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\ oorwoor d

Daar istie dan na 8% maand stage bij het TNO kwaliteit van leven te Zeist is hier mijn afsiudeerversag.Naeerst het
MBO medische microbiologie gedaan te hebben en daar opvolgend het HBO, ben ik nu eindelijk klaar en behad ik
straks mijn HBO diploma moleculaire biologie. Maar voor het zover is, wil ik eerst nog een aantal mensen bedanken
voor hun hulp tijdensdeze af studeerstage.

Als eerst mijn sage begeleiders van de afdeling Physiological Sciences: Ashwin A. Dihal, Rob H. Stierum, Cyrille
AM. Krul en Michelle JM. van den Wijngaard voor de begeleiding van mijn stage. Van de afdeling Analytical
Sciences: Angelique P. van Meeteren-Kreikamp, Linda Le Noble-Hendriks en Robert P. Doornboes voor hun hulp en
het gebruik van het RT-PCR gpparaet. Karin Junker van de afdeling Toxicology and Applied Pharmacology voor haar
hulp en het gebruik van de microscoop en de bij behorende camera. En als laatsteKarin van Vliet van de Hogeschool
Utrecht as mijn stage begeleidster.
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Samenvatting

Uit verschillendeepidemiol ogischestudies blijkt dat een hoge inname van groenten en fruit een beschermend effect
geeft op het ontstaan van kanker. Een mogelijke verklaring hiervoor kan zijn, is dat groenten en fruit, bioactieve
stoffen bevatten die voor dit beschermende effect verantwoordelijk zijn. Dit maakt dat onderzoek nodig is naar de
werkingsmechanismen, de inname, de biobeschikbaarheid, het metabolisme en het gezondheidsbeschermende effect
van afzonderlijkebioactieve stoffen. Om het effect van voedingsstoffen te bestuderen op het ontstaan van voorlopers
en tumoren in het colon, zijn er dierstudies gedaan naar azoxymethane (AOM) geinduceerde tumoren in F344 ratten,
met quercetine, rutine, wheet bran en curcumine als model stoffen. Tijdens deze afstudeerstage is er gewerkt met
materiaal uit 2 dierstudies. Van de eerste dierstudie zijn er ratten darmen gescreend op voorlopers van colorectale
kanker (Ded A) en van de tweede dierstudie is er gekeken naar het effect van bioactieve stoffen op de genexpressie
van colon epithed cellen(Deel B).

Ded A Het screenenvan ratten dar men op voor loper svan color ectale kanker

Om het effect van quercetineen rutine te bestuderen is er een dierstudie gedaan naar AOM geinduceerde tumoren in
F344 ratten. De stoffen rutine, en quercetine zijn aan het diervoer toegevoegd en de AOM is subcutaan toe gediend.

Op twee tijdtippen zjn er dieren geofferd, namelijk 8 weken na de laatste AOM injectie (interim sectie) en na 38
weken (eindsectie). Tijdens de eindsectie is er gebleken dat het aantal tumor dragende dieren afneemt naarmate de
concentratie quercetine hoger werd. Van 2 groepen dieren uit de interim sectie zijn de darmen op histologische
voorlopers gescreend. De controle groep (alleen AOM) en de groep met de hoogste concentratie quercetine (AOM +
10.000ppm querceting) zijn gebruikt voor immunohistochemie, omdat bij deze concentratie quercetine, de tumor
vorming het meest geremd wordt in de eindsectie. Er wordt verwacht dat de afhame in de tumoren bij de eindsectie
ook te zien is bij de voorlopersin de interim sectie. Er zijn enface coupes gesneden (van de luminale zijde near de
spier laag) en deze zijn gekleurd met hematoxyline en eosine (H&E) en met immunol ogische kleuringen tegen Ki-67
en B-catenine. De colons van de ratten zijn gescreend op voorlopers van colon tumoren: de Abberant crypt foci

(ACF), de B-catenineacummutlated abberant crypt foci (BCAA) en de 8-catenine acummulated crypt (BCAC). Er is
gebleken dat in dit modd quercetine geen invioed heeft op het ontstaan van de ACF, BCAA, en BCAC. Er is ook
gebleken dat de ACF, BCAA en BCAC geen goede biomarkers zijn om colon tumoren te voorspellenin dit modd.

Ded B Het effect van bioactieve stoffen op de genexpressievan colon epitheel cellen

Om het effect van rutine, curcumine en whesat bran te bestuderenis er een dierstudie gedaan naar AOM geinduceerde
tumoren in F344 ratten. De stoffen rutine (4.0%), curcumine (0.2%) en wheat bran (10%) zijn aan het diervoer
toegevoegd en de AOM s subcutaan toe gediend. Op vier tijdstippen zijn er dieren geofferd, namelijk na 7 weken
(sectie 1), na 15 weken (sectie 2), na 26 weken (sectie 3) en na 38 weken (eind secti€). Van de 19° 2% en 3% sectieis
er uit colon RNA geisoleerd. Het RNA is gebruikt om met behulp van real time PCR (RT-PCR) te analyseren. Deze
genen zijn uitgekozen aan de hand van een soortgelijk experiment en op basis van betrokkenheid bij de vorming van
colon tumoren om de genexpressie van deze genen te bestuderen. Uit de RT-PCR is gebleken dat de B-actine en de
GAPDH goede huishoudgenenzijn in dit model en dat er een corrdatieis in de genexpressie van B-actineen GAPDH
R=0.98144. Er is gebleken dat er geen verschil is in expresse van B-catenine en COX-2 tussen de verschillende
behandelingsgroepen en sectie tijden, en er is gebleken dat MMP-7 te laag tot expressie komt om door midde van
RT-PCR aan te tonen.
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Summary

From severd epidemiologic studies it becomes clear that a high intake of vegetables and fruit protect against the
development of cancer. A possible explanation for this is that vegetables and fruit, contain bio-active substances,
which might be responsible for this protecting impact. Research to the functioning mechanisms, the intake, the
bioavailability,the metabolism and the health protective impact of the separate bio-active substancesis necessary. To
study the impact of bio-active substances animal studies were preformed. Tumors were induced whit azoxymethane
(AOM) in F344 rats. During this traineeship | have been working with material from S animal studies. Of the first
animal studies rats colon have been screened on precursors of colorectal cancer (part A). From the second animal
study theimpact of bio-active substanceson the gene expression of colon epithelial cellswas studied (part B).

Part A Screening of rat colon on precur sor sof color ectal cancer

At two times points animals were sacrificed, 8 weeks after the last AOM injection (interim section) and after 38
weeks (final section). At the final section the number of animals, which are carrying tumors, were dose related
decreased by quercetin. From 2 groups of the study the colons were screened on precursors of colorectal tumors. The
control group (only AOM) and the group with the highest concentration quercetin (AOM + 10.000ppm quercetin). it
was expected that the decreasein the tumors a the end section would be observed aso at the precursor stages of the
interim section. The colon was cut en face in to tissue dides (from the luminal Siteto the muscle layer) and the dides
were Stained with hematoxylin and eosin (H&E) and with immunological stainings against Ki-67 and B-catenin. The
colons of the rats were screened on precursors of colon tumors namely the aberrant crypt foci (ACF), B-catenin
accumulated aberrant crypt foci (BCAA) and |J-catenin accumulated crypts (BCAC). There was found that quercetine
had no infiuence on the development of the precursor stages ACF, BCAA and BCAC. There was aso found and that
these precursor stages aren’t good biomarkersto predict colorectal tumorsin thismodel

Part B The effect of bioactivesubstanceson the gene expression of colon epithelial cells

To study the effect of rutin, whesat bran and curcumin an animal study was preformed. At four time points animals
were sacrificed, after 7 weeks (section 1), after 15 weeks (section 2), after 26 weeks (section 3) and after 38 weeks
(final section). RNA was isolated from ~0,5cm colon sections of the Ist, 2nd and 3rd section, this RNA will be
andyzed with the affymetrix micro array, but unfortunately there was no authorization for this procedure yet.
Kowever, genes were analyzed using real time PCR (RT-PCR). These genes were seiected based on a simiiar
experiment with a human colon cell lineand on the basis of involvement in the development of colon tumors. From
RT-PCR have become clear that B-actine and GAPDH are good housekeeping genes and that thereis an correlation
between the expression of B-actin and GAPDH. We measured no difference in expressionform B-cateninand COX-2
between the severa treatment groups and section times. The expression of MMP-7 vs to low to measure Wth RT-
PCR
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Afkortingen

ACF Abberant Crypt Foci

ADH Aanbevolen DagelijkseHoeveel heid
AOM Azoxymethane

BCAA B-catenine Acummulated Abberant Crypt Foci
BCAC B-catenine Acummutated Crypt

Bp Base paren

cDNA Copy deoxyribonucleinezuur

COX-2 Cycolooxggenase2

cRNA Complementair ribonucl einezuur
dsDNA Dubbd strengsDNA

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

F344 Fischer 344 rat

Fw Forward

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase
H&E Hematoxyline& Eosine

e Individually ventilated Cage

NT In vitro transcriptie

MMP-7 Matrix metalloproteinase?

mRNA Messenger RNA

PBS Phosphor Buffered Saline

PPM Parts Per Million

RNA Ribonucleinezuur

RT-PCR Real Time Polymerase chain Reaction
Rv Reverse

ssDNA Enkel strengs DNA

VIP Vacuum infiltration processor
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Algemeneinleiding

lets meer dan een kwart van alle sterfgevallen wordt veroorzaakt door kanker, dit zijn ongeveer 36.000 personen per
jaar. Kanker is nahart- en vaatziekten de meest voorkomende medische doodsoorzaakin Nederland[1]. Het aanded
van de kankersterfte iS in de loop der jaren toegenomen. Dit wordt veroorzaakt door de vergrijzing. Hoe hoger de
leeftijd, hoe groter de kans op kanker: van de 100.000 jongeren tot 24 jaar overlijdener vijf aan kanker, terwijl dat &
per 100.000 85-plussers ongeveer 3.000 zijn [1].

De afgel open jaren heeft wetenschappelijk onderzoek aangetoond dat er een verband i s tussen ket ontstaan van kanker
en ons elgen gedrag. Al tientallen jaren wordt er wereldwijd onderzoek gedaan naar het verband tussen voedingen het
ontstaan van kanker, Maar ook naar de beschermende werking van bioactieve stoffen op het ontstaan van kanker
wordt ved onderzoek gedaan.

Colorectale kanker

De kanker die in het colon of het rectum voortkomt wordt colorectale kanker genoemd. Col orectae kanker isnaborgt,
long en progtaat kanker een van de meest voorkomende vorm van kanker en is een van de meest voorkomende
doodsoorzaak in de westerse wereld [2]. Elk jaar komen er in Europa 213.000 nieawe gevallen bij en sterven er
110.000 mensen as gevolg van deze ziekte [3]. In de Verenigde Staten zijn dit respectievelijk 140.000 en 50.000
mensen [4]. Het aantal mensen met colorectale kanker stijgt significant boven de leeftijd van 50 jaar [5]. Ongeveer
5% van de westerse populatie ontwikkelt col orectaletumoren tijdens hun leven [6].

Voedsd wordt nainname verteerd door maagsappen, waarna het in de dunne darm terecht komt. In de dunne darm
wordt het voedsel verder verteerd door enzymen die afkomstig zijn uit de mucosa en door enzymen uit de pancreas.
Voor het overgrote ded worden in de dunne darm de voedingsstoffen uit het voedsel geabsorbeerd. De dikke darm is
het laatste dedl van het spijsverteringskanaal en bestaat uit het caecum, het colon en het rectum. (zie figuur A). Het
colon bevat vele populaties aan bacterién die de voedselresten, die niet in de dunne darm zijn verteerd, verder
fermenteren. Ook in dit dedl van het spijsverteringskanaal worden voedingsstoffen opgenomen zoals elektrolyten,
sommige vitamineen kortevetzuren maar voor het overgrotededl wordt er water geabsorbeerd [2].

Figuur X Weergave van een humanedikke darm [5].
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Hoewel er verschillen zijn in de opbouw van de dunne en de dikke- darmwand is de basis opbouw in essentie
hetzelfde. Aan de basis van de crypten bevinden zich stamcellen vanwaar prolifererende cellen naar de top van de

: crypt migreren [6]. Tijdens deze migratie naar boven
differentiéren deze stam cellen in vier verschillende
typen cellen: goblet cellen (dijmbeker cellen), entero-
endocrine cellen, cellen met een absorptie functie en
cois ncoone smemicers | ANEth cellen (de paneth cellen komen aleen in de
& o 2 “% | dunnedarm en het begin van de dikke darm voor) {7].
%ﬁé agﬁ aj Deze gedifferentieerde cellen blijven naar boven

Crrsesiiive
v junetion |

f@ ﬁé é migreren en zullen aan de top van de crypt afgestoten
X 4 worden in het lumen. Deze cyclus van proliferatie en
*@i ;‘iﬁmm differentiatie is opmerkelijk actief en in de dunne darm
w@ @ Fsenen passeert 60% van de crypt cellen deze cyclus elke 12
i uur. In 2 tot 3 dagenis een. cel van de bodem van de
Qé; I crypt tot boven in de villus gemigreerd [ 6] (zie figuur

B) in het colonis dit ongeveer 4 dagen.

Figuur B De schematischeanatomievan de dunne darm [8]

Tumor vorming

Colorectale kanker doet zich voor door een geleidelijke reeks -van histologische veranderingen, waaraan een
specifieke genetischeverandering vooraf gaat. Een intestinale cel moet aan twee essentiéle vereisten voldoen om zich
tot kanker te kunnen ontwikkelen [7]: 1) de verandering van de cel moet een selectief voorded hebben voor de
uitbreiding van de ontstane cellen en 2) er moet voor vedvoudige veranderingen in andere genen, genetische
instabiliteit verworven worden waarbij tumorvooruitgang en kwaadaardigetransformatiede gevolgen zijn{7].
Abberant crypt foci (ACF) worden beschouwd a's voorlopers van colorecta e tumoren. De ACF bestaat meestal uit
weinig (1-3, soms meer) crypten en kunnen samengesteld zijn uit normale morfol ogische (nondisplastische) cellenen
abnormale morfol ogische(displastischa) cellen. Deze ACF’s zijn alleen door middel van methyleen blauw kleuring of
door middel van een microscoop in'de darm waar te nemen [7] (zie figuur C). ACF’s zijn te herkennen door een
vergroot lumen van de aypt, een verdikt epitheel en de crypt is verhoogd richting het lumen van de darm [9]. Ook
zijn er vask mexr kernen aanwezig en liggen "deze onregelmatiger in de crypt. De ACF za zich naar
waarschijnlijkheid ontwikkelen tot een poliep. Echter is er gebleken dat de ACF geen goede biomarker is voor het
voorspellen van colon tumoren [2]. & waarschijnlijkheid moeten er na het ontstaan van de ACF andere
veranderingen plaats vinden om uit de ACF een poliep/ tumor te vormen. Een poliep is een uitstulping of een
verdiklang van het dijmvlies dat"de binnenkant van het colon bekleedt. Poliepen zijn goedaardig, maar sommige
kunnen uitgroeien tof kwaadaardige tumoren (kanker). Kwaadaardige tumoren in de darm komen doorgaansvoor in
het colon of het rectuma maar kunnen ook in de dunne darm gevonden worden. De meeste colorectale tumoren,
adenoma of carcinoma, ziji opgebouwd uit cellen met een kliervormige bouw [10] (zie figuur C).

w

8Lt e

Figuur C Microscopischeweergaven van de verschillendestadia van colorectale kanker [7] A) normaal epithed H&E B)
een ACF methyleen blauw C) een adenoma H&E. D) een carcinomaH&E.
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Bioactievestoffen

Het is dgemeen geaccepteerd dat voeding een belangrijkerol speelt bij het risico van het ontstaan van kanker in het
spijsverteringskanaal . Uit verschillendeepidemiol ogischestudies blijkt dat een hogeinnamevan groenten en fruiteen
beschermend effect geeft op het ontstaan van kanker [11,12] en, hoewd in mindere mate, van beroerte en coronaire
hartziekten [13]. Een mogdlijke verklaring hiervoor is dat groenten en fruit, bioactieve stoffen bevatten die voor dit
beschermende effect verantwoordelijk zijn [14]. Bioactieve stoffen zjn stoffen die voor de mens een
gezondheidsbevorderend effect hebben, maar niet onmisbaar zijn. In die zin wijken deze dus & van de vitamines en
mineralendiewe onmishaar zijn [15]. Het gaat bij deze groep om honderden stoffen en van veleis de exacte werking
nog niet eens gehed duiddlijk. Dat de gezondheid erbij gebaat is, wordt van een aantal wel bewezen geacht, maar van
een groot aanta van deze stoffen is nog niet bekend hoe dat proces precies verloopt {15]. Met betrekking tot kanker
kunnen bioactieve stoffen het kankerprocesop verschillendemanieren beinvioeden: ze kunnen zowel de initiatiefase
blokkeren ds de promotie- en progressiefasen onderdrukken [16]. Het effect kan rechtstreeks gebeuren, onder andere
door een antioxidant werking, maar ook indirect via de inwerking op enzymen, hormonén of het immuunsysteem.
Flavonoiden kunnen bepaalde enzymsystemen remmen of induceren die zelfbetrokken Zzijn bij belangrijke
metabolische processen die de celdding, de proliferatie, de bloedstolling en de detoxificatie van radicalen en
afweerprocessen regelen [14]. Echter, het exacte mechanisme is niet bekend en er zijn nog geen moleculaire
biomarkers voorhanden die het mogelijke anti carcinogeen effect van bioactieve stoffen kunnen voorspellen.

Dedierstudies

Om het effect van bioactieve stoffen te bestuderen zijn er dietstudies gedaan naar het ontstaan van Azoxymethane
(AOM) geinduceerde colon tumoren bij F344 ratten. Er zijn jongedieren voor deze dierstudies gebruikt omdat er
meestal op jonge leeftijd DNA schade ontstaet, die op latere leeftijd tot een aandoening kan leiden. De Fischer 344
(F344) rat wordt algemeen gebruikt voor kankeronderzoek, toxicologie en veroudering studies. Deze rat heeft een
langere levensduur, een kleinerelichaamsgrote en een lager spontaan tumoraantal dan andere ratten [17]. Er zijn voor
deze onderzoeken mannelijke F344 ratten gebruikt: Er worden alleen mannelijk dieren gebruikt omdat deze dieren
gevoeliger blijken te zijn voor de ontwikkeling van colon tumocren [18]. Bij de ratten worden colon tumoren
geinduceerd met behulp van AOM. AOM s sterk carcinogeen en veroorzaskt DNA schade waardoor er colorectale
tumoren worden gevormd in het colon vanderat of muis. Door op meerderetijdstippen de dieren op te offeren kan &

gekeken worden naar de ontwikkeling van voorlopersvan tumoren en naar tumoren. Na ongeveer 8 weken hebben er
in de darm voorlopers van tumoren gevormd en naongeveer 26 weken zijn er kleine tumoren in de darm te vinden.

Figuur D 4 DeFischer344rat[19]
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Dod van het onder zoek

Het dodl van het onderzoek beschreven in dit verdag is het vinden van biomarkers om colorectale tumoren in een
vroeg stadium op te kunnen sporen en het onderzoeken of er stoffen zijn die colon kanker kunnen voorkomen. Dit
onderzoek is nodig omdat op het moment dat er bij patiénten colon tumoren gevonden worden, dit vaak al te laat is
om nog een goede behandelingtoe te passen. Wanneer er tumoren worden gevonden in het colon moe?er vaak a een
groot gededite van de darm verwijderd worden of ismen al te laat voor behandeling en overlijdt de patiént aan deze
aandoening.

Tijdens deze stage willen we een antwoord vinden op de vragen:
1. Geven hioactieve stoffen (de mode stoffen quercetine, rutine, curcumine en wheat bran) een beschermende
werking op het ontstaan van voorlopersen tumoren van col orectal ekanker?
2. Zijn Abberant crypt foci (ACF), B-catenine acummulated abberant crypt foci (BCAA) en B-caenine
acurnrnulated crypt (BCAC) goede biomarkersom het ontstaan van col orectal etumoren te voorspellen?
3. Kanjemet behulp van gen expressie profielen colon kanker in een vroegtijdigstadium opsporen?

Om deze vragen te kunnen beantwoorden zijn er twee dierstudiesgedaan.

Bij de eerste dierstudie zijn er F344 ratten behandeld met AOM en hebben zij de verschillende concentraties
quercetineen rutine aan hun dieet toe gevoegd gekregen. Uit deze dierstudiewillen we antwoord krijgen op de vragen
| en 2. Bij de tweede dierstudie zijn de dieren behandeld met AOM en hebben zij de stoffen rutine, curcumine en
whest bran aan hun dieet toe gevoegd gekregen en willen we antwoord krijgen op devragen 1 en 3.

De hypotheseisds volgt geformuleerd:

e Bioactieve stoffen hebben een modulerend effect op het ontstaan van colon kanker en deze ontwikkelingisa
in een vroeg stadium op te pikken met behulp van moleculaire en histol ogischevoorl opers.
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Deel A
Screenen van ratten darmen

op voorlopers van colorectale
kanker
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I Inleiding

11 Quercetine

Bdangrijke bestandddlen van groente en fruit zijn de polyfenolen, flavonoiden en corresponderende glycosiden.
Flavonoiden vormen een grote familievan plantaardige stoffen, deze bepalenin groenten en fruit de grootte variatiein
Meuren, van ged tot rood en donkerpaars. Flavonen (Latijnse flavus = geel) hebben hun naam te danken aan
plantenstoffen die gebruikt werden voor het ged verven van wal en katoen [20]. Flavonoiden worden ook aangeduid
as bioflavonoiden en vroeger als vitamine P. Flavonoiden zijn meestal gebonden aan suikermol eculenin de vorm van
Ot zogenaamde glycosiden. Daarnaast kunnen ook verschillende groepen aan de 3 benzeenringen worden
geconjugeerd, zodsmethoxygroepen en sulfaatgroepen, waardoor nog meer varianten ontstaan. Tot nu toe zijn al
meer dan 4000 soorten flavonoiden beschreven [20]. Een van de meest voorkomende flavonoiden is quercetine.
Quercetineis een bioflavonoid die ondermeer in rode wijn, rode appels, grapefruits, uien, zwarte thee, bladgroenteen
bonen voorkomt. Een van de meest voorkomende vormen van quercetinein de natuur is rutine o.a. in thee. Dit is
quercetinemet daaraan een ramnose (Suikergroep) gekoppeld (ziefiguur 1.1).

Er wordt verwacht dat quercetine een beschermend effect heeft op de vorming van darm tumoren. Quercetine is een
natuurlijkeantioxidant, die o.a. lichaamscellen beschermt tegen beschadiging door vrije radicaen. Vrijeradicaen zijn
bijproducten van chemische reecties die in de cel plaats vinden en kunnen de cd en daardoor het lichaam schade toe
brengen {21]. Ook is & gevonden dat quercetine en rutine het ontstaan van colon tumoren remt in carcinogeen

geinduceerde modellen [22].

A OH B OH
OH OH
HO o HO 0
OH o)
OH O OH O |<) ) ‘( ”3$>
CH,—0
Figuur 11 De dructuur van A) quer cetineen B) rutine [22].

1.2 Biomarkers

Om het effect van quercetine op het op het ontstaan van colon tumoren in ratten aan te tonen worden er biomarkers
gezocht. Biomarkerszijn o.a. eiwitten die aantonen of er sprake is van een aandoening, in dit geval een colon tumor.
Zo kan het zijn dat bij het ontstaan van tumoren een ewit up of down gereguleerd wordt in een cd. Een dergelijk
ewit kan dan as biomarker gebruikt worden door aan te tonen dat inderdaad dit eiwit up of down gereguleerd wordt
bij de vorming van tumoren.

Biomarkers kunnen ook op histologisch niveau gevonden worden, zo kunnen afwijkingenin het weefsel ook een
voorspellendewaarden voor de vorming van tumoren geven. In het colon zouden er crypten met een afwijking kunnen
zijn b.v. de Abberant Crypt Foci (ACF), de B-catenine Acummulated Crypt (BCAC) en de B-catenine Acummulated
Abberant Crypt Foci (BCAA) diemogelijk ook een voorspellende waarde geven op het ontstaan van tumoren.

Aan de hand van eerdere publicatiesis er gekozen om -catenine te gebruiken al's mogelijke biomarker [24]. DeKi-67
IS gekozen omdat deze een rol spedt bij de cd proliferatie. Er word gekeken of dat R-catenineen Ki-67 in de ratten
darmen van dit experiment goede biomarkers zijn om colorectal etumoren te voorspel len.
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1.2.1 [(-catenine

De WNT signderingis vaak een van de eerste processen die wordt verstoord bij het ontstaan van kanker. De WNT
signalering spedlt een rol in de gentranscriptie van bepaal de genen zoals MMP-7en andere genen. MMP-7 kan een rol
spelenin de tumor vorming als de WNT signalering niet goed gereguleerdis. Bij verstoring van de WNT signalering
wordt het B-catenineniet meer afgebroken zodat deze zich ophoopt in het cytoplasmaen uiteindelijkin de kern van de
cdl. Cytosolaire niveaus van B-catenine zijn strikt gereguleerd in de afwezigheid van WNT signalering. Door middel
van een gspecifiek complex van proteinen met inbegrip van APC, CIS1, axin en GSK-3 wordt B-catenine
gefosforyleerd, waarna e een ubigitine molecuul aan het B-catenine wordt gebonden waardoor deze kan worden
afgebroken in een proteasome (Zie figuur 1.2) [23].
Tijdens het laatste decennium, is het steeds duidelijker geworden dat het B-catenine WNT cascade met de
ontwikkeling van colon kanker wordt geassocieerd. Onlangs, werden de doelgenen van de |J-catenhe pathway
bepaald ds de groel bevorderendegenen, zoals c-myc en cyclin D1, die potentied oncogen zijn[24]. Tarijke studies
o e . met inbegrip van moleculaire analyse hebben
oo d zich op de betekenis van ACF in vroege
Vo g s gebeurtenissen  in - colon  carcinogenese
geconcentreerd. De betekenis van de ACF
tijdens colon carcinogenese blijft tot dusver
onovertuigend [24]. Van  B-catenine
aceurnulated crypt (BCAC) wordt verwacht
dat deze betere biomarkers zouden zjn dan
ACF’s om colon tumoren te voorspellen[24].
Een verhoogde accumulatie van $-catenine in
een caypt kan o.a. door middd van
immunologische Meuringen worden aan
getoond. Bij een verhoogde accumulatie van
|J-catenine zal het cytoplasma en van de
cellen in de crypt donkerder aankleuren dan
de omliggende crypten. Dit komt door dat de
cellenvan een crypt allemaal zijn ontstaan wit
dezelfde cellen (de stamcellen onder in de
T DI gason § crypt). Een crypt die een verhoogde expressie

o SR o TPAR-D, NP2,

S van B-catenine heeft wordt een B-catenine

€ Kinase ———> Direct Simulatory Modifcation —L_, Teanccriptonal Stimulation accumulated crypt genoemd (BCAC). Het
g

£ Phosphatase e Direct Inbibitoey Modiication "L Trenscriptoral Inhkiton kan ook voor komen dat een ACF een

Transcription Facior —> —>  Multistep Stmulatory Modification i Translocation Vahoogde expressie van B_Caa.“ne h%ft

] Multistep Inhibiory Modification Separaton of Subunits or Cleavage Products .
e > Tentsive Stmulory Modcaton N deze wordt dan een B-catenine accumulated

——— Tentaive Inhibiory Modiication 5 Joing of Subarts abberant crypt foci (BCAA) genoemd.

Figuur 1.2 WNT/ B-catenine patway [25]

1.2.2 Ki-67

Van de Ki-67 wordt verwacht dat deze een goede biomarker zou kunnen zijn voor het voorspellen van de vorming
van tumoren, omdat de expressie van het Ki-67 proteine wordt geassocieerd met celproliferatie. Een verhoogde
expressievan het Ki-67 kan worden geassocieerd met een verhoogde proliferatie snelheid wat weer kan duiden op de
vorming van tumoren. Tijdens de interfase kan het Ki-67 uitduitend binnen de kern worden ontdekt. Het Ki-67 eiwit
istijdensalle actieve fasen van de celcyclus (G1, S G2, en mitose) aanwezig, maar is afwezig in rustende cdllen {G0)

Deexpressievan Ki-67 in kan o.a. door middel van immunologische kleuringen worden aan getoond. Bij een delende
cel zal Ki-67 tot expressie komen in de kernen van de cryptent Elke kern uit de crypten zal een expressie van K -67
vertonen, maar bij crypten die een verhoogde proliferatie snelheid vertonen zullen ook een verhoogde expressie van
Ki-67 hebben waardoor de kernen donkerder aangekleurd zullen worden.
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2 M ateriaal en methode

21 Dediestudie

Deze procedure was d uitgevoerd voordat ik aan deze stage begon. Voor het uitvoeren van de dierstudie zijn er 210
mannelijke F344 ratten gebruikt. Deze ratten waren 4,5 week oud bij aankomst. Na aankomst zijn de ratten in kooien
geplaatst (week -6). De ratten hebben na binnen komst detijd gekregen om te acclimatiseren. In week -5 zijn de ratten
overgegaan op basisvoer 100% RM3. In week -4.5 zijn de ratten overgegaan op het experimentele dieet dat het
basisvoer is met daaraan toegevoegd 100ppm Quercetine, 1.060ppm Quercetine, 10.000ppm Quercetine, 40.000ppm
Rutine of ds negatieve controle alleen het basisvoer (zie tabel 2.1). Dit dieet hebben de ratten tijdens het gehele
experiment gekregen. In week -2 zijn de ratten overgebracht naar individued geventileerde kooien (IVC). De ratten
zijn naar de IVC kooien overgebracht omdat er in week -1 subcutaan azoxymethane (AOM) bij de ratten geinjecteerd
wordt. Er isniet bekend of AOM via de luchtwegen uitgescheiden kan worden. Deze IVC kooien zijn er om te zorgen
dat de ratten die geen AOM toe gediend hebben gekregen er ook niet mee in aanraking kunnen komen en ook om de
dierverzorgers te beschermen. In week -1 hebben de ratten een eerste subcutane injectie met AOM van 15mg/kg
licheamsgewicht toegediend gekregen. De dieren die geen AOM behandeling hebben ondergaan hebben subcutaan
fysiologisch zout toegediend gekregen (zie tabel 2.1). In week O hebben de ratten een tweede subcutane injectie
toegediend gekregen die het zelfdeis uitgevoerd als de eersteinjectie. In week 1 jn de ratten overgeplaatst naar de
gewone kooien omdat verwacht wordt dat de concentratieaan AOM zover gedaald isdat het geen invioed meer heeft
op de omgeving. In week 8 zijn e 70 van de 210 ratten op geofferd (interim sectie) en na 38 weken zijn ook de
resterende 140 dieren op geofferd (eindsecti€) (zie tabel 2.1). Voor de sectieszijn de ratten onder narcose gebracht
met 5% isoflurane in combinatie met O, en N,O bij 0.6 mi/minuut, waarna het colon is verwijderd en daarna
opgeofferd. Tijdens deinterimsectieis het colon met methyleen blauw na gekleurd om de ACF in het gehele colon te
tellen, hier bij is er nog geen onderscheid gemaakt tussen ACFen BCAA. Tijdens de eindsectie zijn de tumoren zijn
uit het colon verwijderd.

Tabe 2.1 Overzicht van de behandding van deratten
Weken na AOM behandeling
Start dierstudie P— 38 weken
interim sectie eind sectie
Behandeling Aantal ratten Aantal ratten Aantal ratten
Negatieve controle (basis voer) 12 6 6
Positieve controle (AOM) 30 ) 8 22
100ppm Quercetine 12 ] 6 6
1.000ppm Quercetine 12 6 6
10.000ppm Quercetine 12 6 | 6
40.000ppm Rutine 12 6 . 6
AOM + 100ppm Quercetine 30 8 | 22
AOM + 1.000ppm Quercetine 30 8 22
AOM * 10.000ppm Quercetine 30 8 22
AOM + 40.000ppm Rutine 30 8 22
Totaal 210 70 140
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2.2 Immunoscores

2.2.1 Bewerking van derattendarmen voor dekleuringen

Deze procedure was a uitgevoerd voordat ik aan deze stage begon. Van de dieren uit de interim sectie die behandeld
zijn met AOM +10.000ppm quercetine en de corresponderende controle groep (alleen AOM), zijn de colons gebruikt
voor de histologische en immunologische kleuringen. Na verwijdering is het colorectum open gesneden langs de
longitudinale as (van ceacum naar rectum) en gespoeld met 70% ethanol 4°C. Het colorectum uit AOM behandelde
ratten werd gefixeerd tussen filtratiepapier en opgedagen in 70% ethanol bij 4°C tot de telling van de ACF’s met
methyleen blauw. Na voltooiingvan ACF scores, werd het distale colon dat tussen de visgraat st ruct uur en het rectum
is gelegen (2 cm van anus) verwijderd, en verdedld in 3 gelijke delen verdedld 1 (proximaa), S (middelste) en 3
(distaal) (zie figuur 2.1 A). Deze stukjes colon zijn vervolgens in paraffine ingebed. Het middelstedeel (2) van het
colon is gebruikt om de kleuringen op uit te voeren aangezien zich hier de meeste ACE’s vormen. De monsterszijn
machinaal geparaffineerd in de VIP (Vacutim Infiltration Processor) daarnaingebed en gesneden met de microtome
op 3 < 4um. Elke coupe is op een eigen object glaage opgevangen waarna ze zijn ontwaterd in verschillende
concentraties alcohol t/m 96%. Per dier zijn er ongeveer 35 opeenvolgendeniveaus enface gesneden (ziefiguur 2.1
B). Er worden enface gesneden coupes gebruikt zodat de crypten door de verschillende niveaus gevolgd kunnen
worden. Van elke 5 opeenvolgende niveaus, is er per kleuring 1 coupe gebruikt (1, 6, 11, 16, 21, 26 en 31 B-catenine,)
(2,7,12,17,22,27 en 32Ki-67) (5, 10,15, 20,25,30 en 35 H&E)

A
Ceacum Rectum
35 niveaus
=
Proximaal Middelste Distaal
Figuur 2.1 A) Schematische weergave van de verdeling van het colon van de rat. B) Overzicht van het enface snijden van

deratten darmen {7}

2.2.2 Hematoxyline & eosine kleuring

Deze procedure was at uitgevoerd voordat ik aan deze stage begon. De hematoxyline & eosine (H&E) kleuring is
geautomatiseerd uitgevoerd waarbg de coupes zijn gedeparafineerd en gehydrateerd in een aflopende alcohol reeks
(xyleen, acohol 100%, acohol 96%, Alcohol 70% en dan naar agua dest). Vervolgenswordt de haemaluin kleuring
ingezet (5-10 minuten). De preparaten worden blauw gekleurd met water. Haemaluin geeft in eersteinstantieeen rode
kleur aan de kern, maar door de preparaten in stromend water te houden veranderd die kleur naar blauw, deze
verandering is het gevolg van verandering van de pH (van licht zuur naar neutraal). Na het blauw Meuren worden de
preparaten naar eosine gebracht gedurende 1-2 minuten, vervolgens worden de preparaten gefixeerd in alcohol 70%,
waarna Verdere ontwatering via acohol 96% en acohol 100% plaatsvindt. Uiteindelijk worden de preparaten verder
naar xyleen gebracht waarna ze kunnen worden afgedekt met een dekglas m.b.v. een xyleenhoudende lijmsoort
(xyleen wordt gebririkt omdet de brekingsindex van glas en xyleen nagenoeg hetzelfde zijn)
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2.2.3 Immuno kleuringen p-catenine en Ki-67

Deze procedure was al uitgevoerd voordat ik aan deze stage begon. Bij de immunologische kleuringen word er een
antilichaam gebruikt tegen het eiwit van interesse dit antilichaam wordt met behulp van een tweede antilichaam
aangekleurd, aan dit tweede antilichaam zitten peroxidases gebonden. Deze peroxidases kunnen o.a. het ongekleurde
NovaRed omzetten in een gekleurde NovaRed waardoor in de coupes aleen de plaatsen worden aangeklemd waar het
tweede antilichaam gebondenis.

Om de immuno kleuringen uit te kunnen voeren, zijn de aanwezige endogene peroxidases geblokkeerd m.b.v. een
0.3% (v/v) waterstofperoxide in methanol oplossing gedurende 30 minuten de preparaten zijn nagespoeld in PBS. Om
de tertiaire structuur van de eiwitten te herstellen zijn de preparaten verwarmd in een 0, 1M EDTA oplossing met een
pH van 8.0 gedurende 15 minuten bij een temperatuur tussen de 95 en 98°C en daarna gedurende 20 minuten
langzaam afgekoeld. De preparaten zijn nagespoeld met PBS en daarna geincubeerd in een 25% (v/v) oplossing van
normaal geitenserum in PBS om aspecifieke binding te blokkeren. k& serum is afgegoten en daama geincubeerd met
het eerste antilichaam. Het antilichaam tegen Ki-67 is 1:200 verdund in PBS en heeft 10 min geincubeerd. Het
antilichaam tegen B-catenine is 1:4000 in PBS verdund en gedurende 30 minuten geincubeerd. De preparaten zijn 3x5
minuten in PBS gespoeld en daarna met Powervision-konijn (het tweede antilichaam) 30 minuten aangekleurd en
weer 3x5 minuten in PBS gespoeld. Het powervision-rabbit is een goat-antirabbit antilichaam waaraan peroxidases
zijn geconjugeerd. Er is daarna aangeklemd met behulp van NovaRed gedurende 10 minuten. De preparaten zijn
gespodd in kraanwater en tegen gekleurd met haematuin gedurende 45 seconden. De preparaten zijn ontwaterd met
een oplopendeal cohol reeks overgaand op xyleen en afgedekt met een dekglas.
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224 Immunoscores

Van 8 dieren per groep zijn de preparaten gescoord onder de lichtmicroscoop op Abberant Crypt Foci (ACF), B
catenine Acurnmulated Crypt (BCAC) en B-catenine Acummulated Abberant Crypt Foci (BCAA). In het geva van de
B-catenine coupes is de multipliciteit genoteerd (aanta crypten per BCAC), de intensiteit en er is een foto van
gemaakt. Bij ek volgend niveau is dezelfde BCAC weer terug gezocht en is er gekeken of er nog andere BCAC's
aanwezig waren in de opeenvolgende preparaten. Om de intengiteit te bepalen is er een getal tussen 1 en 3 aan de
crypt gegeven. Hierbij staat 1 voor eenlichteverhoging van deintensiteitvan het cytoplasma van de cellenin de aypt
ten opzichte van de omliggende gezonde crypten, 3 staat voor een zeer verhoogde kleuring van het cytoplasmavan de
cellen in de crypt en 2 zt er tussen in (zie figuur 2.2). De ACF's die in de B-catenine preparaten ook verhoogd
aangekleurd zijn (BCAA), isook de multipliciteit en deintensiteit gescoord en ook is er een foto van gemaakt.

De H&E preparaten zijn gebruikt as oriéntatie coupe om ACF's op te spoten. Van deze ACF's is de multipliciteit
bepaald en er is een foto van de ACF gemaakt. Bij ek volgend niveau is dezelfde ACF weer terug gezocht en er is
gekeken of er nog andere ACF's aanwezigwaren in het nieuwe preparaat. Van 5 dieren per groep is de Ki-67 kleuring
beoordedld. Tijdens het beoordelen van de Ki-67 preparaten is de ACF die gevondenisin de H&E kleuring terug
gezocht. Van deze ACF's is genoteerd uit hoeved crypten deze bestaat, het aanta positieve en negatieve kernen zijn
geteld (om de proliferatie index te berekenen), de intensiteit bepaald en er is een foto van de ACF gemaskt. De
intengiteit is net als bij de B-catenine gescoord van 1 tot 3 alleen geeat het hier om de intensiteit van de kernen [zie
figuur 2.3)

Berekening proliferatieindex:
Positieve kernen x 100%
(Positievet negatievekernen)

Figur . . » ; ol C o v R
intesiteit 3

Overzichtintensiteit Ki-67 1,2 en 3 A) ACF met intensiteit 1 B) ACF met intensiteit 2 ) ACF met intensiteit 3
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3 Resultaten
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Figuur 3.1

Bovenstaande figuren (figuur 3.1 A en B) geven de resultaten weer ven het aantal ACF’s en de tumor incidentiedie

Zijn uitgevoerd voor de gtart van deze stage.

Op het bovenstaande figuur (figuur 3.1 A) is te zien dat er tussen de verschillende behandelingsgroepen geen
verschillenzijn opgetreden in het aantal ACF’s naarmate de concentratie quercetine hoger werd

Op het bovenstaandefiguur (figuur 3.1 B) iste zien dat de tumor incidentie van de AOM behandelde dieren 50% is,
van de AOM + 100ppm quercetine behandelde dieren 40,9%, van de AOM + 1.000ppm quercetine behandel de dieren
36,4% en van de AOM +10.000ppm behandelde dieren 20.0% is.Van de dieren die met AOM en 40.000ppm rutine
behandeld zijn is de tumor incidentie 45.5%. Als er naar de quercetine behandel de groepen wordt gekeken is er een
afname te zienin het aantal dieren dat tumor dragend is. NiCH de Cochran-Mantel-Haenszel trend analysetest was uit
gevoerd bleek deze P<0.05 te zjn. Bij de rutine behandelde groep is te zien dat er geen afhame is in het aantal

tumoren.
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3.3 Foto's abberant crypt foci
H&E

B-catenine

Foto’s van een ACF met ¢en multipliciteit van 4. A) De H&E kleuring, 5x 10x 20x en 40x Vergrotm.B) De
Ki-67 kleuring, 5x 10x 20x en40x vergroting, C) De B-catenine kleuring, 5x 10x 20x en 40x vergroting.

Figuur 3.3

Op de bovenstaandefiguren (figuur 3.3) is een ACF te zien met een multipliciteitvan 4 (demultipliciteitis het aanta
crypten waaruit de ACF bestaat). De ACF isin hd H& E preparaat gemakkelijk aan te tonen doordat de crypt en het
lumen vergroot zijn en er vaak meer kernen in de crypten aanwezig zijn. De kernen zijn vaak niet meer naast elkaar
gelegen maar liggen ook vaak in de richting van het lumen (zie figuur 3.3 A). In het Ki-67 preparaat is de ACF te
herkennen doordat ook hier de vergrote crypten en lumen te zien zijn. De kernen van de ACF's zij vaak donkerder
aangekleurd dan de omliggende crypten waardoor ze gemakkelijk te vinden zijn. Dat de kernen van de ACF
donkerder zijn aangeklemd dm de omliggende cellen kan er op duiden dat deze cellenmeer Ki-67 eiwit in hun kernen
hebben en waarschijnlijk ook een actievere proliferatiesnelheid hebben (ziefiguur 3.3 B). Bij de B-cateninekleuring
is de ACF te herkennen doordat ook hier de vergrote crypt en lumen te zien zijn, maar bet overgrote ded van de
ACF's heeft geen verhoogde expressie van B-catenine en zijn de ACF's met dezelfde intensiteit gekleurd as de
omliggendecrypten (ziefiguur 3.3C).
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34 Foto's B-catenine acummulated crypt

Ki-67

B-catenine

T

Foto’s van een BCAme_t een multipliciteit van 1. )e H&E kleuring, 5 10x 20x enOx vergroting. B) De
Ki-67 kleuring, 5x 10x 20x en 40x vergroting. C) De $-catenine kleuring, 5x 10x 20x en 40x vergroting.

lguur 34

In de bovenstaandefiguren (figuur 34) iseen BCAC met een multipliciteit van 1te zien. In het H& E preparaatiser te
Ziendat er geen onderscheidtemaker iStussen de verschillendecrypten (ziefiguur 3.4 A). In het Ki-67 preparaatisa
ook geen verschillen tussen de crypten(z e figuur 3.4 B) maar in het B-catenine preparaat is er één crypt te zien die
vele maen donkerder is aangekleurd dan zijn omliggende crypten (zie figuur 3.4 C). Deze crypt heeft een verhoogde
accumulatie van B-catenine in hetcytoplasma van de cellen.
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3.5 Foto's B-catenine acummulated abberant crypt foci
H&E

Ki-67

3-catenin

i g i E: = ,
Foto’s van een BCAA met een multipliciteit van 2. A) De H&E kleuring, 5x 10x 20x en 40x vergroting. B) De
Ki-67 kleuring, 5x 10x 20x en 40x vergroting. C) De B-cateninekleuring, 5x 10x 20x en 40x vergroting.

Figuur 3.5

Op de bovenstaande figuren(figuur 3.5) is een BCAA te zien met een multipliciteitvan 2. In het H&E en het Ki-67
preparagt is deze gewoon te herkennen als een ACF (zie figuur 3.5 A en B). In het O-catenine preparagt is deze ACF
echter aan gekleurd as een BCAC en heeft dus donkerder aangeklemd cytoplasma dan de omliggende crypten (zie
figuur 3.5 C). Deze donkerdere kleuring van het cytoplasma duidt op een verhoogde accumulatie van B-catenine in
deze ACF. e e,
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3.6 Frequentievan ACF + BCAA, ACP, BCAA en deBCAC

Frequentie van ACF BCAA, ACF, BCAAen BCAC
18 @ AOM i
T 16 T @ AOM+10.000ppm Quercetine.
T 14 = =
[ s
o &
£s
R
-]
g
]
E
(1)
2
ACF+BCAA ACF BCAA BCAC
Figuur 3.6 Defrequentievan ACF + BCAA, ACF, BCAA en BCAC n=8.

Tijdens het scoren van de preparatenin de H& E en 8-catenine kleuringis er bepaald hoeved er van de ACF, BCAA’s
en BCAC’s aanwezig waren in elk dier (n=8). In het bovenstaandefiguur(figuur 3.6) zijn de ACF + BCAA, ACF,
BCAA, en BCAC aantdlen gemiddeld over de behandelingsgroepen. Alsnaar de grafiek wordt gekeken, is er tezien
dat er verschillen zijn in aantallen tussen de verschillende ACF + BCAA, ACF, BCAA en BCAC maar dat er geen
verschillen zijn tussende AOM en AOM met 10.000ppm quercetine behandel de groepen.

3.7 DeMultipliciteit van de ACF + BCAA, ACF, BCAA en de BCAC

Tabel 3.1 De Multipliciteit van de ACF + BCAA, ACF, BCAA en de BCAC (n=8)
Behandeling Multipliciteit »i-3 24 _ T-test 1-3 f-test 24
ACF + BCAA AOM gemiddelde 625 | 414 | 0807 0,338
standaarddeviatie 341 | 3,08
AOM + Quercetine gemiddeide 6,00 | 5,71
standaarddeviatie 3,92 | 2,84
ACF AOM gemiddelde 563 | 329 | 0548 0,225
standaarddeviatie | 2.83 | 2,29
AOM + Quercetine gemiddeide 4,63 | 5,00
standaarddeviatie. -] 3,62 | 2,71
BCAA AOM gemiddeide 1 075 | 0,50 | 0.809 0,790
standaarddeviatie 1,16 | 1,07
AOM + Quercetine | gemiddelde 088 | 0,63
standaarddeviatie | 0,83 | 0,74
BCAC AOM gemiddelde 743 | 2,00 0,311
standaarddeviatie 4,24 | 0,00
AOM + Quercetine | gemiddelde 575 | 1,00
standaarddeviatie 1,49 | 0,00

Tijdens het scoren van de preparaten is de multipliciteit van de ACF + BCAA, ACF, BCAA en de BCAC geteld
(n=8). Met de multipliciteit wordt het aantal crypten bedoeld waaruit de ACF + BCAA, ACF, BCAA of BCAC
bestaat. Er is gebleken dat er geen duidelijke verschillen zijn tussen de AOM en AOM met 10.000ppm quercetine
behandelde groepen in multipliciteitvan de ACF + BCAA, ACF, BCAA en BCAC. In de bovenstaande tabel (Tabe
3.1) iser gekeken of er verschillenzijn tussen de AOM en AOM met 10.000ppm quercetine behandelde groepen in de
hoeveelheid crypten met een lagere multipliciteit (1-3) en crypten met een hogere multipliciteit (> 4) (n=8). Qok hier
iser geenverschil tezien dat & tussen de AOM en AOM met 10.000ppm quercetine behandel de groepen.
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3.8 Deintensiteit van de B-cateninein de BCAAen de BCAC
T
Pe intensiteit van de R-catenine kleuring ‘ B De intensiteit van de R-cateninekleuring
" in de BCAA in de BCAC
q;,_ 8AOM E) 10 mAOM ‘
o< 8 @ AOM +10.000ppm Quercetine @ & 8 @ AOM +10.000ppm Quercetine
€8 —6 ER -
$5% S 55
o ; T4 @ _:‘J_: T4
[ Y- L
5 2] E 2
8 S,
0 - 0
|ntensiteit Intensiteit
Figuur 37 A) Delntensiteit van de B-cateninein de BCAA. B) De Intensiteit van de B-catenineinde BCAC(n-§)

Tijdens het scoren van de BCAA en de BCAC in de B-caenine kleuring is de intensiteit bepaad (n=8). Om de
intengiteit te bepalenis er een getd tussen 1 en 3 aan de crypt gegeven. Hierbij staat 1 voor een lichte verhoging van
de intengiteit van het cytoplasmavan de cdlen in de crypt ten opzichte van de omliggende crypten, 3 staat voor een

zeer verhoogde kleuring van het cytoplasmavan de cellenin de crypt en 2 zit er tussen in. Zoas op de bovenstaande

figurente zienis (figuur 3.7 A en B), iser geen significant verschil te zien tussen de AOM en AOM met 10.000ppm
quercetine behandelde groepen in de intengiteit van de ACF + BCAA, ACF, BCAA en BCAC. Alleen bij deBCAC
met een intensiteit van 2 is er een bijna significantie gezien tussen de AOM en AOM + 10.000ppm quercetineen is

berekend door middel van de t-Test P=0.066. Ook iste zien dat de spreiding erg hoogisen dat er dusveel variatieis

tussen de verschillendedieren in de intensiteit van de crypten.

3.9 Deintensiteit van deKi-67 in de ACF en deBCAA
A Deintensiteitvan de KI-67 in de ACF + BCAA
} @ AOM

12 +— ——| @ AOM +10.000ppm Quercetine
510
5 8
g6
o4 T T T
to|
S0l
c-2 1 2 3
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Intensiteit

De intensiteitvan de K -67in de ACF

C Deintensiteitvan de K -67in de BCAA
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10 l @ AOM+10.000ppm Quercetine = 10 { @AOM+10.000ppm Quercetine
: £
5 8 c 8
6 Qo
24 g
30 - o
o
o o
w2 1 - 3 -2 t 2 3
4 -4 }
Intensiteit Intensiteit
Figuur 3.8 A) Deintensiteit van deKi-67 in de ACF + BCAA. B) Deintensiteit van de Ki-67in de ACF. C) Deintensiteit

van deKi-67in de BCAA (n=5).
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Tijdens het scoren van de ACF en de BCAA in deKi-67 kleuringis de intengiteit bepaad (n=5). Om deintensiteitte
bepaeniser net zods bij de B-catenine kleuringeen getal tussen 1 en 3 aan de crypt gegeven, alleen gaat het hier om
de kernen. Zoals op de bovenstaandefiguren te zien is (figuur 3.8 A, B en C), is e geen duiddlijke verschil te zien
tussen de AOM en AOM met 10.000ppm quercetine behandelde groepen in de intensiteit van de ACF, BCAA en
BCAC. Ook iste zien dat de spreiding erg hoog is en dat er dus ved variatieis tussen de verschillendedieren in de
intensiteit van de crypten.

3.10 Depradliferatieindex in deKi-67 van de ACFendeBCM

De proliferatieindex in de ki-67 van de ACF +

BCAA, ACF en BCAA
m AOM
120 @ AOM+10.000ppm Quercetine

Proliferatie index

ACF + BCAA ACF BCAA

Figuur 3.9 Depraliferatieindex in de groepen ACF + BCAA, ACF en BCAA(n=5)

Tijdens het scoren van de ACF en de BCAA in de Ki-67 kleuring is het aantal positieve en negatieve kernen geteld
{(r=5). In het bovenstaande figuur (figuur 3.9) is de proliferatieindex te zien per behandeling groep voor de ACF +
BCAA, ACF en de BCAA. De proliferatie index i s het percentage van het aantal positieve kemen als fractie van het
totale aantd kernen dat aanwezigisin de crypten. Er lijkt een afname in het percentage positieve kernen te zien tussen
de AOM en AOM met 10.000ppm quercetine behandelde groepen. Maar door de grote spreiding tussen de dieren
binnen de groep is dit niet significant.

3.11 Demultipliciteit versusdeintensiteitin de KC67 en de 3-catenine

Om te bepaden of deintensiteit.van de Ki-67 kleuring of 8-catenine kleuring samen hangt met de multipliciteit van de
crypten, is de multipliciteit versus de intensiteit uitgezet (B-catenine n=8, Ki-67 n=5). Er is berekend welke intensiteit
er hoort bij een bepaalde multipliciteit ((dit Is de gemiddeldeintensiteit behorende bij 1 multipliciteit). Zie grafieken
uit bijlage 1 (Figuur 1.1, 1.2 en 1.3) voor de multipliciteitversusde intensiteit van de Ki-67 kleuring. Zie grafieken uit
bijlage 1 (Figuur 1.4:en 1.5) voor de multipliciteit versus de intensiteit van de B-catenine kleuring. Voor beide
kleuringen is gebleken dat de intensiteit niet samenhangt met de multipliciteit.

3.12 De multipliciteit ver susde proliferatieindex positieve kernen in de Ki-67

Om te bepaen of de proliferatie index van de Ki-67 kleuring samenhangt met de multipliciteit van de crypten, is de
multipliciteit versus de proliferatie index uitgezet (n=5). Er is berekend welke proliferatie index er hoort bij een
bepaalde multipliciteit (dit is de gemiddeldeproliferatieindex behorende bij 1 multipliciteit). Zie grafieken uit bijlage
1 (Figuur 1.6, 1.7 en 1.8).
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4 Discussie

Om het effect van quercetine en rutine te bestuderen is er een dierstudie gedaan bij AOM geinduceerde colorectale
tumoren in F344 ratten. Op twee tijd stippen zijn er dieren geofferd, na 8 weken na de laatste AOM injectie (interim
sectie) en na 38 weken (eindsectie). Tijdensde eindsectieis er door de Cochran-Mantel-Haenszel trend analyse test
uit te voeren een afname in de tumoren waargenomen deze bleek P<0.05 te zijn naarmate de concentratie quercetine
hoger werd. Bij de dieren die rutinetoe gediend hebben gekregen is er geen afname van colon tumoren waargenomen.
Dat het rutine geen effect lijkt te hebben op het ontstaan van colon tumoren kan komen door dat de ramnose groep
eerst van de quercetine moet worden afgesplitst, door micro-organismenin het colon, voordat de quercetine kan
worden opgenomen. Eerder isook al gebleken dat rutine geen effect lijkt te hebben op het ontstaan van colon tumoren
[2]. Quercetine daarentegen wordt a in de dunne darm opgenomen en heeft daardoor meer kans dat er daadwerkelijk
ook meer wordt opgenomen. Er isin de literatuur gevonden dat quercetine een beschermende werking heeft op het
ontstaan van colon tumoren [28] en zijn er artikelen die vermelden dat quercetinejuist een carcinogeen effect heeft op
colon epithed cellen[22, 30].

Omdat e een afname is gevonden in de eindsectie van het aantal tumor dragende dieren, naarmate de concentratie
quercetine hoger werd, zijn de AOM en de AOM + 10.000ppm quercetine groepen uit de interim sectie uitgekozen
om microscopisch te beoordelen op verschillendevoorlopersvan colorectae tumoren zoas de Abberant Crypt Foci
(ACF), 5-catenine Acurnmulated Crypt (BCAC) en 8-catenine Acummulated Abberant Crypt Foci (BCAA). Als de
ACF, BCAA en de BCAC goede biomarkers zijn om colon tumoren te voorspellen zouden we ook een afhame
verwachten in deze voorlopersvan colorectal e tumoren net zods er is gevonden in het aantal tumoren in de eindsectie.
Van de ACF is gevonden dat deze geen goede biomarkers is om colon tumoren te voorspellen [2], van BCAC is
gevonden dat deze een betere biomarkers zou zijn dan de ACF om colon tumoren te voorspellen {24]. De BCAA is
niet eerder vermeld in de literatuur maar is een ACF die een B-catenine accumulatie vertoont net zoalsde BCAC. Als
de BCAA en goede biomarker is om de vorming van colorectale tumoren te voorspellen zouden we ook hier een
afname verwachten, ds quercetine een beschermend effect heeft op het ontstaan van colorectale tumoren. Bij het
scoren van de preparaten uit de interim sectieiser gekeken naar de frequentie en de multipliciteitvan de ACF. BCAA
en BCAC. Van de BCAC en de BCAA is 0ok naar de intengiteit van B-catenine accumulatie in de crypten gekeken
(n=8). Ook is er van een aantal dieren uit beide groepen naar deintensiteit van de ki-67 kleuring gekeken (n=5). Er is
gebleken dat er geen verschillen zijn in de frequentie, multipliciteit en intensiteit van de 8-catenine in de ACF, BCAA
en BCAC tussen de AOM en AOM + 10.000ppm quercetine behandel de groepen uit de interim sectie. Ook gaf de ki-
67 kleuring geen verschillen tussen de AOM en AOM + 10.000ppm quercetine behandelde groepen weer. Een
verklaring hiervoor zou kunnen zijn dat de ACF, BCAA en BCAC geen goede voorloperszijn om in een vroegtijdig
stadium tumor vormingte kunnen voorspel len.
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5 Concluse

Quercetine remt de vorming colon tumoren bij ratten in dit model. Echter quercetine remt de voorlopers ACF, BCAA
en BCAC niet. Van Rutine is gebleken dat dit de vorming van tumoren in dit model niet remt. Er is gebleken dat de
ACF, BCAA en BCAC geen goede voorloperszijn om colon tumoren te voorspellen.

6 Vervolg onder zoek

Om goede biomarkers te vinden is het misschien een mogelijkheid om naar histol ogische voorlopers en naar gen
expressie niveaus te kijken binnen én modd. Zo kan er uit mogelijke histologische voorlopers RNA geisoleerd
worden om hier uit andere interessante genen op te sporen. Er zou er begonnen kunnen worden door uit de ACF,
BCAA, BCAC en gezond weefsel RNA teisoleren en te kijken of dat er verschillen zijn in gen expressie niveaus. Om
te bepaen of dat het verhoogde gen expressie niveau ook is waar te nemen op histologisch niveau kan er tegen het
bijbehorende eiwit een antilichamen gebruikt worden. Zo kan er gekeken worden of dat dit eventueel wel goede
biomarkerszijn om vroegtijdig colon tumoren te voorspel len.
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Deel B
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I Inleiding

1.1 Bioactieve stoffen: Wheat bran, curcumine, en rutine

Om het effect van voedingsstoffen op colon epithedl cellen te bestuderenis er gewerkt met 3 model stoffen namelijk
wheat bran, curcumineen rutine.

Wheat bran is de gemden bolster (het omhulsel) van de tarwekorrels en wordt tot de groep van voedingsvezels
gerekend. Voedingsvezels passeren onveranderd de dunne darm, en wordenin de di kke darm door micro-organismen
gefermenteerd, waarbij (o.a.) kort-keten vluchtigevetzuren ontstaan, zoal sbutyraat, acetaat en propionaat. Wheat bran
stimuleert het apoptose mechanisme en controleert de proliferatie tijdens de tumorinitiatie wat de vorming van
tumoren remt [32].

Curcumine is een polyfenolverbinding die van nature in planten voorkomt o.a. in de wortels van de Curcuma Longa
ook wel geel wortel genoemd. Deze wortels zitten in kerrie poeder verwerkt en is verantwoordelijkvoor de gelekleur.
curcumine wordt gerekend tot de groep van niet-steroide ontstekingsremmers en iS tevens een antioxidant. Curcumin
versterkt het groeiremmende effect. Het groeiremmende effect wordt veroorzaskt door een mechanisme dat
waarschijnlijk betrekking heeft op de remming van COX-2 en andere niet-COX-2 pathways [33].

Rutine (zie §1.1 ded A).
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Figuur 1.1 A) Curcumine [34] B) Rutine [35]
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1.2 Microarray

Om het effect van rutine, curcumineen whesat bran op voorlopers van colorectale tumoren te kunnen bepalenin colon
epitheel kunnen & micro array's gedaan worden. Door middel van deze techniek kan er naar veranderingen in
genexpressie gekeken worden en kan het effect van de bioactieve stoffen op colon epitheel cellen worden bestudeerd.
Van de micro array kan ved informatie gewonnen worden over de up en down regulatie van genen. Ondanks dat het
gebruik van micro array's in het onderzoek redelijk is ingeburgerd, zijn er nog ved beperkingen aan het gebruik er
van. Anayse en interpretatievan de data i s een moeilijke en tijdrovende taak, vooral door de grote hoeveelheid data
die zelfsbinnen 1 experiment gegenereerd wordt [36]. De Affymetrix micro array wijkt & van de standaard gebruikte
2 kleuren array waarbij er 2 fluorescente groepen worden gebruikt. Het basis principe van de affymetrix array is als
volgt: 1tot 15ug RNA wordt overgeschrevenin cDNA gebruik makend van een T7 Oligo (dT) promotor primer voor
de first strand syntheses reactie. Die wordt gevolgd door een RNase H behandeling tegelijkertijd met de second strand
syntheses. Het nu dubbel strengs cDNA wordt gezuiverd en dient as template voor de in vitro transcriptie (IVT)
reactie. De IVT reactie wordt uit gevoerd in de aanwezigheid een T7 RNA polymerase en een gebiotinileerde
nucleotide/ ribonucleotide mix (een mix van de 4 afzonderlijkeribonuncleotiden waar van een deel van de uracil
nucleotiden gebiotinileerd is) dit voor complementair RNA (cRNA) amplificatie en biotine labeling. Het
gebiotinileerde cRNA wordt gezuiverd, gefragmenteerd en gehybridiseerd aan de GeaeChip expression arrays [37].
De GeneChip® Rat expression array 230A bevat 31.000 probe sets, deze analyseert de expressie level van 30.000
transcripten en varianten over 28.000 rat genen [37].

De micro array data ken worden gevalideerd door middel van redl time polymerase chain reaction (RT-PCR).
Hiervoor zijn er eerst genen nodig die de moeitewaard zijn om te analyseren en kunnen worden gevonden uit de data
van demicro array.

Sows | Cesnmp of dosbie-stranded ONA 88 howrs
Mo %
o i Bhoties Sstwebiony of sotiverse GRNA %/, mmwm mg&
Apprexivasie Latieiog K2 v
Tt RN Sarmple Eopmonare Yioms ! ? ? ? ?
STITTTITTTT I Tassms & L e
Pl A RNA / Pabph ANA Controis — P Admmrp of Dintiopigte CGRNA % SR P
Tarsl addition Lhowos”.- 4
g ; /r T = Lol dT Pritmer
© owang % é [ seact™  LAETITT % /4’ dhptaigigntion wrdrel
e
: ) T assas o ;
Onetyse | 880 TYTTY ~ s e o
i 3 Berapeaaintien gheda gt
%i;m o 5 . e wm mzmm’?x?;%m
SONA senthosis o 15 howre
5Tl 0 T Ama-memy
3M?m¥wu 5 Bugrning v Y% enisvssd
TEETT sur B T7 pramioler
o & Bistin
¢ n E ﬂ‘ ﬁ oA . Pautioridirg
Figuur 1.2 Principe ven de Affymetrix microarray [37]
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1.3 Real TimeReverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

Om de eventuele genexpressie veranderingen door de bioactieve stoffen: curcumine, rutine en wheat bran te
bestuderen zijn er voor meerdere genen RT-PCR’s uitgevoerd. Helaas hebben we de micro array nog niet kunnen
uitvoeren en is het niet mogdijk om hier van & genen te verkrijgen om te analyseren met behulp van de RT-PCR. Er
is avast begonnen met de RT-PCR om een indruk te krijgen wat de invloed van de bioactieve stoffen op de colon
epithed cdlen is. Voor de RT-PCR is op een andere manier naar genen gezocht. De genen die geselecteerd zijn
uitgekozen aan de hand van een soort gelijk in vitro experiment en omdat zij een rol spelen in het ontstaan van de
ontwikkeling van tumoren. Voor de RT-PCR worden 2 huishoudgenen gebruikt (8-actine en GAPDH) en de genen
MMP-7, §-catenine en COX-2 worden geanalyseerd (zie §1.3.1, 1.32 en 1.3.3).
DeRT-PCR s gebaseerd op de PCR methode. Door aan de standaard PCR reactiemengsel s een fluorescentie reagens
toe te voegen, dat sterker emitteert naarmate er door de PCR reactie meer dsDNA voorhanden komt, kan men het
verloop van de PCR reactie per cyclus (in real-time) volgen. De geémitteerdefluorescentiewordt door een fluorimeter
geregistreerd. Door de tijd- fluorescentiecurve te anayseren is men in staat om semi-kwantitatief de hoeveelheid
expressievan een gen vadt te stellen. Dit uitgangsternplateis meestal een cDNA van een RNA mongter. De RT-PCR
kan met niet specifieke en specifieke detectie methode worden uitgevoerd. Bij de niet specifieke detectie wordt e
meesta SYBR green gebruikt as fluorofore. SYBR green bindt tussen dsDNA en fluoresceert ds deze & de juiste
golflengte wordt aan gestraald (exitatie 497nm en emitting 520nm). Het SYBR green is niet specifiek voor een gen
maar zal tussen ek stukje dsDNA hechten en dan fluoresceren [38] (zie figuur 1.3). Om toch een specifieke RT-PCR
voor een gen uit te kunnen voeren met SY BR green moeten de primers specifiek gekozen worden zodat deze binnen
het organisme aleen op het gen van interesse aangrijpen. De specifieke detectie van genen kan onder andere met de
Tagman probe gedaan worden. De Tagman probe is een oligo die complementair is met een van de amplicons die
tijdens de PCR reectie wordt gevormd. Aan een kant van de probe zit een fluorofore gebonden en aan de andere kant
een quencher. Het meest gebruikte paar is de FRET die gebruik maakt van FAM als fluorofore en TAMRA als
quencher. Het principe van de FRET isasvolgt: de FAM wordt door de aanwezige licht bron aangestraald en zou als
de TAMRA niet aanwezigis fluoresceren. Maar doordat de FAM en de TAMRA aan de oligo gebonden zijn word de
energie van de FAM "overgenomen” door de TAMRA waardoor de TAMRA zd fluoresceren. Doordat de
fluorescentievan de TAMRA met een andere golf lengte gemeten word dan de FAM is de achtergrond fluorescentie
S¥Br Green Taqman laag. Wanneer de Tag polymerase de
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131 Huishoudgenen GAPDH en B-actine

Om de RT-PCR uit te voeren word er gebruik gemaakt van twee huishoudgenen. Huishoudgenen worden geacht op
een congtant niveau tot expressie gebracht te worden om de cdlulaire functie van de cel te handhaven. De
hui shoudgenen worden verondersteld om minimaal de essentiéle transcripten te produceren die noodzakelijk zijn voor
de normale cellulaire fysiologie. Met de komst van de micro array technologie, is het onlangs mogelijk geworden om
de huishoudgenente identificeren, er zijn tot nu toe d 535 mogelijke kandidaat huishoudgenen geidentificeerd [39],
of een huishoudgen een geschikte kandidaet is zal afhangen van de experimentele condities. De huishoudgenen die in
dit experiment gebruikt zijn, zijn: Glyceradehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) en B-actine. Er worden er
twee huishoudgenen gebruikt in dit experiment omdet niet zeker is of de gebruikte bioactieve stoffen invioed hebben
op de expressievan deze huishoudgenen. Deze twee huishoudgenen worden gebruikt om dat deze de meest gebruikte
huishoudgenen zijn.

GAFDH is een belangrijk enzym bij de glycolyse, die een centralerol spedlt in de energie productie. Er is gevonden
dat GAPDH een ral in spedlt in verschillende biologischefuncties [40] zoals o.a. nuclear RNA transport [41], DNA
replicatie[42] en DNA repair [43].

B-actineis één van de zes verschillende isoformen van actine die geidentificeerd is en is én van de twee nonmuscle
cytoskeletal actines [44]. |J-actine is uitgebreid bestudeerd ds een cytoplasmatisch cytoskeletal eiwit, die een rol
spedlt in het intracellular transporten wordt verbonden aan celmotiliteit,cytokinesis, endocytos's, en celadhesie [44].

1.3.2 B-catenine
(zie§1.2.1 Ded A)

1.3.3 Cyclooxygenase?2

Cyclooxygenase 2 (COX-2) is één van de genen die door middel van RT-PCR geanayseerd word. COX-2 is één van
de twee isoenzymen van COX en wordt met een verhoogde cel proliferatie activiteit en tumor vorming geassocieerd.
Over expressie van COX-2 correleert met een decht klinisch bedd van de patiént door dat het apoptose verlaagd
wordt en de invasivenessmet metastatisch potentied in gastro-intestinaletumorsverhoogd wordt {43, 46]. Het effect
wordt geinduceerd in de response op groeifactoren en cytokines zods interleukine 1, tumor necrosis factor en
interferon gamma [47]. Over expressie van COX-2 isin colon adenocarcinomaen in colon carcinomawaargenomen
[48].

134 Matrix metalloproteinase7

Matrix metalloproteinase 7 (MMP-7) iséén van de genen die door middel van RT-PCR geanalyseerd word. MMP-7is
een lid van de familie van MMP en heeft een grote verscheidenheid van substraatspectrums. De functievan NMP-7 is
het afbreken van casgine, gelatine van types |, III, N, en V, fibronectin en het activeren procollagenase[39]. Van
MMP-7 wordt geacht det het een belangrijke rol in carcinoominvasie en metastase spedlt. B-catenine regelt de
expressie van MMP-7 in menselijke colorectale tumoren [49] (zie figuur 1.2 deel A). De meeste colorectale tumoren
hebben verlies van de functievan het adenomatosis polyposiscoli (APC) tumorsuppressor gen doordat er mutatiesin
het gen zijn opgetreden. Dit kan leiden tot accumulatie van B-catenine, die samen met DNA bindende proteine TCF-4
als transcriptionele activator functioneert [49]. MMP-7 komt tot over expressie in 80% van menselijke colorectae
tumoren en is bekend a's een belangrijke factor voor de vroege tumorgroei, met een potentiéle functie voor progressie
stappen, zodsinvasieen metastase [501.
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2. M ateriaal en methode

21 Dedierstudie

200 mannelijke F344 ratten van 4 weken oud zijn in 4 groepen van ek 50 dieren verdeeld. De dieren werden na
binnenkomst 2 weken geacclimatiseerd en daarnaiis het experiment gestart (week 0. Vanaf de start hebben de dieren
verschillende soorten voer gekregen. De controle grosp (groep A) kreeg et op AIN93 gebaseerde dieet, de andere
drie groepen kregen het zelfde dieet met daar aan toegevoegd 10% (w/w) whesat bran voor groep B, 0,2% (w/w)
curcumine voor groep C en 4% (w/w) rutine voor groep D. Alle dieren hebben, met tussenpozen van 1 week, 3AOM
injecties gekregen van elk 15mg/kg lichaamsgewicht. De eerste injectie is 1 week na het begin van het experiment
gegeven. 7 weken na het begin van de studie zijn 6 dieren per groep opgeofferd (sectie1). Van 5 dieren is er een colon
ring verwijderd (~3mm) uit het midden van de darm, deze is in Tissue-Tek gedoopt en in de vloeibare stikstof
bevroren de daarnain de -80°C bewaard. Van het 6° dier is het hele colon verwijderd en in vieren gedeeld en als swiss
rol in de Tissue-Tek bewaard bij -80°C. Na 15 weken vanaf het begin van het experiment zijn e 6 dieren per groep
geofferd (sectie 2) en op dezelfde manier behandeld als de dieren uit de eerste sectie. 26 weken nahgl begin van het
experiment zijn 9 dieren per groep opgeofferd (sectie 3) en ook deze zijn het zelfde behandeld a's de dieren uit de
eerste sectie alleen zijn de 5 dieren waar van een colon ringetje is verwijderd, verhoogt naar 8 dieren. Als er colon
tumoren voor kwamen zijn deze verwijderd en bewaard in RNA later of Tissue-Tek in de -80°C. Na 8 maanden (38
weken) na het begin van het experiment zijn de overige dieren (29 per groep) geofferd (eind sectie). VAN deze dieren
zijn de colonsverwijderd, open geknipt en gespoeld met 70% ETOH. De tumoren zijn verwijderd en in Tissue-lek of
RNA Later bij -80°C bewaard het overige dedl van het colonisasswissrol in de Tissue-Tek bewaard.

Tabel 2.1 Overzicht van de behandeling van de ratten in de dierstudie
Weken na AOM behandeling
Start 7 weken 15weken 26 weken 38weken
dierstudie Sectiei Sectie2 Sectie3 eind sectie
Behandeling Aantal ratten | Aantal ratten | Aantal ratten | Aantal ratten | Aantal ratten
AOM 50 6 6 9 1 2
AOM + Whest bran 50 8 6 9 29
AOM + Curcumine 50 6 6 9 | 29
AOM + Rutine 50 6 6 9 29
Totaal 200 24 24 36 | 116
2.2  Optimalisatie RNA isolatie uit het colon

Om RNA uit colon ringetjeste kunnen isoleren uit deze dierstudie is er eerst gekeken of dit wel mogelijk was. Er is
namelijk gebleken dat de kwaliteit en kwantiteit uit de colon ringetjes van 0,5cm die behandeld waren met Tissue-Tek
en dan gebruikmakend van de standaard methodeniet goed was (zie bijlage2.1). Er isom de micro array uit te voeren
1-2pg RNA van een goede kwaliteit nodig, om dit te bereiken is het protocol voor RNA isolatie geoptimaliseerd. Hier
voor zijn er 3 F344 ratten opgeofferd waarvan het colon is verwijderd. De colons zijn in stukken van verschiliende
lengte geknipt en sommige fragmenten van het colon zijn behandeld met Tissue-Tek. De colon fragmentenzijn in de -
80°C opgedagen. Er is begonnen met isoleren van RNA uit fragmenten van Sem groot zonder Tissue-Tek vervolgens
zijn er steedskleinere fragmenten gebruikt en ook fragmenten die behandeld zijn met Tissue-Tek om RNA teisoleren,
(Ziehijlage 2.2 voor gevolgde werkwijze).
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23 RNA isolatieuit het colon

Vanuit de dierstudie zijn er colon ringen gebruikt uit de eerste drie secties. Er is gekozen om de colon ringetjes van de
dieren die behandeld zijn met AOM, AOM + wheet bran, AOM + curcumine en AOM -+ rutine, op de tijdspunten 7
weken, 15 en 26 weken (Il e sectie, 2e sectieen 3e sectie) te gebruiken. Uit elke groep en ieder tijdspunt zijn 3 dieren
random geselecteerd dus in totaal 36 monsters. Van de 3° sectie zijn er dieren geselecteerd die tumor dragend waren.
Er is hier voor gekozen omda er op deze manier mogelijk meer genen gevonden worden die betrokken zijn bij de
vorming van tumoren in het colon. De monstersuit de eindsectiezijn niet meegenomen in dit experiment omdat er uit
dit materiaal geen goed RNA verkregen kon worden. Er is gebleken dat het RNA uit de swiss rolls een grote afbraak
vertonen op de BioAnalyzer ds het geoptimaliseerde protocol gebruikt werd voor RNA isolatie.
Het volgende geoptimaliseerdeprotocol is gebruikt om het RNA uit de colon ringen te isoleeren: De colon ringen zijn
uit de vriezer gehaald en op droog ijs gezet. De colon ringen zijn in fysiologisch zout (4°C) oplossing ontdooid en
tegelijkertijd is de Tissue-Tek weg gewassen. Het colon ringetjeis open geknipt met een stompe schaar (dit om de
mucosa niet te beschadigen) en vervolgens zijn de stukjes colon nog 2x gewassen in een petrischaaltje met
fysiologisch zout oplossing. Met een steriel object glaas eis vervolgens de mucosavan de colon ring geschraapt.
Het RNA is met de RNeasy micro kit (Qiagen) geisoleerd, en het protocol voor animal tissue is daarvoor aangepast
over het dgemeen zijn de aanpassingen beter homogeniseren en een grotere hoeveelheid lysis buffer. De volgende
punten zijn aangepast in het standaard protocol voor de rest is het normale protocol gevolgd (zie voor RNeasy micro
kit (Qiagen) het protocol voor animal tissuebijlage 2.1)
e Deafgeschragptemucosaisin 1,5ml RLT buffer opgenomeni.pv. 0.350ml om de achtergebleven Tissue-Tek
te verdunnen (zie resultaten § 3.3)
¢ Nahet opnemen van het weefsdl in de RLT buffer is het weefsdl gehomogeniseerd door gebruikt te maken
van een 20gauge naald door de oplossingSx op te zuigen.
¢ Het weefsd isvervolgensdoor een QIAshredder kolom (Qiagen) verder gehomogeniseerd, de vioeistof isin ®
2 centrifuge stappen door 1 kolom gecentrifugeerd 2 min 20800xg.
e De hoeveelheid ethandl is aan de hoeveelheildRLT buffer aangepast met behoud van de 1:1 verhouding zoas
voorgeschrevenwordt door Qiagen. (1.5ml RLT +1.5ml ethanol).
e Omhet RNA aan 1 kolomte bindenis ook dit in meerdere stappen over de kolom gecentrifugeerd (+ 4x).
e Voor en nade eerste was stap met RW1 iser een keer extra 30 sec op full speed gecentrifugeerdom het filter
droog te krijgen.
¢ Bij het elueren van het RNA van dekolomis er nahet toevoegen van het water (14ul) een extraincubatie stap
2 min bij kamer temperatuur enis er nog | x met dezelfde elutie vloeistof gedlueerd.
De monsters zijn naar Service XS op gestuurd voor kwantiteit en kwaliteit controle met behulp van de Nano drop en
deAgilent 2001 Bioanalyzer.

24  MicroArray

De Affymetrix micro array wordt uitbesteed aan het bedrijf Service Xste Leiden. De RNA monsterszijn na isolatie
opgestuurd naar Service XS voor: kwantiteit controle m.b.v. de Nano Drop, kwaliteit controle met de 2100 Bio
Analyzer (Agilent) en voor de Affymetrix micro array.
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25  Real Time Polymerase Chain Reaction

2.5.1 Ontwikkelingvan nieuwe SYBR Green primer setsm.b.v. Beacon Designer 4.02

Voor de RT-PCR zijn er SYBR green en Tagman Assay's gedaan. De Tagman sets die gebruikt zijn waren a
aanwezig en uit getest en heb ik dus niet zelf ontwikkeld (B-actine, GAPDH en COX-2). Voor de overige genen zijn
SYBR green primer sets ontwikkeld (8-catenine en MMP-7) dit om dat deze primersets vele male goed koper zijn dan
de Tagrnan RT-PCR. Om de RT-PCR reactie met SYBR green uit te voeren zijn e primers nodig en om deze te
verkrijgen is het programma Beacon Designer 402 gebruikt (zie bijlage 22 Voor werk protocol Beacon designer
4.02). Met dit programma zijn er 3 primersets per gen uitgezocht om hier met behulp van een temperatuur gradiént de
beste st uit te kunnen uit kiezen.

2.5.2 Ontwikkédingvan de standaard voor de RT- PCRreactie

De primers voor de standaard die ontwikkeld zijn met het programma Beacon designer 4.02 worden gebruikt om de
standaard mee te maken. De standaard wordt gemaakt door een PCR in te zetten op ¢cDNA van het juiste organisme
(rat). Reactie mengsel voor een 50ul reactie:
Sul 10x PCR buffer (Invitrogen),
1,5 AL 50mM MgCl2 (Invitrogen),
[ ul 10mM dNTP’s (db Biosiences),
1pl 10uM primerset (Fw en Rv),
0,2 ul 5U/ul Platinum Taq polymerase (Invitrogen),
39,3 pLH20 (Arnbion),

o 2ulcDNA.
De PCR wordt uitgevoerd met het volgende PCR programma:

e hot gart 95°C Cyclus 1: 2 min 94.0°C,

e Cyclus 2: (35X) 30sec 94.0°C, 30 sec 55.0°C, 01 min 72°C,

e Cydus3: 10min 72°C, Cyclus4: « 4°C,
Het PCR product wordt op een 1% Agarose gl met TAE buffer gedlectroforeerd. 45 min 120V, De gel wordt m.b.v.
UV bekeken. Als de fragmenten overeenkomen met de verwachte grootte dan worden deze m.b.v. de QIAquick gd
extraction kit gezuiverd (Qiagen) met het protocol QlAquick Gel Extraxtion kit protocol gebruik makend van de
centrifuge methode. Om de concentratie van de standaard te meten wordt er gebruik gemaakt van de Quant-iT™ Pico
Green dsDNA assay kit (molecular probes). Van h-DNA is er een standaard gemaakt van O tot 200ng in Ix TE.
Hiervan is 100u1 in duplo in een doorzichtige 96 wel plaat met viakke bodem gepipetteerd. De monstersworden 50x,
100x en 200x verdund in 1xTE ook hiervan is 100ul in duploin de plaat gepipetteerd. Bij allewellsiser 100ul pico
green in Ix TE per well gepipetteerd (Sul pico green + 995ul | x TE). De plaat is Sminuten in het donker gezet en
vervolgens is de luminescentie gemeten. Aan de hand van de standaardlijn is de concentratie van de monsters
berekend in ng/ml. Met deonderstaande formuleis het aantal kopieén per pl berekend.

Berekeningen:
Conc g/ X 6.02x10” = Aantal kopie&n/L
Bp fragment x 300 g/mol

300 g/mol is het gemiddel de gewicht van de nucleotiden .
6.02 x 10” ishet geta van avogrado (aantal dedltjesin 1 Mol stof)
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253 Temperatuur gradiént

Om de drie primer setsdie ontwikkeld zijn met Beacon Designer 4.02 uit te testen wordt er een temperatuur gradiént
gerund. De temperatuur gradiént is om de juiste anhealings temperatuur voor de primers te kiezen voor de RT-PCR.
Er worden 6 master mixen gemaakt met de 3 verschillendeprimer sets per monster. Per reactieis er nodig:

e 12.5pl iQ SYBR green supermix (BioRad),

o 7.5u1 1pM primermix (primer forward & reverse)

o 5ul H,O of 5ul 2*10° kopie#n/ul standaard fragment.
En wordt hiervan 25ul per well uitgevuld in een Optical quality 96-wel 1thin wall PCR plate (BioRad) (voor de plaat
indeling zie figuur 2.2).De plaat wordt afgesloten met Optical quality sealing tape (BicRad) en 2 min 1000rpm
gecentrifugeerdin een Falcon 6/300 centrifuge met de Rotor 43124-708 BS4402. De 96 well plaat wordt in de iCycler
geplaatst en het volgende protocol gesalecteerd

e Cyclus1: 3 min ¥4°C.

e Cyclus 2 (50x): 30sec 94°C, 30sec Gradiént van 58°C- 69.0°C en data collection and Real Time analyses

enabled, 10 sec 72°C.

¢ Cycus3: 30sec 54°C.

e Cyclus4 (80x): 30sec 54°C +0.5°C datacolection and Real Timeanalyses enabled.
Als de procedureis afgerond zijn de monsters uitgekozen die tussen de 20 en 24°* Cyclus zijn opgekomen en waar
van het water niet is opgekomen. Deze fragmenten worden op een 1%agarose gel geelectroforeerd om de fragment
grootte te controleren. De primer en temperatuur worden gekozen aan de hand van welke combinatie van deze twee
het besteis.

Primer mix 1 Primer mix 2 Primer mix 3
Standaard Water Standaard Water Standaard Water
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

69.0°C
68.4°C
67.1°C
65.1°C
62.2°C
60.3°C
58.9°C
58.0°C

Figuur 2.2 Plaatindeling voor de smelt curve.
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2.5.4 Standaardlijn RT- PCR

Als de smdt temperatuur is bepaad kan er een standaard lijn worden gerunnd met de gekozen primer set bij de
optimale temperatuur. Er wordt met het standaard fragment een standaard lijn gemaakt van 1*10%, 2*10', 1¥107
2*10%, 1*10°, 2%10°, 1*10%, 2¥10%n 1*10° kopie&n/ul. Van deze standaard lijn is er 5 plin duplo in een Optical
quality 96-wel thin wall PCR plates (BioRad) gepipetteerd, het aantal kopiegn is dan 3%10', 1¥10%, 5%10% 1*10°,
5%10°, 1%10%, 5%10%,1*10° en 5*10°. Aan deze standaardwordt 201 master mix toe gevoegd bestaande uit

e 125uliQ SYBR green supermix (BioRad) en

e 7.5ul 1uM primer mX forward & reverse.
De plaat is afgedoten met Optical quality sealing tape (BioRad en 2 minuten bij 1000rpm gecentrifugeerd in een
Falcon 6/300 centrifuge met de Rotor 43124-708 BS4402. De 96 well plaat wordt in de iCycler geplaatst en het
volgende protocol geselecteerd

e Cydusl: 3min 95°C.

e Cyclus?2 (45x): 15sec 94°C, 30sec (de optimaletemperatuur die bij de gradiént gevonden is) en data colection

and Real Time anaysesenabled, 20 sec 72°C.

e Cydus3: 30 sec54°C.

e Cydus4 (80x): 30sec 54°C +0.5°C data colectionand Real Time analysesenabled).
Delaatstecyclusis de smdt curve deze wordt gerund om te bepalen of de fragmenten die zijn gevormd allemaal van
de zelfde grootte Zjn  Als de procedure is voltooid berekend het programma(iCycler 1Q TM optical system software
version 3.1.7050) zelf de standaard curve. De waarde van de standaard curve moeten zijn: de correlatie coéfficiént
0.999 de dope-3.30 en de PCR efficiency 100.92%. Dit zijn echter de optimale waarden en mag hier ietsvan worden
afgeweken (zie tabd 2.2). De standaard curve moeten aan deze elsen voldoen omdat er tijdens 1 PCR cyclus de
hoevee heid geamplificeerd materiaa wordt verdubbeld (amplificatie= 2). Deze amplificatiewordt met behulp van de
dope berekend, de PCR efficiency is de amplificatie -1 * 100% (zie berekeningen), Een slope van -3,3 staat gelijk aan
een Amplificatie van 2 en een PCR efficiency van 100%.

Berekeningen: |
Exponentiéleamplificatie= 105"
Efficiency (g)=[1 0] -1*100%

Tabd 2.2 De waardevoor standaard curve Y

Slope Amplificatie | Efficiency [%] | Kwaliteit |
-3.60 1.8957 89.57 Sechr
-3.55 1.9129 91.29 Secht
-3.50 1.9307 93.07 Slecht
-345 1.9492 94.92 Goed
-3.40 1.9684 96.84 Goed
-3.35 1.9884 08.84 Goed
-3.30 2.0092 100.92 Optimaal
-3.25 2.0309 103.09 Goed
-3.20 2.0535 105.35 Goed
-3.15 2.0771 107.71 Slecht
-3.10 2.1017 110.17 Slecht
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255 cDNA synthese

De cDNA syntheseis uitgevoerd met deiScript cDNA synthesekit (BioRad) er is
e 4l 5x iSeript reactiemix,
r 1pl iScript enzyme mixture,
e 200ng RNA
e Aangevuld tot 20p1 met nucleasevrij water.
Er is vervolgens het volgende protocol gewerkt in een thermo cycler:
e 5min 25°C
e 30min 42°C
e 5min85°C
e ©4°C
Nade cDNA syntheseis deze aangevuldtot 100ul met nuclease vrij water (Arnbion) (5x verdunning) hier van is 50ul

verder door verdunt tot 100ul (10x verdunning). Het cDNA wordt bewaard bij -20°C tot het gebruikt wordt voor de
RT-PCR.

256 RT-PCR met SYBR green

Om de kwantitatieve hoeveelheid mRNA te meten van een bepaald gen in een monster kan er een RT-PCR met
SYBR green uitgevoerd worden. Om de RT-PCR met SYBR green te kunnen uitvoeren wordt er een standaard lijn
gemaekt (blanco, 1¥10', 2¥10°, 1*107, 2*10%, 1¥10°, 2*10°, 1¥10°, 2*10%n | *10° kopieén /ul) van de standaard wordt
5ul in de Optical quality 96-wel1thin wall PCR plates (BioRad) gepipetteerd. Het aantal kopiegn is nu 5*10°, 1¥10°,
5%10%, 1*¥10°, 5%10°, 1*10%, 5%10%1*10° en 5*10%in de wells. Van elk monster wordt eveneens 5pl in de plaat
gepipetteerd. Hier bij wordt 20p:1 mix toe gevoegd bestaande uit

e 12.5uliQ SYBR green supermix (BioRad), en

e 7.5ul primer 1uM primer mix forward & reverse.
De plaat is afgedoten met Optical quality sealing tape (BioRad) en 2 minuten bij 1000rpm gecentrifugeerdin een
Falcon 6/300 centrifuge met de Rotor 43124-708 BS4402. De 96 well plaat wordt in de iCycler geplaatst en het
volgende protocol geselecteerd

e Cycus1l: 3min95°C.

e Cyclus?2 (45x): 15sec 94°C, 30sec (de optimaetemperatuur die bij de gradiént gevonden is) en data colection

and Real Timeanayses enabled, 20 sec 72°C.

e Cyclus3: 30 sec 54°C.

e Cyclus4 (80x): 30sec 54°C +0.5°C datacolection and Real Timeanalyses enabled.
Als de procedureis voltooid berekend het programma(iCycler 1Q TM optical system software version 3.1.7050) zelf
de standaard curve en de concentr atievan de onbekende monsters.
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257 RT-PCR met Tagman

Om de kwantitatieve hoeveelheid mRNA te meten van een bepaad gen in een monster kan e een RT-PCR met
Tagman probes uitgevoerd worden. Om de RT-PCR met Tagman te kunnen uit voeren wordt er een standaard lijn
gemaakt (blanco, 1*10, 2¥10', 1¥10%, 2*10%, 1*10°, 2*10°, 1*10%, 2*10%n 1*10° kopieén /ul) van de standaard wordt
5ul in de Optical quality 96-we 1 thin wall PCR plates (BioRad) gepipetteerd. Het aantal kopiegn is nu 5*10°, 1*10?,
5%10%, 1¥10°, 5*10°, 1*¥10*, 5*10%,1*10° en 5*10° in de wells. Van elk monster wordt eveneens 5ul in de plaat
gepipetteerd. Vervolgend wordt er een mastermix gemaakt: per monster iser nodig

e 13.2ul Tagman universal PCR mastermix (Applied Biosystems),

e 1.13pl 20uM primermix (primer forward & reverse),

e 1.0ul 5uM probe

e 6.13pl nuclease-vrij water (Ambion).
Er wordt van deze mix 20ul aan elk standaard punt en monster toe gevoegd. De plaat i s afges oten met Optical quality
seding tape (BioRad) en 2 minuten bij 1000rpm gecentrifugeerd in een Falcon 6/300 centrifuge met de Rotor 43124-
708 BS4402. Vervolgensisde plaat in de iCycler (BioRad) geplastst en het volgende protocol geselecteerd

¢ Cydus1: 2 min50.0°C, | 0min 95.0°C,

e Cydus2: (45x) 15 sec 95.0°C data colection enabled, 01 min 60.0°C data colection and Real Time analyses

enabled.

De plate setup is ingevoerd en de fluorefore gesalecteerd de procedure wordt gestart met 25u! per monster. Als de
procedure is voltooid berekend het programma (iCycler 1Q TM optical system Software version 3.1.7050) zelf de
standaard curve en de concentratievan de onbekende monsters.
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3 Resultaten
31 ACFaantallen

ACFaantallen
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Figuur 3.1 De aantallen ACF's per dier groep [2]

Het bovenstaandefiguur (figuur 3.1) geeft de resultaten weer van het aantal ACF’s dieis uitgevoerdvoor de start van
deze stage [2]. Op het bovenstaande figuur (figuur 3.1) is te zien dat er bij de sectie op het tijdstip 7 weken een
toename van het aantal ACF’s te zienisvan de wheat bran en een afnamevan de curcumine en rutine ten opzichtevan
de AOM behandelde groep. Bij de sectie op het tijd stip van 15 weken zijn er geen verschillen te zien in het aantal
ACF's per dier groep. Bij de sectie van 26 weken is er een afname van het aantd ACFs bij de diergroep die
behandeld is met whest bran ten opzichte van de AOM groep en bij de curcumine en rutine behandelde groepen is e
geen verschil te zien.

3.2 Tumeor incidentie

A Tumor incidentie B Tumar muttipliciteit

d L

c 120 g 6

2 100 2 5

e pagrs @ AOM

Y 80 83 4

& 80 & Wheat bran £ 4 @ Wheat bran!
-8 anl O Curcumine g g,) ) & Curcurrine
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Figuur 3.2 A} Het percentagetumor dragendedieren per groep B) Het gemiddeld aantal tumoren per tumor dragend dier
(2]

Bovenstaandefiguren (figuur 3.2 A en B) geven de resultaten weer van detumor incidentie en de tumor multipliciteit
die zijn vitgevoerd voor de start van deze stage [2].0p het bovenstaandefiguur (figuur 3.2 A) iste zien dat 80-100%
van de dieren tumor dragend zijn en bij de eindsectie 75-100%. Bij de whest bran behandelde groep lijkt het erop of
er een afname isin het aantd tumor dragende dieren. Op figuur 3.2 B iS het aantal tumoren per tumor dragend dier
uitgezet (de tumor multipliciteit). Er iste zien dat op het tijdstip 26 weken er een afhame is in het aantal tumoren per
tumor dragend dier bij de whest bran behandelde groep. Bij de eindsectie (38 weken) is er bij de whest bran en de
curcumine een afname te zien van het aantal tumoren per tumor dragend dier en bij de dieren behandeld met rutine
lijkt het erop dat er een toenameis, maar deze is niet significant.
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3.3 Optimalisatie RNA isolatie
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Figuur 3.3

Er is begonnen met RNA isolatie uit een colon ringetje van 0,5 cm groot met het standaard protocol, de kwaliteit is
alleen bepaald met de Agilent Bioanalyzer 2100 (ziefiguur 3.3 A). Dekwaliteit van deze monsters was zodanig decht
dat dit RNA niet gebruikt kan worden voor verdere analyse. Er is op dit figuur te zien dat er veel pieken verschijnen
wat betekend dat er ved afbraakis van het RNA, bij RNA van een goedekwaliteit zijn er 2 pieken te zien van de 18S
en 28S fragmenten. Om de optimalisatie methode voor de RNA isolatie op te zetten zijn er stukjes colon geschraapt
en daarvan is het RNA geisoleerd, het RNA is op kwantiteit en kwaliteit gecontroleerd door middel van de
spectrofotometer, agarose gd e ectroforese en door midde van de Agilent 2100 Biocandyzer.

Om de RNA isolatie methode te optimaliseren is er begonnen met het isoleren van RNA uit Scm colon die niet
behandeld is met Tissue-Tek. Er werd verwacht dat er uit deze hoeveelheid weefsel genoeg RNA geisoleerd kon
worden om aan te kunnen tonen. De concentratie van het RNA die geisoleerd werd was zodanig laag dat deze alleen
met de spectrofotometer is bepaald (zie bijlage 3.1 tabel 3.1 punt 1). Tijdenshet isoleren leek het erop dat de kolom
verstopt ragkte door de hoevedheid weefsel en daaromiser uit 2,5cm colon RNA gefsoleerd en is het volume RLT
buffer vergroot. Er werd al wel meer RNA geisoleerd maar nog steedsteweinig (ziebijlage 3.1 tabel 3.1 punt 2). Nog
steeds leek het er tijdens het isoleren van het RNA dat het filter van de kolom nog steeds verstopt raakte.

Er is opnielw RNA geisoleerd uit een stukje colon van 2,5 cm groot en opnieuw is het volume van de RLT buffer
vergroot en is er gebruik gemaskt van een Qia Shredder kolom om het weefsel beter te homogeniseren. De
hoeveelheid RNA die geisoleerd werd is van 2.351g naar 10,96pug gegaan en ook de kwadliteit van de mongtersis
verbeterd maar nog niet optimaal (zie bijlage 3.1 tabel 3.1 punt 3).

Er is vervolgens van een stukje van 2,5 cm met en zonder Tissue-Tek RNA geisoleerd de isolatievan het RNA die
behandeld was met Tissue-Tek bleek de helft minder opbrengst te hebben als het stukje die niet behandeld was met
Tissue-Tek en ook de kwaliteit is erg achter uit gegaan van het stukje die behandeld is met Tissue-Tek (zie bijlage 3.1
tabel 3.1 punt 4). Omdat het er op leek dat de Tissue-Tek invlioed heeft op de binding capaciteit van het RNA aan de
kolomis er RINA geisoleerd van 1 cm groot en er zijn een aantal was stappen extra toe gevoegd. Nog steeds had het
monster die behandeld is met Tissue-Tek een lagere opbrengst a's het monster die niet behandeld is met Tissue-Tek
(ziebijlage3.1 tabel 3.1 punt 5).

Er isweer RNA geisoleerd uit stukjes colon van 1 cm groot maar ook uit stukjes van 0,5cm groot die behandeld zijn
met en zonder Tissue-Tek Het stukje van 1 cm colon die behandeld is met Tissue-Tek had nog steeds een lagere
RNA opbrengst dan het stukje zonder Tissue-Tek. Bij de stukjes van 0,5¢cm was de opbrengst van het RNA met en
zonder Tissue-Tek ongeveer gdijk de kwaliteit van beide mongtersis nu wel goed (zie figuur 3.3 B en bijlage 3.1
tabel 3.1 punt 6). Er is met het zelfde protocol nogmaals RNA geisoleerd maar dan van 5 verschillendedieren omte
bepaen of er variatieis tussen de verschillende dieren. Er is gebleken dat er wel iets aan dier variatie was maar niet
noemenswaardig(ziebijlage 3.1 tabel 3.1 punt 7).
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34 RNA isolatieuit de monsters

Tgbd 3.2 Resultaten RNA isolatie uit de dierstudie.
Conc Tot pg Conc Tot pg
Groep Sectie dier [ng/ul] | RNA Groep Sectie dier [ng/pi] RNA
AOM Sectiel | A4 342 3,42 AOM Sectiel |.C206 665 6,65
) A6 231 2,31 & C214 544 5,44
Al2 660 6.60 Curcumine C216 530 5,30
| Sectie? Ai4 410 4,10 Sectie2 C218 535 5,35
Al 599 5,99 C222 551 5,51
A20 1364 13,64 C226 442 4,42
Sectie3 A28 594 5,94 Sectie3 C230 153 1,53
A36 355 3,55 C234 878 8,78
A42 241 2,41 C246 302 3,02
AOM Sectie 1 B104 295 2,95 AOM Sectie 1 D310 816 8,16
i B106 490 4,90 + D312 343 3,43
Wheat Ban B108 319 3,19 Rutine , D314 1273 12,73
Sectie 2 B118 188 1,88 Sectie 2 D324 573 5,73
B120 872 8,72 D326 561 5,61
. | BI22 264 2,64 D328 364 3,64
Sectie 3 B132 553 5,53 Sectie 3 D336 229 2,29
B136 136 1,36 D342 1214 12,14
B144 436 4,36 D344 577 5,77

Voor deisolatievan het RNA uit de dierstudie is er gebruik gemaakt van het geoptimaliseerde protocol. De kwantiteit
en kwadliteit van de monstersis bepaald door het bedrijf Service XS met behulp van de Nano Drop en de Agilent
Bioanalyzer 2100.

In tabel 3.2 zijn de concentraties van de verschillende monsters weergegeven. Er iste zien dat er ved variatieistussen
de verschillende monsters. Dit komt door dat er vedl verschil wasin grootte van de colon ringetjes(+0,3cm < 1em) Er
is gebleken dat er uit de ringetjes die <3mm waren er erg weinig RNA geisoleerd kon worden <2ug. Bij de iets
groottereringetjes> 5 mm kon er genoeg RNA geisoleerd worden 5-10ug, maar a's de ringetjes te groot werden (>1
cm) was de hoevedheid en de kwadliteit van het RNA decht. De kwaliteit van de mongters die hier boven staan
vermeld zijn allemaal goed en vergelijkbaar met figuur 3.3 B.

Er is echter van een aantal monsters te weinig RNA geisoleerd om en de micro array en de RT-PCR uit te voeren
(B118, B136 en C153). Om de micro array uit te kunnen voerenis er 2pg RNA nodig en voor de RT-PCR 200ng. Er
is van deze mongtersin overleg met ServiceXS bedoten om alleen de micro array uit te voeren. De concentratievan
deze mongtersis aan de lage kant maar volgens ServiceXS kan ook hier mee de micro array goed worden uitgevoerd.
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35 MicroArray
Helaas zijn er nog geen resultaten beschikbaarvan de micro array's.

3.6 Opzettenvan de RT-PCR

3.6.1 Temperatuur gradiént
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Figuur 34 A) Voorbeeld temperatuur gradiént. B) Voorbeeld smelt curve

Om te bepalen welke primer set bij welke temperatuur gebruikt moet worden is er een temperatuur gradiént
uitgevoerd met daar achteraan een smelt curve. Op figuur 3.4 A iste zien dat er tussen de 22 en de 28 cycli van ved
fragmenten de fluorescentie opkomt. Maar ook na de 34 cycli komt er van ved fragmenten de fluorescentieop. Op
figuur 3.4 B iste zien det er 3 nette pieken opkomentussen de 82 en 91°C (2, 3 en 4) tussen de 70 en de 81°C komen
er ook ved pieken op (1). Deze fragmenten hebben een lagere smelt temperatuur dan de fragmenten die bij de drie
pieken zijn opgekomen. Deze fragmenten zijn zeer waarschijnlijk gevormd door primer dimers en deze primer set is
dus niet te gebruiken i de bijbehorende temperatuur. De temperatuur die gekozen wordt bij een primer set is die
temperatuur waarvan het water niet opkomt en waarbij het standaard fragment tussen de 20 en 24°° cyclus opkomt.
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3.6.2 Standaard curve
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Figuur 35 A) Degrafiek van de opkomst van de fluorescentie B) De smelt curvevan het product C) VVoorbeeld van een
goede standaardlijn.

Nadat de temperatuur van de primer sets is bepaald wordt-er een standaard curve gerund om te bepalen of de
Correlatie coéfficiént, de dopeen de PCR efficiency van de primer set en de daarbij behorendetemperatuur goed zijn.
Op figuur 3.5 A is de opkomst van de fluorescentie van de verschillende concentraties van de standaard lijn te zien.
De wells met de hoogste concentratiestandaard fragment komen al s eerste op en de wells met de laagste concentratie
standaard fragment het laatste. De wells zonder standaard fragment horen niet op te komen (blanco). Op figuur 35 B
istezien dat er 1 piek op komt, dit betekend dat er fragmenten zijn gevormd met alemaal dezelfde smelt temperatuur.
Op figuur 35 C is een standaard curve te zien. De correlatie coéfficiént moet zodicht mogdlijk bij 1 liggen, de dope
moet -3,3 zijn en de PCR efficiency 100% hiervan mag iets worden afgeweken (zie tabel 2.1 §2.5.4). Deze primer set
met de bij behorende temperatuur kan gebruikt worden voor het analyseren van de monsters met de RT-PCR
methode. (Zie bijlage 2 voor detemperaturen van de verschillende SY BR green primer sets)
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3.7 Analysevan demonstersmet RT-PCR

3.71 Huishoudgen B-actine

De expressievan R-actine
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Figuur 3.6 Het aantal kopieén van B-actine gemeten met RT-PCR (n=3)

Er is met behulp van RT-PCR de expressie van het huishoudgen B-actine gemeten van de colon monsters. Er is voor
alle mongters 200ng RNA as start materiaal gebruikt waardoor er word verwacht dat het aantal kopieén van de
huishoudgenen congtant zou zijn over alle secties en behandelingsgroepen. Zods te zien is in bovenstaand figuur
(figuur 3.6) is de expresse van B-actine ongeveer gelijk bij de controle, wheat bran en curcumire de en kan het as
huishoudgen gebruikt kunnen worden. Bij de mongters it de eerste 1°° sectievan rutine is expressie B-actine hoog en
iser een grote spreiding.

3.7.2 huishoudgen GAPDH

De expressievan GAPDH
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Figuur 37 Het aantal kopieén van GAPDH gemeten met RT-PCR (n=3)

Er is met behulp van RT-PCR de expressie van het huishoudgen GAPDH gemeten van de colon mongters. Zoaste
zien isin bovenstaand figuur (figuur 3.6) is de expressie van GAPDH ongeveer gelijk bij de controle, whesat bran en
curcumine de en kan het a's huishoudgen gebruikt worden. Bij de mongters uit de eerste 1** sectie van rutine is er
echter een hoge spreiding in de expressie van GAPDH maar doordat deze is niet significant verschillendis van de
andere monsters ken GAPDH ook hier ds huishoudgen worden gebruikt. Het expressie patroon van GAPDH kont

overeen met het expressie patroon van B-actine. De correlatie tussen GAPDH en 8-actine is bepaald door midde van
de Pearson-Correlation-Coéfficiénten hier uit is gebleken dat de correlatieR= 0.98144 P=0.0001 voor de gemiddelde
waarden (zoasin de grafiek te zien zijn) en R= 0.94161 en P=0.0001 voor de afzonderlijke waarden. Er is dus een
correlatietussen de expressie van GAPDH en B-actine.
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3.7.3 Deexpressevan B-cateninein de colon monsters

De expressie van R-catenine ten opzichte van B-actine :
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Figuur 3.8 A) Deexpressievan -catenine ten opzichte van O-actine B) De expressie van B-catenine ten opzichtevan
GAPDH (n=3)

Er is met behulp van RT-PCR de expressie van B-catenine gemeten van de colon monsters. De expressie van B-
catenine is gecorrigeerd voor beide huishoudgenen, B-actine en GAPDH, door de ratio te bepalen (O-catenine : 3-
actine of GAPDH). Zods op de bovenstaandefigureniste zien (figuur 3.8 A en B) Zijn er geen verschillentussen de
verschillendebehandelingsgroepenen sectietijden in de expressie van -catenine. Ook maakt het niet uit of GAPDH
of B-actineals huishoudgen gebruikt wordt.
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3.7.4 Deexpressievan COX-2in de colon monsters

De expressie van COX-2 ten opzi cht e van R-actine
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Figuur 3.9 A) De expressievan COX-2 ten opzi cht e van B-actineB) De expressie van COX-2 ten opzichte van GAPDH
(@=3)

Er is met behulp van RT-PCR de expressie van COX-2 gemeten van de colon mongters. De expressie van COX-2 is
gecorrigeerd voor beidehuishoudgenen, B-actineen GAPDH, door de ratio te bepaen (COX-2: B-actine of GAPDH)
Zoals op de bovenstaande figuren is te zien (figuur 3.9 A en B) zijn er geen verschillen tussen de verschillende

behandelingsgroepen en sectie tijden in de expressievan COX-2. Ook maakt het niet uit of GAPDH of B-actineals
huishoudgen gebruikt wordt.

3.75 Deexpressevan MMP-7 in decolon monsters

MMP-7 is te laag tot expressie gekomen in de colon ringen om met behulp van RT-PCR aan te kunnen tonen. De
detectie grens van MMP-7 ligt op+100 kopieén per 5ul cDNA.
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4 Discussie

Er istijdens deze sage een RNA isolatie methode geoptimaliseerd om RNA uit colon ringetjeste kunnen isoleren die
behanddld zijn met Tissue-Tek Nadat de RNA isolatie methode was opgezet is er met behulp van RT-PCR naar de
gen expressievan verschillendegenen gekeken. Zo zijn @ aan de hand van een soort gelijkein vi vo studie en op basis
van betrokkenheid bij de ontwikkeling van colon tumoren een aantal genen geselecteerd (B-catenine, COX-2 en
MMP-7). Omietsover de genexpressie van deze genen te kunnen zeggen zijn er 2 huishoud genen gebruikt (GAPDH
en B-actine). Met deze huishoudgenen is de ratio bepaald voor de expressie van het gen van interesse en is dus as
correctie waarde gebruikt.

Bij het isoleren van het RNA is er gebleken dat het standaard protocol van de Qiagen RNeasy Micro kit RNA van
dechte kwaliteit oplevert. Naaan passing van het protocol is er gebleken dat er wel RNA van een goede kwadliteit
geisoleerd kan worden. Een verklaring hier voor kan zijn dat de Tissue-Tek waarmee de monsters zijn behandeld
voordat ze zijn opgedagen, invlioed heeft op de binding van het RNA zan de kolom. Tissue-Tek is een viscose stof
welke gebruikt word om weefsel in te fixeren zodat dit gebruikt kan worden voor histologische analyse. Het
toevoegen van extra was stappen van het colon ringetje zorgt er voor dat er een grotere hoevedheid Tissue-Tek
verwijderd wordt. Het gebruik van een grotere hoeveelheid RLT Buffer zorgt @ voor dat de achter gebleven Tissue-
Tek meer verdund wordt zodat het minder invlioed heeft op de binding van het RNA aan de kolom. Door dat de
Tissue-Tek zo viscoseis kan het in de porién van de kolom blijven kleven en zo de kolom verstoppen. Er istijdens het
optimaliseren gebleken dat het beter is om de colon ringentjes niet met Tissue-Tek te behandelen voor dat ze
ingevroren worden als men deze wil gebruiken om er RNA uit te isoleren. Ook is er gebleken dat de detectie grens
van het colon ringetje op 5mm ligt zodat & >2pg RNA geisoleerd kan worden a's dit protocol gebruikt wordt. Een
verklaring hiervoor kan zijn det as de ringetjeste klein zijn, er gewoon te weinig RNA aanwezigis om voldoendete
kunnen isoleren. Als de colon ringenijeste groot zijn, kan het zijn dat de hoeveelheid schrapsel boven de capaciteit
van de kolom uit komt wat weer invioed heeft op de binding van het RNA aan de kolom. De maximale capaciteit van
de kolomis 5mg weefsel en 45ug RNA. Als er meer weefsal op de kolom wordt aan gebracht dan de kolom aan kan,
kan de kwantiteit en de kwaliteit van het RNA achteruit gaan door dat het weefsel de binding van het RNA aan de
kolom beinvioed.

De huishoudgenen GAPDH en 13-adtine zijn goede huishoudgenen gebleken in dit experiment. Er is wel een grote
spreiding gevonden bij de 1% sectie van rutine in de expressie van B-actine en GAPDH. Ook is er zoals verwacht
gebleken dat er een correatieistussen GAPDH en B-actineR=0.98144. Dat er een verhoging van de expresse van de
huishoudgenen en een grote spreiding gevonden is bij de eerste sectie van rutine kan komen doordat er mogelijk bij
een mongter toch meer RNA gebruikt is als de 200ng. Het kan ook zijn dat rutine een invloed heeft op de expresse
van B-actine en GAPDH maar dit is niet heel waarschijnlijk omdat er bij beide genen het zelfde patroon te zien is.
Zeer waarschijnlijkis deze verhoging van de B-actine en GAPDH gekomen door een technischefout. Dit omdat als de
ratio van B-catenine en COX-2 bepaald wordt ten opzichte van de huishoudgenen deze trend niet meer is waar te
nemen. Als Rutine een effect zou hebben op de expressievan een van de huishoudgenen dan zou a's de ratio bepaald
word met COX-2 of B-catenine de expressie van deze genen omlaag gaan (gen van interesse word gedeeld door het
huishoudgen). Dit is echter niet waargenomen, de expressie van 8-catenine en COX-2 in de eerste sectie van rutine
zijn gdlijk ten opzichte van de andere behandelingsgroepen.

B-catenine en COX-2 zijn tot expressie gekomen in de colon ringen wat ook te verwachtenwas. Er zijn voor zowel B-
catenine as COX-2 geen verschillen in expresse waargenomen tussen de verschillende behandelingsgroepen en
sectie tijden. MMP-7 is zeer laag tot expressie gekomen en de monsters zaten net onder de detectie grens (detectie
grensis £ 100 kopieén). MMP-7 komt in **gezond" epitheel normaal niet tot expressie maar is wel in colon tumoren
aangetoond. Dat MMP-7 onder de detectie grens tot expressie komt en er weinig verschillen zijn waargenomen in de
expressievan B-catenine en COX-2 tussen de verschillende behandelingsgroepen en de secties kan komen doordeat, er
een colon ringetje is uit gesneden uit de darm van de rat. Het colon ringetje zal voornamelijk bestaan uit *gezond"
epitheel en een aanta voorlopersvan colorectal e tumoren. Het RNA dat is gebruikt voor de RT-PCR zd voornamelijk
bestaan uit RNA van "gezond" epitheel met daar tussen RNA it de voorlopers. Waarschijnlijkis de concentratievan
het RNA uit de voorloperste |aag ten opzichten van het RNA uit het gezonde weefsel waardoor het effect niet goed te
meten is.
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5 Concluse

Er is gebleken dat de tumor afname in de laatsteinterim sectie en de eindsectieniet terug te vindenis in het aanta
ACF’s in de interim secties en dat de ACF’s dus geen goede biomarkers zijn om colon tumoren vroegtijdig te
voorspellen[2].

Er is met succes een methode opgezet om RNA teisoleren uit colon ringetjes van 0,5cm groot behandeld met Tissue-
Tek. Hiervoor is het standaard protocol voor animal tissue van de RNeasy micro kit (Qiagen) aangepast door het
weefsd vaker te wassen en meer RLT buffer te gebruiken.

De RT-PCR methode zijn met succes opgezet voor de genen 13-actine, GAPDH, COX-2, B-catenine en MMP-7. Er is
gebleken dat B-actine en GAPDH goede huishoudgenen zijn in dit model en dat er een correlatie tussen deze twee
genen is. B-catenine en COX-2 zijn tot expressie gekomen maar er is geen af of toename in de expressie van deze
genen waargenomen bij de verschillende behandelingsgroepen en de verschillende sectietijden. MMP-7 is te laag tot

expressie gekomen in de colon ringetjes om te kunnen bepaen of de modestoffen een invioed hebben op de
genexpressievan deze genen.

6 Vervolgonderzoek

Voor het vervolg onderzoek zijn er meerdere opties om te bestuderen. Eén er van is de micro array uit te voeren
volgens het oorspronkelijke plan om te bestuderen of er genen zjn die up of down gereguleerd zijn in de colon
ringentjes en deze dan ds nog te valideren met behulp van RT-PCR. Er zou door middel van de micro array andere
genen gevonden kunnen worden die mogelijk interessant zijn om de vormingvan tumoren te kunnen voorspel len.

Een andere optie zou zijn om uit voorlopersRNA isol atie methode op te zetten om hiermeemicre array's uit te voeren
omin deze specifiekestadia's de genexpressiete bestuderen (zie vervolg onderzoek Dedl A).
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Bijlage
i Resultaten Deel A
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Figuur 11 De multipliciteit versusdeintensiteitin deKi-67 van de ACF+ BCAA (n=5)
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Figuur 1.3 Demultipliciteit versusdeintensiteit in de Ki-67 van de BCAA (n=5)
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1.3  Demultipliciteit versusde proliferatieindex in de Ki-67 kleuring
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Figuur 1.6 Multipliciteit versus het percentage positievekernen van de Ki-67van de ACF+ BCAA (n=5)
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Figuur 1.7 Multipliciteit versushet percentage positievekernen van deKi-67 van de ACF (n=5)
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2 Protocolen Deel B

2.1  Standaard protocol RNeasy microkit voor animal tissue

Chantal Tilburgs
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2b, Mixer Mill M4 300:

See “Appendix D: Disruption and Hemogenization N Tissues Using the Mixer Mill
M4 300* (page &7) for guiddines.

The Mbser Ml MM 300 seavliinecusty disrupts and homogenizes the sampls.
Mote: Ensurs that p-ME is added to Buffer RLT kefore use ise= “Things to do before

ligwid m infa an RMe-&m, hﬂi&-wagm-éww, 2 mi r@cmmﬂug% fube
ot supphiedi. Allow the ligeid nitrogen to aveporats, but do notatkw the fissue to thaw.
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Grindling the somple using a moriar and pestls will disuptthe sampla, but it will et
homogenize it. Homagentzation 15 ccrried out by centrifugation through the
Glaghrackder Spin Cobimin or by passage hrough the 2Cgauge readk.
Nete: Ensura that f-ME is added to Buffer RLT before use fsee *Things to do befare
skarfing ]

Cantrifuge the Hssue lysate for 3 min af maximum speed in o microcentrifuge.
Carshadly ransber the fand o 0 new microcendrifuge febe [nok s by
pipetting. Use cnly this supernatont lysabel in subsequent sfeps.

In some praparcions, very small amounts of insaluble moterial wi be prosent,
makirg the peflet invisble,

A_& 1 vc&me[&&ﬁ ¥ &f?% eﬂxmdhd&hwwm& lymre and wibx well by

IF some bysate is lost dunng homogenimﬁnn reducs the u.:lume of 70% athanol
accardingly.

A pracipitabe may form cifter the additton of ethanol, butthis will nctaffect fa Riaasy
procadure.

Appiy the sample, including any precipiiate that may have formed, b an BNsasy
MinEhote Spin Colwmn in a 2 ml collection wbe isupplied). Close the whe gently, and
{m&% for 15 s af =8000 x g E10.000 rpal. Discard the How-hrough.*

Ressse tha oollection ke in siap &

* Rovckeough covdals Bufbr BT or Buffer BT nd 15 Basfrs mot campotdla with Baoch, 5o poge 3 &
saky Rienaie.
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&,

10

1.

Add 350 pl Buffer TWT to the RNexsy MinElute Spin Calumm, Chsa the tUbegently,
@ for 15 s ot = 8000 x g (10,000 rpm] o wash the column, Dscard the

Fause the collection lube in siep 2.

COpfionak Foroctumn DNasa iraatmant using e Riksafrae Dikkss arc Bufier RDD
is not desirad, increass the amoust of Bulfer RW In this step ik 700 pl, cankrifugs
for 15 5 at 28000 x g o wosh, and dsaard lowshrough ard collociion nbe.®
Confinua e protocel with stap 10,

Add 10 pl Diose 1 shock selution to 70 pl Buffer ROD. Mix by gendy fversing
the tbe.

Mote: DNase | Is especially sarsitive fo physical derciluration. Mixing shoukd only be
carred out by ganty invarting the tube. Do not vorbee,

Pipet the Didase | incubation mix (80 pli directly onfo the RNeasy MinEhae sifion-gel
membrane, and place on the benchiop af reom femparatura for 15 min.

Mate: Maks are o pipet the DMase | incubation mix dirsctly onb the RMacsy
MirElute sfica-gel mambraina. DMase digestion will ke incomplste If pert of tha raix
sticks o the widls or the Oqing of the RMeasy MinElute Spin Column.

Pipat 350 pl Bubfer RW info the RNeasy MinEhae Spin Column, and centrifuge for
15 s @t 23000 x 5. Discord How-hrough® ond collection fube.

Teonsfar tha RNeasy MinElate Spin Column info a new 2 mi collection iube supplisel].
Pipet 560 pl Buffer ¥PE cnto the RMeasy MinEhite Spin Column. Close the fube gently,
ard centrifuge for 15 s af = 808D x g k10,000 rpm] 1o wash the column. Discard the
fow-though.

Rausa the collaction fubein skp 11,

Mate: Buffer RPE is supplied as a concanirate. Ensure hat ethanol is added to Buffer
RPE bafore usa fsea *Things to <k befors starting”].

Add 500 i of 50% sthanol to the Bieasy MinElube Spin Column, Chise the fube
peatty, ond centrifuge for 2 min af 23000 x g &10,000 mpad o dry the sifice-gel
membrane, Discard the flow-through and collaciion ube.

Freparaths 600 ethancl with sthanol [96-100%] andthe BNse-fae wesker suppliad
with the kit

Mote: Folowing the cantrifugation, rameve the: RMemsy MinEluts Spin Coluran Fom

tha collaction ke carshily so the odlumn doss nof coms Info corat with e
fowdbrough as s wall rasult in camyover of stharl,

* Ploechoough condatns Sulfer BT o Buffer BW T and & Boafre ndf compalble wib blooch 5Soo pa 5 %
ey nformaton.
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12 Teansfer the RNeasy MinEhte Spin Column into a new 2 mi collsciion tube (suppliedi.

13

Open the cap of the spin colwmn, and centrifuge in o micracentrifuge af full speed
for & min. Miscard the fow-through and collsction tube.

To avoid damage Io the caps, flace ths columns info the centrifuge with at lecst one
emply position betwean aach cclumn. Mace the caps so that thay point In the

cpposite direction to the rotation of tha retor e, If ths rokor rokiies In a dockwise
craction, arkent e s in a counber-clockwise diection).

fiis imporicat to dry the stiogel marmbrore since residual ethanol may inkerfere with
downstracr raactiors. Canirifuging with the cops open ensuras that no sthanol is
aorried over during ebtion.

To elute, tronsfer the spin column fo g paw 1.5 mi collection tubs feppliedi. Pipat 14 pl
Riduse-frae water diractly onta the canter of the silica-gel mendrane. Close tha fube
gently, and centrifuge for T min of mcedmum speed fo elute,

Simcller volumas of BMose-frae water con be used to cbiuin a higher fokd RNA
aorcandration, butiisw sfusncs the overoll vied. Theyield will bs approsimately
205 s when using 10 pl RMasafres waser far slution. Elution with less han 14l
may rict by enough to sulficiantly hydrats the sificagsl membrans ard is herefore
not recommended.

Tha dead voluma of e RiNecsy MinElute Spin Coluran 15 2 pl; aluticn with 14 pl of
FiMase-fraa watsr ragdts In on ebigl with @ wolume of 1 2ul.

Mote: Whan performing IET-KR with RNA sokied using tis prosadure we
recommand using the QIAGEN CraSkp RT-PCR Kit. This kil cortains a specidly
krmulaied blend of Omniscript Raverse Trinscriphass, desigrad for BHA amounts
grecter than 50 ng, and Sarsiscript Reverss Transeripiss, for wry small amounts of
BA [<50 ngh. Ses page M ke orcering Information. For quantitative raakiiss
RT-PCR wa recommand GIAGEN GuanhTect RTPCR Kifs.

32
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22

Optimalisatie RNA isolatie uit het colon

Om RNA uit colon ringetjes te kunnen isoleren uit de dierstudie is e eerst gekeken of dit wel mogelijk was. Er was
namelijk gebleken dat er niet genoeg en niet van goede kwaliteit RNA uit colon ringetjes van 0,5 cm geisoleerd kon
worden die behandeld waren met Tissue-Tek en dan gebruikmakend van de standaard methode (zie 1). Om de RNA
isolatie te optimaliseren zijn er 3 F344 ratten opgeofferd en waarvan het colon is verwijderd. De colons zijn in
stukken van verschillende grootte gehipt en sommige fragmenten van het colon zijn behandeld met Tissue-Tek (zie
figuur 2.1).De colon fragmentenzijnin de -80°C opged agen.

1.

Er is begonnen met het isoleren van RNA uit 5cm colon zonder Tissue-Tek omdat we verwachten dat hierin zeker

genoeg RNA zit om te kunnen isoleren.

e Het stukjecolonis uit de-80°C gehaald

e Ixgespoddin fysiologisch zout oplossing

e Decolonringis open geknipt

e Met een object glaage is de mucosa van het colon geschragpt en opgenomen in RTL buffer volgens het
protocol voor animal tissuevan de RNeasy microkit (Qiagen).

e Het RNA is geisoleerd met het protocol voor animal tissue van de RNeasy micro kit (Qiagen) Het weefsel is
gehomogeniseerd door het 5x met een naald (20-gauge) op te zuigen.

e Dehoevedheidvan het RNA is bepaald door middel van de spectrofotometer

Er was een zeerlage opbrengst van de hoeveelheldRNA

Er is opnieuw RNA geisoleerd uit een stukje colon van 2,5¢cm zonder Tissue-Tek Het RNA is met de zelfde

methode geisoleerd ds bij 1 maar dan met de volgende aanpassingen.

e Eris1,200ml RLT buffer gebruikt om de mucosain op tenemen.

e Eriseen extraceltrifuge Stap toegevoegd na de eerstewas stap met RW1 omdat het filter niet droog weas.

e De hoevedheid van het RNA is bepaald door middel van de spectrofotometer en de kwaliteit met behulp van
een agarosegd.

De opbrengst van het RNA was nog steedser g laag

Opnieuw iser RNA geisoleerd uit 2,5 cm colon zonder Tissue-Tek. Het RNA is met de zelfde methode geisoleerd

alsbij 2 maar dan met de volgende aanpassingen.

e Eris1,800ml RLT buffer gebruikt om de mucosain op te nemen.

e FEr is gebruik gemaskt ven de 20-gauge naald en de Qia Shredder kolom (Qiagen) om het weefsd te
homogeniseren.

e De hoeveelheid ven het RNA is bepaald door middel van de spectrofotometer en de kwaliteit met behulp van
een agarose gel en de 2100 BioAnalyzer (Agilent)

De opbrengst van het RNA is bier door zeer verbeterd.

Er is gekeken of er RNA geisoleerd kon worden uit weefsel dat behandeld is met Tissue-Tek. Het RNA ismet de
zelfde methode geisoleerd als bij 3 maar dan met de vol gende aanpassingen.

e Eris2ml RLT buffer gebruikt (dit vanwege de Tissue-Tek)

Er is een zelfde hoeveelheid RNA geisoleerd bij de samples zonder Tissue-Tek as bij 3 maar het sample met
Tissue-Tek heeft een zeer lage concentratie.

Er isopnieuw RNA geisoleerd uit 2,5cm colon met Tissue-Tek en uit 1 cm met en zonde Tissue-Tek. Het RNA is

met de zelfde methodegeisoleerd as bij 4 maar dan met de vol gende aanpassingen.

e De stukjes colon zijn | X gespoeldin Fysiogisch zout daarna open geknipt en vervolgens nog 2x gespoeldin
een fysiologisch zout oplossing.

e Eris2,5ml RLT buffer gebruikt.

De opbrengst van het RNA van de colon ringen die behandeld zijn met Tissue-Tek was nog steeds minder als bij

de samplesdie niet behandeld zijn met Tissue-Tek.

Er isopnieuw RNA geisoleerd ui 1 en 0,5 cm colon met en zonder Tissue-Tek Het RNA is met de zelfde methode
geisoleerd als bij 5 maar dan met de volgende aanpassingen.
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° Desdukjes colonvan lem zijn opgenomenin2ml RLT

e Degtukjescolonvan 0,5cm zijn opgenomenin 1.5ml RLT.

De opbrengst van het RNA van de colon ringen van |cm die behandeld zijn met Tissue-Tek was nog steeds
minder ds bij de samples die niet behandeld zijn met Tissue-Tek. De opbrengst van het RNA van de colon ringen
van 0,5cm die behandeld zijn met Tissue-Tek was echter ongeveer gelijk aan de hoeveelheld RNA dat geisoleerd
was uit de colon ringen zonder Tissue-Tek Dus deze methodelijkt te werken.

7. Erisuit 5 colon ringetjesvan 0,5¢cm behandeld met Tissue-Tek en 1 ringetje zonder Tissue-Tek RNA geisoleerd.
Er is met behulp van het zelfde protocol as bij 6 opnieuw RNA geisoleerd dit om te bepalen of er ook dier
variatieis die eventued van grote invlioed kan zijn.

Caecum Rectum

5 cm zonder Tissue-Tek 2,5 cm met Tissue-Tek 1 cm met Tissue-Tek )' 0,5 cmmet Tissue-Tek
2,5 cm met Tissue-Tek 1 1 cmmet Tissue-Tek 0,5 cnmmet Tissue-Tek
Figuur 2.1 Overzicht verdeling ratten darmen
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2.3  Beacondesgner 401

Het programmawerkt op de volgende manier: te beginnen met het invoeren van een nieuwe sequentie:

e File=> open < sequence > from entrez = NM nummer van het juiste gen invoeren. = ok. Selecteer de juiste
primer soort = options § SYBR Green Design.

Detemplate van het gen wordt gecontroleerd om hairpins en selfdimers te voorkomen.

. Template search: Andyze = template structure serch -> avoid cross homology uitzetten. Het hierdoor
geopende window kan gedoten worden.

Tijdens de Template Structure Search kunnen er maar 1200bp gescreend worden bestaat het gen echter uit meer bp

dan kan er eerst in het eerste deel naar primers gezocht worden as hier geen goede primers uit komen dan kan er

opnieuw een Template Structure search gedaan worden in een ander dedl van het gen vervolgens kan er dan op dit

gededlte van het: gen naar primersgezocht worden.

Om de primerste zoeken wordt er een Primer search gedaan:

e Analyze = primer search. De Instellingen voor de Primer Search:

0 Taget Ta55.0"C+/-S"C,

o Lengthrange18 tot 24bp,

0 Amplicon lengte voor SYBR green primers 75-200bp en voor de standaard 450 -1500bp. Het besteis om het
amplicon voor de standaard rond de 500bp te kiezen kan dit echter niet dan mag deze ook langer zijn zodat
alle 3 de setsvan de SYBR green primersop de standaard hechten.

Deingtellingenvan de primer search: :

e Advanced Search parameters Advanced primer parameters.
Hairpin Maximum AG (3'end): 2.0 kcal/mol

Hairpin maximum AG(internal): 3.0 kcal/mol

3 end maximum AG:. 4.0 kcal/mol

Self dimmer Maximum AG (3' end) 3.0 kcal/mol

Sdf dimmer Maximum AG (internal) 3.0 keal/mol
Run/reapeat (dinucleotide) maximum length 3bp

G/C clamp - target consecutive G/C at 3' end |

e Advanced primer pair parametersAdvanced search parameters

0 Maximum Ambiguous base amplicon 0

0 Maximum primer pair Tmmismach:3

0 CrossDimer Maximum AG (3 end)3 kcal/mol

0 CrossDimer Maximum AG (3' internal)3 kcal/mol

e Ok~ seacrh

De beste set primersis nu gevonden voor de SYBR Greenassay deze primers moeten dan worden geblast om er voor
te zorgen dat deze alleen het juiste gen amplificeeren tijdensde RT-PCR.

e Analyze-> blast > blast primer pair = het juiste organismeinvoeren (Rat) 2 ok

De primers worden nu geblast er wordt zo gekeken waar deze primersin het genoom van het organi sme aangrijpen.
Als het goed isworden er twee sequenties weer gegeven waar de primers aangrijpen. Dit is de plaats waar de primers
zijn uit gezocht. Als er meerdere sequenties worden weergegeven dan grijpen deze primersin meerdere delen van het
genoom aan en kunnen dan ook niet gebruikt worden. Om een goede RT-PCR op te zetten moeten er 3 verschillende
primer sets worden ontwikkeld. Om een volgend primer paar te kunnen bekijken gebruikt men de Alternate primers
knop er worden dan andereprimer paren getoond met de 1 na beste boven aan. Hier kan er een andereset uit gekozen
worden en met de knop replace wordt de geselecteerde primer set gekozen ook deze moet dan weer geblast worden
om te controleren of deze primersalleen op het juiste gen aangrijpen. Zo wordt ook de 3° set uit gekozen. Met behulp
van dit programma met dezelfde instellingen zijn ook de primers voor de standaard ontwikkeld. Alleen de fragment
grootte is aangepast ongeveer rond de >450bp (dit is athankelijk van hoever de verschillende primer sets uit elkaar
liggen). De primers voor de standaard worden zo uitgezocht dat de primers voor de SYBR Green assay binnen deze
twee primersvallen. De primer setsdie met dit programmazijn ontwikkeld zijn bij Biolegio te Nijmegen besteld. (Zie
bijlage 1 voor de sequentiesvan de ontwikkelde primers) (Zie bijlage 2 voor de print screen's van het programma).
Met dit programma kunnen ook de primers voor de Tagrnan assay ontworpen worden hiervoor moet in de werkbalk
de = Tagman design worden gekozen.

Oo0oo0O0OO0O0Oo
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3 Resultaten ded B

3.1  Optimalisatie RNA isolatie

Tabd 3.1 Resultaten optimalisatie RNA isolatie
Spectrofotometer Bioanalyzer
Protocol lengte | Tissue- Totaal
voor isolatie | [cm] Tek conc ng/ul mg | 2601230 | 260/280 | Tototaal g |
1 5 37 0,44 0,51 2,47 Te laag
5 - 52 0,62 0,20 1,37 Te laL
2 2,5 - 196 235 | 0,75 2,06 Telaag |
3 2,5 - 913 10,96 0,63 2,08 13,77
2,5 - 1084 13,01 1,65 2,01 14,84
2,5 + 330 3,96 0,28 1,95 5,20
5 2,5 + 669 8,03 1,51 1,85 11,04
1 - 506 6,07 1,41 1,83 6,73
1 + 315 3,78 1,23 1,78 7,63
6 1 - 1214 14,57 1,43 0,75 14,52
1 + 668 8,02 0,67 1,97 9,88
0,5 - 672 8,06 1,95 1,81 7,42
0,5 + 583 7,00 1,65 1,87 7,39
7 0,5 + 656 7,87 2,15 1,81 4,64
0,5 + 839 10,07 0,94 1,90 5,91
0,5 - 654 7,85 1,58 1,83 4,68
0,5 + 547 6,56 1,65 1,79 3,93
0,5 + 774 9,29 2,07 1,85 6,71
0,5 + 558 6,70 0,74 1,91 5,16
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4 Sequentiesprimers, probe en standaard

41  Tagrnan B-actine

Forward primer 5' TTC AAC ACC CCA GCC ATG T 3°
Reverse primer 5' GIG GTA CGA CCA GAG GCA TAC A 3¢
Probe: 5¢ CGT _AGC CAT CCA GGC TGT GTT GTC C 3

Forward primer standaard 5’ GGC ATC CTG ACC CTG AAG TA 3°
Reverse primer standaard 5/ GCC ATC TCT TGC TCG AAG TC 3

Product: 5¢ GGC ATC CTG ACC CTG AAG TAC CCC ATT GAA CAC GGC ATT GTC ACC AAC TGG GAC
GAT ATG GAG AAG ATT TGG CAC CAC ACT TTC TAC AAT GAG CTG CGT GTG GCC CCT GAG
GAG CAC CCT GTG CTG CTC ACC GAG ECC CCT CTG AAC CCT AAG GCC aaC CGT GAA
AAG ATG ACC CAG ATC ATG TTT GAG ACC TTC AAC ACC CCA GCC ATG TAC GTA GCC
ATC CAG GCT GTIG TTG TCC CTG TAT GCC TCT GGT CGT ACC ACT GGC ATT GTG ATG
GAC TCC GGA GAC GGG GTC ACC CAC ACT GTG CCC ATC TAT GAG GGT TAC GCG CTC
CCT CAT GCC ATC CTG CGT CTG GAC CTG GCT GGC CGG GAC CTG ACA GAC TAC CTC
ATG AAG ATC CTG ACC GAG CGT GGC TAC AGC TTC ACC ACC ACA GCT GAG AGG GaAaAa
ATC GTG CGT GAC ATT AAA GAG AAG CTG TGC TAT GTT GCC CTA GAC TTC GAG CaA
GAG ATG GC 3'

Fragment groottestandaard 497bp
Fragment grootte Tagman product 68bp

4.2 Tagman Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH

Forward primer 5' AGC CTC AAG ATC ATC AGC AAT G 3’

Reverse primer 5' ACT GTG GTC ATG AGT CCT TCC A 3’

Probe: 5' CAC CCC TGG CCA AGG TCA TCC A 3’

Forward primer standaard 5¢ CAA CGA TTC TTC TGT AAG TCA AGC 3¢

Reverse primer standaard 5 TGG_AAA TGG ATT GTC TCT TTA GGG 3

Product 5' ICC CTC AAG ATT GTC AGC AAT GCA TCC TGC ACC ACC AAC TGC TTA GCC CCC CTG

GCC AAG GTC ATC CAT GAC AAC TTT GGC ATC GTG GAA GGG CTC ATG ACC ACA 3'

Fragment groottestandaard 1 06bp
Fragment grootte Tagman product 106bp

Opmerking:

De primers om het standaard fragment te maken zijn de forward en reverse primer van de Tagman s&t. Er is geen
gparte primer set ontworpen om het standaard fragment te kunnen maken omdat tijdens het blasten naar voren kwam
dat deze in meerderegenen aangrepen.
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43 Tagman Cycolooxggenase 2 = Prostaglandin-endoper oxidesynthase 2, COX-2

Forward primer 5' TOC CIT CGC cTc TTT caa TG 3¢
Reverse primer 5 GGA GGC ACT TGC GIT GAT 3
Probe: 5 AAG ACC CGC AGG CTA CCA aGA CAG C 3!

Forward primer standaard 5'GCT GTA CAA GCA GIG GCa AA 3
Reverse primer standaard 5'CAG CTC AGT TGA ACG CCT TT 3°

Product: 5' GCT GTA CAA GCA GTG GCA NAG GCC TCC ATT GAC CAG AGC AGA GAG ATG
CAG TCT CTC AAT GAG TAC CGC ARA CGC TTC TCC CTG AAA CCT TAC ACA
GAA GAA CTT ACA GGA GAG AAA GAA ATG GCT GCA GAG TTG AAA GCC CTC
GAC ATC GAT GCC ATG GAA CTG TAT CCC GCC CTG CTG GTG GAA AAG CC7T
GAT GCT ATC TTT GGG GAG ACC ATG GTA GAA CTT GGA GCT CCA TTC TCC
GGC CTT ATG GGT AAT CCC ATC TGT TCT CCT CAA TAC TGG AaA CCT AGC
GGA GGA GAA GTG GGG TTT AGG ATC ATC AAC ACT GCC TCA ATT CAG TCT
TGC AAT AAT GTG AAaAa GGG TGI_CCC TTC GCC TCT TTC AAT GTG CAA GAC

TCG
TAC
CGN
TTG
ACC
CTC
CCG

TAC
TTT
CAT
cca

TTC
ATC
CAG

GCT ACC AAG ACA GCC ACC ATC AAC GCA AGT GCC TCC CAC TCC AGA CTA
ATT AAC CCT ACA GTA CTA ATC AAA AGG CGT TCA ACT GAG CTG 3

Fragment grootte 528bp
Fragment grootte Tagman product 68bp

44  SYBR Green Matrix metalloproteinase7

Forward primer 5'ATA ATT GGC TTC GCA AGG 3*
Reverse primer S'ATG AGT GGC AAC AAA CAG 3’

Reverse primer standaard 5'GCT CTC AGX amG TGG AGT ATG 3’
Forward primer standaard 5'AGG AGT AAG TGT GGC TCA G 3’

Product: 5’ GCT CTC AGA _ATG TGG AGT ATG CAA ATC CCA CTG AAC TTC AAG AGG GTT
GGG ACT GCA GAC ATC ATA ATT GGC TTC GCA AGG GGA GAT CAC GGA GAC
CCA TTT GAT GGG CCA GGA AAC ACT CTA GGC CAT GCC 1T GCA CCG GGG
CTC GGC GGA GAT GCT CAC TTT GAC AAG GAT GAG TAC TGG ACG GAT GGT
TCA GGA GTG AAC TTC CIG TIT GTT GCC ACT CAT GAA CTT GGC CAC TCT
CTG GGT CAC TCT TCT GTT CCC AGT TCT GTA TGT ACC CTA CCT ATC AAG
ATT CAG AAG ACT TCA GTC TTA CAA AGG ACG ACA TTG CAG GCA TCC AGA
ATG G2&A AGA GGA ACA AGC TGT GAT AGA TGC AGA CAG TTT CTG GAA TGA
GCC CTT CCT GAG CCA CAC TTA CTC CT 3'

Fragment grootte 458bp
Fragment grootte SY BR green product 180bp
Annealing temperatuur Tm 60°C
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4.5 SYBR Green 8-catenine

Forward primer 54GCC GTT OGC CIT CAT TAT G 3

Reverse primer 5:T¢c TGA TGT GCT CGT ACA AG 3°

Forward primer standard 5aTT CTC TCT aac CTC ACT TG 3'

Reverse primer standard 5:GCA CCC TTC aaC TAT CIC 3

Product: 5'ATT CTC TCT AAC CTC ACT TGC AAT AAT TAC AAA AAC AAG ATG ATG GTG TGC CAA

GTG GGT GGC ATA GAG GCT CTT GIE C&GC ACT GTC CTT CGT GCT GGT GAC AGG GAG
GAC ATT ACC GAG CCT GCC ATC TGT GCT CTT CGT CAT CTG ACC AGC <¢GA CAT CAG
GAA GCT GAG ATG GCC CAG AAT GCC GTT CGC CTT CAT TAT GGA CTA CCT GTT GTG
GTT aaA CTC CTG CAC CCA CCA TCC CAC TGG CCT CTG ATA ARG GCA ACT GTT GGA
TTG ATC CGA AAC CTT GCC CTT TGC CCA GCA AAT CAT GCG CCT TTG CGG GAA CAG
GGT GCG ATC CCA CGA CTA GTT CAG CTG CTT GTA CGA GCA CAT CAG GAC ACC CAG
CGG CGC ACG TCC ATG GGT GGA ACA CAG CAG CAG TTC GTG GAG GGC GTC CGC ATG
GAG GAG ATA GTT GAA GGG TGC 3°

Fragment grootte standaard 453bp
Fragment grootte SY BR green product 189bp
Armmealing temperatuur Tm 63°C
5 Beacon designer 4.02

% Beacor Desipner 4.0 - C:Program Files\Beacan Designer XMEODrajectsiChantai Tilh

@-‘&Sgﬁgﬁ'}(A %@3 !s% %% %&WPZ' “"1 SYBRGrsenDesmn @

Sequence inemation | { Soarcn Dga;ug H ot
406  CGG TTC TTA GTA GAT CAA ATC GTG Axi AGR GCT CFC ASA ATG T53
451 RGT ATG QAA ATC C U CT8 MC TTC MG ABG GTT AGT TGG GGG ACT

érns Edit View Analyze Toois Online Options _ Help

NM_063357
mtil GAL ATC 35 G 3
tmd 001304 Homo sapiens catenin (cadherin-associate... So G ATA ATT GGE TTC GCA A% GSA GAT CAC GiA OAT A
NM_00242 Homo saplens matrix mets inase 7 (. 11271 1541l TTC CCA I GAT 44 CCA GGA AAC ACT CTA GGC CAT 6Cc ITgca
IN .00 Homa saplens prostaglandin-endoperoxid... 4485 : :ses CCG GGG £Cu GGC CTC GGC GGA GAT GET éAC MM GAC 146 GAT GE
NM, 01 Ratlus norvegicus prostaglandin-endopero... 4404
F01631 Homd saplens alkalina s - 3515 1631 {rAC TGG ACG GAT GGT GAG GAC TCA GGA GTG AAC TTC CTG TIT GIT

N §676 GEC AET CAT GAA CTT GGC UC TCT CTG GET CTG 53T ZAC TCT TCT

H “72L  GTT CCC AGT TUT BTG ATS TAC SCT &5 TAT C M 504 GAT CAT TCA
gj ;5756 GAA GAC TTC AGT CTT ACA AAG GAC GAC ATT GCA GGC ATC CAG AAG
i _ Ed.
g By Frver Proper iz e sLasT inormation | TEBaNP intormation | i
| Azcussion NM._o12884 Atenate Prmys ¢ ee—"
Status:

| Raling Senusrcy ¢ Fosion , Lingth | T | O8% | HaipinaS ! SiDimeraG | Runlengts  OCClmz | TeOpl | CeoseDimerdl

i 59 “ O sadesl o ewtnad : % i j o) :
iSense 86,2 TCAGRRTGTGOAGTAT m 18 (476 444 00 O -z 2 | j] g
ggAnnsensem 7 CTCATCCTTOTCARA 3n i 467 44 05 [xtAd I3 - R -
g?grgp_yrt 17 e _har 904 _ ! 1 1 —d 523 é!.-3 i
B

Figuur 5.1 Print screen van het programma Beacon signr 4.02
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Het effect van bioactieve stoffen op colon epitheel cellen

iCycler

ViewlSave oa FEB Boarsinsion T Stanctmt Covve Mok Cueve A it BA
Cota Fil Gostersis
i i Dpew | beak  : o et Wl -
Rl e A - O
AL EEE iEz FA.L T EXET)
i M2 s =3
AL wp
R e a2 oms
& 3 A TS
§ T RS a4 68
i i 5 A 605
H Hen et L. .M8 518
i A& RO-cotenine py2 A 75
3o M2z s
: : Shavmioncs v Tomoormrr T i onconirn |
Sl ! § o
i H | a Tampsssntirn Shos
2 sl - oo 02 ——,
13 o KT i i ruy
§ 3
§ i 5 i Sy v
1500, 5 ™ Cod
] & i
3 1000, = s
i = #
§ wof Ly 4
' 4
i B . i G Tt BRI 2 Suinttat
D24 68 1012101610202242628 03 4 2B QAN KR o S35 54 % S 6062666 AT TZ 7680 B ONE B30 R N b e
Cyde e Trperass, Cetris P

3

o nmmenant ol 0 fieaote
e i

D T

£
PeR H el Fowve
Gormelabion Coefficent: 1,000 Sicpe: -3,435 Intercept: 36,008 ¥ = -3,425 X + 36,005 - Unknowns
PR Effcaecy: 95,5% © Sundads
£
2,
isp
RS
2,
s .
% =8 =
i 1o} .
H Log Starting QuantRy, copy number
{eshoate Thshai} (LO8 L SteB 4 {53 oo L@ §ose N
i 1:,.,.,0‘55%3“--,-04; Moen %mu.«.:n—;mn«gm |
TUETRE e T (AX06 QKo Bal bok
3 . % 5006002 00 2877
4
5
5
7
]
2
3
L
P
$ %
. o3

Figuur 6.1 Print screen van het ProgrammaiCycler |IQ TM optical system software version 3.1.7050 A) de opkomst van de
fluorecentie B) desmelt curveC) de standaard curve
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