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Samenvatting

In dit verslag staat de gen expressie en regulatie in de gnl2 mutant centraal. Er is gekeken met behulp van de DNA microarray techniek welke genen up of down gereguleerd zijn. Hierbij zijn zevenentwintig genen gevonden en verdeeld in vier groepen. De eerste groep zijn genen die te maken hebben met apoptose. De tweede groep zijn genen die een rol spelen tijdens de proliferatie. De derde groep genen hebben betrekking op p53 of p53 zelf. En de laatste groep genen zijn onbekend of hebben geen relatie onderling. Van deze groepen zijn er twintig genen uitgekozen die voldoende expressie hadden en van interesse waren. 

Met behulp van PCR en kloneringtechnieken kon er voor vijftien genen een specifieke probe gemaakt worden. Vervolgens zijn er In Situ Hybridisaties (ISH) uitgevoerd om de expressie en het expressiepatroon te bepalen. Hierbij is gekeken naar het expressiepatroon in de hersenen.
Van de genen casp8, bax, foxo5, mmp2 en lyrm1 is de expressie up gereguleerd in de microarray, maar dit is niet bevestigd met ISH. 

De genen phlda3, vrk2, cyclin G1, mdm2, igf2, tnnt1, gtpbp1l, r-spondin en fst zijn up gereguleerd in de microarray en bevestigd met ISH.
De genen gnl2, cyp17a en ensdart3545 zijn down gereguleerd in de microarray en bevestigd in de ISH.

De genen p53 en cathepsin B zijn in de microarray up gereguleerd, maar met de ISH gaven deze geen duidelijk resultaat.

Het gen sesn3 is in de microarray up gereguleerd, maar in de ISH lijkt er down regulatie te zijn.

Een andere belangrijke vraag in dit project is of gln2 een Wnt-targetgen is. Dit is onderzocht met de zebravislijnen hsΔtcf:GFP, Walkman en Masterblind. Er zijn ISH uitgevoerd waarbij gekeken is of er een toename of afname van gnl2 expressie was. Aan de hand van de ISH foto’s is geconcludeerd dat gnl2 mogelijk een Wnt-targetgen is, maar dat deze niet direct wordt aangestuurd door Wnt.
Summary

This report is about the gene expression and regulation in the gnl2 mutant. There is determined which genes are up or down regulated with the DNA microarray technique. This resulted in de founding of 27 genes with alerted expression which are divided into four groups. The first group contains genes that play a role in apoptosis. The second group of genes are players in the proliferation cycle. The third group are genes which are involved with p53 and p53 itself. And the last group consists of unknown or unrelated genes. From these groups twenty genes were selected because they showed enough expression or seemed interesting.

With PCR and cloning techniques a specific probe could be made for fifteen genes. Then an In Situ Hybridization (ISH) was performed to determine the degree of expression and the expression pattern. When looking at the results the most important region was the brain.

The genes casp8, bax, foxo5, mmp2 and lyrm1 were up regulated in the microarray, but this could not be confirmed with ISH.

The genes phlda3, vrk2, cyclin G1, mdm2, igf2, tnnt1, gtpbp1l, r-spondin and fst were up regulated in the microarray and this was confirmed with ISH.

The genes gnl2, cyp17a and ensdart3545 were down regulated in the microarray and this was the same conclusion drawn from the ISH results.

The genes p53 and cathepsin B were up regulated in de microarray, but there were no conclusive results from the ISH.

The gene sesn3 was up regulated in de microarray, but the results of the ISH suggest that there is down regulation.

The other important question during this project was if gnl2 is a Wnt-targetgene. This was examined with the zebrafishlines hsΔtcf:GFP, Walkman and Masterblind. In Situ Hybridization experiments were performed to determine if there was an increase or decrease of gnl2 expression. From the results the conclusion was drawn that gnl2 is a possible Wnt-targetgene, but it is not directly regulated by Wnt.
Afkortingenlijst
AP

Alkaline phosphatase

C

Cytosine (nucleotide)

cDNA

copy DNA

cRNA

copy RNA

CTP

de verschillende nucleotide (ATP, CTP, GTP en TTP)

DNA

deoxyribonucleic acid

ds cDNA
dubbelstrengs copy DNA

GFP

green fluorescent protein

hpf

hours post fertilization

HS

heat shock

ISH

In Situ Hybridisatie

kb

kilo base

MMLV-RT
moloney murine leukaemia virus reverse transcriptase (enzym)

mRNA

messenger RNA

nt

nucleotide

OD

optische dichtheid

PCR

polymerase chain reaction

PFA

paraformaldehyde phosphate buffer

PTU

phenyl-thiourea
RNA

ribonucleic acid

SLZB

single lysis zebrafish buffer
ssRNA

single strand ribonucleic acid

T

thymine (nucleotide)
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Inleiding

Het Hubrecht instituut
Het Hubrecht is een research laboratorium waar de ontwikkelingsbiologie bestudeerd wordt met behulp van verschillende proefdiermodellen. Voorbeelden hiervan zijn de muis, rat, nematode-worm en de zebravis. Er wordt bestudeerd hoe de ontwikkeling plaats vindt van zygote naar meercellig organisme en welke genen hierbij een rol spelen.

De Zebravis

De zebravis, Danio rerio, is een teleost vis en behoort tot de cyprinid familie. De zebravis behoort tot de gewervelde dieren. De scheiding in erfelijkheid tussen de zoogdieren en de cyrinids is 450 miljoen jaar geleden ontstaan. 

Rond 1970 zijn er door George Streisinger voor het eerst genetische experimenten uitgevoerd met de zebravis als proefmodel. De zebravis is als model gekozen om verschillende redenen. Hij is makkelijk in onderhoud en plant zich snel voort. De bevruchting en de snelle embryonale ontwikkeling gebeuren buiten het lichaam. De embryo’s zijn relatief groot en de ontwikkeling kan gemakkelijk bekeken worden door het chorion. Deze ontwikkeling is omschreven in verschillende stadia (figuur 1). De leeftijd van de embryo’s wordt bepaald door het aantal somieten te tellen. [1]
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Figuur 1 Embryonale ontwikkeling in verschillende stadia van de zebravis (kirbylab.duhs.duke.edu/ resources.htm)
Mutante zebravis

Een mutant zebravis wordt gemaakt door mannetjes met de mutagene stof ENU te behandelen. Deze worden gekruist met wildtype vrouwtjes. Hierdoor onstaat er een populatie van heterozygote vissen met zowel een mutant allel als een gewoon allel. Wanneer deze met elkaar gekruist worden, is volgens het Mendel principe ¼ een homozygote mutant.
Binnen het Hubrecht instituut zijn er verschillende mutanten gemaakt. Met behulp van een screen zijn er mutanten gevonden die een afwijkend fenotype van de hersenen hebben. 

gnl2 mutant zebravis
De gnl2 mutant heeft een mutatie van een C naar T in exon 3 (figuur 2a). Dit resulteert in een stopcodon (de rode letter S in figuur 2b). De mutatie zit voor de geconserveerde domeinen (groene letters figuur 2b) binnen de gnl familie. Dit kan betekenen dat er geen eiwit wordt gevormd of een niet-functioneel eiwit.

Het fenotype van deze vis is veranderd ten opzichte van zijn siblings. De mutante vis heeft een ‘spitse neus’, opgezwollen ventrikels en ingedeukte mid-hindbrain boundary (figuur 3a+b).
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Figuur 2a Nucleotide sequentie van gnl2 gen waarbij nucleotide 269 is veranderd van een C in een T. Dit resulteert in een stopcodon. (J. Paridaen)


[image: image1]
figuur 2b Eiwitsequentie van gnl2 gen. De rode letter S is de mutatie, de groene letters zijn de geconserveerde domeinen in de gnl familie. (E. Janson)
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Figuur 3a gnl2 mutant zebravis met spitse neus en ingedeukte mid-hindbrain boundary, 28 hpf. (E. Janson)
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Figuur 3b gnl2 sibling zebravis met een normaal fenotype, 28 hpf. (E. Janson)

Dominant negative tcf zebravis

Tcf3 is een repressor van de Wnt-signalering. Om een transgene zebravis te maken, waarin Wnt uitgeschakeld kan worden is de N-terminus van deze repressor vervangen door GFP (reporter construct (hs∆Tcf:GFP)). De tcf3 sequentie is aangepast waardoor β-catenine niet kan binden. De dominant negative tcf zorgt ervoor dat andere wildtype tcf niet actief kan zijn. De Tcf blijft de targetgenen van Wnt onderdrukken. Hiermee wordt de Wnt-signalering stop gezet. 

De zebravis wordt voor één uur bij 37˚C gezet, dit is heat-shock (hs). Wanneer een vis het hs∆Tcf:GFP construct heeft, wordt dit geactiveerd door de HS promoter van het construct (figuur 4a). Met behulp van GFP kan gecontroleerd worden of het hs∆Tcf:GFP construct aanwezig is (figuur 4b). Als er geen GFP aanwezig is, wordt aangenomen dat het construct ook niet aanwezig is.

Door de Wnt-signalering stop te zetten kan worden onderzocht met behulp van ISH of een bepaald gen een Wnt-targetgen is.[2]
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Figuur 4a hs∆Tcf:GFP construct bestaat uit de promoter ‘heat shock’. ‘Dominant negative’ Tcf is het geproduceerde eiwit. GFP wordt gekoppeld aan ∆Tcf en is zichtbaar met een fluorescentiemicroscoop. 
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Figuur 4b foto hs∆Tcf:GFP zebravis die GFP tot expressie brengt. (E. Janson)

Masterblind en Walkman zebravis

De Masterblind zebravis heeft een mutatie in het axin gen, waardoor axin niet actief is. β-catenine wordt hierdoor niet afgebroken en kan zich ophopen in de cel. β-catenine kan hierdoor in overmaat binden aan TCF waardoor de Wnt-signalering wordt aangezet.

De Walkman zebravis heeft een gemuteerd apc gen, waardoor deze niet actief is en β-catenine niet  wordt afgebroken.

Wnt-signalering

De voornaamste functie van de Wnt-signalering is het regelen van cell fate door transcriptie factoren te veranderen in de doelcellen (figuur 5).

[image: image52.png]™ Microsoft Photo Editor - Bw41C#2862 sibling 28 hpf inzoom MEIE
Ele Edi View Image Effegts Window Help 18] ]

IR ERA E N A | |

e 05580 Selolon DTN W 10100

histart | @ || B Microsoft Word - Documenty -3 CAWINNTProfiestnisD... | CyGi\eiansontrest [[@ Micresoft Photo Edito |8 120





Figuur 5: Wnt pathway
Axin, APC en GSK3 vormen samen een complex.

A: In afwezigheid van Wnt. β-catenine wordt door GSK3 kinase gefosforyleert. Hierdoor wordt β-catenine gedegradeerd en er vindt geen ophoping plaats in de nucleus. TCF/ transcriptiefactoren in de nucleus worden niet geactiveerd.

B: In aanwezigheid van Wnt. Wnt bindt aan de receptor Frizzled (Fz). Hierdoor wordt β-catenine niet meer gefosforyleerd door GSK3. β-catenine kan zich ophopen in de nucleus en binden aan TCF/LEF. Hierdoor worden de doelgenen aangezet.

(peds.wustl.edu/.../ labs/Bu_Guojun/research.html)
Onderzoeksvragen

1. Welke genen spelen een rol in het ontstaan van het fenotype van de gnl2 mutant?

Om te bepalen welke genen een rol spelen bij de embryonale ontwikkeling maakt men gebruik van proefdiermodellen. Door de genexpressie van de gnl2 mutant te vergelijken met een wildtype zebravis kan onderzocht worden welke genen van belang zijn bij het ontstaan van het fenotype. Het is belangrijk om dit te onderzoeken op een zo vroeg mogelijk stadium. Hierbij moet de mutant goed te onderscheiden zijn van zijn siblings. Op een zo’n vroeg mogelijk stadium zijn alleen de genen betrokken die direct aangestuurd worden door gnl2 of gnl2 zelf. Op latere stadia spelen er meer genen een rol die secundair aangestuurd worden. De genexpressie van de gnl2 mutant en de siblings worden onderzocht met behulp van de microarray. Hierbij spelen de volgende deelvragen een rol:
a. Welke genen worden up-gereguleerd?

Welke genen komen meer of wel tot expressie in de gnl2 mutant ten opzichte van de wildtype.

b. Welke genen worden down-gereguleerd?

Welke genen komen minder of niet tot expressie in de gnl2 mutant ten opzichte van de wildtype.

c. Waar komen deze genen tot expressie?

Nadat bepaald is welke genen een belangrijke rol spelen, wordt het resultaat bevestigd met In Situ Hybridisaties (ISH).

2. Is gnl2 een Wnt-targetgen?

Wnt-targetgenen spelen een belangrijke rol bij proliferatie en cell fate. Dit zijn factoren die veel invloed hebben op de embryonale ontwikkeling. Daarom is het belangrijk om te weten of gnl2 een Wnt-targetgen is. Dit gebeurt met de hs∆Tcf:GFP zebravissen. Wanneer deze vissen een heat shock behandeling hebben gehad, zal de Wnt-signalering stil gezet worden. Tevens worden er zebravislijnen gebruikt die een overexpressie van de Wnt-signalering hebben. Dit zijn de masterblind zebravis en de Walkman zebravis. Als gnl2 een Wnt-targetgen is, zal de expressie van gnl2 afnemen of toenemen. Dit kan bepaald worden met een ISH met een gnl2 specifieke probe.

Theorie

DNA Microarray techniek

Met de DNA Microarray techniek kan van een heel genoom het genexpressie profiel onderzocht worden. In een cel worden genen (DNA) afgelezen tot mRNA wat wordt omgezet in eiwitten. Bij de microarray techniek wordt er gebruik gemaakt van het feit dat een mRNA kan hybridiseren aan zijn template DNA waaruit het ontstaan is. Het ssRNA van heel veel genen is gespot op een microarray chip. Deze bestaat meestal uit een microscopisch objectglaasje, een silicone chip of een nylon membraan. 

Voordat een microarray gestart kan worden, dient er eerst een hypothese opgesteld te worden. Hierin staat de vraag centraal wat er onderzocht wordt. Er worden twee genexpressie profielen met elkaar vergeleken. In dit project is het de vergelijking tussen de genexpressie van de gnl2 mutant zebravis ten opzichte van een wildtype.

Het RNA van deze twee groepen embryo’s wordt afzonderlijk van elkaar geïsoleerd. De concentratie en de zuiverheid van het geïsoleerde RNA wordt bepaald. Het is belangrijk dat het RNA zo zuiver mogelijk is. De microarray is erg gevoelig en onzuiverheden kunnen daardoor voor valse uitslagen zorgen. Figuur 6 laat zien welke resultaten een zuiver RNA product weer geeft.
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Figuur 6 Boven is een weergave van een electrogram van intact RNA te zien. Onder geeft afgebroken RNA weer. Piek 1 is de markerpiek. Pieken 2 en 3 laat zien wat de zuiverheid is van het geisoleerde RNA.

(http://www.gene-lab.com/adv/electro_pho.jpg)
Wanneer het product goed gekeurd is, wordt er cDNA van gemaakt met behulp van het multifunctionele enzym Moloney Murine leukaemia virus reverse transcriptase (MMLV-RT). De RNase H activiteit van MMLV-RT zorgt ervoor dat er ds cDNA gemaakt wordt. Tevens breekt MMLV-RT het overgebleven RNA af. Nadat het ds cDNA is gemaakt wordt het MMLV-RT geinactiveerd door het te verhitten. Van het geamplificeerde cDNA wordt antisense cRNA gemaakt met behulp van T7 RNA polymerase. Tijdens dit proces worden fluorescerend gelabelde nucleotides (CTP) ingebouwd. Zo wordt bijvoorbeeld het te onderzoeken RNA (gnl2 mutant) gelabeld met Cyanine-5-CTP(Cy-5). De referentie (wildtype zebravis) wordt gelabeld met Cyanine-3-CTP (Cy-3). Cy-5 fluoresceert rood en Cy-3 fluoresceert groen.

Het gelabelde cRNA wordt opgezuiverd en de concentratie en hoeveelheid ingebouwde CTP van het cRNA wordt gemeten. Dit gebeurt omdat de hoeveelheid en concentratie van de twee monsters gelijk moet zijn voordat ze worden samengevoegd.

Als het gelabelde cRNA goedgekeurd is, wordt het gehybridiseerd. Beide cRNA monsters worden in gelijke concentratie aan één epje toegevoegd. Hieraan wordt hybridisatie oplossing, fragmentatie buffer en control targets toegevoegd. De microarray slide met de hybridisatie mix wordt in een SureHyb chamber overnacht geincubeerd bij 60ºC. Na deze incubatie wordt de slide gewassen om aspecifieke hybridisaties te verwijderen. Vervolgens wordt de slide gescand met de Agilent DNA microarray scanner en met de bijbehorende software geanalyseerd. Met de scanner wordt de fluorescentie van elke spot gemeten. Er onstaat een patroon van groene, rode en gele spots (figuur 7). Een rode spot geeft een gen weer wat uitsluitend door de gnl2 mutant tot expressie wordt gebracht. Een groene spot geeft een gen weer wat uitsluitend in de wildtype zebravis tot uiting komt. Een gele spot is een gen die in beide vissen tot expressie komt.[3]
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Figuur 7 Afbeelding microarray van gnl2 met de verschillende spots. In de hoeken zijn de vier controles te zien, groene spotjes. (E. Janson)

Het experiment wordt in duplo uitgevoerd waarbij er een dye-swap wordt gedaan. Dit houdt in dat bij de duplo de cy-labels worden omgewisseld. Zo wordt er gecompenseerd voor verschil in kleurintesiteit of inbouw. 

In Situ Hybridisatie
1. Met de In Situ Hybridisatie (ISH) wordt er aangetoond waar een bepaald mRNA in een organisme aanwezig is. Dit gebeurt met een gelabelde specifieke RNA probe. Deze probe wordt overnacht geïncubeerd en kan hierbij hybridiseren aan zijn complementaire mRNA. Na deze stap worden er enkele wasstappen uitgevoerd om de a-specifieke hybridisatie te verwijderen. Vervolgens wordt er een blocking solution toegevoegd met anti-DIG gekoppeld aan alkaline phoshatase (AP). Deze antistof  hecht zich aan de gehybridiseerde probe. Na enkele wasstappen om overtollig anti-DIG weg te halen worden de substraten NBT en BCIP toegevoegd. Deze worden door AP in een rode kleur omgezet. Afhankelijk van de zuurgraad zal dit uiteindelijk een blauwe kleur worden (figuur 8). De resulaten worden vastgelegd door middel van een microscopische foto. 
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Figuur 8 Schematische weergave van een In Situ Hybridisatie.

(E. Janson)

Materiaal en Methoden
Inzetten zebravissen en verzamelen van embryo’s

Voor dit project is er gebruik gemaakt van meerdere zebravislijnen. Het inzetten van de zebravissen en het verzamelen van de embryo’s gebeurd op eenzelfde wijze.

Tabel 1 geeft weer welke embryo’s zijn verzameld. 

Tabel 1: Overzicht van de verzamelde embryo’s.

	Zebravis
	Familienummer
	Embryo
	Leeftijd
	Experiment

	BW41C
	#2856
	Mutant
	25 somieten
	MA en ISH

	
	
	Sibling
	25 somieten
	ISH

	BW41C x H2A:GFP
	#2862

#2862+ 2861
	Mutanten
	25 somieten
	MA en ISH

	
	
	Siblings
	25 somieten
	ISH

	
	#2862
	Wildtype
	25 somieten
	MA

	Wildtype ABTL
	#2475
	Wildtype
	25 somieten
	MA

	hsΔtcf:gfp
	#2816
	HS-
	22 hpf en 23 hpf

24 hpf en 28 hpf

34 hpf en 36 hpf
	ISH

	
	
	HS+GFP-
	20 hpf en 22 hpf

24 hpf en 28 hpf

34 hpf en 36 hpf
	ISH

	
	
	HS+GFP+
	20 hpf en 22 hpf

24 hpf en 28 hpf

34 hpf en 36 hpf
	ISH

	
	
	HS+GFP++
	20 hpf en 22 hpf

24 hpf en 28 hpf

34 hpf en 36 hpf
	ISH

	Axin +/-
	#3010
	Mutant
	48 hpf
	ISH

	
	
	Sibling
	
	

	APC +/-
	#2912
	Mutant
	42 hpf
	ISH

	
	
	Sibling
	
	


MA: Microarray
Inzetten van een paartje

Een mannetje en vrouwtje worden bij elkaar in een kweekbakje gezet. De volgende dag worden de embryo’s verzameld en schoongemaakt. Embryo’s worden in een petrischaal met water + chorion opgekweekt.

Embryo’s voor de microarray
Voor dit experiment zijn embryo’s gebruikt van 22 hpf. De embryo’s worden gescheiden en de mutanten worden verzameld. Tevens worden er wildtype embryo’s gebruikt. Wanneer de RNA isolatie later plaats vindt, worden de embryo’s ingevroren met vloeibare stikstof en voor langdurige opslag bewaart bij -80˚C. 
Het fenotype van de mutant embryo’s die gebruikt zijn in de microarray wordt bevestigd met behulp van sequencing.
Embryo’s voor de bevestiging van de microarray
Voor dit experiment worden embryo’s verzameld van 22 hpf. Ze worden per legsel gescheiden in mutanten en siblings. De embryo’s worden gefixeerd in PFA(0.1 M phosphate buffer, 4% sucrose, 0.15 mM CaCl2) en vervolgens gedechorioneerd. Na 24 uur worden de embryo’s overgezet in 100% methanol met behulp van een methanolreeks (33%, 66% en 100% methanol). Methanol bevordert de permeabiliteit van de embryo’s.
Embryo’s voor het Wnt-targetgen experiment

Voor het experiment met de hsΔtcf:gfp is er een heterozygoot paartje in een kweekbakje gezet. Na 24 uur worden de embryo’s verzameld in een petrischaal met water + chorion. Wanneer de embryo’s 21 hpf zijn wordt 2/3 van het legsel 1 uur bij 37˚C gezet (HS+). Het overige 1/3 deel (HS-) wordt in tweeën gesplitst. Na 1 uur heat-shock worden de embryo’s teruggezet in de petrischaal en weggezet bij 28˚C. Twee uur na heat-shock worden de embryo’s bekeken met een fluorescentie microscoop op aanwezigheid van GFP. De embryo’s worden gescheiden in GFP expressie (GFP+) en geen GFP expressie (GFP-). Beide groepen worden gesplitst en van elke groep wordt 1 deel gefixeerd. De helft van de HS- van dezelfde leeftijd worden tevens gefixeerd. Vier uur na HS worden de overige embryo’s gefixeerd. Na 24 uur worden de embryo’s overgebracht naar 100% methanol voor langdurige opslag.

Voor het experiment met de Masterblind en Walkman vissen zijn respectievelijk embryo’s verzameld van 48 en 42 hpf. Embryo’s ouder dan 24 hpf worden allereerst in PTU gezet. Dit is om pigmentvorming te voorkomen. Verzamelde embryo’s die de gewenste leeftijd hebben bereikt, worden per legsel gescheiden in mutanten en wildtype siblings. Embryo’s ouder dan 24 hpf worden gedechorioneerd voor fixatie in. Na 24 uur worden de embryo’s overgezet in 100% methanol met behulp van een methanolreeks.
Bevestiging fenotype

Lyseren embryo’s voor PCR

De embryo’s worden overgebracht naar een 96 well-plaat met hoge rand. Per well wordt er één embryo’s overgebracht met behulp van een pincet.  Er wordt 100 μl SZLB  (10 ml SZLB + 50 μl proteinase K (20 mg/ml)) toegevoegd aan elke well. Wanneer er staartjes van embryo’s worden gelyseerd, wordt er 50 μl SZLB per well gebruikt. Incubeer de plaat 1 uur bij 60°C en 15’ bij 95°C. Na incubatie wordt er 180 μl steriel MilliQ toegevoegd aan de gelyseerde embryo’s. Indien nodig wordt de plaat bij –20°C bewaard.

PCR

Er wordt een nested pcr uitgevoerd op de gelyseerde embryo’s. De first PCR is uitgevoerd met 10μl reactievolume, bestaande uit 5 μl DNA en 5 μl PCR mix (2 μl 5x PCR buffer, 0.2 μl dNTPs, 0.2 μl 10 μM forward primer, 0.2 μl 10 μM reverse primer, 0.04 μl Taq Polymerase en 2.36 μl steriele MilliQ)  Na de first PCR is er aan elke well 20 μl MilliQ toegevoegd. De nested PCR is uitgevoerd met 10 μl reactievolume, bestaande uit 1 μl DNA en 9 μl PCR mix (2 μl 5x PCR buffer, 0.2 μl dNTPS, 0.2 μl 10 μM forward primer, 0.2 μl 10 μM reverse primer, 0.08 μl Taq Polymerase en 6.32 μl steriele MilliQ). De primers Gnl2 2_3_4  A1(forward) en A4 (reverse) zijn gebruikt voor de first PCR. De primers A2 (forward) en A3 (reverse) zijn gebruikt voor de nested. De PCR is uitgevoerd met het programma cartil1 (first) en cartil2 (nested). Bijlage 1: PCR programma’s
Na uitvoering van de PCR zijn de nested PCR produkten op een 1% agarose gel (1 gram agarose in 100 ml TAE 1x + 70 μl Ethidium bromide) gezet met 2 μl λPst I marker. De gel wordt gerund bij 150 Volt voor 15 minuten. Bij veel PCR product wordt het desbetreffende monster verdund met 20 μl MilliQ. Voor langdurige opslag worden de monsters bewaard worden bij –20°C.

Sequencing
Voor het sequencen wordt er een PCR uitgevoerd met 10 μl reactievolume. Deze bestaat uit 1 μl DNA en 9 μl PCR mix ( 0.25 μl Blue Dye, 3.5 μl Green buffer, 0.5 μl Forward Primer en 4.75 μl steriele MilliQ). Voor de PCR is de forward primer van de nested PCR gebruikt (Gnl2 2_3_4 A2). De PCR wordt uitgevoerd met het programma newseq. Bijlage 1: PCR programma’s
Na de sequentie PCR zijn de monsters overgebracht naar een 96 wells plaat voor een shared run. 

Tabel 2: Overzicht primers

	Naam
	Sequentie

	Gnl2 2_3_4 A1
	5’-GGTGCCTGTCTGTTAATCAAG-3’

	Gnl2 2_3_4 A2
	5’ TGTAAAACGACGGCCAGT TTACACATTTGCCACAGACC-3’

	Gnl2 2_3_4 A3
	5’-AGGAAACAGCTATGACCAT TGCAGCAAAGACATTGGTAG-3’

	Gnl2 2_3_4 A4
	5’-GCGCTATACACGCATTTAAC-3’


DNA Microarray

Het DNA Microarray experiment bestaat uit verschillende stappen. Voor de isolatie van het RNA zijn er 40 mutant en wildtype embryo’s apart gebruikt. Dit gebeurt volgens protocol: RNA isolatie (bijlage 2: RNA isolatie). 

Van de geisoleerde embryo’s wordt er 1 μl RNA op de RNA 6000 Nano chip gebracht. Met behulp van de Agilent 2100 Bioanalyzer wordt de zuiverheid en de concentratie bepaald. Er wordt cDNA gemaakt in twee reacties. De eerste bestaat  uit 11.5 μl reactiemix met 500 ng total RNA, 1.20 μl T7 promoter en x μl MilliQ. Dit wordt 10’ geincubeerd bij 65°C en vervolgens 5’ op ijs.

De tweede reactie bestaat uit 20 μl waarvan 11.5 μl reactiemix 1 en 8.5 reactiemix 2 (4 μl 5x First strand buffer, 2 μl 0.1 M DTT, 1 μl 10 mM dNTP mix, 0.5 μl RNaseOUT en 1 μl MMLV RT). Dit wordt 2 uur geincubeerd bij 40°C. Vervolgens wordt de MMLV RT geïnactiveerd door een incubatie van 15’ bij 65°C. De monsters worden 5’ geïncubeerd op ijs. Voor langdurige opslag worden de monsters bewaard bij -80°C.
Wanneer er meteen cRNA gemaakt wordt, worden de monsters 10’ geïncubeerd bij 65°C en vervolgens 5’ op ijs. Er wordt een reactiemix van 80 μl gemaakt bestaande uit 20 μl cDNA, 2.4 μl Cy-3CTP of  Cy-5CTP (10 mM) en 57.6 μl reactiemix 3 (15.3 μl MilliQ, 20 μl 4x Transc Buffer, 6.4 μl 50% PEG, 6 μl 0.1 M DTT, 8 μl NTP mix, 0.5 μl RNaseOUT, 0.6 μl Inorganic Py’ase en 0.8 μl T7 RNA Polymerase). Dit wordt voor 2 uur in het donker geincubeerd bij 40°C.
Vervolgens worden de cRNA monsters gezuiverd (volgens protocol cRNA zuivering bijlage 3). Hierna wordt de concentratie bepaald met behulp van de NanoDrop.

De monsters worden samengevoegd in reactiemix 4 van 215 μl bestaande uit 0.75 μg Cy3, 0.75 μg Cy5, 50 μl 10x Control targets en x μl MilliQ. Voor langdurige opslag kan dit 1 maand bewaard worden bij -80°C. 
Anders wordt er 9 μl 25x fragmentation buffer aan de reactiemix 4 toegevoegd en vortexen. Incubeer de monsters in het donker voor 30’ bij 60°C. Voeg 225 μl 2x hybridisatie buffer toe aan reactiemix 4. Vervolgens worden de slide en de reactiemix overnacht geincubeerd bij 60°C. De volgende dag wordt de slide gescand en de resultaten omgezet in een Excel bestand.

Ontwikkelen van probes
De probes zijn ontwikkeld op verschillende manieren, afhankelijk van het gen en de beschikbaarheid. Bijlage 4: Overzicht van de ontwikkelde probes. De volgende methoden zijn gebruikt:

Ontwikkelen primers op exon gen.
Wanneer de exonen kleiner dan 200 nucleotide (nt) zijn worden alle exonen gebruikt bij het ontwerpen van de primers. Het inputmateriaal voor het maken van de probe is cDNA. Wanneer de exonen groter dan 200 nt zijn wordt het grootste exon gebruikt. Het inputmateriaal voor het maken van de probe is genomisch DNA. De ontwikkeling van de primers gebeurt met het programma primer design (http://primers.niob.knaw.nl/). 
Voor de  PCR wordt er een reactievolume van 50 μl/well gebruikt. Er wordt een mix gemaakt voor 2 wells van een PCR strip. De mix van 100 μl bestaat uit 5 μl DNA (1:50 cDNA) en 95 μl PCR mix (20 μl 5x PCR buffer, 2 μl Forward primer, 2 μl Reverse primer, 2 μl dNTPs, 0,4 μl Taq Polymerase en 68,6 μl MilliQ). De PCR wordt uitgevoerd met programma touchdown bijlage 1: PCR programma’s. Na de PCR wordt 10 μl product op 1% agarose gel gezet. Om te controleren of de primers het gewenste product amplificeren wordt er een sequentie PCR uitgevoerd (zie sequencing). Het resterende product wordt opgezuiverd m.b.v. een Qiagen PCR purification kit. De concentratie is bepaald door de OD te meten. De synthese van de probe gebeurt volgens protocol Synthese van de DIG-probe (bijlage 5)
Kloneren EST

Een gen wat in een pME18S-FL vector zit, bevat geen T7 of T3 promoter sites. Het gen moet omgekloneerd worden naar een pBluescript II SK vector (-). Het gen en de Bluescript vector zijn beide geknipt met de restrictie-enzymen EcoRI en NotI.
Er is een reinstrijk gemaakt op een gedroogde Ampiciline-agarplaat van een EST kolonie. Deze plaat is geïncubeerd o/n bij 37°C. De volgende dag is er één kolonie geresuspendeerd in 2 ml LB + 2 μl Amp. Deze heeft geïncubeerd voor  8 uur bij 37°C. Vervolgens is er 50 μl bacteriesuspensie overgepipeteerd naar een 50 ml LB + 50 μl Amp. Deze heeft o/n geïncubeerd bij 37°C. De volgende dag is er een midiprep uitgevoerd m.b.v. een Invitrogen PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification Kit.
De concentratie is bepaald door de OD te meten. Het gen en de bluescript vector worden beide geknipt tijdens een incubatie van >2 uur bij 37°C. Dit gebeurt in 30 μl reactiemix bestaande uit 10 μg DNA of vector, 3 μl EcoRI (12 u/μl), 3 μl NotI (10 u/μl), 4μl Buffer 3 en x μl MilliQ. Digestie is gecontroleerd door 2 μl ongeknipt product en 3 μl geknipt product op een 1% agarose gel te zetten. Hierbij wordt tevens de groote van het insert bepaald. Na het opzuiveren met een Qiagen Purification kit wordt het insert in de Bluescript vector geligeerd. De hoeveelheid insert voor de ligatiereactie is berekend volgens de volgende formule: (40 ng vector x grootte insert (kb) / groote vector (kb)) x verhouding. De verhouding insert:vector is 3:1 of 6:1. Als controle is de geknipte vector zonder insert meegenomen. De ligatie gebeurd in 20 μl reactievolume bestaande uit 2 μl ligase buffer, 1 μl T4 ligase, vector, insert en MilliQ. Dit is geïncubeerd voor 1 uur bij kamertemperatuur.
Na de ligatie zijn de drie monsters (insert: vector 3:1, insert: vector 6:1 en vector) getransformeerd in DH15α cellen. De ligatieractie (5 μl) is toegevoegd aan de cellen en geïcubeerd voor 30’ op ijs. De cellen zijn daarna voor 60’’ bij 37°C gezet (heat-shock). Na HS is er 1 ml LB medium toegevoegd en zijn de cellen 30’ bij 37°C geïncubeerd. Na incubatie zijn de cellen afgedraaid voor 30’’ bij 9000 rpm. Het supernatant is afgegoten. De cellen zijn geresuspendeerd en op een LB-Amp plaat gezet met X-gal en IPTG, o/n geïncubeerd bij 37°C. De volgende dag zijn de witte kolonies aangeprikt en geresuspendeerd in 2 ml LB-Amp, o/n geincubeerd bij 37°C. De volgende dag is er een miniprep uitgevoerd m.b.v een Invitrogen PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification Kit.
Er is 5 μl DNA geknipt met 0.3 μl NotI en 0.3 μl EcoRI in 9.4 μl MilliQ voor 1 uur. Van het geknipte en het ongeknipte is 10 μl + 2 μl 5x LB op een 1% agarose gel gezet. Hiermee is gecontroleerd of het insert aanwezig is. 

Vervolgens is er een midiprep uitgevoerd en is de sequentie en orientatie bepaald met behulp van sequence-PCR. Het circulaire DNA wordt lineair gemaakt met het restrictie enzym EcoRI. Met een 1% agarose gel is vastgesteld of het hele inputmateriaal geknipt is. Het product is opgezuiverd met behulp van een Qiagen PCR purification kit. De concentratie is bepaald door de OD te meten. De synthese van de probe gebeurt volgens protocol Synthese van de DIG-probe (bijlage 5)



Figuur 9 pME18S-FL vector (http://www.rzpd.de/info/vectors/pME18S-FL_pic.shtml 
pBluescript en pGEM-Teasy vector
Een gen wat in een Bluescript of GEM-Teasy vector zit, kan meteen getransformeerd worden. De plasmide zijn op een papiertje gespot. Deze papiertjes zijn vervolgens opgelost in 50 μl MilliQ. Hiervan is 5 μl toegevoegd aan de DH15a cellen en geïncubeerd voor 30’ op ijs. De cellen zijn daarna voor 60’’ bij 37°C gezet (heat-shock). Na hs is er 1 ml LB medium toegevoegd en zijn de cellen 30’ bij 37°C geïncubeerd. Na incubatie zijn de cellen afgedraaid voor 30’’ bij 9000 rpm. Het supernatant is afgegoten. De cellen zijn geresuspendeerd en op een LB-Amp plaat gezet , o/n geïncubeerd bij 37°C. Aan het begin van de volgende dag is er van elke plaat een kolonie aangeprikt en geresuspendeerd in 2 ml LB-Amp, geincubeerd bij 37°C. Aan het einde van de dag is er 50 μl bacteriesuspensie overgepipeteerd in 50 ml LB + 50 μl Amp en geïncubeerd o/n bij 37°C. De volgende dag is er een midiprep uitgevoerd m.b.v een Invitrogen PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification Kit. Na de midiprep is de sequentie en orientatie bepaald met behulp van T7 en T3 primers volgens voorschrift. Het circulaire DNA wordt lineair gemaakt met een restrictie enzym. Met een 1% agarose gel is vast gesteld of het hele inputmateriaal geknipt is. Het product is opgezuiverd met behulp van een Qiagen PCR purification kit. De concentratie is bepaald door de OD te meten. De synthese van de probe gebeurt volgens protocol Synthese van de DIG-probe (bijlage 5)


Figuur 11: pGem-Teasy vector (https://fscimage.fishersci.com/ecat/F_Numbers/F30000_F39999/F33000_F33999/F33800_F33899/F33855~wl.jpg)
In Situ Hybridisatie

De ISH is uitgevoerd volgens protocol: ISH Denhardt (bijlage 6)

Het bevestigen van de microarray resulaten en het lokaliseren van de te onderzoeken genen is in één experiment uitgevoerd.

Binnen de groep Zivkovic worden de hersenen bestudeerd. Bij het maken van de foto’s en het bestuderen van de data zijn deze gebieden het belangrijkste.

Resultaten

Bevestigen fenotype BW41C mutanten

Er is een PCR uitgevoerd op 80 single embryo’s.

5/80 zijn de sequenties onbruikbaar

6/80 zijn heterozygoot

69/80 zijn mutant

DNA Microarray

Integrity check met behulp van de bioanalyzer.

Sample 1: Mutant #2862

Sample 2: duplo sample 1

Sample 3: Wildtype ABTL #2475

Sample 4:  Duplo sample 3

L: Marker



Figuur 12: Electroforese van samples 1-4 en een electrogram van samples 1 en 3. Bij samples 1- 4 zijn bij de elektroforese drie duidelijke bandjes te zien. In de electrogram zijn 4 pieken te zien. De eerste piek (L) is de marker piek. De volgende drie pieken komen overeen met de drie bandjes te zien in de electroforese.

De resultaten van de tweede array zijn vergelijkbaar.

Tabel 3: Overzicht van genen die up of down gereguleerd zijn in de Gnl2 mutant zebravis

	Gen
	Regulatie
	functie
	ref

	casp8
	+ 8.15
	apoptotisch gen
	4

	phlda3
	+ 5.83
	apoptotisch death receptor pathway
	7

	vrk2
	+ 4.33
	interactie tegen externe stimuli geinduceerde apoptose 
	8

	parp3
	+ 3.49
	modificeren nucleare eiwitten: DNA-repair en apoptose regulatie
	12

	bax
	+ 3.45
	pro-survival gen
	10

	foxo5
	+ 3.37
	proliferatie
	15

	ccng1
	+ 5.53
	celcyclus checkpoint
	3

	tp53
	+ 4.84
	oncogen
	6

	sesn3
	+ 6.61
	eiwitfamilie gereguleert door p53
	11

	mdm2
	+ 5.20
	regulatie eiwit van p53
	9

	zbtb16
	- 2.53
	tumor surpressor gen
	18

	igf2
	+ 4.24
	insulin-like groei factor
	-

	ctsB
	+ 33.95
	lysosomaal enzym
	1

	tnnt1
	+ 7.18
	regulatie contractie dwarsgestreept spierweefsel
	5

	gtpbp1l
	+ 4.12
	GTP binding protein
	-

	r-spondin
	+ 3.47
	?
	-

	mmp2
	+ 2.98
	breekt collageen en andere extracellulaire matrix componenten af
	16

	fst
	+ 2.48
	expressie in otic epithelium
	14

	lyrm1
	+2.35
	?
	-

	gnl2
	- 3.81
	regulatie nucleotide binding/ metabolisme
	17

	cyp17a
	-2.04
	glycine cleaviage multi-enzymen systeem
	20

	ensdart4535
	-2.44
	“ribosomaal eiwit L22 like 1”
	-

	upb1*
	+3.38
	the third enzyme of the pyrimidine degradation pathway and it catalyses the irreversible hydrolysis of N-carbamyl-ss-aminoisobutyric acid or N-carbamyl-ss-alanine to beta-aminoisobutyric acid or ss-alanine, ammonia, and CO2
	13

	CN504773*
	+3.28
	-
	-

	im:6911906*
	-2.14
	-
	-

	gldc*
	-1.95
	glycine cleavage multi-enzyme system
	19

	ptma*
	-1.66
	Gene and protein that promote cell growth 
	21


* zijn niet verder onderzocht omdat deze een te lage expressie hadden of niet van interesse.
ref: referentie bijlage 7

ISH: controle microarray en lokaliseren van genexpressie van de gevonden genen.
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Figuur 13a: Expressie van phlda3 in mutant

Figuur 13b: Expressie van phlda3 in sibling
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Figuur 14a: Expressie van vrk2 in mutant

Figuur 14b: Expressie van vrk2 in sibling
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Figuur 15a: Expressie van cyclin G1 in mutant

Figuur 15b: Expressie van cyclin G1 in sibling
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Figuur 16a: Expressie van p53 in mutant

Figuur 16b: Expressie van p53 in sibling
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Figuur 17a: Expressie van sesn3 in mutant

Figuur 17b: Expressie van sesn3 in sibling
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Figuur 18a: Expressie van mdm2 in mutant

Figuur 18b: Expressie van mdm2 in sibling
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Figuur 19a: Expressie van igf2 in mutant

Figuur 19b: Expressie van igf2 in sibling
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Figuur 20a: Expressie van tnnt1 in mutant

Figuur 20b: Expressie van tnnt1 in sibling
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Figuur 21a: Expressie van gtpbp1l in mutant

Figuur 21b: Expressie van gtpbp1l in sibling
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Figuur 22a: Expressie van r-spondin in mutant

Figuur 22b: Expressie van r-spondin in sibling
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Figuur 23a: Expressie van fst in mutant

Figuur 23b: Expressie van fst in sibling
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Figuur 24a: Expressie gnl2 in mutant


Figuur 24b: Expressie gnl2 in sibling
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Figuur 25a: Expressie van cyp17a in mutant

Figuur 25b: Expressie van cyp17a in sibling
[image: image29.emf]




[image: image30.emf]


Figuur 26a: Expressie van ensdart3545 in mutant
Figuur 26b: Expressie van ensdart3545 in sibling
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Figuur 27a: Expressie van cathepsin B in mutant

Figuur 27b: Expressie van cathepsin B in sibling

Duplo ISH
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Figuur 28a: Expressie van cathepsin B in mutant

Figuur 28b: Expressie van cathepsin B in sibling

ISH: Wnt-targetgen experiment

I: HSΔtcf:GFP


[image: image35]
Figuur 29: Expressie axin2 in de hsΔtcf:GFP (34 hpf)

[image: image36]
Figuur 30: Expressie gnl2 in de hsΔtcf:GFP (34 hpf)
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Figuur 31: Expressie gnl2 in de hsΔtcf:GFP (36 hpf)

II: Masterblind
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Figuur 32a: Expressie van gnl2 in 



Figuur 32b: Expressie van gnl2 in
Masterblind Mutant (48 hpf)




Masterblind Sibling (48 hpf)
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Figuur 33a: Expressie van axin2 in



Figuur 33b: Expressie van axin2 in 

Masterblind Mutant (48 hpf)




Masterblind Sibling (48 hpf) 

III: Walkman
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Figuur 34a: Expressie van gnl2 in



Figuur 34b: Expressie van gnl2 in 

Walkman Mutant (42 hpf)




Walkman Sibling (42 hpf)
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Figuur 35a: Expressie van axin2 in



Figuur 35b: Expressie van axin2 in 

Walkman Mutant (42 hpf)




Walkman Sibling (42 hpf) 

Conclusie
Bevestiging fenotype BW41C mutanten

(6/75) x 100% = 8% van de geisoleerde embryo’s zijn heterozygoot. Er kan gezegd worden dat waarschijnlijk 8% van de geisoleerde mutant embryo’s heterozygoot zijn.

Microarray

Tabel 4: Resultaten expressie microarray en ISH
	Genen
	Regulatie
	Expressie patroon

	
	Microarray
	ISH
	

	casp8
	+
	nb
	

	phlda3
	+
	+
	Toename dorsale expressie

	vrk2
	+
	+
	Toename hoeveelheid expressie

	bax
	+
	nb
	

	Foxo5
	+
	nb
	

	cyclin G1
	+
	+
	Toename expressie gehele embryo

	p53
	+
	?
	Geen duidelijk verschil expressie patroon

	sesn3
	+
	-
	Afname expressie ventrikels

	mdm2
	+
	+
	Toename expressie gehele embryo

	igf2
	+
	+
	Toename expressie gehele embryo

	cathepsin B
	+
	?
	Verschillende resulaten ISH

	tnnt1
	+
	+
	Toename expressie hersenen

	gtpbp1l
	+
	+
	Toename hoeveelheid expressie

	r-spondin
	+
	+
	Toename dorsale expressie

	mmp2
	+
	nb
	

	fst
	+
	+
	Toename dorsale expressie

	lyrm1
	+
	nb
	

	gnl2
	-
	-
	Afname expressie gehele embryo

	cyp17a
	-
	-
	Afname hoeveelheid expressie

	ensdart3545
	-
	-
	Afname dorsale expressie


nb: fenotype embryo’s na ISH niet bevestigd met sequencen.
Van de genen zbtb16 en parp3 is geen ISH uitgevoerd, omdat hiervan de sequentie niet bepaald kon worden.
Het gen cathepsin B geeft in de twee ISH verschillende resultaten. Er is voor een derde keer een ISH uitgevoerd op dit gen. Van deze ISH zijn de sequenties niet opgehelderd, waardoor er geen duidelijke conclusie te trekken is.
Wnt-targetgen experiment

De expressie van gnl2 lijkt in de mutant hsΔtcf:GFP dorsaal afgenomen. Tevens is de expressie van gnl2 in de Walkman mutant toegenomen. De expressie van gnl2 in de Masterblind mutant is echter afgenomen. Dit wijst erop dat gnl2 mogelijk wordt aangestuurd door een Wnt-targetgen, maar dat gnl2 geen directe Wnt-targetgen is.

Discussie
Bij het bevestigen van het fenotype is 8% als heterozygoot gegenotypeerd. Deze 8% procent geeft een fout weer die is meegenomen in de microarray. Omdat ze heterozygoot zijn bevatten ze een mutant allel en een wildtype allel. 

De PCR van de verschillende primers is uitgevoerd met een touchdown programma (td). Deze bestaat allereerst uit 30 cycli waarbij de annealing temperatuur begint bij 65°C en per cycli met 0.5°C omlaag gaat. Voor de meeste primers liep de PCR niet optimaal. Er is gekeken naar de annealing temperatuur en deze ligt gemiddeld rond de 55°C. Er is een td-PCR uitgevoerd met een start annealing temperatuur van 55°C.

Ondanks deze aanpassing bleef de opbrengst van de verschillende PCR experimenten laag. Dit maakt het sequencen moeilijk. Omdat het sequencen geen duidelijkheid gaf, is er gekozen voor het knippen met restrictie-enzymen. Dit is uitgevoerd op primers waarbij de sequentie nog onduidelijk waren. Er is bepaald met welk enzym geknipt moest worden voor elke primerset en wat hierbij de verwachte bandjes zijn. Er is een reactiemix gemaakt van 30 μl bestaande uit 10 μl PCR product, 3 μl restrictie-enzym, 3 μl buffer x en 14 μl MQ.

Bijlage 8 geeft weer welke restrictie enzymen er zijn gebruikt en welke bandjes ze geven.
Met de ISH is er per gen 5 mutant embryo’s en 15 sibling embryo’s gepooled. Na de ISH worden er foto’s genomen waarbij de hersenen van belang zijn. De staarten zijn er daarom afgesneden om te gebruiken voor sequencen. Voordat er foto’s gemaakt kunnen worden, moet eerst het fenotype bevestigd zijn. Voor de genen foxo5, lyrm1, bax, casp8 en mmp2 is dit niet bevestigd. Omdat het onzeker was of het aan de concentratie van het DNA lag, is er een experiment uitgevoerd met verschillende concentratie DNA. Op deze manier konden de fenotype tevens niet bepaald worden. Het is waarschijnlijk dat de kwaliteit van het DNA niet goed is waardoor het sequencen niet lukt.

Walkman en Masterblind mutant

Het is fout om aan te nemen dat er altijd een overexpressie zou zijn van een Wnt-targetgen in deze mutanten. Er is een ophoping van β-catenine en deze zal zich naar de nucleus verplaatsen om daar te binden aan TCF/Lef. De beperkende factor is het aantal bindingsplaatsen van TCF/Lef.

Beoordelen ISH foto’s

Van de meeste genen die onderzocht zijn, is het expressiepatroon niet specifiek voor een bepaald deel van het embryo. Soms is het verschil niet goed te zien op de foto’s. Tevens is de mate van kleuring sterk wisselend per ISH. Dit geldt in het bijzonder voor sesn3. Hierbij is een up regulatie gevonden met de microarray terwijl de ISH foto’s een down regulatie laten zien.
Aanbevelingen

De sequenties van de genen zbtb16 en parp3 moet uitgezocht worden, zodat deze kunnen worden bevestigd met een ISH.

Van de genen foxo5, lyrm1, bax, casp8, mmp2 is wel een ISH uitgevoerd. Na kleuring zijn de staarten geïsoleerd om het fenotype van de desbetreffende embryo’s te bevestigen met sequencen. Dit is niet geslaagd, maar het is belangrijk dat het genotype bevestigd wordt.
Omdat de mate van expressie moeilijk te bepalen is aan de hand van de ISH foto’s is het belangrijk om een RT-PCR uit te voeren. Hierbij is het belangrijk om vast te stellen dat er meer of minder RNA aanwezig is in de mutant embryo ten opzichte van de wildtype. Omdat de td-PCR voor de verschillende genen niet optimaal is, is het aan te raden om de PCR reactie te optimaliseren.
Om te bepalen of gnl2 een direct targetgen is, kan er onderzoek gedaan worden naar tcf/lef bindingsites. Een direct targetgen van Wnt heeft deze.
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Bijlage 1: PCR programma
PCR programma cartil1

	94°C
	
	1’
	

	94°C
	
	20’’
	

	65°C
	-0.5 °C/cycle
	30’’
	30 x

	72°C
	
	1’
	

	94°C
	
	20’’
	

	58°C
	
	30’’
	10x

	72°C
	
	1’
	

	72°C
	
	3’
	

	8°C
	
	∞
	


PCR programma cartil2

	94°C
	
	1’
	

	94°C
	
	20’’
	

	58°C
	
	40’’
	35 x

	72°C
	
	1’
	

	72°C
	
	3’
	

	8°C
	
	∞
	


PCR programma newseq 

	95°C
	
	1’
	

	95°C
	
	10’’
	

	50°C
	-0.5 °C/cycle
	5’’
	30 x

	60°C
	
	2’
	

	60°C
	
	2’
	

	8°C
	
	∞
	


PCR programma Touchdown
	94°C
	
	2’
	

	92°C
	
	45’’
	

	66°C
	-0.5 °C/cycle
	30’’
	30 x

	72°C
	
	60’’
	

	92°C
	
	45’’
	

	58°C
	
	30’’
	10x

	72°C
	
	60’’
	


	72°C
	
	3’
	

	8°C
	
	∞
	


Bijlage 2: RNA isolatie

1. Homogeniseer 40 embryo’s in 300 μl Trizol met de shredder (SSM) op ijs voor 20’’.

2. Voeg 700 μl Trizol toe.

3. Draai af bij 12000 g voor 10’ bij 4°C.

4. Pipeteer het supernatant over in een nieuw epje en voeg 200 μl chloroform toe.

5. Schudden voor 15’’ en laat staan voor 2’ bij kamertemperatuur.

6. Draai af bij 12000 g voor 15’ bij 4°C.

7. Pipeteer de aquafase (500 μl) over in een nieuwe ep en voeg 500 μl isopropanol toe.

8. Incubeer voor 10’ bij -20°C.

9. Vortex en draai af bij 12000 g voor 10’ bij 4°C.

10. Verwijder het supernatant en resuspendeer het pellet met 400 μl 70% EtOH.

11. Vortex en draai af bij 7500 g voor 5’ bij 4°C.

12. Verwijder de EtOH en droog het pellet.

13. Los het pellet op in 35 μl MilliQ.

14. Meet de concentratie RNA en bewaar bij -80°C.
Bijlage 3: cRNA zuivering

1. Voeg 20 μl MilliQ toe aan de cRNA monster om een eindvolume van 100 μl te krijgen.
2. Voeg 350 μl RLT buffer toe en vortex.

3. Voeg 250 μl ethanol toe en meng met de pipet.

4. Breng 700 μl over naar een RNeasy column in een 2 ml collection tube.

5. Centrifugeer bij 13.000 rpm voor 30’’.

6. Verwijder het supernatant en neem een nieuwe collection tube.

7. Voeg 500 μl RPE buffer toe en draai af bij 13.000 rpm voor 30’’.

8. Verwijder het supernatant en gebruik dezelfde collection tube.

9. Herhaal stap 7 met nieuwe 500 μl RPE buffer.

10. Breng de RNeasy column over naar een 1.5 ml collection tube.

11. Breng 30 μl MilliQ direct aan op de membraan.

12. Laten staan voor 1’ en draai af bij 13.000 rpm voor 1’.

13. Herhaal satp 11 en 12.

14. Bewaar de monsters bij -80°C.

Bijlage 4: Overzicht van de ontwikkelde probes
1. Probes ontwikkeld m.b.v. primers op exonen.

	Naam
	Sequentie
	Input

	phlda3T7F
	5’-taatacgactcactataggatttctcagcccagacg-3’
	DNA

	phlda3T3R
	5’-aattaaccctcactaaagggatgagtgcacactccaaatg-3’
	

	vrk2T7F
	5’-taatacgactcactatagggtttatgagggcaagacctg-3’
	DNA

	vrk2T3R
	5’-aattaaccctcactaaagggtttatttcagcccatcactg-3’
	

	R-spondinT7F
	5’-taatacgactcactataggcgccagctcctcttctc-3’
	DNA

	R-spondinT3R
	5’-aattaaccctcactaaagggccgtctctgtcttcttgc-3’
	

	Ensdart4535T7F
	5’-taatacgactcactatagggtgcttgctggaagttcac-3’
	cDNA

	Ensdart4535T3R
	5’-aattaaccctcactaaagggtcattcatcagcatcagactc-3’
	

	Bax3_4_5T7F
	5’-taatacgactcactataggtgtgtatgagcgtgttcgtc-3’
	cDNA

	Bax3_4_5T3R
	5’-aattaaccctcactaaagggaggacatcgtccagcttatg-3’
	

	casp8.1T7F
	5’-taatacgactcactataggtcacgagattgatgagaacc-3’
	cDNA

	casp8.1T3R
	5’-aattaaccctcactaaagggtaggctgagacacctttacg-3’
	

	Fst2_3_4T7F
	5’-taatacgactcactataggactgctggcttcaacagg-3’
	cDNA

	Fst2_3_4T3R
	5’-aattaaccctcactaaagggcatatgccacgccgatg-3’
	

	zbtb16T7F
	5’-taatacgactcactataggggaacagccaacattacactc-3’
	DNA

	zbtb16T3R
	5’-aattaaccctcactaaagggggacatgtgcaaggatgag-3’
	

	lyrm1T7F
	5’-taatacgactcactatagggaaacaagccaaaccagtg-3’
	DNA

	lyrmT3R
	5’-aattaaccctcactaaagggtggtccatgcttagtcatttc-3’
	

	mmp2T7F
	5’-taatacgactcactataggtcacagctacttcttcaaagactc-3’
	DNA

	mmp2T3R
	5’-aattaaccctcactaaagggcatagtgacaaagtgcacaaag-3’
	

	foxo5T7F
	5’-taatacgactcactataggaactccatccggcataac-3’
	DNA

	foxo5T3R
	5’-aattaaccctcactaaaggggcacccaactatgattggac-3’
	

	cyp17a1T7F
	5’-taatacgactcactataggcctgtcggctcgctaac-3’
	DNA

	cyp17a1T3R
	5’-aattaaccctcactaaagggtttgatcaggatctccttcg-3’
	

	parp3.1T7F
	5’-taatacgactcactataggaatgatgcattggagaacc-3’
	cDNA

	parp3.1T3R
	5’-aattaaccctcactaaaggggggtgcctttcttaagctg-3’
	

	gtpbp1lT7F
	5’-taatacgactcactataggggcggttgtagggaatg-3’
	cDNA

	gtpbp1lT3R
	5’-aattaaccctcactaaagggcattagcatgcagaaatcc-3’
	

	tnnt1T7F
	5’-taatacgactcactataggatgtgcgacaccgaagag-3’
	DNA

	tnnt1T3R
	5’-aattaaccctcactaaaggggatggtcacttactcgattcc-3’
	

	igf2T7F
	5’-taatacgactcactataggtgcgctcactgatagtcttc-3’
	cDNA

	igf2T3R
	5’-aattaaccctcactaaagggcttgtgaagagcctgtgac-3’
	


2. Kloneren EST
Ctsb gelineariseerd met EcoRI, T3 polymerase geeft α-probe
3. Bluescript en pGEM-Teasy vector

Cyclin G1 
gelineariseerd met SalI, T7 polymerase geeft α-probe

mdm2 

gelineariseerd met PstI, T7 polymerase geeft α-probe

sesn3

gelineariseerd met PstI, T3 polymerase geeft α-probe

p53

gelineariseerd met BamHI, T3 polymerase geeft α-probe 

Bijlage 5:  Synthese van de DIG-probe
Digoxigenen-UTP mRNA mix

	DNA
	1 μg

	MilliQ
	x μl

	0.1 M DTT
	2 μl

	10x DIG RNA labeling mixture*
	2 μl

	BSA
	2,5 μl

	5x Transcriptiebuffer
	4 μl

	Sp6/T7/T3 polymerase*
	2 μl

	Rnase inhibitor*
	1 μl

	Totaal
	20 μl


* Op ijs houden
1. Incubeer tenminste 2 uur bij 37°C.

2. Voeg 1 μl DNase toe.

3. Incubeer 15’ bij 37°C.

4. Voeg 2,5 μl 0.2 M EDTA toe om de reactie te stoppen. Vortex.

5. Precipiteer door 2,5 μl 4 M LiCl en 75 μl 100% EtOH toe te voegen.

6. Precipiteer o/n bij -20°C of 30’ bij -80°C.

7. Centrifiguur bij 4°C voor 25’, 12000 rpm.

8. Zet de monsters op ijs en verwijder het supernatant.

9. Voeg 100 μl koude 70% EtOH toe.

10. Centrifugeer bij 4°C voor 15’, 12000 rpm.

11. Verwijder het supernatant en droog het pellet m.b.v. de speedvac (max. 3’)

12. Los het pellet op in 24 μl MQ + 1 μl Rnase inhibitor.

13. Meet de OD van 2,5 μl oplossing in 97,5 μl MQ.(verdunnning 1:40)

14. Voeg vervolgens 22,5 μl hybridisatie buffer toe. (conc. = OD/2)
15. Neem 0,5 μl monster, voeg 5 μl RNA loading buffer toe. Zet bij 70°C voor 5’.

16. Opslag: -80°C.
Bijlage 6: In Situ Hybridisatie Denhardts protocol

Dag 1:


Materialen

· 33% methanol (33%methanol + 66 % PBS-T)

· 66% methanol (66% methanol + 33% PBS-T)

· PBS-T (PBS met 0.1% Tween-20)

· Proteinase K (20 mg/ml) (embryo’s> 24 hpf)

· PFA (0.1 M phosphate buffer, 4% sucrose en 0.15 mM CaCl2)

· Verse hybridisatie mix

· Schudwaterbad 60°C

· Hitteblok 70°C

· Embryo’s opgeslagen in 100% methanol

· Antisense RNA probe

Methode

Incubeer alles op kamertemperatuur (KT) indien anders staat aangegeven.

1. Verwijder de vloeistof en voeg 66% methanol toe, incubeer 5’.

2. Verwijder de vloeistof en voeg 33% methanol toe, incubeer 5’.

3. Was de embryo’s 4 x met PBS-T voor 5’.

4. Maak een proteinase K oplossing: 0.5 μl prot. K/ml PBS-T. 

(Aantal buisjes/ 2 * 0.5 μl = aantal μl prot. K)

5. Voeg per buisje 500 μl prot. K toe en incubeer bij 37°C volgens de volgende tijden:

6. Verwijder de prot. K en voeg 0.5 ml PFA toe. Incubeer voor 20’.

7. Was de embryo’s 2x met PBS-T voor 5’.

8. Verwijder de PBS-T en voeg per buisje 500 μl Hybridisatie mix toe. Incubeer 2 to 5 hr bij 60°C.

9. Maak probe oplossing: 600 ng probe/ml PBS-T.

(Aantal buisjes/2 *(600/conc probe) = aantal μl probe)

10. Denatureer de probemix voor 10’ bij 70°C. (doe dit 10’ voor toevoegen probe)

11. Verwijder de hybmix en bewaar voor dag 2.

12. Voeg per buisje 500 μl probemix toe.

13. Hybridiseer O/N bij 60°C.

Dag 2:

Materialen

· Hybmix dag 1

· SSC 2 x en 0.2 x

· PBS-T

· Blocking solution (5% Lamb serum, 1% DMSO in PBS-T en 2 mg/ml BSA)

· Anti-DIG

· Aluminumfolie

· Schudwaterbad 60°C

· Waterbad 70°C.

Methode

1. Verwarm de hybmix, SSC 2x en de SSC 0.2x voor bij 70°C.

Neem voor het wassen max. 6 buisje ter voorkoming dat de buisjes te koud worden.

2. Verwijder de vloeistof en voeg 500 μl hymix toe.

3. Voeg 250 μl SSC 2x toe en incubeer 15’ bij 60°C.

4. Voeg 250 μl SSC 2x toe en incubeer 15’ bij 60°C.

5. Voeg 250 μl SSC 2x toe en incubeer 15’ bij 60°C.

6. Verwijder de vloeistof en voeg 500 μl SSC 0.2x toe, incubeer 30’ bij 60°C.

7. Verwijder de vloeistof en voeg 500 μl SSC 0.2x toe, incubeer 30’ bij 60°C.

8. Verwijder de vloeistof , voeg 500 μl SSC 0.2x toe en 250 μl PBS-T, incubeer 5’ bij KT

9. Voeg 250 μl PBS-T toe, incubeer 5’ bij KT

10. Voeg 250 μl PBS-T toe, incubeer 5’ bij KT

11. Verwijder de vloeistof en voeg  500 μl PBS-T toe, incubeer 5’ bij KT

12. Maak de blocking solution.

13. Voeg per buisje 500 μl blocking solution en bewaar de rest. Incubeer 2 hr bij KT

14. Maken de Anti-DIG oplossing. Voeg 1:2000 Anti-DIG toe aan de overgebleven blocking solution.

15. Pak de buisjes in aluminiumfolie.

16. Incubeer O/N bij 4°C.


Dag 3

Materialen

· PBS-T

· PBS-T/ 1 mM EDTA

· Verse AP-buffer

· NBT

· BCIP

· 25 wells plaat

Methode

1. Was de buisjes 8 x met PBS-T (in het donker) voor 15’.

2. Maak AP-buffer

3. Was 2x met AP-buffer voor 5’

4. Was met AP-buffer voor 15’.

5. Maken staining solution: Nodig 500 μl/well met de concentraties 3.4 μl/ml NBT en 3.5 μl/ml BCIP (NIET schudden!)

6. Voeg per well 500 μl staining solution toe.

7. Bekijk de reactie onder de microscoop om de 30’.

8. Als de kleuring goed is verwijder de vloeistof en voeg 500 μl PBS-T toe.

9. Was 3x met PBS-T

10. Verwijder de vloeistof en voeg per well 500 μl PBS-T/ 1 mM EDTA toe en bewaar bij 4°C. Voor langdurige opslag gebruik PBS-T/ 1 mM EDTA/ 0.2 % PFA
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Bijlage 8: PCR producten knippen met restrictie enzymen om zo het product te bevestigen
	PCR product
	Restrictie enzym
	Verwachte bandjes
	Gevonden bandjes
	buffer

	Cyp17a
	HinfI
	149, 128 en 96 bp
	± 150 bp
	2

	Igf2
	EcoRV
	264 en 44 bp
	± 260 en ± < 100 bp
	3

	Lyrm1
	NciI
	615 en 267 bp
	± 600 en ± 260 bp
	4

	Mmp2
	ScaI
	524 en 397 bp
	± 520 en ± 400 bp
	2

	Zbtb16
	PvuII
	553 en 321 bp
	nb
	2

	Bax
	BglII
	216 en 133 bp
	± 210 bp
	2

	Casp8
	PvuII
	235 en 43 bp
	± 240 bp
	2

	Foxo5
	SmaI
	925 en 491 bp
	± 1500,  ± 900 en ± 480 bp
	4

	Tnnt1
	XhoII
	551 en 274 bp
	± 805, ± 510 en ± 200 bp
	4

	Gtpbp1l
	HincII
	187 en 158 bp
	± 164 ± <164 bp
	2

	R-spondin
	DraIII
	172 en 133 bp
	± 300 bp
	1

	Parp3
	HinfI
	141 en 119 bp
	nb
	2


nb: niet bevestigd
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AP- buffer (100 ml)





�
�
�
10 ml Tris HCl pH 9.5 1 M�
�
�
5 ml MgCl2 1 M�
�
�
2 ml NaCl 5 M�
�
�
5 mg Heparine�
�
�
100 μl Tween-20�
�
�
0.12 g levamisole�
�
�
�
�
�
Vul aan tot 100 ml met MilliQ�
�









Leeftijd (hpf)�
Incubatietijd (min)�
�
24�
20�
�
30�
25�
�
36�
30�
�
48�
40�
�
72�
60�
�






Hybridisatie mix (50 ml)





�
Eindconcentratie�
�
25 ml formamide (100%)�
50%�
�
12.5 ml SCC 20x�
5x�
�
0.5 ml 100 mg Yeast RNA�
1 mg/ml�
�
5 mg Heparine�
100 μg/ml�
�
0.5 ml Denhardts 100x�
1x�
�
50 μl Tween-20�
0.1%�
�
0.05 g Chaps�
0.1%�
�
0.5 ml EDTA 0.5 M�
5 mM�
�
�
�
�
Vul aan tot 50 ml met MilliQ�
�
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Figuur 10 pBluescript II SK (-) vector 
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