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Voorwoord
Dit verslag is tot stand gekomen naar aanleiding van de afstudeeropdracht, die ik als onderdeel van mijn studie Biologie en Medisch Laboratoriumonderzoek van de Hogeschool van Utrecht heb uitgevoerd. De opdracht is verricht op het Vrije Universiteit, faculteit der exacte wetenschappen, afdeling medical chemistry. Voor het uitvoeren van mijn opdracht heb ik kunnen rekenen op hulp en medewerking van personen die ik bij deze hartelijk wil bedanken.

Allereerst wil ik Dr. M. Sirius en Ing. J.P. Bebelman hartelijk  bedanken voor alle begeleiding en hulp gedurende de afstudeerperiode. 
Verder wil ik alle collega’s van de afdeling bedanken voor hun  hulp, en voor de gezellige sfeer. 
Samenvatting
G- protein gekoppelde receptoren zijn een grote familie van de eukaryotische transmembrane receptoren die vele signaaltransductie routes kunnen activeren. Deze receptoren doorkruizen zeven keer de celmembraan waarbij een extracellulair signaal wordt doorgeven aan een G-eiwit dat het signaal weer verder de cel in leidt [1]. Ongeveer 50% van de huidige medicijnen zijn gericht op G-protein-gekoppelde receptoren [5].  
De chemokine receptor CXCR7 hoort bij de G-protein-gekoppelde receptor familie. De liganden voor deze chemokine receptor zijn de chemokines CXCL11 en CXCL12. CXCR7 is betrokken bij cel en weefsel migratie [2] en T-cel migratie in de richting van CXCL12 [3].  Maar het  lijkt ook betrokken te zijn bij kanker, angiogenese en organogenese [4]. Hoe CXCR7 betrokken is bij migratie is nog onduidelijk. Het is ook nog niet aangetoond aan welke Gα-subunit CXCR7 bindt in het proces. 
Doel van het onderzoek was het bepalen van signaaltransductie routes geïnduceerd door CXCR7. En het bepalen van de invloed van CXCR7 op CXCR4 gestimuleerde signaaltransductie routes.  

Voor het onderzoek waren constitutief actieve mutanten van CXCR7 ontwikkeld. Deze hebben de namen T2.56P, N3.35A, N3.35S, en D3.49V gekregen, welke verwijzen naar het veranderde aminozuur in de sequentie en de locatie hiervan. Constitutief actief houdt in dat een receptor een signaal kan doorgeven zonder dat er een ligand aan hoeft te binden.

Aan de hand van de getransfecteerde cellen werden er bepaalde signaaltransductie routes onderzocht. Hiervoor werd als eerste gebruik gemaakt van het 1,4,5-inositol-fosfaat accumulatie assay. Met deze assay werd gekeken of CXCR7-wild type en CXCR7-mutanten constitutief een signaal kunnen doorgeven via het G-eiwit subunit Gαq en Gαi. Door een Nuclear Factor kappa B reportergen assay uit te voeren is de constitutieve activiteit van CXCR7-wild type en CXCR7-mutanten bepaald. 
Uit de literatuur blijkt dat CXCR7 31% homoloog is aan CXCR4 en dat CXCL12 aan beide receptoren bindt [5]. Daarnaast blijkt ook dat beide receptoren heterodimeren kunnen vormen met elkaar[8]. Dat waren een van de  redenen om uit te zoeken wat de invloed van CXCR7 is op het CXCR4 gestimuleerde signaalroutes. Dit werd aan de hand van western blot experimenten bepaald, door de fosforylering van eiwitten die mogelijk gereguleerd worden door CXCR4 en CXCR7 te bestuderen. De specifieke routes waarnaar er gekeken werd zijn de fosforylering van het motoreiwit myosine light chain (MLC2) via Gα13. Fosforylering van extracellular signal-regulated kinase 1 (ERK) via Gαi. En de fosforylering van Akt1 kinase. 

Om te bepalen wat de invloed is van beide receptoren op elkaar was het ook van belang de locaties van CXCR4 en CXCR7 in cellen te bepalen. Dit werd gedaan met de immunofluorescentie assay, waarbij detecteerbare fluorescerende specifieke antilichamen aan de tags van de receptoren binden. 
Uit de resultaten is gebleken dat er geen sprake is van constitutieve activiteit in de Gαq en Gαi signaalroute. En ook niet in de Gαq signaalroute waarbij Nucleair Factor- kappa B geactiveerd wordt.
In de western blot experimenten is gebleken dat er sprake is van myosine light chain fosforylering die geactiveerd wordt door CXCR4-NAc-myc mutant. De stimulering van CXCR4 heeft een verlagend effect op de Akt1 fosforylering. En CXCR7-NSHA heeft een versterkend invloed op de Akt1 fosforylering. CXCR7-WTHA, CXCR7-NSHAen de negatieve controle, versterken de fosforylering van extracellulair signal-regulated kinase 1.
Uit de indirecte- immunofluorescentie detectie is gebleken dat CXCR4 buiten de kern in de cytoplasma of op het membraan is. 
Summary
G-protein coupled receptors also known as seven transmembrane domain receptors are found only in eukaryotes. These receptors can activate a lot of different signal transduction pathways. And they are activated by an external signal in the form of a ligand [1].  In the drug discovery process G-protein coupled receptors have proven to be excellent targets for therapeutic modulation, with greater than 50% of drugs in today’s marketing [5]. 

The chemokine receptor CXCR7 belongs to the G-protein coupled receptor family. The endogenous ligands for this receptor are the chemokines CXCL11 and CXCL12. The chemokine receptor CXCR7 is involved in cell and tissue migration [2] and migration of the T-cell in the direction of CXCL12 [3]. But is seems to be involved also in cancer, angiogenesis and organogenesis [4]. It is not clear how the receptor is involved in the process of migration. The binding of CXCR7 on the specific Gα-protein is also not demonstrated. 
The aim of the research was to determine signal transduction pathways that are induced by CXCR7. And also to determine the influence of CXCR7 on CXCR4 stimulated signal transduction pathways. 
For the research we used mutants that are designed constituvely active. The names of the mutants are T2.56P, N3.35A, N3.35S, and D3.49V. The numbers refer to the changed amino acid in the sequence and the location of the amino acid. Constituvely active stand for the signalling of the receptor without an external signal. 

With the using of transfected cells are some signal transduction pathways examinated. Therefore is the 1,4,5-inositol-fosfate accumulation assay used. With this assay was the constituvely signalling of CXCR7- wild type and CXCR7- mutants through the G-protein subunit Gαq and Gαi studied. Signaling by Gαq study was also studied by using a Nuclear Factor kappa B reporter gene assay. 

CXCR7 shares 31% homology with CXCR4 [5] and CXCL12 can bind to both of the receptors. Besides that it is suggested that CXCR7 forms functional heterodimers with CXCR4 [8]. This findings were some of the reasons to examine the influence of CXCR7 on CXCR4 stimulated signal transduction pathways.  With western blot experiments are the phosphorylation of some proteins examinated. The studied specific pathways are the phosphorylation of the motor protein myosine light chain via the Gα13. The phosphorylation of the extracellular signal-regulated kinase 1 via Gαi. And the phosphorylation of the Akt1 kinase. 
For the determination of the influence of both receptors CXCR4 and CXCR7 on each other was the determination of the location of the receptors in the cell  also very important. This is examinated by immuno -fluorescention assay, whereby the specific fluorescence antibody can bind to the tags of the receptors. 
The results prove that there is not a constituvely activation of the Gαq and Gαi signal transduction pathway by CXCR7. And also not a constituvely activation in the Gαq signal transduction pathway whereby the Nucleair Factor- kappa B should be activated by CXCR7.  
The western blot experiments showed that there is a myosin light chain phosphorylation activated by the CXCR4-NAc-myc mutant. That the stimulation of CXCR4 a lower effect gives on the Akt1 phosphorylation. And that CXCR7-NSHA a stark phosphorylation of Akt1 gives. Besides that gives CXCR7-WTHA ,  CXCR7-NSHA and the empty vector a stark phosphorylation of  extracellular signal-regulated kinase 1.
Out the results of the indirect immuno-fluorescention assay is been proved that CXCR4 out of the nucleus is. It is in the cytoplasm or on the membrane. 
Afkortingen
	125I: radioactieve Jodium

	3H: radioactieve Tritium

	7TM: zeven transmembrane helixen

	Akt: Akt1 kinase/ protein kinase B 

	AMP: Adenosine-monophosphate

	cAMP: cyclisch Adenosine-monophosphate

	c-myc: Cellular myelocytomatosis

	COS7: SV40 getransformeerde African green monkey kidney cellijn

	CXCL11: Chemokine ligand 11 met een CXC motief

	CXCL12: Chemokine ligand 12 met een CXC motief

	CXCR4: Chemokine receptor 4 met een CXC motief

	CXCR7: Chemokine receptor 7 met een CXC motief

	D3.49V: aminozuur D veranderd in aminozuur V op locatie 3.49

	DMSO: Dimethylsulfoxide

	DNA: Deoxyribonucleïnezuur 

	ERK 1/2: Extracellular signal regulated kinase 1/ 2

	FBS: Fetal bovine serum

	GPCR: G-protein gekoppelde receptor

	Gα: G-eiwit subunit α 

	HA: Hemagglutinin

	HEK293t: Human epithelial kidney 293-t cel cellijn

	IP: Inositol phosphate

	IP3: Inositol 1,4,5- triophosphate

	MLC: Myosine light chain

	N3.35A: aminozuur N veranderd in aminozuur A op locatie 3.35

	N3.35S: aminozuur N veranderd in aminozuur S op locatie 3.35

	NF-кB: Nuclea factor- kappa B

	ORF74: Een viraal chemokine receptor uit het Kaposi’s sarcoma herpesvirus

	p/s: penicilline/ streptinine

	PEI: Polyethyleneimine

	PIP: phodphatidylinositol phosphate

	PLC: Phospholipase C

	pM: pica Molair

	PPi: pyrophosphate

	T2.56P: aminozuur T veranderd in aminozuur P op locatie 2.56

	WT: Wild type
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1. Inleiding
1.1 De werking van de G-protein gekoppelde receptoren
G- protein gekoppelde receptoren (GPCR’en) zijn een grote familie van de eukaryotische transmembrane receptoren die vele signaaltransductie routes kunnen activeren. Ze zijn ook betrokken bij vele ziektes. Ongeveer 50% van de huidige medicijnen zijn gericht op de GPCR [5]. De interactie van het medicijn met een GPCR activeert specifieke routes in de cel [11].

De structuur van de GPCR bestaat uit een extracellulaire N-terminus, een cytoplasmatische C-terminus en zeven transmembrane helixen (7TM) die door middel van lussen zijn gebonden[1].
Wanneer er extracellulair een ligand aan de GPCR bindt, geeft de receptor een signaal van buiten de cel door naar binnen de cel. Er vindt een conformatie verandering plaats waardoor GDP omgezet wordt tot GTP. Waarna een intracellulaire hetero-trimeer G-eiwit wordt geactiveerd. Dat bestaat uit een Gα en een Gβγ subunit. Er zijn meerdere Gα subunits. Die zijn opgedeeld in vier groepen die elk specifieke signaalroutes aanzetten, figuur 1. De Gβγ subunit activeert ook een specifiek signaaltransductie route, figuur 1 [11].

[image: image3]
Figuur 1: GPCR geactiveerde signaalroutes, overgenomen uit Antonio et al [11].
1.2 Chemokine receptoren
De chemokine receptoren behoren tot de sub-familie van GPCR’en. De liganden van chemokine receptoren zijn chemokines van 70-90 aminozuren [12]. 

Chemokines en hun receptoren spelen o.a. een belangrijke rol in het immuunsysteem, zijn betrokken bij het proces organogenese en bij het ontstaan en metastasering van kanker [7].
1.2.1 Eigenschappen van CXCR7
De chemokine receptor CXCR7 is ook wel bekend met de naam RDC1 [10]. De liganden die aan CXCR7 kunnen binden zijn chemokine ligand 11 met een CXC motief (CXCL11). En het chemokine ligand 12 met een CXC motief (CXCL12). CXCL11en CXCL12 binden ook aan andere receptoren n.l. aan CXCR3 (hieraan bindt CXCL11) en aan  CXCR4 (hieraan bindt CXCL12). De affiniteit van CXCR7 is voor CXCL12 hoger dan voor CXCL11 [4]. 

CXCR7 vertoont homologie met andere GPCR’en. Het chemokine receptor is 33% homoloog aan CXCR2 en 31% homoloog aan CXCR4 [5]. 
1.2.2 Functies van CXCR7
Angiogenese is de nieuwvorming van bloedvaten. Het vindt o.a. plaats bij kanker. Door de vorming van nieuwe bloedvaten krijgen de tumorcellen zuurstof en andere stoffen om te kunnen groeien. CXCR7 is betrokken in het proces angiogenese bij kankercellen. Want volgens Burns et al wordt de tumor groei geremd door CXCR7 te blokkeren met CCX754 [4].
Sierro et al beweert dat CXCR7 betrokken is in hartontwikkeling en in het proces van embryogenese, proces van embryo vorming [8].
Verder is CXCR7 betrokken in de processen cel en weefsel migratie [2]. En T-cel migratie in de richting van CXCL12 [3].
Volgens Jones et al koppelt CXCR7 aan het Gαi familie. De koppeling remt adenylaat cyclase en verminderd de cyclish adenosine- monofosfaat (cAMP) formatie. Een secondaire boodschapper die gebruikt wordt voor intracellulaire signaaltransductie [5].
De chemokine receptor 4 heeft een CXC motief en wordt afgekort met CXCR4. De ligand die aan CXCR4 kan binden is het chemokine ligand 12 met een CXC motief (CXCL12). 

De antagonist voor CXCR4 is AMD3100 [7].
Heterodimerisatie is het proces waarbij twee receptoren aan elkaar binden en het signaal transductie route beïnvloeden, figuur 2. Volgens Sierro et al vormen CXCR7 en CXCR4 heterodimeren met elkaar. En de Co-expressie hiervan induceert een sterker Ca2+ influx dan CXCR4 alleen [8]. 
Volgens Knaut et al functioneert CXCR7 niet als een signaal receptor, maar als een receptor die CXCL12 wegvangt waardoor de migratie beter verloopt [20].
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Figuur 2: Heterodimerisatie van GPCR’en. A: De heterodimer wordt gestimuleerd met een ligand waarbij de G- eiwit wordt geactiveerd.  G -eiwit activeert specifiek een signaalroute. B: De heterodimer activeert constitutief een G- eiwit waarbij een specifiek signaalroute wordt geactiveerd, overgenomen uit Ellis et al [18].
1.3 Doel van het onderzoek
Doel van het onderzoek is het bepalen van signaaltransductie routes geïnduceerd door CXCR7. En het bepalen van de invloed van CXCR7 op CXCR4 gestimuleerde signaaltransductie routes. 

1.4 Opbouw van het onderzoek

Voor het grootste gedeelte van het onderzoek wordt gebruik gemaakt van HEK293t cellen. Hierin worden de te onderzoeken genen getransfecteerd. Daarom is het heel belangrijk om als  eerste uit te zoeken of CXCR7 werkelijk tot expressie komt wanneer het getransfecteerd wordt in HEK293t cellen. En vervolgens ook de bepaling of CXCL11 en CXCL12 de liganden van CXCR7 zijn, zoals bekend in de literatuur [4]. De bepalingen worden gedaan met chemokine bindingsassay. 
Met behulp van de getransfecteerde HEK293t cellen wordt bepaald welke signaaltransductie routes geactiveerd worden door CXCR7. Hiervoor wordt gebruik gemaakt van het IP3 accumulatie assay, NF- кB reportergen assay en western blot experimenten. 
Met de IP3 accumulatie assay wordt gekeken of CXCR7-WT en CXCR7-mutanten constitutief een signaal kunnen doorgeven via het G-eiwit subunit Gαq. En met toevoeging van het Gαqi5 eiwit, wordt gekeken of CXCR7-WT en CXCR7-mutanten constitutief een signaal doorgeven via het G-eiwit subunit Gαi.

Door een reportergen assay uit te voeren kan de constitutieve activiteit van CXCR7-WT en CXCR7-mutanten bepaald worden. Hiervoor wordt gebruik gemaakt van een reporter gen, bijvoorbeeld van Nucleair Factor- kappa B (NF-кB). 

Uit de literatuur blijkt dat CXCR7 31% homoloog is aan CXCR4 en dat CXCL12 aan beide receptoren bindt. Daarnaast blijkt ook dat beide receptoren heterodimeren kunnen vormen met elkaar. Dat zijn een van de  redenen om uit te zoeken wat de invloed van CXCR7 is op de CXCR4 gestimuleerde signaalroutes. Er worden HA-getagde en ongetagde CXCR7-WT en CXCR7-mutanten gekloneerd in een lege vector, de pcDef3. Dit wordt gedaan met specifieke primers voor de PCR. De chemokine receptor CXCR4 was al getagd. Voor het vervolg van het onderzoek worden HEK293t cellen getransfecteerd met CXCR7-WTHA, CXCR7-NSHA , CXCR4-WTc-myc, CXCR4-NSc-myc en CXCR4-NAc-myc en al dan niet gestimuleerd met chemokine. Van de getransfecteerde cellen worden de eiwitextracten geïsoleerd en er western blots mee gedaan. De specifieke routes waarnaar gekeken wordt zijn de fosforylering van myosine light chain (MLC2 ) via Gα13. Fosforylering van extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) via Gαi. En de fosforylering van Akt kinase (Akt-1).  De gebruikte DNA’s voor de western blots van CXCR4 en CXCR7 zijn allen getagd. CXCR4 heeft een cellulair myelocytomatosis (c-myc) tag en CXCR7 heeft een hemagglutinin (HA) tag. Aan de hand van specifieke antilichamen op de tags, kunnen de tags als controle op aanwezigheid en de expressie van het receptor eiwit gebruikt worden.
Met de indirecte immunofluorescentie assay wordt bepaald wat de invloed is van beide receptoren op elkaar door de locaties van CXCR4 en CXCR7 in HEK293t cellen te lokaliseren.
1.5 Mutanten van CXCR7

Voor het onderzoek waren er vier mutanten van CXCR7. Hiervoor is in het wild type van CXCR7 een puntmutatie aangebracht, waarbij de aminozuur in de sequentie veranderd, figuur 3. De mutanten hebben de namen CXCR7-T2.56P, CXCR7-N3.35A, CXCR7-N3.35S, en CXCR7-D3.49V gekregen. Van de mutanten wordt verondersteld dat ze constitutief actief zijn. Dit op basis van CXCR2 en CXCR3. Hierin leidden de veranderde aminozuren, dezelfde als bij CXCR7,  tot constitutieve activiteit.
Door gebruik te maken van mutanten worden de experimenten eenvoudiger, want je hoeft er helemaal geen ligand bij toe te voegen. Maar het blijven mutanten dus de experimenten moeten met de wild type herhaald worden. 
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Figuur 3:  CXCR7 met de locatie van de puntmutaties in de helix. 1) CXCR7-T2.56P, 2) CXCR7-N3.35A en CXCR7-N3.35S, 3) CXCR7-D3.49V [17]
1.6 Chemokine bindingsassays

Met de chemokine bindingsassay wordt de expressie van CXCR7 in HEK293t cellen bepaald. Daarbij wordt ook bepaald welke ligand, CXCL11 of CXCL12, de hoogste affiniteit heeft voor CXCR7.

Voor de chemokine bindingsassay worden de met pcDef-CXCR7 getransfecteerde HEK293t membranen behandeld met de radioliganden 125I-CXCL11 en  125I-CXCL12 en een toenemende hoeveelheid CXCL12. Dit is de ligand waarvan er gekeken wordt of deze aan de receptor bindt. Het is de bedoeling dat wanneer het ongelabelde ligand affiniteit heeft voor de receptor deze het, inmiddels aan de receptor gebonden gelabelde ligand, van de receptor verdringt, figuur 4. Hoe sterker de verdringing is des te lager is het signaal.
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Figuur 4: CXCL12 verdringt 125I-CXCL12 op het GPCR CXCR7
1.7 Inositol-fosfaat accumulatie assay 
Inositolfosfaten zijn intracellulaire second messengers in eukaryotische cellen. Inositol is een cyclische molecuul met zes hydroxyl groepen. En het vormt de hydrofobische hoofdgroep van de membraan inositol fosfolipiden. De activiteit van de lipide kinasen en de fosfatasen op het inositol ring van de inositol fosfolipiden genereert een diversiteit aan fosfoinositol fosfolipiden. Als resultaat op de signaleringen worden specifieke fosfolipases geactiveerd. Deze splijten fosfoinositol fosfolipiden en bevrijden intracellulaire inositolfosfaat seccond messenger moleculen [13,14]. 
Met de IP3 accumulatie assay wordt gekeken of CXCR7 constitutief een signaal doorgeeft via het G-eiwit subunit Gαq. En met toevoeging van het Gαqi5 eiwit, wordt gekeken of CXCR7 een signaal doorgeeft via het G-eiwit subunit Gαi. Deze subunit zorgt voor de activering van het enzym fosfolipase C (PLC), welke de omzetting van de  fosfatidylinositol 4,5-bifosfaat (PIP2) naar DAG en inositol 1,4,5-triofosfaat (IP3) katalyseert. IP3 wordt verder omgezet naar IP2, naar IP, I, waarbij calcium ionen bevrijdt worden uit intracellulaire voorraden in het endoplasmatische reticulum [13,14].  
Door radiogelabelde inositolfosfaten (3H-inositolfosfaat) toe te voegen kunnen deze producten detecteert worden. Bij toevoeging van LiCl wordt de omzetting van IP naar I geblokkeerd, figuur 5, waardoor er een ophoping van inositolfosfaten ontstaat die na scheiden van anion exchange chromatografie gemeten worden .
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Figuur 5: Ophoping van inositol fosfaat  (IP) na toevoeging van LiCl [15].
1.8 NF-κB Reportergen assay
Deze assay zegt iets over de mate van constitutieve activiteit van CXCR7. Er wordt gebruik gemaakt van een reporter gen, bijvoorbeeld van Nucleair Factor- kappa B (NF-κB). NF- κB is een nucleaire transcriptiefactor dat de expressie reguleert van genen die zich bezig houden met de regulatie van  apoptosis, virale replicatie, tumorigenesis, ontsteking en vele autoimmune ziektes [16].
De promotor die normaal voor dit gen zit, wordt geplaatst voor het gen dat voor luciferase codeert. Luciferase is een enzym, afkomstig uit een vuurvlieg, dat met ATP, magnesium en luciferine reageert. Hierbij wordt een complex gevormd van luciferase, luciferyl en adenylate. Het complex reageert met zuurstof, waardoor het van een laag energetische staat naar een hoog energetische staat wordt gebracht. Bij het terugvallen naar de laag energetische staat wordt er licht uitgezonden dat detecteerd kan worden, figuur 6. Hoe sterker de promotor geactiveerd wordt, hoe meer licht er uiteindelijk uitgezonden wordt.

Voor de assay worden COS7 cellen gebruikt omdat deze goed kunnen overleven in weinig serum. Dit is een voordeel omdat er wanneer er minder serum gebruikt wordt de achtergrond  bij het meten minder hoog is.
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figuur 6: De luciferine reactie, waarbij aan het einde detecteerbare licht wordt gevormd. 
1.9 Western Blot
Bij de western blot wordt gekeken of er onder invloed van CXCR4 en CXCR7 bepaalde signaaltransductie routes geactiveerd worden. Hierbij worden de cellen afzonderlijk gestimuleerd met CXCL12, PMA of niet gestimuleerd. 

Uit de literatuur is bekend dat MLC2 fosforylering beïnvloedt wordt door geactiveerde CXCR4 via Gα13 en ERK1/2 fosforylering via Gαi signaaltransductie route [7]. 

En dat Akt1 kinase, Ser473, gefosforyleerd wordt door geactiveerde CXCR7 [9].
1.10 Indirecte Immunofluorescentie assay

Bij indirecte immunofluorescentie wordt gebruik gemaakt van een antilichaam dat specifiek aan het te onderzoeken eiwit (X) bindt. Wanneer dit antilichaam (A) wordt toegevoegd aan het te onderzoeken monster, hecht deze zich vast aan het specifieke eiwit (X) indien dit aanwezig is. Na wegspoelen van niet gebonden antilichamen blijven alleen de gekoppelde antilichamen (A) over. Vervolgens worden antilichamen (B) met een fluorescerende groep toegevoegd, die specifiek binden aan A. Na wegspoelen van de niet gebonden antilichamen (B) kan het monster worden bekeken met een fluorescentie microscoop. De fluorescerende groepen van de antistoffen (B) zullen nu oplichten. Op deze manier kan aangetoond worden of de eiwitten aanwezig zijn en zo ja, waar de eiwitten zich bevinden. 
2. Materialen en Methoden
2.1 Cellijnen en celkweek
Human epithelial kidney 293-T (HEK293T) cellen werden  in RPMI 1640 (PAA) met 5% fetal bovine serum (FBS) en 2,5 % penicilline/ streptinine (p/s) gekweekt. En de SV 40 getransformeerde African green monkey kidney (COS7) cellen werden gekweekt in RPMI 1640 (PAA) met 10% fetal bovine serum (FBS) en 2,5 % penicilline/ streptinine (p/s). Beide cellijnen werden 2 maal per week 1 op 15 verdund, dit ter voorkoming van contact inhibitie. De celen werden gekweekt bij 37˚С, 5% CO2, in een stoof (Hera Cell 150).

2.2 PEI-Transfectie methode 

Voor de PEI- transfectie werden er 2*106 HEK293T cellen getransfecteerd met 2,5 μg DNA van pcDEF-CXCR7-WT, pcDEF-CXCR7-N3.35A, pcDEF-CXCR7-N3.35S, pcDEF-CXCR7-T2.56P en de pcDEF-CXCR7-D3.49V. De DNA werd aangevuld met 2,5 μg pcDEF, in 150mM NaCl. Waarna er in de suspensie 250 μl 150mM NaCl met 30 μg PEI (1mg/ml) werd toegevoegd. De DNA: PEI verhouding is 1:6. De transfecteerde cellen werden overnacht incubeerd bij 37˚С, 5% CO2,, bijlage 1.1.

2.3 Chemokine bindingsassay

PcMV6-X5-CXCR7 getransfecteerde (PEI-transfectie) HEK293t membranen (0,5µg/wel) en pcDEF-CXCR4 getransfecteerde HEK293t membranen (10µg/wel)  werden 2 uur op kamertemperatuur incubeerd in een 96-wel plaat in bindingsbuffer bestaande uit 50 mM HEPES pH 7.4, 1 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, 100 mM NaCl en 0.5% BSA. Met ongeveer 50 pM 125I-CXCL11 of 125I-CXCL12. En CXCL12 (10-7M) en CXCL11 (10-7M). En in alle wellen 10-5M AMD3100. Vervolgens werden de membranen geoogst, ongebonden liganden werden weggewassen, via de filtratie door Unifilter GF/C platen (PerkinElmer Life and Analytical Sciences). Voorbehandeld met 1% polyethylenimine en drie maal gewassen met wasbuffer bestaande uit 50 mM HEPES pH 7.4, 1 mM CaCl2, 5 mM MgCl2en 500 mM NaCl. De hoeveelheid gebonden radioactieve liganden werden gemeten met het scintillatie detector MicroBeta (PerkinElmer Life and Analytical Sciences).
2.4 Inositol-fosfaat accumulatie assay.

Voor deze assay werd gebruik gemaakt van de PEI-transfectie methode. Een positieve controle werd uitgevoerd met ORF74, en de negatieve controle (mock) met pcDEF (een lege vector).

Op dag 3 werden de cellen opgenomen in 20 mL medium (RPMI 1640 (PAA) met 5% fetal bovine serum (FBS) en 2,5 % penicilline/ streptinine (p/s)). Waarvan er 500 μl op een 24-wel plaat werd gepipetteerd. Hieraan is 2μCi/ml inositol vrije medium p/s + 10% FBS + tritium (1:1000) toegevoegd. Overnacht incubeerd bij 37˚С, 5% CO2.
Op de vierde dag werden de cellen gewassen met IPx buffer (20mM HEPES (pH 7.4), 140mM NaCl, 5mM KCl, 1mM MgSO4 . 7H2O, 1mM CaCl2 . 2H2O, 10mM glucose . H2O, 0.05% BSA). En 2 uur gestimuleerd met IPx buffer + 10mM  LiCl +/-  liganden. De cellen werden gewassen en gecount volgens bijlage 1.4.

2.5 NF-кB Reportergen assay
De COS7 cellen werden met behulp van het “transfectie van COS-7 cellen door DAEA-dextran” protocol (bijlage 1.2) getransfecteerd met DNA van pcDEF-CXCR7-WT, pcDEF-CXCR7-N3.35A, pcDEF-CXCR7-N3.35S, pcDEF-CXCR7-T2.56P en de pcDEF-CXCR7-D3.49V. Een positieve controle werd uitgevoerd met ORF74, en de negatieve controle (mock) met pcDEF (een lege vector). 
De getransfecteerde cellen met het reporter gen plasmide pNFĸB Luc (Stratagene, Cat # 29078) werden gezaaid in een 96-wel plaat (Corn. Costar Cat # 3606) in serum vrije medium + p/s, 100 µl/wel. Na 48 uur incubatie werd 25 µl/wel LAR toegevoegd. Deze werd 30 minuten incubeerd.  En de luminescentie werd bepaald op de Victor2 (Wallac) (bijlage 1.6).
2.6 Western Blot 
HEK293t cellen werden met behulp van het PEI-transfectie methode, getransfecteerd met afzonderlijk CXCR4-WTcmyc, CXCR4-NAcmyc, CXCR4-NScmyc en CXCR7-WTHA, CXCR4-NSHA. Voor beide reeksen ook pcDEF, lege vector. 
Het medium van de cellen werd op de derde dag vervangen met serum vrije medium (starvation), RPMI 1640 (PAA) met 2,5 % penicilline/ streptinine (p/s).  

Op de vierde dag werden de cellen afzonderlijk gestimuleerd met 5 minuten (20nM) PMA, 3 minuten (50nM) CXCL12 en een reeks werd niet gestimuleerd. De cellen werden na stimulatie eerst drie maal gewassen met 1 ml PBS en daarna gelyseerd met ijskoude lysisbuffer (1500 µl Ripa + remmers (60 µl α-complete + 15 µl PMSF)). De eiwit concentraties werden bepaald met de “BCA methode” protocol, bijlage 1.5, waarbij gebruik is gemaakt van het  BCA protein assay kit van PIERCE. De eiwitten werden met gelijke hoeveelheden met behulp van de “SDS PAGE (mini gel systeem van BIO-RAD)” protocol, bijlage 1.6,  op de SDS gel geladen. Na het runnen werd een gel gebruikt voor eiwit gel kleuring met Coomassie Briljant Blue (CBB- kleuring), bijlage 1.7. Dit ter controle van de eiwitlading. En een ander gel werd gebruikt voor het western blotten.  Hiervoor is het “Western Blot”protocol gebruikt in bijlage 1.8.De gebruikte antilichamen staan vermeld in tabel 1. De verhoudingen van de tweede antilichamen waren allen 1 op 10.000. De blots werden belicht met de  chemolumiscentie detectie kit van PIERCE. 
Tabel 1: Overzicht van de antilichamen
	1e antilichaam
	Blocken in TBST met:
	Verdunning
	2e antilichaam
	Firma; catalog nr.
	Grootte van de aangetoonde

eiwit (kDa)

	Anti-phospho Akt (Ser 473)
	5% BSA
	1 op 1000
	Goat anti rabbit IgG (H+L)- HRP conjugate. Biorad; 1706515
	Cell Signaling; 9271
	58

	Anti-Akt
	5% BSA
	1 op 1000
	Goat anti rabbit IgG (H+L)- HRP conjugate. Biorad; 1706515
	Cell Signaling; 9271
	56

	Anti-phospho- p44/p42 MAP kinase (ERK)
	1% ELK
	1 op 2000
	Goat anti mouse IgG (H+L)- HRP conjugate. Biorad; 1706516
	Cell signaling; 9106
	48

	Anti-p44/42 
	5% BSA
	1 op 1000
	Goat anti rabbit IgG (H+L)- HRP conjugate. Biorad; 1706515
	Cell signaling; 9102
	48

	Anti-cellular-myc
	Geen
	1 op 5000
	Goat anti mouse IgG (H+L)- HRP conjugate. Biorad; 1706516
	Sigma; M4439
	49

	Anti-Phospho myosine light chain 2
	5% BSA
	1 op 1000
	Goat anti rabbit IgG (H+L)- HRP conjugate. Biorad; 1706515
	Cell signaling; 3671
	18

	Anti-Hemagglutinin
	Geen
	1 op 1000
	Goat anti Rat IgG (H+L)- HRP conjugate. Roche; 11867423001
	Pierce
	63


2.7 Indirecte Immunofluorescentie assay

Voor de assay werden HEK293T cellen gebruikt, die met behulp van het PEI-transfectei methode getransfecteerd werden met DNA van CXCR7-WT-HA ,CXCR4-WT-c-myc en pcDEF. 48 uur incubeerd bij 37˚С, 5% CO2.

Cellen werden trypsiniseerd en 3 minuten afgedraaid bij 1000 rpm. De pellet werd resuspendeerd in 10ml medium (RPMI 1640 (PAA) met 5% fetal bovine serum (FBS) en 2,5 % penicilline/ streptinine (p/s)). En 200 µl werd uitgeplaat op dekglaasjes, geplaatst in een 6-wel plaat. 2 uur incubeerd bij 37˚С, 5% CO2. Hierbij hechten de cellen aan de dekglas. 

Cellen werden twee maal gewassen met 200 µl PBS, 15 minuten gefixeerd met 150µl 4% formaldehyde in PBS en twee maal gewassen met 200 µl PBS + 150mM Glycine. Door 150 µl 0,1% Triton in PBS toe te voegen en 10 minuten te incuberen werden de cellen permeabel. De cellen werden nogmaals twee maal gewassen met 200 µl PBS + 150mM Glycine. En de aspecifieke binding werd voorkomen met ten eerste 150 µl PBS + 5% BSA, 30 minuten en 150 µl PBS + 150mM Glycine, 15 minuten. De cellen werden 1 uur incubeerd met het eerste antilichaam, mouse-anti-HA voor CXCR7 en mouse-anti-c-myc voor CXCR4 (tabel 1),  1 op 100 in 100 µl PBS + 5% BSA + 150mM Glycine. Na incubatie werden de cellen drie maal gewassen met 200 µl PBS + 150mM Glycine en twee maal gewassen met 200 µl PBS + 5% BSA + 150mM Glycine. De cellen werden 1 uur incubeerd met het tweede antilichaam met een fluorescerende groep, anti-mouse alexafluor 488 (Molecular Probes) 1 op 1000 in 100 µl PBS + 5% BSA + 150mM Glycine. Na incubatie werden de cellen drie maal gewassen met 200 µl PBS + 150mM Glycine.
De dekglaasjes in de 6-wel plaat met de antilichamen werden geplaatst op de objectglas en bekeken onder de fluorescentie microscoop.
3. Resultaten
3.1 Expressie van CXCR7 in HEK293t cellen en de affiniteit van de liganden

Om te controleren of CXCR7 tot expressie komt in HEK293t cellen is een chemokine bindingsassay uitgevoerd. Hierbij is tegelijkertijd ook mogelijk de affiniteit van de liganden te bepalen. 
In figuur 7 is de totale binding, de totale radioactieve ligand die in evenwicht bindt, van 125I-CXCL12 aan pcMV6-X5-CXCR7 hoog. Dus er is expressie van pcMV6-X5-CXCR7 waar 125I-CXCL12 aan bindt. Het signaal voor CXCL12 is heel laag. Dat komt doordat de 125ICXCL12 verdrongen wordt door de CXCL12. En het signaal voor CXCL11 is ook laag, maar hoger dan het signaal van CXCL12. Dat komt doordat de affiniteit van CXCL12 t.o.v. CXCL11 hoger is voor CXCR7. 
Mock, HEK293t cellen met een lege vector, is de negatieve controle. De totale binding van 125I-CXCL12 aan mock is heel laag. Dat komt doordat mock niet is voorzien van een CXCR7 receptor. Dat is ook de reden waarom de signalen voor CXCL11 en CXCL12 heel laag zijn. 
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Figuur 7: De affiniteit van CXCL12 is hoger dan de affiniteit van CXCL11 voor het pcMV6-X5-CXCR7.
AMD3100 is een antagonist voor CXCR4 [7]. Om na te gaan of dat werkelijk zo is en om na te gaan of AMD3100 CXCR7 wel of niet blokkeerd is een bindingsassay uitgevoerd. 

In figuur 10A is duidelijk waar te nemen dat AMD3100 de CXCR4 receptor blokkeerd waardoor de binding van CXCL12 minder wordt. CXCL11 is geen ligand voor CXCR4, wat ook op te merken is uit de figuur, want het signaal is heel hoog. AMD3100 verdringt 125I-CXCL12 net zo goed als CXCL12.
In figuur 10B is duidelijk waar te nemen dat CXCL11en CXCL12 CXCR7- 125ICXCL12 goed verdringen. Dat betekent dat de AMD3100 geen blokkade oplevert op de CXCR7 receptor, waaraan de liganden CXCL11 en CXCL12 binden. Dat  is ook op te merken aan de hoge signaal bij AMD3100. 

De totale binding in de assay betekent de totale radioactieve ligand die in evenwicht bindt. En DMSO is de negatieve controle, zonder stimulatie met liganden. 
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Figuur 10:  AMD3100 veroorzaakt geen blokkade op de CXCR7 receptor. A: AMD3100 is de antagonist van CXCR4. B: AMD3100 heeft geen antagonistische werking op de CXCR7 receptor.
3.2 Bepaling van Gαq en Gαi signalering in CXCR7 getransfecteerde HEK293t cellen 
Een IP3 assay kan gebruikt worden om signalering via Gαq te bestuderen. ORF74, een viraal chemokine receptor uit het Kaposi’s sarcoma herpesvirus, deelt ook homologie met CXCR7. En is constitutief actief, d.w.z. dat ORF74 geen ligand nodig heeft om te kunnen signaleren [5,6,9]. 
In figuur 8A geven de CXCR7-WT en de CXCR7-mutanten (CXCR7-N3.35A, CXCR7-N3.35S, CXCR7-T2.56P en de CXCR7-D3.49V) allen ongeveer een signaal ter hoogte van de negatieve controle, mock. Terwijl de positieve controle, ORF74, een duidelijke verhoging van de 3H-InsP laat zien.  Dus er is geen constitutieve activiteit in de CXCR7-WT en de CXCR7-mutanten via het G-eiwit subunit Gαq. 
Dezelfde assay kan ook gebruikt worden om de activiteit te meten via Gαi signaaltransductie route , mits de cellen met Gαqi5 worden getransfecteerd. Gαqi5 is een chimeer Gαq eiwit waarbij de laatste vijf aminozuren behoren tot de Gαi, waaraan receptor binding plaatsvindt. Hierbij is er signalering via Gαi waarbij de route van Gαq wordt gevolgd. 
In figuur 8B geven de CXCR7-WT en de CXCR7-mutanten (CXCR7-N3.35A, CXCR7-N3.35S, CXCR7-T2.56P en de CXCR7-D3.49V), net als in figuur 8A, een signaal ongeveer ter hoogte van de negatieve controle,mock. Terwijl ook hierbij de positieve controle, ORF74,  een duidelijke verhoging van de 3H-InsP laat zien.  Dus in het bijzijn van het Gαqi5 eiwit is er ook  geen constitutieve activiteit in de CXCR7-WT en de CXCR7-mutanten in de G-eiwit subunit Gαi.
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Figuur 8: Inositol triofosfaat (IP3) accumulatie. A: Geen constitutieve activiteit via Gαq route. B: Geen constitutieve activiteit via Gαi route.
3.3 Bepaling van de NF-(B activering in CXCR7 getransfecteerde COS7 cellen
Een ander manier om naar Gαq gemedieerde signalering te kijken is door gebruik te maken van een NF-(B reportergen assay. 
In figuur 9 geven CXCR7-WT en de CXCR7-mutanten (CXCR7-N3.35A, CXCR7-N3.35S, CXCR7-T2.56P en de CXCR7-D3.49V) allen een signaal ongeveer ter hoogte van de negatieve controle, mock. . Terwijl de positieve controle, ORF74, een duidelijke verhoging van de NF-(B activering laat zien.  Dus er is geen constitutieve activiteit in de CXCR7-WT en de CXCR7-mutanten via het G-eiwit subunit Gαq, waarbij de NF-(B geactiveerd kan worden. 

[image: image15]
Figuur 9: Geen constitutieve activiteit via NF-(B route.
3.4 Activering van specifieke signaaltransductie routes geïnduceerd door CXCR4 of CXCR7
De western blots zijn ingezet om GPCR gestimuleerde fosforyleringen van signaleringskinasen Akt1 en ERK1/2 of het motoreiwit MLC2 te bestuderen. Voor al de westen blots was ook een CBB-kleuring (bijlage 1.7) ingezet waarbij bleek dat alle eiwit ladingen even gelijk waren. 
Voor het experiment was de CXCR4 reeks getagd met c-myc al beschikbaar. 
HEK293t cellen zijn getransfecteerd met mock (lege vector), CXCR4-WTc-myc, CXCR4-NAc-myc en CXCR4-NSc-myc .En behandeld met specifieke antilichamen. In figuur 11A is vaag te zien dat MLC2 gefosforyleerd wordt mits de receptor aangezet en gestimuleerd wordt. Hierbij is de aanwezigheid van het receptor een voorwaarde voor de activering. Het signaal is vaag waarneembaar. Maar er is wel een sterkere MLC2 activering na stimulering van CXCR4-NAc-myc met PMA. In HEK293t cellen is Akt1, figuur 11B,   in zekere mate gefosforyleerd onafhankelijk de aanwezigheid van de plasmide CXCR4. Stimulering van deze cellen leidt tot verlaging van de fosforylering. En ook weer onafhankelijk van de aanwezigheid van CXCR4. 
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Figuur 11: Gestimuleerde (3 minuten CXCL12 en 5 minuten PMA) en ongestimuleerde mock, CXCR4-WT c-myc , CXCR4-NA c-myc en CXCR4-NS c-myc. 11A: Sterkere MLC2 activering na stimulering. 11B: De ongestimuleerde reeks heeft een sterker signaal dan de gestimuleerde reeks. CXCL12 stimulatie geeft een sterker signaal dan de PMA stimulering. 
Blot nummering van de CXCR4 reeks: 1. ontgestimuleerd: lege vector; 2. ontgestimuleerd: CXCR4-WTc-myc; 3. ontgestimuleerd: CXCR4-NAc-myc; 4. ontgestimuleerd: CXCR4-NSc-myc; 5. Marker (eiwit ladder); 6. CXCL12: lege vector; 7. CXCL12 : CXCR4-WTc-myc; 8. CXCL12 : CXCR4-NAc-myc; 9. CXCL12 : CXCR4-NSc-myc; 10. PMA: lege vector; 11. PMA: CXCR4-WTc-myc; 12. PMA: CXCR4-NAc-myc; 13. PMA: CXCR4-NSc-myc
CXCR7 wild type en mutanten zijn m.b.v PCR voorzien van een HA-tag. [image: image19.jpg]v.440
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HEK293t cellen zijn getransfecteerd met mock (lege vector), CXCR7-WTHA en CXCR7-NSHA. En behandeld met specifieke antilichamen. In figuur 12A is naar de AKT fosforylering gekeken. CXCR7-NSHA gestimuleerd met PMA geeft een sterkere signaal, terwijl de total Akt1 niveau, in figuur 12B, gelijk is aan de rest van de reeks. In figuur 12C is naar de p44/p42 (ERK) fosforylering gekeken. PMA kan p44/p42 fosforyleren onafhankelijk van een GPCR. PMA dient in dit western blot als controle. Er zijn wel bandjes, maar wel wat onduidelijk. PMA stimulatie leidt tot een sterkere fosforylering van p44/p42 bij  de negatieve controle, CXCR7-WTHA en CXCR7-NSHA CXCL12 gestimuleerde CXCR7-NSHA geeft een sterke signaal. En bij de ongestimuleerde reeks zijn helemaal geen bandjes waarneembaar. In figuur 12D is naar de totale p44/p42 fosforylering gekeken. Hierbij is duidelijk waarneembaar dat de sterkte van het signaal afneemt bij de CXCR7-NSHA reeks. Er zijn twee bandjes waarneembaar, wat ook klopt. Een is voor de p44 en het andere is voor de p42 bedoeld. In figuur 12E is een controle uitgevoerd op de transfectie. Hierbij is het signaal detecteerd die specifiek was op de HA tag van de receptor. De tag is bij de CXCR7-WTHA reeks duidelijk waar te nemen. 
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Figuur 12: Gestimuleerde (3 minuten CXCL12 en 5 minuten PMA) en ongestimuleerde mock, CXCR7-WTHA , en CXCR7-NS HA. 12A: Het bandje van de CXCR7-NSHA is sterker dan de rest van de reeks. 12B: Totale AKT in het eiwit. 12C: PMA stimulatie geeft een sterker signaal dan de CXCL12 stimulatie bij p44/p42. 12D: Totale p44/p42 fosforylering. 12E: Duidelijke HA tag signaal. 
Blot nummers van de CXCR7 reeks: 1. ontgestimuleerd: lege vector; 2. CXCL12: lege vector; 3. PMA: lege vector; 4. Marker (eiwit ladder); 5. ontgestimuleerd: CXCR7-WTHA; 6. CXCL12 : CXCR7-WTHA; 7. PMA: CXCR7-WTHA; 8. ontgestimuleerd: CXCR7-NSHA; 9. CXCL12 : CXCR7-NSHA; 10. PMA: CXCR7-NSHA
3.5 CXCR4 lokalisatie in HEK293t cellen
De indirecte immunofluorescentie assay kan gebruikt worden om de locatie van de receptor(en) in de cel te bepalen. 

Figuur 13A en 13B geven de cellen weer die getransfecteerd zijn met CXCR4-WT c-myc . Deze cellen zijn behandeld met het c-myc antilichaam. In 13A is de fase contrast foto van de cellen weergegeven. In 13B geeft de blauwe fluorescentie de kern weer en de groene fluorescentie geeft de getagde CXCR4 weer. Hierin is duidelijk waarneembaar dat de groen fluorescerende gedeelte buiten de kern blijft. Dus de receptor is aanwezig in de cytoplasma of op het celmembraan.
Figuur 13C en 13D geeft de mock cellen weer, HEK293t cellen met een lege vector, die behandeld zijn met het c-myc antilichaam. Figuur 13C geeft het fase contrast weer. In figuur 13D is duidelijk waar te nemen dat de groen fluorescerende gedeelte van de cellen buiten de kern vallen bij de negatieve controle. Dus er is sprake van een bepaalde mate van aspecifiek binding. 

Figuur 13E geeft de mock cellen weer die behandeld zijn met het HA antilichaam. En ook hierbij is duidelijk waar te nemen dat de groen fluorescerende gedeelte van de cellen buiten de kern blijven. Dus hierin is ook sprake van een bepaalde mate van aspecifieke binding. 
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Figuur 13:  Immunofluorescentie detectie van HEK293t cellen die behandeld zijn met een lege vector (negatieve controle) en met CXCR4. A: Fase contrast; CXCR4-WTc-myc. B: CXCR4-WTc-myc getransfecteerde cellen, waarbij de fluorescentie buiten de kern is. C: Fase contrast; Mock behandeld met de c-myc Ab. D: Mock behandeld met de c-myc Ab, buiten de kern treedt fluorescentie op. E: Mock behandeld met HA Ab, buiten de kern treedt fluorescentie op.
4. Discussie en conclusie 

4.1 Discussie
De verwachting bij de western blot experiment waarbij de HA-tag werd getest was dat de getagde eiwit wel een signaal zou geven en de ongetagde eiwit helemaal geen signaal zou geven. Dat is ook zo uitgekomen., dus er is wel expressie van CXCR7 in HEK293t cellen, wat ook concludeerd werd uit de chemokine bindingsassay. De ongestimuleerde mock in figuur 12B geeft helemaal geen signaal, wat heel onverwacht is. Waarschijnlijk is daar geen eiwit geladen
De signalen bij de blots waarbij  MLC2 eiwit fosforylering werd bestudeerd zijn vaag waarneembaar. Wel is opmerkelijk dat voor de MLC2 fosforylering de aanwezigheid van het receptor een voorwaarde is. Er is wel een degelijke sterkere MLC2 activering na stimulering van CXCR4-NAc-myc met PMA. Terwijl de PMA eigenlijk dient als controle voor de p44/p42 fosforylering. Dat zou kunnen duiden op een soortgelijke signaaltransductie route activering van de MLC2 en p44/p42 eiwitten. Terwijl Tan et al [19] heeft beweerd dat er wel extra stimulering van MLC2 zou moeten plaatsvinden met CXCL12 stimulering bij CXCR4. 
In HEK293t cellen is Akt1, figuur 11B,   in zekere mate gefosforyleerd onafhankelijk de aanwezigheid van de plasmide CXCR4. Stimulering van deze cellen leidt tot verlaging van de fosforylering. En ook weer onafhankelijk van de aanwezigheid van CXCR4. 

En als de beide stimulaties met elkaar vergeleken worden is duidelijk waar te nemen dat het signaal bij CXCL12 stimulatie hoger is dan de PMA stimulatie. 
Het signaal bij Akt1 fosforylering is sterker bij de CXCR7-NSHA dan de rest van de reeks. De rest van de signalen zijn even sterk. Terwijl Wang et al had beweerd dat CXCR7-WT in prostaat kanker cellen gestimuleerd met CXCL12 een sterke fosforylering laat zien [9].  Dus dat de Akt1 kinase wordt geactiveerd. Maar ik heb gebruik gemaakt van HEK293t cellijnen waarvan de samenstelling van eiwitten totaal anders is dan prostaat kanker cellijnen. 
Bij de p44/p42 (ERK) fosforylering zijn onduidelijke bandjes waarneembaar. PMA stimulatie leidt tot een sterkere fosforylering van p44/p42 bij  de negatieve controle, CXCR7-WTHA en CXCR7-NSHA. Dat klopt ook, want PMA stimulatie activeert p44/p42 fosforylering. Dat werd door Gutkind et al. concludeert [7]. CXCL12 gestimuleerde CXCR7-NSHA geeft een sterke signaal, terwijl de wild type dat niet geeft. Dat is wel opmerkelijk aangezien we de mutant en wild type op een aminozuur na geen verschil hebben. Het zou kunnen zijn dat de veranderde aminozuur een rol heeft op de p44/p42 fosforylering wanneer het gestimuleerd wordt met CXCL12. 

Bij de totale p44/p42 fosforylering neemt het signaal op de blot gelijknamig af. Dat kan komen door de chemolimuniscentie reagens dat niet goed is opgebracht op het blot. 
De foto van de indirecte immunofluorescentie van cellen die getransfecteerd zijn met CXCR4-WT c-myc is duidelijk waarneembaar dat de groen fluorescerende gedeelte buiten de kern blijft. De receptor zou in de cytoplasma kunnen zijn of op het membraan. In de negatieve controles is er in mindere mate groene fluorescentie. Terwijl de verwachting was dat er geen tot heel weinig fluorescentie zou optreden. De verklaring hiervoor zou kunnen liggen aan de mock, die misschien wel een flag had. Of het komt waarschijnlijk doordat de tweede antilichaam aspecifiek bindt. De wasstappen zouden verbeterd kunnen worden, en de tweede antilichaam zou nog meer verdund kunnen worden, om de binding specifiek mogelijk te houden. 
4.2 Conclusie

4.2.1 Conclusie 
Uit de resultaten is gebleken dat CXCR7 tot expressie komt in HEK293t cellen. En dat CXCL12 een sterkere affiniteit heeft voor CXCR7 t.o.v. CXCL11. AMD3100 is een antagonist voor CXCR4, maar niet voor CXCR7. In CXCR7 is geen sprake van constitutieve activiteit via de Gαq en Gαi signaalroute. En ook niet via de Gαq signaalroute waarbij Nucleair Factor- kappa B geactiveerd wordt.
In de western blot experimenten is gebleken dat sprake is van MLC2 activering na stimulering van CXCR4-NAc-myc met PMA. De stimulaties hebben in de CXCR4 reeks een negatief invloed op de AKT fosforylering. Waarbij de PMA een lagere signaal veroorzaakt dan de CXCL12. Het signaal bij AKT fosforylering is het sterkst bij de CXCR7-NSHA, gestimuleerd met PMA. PMA stimulatie leidt tot een sterkere fosforylering van p44/p42 bij  de negatieve controle, CXCR7-WTHA en CXCR7-NSHA. CXCL12 gestimuleerde CXCR7-NSHA geeft een sterke signaal.  

Met behulp van de indirecte immunofluorescentie detectie is CXCR4 buiten de kern gelokaliseerd. De receptor is in het cytoplasma of op het membraan.
De experimenten moeten natuurlijk herhaald voordat er relevante conclusies worden getrokken. 
4.2.2 Vervolgonderzoek

Om de invloed van CXCR7 op CXCR4 gestimuleerde signaaltransductie routes te bestuderen zouden de western blot experimenten opnieuw uitgevoerd kunnen worden. Waarbij beide receptoren in HEK293t cellen getransfecteerd kan worden. 
De indirecte immunofluorescentie experimenten zouden dan ook uitgevoerd kunnen worden met afzonderlijk CXCR7 en CXCR4 gecombineerd met CXCR7 getransfecteerde HEK293t cellen. Hierbij wordt de locatie van beide receptoren bepaald en hun mogelijke functie op elkaar.  Door de cellen uit een bepaalde richting te stimuleren met CXCl12 kan de locatie van de gestimuleerde receptor bepaald worden. 
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Bijlage 1 Protocollen

Bijlage 1.1  PEI Transfection 

Materials

· 150 mM NaCl

· 1 mg/ml PEI solution

· polyethyleneimine, linear, MW 25,000 Polysciences, Inc. Cat #23966

· Add HCl until dissolved, then adjust to pH 7.0 with NaOH

Day 1

1. Wash cells with PBS, trypsinize and count

2. Seed cells in 10 cm dish

3. HEK293T: 2x106 cells

4. COS-7: 8x105 cells

5. Incubate cells overnight at 37oC, 5% CO2
Day 2

1. Replace growth medium with 7 ml growth medium (just before transfection)

2. Dilute 5 (g DNA in 250 (l (total volume) 150 mM NaCl solution

a. Cotransfections: e.g. 2.5 (g DNA1+2.5 (g DNA2

3. Add 30 (l of 1 mg/ml PEI in 250(l (total volume) 150 mM NaCl

a. Optimal DNA:PEI ratio seem to be 1:6 for COS-7 and HEK193T

4. In case of several transfections, make one batch of PEI/NaCl 

5. Vortex solutions 

6. Add PEI/NaCl solution to DNA/NaCl solution

7. Vortex

8. Incubate mixture at RT for 10 minutes

9. Add the incubated transfection mix to the cells and swirl gently

10. Add the solution dropwise to the cells, cover whole area

11. Incubate cells for 24h at 37oC, 5% CO2
Day 3

1. Trypsinize cells, take up in appropriate volume of medium and plate 

2. HEK293T cells: 20ml (per 48 well: 250 (l, 24 well: 500 (l)

Bijlage 1.2 Transfection of COS-7 cells by DEAE-dextran

Materials

· COS-7 cells, grown semi-confluent (approx. 2*106 cells/10cm dish).

· DMEM, supplemented with 5% FBS and pen/strep.


· RPMI-1640, supplemented with 2% FBS and pen/strep.

· Chloroquine (Sigma, C-6628).

· DEAE-dextran (Sigma, D-9885).

Prepare the following solutions:

· 10mM chloroquine: 52mg in 1 0ml H2O.

· Filter-sterilise using a 0.2µm filter 

· Note: The chloroquine solution is light sensitive and should therefore be freshly made.

· DEAE-dextran: 10mg/ml in H2O.

· Dissolve 500 mg DEAE-dextran in 50ml H20

· Filter-sterilise using a 0.2µm filter.

· Store solution at 4°C.

· RPMI + Chloroquine: RPMI + 100(M chloroquine
· 3ml per transfection of 1*106 cells needed 

· NB: make a bit (10%) more than you exactly need 

· Dilute the 10mM chloroquine 100x in RPMI

· RPMI + Chloroquine + DEAE-dextran

· 1,25ml per transfection of 1*106 cells needed

· NB: make a bit (10%) more than you exactly need 

· Dilute DEAE-dextran 12.5x in RPMI+ chloroquine

Procedure

Transfection protocol based on the transfection of 2*105 cells

•Prepare DNA solutions: dilute 1 µg DNA in 400µl RSC.

•Handling of the cells: to keep the cells in an optimal condition before transfection, continue only when DNA and DEAE-dextran solutions in RCS have been prepared and you are ready to handle the cells.

•Trypsinise COS-7 cells, inactivate the trypsine with approx. 3ml medium/10cm dish and harvest the cells by centrifugation (3min, 1000rpm).

•Resuspend the cell pellet in a suitable volume of medium (~2ml/1 0cm dish) count the cells in a Burker Turk cell counter (see ‘Cell counting using a hemacytometer” on page 206).

•Spin down the required amount of cells and take up the cell pellet at a concentration of approx. 2*106 cells/ml RSC.

Transfection

•Add 400µl RSC-DEAE dextran solution to the DNA/RSC solution and mix carefully but thoroughly (e.g. by vortexing); incubate for 2min at room temperature to allow complex formation (DNA with DEAE-dextran).

•Add 1 00µl of the cell suspension (2*105 cells) to the 800µl DNA-DEAE dextran/RSC solution.

•To distribute the cells evenly, mix gently by inversion of the tube.

•Incubate the tube for 60-90min at 37°C in a CO2 incubator. Make sure you open the lid of the tube ¼ of a turn to prevent suffocation of the cells.

NB: Chloroquine is toxic for cells! Do NOT incubate the cells for a period longer than 90min! Remember that the following centrifugation step is included into the actual incubation time.

•Harvest the cells by centrifugation (3min, 1000rpm).

•Take up the cell pellet in an appropriate volume and plate out.

•Incubate at 37°C at 5% CO2 for 24-48h.

NB: The specific level of expression for vectors is likely to vary for different cell types. This may be particularly true for COS cells and other cell lines that express the SV40 large T- antigen. The large T-antigen promotes replication of the SV40 origin, sequences that are found in the promoter region of various vectors. The combination of the large T-antigen and SV40 origin leads to a higher copy number of these vectors in COS cells, which in turn may result in increased expression of genes relative to vectors lacking the SV40 origin.

Bijlage 1.3 Luciferase reportergene assay

Materials

•Luciferase Assay Reagent (LAR) for 1·96 well plate:

• 1.6mL pre-LAR (see below).

• 56µL 1 M MgCl2.

• 325µL H2O.

• 4.67µL 50mM disodium pyrophosphate (Sigma, Cat # P-8 35).

• 50µL 50mM ATP (Sigma, Cat # A-2383).

• 1ml Pre-LAR containing 0.7mg/ml D-Luciferine (Duchefa, Cat # L 1349) (see below).

• NB: LAR should be made fresh, adjusted to RT and be protected from light.

•Pre-LAR Reagent (PLARR):

• 2.25ml 1 M Tris-H3PO4 (pH 7.8) (USB, Cat #US75825).

• 22.5ml 100% Glycerol (Riedel-de Haën, Cat # 15523).

• 6ml 25% Triton X-1 00 (Fluka, Cat # 93426).

• 50µl 1M DTT (Duchefa, Cat # D 1309; Sigma, Cat # D-9779).

• Adjust to 50ml with H2O.

• NB: The PLARR can be stored at –20°C.

•PLARR containing 0.7mg/ml D-Luciferine:

• Dissolve 100mg D-Luciferine in 142.9ml Pre-LAR to yield a 0.7mg/ml D-Luciferine solution.

• Aliquot this D-Luciferin stock solution is in 1ml aliquots and store light protected at -20°C.

Procedure

•Transfected cells with appropriate reporter-gene plasmid (e.g. pNFĸB Luc (Stratagene, Cat # 29078), pCRE6-Luc, pCRE12-Luc, pCRE21-Luc, pTLNTRE4-Luc, pTLNSRE3-Luc or pAP-1-fos-Luc) that have been seeded in 96 well plack plates (Corn. Costar Cat # 3606) in serum-free culture medium supplemented with pen/strep, using a repetition pipet (100µl/well).

•Tranfection conditions depend on the actual assay conditions. For measuring (inverse) agonism for the hH1 receptor: use 25µg pcDEF3hH1 and 125µg pNFĸB-Luc DNA/1·10-7 COS-7 cells using the DEAE-Dextran transfection method.

•Add ligands, dilution-series of which need to be made in serum-free culture medium, to the wells (50µl/well).

•48hrs after transfection, immerse the plate on tissue to get rid of the culture medium containing drugs.

•Add 25µl/well LAR using a repetition pipet.

•30 min. after addition of the LAR, measure luminescence on the Victor2 (Wallac).

Measuring luminescence

•Turn on the Victor2 (Wallac) and restart the PC (otherwise the PC will not be able to detect the network with the Victor2).

•When asked for a login-password, click cancel.

•Select Victor2 from the channel bar on the desktop.

•In the opening window, select from the “drop-down” box the protocol: “Luminescence_standard protocol”. This protocol will measure luminescence 3 sec/well in an 8*12 generic plate (3.0 mm from bottom of the plate).

•Data will be printed (the assay ID is clearly visible on the top left corner of the printout) as well as saved on the A:/ drive. Make sure you supply a MSDOS formatted 3.5” disk. The saved file will have the following structure: assay ID_date.xls (Exel 5.0 file).

Bijlage 1.4 Inositol phosphate accumulation assay

Materials
•Dulbecco´s Eagle Medium (DMEM; Gibco, Cat #).

•Phosphate Buffered Saline Dulbecco´s (PBS; Gibco, Cat #4 90-094).

•myo-[2-3H]inositol with PT6-27 (specific activity 17 Ci/mmol; Amersham International, Cat # TRK911).

•Bio-Rad poly-prep columns (Bio-Rad, Cat # 73-550).

•Dowex 1*8-400, 200-400 mesh, 1-chloride form (Aldrich, Cat #).

•Scintillation liquid.

•Inositol-free medium (MEM with Earle´s salts; Gibco, Cat #) supplemented with:

• 5 ml pen/strep (Gibco, Cat #).

• 50 ml dialyzed calf serum (Gibco, Cat # 1 6440-034), or dialyzed foetal calf serum (Hyclone, Cat # A-11 0 -L), depending on the cell type.
• NB: media are stored at 4°C.

Prepare the following stock solutions:
•0.5M HEPES/0.4M LiCl:

• add 59.6g HEPES/450ml H2O (MW 238.3 ),

• adjust pH to 7.4,

• add 8.5g LiCl (MW 42.39),

• adjust volume to 500ml.

•1M sodium formate: 4.1g/60ml H2O.

•3M formic acid: 140ml 98% in 1 L H2O.

•0.1 M myo-inositol: 18g/L H2O.

•0.1 M borax: 38g/LH2O.

•5M ammonium formate: 70.9g/225ml H2O.

•200 ml Solution 0:

•10 mM formic acid (chilled on ice before use).

• 667μl 3M formic acid,

• add H2O up to 200ml.

•250 ml Solution 1 :

•3M ammonium formate (Aldrich, Cat #5,626-4).

•100 mM formic acid.

• 150ml 5M ammonium formate,

• 8.3ml 3M formic acid,

• add H2O up to 250ml.

•1 L Solution 2:

•10 mM myo-inositol (Sigma, Cat #I-525).

•10 mM formic acid.

• 100ml 0.1 M myo-inositol,

• 3.3ml 3M formic acid,

• add H2O up to 1L.

• 1 L Solution 3:

•60 mM sodium formate.

•5 mM Borax (Sigma, Cat #B-9876).

• 60ml 1M sodium formate,

• 50ml 0.1M borax,

• add H2O up to 1L.

•300 ml Solution 4:

•1 M ammonium formate.

•100 mM formic acid.

• 60ml 5M ammonium formate,

• 10ml 3M formic acid,

• add H2O up to 300ml.

•Prepare stimulation medium: DMEM containing 25mM HEPES and 20mM LiCl:

• add 25ml 0.5M HEPES/0.4M LiCl (pH 7.4) to 500ml DMEM.

Seeding the cells

•Seed (transfected) cells in 24 well plates in normal culture medium,

using a repetition pipet (1 ml/well).

•Conditions for tranfection depend on the actual assay conditions, for measuring responses in HeLa cells: seed 
Labelling the cells

24 hrs after seeding the cells, the cells are labelled with myo-[2-

3H]inositol (see Figure 2):

•Aspirate the culture medium.

•Wash cells once with sterile PBS (37°C). Make sure you do not dislodge

the cells!

•In the RNC the cells are labelled in inositol-free medium (300 μl/well)

containing 1 μCi/ml myo-[2-3H]inositol (that is 1 μl/ml).

•Replace the cells in the CO2-incubator.

Stimulation of the cells

After labelling the cells for 24h, the cells can be stimulated.

•Aspirate the labelling medium.

•Preincubate the cells with approx. 500 μl/well stimulation medium

(37°C) for 1 0 min in the CO2-incubator. Make sure you do not dislodge

the cells!

•Aspirate the pre-incubation medium.

•Stimulate the cells by incubation with 500 μl stimulation medium containing

the ligand for 60 min. in the CO2-incubator.

Anion-exchange chromatography:
•Aspirate the stimulation medium.

•Place the plates on ice.

•Add 1 ml chilled solution 0/well.

•Leave on ice or store at 4°C for 1 .5h.

•Meanwhile, regenerate the Dowex columns:

• 5ml H2O.

• 2.5ml solution 1 .

• 10ml H2O.

• 10ml solution 2.

•Apply solution 0 from the wells onto the column.

•Repeat with all the samples.

•Add 1 ml chilled solution 0/well and apply onto the column to effectively

transfer the sample onto the column).

•Wash columns twice with 5 ml solution 3. The borax in solution 3 will colour the colomn purple.

•Meanwhile, add 7ml scintillation fluid to 20 ml counting vials and place them in the designated rack.

•Place columns onto counting vials.

•Elude the columns with 3 ml solution 4. The purple colour of the column will disappear.

•Close the lids of the counting vials (screw-caps) and mix thoroughly. Make sure there is no scintilation fluid on the outside of the vials – otherwise the counter may get jammed.

•Count the vials in a counter for 2 min/vial.
Bijlage 1.5 Eiwit concentratie bepaling, BCAmethode 

BCA protein assay kit van PIERCE®

BSA oplossing 
0.5 mg/ml in bidest

BCA mengsel:
meng 1deel reagens B met 50 delen reagens A (goed mengen)

IJklijn:

1. Breng 10, 20, 30, 40 en 50 µl van een oplossing Bovine Serum Albumin (BSA) in een Eppendorf buisje en breng het volume op 50 µl met water.

2. Neem 1 Eppendorfbuisje met alleen 50 µl water voor de blanco.

3. Voeg 1 ml van het BCA mengsel toe en meng m.b.v. een Vortex menger gedurende 10 seconden.

4. Laat de mengsels gedurende 30 minuten bij 37°C staan.

Monsters:

1. Doe 1 en 3µl van een eiwitextract in een Eppendorf buisje. Neem ter controle X µl trilbuffer mee!

2. Breng het volume op 50 µl met water.

3. Voeg 1 ml van het BCA mengsel toe en meng m.b.v. een Vortex menger gedurende 10 seconden.

4. Laat de mengsels gedurende 30 minuten bij 37°C staan.

De meting
1. Koel de mengsels tot kamer temperatuur.

2. Breng het reactiemengsel over in een plastic microcuvet (met een volume van 1,5 ml) en meet de absorptie bij 562 nm ten opzichte van een cuvet met water (= interne blanco).

3. Corrigeer de gemeten absorptie waarden met de blanco.

Maak een ijklijn door de hoeveelheid BSA in de cuvet uit te zetten tegen de gemeten absorptie bij 562 nm.

Bereken de eiwit concentratie van de monsters aan de hand van de ijklijn.

Bijlage 1.6 SDS PAGE (mini gel systeem van BIO-RAD)

Benodigdheden

PAA (30% acrylamide/0,8% bisacrylamide)

Runninggel buffer:  1,5 M Tris-HCl pH 8,8

Stackinggel buffer:  0,5 M Tris.HCl pH 6,8, 0,4% SDS

10% SDS

10% APS (ammonium persulfaat) (bewaren bij 4(C)

TEMED

Isopropanol

Standaard eiwitmengsel

6x SDS loadingbuffer  = 
350 mM Tris-HCl (pH 6.8)





600 mM DTT





10 % (w/v) SDS





0.012 % broom fenol blauw





30 % glycerol

Runningbuffer (1 liter):
3   g     Tris

14,4 g glycine

0,1   % SDS

Uitvoering

de running gel

1. Maak van het BIORAD gelsysteem de glasplaatjes (2 achterplaatjes met spacer + 2 voorplaatjes), en de kammen goed schoon (warm water en daarna EtOH)

2. Zet het systeem in elkaar en let daarbij goed op dat de onderkant van de glasplaatjes, spacers en houder in één vlak liggen!!

3. Geef met een stift de positie 0,5 cm onder de slotjes aan. Dit wordt de hoogte running-gel.

4. Voeg alle oplossing voor de running-gel bij elkaar volgens de tabel 1 behalve de TEMED; meng goed maar zorg dat het niet te veel gaat schuimen.

5. Breng 1 ml van dit mengsel over naar een epje en voeg 2 (l TEMED toe. Laat deze oplossing langs de spacers lopen tot een hoogte van ongeveer 0,5 cm en laat de acrylamide polymeriseren. Alle gaatjes worden zo gedicht en lekkage voorkomen.

6. Voeg 5 (l TEMED aan de rest van het mengsel toe en giet de running-gelen tot aan het streepje.

7. Laat langs de spacers voorzichtig wat isopropanol (+/- 100 (l per gel). Afsluiting van de lucht leidt tot snellere polymerisatie en een rechte bovenkant van de gel.
Tabel 1

	Running-gel (2 gels)
	10 %
	12,5 %

	Poly Acrylamide 37.5:1
	3,33 ml
	4,2 ml

	Runninggel buffer pH8.8
	2,5 ml
	2,5 ml

	H2O
	4,1 ml
	3,4 ml

	10% SDS
	0,1 ml
	0,1 ml

	10% APS*
	50 (l
	50 (l

	TEMED
	5 (l
	5 (l


* ammoniumpersulfaat

de stacking gel

Verwijder na polymerisatie de isopropanol door dit weg te spoelen met water en daarna het resterende water voorzichtig weg te halen m.b.v. filtreerpapier.

Voeg alles voor de stacking-gel bij elkaar volgens tabel 2, met als laatste TEMED

Vul resterende ruimte op met mengsel en plaats voorzichtig (vanaf een kant) de kam. Voorkom het insluiten van luchtbellen en laat de gel polymeriseren.

Tabel 2

	Stacking-gel (2 gels)
	

	Poly Acrylamide 37.5:1
	0,65 ml

	Stackinggel buffer pH6.8
	1,25 ml

	H2O
	3,1 ml

	10% APS
	100 l

	TEMED
	5 (l


Bereiding van de monsters

Voor een kam met 
15 slots: 20 (g eiwit of 10 (l.




10 slots; 40 (g eiwit of 20 (l.

11. Prepareer de eiwitmonsters (verdun eventueel het eiwitextract met buffer en voeg de juiste  hoeveelheid 6 x SDS loading buffer toe).

12. Verhit monsters gedurende 5 min in een incubatieblokje bij 95 0C. 

13. Centrifugeer de Eppendorf buisje kort zodat alle vloeistof onder in het buisje terecht komt.

runnen van de gel.

14. Markeer met een stift de plaats van de slotjes 

15. Verwijder de kam voorzichtig! en haal acrylamide resten weg met een scheermesje.

16. Zet gelsysteem in elkaar en vul met runningbuffer.

17. Spuit de slotjes schoon (er zitten resten acrylamide in).

18. Verwijder eventuele luchtbellen aan de onderkant van de gel 

19. Breng je monsters en ook een bekend standaard eiwitmengsel op de gel

20. Run de gel bij 90 V tot zich een scherp front gevormd heeft op de overgang van de stacking-gel en de running-gel en vervolgens bij 120 V tot het "front" (de broomfenolblauwe kleur) beneden is.

21. Haal systeem uit elkaar.

22. Haal voorzichtig de glasplaatjes van elkaar en verwijder de stacking-gel. Draag hanschoenen!

Bijlage 1.7 Eiwit gel kleuring met Coomassie Brilliant Blue (CBB-kleuring)

Kleuroplossing:
20% EtOH

10% azijnzuur

2,5 g/l coomassie brilliant blue R-250

(werk in de zuurkast of met afgesloten doosjes)

Ontkleuroplossing:
20% EtOH

10% azijnzuur

1. Leg de eiwit gel in een (af te sluiten) bakje met kleuroplossing.

2. Laat over nacht rustig schudden op een schudplateau.

3. Giet kleurvloeistof weer in fles terug voor hergebruik.

4. Voeg een kleine hoeveelheid van de  ontkleuroplossing toe om het restant van de kleuroplossing weg te spoelen. (weggooien in afvalvat)

5. Voeg verse ontkleuroplossing toe en laat de gel in het bakje schudden op een schudplateau.

6. Ververs de ontkleuroplossing nu en dan (of voeg een stukje isolatieschuim toe) en ontkleur totdat de achtergrond kleurloos geworden is en de eiwitbanden duidelijk zichtbaar zijn.

Bijlage 1.8 Western Blot

Benodigdheden

Blot-buffer (1 liter):
2,4 g Tris




11,3 g glycine




20 % ethanol

Blot-buffer voorkoelen in ijs!.

TBST-buffer:
10 mM   Tris-HCl (pH 8)



150 mM NaCl



0,05 %   Tween-20

Blocking-buffer: TBST-buffer met 5 % melkpoeder

AP-buffer:
100 mM Tris-HCl (pH 9,5)



100 mM NaCl



     5mM MgCl2
1e en 2e antilichaam

Uitvoering

1. Snijd 2 stukjes Whatmann 3MM papier ter grootte van de gel en knip 1 stuk nitrocellulose-membraan met dezelfde afmetingen. Draag handschoenen!

2. Doe wat blotbuffer (0,5 l) in een bak en maak hierin het ‘blotpakketje’

· transparante gedeelte van blothouder

· nat sponsje (zonder luchtbellen)

· 1 velletje natgemaakt Whatmann papier

· Nitrocellulose membraan

· de SDS Polyacrylamide gel 

· 1 velletje natgemaakt Whatmann papier

· nat sponsje (zonder luchtbellen)

· zwart gedeelte van blothouder

3. Vul het Biorad-bakje met blotbuffer en plaats het electroden-gedeelte en het ijsbakje 

4. Plaats het "blotpakketje" in het electroden-gedeelte (zwart naar zwart!).

5. Blot (overbrengen van de eiwitten in de gel naar het membraan) gedurende 2 uur bij 100 mA constant of over nacht bij 30 mA.

6. Haal de blotopstelling uit elkaar. Draag handschoenen!

Het nitrocellulose mebraan, ook wel "de blot" genoemd kan gedroogd bewaard worden of ga direct door met de detectie van de eiwitten.

7. Spoel de blot met TBST-buffer.

8. Incubeer de blot minimaal 30 min in 20 ml Blocking-buffer (in een 50 ml buis) bij kamer temperatuur op een rolbank.

9. Incubeer de blot O/N in 5 ml Blocking buffer met het 1e antilichaam. Gebruik een 50 ml buis, afgesloten met parafilm, op een rolbank bij 4°C

10. Was de blot drie maal 5 minuten met 20 ml TBSTbij kT

11. Incubeer de blot 1,5-2 uur in 5 ml Blocking-buffer met het 2e antilichaam kT.

12. Was de blot drie maal 5 minuten in 20 ml  TBST bij kT.

De blot kan tussen 2 velletjes 3MM Whatman papier worden gedroogd en zo bewaard.
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