[image: image1.jpg]



[image: image37.emf]HEK293 Tet-on op gedelipideerd medium 

 Ratio Luc/Bgal

48 uur

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

140000

1

verschillende media

Relatieve light Units (RLU)

DMEM 10% FCS

DMEM 10% FCS + sterol

DMEM 10% sterol vrij FCS

DMEM 10% sterol vrij FCS +

sterol


Academisch Medisch Centrum (AMC) te Amsterdam

Genetische Metabole Ziekten (GMZ)

Afstudeeropdracht:

 Adee Bodewes

2006-2007

Begeleider(s): 

Dr. H.R Waterham

Mevr. M. Turkenburg

Voorwoord

In het vierde jaar van de opleiding Life Sciences, Moleculaire Biologie aan de Hogeschool Utrecht, vindt er een afstudeerstage plaats van een periode van 7 maanden. Deze afstudeerstage heeft plaatsgevonden op het laboratorium Genetische Metabole Ziekten (GMZ) in het Academisch Medisch Centrum (AMC) te Amsterdam. Deze afdeling doet onder andere onderzoek naar de cholesterol metabolisme, waar dit onderzoek deel van uit maakt.

In dit verslag staat beschreven de achtergrond informatie omtrent de experimenten, welke experimenten zijn gedaan met de daarbij horende resultaten, materiaal/methode en conclusie/discussie. 

Samenvatting
Cholesterol is belangrijk voor de cel voor de aanmaak van celmembranen, gal en vitamines. De genen die betrokken zijn bij de cholesterol synthese worden gereguleerd door Sterol Regulatory Element- Binding Proteins (SREBPs). Er zijn drie SREBPs bekend: SREBP-1a, -1c, -2. SREBP is een membraan gebonden transcriptie factor en zit gebonden aan SREBP Cleavage Activating Protein (SCAP) in het endoplasmatisch reticulum (ER). SCAP is zowel een sensor voor sterolen als een transport eiwit voor SREBP. Zodra het cholesterol niveau daalt in de cellen, zal SCAP gebonden aan SREBP migreren richting het Golgi apparaat, waar SREBP geknipt wordt door twee proteasen. Dit zorgt er voor dat het transcriptie domein van SREBP los komt van het membraan, wat in de kern kan binden aan de Sterol Response Element (SRE) in de promoter regio van de target genen en transcriptie activeren. Een belangrijk mechanisme om het cholesterol niveau te coördineren is de feedback repressie van het low-density-lipoprotein (LDL) receptor gen. Als het cellulair cholesterol niveau stijgt, zal er minder cholesterol geïmporteerd worden, wat er voor zorgt dat de transcriptie van genen voor de LDL- receptor en de cholesterol biosynthese enzymen verminderen. Echter als het cholesterol niveau daalt, zal de expressie van de LDL- receptor en de cholesterol biosynthese enzymen toenemen.
Het Tet-on gen expressie systeem is ontwikkeld om de gen expressie te kunnen reguleren. In dit verslag is beschreven hoe het genereren van een induceerbare Tet-on gen expressie systeem tot stand is gekomen, waarbij de SREBP expressie nauwkeurig geïnduceerd kan worden door middel van de induceerbare stof doxycycline. 

Er is gekeken naar de mogelijke regulatie van de Enoyl-Coenzyme A hydratase/3-hydroxyacyl Coenzyme A dehydrogenase (EHHADH) promoter door SREBP op moleculair niveau. Tevens is er ook onderzoek uitgevoerd naar de mogelijke SRE- site van de EHHADH promoter.
Summary

Cholesterol is important for the cell, for the synthesis of cell membranes, bile and vitamins. The genes that are involved in the cholesterol synthesis are regulated by Sterol Regulatory Element-Binding Proteins (SREBPs). There are three SREBPs known: SREBP-1a, -1c, -2. SREBP is a membrane bound transcription factor and is bound to SREBP Cleavage Activating Protein (SCAP) in the endoplasmatic reticulum (ER). SCAP is both a sensor for sterols as a transporter protein for SREBP. When the level of cholesterol decreases in the cells, SCAP bounded to SREBP will be directed towards the Golgi apparatus, where SREBP will be cut by two proteases. This causes the separation of the transcription domain of the SREBP from the membrane, so that it can be bound to the Sterol Response Element (SRE) in the promoter regions of the target genes in the nucleus and activate transcription. An important mechanism to coordinate the cholesterol level is the feedback repression of the low-density-lipoprotein (LDL) gene. If the cellular cholesterol increases, there will be less cholesterol imported and the transcription of genes for the LDL receptor and the cholesterol biosynthesis enzymes decreases. If the level of cholesterol decreases, the expression of the LDL receptor and the cholesterol biosynthesis enzymes increases.

The Tet-on gene expression system is developed to regulate the gene expression. In this paper the generation of an inducible Tet-on gene expression system is described, in which the SREBP expression can be precisely induced by the inducible component doxycycline.

There has been looked at the possible regulation of the Enoyl-Coenzyme A hydratase/3-hydroxyacyl Coenzyme A dehydrogenase (EHHADH) promoter by SREBP on molecular level. Furthermore a study has been performed at the possible SRE-site of the EHHADH promoter.
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Introductie
Cholesterol
Cholesterol is een sterol, een combinatie van een steroïde en alcohol. Cholesterol is een vetachtige stof dat dient als grondstof bij de opbouw van de celwand en belangrijke stoffen, zoals hormonen, galzouten en vitamines. Cholesterol wordt voornamelijk gemaakt in de lever, bijnieren, darmen en testes. Een klein gedeelte wordt rechtstreeks uit de voeding opgenomen.
Vetachtige stoffen, zoals cholesterol, kunnen niet in water oplossen. Hierdoor wordt cholesterol via lipoproteïnen door het bloed getransporteerd. Lipoproteïnen zijn kleine vetbollen bestaande uit triglyceriden (vet) en cholesteryl esters, die zijn ingekapseld door fosfolipiden, cholesterol en apolipoproteïnen. De indeling van de lipoproteïnen is gemaakt op basis van grootte. Grote lipoproteïnen met een relatief laag soortelijk gewicht worden low-density-lipoproteïne (LDL) genoemd. Kleine lipoproteïnen met een relatief hoog soortelijk gewicht worden high-density-lipoproteïne (HDL) genoemd. Het LDL transporteert het cholesterol vanaf de lever naar alle delen van het lichaam, waar het door de cellen kan worden gebruikt. Het HDL transporteert het teveel aan cholesterol naar de lever, waar het wordt omgezet in galzout. Via de gal komt het in de darmen terecht, waar het teveel aan cholesterol vervolgens via de ontlasting worden uitgescheiden. Een te hoog cholesterolgehalte kan op den duur dichtslibben van slagaders tot gevolg hebben (atheromateuze plaques). Hierdoor wordt de bloedtoevoer naar de organen, bijvoorbeeld het hart of de hersenen, verminderd en kan een hartinfarct, een beroerte of een andere vaatziekte tot gevolg hebben. (13, 14)
[image: image11.wmf]A.          HEK293 Tet-on + pTRE-tight SREBP 1a/1c/2
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Figuur 1: Molecuul structuur van cholesterol
Cellen verkrijgen cholesterol door middel van opname van exogeen cholesterol of door de novo synthese. Exogeen cholesterol wordt gereguleerd via opname van low-density- lipoproteïne partikels, die beschikbaar zijn in het plasma door de low-density-lipoprotein (LDL) receptor. Een belangrijk mechanisme om het cholesterol niveau te coördineren is de feedback repressie van het LDL receptor gen. Wanneer het cholesterol niveau laag is in de cellen, zullen de LDL receptors, gelegen op de celoppervlakte, binden aan LDL en zal via receptor-gemedieerde endocytose in de cel worden gebracht. Het LDL-partikel wordt getransporteerd naar de lysosomen, waar de cholesteryl esters worden gehydrolyseerd. De vrije cholesterol moleculen kunnen worden gebruikt door de cel voor de synthese van het plasmamembraan, galzuren en steroïde hormonen. Wanneer het cellulair cholesterol niveau stijgt, zal er minder cholesterol geïmporteerd worden, wat er voor zorgt dat de transcriptie van de LDL receptor gen wordt onderdrukt. Met behulp van dit proces, wordt de concentratie LDL in het bloed op een bepaald niveau gehouden om aanmaak van atheromateuze plaques te voorkomen. 

De gen expressie van de LDL receptor, maar ook van HMG-CoA synthase, farnesyl diphosphate synthase, squalene synthase, wordt gereguleerd door het 10 basenparen grootte sterol responsieve component, Sterol Respons Element-1 (SRE-1).(2,12,13) 
Cholesterol Biosynthese

Cholesterol, dat 27 koolstofatomen bevat (zie fig.1) en gemaakt wordt uit acetyl-CoA, is het eindproduct van de isoprenoid biosynthese route in het cytosol. (zie fig.2) 

De eerste stap van de cholesterol synthese is de formatie van 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA (3-HMG-CoA) van acetyl-CoA en acetoacetyl CoA. Vervolgens wordt 3-HMG-CoA gereduceerd tot mevalonaat door het enzym HMG-CoA reductase. Mevalonaat wordt geconverteerd in 3-isopentenyl pyrophosphate. Isopentenyl-pyrophoshate isomerase zorgt voor de vorming van dimethyllal pyrophosphate. Farnesyl-geranyl pyrophosphate synthase zet dimethyllal pyrophosphate samen met isopentenyl-pyrophoshate om in geranyl pyrophosphate. Vervolgens wordt geranyl pyrophosphate omgezet in farnesyl pyrophosphate. Squalene wordt gesynthetiseerd door farnesyl pyrophosphate. De laatste stap van de cholesterol biosynthese wordt squalene geconverteerd in squalene epoxide en vervolgens in lanosterol. Verschillende enzym reacties zorgen voor de demethylering, decarboxylering en migratie van lanosterol, wat resulteert in cholesterol. (5)
[image: image12.wmf]B.         HEK293 Tet-on + pTRE-tight/-Luc
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Figuur 2: Overzicht Isoprenoid biosynthese route. 

Sterol Regulatory Element-Binding Protein (SREBP)
De biosynthese van cholesterol wordt gereguleerd door een homeostatisch mechanisme. Het voornaamste regulatie mechanisme is het waarnemen van intracellulair cholesterol in het ER door het eiwit Sterol Regulatory Element-Binding Protein (SREBP).
SREBPs zijn membraangebonden transcriptie factoren en activeren de expressie van meer dan 30 genen, die een rol spelen in de synthese en opname van cholesterol, vetzuren, triglyceriden, fosfolipiden en de NADPH cofactor, die nodig is voor de synthese van deze moleculen. In de lever reguleren de SREBPs de productie van lipiden voor export in het plasma als lipoproteinen en in het gal als micellen.(4,6,7)
Activatie van de SREBP

SREBPs behoren tot de basic helix-loop-helix-leucine zipper (bHLH-Zip) familie van transcriptie factoren. De SREBPs verschillen van de andere bHLH-Zip eiwitten, doordat de SREBPs gesynthetiseerd worden als inactieve voorloper eiwitten gebonden aan het endoplasmatisch reticulum (ER). 

De SREBPs hebben een gemeenschappelijk structuur, wat bestaat uit 3 domeinen: een NH2 –terminaal transcriptie domein; een hydrofoob deel in het midden van ~ 80 aminozuren bestaande uit twee hydrofobe transmembraan delen en een COOH-terminaal regulatie domein ~590 aminozuren, wat een essentieel regulatie functie heeft. (zie Structuur van SREBP)

Om de kern te bereiken en te kunnen reageren als transcriptie factor moet het NH2 –terminaal domein van elke SREBP proteolitisch verwijderd worden van het membraan.

Drie eiwitten zijn nodig voor de voortgang van de SREBP. Het escort eiwit SREBP cleavage-activating protein (SCAP) en twee proteasen; Site-1 protease (S1P) en Site-2 protease (S2P). Gesynthetiseerde SREBP hecht zich in het membraan van het ER waar het COOH-terminaal regulatie domein bindt aan het COOH-terminaal regulatie domein van SCAP. SCAP is een escort eiwit voor SREBP, maar ook een sensor voor sterolen. Wanneer het cholesterol niveau daalt in de cel, zal het gevormde SCAP/SREBP complex migreren van het ER naar het Golgi apparaat. In het Golgi apparaat knipt S1P, een membraangebonden protease, SREBP in de luminale loop tussen de twee transmembraan segmenten, waardoor SREBP in tweeën wordt gesplitst. Het NH2 –terminaal bHLH-Zip domein komt los van het membraan door een tweede membraangebonden protease, S2P. Het NH2-terminale bHLH-Zip domein, genaamd nucleair SREBP (nSREBP), verplaatst zich naar de kern, waar het de transcriptie activeert door te binden aan het Sterol Respons Element-1 (SRE-1) in de promoter regio van de verschillende target genen.


Wanneer het cholesterol niveau stijgt in de cel, bindt cholesterol aan SCAP, waardoor er conformatie optreedt van SCAP. Hierdoor kan SCAP gebonden aan SREBP niet meer richting het Golgi apparaat migreren en zal in het ER membraan blijven zitten. Hierdoor zal SREBP geen toegang meer hebben tot S1P en S2P in het Golgi apparaat, waardoor het NH2 –terminaal bHLH-Zip domein niet zal worden vrijgemaakt van het membraan en de transcriptie van de target genen stopt. (zie fig.3) (1, 4, 6, 7,  9, 10, 12)
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Figuur 3: Schema van de sterol- gemedieerde proteolytische vrijlating van SREBPs van het membraan.

SCAP is een sensor voor sterolen en een escort eiwit voor SREBP. Wanneer in de cellen het sterol gehalte is verlaagd, zal SCAP SREBP transporteren richting het Golgi apparaat. In het Golgi apparaat wordt SREBP geknipt door twee proteasen, S1P en S2P, die er voor zorgen dat het NH2-terminaal bHLH-Zip domein los komt van het membraan. Vervolgens gaat het NH2-terminaal bHLH-Zip domein richting de kern, waar het bindt aan het Sterol Response Element -1 (SRE-1) in het promoter regio van de target genen, waardoor de transcriptie wordt geactiveerd. Wanneer het cellulair cholesterol stijgt, zal het SCAP/SREBP complex niet richting het Golgi apparaat worden getransporteerd. SREBP zal het Golgi apparaat niet bereiken ,waardoor het NH2-terminaal bHLH- Zip domein niet wordt losgemaakt van het membraan en transcriptie van de target genen niet plaatsvindt. (6)
Structuur van SREBP

Het NH2 –terminaal domein van ~ 480 aminozuren begint met een zuur-domein wat vergelijkend is met de zuur-domeinen van vele andere transcriptie activators. Wanneer dit deel wordt verwijderd in transfectie studies, behouden de eiwitten nog wel het vermogen om te binden aan de relevante DNA sequenties, maar verliezen de mogelijkheid om de transcriptie te activeren. Het zure NH2 –terminaal domein in humaan SREBP-1a bestaat uit 42 aminozuren, waarvan er 12 zuur zijn. In humaan SREBP-2 bestaat het domein uit 48 aminozuren, daarvan zijn er 14 zuur en in SREBP-1c bestaat het domein uit 24 aminozuren, waarvan er 6 zuur zijn. De kortere coderings regio van het eerste exon van SREBP-1c zorgt voor een korter zuur-domein, waardoor SREBP-1c een zwakkere transcriptie activator is dan SREBP-1a of SREBP-2.


Het zure NH2 –terminaal domein wordt vervolgd door een deel rijk aan proline, glycine, serine en glutamine sequenties, welke verschillen tussen SREBP-1a/c en SREBP-2. Deze sequenties worden vervolgd door een bHLH-Zip sequentie. De SREBPs onderscheiden zich van andere bHLH-Zip eiwitten door het unieke deel wat volgt na de bHLH-Zip regio. Deze bestaat uit: 1) een hydrofoob membraan-bedekkend deel van ~ 22 aminozuren, 2) een hydrofiel lumenale loop van ~ 31 aminozuren, 3) een tweede hydrofoob membraanbedekkend deel van ~ 22 aminozuren en 4) een lang COOH-terminaal deel, wat nodig is voor de sterol regulerende splitsing. (zie fig. 4) (4, 6, 9 ,10, 11, 12)
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Figuur 4: Schematisch weergave van de structuur van humaan SREBP-1a en SREBP-2. SREBP-1c is niet getoond, omdat deze vergelijkbaar is met SREBP-1a, behalve dat SREBP-1c een korter NH2 –terminaal domein heeft. (24 aminozuren in SREBP-1c versus 42 aminozuren in SREBP-1a ) (4)
Isovormen van SREBP

Er zijn drie SREBP isovormen bekend, SREBP-1a, -1c, -2. SREBP-2 wordt gecodeerd door een gen wat ligt op het humane chromosoom 22q13. SREBP-1a en -1c worden beiden gecodeerd door hetzelfde gen wat ligt op het humane chromosoom 17p11.2. Beide ontstaan door alternatieve transcriptie start sites, wat zorgt voor een alternatieve vorm van exon 1. 

SREBP-1a activeert alle SREBP target genen, die een rol spelen bij de synthese van cholesterol, vetzuren en triglyceriden. SREBP-1c activeert voornamelijk de target genen die een rol spelen bij de vetzuursynthese en niet bij de cholesterol synthese. SREBP-2 activeert alle target genen die een rol spelen bij de cholesterol synthese. Echter, bij expressie hoger dan fysiologisch niveau, kunnen alle drie SREBP isovormen alle enzymen activeren. (zie fig. 2 en 5) SREBP-1a en SREBP-2 zijn de voornamelijk aanwezige isovormen van SREBP in de meeste cultuur cellijnen, terwijl SREBP-1c en SREBP-2 voornamelijk voorkomen in de lever en de meeste weefsels. 

SREBP-2 target genen zijn onder andere genen voor de enzymen HMG-CoA synthase, HMG-CoA reductase, farnesyl diphosphate synthase, squalene synthase en voor de LDL receptor, wat zorgt voor de opname van LDL en cholesterol. SREBP-1c target genen zijn onder andere genen voor de enzymen die betrokken zijn bij de vetzuursynthese, zoals ATP citrate lyase, acetyl-CoA carboxylase en vetzuur synthase. SREBP-1c en SREBP-2 activeren ook drie genen die nodig zijn voor het genereren van NADPH, welke wordt verbruikt tijdens verschillende stappen van het cholesterol biosynthese. (zie fig. 5) (4, 6, 9, 11, 12)
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Figuur 5: Overzicht van de target genen van de SREBPs. Dit diagram geeft de metabole tussenproducten weer in de synthese route van cholesterol, vetzuren en tryglyceriden. In vivo activeert SREBP-2 voornamelijk de genen die betrokken zijn bij de cholesterol synthese, in tegenstelling tot SREBP-1c die voornamelijk de genen activeert die betrokken zijn bij de vetzuur en tryglyceriden synthese.

DHCR, 7-dehydrocholesterol reductase; FPP, farnesyl diphosphate; GPP, geranylgeranyl pyrophosphate sythase; CYP51, lanosterol 14α-demethylase; G6PD, glucose-6-phosphate dehydrogenase; PGDH, 6-phoshogluconate dehydrogenase; GPAT, glycerol-3-phosphate acyltransferase.  (4)
Tet-off /Tet-on Gen Expressie Systeem

Het Tet-off /Tet-on gen expressie systeem is ontwikkeld om de gen expressie te kunnen reguleren. In het Tet-off systeem wordt de gen expressie aangezet door middel van het verwijderen van tetracycline of doxycycline uit het kweekmedium. In tegenstelling tot het Tet-off systeem, wordt de expressie in het Tet-on systeem aangezet door toevoeging van doxycycline aan het kweekmedium en niet tetracycline. In beide systemen kan de gen expressie nauwkeurig worden gereguleerd door de concentraties tetracycline en doxycycline te variëren. 

In Escherichia coli (E-coli) blokkeert het Tet repressor eiwit (TetR) de transcriptie van genen van het tetracycline resistentie operon door te binden aan de tet operator sequenties (tetO) in afwezigheid van tetracycline. In de aanwezigheid van tetracycline valt de TetR van de promoter en kan transcriptie plaatsvinden. TetR en tetO vormen de basis van regulatie en inductie in dierlijke en menselijke experimentele systemen. 

Regulatie plasmide:  pTet-off/ pTet-on

Het eerste cruciale onderdeel van de Tet systemen is het regulatie eiwit, gebaseerd op TetR. In het Tet-off systeem, heeft het regulatie eiwit een grootte van 37-kDa en is een fusie van de aminozuren 1-207 van de TetR en de 127 aminozuren van de C-terminaal van de VP16 activatie domein van de Herpes simplex virus. Door toevoeging van het VP16 domein verandert de TetR van een transcriptionele repressor naar een transcriptionele activator en het verkregen hybride eiwit staat bekend als de tetracycline-controleerbare transactivator (tTA). Net zoals TetR, kan rTA niet binden aan de tetO sequenties in aanwezigheid van tetracycline of doxycycline. tTA zit geïntegreerd in de pTet-off regulatie plasmide. Deze plasmide heeft een neomycine resistentie gen, wat selectie van stabiel getransfecteerde cellen mogelijk maakt.  


Het Tet-on systeem is vergelijkbaar met het Tet-off systeem. In het Tet-on systeem is het regulatie eiwit gebaseerd op een ‘reverse’ Tet repressor (rTetR) door het veranderen van vier aminozuren in TetR. Het resulterende eiwit, reverse tetracycline-controleerbare transactivator (rtTA) is altijd actief en kan binden aan de tetO sequenties na toevoeging van doxycycline, waardoor transcriptie kan plaatsvinden. Het rtTA eiwit zit geïntegreerd in het pTet-on regulatie plasmide, welke ook het neomycine resistentie gen bevat. (zie bijlage II)

Respons plasmide: pTRE (-tight)

Het tweede cruciale onderdeel is de respons plasmide, dat het gen van interesse tot expressie brengt onder de controle van het tetracycline-response element (TRE). Er zijn twee respons vector series geschikt voor de Tet systemen. De originele respons vector pTRE, bevat de TRE, welke bestaat uit zeven repeats van een 42 basenparen sequentie dat de tetO sequentie bevat en ligt upstream van de minimale CMV promoter (PminCMV). Het gebrek van deze PminCMV  is dat het de versterkende transcriptie elementen mist, waardoor er een zeer lage achtergrond expressie van het gen van interesse van de TRE optreedt door het niet binden van het TetR domein van tTA of het rTetR domein van rtTA.


De tweede respons vector, pTRE-tight, bevat een gemodificeerde TRE (TREmod) upstream van een gewijzigde minimale CMV promoter (PminCMV∆), wat ervoor zorgt dat de basale expressie van het gen van interesse verder wordt gereduceerd. De pTRE-tight is volledig in staat de achtergrond expressie te minimaliseren in bepaalde cellijnen. (zie bijlage II)

Werking van het Tet-systeem

Door een dubbele stabiele cellijn te maken dat zowel de regulatie als respons plasmiden bevat, kan er zo een functioneel Tet-systeem gemaakt worden. Wanneer de cellen zowel de regulatie (pTet-off of pTet-on) als het respons (pTRE-gen-x) plasmide bevat, zal het gen van interesse alleen tot expressie komen als er binding plaats vindt van het tTA eiwit aan de TRE in afwezigheid van tetracycline in het Tet-off systeem. In het Tet-on systeem zal het gen van interesse alleen tot expressie komen als er binding plaats vindt van het rtTA eiwit aan de TRE in aanwezigheid van doxycycline. (zie fig. 6)

Voordelen van het Tet-systeem
Het Tet-off en Tet-on systeem hebben verschillende voordelen ten opzichte van andere gen expressie systemen. Eén van de voordelen van een Tet-off/ Tet-on systeem is het precies kunnen reguleren van de gen expressie. Tevens is de achtergrond expressie erg laag door het gebruik van de pTRE (-tight) vectoren. Er vindt geen aspecifieke inductie van genen plaats, omdat de regulatie eiwitten zeer specifiek reageren op de target sequenties. Door de hoge induciteit en snelle respons tijd, kan er binnen 30 minuten inductie gedetecteerd worden. (15)
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Figuur 6: Schematische weergave van de gen regulatie in Tet-on systemen  In het Tet-on systeem, zal er alleen gen expressie plaatsvinden in de aanwezigheid van doxycycline.
Projecten

Genereren van een induceerbare Tet-on Gen Expressie Systeem
Omdat bekend is dat de cholesterol synthese gereguleerd wordt door SREBP is het erg interessant om te kijken wat een verminderde of verhoogde SREBP expressie in cellen voor effect heeft op de target genen en kan er onderzocht worden welke genen mogelijk nog meer gereguleerd worden door de SREBPs. Het doel is om een Tet-on Gen Expressie Systeem te maken, waarbij de SREBP gen expressie nauwkeurig gereguleerd kan worden. In dit systeem kan SREBP expressie geïnduceerd worden door middel van de induceerbare stof doxycycline. 

Dit systeem omvat twee plasmiden: een regulatie plasmide, wat het rtTA eiwit tot expressie brengt waar doxycycline aan kan binden en een respons plasmide wat het gen van interesse tot expressie brengt, in dit geval het actieve deel van de SREBPs. Zodra er een complex is gevormd van doxycycline aan het rtTA eiwit, zal dit complex kunnen binden aan de tetracycline-response element (TRE) van de respons plasmide en zal de transcriptie van het gen van interesse worden geactiveerd. Door het toevoegen van verschillende concentraties doxycycline kan de gen expressie worden gevarieerd. 

Het uiteindelijke doel is om een functioneel Tet-on systeem op te zetten door een dubbel stabiele cellijn te maken, welke zowel de regulatie als de response plasmide bevat.
Als selectiemarkers wordt er gebruikt van Neomycine (G418) en Hygromycine. 
Mogelijke regulatie van de Enoyl-Coenzyme A hydratase/3-hydroxyacyl Coenzyme A dehydrogenase (EHHADH) promoter door SREBPs
Enoyl-Coenzyme A hydratase/3-hydroxyacyl Coenzyme A dehydrogenase is een van de enzymen van de peroxisomale beta-oxidatie in de vetzuur metabolisme.
De beta-oxidatie is een proces, waarbij (on)verzadigde langketen, zeer langketen en vertakte keten vetzuren worden afgebroken. Aangetoond is dat bij een overexpressie van SREBP-1a in transgene muizen de transcriptie van het EHHADH gen verhoogd is. Ook zijn er transgene muizen gebruikt die SREBP-2 tot overexpressie brengen, maar daar kon geen verhoging van het EHHADH gen worden aangetoond. Door op moleculair niveau aan te tonen dat de EHHADH gen gereguleerd wordt door SREBP, kan dit mogelijk iets zeggen over de functie van het EHHADH gen. (7) Om te kunnen concluderen of de EHHADH gen daadwerkelijk wordt gereguleerd door SREBP, wordt de promoter activiteit getest door middel van luciferase fusie constructen. Daarnaast zijn de actieve delen van de SREBPs gekloneerd in een expressie vector. 

Ook wordt er gekeken naar de mogelijke SRE site van de EHHAHD promoter, waar SREBP op kan binden om transcriptie te activeren. De SREs in de promotors van de verschillende SREBP target genen vertonen grote gelijkenis. De mogelijke SRE site van de EHHADH promoter is gevonden door SREs te vergelijken uit de literatuur. Om te bepalen of de gevonden mogelijke SRE site, daadwerkelijk de SRE site is van de EHHADH promoter, zijn er verschillende primers gebruikt voor de mogelijke SRE site en erna. (zie fig. 7) De verkregen verkorte delen van de EHHADH promoter worden gekloneerd in een luciferase reporter en wordt er gekeken wanneer de promoter activiteit afneemt.
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Figuur 7: Overzicht van de EHHADH promoter 1kb. De pijlen geven weer waar de primers zich bevinden voor en na de mogelijke SRE site. In het oranje is de mogelijke SRE site weergegeven. 
Methode/materiaal
Transformatie
De competente INVα Escherichia coli zijn op ijs ontdooid. Aan de competente cellen is ± 400 –500 ng DNA toegevoegd en geïncubeerd voor 30 minuten op ijs. Vervolgens wordt het mengsel van cellen en DNA overgebracht naar een 42°C waterbad voor 30 seconden. Daarna wordt het mengsel direct op ijs gezet en 250 µl SOC [2% Bacto-Tryptone; 0,5% Yeast Extract; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM MgCl2; 10 mM MgSO4; 20 mM Glucose] toegevoegd en vervolgens in een schudstoof gezet bij 37ºC, 225 RPM voor 1 uur. De cellen zijn uitgeplaat op ampiciline-agarplaten [Bacto-tryptone; Bacto-yeast; NaCl; dH2O; Bacto-agar en ampiciline (50µg/ml)] en geïncubeerd overnacht bij 37°C.

Ligatie

De uitgangsconstructen pSG5 met de bijbehorende inserts en pTRE-tight zijn geknipt met restrictie-enzymen (zie bijlage I ). Door de verschillende buffers zijn de uitgangsconstructen 2 keer afzonderlijk geknipt met de restrictie-enzymen. De constructen zijn op een 1% agarose gel gezet en vervolgens zijn de juiste banden uit de gel gesneden. Door middel van ‘Qia Quick Gel Extraction Kit’ (QIAGEN) protocol zijn de banden gezuiverd. 


De vector pTRE-tight is met de bijbehorende inserts (SREBP1a/1c/2) door middel van T4 DNA Ligase (Invitrogen) bij 37ºC voor 1 uur geligeerd (zie bijlage II). Na de transformatie (zie Transformatie) zijn kolonies opgegroeid en vervolgens een kolonie- PCR als controle. De kolonies zijn in 50 μl Elution buffer (Qiagen Miniprep kit)  opgelost en voor 2 minuten bij 95ºC opgekookt. Uiteindelijk is 1μl sample gebruikt voor de kolonie PCR [gedenatureerd bij 95ºC, geannealed bij 56ºC voor 30 seconden en geëlongeerd bij 72ºC voor 1.5 minuut voor 30 cycli]. (zie bijlage II)
Na de controle zijn er minipreps gemaakt en deze zijn gezuiverd door middel van ‘Minipreps DNA purification System’ (QIAGEN). Vervolgens zijn deze gecontroleerd door middel van sequencing. (zie Sequencen)

Een PCR is in gezet van het uitgangsconstruct pGL3-EHHADH luciferase (1kb) met verschillende primers [gedenatureerd bij 95ºC, geannealed bij 58ºC voor 30 seconden en geëlongeerd bij 72ºC voor 1.5 minuut voor 24 cycli]. Vervolgens is het uitgangsconstruct afzonderlijk geknipt met twee restrictie-enzymen. Aan een kant van het uitgangsconstruct is door middel van Klenow het uiteinde opgevuld. De PCR producten zijn ook geknipt met een restrictie-enzym, waarna een ligatie is ingezet van de geknipte PCR producten en het geknipte uitgangsconstruct (zie bijlage I) en vervolgens getransformeerd in competente INVα Escherichia coli (zie Tranformatie). Als controle is een kolonie-PCR ingezet. 
Sequencen

Alle constructen zijn gecontroleerd door middel van sequencing. Voor de sequence reactie is ± 300ng DNA gebruikt. De mastermix [primer 2µM; BDT –buffer; BDT; dH2O] is toegevoegd aan het DNA. Vervolgens gedenatureerd bij 95ºC, geannealed  bij 55ºC voor 5 seconden en geëlongeerd bij 60ºC voor 4 minuten voor 30 cycli. De sequenties zijn geanalyseerd met behulp van CodonCode Aligner software.

Celkweek/ transfectie

De HepG2 cellen (humane lever cellen) zijn gekweekt in DMEM [10% foetal calf serum (FCS); 1% penicilline/streptomycine/fungizone en 2,4% HEPES]. De cellen zijn door middel van Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA,USA) getransfecteerd, volgens protocol, met de constructen pSG5-SREBP 1a/1c/2/mFXR, een SRE-luciferase reporter en β-galactosidase. 24 -48 uur na de transfectie zijn de cellen gewassen met PBS en gelyseerd met lysisbuffer [1mM 1,4-Dithiothreitol (DTT);125 mM Tris-HCl, pH 7.8; 10mM EDTA, pH 8; 50% glycerol; 5% Triton X-100; dH2O]. Na de lysatie is de luciferase en β-galactosidase activiteit gemeten met de Fluostar Optima Platereader (BMG labtechologies). 

De HEK293 Tet-on cellijn (humane nier cellen) is gekweekt in DMEM met 100 µg/ml Neomycine (G418) en de cellen zijn door middel van Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA,USA) getransfecteerd, volgens protocol, met de constructen pTRE-tight-SREBP-1a/1c/2, pTRE-tight/-luciferase, SRE-luciferase reporter, β-galactosidase en verschillende concentraties doxycycline zijn toegevoegd om de SREBP gen-expressie te reguleren ± 4-5 uur na transfectie. De cellen zijn geïncubeerd voor 48 uur.
De controle Tet-on cellijn U2-OS-luciferase is gekweekt in DMEM met 200 µg/ml Neomycine (G418), 100µg/ml Hygromycine en zijn er verschillende concentraties doxycycline toegevoegd. Na transfectie (24-48 uur) zijn de cellen gewassen met PBS en vervolgens gelyseerd met lysisbuffer en op luciferase en β-galactosidase activiteit gemeten met de Fluostar Optima Platereader (BMG labtechologies).

Voor het maken van een stabiele cellijn zijn de HEK293 Tet-on cellen gekweekt in DMEM met 100 µg/ml Neomycine (G418) en de cellen zijn door middel van Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA,USA) getransfecteerd, volgens protocol, met de constructen pTRE-tight-SREBP-1a/1c/2/mFXR. Voor de selectie is er aan de cellen 100 µg/ml Neomycine (G418) en 50 ng/ml Hygromycine toegevoegd.
De HEK293 Tet-on cellen zijn getransfecteerd met een SRE-luciferase reporter en β-galactosidase met behulp van Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA,USA), volgens protocol, en na 4 tot 5 uur op gedelipideerd medium gezet met/zonder 12.5µM cholesterol en 1.25µM 25-OH-cholesterol voor 48 uur. Na transfectie (48 uur) zijn de cellen gewassen met PBS en vervolgens gelyseerd met lysisbuffer en op luciferase en β-galactosidase activiteit gemeten met de Fluostar Optima Platereader (BMG labtechologies).

Westernblot

De HepG2 cellen zijn getrypsiniseerd met 0,5 % Trypsine-EDTA en na toevoeging van DMEM, zijn de cellen afgedraaid voor 10 minuten bij 2000 RPM. Vervolgens zijn de pellets gewassen met Phosphate Buffered Saline (PBS) en natriumchloride oplossing (NaCl). De pellets zijn opgelost in buffer [ 1mM MOPS pH 7.4; 1mg/ml Leupeptin; 10% Triton X-100; 1.9 mM PMSF; dH2O] en 3 keer 10 minuten gesoniceerd. De eiwit concentraties zijn vastgesteld door middel van een Bradford protein assay. De lysaten zijn op 10% SDS-page gels gezet en geblot op PVDF membraan via semi-dry electroblotting. Na ± 1.5 uur zijn de membranen gekleurd met Ponseau S, als controle. Vervolgens zijn de membranen geblockt met I- Block [ 0.2% I-block in PBS] voor 2 uur. Na het blocken zijn de membranen overnacht geïncubeerd met het 1ste antilichaam, anti-Mevalonaat Kinase (rabbit, verdund 1 op 5000)/ anti-HMG-CoA reductase (rabbit, verdund 1 op 1000, Upstate USA) in 0.2% I-block. Na de incubatie zijn de membranen 3 keer gewassen met PBST [ 0,1% Tween-20 in PBS] en geïncubeerd voor 1 uur met het 2e antilichaam, goat-anti-rabbit antilichaam (verdund 1:5000 in 0.2% I-block, Tropix, Applied Biosystems).Vervolgens zijn de membranen weer 3 keer gewassen met PBST en 1 keer met PBS, voordat de membranen zijn behandeld met Assaybuffer (Tropix, Applied Biosystems). De banden zijn gevisualiseerd met behulp van de Optimax filmontwikkelaar (Odelft). Na de foto zijn de membranen gekleurd met kleuringsbuffer [100 mM Tris/HCl, pH9.5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2]
 RNA isolatie/ cDNA synthese

De RNA isolatie is met behulp van Trizol (Invitrogen) gedaan. De cellen zijn opgenomen in Trizol. Na toevoeging van chloroform geïncubeerd voor 2 à 3 minuten bij kamertemperatuur (KT) en afgedraaid voor 15 minuten bij 12000xg bij 2-8°C. Aan het supernatant is isopropanol toegevoegd, geïncubeerd voor 10 minuten bij KT en afgedraaid voor 10 minuten bij 12000xg bij 2-8°C. Aan de ontstaande pellet is gewassen met 75% ethanol en is vervolgens afgedraaid voor 5 minuten bij 7000xg. Vervolgens is er een DNase behandeling [DNaseI 10x reaction buffer; DNaseI 1U/µl (Promega); dH2O] gedaan voor 30 minuten bij 37°C. Vervolgens is het protocol weer herhaald en is de pellet opgelost in RNase vrij water voor 10 minuten bij 55°C.

De hoeveelheid verkregen RNA is gemeten na RNA isolatie op de Fluostar Optima Platereader (BMG labtechologies). Vervolgens is er van 1 µg mRNA cDNA gemaakt. De mRNA/cDNA samples zijn geïncubeerd voor 10 à 15 minuten bij 65°C en vervolgens voor 5 minuten op ijs gezet. Na incubatie is de reactiemix [AMV Reverse Transcriptase Buffer, 5x conc; 5 mM MgCl2; 1 mM dNTP; Oligo (dT); RNase Inhibitor (10 U/µl); AMV Reverse Transcriptase (25 U/µl), (Roche)] toegevoegd en geïncubeerd voor 10 minuten bij kamertemperatuur (KT). Vervolgens zijn de samples voor 60 minuten bij 42°C en daarna 5 minuten bij 95°C gezet. Eindconcentratie cDNA is ~ 50 ng/µl.

Lightcycler
De primers zijn verdund van 100µM naar 10µM met dH2O (zie bijlage I). Er is een mix gemaakt, bestaande uit LightCycler Fast Start Enzyme; LightCycler Fast Start Reaction Mix SYBR Green I (10x conc., Roche); 3.5 mM MgCl2; dH2O en 0.5µM primer. Vervolgens is de mix in glazen LightCycler capillairen (Roche) gepipetteerd en zijn er verschillende Real-Time PCR’s gedraaid.(zie bijlage I) Met behulp van het programma LinRegPCR (Bioinformatics Laboratory) zijn de resultaten verwerkt.

Beta-galactosidase/ Luciferase Assay
De cellen zijn twee keer gewassen met PBS (Phosphate Buffered Saline), vervolgens opgelost in lysisbuffer en geïncubeerd voor 20 minuten bij 4°C.

Voor de beta (β)-galactosidase assay is een mix gemaakt, bestaande uit 0,7 mM MgCl2; 11 mM DTT; 4 mg/ml o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG) en 74 mM natriumfosfaat buffer, pH 7,5. Aan het cellysaat is de mix toegevoegd en geïncubeerd voor ± 30 minuten bij 37°C. Vervolgens gemeten bij een golflengte van 410nm met de Fluostar Optima Platereader (BMG Labtechnologies).

 Voor de luciferase assay is een mix gemaakt, bestaande uit 2x luciferase buffer [40 mM Tris-HCL, pH 7.8; 5.4mM MgSO4; 2.14 mM MgCl2; 0.2 mM EDTA, pH 8.0; 66.6 mM DTT]; 530µM Adenosinetrifosfaat (ATP); 270µM CoA; 470µM D-luciferine en dH2O. Aan het cellysaat is de mix toegevoegd en is de luminescentie direct gemeten met de Fluostar Optima Platereader (BMG Labtechnologies).


De relatieve licht units zijn berekend door de luminescentie waarden te corrigeren voor de waarden van de β-galactosidase meting.

Resultaten

Co-expressie van SREBP met een 2xSRE-luciferase reporter in HepG2 

De gebruikte vector pSG5, voor het maken van de uitgangsconstructen, is een vector wat gebruikt kan worden om een bepaald gen tot overexpressie te brengen. 

De uitgangsconstructen pSG5-SREBP-1a/1c/2 bevatten het actieve deel van SREBP-1a/1c/2, welke een binding aan kunnen gaan met het Sterol Response Element-1 (SRE-1) van de luciferase reporter, waardoor transcriptie van het luciferase gen wordt geactiveerd. De 2xSRE luciferase reporter bevat 2 keer de SRE site van de LDL promoter. Door twee keer de SRE site achter elkaar te plaatsen zijn er theoretisch meer bindingsplaatsen. In dit experiment is β-galactosidase meegenomen als interne controle, pMAX-GFP voor de transfectie efficiëntie en als negatieve controle het uitgangsconstruct met mFXR. mFXR staat voor Farnesoid X receptor in muis, wat een niet relevante transcriptiefactor is. De luciferase activiteit is gemeten na incubatie van 24 uur. Alle gemeten waarden zijn gecorrigeerd voor β-galactosidase.
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Figuur 8: Co-expressie van SREBP met een 2xSRE-luciferase reporter in HepG2 cellen na 24 uur.

In figuur 8 is een verhoging te zien van de luciferase activiteit bij alle drie de constructen. De luciferase activiteit wat gemeten is bij de negatieve controle mFXR is te verklaren door het endogeen SREBP, wat zich in de cellen bevindt. Het verschil in luciferase activiteit tussen SREBP-1a en -1c is mogelijk te verklaren doordat SREBP-1c een kortere activatie domein heeft dan SREBP-1a en hierdoor een zwakkere activator is.
Overexpressie van SREBP in HepG2 cellen

Met dit experiment wordt er gekeken wat overexpressie van SREBP voor effect heeft op RNA niveau. Er is gekeken naar de opregulatie van twee belangrijke enzymen van de cholesterol biosynthese, Mevalonaat Kinase (MK) en HMG-CoA reductase. Met behulp van de Lightcycler kan er gekeken worden naar het expressie niveau van een bepaald gen, hoeveelheid mRNA er aanwezig is. De cellen zijn getransfecteerd met de uitgangsconstructen pSG5-SREBP-1a/1c/2 en als negatieve controle het uitgangsconstruct pSG5-mFXR. De cellen zijn na 48 uur geoogst. Als housekeeping gen is glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) meegenomen en pMAX-GFP [image: image18.wmf]Overexpressie SREBP in HepG2
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voor de transfectie efficiëntie. Alle waarden zijn gecorrigeerd voor GAPDH. 
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Figuur 9: Overexpressie van SREBP in HepG2 cellen. Met de LightCycler is er gekeken naar Mevalonaat Kinase en HMG-CoaA reductase. Beide grafieken zijn in percentages (%) uitgezet ten opzichte van de negatieve controle mFXR. 
De grafieken, die zijn getoond in figuur 9, zijn uitgezet in percentages (%) ten opzichte van de negatieve controle mFXR. In beide grafieken is dezelfde trend te zien. Bij een overexpressie van SREBP-1a is er een verhoging te zien van ± 45-50% voor zowel MK als HMG-CoA reductase ten opzichte van de negatieve controle. Bij een overexpressie van SREBP-2 is er een verhoging te zien van ± 25-16 % voor respectievelijk MK en HMG-CoA reductase. De gemeten luciferase activiteit, van ±13-9 % voor respectievelijk MK en HMG-CoA reductase, bij een overexpressie van SREBP-1c is mogelijk te verklaren doordat SREBP-1c een zwakkere activator is dan SREBP-1a/2. 
Controle luciferase Tet-on cellijn met doxycycline en Foetal Calfs Serum (FCS)
De controle U2-OS-luciferase Tet-on cellijn (humane osteosarcoma (bot) cellijn) is stabiel getransfecteerd met een luciferase reporter, pTRE-tight-luciferase, en een lineaire marker pHyg(romycine). Met dit experiment is er gekeken naar het effect van doxycycline op de gen expressie en het effect van de bijgeleverde Tet-on FCS en standaard FCS. Standaard FCS kan resten bevatten van tetracycline, wat de gen expressie kan verminderen. De cellen zijn geoogst na 24 uur en 48 uur en is de luciferase activiteit gemeten. De gebruikte concentraties doxycycline zijn 0, 100, 500, 1000 ng/ml.
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Figuur 10: De Tet-on controle cellijn U2-OS luciferase getest met verschillende concentraties doxycycline en verschillende FCS na 24 en 48 uur.
In deze grafieken is te zien dat de gen expressie wordt geïnduceerd na mate hogere concentraties doxycycline wordt toegevoegd. De achtergrond expressie is laag als er geen doxycycline wordt toegevoegd, te zien aan de verwaarloosbare luciferase activiteit wat gemeten is. Ook zijn er twee verschillende FCS’s gebruikt bij dit experiment en in beide grafieken is te zien dat de gen expressie niet verminderd wordt na gebruik van standaard FCS ten opzichte van het bijgeleverde Tet-on FCS.

HEK293 Tet-on cellijn met een luciferase reporter
De commerciële HEK293 Tet-on cellijn (humane carcinoom nier cellijn) is getest met een luciferase reporter om te kijken naar de achtergrond expressie en naar de activatie van de gen expressie door doxycycline. De HEK293 Tet-on cellijn is al stabiel getransfecteerd met het regulatie plasmide (zie Introductie). De HEK293 Tet-on cellen zijn getransfecteerd met de luciferase reporter, pTRE-tight-luciferase. β-galactosidase is meegenomen als interne controle, waarmee alle gemeten luciferase waarden zijn gecorrigeerd. De luciferase activiteit is gemeten na incubatie van 48 uur.

[image: image22.emf]
Figuur 11: HEK293 Tet-on cellijn met luciferase reporter en verschillende concentraties doxycycline. Luciferase activiteit is gemeten na 48 uur.

Te zien, in figuur 11, is dat er verwaarloosbare achtergrond expressie is gemeten als er geen doxycycline wordt toegevoegd. De gen expressie neemt toe naar mate hogere concentraties doxycycline wordt toegevoegd. Te zien is dat bij het toevoegen van een dubbele hoeveelheid doxycycline, de gen expressie ook nagenoeg wordt verdubbeld. 

HEK293 Tet-on cellijn met de SREBP respons plasmiden
De gemaakte respons plasmiden, pTRE-tight-SREBP-1a/1c/2, zijn samen met een 2xSRE-luciferase reporter en β-galactosidase, als interne controle, getransfecteerd in de HEK293 Tet-on cellen. Zodra doxycycline wordt toegevoegd aan de getransfecteerde cellen, zal SREBP expressie worden geactiveerd en zal er een binding plaatsvinden van SREBP aan de SRE site van de 2xSRE-luciferase reporter. Zodra de binding plaats vindt zal de transcriptie van het luciferase gen worden geactiveerd. De 2xSRE luciferase reporter bevat 2 keer de SRE site van de LDL promoter. 


Met dit experiment wordt er gekeken naar de achtergrond expressie en naar de inductie van SREBP expressie door doxycycline. Als negatieve controle is de lege plasmide pTRE-tight meegenomen en als positieve controle, pTRE-tight-luciferase. Verschillende concentraties doxycycline zijn toegevoegd; 0, 0.01, 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.2 μg/ml. Na incubatie van 48 uur is de luciferase activiteit gemeten en zijn de gemeten waarden gecorrigeerd voor β-galactosidase.
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Figuur 12: A. HEK293 Tet-on cellijn met een 2xSRE-luciferase reporter en de respons plasmiden pTRE-tight SREBP. B. Als negatieve controle is meegenomen pTRE-tight en als positieve controle pTRE-tight-luciferase. Luciferase activiteit is gemeten na 48 uur.
In figuur 12A is te zien dat de SREBP expressie wordt geïnduceerd na toevoeging van verschillende concentraties doxycycline. De achtergrond expressie is vrij hoog en dat is mogelijk te verklaren door het endogeen SREBP. Bij een concentratie van 0.075 μg/ml doxycycline bereikt het gemeten luciferase activiteit een plateau, wat weergeeft dat alle bindingsplekken van de luciferase reporter verzadigd zijn. In figuur 12B is ook luciferase activiteit gemeten bij de negatieve controle, hetgeen weer mogelijk te verklaren is door het endogeen SREBP wat de cellen bevatten. Zoals verwacht is bij de positieve controle een verhoging van luciferase activiteit gemeten na toevoeging van doxycycline. 

HEK293 Tet-on cellijn met gedelipideerd medium

Met dit experiment wordt er gekeken naar het endogeen SREBP wat de cellen bevatten. Dit is niet de actieve vorm, maar eiwit wat nog in de Golgi geactiveerd moet worden. Door de cellen op gedelipideerd medium te zetten, wat betekent cholesterolvrij, zal het endogeen SREBP geactiveerd worden. De cellen zijn getransfecteerd met een luciferase reporter en β-galactosidase en voor 48 uur geïncubeerd op vier verschillende media. (zie tabel 1)

	DMEM 10% FBS + ethanol



	DMEM 10% FBS + cholesterol +

25-hydroxy- cholesterol

	DMEM 10% sterol vrij FBS + ethanol



	DMEM 10% sterol vrij FBS + cholesterol + 25-hydroxy- cholesterol


Tabel 1: Verschillende media. DMEM met en zonder sterol vrij FCS.

De gemeten luciferase activiteit is gecorrigeerd voor β-galactosidase. 
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Figuur 13: HEK293 op gedelipideerd medium voor 48 uur. Als controle is meegenomen DMEM met 10% FCS. 
In figuur 13 is te zien dat de luciferase activiteit meer dan twee keer wordt verdubbeld, zodra de HEK293 Tet-on cellen op gedelipideerd medium worden gezet ten opzichte van gelipideerd medium. Aan het gedelipideerd en gelipideerd medium zijn ook sterolen toegevoegd, wat er voor zorgt dat de activatie van endogeen SREBP omlaag gaat en zo ook de luciferase activiteit. Dit is te zien, in de grafiek, bij de cellen die zijn behandelt met DMEM 10% sterol vrij FCS / + sterolen. Daar gaat de luciferase activiteit omlaag zodra er sterolen worden toegevoegd aan het gedelipideerd medium. De verhoging van luciferase activiteit bij gelipideerd medium na toevoeging van sterolen is niet te verklaren.

Co-expressie SREBP met EHHADH luciferase reporter in HepG2 cellen 

Om op moleculair niveau aan te kunnen tonen dat de EHHADH promoter wordt gereguleerd door de SREBPs, zijn de uitgangsconstructen pSG5- SREBP-1a/1c/2 en de EHHADH luciferase reporter getransfecteerd in HepG2 cellen. Er zijn twee verschillende EHHADH luciferase reporters gebruikt. Een luciferase reporter met het promoter stuk van het EHHADH gen ten grootte van 2kb en één ter grootte van 1kb. Als negatieve controle is meegenomen de plasmide pSG5-mFXR en als interne controle β-galactosidase. De gemeten luciferase activiteit is gecorrigeerd voor β-galactosidase.   
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Figuur 14: Co-expressie van SREBP en de EHHADH luciferase reporters in HepG2 cellen. Waarden zijn uitgezet in percentages (%) ten opzichte van de negatieve controle mFXR.

De waarden in deze grafiek zijn uitgezet in percentages (%) ten opzichte van de negatieve controle pSG5-mFXR. Te zien is dat bij alle drie de SREBPs luciferase activiteit is gemeten, zowel voor de EHHADH 2kb luciferase reporter als voor de EHHADH 1kb luciferase reporter. 

SRE bindingssite van de EHHADH promoter

Om op zoek te gaan naar de SRE bindingssite van de EHHADH promoter zijn verschillende primers gebruikt (zie bijlage I) om zo elke keer een kleiner stuk van de EHHADH promoter te verkrijgen. (zie fig. 7) De EHHADH verkregen promoter stukken zijn vervolgens weer voor een luciferase reporter gekloneerd. Dit is helaas mislukt. Het experiment zal herhaald moeten worden. 

Zodra de verschillende EHHADH luciferase reporters vervaardigd zijn, zullen deze samen met het uitgangsconstruct pSG5-SREBP-2 getransfecteerd worden in HepG2 cellen. Als de verschillende EHHADH luciferase reporters de SRE site nog bevatten, zal de SREBP daarop binden en zal luciferase activiteit gemeten worden. Mist de EHHADH luciferase reporter de SRE site, zal er geen luciferase activiteit gemeten worden. Als negatieve controle zal het uitgangsconstruct pSG5-mFXR meegenomen worden en als interne controle β-galactosidase. De gemeten luciferase activiteit zal dan worden gecorrigeerd voor β-galactosidase. 
Conclusie/Discussie

Om transcriptie van genen, die betrokken zijn bij de cholesterol, vetzuur en triglyceriden synthese, te activeren moet SREBP een binding aangaan met de SRE site in de promoter regio van de verschillende target genen. De SRE site van de LDL receptor promoter is een goed gekarakteriseerd onderdeel van de LDL receptor promoter. Te zien is in het eerste experiment dat er een verhoging waar te nemen is van de luciferase activiteit als de constructen pSG5-SREBP-1a/1c/2 samen met de 2xSRE LDL luciferase reporter worden getransfecteerd in HepG2 cellen in tegenstelling tot de negatieve controle. Dit geeft weer dat de LDL receptor wordt gereguleerd door SREBP.

 
Ook is er gekeken naar het effect van SREBP overexpressie op twee belangrijke enzymen van de cholesterol biosynthese. Er is verhoging gemeten voor zowel MK als HMG-CoA reductase bij een overexpressie van SREBP-1a en -2, gezien beide de cholesterol synthese reguleren. 

Voordat er een functioneel Tet-on Systeem gemaakt kan worden, is het complete systeem getest in de commerciële HEK293 Tet-on cellijn. 
De commerciële controle cellijn U2-OS-luciferase Tet-on cellijn is getest met doxycycline en FCS. De gen expressie wordt geïnduceerd door verschillende concentraties doxycycline toe te voegen en het verschil tussen de bijgeleverde Tet-on FCS versus het standaard FCS is niet waar te nemen. Dit betekend dat het standaard FCS niet gecontamineerd is met tetracycline.

De HEK293 Tet-on cellijn is getest met een luciferase reporter om te kijken naar het inductie vermogen van doxycycline. Aangetoond is dat de luciferase activiteit toeneemt naar mate de concentratie doxycycline wordt verhoogd. Dit geeft weer dat de gen expressie goed te reguleren is in de HEK293 Tet-on cellijn.
Ook is de HEK293 Tet-on cellijn getransfecteerd met de gemaakte respons plasmiden pTRE-tight-SREBP-1a/1c/2. Deze plasmiden bevatten het actieve deel van de SREBPs. Om de SREBP expressie te reguleren zijn verschillende concentraties doxycycline toegevoegd. Te zien aan de verhoogde luciferase activiteit naar mate de concentratie doxycycline toe neemt, kan er worden gezegd dat de SREBP expressie goed gereguleerd kan worden. Ook wordt er luciferase activiteit gemeten als er geen doxycycline wordt toegevoegd, wat weer geeft dat de HEK293 Tet-on cellen mogelijk endogeen SREBP bevatten. 
Om de HEK293 Tet-on cellen op endogeen SREBP te testen zijn de cellen op vier verschillende media gezet. De verwachting is dat bij de cellen, die behandeld zijn met cholesterol vrij medium, de luciferase activiteit omhoog gaat, gezien er een tekort aan cholesterol ontstaat in de cellen. Door het tekort aan cholesterol activeert endogeen SREBP de genen die betrokken zijn bij de cholesterol synthese. Aangetoond is dat de luciferase activiteit verdubbeld als de cellen op cholesterol vrij medium worden gezet. Dit toont aan dat de HEK293 Tet-on cellen endogeen SREBP bevatten. 

Aangetoond is dat het Tet-on systeem in de HEK293 Tet-on cellijn werkt en dat er gestart kan worden met het maken van een dubbele stabiele cellijn. 
Enige problemen waren opgetreden omtrent de gebruikte cellijn. De HEK293 Tet-on cellen zijn erg lastig om mee te werken. De cellen zijn erg onstabiel en laten snel los, waardoor er veel celverlies optreedt na bijvoorbeeld transfectie. Daarentegen is de transfectie methode die gebruikt is, Lipofectamine 2000, erg effectief en zijn de HEK293 Tet-on cellen erg goed te transfecteren. Tevens was het ook de bedoeling om de commerciële HepG2 Tet-on cellijn te testen, maar omdat er problemen optraden met het opgroeien van deze cellen, is dit helaas niet gelukt.

Om te bepalen of de EHHADH promoter wordt gereguleerd door SREBP, zijn de uitgangsconstructen pSG5-SREBP-1a/1c/2 samen met de EHHADH 1kb/2kb luciferase reporter getransfecteerd in HepG2 cellen. Zodra er binding plaats vindt van de SREBPs aan de SRE site van de EHHADH promoter, zal er luciferase activiteit gemeten worden. Te zien is dat er een verhoging waar te nemen is van de luciferase activiteit bij alle drie de SREBPs in tegenstelling tot de negatieve controle. Dit geeft weer dat de EHHADH promoter mogelijk wordt gereguleerd door de SREBPs.

Om te bepalen waar de SRE site zich bevindt in de EHHADH promoter, zijn er primers gebruikt om zo elke keer een kortere stuk te verkrijgen van de EHHADH promoter. Dit is helaas mislukt. De EHHADH 1kb luciferase reporter is waarschijnlijk niet goed geknipt, waardoor het insert er niet volledig is uitgevallen en is vervolgens weer aan elkaar geligeerd. Het experiment zal herhaald moeten worden, waarbij de luciferase reporter langer geknipt moet worden met de restrictie-enzymen. Zodra de verschillende EHHADH constructen zijn vervaardigd, kan er gekeken worden in welk deel van de EHHADH promoter de SRE site zich bevindt. 
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Bijlage I
1.  Uitgangsconstructen

	Construct
	Grootte (bp)
	Restrictie-enzym

	pSV-Sport-SREBP-1c (rat)
	4300
	SalI + KpnI

	pSG5-SREBP-1c (rat)
	5250
	EcoRI

	pSG5-SREBP-1a (humaan)
	5400
	BamHI + NheI

	pSG5-SREBP-2 (humaan)
	5500
	BamHI + NheI

	pGL3- 2xSRE LDL reporter
	5082
	SacI + XhoI

	pGL3-EHHADH reporter (humaan) 1kb
	5975
	SacI + HindIII
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[image: image5]  pGL3-EHHADH promotor(2kb/1kb)
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2. Primers LightCycler

	Primernaam
	Sequentie 5’ ( 3’ 

	Mevalonaat Kinase (MK) forward
	CTCCGATACCATCAAGGGAAG

	Mevalonaat Kinase (MK) reverse
	GCTCACACTCCAGGGAGATG

	Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) forward
	ACCACCATGGAGAAGGCTGG

	Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) reverse
	CTCAGTGTAGCCCAGGATGC

	3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase (HMG-CoA reductase) forward
	TCAAAGGGTACAGAGAAAGCAC

	3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase (HMG-CoA reductase) reverse
	TATGCTCCCAGCCATGGCAG


3. PCR programma LightCycler

	
	Mevalonaat Kinase
	Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
	3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase (HMG-CoA reductase)

	Proces
	Temperatuur (°C)
	Tijd (sec)
	Temperatuur (°C)
	Tijd (sec)
	Temperatuur (°C)
	Tijd (sec)

	Pre-incubation
	95
	600
	95
	600
	95
	600

	Amplification
	95

60

72

86
	10

2

10

5
	95

60

72

86
	10

2

22

5
	95

60

72

79
	10

2

12

5

	Melting
	95

55

98
	0

15

0
	95

55

98
	0

15

0
	95

55

98
	0

15

0

	Cooling
	40
	30
	40
	30
	40
	0

	Cycle
	40
	42
	40


4. EHHADH primers
	Primer naam
	Sequentie 5’→ 3’
	Grootte (bp)

	EHHADH Fw2 seq 
	GGGGAAGGGCTATTATCATTTAAAC
	705

	EHHADH Fw 1448 
	ATCAGATCTCTTTGACTGCCA
	558

	EHHADH Fw 1675 
	CAGAACTTGTCCTCAGTAGC
	331

	EHHADH Fw 1812 
	AGCGACAAGCGTCTGTAGAG
	194


Temperatuur: 58ºC

Aantal cycle: 24
Taq: pfu Turbo Proofreading Taq (Stratagene)

Bijlage II
1. Tet-off/ Tet-on Regulatie en Respons vector
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2. Primers

	PCR/ Sequence primer
	Sequentie (5’( 3´)

	SREBP-1a (humaan) forward
	GAAGATGTACCCGTCCATGC

	SREBP-1c (rat) forward
	GGAATCAAAGAGGAGCCAGTGC

	SREBP-2 (humaan) forward
	CACAGGCTCCAACTCTGCAAG

	SREBP-2 (humaan) reverse
	TGSCAGCTAGCTCATCAGTCTGGCTCATCTTTGACCT

	pTRE-tight forward
	AGGTAGGCATGTACGGTGG

	pTRE-tight reverse
	CTACAAATGTGGTATGGCTG


3. pTRE-tight constructen

	Constructen
	Grootte (bp)
	Restrictie enzym

	pTRE-tight
	2559
	SalI + KpnI

BamHI + NheI

	pTRE-tight-SREBP-1a (humaan)
	3987
	BamHI + NheI

	pTRE-tight-SREBP-1c (rat)
	3746
	KpnI + SalI

	pTRE-tight-SREBP-2 (humaan)
	4017
	BamHI + NheI
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						G05		X12		1		25.1		1744		1602		1722		1938		1600		2078		2382		1878		1834		1704

				SREBP 2		F06		X13		1		25.0		2538		2958		2674		2990		2856		2636		2770		2578		2764		2866		2381		1.09E-01		2.18E+04		3.51E+02		243.387454324

						G06		X13		1		25.0		2392		2696		2340		2636		2412		2404		2858		2566		2602		2996

						F07		X14		1		25.0		2212		2340		2164		2104		2160		1794		1830		2112		1844		2462

						G07		X14		1		25.0		1962		1922		2168		1990		2066		2160		2056		2180		2000		2186

				mFXR		F08		X15		1		24.9		682		570		634		668		646		516		514		740		574		694		1001		1.12E-01		8.95E+03		3.40E+02		100

						G08		X15		1		25.0		790		826		838		696		662		566		892		826		622		892

						F09		X16		1		25.0		1424		1178		1282		938		1082		1474		1138		1412		1440		1574

						G09		X16		1		24.9		1354		1302		1424		1232		1410		1242		1270		1392		1394		1248

						Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10

										t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

						D01		B		1		24.9		0		0		0		0		8		2		0		2		0		0		5

						E01		B		1		24.9		0		0		0		0		0		0		32		0		0		44

						F01		B		1		24.9		0		0		0		0		32		0		0		0		32		0

						G01		B		1		25.0		26		0		0		2		0		0		0		24		0		0

						D02		X1		1		24.9		936		1180		1182		896		982		1278		1188		1234		930		984		1608		1.42E-01		1.13E+04

						E02		X1		1		24.8		1052		1044		1006		1342		1088		1202		1012		1250		1396		1300

						D03		X2		1		24.9		2110		1922		2196		2256		2284		2304		2224		2250		2096		1936

						E03		X2		1		24.9		1990		2052		1944		2014		1948		2104		1842		2098		2122		2148

						D04		X3		1		25.0		1636		1404		1652		1626		1346		1904		1684		1780		1618		1602		1623		1.56E-01		1.04E+04

						E04		X3		1		25.0		1714		1670		1332		1870		1520		1528		1662		1428		1770		1728

						D05		X4		1		24.9		1888		1622		1682		1590		1506		1510		1412		1656		1392		1330

						E05		X4		1		25.0		1652		1806		1382		1646		1736		1656		1670		1574		2178		1570

						D06		X5		1		25.0		2920		2980		2992		2978		2952		3176		2786		2940		2574		2816		2862		2.22E-01		1.29E+04

						E06		X5		1		25.0		2778		2674		2646		2904		3038		2778		2964		3058		3034		2840

						D07		X6		1		25.0		2598		2796		2990		2634		2954		3028		2960		2780		2738		2638

						E07		X6		1		25.0		2808		2542		3010		2694		2742		3036		3164		2806		2820		2928

						D08		X7		1		25.0		1556		1618		1390		1444		1990		1550		1466		1660		1474		1642		1640		2.64E-01		6.20E+03

						E08		X7		1		25.0		1622		1602		1532		1416		1470		1692		1614		1430		1562		1502

						D09		X8		1		24.9		1436		1660		1532		1916		1760		1680		1720		1708		1812		1674

						E09		X8		1		24.9		1810		1762		1730		1528		1912		1848		1592		1670		1774		1848

						F02		X9		1		24.9		1322		1094		1110		1398		1394		1142		1098		1322		1264		1344		1861				2.31E+04

						G02		X9		1		24.9		1300		1500		1172		1266		1466		1418		1266		1174		1126		1248				8.05E-02

						F03		X10		1		24.9		2512		2476		2370		2462		2136		2432		2638		2376		2530		2330

						G03		X10		1		25.0		2528		2350		2376		2324		2348		2566		2486		2580		2846		2342

						F04		X11		1		24.9		2224		2460		2266		2144		2424		2434		2772		2078		2038		2612		2201		1.07E-01		2.06E+04

						G04		X11		1		24.9		2416		2430		2248		2350		2238		2196		2172		2428		2358		2054

						F05		X12		1		25.0		1938		2174		1914		2390		1800		2102		2224		2166		2248		2096

						G05		X12		1		25.0		2154		2108		2186		1922		1906		2040		2242		2288		1868		1938

						F06		X13		1		25.0		2946		2768		2974		2600		2842		2602		3174		2940		2614		2556		2517		1.09E-01		2.30E+04

						G06		X13		1		25.0		2772		2700		2530		2730		2786		2964		2826		2720		2598		2650

						F07		X14		1		25.0		2050		2244		2372		2370		2466		2230		1942		2442		2120		2032

						G07		X14		1		24.9		2336		2362		2446		2290		2284		2478		2290		2404		1884		2338

						F08		X15		1		24.9		1114		1074		968		1398		1040		1156		956		1130		1212		1006		1321		1.12E-01		1.18E+04

						G08		X15		1		24.9		1068		1142		1134		1112		1002		1138		996		1236		1106		1046

						F09		X16		1		24.9		1624		1670		1666		1360		1640		1524		1796		1802		1486		1480

						G09		X16		1		24.9		1346		1268		1782		1408		1510		1394		1624		1374		1556		1486
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						Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10		gemid		gemid - blanco		Beta gal		RLU

		Dox								t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

				Blanco		A01		B		1		25.5		1334		1440		1248		1384		1408		1460		1322		1126		1262		1216		1618.10		0.00

						B01		B		1		25.6		1920		1982		1778		1932		2230		1878		1540		2050		1990		1862

		0		SREBP 1a		A02		X1		1		25.6		171118		168888		169578		169024		169800		169554		169656		171624		170700		169328		173599		171980.5		0.560		306884.917853092

						B02		X1		1		25.6		176318		176076		178530		177100		176778		178542		177446		176770		175970		179172

		0.01				A03		X2		1		25.6		291016		291668		293392		286970		290624		289472		287134		289296		289414		291638		340522		338903.5		0.378		897740.62931638

						B03		X2		1		25.5		395400		391460		392278		388490		390282		391032		393404		391916		386138		389408

		0.025				B04		X3		1		25.6		448128		445352		450054		450032		445540		445920		448676		447664		450788		448592		439549		437930.9		0.237		1849314.57183362

						A04		X3		1		25.5		427994		436534		428726		433368		431172		428294		430838		431954		430986		430368

		0.05				A05		X4		1		25.5		426500		428278		425858		427950		422862		431216		427720		426016		425418		425534		461039		459420.5		0.212		2167004.81789697

						B05		X4		1		25.5		497192		497214		496092		492526		494106		492850		498602		496524		496062		492252

		0.075				B06		X5		1		25.5		463104		461476		465366		464284		464578		464744		465968		460962		460054		464544		453167		451549.2		0.250		1809281.19365394

						A06		X5		1		25.6		442946		441200		442440		441916		442806		446558		443098		442690		438572		446040

		0.1				A07		X6		1		25.6		235132		234588		235430		236106		234362		236376		236418		233890		233876		233084		232618		230999.7		0.151		1531586.4300824

						B07		X6		1		25.5		233090		230472		231244		229328		228384		229004		228308		231176		230694		231394

		0.2				B08		X7		1		25.5		345450		345590		344514		345618		344470		344586		346532		345270		345682		347770		342284		340665.8		0.193		1762455.17479244

						A08		X7		1		25.5		341076		337756		340716		337728		337016		338810		337374		339452		339810		340458

		0		SREBP 1c		C02		X8		1		25.6		198504		200896		198526		195634		196760		197690		198464		198354		198570		197984		216048		214430.3		0.546		392604.508420048

						D02		X8		1		25.6		233814		233926		235402		232718		233906		232650		235194		234602		234170		233204

		0.01				D03		X9		1		25.6		643722		641324		643338		645894		647444		638448		643312		642134		641998		639478		637007		635388.5		0.431		1474822.15688658

						C03		X9		1		25.5		626852		630974		631826		633674		631438		630080		633152		633038		629464		632542

		0.025				C04		X10		1		25.5		382688		381758		380414		386540		380700		384416		378650		381682		380752		380780		384671		383053.0		0.189		2028984.76517177

						D04		X10		1		25.5		391204		384532		383468		388962		389898		387304		388258		386968		387328		387120

		0.05				D05		X11		1		25.6		673212		674664		672540		668176		672134		667022		673052		668570		665912		670690		657245		655626.7		0.256		2564643.55633376

						C05		X11		1		25.5		646472		644896		643540		645892		646272		643484		638972		646000		643310		640086

		0.075				C06		X12		1		25.5		529230		525294		524262		522442		526126		526992		527772		518408		527342		528446		535400		533781.6		0.173		3085909.95058432

						D06		X12		1		25.6		544756		546696		547086		543330		546190		547244		544518		546506		547548		537806

		0.1				D07		X13		1		25.5		481608		480228		481646		478408		481816		478338		481166		482906		481570		484024		481723		480105.1		0.157		3063383.29484686

						C07		X13		1		25.6		480364		482558		481098		482326		483158		482040		480102		486736		482738		481634

		0.2				C08		X14		1		25.5		438738		441958		443688		443324		439762		440748		443340		440200		437578		446780		447482		445863.7		0.130		3428653.23983375

						D08		X14		1		25.5		460196		452894		449186		452928		455330		452710		452082		455560		450656		451978

		0		SREBP 2		E02		X15		1		25.6		197224		192890		197154		195190		197076		192698		195108		193350		191608		192938		206105		204486.8		0.631		324286.858907797

						F02		X15		1		25.6		217650		219976		218488		216502		216608		218966		219014		215552		218016		216090

		0.01				F03		X16		1		25.6		414278		418676		417030		411980		412118		415630		414936		414192		415890		413044		347081		345462.5		0.351		985560.725444912

						E03		X16		1		25.5		275708		281376		278704		280428		277296		278762		279142		279210		281102		282110

		0.025				E04		X17		1		25.5		582894		588084		590786		586442		588234		586042		588084		587248		584580		590824		577522		575904.2		0.333		1730964.34015329

						F04		X17		1		25.6		570314		569264		570046		569410		565666		566048		567788		567226		566476		564990

		0.05				F05		X18		1		25.6		696096		702650		703174		708412		704650		703950		702286		705020		702546		702524		708169		706550.4		0.332		2126196.84887045

						E05		X18		1		25.6		711448		711400		714496		715750		711280		712052		714068		714754		715490		711324

		0.075				E06		X19		1		25.5		496640		493356		487678		489312		492868		492878		487232		487760		492178		491836		489220		487601.6		0.228		2141981.11056491

						F06		X19		1		25.6		493078		485438		484868		482846		487946		487132		489056		486702		487282		488308

		0.1				F07		X20		1		25.5		629880		630038		628612		632674		633180		627368		624736		631482		631530		628128		610068		608450.0		0.264		2308315.56888391

						E07		X20		1		25.5		592166		590774		588016		591920		592966		590140		593990		588990		585082		589690

		0.2				E08		X21		1		25.6		375256		379240		376436		374126		375312		374566		373662		375770		375086		374758		360556		358937.6		0.160		2241158.86183213

						F08		X21		1		25.5		346446		348460		347858		344160		343506		345160		348258		345086		344128		343840

		0		pTRE-tight-luc		G02		X22		1		25.5		24694		23598		24852		24018		23850		24748		25048		23618		23830		23826		23583		21964.6		0.918		23933.3456133205

						H02		X22		1		25.6		22668		23122		22982		23222		23246		23220		22634		21768		22978		23732

		0.2				H03		X23		1		25.6		1999580		1999580		1999580		1999580		1999580		1999578		1999580		1999580		1999580		1999580		1999580		1997961.7		0.351		5693975.28736412

						G03		X23		1		25.6		1999580		1999580		1999580		1999580		1999578		1999580		1999580		1999580		1999580		1999580

		0		pTRE-tight		G04		X24		1		25.6		302564		306264		302542		305044		302812		299880		304950		303424		301496		304622		324046		322427.4		0.933		345479.961732253

						H04		X24		1		25.5		344730		346050		342120		348258		344080		345710		345456		344200		341322		345386

		0.2				G05		X25		1		25.6		194720		192374		192920		191894		191826		193680		192782		190470		196096		190784		183694		182075.4		0.628		289971.856621202

						H05		X25		1		25.5		171980		177888		172160		174506		176224		175064		175224		173952		174608		174718

						2e

						Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10

										t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

						A01		B		1		25.5		1238		1414		1476		1466		1196		1440		1394		1338		1386		1154

						A02		X1		1		25.5		144420		145548		146148		145452		144888		145604		144864		145528		144686		146970

						A03		X2		1		25.4		237432		239854		240194		239250		236686		241444		242510		241328		240198		242052

						A04		X3		1		25.5		353222		346830		351038		352668		353252		348420		351994		351262		353480		347834

						A05		X4		1		25.5		341738		347274		345398		344496		341242		344960		342622		343056		343020		341026

						A06		X5		1		25.5		359018		354618		356874		357072		358192		356210		355548		355246		352716		356818

						A07		X6		1		25.6		188038		189478		189162		184990		188406		190634		189600		188636		187448		189570

						A08		X7		1		25.5		268872		269458		266094		266256		269410		268664		268016		268594		265110		267926

						B01		B		1		25.5		1572		1510		1694		1790		1764		1806		1710		1682		1542		1782

						B02		X1		1		25.4		154334		158124		155950		156668		156962		153608		157760		155438		154884		155288

						B03		X2		1		25.5		332194		329606		331100		334990		331600		333850		329694		333930		331868		327494

						B04		X3		1		25.5		371118		371630		371256		372044		367882		373004		370004		371432		368736		367502

						B05		X4		1		25.5		409726		403266		403944		404344		407656		407612		406998		406082		404504		403156

						B06		X5		1		25.5		380018		384226		382244		379890		382742		382850		381830		382670		385252		382886

						B07		X6		1		25.5		186026		189294		188050		187510		184968		187038		186098		186856		184394		190484

						B08		X7		1		25.5		277124		274886		278698		275948		279524		279686		275320		276436		274566		276278

						C02		X8		1		25.5		169040		169356		170496		168556		172020		169032		168490		170284		170042		170714

						C03		X9		1		25.5		516512		519312		516906		516194		516592		518154		520858		515228		521130		517194

						C04		X10		1		25.5		320158		321094		317178		320246		320020		320130		321832		320912		316760		319682

						C05		X11		1		25.5		516266		518644		516502		520678		522948		516452		516878		514940		515924		520774

						C06		X12		1		25.5		433962		436268		432256		437138		434658		429564		434368		433180		434570		434046

						C07		X13		1		25.5		393190		391212		393610		389714		391952		392100		392890		392930		389714		391834

						C08		X14		1		25.5		394534		393922		390384		395250		398554		393680		395212		397912		394064		394068

						D02		X8		1		25.5		196926		198244		198864		199438		197832		197544		198002		198238		196324		196012

						D03		X9		1		25.5		536396		537972		536812		533836		534044		534332		536530		530886		535874		535098

						D04		X10		1		25.5		320926		322208		322746		322296		322754		321050		319236		317286		319720		318704

						D05		X11		1		25.5		539624		537934		540366		537864		541592		539206		539932		542436		533588		534896

						D06		X12		1		25.5		494594		494510		489442		491388		490768		493348		493766		492168		493108		487598

						D07		X13		1		25.5		444770		446562		449346		446852		449798		446928		448228		450582		447710		444550

						D08		X14		1		25.5		364578		367074		371696		366906		370998		366284		367944		369272		368934		364084

						E02		X15		1		25.5		187578		187532		188784		189584		190428		190764		191456		189910		191624		190558

						E03		X16		1		25.5		237796		236842		239426		238066		240104		238086		238962		237504		237708		237414

						E04		X17		1		25.5		490448		490494		492628		492280		493350		486414		490320		490016		487178		491212

						E05		X18		1		25.5		590220		583816		590164		588996		585692		585066		589538		585894		586448		587386

						E06		X19		1		25.5		401176		402754		405150		401924		403992		403400		403054		400504		403458		400092

						E07		X20		1		25.5		472686		472252		469832		467562		472654		473234		471110		468252		471636		473048

						E08		X21		1		25.5		300696		298176		300370		302266		301982		302986		301258		300672		302188		302960

						F02		X15		1		25.5		185878		185796		183104		179664		185254		182348		185576		182946		183752		182702

						F03		X16		1		25.5		386284		382438		379046		385288		383508		384118		382106		380250		381674		379212

						F04		X17		1		25.5		468868		469430		468566		468998		471684		468294		466354		469040		469290		466328

						F05		X18		1		25.5		587758		585576		589518		588632		590736		586606		583572		587462		588434		582552

						F06		X19		1		25.5		454080		449276		456558		455550		451220		452162		453602		455456		448848		453458

						F07		X20		1		25.5		513838		510066		507184		511102		504206		508670		501866		509894		508764		510822

						F08		X21		1		25.5		296112		301170		296638		297540		294594		297470		301436		297236		298402		293884

						G02		X22		1		25.5		19072		19228		20232		19430		19070		19578		19226		18888		19020		19142

						G03		X23		1		25.5		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999744		1999746		1999746

						G04		X24		1		25.5		247322		250700		250514		247382		249700		247944		248236		248178		250598		245700

						G05		X25		1		25.5		161698		159054		162628		163274		160888		158894		161234		161810		160232		160392

						H02		X22		1		25.4		20410		19762		21010		20224		20904		20938		19996		21798		19936		21292

						H03		X23		1		25.5		1999744		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999744

						H04		X24		1		25.5		278720		278954		276112		275356		277714		275766		277804		277296		276104		276106

						H05		X25		1		25.5		145652		144198		144912		141816		141988		145730		144784		147324		145038		144606
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						Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10		gemid		gemid - blanco		Beta gal		RLU

		Dox								t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

				Blanco		A01		B		1		25.5		1334		1440		1248		1384		1408		1460		1322		1126		1262		1216		1618.10		0.00

						B01		B		1		25.6		1920		1982		1778		1932		2230		1878		1540		2050		1990		1862

		0		SREBP 1a		A02		X1		1		25.6		171118		168888		169578		169024		169800		169554		169656		171624		170700		169328		173599		171980.5		0.560		306884.917853092

						B02		X1		1		25.6		176318		176076		178530		177100		176778		178542		177446		176770		175970		179172

		0.01				A03		X2		1		25.6		291016		291668		293392		286970		290624		289472		287134		289296		289414		291638		340522		338903.5		0.378		897740.62931638

						B03		X2		1		25.5		395400		391460		392278		388490		390282		391032		393404		391916		386138		389408

		0.025				B04		X3		1		25.6		448128		445352		450054		450032		445540		445920		448676		447664		450788		448592		439549		437930.9		0.237		1849314.57183362

						A04		X3		1		25.5		427994		436534		428726		433368		431172		428294		430838		431954		430986		430368

		0.05				A05		X4		1		25.5		426500		428278		425858		427950		422862		431216		427720		426016		425418		425534		461039		459420.5		0.212		2167004.81789697

						B05		X4		1		25.5		497192		497214		496092		492526		494106		492850		498602		496524		496062		492252

		0.075				B06		X5		1		25.5		463104		461476		465366		464284		464578		464744		465968		460962		460054		464544		453167		451549.2		0.250		1809281.19365394

						A06		X5		1		25.6		442946		441200		442440		441916		442806		446558		443098		442690		438572		446040

		0.1				A07		X6		1		25.6		235132		234588		235430		236106		234362		236376		236418		233890		233876		233084		232618		230999.7		0.151		1531586.4300824

						B07		X6		1		25.5		233090		230472		231244		229328		228384		229004		228308		231176		230694		231394

		0.2				B08		X7		1		25.5		345450		345590		344514		345618		344470		344586		346532		345270		345682		347770		342284		340665.8		0.193		1762455.17479244

						A08		X7		1		25.5		341076		337756		340716		337728		337016		338810		337374		339452		339810		340458

		0		SREBP 1c		C02		X8		1		25.6		198504		200896		198526		195634		196760		197690		198464		198354		198570		197984		216048		214430.3		0.546		392604.508420048

						D02		X8		1		25.6		233814		233926		235402		232718		233906		232650		235194		234602		234170		233204

		0.01				D03		X9		1		25.6		643722		641324		643338		645894		647444		638448		643312		642134		641998		639478		637007		635388.5		0.431		1474822.15688658

						C03		X9		1		25.5		626852		630974		631826		633674		631438		630080		633152		633038		629464		632542

		0.025				C04		X10		1		25.5		382688		381758		380414		386540		380700		384416		378650		381682		380752		380780		384671		383053.0		0.189		2028984.76517177

						D04		X10		1		25.5		391204		384532		383468		388962		389898		387304		388258		386968		387328		387120

		0.05				D05		X11		1		25.6		673212		674664		672540		668176		672134		667022		673052		668570		665912		670690		657245		655626.7		0.256		2564643.55633376

						C05		X11		1		25.5		646472		644896		643540		645892		646272		643484		638972		646000		643310		640086

		0.075				C06		X12		1		25.5		529230		525294		524262		522442		526126		526992		527772		518408		527342		528446		535400		533781.6		0.173		3085909.95058432

						D06		X12		1		25.6		544756		546696		547086		543330		546190		547244		544518		546506		547548		537806

		0.1				D07		X13		1		25.5		481608		480228		481646		478408		481816		478338		481166		482906		481570		484024		481723		480105.1		0.157		3063383.29484686

						C07		X13		1		25.6		480364		482558		481098		482326		483158		482040		480102		486736		482738		481634

		0.2				C08		X14		1		25.5		438738		441958		443688		443324		439762		440748		443340		440200		437578		446780		447482		445863.7		0.130		3428653.23983375

						D08		X14		1		25.5		460196		452894		449186		452928		455330		452710		452082		455560		450656		451978

		0		SREBP 2		E02		X15		1		25.6		197224		192890		197154		195190		197076		192698		195108		193350		191608		192938		206105		204486.8		0.631		324286.858907797

						F02		X15		1		25.6		217650		219976		218488		216502		216608		218966		219014		215552		218016		216090

		0.01				F03		X16		1		25.6		414278		418676		417030		411980		412118		415630		414936		414192		415890		413044		347081		345462.5		0.351		985560.725444912

						E03		X16		1		25.5		275708		281376		278704		280428		277296		278762		279142		279210		281102		282110

		0.025				E04		X17		1		25.5		582894		588084		590786		586442		588234		586042		588084		587248		584580		590824		577522		575904.2		0.333		1730964.34015329

						F04		X17		1		25.6		570314		569264		570046		569410		565666		566048		567788		567226		566476		564990

		0.05				F05		X18		1		25.6		696096		702650		703174		708412		704650		703950		702286		705020		702546		702524		708169		706550.4		0.332		2126196.84887045

						E05		X18		1		25.6		711448		711400		714496		715750		711280		712052		714068		714754		715490		711324

		0.075				E06		X19		1		25.5		496640		493356		487678		489312		492868		492878		487232		487760		492178		491836		489220		487601.6		0.228		2141981.11056491

						F06		X19		1		25.6		493078		485438		484868		482846		487946		487132		489056		486702		487282		488308

		0.1				F07		X20		1		25.5		629880		630038		628612		632674		633180		627368		624736		631482		631530		628128		610068		608450.0		0.264		2308315.56888391

						E07		X20		1		25.5		592166		590774		588016		591920		592966		590140		593990		588990		585082		589690

		0.2				E08		X21		1		25.6		375256		379240		376436		374126		375312		374566		373662		375770		375086		374758		360556		358937.6		0.160		2241158.86183213

						F08		X21		1		25.5		346446		348460		347858		344160		343506		345160		348258		345086		344128		343840

		0		pTRE-tight-luc		G02		X22		1		25.5		24694		23598		24852		24018		23850		24748		25048		23618		23830		23826		23583		21964.6		0.918		23933.3456133205

						H02		X22		1		25.6		22668		23122		22982		23222		23246		23220		22634		21768		22978		23732

		0.2				H03		X23		1		25.6		1999580		1999580		1999580		1999580		1999580		1999578		1999580		1999580		1999580		1999580		1999580		1997961.7		0.351		5693975.28736412

						G03		X23		1		25.6		1999580		1999580		1999580		1999580		1999578		1999580		1999580		1999580		1999580		1999580

		0		pTRE-tight		G04		X24		1		25.6		302564		306264		302542		305044		302812		299880		304950		303424		301496		304622		324046		322427.4		0.933		345479.961732253

						H04		X24		1		25.5		344730		346050		342120		348258		344080		345710		345456		344200		341322		345386

		0.2				G05		X25		1		25.6		194720		192374		192920		191894		191826		193680		192782		190470		196096		190784		183694		182075.4		0.628		289971.856621202

						H05		X25		1		25.5		171980		177888		172160		174506		176224		175064		175224		173952		174608		174718

						2e

						Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10

										t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

						A01		B		1		25.5		1238		1414		1476		1466		1196		1440		1394		1338		1386		1154

						A02		X1		1		25.5		144420		145548		146148		145452		144888		145604		144864		145528		144686		146970

						A03		X2		1		25.4		237432		239854		240194		239250		236686		241444		242510		241328		240198		242052

						A04		X3		1		25.5		353222		346830		351038		352668		353252		348420		351994		351262		353480		347834

						A05		X4		1		25.5		341738		347274		345398		344496		341242		344960		342622		343056		343020		341026

						A06		X5		1		25.5		359018		354618		356874		357072		358192		356210		355548		355246		352716		356818

						A07		X6		1		25.6		188038		189478		189162		184990		188406		190634		189600		188636		187448		189570

						A08		X7		1		25.5		268872		269458		266094		266256		269410		268664		268016		268594		265110		267926

						B01		B		1		25.5		1572		1510		1694		1790		1764		1806		1710		1682		1542		1782

						B02		X1		1		25.4		154334		158124		155950		156668		156962		153608		157760		155438		154884		155288

						B03		X2		1		25.5		332194		329606		331100		334990		331600		333850		329694		333930		331868		327494

						B04		X3		1		25.5		371118		371630		371256		372044		367882		373004		370004		371432		368736		367502

						B05		X4		1		25.5		409726		403266		403944		404344		407656		407612		406998		406082		404504		403156

						B06		X5		1		25.5		380018		384226		382244		379890		382742		382850		381830		382670		385252		382886

						B07		X6		1		25.5		186026		189294		188050		187510		184968		187038		186098		186856		184394		190484

						B08		X7		1		25.5		277124		274886		278698		275948		279524		279686		275320		276436		274566		276278

						C02		X8		1		25.5		169040		169356		170496		168556		172020		169032		168490		170284		170042		170714

						C03		X9		1		25.5		516512		519312		516906		516194		516592		518154		520858		515228		521130		517194

						C04		X10		1		25.5		320158		321094		317178		320246		320020		320130		321832		320912		316760		319682

						C05		X11		1		25.5		516266		518644		516502		520678		522948		516452		516878		514940		515924		520774

						C06		X12		1		25.5		433962		436268		432256		437138		434658		429564		434368		433180		434570		434046

						C07		X13		1		25.5		393190		391212		393610		389714		391952		392100		392890		392930		389714		391834

						C08		X14		1		25.5		394534		393922		390384		395250		398554		393680		395212		397912		394064		394068

						D02		X8		1		25.5		196926		198244		198864		199438		197832		197544		198002		198238		196324		196012

						D03		X9		1		25.5		536396		537972		536812		533836		534044		534332		536530		530886		535874		535098

						D04		X10		1		25.5		320926		322208		322746		322296		322754		321050		319236		317286		319720		318704

						D05		X11		1		25.5		539624		537934		540366		537864		541592		539206		539932		542436		533588		534896

						D06		X12		1		25.5		494594		494510		489442		491388		490768		493348		493766		492168		493108		487598

						D07		X13		1		25.5		444770		446562		449346		446852		449798		446928		448228		450582		447710		444550

						D08		X14		1		25.5		364578		367074		371696		366906		370998		366284		367944		369272		368934		364084

						E02		X15		1		25.5		187578		187532		188784		189584		190428		190764		191456		189910		191624		190558

						E03		X16		1		25.5		237796		236842		239426		238066		240104		238086		238962		237504		237708		237414

						E04		X17		1		25.5		490448		490494		492628		492280		493350		486414		490320		490016		487178		491212

						E05		X18		1		25.5		590220		583816		590164		588996		585692		585066		589538		585894		586448		587386

						E06		X19		1		25.5		401176		402754		405150		401924		403992		403400		403054		400504		403458		400092

						E07		X20		1		25.5		472686		472252		469832		467562		472654		473234		471110		468252		471636		473048

						E08		X21		1		25.5		300696		298176		300370		302266		301982		302986		301258		300672		302188		302960

						F02		X15		1		25.5		185878		185796		183104		179664		185254		182348		185576		182946		183752		182702

						F03		X16		1		25.5		386284		382438		379046		385288		383508		384118		382106		380250		381674		379212

						F04		X17		1		25.5		468868		469430		468566		468998		471684		468294		466354		469040		469290		466328

						F05		X18		1		25.5		587758		585576		589518		588632		590736		586606		583572		587462		588434		582552

						F06		X19		1		25.5		454080		449276		456558		455550		451220		452162		453602		455456		448848		453458

						F07		X20		1		25.5		513838		510066		507184		511102		504206		508670		501866		509894		508764		510822

						F08		X21		1		25.5		296112		301170		296638		297540		294594		297470		301436		297236		298402		293884

						G02		X22		1		25.5		19072		19228		20232		19430		19070		19578		19226		18888		19020		19142

						G03		X23		1		25.5		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999744		1999746		1999746

						G04		X24		1		25.5		247322		250700		250514		247382		249700		247944		248236		248178		250598		245700

						G05		X25		1		25.5		161698		159054		162628		163274		160888		158894		161234		161810		160232		160392

						H02		X22		1		25.4		20410		19762		21010		20224		20904		20938		19996		21798		19936		21292

						H03		X23		1		25.5		1999744		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999746		1999744

						H04		X24		1		25.5		278720		278954		276112		275356		277714		275766		277804		277296		276104		276106

						H05		X25		1		25.5		145652		144198		144912		141816		141988		145730		144784		147324		145038		144606
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Sheet1

				Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10				Gemid		Gemid -Blanco

								t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

		Blanco		C01		B		1		25.0		0		0		16		0		4		0		0		34		0		0				6		0

				D01		B		1		25.0		0		6		0		14		14		24		0		0		0		0

		Standaard FCS

		0 ng/ml dox		C02		X1		1		25.0		42		16		32		28		0		0		12		20		22		2				19		13

				D02		X1		1		25.0		6		36		56		0		0		0		8		0		46		44

		100 ng/ml dox		C03		X2		1		25.1		414		554		468		404		636		480		472		408		466		534				521		515

				D03		X2		1		25.0		448		604		576		692		578		460		596		546		514		564

		500 ng/ml dox		C04		X3		1		25.0		2028		1620		1840		1980		2002		1890		1920		1872		1664		1668				1751		1746

				D04		X3		1		25.0		1374		1572		1888		1802		1614		1430		1774		1504		1780		1802

		1000 ng/ml dox		C05		X4		1		25.0		2688		2546		2430		2750		2648		2454		2652		2206		2814		2414				2533		2528

				D05		X4		1		25.0		2482		2636		2360		2920		2112		2850		2850		2234		2472		2150

		Tet on FCS

		0 ng/ml dox		C06		X5		1		25.0		50		92		16		32		50		18		0		52		50		22				33		27

				D06		X5		1		24.9		8		44		24		32		28		6		42		6		48		30

		100 ng/ml dox		C07		X6		1		25.0		390		234		276		246		268		262		316		298		236		342				266		260

				D07		X6		1		24.9		206		274		208		232		204		206		308		256		224		328

		500 ng/ml dox		C08		X7		1		24.9		1330		1108		1162		1646		1280		1496		1566		1406		1200		1446				1357		1352

				D08		X7		1		25.0		1370		1404		1526		1634		1338		1244		1046		1352		1230		1360

		1000 ng/ml dox		C09		X8		1		25.0		1218		1514		1420		1214		1116		1480		1338		1680		1458		1370				1345		1340

				D09		X8		1		24.9		1146		1254		1448		1396		1234		1324		1364		1254		1238		1440
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Sheet1

				Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10				Gemid		Gemid -Blanco

								t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

		Blanco		C01		B		1		25.0		0		0		16		0		4		0		0		34		0		0				6		0

				D01		B		1		25.0		0		6		0		14		14		24		0		0		0		0

		Standaard FCS

		0 ng/ml dox		C02		X1		1		25.0		42		16		32		28		0		0		12		20		22		2				19		13

				D02		X1		1		25.0		6		36		56		0		0		0		8		0		46		44

		100 ng/ml dox		C03		X2		1		25.1		414		554		468		404		636		480		472		408		466		534				521		515

				D03		X2		1		25.0		448		604		576		692		578		460		596		546		514		564

		500 ng/ml dox		C04		X3		1		25.0		2028		1620		1840		1980		2002		1890		1920		1872		1664		1668				1751		1746

				D04		X3		1		25.0		1374		1572		1888		1802		1614		1430		1774		1504		1780		1802

		1000 ng/ml dox		C05		X4		1		25.0		2688		2546		2430		2750		2648		2454		2652		2206		2814		2414				2533		2528

				D05		X4		1		25.0		2482		2636		2360		2920		2112		2850		2850		2234		2472		2150

		Tet on FCS

		0 ng/ml dox		C06		X5		1		25.0		50		92		16		32		50		18		0		52		50		22				33		27

				D06		X5		1		24.9		8		44		24		32		28		6		42		6		48		30

		100 ng/ml dox		C07		X6		1		25.0		390		234		276		246		268		262		316		298		236		342				266		260

				D07		X6		1		24.9		206		274		208		232		204		206		308		256		224		328

		500 ng/ml dox		C08		X7		1		24.9		1330		1108		1162		1646		1280		1496		1566		1406		1200		1446				1357		1352

				D08		X7		1		25.0		1370		1404		1526		1634		1338		1244		1046		1352		1230		1360

		1000 ng/ml dox		C09		X8		1		25.0		1218		1514		1420		1214		1116		1480		1338		1680		1458		1370				1345		1340

				D09		X8		1		24.9		1146		1254		1448		1396		1234		1324		1364		1254		1238		1440
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Sheet1

						Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10		Gemid		B-gal		RLU		Stand dev

										t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

				Blanco		D01		B		1		25.0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

						E01		B		1		25.0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

						F01		B		1		25.0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

						G01		B		1		25.0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

		EHHADH 1kb		SREBP 1a		D02		X1		1		25.0		778		648		424		542		824		462		668		766		508		800		1203		1.42E-01		8.45E+03		6.09E+02		157.4234543335				SREBP 1a

						E02		X1		1		25.0		674		774		866		580		832		418		530		548		440		562														SREBP 1c

						D03		X2		1		25.0		2054		1724		1942		1570		1574		1858		1866		1652		1904		1740														SREBP 2

						E03		X2		1		25.1		1598		1788		2244		1930		1616		1772		1858		1294		1432		2076														mFXR

				SREBP 1c		D04		X3		1		25.0		1176		1134		1066		1414		1518		962		1158		1246		1530		1266		1254		1.56E-01		8.02E+03		1.64E+02		149.4936149752

						E04		X3		1		25.0		1082		1210		1124		1370		1128		1178		1174		1254		1446		1264														EHHADH 1kb

						D05		X4		1		25.0		1044		1566		1160		1386		1568		1344		1322		1324		1430		1360														EHHADH 2kb

						E05		X4		1		24.9		1162		1056		862		1314		1450		1162		1174		1352		1182		1236

				SREBP 2		D06		X5		1		25.0		2480		3038		2878		2694		2816		2878		2612		2932		2780		3032		2901		2.22E-01		1.30E+04		2.08E+02		243.0775558885

						E06		X5		1		25.0		2660		2702		3092		2722		3022		2676		2558		2930		3048		3036

						D07		X6		1		25.0		3108		3350		2806		3124		3204		2886		3316		2996		2820		3228

						E07		X6		1		25.0		3152		2764		2750		2986		2638		2862		3054		2738		2862		2792

				mFXR		D08		X7		1		25.0		1240		1008		1268		1202		1332		1776		1266		1224		1164		1482		1420		2.64E-01		5.37E+03		2.25E+02		100

						E08		X7		1		25.0		1094		1332		1278		1242		1230		1428		1146		1390		1238		1392

						D09		X8		1		25.0		1664		1568		1016		1554		1856		1624		1428		1370		1740		1302

						E09		X8		1		24.9		1650		1510		1436		1554		1654		1750		1448		1476		1920		1530

		EHHADH 2kb		SREBP 1a		F02		X9		1		25.0		796		470		828		852		892		624		576		638		604		894		1520		8.05E-02		1.89E+04		7.86E+02		210.9937380359

						G02		X9		1		25.0		776		658		1006		736		704		710		1168		726		776		874

						F03		X10		1		25.0		1976		2144		2356		1954		2146		2432		2388		2560		2010		2060

						G03		X10		1		25.0		2482		2596		2044		2152		2322		2224		2332		2536		2338		2454

				SREBP 1c		F04		X11		1		25.0		2066		1776		2290		2262		2284		1916		1850		2060		1884		2054		1931		1.07E-01		1.81E+04		2.50E+02		201.6035153763

						G04		X11		1		25.0		2046		2472		2338		1682		1880		2156		2162		1984		1642		1994

						F05		X12		1		25.1		2140		1738		1726		1684		1700		1496		1786		2170		2012		1524

						G05		X12		1		25.1		1744		1602		1722		1938		1600		2078		2382		1878		1834		1704

				SREBP 2		F06		X13		1		25.0		2538		2958		2674		2990		2856		2636		2770		2578		2764		2866		2381		1.09E-01		2.18E+04		3.51E+02		243.387454324

						G06		X13		1		25.0		2392		2696		2340		2636		2412		2404		2858		2566		2602		2996

						F07		X14		1		25.0		2212		2340		2164		2104		2160		1794		1830		2112		1844		2462

						G07		X14		1		25.0		1962		1922		2168		1990		2066		2160		2056		2180		2000		2186

				mFXR		F08		X15		1		24.9		682		570		634		668		646		516		514		740		574		694		1001		1.12E-01		8.95E+03		3.40E+02		100

						G08		X15		1		25.0		790		826		838		696		662		566		892		826		622		892

						F09		X16		1		25.0		1424		1178		1282		938		1082		1474		1138		1412		1440		1574

						G09		X16		1		24.9		1354		1302		1424		1232		1410		1242		1270		1392		1394		1248

						Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10

										t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

						D01		B		1		24.9		0		0		0		0		8		2		0		2		0		0		5

						E01		B		1		24.9		0		0		0		0		0		0		32		0		0		44

						F01		B		1		24.9		0		0		0		0		32		0		0		0		32		0

						G01		B		1		25.0		26		0		0		2		0		0		0		24		0		0

						D02		X1		1		24.9		936		1180		1182		896		982		1278		1188		1234		930		984		1608		1.42E-01		1.13E+04

						E02		X1		1		24.8		1052		1044		1006		1342		1088		1202		1012		1250		1396		1300

						D03		X2		1		24.9		2110		1922		2196		2256		2284		2304		2224		2250		2096		1936

						E03		X2		1		24.9		1990		2052		1944		2014		1948		2104		1842		2098		2122		2148

						D04		X3		1		25.0		1636		1404		1652		1626		1346		1904		1684		1780		1618		1602		1623		1.56E-01		1.04E+04

						E04		X3		1		25.0		1714		1670		1332		1870		1520		1528		1662		1428		1770		1728

						D05		X4		1		24.9		1888		1622		1682		1590		1506		1510		1412		1656		1392		1330

						E05		X4		1		25.0		1652		1806		1382		1646		1736		1656		1670		1574		2178		1570

						D06		X5		1		25.0		2920		2980		2992		2978		2952		3176		2786		2940		2574		2816		2862		2.22E-01		1.29E+04

						E06		X5		1		25.0		2778		2674		2646		2904		3038		2778		2964		3058		3034		2840

						D07		X6		1		25.0		2598		2796		2990		2634		2954		3028		2960		2780		2738		2638

						E07		X6		1		25.0		2808		2542		3010		2694		2742		3036		3164		2806		2820		2928

						D08		X7		1		25.0		1556		1618		1390		1444		1990		1550		1466		1660		1474		1642		1640		2.64E-01		6.20E+03

						E08		X7		1		25.0		1622		1602		1532		1416		1470		1692		1614		1430		1562		1502

						D09		X8		1		24.9		1436		1660		1532		1916		1760		1680		1720		1708		1812		1674

						E09		X8		1		24.9		1810		1762		1730		1528		1912		1848		1592		1670		1774		1848

						F02		X9		1		24.9		1322		1094		1110		1398		1394		1142		1098		1322		1264		1344		1861				2.31E+04

						G02		X9		1		24.9		1300		1500		1172		1266		1466		1418		1266		1174		1126		1248				8.05E-02

						F03		X10		1		24.9		2512		2476		2370		2462		2136		2432		2638		2376		2530		2330

						G03		X10		1		25.0		2528		2350		2376		2324		2348		2566		2486		2580		2846		2342

						F04		X11		1		24.9		2224		2460		2266		2144		2424		2434		2772		2078		2038		2612		2201		1.07E-01		2.06E+04

						G04		X11		1		24.9		2416		2430		2248		2350		2238		2196		2172		2428		2358		2054

						F05		X12		1		25.0		1938		2174		1914		2390		1800		2102		2224		2166		2248		2096

						G05		X12		1		25.0		2154		2108		2186		1922		1906		2040		2242		2288		1868		1938

						F06		X13		1		25.0		2946		2768		2974		2600		2842		2602		3174		2940		2614		2556		2517		1.09E-01		2.30E+04

						G06		X13		1		25.0		2772		2700		2530		2730		2786		2964		2826		2720		2598		2650

						F07		X14		1		25.0		2050		2244		2372		2370		2466		2230		1942		2442		2120		2032

						G07		X14		1		24.9		2336		2362		2446		2290		2284		2478		2290		2404		1884		2338

						F08		X15		1		24.9		1114		1074		968		1398		1040		1156		956		1130		1212		1006		1321		1.12E-01		1.18E+04

						G08		X15		1		24.9		1068		1142		1134		1112		1002		1138		996		1236		1106		1046

						F09		X16		1		24.9		1624		1670		1666		1360		1640		1524		1796		1802		1486		1480

						G09		X16		1		24.9		1346		1268		1782		1408		1510		1394		1624		1374		1556		1486
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Sheet1

		meting 2

				Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10				Gemid.		Gemid. - blanco

								t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

		Pos. controle		A12		X9		1		0.0		0		0		0		0		0		6		0		0		0		0

		Blanco		F01		B		1		0.0		76		194		126		68		44		106		138		120		98		168				118		0

				G01		B		1		0.0		138		98		124		116		160		46		94		96		186		158

		SREBP 1a1		F02		X1		1		0.0		32908		31912		32780		31162		32516		32394		32854		31844		33888		32406				32763		32646

				G02		X1		1		0.0		33150		32684		32932		31992		32894		34134		32292		33662		33820		33040

		SREBP 1a2		F03		X2		1		0.0		22230		22028		22010		22814		22386		20872		22000		21988		22386		22712				21963		21845

				G03		X2		1		0.0		22234		22390		21836		21276		21364		21626		22246		21358		22358		21144

		SREBP 1c1		F04		X3		1		0.0		12592		13040		12384		12466		12654		12310		12828		12880		12150		12032				11877		11759

				G04		X3		1		0.0		10876		11392		11534		11622		11290		11368		11116		11002		11260		10740

		SREBP 1c2		F05		X4		1		0.0		16642		16358		16032		16726		17436		17016		17434		17138		16296		16854				16715		16597

				G05		X4		1		0.0		16542		16632		16406		16002		17200		16742		17058		16582		16522		16672

		SREBP 21		F06		X5		1		0.0		15788		14946		15112		15206		14934		15130		14808		15454		15972		15824				15654		15537

				F07		X5		1		0.0		16290		16246		16560		15996		16476		15956		14668		15768		16116		15838

		SREBP 22		F08		X6		1		0.0		21126		21406		21174		21816		22050		22082		21620		21838		20994		21390				20216		20098

				G08		X6		1		0.0		18722		18686		19410		19130		18432		18862		18810		19032		18426		19306

		mFXR1		F09		X7		1		0.0		2226		2316		2460		2314		2316		2440		2576		2204		2314		2096				2260		2143

				G09		X7		1		0.0		2396		2234		2278		2038		2148		2246		2328		2100		2154		2020

		mFXR2		F10		X8		1		0.0		3212		4268		3928		3702		4130		3220		3800		3882		3836		3720				3759		3641

				G10		X8		1		0.0		3596		3860		3508		3732		4168		3914		3768		3756		3378		3794

		Meting 1

				Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10				Gemid.		Gemid. - blanco

								t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

		Pos. controle		A12		X9		1		0.0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

		Blanco		F01		B		1		0.0		136		58		16		102		30		42		122		24		90		74				64		0

				G01		B		1		0.0		118		42		78		94		4		32		14		100		98		0

		SREBP 1a1		F02		X1		1		0.0		41006		41712		41612		41488		42784		42502		42950		42154		43070		40974				42139		42075

				G02		X1		1		0.0		43212		41540		42880		42004		42548		42062		41474		41512		42690		42598

		SREBP 1a2		F03		X2		1		0.0		27286		27858		28340		27656		28224		27754		28204		28078		27670		26586				27303		27239

				G03		X2		1		0.0		27302		25496		26390		27446		27164		26894		26742		26782		27536		26644

		SREBP 1c1		F04		X3		1		0.0		16232		16118		15050		14802		15566		15894		15768		15570		15316		15130				14904		14840

				G04		X3		1		0.0		14280		14576		14440		14028		14484		13984		13870		13926		15166		13874

		SREBP 1c2		F05		X4		1		0.0		21248		22002		22262		21524		22622		21268		21648		21942		22100		21024				21526		21462

				G05		X4		1		0.0		20738		21616		21028		21286		21196		21226		21760		20766		21082		22182

		SREBP 21		F06		X5		1		0.0		20462		19844		19730		20016		20612		19702		19468		19658		19956		19708				20097		20033

				F07		X5		1		0.0		21070		19622		19774		19884		20356		21152		19818		20482		20212		20410

		SREBP 22		F08		X6		1		0.0		28384		26350		26822		28208		28760		27130		26872		27316		28400		27280				25954		25891

				G08		X6		1		0.0		23560		24460		24392		24370		24482		24276		24346		24806		24586		24288

		mFXR1		F09		X7		1		0.0		2640		3016		3050		3162		3054		2874		3002		2678		2708		2708				2880		2816

				G09		X7		1		0.0		2848		2732		2910		3236		2934		3100		2746		2948		2416		2828

		mFXR2		F10		X8		1		0.0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0				2		-62

				G10		X8		1		0.0		0		0		0		0		0		0		0		30		0		0

		Gecorrigeerd		Meting 1 + mFXR2 van meting 2

		voor mFXR2

				Well		Cont.		CH		Temp		Intervals		2		3		4		5		6		7		8		9		10		STDV		Luc Gemid.		Luc. Gemid. - blanco		Beta-gal		Relative light unit (RLU)		gemid RLU van SREBP

								t				0.00		0.50		1.00		1.50		2.00		2.50		3.00		3.50		4.00		4.50

		Pos. controle		A12		X9		1		0.0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

		Blanco		F01		B		1		0.0		136		58		16		102		30		42		122		24		90		74				63.70		0.00		0.00

				G01		B		1		0.0		118		42		78		94		4		32		14		100		98		0

		SREBP 1a1		F02		X1		1		0.0		41006		41712		41612		41488		42784		42502		42950		42154		43070		40974		695.76		42138.60		42074.90		0.24		177681.17		170540.94				SREBP 1a1		177681.165540541		SREBP 1a		170540.942698285

				G02		X1		1		0.0		43212		41540		42880		42004		42548		42062		41474		41512		42690		42598																SREBP 1a2		163400.719856029		SREBP 1c		91450.3694886491

		SREBP 1a2		F03		X2		1		0.0		27286		27858		28340		27656		28224		27754		28204		28078		27670		26586		725.54		27302.60		27238.90		0.17		163400.72						SREBP 1c1		90231.0498581272		SREBP 2		116301.939839682

				G03		X2		1		0.0		27302		25496		26390		27446		27164		26894		26742		26782		27536		26644																SREBP 1c2		92669.689119171		mFXR		10444.4951958474

		SREBP 1c1		F04		X3		1		0.0		16232		16118		15050		14802		15566		15894		15768		15570		15316		15130		786.60		14903.70		14840.00		0.16		90231.05		91450.37				SREBP 21		116223.747824405

				G04		X3		1		0.0		14280		14576		14440		14028		14484		13984		13870		13926		15166		13874																SREBP 22		116380.13185496

		SREBP 1c2		F05		X4		1		0.0		21248		22002		22262		21524		22622		21268		21648		21942		22100		21024		526.96		21526.00		21462.30		0.23		92669.69						mFXR1		8292.7403916949

				G05		X4		1		0.0		20738		21616		21028		21286		21196		21226		21760		20766		21082		22182																mFXR2		12596.25

		SREBP 21		F06		X5		1		0.0		20462		19844		19730		20016		20612		19702		19468		19658		19956		19708		478.96		20096.80		20033.10		0.17		116223.75		116301.94

				F07		X5		1		0.0		21070		19622		19774		19884		20356		21152		19818		20482		20212		20410

		SREBP 22		F08		X6		1		0.0		28384		26350		26822		28208		28760		27130		26872		27316		28400		27280		1747.73		25954.40		25890.70		0.22		116380.13

				G08		X6		1		0.0		23560		24460		24392		24370		24482		24276		24346		24806		24586		24288

		mFXR1		F09		X7		1		0.0		2640		3016		3050		3162		3054		2874		3002		2678		2708		2708		201.59		2879.50		2815.80		0.34		8292.74		10444.50

				G09		X7		1		0.0		2848		2732		2910		3236		2934		3100		2746		2948		2416		2828

		mFXR2		F10		X8		1		0.0		3212		4268		3928		3702		4130		3220		3800		3882		3836		3720		279.17		3758.60		3694.90		0.29		12596.25

				G10		X8		1		0.0		3596		3860		3508		3732		4168		3914		3768		3756		3378		3794
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		Analysis of Real Time PCR data						version:7.5

		analysis date:2-3-2007

		fit option 2: n between 4 and 6 and best R

		sample		name		lower limit		upper limit		n included		No		PCR eff		R2		gemid HMG-Coa				gemid GAPDH				ratio HMG/GAPDH				Stand dev		Percentage

		1.000		1a1 hmg coa		1.230		7.760		5.000		1.6882E-04		1.533		0.999		2.0688E-04				0.0026061422				0.0793810034

		2.000		1a1  hmg coa		1.020		4.370		4.000		2.4494E-04		1.525		0.998				2.3165E-04				3.0039E-03				7.7117E-02		0.0000517516		149

		3.000		1a2  hmg coa		0.890		8.910		6.000		2.9305E-04		1.529		0.998		2.5643E-04				0.0034016492				7.5383E-02

		4.000		1a2  hmg coa		0.780		7.590		6.000		2.1980E-04		1.543		0.998

		5.000		1c1  hmg coa		0.980		9.770		6.000		2.1598E-04		1.538		0.999		2.1601E-04				0.0032127297				6.7236E-02

		6.000		1c1  hmg coa		1.020		8.910		5.000		2.1604E-04		1.539		0.999				1.6502E-04				2.9291E-03				5.6337E-02		5.9408E-05		109

		7.000		1c2  hmg coa		0.890		8.910		6.000		1.2365E-04		1.534		0.999		1.1402E-04				0.0026454573				4.3100E-02

		8.000		1c2  hmg coa		1.410		7.590		4.000		1.0439E-04		1.545		1.000

		9.000		21  hmg coa		0.890		8.910		6.000		1.4644E-04		1.529		0.999		1.4179E-04				0.0023449925				6.0464E-02

		10.000		21  hmg coa		0.680		8.910		6.000		1.3713E-04		1.536		0.999				1.3994E-04				2.3254E-03				6.0181E-02		0.0000043655		116

		11.000		22 hmg coa		0.890		8.910		5.000		1.3772E-04		1.538		0.999		1.3810E-04				0.0023057255				5.9894E-02

		12.000		22  hmg coa		1.020		4.370		4.000		1.3848E-04		1.533		0.999

		13.000		mfxr1  hmg coa		0.590		3.310		4.000		1.2485E-04		1.542		0.998		1.2721E-04				0.0026010096				4.8908E-02

		14.000		mfxr1  hmg coa		1.020		10.000		6.000		1.2957E-04		1.537		0.998				1.4735E-04				2.8472E-03				5.1752E-02		0.0000233653		100

		15.000		mfxr 2  hmg coa		0.680		5.750		6.000		1.6594E-04		1.543		0.997		1.6748E-04				0.0030933623				5.4143E-02

		16.000		mfxr2  hmg coa		0.590		3.800		5.000		1.6902E-04		1.538		0.997

				SREBP 1a

				SREBP 1c

				SREBP 2

				mFXR





Sheet1

		0		0.0000517516		0.0000517516

		0		0.0000594076		0.0000594076

		0		0.0000043655		0.0000043655

		0		0.0000233653		0.0000233653



Ratio HMG-Coa/GAPDH

pSG5 -SREBP 1a/1c/2/mFXR in HepG2
HMG-Coa reductase



noise band hmg coa 29-2-07

		0

		0

		0

		0



Ratio HMG-coa/GAPDH 
percentage (%)

Overexpressie SREBP in HepG2
 Ratio HMG-CoA red/Bgal



		LightCycler Baseline Adjustment Data Export

		User: AJBodewes		File: hmg coa 29-2-07.ABT		Run By: LightCycler

		Run Date: mrt 02, 2007 11:00		LightCycler ID#: 499		Carousel ID#:

		File Modified By:		Modification Date:

		Run Version: 5.32		Analysis Version: 3.5.28

		Program: amplification		Start Cursor: 0:10:58.75		Stop Cursor: 0:42:27		Baseline Adjustment: Arithmetic

		Analysis Method: Fit Points Above Threshold		Noise Band Cursor: 0.0100

		Fluorescence: F1		Color Compensation: Off

		Export Date: mrt 02, 2007

		1a1 hmg coa				1a1  hmg coa				1a2  hmg coa				1a2  hmg coa				1c1  hmg coa				1c1  hmg coa				1c2  hmg coa				1c2  hmg coa				21  hmg coa				21  hmg coa				22 hmg coa				22  hmg coa				mfxr1  hmg coa				mfxr1  hmg coa				mfxr 2  hmg coa				mfxr2  hmg coa				0				0				blanco				blanco

		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1

		5		0.0455581519		5		0.0554323188		5		0.055826657		5		0.0468869024		5		0.0441520108		5		0.054655024		5		0.0410672573		5		0.0454622532		5		0.0322213612		5		0.0334764794		5		0.0381924198		5		0.0352681018		5		0.0295207832		5		0.0300344731		5		0.03385864		5		0.0340477504		15		0.0134521947		15		0.0150800792		8		0.0106215101		5		0.0201017578

		6		0.0725740991		6		0.0922014777		6		0.0968358016		6		0.0876952973		6		0.0861927602		6		0.0907104497		6		0.0837540879		6		0.085190248		6		0.0705324236		6		0.0613899614		6		0.0733157356		6		0.0740327733		6		0.0635931157		6		0.0596068201		6		0.0733157356		6		0.0686982901		16		0.0114311817		16		0.0130452236		9		0.0170449947		6		0.0344470363

		7		0.1026237035		7		0.1260693711		7		0.1215383993		7		0.1028915663		7		0.1152174804		7		0.1192227278		7		0.0833215095		7		0.1058847957		7		0.0885255817		7		0.0796706327		7		0.0872626271		7		0.0929520497		7		0.088279485		7		0.0864585857		7		0.0968757387		7		0.0860137105		17		0.0148087651		17		0.0157583644		10		0.0128469693		7		0.047451463

		8		0.161185586		8		0.1922764101		8		0.188737153		8		0.1583478802		8		0.1727954741		8		0.189618537		8		0.1336044158		8		0.1558554565		8		0.1323744543		8		0.1311441179		8		0.1406666141		8		0.1326428396		8		0.1147291663		8		0.11968322		8		0.1334370814		8		0.1143999685		18		0.0178541272		18		0.014401794		11		0.0138383103		8		0.047010635

		9		0.1816275873		9		0.2181498317		9		0.2102229506		9		0.185999923		9		0.1894626939		9		0.2083230003		9		0.1620629699		9		0.1873838476		9		0.1476081574		9		0.1455637854		9		0.1781932078		9		0.1677219377		9		0.1385155116		9		0.139249045		9		0.1656843432		9		0.1519068631		19		0.0246092939		19		0.0255588931		12		0.0202617949		9		0.0604558896

		10		0.2257101196		10		0.2578637264		10		0.2472768471		10		0.2263898951		10		0.2320758084		10		0.2472013448		10		0.2043073988		10		0.2239733071		10		0.1899523736		10		0.1710542904		10		0.1998051404		10		0.1965268047		10		0.1636243411		10		0.1583490171		10		0.1825072886		10		0.1677842566		20		0.0144627012		20		0.0157583644		13		0.0205045723		10		0.0532924343

		11		0.2601189851		11		0.2969578984		11		0.2910071215		11		0.2625145469		11		0.2769236624		11		0.2980187084		11		0.221969495		11		0.2535908866		11		0.2237005042		11		0.2092822792		11		0.2308307587		11		0.2275378378		11		0.191892438		11		0.1847535638		11		0.2022084183		11		0.1721180364		21		0.0286651624		21		0.0265693996		14		0.0202617949		11		0.047010635

		12		0.272823326		12		0.3190355187		12		0.3095188962		12		0.2731343241		12		0.2858932332		12		0.3144578194		12		0.2358357899		12		0.2668374587		12		0.2326736694		12		0.2323889778		12		0.2582514956		12		0.2516638007		12		0.2087303975		12		0.2097541353		12		0.2253151169		12		0.1966432905		22		0.0205534253		22		0.0177793774		15		0.0286578458		12		0.0600150616

		13		0.2937625289		13		0.3467681084		13		0.3421117585		13		0.3078662182		13		0.3180367464		13		0.3496013938		13		0.2617092115		13		0.29648086		13		0.2443839321		13		0.2432036218		13		0.2820673512		13		0.2757897636		13		0.2254560151		13		0.2193133494		13		0.2447873859		13		0.2231011199		23		0.0303539541		23		0.0275799061		16		0.0293962936		13		0.0694377606

		14		0.3288754903		14		0.3890125373		14		0.3903030671		14		0.3503743426		14		0.3539150296		14		0.381010198		14		0.2862915443		14		0.3292745182		14		0.2871052278		14		0.2792819837		14		0.3159886939		14		0.3040354816		14		0.2495573559		14		0.2329533974		14		0.2664462223		14		0.2389685075		24		0.0330532523		24		0.029946983		17		0.0333515416		14		0.0730194883

		15		0.3655190953		15		0.4287522538		15		0.4392227078		15		0.3872243891		15		0.3935586958		15		0.4213579602		15		0.295742315		15		0.3525915838		15		0.3029352456		15		0.2944402143		15		0.3376475302		15		0.328133227		15		0.2790328295		15		0.2752710876		15		0.311182209		15		0.2822566321		25		0.0205534253		25		0.014401794		18		0.0338472121		15		0.0864831108

		16		0.4275713821		16		0.5012598067		16		0.5184895201		16		0.452422857		16		0.4660499711		16		0.5088495417		16		0.349968049		16		0.3980120914		16		0.3470391989		16		0.3442289447		16		0.3866975554		16		0.3681174252		16		0.313855017		16		0.3080575146		16		0.3544703336		16		0.317625837		26		0.0273085921		26		0.0184576625		19		0.0400178037		16		0.0950057859

		17		0.468684466		17		0.5630513216		17		0.6007607024		17		0.5324774067		17		0.5281022579		17		0.5723712462		17		0.3934777451		17		0.4314254723		17		0.3697825043		17		0.3788594443		17		0.4314335421		17		0.4170465711		17		0.3493352616		17		0.3353376108		17		0.4057069261		17		0.375333487		27		0.0235987874		27		0.0215030246		20		0.0395221332		17		0.0990467094

		18		0.5531453734		18		0.6652022758		18		0.7393562353		18		0.662148948		18		0.6514415097		18		0.6867715401		18		0.4540298147		18		0.4925972646		18		0.4490172456		18		0.451725325		18		0.5021424036		18		0.4866309273		18		0.4276714739		18		0.3995129189		18		0.5016795054		18		0.4655441657		28		0.0344098227		28		0.0350133581		21		0.0526219956		18		0.0990467094

		19		0.7004238893		19		0.8512223651		19		0.9912984543		19		0.8896036834		19		0.8675071437		19		0.9028065612		19		0.5511197003		19		0.6079689691		19		0.5909794906		19		0.5982253398		19		0.6450079888		19		0.6161774721		19		0.5622441481		19		0.5408048103		19		0.6762798659		19		0.6286207251		29		0.0225744383		29		0.0191359477		22		0.0454499474		19		0.0954466139

		20		0.9291938642		20		1.1650193948		20		1.3948247957		20		1.2440359491		20		1.1811451155		20		1.227106931		20		0.6948953607		20		0.7384980573		20		0.7439465608		20		0.7685116619		20		0.8253997981		20		0.7719098573		20		0.7376711997		20		0.723715619		20		0.9374860237		20		0.8840354342		30		0.0350881079		30		0.0350133581		23		0.0545945618		20		0.0959058097

		21		1.3250062563		21		1.6919426202		21		2.1018076799		21		1.9084028675		21		1.7592128811		21		1.8185904475		21		1.0072349665		21		1.0302084974		21		1.0743452741		21		1.1053213569		21		1.1807467186		21		1.1078392007		21		1.0872930713		21		1.0593616273		21		1.4507593647		21		1.3827850541		31		0.0405005468		31		0.048883598		24		0.0607651534		21		0.1160920596

		22		2.0070575383		22		2.60305486		22		3.3042368876		22		3.0325493016		22		2.7761771668		22		2.7762827552		22		1.4653350939		22		1.4920913862		22		1.62632191		22		1.6643138448		22		1.7505213541		22		1.6494459051		22		1.6919747423		22		1.6196491685		22		2.2449705887		22		2.1392145724		32		0.0384656912		32		0.0627399953		25		0.0550902323		22		0.1030692651

		23		3.1531427032		23		4.1226347931		23		5.2303331492		23		4.8502616945		23		4.4332513426		23		4.4132333046		23		2.2421242781		23		2.3017147409		23		2.5778207087		23		2.6790893957		23		2.7572526587		23		2.5658924864		23		2.6970991633		23		2.6213809269		23		3.6401490764		23		3.4723776574		33		0.0530003737		33		0.0907988538		26		0.0590353646		23		0.1102510883

		24		4.8997576205		24		6.4531157876		24		8.0197637942		24		7.4776443285		24		6.7985856374		24		6.8012316563		24		3.5850854011		24		3.5854071908		24		4.0320781846		24		4.2005979792		24		4.3224412316		24		3.9737738853		24		4.2341038713		24		4.1337988187		24		5.7291953722		24		5.4945696863		34		0.0830940878		34		0.1529934525		27		0.0620093874		24		0.1156328637

		25		7.1764651512		25		9.3972433479		25		11.3558570172		25		10.7107292328		25		9.7081162492		25		9.8162439577		25		5.6052527493		25		5.4858474799		25		6.0570842968		25		6.339894873		25		6.4712067503		25		5.9709071951		25		6.3191181478		25		6.1798325465		25		8.408233443		25		8.1325608863		35		0.1334533021		35		0.266237253		28		0.0820182892		25		0.1102510883

		26		9.806620298		26		12.6186073137		26		14.765010651		26		14.0976022799		26		12.8564102124		26		13.0228210768		26		8.1770125676		26		8.0080668595		26		8.7056582537		26		9.0388259889		26		9.1724968317		26		8.5499960813		26		9.0564765341		26		8.783362238		26		11.4461798716		26		11.0615787435		36		0.2171020471		36		0.4426870775		29		0.0810269483		26		0.1124919641

		27		12.4250393192		27		15.5608925839		27		17.6012572011		27		16.9067609126		27		15.5653032185		27		15.8449609563		27		10.8346199725		27		10.8064665771		27		11.3951654412		27		11.9132728078		27		11.9851366125		27		11.1372931477		27		11.7700843844		27		11.5419722783		27		14.3027306109		27		13.8493955488		37		0.362136411		37		0.7027938029		30		0.0933782471		27		0.1084510405

		28		14.5287910561		28		17.8700325859		28		19.8087657859		28		19.0861221019		28		17.7030984941		28		18.1580688767		28		13.4683160471		28		13.3169601644		28		13.6212542541		28		14.2719611861		28		14.3438249908		28		13.3181003995		28		13.9854944922		28		13.7559718566		28		16.563270428		28		16.0936516273		38		0.672449735		38		1.1976884341		31		0.1198106336		28		0.1353782855

		29		15.8634367254		29		19.3217959202		29		21.1061096976		29		20.3456490401		29		18.8001341587		29		19.5608887406		29		15.4043828952		29		15.2767347466		29		15.3208699672		29		16.0968552303		29		16.1577888543		29		15.0177161126		29		15.5635806562		29		15.2645107561		29		18.0667279341		29		17.5861789527		39		1.2056327105		39		1.9330329761		32		0.1453781258		29		0.1421009129

		30		16.8984066189		30		20.2757452061		30		22.1506078004		30		21.3883560047		30		19.793133246		30		20.3750603279		30		16.8690857944		30		16.7911912526		30		16.5461048092		30		17.18630426		30		17.3235260838		30		16.1699364371		30		16.7168532328		30		16.4487823141		30		19.2260648878		30		18.7672705583		40		2.1437813396		40		3.0364989223		33		0.1890932265		30		0.1734915416

		31		17.5771930941		31		20.937651356		31		22.6476757549		31		21.9419039679		31		20.4801773586		31		21.1472034332		31		17.4954337979		31		17.709290932		31		17.3958059194		31		18.0796792321		31		18.1350362332		31		16.9519603483		31		17.7214951129		31		17.365080016		31		19.994471849		31		19.3964539586										34		0.2494992717		31		0.2176651939

		32		18.1313848495		32		21.5852759552		32		23.2627154237		32		22.4553730874		32		21.1248456462		32		21.8936431692		32		18.3992519267		32		18.3000807891		32		17.9124089962		32		18.6889293786		32		18.7417338991		32		17.3584505276		32		18.0781276075		32		17.8901696218		32		20.4847663604		32		19.8298542264										35		0.3662144938		32		0.2872821498

		33		18.3689948542		33		21.8985956871		33		23.6162856204		33		22.880471642		33		21.3961203944		33		22.3177487614		33		18.997036829		33		18.8480259946		33		18.3427644237		33		19.2036549476		33		19.2892573261		33		17.9846771026		33		18.5633714721		33		18.1450715825		33		20.9586619427		33		20.3281808662										36		0.5792819859		33		0.4232257762

		34		18.6121629876		34		22.1192310703		34		23.9281172865		34		23.1935465434		34		21.6930985118		34		22.4448762362		34		19.4027494493		34		19.2537386148		34		18.8118646479		34		19.5142305835		34		19.616231891		34		18.3442672403		34		19.0187924102		34		18.5777091537		34		21.3100675652		34		20.7043522183										37		0.923912875		34		0.6254412351

		35		18.9287447384		35		22.4608224431		35		24.130255955		35		23.4021536394		35		22.040788682		35		22.76721038		35		19.3814728535		35		19.524213695		35		19.0308848208		35		19.8084072903		35		19.8856428683		35		18.5946674964		35		19.3449806675		35		19.0875130753		35		21.6778721167		35		20.949332138										38		1.5475160663		35		0.9448182744

		36		19.0531078694		36		22.6316181295		36		24.2565063861		36		23.442232483		36		22.1679161568		36		23.1319203487		36		20.0005343516		36		19.7448490783		36		19.1871448272		36		20.0128918954		36		20.1065264024		36		18.6651125813		36		19.4055584867		36		19.1722695585		36		21.9231867084		36		21.121018885										39		2.486356439		36		1.3888857944

		37		18.9852523808		37		22.6316181295		37		24.3406733403		37		23.5384874107		37		22.1849359553		37		23.1996522001		37		20.0576605539		37		19.8302469215		37		19.1791397039		37		20.070120811		37		20.2534474198		37		18.9856377174		37		19.6484910744		37		19.1722695585		37		22.0132134822		37		21.2843388314										40		3.7709146303		37		1.8554130768

		38		19.2115145392		38		22.8024138159		38		24.5262545752		38		23.7950577129		38		22.4565580463		38		23.2336917972		38		20.1856115886		38		20.0581688101		38		19.4138499184		38		20.2334407575		38		20.4743309539		38		19.1262076821		38		19.8379909191		38		19.3420987805		38		22.1929323577		38		21.4071634633														38		2.3884963384

		39		19.4213228796		39		22.9446464011		39		24.467268718		39		23.8594466748		39		22.6343975739		39		23.3101072192		39		20.0221024076		39		20.1007220016		39		19.5156750865		39		20.3478985888		39		20.5968209138		39		19.1262076821		39		19.913790857		39		19.5508274333		39		22.3646191047		39		21.5296534231														39		2.969605673

		40		19.6248657765		40		23.257966133		40		24.7283932437		40		24.027646412		40		22.9060196649		40		23.8189644613		40		20.6484504111		40		20.3356389355		40		19.7423801778		40		20.7157031404		40		20.833768705		40		19.2904728118		40		20.0504792695		40		19.7592398305		40		22.6259979534		40		21.7585690858														40		3.8616238749
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		Analysis of Real Time PCR data						version:7.5

		analysis date:28-2-2007

		fit option 2: n between 4 and 6 and best R

		sample		name		lower limit		upper limit		n included		No		PCR eff		R2				gemid						gemid GAPDH								ratio MK/GAPDH				Stand dev		precentages

		1.000		1a1 mk		0.810		4.500		5.000		8.3740E-05		1.519		1.000				7.7541E-05						0.0026061422								2.9753E-02

		2.000		1a1 mk		1.190		4.410		4.000		7.1342E-05		1.527		1.000						7.7797E-05								0.0030038957						2.5899E-02		5.7513E-06		143

		3.000		1a2 mk		0.720		4.380		5.000		8.1378E-05		1.545		1.000				7.8053E-05						0.0034016492								2.2946E-02

		4.000		1a2 mk		0.630		4.600		5.000		7.4728E-05		1.553		1.000

		5.000		1c1 mk		0.990		3.760		4.000		7.9627E-05		1.536		1.000				9.6182E-05						0.0032127297								2.9938E-02

		6.000		1c1 mk		1.050		6.460		5.000		1.1274E-04		1.516		1.000						5.9936E-05

		7.000		1c2 mk		1.010		3.850		4.000		5.0379E-05		1.539		1.000				5.0090E-05						0.0026454573				0.0029290935				1.8934E-02		2.0462E-02		1.7056E-05		113

		8.000		1c2 mk		0.910		3.420		4.000		4.9802E-05		1.533		1.000

		9.000		21 mk		1.070		4.170		4.000		4.6661E-05		1.549		1.000				5.8197E-05						0.0023449925								2.4817E-02

		10.000		21 mk		0.860		3.270		4.000		6.9733E-05		1.536		1.000						5.2693E-05

		11.000		22 mk		0.980		3.760		4.000		4.8693E-05		1.540		1.000				4.7190E-05						0.0023057255				0.002325359				2.0466E-02		2.2660E-02		1.1429E-05		125

		12.000		22 mk		0.620		3.750		5.000		4.5687E-05		1.543		0.999

		13.000		mfxr1 mk		1.080		4.220		4.000		4.4602E-05		1.552		1.000				4.3180E-05						0.0026010096								1.6601E-02

		14.000		mfxr1 mk		0.440		2.680		5.000		4.1758E-05		1.554		0.998						5.1641E-05								0.0028471859						1.8138E-02		1.0072E-05		100

		15.000		mfxr 2 mk		0.520		3.350		5.000		5.7461E-05		1.549		0.999				6.0102E-05						0.0030933623								1.9429E-02

		16.000		mfxr2 mk		0.620		3.740		5.000		6.2743E-05		1.551		1.000
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		LightCycler Baseline Adjustment Data Export

		User: AJBodewes		File: mk 28-2-07ABT.ABT		Run By: LightCycler

		Run Date: feb 28, 2007 11:06		LightCycler ID#: 499		Carousel ID#:

		File Modified By:		Modification Date:

		Run Version: 5.32		Analysis Version: 3.5.28

		Program: amplification		Start Cursor: 0:10:57.65		Stop Cursor: 0:41:11.45		Baseline Adjustment: Arithmetic

		Analysis Method: Fit Points Above Threshold		Noise Band Cursor: 0.0100

		Fluorescence: F1		Color Compensation: Off

		Export Date: feb 28, 2007

		1a1 mk				1a1 mk				1a2 mk				1a2 mk				1c1 mk				1c1 mk				1c2 mk				1c2 mk				21 mk				21 mk				22 mk				22 mk				mfxr1 mk				mfxr1 mk				mfxr 2 mk				mfxr2 mk				0				0				blanco				blanco

		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1		Cycles		F1

		5		0.0244605443		5		0.0243371595		5		0.0285315439		5		0.0308892057		5		0.0267186647		5		0.0287103252		5		0.0197791207		5		0.0199227591		5		0.0184712331		5		0.0223126596		5		0.015685382		5		0.0185477446		5		0.0162601094		5		0.0184717516		5		0.0174054663		5		0.0211307105										35		0.0146155771		8		0.0123595748

		6		0.0536750073		6		0.0547586089		6		0.0641163793		6		0.0595550977		6		0.0569458679		6		0.0610011755		6		0.0519803575		6		0.0430015988		6		0.0376452399		6		0.0410726521		6		0.0434648235		6		0.035344837		6		0.0271853137		6		0.0309806162		6		0.0398266066		6		0.0448941747										36		0.0178632465		9		0.0100739591

		7		0.0727991324		7		0.0732327796		7		0.0815897065		7		0.0789340001		7		0.078401725		7		0.0846277511		7		0.0616288253		7		0.0539025352		7		0.0519466829		7		0.06667428		7		0.0566298111		7		0.0470667845		7		0.0421160626		7		0.0461291466		7		0.0467084639		7		0.0549558728										37		0.018251902		10		0.0113030166

		8		0.1104660003		8		0.111837453		8		0.1215213782		8		0.1203123265		8		0.1219672328		8		0.113777504		8		0.0988171534		8		0.090033528		8		0.0811117879		8		0.0913293728		8		0.086469651		8		0.0806500551		8		0.0663676151		8		0.0699452368		8		0.0781054075		8		0.0901775392										38		0.0282664367		11		0.0125320741

		9		0.1186668456		9		0.123545035		9		0.1309440771		9		0.1272860013		9		0.1307319822		9		0.1442681089		9		0.1106032181		9		0.0983246594		9		0.0859843516		9		0.1207420457		9		0.1061030406		9		0.0907785163		9		0.0727633891		9		0.078366559		9		0.0864811912		9		0.096599169										39		0.0322967412		12		0.014638003

		10		0.1497763914		10		0.1508414301		10		0.1547120547		10		0.154716978		10		0.1624168505		10		0.1666952345		10		0.1345706563		10		0.127366779		10		0.1133050634		10		0.1403504943		10		0.1270240651		10		0.1138510273		10		0.0908811106		10		0.0971615312		10		0.1080084248		10		0.120334453										40		0.0371043567		13		0.0130567595

		11		0.1674023389		11		0.1769878308		11		0.1861026834		11		0.1834677805		11		0.1867944335		11		0.1972042072		11		0.1624472613		11		0.1462186812		11		0.123161521		11		0.1501547187		11		0.1474813669		11		0.1364546679		11		0.1031487727		11		0.0989477423		11		0.1163842085		11		0.1336403														14		0.014285817

		12		0.188684287		12		0.1921933124		12		0.1955253824		12		0.1926173846		12		0.2043638627		12		0.2115494857		12		0.1789038286		12		0.1605467444		12		0.1433312419		12		0.1806944914		12		0.1649066362		12		0.1408065182		12		0.1147256734		12		0.1193281174		12		0.1386454086		12		0.154442399														15		0.0107783312

		13		0.2116265289		13		0.2128612675		13		0.2188525318		13		0.2187463708		13		0.2258065524		13		0.2447401622		13		0.1899871217		13		0.1763724608		13		0.153205269		13		0.1904987157		13		0.1697043818		13		0.1574669602		13		0.1282034189		13		0.1264729615		13		0.1458272318		13		0.1627734607														16		0.0178004902

		14		0.225546164		14		0.2300313229		14		0.2363387101		14		0.2283240265		14		0.2375061951		14		0.2528220093		14		0.2132225062		14		0.1925841703		14		0.1613574906		14		0.2112342641		14		0.1919095612		14		0.164205833		14		0.1317758334		14		0.1364874562		14		0.1610725343		14		0.1765052312														17		0.0132364462

		15		0.2468448827		15		0.2499166429		15		0.2484614807		15		0.2440192538		15		0.2570122545		15		0.2748083069		15		0.2221682025		15		0.2016318482		15		0.1815272114		15		0.2342240121		15		0.2089067789		15		0.1784792526		15		0.1571562143		15		0.1522119697		15		0.1781178844		15		0.188567382														18		0.0107783312

		16		0.2738791619		16		0.2791776118		16		0.2870339326		16		0.2858256317		16		0.2955252419		16		0.3003763321		16		0.2611281006		16		0.2363249065		16		0.2081273485		16		0.2568586465		16		0.2289360291		16		0.2102087883		16		0.1793538987		16		0.1736757843		16		0.2104269049		16		0.2251797576														19		0.0144655037

		17		0.2980456609		17		0.2998455669		17		0.3094610582		17		0.3028050139		17		0.3101597778		17		0.3326669848		17		0.2704251826		17		0.2397216456		17		0.2106924872		17		0.273070356		17		0.2393876236		17		0.215762269		17		0.1829263132		17		0.1833242521		17		0.2216312838		17		0.2384856047														20		0.0118277019

		18		0.3287527113		18		0.3255926639		18		0.3421925388		18		0.3485351987		18		0.354023455		18		0.3653984654		18		0.2915229703		18		0.2732721644		18		0.2523144982		18		0.3126578066		18		0.2711882942		18		0.2415323679		18		0.2221741576		18		0.2158567187		18		0.266485535		18		0.284246815														21		0.0130567595

		19		0.3987869234		19		0.3969562059		19		0.4462646877		19		0.4443652622		19		0.4349626209		19		0.4533252879		19		0.3508778846		19		0.3211507464		19		0.3046538695		19		0.3639331277		19		0.3234462667		19		0.2950698701		19		0.2768970519		19		0.2651971383		19		0.3310852081		19		0.3578974896														22		0.0151626884

		20		0.4823382751		20		0.4714662604		20		0.5579594877		20		0.5589047499		20		0.5344295484		20		0.5484155658		20		0.4002183042		20		0.3667751288		20		0.3707325455		20		0.4646001238		20		0.3818039752		20		0.3410565872		20		0.3411355593		20		0.3270556762		20		0.4109118157		20		0.4490110238														23		0.0135886323

		21		0.6077987124		21		0.5927785802		21		0.7629863332		21		0.7834400239		21		0.6981484889		21		0.7336316034		21		0.5140675126		21		0.4685846644		21		0.4994462866		21		0.6076687276		21		0.4885136848		21		0.4687541661		21		0.4850876239		21		0.4550479458		21		0.5737426663		21		0.6389255024														24		0.0165714327

		22		0.8308550395		22		0.8180355342		22		1.1365982441		22		1.1812837614		22		1.0104826471		22		1.0643875465		22		0.710216993		22		0.6474808928		22		0.7171697255		22		0.8802780979		22		0.6883594417		22		0.6494317342		22		0.6957132416		22		0.6587126737		22		0.8532710803		22		0.9553242655														25		0.0128842602

		23		1.2530956121		23		1.2129419766		23		1.7802852655		23		1.862493114		23		1.5550698687		23		1.6369243542		23		1.0311154476		23		0.9296782572		23		1.0981685396		23		1.3531171997		23		1.0055962313		23		0.9594048453		23		1.1044727194		23		1.0488942855		23		1.3346946771		23		1.4926656735														26		0.0156945612

		24		1.8812891911		24		1.83164391		24		2.7944081696		24		2.9248034478		24		2.3731728337		24		2.4317835352		24		1.5591364503		24		1.3939233945		24		1.6871414577		24		2.0722824821		24		1.5285028003		24		1.4904202222		24		1.7033917254		24		1.6390064517		24		2.0793271141		24		2.3417092584														27		0.0186773616

		25		2.9201082416		25		2.8175777388		25		4.278051018		25		4.4993162937		25		3.6732669383		25		3.7442707241		25		2.3887342412		25		2.1426775473		25		2.6291196706		25		3.1937179749		25		2.3407532395		25		2.3011145963		25		2.6592254171		25		2.6168088049		25		3.2761868689		25		3.6569923035														28		0.0199064191

		26		4.4012833061		26		4.3085977958		26		6.423680406		26		6.6528105074		26		5.5062984		26		5.6394357198		26		3.7647236137		26		3.345231534		26		4.0722967878		26		4.8064542566		26		3.6780595804		26		3.6645226296		26		4.1239261883		26		4.0514225996		26		4.9382104109		26		5.4424272986														29		0.0218326613

		27		6.3609905739		27		6.1797866972		27		8.7763100459		27		9.000832076		27		7.7522231334		27		7.761614959		27		5.4153738231		27		4.8988751165		27		5.9265642825		27		6.8438541195		27		5.3559235721		27		5.2665102477		27		5.7969467161		27		5.9056581444		27		6.9445657577		27		7.5522278133														30		0.0179729895

		28		8.5377016013		28		8.2826833219		28		11.205572273		28		11.3987178711		28		10.1204178804		28		10.0760664649		28		7.4435862983		28		6.8166882775		28		8.0456597593		28		8.868221614		28		7.342038661		28		7.3372987782		28		7.7503924639		28		7.9268175008		28		9.0160864356		28		9.6687866749														31		0.0153423752

		29		10.5106009254		29		10.2321636216		29		13.2186954998		29		13.1655457631		29		12.0038895785		29		11.7474361897		29		9.2875980249		29		8.5648519711		29		9.8947564649		29		10.6262372371		29		9.3312845274		29		9.1604903715		29		9.3317707631		29		9.7345391588		29		10.8211430811		29		11.4339454427														32		0.0149901891

		30		12.1053387638		30		11.6886538319		30		14.4425977368		30		14.3908581372		30		13.4928496865		30		13.0929208625		30		10.6683221115		30		10.0269016388		30		11.5003268648		30		11.9459294372		30		10.8970863825		30		10.6559951356		30		10.7361951022		30		11.1595680892		30		12.1464370911		30		12.5571746296														33		0.014285817

		31		13.2054712643		31		12.7466668848		31		15.3833599571		31		15.2276175084		31		14.4432909628		31		13.9427551624		31		11.693780865		31		11.0305742517		31		12.399769318		31		12.6549185942		31		11.9916002518		31		11.7114896411		31		11.4830815491		31		12.0638497887		31		13.0012423935		31		13.3959093472														34		0.0153423752

		32		14.0050169769		32		13.5878561524		32		16.0966988138		32		15.8525671255		32		15.1891610691		32		14.6204685012		32		12.606163077		32		12.0127358466		32		13.4696617912		32		13.4237188741		32		13.1086901349		32		12.7446398242		32		12.3193452853		32		12.7945490778		32		13.7297013827		32		14.0782303253														35		0.0297316917

		33		14.726198124		33		14.2031570951		33		16.653036842		33		16.4480931231		33		15.813736765		33		15.1768065294		33		13.2237858245		33		12.8028722579		33		14.2183674861		33		13.9788080661		33		13.7485530934		33		13.4869475165		33		12.9411401571		33		13.5092126586		33		14.3417560638		33		14.6280071543														36		0.0285026342

		34		15.3131752203		34		14.7477546296		34		16.9361768585		34		16.6891249651		34		16.2337412909		34		15.5461105891		34		13.5628501327		34		13.1956669414		34		14.6462846506		34		14.3077692413		34		14.3045788895		34		13.8045299341		34		13.4464515124		34		13.9773892167		34		14.7160311259		34		14.8934835758														37		0.0292070063

		35		15.7015908933		35		15.1772325121		35		17.4622746216		35		17.2736986008		35		16.7917860974		35		15.8242796031		35		14.2202809082		35		13.8278810023		35		15.2056235594		35		14.7432361878		35		14.9492786073		35		14.5559951356		35		13.9116529776		35		14.4772299023		35		15.2065033711		35		15.5331109774														38		0.0390322789

		36		16.0343563674		36		15.5946147164		36		17.6292174551		36		17.3546653682		36		16.9520033411		36		16.4058868939		36		14.5531185785		36		14.0882867385		36		15.5264120898		36		15.2964956305		36		15.436582114		36		14.8199145495		36		14.1755723915		36		14.9010217239		36		15.6315240836		36		15.7036912219														39		0.0411382079

		37		16.3389469599		37		15.7873301282		37		17.9154694957		37		17.7900128002		37		17.3830963486		37		16.5121420721		37		14.6923998673		37		14.3873423524		37		15.794034551		37		15.4435853002		37		15.6284402357		37		15.1015995312		37		14.3768544428		37		14.9372051192		37		15.5758074308		37		15.7512363412														40		0.0416700807

		38		16.4357119996		38		15.9729784022		38		18.0748357586		38		17.8344236764		38		17.3002721802		38		16.6082481201		38		14.9707146132		38		14.6521202468		38		16.0274077091		38		15.4884201193		38		15.8646353183		38		15.3342002638		38		14.5959020619		38		15.1126698032		38		15.9399333629		38		16.1255813829

		39		16.6090945195		39		16.0792572824		39		18.0822914902		39		17.9081396884		39		17.58201013		39		16.7348015584		39		14.9828583555		39		14.6136452555		39		16.1002870401		39		15.6934542042		39		15.9188473296		39		15.3072771869		39		14.6719093879		39		15.3186177586		39		15.9855008856		39		16.111414878

		40		16.5120457113		40		16.0594149339		40		18.029480058		40		17.7827620449		40		17.3500571995		40		16.6233682527		40		14.9283354311		40		14.6136452555		40		15.9933575299		40		15.7063016085		40		15.8990972288		40		15.3118559414		40		14.4841804502		40		15.0764864079		40		15.7932887895		40		16.0213702438






_1239619677.doc
[image: image1.png]()

s,
unetl
T

.

P
Pl
M~ fange ) \
[ pTRE-Tight |
1 ‘ 26K pih) |
cos
Xoo!

021







