble det tilsatt 25 ml reduserende lgsning og gelen inkubert pa
svak risting i 5 minutter. Gelen ble vasket med 100 ml 3 % eddiksyre lgsning og deretter
rikelig med MQ vann. Bilder av gelen ble tatt ved hjelp av Gel Doc 2000 BIO RAD.

2.2.13 Testing av GelCode glykoprotein fargingskit

GelCode glykoprotein fargingskitet (Pierce Biotechnology gp Perbio nummer 24562)
testes ved at det ble lagt atte prgver som bestar av tre fortynninger hver av en positiv
kontroll (HPR) og en negativ kontroll (STI) pa 10 pg, 20 pg og 40 pg.

1) HPR 5 pl proteinekstrakt (2 pg/ ul) + 5 pl 2 x SDS buffer med 20 % DTT

2) HPR 10 pl proteinekstrakt (2 pug/ pl) + 10 pl 2 x SDS buffer med 20 % DTT

3) HPR 20 pul proteinekstrakt (2 pg/ pl) + 20 pl 2 x SDS buffer med 20 % DTT

4) STI 5 ul proteinekstrakt (2 pug/ pl) + 5 pl 2 x SDS buffer med 20 % DTT

5) STI1 10 pl proteinekstrakt (2 pg/ pl) + 10 pl 2 x SDS buffer med 20 % DTT

6) STI 20 ul proteinekstrakt (2 pg/ pl) + 20 pl 2 x SDS buffer med 20 % DTT

7) 7 pul prestained ladder + 7 pl 2 x SDS buffer med 20 % DTT

8) BSA [2mg/ml] 10 pul proteinekstrakt (2 pg/ pl) + 10 pl 2xSDS buffer med 20 % DTT

Disse pravene ble kokt i 5 minutter og kjert pa 10 % SDS-PAGE, deretter ble gelen
farget med Gelcode glykoprotein fargingskitet.
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2.2.14 Testing av glykoprotein isoleringskit, WGA (Thermo scientific
nummer 89805)

Glykoproteiner ble isolert etter prosedyre beskrevet tidligere under glykoprotein isolering
ved hjelp av WGA, men proteinekstraktet ble blandet med 10 pl (2 pg/ ul) Horseradish
peroxidase (HRP) fer praven fortynnes med 5 x bindingsbuffer til et forholdstall pa 4:1.
Etter eluering ble 200 pl SDS buffer overfort til resinet. Kolonnen ble dekt til med
parafilm og kokt opp i 5 minutter. Kolonnen ble sentrifugert ved 1000 x g i 1 minutt og
eluatet av resinet ble samlet til SDS-PAGE.

Tillaging av protein praver til SDS-PAGE:

Det ble lagt en prave av eluatet fra kokte resinet, en preve av flow through, en prgve av
eluat 1 og eluat 2, en prove av proteinekstrakt, en preve av positiv kontroll og en
molekylvekt markgr. Disse ble lagt pa falgende mater:

Prgve av eluatet fra kokt resinet:

- 30 pl eluatet av resinet (etter at det ble kokt) ble brukt til SDS-PAGE.

Prgven av flow through:

- 15 pl 2 x SDS buffer med DTT
- 15 pl flow through

Prgven av eluat 1:

- 15 pl 2 x SDS buffer med DTT
- 15 pl eluat 1

Prgven av eluat 2:

- 15 pl 2 x SDS buffer med DTT
- 15 pl eluat 2

Protein preve til et total volum pa 30 wl:

- 1 ul FlpIn-3T3 protein (10 pg)
- 15 ul 2 x SDS buffer med DTT
- 14 pl vann

Positiv kontroll prave:
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- 1 ul HRP
- 15 pl 2 x SDS buffer med DTT
- 14 pl sterilt vann

Molekylvekt markar:

- 7 ul biotinylated ladder
- 7 ul prestained ladder
- 14 pl 2 x SDS buffer med 20 % DTT

Alle prgvene unntatt fra eluatet av resinet (som allerede var kokt) ble kokt pa vannbad i 5
minutter, deretter kjart alle prevene i 10 % SDS-PAGE gel. Gelen ble deretter farget med
GelCode glykoprotein fargingskitet.

2.2.15 Western Blot

Stgping av acrylamidgelen:

Det ble brukt glassplater med 1,5 mm tykke “spacere”. Utstyret ble montert etter
anvisning fra produsenten (BioRad). 10 % separerende gel ble fylt opp mellom
glassplatene til 3/4 pa glassplaten, deretter tilsatt MQ-vann oppa separerende gel for & fa
en jevn overflate pa gelen nar den stivnet. Etter at gelen var stivnet og vannet som la over
gelen ble helt ut ble det tilsatt 4 % konsentrerende gel, deretter ble det satt ned en kam
med 10 tenner mellom glassplatene. Nar gelen var stivnet ble den overfert til en
gelkjgringsramme som ble plassert i en gelkjagringskar og det ble fylt opp med 1 x
gelkjgringsbuffer. De prgvene og ladderen som var laget ble satt i brennene og det ble
Kjert pd 120 volt i 2 timer.

Etter at praven ble kjart pa 10 % SDS-PAGE ble gelen blottet i blottebuffer i 1 time ved
romtemperatur for a overfare proteiner fra gel til nitrocellulose membran.

Blotting av membranen:

Fer gelen blottes ble den inkubert i blottebuffer i omtrent 10 minutter. En
Hybondmembran, 2 svamper og 4 filtrerpapir ble ogsa inkubert i blottebuffer i 15
minutter far blotting. Disse ble pakket inn i en kassett pa fglgende mate:

- en svamp
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- 2 filterpapir

- en Hybondmembran
- SDS-PAGE gel

- 2 filterpapir

- 2 svamp

Kassetten ble satt i blottekaret, slik at membranen kom narmest den positive polen. 1000
ml blottebuffer ble tilsatt og blottingen ble kjgrt pa 100 volt i 1 time ved romtemperatur
med en liten magnetrer i bunnen.

Inkubering med antistoff:

Etter blotting ble Hybondmembranen vasket med vann fagr den ble overfert til et 50 ml
sentrifugergr. Membranen ble deretter blokkert pa rotator over natt i 20 ml 5 %
blokkeringsbuffer ved 4 °C. Blokkeringsbufferen ble fjernet og membranen ble inkubert
pa rotator i 4 ml 5 % blokkeringsbuffer med primeer antistoff i 1 time ved romtemperatur
eller overnatt ved 4 °C. Etter inkubering av primer antistoff ble membranen vasket i 15
ml PBST buffer pa svak risting i 5 minutter. Membranen ble vasket 5 ganger for
inkubering av sekunder antistoff pa rotator i 4 ml 5 % blokkeringsbuffer i 1 time ved
romtemperatur. Etter inkubering av sekundzr antistoff ble membranen vasket 5 ganger pa
rotator i 15 ml PBST buffer med 5 minutter intervall mellom hver vask.

Membranen ble terket og 750 ul av Western Blotting Lunimol reagens A og 750 ul av
reagens B fra Santa Cruz ble blandet godt sammen far vaesken overfartes til membranen.
Veaesken ble jevn fordelt utover membranen og lot det virke i 1 minutt fer membranen ble
lagt inn i en plastlomme til fremkalling av bildet. Bildet ble tatt ved hjelp av Image
Reader LAS-3000 Fujifilm intelligent dark box.

Membranen ble gjenbrukt for andre antistoffer. For & kunne gjeore dette ble membranen
strippet for & fjerne tidligere primeere og sekundere antistoffer fgr en ny runde med
antistoff deteksjon.

Stripping av membranen:

Membranen ble inkubert i 20 ml 0,5 M NaOH og satt pa vippeplate i 5 minutter. Deretter
skylte av i vann og vasket membranen i omtrent 15 ml PBST buffer i 5 minutter. Dette
ble repetert 5 ganger. Etter vask ble membranen blokkert over natt ved 4 °C pa rotator i
20 ml 5 % blokkeringsbuffer. Blokkeringsbufferen ble fjernet og membranen ble inkubert
pa rotator i 4 ml 5 % blokkeringsbuffer med gnsket primer antistoff. Videre prosedyre
ble gjort pa samme maten som beskrevet tidligere.
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2.2.16 Immunopresipitering

240 ul Protein A sepharose CL-4B beads ble pipetter over i et eppendorfrgr og vasket 2
ganger i ”gel-shift buffer”, deretter mettet med 10 ul BSA [20 pg/ul ] i gel- shift buffer i
Y%-1 time pa rotator ved 4 °C. Etter inkuberingen ble ”sepharosen” vasket 2 ganger 1 gel
shift buffer, deretter resuspendert til 50 % gel — slurry i gel shift buffer. 200 pg protein
ekstrakt ble pre-inkubert med 40 ul 50 % gel — slurry i gel shift buffer i 20 minutter ved 4
°C. Etter pre-inkuberingen ble supernatant overfart til et nytt eppendorfrgr og det ble
tilsatt 6 pl antistoff til supernatant. Reret ble inkubert pa rotator ved 4 °C i 2 timer,
deretter ble det tilsatt 40 ul 50 % gel — slurry i gel shift buffer i supernatanten og inkubert
pa rotator ved 4 °C i 1 time. Raret ble spunnet ned og supernatant ble overfart til et nytt
eppendorfror. Eppendorfreret med “sepharosen” ble vasket tre ganger i gel shift buffer
som inneholder 120 mM NaCl, deretter kokt opp i 25 pul 2 x SDS PAGE loading buffer
med 20 % DTT i 5 minutter. Prgven ble Kjart pa 10 % SDS-PAGE gel eller lagret ved -20
*C for senere analyse. Etter at prgven ble kjert pa 10 % SDS-PAGE ble gelen blottet i
blottebuffer i 1 time ved romtemperatur for & overfare proteiner fra gel til nitrocellulose
membran, deretter ble western blot utfart.

2.2.17 Immunohistokjemi (IHC)

Cellene som ble dyrket i en FalconTM 8 Multiwell (20.000 celler i 300ul per brenn) ble
fiksert ved 4 tilsette iskald PFA (8 %) til 4 % i medium, deretter inkubert pa is i 10
minutter. Etter inkubering ble cellene vasket 2 ganger i iskald 1 x PBS. Cellene ble gjort
permeabel ved 4 tilsette 200 ul iskald metanol og inkubert pa is i 10 minutter. Deretter ble
de vasket 2 ganger i 1 x PBS med omtrent 300 ul per brgnn. Etter vask ble cellene
inkubert pd svak risting i 30 minutter ved romtemperatur i PBS/3 % serum
blokkeringslgsning. Hvilket serum som ble brukt var avhengig av opprinnelsen til
sekundaer antistoffet. Hvis sekundeer antistoffet var produsert i geit, ble geite serum brukt.
Etter inkubering ble blokkeringslgsning fjernet og primar antistoff (Ab) fortynnet i
PBS/1 % serum var tilsatt. Cellene ble inkubert i PBS/1 % serum pa svak risting i 30
minutter ved romtemperatur. Etter inkubering ble de vasket 6 ganger med 1 x PBS med 5
minutters intervall mellom hver vask. Sekunder antistoff (Ab) fortynnet i PBS/ 1 %
serum ble tilsatt og hele platen ble dekket til med aluminiumsfolie. Cellene ble inkubert i
sekundeer antistoff i 30 minutter ved svak risting. Etter inkuberingen ble cellene vasket 6
ganger med 1 x PBS med 5 minutters intervall mellom hver vask. Bilder av cellene ble
tatt ved hjelp av ZEISSLSM 510 META confocal mikroskopi.
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3. Resultat

| tidligere studier utfert ved Institutt for farmasi, avdeling for farmakologi, har det blitt
observert at FlpIn-3T3-Pax6 og isoformen FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjer har endret
morfologi sammenlignet med den opprinnelige FIpIn-3T3 cellelinjen som ikke uttrykker
Pax6 eller Pax6(5a). For & finne arsaken til dette ble RNA fra disse cellelinjene brukt i
genekspresjonsmicroarray. | tillegg ble ogsa proteiner hgstet fra disse cellelinjene brukt i
2D-gel elektroforese og masse spektrometri (MS).

Resultater fra genekspresjonsmicroarray viste at en gruppe glykosyltransferaser var
nedregulert i bade Pax6 og Pax6(5a). Samtidig indikerte 2D-gel elektroforese og MS at
det var en del post-translasjonelle modifikasjoner. Muligens glykosyleringer eller
fosforyleringer.

Hypotesen for observasjonene var at Pax6 og Pax6(5a) nedregulerer uttrykket av
glykosyltransferaser som farer til mindre eller endrede sukkermodifikasjoner pa
proteiner. Endring av disse sukkermodifikasjonene kan bidra til at Pax6 og Pax6(5a)
cellene har endret morfologi sammenlignet med FlpIn-3T3 kontrollcellene.

| denne masteroppgaven ble det brukt tre cellelinjer. En kontroll FlpIn-3T3 cellelinje som
ikke uttrykker Pax6 eller Pax6(5a), og to andre FlpIn-3T3 cellelinjer hvor Pax6 og
Pax6(5a) isoformen fra mus hadde blitt flippet inn [43]. Disse cellelinjene stammer fra
fibroblaster i mus. I figur 6 viser at selve celleformen ser annerledes i FIpIn-3T3-Pax6 og
FIpIn-3T3-Pax6(5a) enn i FlpIn-3T3 kontrollcellene. FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-
Pax6(5a) cellene er stgrre og flatere enn sin opprinnelige FlpIn-3T3 formen. 1 tillegg ser
det ut til at det er flere utlgpere i FIpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) enn i FlpIn-3T3
kontrollceller. Utlgpere i FlpIn-3T3-Pax6 ser ut til & veere lengre og mer forgreinet enn
FlpIn-3T3-Pax6(5a) og FlpIn-3T3 kontrollceller.
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FlpIn-3T3
kontrollceller

FlpIn-3T3 - Pax6

FlpIn-3T3- Pax6(5a)

Figur 6: Cellebilder av FlpIn-3T3 passasje 17, FIpIn-3T3-Pax6 passasje 15 og Flpln-3T3-Pax6(5a)
passasje 11 i 75 cm2 cellekulturflasker. Cellebildene ble tatt ved hjelp av mikroskopi (Axovert S100)
med en starrelse pa 20 x objective. Figur 1 viser endret morfologi av cellelinjene FlpIn-3T3-Pax6 og Flpln-
3T3-Pax6(5a) sammenlignet med den opprinnelige FlpIn-3T3 kontroll cellelinjen. Utlgpere i alle tre
cellelinjene er markert med piler.
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3.1 Revers Transkriptase Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR)

RT-PCR ble brukt for & se pa uttrykket av sju av de glykosyltransferasene som var
nedregulert i microarrayet. Fut8, Mgat3, Ugtla7c, St3gal6, St6gall, Gentl og Gent2
genuttrykket ble sammenlignet i FlpIn-3T3, FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a)
cellelinjene.

For de sju glykosyltransferase primersettene ble kjgrt i RT-PCR reaksjoner bgr mengde
cDNA som benyttes vaere kontrollert og veere tilnaermet like i alle tre cellelinjene. For &
kontrollere dette ble cDNA kjart i RT-PCR reaksjon med et referanse gen (house keeping
gene) hvor vi antar at uttrykk av referanse genet er tilnzermet likt mellom de tre
cellelinjene, og at det ikke lar seg pavirkes av neerveer av Pax6. Referanse genet som ble
benyttet i denne oppgaven er HPRT (Hypoxanthine phosphoribosyltransferase). Ved
ujevn uttrykksniva av HPRT blant cellelinjene ble mengde cDNA justert inn i RT-PCR
reaksjonen. Figur 2 viser uttrykk av HPRT med og uten DNase | behandling. RT-PCR
reaksjon hvor RNA preparater ble behandlet med DNase | har til hensikt & fjerne
genomisk DNA forurensning.

FlpIn FlpIn-
FlpIn -3T3- 3T3-
-3T3 Pax6 Pax6(5a)

400 bp—

300 bp— DNAseIlubehandlet
HPRT

400 bp—

300 bp— DNAseIl behandlet

Figur 7: mRNA uttrykk av HPRT i FIpIn-3T3, FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) detektert ved
hjelp av RT-PCR. Figuren viser jevn uttrykk av referanse genet HPRT i alle 3 cellelinjer far de brukes til
a teste andre primersett i RT-PCR reaksjoner. | tillegg viser det uttrykk av HPRT med og uten DNAsel
behandling.

Som kontroll for at de tre cellelinjene som ble brukt har rett identitet ble cDNA brukt i
RT-PCR reaksjon med Pax6 primere. FlpIn-3T3 er kontroliceller som ikke uttrykker
Pax6 genet. FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) er transfekterte celler med Pax6 og
isoformen Pax6(5a) henholdsvis og dermed forventes det uttrykk av Pax6 genet i disse
cellelinjene. Figur 8 viser uttrykk av Pax6 genet i FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-
Pax6(5a), men ikke i FIpIn-3T3 kontrollceller som forventet.
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FpIn  FlpIn-
Fpn 373 3T3-
AT3 Pax6  Pax6(5a)

400 bp— -
300 bp— Paxé

Figur 8: mRNA uttrykk av Pax6 primere i FIpIn-3T3, FIpIn-3T3-Pax6 og FIpIn-3T3-Pax6(5a)
detektert ved hjelp av RT-PCR. Bildet viser uttrykk av Pax6 i FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a)
cellelinjene, men ikke i FIpIn-3T3 kontrollceller.

Etter at RT-PCR reaksjoner med HPRT og Pax6 var tilfredsstillende ble cDNA brukt til &
kjgre RT-PCR reaksjoner for glykosyltransferasene Fut8, Mgat3, Ugtla7c, St3gal6,
St6gall, Gentl og Gent2.

Det ble kjert RT-PCR reaksjon to runder for hvert primersett. | fgrste runde ble alle sju
glykosyltransferasene testet i RT-PCR for FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3 kontroliceller.
For primersettene Ugtla7c, Gent2 og Fut8 ble det kjart to ganger i farste runden.

FlpIn-
FlpIn- 3T3-
3T3 Paxé

200 bp—
100 bp—

200 bp—
100 bp—

200 bp —
100 bp —

200bp —
100 bp —

200 bp —

100 bp — St6gall

200 bp — .
100 bp — Gent2
200 bp —

100 bp — Fut8

Figur 9: mRNA uttrykk av glykosyltransferasene Gentl, St3gal6, Mgat3, Ugtla7c, St6gall, Gent2 og
Fut8 i FlpIn-3T3 og FlpIn-3T3-Pax6 detektert ved hjelp av RT-PCR. Figuren viser nedregulering av
alle testede glykosyltransferasene i FIpIn-3T3-Pax6 cellelinjen.
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Figur 9 viser nedreguleringen av alle sju testede glykosyltransferasene i FIpIn-3T3-Pax6.
Nedregulering av St6gall er sterkest av alle testede glykosyltransferasene, dernest Mgat3
og Gent2, mens nedregulering av Gentl og Ugtla7c er noe mindre tydelig sammenlignet
med de andre glykosyltransferasene.

Gentl primersettet vil gi et produkt pa 153 basepar (bp), dermed etter RT-PCR reaksjon
forventes det uttrykk av Gentl ved et sted mellom 100-200 basepar. Resultatet viser at
bade i FlpIn-3T3 kontrollceller og FlpIn-3T3-Pax6 uttrykker Gentl. Uttrykksnivaet av
Gentl var litt mindre enn i FlpIn-3T3 kontrollceller, men det er vanskelig & vurdere hvor
mye mindre ut ifra gelbildet. Det var dermed vanskelig & si om det har forekommet
nedregulering av Gentl i Pax6 cellene i det hele tatt.

RT-PCR resultatet viser produkt for St3gal6 ved omtrent 152 bp. St3gal6 ble uttrykt i
begge cellelinjene, men uttrykksnivaet er sterkere i FIpIn-3T3 kontrollceller enn FlplIn-
3T3-Pax6. Det vises ogsa band i begge cellelinjene mellom 1000-1650 bp (ikke vist pa
figuren) som kan tenkes & veaere genomisk DNA. Dette vil bli neermere kommentert i
diskusjonsdelen.

Mgat3 (182 bp) ble uttrykt i begge cellelinjene, men uttrykksnivaet av Mgat3 var sterkere
i FIpIn-3T3 enn i FlpIn-3T3-Pax6 cellelinjen. Her viser det tydelig nedregulering av
Mgat3 i FIpIn-3T3-Pax6 cellelinjen.

Uttrykket av Ugtla7c (174 bp) vises bade i FlpIn-3T3 og FlpIn-3T3-Pax6 cellelinjer.
Uttrykket av Ugtla7c var litt sterkere i FIpIn-3T3 enn FlpIn-3T3-Pax6 cellelinjen, men
dette kommer ikke tydelig fram pa bildet, derfor ble det kjart nytt RT-PCR for Ugtla7c.
Resultat for den andre gangen viser at uttrykket av Ugtla7c var nesten like sterk i FlpIn-
3T3 og FlpIn-3T3-Pax6 cellelinjene. Begge RT-PCR reaksjonene for Ugtla7c viser
uklare resultater dermed er vanskelig a tolke om det har forekommet nedregulering eller
ikke. Basert pa den farste RT-PCR reaksjonen kan det muligens vaere svak nedregulering
av Ugtla7c i FlIpIn-3T3-Pax6 cellelinjen.

St6gall (191 bp) ble uttrykt i begge cellelinjene og uttrykksnivaet av St6gall var sterkest
i FlpIn-3T3 celler. 1 FlpIn-3T3-Pax6 cellelinjen var uttrykket av St6gall nesten borte.
Her ser det ut til at St6gall er sterk nedregulert i FIpIn-3T3-Pax6 cellelinjen.

Uttrykk av Gent2 (209 bp) vises litt over 200 bp i bade FlpIn-3T3 og FlpIn-3T3-Pax6
cellelinjer. Uttrykksnivaet av Gent2 var litt sterkere i FIpIn-3T3 enn i FlpIn-3T3-Pax6
cellelinjen. For & veere mer sikre pa at nedreguleringen av Gent2 befinnes i FlpIn-3T3-
Pax6 cellelinjen ble det kjort nytt RT-PCR for dette primersettet. Resultat fra den andre
gangen viser klare nedregulering av Gent2 i FlpIn-3T3-Pax6 cellelinjen.

Fut8 (191 bp) ble uttrykt i begge cellelinjene. Farste PCR reaksjon for Fut8 viser at
uttrykket av Fut8 var nesten like sterk i bade FlpIn-3T3 og FlpIn-3T3-Pax6. Nytt RT-
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PCR reaksjon for Fut8 ble derfor utfert for a sjekke at det virkelig ikke har forekommet
nedregulering av Fut8 i FlpIn-3T3-Pax6 cellelinjen. Resultatet fra den andre RT-PCR
reaksjonen viste tydelig nedregulering av Fut8 i FlpIn-3T3-Pax6 cellelinjen.

| andre runde med RT-PCR ble ogsd cDNA fra FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjen inkludert.

FlpIn FlpIn-
FlpIn -3T3- 3T3-
-3T3 Pax6 Paxo6(Sa)

200bp —

100bp — BRI " 3 Ugtla7c
200bp — E5 _—
100 bp — ST WD o8 ut
200bp — . )
200bp —

200bp — »

100 bp — St6gall
200bp — ‘
100bp — Gentl
200bp — \

Figur 10: mRNA uttrykk av Ugtla7c, Fut8, Gent2, St3gal6, St6gall, Gentl og Mgat3 i FlpIn-3T3,
FIpIn-3T3-Pax6 og FIpIn-3T3-Pax6(5a) detektert ved hjelp av RT-PCR. Bildet viser nedregulering av
alle testede glykosyltransferasene i FIpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene.

Figur 10 viser nedreguleringen av alle testede glykosyltransferasene i FIpIn-3T3-Pax6 og
FIpIn-3T3-Pax6(5a). Nedregulering av St3gal6 og Gentl er sterkest i FIpIn-3T3-Pax6 og
FIpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene, dernest Fut8, Gent2 og St6égall, mens nedregulering av
Mgat3 og Ugtla7c ser ut til & veere minst nedregulert av alle primersettene.

Uttrykk av Ugtla7c vises i alle 3 cellelinjene, men uttrykksnivaet av Ugtla7c er sterkest i
FIpIn-3T3 kontroliceller, dernest i FlpIin-3T3-Pax6(5a) og svakest i Flpln-3T3-Pax6
cellelinjen. Her viser det klar nedregulering av Ugtla7c i FlpIn-3T3-Pax6 sammenlignet
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med FlpIn-3T3 kontrollceller, mens nedregulering i FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjen vises
ikke s& godt pa gelbildet.

Fut8 ble uttrykt i alle 3 cellelinjene. Uttrykksnivaet av Fut8 er noenlunde jevn i FlpIn-
3T3 og FlpIn-3T3-Pax6 cellelinjene, mens uttrykket av Fut8 i FlpIn-3T3-Pax6(5a) er
svakere enn i kontrollceller og FlpIn-3T3-Pax6. Gelbildet viser tydelig nedregulering i
FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjen.

Uttrykk av Gent2 befinnes i alle 3 cellelinjer. Uttrykksmgnsteret og nivaet av Gent2 er
tilnsermet det samme som Fut8. Ogsa her viser det nedregulering av Gent2 i FlpIn-3T3-
Pax6(5a) cellelinjen.

St3gal6 uttrykkes i alle tre cellelinjene, men uttrykksniva av St3gal6 er betydelig mindre i
bade FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a). Siden uttrykket av St3gal6 i FlpIn-3T3-
Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) blir nesten borte ble det utfert nytt RT-PCR reaksjon for
dette primersettet for a sjekke om resultatene er valide. RT-PCR reaksjonen fra andre
gangen viser det samme som fgrste gangen. Det antas dermed at nedregulering av St3gal6
i bade FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) er mye sterkere enn for de andre
glykosyltransferasene.

Uttrykk av St6gall er sterkest i FIpIn-3T3, dernest i FIpIn-3T3-Pax6, og svakest i FlpIn-
3T3-Pax6(5a) cellelinjen. Her viser det nedregulering i bade FlpIn-3T3-Pax6 og Flpin-
3T3-Pax6(5a), men nedreguleringen synes bedre i FIpIn-3T3-Pax6(5a) enn i FlpIn-3T3-
Pax6. Det ble ogsa observert band i FlpIn-3T3-Pax6(5a) ved 1000-1650 bp (ikke vist pa
figuren) som antas for & veaere genomisk DNA. Dette vil bli kommentert i
diskusjonsdelen.

Gentl har tilneermet samme uttrykksmganster som St3gal6. Uttrykk av Gentl er sterkest i
kontrollceller, mens i FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) er uttrykket av Gcentl
nesten borte. Her viser det tydelig nedregulering av Gentl i bade FlpIn-3T3-Pax6 og
FIpIn-3T3-Pax6(5a).

I likhet med alle andre testede glykosyltransferase ble Mgat3 uttrykt i alle tre cellelinjene.
Uttrykket av Mgat3 er sterkest i kontrollceller. Uttrykksnivaet og nedreguleringen av
Mgat3 mellom FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) er tilnaermet lik.

Som konklusjon viser RT-PCR resultatene nedregulering av alle sju
glykosyltransferasene i bade FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene.
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3.2 Real time PCR (gPCR)

Det ble observert nedregulering av alle sju glykosyltransferasene ved hjelp av RT-PCR,
men noen er sterkere nedregulert enn andre. Mengden av PCR-produkt (DNA) bgr males
mens reaksjonen er fremdeles i eksponensiell fase. Dette kan veere vanskelig a fastsla
med konvensjonell RT-PCR som vanligvis bruker etidiumbromid for & kvantifisere
endepunkt av PCR produktene. Kvantitativ PCR (QPCR) ble derfor benyttet, fordi i gPCR
blir mengden DNA malt etter hver syklus ved bruk av fluorescerende markarer som er
innkorporert i DNA. @kningen i fluorescerende signal er direkte proporsjonal med
gkende mengde DNA som genereres i den eksponentielle fasen av reaksjonen. Denne
egenskapen til & overvake reaksjonen under dets eksponentielle fasen gir brukere
muligheten til & kvantitere mengden DNA mer ngyaktigere enn RT-PCR.

Farst ble det kjort standardkurver for a teste effektiviteten av primersettene. Dette er
ngdvendig fordi effektiviteten forteller hvor ngyaktig og reproduserbare resultater vi kan
fa. For & oppna reproduserbare resultater bar reaksjoner ha en effektivitet pa 100 %, men
dette kan aldri oppnas, fordi alltid er det en eller annen faktor som pdvirker
reaksjonseffektiviteten slik at den aldri kan bli ngyaktig 100 %. En effektivitet mellom
90-110 % er dermed akseptabelt for & kunne bruke primerne i qPCR.

Smeltekurver ble ogsd malt for hvert primersett samtidig som standardkurver ble kjart.
En smeltekurve er et diagram som viser endringer i fluorescens nar dobbelt tradet DNA
med inkorporert farget molekyler smelter til enkle DNA tradet nar temperatur av gPCR
reaksjonen gker. Smeltekurve gjgres for a sjekke at det er kun ett DNA fragment som
amplifiseres. Etter standardkurver ble det ogsa kjert qPCR for alle prgvene. Samtidig ble
det kjart ingen revers transkriptase kontroll (NoRT controll) og ingen templat kontroll
(NTC) for a sjekke om genomisk DNA var tilstedet i cDNA prgvene og om templatet
inneholder primer-dimer eller kontaminasjon. Resultatene beregnes ved hjelp av ”Pfaffl”
formelen:

)'_\.('P (controll-sample)

(Emlg?l target

Ratio =
(EM)A('P ot (controll-sample)

Formel 1: Viser en matematisk modell av ratio i real time PCR. Ratio av et malgen er uttrykt i en prove
versus en kontroll i sammenligning med en referanse gen. Etarget er gPCR effektivitet av malgenets
transkriptet. Eref er gqPCR effektivitet av et referanse gen transkriptet. QPCR effektivitet ble beregnet slik
at E = 10 [-1/slope] eller Etarget= 1 + Eff. ACPtarget er CP avvik av kontroll-prgve av maélgenets
transkriptet. ACPref = CP avvik av kontroll-prgve av referanse gen transkriptet. CP = crossing points (eller
Ct). Ct er det stedet hvor fluorescence krysser threshold, mens threshold er det stedet hvor fluorescence
gker eksponensielt [44].

51



Tabell 9: Resultat av qPCR pa praver versus kontroll. Tabell A viser ratio mellom FlpIn-3T3-Pax6
versus FlpIn-3T3. Det viser ogsa hvor mye (fold) de testede glykosyltransferasene er nedregulert i FlpIn-
3T3-Pax6 i forhold til FIpIn-3T3 kontrollceller. Tabell B viser ratio mellom FlpIn-3T3-Pax6(5a) versus
FlpIn-3T3 og hvor mye fold nedregulering av de testede glykosyltransferasene i FlpIn-3T3-Pax6(5a) i
forhold til FIpIn-3T3 kontrollceller. For hvert primersett ble det kjgrt gPCR 2-3 ganger.

A

B

Primersett | FlpIn-3T3-Pax6 | g-fold Primersett | FlpIn-3T3-Pax6(5a) | g-fold
vs FlpIn-3T3 ratio vs FlpIn-3T3 ratio
Ugtlac 0,99 1 UgtlaTc 0,41 -2,44
0,62 -1,61 0,26 -3,85
0,30 -3,33 0,03 -333
Mgat3 0,76 -1,32 Mgat3 0,65 -1,54
0,21 -4,76 0,04 -25
Futs 0,57 -1,75 Futs 0,45 -2,22
0,76 -1,32 0,51 -1,96
0,47 227 0,15 -6,67
St3gal6 0,20 5 St3galé 0,01 -100
0,15 -6,67 0,01 -100
St6gall 0,58 1,72 St6gall 03 -3,33
0,27 -3,7 0,57 -1,75
Gentl 0,14 -7,14 Gentl 0,1 -10
0,14 7,14 0,04 -25
0,17 -5,88 0,01 -100
Gent2 1,15 0,87 Gent2 0,57 -1,75
0,77 -1,3 0,30 -3,33
0,29 -345 0,08 -12,5
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Figur 11: mRNA uttrykk av Ugtla7c, Fut8, Mgat3, Gentl, Gent2, St3gal6é og St6gall i FlpIn-3T3,
FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) detektert ved hjelp av gPCR. A) Viser ratio av FlpIn-3T3-Pax6
versus FlpIn-3T3 kontrollceller. B) Viser ratio av FlpIn-3T3-Pax6(5a) versus FlpIn-3T3 kontrollceller.

Figur 11 A og B viser resultatet av qPCR der alle primersettene blir nedregulert bade i
FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) og nedreguleringen er sterkest i FlpIn-3T3-
Pax6(5a). Dette stemte med RT-PCR resultatene for primersettene St3gal6, St6gall,
Gent2 og Fut8, mens for Ugtla7c, Mgat3 og Gentl stemte det ikke med RT-PCR
resultatene. For disse primersettene viser RT-PCR resultatene en tilnermet lik
nedregulering bade i FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a). Arsaken til dette vil bli
kommentert i diskusjonen
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Det ble ogsa observert at Gentl og St3gal6 slas kraftigst ned av alle de testede
glykosyltransferansene. St3gal6 er sterkest nedregulert av alle primersettene bade i FlpIn-
3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a). Nedreguleringen av St3gal6 er 100 fold i FlpIn-3T3-
Pax6(5a) sammenlignet med FlpIn-3T3-Pax6 hvor nedreguleringen er bare cirka 6 fold.
For Gcentl er nedreguleringen omtrent 60 fold i FlpIn-3T3-Pax6(5a) sammenlignet med
FlpIn-3T3-Pax6 hvor nedreguleringen er ~7 fold.

QPCR resultatene viste ogsa store variasjoner mellom alle forsgkene for de fleste av de
testede glykosyltransferasene. Eventuelle arsaker til disse variasjoner vil bli nermere
kommentert i diskusjonen.

En kort oppsummering etter qPCR resultatet ser det ut til at alle de sju testede
glykosyltransferasene er nedregulert i bade FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a). For
St3galé og Gcentl er de mest nedregulert av alle de testede glykosyltransferasene.
Nedreguleringen av alle sju testede glykosyltransferasene er sterkere i FlpIn-3T3-
Pax6(5a) enn i FlpIn-3T3-Pax®6.

3.3 Glykoprotein isolering ved hjelp av Concavalin A (ConA)

Det ble observert endringer pa RNA niva i glykosyltransferasegenene ved hjelp av RT-
PCR og gPCR, og det gnskes a se om disse endringene ogsa kunne observeres i endringer
av glykosyleringsstatusen til proteiner i de tre cellelinjene. Det er anslatt at mer enn 50 %
av proteiner i alle pattedyr er glykosylerte. Karbohydrater har dermed avgjgrende roller i
ulike biologiske hendelser slik som celle anerkjennelse, inter-og intracelluler signalering,
embryonale utviklingen, celle adhesjon og celle-celle interaksjon. Endringer i
glykosylering og oligosakkarid struktur av glycoproteiner har vist & ha sammenheng med
sykdom og tumor progresjon. Disse strukturelle forandringer kan oppsta som falge av
endringer i nivaene av glycosyltransferasene [45]. Derfor kan det vere interessant a se pa
proteinuttrykk for & se om endringer i glykosylering kan endre protein konformasjonen
og funksjonelle egenskapene til et protein.

Concavalin (ConA) er en lektin protein som binder spesifikt til mannosyl og Glc enheter
av polysakkarider og glykoproteiner [46]. Med denne egenskapen ble ConA brukt i dette
forsgket til & isolere glycoproteiner fra en kompleks celleblanding.

Glykosylerte proteiner som ble isolert ved hjelp av ConA ble kjert pa 10 % SDS-PAGE,
deretter ble gelen fiksert og farget med Coomassie blue. Resultatet for glykoprotein
isolering ved hjelp av ConA etter farging av gelen med Coomassie blue er vist i figur
12A. Resultatet ble ikke slik det ble hapet pa a kunne se mindre glykosylerte proteiner i
FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) enn i FlpIn-3T3 kontrollcellene. Det ser ut til at
det er ingen forskjell mellom nivaet av glykosylerte proteiner i FlpIn-3T3 kontrollcellene
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sammenlignet med FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene. 1 tillegg viser det
svake band av eluerte glykoproteiner i prgvene, noe som kan tyde pa at mengde isolerte
glykoproteiner i eluatet er ganske lav. Det ble derfor prgvd a kjere en annen runde med
glykoprotein isolering ved hjelp av ConA med gkt proteinkonsentrasjonen fra 500 pg til
1000 pg. Resultatet etter Coomassie blue farging av gelen er vist i figur 12 B. Her viser
det ingen band i de eluerte glykoprotein prgvene. Mulige arsaker til dette vil bli nzermere
kommentert i diskusjonen.
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Figur 12: Isolering av glykoprotein ved hjelp av ConA. Bildet A) viser farste runden med glykoprotein
isolering vha ConA der proteinkonsentrasjonen som ble benyttet er 500 pg. | de brgnnene merket med
prave er eluerte glykoproteiner hvor det viser ingen endringer i glykosylering av proteiner i de tre
cellelinjene. Bildet B) viser andre runde med glykoprotein isolering vha ConA der proteinkonsentrasjonen
som ble benyttet er 1000 ug.
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3.4 Glykoprotein isolering ved hjelp av Wheat Germ
Agglutinin (WGA)

Wheat Germ Agglutinin (WGA\) er ogsa en type lektin protein som ConA. Forskjellen er
at ConA binder til a-mannosyl grupper av glykoproteiner, mens WGA binder selektivt til
N-acetylglucosamine og N-acetylneuraminin syres (sialin syre) enheter av glykoproteiner

[45]. | denne oppgaven ble WGA benyttet til samme formal som ConA i a isolere
glykoproteiner fra en kompleks proteinblanding.

Glykoprotein isolering ved hjelp av WGA ble utfert ved hjelp av et kit fra Pierce
Biotechnology beskrevet i materiale og metode delen. Prgvene ble kjert pa 10 % SDS-
PAGE og gelen ble deretter farget med GelCode Glykoprotein fargingskit fra Pierce
Biotechnology. Resultat etter farging av gelen med GelCode Glykoprotein fargingskitet
er negativ, ingen band er synlig pa gelen unntatt fra markeren. Resultatet av gelbildet ble
derfor ikke vist i oppgaven.

For a sjekke at det ikke er problemer med kjering av prevene pa 10 % SDS-PAGE, ble
gelen derfor farget med Coomassie blue. Resultatet er vist i figur 13. Her viser det band i
alle tre cellelinjene i de brennene merket med proteinprever og “’flow through”, men ikke
i de brgnnene merket med eluat som forventet. Mulige arsaker til at band ikke synes pa
gel i de brgnnene med eluatene vil bli nsermere kommentert i diskusjonen.

FlpIn-
FlpIn- 3T3- FlpIn-  FlpIn-
FlpIn- 3T3- Pax6  FlpIn- 3T3- 3T3- FlpIn FlpIn-
3T3 Pax6 (Sa) 3T3 Pax6 Pax6(5a) Pre- FlpIn- -3T3- 3T3-
Protein Protein Protein Flow Flow Flow stained 3T3 Pax6 Pax6(5a)
prove prove Prove through through through ladder FEluat FEluat Eluat
o W M —~—
—— - —_ —
o | —

Figur 13: Glykoprotein isolering vha WGA etter farging av gelen med Coomassie blue.
Proteinkonsentrasjon som ble tilsatt i hvert bregnn er 100 pg. Glykoproteiner ble detektert i de brannene
merket med “protein prever” og “flow through”, mens dette er fravaerende i “eluatene”.
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Siden resultatet ble negativ ble hele forsgket gjentatt. Resultatet fra andre gangen ble
ogsa negativ (resultat ikke vist). GelCode Glycoprotein fargingskitet ble derfor testet for
a sjekke om fargingskitet virker som produsenten gar god for.

3.5 Testing av GelCode Glykoprotein fargingskitet

Med GelCode Glykoprotein fargingskitet vil glykoproteiner kunne detekteres pa
polyakrylamid geler og pa nitrocellulose membraner. Nar glykoler i glykoproteiner blir
behandlet med oksiderende middel vil de bli oksidert til aldehyder, og disse glykolene vil
tilslutt bli farget slik at band kan oppdages pa polyakrylamid geler og pa nitrocellulose
membraner.

GelCode Glycoprotein fargingskitet ble testet ved a lage atte prever som bestar av tre
fortynninger hver av en horseradish peroksidase (HPR), en soyabgnne trypsin inhibitor
(STI) pa 10, 20 og 40 pg. STI og BSA er ikke glykosylerte proteiner og ble brukt som
negative kontroller. I disse brgnnene med negative kontrollprgver forventes det derfor
ikke band. Resultatet fra glykoprotein farging er vist i figur 14. Her viser det band i de tre
HPR positive kontroller med gkende proteinkonsentrasjon (10 pg, 20 pug og 40 pg) og
ingen band i negative kontrollprgver som forventet.

HPR HPR HPR STI STI STI Pre- BSA
10 pg 20 ng 40 pg 1opg 20pg 40pg stained 20pg
protein  protein protein protein protein protein ladder protein

e

Figur 14: Testing av GelCode Glycoprotein fargingskitet. Bildet viser band i de tre HPR positive
kontroller med gkende proteinkonsentrasjon (10 ug, 20 ug og 40 ug proteinekstrakt) etter farging av gelen
med fargingskitet.

Etter farging av gelen med fargingskitet ble gelen videre farget med Coomassie blue.
Resultat (figur 15) viser tydelig band i BSA og HPR pravene. STI har en molekylvekt pa
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8000-24000 dalton [47] og har sannsynligvis vandret lengre ned eller ut av gelen. Pa den
maten kunne ikke de bandene for STI pragvene ses etter farging av gelen med Coomassie
blue.

Ut fra det som ble observert tyder det pa at GelCode glykoprotein fargingskitet virker.

HPR HPR HPR STI STI STI Pre- BSA
10 pg 20 pg 40 png 10pg 20pg 40pg stained  20ng .
protein  protein  protein protein protein  protein ladder Protem

C— - 24 ——rt. | e -

Figur 15: Testing av GelCode Glycoprotein fargingskit der gelen ble farget med Coomassie blue.
Figuren viser tydelig band i de brgnnene med BSA og HPR prgver, mens dette er fravaerende i de brgnnene
med STI.

Etter testing av GelCode glykoprotein fargingskitet ble det kjegrt en runde til med
glycoprotein isolering ved hjelp WGA, men glykoproteiner ble denne gangen overfart til
en Hybondmembran. Resultatet ble negativ, det er kun markegren som vises pa
membranen og resultatet ble derfor ikke vist.

3.6 Testing av Glykoprotein isoleringskitet

Etter testing av GelCode Glycoprotein fargingskitet ble ogsa glykoprotein isoleringskitet
testet ved a lage atte praver som beskrevet i metode del. Hvis glykoprotein fargingskitet
virker vil band kunne observeres i HPR positive kontrollen og hvis glykoprotein
isoleringskitet virker vil band kunne observeres i eluatene. Resultat ved testing av
glykoprotein isolering er vist i figur 16. Her er det bare markeren og en HPR positiv
kontroll som vises etter at gelen ble farget med glykoproteiner fargingskitet. Gelen ble
deretter farget med Coomassie blue og resultatet er vist i figur 17. Her viser det band i de
brgnnene med HPR positive kontroll, FIpIn-3T3 protein ekstrakt og “flow through”,
mens i de brgnnene med eluatene viser det ingen band som forventet.
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Figur 16: Testing av Glycoprotein isoleringskit ved hjelp av WGA. Kun markgren og en prgve ved
HPR positive kontroll som synes pa gel etter farging med GelCode glykoprotein fargingskitet.
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Figur 17: Testing av Glycoprotein isoleringskit ved hjelp av WGA etter farging av gelen med
Coomassie blue. Bildet viser band i prevene med HPR positive kontroll, FIpIn-3T3 prave og i FlpIn-3T3 ”
Flow through”. Etter at gelen ble farget med Coomassie Blue.
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3.7 Western Blot

Western blot (WB) brukes til deteksjon av enkelt proteiner. Nucleolin anstistoff ble brukt,
fordi proteomikk studier indikerer at dette proteinet er nedregulert i Pax6 cellene (ikke
publisert resultater). Nucleolin er et non-histone kjerne fosfoprotein som finnes stort sett i
kjernen, men ogsa i cytoplasma og cellemembraner hos de fleste eukaryotiske celler. Det
har veert rapportert flere funksjoner av nucleolin som blant annet modulering av enzymer
og hormon aktiviteter. | tillegg er nucleolin involvert i regulering av intracelluleere
trafikkering, kontroll av protein folding, ligand gjenkjenning og celle-celle interaksjoner
[46].

Det ble utfart to runder med WB for nucleolin. Resultat ved ferste runden (figur 18A)
viser at nucleolin ble uttrykt ved ~100 kDa i alle tre cellelinjene. Uttrykksnivaet av
nucleolin er sterkest i FlpIn-3T3 kontrollceller, dernest i FlpIn-3T3-Pax6, mens
uttrykksnivaet av nucleolin er minst i FlpIn-3T3-Pax6(5a). | tillegg ser det ut til at
nedbrytningsprodukter av nucleolin finnes i bade FlpIn-3T3 kontrollceller og i FlpIn-
3T3-Pax6 celler, mens dette er fraverende i FIpIn-3T3-Pax6(5a). Lik protein
konsentrasjon tilsatt i hver brenn ble kontrollert ved at membranen ble strippet og
innkubert med anti-actin antistoff. Resultatet er vist i figur 18B. Her viser det tilnaermet
lik uttrykksniva av actin i alle tre cellelinjer ved ~ 42 kDa, noe som indikerer lik mengde
protein tilsatt pa gel. Det antas derfor at arsaken til mindre uttrykt av nucleolin i FlpIn-
3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a), samt fravaerende av nucleolin nedbrytningsprodukter i
FlpIn-3T3-Pax6(5a) kan skyldes nedregulering av nucleolin i disse cellelinjene.
Membranen ble igjen strippet og inkubert med anti-Pax6 for & kontrollere riktig
proteinekstrakt. Resultatet er vist i figur 18 C. Her viser det uttrykk av Pax6 i FIpIn-3T3-
Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene ved ~48 kDa, og at uttrykk av Pax6 er
fraveerende i FlpIn-3T3 kontrollceller. | tillegg ser det ut til at uttrykksnivaet av Pax6 i
FIpIn-3T3-Pax6 er mange ganger sterkere enn i FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene. Disse
observasjonene stemte med RT-PCR resultatene hvor uttrykk av Pax6 genet ble testet i
FlpIn-3T3, FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) ved hjelp av RT-PCR.
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Figur 18: Western blot som viser uttrykksnivaet av nucleolin, actin og Pax6 proteinene i cellelinjene
FlpIn-3T3, FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a). Figur 18A) viser uttrykk av nucleolin i alle tre
cellelinjene, der nucleolin er nedregulert i FIpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjen. Figur 18B) viser uttrykk av actin
i alle tre cellelinjene og uttrykksnivaet er tilneermet lik i alle tre cellelinjene. Figur 18C) viser uttrykk av
Pax6 i cellelinjene FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a), mens dette er fraveerende i Flpln-3T3-
kontrollceller.

Resultatet av WB ved andre runden er vist i figur 19. Figur 19A viser uttrykk av
nucleolin ved ~ 100 kDa. | motsetning til det som ble observerte i fgrste runden viser det
her at uttrykksnivaet av nucleolin er sterkest i FlpIn-3T3 kontrollceller, dernest i FlpIn-
3T3-Pax6(5a), noe som indikerer nedregulering i FlpIn-3T3-Pax6(5a). | FIpIn-3T3-Pax6
er uttrykket av nucleolin fullstendig borte, noe som tyder pa fullstendig nedregulering av
nucleolin i FlpIn-3T3-Pax6. Pa dette membranbildet viser det ogsad andre uspesifikke
band i alle tre cellelinjene ved ~60 kDa og ~48kDa. For a sjekke at nedregulering i FlpIn-
3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) ikke skyldes ulike protein konsentrasjon tilsatt, ble
membranen strippet pa nytt og inkubert med anti-actin antistoffet. Resultatet er vist i
figur 19B. Her viser det tilneermet lik uttrykksniva av actin i alle tre cellelinjene ved ~ 42
kDa. Det antas dermed at nucleolin ble nedregulert i bade FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-
Pax6(5a).

Videre ble det kontrollert at riktig proteinekstrakt ble tilsatt pa gel ved at membranen ble
igjen strippet og inkubert med Pax6 antistoffet. Resultatet er vist i figur 19C. Her ser det
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ut til at uttrykk av Pax6 forekommer kun i FlpIn-3T3-Pax6. Figur 14 C viser ogsa andre
uspesifikke band pa membranen i alle tre cellelinjene ved ~60 kDa, ~42 kDa, ~25 kDa,
som ikke kan veere Pax6. Bandet ved ~42 kDa kan veere actin. Det vil bli kommentert
narmere pa WB resultatene farget med Pax6 antistoffer i diskusjonen.

FlpIn FlpIn-
FlpIn-  -3T3- 3T3- Biotinylert
3T3 Pax6 Pax6(5a) ladder

A o-nucleolin — o —140kDa
—100kDa

—S0kDa

—60kDa
—50kDa

—40kDa

—60kDa
—50kDa

cadin - G D —-—
—40kDa

|
¥
I.
BRI

—30kDa
—20kDa
—60kDa
—S0kDa
o-Pax6 —

¢-actin — oy T T
—40kDa

—30kDa
—20kDa

Figur 19: Western blot som viser uttrykksnivaet av nucleolin, actin og Pax6 proteinene i cellelinjene
FlpIn-3T3, FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a). Figur 19A) Viser uttrykk av nucleolin i alle tre
cellelinjene, der nucleolin er nedregulert i FlpIln-3T3-Pax6(5a) cellelinjen og fullstendig nedregulert i
FlpIn-3T3-Pax6. Figur 19B) Viser uttrykk av actin i alle tre cellelinjene der uttrykksnivaet er tilnermet lik i
alle tre cellelinjene. Figur 19C) Viser uttrykk av Pax6 i FIpIn-3T3-Pax6 cellelinjen.

3.8 Immunopresipitering

Immunopresipitering (IP) er en teknikk som kan brukes til & identifisere og separere
spesifikke antigener ved hjelp av antistoffer som binder spesifikt til dem. Her ble IP brukt
for & anrike nucleolin, slik at starre mengde nucleolin kan bli satt pa gel fer western blot i
hap om at eventuelle endringer som skyldes glykosyleringer vil vises tydeligere.
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Det ble observert ved hjelp av western blot at nucleolin blir nedregulering i FlpIn-3T3-
Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) og derfor forventes det & se lignende resultat ogsa ved IP
med nucleolin. Resultat av IP med nucleolin er vist i figur 20A.

Resultat av IP med nucleolin er vist i figur 20A. Her viser det svake band for nucleolin
ved ~100 kDa i alle tre cellelinjene i de brannene merket med supernatanter. Uttrykk av
nucleolin er sterkest i FlpIn-3T3, dernest i FlpIn-3T3-Pax6 og minst i FlpIn-3T3-
Pax6(5a). Her ser det ut til at nucleolin blir nedregulert i FIpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-
Pax6(5a) slik som det ble tidligere observert ved WB resultatene. Dette forventes & se
tydeligere i de brgnnene merket med pregver siden nucleolin var blitt anriket i disse
prgvene, men resultatet ble ikke som forventet. Resultatet viser svake band for nucleolin i
FlpIn-3T3-Pax6(5a), mens uttrykk av nucleolin er fraveerende bade i FlpIn-3T3-Pax6 og
FlpIn-3T3 kontrollceller. Ved omtrent 50 kDa viser det sterke band som antas for  vere
IgG tunge kjeder fra antistoffet brukt til IP.

Etter innkubering med anti-nucleolin ble membranen strippet og inkubert med anti-actin
for & kontrollere at jevn proteinkonsentrasjon ble tilsatt. Figur 20B viser IP resultatet med
actin ved ~42 kDa i de brgnnene merket med supernatant. Her ser det ut til at mengde
protein som ble tilsatt pa gel er tilnsermet jevnt.
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Figur 20: Immunopresipitering. A) Nucleolin var blitt anriket i de brannene merket med praver. | disse
prgvene viser det uttrykk av nucleolin i FlpIn-3T3-Pax6, mens utrykk av nucleolin er fravaerende i Flpln-
3T3-Pax6 og kontrollceller. | supernatanter viser det uttrykt av nucleolin i alle tre cellelinjene, der nucleolin
er nedregulert i i FIpIn-3T3-Pax6 og i FIpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene. B) viser uttrykk av actin i alle tre
cellelinjene der uttrykksnivaet er tilnaermet lik.

Siden IP resultatet viser ikke sa godt pa bildet ble hele forsgket gjentatt. Resultat av IP
med nucleolin utfgrt den andre gangen er vist i figur 21. Bildet viser at uttrykk av
nucleolin forekommer i alle tre cellelinjene ved ~100 kDa. | de brgnnene merket med
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praver ser det ut til at uttrykket av nucleolin er sterkest i FIpIn-3T3-Pax6, dernest i FlpIn-
3T3-Pax6(5a) og minst i FIpIn-3T3 kontrollceller. | de brannene merket med supernatant
viser det derimot ingen band slik som vist ved ferste IP runden (figur 20A).

Fiplo- Flpln-
) FipIn- Flpln- FlpIn- 3T3- 3T 3-
Bio- FlpIn-  3T3-  3T3- T3 Pax6  Pax6(5a)
tinylert 3T3 Pax6 Pax6(5a) Super- Super- Super-
ladder Prove Prove Prove natant patant natant
200 kDa— - -
140 kDa—
100 kDa — 4— g-nucleolin
80 kDa —
60 kDa —
- - - o
S0kDa—
401Da— ad b s
30 KDa—
20kDa —

Figur 21: IP med nucleolin. Bildet viser uttrykk av nucleolin i alle tre cellelinjene ved ~100 kDa. | de
brannene merket med prever er uttrykt av nucleolin sterkest i FlpIn-3T3-Pax6, dernest i FlpIn-3T3-
Pax6(5a) og minst i FIpIn-3T3 kontrollceller.

o 4R

En tredje runde med IP ble derfor gjentatt og resultatet er vist i figur 22. Her viser resultat
noen lunde det samme som ved andre IP runden (figur 21).
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Figur 22: Ny IP runde med nucleolin. Bildet viser uttrykk av nucleolin i alle tre celle linjene pa
tilsvarende mate som figur 21.

3.9 Immunohistokjemi (IHC)

Immunohistokjemi (IHC) er en metode for & bestemme hvor et gitt protein er lokalisert i
celler eller vev. | denne oppgaven ble IHC benyttet for & forsta distribusjonen og
lokalisering av Pax6 og nucleolin protein uttrykk i ulike deler av ulike cellelinjer.

IHC resultatet (figur 23) samsvarer med RT-PCR og western blot resultater ved at det
ikke uttrykker Pax6 i FlpIn-3T3 kontroliceller, men at uttrykk av Pax6 forekommer i
kjernen i FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene. Nar det gjelder nucleolin
ser det ut til at nucleolin uttrykkes bade i kjernen og cytoplasma i alle tre cellelinjene, noe
som ogsa samsvarer med resultater av western blot med nucleolin. En svakhet med IHC
teknikken sammenlignet med western blot er at ved IHC er det vanskelig a bevise at
fargen korresponderer med proteinet av interesse. Det er dermed vanskelig & se ut fra
bildet om det er nedregulering i cellelinjene eller ikke, mens i western blot kan vi se
nedregulering av nucleolin i FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjen ved a
sammenligne nucleolin uttrykket med en markaer.
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Figur 23: Immunohistokjemi med Pax6 og nucleolin. Bildet viser uttrykk av Pax6 i kjernen i FlpIn-3T3-
Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene, mens nucleolin uttrykkes bade i kjernen og cytoplasma i alle tre
cellelinjene

Som kort oppsummering for IHC kan det med denne metoden finne ut hvor proteinet av
interesse er lokalisert i celler eller vev, men med IHC metoden er vanskelig & fastsla om
eventuelle nedreguleringer av protein av interesse i de ulike cellelinjene.
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4. Diskusjon

4.1 RT-PCR

RT-PCR metoden er enkelt og raskt a utfgre, samtidig krever det ikke kostbare materialer
for & kjegre RT-PCR reaksjon, derfor ble metoden benyttet for a fa et rask overblikk over
uttrykk av de testede glykosyltransferasene i alle testede cellelinjene. En ulempe med
denne metoden er at den ikke gir ngyaktig kvantifisering av sluttsproduktet i PCR
reaksjonene dermed er det vanskelig & si ngyaktig hvor mye gen produkter som var
nedregulert.

Det ble vist hjelp av RT-PCR at uttrykk av alle de testede glykosyltransferasene St3gal6,
St6gall, Gentl, Gent2, Fut8, Mgat3 og Ugtla7c er nedregulert i Pax6 og Pax6(5a)
cellelinjene. St3gal6 og Gentl er mest nedregulert i bade FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-
Pax6(5a) cellelinjene, mens Fut8, Gcnt2 og St6gall glykosyltransferasene er mindre
nedregulert. Nedregulering av Ugtla7c og Mgat3 i FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-
Pax6(5a) cellelinjene viser ikke sd godt pa gelbildet. Arsaken til dette kan vere at RT-
PCR ikke gir ngyaktig kvantifisering av sluttsproduktet i PCR reaksjonene.

RT-PCR resultatet (figur 9 og 10) for St3gal6 viser ogsa band i begge cellelinjene
mellom 1000-1650 bp (ikke vist pa figuren). Det kan tenkes at dette kan veare genomisk
DNA, fordi et genomisk DNA har mange flere basepar enn et mRNA. Genomisk DNA
bestdr av mange segmenter av ikke-kodende DNA (introner) innimellom kodende
sekvenser (eksoner). Et mRNA lages fra et genomisk DNA ved hjelp av spesielle
enzymsystemer som “klipper ut” intronene av det avleste genomiske DNA og skjoter
sammen eksonene. MRNA som dannes bestar dermed bare av eksoner med korte sekvens
og har dermed mindre antall basepar enn et genomisk DNA. St3gal6 primere var lagt til
to ekson der intronet imellom var pa 945 basepar. Dette kan stemme med de bandene som
ble observerte ved 1000-1650 pb pa gelen. RNA preparater kan inneholde genomisk
DNA og kan det fare til falske positive signaler i RT-PCR. En metode som ble brukt i
denne masteroppgaven for a bli kvitt med genomisk DNA er & behandle RNA preparater
med DNase fgr RT-PCR reaksjon. Etter DNase behandling ble det kjgrt RT-PCR
reaksjon og resultat av gelbildet viser at de bandene ved 1000-1650 bp ble borte.

Uttrykk av St6gall ved andre RT-PCR runden (figur 10) viser ogsa band i FlpIn-3T3-
Pax6(5a) ved 1000-1650 bp (ikke vist pa figuren). Det antas at dette ogsa skyldes
genomisk DNA som tidligere forklart ved St3gal6. Intronet imellom St6gall primere var
pa 1245 pb og dette kan stemme med de bandene som ble observert ved 1000-1650 pb pa
gelen.
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4.2 QPCR

QPCR ble benyttet, fordi en fordel med metoden er at den maler sluttsproduktet under
eksponentiell faser av PCR reaksjoner, dermed kan mengde PCR produkt males mer
ngyaktigere enn ved RT-PCR. Tilgjengjeld er metoden tidskrevende og krever mer
kostbare materialer.

QPCR resultatet samsvarer med RT-PCR resultatet at uttrykk av alle de testede
glykosyltransferasene St3gal6, St6gall, Gcentl, Gent2, Fut8, Mgat3 og Ugtla7c er
nedregulert bade i FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene. St3gal6 og Gentl
er mest nedregulert av alle de testede glykosyltransferasene. Nedreguleringen av alle sju
testede glykosyltransferasene er sterkere i FlpIn-3T3-Pax6(5a) enn i FlpIn-3T3-Pax®6.

Nedreguleringen av St3gal6, St6gall, Gent2 og Fut8, er sterkest i Flpln-3T3-Pax6(5a),
mens for Ugtla7c, Mgat3 og Gentl viser det tilnaermet lik nedregulering bade i Flpin-
3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a). Arsaken til at det er vanskelig & se tydelig mer
nedregulering av Ugtla7c, Mgat3 og Gentl i FlpIn-3T3-Pax6(5a) enn FlpIn-3T3-Pax6
med konvensjonell RT-PCR er som tidligere nevnt at RT-PCR maler ikke PCR-produktet
ved eksponentielle fasen.

Fra qPCR resultatene ble det observert at det er store variasjoner mellom de tre forsgkene
for de fleste av de testede glykosyltransferasene unntatt fra Gentl og St3gal6. Variasjoner
mellom disse forsgkene kan skyldes biologisk forskjell mellom cellene ved ulike
cellepassasjer. Det ble ogsd observert at gPCR resultatene blir stadig bedre for hvert
forsgk. Dette kan skyldes tekniske arsaker slik som forbedring av pipetteringsteknikk.

4.3 Glykoprotein isolering ved hjelp av ConA og WGA

| denne oppgaven benytter vi ConA og WGA til & isolere glykoproteiner. | disse
forsgkene forventes det a se mindre glykosylerte proteiner i FlpIn-3T3-Pax6 og Flpin-
3T3-Pax6(5a) enn i FlpIn-3T3 kontrollcellene, fordi dette ble observert pA RNA-niva ved
hjelp av metodene RT-PCR og gPCR.

Resultatet for glykoprotein isolering ved hjelp av ConA etter farging av gelen med
Coomassie blue ble ikke som forventet. Nivaet av glykosylerte proteiner i alle tre
cellelinjene er tilneermet lik og mengde eluerte glykoproteiner i pravene er veldig svake.
Dette kan bety at darlig isolering av glykoproteiner. Det ble derfor pravd & kjere en annen
runde med glykoprotein isolering ved hjelp av ConA med gkt proteinkonsentrasjonen fra
500 pg til 1000 pg. Ved farste runde ble det utprgvd en proteinkonsentrasjon pa 500 g
og fikk i resultat svake band i eluatene. Det forventes derfor at ved andre runden med
gkte proteinkonsentrasjon fra 500 g til 1000 pg skulle det viser sterkere band i eluatene.
Resultatet ved andre runden ble ikke som forventet, det viser ingen band i de eluerte
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glykoprotein prevene. En forklaring til at ingen band synes pa gel kan vare
proteinprgvene innholder EDTA som vil binde opp metallioner som er ngdvendig for at
glykoproteinene kan binde seg til resinet. Hvis proteinprgvene inneholder EDTA vil det
derfor ikke kunne detektere band i eluatene etter at gelen ble farget. Denne forklaringen
ble utelukket etter at alle materialene som ble brukt i forbindelsen med glykoprotein
isolering ble kontrollert og sikkert pa at de ikke inneholder EDTA. En annen forklaring
kan veere tilfeldig feil eller teknisk feil som er knyttet til selve utfarelsen av glykoprotein
isolering. Metallioner slik som kalsium og mangan (Ca2+ og Mn2+) er viktig for at
glykoproteinene kan binde seg til resinet. Hvis disse stoffene ble for eksempel glemt a
tilsette i for eksempel bindingsbuffer kan det muligens veere en forklaring til at
glykoproteiner ikke har bundet bundet til resinet og at glykoproteinene ble vasket bort.
Denne begrunnelsen kanskje er heller ikke riktig, fordi det ble brukt samme
bindingsbuffer hele tiden. Det ble observert band i eluatene ved farste runde med en
proteinkonsentrasjon pa 500 pg. Hvis det er problem med bindingsbufferen da skulle ikke
det veere noe band i noen av tilfellene. En tredje grunn kan vaere at ConA ble vasket bort
allerede i starten av forsgket. | metode del ble det sagt at ConA ble vasket to ganger i
bindingsbuffer og sentrifugert ved 2000 x g i ett minutt ved hver vask. Det kan hende at
sentrifugering ved dette trinnet ble for darlig slik at ConA ikke har rukket & senke ned til
bunns og dermed kunne ha blitt fjernet sammen med bindingsbufferen. P& den maten
kunne mengde ConA vare for lavt til & binde til glykoproteinene. Kanskje dette er
grunnen til at det ble observert svake band i eluatene ved farste runden. En fjerde grunn
kan veere at glykoproteiner som har bundet til ConA kan ha blitt vasket bort. Hvis en liten
del av glykoproteiner blir bortvasket da vil det kunne observere svake band i eluerte
glykoproteinpravene (se figur 12A). Hvis hele mengde glykoprotein blir fjernet bort vil
det dermed ikke kunne observere band i eluerte glykoproteinprgvene (se figur 12B).

Resultat for glykoprotein isolering ved hjelp av WGA etter farging av gelen med
GelCode Glykoprotein fargingskitet ble negativ. Ingen band er synlig pa gelen unntatt fra
markgren. WGA ble brukt i denne masteroppgaven med hensikt & kunne isolere
glykoproteiner ved at WGA binder seg til N-acetylglucosamine og sialin syre enheter pa
glykoproteiner. Det forventets derfor at disse glykoproteinene skulle befinnes i eluatene
etter eluering. Resultatet vist i figur 13, i de brgnnene merket med eluat, viser ingen band
noe som kan tyde pa at glykoproteiner ble ikke isolert. Siden det ble ingen gyldig resultat
ble hele forsgket gjentatt. Resultatet fra andre forsgket er ogsa negativt som farste
forsgket. Derfor ble GelCode Glycoprotein fargingskitet og Glykoprotein isoleringskit
ved hjelp av WGA testet for a sjekke om disse virker som produsentene gar god for.
Resutatet etter testing av fargingskitet tyder pa at den virker siden det ble observert band i
positive kontroll prgver og ingen band i negative kontroll praver. Det ble videre testet pa
glykoprotein isoleringskitet. Skulle isoleringskitet virke burde band kunne ses i eluatene,
fordi hele hensikten er at WGA skal binde seg til glykoproteiner som etter eluering av
glykoproteinene i eluatene skulle band kunne ses pa gel. Resultatet etter testing av
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isoleringskitet viser ingen band i elutatene, noe som kan tyde pa at isoleringskitet ikke
fungere optimalt. Mulige forklaring til at isoleringskitet ikke virker og dermed ble det
ikke observert band i elutatene kan veare at proteinprgvene inneholder EDTA som var
tidligere forklart under glykoprotein isolering ved hjelp av ConA. Ogsa her ble
forklaringen utelukket, fordi materialene som ble brukt ikke inneholder EDTA. En annen
forklaring kan veere at noen glykoproteiner har veldig sterke affinitet til WGA og vil
dermed ikke bli eluert med elueringsbuffer. Denne forklaringen ble ogsa forkastet, fordi
resinet ble kokt etter eluering og dermed forventes at glykoproteiner skal veere lgsnet fra
“kulene” og kunne bli detektert i eluatene. Tredje forklaring kan veare at glykoproteiner
bundet til resinet kunne ha veert vasket bort, fordi under utfgrelsen av glykoprotein
isolering ble glykoproteiner som har bundet seg til resinet ble vasket til sammen tre
ganger far eluering med elueringsbuffer. En fjerde forklaring som muligens kan veere
grunnen til at det ble ingen band i eluatene er at isoleringskitet ikke er effektiv nok til a
isolere glykoproteiner ved lave konsentrasjoner. Pa den maten vil proteinkonsentrasjonen
som ble tilsatt i hver brgnn (100 ug) er for lite til at band kan synes pa gel.

4.4 \Western Blot

WB ble benyttet i denne masteroppgaven for & detektere tilstedeveerelsen av spesifikt
proteiner i en blanding. Metoden har mange fordeler og ulemper. Fordeler med WB er at
metoden er effektiv og nyttig til & detektere og karakterisere proteiner i sma mengder. |
tillegg har metoden hgy spesifisitet, noe som gjgr at metoden er uavhengig av spesifisitet
av antistoffer. Ulemper med WB er at luftbobler kan forekomme nar proteinprever fra gel
overfgres til membran, men ogsa ved inkubering av prgven med antistoffer. Dette kan
fare til skjev lesing av band. Andre ulemper kan veere hvis overfaringstiden er for kort
nar proteiner overfares til membranen vil proteiner med stgrre molekylvekt ikke kunne
bli overfart, noe som kan fgre til feil avlesing av band eller at ingen band vil synes. |
blokkeringsbuffer har metanol en funksjon i & hjelpe proteiner til & binde til membraner.
For mye metanol i blokkeringsbuffer vil kunne redusere overfgringseffektivitet av
proteiner i & bli overfert til membranen. Pa den maten er riktig mengde metanol
ngdvendig for a fa riktig resultat [48].

Det ble Kkjort to runder av. WB med nucleolin. 1 begge runder viste resultatet
nedregulering av nucleolin i FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene, noe
som stemte med RT-PCR og gPCR resultatene.

Ved kontroll om at riktig proteinekstrakt ble tilsatt pa gel viste WB resultatet ved den
andre runden at Pax6 kun ble uttrykt i FlpIn-3T3-Pax6. Det ble kjent fra tidligere RT-
PCR og WB resultatet ved farste runden at Pax6 uttrykkes i bade FlpIn-3T3-Pax6 og
FlpIn-3T3-Pax6(5a). | tillegg er uttrykt av Pax6 flere ganger sterkere i FlpIn-3T3-Pax6

72



enn i FlpIn-3T3-Pax6(5a). Siden WB resultatet ved andre runden viser uttrykk av Pax6
bare i FlpIn-3T3-Pax6 kan det veare vanskelig & avgjere om riktig proteinekstrakt ble
tilsatt i gelen. Antakelig blir Pax6 ogsa uttrykt i FlpIn-3T3-Pax6(5a), men siden farging
med Pax6 antistoffet denne gangen viser meget svake band for Pax6 ved ~48 kDa kan det
da tenkes at uttrykk av Pax6 blir altfor svak til & kunne se dette i FIpIn-3T3-Pax6(5a). Det
antas derfor at riktig proteinekstrakt ble tilsatt pa gelen, men at Pax6 antistoffet som ble
brukt denne gangen virker ikke sa godt som forventet. Figur 19 C viser ogsa andre
uspesifikke band pa membranen i alle tre cellelinjene ved ~60 kDa, ~42 kDa, ~25 kDa,
som ikke kan vaere Pax6. Bandet ved ~42 kDa kan vare actin. Kanskje var stripping og
vasking av membranen ikke godt nok slik at actin bandene fra forrige farging ble igjen.

4.5 Glycoprotein isolering ved hjelp avimmunopresipitering

(1P)

Fordeler med IP metoden er at proteiner i en veldig lav konsentrasjon kan bli
oppkonsentrert fra et relativt stort volum. Av den grunn ble metoden brukt i denne
masteroppgaven for a anrike stgrre mengde nucleolin slik at sterre mengde nucleolin kan
bli satt pa gel fer WB. Ulemper med IP er at flere proteiner kan bli presipitert sammen
med proteinet av interesse og tilstedeveerelsen av 1gG tunge og lette kjeder i praven kan
forstyrre resultatet [49] [50].

| denne masteroppgaven forventes det IP & kunne observere nedregulering i FlpIn-3T3-
Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) slik som det viste ved WB resultatet. Resultatet av IP ble
ikke som forventet. Mulig arsak til dette kan veere at tiden der membranen blottes slik av
proteiner fra gelen blir overfart til Hybondmembranen var for kort slik at proteiner fra gel
ikke blir fullstendig overfart til membran. Eller at blottingen kan veere for lenge slik at
proteiner som ble overfgrt til Hybondmembran har gatt tapt.

4.6 Immunohistokjemi (IHC)

En fordel med IHC metoden er at den gir informasjon om lokalisering av protein av
interesse i vev. Metoden blir ogsa brukt til & male oppregulering eller nedregulering av
spesifikt biomarkerer ved ulike behandlingstilstander. Pa grunnlag av disse fordeler blir
IHC metoden brukt i denne masteroppgaven til & forsta lokalisering av Pax6 og nucleolin
uttrykket i ulike cellelinjene. IHC metoden har ogsa noen ulemper. Disse ulempene er
tilstedeverelsen av “bakgrunnsfarge” og svak farging av stedet hvor protein av interesse
er lokalisert [51]
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| denne masteroppgaven viser IHC resultatet uttrykk av Pax6 i kjernen av FlpIn-3T3-
Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a), mens i Kjernen av FlpIn-3T3 kontrollceller er det
fraveerende av Pax6. Det ble ogsa observert “bakgrunnsfarge”/’heavy background” i1
cytoplasma i alle tre cellelinjene med antistoffet Pax6 som antas for a skylde ikke-
spesifikt binding. Dette problemet kan lgses ved for eksempel & veere ekstra forsiktig i
preparering av vev pa grunn av at skade av vev kan fare til at fargestoffet diffunderer ut
til andre steder. | tillegg kan inkuberingstiden med primer og sekundar antistoffer
reduseres for & minimalisere ikke-spesifikt binding. Det ble ogsa observert svak farging
av Pax6 i kjernen av FlpIn-3T3-Pax6 og FlpIn-3T3-Pax6(5a) cellelinjene. Dette
problemet kan kanskje lgses ved & unnga overblokkering av vev, fordi overblokkering
kan fare til maskering av vev med blokkeringslgsning slik at mindre primar og sekundeer
antistoffer kan binde til de vev der protein av interesse er lokalisert. Inkuberingstiden
med primer og sekundeer antistoffer kan ogsa gkes slik at flere sekundzr antistoffer kan
binde til primarantistoffer og gker fargesignalet.

4.7 Betydning av vart funn

Tidligere har andre forskere gjort studier hvor de undersgkte betydningen av hvorvidt
nedregulering av glykosyltransferasene har i forbindelse med utvikling av sykdommer og
kreft. Blant annet har det gjort funn som tyder pa at overuttrykk av Fut8 har sammenheng
med lymfeknute metastase. Uttrykk av Mgat5 fremkynder metastase av kreftceller, mens
uttrykk av Mgat3 utkonkurrerer Mgat5 om substrat og dermed forhindrer metastatisk
spredning av kreftceller [25]. UGT1A familien har betydning for eliminering og
detoksifisering av flere stoffer. Mutasjoner av UGT1A familien farer til nedsatt enzymets
aktivitet og dermed farer til redusert konjugering av bilirubin. Ukonjugert bilirubin i sin
tur resulterer hyperbilirubinemia, Gilbert syndrom og Crigler-Najjar syndrom type | og 1l
[35]. Uttrykk av Gentl er assosiert med utvikling av flere type tumorer slik som prostata
kreft, colorectal, lungekreft, T-lymfocyttisk og myelogengs leukemi [37]. Manglende
uttrykk eller mutasjon av Gent2 er assosiert med katarakt. @kt uttrykk av St6gall er
assosiert med utvikling av flere typer tumorer for eksempel colon adenocarcinomas [30]
og avvikende metylering i St3gal6 representerer en ondartet fenotype av gastrisk kreft
[32].

| denne masteroppgaven har en gruppe glykosyltransferaser blitt identifisert som nye
malgener for transkripsjonsfaktoren Pax6. Disse glykosyltransferasene er Fut8, Mgat3,
Ugtla7c, Gentl, Gent2, St3gal6 og St6gall. | nerveer eller ved gkt uttrykk av Pax6 og
isoformen Pax6(5a) blir disse glykosyltransferasene nedregulert. Dette funnet |
kombinasjon med teori fra tidligere funn kan det tenkes at hvis det oppsta mutasjon som
farer til at Pax6 uttrykkes mindre vil konsekvensen av dette fare til gkt uttrykt av de sju
testede glykosyltransferasene. Et eksempel, hvis det oppstar mutasjon som farer til
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mindre uttrykt av Pax6 vil konsekvensen av dette fare til gkt uttrykt av Gent2. Dette vil i
sin tur, i relasjon til det som Eran Pras og medarbeidere (2004) har funnet, vil kunne
forhindre utvikling av katarakt som det hittil ikke finnes medisin i behandling av denne
gyesykdommen. Det eneste alternativet i er operasjon. Et annet eksempel er mutasjon
som farer til gkt uttrykt av St3gal6 vil, i relasjon til det som Yuki | og medarbeidere
(2008) har funnet, kunne forhindre utvikling av Gl kreft. Pa tilsvarende mate vil gkt
uttrykt av UgtlATc, i relasjon til det som [33, 35, 52] og sine medarbeidere har funnet,
vil kunne forhindre utvikling av Gilbert syndrom og Crigler — Najjar syndrom type | og
I1. Mutasjon av Pax6 som farer til gkt uttrykt av Mgat3 vil kunne bidra til forhindring av
metastatisk spredning av kreftceller.

Resultatet vi ser i denne masteroppgaven har gitt oss en innsikt i mulige rollen av Pax6 i
regulering av Fut8, Mgat3, Ugtla7c, St3gal6, St6égall, Gentl og Gent2 i utvikling av
ulike sykdommer og kreft. Det kan derfor veere interessant a forske pa rollen av Pax6 i
regulering av disse sju testede glykosyltransferasene i fremtiden med hap om a fa
kunnskap om hvilke mekanismer som er involvert i utvikling av sykdommer og kreft som
er fordrsaket av endret uttrykk av disse glykosyltransferasene.

5. Fremtidige perspektiver

Nar arbeidet er gjort i denne masteroppgaven ser vi det na at forbedringer som kunne ha
veert gjort er a prgve et annet glykoprotein fargingskit og andre metoder for glykoprotein
isolering siden vi fikk ingen resultat pa dette omradet.

Det finnes flere metoder for isolering av glykoproteiner. Et eksempel pa metoder for
isolering av glykopeptider som kan nevnes er Lektin-affinitet kromatografi. Lektiner
affinitet kromatografi har flere fordeler fremfor andre metoder. Farst, kan metoden
redusere prgve kompleksiteten og gke oppsamling av glykopeptider ved lav mengde
proteiner. For det andre vil oligosakkarid kjeder av glycoproteiner ikke bli gdelagt nar de
blir fjernet fra lektiner bundne til kolonnen og glykaner som elueres fra glykoproteiner
kan samles for & belyse sine strukturer. Andre fordeler med lektin affinitet kromatografi
er at lektiner er lett tilgjengelig kommersielt og de er billig. En ulempe med metoden er
uspesifikke binding av lektiner til andre proteiner [45]. Andre lektin kromatografi
metoder kan for eksempel nevnes serie-lektin-affinitet kromatografi (SLAC). Denne
metoden har basert at ulike undergrupper/deler av glykoproteiner kan samtidig binde til
multiple lektiner slik at endringer 1 glykosyleringsmenster kan oppdages og
sammenlignes. Ulempen er at bruken av SLAC for anriking av glykoproteiner fra
komplekse biologiske praver krever en ngye vurdering og optimalisering av rekkefglgen
pa lektiner for & minimere overlapp i bindende spesifisitet. [53]. Multi-lektiner-affinitet
kromatografi (M-LAC) er ogsa en metode for glykoprotein isolering som har veert brukt
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av [54]. Denne metoden kan bidra til gkt bindende affiniteter av lektiner til
glykoproteiner ved bruk av multiple lektiner enn bruk av individuelle lektiner [53]. Pa
tilsvarende mate har Zhao og medarbeidere (2006) brukt tre separate lektin-agarose
konjugater som bestar av wheat germ agglutinin (WGA), Sambucus nigra lektin (SNA)
og Maackia amurensis lektin (MAL) som en del av preveopparbeidelse til a anrike
glykoproteiner som inneholder sialinsyre fra humane kreft serum [55]. | tillegg til andre
metoder for glykoprotein isolering kan vi ogsa prave andre type glykoprotein fargingskit.
Til dette kan nevnes Pro-Q Emerald 300 eller 488 glykoprotein gel fargingskit som
Courtenay Hart og medarbeidere (2003) har brukt til & detektere glykoproteiner i geler
[56]. Pro-Q Emerald fargingskitet har flere fordeler, blant annet at den er enkel i bruk, er
hay sensitive for detektering av glykoproteiner og kan detekteres glykoproteiner ved lave
konsentrasjon (~5-18 ng per band) [57].

Riktig valg av metoder og arbeidsteknikker kan bidra til & gi tydeligere og valide
resultater innen forskningsarbeid. | denne masteroppgaven ble det bruk individuelle
lektiner til isolering av glykoproteiner. Med disse metodene ble det ingen resultat av,
derfor kan det vere nyttig a prave multiple lektiner hvis tid og ressurser er tilgjengelig,
fordi bruk av multiple lektiner vil kunne bidra til gkt bindende affiniteter av lektiner til
glykoproteiner og dermed er det stgrre sjanse a fa vellykket resultat enn bruk av
individuelle lektiner. 1 tillegg kan metoden slik som lektin-agarose konjugater som Zhao
og medarbeidere (2006) vaere aktuelt, fordi glykosyltransferasene St6gall og St3gal6 som
ble brukt i denne masteroppgaven bestar av sialinsyre. Det kan ogsa vere interessant a
prave en annen type glykoprotein fargingskit slik som Pro-Q Emerald 300 eller 488, fordi
som nevnt tidligere kan proteinkonsentrasjonene som ble brukt i denne masteroppgaven
veere for lav til at GelCode glykoprotein fargingskitet veere sensitivt nok til & isolere
glykoproteinene. Siden Pro-Q Emerald glykoprotein fargingskitet kan detektere
glykoproteiner ved svert lave konsentrasjon (~4 ng per band) vil kanskje det er verdt a
prave dette kitet med hap om at dette kan lgse problemet som det plages med i denne
masteroppgaven.

6. Konklusjon

Verifisering om glykosyltransferasene Fut8, Mgat3, Ugtla7c, St3gal6, St6égall, Gentl og
Gent2 er mulige malgener for transkripsjonsfaktoren Pax6 er ikke tidligere studert, men i
denne masteroppgaven er det blitt pavist ved hjelp av RT-PCR og gPCR at disse
glykosyltransferasene er nedregulert i naerveer av Pax6 og isoformen Pax6(5a).

Metoder som isolering av glykoproteiner ved hjelp av concavalin A (Con A) og Wheat
Germ Agglutinin  (WGA), immunopresipitering (IP), Western blot (WB) og
immunohistokjemi (IHC) ble ogsa brukt for a preve og detektere endringer i
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glykosylering pa protein-niva. Resultatet fra Western blot viste at nucleolin blir
nedregulert bade i Pax6 og Pax6(5a), mens det ble ingen resultat av andre metoder. |
denne masteroppgaven ble stort sett alle metodene utfgrt minst to ganger unntatt fra
glykoprotein isolering ved hjelp av ConA som kun ble utfgrt en gang. Hvis tid og
ressuerser er tilgjengelig ber alle forsgkene bli repetert et par ganger til fgr det vurderes a
prgve andre metoder.
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