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Gen Cyp51 je ¢lan naddruzine CYP in je prisoten v vseh bioloskih kraljestvih. Pri zivalih
in ljudeh kodira protein lanosterol-14a-demetilazo, ki katalizira pomemben korak v
biosintezi holesterola. Glavno mesto biosinteze holesterola so jetra, zato je preucevanje
vloge Cyp51 v tem organu pomembno za boljSe razumevanje temeljnih mehanizmov
tega procesa in razvoj aplikacij v biotehnologiji ter farmaciji, denimo novih pristopov za
znizevanje vsebnosti holesterola preko ucinkovanja na Cyp5l1. Ker so predhodne
raziskave potrdile, da popolno izbitje gena Cyp51 pri mi§jem modelu vodi v smrt
zarodka, je mogoce njegovo vlogo v jetrih odraslega organizma preucevati z metodo
pogojnega ciljanja genov, ki ga omogoca sistem Cre/lox. Tak Zivalski model je bil
predmet raziskovanja v tej diplomski nalogi, ki je imela namen dolo¢iti uéinkovitost
izrezovanja lokusa Cyp51 v jetrih dvojno transgenih zivali. Z metodo kvantitativne
verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu (QPCR) smo vzorénim DNA iz jeter
dolo¢ili stopnjo izbitja, Ki je temeljila na zaznavi in merjenju fluorescence z uporabo
kemije SYBR Green I. S prvim nizom zacetnih oligonukleotidov smo poskusali dolo¢iti
deleze posameznih alelov z optimizacijo koncentracije Kalijevega klorida (KCI) in
pogojev gPCR, vendar rezultati niso bili optimalni. Teste smo nato optimirali z novo
nacrtovanimi zacetnimi oligonukleotidi in dobili specificno dolzino pomnozkov PCR,
kar nam je omogoéilo merjenje deleza izrezanega alela Cyp51  in preostalega
neizrezanega alela Cyp51'* Pokazali smo, da je delez izreza pri vzorcih jeter z
genotipom Cyp51'*/**; Cre* okrog 40 %, pri vzorcih Cyp51'®"; Cre* pa med 70-80 %. Ti
rezultati nakazujejo, da stopnja izreza v jetrih ni popolna, kar razlagamo z dejstvom, da
jetra, poleg hepatocit, sestavljajo tudi neparenhimske celice, kjer rekombinaza Cre ni bila
aktivna in torej ni sprozila izrezovanja. Glede na dejstvo, da jetra vsebujejo okrog 70 %
hepatocit, pa naSi rezultati nakazujejo, da je bila stopnja izreza v tarénih celicah,
hepatocitih, zelo visoka. Glede na visoko ucinkovitost izreza sklepamo, da se pogojni
transgeni model Cyp51'®; Cre* lahko uporablja za nadaljnje fenotipske analize vloge
gena Cyp51 in biosinteze holesterola v jetrih in da se ugotovljeni ucinki lahko
interpretirajo kot posledica izgube funkcije Cyp51 v hepatocitih.
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Cyp51 gene is a member of CYP superfamily and is present in all biological kingdoms.
In animals and humans it codes for the protein lanosterol-14a-demethylase, which
catalyses an important step in cholesterol biosynthesis. The majority of de novo
cholesterol biosynthesis occurs in liver and therefore examining the role of the Cyp51 in
this organ is important for better understanding of basic mechanisms in this pathway.
Additionally, such knowledge is essential for developing novel biotechnological and
pharmacological applications, such as new approaches in lowering the cholesterol levels
by targeting Cyp51. As previous studies of our group had shown that full knock-out of
the Cyp51 gene in a mouse model leads to the embryo lethality, its function in the liver
of an adult organism can therefore be only studied by conditional transgenesis method
such as the Cre/lox. Liver conditional animal knockout model was the subject of
research in this diploma thesis, intended to determine the efficiency of the Cyp51 locus
excision in the liver of double transgenic animals. Using the quantitative real time
polymerase chain reaction (QPCR) method we determined the excision rate in liver’s
DNA samples on the basis of fluorescence detection and measurement using the SYBR
Green | chemistry. With the first set of oligonucleotide primers we tried to determine
the rate of excision by optimizing the potassium chloride (KCI) concentration and qPCR
conditions, but the results were not optimal. Afterwards we optimized the tests with
newly designed primers and managed to obtain specific PCR amplicons with no
background which allowed us to quantitatively assess the rate of Cyp51 excision versus
remaining Cyp51'™ allele that was not excised. We have demonstrated that the excision
rate in liver samples with genotype Cyp51'”/'; Cre* is about 40 % and in genotypes
Cyp51"; Cre" between 70-80 %. These results show that the excision rate in liver is
not complete, and this can be explained by the fact that the liver is composed not only
from hepatocytes but also from non-parenchymal cells, where Cre recombinase was not
active and therefore it did not trigger the excision. Given that liver contains about 70 %
hepatocytes, our results indicate that the excision rate in target cells, the hepatocytes,
was very high. Because of this high efficiency of excision that we established, we
conclude that the conditional transgenic model Cyp51'®; Cre* can be used for further
phenotype analysis of Cyp51 gene role and of cholesterol biosynthesis in liver and that
any possible observable effects can be interpreted as being a consequence of the Cyp51
loss of function in hepatocytes.
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X1

Pril. A:

Pril. B:

Pril. C:

Pril. D:

Pril. E:

KAZALO PRILOG

Podatki Cp in izracunane deviacije odklonov (SD), brez normalizacije, pri
vzoré¢nih DNA pomnozenih s parom Cyp+1 in u¢inkovitosti reakcije 1,96
Podatki Cp in izraCunane SD, brez normalizacije, pri vzorénih DNA
pomnozenih s parom Cyp0O1(novi) in u€inkvitosti reakcije 1,79

Podatki Cp in izra€unani SD pri vzorénih DNA pomnoZenih s parom Actb
in u¢inkovitosti reakcije 1,88

ZdruzZene vrednosti preracunane iz Cp in ucinkovitosti reakcij posameznih
parov zacetnih oligonukleotidov pri vzorénih DNA

Normalizacija vrednosti vzoré¢nih DNA parov Cyp+1 in Cyp0l(novi) s
parom Actb ter preglednici z zdruZzenimi podatki vrednosti delezev (MEAN)
in pripadajo¢e vrednosti SD in SEM alelov Cyp51'* pri paru Cyp+1 in
alelov Cyp51° pri paru Cyp01(novi), katere smo uporabili za risanje grafov

posameznih delezev alelov za vsak specific¢en par zacetnih oligonukleotidov
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
°C stopinja Celzija
ABCA1 ATP-vezavna kaseta, poddruzina A (ABC1), ¢lan 1
ABCG1 ATP-vezavna kaseta, podruzina G (WHITE), ¢lan 1
ABCG5 ATP-vezavna kaseta poddruzina G ¢lan 5
ABCGS ATP-vezavna kaseta poddruzina G ¢lan 8
ABS sindrom Antley-Bixer
Actb B-aktin
Alb albumin
APOE apolipoprotein E
ATP adenozin trifosfat
cAMP cikliéni adenozin monofosfat
CDPX2 sindrom Conradi-Hunermann
CETP plazemski prenasalni protein holesterolnih estrov
CHILD sindrom kongenitalne hemidisplazije z ihtioziformnim eritrodermom in

deformacijo udov

CoA koencim A

Cp (Ct) tocka prehoda mejne linije fluorescence

CRE CAMP odzivni element

Cre rekombinaza sistema Cre/lox

CREB dejavnik prepisovanja, Ki se veze na cAMP odzivni element
CREM modulator cCAMP odzivnega elementa

CVv koeficient variance

CYP citokrom P450

Cyp51/CYP51 citokrom P450, druzina 51

CYP51/CYP51A1 lanosterol-14a-demetilaza
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FDFT1
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FGFR2
FKI

Flp

FRET
FRT

g

GA

GSD
HDL
HMG-CoA
HMGCR

Hsd17b7

citokrom P450, druzina 51, psevdogen 1
citokrom P450, druzina 7, poddruzina A, polipeptid 1
deoksiribonukleinska kislina

deoksinukleotif trifosfat

7-dehidroholesterol reduktaza
24-dehidroholesterol reduktaza

oznaka za starost zarodka v dnevih

emopamil vezavni protein (sterol izomeraza)
etilendiamintetraocetna kislina

endoplazemski retikulum

mati¢ne celice

farnezil-pirofosfat
farnezil-difosfat-farnezil-transferaza 1

mejoza aktivirajocCi sterol izoliran iz folikularne tekoc¢ine
receptor fibroblastenga dejavnika 2
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prenos fluorescencne resonancne energije
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lipoprotein visoke gostote
3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA
3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA-reduktaza

hidroksisteroid (17-beta) dehidroksigenaza 7
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Gen CYP51

Cyp51|0>(/|0>(; Cre+

Cyp51"°7; Cre*

Cyp+l

Cyp01(novi)

Holesterol

gPCR

Sistem Cre/lox

SLOVARCEK

Gospodinjski tip gena CYP51, ki kodira lanosterol-14a-demetilazo, encim

biosintezne poti holesterola (Rozman in sod., 1996).

Homozigoten genotip gensko spremenjene misi, ki ima na lokusu gena Cyp51
vstavljeni zaporedji mest lox (alel Cyp51'™) in vsebuje transgeni zapis, ki pod
nadzorom albuminskega promotorja specificno izraza rekombinazo Cre V

hepatocitah.

Heterozigoten genotip gensko spremenjene misi, ki vsebuje po en alel Cyp51'™ in en
podedovan izbit alel Cyp51° ter transgeni zapis, ki pod nadzorom albuminskega

promotorja specificno izraza rekombinazo Cre v hepatocitah.

Par zacgetnih oligonukleotidov, ki pomnozuje odsek gena Cyp51 in tvori pri alelu
divjega tipa Cyp51" in alelu Cyp51'™ pomnozke PCR dolzine 143 bp. Pri izbitem
alelu Cyp51" ne tvori pomnozkov zaradi izreza vezavnega mesta zacetnih
oligonukleotidov. V vzorénih DNA iz jeter je par omogocil dolo¢iti delez preostalih

alelov Cyp51', ki jih rekombinaza Cre ni izrezala iz zaporedja gena Cyp51.

Par zaletnih oligonukleotidov, ki pri pogojih qPCR pomnozuje le izrezan krajsi
odsek alel Cyp51° dolzine 249 bp, preostalega neizrezanega daljSega odseka alela
Cyp51'™ dolzine 1963 bp pa ne. Par je omogotil dologiti deleZe izbitih alelov Cyp51°

v vzorénih DNA iz jeter.

Velika hidrofobna molekula s polarno 3-beta-hidroksilno skupino (Pucadyil in
Chattopadhyay, 2006), ki je pomembna komponenta celi¢nih membran in mielina
ter prekurzor oksisterolov, steroidnih hormonov in Zol¢nih kislin. Sesalci ga lahko

pridobijo s hrano ali sintetizirajo de novo (Edwards, 2004).

Nadgradnja navadnega PCR, saj zdruZzuje pomnoZevanje izbranega odseka DNA in
istofasno zaznavo pomnozkov s specifi¢inimi ali z nespecificnim zaznavnimi

sistemi, ki temeljijo na merjenju fluorescence (Bell in Ranford-Cartwright, 2002).

Izvira iz bakteriofaga P1 in omogoca pogojno izbitje genov v vsakem genomu, ki
vsebuje prepoznavna mesta lox, kamor se veze rekombinaza Cre in izzove izrez

vmesnega zaporedja med dvemi mesti lox (Sauer in Henderson, 1988).
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1 UvOD

Gen citokrom P450, druzina 51 (Cyp51 ali CYP51 angl.: — cytochrome P450, family 51) je
zastopan v vseh bioloskih kraljestvih in kodira encim lanosterol-14a-demetilazo (CYP51),
¢lana naddruzine citokromov P450 (CYP — angl.: cytochrome P450). Pri sesalcih CYP51
oksidativno odstranjuje 14a-metilno skupino iz lanosterola in tvori mejozo—aktivirajo¢i
sterol izoliran iz folikularne tekoc¢ine (FF-MAS — angl.: follicular fluid meiosis—activating
sterols), ki je v somatskih celicah intermediat biosintezne poti holesterola, v spolnih
celicah pa se nalaga in domnevno skrbi za njihovo zorenje (Debeljak in sod., 2003). Zaradi
sodelovanja v postskvalenskem delu biosintezne poti holesterola je CYP51 zanimiva tarca
za zaviralce sinteze holesterola, saj njegovo oviranje ne prizadene biosinteze izoprenoidov,
ki se tvorijo v zaCetni fazi biosinteze holesterola in so nujni za prezZivetje celic. Za
preucevanje vloge encima CYP51 v biosintezi holesterola je potrebno tvoriti mis, ki ima v
genomu izbit gen Cyp51. Endogena sinteza holesterola ve¢inoma poteka v hepatocitah
(Cramp, 2003), ki sestavljajo priblizno 70 % jetrnega tkiva (Si-Tayeb in sod., 2010;
Underhill in sod., 2007). Cyp51 je gospodinjski gen, zato njegovo popolno izbitje povzroci
smrt zarodkov v zgodnjih stopnjah razvoja (Keber in sod., 2011). Tkivno, in/ali ¢asovno-
specifi¢en sistem Cre/lox, omogoca pogojen izrez preiskovanega gena le v Zzelenem tkivu
ali celi¢ni liniji in/ali ob dolo¢enem ¢asu (Nagy, 2000). Z medsebojnim krizanjem dveh
linij misi, Kjer je prva prispevala z mestoma lox obdana eksona 3 in 4 na lokusu gena
Cyp51 (Keber in sod., 2011), druga pa transgeni zapis jetrno-specificnega albuminskega
promotorja za izrazanje rekombinaze Cre (Postic in sod., 1999), smo dobili dvojno
transgene misi s pogojnim izbitjem gena Cyp51 v hepatocitah. Izrezovanje ciljnega gena s
Cre nikoli ni 100-odstotno (Miiller in sod., 2009), zato je potrebno pred nadaljnjimi
analizami ovrednotiti ucinkovitost izreza gena Cyp51 v jetrih, kar je najenostavneje z
uporabo kvantitativne verizne reakcije s polimerazo v realnem casu (qPCR). Velika
prednost metode gPCR je merjenje signala fluorescence v logaritemsko-linearni fazi,
medtem ko se zaznava pomnozkov pri obi¢ajnem PCR izvede po koncani reakciji, s ¢imer
faza platoja onemogoca kvantificiranje pomnozka (Pfaffl, 2004). Namen diplomskega dela
je bil z uporabo metode qPCR dolo¢iti u¢inkovitost pogojnega izbitja lokusa Cyp51 v jetrih
dvojno transgenih Zivali genotipa Cyp51'®/': Cre* ter Cyp51'®"; Cre".
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HOLESTEROL

2.1.1 Lastnosti holesterola

Strukturo holesterola in nekaterih njegovih oksidiranih derivatov, oksisterolov, prikazuje
slika 1. Povprec¢no se v kilogramu telesne teze nahaja 1,5 g holesterola. Nekatera tkiva, kot
so mascoba, mozgani in jetra pa ga vsebujejo Se veC (jetra 4,5 g/kg), (Arnold in

Kwiterovich, 2003).

OH
HO
holesterol 22-hidroksiholesterol
OH (0]
HO HO . .
24-hidroksiholesterol 24.25-epoksiholesterol

Slika 1: Holesterol in njegovi derivati, oksisteroli (Accad in Farese Jr, 1998: R602)

Holesterol je velika hidrofobna molekula s polarno 3p-hidroksilno skupino, ki mu v
fosfolipidnem dvosloju omogoca pravokotno lego na membrano (Slika 2). Hidrofobni del
sestavljata steroidni obro¢ iz Stirih spojenih ravninskih obrocev in fleksibilen izooktilni
ogljikovodikov rep. Rigidni steroidni obro¢ holesterola s sosednjimi acilnimi
fosfolipidnimi mas€obnimi verigami omeji gibanje membrane in s tem pripomore k
ureditvi fosfolipidnega dvosloja. Fleksibilna alkilna veriga se razteza v hidrofobni del

membrane (Pucadyil in Chattopadhyay, 2006).
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Slika 2: Lega holesterola v fosfolipidnem dvosloju (Pucadyil in Chattopadhyay, 2006: 297)

Holesterol je v krvi prisoten v obliki estrov mas¢obnih kislin, ki skupaj z apolipoproteini in
s trigliceridi tvorijo lipoproteinske delce, kar omogoca prenos holesterola po telesu (prikaz
na sliki 3). Poznanih je pet tipov lipoproteinskih delcev: hilomikroni, lipoproteini zelo
nizke gostote (VLDL — angl.: very low density lipoprotein), lipoproteini srednje gostote
(IDL — angl.: intermediate density lipoproteins), lipoproteini nizke gostote (LDL — angl.:
low density lipoproteins) in lipoproteini visoke gostote (HDL — angl.: high density
lipoproteins). Razlikujejo se po velikosti, tipu apolipoproteinov in po razmerju proteinov
ter lipidov. V ¢revesju poteka absorpcija mascob iz hrane, ki se pakirajo v hilomikrone in
preko limfe potujejo v kri. Na povrsini endotelskih celic se nahajajo lipoproteinske lipaze
(LPL), ki za potrebe perifernih tkiv hidrolizirajo pridobljene triacilglicerole v proste
mascobne kisline in 2—monoacil-glicerol. Hilomikronske preostanke privzamejo jetra z
receptorji za hilomikrone in v njih zapakirajo holesterol, holesterolne estre in trigliceride
ter tako oblikujejo delce VLDL, ki se sprostijo v kri in prenesejo trigliceride do
mascobnega tkiva ter miSic. Encimi LPL v Kkapilarah iz delcev VLDL odstranjujejo
trigliceride, kar vodi v tvorbo manjsih in gostejsih delcev IDL, ki so bogati s
holesterolnimi estri. Jetra privzamejo nekaj delcev IDL, ostali pa so podvrzeni nadaljnji
hidrolizi trigliceridov in se pretvorijo do delcev LDL, ki vsebuje najve¢ holesterolnih
estrov ter malo apolipoproteinov. Delci LDL potujejo do perifernih tkiv ali jeter, kjer jih
prepoznajo in vezejo receptorji za LDL (LDLR), (sliki 3 in 6). V kompleks vezana LDLR
in delec LDL z endocitozo, vstopita v celico (slika 6) ter potujeta do endosomov in
lizosomov, kjer lizosomalne LPL hidrolizirajo holesterolne estre v holesterol.
Transporterja epididimal sekretorni protein E1 (NPC2 — angl: epididymal secretory protein
E1l) in protein Niemann-Pick C1 (NPC1l — angl.: Niemann-Pick C1 protein) sprostita
holesterol iz endosomov ter lizosomov v plazmo celice. Delci HDL s procesom reverznega

holesterolnega transporta vodijo odvecni holesterol iz perifernih tkiv nazaj do jeter, kjer se
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vezejo na odstranjevalne receptorje razreda B, skupine 1 (SCARB1 — angl.: Scavenger
receptor class B member 1). Delci HDL se lahko s prenasalnim proteinom za holesterolne
estre (CETP — angl.: cholesterol ester transfer protein) pretvorijo tudi v LDL, ki nato
potujejo do jeter in se vezejo na LDLR. Prispeli holesterol se v jetrih pretvori do zol¢nih
kislin in zliva v ¢revesje, kjer pa se vecina zolénega holesterola (~ 95 %) reabsorbira,
ostalo pa zapusti telo (Moore in sod., 2010; McLaren in sod., 2011).

Hilomikronski
Hilomikron LFL preostanki

kapilare l

LDLR
hrana

&)
4\

(’ SCARBI1

VLDL| LPL >|D|_— LDL

kapilare ]

LDLE

HDL«— /- Elkstrahepa-

titno tkivo

Slika 3: Delovanje glavnih lipoproteinov v telesu (Chen in sod., 2011: 65)

2.1.2 Vloga holesterola

V membranah zivalskih celic ima holesterol esencialno strukturno vlogo pri vzdrzevanju
fluidnosti membrane (slika 2), saj rigidni steroidni obro¢ holesterola omeji gibanje
fosfolipidnega dvosloja (Pucadyil in Chattopadhyay, 2006). Holesterol ni enakomerno
porazdeljen po vseh membranah. V membranah mitohondrijev, peroksisomov in
endoplazemskega retikuluma (ER) ga je malo, medtem ko je celicna membrana zelo
bogata s steroli (priblizno 90 % vsega celi¢nega holesterola). Najve¢ holesterola se nahaja
Vv specializiranih podrog¢jih, imenovanih lipidni rafti in kaveole, kjer je prisotnih veliko
receptorjev (Edwards, 2004), kar je pomembno pri membranskem transportu in

signalizaciji (Pucadyil in Chattopadhyay, 2006). Holesterol je tudi izhodna spojina (slika
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4) 7Zol¢nih kislin, steroidnih hormonov, vitamina D3 in oksisterolov. Metaboliti holesterola
aktivirajo specifi¢ne jedrne receptorje, Ki nadzorujejo Stevilne metabolne in razvojne
procese. Tudi sami intermediati holesterolne biosintezne poti so prekurzorji drugih
biosinteznih poti: 7-dehidroholesterol je prekurzor vitamina D, farnezil pirofosfat (farnezil-
PP) je prekurzor geranil-geranil difosfataze, ubikinona, hema A in doliholov (Edwards,
2004).

2.1.3 Viri celi¢nega holesterola

Zivali in ljudje lahko holesterol privzamejo iz hrane ali pa ga tvorijo de novo iz za¢etnega
acetata. Holesterol je v telesu podvrzen razlicnim oblikam transporta, shranjevanja in
metabolizma (McLaren in sod., 2011). Insekti so avsksotrofi za holesterol, zato vsega
pridobijo s hrano (Edwards, 2004).

2.1.3.1 Privzem iz hrane

Dnevni privzem holesterola iz hrane, ki ga vefinoma vsebujejo mle¢ni izdelki, jajca in
meso, je med 600—-800 mg. Holesterol iz hrane in del iz Zol¢a v Crevesni steni privzamejo
mukozne celice (Cramp, 2003), kjer iz lumna potuje v enterocite. V enterocitah poteka
pretvorba holesterola v holesterolne estre, ki se pakirajo v hilomikronske delce in po
limfnem sistemu potujejo v kri. Neabsorbiran holesterol se z aktivnim transportom, ki ga
narekujeta proteina ATP-vezavna kaseta poddruzine G ¢lan 5 (ABCG5 — angl: ATP-
binding cassette sub-family G member 5) in ATP-vezavna kaseta poddruzine G ¢lan 8
(ABCGS8), vrne iz enterocit v lumen in se izlo¢i. Fitosteroli so strukturno podobni
holesterolu in so njegovi kompetitorji, saj zmanj$ajo privzem holesterola v ¢revesju (Chen
in sod, 2011).

2.1.3.2 Sinteza de novo

Clovek tvori dnevno povpreéno 9 mg holesterola na kilogram telesne teze. Najbolj

intenzivna endogena sinteza holesterola poteka v jetrih, manjse koli¢ine pa se tvorijo Se v
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nadledvi¢ni Zlezi in ostalih endokrinih organih (jajéniki in moda), (Arnold in Kwiterovich,
2003). Pri biosintezi sodeluje ve¢ encimov (slika 4), ki preko vmesnih izoprenoidov
pretvarjajo zacetni acetat z dvema ogljikovima atomoma do konénega holesterola s 27—imi
ogljikovimi atomi. Hitrost biosintezne poti holesterola je v veliki meri odvisna od encima
3-hidroksi-3-metilglutaril-koencim A reduktaze (HMGCR), ki sodeluje v zgodnjih
stopnjah sintezne (Edwards, 2004), in encima CYP51, ki sodeluje v osrednjem delu
sintezne poti holesterola (Debeljak in sod., 2003). Vsi encimi, z izjemo HMGCR, ki so
vkljuéeni v pretvorbo acetil-COA do farnezil-PP se nahajajo v citosolu. Nadaljnji
biosintezni encimi in HMGCR pa se nahajajo na membranah ER. Nekaj holesterogenih

encimov se nahaja tudi, ali izklju¢no, na membrani jedra (Waterham, 2006).

Sintetiziran holesterol lahko potuje v periferna tkiva ali jetra ali pa se nalaga v celicah, kjer
se pretvori v holesterolne estre (McLaren in sod., 2011). Mozganom mozgansko-krvna
pregrada prepreCuje privzem holesterola iz lipoproteinskih delcev, zato si vsega
sintetizirajo de novo. Sinteza holesterola v mozganih je najintenzivnejSa med zgodnjim

postnatalnim obdobjem in z leti upada (Pfrieger in Ungerer, 2011).

Slika 4 predstavlja shemo biosintezne poti holesterola. Reakcija encima CYP51, ki
predtvarja lanosterol v FF-MAS, je okvirjena s ¢rno barvo. Spojine oznacene z modro
barvo predstavljajo intermediate biosintezne poti holesterola, ki se nalagajo v razli¢nih
tkivih in nimajo fizioloSkih vplivov na holesterol. Z rdeo barvo SO oznaene spojine
derivatov, ki nastanejo iz holesterola. Simboli encimov biosintezne poti holesterola, ki so
omenjeni v diplomi, so napisani s ¢rnimi velikimi tiskanimi ¢rkami (Debeljak in sod.,
2003; Horvat in sod., 2011).
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Slika 4: Shema biosintezne poti holesterola (Debeljak in sod., 2003: 168; Horvat in sod., 2011: 72)
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2.1.4 Uravnavanje kolic¢ine holesterola v telesu

Normalne sesalske celice natan¢no uravnavajo sintezo holesterola de novo in privzem iz
hrane, s ¢imer vzdrzujejo optimalno vsebnost celicnega holesterola za metabolne potrebe.
Regulacije encimov, ki sodelujejo v biosintezi holesterola, potekajo na stopnji genskega
prepisovanja, stabilnosti mRNA, prevajanja in encimske fosforilacije in degradacije
encima (Liscum, 2008). Nepravilno delovanje mehanizmov lahko vodi v kopicenje
holesterola v ozilju in nastanku ateroskleroze (Edwards, 2004), kopicenje v zol¢u pa do
zolénih kamnov (Chiang, 2004). Napake homeostaze holesterola v mozganih lahko
povzrocijo neurodegeneracijske bolezni, kot je npr. Alzheimerjeva bolezen (Pfrieger in
Ungerer, 2011). Fizioloski dejavniki, ki vplivajo na sintezo holesterola, so vsakodnevni
ritem, inzulin in glukagon, hormoni s¢itnice, glukokortikoidi, estrogeni ter zol¢ne kisline.
Raven celi¢nega holesterola se uravnava tudi s ciklom holesterolne esterifikacije, Kjer se z
estersko vezjo povezeta hidroksilna skupina holesterola in masc¢obna kislina. Preostali
mehanizmi, ki uravnavajo nivo holesterola so: hidroliza holesterilnih estrov, pretvorba
holesterola v zol¢ne Kkisline in oksisterole ter odstranjevanje holesterola iz celic s
specializiranimi transporterji (Liscum, 2008). Eden izmed najbolje preuc¢enih mehanizmov
uravnavanja koli¢ine holesterola v telesu je uravnavanje sinteze holesterola z negativno

povratno zanko.

2.1.4.1 Uravnavanje sinteze holesterola z negativno povratno zanko

Regulacija genov, ki kodirajo encime biosinteze in privzema holesterola, obi¢ajno poteka z
negativno holesterolno povratno zanko in s prepisovalnim dejavnikom, ki se veZze na
sterolni element uravnavanja (SREBP — angl.: sterol regulatory element binding protein),
(Fink, 2005).
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214.1.1 Nadzorovanje prepisovanja genov

214111 Proteini SREBP

Vpliv holesterola na uravnavanje prepisovanja ciljnih genov je prikazan na sliki 5. V
promotorjih genov za sintezo holesterola in LDLR se nahaja zaporedje sterolnega elementa
uravnavanja (SRE — angl.: sterol regulatory element), kamor se veze aktiven prepisovalni
dejavnik SREBP. Elemente SRE so identificirali v genih HMG-CoA sintaze, HMGCR,
farnezil-difosfat-farneziltransferazel (FDFT1), (Liscum, 2008) in Cyp51 (Debeljak in sod.,
2003). Obstajata dva gena SREBP, ki proizvajata tri razlicne proteine. Iz gena SREBP1 z
dvema promotorja izhajata proteina SREBP1a in SREBP1c. SREBP1a je mocan aktivator
sinteze holesterola in mascobnih kislin ter je pomemben pri hitro dele¢ih se celicah, Ki
potrebujejo lipide za proizvodnjo membran. SREBP1c sodeluje pri uravnavanju sinteze
mascobnih kislin. 1z gena SREBP2 pa se tvori protein SREBP2, ki je najmo¢nejsi aktivator
genov biosinteze holesterola in LDLR ter se prvi odzove na zahtevo jeter po povisanju
holesterola (Liscum, 2008).

Novo sintetizirani protein SREBP vsebuje dve transmembranski domeni, ki oblikujeta
lasni¢no strukturo in ga usidrata v ER kot neaktivno izhodno spojino prepisovalnega
dejavnika (slika 5). Protein SREBP vsebuje se N-terminalno domeno in C-regulatorno

terminalno domeno.

Pri nizki koncentraciji celiénega holesterola (slika 5 A) se regulatorna domena izhodne
spojine SREBP poveze s proteinom za spodbujanje razcepa SREBP (SCAP — angl.:
SREBP cleavage-activating protein). Nastali kompleks se v veziklu odcepi iz ER in potuje
do Golgijevega aparata (GA), kjer proteaza mesta 1 (S1P na sliki 5) in proteaza mesta 2
(S2P na sliki 5) dvojno cepita protein SREBP. Izlo¢i se aktiven in funkcionalen
prepisovalni dejavnik SREBP, ki potuje v celi¢no jedro ter se v promotorjih ciljnih genov

veze na zaporedja SRE, s ¢imer spodbudi njihovo prepisovanje.
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Slika 5: Uravnavanje biosinteze holesterola s prepisovalnim dejavnikom SREBP (Edwards, 2004: 453)

Zaradi poenostavljenosti sta na shemi slike 5 prikazana le gena LDLR in HMGCR. Bazi¢na
vijaCnica—zanka—vija¢nica (bHLH - angl.: basic helix—loop—helix) je aktivna oblika
prepisovalnega dejavnika SREBP. Encim HMGCR Kkatalizira redukcijo HMG-CoA v
mevalonojsko kislino (MVA), (Edwards, 2004).

Pri poviSani koncentraciji holesterola (slika 5 B) pa se holesterol veze na protein SCAP.
Sledi vezava kompleksa SCAP/SREBP s proteinom inzulinom induciranega gena 1
(INSIG1 — angl.: Insulin-induced gene 1 protein), ki je stalni protein membrane ER.
Odcepljanje in potovanje kompleksa SCAP/SREBP do GA je tako ustavljeno. Zaradi
odsotnosti proteolize izhodne spojine SREBP tudi aktivnega prepisovalnega dejavnika ni.
Posledi¢no upade prepisovanje holesterogenih genov in holesterol se povrne na normalne
vrednosti. Holesterol se specificno veze na protein SCAP, njegovi razlicni oksidirani
derivati, oksisteroli pa na protein INSIG1. Oba, INSIG1 in SCAP, sluzita kot senzorja

sterola in vplivata na potek prepisovanja proteina SREBP (Liscum, 2008).
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2.1.4.1.1.2  Jeterni X receptor alfa (LXRa — angl.: liver X receptor alpha)

V jetrni homeostazi holesterola sodeluje tudi prepisovalni dejavnik LXR iz naddruzine
jedrnih hormonskih receptorjev (angl: nuclear hormone receptor). Obstajata dve izoobliki
LXR, a in B. Za aktivacijo prepisovalnega dejavnika LXRa je potrebna vezava
oksisterolov (slika 6), (Oram, 2002). S procesom reverznega holesterolnega prenosa, ki ga
vzbudi tvorba heterodimera LXR z retinoidnim X receptorjem (RXR), potuje presezni
holesterol iz periferije v jetra, od koder se izloci iz telesa. Kompleks LXR/RXR se aktivira
z vezavo oksisterola in se nato veze na zaporedje DNA, ki se imenuje odzivni element
jetrnega receptorja X (LXRE — angl.: liver X receptor DNA response element), ter s tem
povisa izrazanje genov, vkljuéenih v reverzni holesterolni transport: ATP-vezavna kaseta,
poddruzina A (ABC1), ¢lan 1 (ABCALl — angl.: ATP-binding cassette, sub-family A
(ABC1), member 1); ATP-vezavna kaseta, podruzina G (WHITE), ¢lan 1 (ABCG1 — angl.:
ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1); apolipoprotein E (APOE —
angl.: apolipoprotein E); CETP; protein fosfolipidnega prenosa (PLTP - angl.:
phospholipid transfer protein); SCARBL in citokrom P450, druzina 7, poddruZina A,
polipeptid 1 (CYP7AL — angl.: cytochrome P450, family 7, subfamily Al, polypeptide 1).
Namen sintetiziranih proteinov je prenesti odveéni holesterol iz periferije do jeter, Ki se
lahko pretvori v holesterolne estre ali vgradi v sekrecijske lipoproteine ali pa se pretvori do
zolénih kislin, kar omogoc¢ajo njegov iztok iz telesa (Accad in Farese Jr, 1998; Liscum,
2008; Moore in sod., 2010).

Privzem holesterola z vezavo LDL na LDLR in uravnavanje vsebnosti ter biosinteze
holesterola z negativno povratno zanko, ki zajema delovanje SREBP in LXRa, so povzeti
in prikazani na sliki 6. Zivalska celica si lahko holesterol sintetizira iz acetil-CoA ali pa ga
pridobi iz krozecih lipoproteinov, predvsem LDL, ki so bogati s holesterolom in z
njegovimi estri. Kompleks LDL/LDLR po vstopu v celico potuje v endosom, iz tam pa v
pozne endosome in lizosome. LDLR se povrne na celiéno membrano, proteina NPCI in
NPC2 pa sprostita prosti holesterol. Pri nizki koncentraciji holesterola potuje kompleks
SCAP/SREBP do GA, kjer se SREBP procesira v aktivni prepisovalni dejavnik in v jedru

aktivira gene, ki so vkljuceni v biosintezo holesterola (npr. HMGCR) in privzem
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holesterola (LDLR). Ob presezkih holesterola pa se tvorijo oksisteroli, ki z vezavo na LXR
aktivirajo tvorbo kompleksa LXR/RXR, ki v jedru zviSa izrazanje ABCAl in ABCGI.
ATP prenaSalca omogocita odvajanje znojtrajceli¢nega holesterola preko apoAl in HDL

(Moore in sod., 2010).
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Slika 6: Mehanizmi uravnavanja ceiiénega holesterola (Moore in sod., 2010: 700)

2.1.4.2 Regulacija s cikli¢nim adenozin monofosfatom (CAMP)

Na holesterogene encime vpliva tudi od cCAMP odvisna pot (slika 7), ki pa je neodvisna od
holesterola. Sprozitev poti cAMP povzro¢i fosforilacijo od cAMP odvisnega
prepisovalnega dejavnika, ki se veze na CAMP odzivni element (CREB — angl.: cCAMP-
response elemet binding protein) in modulatorja cAMP odzivnega elmenta (CREM — angl.:
cAMP-response element modulator). Kompleks CREB/CREM se v promotorskih in
regulatornih regijah veze na cAMP odzivni element (CRE — angl.: cAMP-responsive
element) cAMP odgovarjajo¢ih genov in povisa njihovo izrazanje. Sprozitev prepisovanja
je lahko takoj$na (nekaj minut do ur) ali zakasnjena (dolgotrajna, nekaj ur). Hitri geni, Ki se
imenujejo takoj$ni zgodnji odzivni geni (IEG — angl: immediate early responsive genes), se

sprozijo ob¢asno v odgovor na znotrajcelicne signalne kaskade. Do sprozitve genov IEG
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pride, ko ni de novo proteinske sinteze, da jih zaviralci sinteze proteinov ne morejo
blokirati. Geni IEG kodirajo sekretorne proteine, citoplazmatske encime in prepisovalne
dejavnike. Prepisovanje genov, ki se odzovejo na aktivacijo s CAMP odvisnimi signali, se
kasneje zaustavi. Na zaustavitev poti CAMP vpliva inducibilni cAMP zgodnji represor
(ICER —angl.: inducible cAMP early repressor). Tudi na samo sintezo ICER vpliva cCAMP
(Fink in sod., 2005).
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Slika 7: Signalna pot cAMP (Foulkes in Sassone-Corsi, 1996: F102)

Slika 7 prikazuje povrsino celic, kjer vezava ligandov aktivira membranski receptor (R na
membrani celice) in parna proteina G (G), ki izmenoma stimulirata aktivnost membransko
vezane adenilil ciklaze (AC). AC pretvarja ATP v cAMP, ki se veze na neaktiven
tetramerni kompleks proteina kinaze A (PKA) in povzro¢i cepitev dveh aktivnih
kataliti¢nih (C) ter dveh regulatornih podenot (R v citoplazmi celice). Podenoti C potujeta
v celino jedro, kjer fosforilirata (P) in aktivirata dejavnika prepisovanja, CREB in CREM,
ki se v promotorjih genov odzivnih na cAMP vezeta na zaporedje CRE ter aktivirata
njihovo prepisovanje. CREB in CREM aktivirata tudi prepisovanje prepisovalnega
dejavnika ICER, ki pa zavre s cAMP sprozeno prepisovanje, tudi lastno. Upadanje ICER
sprosti zaviranje poti CAMP, kar lahko sprozi ponoven cikel aktivacije prepisovanja
(Foulkes in Sassone-Corsi, 1996).
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2.1.4.3 Uravnavanje s fosforilacijo in proteolizo

Fosforilacija in defosforilacija uravnavata aktivnost mnogih metabolnih encimov.
Fosforilacija zavira kataliticno aktivnost HMGCR in acetil-CoA karboksilaze. V pogojih,
ko nivo celicnega ATP upade in se povisa AMP, naj bi aktivacija kinaze povzrocila
zaviranje biosintezne poti holesterola in mascobnih kislin, s ¢imer se prihrani energija.
Fosforilacija HMGCR naj bi bila tako pomembnejsa pri ohranjanju zalog celi¢ne energije,
kot pa pri povratni regulaciji s holesterolom. Visanje vsebnosti celicnega holesterola ne
ovira samo prepisovanje holesterogenih genov, ampak tudi pospes$i razgradnjo encima
HMGCR, ki vpliva na hitrost biosinteze holesterola. V pogojih pomanjkanja holesterola je
HMGCR stabilna in se pocasi proteolizira. Pri presezkih holesterola (slika 5) pa se njeno
prepisovanje ustavi, kar privede do slabljenja encimske aktivnosti in hitre proteolize
(Liscum, 2008).

2.1.5 Zaviralci sinteze holesterola, statini

Hiperholesterolemija je pojav povisane vsebnosti holesterola LDL, ki velja za »slab
holesterol« in vpliva na razvoj ateroskleroze, koronarne sréne bolezni in miokardinalnega
infarkta, ki povzrocajo visoko smrtnost V razvitem svetu. Za znizevanje plazemskih
vrednosti LDL in zaviranje ateroskleroze se uporabljajo statini (slika 8), ki ovirajo
HMGCR ter sintezo holesterola. Statini so lahko naravne ali sintetitne komponente
(Edwards, 2004), ki imajo molekularno strukturo, podobno HMG, z dodatno veliko
hidrofobno skupino. Statini okupirajo aktivho mesto encima HMGCR, ki veze HMG in
preprecijo vezavo njegovega naravnega substrata HMG-CoA. Velika hidrofobna skupina

povzroc¢a dodatne motnje v kataliti¢nih preostankih encima (Liscum, 2008).

S statini obravnavane jetrne celice »zaznajo« ovirano delovanje encima HMGCR in
upadanje sinteze holesterola, zato pospeSeno cepijo protein SREBP2 (sliki 5 in 6), s ¢imer
se poviSa prepisovanje genov LDLR in HMGCR. PoviSane vsebnosti LDLR na povr§ini
hepatocit omogocijo povecan prenos delcev LDL iz plazme v jetra, ki nato pridobljeni

holesterol pretvorijo do Zolénih kislin in jih izlo¢ijo v crevesje (Edwards, 2004).



15
Prasnikar E. Dolocanje u¢inkovitosti stopnje izrezovanja gena Cyp51 pri misih s pogojno izbitim genom v jetrih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

Atorvastatin, simvastatin in pravastatin so zdravila za znizevanje holesterola (Liscum,
2008).
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Slika 8: Kemijska struktura HMG-CoA in treh statinov, ki zavirajo HMGCR (Liscum, 2008: 403)

Popolna blokada aktivnosti encima HMGCR bi kljub eksogenemu holesterolu vodila v
celi¢no smrt, saj bi bili celici odvzeti tudi esencialni nesteroidni izoprenoidi, ki izhajajo iz
mevalonata in kjer sodeluje tudi HMGCR. S statini tretirane celice morajo zato sintetizirati
manjSo koli¢ino mevalonata, ki pa ga prednostno uporabijo v afinitetnej$i sintezi
nesteroidnih izoprenoidov (Liscum, 2008). Kljub temu pa porocajo o stranskih ucinkih
uporabe statinov na miSice, hepatotoksi¢nosti in odpornosti, zato se razvijajo nova zdravila
za znizevanje holesterola, ki bi ovirala encime v kasnej$ih stopnjah biosinteze holesterola.
Kandidati za blokado so: FDFT1, lanosterol sintaza (LSS — angl.: lanosterol synthase) in
CYP51 (Korosec in sod., 2008).

2.1.6 Vpliv mutacij na sintezo holesterola

Mutacije v sintezni poti holesterola so redke, saj so obi¢ajno nezdruzljive z Zivljenjem in
vodijo v smrt zarodkov. Znanih je osem dednih bolezni (navedene v preglednici 1) z
mutacijami razliénih genov, ki kodirajo encime biosintezne poti holesterola (slika 4).
Okvare razli¢nih encimov povzroc¢ajo kopicenje razlicnih intermediatov v tkivih in telesnih
tekoCinah. Za paciente so znacilne razliéne morfogene in prirojene anomalije, ki se kazejo
v nepravilnosti notranjih organov, skeleta in/ali koze. Mozen pa je tudi zaostanek v

psihomotornem razvoju (Waterham, 2006).
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Preglednical: Dedne bolezni biosintezne poti holesterola (povzeto po: Herman, 2003; Waterham, 2006;
Horvat in sod., 2011)

Dedna bolezen Mutacija gena

Mevalonska acidurija Mevalonat kinaza (MVK)
Sindrom SLOS (angl.: Smith-Lemli-Opitz syndrome)  7-dehidroholesterol reduktaza (DHCR?7)
Dezmosteroloza 24-dehidroholesterol reduktaza (DHCR24)

Sindroma CDPX2 (angl.: Conradi-Hunermann- Emopamil vezavni protein (sterol izomeraza), (EBP)
Happle syndrome)

Sindrom CHILD (angl.: Congenital hemidysplasia Podoben NAD(P) odvisni steroid dehidrogenazi
with ichthyosiform erythroderma and limb defects) (NSDHL)

Sindrom GSD (angl.: Greenberg skeletal dysplasia) ~ Receptor lamina B (LBR) ali naddruZina
transmembranov-7, ¢lan-2 (TM7SF2)

Sindrom ABS (angl.: Antley - Bixler syndrome) Citokrom P450 oksidoreduktaza (POR) ali receptor
fibroblastnega dejavnika 2 (FGFR2)

Lanosteroloza Sterol-C5-desaturaza (SC5D)

2.1.7 Misji modeli s ciljnim izbitjem holesterolnih biosinteznih genov

Misji modeli s ciljnim izbitjem genov de novo sinteze holesterola omogocajo preucevanje
vplivov posameznih genov na biosintezo holesterola. Uporabni pa so tudi pri razvoju novih
zdravil (npr. statini), saj pogojno izbitje ciljnega gena v gospodinjskih poteh (npr. sinteza
holesterola) oponasa efekt utiSanja pripadajoega encima, na katerega naj bi delovalo
preiskovano zdravilo. Tako je mogoce ugotavljati vpliv in uspeSnost zdravila na biosintezo
v ciljnem tkivu ali organu. Sinteza holesterola je ubikvitarna (povsod navzoca) in
esencialna pot, zato je smrt misjih modelov pri¢akovana ze v embrionalni dobi, kar pa
onemogoca preucevanje vpliva izbitega gena na odraslo zival. Izbitje genov pri misjih

modelih poteka z razlicnimi genetskimi tehnikami.

Izbitje gena Hmgcr, ki tvori mevalonat, je za mi§ letalna Ze pred implantacijo, medtem ko
heterozigotne mutante prezivijo. Encim MVK ima ve¢ funkcij, saj omogoca sintezo tudi
nesterolnih izoprenoidov (farnezil, dolihol, hem A, ubikinon) in samega izoprena. Izbitje
gena Mvk povzroc¢i smrt zgodnjih zarodkov. Homozigotni misji zarodki z izbitim genom
Fdftl ne proizvajajo skvalena, zato propadejo med 9,5 in 12,5 dnevom embrionalnega

razvoja (E9,5-E12,5), (Horvat in sod., 2011). Homozigotni misji zarodki z izbitim genom
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Cyp51 propadejo v E15,0, vendar so aleli Cyp51 misjega modela oblikovani tako (Keber in
sod., 2011), da dopuscajo poskuse S pogojnim izbitjem, kar omogoca preucevanje vloge
encima CYP51 v biosintezi holesterola v jetrih in spermatogenezi v testisih tudi pri
odraslih zivalih. Na aktivnost CYP51 vpliva tudi encim POR, ki mu sluzi kot donor
elektronov. Zarodki Por” propadejo do E13,5. Mutacije gena Nsdhl in Ebp na kromosomu
X povzroc¢ijo smrt moskih zarodkov in homozigotnih samic, medtem ko heterozigotne
samice prezivijo, a vseeno kazejo bolezenski fenotip. Mutante gena hidroksisteroid (17-
beta) dehidroksigenaze 7 (Hsd17b7) kaZejo na velik vpliv HSD17B7 pri uravnavanju
nivojev estrogenov v nosec¢nosti, vendar pa homozigotne mutante propadejo v E10,5,
zaradi napak v razvoju mozganov in srca. Heterozigotne zivali so pri obeh spolih
normalne. Misi z izbitim genom Dhcr7 ali Dhcr24 poginejo kmalu po rojstvu, medtem ko
ljudje prezivijo in trpijo za sindromom SLOS 0z. dezmosterolozo. UtiSanje kasnejsih
genov biosintezne poti holesterola povzro¢i kasnejSo smrt zarodkov ali Ze rojenih
mladi¢ev. Mutante Sc5d se rodijo zZive s spremembami obrazno-lobanjskega dela in udov

ter imajo veliko skupnih fenotipov s humanim sindromom SLOS (Horvat in sod., 2011).

2.2 ZGRADBA IN FUNKCINJA JETER

2.2.1 Sestava jeter

Jetra so c¢loveski najvecji trdni organ z maso 1200-1500 gramov. Nahajajo se pod
diafragmo v zgornjem, desnem delu trebusne votline. Srpasti ligament jih deli na vecji
desni in manjsi levi lobus (Cramp, 2003), ki ju sestavljajo ponavljajo¢e funkcionalne
enote, lobule, s centralno veno v sredis¢u (slika 9 B). Na vsaki strani lobule se nahaja
jetrna trojica iz jetrne vene (PV na sliki 9 B), jetrne arterije (HA na sliki 9 B) in Zol¢evoda
(BD na sliki 9 B). Jetrne trojice in centralno veno (CV na sliki 9 B) povezujejo majhne in
vijugaste zile, imenovane sinusoide, Ki jih obdajajo luknji¢aste endotelne celice, katere
tvorijo tanko regijo ekstracelularnega matriksa (sestavljen iz kolagena tipov I-1V,
laminine, fibronektina in heparin sulfat proteoglikanov), imenovan Dissejev prostor, kjer
poteka direkten stik med krvjo in povrsino hepatocit (slika 9 A). Hepatocite so urejene v

enocelicne plasti vzdolz sinusoid in filtrirajo kri (Underhill in sod., 2007; Cramp, 2003).
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Kri, bogata s hranili in s hormoni, vstopi v jetra z jetrno veno, kri, bogata s kisikom, pa z
jetrno arterijo (Grompe, 2009). Zili te¢eta med jetrnimi sinusoidami proti centralni veni, od
tam pa kri nadaljuje pot v sistemsko krvozilje (slika 9 B). Ob hepatocitah poteka dodaten
zbiralni sistem Zol¢nih kanalikul oz. kapilar, v katere se izlo¢a Zol¢, ki ga proizvajajo
hepatocite. Kanalikule se stekajo v kanal, ki potuje proti Zolcnemu vodu jetrne triade
(Lagasse, 2007). V zol¢niku se zbira, shranjuje in koncentrira zol¢, ki nato potuje v

dvanajsternik (Cramp, 2003; Grompe, 2009).

Hepatocita B

Zoléne kanikule ~ Hepatocite

e Jetrna kri Y
~ stelatna -~y : , : \
celica / f . - i '
Hepaticna sinusoida Kuppferjeva i ,('
celica \Val ,/ \ [/ 1
Venoznakri / Hepatocite v
1z Crevesja i
protisrcu

Slika 9: A) Celi¢na sestava jetrne sinusoide (Iredale, 2007: 540) B) Celi¢na struktura jetrne lobule (Grompe,
2009: 286)

2.2.2 Celi¢na sestava jeter

Prevladujo&i celi¢ni tip v jetrih so hepatocite in jih je pri odraslih misih priblizno 5 x 10’
pri cloveku pa 80 x 10° (Grompe, 2009), kar predstavlja priblizno 70 % jetrne mase (Si-
Tayeb in sod., 2010; Underhill in sod., 2007). Jetra, poleg prevladujoc¢ih hepatocit,
sestavljajo tudi razliéne neparenhimske celice (Lagasse, 2007), ki so navedene v
preglednici 2 in prikazane na sliki 9. Zivljenjska doba odrasle sesalske hepatocite je med
200 in 300 dni. Za jetra je znacilna visoka stopnja regeneracije, ki jo spodbujajo odrasle
hepatocite s proliferacijo (Grompe, 2009). Hepatocite in celice zol¢evoda nastanejo iz
izhodnih ovalnih celic (Underhill in sod., 2007). Zaradi mnogih sinteznih in metabolnih
funkcij so hepatocite heterogena populacija, sestavljena iz majhnih in velikih, diploidnih in
poliploidnih, enojedrnih in dvojedrnih hepatocit. Med rastjo in razvojem so sesalske

hepatocite podvrzene postopni poliploidizaciji, iz katerih se razvijejo tetraploidne in
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oktoploidne celice z enim ali dvemi jedri. Poliploidija je nacin celi¢ne rasti, s katero celica

zvi$a metabolno produkcijo in je alternativa celi¢ni delitvi (Lagasse, 2007).

Preglednica 2: Celi¢ni tipi in njihove funkcije v odraslih jetrih (Si-Tayeb in sod., 2010: 177)

Celicni tip Legav jetrih Funkcija

Hepatocite Parenhim ~ 70 % celi¢ne populacije jeter
Izlocajo proteine in Zol¢
Metabolizem holesterola
Detoksifikacija
Metabolizem se¢nine
Metabolizem glukoze/glikogena
Strjevanje krvi

Holangiocite/ Epitelij voda ~ 3 % celine populacije jeter

celice Zol¢evoda Oblikujejo zol¢evod za prenos zolca
Nadzorujejo pretok Zol¢a
Izlo¢ajo vodo in bikarbonate
Nadzorujejo pH Zolca

Endotelijske celice Vaskulatura Oblikujejo vene, arterije, venule in arteriole
(povezovalne Zile)  Nadzorujejo pretok krvi
Sodelujejo pri parenhimski conaciji

Jetrne sinusoidalne Sinusoide ~ 2,5 % lobulnega parenhima

endotelijske celice Oblikujejo sinusoidalni pleksus za olajsano krozenje krvi
Visoko specializirane
Omogocajo prenos molekul in proteinov med serumom in
hepatocitami
Odstranjevalci makromolekularnih odpadkov
IzloCanje citokinov
Predstavitev antigenov in strjevanje krvi

Celice Pit Naravne celice Redke
ubijalke jeter Citotoksi¢na aktivnost
Kupfferjeve celice Sinusoide ~ 2 % jeter

Pritrjeni jetrni makrofagi, ki s fagocitozno aktivnostjo
odstranjujejo tuje molekule
Izlocajo citokine in proteaze

Jetrne stelatne celice Perisinusoidalni ~ 1,4 % jetrnih celic
o0z. Dissejev Vzdrzujejo ekstracelularni matriks, shranjujejo vitamin A in
prostor retinol

Vzdrzujejo mikrovaskularni tonus
Aktivirane postanejo miofibroblasti
Sodelujejo pri regeneraciji jeter
Izlocajo citokine
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2.2.3 Funkcije jeter

Jetra imajo endokrino in eksokrino funkcijo. Endokrina funkcija je izlo¢anje hormonov,
kot so inzulinu podobni rastni faktorji, angiotensinogen in trombopoietin. Glavna
eksokrina funkcija pa je tvorba in izlo¢anje zol¢a (Si-Tayeb in sod., 2010). Kri iz ¢revesja
Vv jetra dovaja snovi, ki jih nadalje procesirajo in shranjujejo. Z odzivom na hormonske in
zivéne stimule sprostijo snovi ali njihove metabolite nazaj v obtok. Jetra s sodelovanjem v
metabolizmu ogljikovih hidratov, proteinov in lipidov uravnavajo zaloge in koris¢enje
energijskega substrata. Z odzivom na hormona trebusne slinavke, inzulin in glukagon jetra
pomagajo vzdrZevati nivo krvnega sladkorja, saj je glukoza vir celi¢ne energije in mora biti
pa pretvorijo v trigliceride, ki se prenesejo in uskladi$¢ijo v mas¢obno tkivo. Jetra so mesto
katabolizma aminokislin in sinteze secnine. V njih poteka tudi sinteza plazemskih
proteinov (albumin, a- in B- globulin, faktorji strjevanja krvi) in prenasalnih proteinov, ki
sodelujejo v homeostatskih procesih (regulacija strjevanja krvi in hemostaza, transport ter
uravnavanje koncentracije kalcijevih in magnezijevih ionov, bilirubina, masc¢obnih kislin
ter hormonov), (Cramp, 2003). Hepatocite lahko sintetizirajo de novo holesterol iz acetata
ali pa ga privzamejo preko plazemskih lipoproteinov iz hrane ali perifernih tkiv (Accad in
Farese, 1998). Iz holesterola sintetizirajo Zol¢ne kisline, Ki jih izlo¢ajo v Crevesje, kjer
razbijajo mascobe na manjse kapljice in tako omogocijo njihovo absorpcijo. V jetrih
poteka tudi metabolna transformacija in detoksifikacija endogenih (bilirubin, amoniak in
tiroidni, steroidni ter drugi hormoni) ter tujih eksogenih (zdravila, okoljske komponente)
snovi (Cramp, 2003; Underhill in sod., 2007).

2.2.3.1 Vloga jeter v metabolizmu holesterola in Zol¢nih kislin

Jetra imajo pomembno vlogo pri metabolizmu holesterola v telesu. So glavno mesto
endogene sinteze holesterola, preko lipoproteinskih delcev pa sprejemajo tudi eksogeni
holesterol, pridobljen iz hrane in ekstrahepati¢nih tkiv. Jetra so edini organ, ki lahko
holesterol, preko Zolénih kislin, izlo¢ijo iz telesa in ga z reabsorbcijo v Erevesju ponovno

sprejmejo Vv telo.
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Negativna povratna zanka sintezne poti holesterola in nadzor deleza receptorjev na
membrani preprecujeta nalaganje odvecnega holesterola v celici. Nekaj holesterola se iz
jetrnih celic izlo¢i z delci VLDL, ki prenesejo trigliceride do mascobnega tkiva. PO
odstranitvi trigliceridov se pretvorijo v delce LDL, ki jih na hepatocitah prepoznavajo in
vezejo LDLR (slika 3). V jetrih se iz holesterola sintetizirajo primarne Zoléne in holinske
kisline, ki z dodatkom aminokislin taurina ali glicina tvorijo Zol¢ne soli ter se izlo¢ajo v

zol¢ne kanikule in v dvanajsternik (Cramp, 2003).

Ni Se povsem znano, zakaj poteka sinteza holesterola s krozenjem intermediatov med
peroksisomi, citosolom in ER (Liscum, 2008). Ker so jetra pomembna za uravnavanje
holesterola, pa specificna vloga vseh encimov (npr. SC5D) biosinteze holesterola (Horvat
in sod., 2011) in vloge nekaterih posameznih encimov (npr. NPC1) z elementi SRE, Ki
sodelujejo pri homeostazi holesterola (Liscum, 2008), $e niso natan¢no definirane. Za
razvoj novih zdravil, ki bi znizevala raven poviSanega holesterola brez stranskih uéinkov,
je potrebno najprej ugotoviti vlogo biosinteze holesterola in kopicenje intermediatov, Ki
nastanejo z blokado dolo¢enega encima na odraslo osebo. Holesterolne gene pri odraslih
misih je moZno preucevati z metodo pogojnega izbitja, ki zarodku omogocijo normalen

razvoj (Horvat in sod., 2011).

2.3CYP51

Druzina CYP51 spada v naddruzino CYP in jo je mogoce zaslediti pri prokariontih in
evkariontin (Rozman in sod., 1996; Debeljak in sod., 2000). Prisotna je pri zivalih,
rastlinah, kvasovkah/glivah in pri nekaterih protozoah in bakterijah (Debeljak in sod.,
2003), insekti in ¢rvi pa je nimajo (Lepesheva in Waterman, 2011). Posamezni geni, ki
kodirajo proteine CYP oznacuje nomenklatura: splosna oznaka CYP, stevilka druZzine, ¢rka
poddruzine in $tevilka proteina. Humani gen s simbolom CYP51A1 se imenuje »citokrom
P450, druzina 51, poddruzina A, polipeptid 1«, njegov produkt CYP51A1 pa lanosterol-
14a-demetilaza (Hugo Gene ..., 2013).
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2.3.1 Znacilnosti CYP

Naddruzino CYP sestavljajo monooksigenaze s prosteticno skupino hem (tetrapirolov
obro¢ z vezanim zelezovim ionom). Encimi CYP s hemom in s pomo¢jo NADPH ter
kisika katalizirajo oksidativne transformacije razlicnih kemijskih komponent. Humani
CYP sodelujejo v metabolizmu zdravil, detoksifikaciji in odstranjevanju okoljskih
onesnazevalcev ter drugih ksenobiotikov, biosintezi steroidnih hormonov, oksidaciji
nenasi¢enih mascobnih kislin in v metabolizmu, v mascobi topnih vitaminov. Pri ljudeh se
CYP nahajajo v vecini organov (jetra, ledvice, pljuca, nadledvi¢na Zleza, spolne Zleze,
mozgani itd.), vendar je izrazanje tipa druzine tkivno specificno in odvisno od fizioloSkih
funkcij. Celi¢no izrazanje mnogih CYP je regulirano s prepisovalnimi dejavniki, ki jih
aktivirajo razli¢ne spojine. Sesalski encimi CYP se, vezani na membrano, nahajajo v
razli¢nih celi¢nih predelih. Vecina so mikrosomalni encimi ER ali pa se nahajajo v notranji
membrani mitohondrija. Zaznali pa so jih tudi na zunanji strani jedrne membrane, v
razlicnih predelih GA, peroksisomih in celiéni membrani (Seliskar in Rozman, 2007;
Hasler in sod., 1999).

Preko 10000 poznanih proteinov CYP je, glede na ohranjenost zaporedja aminokislin,
razvr§¢enih v druzine in poddruzine. Znotraj posamezne druzine je ujemanje zaporedij
aminokislin najmanj 40 %, znotraj poddruzine pa najmanj 55 % (Lepesheva in Waterman,
2011). Stevilo CYP se med razliénimi vrstami razlikuje. Kvasovka Saccharomyces
cerevisiae jih vsebuje 3, gliva Neurospora crassa 38, Caenorhabditis elegans 74, ¢lovek

57, mis 102, mnoge rastlinske vrste pa nekaj 100 (Seliskar in Rozman, 2007).

2.3.2 Zgradba in izrazanje gena CYP51

Gen CYP51 so prvi¢ opisali v kvasovki Saccharomyces cerevisiae, od koder je dobil tudi
svoje ime (Debeljak in sod., 2003). Geni CYP51 so dobro opisani v petih sesalskih vrstah:
¢lovek (simbol gena CYP51A1), mi§ (simbol Cyp51), podgana (simbol Cyp51), prasi¢ in
govedo (simbol CYP51A1), (Seliskar in Rozman, 2007).
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Osnovna struktura genov (orgarnizacija intronv in eksonov) druzin CYP je dobro
ohranjena, kar pa ne velja za druzino CYP51, Ceprav je razSirjena med razli¢nimi
bioloskimi kraljestvi. Vse funkcionalne sesalske gene CYP51 sestavlja 10 eksonov in 9
intronov. Kvasovke in bakterije v genih CYP51 ne vsebujejo intronov, medtem ko jih
imajo filamentozne glive do tri. Gen CYP51 Arabidopsis thaliana vsebuje en intron.
Funkcionalen humani gen CYP51Al lezi na kromosomu 7 (natan¢neje na 7q21-22) z
dolzino zaporedja 22 kb in 1527 bp dolgim odprtim bralnim okvirjem. Do prevajanja
zaporedja lahko pride na dveh razli¢nih mestih, kar tvori proteina CYP51 s 503 ali 509
aminokislinami. V somatskih celicah je prepis (mRNA) CYP51 dolg 3,8 kb, v testisih pa
2,0 kb. Na humanih kromosomih 3 in 13 lezita Se nekodirajo¢a brezintronska pseudogena,
citokrom P450, druzina 51, psevdogen 1 (CYP51P1 — angl.: cytochrome P450, family 51,
pseudogene 1) in citokrom P450, druzina 51, psevdogen 2 (CYP51P2), do katerih lahko
pride, ¢e je gen gospodinjske narave ali ¢e se moc¢no izraza v zarodnih celicah. Misji gen
Cyp51 lezi na kromosomu 5 blizu centromere v regiji A2. Gen Cyp51 obsega 23 kb in je
razdeljen v 10 eksonov. V somatskih celicah sta prisotna dva prepisa (MRNA) Cyp51, v
modih samcev pa vsaj eden krajs$i. Genom misi nima pseudgenov gena Cyp51 (Debeljak in
sod., 2003).

Promotor sesalskega gena CYP51 vsebuje visok delez baznih parov GC, ki so zgo§ceni v
otocke CpG. Na tem mestu je olajSana vezava prepisovalnih dejavnikov na promotor, ker
citozini v oto¢kih CpG niso metilirani. Promotor ne vsebuje zaporedij TATA in CAAT,
zato so zacetna mesta prepisovanja na razlicnih mestih otocka CpG. Vse to dokazuje na
gospodinjski tip promotorja gena CYP51, saj se njegova zacetna mesta prepisovanja med
tkivi razlikujejo, s ¢imer en promotor v razli¢nih tkivih nadzoruje razli¢no prepisovanje
gena. V 5-koncu sesalskih genov CYP51 se nahaja ve¢ ohranjenih vezavnih mest za
razlicne prepisovalne dejavnike: Skatla GC, zaporedje CRE, zaporedje SRE (Rozman in
sod., 1996; Debeljak in sod., 2003) in zaporedje LXRE (Wang in sod., 2008).
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2.3.2.1 Reguliranje izrazanja gena CYP51

Zaradi razliénih vlog encima CYP51 v somatskih in spolnih celicah je njegovo
uravnavanje aktivnosti tkivno specificno (Seliskar in Rozman, 2007). Prepisovanje gena
Cyp51 v somatskih celicah se uravnava predvsem z negativno holesterolno povratno
zanko, v katero so vklju¢eni proteini SREBP2 (sliki 5 in 6). Njihova vezava na zaporedja
SRE vodi v prepisovanje vseh znanih genov, ki kodirajo encime biosintezne poti
holesterola. V razmerah s povisano vsebnostjo holesterola ni vezave SREBP na mesta SRE
zato nivo (mMRNA) Cyp51 upade (Debeljak in sod., 2003). Oksisteroli se vezejo in
aktivirajo LXR, ki z vezavo na zaporedja LXRE (slika 6) v promotorjih genov Cyp51 in
Fdftl zavirajo njihovo prepisovanje (Wang in sod., 2008). S celi¢nimi kulturami je bilo
ugotovljeno, da se lahko gen Cyp51 odzove tudi na nesterolne signale. Dodatek forskolina
je sprozil CAMP signalno pot (slika 7), kar je vodilo v hiter odziv gena Cyp51, saj se je
raven (MRNA) CYP51 v dveh urah zvisala za 4-kratno vrednost. Zabelezili so padec
vsebnosti lanosterola, substrata encima CYP51. To je bil prvi opisan gen za tvorbo
holesterola z lastnostjo gena IEG (Fink in sod., 2005). V spolnih celicah se prepisovanje
gena Cyp51 uravnava predvsem s CREMrt, ki se v promotorju veze na zaporedja CRE
(Debeljak in sod., 2000).

2.3.3 Protein CYP51

Med ve¢ kot 180 poznanimi sterol 14a-demetilazami je enakost primarnega zaporedja
aminokislin med razli¢nimi kraljestvi med 22-30 %. Znotraj kraljestev je podobnost visja
in je odvisna od evolucijske oddaljenosti primerjalnih skupin (Lepesheva in Waterman,
2011). Enakost amionokislinska zaporedja proteina CYP51 med misjo in podgano znaSa 96
%, med misjo in Clovekom pa 91 % (Debeljak in sod., 2000). Kljub nizki enakosti
primarnih zaporedij aminokislin ¢lanov druzine CYP51 med razli¢nimi bioloskimi
kraljestvi pa imajo vi$jo stopnjo ohranjenosti na sekundarnih in terciarnih strukturnih

stopnjah proteinov (Lepesheva in Waterman, 2011).
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Slika 10: Tridimenzionalna struktura humanega proteina CYP51A1 z azolnim protiglivnim agentom
(ketokonazol) nad ravnino hema (Strushkevich in sod., 2010: 1071)

Slika 10 prikazuje tridimenzionalno zvitje humanega CYP51A1, Ki je tipi¢no za proteine
CYP z dobro ohranjeno strukturo jedra, kjer alfa vijacnice E, I, J, K in L obdajajo hem.
Kroglicast B-ciklodekstrin iz ogljika in Kkisika (roza in rdeca barva) posnema vezavo CYP
na membrano. Alfa vijanice in beta ravnine so oznacene z modro in rjavo, hem pa z

oranzno barvo. Obrocast azol (ketokonazol) je oznacen s sivo (Strushkevich in sod., 2010).

CYP51 katalizira oksidativno odstranitev 14a-metilne skupine (C32) iz lanosterola in 24-
metilen-24,25-dihidrolanosterola pri kvasovkah in glivah, iz obtusifoliola pri rastlinah ter
iz lanosterola in 24,25-dihidrolanosterola pri sesalcih, kar omogoca nadaljnjo biosintezo
sterolov. Steroli, ki nastanejo po odstranitvi 14a-metilne skupine, so ergosterol pri glivah,
fitosterol pri rastlinah in holesterol pri zivalih (Debeljak in sod., 2003). Vse tri komponente
so pomembne pri tvorbi celicnih membran, pri ljudeh in zivalih pa je holesterol nujen tudi
pri sintezi glukokortikoidov, mineralokortikoidov, spolnih hormonov, Zol¢nih kislin in

tvorbi oksisterolov (Lepesheva in Waterman, 2011).

Pri sesalcih se encim CYP51 izraza z najvi$jo stopnjo v testisih, jajénikih, nadledviéni
Zlezi, prostati, jetrih, ledvicah in pljuc¢ih (Hasler in sod., 1999; Seliskar in Rozman, 2007).
CYP51 ima dve fizioloski vlogi. Pri prvi sodeluje v postskvalenskem delu de novo
biosinteze holesterola, kjer pretvarja lanosterol in 24,25-dihidrolanosterol v 4,4-dimetil-5a-
holesta-8,14,24-trien-3B-ol ali krajse FF-MAS, ki se dalje pretvori do holesterola. CYP51
pri prenosu elektronov potrebuje redoks partnerja in sicer encim POR. Vsak korak

monooksigenacije zahteva molekulo kisika in molekulo reduciranega nikotinamid-adenin-
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dinukleotid-fosfata (NADPH), od koder izhajajo elektroni. Demetilacija substrata poteka v
treh zaporednih monooksigenacijskin korakih (slika 11) brez sprostitve vmesnih
intermediatov. V prvem koraku se C32—-metilna skupina pretvori v alkoholno skupino, v
drugem koraku v aldehidno, v tretjem pa se odcepi kot metanojska kislina (Debeljak in
sod., 2003).
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CHy NADPH + H* +0,
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Hoﬂgcy%
lanosterol 4.4-dimetil- Sa-holesta-8,14.2 4-trien-36-0l
(FF-MAS)

Oksidativni intermedianti na C14 so oznadeni s poudarjeno ¢rno
Slika 11: Shema pretvorbe lanosterola v FF-MAS z encimoma CYP51 in POR (Debeljak in sod., 2003: 161)

Druga vloga encima CYP51 pri sesalcih pa je povezana z zorenjem spolnih celic. V
moskih spolnih celicah encim CYP51 ni pripet na ER, ampak potuje preko GA do
akrosomov, kjer ostane ve¢ tednov. Tudi POR se izraza na membranah akrosomov. V
spolnih celicah vloga sintetiziranih FF-MAS in T-MAS (angl.: testis meiosis-activating
sterol) ni povezana z biosintezo holesterola. VV somatskih celicah sta FF-MAS in T-MAS
kratko ziveCa intermediata, ki se pretvorita do holesterola, medtem ko se v spolnih celicah
nalagata in domnevno sodelujeta v spermatogenezi ter pri zorenju oocit (Debeljak in sod.,
2003; Seliskar in Rozman, 2007).

2.3.4 Oviranje aktivnosti encima CYP51

Oviranje aktivnosti encima CYP51 s specifi¢nimi zaviralei pri sesalcih povzro¢i upad de
novo biosinteze holesterola. Pri glivah pa oviranje encima CYP51 vodi v upad de novo

biosinteze ergosterola, kar vodi v kopicenje metiliranih sterolnih prekurzorjev ergosterola
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in posledi¢ne poskodbe membrane glive, s ¢imer je ovirana njena rast (Rozman in sod.,
1996). Za zdravljenje glivnih infekcij rastlin, zivali in ljudi se uporabljajo azolna zdravila,
ki so ucinkovita tudi pri oviranju biosinteze sterolov nekaterih patogenih protozoj
(Strushkevich in sod., 2010). Za oviranje aktivnosti encima CYP51 se pri razli¢nih vrstah
gliv uporabljajo razli¢ni azoli in so ena od glavnih antimikotnih skupin zdravil na trgu
(Horvat in sod., 2011). Azoli se s heterocikli¢nim dusikom veZejo na Zelezov atom v hemu
(slika 10) in tako ovirajo aktivnost encima CYP51, ki posledicno slabse veZze in
metabolizira substrat (Lepesheva in Waterman, 2007). Dolgotrajna uporaba azolov lahko
vodi v razvoj odpornosti patogena na zdravilo ali pa zavira delovanje tudi humanega
encima CYP51A1 in drugih encimov naddruzine CYP (Strushkevich in sod., 2010). Na
nivoju aminokislinskega zaporedja encima CYP51 znasa enakost med sesalcem in glivo
38-42 % (Rozman in sod., 1996). Zaradi visje afinitete azolov po vezavi na glivni encim
CYP51 so stranski ucinki na biosintezo in metabolizem holesterola pri pacientih s

sistemsko kandidozo redki.

Zaradi vloge v biosintezi holesterola je humani encim CYP51A1 tudi tarc¢a razvoja novih
hipolipidemic¢nih zdravil (Horvat in sod., 2011). Trenutno zniZevanje vsebnosti holesterola
poteka z zaviranjem aktivnosti encima HMGCR, ki ga narekujejo statini, kar pa lahko
povzro¢i pomanjkanje ubikinona Vv krvi. Prizadeta je lahko tudi sinteza izoprenoidov, ki
nastanejo iz farnezil-PP v mevalonatni poti, ki je del biosintezne poti holesterola (Korosec
in sod., 2008). Oviranje CYP51A1 vodi v nalaganje dveh sterolnih prekurzorjev,
lanosterola in 24,25-dihidrolanosterola, ki na mestu C4 sterolnega obroc¢a vsebujeta dve
metilni skupini. Ni Se znano, ali se lahko oba sterolna prekurzorja pretvorita do Zol¢nih
kislin in izlo¢ita iz telesa (Horvat in sod., 2011). Zaviralci humanega CYP51A1l so:
azalanstat; derivati lanosterola; dvojni zaviralci, ki ovirajo glikogen fosforilazo in
CYP51A1 (Strushkevich in sod., 2010); ter derivati piridiletanol-(feniletil)- aminov, Ki z
vezavo piridina na hem zavirajo biosintezo holesterola v post-lanosterolnem delu poti
(Korosec in sod., 2008).
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2.4 CILINO IZBITJE GENOV

Gensko ciljanje je metoda vstavljanja specificnega zaporedja DNA s homologno
rekombinacijo v embrionalne mati¢ne (ES — angl.: embryonic stem) celice, kar omogoca
tvorbo misjih modelov z izbitimi geni (angl: knockout mice), (Branda in Dymecki, 2004).
ES celice izhajajo iz notranje celicne mase blastociste, iz katere se razvije zarodek. V
ustreznih pogojih gojenja in vitro ES celice obdrzijo svojo pluripotentnost in
nediferencirano stanje ter po ponovnem injiciranju v blastocisto in prenosu zarodkov v
nadomestno mater zopet naselijo zarodek ter tvorijo himerno mis. Preko himerne zarodne
linije se genetske spremembe prenesejo na potomce (Koentgen in sod., 2010). Tehnologija
genskega izbitja (angl: gene knockout technology) omogoc¢a tvorbo misjih modelov in
posledi¢no preucevanje vloge genskega produkta v in vivo pogojih pri normalnem razvoju
organizma ali pri bolezenskih stanjih, ki jih izzovejo mutacije ali okvare ciljnih genov.
Tehnologija se rutinsko uporablja za izbitje genov v genomu misi (Mus musculus), Kjer so
na voljo pluripotentne ES celice in se po prenosu v blastocisto ponovno vgradijo v notranjo
celitno maso. MiSi so ustrezne tudi zaradi kratkega generacijskega Casa, imajo veliko
potomcev, zmanjSane genetske variabilnosti (inbridirane linije) ter visoke homologije z
ve¢ino humanih bioloSkih procesov (Galli-Taliadoros in sod., 1995). Zaradi esencialnih
funkcij mnogih genov lahko njihovo celotno utiSanje povzro¢i smrt Ze v zgodnjem
embrionalnem razvoju, kar onemogoca preucevanje njihovih funkcij v kasnejsih stopnjah
razvoja zivali. Za preucevanje vloge gena le v specifi¢nih tkivih ali celiénem tipu in/ali ob
dolo¢enem ¢asu Zivljenja zivali je tako potrebno tvoriti misi s pogojnim ciljnim izbitjem
gena, kar se doseze z uporabo mestno in/ali casovno specificnega rekombinaznega sistema

Crel/lox ter FIp/FRT (Koentgen in sod., 2010).

2.4.1 Sistem Cre/lox

Sistem Cre/lox izvira iz bakteriofaga P1, ki mu omogoca vgraditev in izrez lastnega
genoma v genom gostiteljske bakterije (Abremski in Hoess, 1984). Cre (angl: Cyclization
recombination) je 38 kDa mestno specificna rekombinaza, ki spada v druzino integraz,

kamor spada tudi rekombinaza Flp Saccharomyces cerevisiae (Gibb in sod., 2010).
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Rekombinazi imata podobno tridimenzionalno strukturo in ohranjene kataliticne regije
(Gorman in Bullock, 2000). Cre za svoje delovanje potrebuje prepoznavna mesta zaporedij
lox (angl.: locus of crossingover). Zaporedje mesta lox je dolgo 34 bp in ga sestavljata
zaporedji dveh obrnjenih 13 bp dolgih ponovitev ter osrednje 8 bp dolgo zaporedje, katero
narekuje usmerjenost mesta lox (vodoravni puséici na sliki 12 a). Cre prepoznava in se
veze na mesta lox ter Kkatalizira specificno rekombinacijo med dvema mestoma lox
(Abremski in Hoess, 1984; Nagy, 2000).

Rekombinaza Cre lahko izvede izmenjavo verig v vsakem zaporedju DNA, tudi v
evkariontski celici, ¢e ima predhodno vnesena prepoznavna mesta lox (Sauer in
Henderson, 1988). Za svoje delovanje ne potrebuje dodatnih proteinov, kofaktorjev ali
substratov. Sistem Cre/lox je pomembno orodje pri spreminjanju genoma misi in
preucevanju izrazanja genov v pogojih in vivo (Gibb in sod., 2010; Ghosh in Van Duyne,
2002). Za naklju¢no tvorbo specifinega 34 bp dolgega zaporedja je potrebne 10'® bp
DNA. Celotni sesalski genom je velik 3 x 10° bp, zato lahko zaporedje lox v genom
sesalcev pride le z umetno vstavitvijo. Rezultat rekombinacije z rekombinazo Cre je
odvisen od kombinacije usmeritve in lokalizacije mest lox (¢rni trikotniki na sliki 12).
Dvosmerno cepitev, ki jo povzroé¢a Cre nakazujejo navpi¢ne bele puséice na sliki 12. Ce se
na isti molekuli DNA mesti lox nahajata v nasprotni smeri (slika 12 b), bo delovanje
rekombinaze Cre povzrocilo obrat vmesnega odseka DNA, medtem ko bo pri istosmerni
legi mest lox (slika 12 c) prislo do izreza odseka (krozni produkt). Po koncani reakciji
ostane v zaporedju enojno mesto lox. Ce se mesta lox nahajajo na razli¢nih molekulah
DNA, lahko pride do (slika 12 ¢) vgraditve ene DNA v drugo ali do translokacije (slika 12
d) med dvema kromosomoma. Po istem sistemu deluje tudi rekombinazni sistem FIp/FRT.
Rekombinaza Flp izreZze vmesno zaporedje med dvema 34 bp dolgima prepoznavnima

mestoma FRT (Nagy, 2000).



30

Prasnikar E. Dolocanje u¢inkovitosti stopnje izrezovanja gena Cyp51 pri misih s pogojno izbitim genom v jetrih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

(b) (© (d) — ' —
—» 4 P -
— )T+
Obrat ﬂﬂ Izrez ﬁ Integracija Jlﬁ Translokacija
g o E—
—P 14~
R S —

(a) 5'ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT 3°'
2'"TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATA 5'

T
Slika 12: Mestno-specifi¢en rekombinacijski sistem Cre/lox (Metzger in Feil, 1999: 470)

Uporaba sistemov Cre/lox in/ali FIp/FRT prepre¢i smrt miSjih zarodkov, saj sistem
omogoca pogojno izbitje ciljnega gena le v specifi¢nem tkivu ali celiénem tipu in/ali ob
specificnem ¢asovno-razvojnem obdobju, drugod pa je gen funkcionalen. Za tvorbo
misjega modela s pogojno izbitim genom je potrebno ustvariti dve misji liniji. Prva linija
ima preiskovani odsek gena, obdan s parom enako usmerjenih mest lox, druga linija pa ima
vstavljen transgeni zapis s promotorjem, ki se izraza v specificnem tkivu ali celiénem tipu
in/ali ob dolo¢enem ¢asovno-razvojnem obdobju, kateremu sledi zapis za rekombinazo
Cre. S serijo krizanj obeh linij se tvorijo potomci, ki vsebujejo transgeni zapis rekombinaze
Cre in mesta lox, ki obdajajo preiskovani odsek ciljnega gena v celothem genomu. Le v
celicah, kjer poteka sinteza mestno specifi¢éne rekombinaze Cre, pride do prepoznavanja in
vezave rekombinze Cre na mesta lox, kar vodi v izrez osrednjega zaporedja iz genoma ter
posledi¢no izbitje gena. Celi¢no ali tkivno in/ali Casovno izbitje gena je odvisno od
promotorja, ki uravnava prepisovanje rekombinaze Cre. V preostalih celicah, kjer ne pride
do prepisovanja rekombinaze Cre, je delovanje ciljnega gena neovirano (Galli-Taliadoros
in sod., 1995; Nagy, 2000).

Veliko humanih bolezni (npr. rak) se razvije iz genetskih dogodkov, ki se zgodijo v
dolo¢enem tkivu na doloceni stopnji razvoja ali kasneje v zZivljenju. Modeliranje tak$nih
pogojev poteka s kombinacijo pogojnega genskega ciljanja in tkivno-specificnega
izrazanja Cre, Cigar aktivnost nadzoruje dodajanje netoksi¢ne spojine (Koentgen in sod.,

2010). Uravnavanje casovne aktivnosti Cre lahko poteka z ustreznimi inducibilnimi
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promotorji ali pa s kompleksi, kjer sta vezana ligand in Cre (Metzger in Feil, 1999).
Inducibilni promotorji omogocijo izrazanje rekombinaze Cre, tako da se odzovejo na
dodajanje razli¢nih spojin (npr. tetraciklin ali interferon), kompleks Cre/ligand pa se
sprosti ob dodatku sinteti¢ne spojine (npr. tamoksifen), ki povrne rekombinazi Cre
aktivnost. Za tvorbo mutacije v doloc¢enem ¢asu lahko rekombinazo Cre v celico dostavijo
tudi virusi (Tronche in sod., 2002). Mesto in ¢as izrazanja Cre je nadzorovano z mestom in

s ¢asom injiciranja virusov (Nagy, 2000).

Dvojne linije misi imajo ve¢ moznosti uporabe. Lahko se kriza ena linija mi$i s specifi¢no
vstavljenimi mesti lox z linijami misi, ki nosijo zapis rekombinaze Cre pod razli¢nimi
promotorji, kar omogoca preuCevanje funkcije gena v razli¢nih celi¢nih tipih (Galli-
Taliadoros in sod., 1995). Lahko pa se kriza linija miSi s specifiénim izrazanjem
rekombinaze Cre z linijami misi, ki imajo vstavljena mesta lox v razli¢ne odseke DNA, s
¢imer je mozno preucevati funkcije razlicnih genov v specificnem tipu celic (Branda in

Dymecki, 2004).

2.4.2 Manipulacija misjega genoma

Za diplomsko nalogo smo preverjali u¢inkovitost izreza gena Cyp51, ki ga je v jetrih
narekovala rekombinaza Cre. Za pogojno izbitje miSjega gena Cyp51 v jetrih sta se
uporabili kombinaciji dveh strategij. Prva je bila mikroinjeciranje transgenega zapisa
rekombinaze Cre v pronukleus za pripravo misje linije albumin-Cre. V genomu
pridobljenih misi je prepisovanje zapisa rekombinaze Cre narekoval albuminski promotor z
visoko stopnjo izrazanja vV hepatocitah (Postic in sod., 1999). Druga strategija pa je bila

gensko ciljanje mest lox v gen Cyp51 za pripravo misi Cyp51'™ (Keber in sod., 2011).

2.4.2.1 Tvorba misi z izbitim genom

Vsako ciljanje genov se za¢ne z nacrtovanjem in razvojem ciljnega vkljucka (slika 13), ki
je sestavljen iz dveh homolognih rocic, pozitivne in negativne selekcijske kasete ter iz

dveh prepoznavnih mest lox in FRT za rekombinazo Cre in Flp (Koentgen in sod., 2010).
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Na sliki 13 poudarjene ¢rne ¢rte v ciljnem vkljucku predstavljajo homologne rocice, ki se
ujemajo s ciljnim lokusom v ES celicah. Simbol + oznacuje pozitivho (npr. neomicinska,
neo), simbol - pa negativno (npr. timidin kinaza, TK) selekcijsko kaseto. Simbola X
predstavljata mesti homologne rekombinacije. Homologni roc¢ici sta identi¢ni ciljni regiji v
misji DNA. Mesti FRT obdajata pozitivno selekcijsko kaseto, ki se nahaja v intronu
homologne regije vkljucka. Negativna selekcijska kaseta se nahaja izven homologne regije.
Obe selekcijski kaseti vsebujeta Se vsaka svoj promotor, ki sta aktivna v ES celicah in
poliadenilacijski signal. Mesti lox se nahajata v intronih in obdajata ciljni ekson/-e. Ciljanje
gena obicajno poteka z elektroporacijo vklju¢ka v pluripotentne ES celice linije 129Sv
(Galli-Taliadoros in sod., 1995).

[ oo B Ho— ciliivijucek

] [ Ciljnilokus

Zamenjava gena

——” ekson }-»—{ .‘.]'D— (pozitivnain
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Slika 13: Shema odstranitve pozitivne selekcijske kasete s sistemom FIp/FRT (Branda in Dymecki, 2004: 15)

Homologni rocici, po transfekciji, vodita vkljuc¢ek do mesta ujemanja v genomu misjih ES
celic, kjer izvedeta homologno rekombinacijo, s ¢imer se zaporedje homologne regije
vkljucka, skupaj s pozitivno selekcijsko kaseto, vstavi v endogeni gen ES celic. Negativna
selekcijska kaseta lezi izven homologne regije vkljucka, zato se s homologno
rekombinacijo ne vstavi v genom (Koentgen in sod., 2010). Po vgraditvi vkljucka sledi
dvojna selekcija, pozitivna in negativna. Pozitivna selekcijska kaseta kodira odpornost na
geneticin pri neo kaseti, negativna selekcijska kaseta pa ob dodatku ganciklovirja pri TK
kaseti tvori toksi¢ne intermediate in povzro¢i smrt celice. ES celice, ki so vkljucek sprejele

s homologno rekombinacijo, vsebujejo le pozitivno selekcijsko kaseto neo in jim dodatek
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geneticina in ganciklovirja ne skodi. ES celice z naklju¢no vgrajenim vkljuckom pa, kljub
odpornosti na geneticin, propadejo zaradi preobcutljivosti na ganciklovir (Galli-Taliadoros
in sod., 1995).

Po opravljeni selekciji ES celic je potrebno pozitivno selekcijsko kaseto odstraniti iz
genoma, saj lahko njeni mocni regulatorni prepisovalni elementi utiSajo ali motijo
izrazanje sosednjih genov, kar lahko vpliva na interpetacijo fenotipa (Koentgen in sod.,
2010). V ta namen se uporablja strategija z dodatnim sistemom FIp/FRT (Nagy, 2000).
Rekombinaza Flp katalizira izrez pozitivne selekcijske kasete, ki se nahaja med mestoma
FRT. Reakcija lahko poteka v pogojih in vitro ali in vivo in tvori pogojni alel z dvema
mestoma lox in enojnim mestom FRT v intronih ciljnega gena, s Cimer se ohrani njegova
funkcionalnost (Branda in Dymecki, 2004; Koentgen in sod., 2010). Selekcionirane celice
se injicirajo v nadomestne blastociste, iz katerih se razvijejo himerne misi. Postopek je
tehni¢no zahteven zaradi uporabe mikromanipulatorja, kjer mikropipeta fiksira prejemno
blastocisto, injekcijska pipeta pa predre njeno zunanjo plast in spusti ES celice v blastocel,
ki se wvgradijo v notranjo celino maso blastociste. Drugi nacin priprave gensko
spremenjenih Zivali iz mati¢nih celic je priprava agregacijskih himer, ki vkljucuje: zbiranje
osemceli¢nih zarodkov; odstranitev glikoproteinske ovojnice (cona pelucida), ki obdaja
zarodek; agregacija pridobljenih »golih« zarodkov z ES celicami (sokultura) ali vgnezditev
skupka ES celic z »golim« zarodkom v mikrojamicah; gojenje do stopnje blastociste; in
kon¢en prenos zarodkov v psevdobreje nadomestne samice. Pridobljene himerne misi z
mesti lox, ki obdajajo ciljni ekson gena, se gojijo do homozigotnih potomcev s popolnoma
funkcionalnim ciljnim genom. Nadaljnjo krizanje z miSmi, ki pod Zelenim promotorjem
izrazajo zapis rekombinaze Cre, pa tvori potomce s ciljnim izbitjem gena (Galli-Taliadoros
in sod., 1995) v specifi¢énem tkivu ali celi¢ni liniji ali/in ob dolo¢enem ¢asovno-razvojnem
obdobju (Zhu in sod., 2006). Ceprav vedanje vmesnega zaporedja med mesti lox manjsa
ucinkovitost Cre rekombinacije, se lahko in vivo izreze odsek DNA velikosti ve¢ kot 4 Mb
(Tronche in sod., 2002).
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2.5 DOLOCANIJE STOPNJE IZREZA CILINEGA GENA V TKIVU

2.5.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR - angl.: polymerase chain reaction)

PCR je metoda, ki jo leta 1983 odkril Kary Mullis in omogoca in vitro sintezo nukleinskih
kislin, s katero je mozno pomnoziti milijone kopij dolo¢enega odseka zaporedja DNA. Za
izvedbo reakcije PCR so potrebni sintetiéni zacetni oligonukleotidi, DNA polimeraza,
nukleotidne baze, magnezijevi ioni (Mg?"), reakcijski pufer in cikli¢ni termostat (aparatura,
ki spreminja in nadzoruje temperaturo reakcijske mesSanice, v Kateri se izvaja PCR). Za
podaljsevanje verige DNA se obi¢ajno uporablja termo stabilna polimeraza Taq, Ki izvira
iz bakterije Thermus aquaticus. Reakcija pomnozevanja poteka cikli¢no, vsak cikel pa je
sestavljen iz treh korakov (slika 14). V prvem koraku se izvede vrocCinska denaturacija
DNA pri temperaturi ~ 90 °C. V drugem koraku se zniza temperatura na ~ 65 °C, kjer
poteka naleganja kratkih enoveriznih zacetnih oligonukleotidov na enoverizne matri¢ne
DNA in vezava polimeraze na njihove 3'-konce. V tretjem koraku se s poviSanjem
temperature na ~ 75 °C aktivira polimeraza, ki pomnozi komplementarne verige od zacetka
zaCetnih oligonukleotidov do konca matrice in tako tvori dvoverizno DNA. Dolzino

pomnozka PCR doloca specifi¢en par zacetnih oligonukleotidov.

B 3 A1 T 4
5 2 } cilinaDNA

1. Taljenje (=90°C)
5 3

- —_— 5 - 3
3 igeP 3 5
3. Podaljsevanje (72 °C) \ /2‘ Naleganje (65°C)
Zacetni oligonukleotid 1 : F
i bt e
~— ——

i 5

T

Zacetni oligonukleotid 2
Slika 14: Cikel PCR (Brownstein, 2004: 209)
Za zagon reakcije PCR mora reakcijska meSanica vsebovati dovolj reagentov, z izjemo
matricne DNA, ki omogocijo vezavo zacetnih oligonukleotidov na matricno DNA.

Obicajno potece reakcija v 20— do 40-ih ciklih. V zacetnih ciklih poteka pomnoZevanje
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eksponentno, kjer se teoreticno Stevilo kopij odseka DNA z vsakim ciklom podvoji. V
kasnejsih ciklih pri¢ne primanjkovati reagentov in upade ucinkovitost polimeraze, zato je
reakcija pomnoZevanja linearna, dokler ne doseze platoja ter se ustavi. Zaznavanje nastalih
pomnozkov poteka po kon¢anem PCR, obicajno z elektroforetsko lo¢bo na agaroznem gelu
z dodatkom etidijevega bromida (Brownstein, 2004). Dobljeni lo¢eni segmenti ne podajo
kvantitativnih rezultatov, saj reakcija ni ves ¢as eksponentna, zato predpostavka, da se z

vsakim ciklom koli¢ina kopij podvoji, ni veljavna (Your one-stop-shop ..., 2004).

Reakcija PCR je uporabna pri genotipizaciji misi z izbitim genom iz repne DNA. PCR je
lahko le metoda presejalnega testa za identifikacijo mladi¢ev z ustreznim genotipom, kjer
zaznava prisotnosti mest lox in zapisa rekombinaze Cre nakazuje na potencialnega
mutanta, ni pa primerna metoda za dolo¢anje obsega genskega izbitja, Ki ga tvori tkivno
specificno izrazanje rekombinaze Cre. Prisotnost transgenega zapisa rekombinaze Cre Se
ne pomeni izreza ciljnega gena v celotnem ciljnem tkivu. Tudi utiSanje izraZanja ali

zmanj$anja aktivnosti rekombinaze Cre lahko vodi v nepopoln izrez (Schulz in sod., 2007).

2.5.2 Prenos po Southernu

Za ugotavljanje stopnje genskega izbitja v ciljanem tkivu se lahko uporablja metoda
prenosa po Southernu (Ekstrand in Larsoon, 2002), ki pa je le pol kvantitativna in zahteva
veliko koli¢ino sveZzega tkiva. Pogosto pa je pri Studijah misjih mutant za histokemijske
analize potrebno izvesti perfuzijsko fiksacijo cele zivali ali tkivnih vzorcev v
paraformaldehidu, kar povzrofa navzkrizno povezovanje nukleinskih kislin in visoko
fragmentiranost DNA dolzine 100-1500 bp. Dolzine matric vplivajo na uspeSnost
hibridizacije po Southernu (Miiller in sod., 2009). Za pravilno dolo¢ene kvantitativne
podatke je pomemben razrez genomske DNA, saj nepopoln razrez povzro¢i vezavo
specificne sonde na razli¢no dolge fragmente DNA, kar onemogoci pravilno kvantifikacijo.
Tehnicno zahtevni koraki (elektroforezna locitev fragmentov, prenos na najlonsko
membrano, navzkrizno povezovanje, oznadevanje sonde s P*, uginkovita hibridizacija,

zadostno spiranje ...) lahko ob nepravilni izvedbi uni¢ijo poskus (Chain in sod., 2005).
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2.5.3 Reakcija qPCR

Reakcija gPCR predstavlja nadgradnjo navadnega PCR, saj, poleg pomnoZevanja,
omogoca tudi sprotno merjenje koli¢ine pomnozka, ki temelji na merjenju in beleZenju
fluorescence (slika 16). Cikli¢ni termostat z vgrajenim svetlobnim virom vzbudi
fluorescentno barvilo, fotozaznavne diode pa zaznajo oddano svetlobo (Bell in Ranford-
Cartwright, 2002). Pri vsaki reakciji se dolo¢i prazna linija fluorescence (slika 15), ki
presega fluorescenco ozadja. Na prazni meji imajo vsi vzorci enako Stevilo kopij DNA.
Cikel, v katerem vzorec doseze mejo, se imenuje tocka prehoda Cp (angl.: crossing point)
ali Ct (angl.: crossing threshold), (Ginzinger, 2002; Your one-stop-shop ..., 2004). V
eksponentni fazi reakcije (slika 15) je u¢inkovitost pomnoZevanja blizu 100 %, vendar se
fluorescenca vsote pomnozka sprva nahaja pod fluorescenco ozadja. Z nadaljnjim
pomnoZevanjem nastane dovolj pomnoZzka, da doseze Cp, kjer se mu pomeri fluorescenca
(Pfaffl, 2004; VanGuilder in sod., 2008). Z vecanjem koli¢ine pomnozka Se sorazmerno
veca signal fluorescence (Ginzinger, 2002; Your one-stop-shop ..., 2004). V linearni fazi
Se vedno poteka nalaganje pomnozka in naras¢anje fluorescence, vendar ucinkovitost
pomnoZevanja pocasi upada zaradi izrabljenih reagentov in zmanjSane aktivnosti
polimeraze. V poznih ciklih reakcija preide v fazo platoja, kjer se pomnozevanje zaradi
porabe reagentov in/ali upada aktivnosti polimeraze konca in reakcija se ustavi (Pfaffl,
2004; VanGuilder in sod., 2008). Aparature vsebujejo tudi programsko opremo za analizo
pridobljenih podatkov, zato po koné¢ani reakciji ni potrebo nadaljnjo rokovanje z vzorci, s

¢imer so odpravljneje eksperimentalne napake (Bell in Ranford-Cartwright, 2002).
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Slika 15: Faze qPCR (VanGuilder in sod., 2008: 622)

Chain in sod. (2005) so ugotovili, da je za doloCanje stopnje genskega preurejanja T—
celinega receptorja v redki populaciji celic timocit primernejSa metoda qPCR, kot pa
prenos po Southernu, ki je tehni¢no zahteven za izvedbo ter zahteva velike koli¢ine zacetne
DNA (15 pg). Za izvedbo gPCR pa so potrebovali 5-15 ng zacetne DNA, ki jim je brez

tehni¢no zahtevnega dela podala kvantitativne rezultate.

Dolocanje deleza DNA z izrezanim ciljnim genom, ki ga narekuje Cre, pri metodi qPCR,
temelji na uporabi kemije barvil SYBR Green (Miilller in sod., 2009) ali DNA sonde (Weis
in sod., 2010). Metoda qPCR se lahko uporablja tudi pri analiziranju kratkih DNA

fragmentov, ki so nastali zaradi fiksacije tkiva (Miiller in sod., 2009).

2.5.3.1 Zaznavni sistemi za kvantifikacijo

Metoda gPCR za zaznavo zaporedij nukleinskih kislin uporablja merjenje fluorescence, Ki
lahko poteka na specifi¢en ali nespecificen na¢in (slika 16). Specifi¢en tip zaznave lo¢i
zelene pomnozke od nespecificnih pomnozkov ali dimerov zacetnih oligonukleotidov.
Nespecificen tip pa zazna vse dvoverizne pomnoZzke, ki nastanejo med reakcijo

pomnoZevanja.
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Slika 16: Razli¢ne kemije za zaznavo fluorescence pri gPCR (Bell in Ranford-Cartwright, 2002: 341)

25311 Nespecifi¢en zaznavni sistem z barvilom SYBR Green

Barvilo SYBR Green je interkalarno barvilo (beli S na sliki 16 a), ki se med fazo
pomnoZevanja qPCR veze v nastajajoCe dvoverizne pomnozke DNA in oddaja moc¢no
fluorescenco (zeleni S na sliki 16 a). Najpogostejse uporabljeno barvilo je SYBR™ green I,
ki se vzbudi pri 497 nm, fluorescira pa pri 520 nm (Your one-stop-shop ..., 2004).
Molekule SYBR Green tvorijo mo¢no fluorescenco zaradi nespecifiéne vezave V vse
nastale dvoverizne pomnozke DNA (specificni in nespecifi¢ni pomnozki ter dimeri
zaCetnih oligonukleotidov). Interkalarna barvila so zaradi nespecifi¢nosti vezanja cenej$a
in enostavnejs$a za uporabo od sond ter svetil, kar pa lahko vodi v napaéno interpretacijo
zaznane fluorescence. Vsota signala je odvisna od pomnozene koli¢ine dvoverizne DNA in
se med reakcijo veca, vendar, pri enaki uéinkovitosti pomnozevanja, dalj$i pomnozki
tvorijo ve¢ signala fluorescence kot pa krajsi (VanGuilder in sod., 2008). Po koncani
reakciji s kemijo SYBR Green je tako potrebno izvesti analizo talilne krivulje (angl.:
melting curve analysis), s katero je mogoCe zaznati razlicne dolzine pomnozkov. Med
pocasnim segrevanjem reakcijske meSanice s pomnozki iz 40 °C do 95 °C poteka belezenje
fluorescence. Pri temperaturi, kjer se dvoverizna DNA stali (talilna temperatura, Tm),

pride do sprostitve barvila SYBR Green in upad fluorescence, kar oznacuje vrh (angl:
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melting peak) na talilni krivulji. Razlicno dolgi pomnozki imajo razlicne Tm, kar se na
grafu talilne krivulje izriSe kot posamezen vrh vsakega pomnozka. Pri popolnoma
optimizirani reakciji gPCR vsebuje talilna krivulja le en vrh, saj nacrtovani par zacetnih

oligonukleotidov tvori pomozek specificne dolzine.

Barvilo se lahko uporablja tudi pri optimizaciji reakcije PCR in pri preverjanju
specifi¢nosti izbranega para zacetnih oligonukleotidov. Z barvilom SYBR Green je mozno
istoCasno preverjati razli¢ne ciljne gene brez dragih dvojno oznacenih sond. Pogoj za to¢no
kvantifikacijo s kemijo SYBRGreen so dobro naértovani zac¢etni oligonukleotidi, ki tvorijo
le specifiten pomnozek. Obstaja tudi barvilo SYBR® Gold z vzbuditvijo pri 495 nm in
oddajanju pri 537 nm, ki je obstojnejse od SYBR® Green |, saj le-ta hitro razpada.

25.3.1.2 Specifiéni zaznavni sistemi

Obstaja ve¢ specificnih zaznavnih sistemov, ki temeljijo na uporabi kemij enoveriznih
sond. Sonde so lahko oznacene z barvili, katere se razlikujejo po razli¢nih spektrih
vzbuditve in oddajanja. Obicajno se na eni strani sonde nahaja molekula fluorofora, na
drugi pa molekula dusilca. Izbira tehnike zaznave in molekul fluorofora ter dusilca je

odvisna od poskusa.

Molekula fluorofora po vzbuditvi s svetlobo specifitne valovne dolZzine preide iz
osnovnega v viSje vzbujeno stanje in oddaja svetlobo dolocene visje valovne dolzine.
Energijo fluorofora, v obliki svetlobe, sprejme molekula dusilca, Ki jo nato z mehanizmom
proksimalnega dusenja ali z mehanizmom fluorescentnega resonanénega prenosa energije
(FRET - angl.: fluorescence resonance energy transfer) razpr$i v obliki toplote oz.
svetlobe. V odsotnosti dusilca pa fluorofor pri vraéanju v 0snovno stanje, odve¢no energijo

sprosti kot fluorescenco (Your one-stop-shop ..., 2004).
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2.5.3.1.2.1  Kemija sonde TagMan®

Sonda TagMan® je enoverizno oligonukleotidno zaporedje, komplementarno eni od verig
DNA, ki se pomnozuje. Na 5—koncu ima pripeto fluorescentno reportersko molekulo (beli
R na sliki 16 b), na 3koncu pa molekulo dusilca (Q na sliki 16 b). Reporter oddaja
fluorescenco, ki pa jo dusilec, preko mehanizma FRET, dusi. Med prileganjem zacetnih
oligonukleotidov na ciljno zaporedje DNA se sonda TagMan prilega v regijo med obema
zaCetnikoma. Kemija TagMan izrablja 5'-3' eksonukleazno aktivnost polimeraze Taq, ki v
koraku podalj$evanja matricne DNA razgradi neobstojno hibridizirano sondo, kar povzroci
sprostitev reporterja in posledi¢no porast fluorescence (zeleni R na sliki 16 b), ki je
sorazmerna s koli¢ino pomnozka. Ce v reakciji ne nastaja pomnozek, ne pride do vezave in
razpada sonde, zato ostane fluorescenca zaduSena. Kemija TagMan zvi$a natan¢nost in
specificnost zaznave pomnozkov, vendar zahteva natan¢no, gensko-specificno ujemanje
treh neodvisnih oligonukleotidnih zaporedij. Zaradi moZnosti uporabe vec¢ih sond z
razliénimi fluorofori, kjer je vsaka specifina za en gen, se lahko metoda uporablja pri
kvantifikaciji ve¢ih genov v eni reakciji (Your one-stop-shop ..., 2004; VanGuilder in
sod., 2008).

2.5.3.1.2.2  Dvojne hibridizacijske sonde

Tehnologija dvojnih hibridizacijskih sond temelji na uporabi dveh razli¢nih fluorescentnih
oligonukleotidnih sond (slika 16 c), (VanGuilder in sod., 2008). Prva sonda nosi na 3'-
koncu fluorescentni reporter (rde¢i D na sliki 16 ¢), druga pa na 5'-koncu neko drugo
fluorescentno barvilo (zeleni A na sliki 16 ¢). Na prostih koncih imata fosforilacijski
modifikaciji, Ki preprecujeta njuni podaljSevanji (beli B na sliki 16 c). Na ciljno zaporedje
DNA hibridizirata tako, da sta fluorofora obeh sond v neposredni bliZini obrnjena drug
proti drugemu. Prvo barvilo po vzbuditvi oddaja fluorescentno svetlobo visje valovne
dolzine in, zaradi neposredne blizine, vzbudi fluoroscentno molekulo na sosednji
hibridizacijski sondi, ki oddaja fluorescentno svetlobo Se viSje valovne dolzine. Ta
fluorescenca se zaznava (Mocellin in sod., 2003). Prenos energije med barviloma poteka

preko mehanizma FRET (VanGuilder in sod., 2008). Odstranitev sond iz matrice povzro¢i
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oddaljitev D in A, s ¢imer se prencha FRET, fluorescenca pa upade. Sistem je visoko
specificen, saj je za tvorbo signala potrebna vezava obeh sond (Bell in Ranford-Cartwright,
2002).

25.31.23 Molekularna svetila

Molekularno svetilo je sonda s strukturo stebla in zanke (slika 16 d). Zaporedji rocic sta si
komplementarni in tvorita steblo, zaporedje zanke pa je komplementarno ciljni matrici
DNA. Konca stebla sta oznacena s fluoroforom (zeleni R na sliki 16 d) in z dusilcem (beli
Q na sliki 16 d). Nevezano molekularno svetilo zaradi strukture stebla drzi fluorofor in
dusilec v neposredni blizini, kar zadusi fluorescenco. Po hibridizaciji na ciljno zaporedje
pa se zanka odpre, s ¢imer se fluorofor in dusilec oddaljita, dusenje pa se preneha. To vodi
v oddajanje fluorescence (zeleni R na sliki 16 d). Z visanjem temperature pri podaljSevanju
verige se molekularno svetilo sprosti od Sablone in ponovno tvori strukturo zanke in stebla
ter tako zadusi fluorescenco (beli R na sliki 16 d). Po koncani reakciji qPCR je potrebno
izvesti analizo talilne krivulje (Bell in Ranford-Cartwright, 2002; VanGuilder in sod.,
2008).

2.5.3.2 Analiza podatkov

Merjenje vrednosti fluorescence, ki odraza kopi¢enje pomnozkov, poteka v vsakem ciklu
reakcije qPCR. RacunalniSka oprema med reakcijo izrisuje graf v odvisnosti pomerjene
vrednosti fluorescence od cikla reakcije. V zacetnih ciklih se fluorescenca pomnozkov
nahaja pod fluorescenco ozadja plastike in reagentov, vendar se z nadaljnjimi cikli
nakopici dovolj pomnozka, da njegova fluorescenca preseze ozadje. Merjenje fluorescence
poteka v eksponentni fazi, v kateri $e ne primanjkuje reagentov in aktivnost polimeraze Se
ni ovirana, zato je ucinkovitost podvojevanje pomnozkov blizu 100 %. Ker vecina
eksponentnega pomnoZevanja poteka v obmocju fluorescence ozadja, je potrebo
avtomatsko ali ro¢no dolo¢iti prazno vrednost, kjer je zaznan signal fluorescence visji od
ozadja. Tocka prehoda, Cp ali Ct, je Stevilo potrebnih ciklov pomnoZevanja, v katerem

fluorescenca preiskovanega vzorca doseze linijo prazne vrednosti fluorescence. Vrednost
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Cp je obratnosorazmerna z zac¢etnim $tevilom kopij DNA, saj je pri manjsi zacetni koli¢ini
vzorca potrebnih ve¢ ciklov, da reakcija doseze linijo prazne vrednosti fluorescence. Vsak
preiskovani vzorec doseze prag fluorescence pri razlicnem Cp, zato se na osnovi vrednosti
Cp preraduna koli¢ina kopij nukleinskih Kislin vsakega vzorca (Ciko$ in Koppel, 2009).

Kvantifikacija pomnozkov reakcije JPCR lahko poteka absolutno ali relativno.

25321 Relativna kvantifikacija

Relativna kvantifikacija dolo¢a spremembe v stopnji izrazanja preiskovanega gena med
razliénimi vzorci in jih izraza relativno glede na stopnjo notranjega kontrolnega
referencnega gena. Referencni gen je pogosto gospodinjski gen, ki se prav tako podvaja v

reakciji QPCR. Poznanih je ve¢ matemati¢nih modelov za analizo podatkov.

Pogosto uporabljena metoda za relativno kvantifikacijo je metoda 2T z dvema
predpostavkama. Prva predpostavka je, da je u¢inkovitost reakcije 100 %, kjer se z vsakim
ciklom vsota pomnozka podvoji, zato poteka kvantifikacija v eksponentni fazi reakcije, v
kateri e ne primanjkuje reagentov in ni razgradnje pomnozka. V tej fazi se doloci linija
prazne fluorescence, Ki jo reakcija doseze v toc¢ki Cp (Ct) in tako preseze fluorescenco
ozadja. Druga predpostavka pa je, da se med vzorci nahaja endogeni kontrolni gen, ki se
ves Cas izraza v enaki stopnji in tako popravlja razlike med vzorci. V reakciji gPCR se
meri fluorescenca preiskovanega in kontrolnega gena. Vsak vzorec dosezne linijo prazne
fluorescence pri razlicnih Ct (ACp). Odstetie ACp kontrolnih razmer in ACp
eksperimentalnih razmer poda negativno vrednost —AAC,, ki je eksponent Stevila 2.
Vrednost relativne kvantifikacije poda delez izraZanja preiskovanega vzorca v primerjavi s

kontrolnim vzorcem (VanGuilder in sod., 2008).

S Pfafflovem matematicnem modelom se relativna kvantifikacija izraCuna s programsko
opremo aparature LightCycler podjetja Roche Applied Science iz ucinkovitosti reakcije
gPCR in deviacije vrednosti Cp neznanega vzorca v primerjavi s kontrolnim vzorcem. Pri
tej metodi ni potrebe po standardni krivulji. Programska oprema aparature poda

ucéinkovitost eksponentne faze reakcije iz vrednosti Cp in logaritemskih vrednosti zacetnih
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molekul. Nivo relativnega izrazanja preiskovanega gena se normalizira z izrazanjem
endogenega neuravnavanega referencnega gena, ki uravnava notranje razlike med

reakcijami gPCR (Pfaffl, 2001).

Normalizacija je potrebna zaradi razlik v koli¢ini in kvaliteti zaCetnega genetskega
materiala vzorcev v vsaki jamici plosce za gPCR in zaradi odstopanj med bioloskimi ter
tehni¢nimi ponovitvami vzorcev, ki motijo analize podatkov. Isto¢asna kvantifikacija
endogenega referenénega gena, ki je obi¢ajno nek gospodinjski gen, odpravi razlike med
vzorci. Pravilno izbran referen¢ni gen normalizira razlike v vsoti in kakovosti zaCetnega
materiala, kot tudi v u€inkovitosti reakcije. Endogeni gospodinjski ali referencni gen,
uporabljen za normalizacijo, mora imeti podobno izrazanje kot preiskovani vzorci, pogoji
poskusa ne smejo vplivati na njegov nivo izrazanja in mora imeti podobno kinetiko v vseh
korakih pomnoZevanja kot preiskovani vzorci. Najpogosteje uporabljeni gospodinjski geni
so tisti, ki so nujni za prezivetje celice in se zato stalno izrazajo. Ti geni so: aktini,
GADPH, ciklofilin, albumin, mikroglobulini, 18S rRNA ali 28S rRNA in tubulin. Najbolj

ustrezne referen¢ne gene je potrebno dolociti pri vsakem poskusu posebej (Pfaffl, 2004) .

2.5.3.2.2 Absolutna kvantifikacija

Z absolutno kvantifikacijo se dolocCi to¢no Stevilo molekul specificnega ciljnega zaporedja
(DNA ali RNA) v preiskovanem vzorcu na celico, celotno DNA/RNA ali na maso tkiva.
Absolutna kvantifikacija zahteva izdelavo standardne krivulje z znanimi vrednostmi
(Stevilo kopij ali masa DNA/RNA) preiskovanega zaporedja. Metoda predvideva, da je
pomnoZevanje standardne DNA in neznane DNA enako udinkovito (Ciko§ in Koppel,
2009). Standardna krivulja odraza linearno razmerje med vrednostmi Cp in logaritemskimi
vrednostmi S$tevila kopij standardne DNA/RNA, iz katere se nato, glede na vrednost Cp,
odcita Stevilo kopij DNA/RNA preiskovanega vzorca (Bell in Ranford-Cartwright, 2002;
Mocellin in sod., 2003).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Terminologija

V diplomski nalogi so bila imena humanih genov poenotena v skladu z veljavno
nomenklaturo, ki jo predpisuje Hugo Gene Nomenclature Committe (Hugo Gene ...,
2013), imena mis$jih genov pa z nomenklaturo, ki jo predpisuje Mouse Genome Informatics
(Mouse Genome ..., 2013). Poenotenje je bilo potrebno, ker so se v objavah pogosto

uporabljala razli¢na starej$a imena.

3.1.2 Laboratorijski pribor

Avtomatske pipete Gilson, Francija

Veckanalna pipeta Eppendorf, Nemcija

Reagencne posodice Eppendorf, Nemcija

Centrifuga 5417C Eppendorf, Nem¢ija

Kadicke za elektroforezo Pharmacia, Svedska

Pipetni nastavki brez filtra Brand, Nemcija

Mikrovalovna pecica Orion, Madzarska

Elektroforeza Pharmacia, Svedska

GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems, ZDA
Tehtnica Sartorius, Nemcija

Sealin folija 480 Roche Applied Science, Nemcija
Light Cycler 480 11 Roche Applied Science, Nemcija
NanoVue™ GE Healthcare Life Sciences, ZDA

Naprava za slikanje gelov (U:GENIUS) Syngene, ZDA
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3.1.3 Laboratorijska mi§

Linija mi§i Cyp51'™ z uradnim imenom B6.129SV-Cyp51tm1Bfro, ki smo jo uporabili v
diplomski nalogi, je bila vzgojena na Oddelku za zootehniko Biotehniske fakultete v
Ljubljani (Keber in sod., 2011). Postopek priprave misjega modela je prikazan na sliki 17.
Uporabljene misje linije za vzgojo misi s pogojno izbitim genom Cyp51 so navedene v
preglednici 3.

Alel divjega tipa (CypS1*)
5’ - ¥

Ciljni >< T~
vkljucek
=)

Ciljni alel v ES celicah (Cyp3 [lox#rnea)

p lox 3 PGKneo 4 _lox 5

S Flp izrezana kaseta
PGKneo v ES celicah

= =3

l s Cre izrezana eksona 3 in 4 v zarodni liniji

Alel lox (Ci}})j] fox)

Izbit alel (Cvp31-)

=1

Slika 17: Shema konstrukcije alela Cyp51" v mi§jem zarodku (povzeto po Keber in sod., 2011: 29088)

Za pripravo ciljnega vkljucka je bilo zaporedje gena Cyp51 izolirano iz umetnega
bakterijskega kromosoma, klona 519E21, ki je bil pridobljen iz knjiznice umetnih
bakterijskih in misjih kromosomov 129/Sv (Research Genetics, Huntsville, AL). V ciljni
vkljucek so bile z metodo rekombinantne DNA dodane kaseta TK za negativno selekcijo
(¢rni puscici na sliki 17), z mesti FRT (modri pravokotniki s trikotniki na sliki 17) obdana
neomicinska kaseta PGKneo za pozitivno selekcijo in dve mesti lox (modri pusc¢ici na sliki
17). Neomicinska kaseta z mesti FRT je bila vstavljena v intron 3 (mesto med eksonoma 3

in 4). Zaporedji lox pa sta bili vstavljeni v intron 2 (mesto med eksonoma 2 in 3) in 4
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(mesto med eksonoma 4 in 5), tako da sta obdajali eksona 3 in 4 (¢rni kvadrati na sliki 19),
da ju je kasneje lahko rekombinaza Cre izrezala. Kaseta z genom za TK je sluzila za
negativno selekcijo klonov, ki so vgradili vklju¢ek v genom z naklju¢no vstavitvijo.
Prekrizane ¢rte na sliki 17 nakazujejo mesta homolognih rekombinacij. Linearizirane ciljne
vkljucke so z elektroporacijo vnesli v ES celice iz linije 129Sv. Po dvojni selekciji celic z
geneticinom in ganciklovirjem so pridobili rekombinantne klone, ki so imeli vkljucke
vstavljene s homologno rekombinacijo. Z vnosom rekombinaze Flp se je najprej izrezalo
zaporedje neomicinske kasete, kar je tvorilo pogojni alel Cyp51'°*. Sledilo je injiciranje
dveh neodvisnih Cyp51'™ ES klonov v migje blastociste C57BL/6JOlaHsd (C57BL/6;

+/lox

Harlan, Italy) in oblikovanje misjih himer. Heterozigotni potomci Cyp51™™ so se vsaj Stiri
generacije povratno krizali z mismi C57BL/6 in tako tvorili transgeno linijo B6.129SV-
Cyp51tm1Bfro, ki je z uporabo tehnologije Cre/lox omogocala nadaljnjo pogojno izbitje

gena Cyp51 (Keber in sod., 2011).

Za pridobitev misjih modelov s popolnoma izbitim genom Cyp51 (genotip Cyp51™) so bile
homozigotne Zivali Cyp51'/"* krizane s transgeno linijo B6.FVB-Tg(Ella-
cre)C5379Lmgd/J (The Jackson Laboratories) ali krajse mi§ Ella-Cre, ki je vsebovala
rekombinazo Cre pod kontrolo promotorja Ella, ki narekuje izbitje gena ze v zigoti (Lakso
in sod., 1996). S krizanjem so pridobili genotip Cyp51'®*: Ella-Cre*, ki mu je Cre na
stopnji zigote izbila gen Cyp51, kar je tvorilo potomce genotipa Cyp51*". Linijo misi z
izbitim alelom Cyp51 so uradno poimenovali B6.129SV-Cyp51tm1.1Bfro. Z medsebojnim
krizanjem odbranih misi Cyp51*" so bili pridobljeni zarodki genotipa Cyp51” s
popolnoma okvarjeno funkcijo gena Cyp51. Taksni zarodki so se zbirali na razli¢nih
stopnjah embrionalnega razvoja, s ¢imer je bilo omogoceno preucevanje vpliva izbitja gena
Cyp51 na njihov fenotip. Znak uspesnega parjenja misi je bila tvorba vaginalnega ¢epa pri
breji samici. Poldnevna brejost se je oznaéila z EO,5, enodnevna z E1,0 ... Samice so bile
zrtvovane v razli¢nih stopnjah brejosti, njihovi zarodki pa izolirani v PBS. Ugotovljeno je
bilo, da zarodki s popolnoma izbitim genom Cyp51 propadejo pri E15,0 (Keber in sod.,
2011).

Za preucevanje vloge gena Cyp51 v jetrih odraslih zivali pa so bile homozigotne misi
Cyp51'/°* krizane z linijo mi§i B6.Cg-Tg(Alb-cre)21Mgn/J (The Jackson Laboratories) ali
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krajse mi§ Alb-Cre, ki so jo vzredili Postic in sod. (1999), s ¢imer so pridobili zivali
genotipa Cyp51'™/'°*; Alb-Cre*. Transgeni zapis Alb-Cre je vseboval misji albuminski
promotor/ojacevalce, modificirano zaporedje za rekombinazo Cre in odsek zaporedja gena
za humani rastni hormon. Transgeni zapis je z albuminskim promotorjem omogo¢il
specificno izrazanje in delovanje rekombinaze Cre v jetrnih hepatocitah (Postic in sod.,
1999). Potomci so se nato medsebojno krizali. Za zvisanje stopnje izbitja gena Cyp51 v
jetrih potomcev so bile misi Cyp51'™/'™; Alb-Cre* krizane z mismi genotipa Cyp51'";
Alb-Cre’, ki so jih vzgojili s serijami krizanj z misjo B6.129SV-Cyp51tm1.1Bfro. Tako so

1'+ Alb-Cre* z e enim podedovanim izbitim alelom

pridobili zivali genotipa Cyp5
Cyp51°. Pridobljene zivali genotipov Cyp51'®/°: Alb-Cre* (nadalje Cyp51'>"'; Cre*) in
Cyp51'™": Alb-Cre* (nadalje Cyp51'®; Cre*) smo uporabili v poskusih dolodevanja

stopnje izrezovanja Cyp51 z rekombinazo Cre v jetrih.

Preglednica 3: Uporabljene linije misi v krizanjih za pogojno izbitje gena Cyp51

Uradno ime linije Alel Cyp51 (genotip) Transgen Cre
B6.129SV-Cyp51tm1Bfro Cyp51'™ /
B6.FVB-Tg(Ella-cre)C5379Lmgd/J Cyps51* Ella-Cre
B6.129SV-Cyp51tm1.1Bfro Cyp51 /
B6.Cg-Tg(Alb-cre)21Mgn/J Cyp51* Alb-Cre

3.2 METODE

3.2.1 lzolacija DNA

Prvi korak nasega poskusa je bila izolacija DNA iz misjih repov, jeter in zarodkov z
razli¢nimi genotipi gena Cyp51. Zarodki so bili odbrani na stopnji E13,5, tkiva jeter in repa
pa so izhajali iz osem tednov starih misi. Izolacijo DNA iz pridobljenih tkiv smo izvedli po
standardnem postopku s fenolom, s kloroformom in z izoamilalkoholom (FKI=25:24:1).
Fenol omogoci denaturacijo proteinov, kloroform topi mascobe, izoamilalkohol pa

preprecuje penjenje.

Opis postopka FKI:
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K 25 mg vzorcu tkiva smo dodali 500 pl lizatnega pufra in 5 pl proteinaze K (10 mg/ml).
Razgradnja tkiva je potekala ¢ez no¢ na 55 °C ob mocnem stresanju. V digestoriju smo
lizatnemu pufru dodali enako koli¢ino (500 pl) FKI (fenol : kloroform : izoamilalkohol) v
razmerju 25 : 24 : 1 in meSanico 10 sekund mesali na vibracijskem mesalniku. Sledilo je
12 minutno centrifugiranje pri 14000 X g. Zgornjo vodno fazo smo prenesli v novo, svezo
mikrocentrifugirko. Pri tem smo se izogibali interfazi z denaturiranimi proteini, saj bi
njihov prenos v novo mikrocentrifugirko zmanjsal ¢istost DNA. Po prenosu smo vodni fazi
dodali enako koli¢ino kloroforma : izoamilalkohola (24 : 1) in mesali na vibracijskem
mesalniku 10 sekund. Zopet je sledilo 12 minutno centrifugiranje pri 14000 X g in prenos
vodne faze v novo mikrocentrifugirko. Za oboritev DNA smo vzorcem dodali enako
koli€¢ino izopropanola in jih postavili v zamrzovalno skrinjo za pol ure. Mikrocentrifugirke
smo obracali v roki, da se je DNA oborila v belo kepo. Po obarjanju DNA je sledilo 15
minutno centrifugiranje pri 10000 x g na 4 °C. Previdno smo odlili izopropanol in pazili,
da nismo izgubili usedline. Da bi iz izolata DNA odstranili soli, smo usedlini DNA dodali
Se 1 ml 75 % etanola, mesali na vibracijskem mesalniku in centrifugirali 5 min na 9000 x
g. Odstranili smo supernatant in izvedli ¢ kratko centrifugiranje. Preostali etanol smo
odpipetirali, nato pa vzorce susili na zraku 15 minut. Oborjene vzoré¢ne DNA smo raztopili
v 100 pl vode in pomerili njihove koncentracije. Za nadaljnje poskuse smo jih hranili v

zamrzovalni skrinji pri —20 °C.

3.2.2 Merjenje koncentracij vzorénih DNA s spektrofotometrom

Za merjenje koncentracije DNA izoliranih vzorcev smo uporabili NanuVue
spektrofotometer. Pred merjenjem koncentracij izoliranih DNA vzorcev smo zmerili
absorbanco slepemu vzorcu (voda brez raztopljene DNA). Na mesto, ki ga presveti zarek,

smo nanesli po 2 ul vzorca in zabeleZili koncentracijo ter razmerji A260/230 in A260/280.

3.2.3 Nacdrtovanje zacetnih oligonukleotidov

Da bi preverili ucinkovitost izreza gena Cyp51 v jetrih, smo najprej z racunalniskim

programom Primer3 (Rozen in Skaletsky, 1999), ki je prosto dostopen na svetovnem spletu
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(http://primer3.wi.mit.edu/), oblikovali ustrezne pare zacetnih oligonukleotidov. Uporabili
smo metodologijo po ¢lanku Miiller in sod. (2009), Kkjer so z uporabo gPCR merili
uspesnost izreza gena PEX13 v mozganih. Tako kot v ¢lanku, smo tudi mi nacrtovali pare
razli¢nih zacetnih oligonukleotidov, s katerimi smo lahko dolo¢ili uspesnost izreza gena s

sistemom Cre/lox:

1. par, ki pomnozi alel Cyp51* in alel Cyp51'™, pri alelu Cyp51 pa ni pomnozka; te
zacetne oligonukleotide smo poimenovali »Cyp+«

2. par, ki pomnozi Cyp51, pri Cyp51* in Cyp51'* pa ni pomnozka; te zacetne
oligonukleotie smo poimenovali »Cyp0«

3. par zacetnih oligonukleotidov za normalizacijo koncentracije DNA, Ki prepisuje odsek

gena za B-aktin in se krajSe imenuje par » Actb« (Miiller in sod., 2009).

Za potrebe nacrtovanja zacetnih oligonukleotidov je bilo nukleotidno zaporedje misjega
Cyp51 pridobljeno iz baze Ensembl (Ensembl, 2013). Pri nac¢rtovanju specifi¢nih zacetnih
oligonukleotidov Cyp+ smo izbrali del zaporedja, ki je bilo pri alelu Cyp51” izrezano (slika
18, modre puscice Cyp+1 in Cyp+2). V program Primer3 smo vnesli del zaporedja gena
Cyp51 med mestoma lox, kar je zajemalo del introna 2, ekson 3, intron 3 z zaporedjem
mesta FRT ter ekson 4. Alel divjega tipa Cyp51* ni vseboval zaporedja FRT, medtem ko
ga je alel Cyp51'™ vseboval. Izbrani par zacetnih oligonukleotidov je moral pri obeh alelih
(Cyp51* in Cyp51'®) pomnoziti enako dolzino pomnozka PCR, zato smo v programu
Primer3 z moZnostjo »Excluded Regions« (prevod: »izkljuéene regije«) oznadili zaporedje
FRT, s ¢imer nam ga program ni uposteval pri nacrtovanju zacetnih oligonukleotidov.
Ponujeni par zadetnih oligonukleotidov pri alelu Cyp51'* tako ni pomnozeval regije z

zaporedjem FRT in so bili pomnoZzki PCR enakih dolzin pri obeh alelih.

Pri nacrtovanju zacetnih oligonukleotidov Cyp0O pa smo potrebovali takSen par, ki bi se v
reakciji PCR prilegal na sablono zaporedja DNA tako, da bi tvoril pomnozke samo pri
izrezanem odseku alela (slika 18, modre puscice Cyp0O1 in Cyp02). Pri alelu Cyp51 bi tako
dobili zelo kratke pomnozke, pri divijem in lox tipu (Cyp51* in Cyp51'®) pa zelo dolge, ki
pa se zaradi pogojev reakcije PCR ne bi mogli pomnoZevati. V Primer3 smo vnesli
zaporedje izrezanega alela in z mozZnostjo »Targets« (prevod: »tarée«) oznacili zaporedje

lox, za katerega smo zeleli, da ga program =zajema ter izbere takSne zacetne
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oligonukleotide, ki bodo v reakciji PCR pomnozili tudi zaporedje lox, Ki ostane po izrezu s
Cre.

Ostalih parametrov v programu Primer3, ki so potrebni za nacrtovanje zacetnih
oligonukleotidov, nismo spreminjali. Za nase delo smo uporabili po dva para zacetnikov za

zacetne oligonukleotide Cyp+ in CypO (preglednica 4).

Preglednica 4: Pri¢akovane dolzine pomnozkov PCR pri razli¢nih parih zacetnih oligonukleotidov

Par zacetnih Alel Alel Alel
oligonukleotidov Cyp51'™ Cyp51 Cyp51*
Cyp+L 143 bp / 143bp
Cyp+2 163 bp / 163 bp
Cyp01 1887bp 193 bp 1713 bp
Cyp02 1878 bp 184 bp 1704 bP

Legenda: / par zacetnih oligonukleotidov pri alelu ni tvoril pomnozka

Alel lox (Cyp31'ov) CypoL
N <— (novi)
S < Cyp0l
RN <— Cyp02

=) ==
Cyp+tl —> <—
Cyp+t2 —> <—

l 1zrez s Cre

Izbit alel (Cyp51-)
Cypol
— <— (novi)
RN <— Cypul
<— Cyp02

b & - B

Slika 18: Mesta naleganj razli¢nih parov zacetnih oligonukleotidov na zaporedje gena Cyp51

3.2.4 Reakcija PCR

Reakcijo PCR smo uporabili pri testiranju zacetnih oligonukleotidov, preverjanju
predhodne genotipizacije vzorénih DNA in pri optimizaciji pogojev za reakcijo qPCR. Za

izvedbo reakcije PCR smo uporabili lizate vzorcev uses ali zarodkov z Zze znanimi genotipi



o1
Prasnikar E. Dolocanje u¢inkovitosti stopnje izrezovanja gena Cyp51 pri misih s pogojno izbitim genom v jetrih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

ali izolirano genomsko DNA iz misjih jeter, repa in zarodkov. DNA, ki smo jo uporabili v

v PCR, smo razred¢ili do koncentracije priblizno 5 ng/pl

Prvi korak reakcije PCR je priprava reakcijske meSanice (preglednica 5), ki jo sestavljajo
voda, par zagetnih oligonukleotidov, dNTP, Mg?*, pufer za pomnoZevanje in polimeraza
(Applied Biosystems). Po odtajanju pufra Il in raztopine MgCl, smo ju pred uporabo
vedno premesali na vibracijskem mesalu in kratko centrifugirali. Mikrocentrifugirke z
reakcijskimi meSanicami so se ves ¢as nahajale na hladni podlagi. Polimerazo smo dodali
tik pred zacetkom reakcije PCR. Koli¢ino reakcijske zmesi smo pri vsaki reakciji PCR

prilagodili Stevilu vzorcev.

Preglednica 5: Priprava reakcijskih mesanic za PCR

Komponenta Kon¢na konc. v Volumen 1-kratne St. reakcij (npr. 20x)
reakcijski meSanici reakcije (20 pl reakcija)

deionizirana voda 2,84 ul 56,8 ul

10X pufer 11 1x 2 ul 40 pl

25mM MgCI2 1,5mM 2ul 40 pl

2mM dNTP 200 uM 2 ul 40 pl

10 pm/pl zaé. olig. 1 0,25 uM 0,5 ul 10 pl

10 pm/ pl zac. olig. 2 0,25 uM 0,5 ul 10 pl

5U/ul ampliTag Gold 0,4 enote 0,16 pl 3,2

p¥ 10 nl 200 pl

Znak ¥ predstavlja vsoto posameznih komponent

V vsako luknjico plosée za PCR smo napipetirali po 10 ul reakcijske meSanice, kateri smo
dodali Se 10 pl razred¢ene 5 ng/ul DNA. Preden smo polozili plos¢o v aparaturo, smo na
reakcijske meSanice nakapljali po 3 kapljice mineralnega olja (Sigma), s ¢imer smo
preprecili izhlapevanje reagentov med reakcijo. Reakcijo PCR smo izvedli v aparaturi

GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) ob ustreznih pogojih.

3.2.5 Testiranje zacetnih oligonukleotidov

Ker smo imeli pet razliénih parov zacetnih oligonukleotidov (Cyp+1, Cyp+2, Cyp01,
Cyp02, Actb), (preglednica 6), smo naredili pet razliénih reakcijskih meSanic za PCR.

Imeli smo dve reakcijski meSanici s paroma Cyp+, dve reakcijski meSanici s paroma Cyp0
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in reakcijsko mesSanico s parom Actb, ki je pomnozeval standardni gen. Postopek reakcije
PCR smo izvedli pri dveh razli¢nih temperaturah prileganja (angl.: annealing) zacetnih
oligonukleotidov (57 °C in 60 °C). Pogoji reakcije PCR =za testiranje zacetnih
oligonukleotidov so navedeni v preglednici 7. Po koncani reakciji PCR smo vzorce nanesli

na agarozni gel in izvedli elektroforezo.

Preglednica 6: Razporeditev zac¢etnih oligonukleotidov v reakcijskih meSanicah za PCR

Oznaka para Zacetni Zacetni

oligonukleotid 1  oligonukleotid 2

Cyp+1 Cyp+ F1 Cyp+ R1
Cyp+2 Cyp+ F2 Cyp+ R2
Cyp01 Cyp0 F1 CypO R1
Cyp02 Cyp0 F2 Cyp0 R2
Actb Actin F Actin R

Zaradi veliko razli¢nih vzorcev DNA, ki smo jih uporabili pri laboratorijskem delu, smo se
odlo¢ili, da vzoréne DNA na slikah gelov ozna¢imo z genotipi gena Cyp51, ker je bil na$
namen testiranje specifi¢nosti zacetnih oligonukleotidov in ne iskanje nekega doloCenega
genotipa v vzorénih DNA. Vzoréne DNA =za testiranje specificnosti parov zacetnih
oligonukleotidov so izhajale iz uSesnih lizatov genotipov Cyp51'*/'** (oznaka na gelu

lox/lox) in Cyp51'™ (oznaka na gelu lox/-).

Preglednica 7: Pogoji PCR pri testiranju zaéetnih oligonukleotidov

Korak Temperatura  Cas Stevilo ciklov
Aktivacija polimeraze 94 °C 5:00 min 1x
Denaturacija DNA 94 °C 30s

Prileganje zacetnih oligonukleotidov ~ 60 °C/57°C 305 35x
Podaljsanje matricne DNA 72 °C 20s

Konéno podaljsanje 72 °C 5:00 min 1x

Hlajenje reakcije 4°C 0

3.2.6 Preverjanje genotipov izoliranih vzorcev DNA

Pred preverjanjem uéinkovitosti stopnje izrezovanja lokusa Cyp51 v jetrih z metodo gPCR

smo z navadnim PCR ponovno preverili genotipe alela Cyp51 vzorénih DNA (preglednica
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+/+

11), da smo se prepricali o pravilnosti predhodne genotipizacije. Genotip Cyp51™" (na
slikah gelov simbol +/+) je oznadeval diviji tip gena, genotip Cyp51” (simbol -/-) popolno
izbitje gena Cyp51, genotip Cyp51*" (smibol +/-) heterozigota, genotip Cyp51'>/'°%; Cre*
(simbol lox/lox;+) je vseboval oba alela z zaporedji lox v intronu 2 in 4, genotip Cyp51'™;
Cre” (simbol lox/-;+) pa je vseboval en alel z zaporedji lox v intronu 2 in 4 ter en

podedovan izbit alel Cyp51".

S parom zacetnih oligonukleotidov 3loxF/3loxR (mesto prileganja na sliki 19) smo
vzorénim DNA preverili prisotnost mest lox v intronu 4. S kombinacijo zacetnih
oligonukleotidov 5loxF/3loxR (mesto prileganja na sliki 19) pa smo preverili, v katerih
vzorénih DNA je prislo do izreza s Cre, kar je nakazoval pomnozek izbitega odseka alela
Cyp51’, in v katerih ne, kar so nakazovali pomnozki dalj$ega odseka alela Cyp51' oz.
Cyp51*. S parom TK139/TK141 smo preverili, ali vzoréna DNA v svojem zaporedju
vsebuje zapis za protein rekombinaze Cre (simbol +) ali ne (-). Mesto prileganja para
TK139/TK141 ni bilo znano, saj to¢en polozaj transgena za Cre v zaporedju DNA ni
poznan. Uporabili smo standardne zacetne oligonukleotide (preglednica 8), ki so se
uporabljali za genotipizacijo med krizanjem misi (Keber in sod., 2011). DolZine
priakovanih pomnozkov posameznih parov zaéetnih oligonukleotidov so navedene v

preglednici 9. Pogoji reakcije PCR pri preverjanju genotipizacije pa v preglednici 10.

Preglednica 8: Zadetni oligonukleotidi za genotipizacijo

Zacetni Bazno zaporedje 5'-3"

oligonukleotidi

3LoxF AACATAGCCCACTTTAAGCA
3LoxR TTCCGCACCTACTGTATTTT
5LoxF CAGACTTGATGGCAAGAGAT
TK139 ATTTGCCTGCATTACCGGTC

TK141 ATCAACGTTTTGTTTTCGGA
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Slika 19: Shema mest prileganja zacetnih oligonukleotidov pri preverjanju genotipov vzorénih DNA (povzeto

po Keber in sod., 2011: 29088)

Preglednica 9: DolZine pri¢akovanih pomnozkov PCR pri preverjanju genotipov

Par Alel Alel Alel Pozitiven Negativen
zad. olig. Cyp51* Cyp51'™  Cyp51° zaCre za Cre
3loxF/3loxR 159 bp 210 bp / / /
5loxF/3loxR 1707bp  1881bp 187bp / /
TK139/TK141 / / / 349 bp /

Legenda: / par zacetnih oligonukleotidov pri alelu ni tvoril pomnozkov

Preglednica 10: Pogoji PCR pri preverjanju genotipov izoliranih DNA

Pogoji parov 3loxR/3loxF in 5loxR/3loxF

Pogoji para TK139/TK141

T (°C) Cas St. ciklov T (°C) Cas St. ciklov
94 5:00 min 1x 94 5:00min 1x
94 1:00 min 94 30s
58 1:00 min 35x 55 30s 35X
72 30s 72 1:00 min
72 5:00 min 1x 72 5:00 min 1x
4 0 4 o0
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Preglednica 11: VVzorci DNA za preverjanje genotipizacije

Ime vzorca Predhodno dolocen

genotip Cyp51; Cre

LKO 50 lox/lox; +
LKO 64 lox/lox; +
LKO 60 lox/lox; +
LKO 53 -/lox; +
LKO 66 -/lox; +
LKO 65 -/lox; +
102.1 ++
102.4 +/-
96.3 -/-
lox/+; - lox/+; -
lox/-; + lox/-; +
voda /

Vzoréne DNA za preverjanje genotipov gena Cyp51 so izhajale iz misjih repov in jeter
(vzorci LKO) starih osem tednov. Na gel smo nanesli e pozitivne kontrolne vzoréne DNA
iz misjih zarodkov (102.1, 102.4, 96.3), odbranih na stopnji E13,5 in kontrolni vzor¢ni
DNA, pozitivno (lox/+; +) in negativno (lox/-: -), za rekombinazo Cre ter negativno
kontrolo, vodo, s katero smo se prepricali, da reagenti ne vsebujejo pomnozkov PCR.

Genotipi posameznih vzorcev DNA so navedeni v preglednici 11.

3.2.7 Agarozna gelska elektroforeza

Nabite molekule, ki so izpostavljene elektricnemu polju, se za¢nejo premikati v smeri
elektrode z nasprotnim nabojem. Za locitev bioloskih makromolekul, kot so proteini in
nukleinske Kisline, se uporablja predvsem gelska elektroforeza (poliakrilamidna oz.
agarozna). Gel, v katerem poteka locitev, deluje kot molekulsko sito, saj majhnim
molekulam omogoca hitrejSe, velikim pa poc€asnejSe gibanje. Molekule, ki so ve¢je od por
v gelu, pa ne morejo potovati. Poliakrilamidna in agarozna gelska elektroforeza se
razlikujeta po velikosti por in zamreZenosti gela. Poliakrilamidni gel je bolj zamreZen in
ima pore manjSe velikosti, medtem ko je agarozni gel manj zamreZen in ima vecje pore.

Prva metoda je tako primerna za lo¢evanje proteinov, druga pa za locevanje nukleinskih
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kislin (DNA in RNA). Zaradi elektri¢nega polja pri agarozni gelski elektroforezi potujejo
negativno nabiti odseki DNA proti pozitivno nabiti anodi. Molekule se tako locijo na
osnovi velikosti. Agaroza je linearni polimer, zgrajen iz D- in L-galaktoze, ki sta med
seboj povezani z o-1,3- in B-1,4- glikozidnimi vezmi. Verige agaroze so oblikovane v
vijaCne strukture, ki se povezujejo v velike agregate s premerom 20 do 30 nm. Zaznava
nukleinskih kislin najpogosteje poteka s fluorescentnim barvilom, z etidijevim bromidom,
Ki se nespecifi¢no veze med bazne pare dvoverizne DNA. Vezani etidijevi ioni se vzbudijo
pri svetlobi z valovno dolzino 310 nm in oddajajo intenzivno rde¢e-oranzno barvo pri 590
nm (Kocevar in sod., 2007: 143-147).

Agarozni gel smo pripravili iz 0,5X TBE (Tris, Borna kislina, EDTA) pufra in agaroze
(SeaKem LE), ki smo jo odtehtali na tehtnici (Sartorius). Priprava 0,5X TBE pufra je
predstavljena v spodnji preglednici 12. Pomnozke reakcije PCR smo analizirali na 3—
odstotnem agaroznem gelu. V 250 ml 0,5X TBE pufra z etidijevim bromidom smo stresli
7,5 g agaroze in zmes segrevali v mikrovalovni pecici priblizno 10 min, da je postala
homogena. Nato smo jo ob stalnem meSanju rahlo shladili in vlili v elektroforezno posodo,
v kateri so se nahajali glavnicki. Ko se je gel povsem strdil, smo odstranili glavnicke, ki so
v gelu pustili zepke, kamor smo lahko nanaSali vzoréne DNA in raztopino fragmentov
DNA znanih dolzin, Ki se imenujejo molekularna lestvica. Pri reakcijah smo uporabljali po
5 ul molekularne lestvice 100 bp in 1000 bp (1kbp), (Fermentas, #SM0243 in #SM0314) s
koncentracijo 0,1 ug/ul. Med elektroforezo se fragmenti lestvic lo¢ijo po dolzinah, ki so

prikazani na sliki 20.

Preglednica 12: Reagenti za pripravo pufra 0,5X TBE

Reagent Volumen
10X TBE (Maniatis) 100 ml
Etidijev bromid 10 mg/ml 40 ul

Deionizirana voda 191
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Slika 20: Molekularni lestvici 100 bp (M1) in 1 kbp (M2), (GeneRuler ..., 2013)

Pomnozkom reakcije PCR smo pred nanosom na agarozni gel dodali Se po 2ul 6X
nanaSalnega pufra (angl.: loading dye solution), sestavljenega iz glicerola, bromfenol
modrega in ksilen cianola (Fermentas), ki nam je omogo¢il, da smo lahko s prostim
ocCesom sledili potovanju DNA po gelu. Glicerol je omogocil, da se je meSanica PCR
zaradi vecje gostote usedla na dno zepka. Elektroforeza je potekala priblizno eno uro pri
napetosti 150 V. Po koncani elektroforezi smo lo¢ene fragmente DNA fotografirali pod
UV svetlobo z napravo U:GENIUS.

3.2.8 Reakcija gPCR z barvilom SYBR Green |

Pri poskusih doloc¢evanja stopnje izreza smo za zaznavo pomnozkov reakcije qPCR
uporabljali interkalarno barvilo SYBR Green 1%, ki se nespecifi¢no veZe v nastajajoto
dvovijacnico in z nalaganjem pomnozkov zviSuje signal fluorescence (VanGuilder in sod.,
2008). Pred pripravo mesanice za reakcijo qPCR (preglednica 13) smo kemikalije SYBR
Green | proizvajalca Roche in zacetne oligonukleotide proizvajalca Sigma-Aldrich dobro
premesali na vibracijskem meSalniku in jih nato zmesali v ustreznih koli¢inah. Reakcijske
mesanice so se med seboj razlikovale po parih zaetnih oligonukleotidov. Po 12,5 pl
zalozne raztopine vsakega zacetnega oligonukleotida uporabljenih parov s koncentracijo
100 uM smo red¢ili s 475 pl vode ter tako pripravili meSanico zaetnih oligonukleotidov s

koncentracijo 2,5 uM, ki smo jo uporabili pri nadaljnji pripravi reakcijske mesanice za
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gPCR. Koncentracije izoliranin DNA iz jeter, zarodkov in repa, ki smo jih pomerili s
NanoVue™, smo najprej zaradi natanénejSega in enostavnejiega pipetiranja razredéili do
koncentracije 160 ng/ul. Sledilo je 10-kratno red¢neje do delovne koncentracije 16 ng/ul.
Pri vsakem vzorcu DNA (preglednica 14) smo izvedli tri neodvisne bioloske in tri tehni¢ne
ponovitve. Pri eni bioloski ponovitvi smo koli¢insko potrebovali reakcijske meSanice za

stiri reakcije (3 tehni¢ne ponovitve vzorca DNA plus ena rezerva).

Preglednica 13: Sestava reakcijske meSanice za gPCR

Komponente reakcijske 1 vdolbinica na plos¢i 1 vzorec (1x) -
mesanice z zafetnimi gPCR - 1 tehni¢na 4 reakcije
koncentracijami ponovitev

Deionizirana voda 1,15 ul 4,6 ul
SYBR® Green I mesanica (2X) 2,5ul 10,0 ul
meSanica zac. olig (2,5 uM) 0,6 ul 2,4 ul
DNA (16 ng/ul) 0,75 ul 3,0 ul

py 5,0 ul 20,0 pul

Preglednica 14: Vzoréne DNA uporabljene v reakcijah gPCR

Vzorec DNA Genotip

Izvor Oznaka  Cyp51; Cre

jetra LKO50 lox/lox; +
LKO53 lox/-; +
LKO 60  lox/lox; +
LKO 64  lox/lox; +
LKO 65 lox/-; +
LKO 66 lox/-; +

zarodki  96.3 -/-
102.1 +/+
102.4 +/-

rep LKO 50 lox/lox; +
LKO53  lox/-; +

Mikrocentrifugirke, v katere smo za en vzorec DNA namesali 17 pl reakcijske meSanice z
ustreznimi pari zacetnih oligonukleotidov, Smo dobro premesali na vibracijskem mesalu in

izvedli kratko centrifugiranje. Zaradi lazjega in natan¢nejSega pipetiranja smo reakcijske
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mesSanice iz mikrocentrifugirk prepipetirali v nize mikrotiterskih plos¢ic, kamor smo
predhodno nanesli 3 pul ustrezne DNA. Od tam pa smo z multikanalno pipeto nanesli po 5
ul mesanice v posamezno vdolbinico na plos¢i gPCR s 384 vdolbinicami. Na plos¢o smo,
kot negativno kontrolo, nanesli tudi vodo. Po kon¢anem nanosu vzorcev Smo plos¢o gPCR
zatesnili s folijo Sealin 480 (Roche) in kratko centrifugirali ter jo vstavili v aparaturo Light
Cycler® 480 II (Roche), ki je izvedla reakcijo qPCR. Po koncani reakciji je sledila analiza
talilne krivulje s hitrostjo segrevanja 0,5 °C/5 s iz 60 °C na 95 °C, ki nam je omogocila

dolociti specificnost zacetnih oligonukleotidov.

3.2.8.1 Optimizacija pogojev qPCR s spreminjanjem casa podaljSevanja DNA in Stevilom

ciklov

Pri parih zacetnih oligonukleotidov Cyp0 smo imeli teZzave z nezazelenimi dalj$imi
nespecifiénimi pomnozki, Ki pa smo se jih skusali znebiti S spreminjanjem pogojev gPCR.
S tem, ko smo izpustili korak podaljsanja pri 72 °C (preglednica 16), smo polimerazi pri
vzorénih DNA genotipov Cyp51*", Cyp51': Cre* in Cyp51'/'™: Cre* skusali
onemogociti, da bi s paroma Cyp0, poleg krajsega odseka alela Cyp51’, sintetizirala Se
daljSe nespecificne pomnozke. Da smo se prepricali, ¢e je prislo do tvorbe nespecificnih
pomnozkov pri spremenjenih pogojih gPCR, smo izvedli reakcijo pri 50—ih ciklih. Opazili
smo, da se pri izpus¢enem koraku podaljSevanja nove verige DNA nespecifi¢ni pomnozki
tvorijo pocasneje, saj smo specifiéne pomnozke zaznali pri mnogo nizjem Stevilu ciklov
kot nespecificne. Slednjih smo se zato poskusali znebiti z zmanjSevanjem Stevila ciklov
(preglednica 17) in s skrajSevanjem ¢asa prileganja zacetnih oligonukleotidov in

podaljSevanja nove verige DNA pri 60 °C (preglednica 18).

Preglednica 15: Standardni pogoji qPCR

Korak Temperatura Cas St. ciklov
Aktivacija polimeraze 95°C 10:00 min 1x
Denaturacija DNA 95°C 10s

Prilagajanje zag. olig. 60 °C 30s 50x

PodaljSevanje nove verige 72 °C 1s
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Preglednica 16: Optimizacija qPCR z izpus€enim korakom podaljsevanja pomnozkov pri 72 °C

Korak Temperatura Cas St. ciklov

Aktivacija polimeraze 95°C 10:00 min 1x

Denaturacija DNA 95 °C 10s

Prilagajanje za¢. olig. + 50x
Jaan] & 60 °C 30s

podaljSevanje

Koraki, ki smo jih optimizirali pri posameznih reakcijah so v tabelah oznaceni s poudarjeno ¢rno

Preglednica 17: Optimizacija qPCR z zmanj$anim Stevilom ciklov in skraj$anim ¢asom podaljSevanja za
tvorbo pomnozkov alela Cyp51

Korak Temperatura Cas St. ciklov

Aktivacija polimeraze 95°C 10:00 min 1x

Denaturacija DNA 95°C 10s

Prilagajanje za¢. olig. + 30x
oaan] & 60 °C 27s

podaljSevanje

Preglednica 18: Optimizacija qPCR s skrajsanim naleganjem zadetnih oligonukleotidov in podaljSevanja
nastajajo¢ih pomnozkov

Korak Temperatura Cas St. ciklov

Aktivacija polimeraze 95°C 10:00 min 1x

Denaturacija DNA 95 °C 10s ‘

Prilagajanje za¢. olig. + 30x
gajany & 60 °C 12s

podaljSevanje

Pri vseh poskusih optimizacije reakcije gPCR smo po analizi talilne krivulje pri paru
zacetnih oligonukleotidov Cyp0l1 Se vedno zaznali nespecificne pomnozke. Odlo¢ili smo
se, da bomo poskusali optimizirati gPCR s spreminjanjem reakcijske mesanice, tako da bi

povisali koncentracijo kalijevega klorida (KCI).

3.2.8.2 Optimiziranje PCR pogojev pri razli¢nih koncentracijah KCI

Henegariu in sod. (1997) poro¢ajo, da visja koncentracija KCI prioritetno vpliva na sintezo
krajsih fragmentov DNA. V splo$nem naj bi veljalo, da pari zacetnih oligonukleotidov z
dalj$imi produkti pomnozevanja delujejo bolje pri nizjih koncentracijah soli, medtem ko

pari zacetnih oligonukleotidov s kraj$imi produkti pomnoZevanja delujejo bolje pri visjih
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koncentracijah soli. Povisana koncentracija soli naj bi v koraku denaturacije otezkocila

razprtje verig DNA dalj$ih pomnozkov (Henegariu in sod., 1997).

Ker nam je par zacetnih oligonukleotidov Cyp0l poleg izrezanega krajSega odscka alela
Cyp51° pomnozeval tudi daljSe nespecificne pomnozke, Smo najprej optimizirali
koncentracijo soli in pogoje PCR le za ta par. Napipetirali smo Sest reakcijskih mesanic
PCR, ki so se razlikovale v koncentraciji KCI (30 mM, 50 mM, 70 mM, 90 mM, 100 mM
in 110 mM). Koncentracija KCI v prilozenem 10x pufru Il je znasala 500 mM (kon¢na
koncentracija 50 mM), (Protocol ...., 2000). Reakcijske meSanice z razlicnimi
koncentracijami KCl smo pripravili z dodajanjem ustrezne koli¢ine 4 M KCI k

standardnim reakcijam, ob tem pa smo zmanj$ali koli¢ino vode.

Za optimizacijo koncentracije KCI smo uporabili vzoréne DNA iz lizatov zarodkov misi,
saj smo le pri njih imeli genotip Cyp51'/', ki nam je omogocil preverjanje specifi¢nosti
pomnozevanja krajSega odseka alela Cyp51 s parom zacetnih oligonukleotidov CypOl.
Uporabljeni genotipi Cyp51 vzorénih DNA iz misjih zarodkov so navedeni v preglednici
19. Zeleli smo koncentracijo KCI, kjer par za¢etnih oligonukleotidov Cyp01 pri genotipu
Cyp51*" ne bi podaljseval daljsih nespecifi¢nih pomnozkov, ampak samo krajsi odsek
alela Cyp51". V posamezno vdolbinico plos¢e PCR smo napipetirali po 15 ul reakcijske
mesanice in 15 pul vzorca DNA s koncentracijo 20 ng/ul, s ¢imer smo zeleli doseci boljso
vidnost lo¢enih pomnozkov na agaroznem gelu. Najprej smo pri standardnih pogojih PCR,

Ki so navedeni v preglednici 20 dolo¢ili primerno koncentracijo KCI.

Preglednica 19: Vzoréne DNA pri optimizaciji KCI za par zacetnih oligonukleotidov Cyp01

Vzorec Genotip
DNA Cyp51
102.1 +/+
102.2 +/+
102.3 +/-
102.4 +/-
102.5 -/-

102.7 -/-
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Preglednica 20: Pogoji PCR pri optimizaciji z razli¢nimi koncentracijami KCI za par Cyp01

Korak Temperatura Cas St. ciklov
Aktivacija polimeraze 94 °C 5:00 min 1x
Denaturacija DNA 94 °C 30s

Prileganje zac. olig. 60 °C 30s 35x
Podaljsanje nove verige 72 °C 10s

Kon¢no podaljsanje 72 °C 5:00 min 1x
Hlajenje 4°C 0

Po analizi pomnozkov z gelsko elektroforezo smo dolo¢ili, da zacetni oligonukleotidi
Cyp01 optimalno pomnozuejejo pri koncentraciji KCI 110 mM. Reakcije PCR smo
ponovno izvedli pri koncentraciji KCI 110 mM, tokrat za vse tri razliéne pare zacetnih
oligonukleotidov (Cyp+1, CypOl in Actb) in pri pogojih iz preglednice 21, ki so bolj
podobni pogojem qPCR (cikel podaljSevanja smo izpustili). Pri koncentraciji KCI 110 mM
je par zacetnih oligonukleotidov Actb pomnozeval nespecifiéne produkte, zato smo Se
zviSali koncentracijo KC1 na 130 in 150 mM ter ponovno izvedli PCR pri pogojih iz

preglednice 21. Pri koncentraciji KCI 150 mM so vsi trije pari tvorili specifi¢cne pomnozke.

Preglednica 21: Pogoji PCR pri koncentracijah KCI 110, 130 in 150 mM za vse tri pare zadetnih
oligonukleotidov

Korak Temperatura Cas St. ciklov
Aktivacija polimeraze 95°C 5:00 min 1x
Denaturacija DNA 95°C 30s

Prileganje zac. olig. 60 °C 30s 3%

3.2.8.3 Rekcija qPCR z razli¢nimi koncentracijami KC1

Po PCR optimizaciji koncentracije KCI, ki bi DNA polimerazi v reakciji gPCR
onemogocila pomnozZevanje daljSih nespecificnih pomnozkov pri heterozigotih in pri
genotipih pogojnega izbitja gena Cyp51, smo dolo¢ili kot optimalno koncentracijo KCI
150mM. Ker sestava komercialnih reagentov, ki se uporabljajo pri gPCR, ni znana, smo
privzeli, da tako kot pufer navadnega PCR, tudi pufer SYBR vsebuje 50 mM KCI. 1z
izhodis¢ne mesanice s 4 M KCI smo pripravili 100 mM KCI in tako teoreti¢no dosegli, da

je koncentracija KCl v reakcijski meSanici znasala 150 mM. Za 20 pl kon¢nega volumna
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reakcije s 100 mM KCI smo napipetirali 0,5 ul 4 M zaloznega KCI in dodali se 4,1 ul
vode, 10 pl SYBR, 2,4 pl zacetnih oligonukleotidov in 3 pl 16 ng/ul DNA. S
preracunavanjem koncentracij KCI in vode smo pripravili Se reakcijske meSanice s
koncentracijama KCI 90 mM in 130 mM. V preglednici 22 so navedene koli¢inske
vrednosti reagentov reakcijske meSanice za 7 vzorcev (6 vzorcev DNA in voda) za izvedbo

reakcije qPCR.

Preglednica 22: Sestave reakcijskih meSanic za 7 vzorceV pri razli¢nih konc. KCI za gPCR

Komponente reakcijske 90 mM 130 mM 150 mM
meSanice z zacetnimi konc. KCI (7x) KCI (7x) KCI (7x)
Deionizirana voda 30,1 ul 29,4 ul 28,7 ul
KCI (4 M) 1,4 2,8 ul 3,5 ul
SYBR® Green I mesanica (2X) 70 ul 70 ul 70 ul
Mesanica zac. olig. (2,5 uM) 16,8 ul 16,8 ul 16,8 ul
DNA (16 ng/ul) 21 pl 21 pl 21 pl

Reakcijo gPCR s spremenjenimi vrednostmi koncentracije KCI smo izvedli z genotipi
vzorénih DNA iz preglednice 19, pri pogojih iz preglednice 18. Ker po poskusih
optimizacije reakcije qPCR s temperaturo podaljSevanja nove DNA, Stevilom ciklov in
koncentracijo KC1 $e vedno nismo dobili zelenih rezultatov (specifi¢ni pomnozki krajSega
odseka alela Cyp51° pri paru zacetnih oligonukleotidov Cyp01), smo opustili optimizacijo
poskusa in narocCili nove zacetne oligonukleotide. Neuspesni rezultati optimizacije qPCR

so prikazani v poglavju Rezultati, podpoglavje 4.4

3.2.9 Nacrtovanje novih zac¢etnih oligonukleotidov

Ponovno smo s programom Primer3 naértovali nove zacetne oligonukleotide. Osredotocili
smo se na iskanje novega para zacetnih oligonukleotidov, ki bi pri heterozigotih in pri
genotipih pogojnega izbitja gena Cyp51 pomnozeval le alel Cyp51", dalj$ih nespecifi¢nih
pomnozkov pa ne. V programu Primer3 smo zopet s funkcijo »Targets« oznacili
neizrezano mesto lox, ki nam ga je program uposteval pri na¢rtovanju novih zacetnih
oligonukleotidov. Shema prileganja izbranega novega para je prikazana z rdecima

pus¢icama na sliki 18 in je oznacen kot »Cyp01 (novi)«.
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3.2.10 PCR testiranje novih zacetnih oligonukleotidov

Po navodilih dobavitelja (Sigma-Aldrich, Nemcija) smo iz vsakega novega liofiliziranega
zacetnega oligonukleotida pripravili zalozno raztopino s koncentracijo 100 uM, ki smo jih
nato 10-krat red¢ili, da smo dobili delovne red¢ine zacetnih oligonukleotidov (10 uM) za
pripravo reakcijske meSanice za PCR iz preglednice 5. Na genotipih Cyp51'“ in
Cyp51""°* smo testirali razli¢ne kombinacije zacetnih oligonukleotidov (preglednica 23)

1+ Cre* pomnozeval le krajsi odsek alela Cyp51". Ostale

in tako izbrali par, ki je pri Cyp5
reagente reakcije PCR smo namesali enako kot obiCajno in jo izvedli pri pogojih iz

preglednice 24.

Preglednica 23: Kombinacije novih parov zacetnih oligonukleotidov v reakcijski meSanici PCR

Oznaka para . Pric¢akovane dolZine pomnozkov pri razli¢nih
] Par zad. olig. .

zad. olig. alelih Cyp51 (bp)

Cyp01(novi) SloxF_1/310xR_2 249 (Cyp51); 1789 (Cyp517); 1963 (Cyp51™)
Cyp02(novi) 3loxR_1/5loxF_1 255 (Cyp51); 1775 (Cyp51™); 1949 (Cyp51'™)
Cyp03(novi) 5loxF_2/3loxR_1 259 (Cyp51); 1779 (Cyp51*); 1953 (Cyp51'™)
Cyp04(novi) 3loxR_2/5loxF_2 253 (Cyp51); 1773 (Cyp51*); 1947 (Cyp51'™)
Cyp05(novi) 3loxR_3/5loxF_3 263 (Cyp51); 1783 (Cyp51*); 1957 (Cyp51'™)

Preglednica 24: Pogoji PCR pri testiranju novih parov zaéetnih oligonukleotidov

T (°C) Cas St. ciklov
94 5:00 min 1x
94 30s
58 30s 35x
72 30s
72 7:00 min 1x
4 0

3.2.11 Kon¢na reakcija gPCR z izoliranimi vzorci DNA

Z izbranimi pari zacetnih oligonukleotidov CypO1(novi), Cyp+1 in Actb (preglednica 25)
smo z vzor¢nimi DNA iz repov, zarodkov in jeter, ki so navedeni v preglednici 14, izvedli

reakcijo qPCR pri pogojih iz preglednice 26. Koli¢ine posameznih reagentov za en
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bioloski vzorec so navedene v preglednici 13. Koli¢insko smo napipetirali reagentov za 35
bioloskih vzorcev, saj smo vseh 11 vzorénih DNA na plos¢o qPCR s 384 vdolbinicami
nanesli s tremi tehni¢nimi ponovitvami. Preostala koli¢ina reagentov pa je predstavljala

dve rezervi.

Preglednica 25: Uporabljeni zacetni oligonukleotidi za kon¢no reakcijo gPCR

Oznaka para ) . Pri¢akovane dolZine
Par zaé. olig. Zaporedje zaé. olig.
zad. olig. pomnoz. alelov Cyp51 (bp)
Cyp+1 Cyp+F1/Cyp+R1 AATGCTGAGAGCAACGGACT x 0 (Cyp51); 143 (Cyp517); 143
TCCCACCTCCTGTCTTCATC (Cyp51")

CypOl(novi)  5loxF_1/3loxR_ 2 CGTGGATTCTGCTGATCAAA x 249 (Cyp51); 1789 (Cyp51*):;
TCAGCACCCCCTTCTCATTA 1963 (Cyp51'™)

Actb Actin-F/Actin-R ~ AGAGGGAAATCGTGCGTGAC x

138 (vsi trije aleli)
CAATAGTGATGACCTGGCCGT

Preglednica 26: Pogoji za izvedbo kon¢ne reakcije qPCR

Korak Temperatura Cas St. ciklov
Aktivacija polimeraze 95 °C 10:00 min 1x
Denaturacija DNA 95 °C 10s

Prilagajanje zag. olig. 58 °C 30s 30x
Podaljsevanje nove verige 72 °C 1s

3.2.12 Konéna analiza

Programska oprema aparature za reakcijo qPCR sama dolo¢i linijo mejne vrednosti
fluorescence, ki je vi§ja od fluorescence ozadja in jo morajo doseci preiskovani vzorci.
Fluorescenca je sorazmerna s Stevilom kopij DNA v reakciji. V mejni vrednosti
fluorescence, imajo vsi vzorci enako Stevilo kopij DNA, vendar jo vsak doseze pri
razlicnem ciklu (toc¢ka Cp), ki je odvisna od koli¢ine izhodne DNA v vzorcu. |z vrednosti
Cp se lahko preracuna izhodna koli¢ina DNA v vzorcu (Ginzinger, 2002; Your one-stop-
shop ..., 2004). 1z pridobljenih vrednosti Cp smo s pomoc¢jo programa Microsoft Office
Excel 2007 preracunali podatke in nato izrisali grafe, ki prikazujejo deleze alelov Cyp51” in

alelov Cyp51' v vzorénih DNA. V prvem koraku smo iz triplikatov (tri tehni¢ne
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ponovitve enega bioloSkega vzorca) vrednosti Cp izrac¢unali koeficiente variance (CV) in
posamezne vrednosti tehni¢nih ponovitev, Ki SO povzrocila odstopanja za vec¢ kot 5 %
izlo¢ili iz nadaljnje analize. Do odstopanj (> 5 %) je prislo le izjemoma in so bile posledice
napak v pipetiranju. Izloc¢ili smo tisto tehni¢no ponovitev, Ki je najbolj odstopala od
vrednosti povprecja triplikatov ter CV pri takSnih bioloskih vzorcih izradunali iz
duplikatov (dve tehni¢ni ponovitvi enega bioloskega vzorca). Vrednosti Cp posameznega
para zacetnih oligonukleotidov smo nato korigirali glede na koeficient ucinkovitosti
reakcije. V nadaljevanju smo izvedli normalizacijo na referen¢ni gen Actb. Pri vseh
vzorcih smo nato iz normaliziranih vrednosti izraunali povprecje tehni¢nih ponovitev
vsakega vzorca. Iz podatkov ucinkovitosti smo za para Cyp+1 in Cyp01l(novi) izrisali
grafe, ki so vsebovali deleze posameznih alelov pri kontrolnih DNA iz zarodkov in
vzorénih DNA iz repa in jeter. Pridobljene vrednosti Cp in preracunane vrednosti delezev

posameznih alelov Cyp51 v preiskovanih vzorénih DNA so podane v Prilogi.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANJE KONCENTRCIJE IN KVALITETE DNA

Za nase kasnejSe delo z reakcijo qPCR je bilo pomembno, da smo iz vzorcev izolirali
ustrezno kvalitetno DNA in ji dolo¢ili koncentracijo. Zato smo uporabili
spektrofotometricno metodo, ki dolo¢a koncentracijo na podlagi absorbcije pri A260 in
oceni kvaliteto DNA z izracuni razmerji A260/A280 in A260/A230. Razmerje A260/A280
nam je lahko odkrilo onesnazenje izolirane DNA s proteini, razmerje A260/A230 pa z
organskimi spojinami (fenol, trizol in drugi aromati). ldealno razmerje v obeh primerih je
med 1,8-2,2. Kot prikazujejo vrednosti podane v preglednici 27, nasi izolirani vzorci DNA
niso vsebovali onesnazevalcev, ki bi lahko motili gPCR. Lahko sklepamo, da smo izolirali

DNA ustrezne koncentracije, koliine in kvalitete.

Preglednica 27: Koncentracije ter vrednosti A260/A280 in A260/A230 izoliranih vzorénih DNA

Vzorec DNA Genotip Cyp51 in Konc. vzoréne

Izvor Oznaka prisotnost Cre (+) DNA (ng/pl) AZC0IAZ80 - A260IAZ30

jetra LKO 50 lox/lox; + 1314,53 1,99 2,09
LKO 64 lox/lox; + 952,96 1,94 1,94
LKO 60 lox/lox; + 1408,24 1,97 2,13
LKO 53 lox/-; + 1800,88 1,96 2,15
LKO 66 lox/-; + 1212,01 1,98 2,13
LKO 65 lox/-; + 1001,92 1,96 2,11

zarodkKi 96.3 -/- 1024,91 2,04 2,22
102.1 +/+ 1152,37 1,99 2,19
102.4 +/- 933,97 2,04 2,2

rep LKO 50 lox/lox; + 752,31 1,97 2,11

LKO 53 lox/-; + 914,82 1,97 2,14
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4.2 ZACETNI OLIGONUKLEOTIDI

4.2.1 Nacrtovani zacetni oligonukleotidi

Po izrezu s Cre, ostane v odseku alela Cyp51” enojno zaporedije lox, katerega smo zeleli, da

ga program Primer3 vkljuci pri naértovanju zacetnih oligonukleotidov Cyp0. Primer mesta

naleganja para zacetnih oligonukleotidov CypOl na matricno DNA pri izrezanem alelu

Cyp51', ki ga predlaga program Primer3, je prikazan na sliki 21.

OLIGO START LEN TM GC% ANY 3' SEQ
LEFT PRIMER 322 20 258.83 s0.00 4.00 Z.00
CACCAGACTTGATGGCAAGA

RIGHT PRIMER 214 20 25.08 22.00 5.00 3.00
CCCTTCCGCACCTACTGTAT

SEQUENCE SIZE: 873
INCLUDED REGICN SIZE: 873

PRODUCT SIZE: 193, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
TRREETS (START, LEN)*: 435,53

6l
121
181
241
301

3el
421

481

=41
601
c6el
721
781

AGTCTATTCTTGACACTGAACCGAARARARARCATACACTTTTARARATTCGTATARARACTCT

TTETCETCTCTATTAGTATCTGCACCTARATCCACTTECTTGCCAACGCCACGARAGAGEECA

CTETATCCCCTAGAGATARRCGCTATAAT CACATCTCAGCTCGACCACTATCEETTCTCGEEA

ACCARARCTCAGATCCTCTGCARCGARARCACCCATACACCAGTTGTTATACCACACTCCTT

CTGATATACTTGTCCARATACTTAAT CETACTCATTCTTTCGAT CTTATTTCGETTCETEEA

TTCTGCTGATCARATTCACGCTCACCAGACTTGATCCCARAGACGATTTTTACCTACCTGECC
D g e S P e

ATCCCACCAGCCCCGTTAAATTAATTTTTAACAAGAGCCGAARARATATTTATATT CTTAT

AGATGTTGATTARR CARTTARCGCTTATAACTTCCTATAAT CTATCCTATACGARACTTATA
B e e e R R W e e R e e R R R W R R W R R R R R W

ATGTACAGAACAARATACAGTACCTCGCCGCAACGCECCACGTCTCTAATCGAGAAGGEGETEC
Rk LA L L L L L L ELLLELLELLH

TCACTACTETGCACTCGEGTAAT GGCCARCCCTGCCTTTACAGACGCACTTCTARCGTATTETC
TTCAGAGAGCAATT GECATETCTGTACCACGCAGCACGTATCTCCTTCTAGGCCAGTACGAT
CTCAGGCAGCAGGTTGCCACCTTCCCAGGCTGGCCATCAGCCCCTETAGAACGTGTAGAC
ARRACACCCACAGCTGATGTAACTAATCTGTTTACTAGT CTCARARAGAACCTCGATGCATEC
ATTAGCACACCTAGTAATTARCTTACTTCTGAACGCGCCTTECCGACGTACTTAGEGAACTTC

841 CTGECATCCTEGECTTACRGECATCGATCTTACCT
Legenda: taréa (******) ; levi zaetni oligonukleotid (>>>>>>) ; desni zacetni oligonukleotid (<<<<<<)

Slika 21: Primer mesta naleganja para zacetnih oligonukleotidov Cyp01 pri izrezanem alelu Cyp51
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Ponujena zacetna oligonukleotida para CypO1 in njuni legi v zaporedju alela Cyp51° sta
oznaceni z rumeno barvo in obdajata neizrezano zaporedje lox, ki je oznaceno z
zvezdicami (tarca), s ¢imer je bilo zagotovljeno njegovo pomnozevanje. Par CypOl pri
alelu Cyp51°, zaradi izreza s Cre, tvori krajse pomnozke kot pa pri alelu Cyp51* oz.
Cyp51'°x, kjer do izreza ni priSlo. Nacrtovali smo po dva para zacetnih oligonuleotidov za
pomnoZevanje alelov Cyp51 in Cyp51'™ 0z. Cyp51*. Zaporedja zadetnih oligonukleotidov
in pri¢akovane dolzine njihovih pomnozkov podaja preglednica 28.

Preglednica 28: Naértovani pari zacetnih oligonukleotidov in njihove pricakovane dolZzine pomnozkov PCR
pri razli¢nih alelih Cyp51

Par zac. Par zag. oli Zanoredie zat. oli Pri¢akovane dolZine
olig. - 019. P ) - 019: pomnozkov alelov Cyp51 (bp)

Cyp+1  Cyp+FICyp+RL AATGCTGAGAGCAACGGACT x 143 (Cyp517); 0 (Cyp51);
TCCCACCTCCTGTCTTCATC 143 (Cyp51'™)

Cyp+2  Cyp+F2/Cyp+R2  GGAGGTGGGATATGACCAGAX 163 (Cyp51*); 0 (Cyp51):
GCCCACCATGGTAAAGCTAA 163 (Cyp51'™)

Cyp0l  CypOF1/CypORL ~ CACCAGACTTGATGGCAAGA X 1713 (Cyp51Y); 194 (Cyp51);
CCCTTCCGCACCTACTGTAT 1887 (Cyp51'™)

Cyp02 CypOF2/Cyp0OR2 TTTTTACCTACCTGGCCATCC x 1704 (Cyp51™); 184 (Cyp51);
ATTAGAGACGTGGCCCTTCC 1878 (Cyp51'™)

4.2.2 Testiranje zacetnih oligonukleotidov

Slika 22 prikazuje elektroforezno lo¢bo pomnozkov PCR vseh petih parov zacetnih
oligonukleotidov pri temperaturah prileganja na matricno DNA 57 oz. 60 °C. 1zmed obeh
parov za preverjanje vsakega alela smo Zeleli dobiti tisti par Cyp0O oz. Cyp+, ki je

specifitno pomnoZzeval le alel Cyp51” oz. alel Cyp51* in Cyp51'*. Nanesli smo vzorce

llox/lox 1—/I0x

DNA genotipov Cyp5 (na gelu oznaka lox/lox) in Cyp5 (oznaka -/lox), ki smo jih
pomnozevali S pari zacetnih oligonukleotidov Cry+1, Cyp+2, Cyp01, Cyp02 ter Actb. Za
dolo¢evanje dolzin posameznih odsekov pomnozkov smo uporabili 100 bp (M1) in 1000
bp (M2) molekularni lestvici. Dolzine fragmentov molekularne lestvice so podane na sliki
20. Na desni strani slike 22 in tudi pri vseh nadaljnjih slikah agaroznih gelov so podane
vrednosti dolzin pomnozkov posameznih parov zacetnih oligonukleotidov. Analiza
agaroznega gela je pri temperaturi prileganja 60 °C pokazala pomnozke pri¢akovanih

dolzin pri vseh parih zacetnih oligonukleotidov, zato smo jih lahko uporabili pri gPCR.



70
Pra$nikar E. Dolo¢anje u¢inkovitosti stopnje izrezovanja gena Cyp51 pri miSih s pogojno izbitim genom v jetrih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

Cyp+1 (prileganje pri Cyp+2 (prileganje pri 60 CypOl (prileganjepri  CypO02 (prileganje pri

(= (=] =] L=}
loxflox -flox loxflox -flox loxflox -flox “loxflox -/lox loxflox -flox loxflox -flox lox/lox -flox lox)lox flox M1 M2 bp

—194 qg4
163 143
T v:'lr' 2 - ‘.
Cyp+1 (prileganje pri Cyp+2 (prileganje pri Cyp01 (prileganje pri Cyp02 (prileganje pri

loxflox -flox loxflox -flox loxflox -flox loxflox -flox loxflox -flox loxflox -flox lox/lox -flox loxflox -flox M1 M2 bp

Actb (prileganje pri Actb (prileganje pri

60 °C) 57°C)
loxflox -flox loxflox -flox loxflox -flox loxflox -flox Ml M2 bp

138

Slika 22: Testiranje specifi¢nosti zacetnih oligonuleotidov pri temperaturah prileganja 60/ 57 °C

4.3 PONOVNO PREVERJANJE GENOTIPOV IZOLIRANIH VZORCEV DNA

Na podlagi predhodne genotipizacije misi iz uSesnih lizatov Smo po izolaciji DNA iz repov
in jeter istih Zivali Se enkrat preverili njihov genotip, kar prikazuje elektroforezna lo¢ba na
sliki 23. Pravilno doloceni genotipi vzor¢nih DNA so bili pogoj za kasnejSo reakcijo
gPCR. Prve tri nanesene vzor¢ne DNA so izhajale iz misjih zarodkov odbranih na stopnji
E13,5 (pozitivne kontrole za vse genotipe gena Cyp51), sledijo vzoréne DNA, LKO, iz
repov in jeter osem tednov starih misi z genotipoma Cyp51'™/'™; Cre* in Cyp51'®; Cre*,
nato pa se vzoréni kontroli za Cre (nanesene vzoréne DNA so navedene v preglednici 11).
V en zepek agaroznega gela smo nanesli tudi vodo (negativna kontrola), s ¢imer smo se
prepricali, da reagenti v reakciji PCR niso bili onesnazeni z DNA. V zadnja dva zepka smo

nanesli e raztopini 100 bp (M1) in 1 kbp (M2) molekularnih lestvic.
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S parom zacetnih oligonuklotidov 3LoxF/3LoxR (slika 23 A) smo preverjali prisotnost
mesta lox (alel Cyp51'™) na 3'-koncu vzorénih DNA. Ciljni mesti naleganja zacetnih
oligonukleotidov para 3loxF/3loxR sta se nahajali v eksonu 4 in intronu 5 (slika 19), zato
sta pri alelu Cyp51'™ pomnozila odsek DNA z zaporedjem mesta lox in tako tvorila
pomnozke dolzine 210 bp. Zaradi odsotnosti mesta lox pri alelu Cyp51* je par tvoril
pomnozke dolzine 159 bp, ki so tako v gelu prepotovali najdaljso razdaljo (genotipa
Cyp51*" in Cyp51*"™"). Pri alelu Cyp51 ni bilo pomnozkov, saj je bilo vezavno mesto
zadetnega oligonukleotida 3loxF izrezano zaradi delovanja Cre. Pri genotipu Cyp51” tako
nismo dobili pomnozkov. Vzoréne DNA z genotipoma Cyp51'®; Cre* in Cyp51'™/*; Cre*
so v jetrih specifi¢no izrazale rekombinazo Cre, ki je z izrezovanjem tvorila alel Cyp51’,
vendar pa izbitje ni bilo popolno, zato smo zaznali tudi pomnozke alela Cyp51'®. V tkivu
repa je mesto lox ostalo neizrezano zaradi neizrazanja Cre. Pri pomnoZevanju S parom
3loxF/3loxR smo pri vseh vzorcih DNA zaznali pomnozke dolzine 210 bp, saj so vse

vzoréne DNA (izjemoma DNA zarodkov in voda) vsebovale zaporedja lox.

S parom 5LoxR/3LoxF (slika 23 B) smo preverjali prisotnost krajSega alela Cyp51" v
vzorcih DNA, ki se je tvoril z izrezom eksona 3 in 4 na lokusu Cyp51 z rekombinazo Cre.
Pri izrezanem alelu Cyp51 sta si bili mesti prileganja zacetnih oligonukleotidov para
5LoxR/3LoxF blizji, kot pri neizrezanem alelu Cyp51'™, zato sta tvorila pomnozke dolZine
187 bp. Mesti prileganja zaetnih oligonukleotidov pri neizrezanih alelih Cyp51” in
Cyp51'* pa sta si bili medsebojno bolj oddaljeni, zato sta tvorila pomnozke dolzine 1707
0z. 1881 bp. Par 5loF/3loxR je tvoril pomnozke alela Cyp51™ dolzine 1707 bp pri vzorénih
DNA iz zarodkov zaradi odsotnosti mest lox. Zaradi delovanja rekombinaze Cre v jetrih,
smo krajse pomnozke alela Cyp51 (187 bp) zaznali pri vseh vzorénih DNA iz jeter, nismo
pa jih zaznali pri vzorénih DNA iz repa, kljub temu, da so vsebovale zapis za Cre in da je
znano, da se albumin izraza tudi v misjih skeletnih miSicah (Wagatsuma in sod., 2002). Pri
repnih vzorcih z genotipom Cyp51'*/'%; Cre* (LKO 50, LKO 64 in LKO 60) smo zaznali
le pomnozke dolzine 1881 bp. Pri repnih vzorcih (LKO 53, LKO 65 in LKO 66) z
genotipom Cyp51'; Cre* je bila zaznava krajsega fragmenta 187 bp posledica

podedovanega alela Cyp51", s ¢imer je bila dosezena vi§ja stopnja izbitja gena Cyp51.
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Slika 23: Preverjanje predhodne genotipizacije vzorénih DNA z genotipi Cyp51™* (+/+), Cyp51™" (+/-),
Cyp517 (-/-), Cyp51'"*: Cre* (lox/lox; +) in Cyp51'®“; Cre* (lox/-; +) ter zapisom za Cre (+ in -)

Par zacetnih oligonukleotidov TK139/TK141 nam je omogoc€il zaznavo prisotnosti
transgenega zapisa za rekombinazo Cre v vzorénih DNA (slika 23 C). DolZzina pomnozka
para je znasala 349 bp. Vzorec je bil pozitiven za Cre (Cre®), e je v svojem genomu
vseboval zapis za rekombinazo Cre in negativen (Cre’), ¢e ga ni vseboval. Vse vzoréne
DNA iz repa in jeter so vsebovale zapis za Cre, negativna kontrolna vzoré¢na DNA za Cre

ter vzoréne DNA iz mi§jih zarodkov pa ga niso vsebovale.

Migji zarodek s popolnoma izbitim genom Cyp51 (genotip Cyp517) propade v obdobju
E15 (Keber in sod., 2011), zato lahko posledice izbitja gena Cyp51 pri zivem organizmu
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preucujejo le s pomocjo heterozigotov ali s pogojnim izbitjem gena v posameznih tkivih.
Znano nam je bilo, da delovanje rekombinaze Cre v ciljnem tkivu ni popolno, zato smo
morali najprej dolo¢iti delez izreza, s katerim bi v prihodnje povezali vpliv gena Cyp51 na
fenotip zivali. Z navadnim PCR smo lahko preiskovanemu vzorcu DNA dolocili le
genotip, delea med izrezanim alelom Cyp51 in neizrezanim alelom Cyp51' pa nam ta
metoda ni mogla podati. Delez posameznih alelov smo lahko dolo¢ili z reakcijo gPCR, kjer
pa nam pari zacetnih oligonukleotidov niso tvorili specificnih pomnozkov, zato smo jo

optimizirali na razlicne nacine.

4.4 OPTIMIZACIJA gPCR ZA DOLOCITEV DELEZA 1ZREZA GENA Cyp51

4.4.1 Talilne temperature (Tm)

Po koncani reakciji qPCR smo izvedli analizo talilne krivulje, s katero smo preverili
specifiénost zacetnih oligonukleotidov. Para zacetnih oligonukleotidov CypOl in Cyp02
(dalje Cyp0) sta nam v gqPCR pri vzorénih DNA genotipov Cyp51*", Cyp51'; Cre* in
Cyp51'°1°%: Cre*, poleg krajsega alela Cyp51,, pomnoZevala tudi dalj$e nespecifi¢ne
pomnozke. Posledi¢no smo dobili pomnozke razli¢énih dolzin, kar pa je bil neZeljen
rezultat. Pri Tm, kjer pomnozek razpade, barvilo SYBR Green disociira od dvovijaénice in
preneha svetiti. Na talilni krivulji se s prenchanjem svetenja barvila izriSe znacilen vrh, ki
nato zacne padati zaradi upadanja signala fluorescence. Razlicno dolgi pomnozki
razpadejo pri razliénih Tm. Pri vzorénih DNA smo zaradi nespecifi¢nega pomnoZzevanja
parov Cyp0O dobili po dve Tm za vsak vzorec. 1z vrednosti Cp pri vzorcih z dvema Tm pa
ni bilo mozno dolo¢iti uspesnosti izreza, ki ga je narekovala Cre, zato smo izvedli ve¢
razliénih reakcij qPCR, kjer smo spreminjali ¢as prileganja zacetnih oligonukleotidov in
podaljsevanja nove verige ter Stevilo ciklov qPCR. Nas cilj so bili pogoji, pri katerih bi par
Cyp01 ali Cyp02 pri kontrolnih DNA genotipa Cyp51*" in pri vzorénih DNA s pogojno

1 Cre* in Cyp51'/"°*: Cre* specifi¢no pomnozeval le

izbitim genom genotipov Cyp5
izrezan krajsi odsek alela Cyp51". Preglednica 29 prikazuje pricakovane rezultate razli¢nih

parov zacetnih oligonukleotidov pri razli¢nih genotipih gena Cyp51 vzorénih DNA.
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Preglednica 29: Pri¢akovani rezultati pri parih zacetnih oligonukleotidov Cyp+, Cyp0 in Actb

Vzorec Genotip Par  Par Par
DNA Cyp51; Cre Cyp+ Cyp0 Actb
102.1. ++ da ne da
102.3 +- da da da
96.3. -/- ne da da
LKO 50 lox/lox;+ da da da
LKO 53 lox/-;+ da da da

Legenda: Da: par zacetnih oligonukleotidov bi moral pomnoziti izbran odsek DNA
Ne: par ne bi smel pomnoziti doloéenega odseka DNA

Rezultati podani v preglednicah 30-33 podajajo vrednosti Tm in Cp pri razli¢nih vzorénih
DNA, ki smo jih pomnozevali z razlicno specifi¢nimi zacetnimi oligonukleotidi, navedeni
v preglednici 4, v razli¢nih reakcijah qPCR. 1z podatkov je razvidno, da nekateri pari pri
vseh ali dolo¢enih genotipih niso tvorili specificnih pomnozkov. Zabelezeni dve Tm pri eni
vzoréni DNA sta nakazovali na nespecifiéne pomnozke razliénih dolzin, kar pomeni, da
dolo¢en par zacetnih oligonukleotidov ni pomnozeval optimalno. TeZave smo imeli
predvsem pri obeh parih Cyp0, ki bi morala pomnozevati le izrezan kraj$i odsek alela
Cyp51 in pri obeh parih Cyp+1 in Cyp+2 (dalje Cyp+), ki pa alela Cyp51 ne bi smela
pomnozevati. Z optimizacijo pogojev qPCR smo se zeleli znebiti dveh Tm. Vse
temperature so podane v °C. Rezultat, kjer je Cp veéji od 30, ni bil zadovoljiv. Nezeleni
rezultati pri vzorénih DNA z dvema Tm so obarvani sivo.

Preglednica 30: Nezadovoljivi rezultati pri standardnih pogojih gPCR z dvema Tm pri vseh genotipih
pomnozenih s paroma CypO ter pri genotipu Cyp51”" pomnoZenim s paroma Cyp+

Vzorec | Genotip Par Cyp+1 Par Cyp+2 Par Cyp01 Par Cyp02 Par Actb
DNA | Cyp51;Cre| Cp [Tm1|{Tm2| Cp [Tml|Tm2| Cp |Tm1|Tm2|Cp |Tml|Tm2|Cp|Tml|Tm2
102.1. | +/+ 23 |76 23 |76 45 |73 (80 (29 |79 |84 |22 |84

102.3 | +/- 24 |76 24 |76 26 (72 |77 |25 |76 |84 (22|84

96.3. |-/ 45 (79 |83 |45 (78 (82 (26 |72 |77 |25 |75 |84 |24 |84
LKOS0 | lox/lox;+ 24 |76 23 |76 24 |72 |77 |24 |75 |84 |21 |84
LKOS53 | lox/-;+ 25 |76 25 |76 24 (72 |77 |24 |76 |84 (22 |84

Nezeleni rezultati, kjer je par zaCetnih oligonukleotidov tvoril razli¢na pomnozka, so obarvani sivo

Vrednosti Tm in Cp reakcije gPCR pri pogojih iz preglednice 15 so podane v preglednici
30. Oba para zacetnih oligonukleotidov CypO sta nam pri vseh genotipih vzorénih DNA
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podala vsak po dve Tm, kar je onemogocilo dolo¢evanje obseznosti izreza. Oba para Cyp+
sta tvorila pomnozke pri genotipu Cyp51'/', Ceprav so prisli do izraza Sele pri velikem

Stevilu ciklov.

Ker sta nam oba para zacetnih oligonukleotidov CypO pri vseh genotipih gena Cyp51
tvorila nespecificne pomnozke, Smo se s spreminjanjem pogojev za novo reakcijo gqPCR
poskusali znebiti dveh Tm. Ker DNA polimeraza tvori dvovija¢nico ze v fazi prileganja
zaetnih oligonukleotidov na matricno DNA pri 60 °C, smo izpustili korak tvorbe
dvovijaénice pri temperaturi 72 °C (preglednica 16). S tem smo Zeleli omogo¢iti DNA
polimerazi, da bi s paroma Cyp0 pomnozila le alel Cyp51". Vrednosti Tm in Cp reakcije
gPCR pri pogojih iz preglednice 16 so navedene v preglednici 31. Kljub temu, da so bile
vrednosti Cp pri veéini vzorcev pod 30 cikli, pa smo Se vedno imeli dve Tm pri parih
Cyp0. Ker je par Cyp02 tvoril pomnozke tudi pri genotipu Cyp51+/+, smo se odlocili, da ga
izklju¢imo iz nadaljnjih laboratorijskih poskusov. Tudi para Cyp+ nam pri genotipu
Cyp51"' nista dala zelenih rezultatov, saj je Cyp+1 pomnozeval dva razlicna pomnoZzka,

Cyp+2 pa je imel vrednost Cp 33. Potrebna je bila $e nadaljnja optimizacija qPCR.

Preglednica 31: Vrednsti Cp in Tm po optimizaciji gPCR z izpu$¢enim korakom podalj$evanja pri 72 °C

Vzorec | Genotip Par Cyp+1 Par Cyp+2 Par Cyp01 Par Cyp02 Par Actb
DNA | Cyp51;Cre |cp |Tmi|Tm2 [cp |Tmi|Tm2|cp |Tmi|Tm2|cp |Tmi|Tm2|cCp |Tm1|Tm2
102.1. +/+ 23 |76 23 |76 44 180 26 (80 |84 |22 |84
102.3 +/- 24 |76 24 |76 26 |72 |78 |24 |75 |84 |22 |84

96.3. -I- 33 |75 (82 33 |82 25 |72 |78 |24 |75 |84 |24 |84
LKO50 | lox/lox;+ 24 |76 23 |76 24 |72 |78 |25 |75 |84 |21 |84
LKOS3 | lox/-;+ 25 |76 25 |76 24 |72 |78 |23 |76 |84 |22 |84

Z nadaljnjo optimizacijo gPCR, Kkjer smo zmanjsali Stevilo ciklov in skrajsali Cas
pomnozevanja DNA polimeraze (preglednica 17), smo zeleli omogo¢iti paru Cyp01, da bi
tvoril le pomnozke alela Cyp51". Obenem pa smo se Zeleli znebiti pomnoZevanja genotipa
Cyp51™ s paroma Cyp+. Optimizacija gPCR nam je pri pogojih iz preglednice 17 Ze skoraj
uspela, saj para Cyp+ nista ve¢ pomnoZevala alela Cyp51. Se vedno pa sta bili
problematicni po dve Tm pri paru Cyp0l, ki sta bili posledica nespecificnega

pomnozevanja. Vrednosti Cp in Tm s pogoji iz preglednice 17 so podane v preglednici 32.
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Preglednica 32: Vrednosti Cp in Tm po optimizaciji qPCR z zmanj$anim §tevilom ciklov ter skrajSanim
¢asom pomnozevanja S polimerazo

Vzorec | Genotip Par Cyp+1 Par Cyp+2 Par Cyp01 Par Actb
DNA Cyp51;Cre | Cp Tml|{Tm2|{Cp |Tml|Tm2 |[Cp |[Tml |Tm2 |Cp |[Tml |Tm2
102.1. ++ 23 76 23 76 22 84
102.3 +/- 24 76 24 76 26 |74 80 22 84
96.3. -/- 25 |74 80 24 84
LKO50 | lox/lox;+ 25 76 23 76 24 |74 80 21 84
LKO53 | lox/-;+ 25 76 25 76 24 |74 80 22 84

Nas cilj je bil Se vedno z optimizacijo pogojev qPCR, kjer smo skrajsali ¢as naleganja
zaCetnih oligonukleotidov in podaljSevanja nove verige iz 27 na 12 s (preglednica 18),
omogociti paru Cyp01, da pri genotipih Cyp51*", Cyp51'°“; Cre* in Cyp51'*/*; Cre"
tvoril samo pomnozke krajSega odseka Cyp51°, daljSih nespecificnih pomnozkov pa ne.
Med paroma Cyp+ smo za nadaljnje delo izbrali par Cyp+1. Vrednosti Cp in Tm reakcije
gPCR pri pogojih iz preglednice 18 so navedene v preglednici 33.

Preglednica 33: Vrednosti Cp in Tm po optimizaciji gPCR s skrajSanim ¢asom naleganja zacetnih
oligonukleotidov in pomnozevanja s polimerazo

Vzorec | Genotip Par Cyp+1 Par Cyp01 par Actb
DNA | Cyp51;Cre |Cp Tml|Tm2|Cp Tml|Tm2|{Cp |Tml|Tm2
102.1. | +/+ 25 76 23 |84
102.3 | +/- 25 76 25 74 |80 |24 |84
96.3. -I- 25 74 |80 |25 |84
LKO50 | lox/lox;+ 25 76 25 74 |80 |22 |84
LKO53 | lox/-;+ 25 76 25 74 |80 |23 |84

Talilna krivulja pomnozkov qPCR je predstavljena kot izpeljanka merjenih vrednosti
fluorescence. Pomnozki se lo¢ijo glede na svojo Tm. Po en vrh na vsaki krivulji predstavlja
pomnozke iste dolzine, kar dokazuje specificnost izbranih parov zaCetnih
oligonukleotidov. Odsotnost dimerov parov in nespecifi¢cnih pomnozkov kaze bazna linija
iz vode, ki ni vsebovala DNA. Pri pogojih gPCR iz preglednice 18 smo pri paru Cyp01
zaradi nespecifiénega pomnozevanja dobili dve Tm (74 in 80 °C), kar je vodilo do tvorbe

dveh vrhov na talilni krivulji (slika 24, zelena krivulja).
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Slika 24: Graf talilne krivulje z dvema vrhovoma (zeleno) po koncani qPCR pri paru zaéetnih
oligonukleotidov Cyp01
V konénih pogojih qPCR iz preglednice 18 smo mo¢no skréili ¢as podvojevanja DNA na
12 sekund, saj smo Zeleli, da bi DNA polimeraza s parom Cyp0Ol pomnozevala le alel
Cyp51'. Po analizi talilne krivulje smo pri paru Cyp+1 in Actb dobili po en vrh (slika 24,
rdeci krivulji) za vsak par, kar je pomenilo, da so nam zacetni oligonukleotidi specifi¢no
pomnozevali le to¢no dolo¢en odsek DNA. Talilna krivulja z dvema vrhovoma pri paru
Cyp01 pa je nakazovala na nespecifiéno pomnoZevanje para, zato iz taksne krivulje nismo
mogli dolo¢iti nivoja izbitja gena Cyp51, ki ga je narekovala rekombinaza Cre. Ker nismo
uspeli optimizirati delovanja para Cyp01 s pogoji qPCR, smo se odlocili za optimizacijo

KCl v reakcijski mesanici za qPCR.

4.4.2 Optimizacijas KCI

4.4.2.1 Optimizacija reakcije PCR s spremenjenimi koncentracijami KCI, izvedena s

parom Cyp01

Par CypO1 je kljub spreminjanju pogojev reakcije gPCR, poleg izrezanega alela Cyp51°
pomnozeval tudi nespecificne pomnozke. Zato smo z navadnim PCR optimizirali
koncentracijo KCI, pri kateri bi par Cyp0l prednostno pomnozeval le krajsi odsek alela

Cyp51". Agarozni gel z lo¢enimi pomnozki para Cyp0O1 pri razli¢nih koncentracijah soli
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(30, 50, 70, 90, 100 in 110 mM) prikazuje slika 25. Nanaseni vzorci DNA so bili genotipov
Cyp51*"* (oznaka +/+ na gelu), Cyp51™" (oznaka +/-) in Cyp51" (oznaka -/-). Voda je
predstavljala negativno kontrolo, M1 pa 100 bp molekularno lestvico. Par Cyp01 je pri
alelu Cyp51" tvoril pomnozke dolzine 193 bp, pri alelu Cyp51™ pa 1713 bp.

30mM KCl 50mMKCl 70 mM KC1

+H+ A+ 4 - <~ voda M1 +H4 44 +- 4 -~ - voda ML ++ 44 - A - bp

‘ i — 1713
— 193
"
- | ‘:.'
90 mM KCl 100 mM KC1 110 mMKCI
HEOHR o whhhvoda MLOHE SRR H o d kg ML A e e

b

Slika 25: Pomnozki para CypO1 pri razli¢nih koncentracijah KC1 (30, 50, 70, 90, 100 in 110 mM)

1z rezultatov na sliki 25 smo dolo¢ili, da je par Cyp0O1 prednostno podaljseval alel Cyp51°
(193 bp) pri koncentraciji KCI 110 mM, saj je pri ostalih koncentracijah KCI pomnozeval
tudi nespecificne pomnozke. Nato smo Se preverili, ali povisana koncentracija KCl v

reakcijski meSanici vpliva na pravilno delovanje parov Cyp+1 in Actb.
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4.4.2.2 Optimizacija PCR z razli¢nimi koncentracijami KClI z vsemi tremi pari zacetnih

oligonukleotidov

Z optimizacijo koncentracije KCI v reakciji PCR smo zeleli prepreéiti polimerazi
pomnozevanje nespecifiénih pomnozkov pri vzorénih DNA. Pri razli¢nih koncentracijah
KCl1 v reakcijskih mesanicah za PCR smo izvedli pomnozevanje DNA razli¢nih genotipov
gena Cyp51 z vsemi tremi pari zacetnih oligonukleotidov (Cyp01, Cyp+1 in Actb).
Vzoréna DNA je izhajala iz migjih zarodkov, saj smo le pri njih imeli genotip Cyp517, kjer
smo lahko preverjali specificno pomnozevanje para zacetnih oligonukleotidov CypOl.
Vodo smo uporabili za negativno kontrolo. Za dolocanje dolzin lo¢enih pomnozkov pa
smo uporabili 100 bp (M1) in 1 kbp (M2) molekularni lestvici.

Cyp+1: 110 mM KCl

++ ++ 4+~ +- -/~ -/ voda M1 M2  Dbp

— s - ————— - -

- ——

— 143

I

Slika 26: Pomnozki razliénih genotipov Cyp51 s parom Cyp+1 pri 110 mM KClI

1z slike 26 je razvidno, da je par Cyp+1 pri genotipu Cyp51” $e vedno tvoril pomnozke,
kar pa bi lahko bila posledica onesnaZenja zarodkov s krvjo heterozigotne Cyp51+/' matere.
Pomnozki pri negativni kontroli (voda) so lahko posledica kontaminacije s prenosom
reagentov med pipetiranjem ali tvorbe dimerov zacetnih oligonukleotidov zaradi

spremenjene koncentracije KCI.

Slika 27 prikazuje, da smo se s poviSano koncentracijo KCI znebili pomnoZevanja daljsih
nespecifiénih pomnozkov s parom Cyp01, saj je pri heterozigotih Cyp51*" pomnozil le
krajsi alel Cyp51 dolzine 193 bp. Pri paru Actb pa smo dobili dva razliéna pomnozka, kar
pa ni bilo optimalno, saj bi moral par tvoriti le pomnozke, dolzine 138 bp. Nato smo
testirali pare zacetnih oligonukleotidov $e pri visjih koncentracijah KCI. Po reakciji PCR s

++ v

parom CypOl s povisano koncentracijo KCI na 130 mM so bili pri genotipu Cyp51™" Se
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vedno vidni nespecifi¢ni pomnozki. Pri genotipu Cyp51+/' pa smo se znebili pomnoZevanja

daljsih nespecificnih pomnozkov.

Cyp01: 110 mM KCl Actb: 110 mM KC1

++ +H+ - H- -~ -~ voda M1l M2 ++ ++ +H- +H- - - voda gy

Slika 27: Pomnozki parov Cyp01 in Actb pri koncentraciji KCI 110 mM

Tudi pri nadaljnjem povisanju koncentracije KCI na 150 mM je par Cyp+1 pri genotipu
Cyp51™" Se vedno tvoril pomnozke alela Cyp51° (slika 28), eprav je bil naértovan tako, da
je pomnozeval le alel Cyp51" dolzine 143 bp. Sklepali smo, da so bili zarodki onesnaZeni s
krvjo heterozigotne matere. Po reakciji PCR s 150 mM KCI so nespecifi¢ni pomnozki para

+/+

Cyp01 pri genotipu Cyp51*"* popolnoma izginili. Tudi pri genotipu Cyp51*" par Cyp01 ni
vec tvoril nespecifi¢nih daljsih pomnozkov, ampak samo pomnozke krajSega alela Cyp51’,
dolzine 193 bp. Zvisanje koncentracij KCI ni vplivalo na pravilno delovanje para Actb, saj

je pri vseh vzorcih DNA tvoril pomnozke dolzine 138 bp.

Cyp+1: 150 mM KC1 Cyp01: 150 mM KC1

++ ++ 4~ 4~ -~ -~ voda Ml M2 +4+ ++ +- - - -~ voda Ml M2

Slika 28: Pomnozki vzorcev DNA s paroma Cyp+1 in Cyp01 pri koncentraciji KCI 150 mM

44221 Rezultati reakcij qPCR pri spreminjajocih koncentracijah KCI

Tudi s spreminjanjem koncentracij KCI (90 mM, 130 mM in 150 mM) v reakcijskih

mesanicah za qPCR $e vedno nismo dobili zadovoljivih rezultatov. Ker je sestava pufra
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SYBR komercialna skrivnost, smo predpostavili, da vsebuje enako koncentracijo KCI kot
pufr za navadni PCR, to je 50 mM (Protocol ...., 2000). V poskusih s spremenjenimi
koncentracijami KCI (preglednica 22) in pogoji reakcije qPCR (preglednica 18) nam pari
zaCetnih oligonukleotidov niso tvorili pomnozkov in posledi¢no nismo dobili talilnih

krivulj.

Nespecifitno pomnoZevanje para Cyp0Ol in posledi¢ne tvorbe talilne krivulje z dvema
vrhovoma je vodilo v optimizacijo ¢asov posameznih korakov reakcije qPCR in Stevila
ciklov gqPCR ter v optimizacijo koncentracije KCl v reakcijski meSanici za qPCR.
Posledica optimizacije so bili povsem spremenjeni in nedefinirani pogoji qPCR, ki niso
dali zelenih rezultatov. Optimizacijo reakcije qPCR smo zato opustili in za dolo¢evanje

deleza alela Cyp51 narocili nove zacetne oligonukleotide.

4.5 NOVI ZACETNI OLIGONUKLEOTIDI

S ponovnim nacrtovanjem zacéetnih oligonukleotidov smo Zeleli pridobiti par Cyp0, ki bi
pri pogojih qPCR specificno pomnozeval le izrezane krajSe odseke alela Cyp51°, preostalih

neizrezanih odsekov alela Cyp51' pa ne.

4.5.1 Zaporedje novih zacéetnih oligonukleotidov

S programom Primer3 smo nacrtovali nove zacetne oligonukleotide za doloCevanje stopnje
izreza. Mesto naleganja novega para CypOl(novi) je z rdeCima pus¢icama prikazano na

sliki 18. Izbrana zaporedja novih zacetnih oligonukleotidov so podana Vv preglednici 34.

Preglednica 34: Zaporedja novih zacetnih oligonukleotidov za pomnoZevanje alela Cyp51°

Zacetni oligonukleotid Zaporedje zacetnega oligonukleotida 5'-3'
SloxF_1 CGTGGATTCTGCTGATCAAA

SloxF_2 GGTTCGTGGATTCTGCTGAT

5loxF_3 CACCAGACTTGATGGCAAGA

3loxR_1 CAGTAGTCAGCACCCCCTTC

3loxR_2 TCAGCACCCCCTTCTCATTA

3loxR_3 GCTCTGTAAAGGCAGGGTTG
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4.5.1.1 Testiranje novih parov zacetnih oligonukleotidov

Ker nam je par CypO1 pri genotipih Cyp51*", Cyp51'™; Cre* in Cyp51'™/"°*; Cre* poleg
alela Cyp51” podaljSeval tudi daljSe nespecifiéne pomnozke, smo zeleli z novimi zacetnimi
oligonukleotidi dobiti tak par, ki bi pomnoZzeval le izrezan alel Cyp51", saj bi le tako lahko
dolocili stopnjo izbitja gena Cyp51 v misjih jetrih. Dolzine posameznih pomnozkov
razli¢nih genotipov gena Cyp51 z novimi pari zacetnih oligonukleotidov so navedeni v
preglednici 23. Slika 29 prikazuje elektroforezno lo¢bo pomnozkov razliénih parov

zaCetnih oligonukleotidov v reakciji PCR, ki smo jo izvedli pri pogojih iz preglednice 24.

SloxF_1/3loxR_2 (Cyp0l(novi)) 3loxR_1/5loxF_1 (Cyp02(novi))

lox/- lox/- lox/lox lox/lox voda M1 lox/- lox/- lox/lox lox/lox voda M1 bp

5loxF_2/3loxR_1(Cyp03(novi)) 3loxR_2/5loxF_2 (Cyp04(novi))

lox/- lox/- lox/lox lox/lox voda M1 lox/- lox/- lox/lox  lox/lox voda M1 bp

Rte .

3loxR_3/5loxF_3 (Cyp05(novi))

lox/- lox/- lox/lox lox/lox voda M1

bp

1957

Slika 29: Testiranje novih parov zaéetnih oligonukleotidov za alel Cyp51
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1|0X/-

Na agarozni gel na sliki 29 so bili naneSeni vzorci genotipov Cyp5 (oznaka lox/- na

1'% (9znaka lox/10x). Voda je sluZila za negativno kontrolo. Za od¢itanje

gelu) in Cyp5
locenih odsekov pomnozkov pa smo uporabili 100 bp (M1) molekularno lestvico. Iz slike
29 smo razbrali, da je par Cyp01(novi) pri genotipu Cyp51'®" tvoril le pomnozke krajiega
odseka alela Cyp51", dolzine 249 bp, zato smo ga uporabili pri nadaljnjem dolo¢anju
stopnje izbitja gena Cyp51 s gPCR. Iz agaroznega gela je razvidno, da so preostali pari

zaCetnih oligonukleotidov tvorili nespecificne pomnozke.

4.5.1.2 Koncna reakcija qPCR s pari zacetnih oligonukleotidov Cyp+1, Cyp0O1(novi) in
Actb za dolocanje stopnje izbitja v vzorénih DNA

Po PCR testiranju razlicnih kombinacij novo nacrtovanih zacetnih oligonukleotidov za
srecificno pomnoZevanje krajSega odseka alela Cyp51 smo izbrali par 5loxF_1/3loxR_2,
ki smo ga poimenovali »CypOl(novi)«. Novi par nam je pri vzorénih DNA genotipa
Cyp51'™ pomnozeval le alel Cyp51°, daljsih nesecifi¢nih pomnozkov pa ne. Sledila je
uporaba parov Cyp+1, Cyp01(novi) in Actb v reakciji gPCR, s katero smo Zeleli dolo¢iti
stopnjo uspesnosti izrezovanja eksonov 3 in 4 iz lokusa gena Cyp51, ki ge je narekovala
rekombinaza Cre. Po izvedbi reakcije qPCR s pogoji iz preglednice 26 smo pridobili
vrednosti Cp in Tm (preglednica 35), s katerimi smo lahko opravili analize, ki so nam

podale stopnjo uspesnosti izrezovanja pri vzorénih DNA iz jeter.

Preglednica 35: Vrednosti Cp in Tm po reakciji gPCR s pari Cyp+1, Cyp0Ol(novi) in Actb

Vzorec Genotip Par Cyp+1 Par Cyp01(novi) Par Actb
DNA Cyp51; Cre | Cp Tml|Tm2|Cp Tm1l|{Tm2|Cp |Tml|Tm2
102.1. +/+ 23 76 30 22 |84
102.3 +- 25 76 25 80 23 |84
96.3. -I- 30 26 80 24 |84
LKO50 lox/lox;+ 23 76 24 80 22 |84
LKO53 lox/-;+ 25 76 24 80 23 |84

Zamenjava para zacetnih oligonukleotidov Cyp01 s Cyp01(novi) nam je podala uspesen

rezultat, kar dokazujejo enojne vrednosti Tm in vrednosti Cp pod 30 cikli, ki so navedene v
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preglednici 35, in enojni vrh talilne krivulje pri posameznem paru zacetnih
oligonukleotidov na sliki 30. Par Cyp01(novi) je pri genotipih Cyp51*", Cyp51'™; Cre* in
Cyp51'/°%; Cre* tvoril pomnozke le krajiega odseka alela Cyp51, ki so bili rezultat
izrezovanja Cyp51 z rekombinazo Cre. Po analizi talilne krivulje se je pri vsakem
uporabljenem paru zacetnih oligonukleotidov izrisal graf z enojnim vrhom, kar je

nakazovalo na specifi¢no pomnozevanje vseh treh uporabljenih parov v gPCR (slika 30).

Cyp+l: Vrhovi talilnih krivulj —
Tm=76 °c  CypOl{noviy -
. : Tm=80 “C

- Actb;
e .’f Tm=584 °C

5,992

52924

-{d/dT) Fluorescence (465-510)
- 2N W W s
=] e | F- - o om
BB B B B B8

e
(5

&
3

66 63 70 72 74 75 73 80 B82 84 8 88 90 92 94 95
Temperature [*C)

Slika 30: Talilne krivulje s po enim vrhom pri vsakem paru zaéetnih oligonukleotidov

4.6 GRAFI KONCNE ANALIZE

S pomocjo racunalniSkega programa Microsoft Office Excel 2007 smo preracunali podatke
vrednosti Cp po postopku opisanem v poglavju 3.2.13 in nato izrisali grafe s prikazi
delezev alelov Cyp51*, Cyp51 in Cyp51' pri posameznih genotipih kontrolnih in
preiskovalnih vzorénih DNA. Grafi z deleZi posameznih alelov so prikazani na slikah 31—
34. Pridobljeni delezi alelov Cyp51™ in Cyp51™ na grafih 31 in 33 so izhajali iz kontrolnih
DNA genotipov Cyp51** (simbol +/+), Cyp51*"(+/-) in Cyp51” (-/-) izoliranih iz migjih
zarodkov, ki so se pridobili s parjenjem heterozigotnih starSev. Kontrolne DNA so nam
podale ucinkovitost doloanja stopnje izrezovanja z metodo gPCR. Pridobljeni delezi

alelov Cyp51'™ in Cyp51° na grafih 32 in 34 pa so izhajali iz vzorénih DNA genotipov
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Cyp51"1°*: Cre* (simbol lox/lox; +) in Cyp51'®"; Cre* (lox/-; +) izoliranih iz misjih jeter

in repov.

Par zacetnih oligonukleotidov Cyp+1 je imel mesti prileganja znotraj zaporedja DNA, Ki

sta ga obdajali mesti lox, zato pri izrezanih alelih Cyp51” ni tvoril pomnozkov (slika 18). Iz

grafa na sliki 31 je razvidno, da je pri divjem tipu Cyp51*'* znagal delez alela Cyp51* 100

+ 16,6 % (povprecje (MEAN) =+ standardna napaka povpre¢ja (SEM); n = 3 bioloSke

ponovitve enega DNA vzorca), ki je lahko posledica dinamike PCR, nenatanénega

pipetiranja ..., kar vpliva na natancnost metode.

120005 - 100.0%

100.0% -
80,0% -

60.0% - 53.6%

40.0%

20,0%
34%

0.0% T T —

+/+ +/- -/

Slika 31: Delezi alela Cyp51* v kontrolnih DNA iz zarodkov pomnoZeni s parom Cyp+1

Pri kontrolni DNA iz mi$jega zarodka z genotipom Cyp51*" smo pricakovali 50 % dele
alela Cyp51™ in 50 % delez alela Cyp51*. Slika 31 prikazuje, da je znasal delez alela
Cyp51* 53,6 %. Pri kontrolnem vzorcu s popolnoma izbitim genom (genotip Cyp51™) par
Cyp+1 ne bi smel tvoriti pomnoZkov. Zaznani 3,4 % delez alela Cyp51" bi lahko bil
posledica onesnazenja zarodka s krvjo heterozigotne matere, kar je vodilo v pomnoZevanje
alela Cyp51™. Moznost onesnazenja zarodka smo opazili ze med testiranjem delovanija para
Cyp+1 pri razlicnih koncentracijah KCI pri navadnem PCR (sliki 26 in 28). Pozitivne
kontrolne DNA iz mi$jih zarodkov so nam pokazale, da je izbrani par Cyp+1 tvoril

pomnozke alela Cyp51°~.

1'¥1ox- Cre* (oznaka na sliki 32

S parom Cyp+1l smo vzorénim DNA genotipov Cyp5
lox/lox;+) in Cyp51'™"; Cre* (oznaka lox/-;+), ki so izhajale iz repa in jeter, preverjali

deleze neizrezanega alela Cyp51'™ na lokusu gena Cyp51. Do izrazanja in delovanja
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rekombinaze Cre zaradi jetrno—specifi¢nega albuminskega promotorja ne bi smelo prihajati
v repu misi. Z navadnim PCR smo preverili, da par zacetnih oligonukleotidov 5loxF/3loxR
pri vzorénih DNA iz repa z genotipom Cyp51'®: Cre* ni tvoril pomnoZkov krajsega
odseka alela Cyp51", dolzine 187 bp (slika 23 B), do katerega bi pri§lo v primeru delovanja
rekombinaze Cre. Pomnozki alela Cyp51 para SloxF/3loxR pri vzorénih DNA iz repa

1'%+ Cre* so bili posledica podedovanega enega alela Cyp51°. Preradunani

genotipa Cyp5
88,5 % delez alela Cyp51'™ pri vzoréni DNA iz repa LKO 50 z genotipom Cyp51'°1*;
Cre” bi lahko bil tako posledica ocene tehni¢ne variabilnosti (postopki dela, specifi¢nost
zaletnih oligonukleotidov, ponovljivost), kar pomeni, da 88,5 % pri neki SEM morda ni
statistitno znacilno razlicno od 100 %. Druga razlaga 88,5 % deleza neizrezanega alela
Cyp51IOX pa je, da se je rekombinaza Cre vseeno v nizki stopnji izraZala v repu in v nekem
dolo¢enem delezu celic izrezala lokus gena Cyp51, kar potrjuje tudi preracunani 4,4 %
delezZ izrezanega alela Cyp51° (slika 34) dolocen s parom Cyp01(novi) pri istem vzorcu.

100,0% -
88.5%

80,0% -

60,0% -
41.9%

0.7
40,0% - 36,0%
24.9% 26.8%
7 9oy 19.8% 504
20,0% I I 17,9% o 19,5%
0.0% - ! f T T T l T l T l

repLKO 50  1ep LKO33  jetraLKO30 jetraLKO 64 jetralLKO 60 jetralLKO 53 jetraLKO 65 jetraLKO 66
lox/lox; + lox/-;+ lox/lox; + lox/lox; + lox/lox; + lox/- + lox/-,+ lox/-,+

Slika 32: Delezi alela Cyp51'™ v vzorénih DNA iz repov in jeter pomnoZeni s parom Cyp+1

Zarodek s popolnoma izbitim genom Cyp51 ne prezivi embrionalnega razvoja, heterozigot
pa ga. S podedovano heterozigotnostjo je bila v vseh celicah dosezena priblizna 50 %
stopnja izbitja gena Cyp51. Graf na sliki 32 prikazuje, da je znagal deleZ alela Cyp51'™ iz

repa vzorca LKO 53 z genotipom Cyp51'°"";

Cre” 41,9 %. Tkivno specifi¢no delovanje
rekombinaze Cre pa je stopnjo izbitja gena Cyp51 v jetrih Se dodatno zvisalo, kar bi
omogocilo nadaljnjim raziskavam doloc¢iti vpliv izbitja gena Cyp51 na biosintezo

holesterola in fenotip zivali. Graf iz slike 32 prikazuje, da so pri jetrnih vzorcih LKO 50,
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LKO 64 in LKO 60 z genotipom Cyp51'°/°*; Cre* znagali delezi preostalega neizrezanega
alela Cyp51'°X 24,9 %, 36,0 % in 26,8 %. Pri jetrnih vzorcih LKO 53, LKO 65 in LKO 66 z

1+ Cre* pa je bilo izbitje gena e uspesnejie, saj so bili delezi

genotipom Cyp5
preostalega neizrezanega alela Cyp51'™, na radun Ze enega podedovanega alela Cyp51, Se

nizji, in sicer 17,9 %, 19,8 % in 19,5 %.

120.0%0
100,0%
100.0%0

80.0% -

60.0% - 54.9%

40.0% -
20.0% -
3.7%
0,00 - — . :
+/+ +/- /

Slika 33: Delezi alela Cyp51” v kontrolnih DNA iz zarodkov pomnozeni s parom Cyp0O1(novi)

Izbrani par CypOl(novi) je imel mesto prileganja zacetnih oligonukleotidov izven
vmesnega zaporedja obdanega z mesti lox (slika 18). Pri vzorcih DNA, kjer ni prislo do
izrezovanja s Cre, je par tvoril daljSe pomnozke dolzine 1963 bp, v primeru izrezovanja pa
sta si bili mesti prileganja blizji, zato je par tvoril pomnozke dolzine 249 bp. Izbran par
Cyp01(novi) je pri pogojih gPCR prednostno pomnozeval krajsi odsek alela Cyp51°, kar
smo dokazali s talilno krivuljo (slika 30), zato je podal samo deleZe izrezanega krajSega
alela Cyp51°. 1z grafa na sliki 33 je razvidno, da je znaSal delez alela Cyp51 pri
kontrolnem vzorcu iz miSjega zarodka s popolnoma izbitim genom Cyp51 (genotip Cyp51
") 100 + 8,3 %. Delez alela Cyp51” je pri heterozigotu Cyp51*" znasal priakovanih 54,9
%. Par je tvoril pomnozke tudi pri genotipu Cyp51*'*, kar bi lahko bila posledica
onesnazenosti zarodka s krvjo heterozigotne matere. Delez alela Cyp51™ pri genotipu
Cyp51*"* je znasal 3,7 %. Zaklju¢imo lahko, da nam je izbrani par CypOl(novi) pri
pozitivih kontrolnin DNA iz mi$jih zarodkov tvoril pomnozke krajSega odseka alela
Cyp51.

S parom Cyp01(novi) smo vzor¢nim DNA ugotavljali deleze izrezanega krajSega alela

Cyp51, ki ga je v jetrih pod delovanjem transgenega zapisa za albuminski promotor
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povzrocala rekombinaza Cre. Zaradi pogojev reakcije gqPCR, par Cyp0l(novi) pri
kontrolnih DNA genotipa Cyp51*'* in pri preiskovanih DNA genotipov Cyp51'”/**; Cre*

1 Cre* ni pomnoZeval daljsih nespecifi¢nih pomnozkov. Iz grafa na sliki 34 je

in Cyp5
razvidno, da je par CypOl(novi) tvoril pomnozke tudi pri vzorcu LKO 50 iz repa z
genotipom Cyp51'®/'°; Cre*, in sicer je bil dezel 4,4 %, kar lahko nakazuje na nizko
aktivnost rekombinaze Cre izven ciljnega tkiva ali pa na posledico ocene SEM. Pri istem
vzorcu LKO 50 iz jeter je znasal delez alela Cyp51 39,8 %, kar nakazuje na tkivno

specifi¢no, vendar nepopolno delovanje Cre pri izbitju Cyp51.

100.,0% -

78.5%
20.0% - 72.7% 71.6% ’

60,0% - 51,7%
43.7%
39.6% 39.8%
40,0% -
20,0% -
44%
00 % ‘_- T T T T T T T

rep LKO 50 repLKO 53 jetralLKO 50 jetralKO 64 jetraLKO 60 jetralKO 353 jetralKO 63 jetra LKO 66
lox/lox; + lox/-;+ lox/lox; + lox/lox; + lox/lox; + lox/-,+ lox/-+ lox/-,+

Slika 34: Delezi alela Cyp51" v vzorénih DNA iz repa in jeter pomnozeni s parom Cyp01(novi)

Jetrne vzoréne DNA LKO 50, LKO 64 in LKO 60 z genotipom Cyp51'°/'°*: Cre* so imele
nizje deleze alela Cyp51 (39,8 %, 51,7 % in 43,7 %), kot pa vzor¢ne DNA LKO 53, LKO
65 in LKO 66 z genotipom Cyp51'™; Cre* (72,7 %, 71,6 % in 78,5 %), kjer jim je
podedovani izbit alel Cyp51° zvisal kon¢no stopnjo izreza Cyp51 v jetrih. Vzoréne DNA iz
jeter so zajemale genomsko DNA vseh jetrnih celic. Transgeni zapis mi§jega albuminskega
promotorja je omogocal specifi¢no izrazanje rekombinaze Cre v hepatocitah (Postic in
sod., 1999), ki predstavljajo ~ 70 % celi¢ne populacije jeter (Underhill in sod., 2007; Si-
Tayeb in sod., 2010) in v katerih poteka tudi glavna biosinteza albumina (Fanali in sod.,
2012). Jetra pa sestavljajo tudi neparenhimske celice (Si-Tayeb in sod., 2010), za katere pa
ne poroc¢ajo o izrazanju albumina. V njih se tako Cre ne bi smela prepisovati in izbijati
Cyp51. Lahko zaklju¢imo, da je bilo izrezovanje tkivno specifi¢no, saj smo pri vzor¢nih

DNA iz jeter zaznali bistveno vi§je deleze alela Cyp51” kot pa pri vzorénih DNA iz repa.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Misji modeli se uporabljajo pri preucevanju vplivov dolo¢enih genov na potek endogenih
biosinteznih poti in/ali na vpliv njihovega izbitja na fenotip zivali. Za pridobitev taksnih
misi je potrebno najprej z metodami genskega izbitja izbiti cilje gene, kar posledi¢no
izzove efekt mutantnega stanja. Veckratno medsebojno krizanje misi z izbitim ciljnim
genom privede do tvorbe miSje linije s specificno mutacijo (Koentgen in sod., 2010).
Podedovane mutacije, ki vodijo v popolno izbitje gena v celotnem telesu, pogosto
povzroc¢ijo smrt zarodkov in s tem onemogocijo preucevanje miSjega modela po rojstvu.
Sistem Cre/lox, zaradi specificnega izrazanja rekombinaze Cre, ki izrezuje le zaporedje
DNA med dvema prepoznavnima mestoma lox, omogoca pogojno izbitje gena/-ov ob
dolo¢enem casu (po rojstvu ali v kasnejsi dobi zivljenja misi) in/ali v dolo¢enem tkivu ali
celiénem tipu. Specifi¢nost izrazanja narekuje promotor, za katerim se nahaja zapis gena za
rekombinazo Cre. Ciljni gen/-i ali samo nekateri njihovi eksoni se izrezejo le v celi¢nih
tipih ali tkivih, kjer je aktiven promotor, drugod pa ostane gen neizbit in posledi¢no
funkcionalen, kar za razvijajo¢i zarodek ali odraslo Zival ni letalno (Nagy, 2000). Slabost
sistema Cre/lox pa je nepopolno izrezovanje ciljne regije DNA z rekombinazo Cre, ki je
lahko posledica utiSanja izrazanja vnesenega zapisa rekombinaze Cre, nizke aktivnosti
rekombinaze Cre ali sestave ciljnega tkiva tudi iz celi¢nih tipov, kjer se rekombinaza Cre
ne izraza in posledi¢no ne izbije gena v celotnem tkivu (Schulz in sod., 2007). Predhodno
smo vedeli, da se nivo izrezovanja specificnega odseka DNA z rekombinazo Cre med
misjimi modeli razlikuje in da je nepopolno. Razli¢na uspesnost izrezovanja pri razlicnih
osebkih tvori razli¢ne stopnje izrazanja fenotipa, ki so posledica izbitja gena. Zato je za
dolo¢itev vpliva izbitega gena potrebno predhodno oceniti nivo uspes$nosti izreza, ki poda
povezavo med stopnjo izreza ciljnega gena in posledicami njegovega izbitja na fenotip
(Miiller in sod., 2009). Uporabna metoda za dolo¢evanje stopnje izreza v ciljnem tkivu je
gPCR, saj zahteva majhno koli¢ino vzorca DNA (~ 20 ng/ul), kar je uporabno predvsem
pri vzorcih z malo zacetne DNA (Pfaffl, 2001; Miiller in sod., 2009). V eni reakciji g°PCR

lahko izvedemo poskus z razlicnimi vzorci in s po velimi bioloskimi ter tehni¢nimi
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ponovitvami posameznega vzorca. Aparatura za izvedbo qPCR (v nasem poskusu Light
Cycler® 480 II) meri fluorescenco v vsakem ciklu reakcije, kar omogoca uporabniku
sprotno spremljanje poteka reakcije. Programska oprema aparature avtomatizirano doloci
mejno vrednost fluorescence, na Kkateri odc¢ita vrednosti Cp posameznih pomnozkov
vzor¢nih DNA in ucinkovitost reakcije, ki so pomembne vrednosti pri konéni analizi
(Pfaffl, 2001) dolocanja delezev izrezanega in neizrezanega alela. Pri metodi qPCR je
pomembna pravilna izbira parov zacetnih oligonukleotidov, ki v danih pogojih
pomnozujejo le specifiCen odsek DNA, saj je le tako mozno pravilno dolociti stopnjo
izbitja ciljnega gena. Pri uporabi nespecifi¢nega barvila SYBR Green | za zaznavo nastalih
pomnozkov je potrebno po kon¢ani qPCR izvesti analizo talilne krivulje, ki z enim vrhom
na talilni krivulji potrdi specificnost para zacetnih oligonukleotidov (slika 30), z dvema
vrhovoma pa nakazuje na nespecificno pomnozevanje zacetnih oligonukleotidov, ker se je
v naSem primeru zgodilo pri paru CypOl (slika 24). Na§ poskus je temeljil po ¢lanku
Miiller in sod. (2009), kjer so predstavili metodo qPCR za dolo¢evanje nivoja izbitja gena
Pex13 v moZganih misi. Popolno izbitje gena Pex13 povzroc¢i smrt zarodka, vendar jim je
sistem Cre/lox omogocil tvorbo pogojnih mutant in s tem njihovo preucevanje po rojstvu.
Mutante so pod kontrolo promotorja Nestin izrazale zapis za rekombinazo Cre, Ki je v

mozganih izrezovala z mesti lox oznacen ekson 2 v genu Pex13 in ga tako izbila.

V tej diplomski nalogi smo Zeleli z metodo qPCR, Ki je temeljila na kemiji SYBR Green |,
dolo¢iti stopnjo izrezovanja gena Cyp51 v jetrih dvojno transgenih Zivali z genotipoma
Cyp51'°1°%: Cre* in Cyp51'; Cre*. Gen Cyp51 sodeluje v biosintezi holesterola
(Debeljak in sod., 2003), ki ve¢inoma poteka v jetrih (Arnold in Kwiterovich, 2003).
Njegovo popolno izbitje povzro¢i smrt zarodka v E15 razvoja (Keber in sod., 2011), zato
je sistem Cre/lox pod transgenim zapisom misjega albuminskega promotorja s specifi¢nim
izrazanjem rekombinaze Cre omogodCil izrez z mesti lox oznafenega dela zaporedja
eksonov 3 in 4 gena Cyp51 v hepatocitih in s tem preZivetie mi§i. Ceprav se veéina
albumina tvori v jetrih, pa je znano, da ga v manjSih koli¢inah tvorijo tudi druga tkiva
(Fanali in sod., 2012). IzraZanje albumina so tako zaznali npr. v goveji mlecni Zlezi
(Shamay in sod., 2005), misjih skeletnih miSicah (Wagatsuma in sod., 2002), misji oCesni
mreznici (Dodson in sod., 2001). Nahon in sod. (1988) so ugotovili, da se v ledvicah,

trebusni slinavki, pljucih in srcu zarodkov ter novorojenih podgan tvori ve¢ albumina, kot
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pa v istih tkivih odraslih zivali. Postic in sod. (1999), ki so vzgojili Alb-Cre mis, so
pokazali, da se je transgeni zapis za rekombinazo Cre izrazal le v jetrih. V trebusni
slinavki, vranici, ledvicah, srcu, skeletnih miSicah in mozganih pa do izrazanja
rekombinaze Cre ni prislo. Jetrno—specifi¢no izrazanje rekombinaze Cre, ki ga narekuje
albuminski promotor smo preverili tudi na spletni strani The Jackson Laboratory (B6.Cg-
Tg(Alb-cre) ..., 2013), Kkjer je bila Alb-Cre mi$ kupljena. Specifi¢no izrazanje rekombinaze
Cre v jetrih smo potrdili s parom zacetnih oligonukleotidov S5SloxF/3loxR, ki je z
naleganjem na matricno DNA (slika 19) pri neizrezanih odsekih alelov Cyp51'"* oz.
Cyp51" tvoril pomnozke velikosti 1881 oz. 1707 bp, pri izrezanih krajsih odsekih alela
Cyp51" pa 187 bp (preglednica 9). S PCR smo preverili, da v vzoréni DNA iz repa z
genotipom Cyp51'/°*: Cre* do izbitja gena Cyp51 z delovanjem rekombinaze Cre ni
prislo, saj par 5loxF/3loxR ni tvoril pomnozkov krajSega alela Cyp51,, ampak samo
pomnozke daljSega neizrezanega alela Cyp51'™ (slika 23 B), kljub temu, da je vzoréna
DNA vsebovala transgeni zapis za rekombinazo Cre, kar smo preverili s parom
TK139/TK141 (slika 23 C). Naértovanje oligonukleotidnih zacetnikov za doloCanje
stopnje izreza gena Cyp51 v jetrih smo opravili v programu Primer3 (Rozen in Skaletsky,
1999). Izbrana para Cyp+ 0z. CypO0 sta bila na¢rtovana tako, da sta v vzorénih DNA podala
deleze alela Cyp51'™ oz. deleZe alela Cyp51". Z navadnim PCR smo testirali oba para Cyp0
in para Cyp+, kjer smo uporabili predhodno genotipizirane vzoréne DNA, da smo se
prepricali o specifitnem pomnoZevanju zacetnih oligonukleotidov. Pri navadnem PCR
poteka zaznava pomnozkov po koncani reakciji, zato Smo stopnje izbitja gena Cyp51 v
vzorénih DNA iz jeter dolo¢ili z uporabo gPCR. Za normalizacijo izrazanja gena Cyp51
smo, tako kot v ¢lanku Miiller in sod. (2009), uporabili par Actb. Pri reakciji gPCR pa so
se pojavile tezave, saj so pari zacetnih oligonukleotidov Cyp0 in Cyp+ tvorili nespecifi¢ne
pomnozke in tako dosegli Cp pri drugacnih ciklih, kot bi jih s specificnim
pomnozevanjem. Tezave smo imeli predvsem pri paru CypO1, kjer sta bili zaradi tvorbe
nespecifitnih pomnozkov zabeleZeni po dve Tm pri vsakem genotipu vzorénih DNA
(preglednice 30-33), kar je onemogocalo pravilno dolo¢itev delezev alelov Cyp51 in
Cyp'™ v preiskovanih vzorcih DNA. Po kon&ani qPCR pri pogojih iz preglednice 18, ki ji
je sledila analiza talilne krivulje pomnozkov posameznih parov zacetnih oligonukleotidov,
smo pri paru Cyp0l zaznali dva vrhova (slika 24), kar je pomenilo, da je par, poleg

pomnozkov krajsega alela Cyp51 dolzine 193 bp, tvoril tudi daljSe nespecifi¢ne
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pomnozke. Tezave smo imeli tudi pri nespecificnem pomnozevanju para Cyp+1, ki pa smo
jih odpravili (preglednica 32) z optimizacijo zmanj$anja Stevila ciklov qPCR in skrajSanim
Casom pomnozevanja s polimerazo (preglednica 17). Miiller in sod. (2009) tezav z
nespecificnem pomnozevanjem niso imeli. Njihov analog nasemu paru CypOl, par
PEX13”, je pri izrezanem alelu tvoril pomnozke dolzine 146 bp, pri neizrezanem alelu s
prisotnima mestoma lox pa 3634 bp. Pri njihovih pogojih gPCR: zacetna inkubacija 50 °C,
2 minuti; zacetna denaturacija 95 °C,15 minut; in 35 ciklov pri 94 °C, 15 sekund in 60 °C,
60 sekund, je par PEX13" pri heterozigotih pogojnega izbitja tvoril pomnozke le pri
izrezanem alelu PEX13“, dolzine 146 bp. Daljsega alela z mesti lox dolzine 3634 bp pa ni
pomozeval. Razlika v dolzini zaporedja med izrezanim in neizrezanim alelom je v ¢lanku
znasala 3488 bp, med nasima aleloma Cyp51 in Cyp51'™ pa le 1694 bp (dolzina alela
Cyp51” je znasala 193 bp, dolzina alela Cyp51'™ pa 1887 bp), kar je omogo¢ilo polimerazi,
da je s parom Cyp0l lahko pomnoZevala tudi daljSe nespecificne pomnozke. Kljub
spreminjanju pogojev reakcije gPCR s krajSanjem ¢asa prileganja zaCetnih
oligonukleotidov in podaljSevanja novo nastajajo¢e DNA iz 31 na 12 sekund (preglednice
16-18) ter z zmanjsanjem Stevila ciklov reakcije iz 50 na 30 ciklov (preglednici 17 in 18)
je par Cyp01 Se vedno tvoril daljSe nespecificne pomnozke (preglednice 30-33). Tudi
poskus optimizacije koncentracije KCI v reakcijski meSanici za qPCR (preglednica 22), ki
bi pri paru Cyp01 omogocil prednostno pomnoZevanje krajSega alela, je bil neuspesen, saj
reakcija qPCR sploh ni potekla. Najverjetnej$i razlog za neuspeS$ne rezultate, je bila
premajhna razlika v nukleotidnem zaporedju med kraj$im odsekom alela Cyp51 in
neizrezanim alelom Cyp51'™, kar je vodilo v nespecifi¢no pomnoZevanje s parom CypOl.
Po neuspesnem spreminjanju pogojev gPCR in koncentracij KCI v reakcijski mesanici za
gPCR, smo se odlocali med nartovanjem novih zacetnih oligonukleotidov Cyp0 za
pomnozevanje alela Cyp51 in uporabo specificne metode za zaznavo pomnozkov s sondo
TagMan. Odlocili smo se za nacrtovanje novega par zacetnih oligonukleotidov, saj bi bilo
potrebno pri metodi TagMan naértovati ¢ dodatno, tretje mesto prileganja sonde na
matri¢no DNA. Zeleli smo pridobiti tak par zagetnih oligonukleotidov, Ki bi pri kontrolnem
genotipu Cyp51*" ter pri genotipih pogojnega izbitja Cyp51'°; Cre* in Cyp51'°*; Cre*
prednostno pomnozeval le krajsi odsek alela Cyp51°. Specifi¢nost pomnoZevanja smo
kandidatnim zacetnim oligonukleotidom preverjali z navadnim PCR (slika 29) in izbrano

kombinacijo zacetnih oligonukleotidov poimenovali par Cyp01l(novi). Novi par je pri
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genotipih Cyp51*", Cyp51'™": Cre* in Cyp51'/°; Cre* prednostno pomnozeval le alel
Cyp51, daljsih nespecificnih pomnozkov pa ni tvoril, kar je pokazala talilna krivulja z
enim vrhom pri Tm 80 °C (slika 30). Par Cyp01(novi) je pri pogojih qPCR iz preglednice
26 tvoril le specificne pomnozke alela Cyp51", dolzine 249 bp, kljub temu, da je bila
razlika med aleloma Cyp51 in Cyp51'* samo 1714 bp. Ne vemo, zakaj je novi par
CypO1(novi) specificno pomnozeval le alel Cyp51°, par CypOl pa ne, saj je potek same
reakcije gPCR pogosto neznan, poleg tega pa je tudi sama sestava in delovanje reagentov
komercialna skrivnost. Para Cyp+1 nismo spreminjali, saj je v vzor¢nih DNA pri konénih
pogojih qPCR (preglednica 26) tvoril specifitne pomnozke neizrezanih odsekov alelov
Cyp51'™ in Cyp51* dolzine 143 bp.

Uspesno izvedena reakcija qPCR nam je podala vrednosti Cp vzorénih DNA iz katerih
smo lahko preracunali deleze izrezanih alelov Cyp51° in preostalih neizrezanih alelov
Cyp51'™. Nivo izbitja gena Cyp51 v vzoréni DNA je nakazoval delez odseka alela Cyp51,
visji kot je bil, uspesnejse je bilo izbitje. Graf na sliki 34 prikazuje, da so bili delezi alela
Cyp51° v vzorénih DNA LKO 53, LOK 65 in LKO 66 genotipa Cyp51'®; Cre* zaradi ze
enega podedovanega alela Cyp51° visji (71,6-78,5 %) kot pa pri vzorénih DNA LKO 50,
LKO 64 in LKO 60 genotipa Cyp51'>/'°*; Cre* (39,8-51,7 %). Vzoréne DNA iz jeter so
zajemale DNA hepatocit, ki sestavljajo okrog 70 % jeter in tudi DNA jetrnih celic
(holangiocite, endotelijske celice, jetrne sinusoidalne endotelne celice, celice Pit,
Kupfferjeve celice in jetrne stelatne celice) za katere pa v literaturi ne poro¢ajo o izrazanju
albumina (Si-Tayeb in sod., 2010; Underhill in sod., 2007; Fanali in sod., 2012). V njih
tako ne bi smelo prihajati do prepisovanja Cre in posledi¢nega izbitja gena Cyp51.
Verjetno je DNA neparenhimskih celic prispevala k visjemu delezu alela Cyp51'™ v
vzorénih DNA, saj so tudi te celice vsebovala mesta lox. Pri vzorénih DNA genotipa
Cyp51'"; Cre* pa bi lahko, na radun enega podedovanega izbitega alela, neparenhimske
celice tudi zvisale dolocen delez alela Cyp51". V reakciji qPCR smo uporabili tudi vzoréne
DNA iz repa, saj smo se zeleli prepricati o specificnem delovanju rekombinaza Cre,
omejeno le na jetra. Zaporedji mest lox sta obdajali eksona 3 in 4 gena Cyp51 tudi v repu
misi, kjer pa, zaradi nedelovanja rekombinaze Cre, v ve¢ji meri ni prislo do izrezovanja in
izbitja Cyp51. Izrezovanje gena Cyp51 z rekombinazo Cre je bilo tkivno specifi¢no, saj

smo pri vzor¢nih DNA iz jeter zaznali bistveno visje deleze alela Cyp51 kot pa pri
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vzor¢nih DNA iz repa. ManjSega izrazanja albuminskega promotorja, ki je pod mejo
ob¢utljivosti zaznavnih metod, v drugih tkivih ne moremo popolnoma ovreé¢i. Ce se je
rekombinaza Cre vseeno prepisovala v manjsi meri tudi v drugih tkivih, je mozno, da je v
nekaterih neciljanih celicah (v naSem primeru celice repa) prislo do izrezovanja s Cre, s
¢imer bi lahko tudi pojasnili 4,4 % delez alela Cyp51" pri vzorcu LKO 50 iz repa z
genotipom Cyp51''°*: Cre”*. Pri vzorcu LKO 53 iz repa z genotipom Cyp51'®"; Cre* smo
krajs$i odsek alela Cyp51 zaznali zaradi podedovanega enega izbitega alela. Manjsi delezi
neizrezanega odseka alela Cyp51'™ (slika 32) pri vzorénih DNA iz jeter (LKO 50, LKO 64,
LKO 60, LKO 53, LKO 65 in LKO 66) ter posledi¢no vis§ji deleZi izrezanega odseka alela
Cyp51 (slika 34) pri istih vzorcih dokazujejo, da je izrezovanje alela Cyp51'™, ki ga je
narekovala rekombinaza Cre, z visoko stopnjo potekalo v jetrih. Najuspesnejse izbitje gena
Cyp51 v jetrih je bilo pri vzorcu LKO 66, saj je delez alela Cyp51” znasal 78,5 %.
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5.2 SKLEPI

e Za potrebe naSega poskusa je bil s sistemom Cre/lox izbit gen Cyp51 v jetrih, kjer je
transgeni zapis jetrno—specificnega albuminskega promotorja nadzoroval izrazanje
rekombinaze Cre.

e V misjih modelih izrezovanje gena Cyp51 z rekombinazo Cre ni bilo popolno, zato je
bilo potrebno dolo¢iti ué¢inkovitost stopnje izbitja, kar bi nadalje omogo¢ilo dolocitev
povezave izbitega gena na zival ter vpliv CYPS51 na biosintezo holesterola. Stopnjo
izrezovanja gena Cyp51 v vzorénih DNA iz jeter smo dolocili z delezi izrezanega
krajSega odseka alela Cyp51  in z delezi preostalega neizrezanega odseka alela
Cyp51".

e Po opravljeni gPCR je sledila analiza talilne krivulje, ki je z enim vrhom nakazovala na
specifiétno pomnozevanje para zacetnih oligonukleotidov, z vecimi vrhovi pa na
nespecificno pomnozevanje para. Z analizo talilne krivulje smo dokazali, da je par
Cyp01(novi) specificno pomnozeval izrezan odsek alela Cyp51° (249 bp), par Cyp+1
pa neizrezan odsek alela Cyp51'° (143 bp).

e Po doloceni stopnji izbitja gena Cyp51 smo med vzorci DNA iz jeter opazili razlike v
delezih izrezanega odseka alela Cyp51, s ¢imer smo potrdili trditev, da je predhodna
doloditev stopnje izbitja nujna za nadaljnje analize povezave vpliva izbitega gena na
biosintezo holesterola in fenotip misi.

e Zaradi visoke ucinkovitosti izreza se pogojni transgeni model Cyp51'; Cre* lahko
uporablja za nadaljnje fenotipske analize vloge gena Cyp51 in biosinteze holesterola v

jetrih.



96
Prasnikar E. Dolocanje u¢inkovitosti stopnje izrezovanja gena Cyp51 pri misih s pogojno izbitim genom v jetrih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

6 POVZETEK

Gen Cyp51 kodira encim CYP51 (mi§) oz. CYP51Al1 (Clovek), ki v Zivalskih celicah
katalizira oksidativno odstranitev 14a-metilne skupine iz lanosterola, s ¢imer se tvori FF—
MAS, ki je v somatskih celicah intermediat biosintezne poti holesterola, v spolnih celicah
pa se nalaga in domnevno skrbi za njihovo zorenje (Debeljak in sod., 2003). Vecina
endogene sinteze holesterola poteka v hepatocitih (Arnold in Kwiterovich, 2003; Cramp,
2003), ki sestavljajo priblizno 70 % jetrnega tkiva (Si-Tayeb in sod., 2010; Underhill in
sod., 2007). Za nadaljnja preuc¢evanja vpliva izbitega gena Cyp51 na biosintezo holesterola
in fenotip zivali je bilo potrebno tvoriti linijo misi s pogojno izbitim genom Cyp51 v jetrih,
saj njegovo popolno izbitje (genotip Cyp517) povzro¢i smrt zarodka (Keber in sod., 2011)
in onemogoci preucevanje vpliva izbitja na zival po rojstvu. Sistem Cre/lox, Ki izhaja iz
bakteriofaga P1 in mu sluzi za prenos DNA v gostiteljsko bakterijo, pa omogoca tudi
pogojno tkivno in/ali ¢asovno specificno izbitje ciljnega gen v miSjem modelu. Za
delovanje sistema Cre/lox pri miSih s pogojnim izbitjem ciljnega gena je potrebno tvoriti
dve liniji misi. Pri prvi liniji mesti lox obdajata zaporedje DNA ciljnega gena, ki ga Zzelimo
izbiti. Druga linija pa nosi transgeni zapis za tkivno in/ali ¢asovno specifi¢no izraZanje
rekombinaze Cre. Rekombinaza Cre prepoznava in se veze na mesta loX ter izreze vmesno
zaporedje, ki ga obdajata mesti lox. S krizanjem obeh linij se pridobijo potomci, ki imajo v
specifiénem tkivu ali celiénem tipu ali/in ob dolo¢enem ¢asu razvoja izbit ciljni gen (Nagy,
2000; Koentgen in sod., 2010). Za pogojno izbitje gena Cyp51 so krizali linijo misi
Cyp51'* (Keber in sod., 20011), ki je v vseh celicah vsebovala mesta lox, katera so se
nahajala v intronih in so obdajala eksona 3 in 4 v zaporedju gena Cyp51 z linijo misi Alb-
Cre (Postic in sod., 1999), ki je imela vstavljen transgeni zapis za izrazanje rekombinaze
Cre pod nadzorom albuminskega promotorja, ki je visoko aktiven v hepatocitih. V

1'%+ Cre* in Cyp51'™/"°*: Cre* naj bi izrez in izbitje

pridobljenih potomcih genotipov Cyp5
gena Cyp51 potekalo specifi¢no Vv jetrih, v ostalih tkivih pa ne. V jetrih izbitje gena Cyp51
z rekombinazo Cre ni bilo popolno, zato je bilo potrebno vzorénim DNA iz jeter dolo¢iti
stopnjo izrezovanja gena, kar bi omogocilo nadaljnje analize njegove funkcije na
biosintezo holesterola ter dolo¢itev povezav med razlicnimi Stopnjami izbitja in

posledicami na fenotipe misjih modelov.
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Dolo¢itev stopnje izbitja gena v ciljnem tkivu omogoc¢a metoda gPCR (Miiller in sod.,
2009), s katero smo v vzorénih DNA iz jeter dolocili deleze izrezanega alela Cyp51 in
deleze preostalega neizrezanega alela Cyp51'™. Za ugotavljanje delezev posameznih alelov
z metodo qPCR smo nacrtovali specificne pare zacetnih oligonukleotidov. Po testiranju
smo izbrali dva para. Prvi par, Cyp01, je pri daljsih neizrezanih odsekih alelov Cyp51" in
Cyp51"* tvoril pomnozke dolzin 1713 in 1887 bp, pri izrezanem krajsem odseku alela
Cyp51 pa sta si bili mesti prileganja zacetnih oligonukleotidov blizji, zato je pomnozek
znasal 193 bp. Z izbranimi pogoji reakcije qPCR smo zeleli, da bi par Cyp01 pri genotipih
pogojnega izbitja Cyp51'°/'°*; Cre* in Cyp51'™; Cre* pomnozeval le izrezan krajsi odsek
alela Cyp51’, kar bi nam omogocilo dolo¢iti stopnjo izbitja gena Cyp51. Drugi par, Cyp+1,
pa je tvoril pomnozke pri neizrezanih odsekih alelov Cyp51'™ in Cyp51*, dolzine 143 bp.
Pri izrezanih odsekih alela Cyp51™ ni tvoril pomnozkov, saj je bilo vezavno mesto enega
zacetnega oligonukleotida izrezano zaradi delovanja rekombinaze Cre. S parom Cyp+1
smo vzorénim DNA iz jeter Zeleli dolo¢iti deleze alela Cyp51'™, ki jih rekombinaza Cre ni
izrezala. Analiza talilne krivulje po kon¢ani gPCR nam je pri paru Cyp0l1 podala po dve
Tm pri vsakem genotipu vzorénih DNA, kar pa ni bilo optimalno. Sledila je optimizacija
gPCR s spreminjanjem ¢asa prileganja zacetnih oligonukleotidov in pomnoZevanja nove
verige v reakciji gPCR, stevila ciklov qPCR in koncentracij KCI v reakcijskih mesanicah
za qPCR, z namenom, da bi par CypOl prednostno pomnozeval le kraj$i odsek alela
Cyp51". Optimizacija je bila neuspesna, zato smo izvedli novo nacrtovanje in testiranje
zaCetnih oligonukleotidov, med katerimi smo izbrali novi par, in sicer Cyp01(novi), ki pa
je v danih pogojih qPCR prednostno pomnozeval le alel Cyp51", dolzine 249 bp. S pari
Cyp+1, CypOl(novi) in Actb, ki je sluzil za normalizacijo razlik v izrazanju med vzorci
DNA, smo izvedli ponovno reakcijo gPCR. Za zaznavo pomnozkov smo uporabili
interkalarno fluorescentno barvilo SYBR Green I, ki z nespecifi¢no vezavo v dvovija¢no
DNA oddaja fluorescenco. Aparatura qPCR dolo¢i prazno mejo fluorescence, ki jo
preiskovani vzorci DNA dosezejo pri razliénih vrednostih Cp, saj je obratno sorazmerna s
Stevilom zacetnih kopij DNA. Iz preracunanih vrednosti Cp smo kontrolnim DNA iz
zarodkov odbranih na stopnji E13,5 in preiskovanim vzorénim DNA iz jeter ter repa osem
tednov starih mis$i doloCili deleze izrezanega krajSega odseka alela Cyp51 in deleze
preostalega neizrezanega daljSega odseka alela Cyp51'™. Vigji delez alelov Cyp51 je

nakazoval na vi§jo stopnjo izbitja gena Cyp51. Rezultati so pokazali, da je bila raven
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izbitja gena Cyp51 v jetrih vi§ja pri vzorénih DNA z genotipom Cyp51'°X/'; Cre”, ki so
imeli en izbit alel Cyp51” podedovan, kot pa pri vzorénih DNA z genotipom Cyp51'*'%*;
Cre’, Kjer je bilo izbitje gena odvisno le od uspesnosti izrezovanja z rekombinazo Cre.
Delezi alela Cyp51° so v vzorénih DNA iz jeter z genotipom Cyp51'°; Cre* znagali 71,6—
78,5 %, z genotipom Cyp51'®/'%; Cre* pa 39,8-51,7 %, kar je nakazovalo na nepopolno
delovanje rekombinaze Cre. Izolirane vzoréne DNA iz jeter so zajemale DNA hepatocit in
DNA neparenhimskih celic, za katere pa ne poroc¢ajo o aktivnosti albuminskega promotorja
(Si-Tayeb in sod., 2010; Fanali in sod., 2012) zato najverjetneje v njih ni prislo do izbitja
gena Cyp51. Verjetno je DNA neparenhimskih celic prispevala k visjemu delezu alela

1"+ Cre* pa bi lahko, na radun podedovanega izbitega alela,

Cyp51'™; pri genotipu Cyp5
tudi zvisala dolocen delez alela Cyp51°. 1z pridobljenih rezultatov lahko povzamemo, da je
sistem Cre/lox uspe$na metoda pri tvorbi mi§jih modelov s pogojnim izbitjem ciljnih
genov. Da smo se prepricali o specificnem delovanju rekombinaze Cre v jetrih, smo
dologili tudi deleze alelov Cyp51 in Cyp51'™ v vzorénih DNA iz repa. Doloden 39,6 %
delez alela Cyp51 pri vzorcu LKO 53 iz repa z genotipom Cyp51'; Cre* je bil v ve¢ini
posledica dedovanja alela in ne delovanja rekombinze Cre. Kljub temu, da s parom
zacetnih oligonukleotidov 5loxF/3loxR pri PCR preverjanju delovanja rekombinaze Cre v
vzorcu LKO 50 iz repa z genotipom Cyp51'/1°%; Cre* nismo zaznali krajsih odsekov alela
Cyp51', ki bi nastali zaradi izrezovanja gena Cyp51 z rekombinazo Cre, pa smo po kon¢ani
gPCR pri istem vzorcu dobili 4,4 % delez alela Cyp51’, kar je nakazovalo na morebitno
nizko raven izrazanja rekombinaze Cre tudi v drugih tkivih. Vseeno lahko zaklju¢imo, da
je bilo izbitje gena Cyp51 v jetrih z rekombinazo Cre tkivno specificno, saj smo pri
vzorénih DNA iz jeter zaznali bistveno visje deleze izbitega alela Cyp51° kot pa pri
vzor¢nih DNA iz repa (LKO 50 in LKO 53) istih zivali. Glede na visoko ucinkovitost
izreza sklepamo, da se pogojni transgeni model Cyp51'®"; Cre* lahko uporablja za
nadaljnje fenotipske analize vloge gena Cyp51 in biosinteze holesterola v jetrih ter da se
ugotovljeni u¢inki lahko interpretirajo kot posledica izgube funkcije Cyp51 v hepatocitih.
V prihodnjih raziskavah bi bilo potrebno raziskati vpliv razliénih stopenj izbitja gena
Cyp51 na biosintezo holesterola v jetrih in na fenotip osebka, kar bi lahko v prihodnosti
pomagalo pri razvoju novih zdravil za znizevanje holesterola, ki bi delovala na kasnejSe

korake biosinteze holesterola in s tem odpravila pomanjkljivosti statinov.
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PRILOGE

Priloga A: Podatki Cp in izraCunane deviacije odklonov (SD), brez normalizacije, pri

vzorénih DNA pomnoZenih s parom Cyp+1 in u¢inkovitosti reakcije 1,96

vzorec namen genotype Cp Eff Cor Corr AV SD cv

102.1. wt kontrola +/+ 23,59 1,28E-07 1,26E-07 3,98E-09 3%
102.1. +/+ 23,57 1,29E-07

102.1. +/+ 23,66 1,22E-07

102.1. +/+ 23,51 1,35E-07 1,34E-07 5,21E-10 0%
102.1. +/+ 23,52 1,34E-07

102.1. +/+ 23,52 1,34E-07

102.1. +/+ 22,91 2,02E-07 2,02E-07 4,78E-09 2%
102.1. +/+ 22,87 2,07E-07

102.1. +/+ 22,94 1,98E-07

102.4. hz kontrola +/- 25,02 4,87E-08 4,80E-08 1,03E-09 2%
102.4. +/- 25,08 4,68E-08

102.4. +/- 25,03 4,84E-08

102.4. +/- 24,48 6,29E-08 2,40E-09 4%
102.4. +/- 24,6 6,46E-08

102.4. +/- 24,68 6,13E-08

102.4. +/- 24,6 6,46E-08 6,54E-08 1,28E-09 2%
102.4. +/- 24,55 6,69E-08

102.4. +/- 24,6 6,46E-08

96.3. KO kontrola -/- 30 1,71E-09 1,71E-09 0,00E+00 0%
96.3. -/- 30 1,71E-09

96.3. -/- 30 1,71E-09

96.3. -/- 30 1,71E-09 1,71E-09 0,00E+00 0%
96.3. -/- 30 1,71E-09

96.3. -/- 30 1,71E-09

96.3. -/- 30 1,71E-09 1,71E-09 0,00E+00 0%
96.3. -/- 30 1,71E-09

96.3. -/- 30 1,71E-09

LKO50rep repzalLKO50 lox/lox; + 23,66 1,22E-07 1,17E-07 5,10E-09 4%
LKO50 rep lox/lox; + 23,79 1,11E-07

LKO50 rep lox/lox; + 23,72 1,17E-07

LKO50 rep lox/lox; + 23,69 1,19E-07 1,17E-07 2,40E-09 2%
LKO50 rep lox/lox; + 23,75 1,15E-07

LKO50 rep lox/lox; + 23,71 1,18E-07

LKO50 rep lox/lox; + 23,69 1,19E-07 1,18E-07 2,10E-09 2%
LKO50 rep lox/lox; + 23,68 1,20E-07

LKO50 rep lox/lox; + 23,73 1,16E-07

LKO53 rep repzalLKO53 lox/-;+ 25,89 2,71E-08 2,71E-08 6,39E-10 2%
LKO53 rep lox/-;+ 25,93 2,64E-08

LKO53 rep lox/-;+ 25,86 2,77E-08

LKO53 rep lox/-;+ 25,94 2,62E-08 2,72E-08 1,26E-09 5%
LKO53 rep lox/-;+ 25,81 2,86E-08

LKO53 rep lox/-;+ 25,91 2,68E-08

LKO53 rep lox/-;+ 25,95 2,61E-08 2,60E-08 1,14E-09 4%
LKO53 rep lox/-;+ 25,89 2,71E-08

LKO53 rep lox/-;+ 26,02 2,49E-08

LKO50 vzl vzorci zaizrez lox/lox; + 24,61 6,42E-08 6,64E-08 2,04E-09 3%
LKO50 vzl lox/lox; + 24,55 6,69E-08

LKO50 vzl lox/lox; + 24,52 6,82E-08

LKO50 vz1 lox/lox; + 24,66 6,21E-08 6,34E-08 2,62E-09 4%

se nadaljuje



nadaljevanje

LKO50 vzl
LKO50 vzl
LKO50 vzl
LKO50 vz1
LKO50 vzl
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO65 vz5
LKO65 vz5
LKO65 vz5
LKO65 vz5
LKO65 vz5
LKO65 vz5
LKO65 vz5
LKO65 vz5
LKO65 vz5
LKOG66 vz6
LKOG66 vz6
LKO66 vz6
LKO66 vz6
LKOG66 vz6
LKOG66 vz6
LKOG66 vz6
LKO66 vz6
LKO66 vz6

lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/lox; +
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+

24,56
24,67
24,47
24,44
24,5
23,74
23,7
23,74
23,72
23,72
23,74
23,64
23,65
23,69
25
24,87
25,01
24,88
24,97
24,95
24,84
24,91
24,88
25,82
25,99
25,9
25,83
25,9
25,83
25,82
25,79
25,8
25,69
25,58
25,77
25,68
25,62
25,58
25,6
25,72
25,67
25,76
25,73
25,86
25,68
25,85
25,79
25,77
25,88
25,76

6,64E-08
6,17E-08
7,05E-08
7,20E-08
6,91E-08
1,15E-07
1,18E-07
1,15E-07
1,17E-07
1,17E-07
1,15E-07
1,23E-07
1,23E-07
1,19E-07
4,94E-08
5,39E-08
4,91E-08
5,35E-08
5,04E-08
5,11E-08
5,50E-08
5,25E-08
5,35E-08
2,84E-08
2,54E-08
2,70E-08
2,83E-08
2,70E-08
2,83E-08
2,84E-08
2,90E-08
2,88E-08
3,10E-08
3,34E-08
2,94E-08
3,13E-08
3,25E-08
3,34E-08
3,30E-08
3,04E-08
3,15E-08
2,96E-08
3,02E-08
2,77E-08
3,13E-08
2,79E-08
2,90E-08
2,94E-08
2,73E-08
2,96E-08

7,06E-08

1,16E-07

1,16E-07

1,22E-07

5,08E-08

5,17E-08

5,37E-08

2,69E-08

2,78E-08

2,88E-08

3,13E-08

3,24E-08

3,16E-08

2,92E-08

2,94E-08

2,88E-08

1,42E-09

1,82E-09

9,02E-10

2,16E-09

2,71E-09

1,66E-09

1,27E-09

1,54E-09

7,51E-10

2,95E-10

2,02E-09

1,09E-09

1,29E-09

1,32E-09

1,72E-09

1,27E-09

2%

2%

1%

2%

5%

3%

2%

6%

3%

1%

6%

3%

4%

5%

6%

4%



Priloga B: Podatki Cp in izracunane SD, brez normalizacije, pri vzorénih DNA

pomnozenih s parom Cyp01(novi) in uéinkvitosti reakcije 1,79

vzorec namen genotype Cp Eff Cor Corr AV  SD CcVv
102.1. wt kont +/+ 30 2,60E-08 2,60E-08 4,05E-24 0%
102.1. +/+ 30 2,60E-08

102.1. +/+ 30 2,60E-08

102.1. +/+ 30 2,60E-08 2,60E-08 4,05E-24 0%
102.1. +/+ 30 2,60E-08

102.1. +/+ 30 2,60E-08

102.1. +/+ 30 2,60E-08 2,60E-08 4,05E-24 0%
102.1. +/+ 30 2,60E-08

102.1. +/+ 30 2,60E-08

102.4. hz koni +/- 25,91 2,81E-07 2,70E-07 1,10E-08 4%
102.4. +/- 25,97 2,71E-07

102.4. +/- 26,05 2,59E-07

102.4. +/- 25,92 2,79E-07 2,81E-07 3,80E-09 1%
102.4. +/- 25,88 2,86E-07

102.4. +/- 25,92 2,79E-07

102.4. +/- 26,07 2,56E-07 2,60E-07 4,55E-09 2%
102.4. +/- 26,01 2,65E-07

102.4. +/- 26,04 2,60E-07

96.3. KO kor -/- 26,11 2,50E-07 2,44E-07 8,57E-09 4%
96.3. -/- 26,22 2,35E-07

96.3. -/- 26,12 2,49E-07

96.3. -/- 26,11 2,50E-07 2,41E-07 9,90E-09 4%
96.3. -/- 26,25 2,30E-07

96.3. -/- 26,16 2,43E-07

96.3. -/- 26,56 1,92E-07 1,92E-07 8,38E-09 4%
96.3. -/- 26,49 2,00E-07

96.3. -/- 26,64 1,84E-07

LKO50 rep rep za lox/lox; + 30 2,60E-08 2,60E-08 4,05E-24 0%
LKOS50 rep lox/lox; + 30 2,60E-08

LKOS50 rep lox/lox; + 30 2,60E-08

LKO50 rep lox/lox; + 30 2,60E-08 2,60E-08 4,05E-24 0%
LKOS50 rep lox/lox; + 30 2,60E-08

LKOS50 rep lox/lox; + 30 2,60E-08

LKOS50 rep lox/lox; + 30 2,60E-08 2,60E-08 4,05E-24 0%
LKOS50 rep lox/lox; + 30 2,60E-08

LKOS50 rep lox/lox; + 30 2,60E-08

LKO53 rep rep za lox/-;+ 27,6 1,20E-07 1,48E-09 1%
LKO53 rep lox/-;+ 27,36 1,21E-07

LKO53 rep lox/-;+ 27,39 1,19E-07

LKO53 rep lox/-;+ 27,6 1,05e-07 1,03E-07 5,68E-09 6%
LKOS53 rep lox/-;+ 27,57 1,07E-07

LKO53 rep lox/-;+ 27,75 9,62E-08

LKO53 rep lox/-;+ 27,41 1,17E-07 1,20E-07 2,83E-09 2%
LKO53 rep lox/-;+ 27,33 1,23E-07

LKO53 rep lox/-;+ 27,38 1,19E-07

LKO50 vzl vzorci:lox/lox; + 24,97 4, 86E-07 4,65E-07 1,86E-08 4%
LKO50 vz1 lox/lox; + 25,07 4,58E-07

LKO50 vzl lox/lox; + 25,1 4,50E-07

LKO50 vzl lox/lox; + 25,1 4,50E-07 4,62E-07 1,39E-08 3%

se nadaljuje



nadaljevanje

LKO50 vzl
LKO50 vz1
LKO50 vz1
LKO50 vzl
LKO50 vzl
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO60 vz3
LKOG60 vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKOG60 vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKO65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKO66 vz6
LKOG66 vz6
LKOG66 vz6
LKO66 vz6
LKOG66 vz6
LKO66 vz6
LKO66 vz6
LKOG66 vz6
LKOG66 vz6

lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+

R T T T A S T S S S S S A S S S

25
25,07
24,81
24,88
24,94
24,16
24,15
24,15
24,21
24,25
24,21
24,16
24,18
24,28
25,33
25,49
25,44
25,29
25,29
25,33
25,46
25,41
25,47
24,92
25,46
24,92
24,92
24,88
24,86
24,92
24,87
24,86
24,8
24,98
24,88
24,81
24,83
24,84
24,87
24,88
24,9
24,73
24,77
24,93
24,83
24,95
25,06
24,85
24,78
24,77

4,77E-07
4,58E-07
5,33E-07
5,12E-07
4,94E-07
7,78E-07
7,83E-07
7,83E-07
7,56E-07
7,38E-07
7,56E-07
7,78E-07
7,69E-07
7,26E-07
3,94E-07
3,59E-07
3,69E-07
4,03E-07
4,03E-07
3,94E-07
3,65E-07
3,76E-07
3,63E-07
5,00E-07

5,00E-07
5,00E-07
5,12E-07
5,18E-07
5,00E-07
5,15E-07
5,18E-07
5,36E-07
4,83E-07
5,12E-07
5,33E-07
5,27E-07
5,24E-07
5,15E-07
5,12E-07
5,06E-07
5,58E-07
5,46E-07
4,97E-07
5,27E-07
4,91E-07

5,21E-07
5,42E-07
5,46E-07

5,13E-07

7,81E-07

7,50E-07

7,58E-07

3,74E-07

4,00E-07

3,68E-07

5,00E-07

5,10E-07

5,11E-07

5,10E-07

5,28E-07

5,11E-07

5,34E-07

5,09E-07

5,36E-07

1,95E-08

2,62E-09

1,00E-08

2,81E-08

1,80E-08

5,36E-09

6,92E-09

0,00E+00

9,04E-09

9,51E-09

2,67E-08

4,70E-09

4,54E-09

3,24E-08

2,51E-08

1,35E-08

4%

0%

1%

4%

5%

1%

2%

0%

2%

2%

5%

1%

1%

6%

5%

3%



Priloga C: Podatki Cp in izracunani SD pri vzorénih DNA pomnozenih s parom Actb in

ucinkovitosti reakcije 1,88

vzorec
102.1.
102.1.
102.1.
102.1.
102.1.
102.1.
102.1.
102.1.
102.1.
102.4.
102.4.
102.4.
102.4.
102.4.
102.4.
102.4.
102.4.
102.4.
96.3.

96.3.

96.3.

96.3.

96.3.

96.3.

96.3.

96.3.

96.3.
LKOS50 rep
LKOS50 rep
LKOS50 rep
LKOS50 rep
LKOS50 rep
LKOS50 rep
LKOS50 rep
LKOS50 rep
LKOS50 rep
LKOS53 rep
LKOS53 rep
LKOS53 rep
LKOS53 rep
LKOS53 rep
LKOS53 rep
LKOS53 rep
LKOS53 rep
LKO53 rep
LKOS50 vz1
LKOS50 vz1
LKOS50 vz1
LKOS50 vz1

namen genotype

wt kont

hz kont

KO kor

rep za

rep za

VZOrCi :

+/+
+/+
+/+
+/+
+/+
+/+
+/+
+/+
+/+

lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;

SRR R R

++ o+t

Cp
22,87
22,86
22,95
22,92
22,99
23,02
23
22,95
22,96
23,48
23,48
23,49
23,44
23,53
23,47
23,5
23,5
23,51
24,73
24,73
24,79
24,75
24,76
24,66
24,68
24,73
24,68
23,24
23,2
23,19
23,23
23,21
23,11
23,11
23,17
23,24
24,19
24,28
24,29
24,41
24,43
24,43
24,33
24,42
24,32
22,1
22,13
22,15
22,01

Eff Cor
5,37E-07
5,40E-07
5,11E-07
5,20E-07
4,98E-07
4,89E-07
4,95E-07
5,11E-07
5,07E-07
3,65E-07
3,65E-07
3,63E-07
3,75E-07
3,54E-07
3,68E-07
3,61E-07
3,61E-07
3,59E-07
1,66E-07
1,66E-07
1,60E-07
1,64E-07
1,63E-07
1,73E-07
1,71E-07
1,66E-07
1,71E-07
4 25E-07
4,36E-07
4,39E-07
4,28E-07
4,33E-07
4,62E-07
4,62E-07
4,44E-07
4,25E-07
2,33E-07
2,21E-07
2,19E-07
2,03E-07
2,01E-07
2,01E-07
2,14E-07
2,02E-07
2,15E-07
8,73E-07
8,57E-07
8,46E-07
9,24E-07

Corr AV
5,29E-07

5,02E-07

5,04E-07

3,65E-07

3,66E-07

3,60E-07

1,64E-07

1,67E-07

1,70E-07

4,33E-07

4,41E-07

4,44E-07

2,24E-07

2,01E-07

2,10E-07

8,59E-07

9,24E-07

SD

1,63E-08

1,64E-08

8,39E-09

1,33E-09

1,05E-08

1,31E-09

3,56E-09

5,85E-09

3,07E-09

7,21E-09

1,81E-08

1,82E-08

7,87E-09

1,47E-09

7,24E-09

1,37E-08

1,75E-08

Ccv
3%

3%

2%

0%

3%

0%

2%

4%

2%

2%

4%

4%

4%

1%

3%

2%

2%
se nadaljuje



nadaljevanje

LKO50 vz1
LKO50 vzl
LKO50 vzl
LKO50 vzl
LKO50 vzl
LKOG64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKO64 vz2
LKOG6O vz3
LKO60 vz3
LKO60 vz3
LKOG60 vz3
LKOG60 vz3
LKOG60 vz3
LKOG60 vz3
LKOG6O vz3
LKO60 vz3
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKO53 vz4
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKOG65 vz5
LKO66 vz6
LKOG66 vz6
LKOG66 vz6
LKOG66 vz6
LKO66 vz6
LKO66 vz6
LKO66 vz6
LKOG66 vz6
LKOG66 vz6

lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/lox;
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+
lox/-;+

I R IR I T A I I T A T I N

21,98
22,04
22,08
22,06
22,08
21,77
21,76
21,81
21,8

21,85
21,81
21,66
21,59
21,72
22,55
22,59
22,59
22,51
22,64
22,62
22,59
22,61
22,58
22,87
22,95
22,94
22,92
22,95
22,95
22,97
22,95
22,96
22,9

22,93
22,9

22,79
22,89
22,85
22,85
22,94
22,94
22,96
23,03
23,03
23,06
23,05
23,04
22,91
22,99
22,51

9,42E-07
9,07E-07
8,84E-07
8,96E-07
8,84E-07
1,08E-06
1,08E-06
1,05E-06
1,06E-06
1,02E-06
1,05E-06
1,15E-06
1,20E-06
1,11E-06
6,57E-07
6,41E-07
6,41E-07
6,74E-07
6,21E-07
6,29E-07
6,41E-07
6,33E-07
6,45E-07
5,37E-07
5,11E-07
5,14E-07
5,20E-07
5,11E-07
5,11E-07
5,04E-07
5,11E-07
5,07E-07
5,27E-07
5,17E-07
5,27E-07
5,65E-07
5,30E-07
5,44E-07
5,44E-07
5,14E-07
5,14E-07
5,07E-07
4,85E-07
4,85E-07
4,76E-07
4,79E-07
4,82E-07
5,24E-07
4,98E-07

8,88E-07

1,07E-06

1,04E-06

1,16E-06

6,46E-07

6,41E-07

6,40E-07

5,20E-07

5,14E-07

5,07E-07

5,24E-07

5,46E-07

5,24E-07

4,93E-07

4,79E-07

5,11E-07

6,49E-09

1,78E-08

1,73E-08

4,75E-08

9,46E-09

2,87E-08
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Priloga D: Zdruzene vrednosti preracunane iz Cp in ucinkovitosti reakcij posameznih

parov zacetnih oligonukleotidov pri vzorénih DNA

vzorec namen genotype Cyp+1 Cyp01(novi) actb

102.1. wt kontrola ++ 1,26169E-07  2,59662E-08 5,29362E-07
102.1. ++ 1,34003E-07  2,59662E-08 5,02249E-07
102.1. ++ 2,02055E-07  2,59662E-08 5,04237E-07
102.4. hz kontrola +/- 4,79735E-08  2,70373E-07 3,64638E-07
102.4. +/- 6,29459E-08  2,81480E-07 3,65506E-07
102.4. +/- 6,53772E-08  2,60466E-07 3,60063E-07
96.3. KO kontrola  -/- 1,70733E-09  2,44384E-07 1,63931E-07
96.3. -/- 1,70733E-09  2,41123E-07 1,66756E-07
96.3. -/- 1,70733E-09 1,92157E-07 1,69536E-07
LKO50 rep rep za LKO50 lox/lox; + 1,16678E-07 2,59662E-08 4,33348E-07
LKO50 rep lox/lox; + 1,17144E-07  2,59662E-08  4,40907E-07
LKO50 rep lox/lox; + 1,18461E-07 2,59662E-08 4,43703E-07
LKO53 rep rep za LKO53 lox/-;+ 2,70768E-08 1,19719E-07 2,24354E-07
LKO53 rep lox/-;+ 2,72126E-08 1,02706E-07 2,01446E-07
LKO53 rep lox/-;+ 2,60170E-08 1,19853E-07 2,10185E-07
LKO50 vzl vzorci za izrez lox/lox; + 6,64245E-08 4,64626E-07 8,58692E-07
LKO50 vz1 lox/lox; + 6,33837E-08  4,61823E-07 9,24353E-07
LKO50 vzl lox/lox; + 7,05591E-08  5,12941E-07 8,88035E-07
LKO64 vz2 lox/lox; + 1,16352E-07  7,81193E-07 1,06877E-06
LKO64 vz2 lox/lox; + 1,16345E-07  7,50037E-07 1,04212E-06
LKO64 vz2 lox/lox; + 1,21693E-07  7,57657E-07 1,15584E-06
LKO60 vz3 lox/lox; + 5,07799E-08  3,73944E-07 6,46339E-07
LKO60 vz3 lox/lox; + 5,16689E-08  3,99946E-07 6,41297E-07
LKO60 vz3 lox/lox; + 5,36691E-08  3,67946E-07 6,39549E-07
LKO53 vz4 lox/-;+ 2,69195E-08  4,99922E-07 5,20490E-07
LKO53 vz4 lox/-;+ 2,78172E-08  5,09773E-07 5,13850E-07
LKO53 vz4 lox/-;+ 2,87630E-08  5,10769E-07 5,07390E-07
LKO65 vz5 lox/-;+ 3,12941E-08  5,10187E-07 5,23674E-07
LKOG65 vz5 lox/-;+ 3,24054E-08  5,27854E-07 5,46345E-07
LKOG65 vz5 lox/-;+ 3,16209E-08  5,10723E-07 5,23842E-07
LKO66 vz6 lox/-;+ 2,91720E-08  5,33655E-07  4,92761E-07
LKO66 vz6 lox/-;+ 2,93817E-08  5,09041E-07  4,79366E-07
LKO66 vz6 lox/-;+ 2,87811E-08  5,36213E-07 5,10759E-07



Priloga E: Normalizacija vrednosti vzorénih DNA parov Cyp+1 in Cyp01(novi) s parom

Actb ter preglednici z zdruzenimi podatki vrednosti delezev (MEAN) in

pripadajo¢e vrednosti SD in SEM alelov Cyp51'™ pri paru Cyp+1 in alelov

Cyp51" pri paru CypOl(novi), katere smo uporabili za risanje grafov

posameznih delezev alelov za vsak specificen par zacetnih oligonukleotidov

Cyp+1 CypO1l(novi) Cyp+1 CypO1(novi) Cyp+1 stdev CypO1(novi) stdev
0,24 0,05 0,79 0,04 +/+ 0,287145 0,04 0,0010861
0,27 0,05 0,88 0,04 +/+
0,40 0,05 1,33 0,04 +/+
0,13 0,74 0,44 0,55 +/- 0,54  0,088045 0,55 0,017363
0,17 0,77 0,57 0,57 +/-

0,18 0,72 0,60 0,53 +/-
0,01 1,49 0,03 1,10 -/- 0,03  0,000570 [EEE 0.1434874
0,01 1,45 0,03 1,07 -/-
0,01 1,13 0,03 0,84 -/-
0,27 0,06 0,89 0,04 lox/lox; - 0,89  0,005965 0,04 0,000534
0,27 0,06 0,88 0,04 lox/lox; -
0,27 0,06 0,88 0,04 lox/lox; -
0,12 0,53 0,40 0,39 +/- 0,42  0,025102 0,40 0,022421
0,14 0,51 0,45 0,38 +/-
0,12 0,57 0,41 0,42 +/-
0,08 0,54 0,26 0,40 lox/lox; + 0,25 0,019123 0,40 0,0287633
0,07 0,50 0,23 0,37 lox/lox; +
0,08 0,58 0,26 0,43 lox/lox; +
0,11 0,73 0,36 0,54 lox/lox; + 0,36  0,010555 0,52 0,0300002
0,11 0,72 0,37 0,53 lox/lox; +
0,11 0,66 0,35 0,48 lox/lox; +
0,08 0,58 0,26 0,43 lox/lox; + 0,27  0,008954 0,44 0,0199145
0,08 0,62 0,27 0,46 lox/lox; +
0,08 0,58 0,28 0,42 lox/lox; +
0,05 0,96 0,17 0,71 lox/-;+ 0,18  0,008229 0,73 0,0173969
0,05 0,99 0,18 0,73 lox/-;+
0,06 1,01 0,19 0,74 lox/-;+
0,06 0,97 0,20 0,72 lox/-;+ 0,20 0,001746 0,72 0,0036039
0,06 0,97 0,20 0,71 lox/-;+
0,06 0,97 0,20 0,72 lox/-;+
0,06 1,08 0,20 0,80 lox/-;+ 0,20 0,008217 0,78 0,0123672
0,06 1,06 0,20 0,78 lox/-;+
0,06 1,05 0,19 0,77 lox/-;+
0,30 1,36
Par K K K Rep Rep Jetra Jetra Jetra Jetra Jetra Jetra
Cyp+1 +/+ +/- -/- L50 L.53 L.50 L.64 L.60 L.53 L.65 L.66
lox/lox; | lox/-;+ | lox/lox; | lox/lox; | lox/lox; | lox/-;+ | lox/-;+ | lox/-;+
+ + + +
MEAN 100,0 53,6 | 3,4 885% |419% | 249% | 36,0% | 268% | 17,9% | 19,8% | 19,5%
% % %
SD 28,7 8,8 0,1 0,6 % 25% 1,9% 1,1% 0,9% 0,8% 0,2% 0,8%
% % %
SEM 16,6 51 0,0 0,3% 1,4% 1,1% 0,6 % 0,5% 0,5% 0,1% 0,5%
% % %
Par K K K Rep Rep Jetra Jetra Jetra Jetra Jetra Jetra
Cyp01 +/+ +/- -/- L.50 L.53 L.50 L.64 L.60 L.53 L.65 L.66
(novi) lox/lox; | lox/-;+ | lox/lox; | lox/lox; | lox/lox; | lox/-;+ | lox/-;+ | lox/-;+
+ + + +
MEAN 3,7 54,9 | 100,0 4,4% 396% | 39,8% | 51,7% |43,7% | 727% | 71,6% | 78,5%
% % %
SD 0,1 1,7 14,3 0,1% 22% 29% 3,0% 2,0% 1,7% 0,4 % 1,2%
% % %
SEM 0,1 1,0 8,3 0,0% 1,3% 1,7% 1,7% 1,1% 1,0% 0,2% 0,7%
% % %




