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Abstrakt:

Genuttrycket i eukaryota celler kontrolleras noga i respons till bade yttre och inre signaler, genom
reglerande icke-kodande sekvenser sd som promotorer och forstirkare (eng. enhancer). Forstérkare
inducerar transkription av en mélgen genom att direkt vixelverka med genens promotor, genom att
rekrytera kromatinremodellerande komplex eller genom att sjilv transkriberas till eRNA. Bade
eRNA-transkripten och eRNA-syntesen i sig har pévisats oka uttrycket av gener i forstérkarens
genomiska region. Genuttrycket fordndras kraftigt vid utséttning for virmestress, genom aktivering
av vamechockresponsen. HSF1 och HSF2 formedlar responsen genom att stimulera transkription av
gener som kodar for HSP-chaperoner, vilka medverkar i skyddande mot den proteinaggregering som
uppstar till f6ljd av dkade temperaturer. Trots att virmechockresponsen ér ett grundligt studerat
cellulart fenomen, &r forandringar i aktiviteten hos forstirkare vid dkade temperaturer &nnu inte
kartlagda. Annu opublicerade resultat frdn analyser med PRO-seq vid Sistonen-laboratoriet (Abo
Akademi) visar att mdngden eRNA fordndras for ca 4000 forstarkare vid varmechock 1 mus
embryonala fibroblaster (MEF). Syftet med min avhandling pro gradu var att bestimma om det bland
dessa sekvenser finns stresspecifika forstirkare vars aktivitet forandras vid virmestress.

Aktiviteten hos varje utvald sekvens vid virmechock bestdmdes med hjélp av luciferasanalys och
qRT-PCR. Sekvenserna inkorporerades i LUC2-luciferasrapportérplasmider, i vilka uttrycket av
LUC2-rapportérgenen &r proportionell mot den reglerande aktiviteten i det inkorporerande
fragmentet. Konstruktionerna transfekterades in i MEF-celler som utsattes for virmechock, varefter
mingden LUC2-mRNA och LUC2-protein bestdmdes med qRT-PCR respektive luciferasanalys.
Trots att den tidigare utférda PRO-seq-undersokningen tydde péa virmechockkénslig
forstarkaraktivitet hos de utvalda sekvenserna, minskade forstiarkaraktiviteten vid virmechock hos
majoriteten av de studerade forstiarkarkandidaterna enligt bade luciferasanalys och qRT-PCR. Detta
kan tyda péa problem gillande metodiken, att eRNA-transkription forhindrar promotoraktivitet i
forstiarkarkonstruktioner eller att sekvenserna trots prognoser saknar virmechockkénslig
forstarkaraktivitet. For att vidare bestimma om en forstirkares orientering inverkar pa dess aktivitet,
tillverkades for en forstirkare tva olika konstruktioner dér forstirkaren inkorporerades i dess bada
mojliga riktningar i jimforelse med luciferaspromotorn i de tvd olika konstruktionstyperna.
Riktningen av den ifrdgavarande forstarkaren var inte av central betydelse for dess funktion. Endast
preliminéra resultat hann emellertid fas pd grund av tidsbegridnsningar orsakade av COVID-19-
pandemin, och forsoken borde i framtiden upprepas och optimeras.
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Abstract:

Gene expression in eukaryotic cells is carefully controlled in response to both external and internal
signals, through regulatory non-coding sequences such as promoters and enhancers. An enhancer
can increase the expression of a target gen by directly interacting with the promoter, by recruiting
chromatin remodeling complexes, or by being transcribed into eRNA. Both the eRNA transcripts
and the eRNA synthesis per se have been shown to increase the expression of genes within the
genomic region of an enhancer. Gene expression patterns change abruptly upon exposure to heat
stress, through activation of the heat shock response (HSR). HSF1 and HSF2 mediate the response
by stimulating transcription of genes encoding HSP chaperones that participate in the protection
against heat induced protein aggregates. Although the HSR is a thoroughly investigated cellular
phenomenon, changes in the activity of enhancers at increased temperatures are yet to be studied.
Still unpublished results from a PRO-seq study conducted at the Sistonen laboratory (Abo Akademi
University) show that the eRNA levels change for approximately 4000 enhancers upon heat shock
in mouse embryonic fibroblasts (MEFs). The purpose of my thesis was to determine if among these
sequences there are stress-specific enhancers whose activity is altered during stress.

The activity of each selected sequence during heat stress was determined by luciferase assay and
qRT-PCR. The sequences were incorporated into LUC2 luciferase reporter plasmids, in which the
expression of the LUC2 reporter gene is proportional to the regulatory activity of the incorporated
fragment. The constructs were then transfected into MEFs that were exposed to heat shock,
whereafter LUC2-mRNA and protein levels were determined using qRT-PCR and luciferase assay,
respectively. Although previously performed PRO-seq studies indicated heat-sensitive enhancer
activity in the selected sequences, reduced enhancer activity upon heat shock was detected for the
majority of the examined enhancer candidates according to both luciferase assay and qRT-PCR. This
may indicate problems with methodology, that eRNA transcription prevents promoter activity in
enhancer constructs or that the sequences, despite predictions, lack heat-sensitive enhancer activity.
Additionally, in order to determine whether the orientation of an enhancer affects its activity, one
enhancer was incorporated in its two possible directions relative to the luciferase promoter, into two
separate construct types. The orientation of the enhancer in question was found not to be of central
importance to its function. However, only preliminary results were obtained due to time constraints
caused by the COVID-19 pandemic, and it is recommendable that in future research the experiments
are repeated and further optimized.
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1 Inledning

Transkriptionen av en proteinkodande gen dr en komplicerad process som noggrant
regleras vid genens promotor (Proudfoot et al., 2002). Promotorer kan stimuleras av
forstarkare (eng. enhancer), alltsa reglerande sekvenser med kapacitet att inducera
transkription av proteinkodande gener (Haberle & Stark, 2018). Forstarkare kan styra
promotorer genom fysisk kontakt eller genom att sjilv transkriberas till enhancer-RNA
(eRNA) (Haberle & Stark, 2018). Transkriptionen av eRNA har i allménhet pavisats
ha en positiv inverkan pa transkriptionen av forstarkarens mélgener (Chen et al., 2017;

Mikhaylichenko et al., 2018).

Genuttrycket fordndras kraftigt vid olika typer av stress, s& som varmechock och
oxidativ stress. Cellen kan skydda sig mot foljderna av proteinskadande stress genom
responser som fordndrar cellens transkriptionella program. Virmechockresponsen
formedlas av exempelvis viarmechockfaktor 1&2 (eng. heat shock factor 1&2,
HSF1&2), vilka inducerar transkription av chaperonproteiner som deltar i skydd mot
proteinaggregat. Responsen mot oxidativ stress formedlas huvudsakligen av NRF2-
transkriptionsfaktorn (eng. nuclear factor erythroid 2-related factor 2), som inducerar

transkription av antioxidativa enzymer. (Himanen & Sistonen, 2019)

Aven aktiviteten hos forstirkare forindras vid proteinskadande stress enligt resultat i
PRO-seq-undersokningar (eng. precision nuclear run-on sequencing) vid Sistonen-
laboratoriet (Abo Akademi). Resultaten visar att miingden eRNA foriindras for ca
4000 forstiarkare vid varmechock och ca 3600 forstirkare vid oxidativ stress i mus
embryonala fibroblaster (MEF). Eftersom forstarkare har en central roll 1 genuttrycket
(Muerdter et al., 2015) och stressresponser kan utnyttjas av cancerceller (Joutsen &
Sistonen, 2019), kan forskning av viarmekinsliga forstirkare ha viktiga tillimpningar

inom exempelvis cancerforskningen.

Sju sekvenser valdes ut frdn PRO-seq-datamaterialet for att studeras vidare infor denna
pro gradu-avhandling. Aktiviteten hos varje utvald sekvens vid virmechock bestdmdes
med hjdlp av luciferasanalys och kvantitativ polymeraskedjereaktion med omvénd
transkription (eng. quantitative reverse transcription polymerase chain reaction,
gRT-PCR). De utvalda forstirkarsekvenserna amplifierades fran musens DNA och
inkorporerades med hjidlp av in-fusionskloning i1 rapportérplasmider, i vilka den
syntetiska LUC2-genen (eng. luciferase 2) fungerar som rapportérgen. I LUC2-

rapportorplasmiden &dr transkriptionen av LUC2-genen proportionell mot den



reglerande aktiviteten i det inkorporerande fragmentet (Muerdter et al., 2015; Muerdter
et al.,, 2018), och dérfor kunde forstirkarkandidaterna pd ett @ndamaélsenligt sitt
studeras med hjdlp av plasmiden. Forstarkarkonstruktionerna transformerades till
Stellar Competent HSTO8 Escherichia coli (E. coli) bakterier for tillverkning av
tillrackliga mingder plasmidkonstruktioner infor transfektioner. Konstruktionerna
transfekterades in i MEF-celler med hjélp av elektroporering och behandlades i
samband med detta med inhibitorer av interferon typ I-signalering (IFN-I), eftersom
IFN-I-signalering kan aktiveras av plasmidtransfektion (Huerfano et al., 2013). Efter
aterhdimtning av transfektionen utsattes cellerna for virmechock (eng. heat shock, HS)
vid 42 °C i 1 h, varefter médngden LUC2-mRNA och LUC2-protein bestimdes med
gRT-PCR respektive luciferasanalys. Forstarkarkandidaterna analyserades ocksa med
hjilp av ENCODE SCREEN-databasen som innehéller 527 000 potentiella reglerande

sekvenser hos musen.



2 Litteraturoversikt

2.1 Gener och nirliggande reglerande sekvenser

Cellens genetiska information bestar av DNA. DNA-molekylen byggs upp av tva
motsatt riktade kedjor av deoxiribonukleotider, som bestdr av sockret deoxiribos och
en av de fyra kvdvebaserna adenin (A), cytosin (C), guanin (G) eller tymin (T).
Deoxiribos har en hydroxylgrupp i1 dess 3’-kol och en fosfatgrupp i dess 5’-kol. Genom
att 3’-hydroxylgruppen reagerar med 5’-fosfatgruppen hos foljande nukleotid, byggs
nukleotiderna ihop till en kedja. Eftersom den firdiga DNA-kedjan ddrmed erhaller sa
kallade 3’- och 5’-dndor, har kedjan en riktning. DNA-stringarna halls thop genom
vitebindningar mellan de kvdveinnehdllande baserna, det vill sdga basparning, vid

vilken A dr komplementér till T och C till G. (Watson & Crick, 1953)

DNA finns inte fritt i cellkdrnan utan packas tillsammans med proteiner ihop till
kromatin (Kouzarides, 2007). I den forsta nivan av DNA-packning vrids 147 baspar
(bp) DNA runt oktamerer av histonproteinerna H3, H4, H2A och H2B, till sa kallade
nukleasomkdrnpartiklar ~ (Kouzarides, 2007). En nukleosom bestair av
nukleasomkédrnpartikeln samt av linker-DNA av varierande ldngd, vilket forbinder
nukleasomkérnpartiklarna till varandra (Huang et al., 2018). Histonproteinerna har
utdtvinda svansar som kan bli posttranslationellt modifierade, frimst genom
acetylering, metylering, fosforylering, ubikvitinering och sumoylering (Kouzarides,
2007). En modifiering betecknas exempelvis H4K12ac: acetylerat lysin 1 position 12
av histon H4-proteinets aminosyrakedja. Modifieringarna fungerar som markorer for
proteiner som vixelverkar med kromatinet och appliceras enligt behov under rddande
omsténdigheter (Kouzarides, 2007). Tillsdttning och bortklyvning av histonmarkdrer
katalyseras av olika histonmodifierande enzymer, till exempel acetyltransferaser
respektive  deacetylaser (Kouzarides, 2007). Vissa markorer rekryterar
kromatinremodellerande komplex som omarbetar kromatinet, alltsa packar ihop eller
loser upp det, genom att flytta pa nukleasomkérnpartiklar (Kouzarides, 2007).
Kromatinet delas upp 1 kromosomer, vars antal varierar mellan olika arter (Bonev &
Cavalli, 2016). Exempelvis musen har 20 kromosomer (Mouse Genome Sequencing

Consortium, 2009).

I DNA innefattas proteinkodande gener, gener for icke-kodande RNA (eng. non-
coding RNA, ncRNA) samt 6vrigt icke-kodande DNA, vilket hos eukaryoter till stor



del bestar av reglerande sekvenser (The ENCODE Project Consortium, 2012).
Informationen i en proteinkodande gen Gverfors genom att genen transkriberas av
RNA-polymeras II (RNAPII), som syntetiserar en till genen komplementér budbérar-
RNA-molekyl (eng. messanger RNA, mRNA) (Young, 1991). De flesta eukaryota
gensekvenser innehéller icke-kodande intronsekvenser, vilka klyvs bort i samband
med transkriptionen (Proudfoot et al., 2002). Den firdiga mRNA-molekylen anvénds
som templat vid translationen, det vill sdga proteinsyntesen (Wilson & Doudna Cate,
2012). Gener for ncRNA transkriberas till RNA av DNA-beroende RNA-polymeraser,
men syntetiseras inte till protein (Hiittenhofer et al., 2005). De ncRNA-molekylerna
utfor darfor sina funktioner pA RNA-niva (Hiittenhofer et al., 2005). Ribosomalt RNA
(rRNA), siRNA (eng. small interfering RNA) och ldngt icke-kodande RNA (eng. long
non-coding RNA, IncRNA) dr exempel pd ncRNA-molekyler (Hiittenhofer et al.,
2005; Ma et al., 2013).

Kring en proteinkodande gen finns reglerande sekvenser som har inflytande pa genens
transkription (figur 1) (Haberle & Stark, 2018). Framfor varje gen finns en promotor
som innefattar genens transkriptionsstartstille (TSS) samt sekvenser ddr RNAPII
binder (Haberle & Stark, 2018). Runt eukaryota gensekvenser finns UTR-sekvenser
(eng. untranslated region) som inte tillhoér den proteinkodande sekvensen men som
ockséd transkriberas (Barrett et al., 2012). Séarskilt 3’UTR-sekvensen reglerarar
effektiviteten av proteinsyntesen samt stabiliteten och lokaliseringen av mRNA-

molekylen (Mayya & Duchaine, 2019).

r

5’ we== Promotor | 5’'UTR ATG Proteinkodande sekvens 3'UTR m——— 3

Figur 1. En typisk proteinkodande gen i det eukaryota genomet, tillsammans med nirliggande
reglerande sekvenser. Framfor varje gen finns en promotor som styr transkriptionen av genen.
Transkriptionsstartstéllet i promotorn &r markerat med en pil. De flesta gener har en 5’UTR-sekvens
(eng. untranslated region) direkt framfor och ett 3’UTR direkt efter den proteinkodande sekvensen, vilka
transkriberas till mMRNA, men syntetiseras inte till aminosyrakedjan. Proteinsyntesen borjar vid ATG-

startkodonet efter promotorn.

2.2 Transkription av proteinkodande gener
RNAPII-beroende transkription av en proteinkodande gen sker 1 tre huvudsakliga steg:
initiering, elongering och avslutning (Proudfoot et al., 2002). Transkriptionens

tidpunkt och kvantitet regleras noga och styrs av transkriptionsfaktorer som binder till



promotorer och andra reglerande sekvenser (Haberle & Stark, 2018). Sex generella
transkriptionsfaktorer associeras med RNAPII: transkriptionsfaktor II A (TFIIA),
TFIIB, TFIID, TFIE, TFIF och TFIH (Orphanides et al., 1996). Dessa binder
promotorn i en bestimd ordningsf6ljd, exempelvis genom igenkdnning av specifika
motiv i promotorsekvensen (Haberle & Stark, 2018). De generella
transkriptionsfaktorerna rekryterar samtidigt RNAPII till promotorn, varmed det sa
kallade initieringskomplexet bildas (Haberle & Stark, 2018). Initieringskomplexet kan
bryta vitebindningarna mellan DNA-kedjorna vid promotorn, varefter transkriptionen
initieras vid TSS (Haberle & Stark, 2018). Initieringen sker ofta avbrutet, genom
cykler av initiering och kortvarig mRNA-syntes (Goldman et al., 2009). RNAPII
transkriberar ett 2—15 nukleotider langt mRNA-transkript varmed det atervédnder till
TSS och transkriptet 16sgdrs (Goldman et al., 2009). Efter cykler av avbruten initiering
slapper RNAPII slutligen promotorn och pabdrjar aktiv elongering (Goldman et
al., 2009).

Under elongeringen syntetiserar RNAPII mRNA utifrdn kodonerna i gensekvensen
(Young, 1991). RNAPII kontrollerar basparning av fria nukleotider till DNA och
inkorporerar dem till det vixande mRNA:t vid korrekt basparning (Liu et al., 2013).
Aktiv elongering sker emellertid inte alltid direkt efter initiering, eftersom RNAPII
kan bromsas ned och pauseras da en 30-50 nukleotider lang mRNA-sekvens
syntetiserats (Haberle & Stark, 2018). Pa detta sétt hills RNAPII i beredskap for snabb
aktivering av mRNA-syntes, och d& cellen dr i behov av genprodukten frisldapps
RNAPII for aktiv elongering (Haberle & Stark, 2018). Transkriptionen av en
proteinkodande gen avslutas dd mRNA och RNAPII disassocierar frain DN A-templatet
(Kuehner et al., 2011).

Under transkriptionen bearbetas mRNA pa flera sitt 1 eukaryota celler (Proudfoot et
al., 2002). Vid transkriptionens borjan tilliggs pa 5’-dndan av det nya mRNA en
metylguanosinrest, vilken binder proteiner som skyddar mRNA:t f6r nedbrytning och
reglerar dess transport till cytosolen (Ramanathan et al., 2016). Under elongering
bearbetas mRNA genom splitsning, det vill sdga bortklyvning av introner (Proudfoot
et al., 2002). Genom alternativ splitsning kan dven exoner klyvas bort sé& att olika
isoformer av proteinet skapas (Matlin et al., 2005). Vid transkriptionens avslutning
16sgdérs mRNA fran RNAPII genom att klyvas vid ett specifikt lokus i dess 3’UTR-

sekvens. Klyvningen utférs av ett enzymkomplex som forutom endonukleaser



innefattar ett polymeras som syntetiserar en ca 200 nukleotider lang polyadenosin-
svans vid klyvningsstillet (Proudfoot et al., 2002). Endast polyadenylerade mRNA:n
exporteras till cytosolen, didr polyadenosinsvansens ldngd &r avgorande for
halveringstiden av mRNA-molekyler i den exonukleasrika miljon (Proudfoot et al.,
2002; Wu & Brewer, 2012). 3’UTR-sekvensen styr mRNA-stabiliteten genom att
reglera bade hastigheten med vilken polyadenosinsvansen bryts ned och héllbarheten

av 5’-metylguanosinidndan (Mayya & Duchaine, 2019).

2.3 Forstarkare

Forstirkare ar en typ av reglerande sekvenser med kapacitet att stimulera transkription
av proteinkodande gener (Haberle & Stark, 2018), ofta oberoende av orientering i
relation till genen (Mikhaylichenko et al., 2018) (figur 2). Forstirkare kan vara
positionerade bade uppstroms och nedstroms av sina malgener, bade i icke-kodande
och kodande DNA, men ocksa finnas inne i malgenen (Schoenfelder & Fraser, 2019).
Inhibering av en forstarkare kan forhindra transkriptionen av dess mélgener (Muerdter
et al., 2015), vilket betyder att fOrstidrkare utgdr centrala genreglerande element
(Schoenfelder & Fraser, 2019). Forstarkarna styr cellens totala genuttryck 1 enlighet
med cellens karaktdr och signaler frdn dess yttre (Schoenfelder & Fraser, 2019;
Vihervaara et al., 2018; Muerdter et al., 2015). Detta mojliggdrs av att celltypspecifika
transkriptionsfaktorer binder forstirkare och bereder dem infor celltypspecifika
responser pa yttre signaler (Vihervaara et al., 2017). Ofta kan flera forstirkare reglera
en gen pa ett additivt sétt, men en forstirkare kan dven reglera flera olika gener

(Muerdter et al., 2015).

Forstiarkare fungerar som bindningsstéllen for transkriptionsfaktorer, som genom att
rekryteras till forstarkare kan vixelverka med promotorbundna transkriptionsfaktorer
(Haberle & Stark, 2018). Transkriptionsfaktorer pd forstirkare kan rekrytera
histonmodifierande enzym och kromatinremodellerande komplex, som kan omarbeta
kromatinet vid promotorn (Hu & Tee, 2017). Forstarkaren kommer 1 nérhet av
promotorn genom att en Oglestruktur formas mellan forstarkaren och dess malgen
(Figur 2A) (Haberle & Stark, 2018). Transkriptionsfaktorerna pa promotorn respektive
forstarkaren kan ddrmed interagera genom olika samfaktorer, sd som det sd kallade
mediatorkomplexet (Haberle & Stark, 2018), som &dven direkt reglerar RNAPII-

aktiviteten vid promotorn (Allen & Taatjes, 2015). Aven transkriptionsfaktorer som



inverkar negativt pa transkriptionen av en gen binder till badde forstirkare och
promotorer (Muerdter et al., 2015). De kombinerade signalerna fran de olika
transkriptionsfaktorerna bundna till forstarkar- och promotorsekvenser avgér med

vilken effektivitet en gen transkriberas (Muerdter et al., 2015).

Oglor mellan forstirkare och promotorer bildas med hjilp av det ringformade
kohesinproteinkomplexet (figur 2A) (Kagey et al., 2010). Oglorna ir dynamiska
strukturer som regleras av bland annat ncRNA (Schoenfelder & Fraser, 2019). Aven
mediatorkomplexet har en central roll i formationen av kromatindglan (Allen &
Taatjes, 2015). Forstarkares positiva inverkan pa promotorer genom dglestrukturer
antyddes forst av Miieller-Storm och medarbetare (1989) som genom att koppla en
forstdrkare till en promotor med hjélp av en proteinbrygga astadkom inducering av
promotorn. Studier dir inducering av promotorer uppnaétts av att de artificiellt placerats
1 0glor tillsammans med forstarkare, har senare bekriftat att 6glor mellan forstérkare

och promotorer kan leda till aktivering vid promotorn (Schoenfelder & Fraser, 2019).

Kromatinet fordelas dven in i permanenta topologiska omriden (eng. topologically
associating domain, TAD), det vill sdga hundratals nukleotider 1dnga 6glestrukturer
som dr sinsemellan isolerade men inom vilka forstirkare och promotorer kan
vaxelverka med varandra (Szabo et al., 2019). I d&ndorna av TAD-strukturer finns
sekvenser som det s kallade CTCF-proteinet (eng. CCCTC binding factor) binder till
(Szabo et al.,, 2019). CTCF vixelverkar med kohesin, som tillsammans med
samfaktorer kopplar ihop de tva avligsna DNA-sekvenserna, s att en isolerad dgla
formas mellan dem (Szabo et al., 2019). Da TAD-strukturer storts experimentellt har
anda fa fordndringar 1 genuttrycket pavisats (Ghavi-Helm et al., 2019). Detta indikerar
att TAD-strukturerna inte utgdr huvudsakliga reglerare av vixelverkan mellan
forstirkare och promotorer (Ghavi-Helm et al., 2019). Vidare finns CTCF-
bindningsstéllen 1 ndrheten av enbart minoriteten av aktiva gener och forstéirkare,
vilket ytterligare visar att promotorer och fOrstirkare kan vixelverka oberoende av
CTFC och TAD-strukturer (Schoenfelder & Fraser, 2019). Det finns alltsé bevis for
att forstirkar-promotor-kontakten uppnds av mediator-kohesin-formedlade oglor,
medan TAD-strukturernas betydelse for denna vixelverkan fortfarande &r oklar

(Schoenfelder & Fraser, 2019).



Aktiviteten hos fOrstirkare dr inducerbar, och forstirkare kan sirskiljas pa
aktivitetsniva efter kromatinsignatur (Schoenfelder & Fraser, 2019). Aktiva
forstarkare ar méarkta med H3K27ac och forstirkare som ér 1 beredskap for aktivering
med H3K27me3 (Schoenfelder & Fraser, 2019). Vidare ar forstirkare mérkta med
H3K4mel oberoende av aktivitetsniva (Schoenfelder &  Fraser, 2019).
Kromatinsignaturen hos forstarkare skiljer sig frdn promotorsignaturen genom att den

innehéller enbart litet H3K4me3-mérken (De Santa et al., 2010; Liang et al., 2004).

Forstarkare
TF
KM M K
TF
TF RNAPII
Promotor Proteinkodande gen =—=—— —————
A
Forstarkare —— j)
— Forstarkare
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L "
Promotor —_— Promotor —_—
B

Figur 2. Formationen av en 6gla mellan en forstirkare och en promotor. Forstirkare kan styra
promotorer genom formationen av kromatindglor. Oglan formas med hjilp av mediatorkomplexet (M)
och kohesin (K), sé att forstdrkaren kommer i nirheten av promotorn (A). Forstirkaren kan associera
med kromatinremodellerande komplex (KM), som 16ser upp kromatinet vid promotorn och gor det
lattillgéngligt for RNA-polymeras II (RNAPII). Transkriptionsfaktorer (TF) bundna till promotorn
respektive forstidrkaren kan véxelverka med varandra genom mediatorkomplexet, varmed RNAPII
aktiveras och transkriptionen av genen pabérjas. Oglan mellan forstirkaren och promotorn kan skapas

pa flera olika sétt (B). Figur 2A dr modifierad frén Haberle & Stark (2018).




2.3.1 Transkription av forstirkare — eRNA

Forstérkare kan reglera promotorer genom att sjélv transkriberas till kortlivade och
sma (0,5-5 kb) ncRNA-molekyler kallade enhancer-RNA (eRNA) (Chen et al., 2017)
(figur 3). Funktionen hos eRNA-molekylerna har sedan deras upptickt debatterats
intensivt (Kaikkonen & Adelman, 2018). Det sannolikt att eERNA-syntesen for vissa
forstirkare endast &r en sidoeffekt av transkriptionen som sker pa forstarkarens
malgen, eftersom kromatinet vid den aktiva forstirkaren ar léttillgangligt for RNAPII
(Kaikkonen & Adelman, 2018). Emellertid har allmidnna samband mellan eRNA-
uttryck, forstarkaraktivitet och genuttryck pavisats (Mikhaylichenko et al., 2018). Som
exempel kan ndmnas att Andersson och medarbetare (2014) visade att endast ett fatal

otranskriberade forstarkare innehar stimulerande aktivitet.

eRNA:n transkriberas i huvudsak av RNAPII (Chen et al., 2017) och genomgér i regel
inte RNA-splitsning eller polyadenylering (Andersson et al., 2014). Transkriptionen
av eRNA kan ske antingen i en enda riktning eller i tva olika riktningar frén tva
separata TSS i forstirkaren (Mikhaylichenko et al., 2018) (Figur 3). eRNA har péavisats
endast 1 cellkdrnan, dér det ofta inverkar positivt pd transkriptionen av gener i den
ifrdgavarande forstirkares genomiska region (De Santa et al., 2010; Andersson et al.,
2014; Chen et al., 2017). Inhibering av eRNA, till exempel med siRNA, har 1 ett flertal
studier pavisats minska pa transkriptionen av den ifrdgavarande forstarkarens
madlgener (Chen et al., 2017). Vidare finns antydning att eRNA kunde ha viktiga
funktioner i formationen av 6glan mellan forstirkaren och promotorn, eftersom eRNA
pavisats vixelverka med bade kohesin och mediatorkomplexet (Chen et al., 2017;

Kaikkonen & Adelman, 2018).

I vissa fall kan sjdlva eRNA-syntesen, snarare dn eRNA-transkripten, inneha den
stimulerande effekten pa en nirliggande promotor (Kaikkonen & Adelman, 2018). Det
ar mojligt att RNAPII 1 samband med eRNA-transkriptionen stoter av
transkriptionsrepressorer eller 6ppnar upp kromatinstrukturen genom att flytta pa
nukleasomer (Kaikkonen & Adelman, 2018). Vidare kan RNAPII véxelverka med
aktiverande histonmodifierande enzymer (Kaikkonen & Adelman, 2018). Det ar
sannolikt att eRNA-transkriptionen av vissa forstirkare innehar sin viktigaste funktion
1 att den hindrar forstiarkaren fran att bli nedtystad 1 djupt packat kromatin (De Santa
et al., 2010).



Transkriptionen av eRNA &r inducerbar och varierar 1 enlighet med rddande celluldra
omstindigheter (De Santa et al., 2010; Kaikkonen & Adelman, 2018). eRNA-syntes
av specifika forstiarkare kan induceras av exempelvis inflammation (De Santa et al.,
2010) eller varmestress (sektion 2.4.2) (Vihervaara et al., 2018). Det &r tydligt att
eRNA-transkriptionen reglerar mRNA-transkription, men regleringen av eRNA-
syntesen &r dnnu i stort sitt oklar (Chen et al., 2017). Komplexa och dynamiska nétverk
har pévisats mellan reglerande sekvenser, bland annat olika forstirkare emellan

(Schoenfelder & Fraser, 2019), vilket kan inneha en forklaring till denna oklarhet.

eRNA

RNAPII
‘—D

-— Forstarkare _—

- RNAPII

Figur 3. Transkription av eRNA frin en forstirkare. En forstarkare kan styra en promotor genom
att sjélv  transkriberas till enhancer-RNA (eRNA) av RNA-polymeras II (RNAPII).
Transkriptionsstartstéllen for eRNA-syntes dr markerade med pilar. eRNA-transkripten har i ett antal
forskningar pavisats ha en positiv inverkan pé transkriptionen av gener i forstirkarens genomiska

region. Modifierad frén Chen et al. (2017).

2.3.2 Forskning i forstirkare

Reglerande sekvenser over hela genomet kan upptickas genom histonmarkdrer,
vixelverkan med  transkriptionsfaktorer och  sensitivitet for  enzymet
deoxiribonukleas I (DNas I) (Andersson et al., 2014), som katalyserar nedbrytning av
DNA (Ritti¢ & Perbal, 2008). Kromatinet vid reglerande sekvenser dr &ppet och
dirmed lattillgéngligt for DNaser, vilket gor att potentiella forstirkare kan detekteras
genom mitning av DNas-sensitivititet (Boyle et al,, 2008). Forstirkares
histonmarkorer och vixelverkan med transkriptionsfaktorer kan detekteras med hjélp
av kromatin immunprecipitationssekvensering (eng. chromatin immunoprecipitation
sequencing, ChIP-seq) (Furey, 2012). ChIP-seq dr en metod didr DNA binds samman
med associerande proteiner, varefter ovrigt, obundet DNA avldgsnas (Furey, 2012).
Det eftersokta proteinet precipiteras, varefter DNA 10sgors frdn proteinet och

sekvenseras (Furey, 2012).
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Forstirkare kan ocksd sparas genom kartliggning av positioner med aktiv
eRNA-syntes, vilket kan dstadkommas med exempelvis PRO-seq (Vihervaara et al.,
2017). I PRO-seq detekteras aktiv transkription med hjélp av biotinmérkta nukleotider
(Mahat et al., 2016a). Genom att de mérkta nukleotiderna inkorporeras i vixande
RNA, mgjliggors specifik rening av endast det RNA som vid den ifrdgavarande
tidpunkten syntetiserats (Mahat et al., 2016a). Renat RNA sekvenseras, varefter det
jamfors mot DNA for kartliggning av positioner med aktiv transkription (Mahat et
al., 2016a).

Emellertid genererar ChIP-seq for histonmarkorer, PRO-seq och métning av DNas-
sensitivititet enbart prognoser pa mojliga forstirkare, och darfor méste vidare analyser
goras for att klargora forstirkarkandidaters verkliga funktion. Forstirkarkandidaterna
kan inkorporeras i rapportorplasmider i vilka mingden rapportortranskript dr i
proportion till aktiviteten hos forstirkarkandidaten. I allménhet antar forstirkare sin
ursprungliga funktion i analyser med rapportoérplasmider och darfor 4r undersokning
av forstarkare i1 rapportsystem tillforlitligt for bestimning av forstirkaraktivitet. Ett
dylikt system &r luciferasanalys dér luciferas, vars aktivitet kan métas fotometriskt,
fungerar som rapportorgen. Med luciferasanalys kan enbart forvalda
forstarkarkandidater, detekterade med exempelvis PRO-seq, studeras och valideras.
Stark-laboratoriet (Research Institute of Molecular Pathology (IMP), Vienna
Biocenter) har dérfor utvecklat metoden STARR-seq (eng. self-transcribing active
regulatory region sequencing), med vilken forstirkare dver hela genomet kan spéras
utgdende fran aktivitet. Genomet delas upp i slumpmaissiga fragment, varefter
fragmenten inkorporeras 1 rapportorplasmider 1 3’-regionen av plasmidens
rapportorgen. P4 sd sétt blir det inkorporerade fragmentets sekvens en del av
rapportortranskriptet, varmed ett fragment som ger upphov till rapportortranskript kan
identifieras genom dess egna sekvens. Rapportortranskript renas ur celler
transfekterade med rapportorplasmiderna, varefter transkripten sekvenseras. Eftersom
rapportortranskript produceras enbart ifall det inkorporerade fragmentet innehar
forstarkaraktivitet, dr alla de identifierade sekvenserna fOrstdrkare. (Muerdter et

al., 2015)
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2.4 Virmechockresponsen

Olika typer av proteinskadande stress s som markbart 6kade temperaturer, eller sa
kallad vdrmechock, orsakar felvickning och aggregering av proteiner (Himanen &
Sistonen, 2019). Dessa tillstand leder till aktivering av vérmechockresponsen
(eng. heat shock response, HSR), alltsd en omstéllning i cellens transkriptionella
program (Himanen & Sistonen, 2019). Responsen formedlas av till exempel
viarmechockfaktorer, som snabbt astadkommer 6kning i transkriptionen av gener som
kodar for varmechockproteiner (eng. heat shock protein, HSP) (Himanen & Sistonen,
2019). Proteiner som produceras till f6ljd av HSR é&r involverade 1 upprétthallande av
proteostas (Himanen & Sistonen, 2019). Responsen mot védrmestress &r en
vilkoordinerad process, vid vilken vissa gener aktiveras och andra nedregleras — en
del for ldngre tider, andra enbart 6vergaende (Mahat et al., 2016b). Omprogrammering
av transkriptionen fordndras under responsens gang och exempelvis dr en del av de
gener som induceras 1 senare skeden av HSR, malgener till transkriptionsfaktorer som

aktiverats av responsen (Mahat et al., 2016b).

2.4.1 Varmechockfaktorer

I ménskans genom finns sex virmechockfaktorer: HSF1, HSF2, HSF4, HSF5, HSFX
och HSFY (Gomez-Pastor et al., 2018), av vilka HSF1 anses vara nyckelregleraren i
HSR (Joutsen & Sistonen, 2019). HSF2 deltar 1 responsen exempelvis genom att forma
heterotrimerer med HSF1 (Joutsen & Sistonen, 2019). Vid vidrmestress Okar
transkriptionen av hundratals gener, av vilka en andel okar HSF1- och HSF2-
oberoende (Mahat et al., 2016b). HSF1 reglerar &nda majoriteten av de gener vars
transkription induceras kraftigast av virmechock (Vihervaara et al., 2017). Utover
HSF1:s och HSF2:s roller inom HSR, har HSF:er flera viktiga funktioner inom
exempelvis cellcykeln och utvecklingen (Joutsen & Sistonen, 2019). Specifikt 4&r HSF1
och HSF2 viktiga reglerare av energimetabolismen respektive celladhesionen, vilket
ar en av anledningarna till att felreglering av HSF1 och HSF2 ofta &r kopplat till cancer
(Joutsen & Sistonen, 2019; Joutsen et al., 2020). Genom inducering av uttrycket eller
stabiliteten av HSF1 kan cancerceller dessutom utnyttja HSR for produktion av
HSP:er, varmed rubbad proteostas hos cancercellen motarbetas (Joutsen & Sistonen,
2019). Neurodegenerativa sjukdomar som beror pa proteinfelveckning kan déremot

orsakas av nedreglering av HSF1 (Gomez-Pastor et al., 2018).
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Alla HSF:er innehar olika funktionella domén, av vilka den DNA-bindande doménen
(DBD) finns hos samtliga HSF:er (Vuister et al., 1994; Joutsen & Sistonen 2019).
HSF1 oligomeriserar genom en hydrofob HR-A/B-domin (eng. leucine zipper-like
heptad repeat A/B) (Sorger & Nelson, 1989), som vid fysiologisk temperatur inhiberas
av HR-C-doménen (eng. carboxy-terminal heptad repeat) (Hentze et al., 2016). Vid
viarmechock sker en fordndring i HR-C-strukturen s& att HR-A/B-dominen frigdrs
(Hentze et al., 2016). HSF1 har d&ven en TAD-domén (eng. transactivation domain),
som binder HSF1-samfaktorer (Sullivan et al., 2001; Boellmann et al., 2004). TAD-
doménen regleras pd motsvarande sitt som HR-A/B, genom en vérmekinslig

regulatorisk domén (RD) (Shi et al., 1995; Zuo et al., 1995).

HSF1 ir konstant uttryckt i cellen, men dess funktion regleras av bide interaktion med
andra proteiner och av posttranslationella modifieringar (PTM) (Joutsen & Sistonen,
2019). HSF1 modifieras posttranslationellt genom béde inhiberande och aktiverande
fosforylering, ubikvitinering, acetylering och symoylering (Joutsen & Sistonen, 2019).
Funktionen hos HSF1 inhiberas vid fysiologiska temperaturer genom att HSF1 hélls
instdngd i ett chaperonkomplex bestdende av HSP40-, HSP70- och HSP90-chaperoner
(figur 4) (Gomez-Pastor et al., 2018). HSF1:s vixelverkan med chaperonerna ér dnnu
inte helt forstddd och dven antydning pé positiv reglering finns (Hentze et al., 2016;
Gomez-Pastor et al., 2018). Enligt den traditionella modellen for livscykeln av HSF1
frigors HSF1 fran chaperonkomplexet vid proteinskadande stress, varmed HSF1 kan
forma oligomerer genom HR-A/B-doménen (Sorger & Nelson, 1989; Gomez-Pastor
et al., 2018). HSF1 formar 1 motsats till majoriteten av transkriptionsfaktorer trimerer
vid aktivering (Joutsen & Sistonen, 2019) (figur 4). HSF1 kan aktiveras dven vid
fysiologiska temperaturer, vid vilka PTM:ar tros ha den centrala rollen i regleringen
av HSF1 (Gomez-Pastor et al., 2018). Hyperfosforylering av RD-doménen sker
emellertid dven 1 varmestressade celler (Joutsen & Sistonen, 2019), men experimentell
inhibering av dessa fosforyleringar forhindrar inte HSF1-funktionen vid varmechock

(Budzynski et al., 2015).

Den aktiva HSF1-trimeren forflyttas till cellkédrnan dar den inducerar transkription av
sina malgener (figur 4), genom att binda till si kallade virmechockelement (eng. heat
shock element, HSE) 1 dessa geners promotorer. HSE-sekvenserna bestar av
inverterade upprepningar av motivet 5’-nGAAn-3’, déir n dr en godtycklig nukleotid.

HSE-konsensussekvensen dr 5’-nGAAnnTTCnnGAA-3’, och varje monomer i en
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HSF-trimer binder till en 5’-nGAAn-3’-sekvens. Resultat frdn studier med HSF1-
ChIP-Seq visar emellertid att HSE-sekvenserna kan uppvisa stora variationer i antal
5’-nGA An-3’-upprepningar, upprepningarnas orientering samt avstand mellan dem.
Resultaten antyder vidare att HSF1 kan ha varierande preferenser till olika typer av

HSE-sekvenser under olika celluldra omstindigheter. (Jaeger et al., 2014)

Pausering av RNAPII under fysiologiska omstindigheter 4r vanligt pa gener som
induceras av vérmestress, vilket medfor att transkription av generna snabbt kan
aktiveras av HSR (Himanen & Sistonen, 2019). Vid vdarmechock kan HSF1 rekrytera
P-TEFb-kinas (eng. positive transcription elongation factor b) till virmekéansliga
promotorer, varmed P-TEFb frigér RNAPII fran pausldge till aktiv elongering (Lis et
al., 2000; Himanen & Sistonen, 2019). Ménga malgener for HSF1 ar gener som kodar
for HSP-chaperoner (till exempel HSP40, HSP70 och HSP90). Dessa hjélper cellen att
aterfd och uppritthélla proteostas samt forhindra genomgéng av apoptos (Joutsen &
Sistonen, 2019; Gomez-Pastor et al., 2018). Eftersom just HSP:er kan fungera som
inhibitorer av HSF1, involverar HSR en ricka av negativ dterkoppling (Shi et al., 1998;
Zou et al., 1998; Gomez-Pastor et al., 2018). Vid aterhdmtning av HSR nedregleras
HSFI1 dven genom ubikvitinering och efterfoljande proteasomal degradering (Joutsen
& Sistonen, 2019). Trots att ett universellt monster for HSF1:s aktivitet ar kartlagt, ar
HSF1-formedlad genreglering vid stress starkt beroende pa bdde celltyp och
cellcykelfas (Vihervaara et al., 2017).

Fastin HSF1 anses vara nyckelregleraren av HSR visar nya resultat att en stor andel
av HSR styrs HSF1-oberoende. I en omfattande forskning om HSF1:s roll 1 HSR, 1
vilken RNA-sammanséttning vid virmechock jamfordes med hjilp av PRO-seq
mellan HSF1-knockout (HSF17") och vildtyps MEF-celler, visade Mahat och
medarbetare (2016b) att HSR i stor utstrickning styrs HSF1-oberoende. I studien
jamfordes PRO-seq-resultat dven mot HSFI1-ChIP-seq-resultat for att klargora
betydelsen av HSFI1:s bindning till viarmekidnsliga geners promotorer. Enligt
jamforelserna finns promotorer som vid virmestress binder HSF1, men vars aktivitet
under dessa forhallanden halls oftrindrad eller till och med minskar. Vidare
forekommer gener som binder HSF1 men vars uttryck vid virmestress okar HSF1-
oberoende. Enligt analysen finns ockséa viarmekénsliga promotorer som inte pa nigot

sitt vixelverkar med eller styrs av HSF1. (Mahat et al., 2016b)
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Aven kinnedomen om HSF2:s roll inom HSR har uppdaterats. HSF1 och HSF2 har
mycket liknande DBD och binder séledes till identiska HSE (Mahat et al., 2016b).
Trots detta bekridftade Mahat och medarbetare (2016b), genom pavisande av liknande
genuttryck vid virmechock i HSF17- och HSF1&2'-MEF-celler, att HSF2 inte
kompenserar HSF1:s funktion i virmestressade celler. Det har tidigare héllits sannolikt
att HSF2 kunde hindra HSF1-férmedlad inducering av HSF1-malgener genom att tidvla
med HSF1 om bindningsstillen 1 HSE-sekvenser (Joutsen & Sistonen, 2019).
Vihervaara och medarbetare (2017) pavisade i stillet att HSF1 véxelverkar med HSF2
vid de gener som induceras kraftigast av virmechock. Daremot upptécktes ett samband
mellan forekomst av Sp2-transkriptionsfaktorn (eng. specificity protein 2) vid HSF1-
madlgeners promotorer och transkriptionell nedreglering vid virmestress (Vihervaara

etal., 2017).

HSR leder till nedreglering av tusentals gener, vilket till stor del sker HSF1-oberoende
(Mahat et al., 2016b). Generna nedregleras genom att pauserat RNAPII stots bort fran
promotorerna. De nedreglerade generna kodar for proteiner som &r involverade i
reglering av cellcykel, metabolism och mRNA-processering (Mahat et al., 2016b).
Aven den transkriptionella nedregleringen i viirmestressade celler ér en villkoordinerad
process. Till exempel de gener som kodar for proteiner involverade i mRNA-
processering nedregleras forst vid ldngre utsdttning for virmestress (Mahat et al.,
2016b). Den stora mdngden RNAPII som frigors till foljd av den transkriptionella
nedregleringen bidrar till att cellen vid virmechock snabbt kan producera HSP:er och
andra viktiga komponenter av HSR (Mahat et al., 2016b). Genom inducering av vissa
gener och nedreglering av andra astadkoms genom HSR en genomgripande
transkriptionell omprogrammering som mdjliggoér uppritthéllande av proteostas dven

under icke-fysiologiska forhallanden (Vihervaara et al., 2017).
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Figur 4. Virmechockresponsen. Vid virmestress kan proteinaggregat bildas (1). Till f6ljd av stress
och rubbad proteostas aktiveras varmechockfaktor 1 (eng. heat shock factor 1, HSF1), genom att slédppas
fri frén ett inhiberande komplex, trimerisera (2) och forflyttas till cellkdrnan (3). HSF1 formedlar
tillsammans med andra transkriptionsfaktorer virmechockresponsen genom att aktivera transkriptionen
av viarmechockproteiner (eng. heat shock protein, HSP) (4). Dessa skyddar cellen fran proteinaggregat
(5) och aterskapar proteostas (6). Eftersom HSP:er kan fungera som inhibitorer av HSF1, involverar

varmechockresponsen en ricka av negativ aterkoppling. Modifierad frain Gomez-Pastor et al. (2018).

2.4.2 Reglerande sekvenser vid virmechock

Aktivitetsnivan hos reglerande sekvenser har i ett antal studier pavisats fordndras vid
proteinskadande stress (Himanen & Sistonen, 2019). Till exempel kan sekvensernas
kromatinstruktur genomgéd aktiverande modifieringar, sda som aktiverande
histonacetylering och histonsumoylering (Himanen & Sistonen, 2019). Det é&r
sannolikt att HSF1 reglerar en andel av sina malgener via forstarkare, eftersom HSF1
pavisats binda till promotorn av endast 35 % av de gener vars transkription induceras
HSF1-beroende i1 viarmestressade celler (Mahat et al., 2016b). I enlighet med detta,
visade Vihervaara och medarbetare (2017) att HSF1 binder till ca 500 reglerande
sekvenser vid viarmechock 1 K562-erytroleukemi-cellinjen fran manskan. Vidare har
HSF1 pavisats 0ka transkriptionen av exempelvis FOXO3-genen vid virmechock och
oxidativ stress (eng. forkhead box O3), genom en forstirkare som reglerar genens

promotor (Grossi et al., 2018). HSF1 kan dven binda CTCF-bundna insulatorelement
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(Vihervaara et al., 2017), och det dr darfor mdjligt att HSF1 &ven har uppgifter inom

reglering av kromatinorganisationen i stressade celler.

Vidare sker mérkbara omstéllningar 1 eRNA-syntesen vid varmestress. I K562-celler
forhojdes transkriptionen av ca 5000 och minskade for ca 1600 reglerande sekvenser
vid utsdttning for virmechock (Vihervaara et al., 2017). Vihervaara och medarbetare
(2017) visade ocksé att transkriptionen 6kar for majoriteten av de ca 500 reglerande
sekvenser som HSF1 binder i varmestressade celler. Motsvarande visar opublicerad
data frdn analyser gjorda med PRO-seq vid Sistonen-laboratoriet att virmechock
orsakar forhojd transkription av 3246 och minskad transkription av 825 potentiella

forstiarkare 1 MEF-celler (figur 6).

2.5 Respons mot oxidativ stress

Oxidativ stress orsakas av reaktiva syreforeningar (eng. reactive oxygen species,
ROS), som produceras bland annat vid den mitokondriella elektrontransportkedjan
(Sies et al., 2017). ROS kan oxidera cellens makromolekyler och siledes behdvs en
snabb respons mot oxidativ stress for upprétthallande av homeostas (Sies et al., 2017).
Responsen mot oxidativ  stress formedlas huvudsakligen av ~ NRF2-
transkriptionsfaktorn (eng. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) (Itoh et al.,
1997; Taguchi et al., 2011) (figur 5), som under kontrollforhdllanden kontinuerligt
bryts ner (McMahon et al., 2003). E3-ubikvitin-ligaset Cul3 (eng. cullin 3) vixelverkar
med NRF2 via KEAPI-proteinet (eng. kelch-like ECH-associated protein 1), vilket
medfor att NRF2 konstant ubikvitineras och riktas for proteasomal degradering
(Kobayashi et al., 2004). Vid oxidativ stress oxideras KEAPI1, vilket stor dess
interaktion med Cul3 (Kobayashi et al., 2004). NRF2 undgar dirmed ubikvitinering
och kan lokalisera till cellkdrnan och aktivera transkription av dess mélgener, som
kodar for exempelvis antioxidativa enzymer (figur 5) (Kobayashi et al., 2004; Taguchi
etal., 2011). Av dessa enzymer deltar en del aktivt i eliminering av ROS, medan andra
ar involverade 1 syntesen av glutation (Taguchi et al., 2011), en tripeptid som reducerar
ROS genom att sjdlv oxideras (Meister & Andersson, 1983). I likhet med varmestress
sker forindringar dven i eRNA-syntesen vid oxidativ stress. Annu opublicerad data
fran PRO-seq vid Sistonen-laboratoriet pavisar forhdjd transkription av 3203 och
minskad transkription av 445 potentiella forstarkare 1 MEF-celler vid oxidativ stress

(figur 6).
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Figur 5. Respons mot oxidativ stress. Vid oxidativ stress, det vill sdga vid ackumulering av reaktiva
syreforeningar (eng. reactive oxygen species, ROS) (1), oxideras KEAP1 (eng. kelch-like ECH-
associated protein 1) (2), ett protein som under normala omsténdigheter kopplar transkriptionsfaktorn
NRF2 (eng. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) till E3-ubikvitin-ligaset Cul3 (eng. cullin 3).
Oxiderat KEAP1 forlorar sin funktion och NRF2 befrias fran ubikvitinering och efterf6ljande
proteasomal degradering (3). NRF2 kan under dessa forhallanden forflyttas till cellkdrnan (4) och
aktivera transkription av antioxidativa enzymer (5). Dessa bidrar till aterskapande av homeostas, till

exempel genom att modifiera ROS till for cellen oskadliga molekyler (6).

186

Ox.
stress

Figur 6. Forindringar i eRNA-uttryck vid virmechock och oxidativ stress i mus embryonala
fibroblaster. Vid vidrmechock (eng. heat shock, HS) och oxidativ stress (Ox. stress) Okar
transkriptionen av enhancer-RNA (eRNA) for 3246 respektive 3203 forstdrkare (A), medan
transkriptionen av 825 och 445 forstirkare minskar vid respektive typer av proteinskadande stress (B),
enligt resultat i PRO-seq (eng. precision nuclear run-on sequencing) utford i Sistonen-laboratoriet. En
del av de forstarkare for vilka variationer i eERNA-méngder forekommer ar 6verlappande mellan de tva

typerna av stress.
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2.6 Interferonsignalering

2.6.1 Interferonresponsen

Interferoner (IFN) delas in i tre huvudgrupper (IFN-I, IFN-II och IFN-III) och é&r
signalmolekyler som triggar forsvarsmekanismer mot infektioner. IFN-uttrycket
regleras huvudsakligen av IRF-transkriptionsfaktorer (eng. interferon regulatory
factor), av vilka nio varianter (IRF1-9) finns hos déiggdjur. Vid virusinfektioner
inducerar IRF:er IFN-uttrycket, varpd IFN:er utsondras fran den virusinfekterade
cellen. Extracelluldrt IFN binder interferonreceptorer pa nérliggande cellers yta, sa att

dessa aktiverar sitt antivirala forsvar. (Negishi et al., 2018)

Utryck av IFN-I regleras huvudsakligen av IRF3 och IRF7 (figur 7A), vilka binder sa
kallade ISRE-motiv (eng. interferon stimulated response element) i IFN-I-geners
promotorer  (Negishi et al, 2018). ISRE-motivet  utgdrs av
5’-A/GnGAAAnnGAAACT-3’, dir n dr en godtycklig nukleotid (Tanaka et al., 1993).
IRF3 och IRF7 aktiveras genom fosforylering som katalyseras av ett proteinkomplex
innehdllande TBKIl1-kinas (eng. TANK-binding kinase 1) och IKKe-kinas
(eng. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit epsilon) (Negishi et al., 2018).
Till exempel signalering vid TLR4-receptorn (eng. toll-like receptor 4) stimulerar
IRF3 och IRF7, genom signalkaskader som aktiverar TBK1 och IKKe (Negishi et al.,
2018) (figur 7A).

Extracellulart IFN-I  binder till den heterodimeriska IFNAR-receptorn
(eng. interferon-o/B receptor) som bestdr av IFNARI- och IFNAR2-underenheter
(Negishi et al., 2018) (figur 7A). Receptoraktivering stimulerar januskinas 1 (JAK1)
och tyrosinkinas 2 (TYK2) (Negishi et al., 2018), som vid aktivering fosforylerar
STATI1- (eng. signal transducer and activator of transcription protein 1) och STAT2-
proteiner. Detta leder till att ett komplex innehdllande STATI1, STAT2 och IRF9 kan
bildas (Negishi et al., 2018). Proteinkomplexet forflyttas till cellkdrnan och initierar
transkription av en uppsattning malgener (Negishi et al., 2018). Aktivering av IFN-I-
signalkaskaden resulterar 1 okat uttryck av proteinkinas R (PKR), som katalyserar
fosforylering av elF2a (eng. eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1)
(Srivastava et al., 1998). eIF2a inaktiveras till f61jd av fosforyleringen, vilket resulterar
i allmint minskad proteinsyntes i cellen och slutligen genomgéng av apoptos
(Srivastava et al., 1998). Aven IFN-II- och IFN-IIl-inducerabara gener initieras via

likartad JAK-STAT-signalering (Negishi et al., 2018).
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2.6.2 Interferonsignaleringens vixelverkan med virmechockproteiner

Reglering av IFN-uttrycket och IFN-formedlad intercellulédr signalering har pévisats
ha flera kopplingar till HSP:er (figur 7B). Till exempel har HSP90 pavisats stabilisera
TBK1 och underlétta dess véixelverkan med IRF3 (Yang et al., 2006). Déarutover ar
JAKT1 ett HSP90-klientprotein och dérfor har HSP90 en essentiell roll i fosforylering
av STATI1 1 respons till IFN-I-féormedlad signalering (Shang & Tomasi, 2006).
Extracelluldrt HSP70 har pavisats ha kapacitet att inducera en IFN-I-respons genom
TLR2&4-receptorer (Kim et al., 2012). Vidare kan HSP70 under olika omstédndigheter
fungera som inhibitor av PKR (Pang et al., 2002), som ddremot pavisats vara essentiell

for HSP70-proteinuttryck (Zhao et al., 2002).
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Figur 7. Interferon typ I-signalering. Typ I interferoner (IFN-I) induceras genom aktivering av TLR4-
receptorn (eng. toll-like receptor 4). TLR4-aktivering triggar signalkaskader som aktiverar TBK1 (eng.
TANK-binding kinase 1) och IKKe (eng. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit epsilon)
(A). Dessa aktiverar IRF3 (eng. interferon regulatory factor 3) och IRF7 genom fosforylering
(eng. phosphorylation, P). IRF-transkriptionsfaktorer kan nu forflyttas till cellkdrnan och stimulera IFN-
[-uttrycket. Extracelluldrt IFN-I binder till IFNAR-receptorn (eng. interferon-o/p receptor), som ddrmed
rekryterar januskinas 1 (JAK1) och tyrosinkinas 2 (TYK2). De aktiverade kinaserna fosforylerar STAT 1
(eng. signal transducer and activator of transcription protein 1) och STAT2, varmed STAT1&2 binder
IRF9. Komplexet forflyttas till cellkdrnan och initierar transkription av proteinkinas R (PKR).
Virmechockprotein 70 (eng. heat shock protein 70, HSP70) och HSP90 vixelverkar med IFN-I-
signalering pa ett flertal sétt (B). HSP90 stabiliserar TBK1 och underlattar dess vaxelverkan med IRF3.
JAKI1 &r en HSP90-klient, vilket innebér att HSP90 har en essentiell roll i fosforylering av STATI.
Extracellulart HSP70 kan inducera en IFN-I-respons genom TLR4-receptorn, medan cytosoliskt HSP70
fungerar som inhibitor av PKR. Daremot dr PKR essentiell for HSP70-uttrycket. Figur 7A dr modifierad
frén Negishi et al. (2018).
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3 Milsittningar

Forstérkare har viktiga roller i regleringen av genuttrycket (Schoenfelder & Fraser,
2019). Nya resultat visar att deras aktivitet fordndras vid stress, till exempel genom
omstdllningar i eERNA-syntesen (Vihervaara et al., 2017). Midngden eRNA-transkript
kan métas med PRO-seq, en metod som pévisar aktiv transkription 6ver hela genomet
(Vihervaara et al., 2017). Opublicerade data frdn tidigare gjorda analyser med
PRO-seq vid Sistonen-laboratoriet visar att det sker méarkbara fordndringar i eRNA-
syntesen over hela genomet i virmestressade MEF-celler. Sju sekvenser, som enligt
resultaten kunde inneha stresspecifik forstarkaraktivitet, valdes ut for att undersokas
vidare i denna pro gradu-avhandling. Malséttningen med min avhandling var att
bestimma om fOrdndringar i méingden eRNA vid vidrmestress korrelerar med
fordndringar 1 forstirkarens aktivitet, det vill sdga dess kapacitet att inducera en

promotor.

For att klargora hur virmechock inverkar pé aktiviteten hos de utvalda forstirkarna
studerades sekvenserna 1 MEF-celler med hjélp av luciferasanalys och qRT-PCR. En
forstarkares exakta lingd kan inte avgdras med PRO-seq, och dirfor bestimdes
lingden for de sju utvalda sekvenserna till de 1,5 kilobaspar (kb) som omringade
startstillet for eRNA-syntesen. De utvalda sekvenserna amplifierades fran musens
DNA med hjdlp av polymeraskedjereaktion (eng. polymerase chain reaction, PCR),
varefter de inkorporerades i1 luciferasrapportorplasmider, i vilka transkriptionen av
luciferasgenen ar proportionell mot den reglerande aktiviteten i det inkorporerande
fragmentet. Konstruktionerna transfekterades in 1 MEF-celler som utsattes for
viarmechock vid 42 °C 1 1 h. Efter behandlingen mittes luciferasaktivitet och mangden
luciferas-mRNA med luciferasanalys respektive qRT-PCR i cellysat frdn de

varmechockade cellerna som transfekterats med luciferaskonstruktioner.

Vidare var avsikten att bestimma om riktningen av en forstirkare inverkar pa dess
aktivitet, vilket gjordes genom att for en forstirkare framstélla tva olika typer av
plasmidkonstruktioner i vilka forstirkaren i den ena typen var inkorporerad i motsatt
riktning i relation till luciferaspromotorn 4n i den andra. Syftet med min pro gradu-
avhandling var ocksa, att i samband med att uppna malsittningarna for arbetet,
evaluera limpligheten av de anvinda metoderna for kartliggning av forstiarkaraktivitet
vid védrmestress infor vidare studier 1 stresskdnsliga forstirkare inom

forskningsgruppen.
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De specifika mélsittningarna for avhandlingen var att

1. bestimma om stresspecifika forstirkare kan styra transkriptionen under

varmechock.

2. klargora om aktiviteten hos virmekéansliga forstiarkare dr beroende pa deras

orientering.

3. evaluera olika metoders ldmplighet for att undersoka forstarkaraktivitet vid

varmestress.
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4 Metoder

4.1 Cellinjer

I alla experiment anvindes vildtyps MEF-celler. Denna studie byggde vidare pa
resultat fran tidigare utforda analyser av transkription dver hela genomet med hjélp av
PRO-seq, vid vilken kandidater for varmekénsliga forstirkare hos MEF-celler
kartlagts genom detektering av eRNA-uttryck. Hir analyserades sju MEF-
forstirkarkandidater vidare, och dérfor anvidndes MEF-celler genom hela studien.
MEF-cellerna odlades i Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM, Sigma-Aldrich,
USA) med 10 % fetalt kalvserum, 2,5 mM glutamin, 50 U/ml penicillin, 50 pg/ul
streptomycin samt icke-essentiella aminosyror pa 60 mm-cellskdlar. Cellerna

inkuberades i 5 % CO; vid 37 °C (fysiologisk temperatur).

4.2 Dataanalys av forstarkarsekvenser

Sju sekvenser, har kallade EH2, EH9, EH12, EH14, EH17, EH18 och EH20, som
enligt PRO-seq indikerats vara varmekénsliga forstarkare (tabell 1) analyserades med
hjilp ENCODE SCREEN-databasen (https://screen.encodeproject.org/). SCREEN-
databasen innehaller ca 1 310 000 mojliga reglerande sekvenser i ménskans genom
och ca 527 000 i musens, vilka upptickts inom ett sdkallat ENCODE-forskningprojekt,
genom kartldggning av kromatinmarkorer, vixelverkan med CTCF och DNas-
sensitivitet dver hela genomet (ENCODE Encyclopedia: Genomic annotations, 2020).
Databasens sekvenser dr klassificerade enligt promotor-, fOrstirkar- och
insulatorliknande,  efter =~ H3K4me3-markor, = H3K27ac-markér  respektive
CTCF-interaktion. I analysen av de sju utvalda forstirkarsekvenserna mot SCREEN-
databasen anvindes de genomiska koordinater som motsvarade forstarkarnas eRNA-
sekvenser. Eftersom det inte dr mojligt att avgora forstirkares exakta lingd med
PRO-seq, bestdmdes lingden for de sju utvalda sekvenserna till en 1,5 kb lang sekvens
som omringade startstéllet for eRNA-syntesen. Ocksd HSE- och ISRE-motiv hos de

utvalda sekvenserna analyserades, vilket utfordes manuellt.
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Tabell 1. Forstirkarkandidater. Forstirkarkandidater som undersoktes vid denna pro gradu-
avhandling valdes utgdende fran resultat i tidigare utford PRO-seq (eng. precision nuclear run-on
sequencing). Med PRO-seq hade uttryck av enhancer-RNA (eRNA) och mRNA bade under
kontrollférhallanden och vid virmechock i mus embryonala fibroblaster detekterats. En 1amplig sekvens
med ldngden 1,5 kilobaspar (kb) kring eRNA-transkriptionsstartstillet bestimdes utgdende fran
PRO-seq-data, och de genomiska koordinaterna nedan beskriver positionen for de 1,5 kb ldnga

sekvenserna i musens DNA.

Forstarkare, Koordinater, Narmast Genens Forstarkarens
namn kromosom: beldgen gen mRNA-uttryck vid = eRNA-uttryck vid
start-slut varmechock varmechock
EH2 12:85 201 162— EIF2B2 Inducerat Inducerat
85 202 662
EH9 5:135 879 257- HSPB1 Inducerat Inducerat
135 880 757
EH12 5:139010118- PDGFA Inducerat Inducerat
139011618
EH14 5:148 632 303- UBL3 Inducerat Inducerat
148 633 803
EH17 5:147 736 329—- FLT1 Inducerat Inducerat
147 737 829
EH18 16: 4 267 355— CREBBP Nedreglerat Nedreglerat
4 268 855
EH20 4:53 195 545—- ABCA1 Nedreglerat Nedreglerat
53 197 045

EIF2B2, eng. eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2; HSPB1, eng. heat shock protein beta-1 (gen for
HSP27-proteinet); HSP27, virmechockprotein 27 (eng. heat shock protein 27); PDGFA, eng. platelet-derived
growth factor subunit A; UBL3, eng. ubiquitin-like protein 3; FLT1, eng. fms-related tyrosine kinase 1; CREBBP,
CREB-bindande protein; CREB, cAMP-responsivt elementbindande protein; cAMP, cykliskt adenosinmonofosfat
(eng. cyclic adenosine monophosphate); ABCAI1, eng. ATP binding cassette subfamily A member 1; ATP,
adenosintrifosfat (eng. adenosine triphosphate).

4.3 In-fusionskloning

Genom kloning kan utvalda DNA-sekvenser inkorporeras i plasmider (Green &
Sambrook, 2012, s. 158). Plasmider ar korta (1-200 kb), cirkuldra och
extrakromosomala DNA-sekvenser som naturligt forekommer hos bakterier (Green &
Sambrook, 2012, s. 158). Plasmider utnyttjas inom molekylidrbiologi som transportorer
av genetiskt material och kan vara genetiskt modifierade sa att de ar optimerade for
specifika experiment (Green & Sambrook, 2012, s. 159). I den hér studien anvindes
rapportorplasmider, alltsd plasmider i vilkas sekvens en rapportérgen innefattas.
Genom kloning av ett fragment in i1 en rapportdrplasmid kan fragmentets inverkan pa
transkriptionen av rapportdrgenen analyseras i modellsystem (Green & Sambrook,
2012, s. 1336). Kloning var en av de centrala metoderna i det hér arbetet, eftersom den

anviandes till att inkorporera utvalda forstirkarsekvenser i luciferasrapportdrplasmider,
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sa att forstirkarnas inverkan pé transkriptionen av luciferas vid virmechock senare
kunde bestimmas. Den valda metoden for kloning var in-fusionskloning, en typ av
kloning som sker i flera delsteg och innefattar flera PCR-reaktioner och homolog
rekombination (Park et al., 2015). PCR utnyttjas vid in-fusionskloning for amplifiering
av fragment och linjérisering av plasmid, medan homolog rekombination anvands for

sekvensspecifik inkorporering av fragment i plasmider (Park et al., 2015).

Homolog rekombination dr en naturlig mekanism med vilken dubbelstringade DNA -
brott repareras, genom utbyte av nukleotidsekvenser mellan tva liknande eller
identiska DNA-molekyler. Homolog rekombination forbereds genom att nukleotider
bryts ned fran de fria 5’-dndorna vid DNA-skadan, sa att tva enkelstringade 3’-andor,
eller verhingen, erhalls. Overhiingena invaderar den intakta, motsvarande DNA-
molekylen, som fungerar som mall vid den dérpd foljande DNA-syntesen, vilken
paborjas vid Overhdngena. Vid denna syntes &terfas den del av DNA som vid
foregaende steg brutits ned frdn de fria 5'-dndorna vid DNA-skadan samt de
nukleotider som eventuellt forlorats vid sjdlva skadan. Genom homolog rekombination
produceras ocksa nya variationer av DNA-sekvenser vid meiosen, alltsd produktionen
av konsceller. Homolog rekombination anvinds ocksd av vissa celler for
uppritthéllande av telomerer, det vill siga dndorna av kromosomerna, vilka annars

forkortas vid varje celldelning. (Sung & Klein, 2006)

Med PCR amplifieras en utvald DNA-sekvens genom anvéndning av termisk cykling.
Vid upphettning denaturerar DNA och vid dirpa f6ljande nedkylning binder primrarna
till det enkelstrangade DNA:t. Dérefter replikeras DNA av ett virmetaligt polymeras.
Primrar &r oligonukleotider som for vardera DNA-string dr komplementéra till
dndorna av den region som ska amplifieras och som é&r riktade sé att replikationen frdn
dem sker indt mot den eftersokta regionen. DNA:t som genereras vid varje PCR-cykel
anvinds som templat i foljande cykel vilket medfor att den utvalda sekvensen

amplifieras exponentiellt. (Saiki et al., 1988)

Vid in-fusionskloning amplifieras fragmenten med PCR, och primrarna till varje
fragment utformas sé att de har 6verhingen som ir icke-komplementira till DNA-
templatet (figur 8). Overhiingena ir istiillet komplementira till de sista nukleotiderna i
linjdriserade plasmiders respektive dndor. Plasmiderna linjériseras med PCR, vid en
position som Overensstimmer med valet av Overhidngen vid amplifiering av

fragmenten. Med hjidlp av Overhdngena inkorporeras fragmenten dérefter i
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rapportdrplasmider genom att utnyttja enzym som katalyserar homolog
rekombination. Kloningsreaktionen kridver endast homologa 6verhdngen mellan
plasmid och fragment, vilka enkelt kan produceras genom primervalen i de
forberedande PCR-reaktionerna. Med in-fusionskloning kan dérfor vilket som helst
fragment klonas in i vilken plasmid som helst, vart som helst inne i denna plasmid.

(Park et al., 2015)
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Figur 8. Principerna for kloning av ett fragment in i en plasmid med hjélp av in-fusionskloning.

¥

Fragmentet, som ska inkorporeras i en plasmid, amplifieras med polymeraskedjereaktion
(eng. polymerase chain reaction, PCR) (1). Primrarna i PCR-reaktionen utformas si, att de har
overhéngen (rod och blé) som dr komplementira till &ndorna av en linjériserad plasmid (rdd och bla).
PCR-produkten och den linjériserade plasmiden blandas ihop (2), tillsammans med enzym som
katalyserar homolog rekombination mellan plasmiden och fragmentet (3), varmed fragmentet

inkorporeras i plasmiden (4). Modifierad fran Okegawa & Motohashi (2015).

Sju potentiellt stresspecifika forstirkare, hédr kallade EH2, EH9, EHI2,
EH14, EH17, EH18 och EH20 klonades med hjidlp av in-fusionskloning in i
luciferasrapportorplasmider (figur 9A), for att senare studeras i vérmestressade
MEF-celler. I dessa studier anvindes som positiv kontroll en plasmidkonstruktion
innehdllande promotorn till HSPA1A-genen (eng. heat shock protein family A
member 1A) (figur 9B) vilken redan tidigare tillverkats 1 Sistonen-laboratoriet,

eftersom PRO-seq-data pavisat att transkriptionen av HSPA1A okar vid varmestress.
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For EH9-, EH14- och EH17-forstarkarkandidater tillverkades plasmidkonstruktioner
som forutom forstirkaren innehdll en promotor som enligt PRO-seq-data ér okénslig
mot proteinskadande stress (figur 9C). Promotorerna som genom in-fusionskloning
tillades 1 forstarkarkonstruktionerna var promotorer for galektin 3-genen (LGALS3),
PITPNA-genen (eng. phosphatidylinositol transfer protein alpha isoform) och CTF8-
genen (eng. chromosome transmission fidelity protein 8). Aven en artificiell promotor,
det vill sdga SCPI1-promotorn (eng. super core promoter 1) (Eurofins Genomics,

Luxemburg) klonades till forstarkarkonstruktionerna.

In-fusionsreaktionerna utférdes med hjilp av In-Fusion HD Cloning-kittet (Takara,
Japan), vars huvudkomponent dr en enzymreagens som katalyserar den homologa
rekombinationen mellan plasmider och fragment. In-Fusion-enzymet katalyserar
homolog rekombination mellan DNA-sekvenser som har dverhdngen med 15-20-
nuklotiders homologi. Luciferasrapportorplasmiden héarstammar fran Stark-
laboratoriet och betecknas STARR-seq luciferase validation vector ORI empty
(Addgene #99297; http://n2t.net/addgene:99297). Plasmiden innehéller den syntetiska
LUC2-genen tillsammans med en polyadenyleringssignal som hérstimmar frin
simianvirus 40 (SV40), ett prokaryot replikationsstartstille (eng. origin of
replication, ORI) samt en gen for ampicillinresistens (bilaga B). LUC2 fungerar som
rapportorgen for métning av aktiviteten hos forstdrkare som med hjélp av kloning
inkorporerats i plasmiden. Luciferasanalys bygger pa LUC2-luciferasets forméga att
oxidera sitt substrat D-luciferin, varmed en detekterbar ljussignal avges (sektion 4.7.1).
Plasmiden innehdller polyadenyleringssignalen for att LUC2-mRNA:t ska
polyadenyleras i celler transfekterade med LUC2-konstruktioner (Proudfoot et al.,
2002). Polyadenosinsvansen dr viktig for héllbarheten av LUC2-mRNA-molekylen
(sektion 2.2) och kan dessutom anvindas for rening av mRNA infor qRT-PCR. Genen
for ampicillinresistens 1 rapportdrplasmiden anvénds for selektion av bakterier som
upptagit plasmidkonstruktioner, genom att enbart bakterier for vilka transformationen
lyckats kan skapa kolonier vid nirvaro av ampicillin. Det prokaryota ORI:t behdvs for
amplifiering av plasmiden 1 bakterier och fungerar dessutom 1 vissa konstruktioner

som LUC2-promotor.
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4.3.1 Linjérisering av luciferasrapportorplasmid

Luciferasrapportorplasmiden linjiriserades med PCR med hjilp av T100 Thermal
Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). Vid alla PCR-reaktioner i den hér studien
anvindes Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs, USA)
(bilaga D, tabell 1), eftersom QS5-polymeraset pavisats ha en ytterst lag felfrekvens
(Pezza et al., 2012). Ett PCR-program som ldmpar sig for Q5-polymeraset anvidndes
(bilaga D, tabell 2). For tillverkning av forstirkar-luciferaskonstruktioner valdes
primrar som brét luciferasplasmiden nedstroms av LUC2-genen (bilaga D, tabell 3),
sa att forstirkaren kunde inkorporeras i plasmiden mojligen langt frdn ORI (figur 9A),
som fungerar som promotor till LUC2-genen (Muerdter et al., 2018). Om fOrstarkaren
istillet hade inkorporerats i nirheten av promotorn dr det mojligt att eRNA-
transkription frén forstirkaren hade fortgatt 6ver LUC2-genen, varmed forstarkarens
promotoraktivitet egentligen skulle ha detekterats. Stressresistenta promotorer tillades
senare till forstarkarkonstruktioner, varmed promotorn placerades direkt uppstroms av
LUC2-genen. For kloning av stressresistenta promotorer till forstarkarkonstruktioner
(figur 9C) valdes primrar som linjériserade konstruktionerna mellan ORI och LUC2-
genen (bilaga D, tabell 3). Primrarna for PCR-reaktionerna planerades med SnapGene-

datorprogrammet (GSL Biotech LLC, USA).

4.3.2 Amplifiering av forstiarkar- och promotorfragment

Forstarkarkandidater (tabell 1) och promotorer som valts utgéende frin
viarmekinslighet amplifierades frdn musens DNA med PCR. Amplifiering av
forstarkar- och promotorsekvenser utfordes i tva delsteg, for att reaktionerna skulle
vara s specifika som mdjligt. Primrar till forstdrkar- och promotorsekvenser kan
nidmligen inte fritt utformas, utan dikteras av DNA-sekvensen i forstarkaren respektive
promotorn. Ddrmed binder dessa primrar inte nddvandigtvis till enbart den eftersokta
sekvensen 1 hela genomet. Genom att med specifika primrar forst amplifiera ett
bestdmt omrade 1 genomet, vilket innefattar den sokta sekvensen, erhélls en betydligt
kortare DNA-sekvens 1 jamforelse med hela DNA:t, i vilken primrarna till forstarkar-

och promotorsekvenserna binder till endast ett stille.

Enligt denna princip amplifierades med hjidlp av en fOrsta uppséttning primrar
(bilaga D, tabell 4) segment som innefattade hela forstirkar- respektive
promotorsekvensen, men som var ldngre dn den och omringade den. For att hitta

specifika primrar, s att endast en bestimd sekvens skulle amplifieras i reaktionen,
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anviandes NCBI Primer-BLAST-sokmotorn (Ye et al., 2012). Efter PCR-reaktionen
separerades PCR-produkterna med hjélp av agarosgelelektrofores i 1 %-agarosgel,
med TBE som elektroforesbuffert (bilaga A), under 70 V i 45 minuter. Band av ratt
storlek (bilaga D, tabell 4) skars ut och DNA:t renades ur gelen med PureLink Quick
Gel Extraction and PCR Purification Combo-kittet (Invitrogen, USA).
Promotorsekvenserna samt de 1,5 kb 1dnga forstarkarna amplifierades sedan fran de ur
agarosgelen renade PCR-produkterna. Primerparen i denna PCR-reaktion hade
planerats sd att vardera primer hade ett 20 nukleotider langt 6verhdng som var
komplementdrt till de 20 sista nukleotiderna 1 den linjériserade
luciferasrapportérplasmidens éndor (bilaga D, tabell 5). Overhiingen tillades till den
artificiella SCP1-promotorn med hjidlp av motsvarande primrar (bilaga D, tabell 6).
For att undersoka om riktningen av EH9-forstdrkaren har en inverkan pa dess aktivitet,
utformades for denna fOrstirkare tvd uppséttningar primrar, sd att de tvd olika
uppsittningarna hade motsatta dverhdngen pé primerparen. Pa detta sétt kunde
EHO-forstarkaren inkorporeras i luciferasplasmiden 1 béda riktningarna i relation till

ORI-promotorn (figur 9D).
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Figur 9. [Illustration av forstirkar- och promotor-luciferaskonstruktioner. LUC2-
rapportdrplasmiden innehdller LUC2-rapportdorgenen (eng. luciferase 2) tillsammans med en
polyadenyleringssignal (polyA-signal), ett prokaryot replikationsstartstélle (eng. origin of replication,
ORI) samt en gen for ampicillinresistens (Amp.r) tillsammans med dess promotor (Amp.r-prom). Varje
forstirkarkandidat inkorporerades i rapportorplasmiden nedstroms fran LUC2-genen, for att pa bista
sdtt mojliggora bestdimning av sekvensens forstirkaraktivitet (A). I forstarkar-luciferaskonstruktionerna
fungerade ORI som LUC2-promotor. I promotor-luciferaskonstruktioner innehéllande stresskénsliga
promotorer var promotorn placerad i rapportdrplasmiden framfor LUC2-genen (B). Till en del
forstarkarkonstruktioner tillsattes en stressresistent promotor mellan ORI och LUC2-genen (C). En av
de studerade forstirkarna inkorporerades i dess bada mojliga orienteringar i jimforelse med ORI, i

skilda uppséttningar LUC2-rapportorplasmider (D).

4.4 Transformation

Efter kloning transformerades plasmidkonstruktionerna in i Stellar Competent HST08
E. coli-bakterier (Takara) for tillvekning av tillrickliga méngder plasmid-
konstruktioner infor transfektioner. Stellar Competent HSTO08 E. coli-bakterieceller
kan effektivt transformeras, vilket 1 detta experiment utférdes genom att bakterierna
blandades med forstirkarkonstruktioner och utsattes for HS vid 42 °C i 45 sekunder. |
bakterieldsningen tillsattes efter HS-behandlingen rumstempererat SOC-medium (eng.
super optimal broth with catabolite repression) (Takara), som framjar transformation

av E. coli (Hanahan, 1983). Bakterielosningen inkuberades vid 37 °C i 1 h, varefter
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den spreds ut pd 1%-agarplattor tillverkade pd LB-medium (eng. lysogeny broth)
(bilaga A) innehallande 50 pg/ml ampicillin. Genom tilldggning av ampicillin i
LB-mediet astadkoms selektion av enbart de bakterier som upptagit
plasmidkonstruktionerna, genom genen for ampicillinresistens 1 konstruktionen.
LB-agarplattorna inkuberades vid 37 °C i1 16 h. Lampliga enskilda kolonier plockades
dérefter fran plattorna till odlingsror innehallande LB-medium med 50 pg/ml
ampicillin, vilka inkuberades 1 rumstemperatur 2 h och dérefter vid 37 °C 1 16 h.
Rening av plasmider fran bakterielosningen utférdes foljande dag med QIAprep Spin
Miniprep-kittet (Qiagen, Tyskland). Fore plasmidreningen paborjades sparades dock
en alikvot bakterielosning i 25 %-glycerol vid -80 °C.

For att verifiera att de renade plasmiderna inneholl det med hjdlp av kloning
inkorporerade forstiarkarfragmentet sekvenserades plasmiderna med specifika
sekvenseringsprimrar. Till sekvenseringen anvindes Mix2Seq-sekvenseringskittet
(Eurofins Genomics). For plasmider som enligt sekvenseringsresultaten innehdll de
korrekta forstirkarfragmenten tillverkades utifrdn respektive glycerolstockar storre
méngder motsvarande bakterier. Plasmiderna renades ur dessa bakterielosningar med

hjélp av NucleoBond Xtra Maxi-kittet (Macherey-Nagel, Tyskland).

4.5 Transfektion

4.5.1 Elektroporering

For att undersoka mgjligtvis stresspecifika forstarkare 1 MEF-celler, transfekterades
cellerna genom elektroporering med LUC2-konstruktioner innehéllande dylika
forstarkarfragment. Vid elektroporering skapas tillfélliga porer i cellmembranet med
hjélp av ett elektriskt filt, varmed celler kan uppta plasmider (Neumann et al., 1982).
Olika uppsittningar MEF-celler transfekterades med plasmidkonstruktioner
innehdllande olika forstdrkar- och promotorsekvenser, som genom in-fusionskloning

inkorporerats 1 LUC2-rapportorplasmider (nedan kallade experimentella plasmider).

Transfektionseffektiviteten méttes genom att varje uppsittning experimentella
plasmider transfekterades tillsammans med kontrollplasmider. Den valda
kontrollplasmiden inneholl LACZ-genen som kodar for [-galaktosidas, vars
klyvningsprodukter kan mitas spektrofotometriskt och &r i proportion till méngden
LACZ-plasmid i cellysaten (sektion 4.7.2). I transfektionerna anvéndes 2—4 miljoner

MEF-celler upplosta 1 400 pl Gibco Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, USA). Vid
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varje transfektion transfekterades 10 pg av de experimentella plasmiderna tillsammans
med 10 pg LACZ-plasmid. Transfektionerna utfordes i 4 mm-elektroporeringskyvetter
med GenePulser Xcell (Bio-Rad Laboratories, Inc.) vid 240 V och 975 pF, varefter

cellerna tillédts aterhdmta sig 48 h innan de behandlades med HS och skordades.

4.5.2 Inhibering av interferonrespons orsakad av transfektion

Eftersom plasmidtransfektion kan orsaka en IFN-I-respons i mammalieceller
behandlades MEF-cellerna i en del experiment med 1 pM BX795-inhibitor av TBK1-
och IKKe-kinaser samt med 1 puM Cl6-inhibitor av PKR, omedelbart efter
transfektionen (Huerfano et al., 2013; Muerdter et al., 2018). Tva inhibitorer anvéndes
parallellt for att forhindra cellen frén att anvénda alternativa mekanismer for aktivering
av en IFN-I-respons. Inhibering av IFN-I-responsen dr viktigt, eftersom IFN-I-
signalering kan motverka forstarkaraktivitet (Muerdter et al., 2018) och hdmma

proteinsyntesen (Srivastava et al., 1998) — inklusive translationen av LUC2-mRNA.

4.6 Behandlingar som inducerar virmechock

MEF-celler som transfekterats med forstirkar-luciferaskonstruktioner utsattes for HS
for att mata hur aktivitet hos forstirkare forandras under proteinskadande stress. Celler
viarmechockades vid 42 °C i 1 h. Efter behandlingen skordades de celler som skulle
analyseras med qRT-PCR omedelbart, si att qRT-PCR-reaktionen skulle maéta
mingden luciferas-mRNA vid HS. De celler som skulle studeras med luciferasanalys
inkuberades ytterligare vid 37 °C i 3 h efter HS-behandling, for att astadkomma
translation av mRNA som syntetiserats under behandlingen. Alla celler skordades

genom skrapning i PBS-16sning (eng. phosphate buffered saline) (Biowest, Frankrike).

4.7 Luciferasanalys

Aktiviteten hos reglerande sekvenser kan bestimmas med hjdlp av luciferasanalys,
som forbereds genom att sekvenser av intresse klonas in 1 luciferasrapportdrplasmider
(Gould & Subramani, 1988). Aktiviteten hos en inkorporerad sekvens bestdms genom
mitning av dess inverkan pa luciferasuttrycket, vilket utférs genom mitning av
luciferasaktivitet i cellysat (Gould & Subramani, 1988). Resultaten i luciferasanalys
kan, s som 1 den hir studien, normaliseras med hjélp av -galaktosidasanalys (Smale,

2016).
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4.7.1 Luciferasanalys med LUC2-luciferas

Olika typer av luciferaser har linge anvénts som rapportdrgener for méitning av
aktiviteten hos reglerande sekvenser, genom bestimning av sekvensens inverkan pa
luciferasuttrycket 1 celler transfekterade med luciferaskonstruktioner. Luciferasanalys
bygger pé luciferasers formaga att effektivt oxidera substrat, varmed en detekterbar
ljussignal vars styrka &r i direkt proportion till mingden luciferas avges (figur 10).
Genom att med luminometer méta ljusintensiteten i cellysat frén celler transfekterade
med luciferaskonstruktioner, dr det saledes mdjligt att indirekt bestimma reglerande
sekvensers inverkan pa transkriptionen av luciferasgenen. Luciferasanalys utnyttjades
i den hir studien for att bestimma aktiviteten hos fOrstirkare i jamforelse med

aktiviteten hos HSPA1A-promotorn vid varmestress. (Gould & Subramani, 1988)

Luciferasgenen hos den till det hér arbetet valda luciferasrapportdrplasmiden, det vill
sdga LUC2, dr en syntetisk version av luciferas fran eldflugan Photinus phyralis
(eng. firefly luciferase, FLUC). LUC2-luciferaset producerar en éver hundra génger
starkare ljussignal an FLUC och ir kodonoptimerad for mammalieceller (Gil et al.,
2012). LUC2, precis som FLUC, oxiderar sitt substrat D-luciferin i nirvaro av Mg?",
syre och adenosintrifosfat (eng. adenosine triphosphate, ATP), vilket resulterar i
emission som kan méitas med luminometer (Gould & Subramani, 1988; Gil et

al., 2012).

I den hér studien anvindes luciferasanalys genom métning av emission i D-luciferin
behandlade  cellysat fran  MEF-celler transfekterade med  forstirkar-
luciferaskonstruktioner, vilka utsatts for HS och skordats efter aterhdmtning vid 37 °C
1 3 h. Cellerna skordades 1 PBS med hjélp av skrapning och lyserades 1 70 ul Cell
Culture Lysis 5X Reagent (Promega, USA), varefter britelite plus-reagensen
(PerkinElmer, USA), anvindes for métning av luciferasaktiviteten i lysaten. For varje
cellysat blandades 3 ul lysat med ytterligare 18 pl Cell Culture Lysis 5X Reagent
(Promega) 1 triplikat 1 96-hélsplattor, varefter 90 pul britelite plus-reagens tillsattes i
varje brunn. Emissionen méttes direfter omedelbart med Hidex Sense-avldsare for
mikroplattor (Hidex, Finland). Britelite plus-reagensen innehéller komponenter som
modifierar den enzymatiska reaktionen hos luciferas, sa att emissionen blir Ingvarig
och har hog signalintensitet. Reagensen ldmpar sig dven for detektering av laga
luciferasnivaer, vilket var orsaken till att den valdes till den hir studien. Vidare

innehéller Britelite plus-reagensen komponenter som lyserar celler. Alternativ till att
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cellerna skordades, lyserades och dérefter blandades med britelite plus-reagensen,
hade cellerna kunnat odlas i 96-halsplattor, varpa britelite plus-reagensen hade kunnat
tillséttas direkt i mediet. Normalisering mot (-galaktosidas hade déremot inte varit
mojligt 1 detta fall, varmed andra metoder for normalisering av resultaten skulle ha

kravts.

Alternativt till luciferasanalys hade forstiarkarna kunnat analyseras i andra typer av
rapportorplasmider, till exempel 1 konstruktioner innehéllande fluorofor-
rapportorgener. Gront fluorescerande protein (GFP) dr en allmént anvénd fluorofor
som vid excitation emitterar gront ljus, vilket mojliggor dess detektering (Close et al.,
2011). Fordelen med GFP ir att inget substrat behdvs vid detektering av fluorescens,
men metodens sensitivitet dr 13g 1 jamforelse med luciferasanalys (Close et al., 2011),

vilket gjorde att luciferasanalys valdes till den hér studien.
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Figur 10. Oversikt av luciferasanalys. Luciferasanalys bygger pa luciferasers forméga att oxidera sina
substrat, varmed detekterbar luminiscens avges. LUC2-luciferaset (eng. luciferase 2) oxiderar substratet
D-luciferin. D4 luciferaspromotorn (i detta fall ORI-sekvensen (eng. origin of replication)) ar aktiv,
transkriberas luciferasgenen till luciferas-mRNA, som till f6ljd av polyadenyleringssignalen (polyA-
signal) polyadenyleras. P& grund av polyadenosinsvansen halls luciferas-mRNA stabilt och kan fungera
som mall vid proteinsyntesen. Det fardiga luciferasproteinet oxiderar sitt substrat, varmed emission som
kan méatas med luminometer avges. Ljusintensiteten r i direkt relation till mdngden luciferas och darfor
kan luciferasméngden bestimmas genom métning av den. Luciferasanalys kan anvéndas for att indirekt

bestimma aktiviteten hos reglerande sekvenser som inkorporerats i luciferasrapportorplasmider.
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4.7.2 p-galaktosidasanalys

For att jamfora resultat fran luciferasanalys emellan olika cellysat, transfekterades alla
celler forutom med experimentella plasmider med en B-galaktosidas-kontrollplasmid.
Kontrollplasmiden innehéller E. coli LACZ-genen som kodar for -galaktosidas-
protein. Plasmidkonstruktionen hdrstammar frdn Samuels- och Stanley-laboratorierna
(New York University) (Addgene #24058; http://n2t.net/addgene:24058). LACZ-
genen ar placerad i plasmidkonstruktionen under kontrollen av en aktiv promotor fran
respiratoriskt syncytialvirus (RSV) och séledes dr den basala transkriptionen av LACZ
hog och stabil under alla forhallanden (Flug et al., 1987; Zheng & Baum, 2005).
Eftersom [3-galaktosidassyntesen inte mdirkbart fordndras vid védrmestress, och
méngden B-galaktosidas i celler transfekterade med LACZ-plasmider dédrmed direkt
reflekterar transfektionseffektivitet, ir LACZ-plasmiden en ldmplig laddningskontroll

1 undersdkning av virmekénsliga forstarkare.

Vid B-galaktosidasanalys tillsdtts i en alikvot av respektive cellysat buffert
innehallande [B-galaktosidassubstratet orto-nitrofenyl-p-galaktosid (eng. ortho-
nitrophenyl-B-galactoside, ONPG), natriumfosfat och magnesiumklorid, det vill siga
ONPG-buffert, som forbereds av ONPG-stockldsning, Mg**-buffert och
natriumfosfatbuffert precis fore anvandning (bilaga A) (Smale, 2016). B-galaktosidas
hydrolyserar ONPG till galaktos och orto-nitrofenol, som har en gul farg (Stephenson
2016, s. 408). Orto-nitrofenol absorbansen méts med spektrofotometer vid 420 nm och
ar 1 direkt proportion till midngden [-galaktosidas och dérmed till méngden
LACZ-plasmid 1 lysaten (Smale, 2016; Stephenson 2016, s. 408). Mangden LACZ-
plasmid 1 lysaten dr 1 sin tur ett matt pa transfektionseffektiviteten, varmed
normalisering av resultat i luciferasanalys mot resultat i [-galaktosidasanalys
mojliggdr bestdmning av verkliga skillnader 1 luciferasmingder olika cellysat emellan
(Flug et al., 1987). I denna studie normaliserades resultaten 1 luciferasanalys med hjalp
av B-galaktosidasanalys genom att 3 pl av varje cellysat blandades med 200 ul ONPG-
buffert (bilaga A) i triplikat i 96-hélsplattor. Plattan inkuberades 2—4 h vid 37 °C, tills
en gul farg blev synlig for blotta 6gat. Orto-nitrofenol absorbansen méttes vid 420 nm

med Hidex Sense-avldsare (Hidex).

Istéllet for normalisering mot B-galaktosidas hade forslagsvis dubbel luciferasanalys
kunnat utforas. I dubbel luciferasanalys anvdnds tva olika luciferasproteiner i den

experimentella plasmiden respektive kontrollplasmiden. Luciferaset som fungerar som
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laddningskontroll bor klyva ett annat substrat &n luciferaset i den experimentella
plasmiden. Om luminiscensen som avges da kontrolluciferaset klyver sitt substrat &r
av annan vaglangd én vaglingden for luciferaset i den experimentella plasmiden, kan
cellerna eller cellysaten behandlas med bada substraten samtidigt 1 samma
96-halsplatta. Saledes mits provet och kontrollen 1 exakt samma prov vid samma
tidpunkt, vilket gor att resultaten blir pélitligare. B-galaktosidasanalys valdes dndéa for

normalisering pa grund av kostnadseffektiva orsaker. (McNabb et al., 2005)

4.8 Kvantitativ polymeraskedjereaktion med omviind transkription

Den transkriptionella aktiviteten hos en utvald gen kan mitas med kvantitativ
polymeraskedjereaktion med omvédnd transkription (eng. quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction, qRT-PCR) (Green & Sambrook, 2018)
(figur 11). qRT-PCR é&r en metod for att bestimma mingden av en specifik RNA-
molekyl 1 renat RNA-prov, vilket 1 denna studie kompletterar luciferasanalys
(sektion 4.7). En forstirkares inverkan pa transkriptionen av luciferas i MEF-celler
transfekterade med luciferaskonstruktioner dstadkoms genom métning av luciferas-
mRNA-uttrycket. I qRT-PCR kombineras allménna principer for PCR tillsammans
med metoder som mojliggoér detektering av PCR-produkternas kvantitet i realtid
(Heid et al., 1996). Med hjélp av enzymet omvint transkriptas transkriberas RNA till
komplementirt DNA (eng. complementary DNA, cDNA), sa att kvantiteterna av
cDNA-molekylerna i provet dr 1 proportion till mdngderna RNA-molekyler 1 det
ursprungliga RNA-provet (Green & Sambrook, 2018; Flisinski et al., 2012). Omvinda
transkriptaser forekommer naturligt hos bland annat retrovirus och d&r RNA-beroende
DNA-polymeraser: de syntetiserar DNA utgdende frdn RNA-templat (Baltimore,
1970). Efter cDNA-syntes amplifieras cDNA kvantitativt med hjilp av PCR (Green &
Sambrook, 2018). Mingden PCR-produkt vid varje PCR-cykel bestdms med hjilp av
en passlig teknik, exempelvis TagMan-analys eller SYBR Green-metoden, vilka
uppger mangden DNA 1 realtid genom fluorescenta signaler (Green & Sambrook,
2018). Den fluorescenta signalens intensitet dr 1 direkt relation till mdngden DNA i
provet (Heid et al., 1996), och didrmed till médngden RNA i det ursprungliga
RNA-provet.

Vid varje PCR-cykel méter qRT-PCR-apparaturen ljusintensiteten i proverna, sa att en

kurva over Okning i ljusintensitet erhalls for varje prov (figur 11A). Apparaturen
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fixerar ett troskelvirde (eng. threshold) for ljusintensitet, och genom observation av
antalet cykler som krivs for att uppnd troskelvérdet erhélls sd kallade Ct-virden
(eng. cycle threshold) for proverna. Fran Ct-virden av kénda utspddningar av ett
godtyckligt cDNA-prov erhélls en standardkurva. Den relativa midngden cDNA, och
dirmed RNA, kan bestimmas genom jdmforelse av de experimentella provernas
Ct-viarden mot standardkurvan. Ju mera RNA det finns i ett prov, destu snabbare

uppnas troskelvardet, vilket innebar ldgre Ct-viarden. (Heid et al., 1996)

4.8.1 qRT-PCR-metoder

TagMan-analys dr en qRT-PCR-metod som utnyttjar mérkta DNA-sonder. Sonden
maste vara komplementir till cDNA:t av intresse, inom det omrade som amplifieras
med hjilp av de for dndamalet valda primrarna (figur 11C). Vidare anvinds det
viarmetaliga DNA-polymeraset Taq-polymeras, som innehar exonukleasaktivitet och
kan klyva den fluorescerande sonden. Sonden avger en fluorenscent signal forst da den
klyvs, eftersom den fluorescerande markoren finns pa sondens 5’-dnda, medan en sa
kallad sldackare som absorberar ljus finns 1 3’-dndan. Eftersom Tag-polymeraset
syntetiserar den nya DNA-strangen 1 5°- till 3’-riktning klyvs sondens 5’-dnda forst,
varmed den fluorescenta nukleotiden sldpps fri frén resten av sonden och kan avge

mitbar fluorescens. (Holland et al., 1991)

SYBR Green-metoden dr en mindre specifik men kostnadseffektiv metod for
detektering av RNA-kvantitet. I qRT-PCR med SYBR Green mits PCR-produkter i
realtid med hjdlp av SYBR Green-fargdmnet, som binder dubbelstringat DNA
(dsDNA) (figur 11B). Da fargamnet binder dsDNA avges fluorescerande ljus, vars
intensitet dr proportionell mot méngden dsDNA, det vill siga midngden PCR-produkt.
(Ponchel et al., 2003)

4.8.2 Mitning av LUC2-mRNA med hjilp av qRT-PCR

I den hir studien anvdndes bade SYBR Green-metoden och TagMan-analys for
kvantifiering av mRNA, vilket utférdes med QuantStudio 3-instrumentet (Applied
Biosystems, USA). Infér qRT-PCR lyserades MEF-celler tranfekterade med
forstarkar-konstruktioner med Buffert RLT, som tillhor RNeasy Plus Mini-kittet
(Qiagen). RNA renades dérefter ur cellysaten med hjélp kolumner som binder RNA,
vilka innefattas 1 RNeasy Plus Mini-kittet. RNA som eluerats frdn kolumnerna

anvindes dérefter for framstillning av cDNA. Emellertid kan eluat innehalla DNA-
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kontaminationer, och for att avligsna bade genomiskt- och plasmid-DNA frin
proverna behandlades de med TURBO DNA-free DNase-kittet (Ambion, USA). Detta
mojliggjorde att specifikt cDNA mittes 1 efterfoljande kvantitativa PCR-reaktion.
TURBO DNase-enzymet dr en modifierad version av DNas I, med maéangfaldig
katalytisk aktivitet. Utgdende frdn det DNas-behandlade RNA-provet syntetiserades
cDNA med hjélp av iScript cDNA Synhesis-kittet (BioRad), som for cDNA-syntes
utnyttjar en modifierad version av omvént transkriptas fran en cancercellinje frdn
musen. I cDNA-kittet innefattas slumpmaéssiga hexamerprimrar samt oligo(dT)-
primrar, som dr komplementéra till polyadenosinsvansen i mRNA. Med hjélp av dessa
primrar syntetiseras cDNA fran den totala midngden RNA. Infor efterfoljande
kvantitativa PCR-reaktioner spidddes cDNA:t ut, och i de olika experimenten anvindes

utspiddningarna 1:20, 1:10 och 1:1.

For kvantifiering av LUC2-cDNA anviéndes framst SYBR Green-metoden, eftersom
denna metod tilldt detektering av LUC2-cDNA utan anvindning av specifika sonder.
Till dndaméilet anvindes SensiFAST SYBR Hi-ROX-kittet (Bioline Meridian
Bioscience, USA), som innehdller SYBR Green-fiargdmnet, DNA-polymeras och
deoxinukleosidtrifosfater (eng. nucleoside triphosphate, AINTP) (bilaga E, tabell 2). Ett
PCR-program som rekommenderas 1 kittet anviandes (bilaga E, tabell 3). LUC2-cDNA
kvantifierades 1 ett experiment med TagMan-analys, varmed SensiFAST Probe Lo-
ROX-kittet (Bioline Meridian Bioscience) anvidndes (bilaga E, tabell 4).
PCR-programmet i instruktionerna for kittet foljdes (bilaga E, tabell 5).

Den uppmitta mingden LUC2-mRNA normaliserades mot LACZ-mRNA eller
18S-rRNA, genom att d&ven LACZ-cDNA frin LACZ-plasmid eller endogent
18S-cDNA amplifierades vid varje PCR-reaktion. Kontrollgenen bor vara en gen som
ar konstitutivt uttryckt och for vilken transkriptionen inte forandras mérkbart under de
forhallanden som undersoks i1 experimentet ifrdga (Green & Sambrook, 2018).
Uttrycket av B-galaktosidas frdn LACZ-plasmiden &dr hogt och stabilt, eftersom LACZ-
genen ir placerad framfor en aktiv RSV-promotor (Flug et al., 1987; Zheng & Baum,
2005). Likasd &r 18S-rRNA konstitutivt uttryckt och en allmént anvind endogen
kontroll (Thellin et al., 1999). 18S-cDNA detekterades med TagMan-analys med
sonder mot 18S-cDNA (Roche Life Science, Tyskland), medan LACZ-cDNA
detekterades med bdde SYBR-Green-metoden och TagMan-analys i olika experiment.

Sonder och primrar for qRT-PCR-reaktioner finns upplistade i bilaga E, tabell 1.
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Sonder med fluoroforen karboxyfluorescein (eng. carboxyfluorescein, FAM) och

BHQ-1-sldckaren (eng. black hole quencher-1) anvindes.

Standardkurvor for qRT-PCR-reaktioner forbereddes genom att en godtycklig
blandning av cDNA-prov gjordes, utifran vilken utspadningarna 1:1, 1:5, 1:25, 1:125
och 1:625 blandades. Efter métning av utspddningarnas Ct-virden skapades
standardkurvor i Microsoft Excel. Genom jamforelse av LUC2-Ct-viarden mot LUC2-
standardkurvan bestdmdes relativa miangden LUC2-cDNA 1 proverna, och diarmed
relativa méndgen LUC2-mRNA. P4 motsvarande sitt bestimdes relativa mangder av
LACZ-mRNA och 18S-rRNA. Mingden LUC2-mRNA normaliserades slutligen mot
kontrollgenens mRNA- respektive rRNA-mingder, for justering av eventuella

laddningsfel.

I alla qRT-PCR-reaktioner amplifierades ocksd negativa kontroller. I forsoken
anviandes en kontroll utan cDNA-templat (eng. no template control, NTC) och en
kontroll utan omvint transkriptas (eng. no amplification control, NAC). De negativa
kontrollerna anvinds for att kontrollera att cDNA inte kontaminerats, exempelvis med
genomiskt DNA (gDNA), och for att detektera forekomst av eventuella primrar som
basparat med varandra (Green & Sambrook, 2012, s. 509).
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Figur 11. Kvantitativ polymeraskedjereaktion med omvénd transkription. Med hjilp av kvantitativ
polymeraskedjereaktion med omvénd transkription (eng. quantitative reverse transcription polymerase
chain reaction, qRT-PCR) kvantifieras RNA genom att forst skrivas om till komplementdrt DNA
(eng. complementary DNA, cDNA), som sedan amplifieras kvantitativt med PCR, genom mitning av
ljusintensitet som dr proportionell mot mangden PCR-produkt. Ljusintensitet vid varje PCR-cykel méts
for varje prov som studeras, sé att en kurva over fordndringen i ljusintensitet erhalls for proverna (A).
qRT-PCR-apparaturen fixerar ett troskelvirde for ljusintensitet, och genom observation av antalet
cykler som krédvs for att uppna troskelvardet erhélls Ct-virden (eng. cycle threshold) for proverna.
PCR-produkterna kan kvantifieras i realtid exempelvis med hjilp av det fluorescenta fargdmnet SYBR
Green, vars ljusintensitet okar da det binder dubbelstringat DNA (B). Vid qRT-PCR med TagMan-
analys, anvinds fluorescenta DNA-sonder, som dr komplementira till en sekvens inne i cDNA:t (C).
Den fluorescenta markoren finns pa sondens 5’-dnda och en sé kallad sldckare finns pa sondens 3’-énda.
Tag-polymeras har exonukleasaktivitet och kan dérfor klyva sonden. Eftersom polymeraset syntetiserar
den nya DNA-strangen i 5’- till 3’-riktning klyvs sondens 5’-dnda forst, varmed den fluorescenta
nukleotiden slépps fri fran resten av sonden och fluorescens avges. Figur 11C &r modifierad fran Yuan et
al. (2000).
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5 Resultat

5.1 Sekvensering av luciferaskonstruktioner

Enligt resultat i sekvensering fungerade in-fusionskloningsreaktionerna for EH2, EH9,
EH12, EH14, EH17, EHI8 och EH20, medan de misslyckades for fem andra
forstarkarkandidater (EH11, EH13, EH15, EH16 och EH19). Vidare fungerade
kloning av LGALS3-promotorn till luciferasrapportorplasmiden, medan kloningen
misslyckades for tva andra enligt PRO-seq stressresistenta promotorer (PITPNA- och
CTF8-promotorer). In-fusionskloning av den artificiella SCPI1-promotorn till

rapportorplasmiden misslyckades ocksé enligt sekvenseringsresultat.

5.2 Analys av forstirkarkandidater med hjilp av SCREEN-databasen

Enligt analys av forstdarkarkandidater (EH2, EH9, EH12, EH14, EH17, EH18 och
EH20) mot ENCODE SCREEN-databasen, har alla utom en av de utvalda
kandidaterna forstirkarsignatur (tabell 2). SCREEN-databasen innefattade inga
reglerande sekvenser vars position skulle ha 6verlappat EH12-regionen. Den till EH12
nirmaste sekvensen med forstirkarsignatur (EM10E0808185) 1 musens genom finns
enligt databasen vid kromosom 5: 139 015 190-139 015 440. EM10E0O808185-

sekvensens startpunkt dr ca 3,6 kb fran EH12-sekvensens slutpunkt.

Genom manuell analys av forstdrkarsekvenser och HSPA1A-promotorsekvensen
uppticktes att endast EH12 innefattar en kanonisk HSE-sekvens. ISRE-motiv fanns
inte 1 en enda av sekvenserna. Forstirkar- och HSPA1A-promotorsekvenserna med

utmirkta HSE-motiv finns samlade 1 bilaga C.
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Tabell 2. Analys av utvalda forstiirkarkandidater med hjilp av ENCODE SCREEN-databasen.
Sekvenserna analyserades med SCREEN-databasen med hjidlp av de genomiska koordinater som

bestidmts utgaende fran resultat i tidigare utforda PRO-seq-undersdkningar (eng. precision nuclear run-

on sequencing).

Forstarkare, Koordinater, Motsvarande SCREEN- Sekvenstyp
namn kromosom: sekvens i SCREEN, koordinater, (enligt SCREEN)
start-slut kod kromosom: start—
slut
EH2 12:85 201 162—- EM10E0543370 12:85 201 221- Forstarkar-
85 202 662 85201 493 signatur
EM10E0543371 12:85 201 555- Forstarkar-
85 201 898 signatur
EH9 5:135 879 257— EM10E0806849 5:135 879 445—- Forstarkar-
135 880 757 135 879 795 signatur
EM10E0806850 5:135 879 873- Forstarkar-
135 880 223 signatur
EH12 5:139010118- - - =
139011 618
EH14 5:148 632 303—- EM10E0811480 5:148 632 638— Forstarkar-
148 633 803 148 632 909 signatur
EH17 5:147 736 329- EM10E0811168 5:147 736 726— Forstarkar-
147 737 829 147 737 063 signatur
EH18 16: 4 267 355—- EM10E0614179 16: 4 267 860— Forstarkar-
4 268 855 4268 028 signatur
EM10E0614180 16: 4 268 030— Forstarkar-
4268 338 signatur
EH20 4:53 195 545- EM10EQ755697 4:53 196 049—- Forstarkar-
53197 045 53196 349 signatur
EM10E0755698 4:53 196 615- Forstarkar-
53 196 816 signatur

5.3 Luciferasanalys

5.3.1 Mitning av forstirkaraktivitet i celler som inte behandlats med inhibitorer
av IFN-I-signalering

Forstérkaraktivitet undersoktes med hjdlp av luciferasanalys i cellysat fran MEF-celler
som transfekterats med forstirkar-luciferaskonstruktioner och som dérefter tillétits
vixa vid 37 °C 1 48 h, varefter de utsatts for HS vid 42 °C i1 1 h med aterhdmtning vid
37 °C 1 3 h. Luciferasaktiviteten 1 cellysaten, alltsd indirekt luciferasméingden,
bestimdes genom métning av luminiscens som uppstér dé luciferas klyver sitt substrat.
Dessa virden normaliserades mot B-galaktosidasméngden i proverna, vilken ocksé
mattes  indirekt spektrofotometrisk ~ métning av

genom B-galaktosidas-

klyvningsprodukter.

Da forstirkaraktivitet undersoktes med hjéilp av luciferasanalys utan att inhibitorer av

IFN-I-signalering anvéindes vid transfektion av forstarkar-luciferaskonstruktioner in i
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MEF-celler, uppmattes fordndrad luciferasaktivitet vid virmestress for alla celler
transfekterade med forstirkar-luciferaskonstruktioner (figur 12). Luciferasaktiviteten
och indirekt luciferasmédngden, alltsd darmed forstarkaraktiviteten, 6kade endast for
EHO, i forstirkarens bada riktningar (EH9a och EH9b). Den storsta okningen i
luciferasaktivitet pédvisades for cellysat frdn celler transfekterade med
EH9b-konstruktioner, for vilket luminescensen Okade med 108 % vid HS.
Luciferasaktiviteten minskade till foljd av HS for resten av forstarkarna, det vill sdga
for EH2, EH12, EH14, EH17, EH18 och EH20.

3 -
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Figur 12. Forindring i luminescens vid viirmechock hos celler transfekterade med forstiarkar-
luciferaskonstruktioner. Forstirkaraktivitet analyserades genom métning av miangden LUC2-luciferas
(eng. luciferase 2) med hjilp av luciferasanalys i MEF-celler som transfekterats med forstarkar-
luciferaskonstruktioner. Cellerna hade déarefter tillatits vaxa vid 37 °C i 48 h, varefter de behandlades
med viarmechock vid 42 °C i 1 h med aterhdmtning vid 37 °C i 3 h. Genom métning av luminiscens som
uppstar dd LUC2-luciferaset oxiderar sitt substrat D-luciferin kunde mangden LUC2 i samtliga cellysat
indirekt bestimmas. Dessa varden normaliserades mot mdngden B-galaktosidas i proverna, vilken ocksa
bestdmdes indirekt genom spektrofotometrisk méitning av B-galaktosidas-klyvningsprodukter. Varje
viarmechockprov (rod) normaliserades mot den obehandlade kontrollen (bld) som gavs vérdet 1. RLU,

eng. relative light unit. n = 1.

5.3.2 Mitning av forstirkaraktivitet i celler som behandlats med inhibitorer av
IFN-I-signalering

Genom att MEF-celler behandlades med BX975- och Cl6-inhibitorer av IFN-I-
signalering 1 samband med transfektionen fordndrades resultaten nagot (figur 13).
Behandling med inhibitorer av  IFN-I-signalering  utfordes, eftersom
plasmidtransfektion kan orsaka en IFN-I-respons, vilket kan stora aktiviteten hos
forstarkare (Huerfano et al., 2013; Muerdter et al., 2018). I motsats till resultaten ovan

(figur 12) anvéndes 1 detta experiment forstiarkarkonstruktioner som dven innehdll
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LGALS3-promotorn framfor LUC2-genen. Médngden luciferas fordndrades vid HS for
alla celler transfekterade med forstirkar-luciferaskonstruktioner (figur 13), men
forandringen var fortfarande negativ for EH17. Vidare skedde en Okning 1
luciferasaktiviteten vid utséttning for HS dven for den tomma konstruktionen som

saknar inkorporerat forstirkarfragment.
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Figur 13. Forindring i luminescens vid virmechock hos celler transfekterade med
luciferaskonstruktioner  innehillande  bade  forstirkare och  LGALS3-promotor.
Forstirkaraktivitet studerades i MEF-celler som transfekterats med forstirkar-luciferaskonstruktioner
som ocksd innehdll promotorn till galektin 3-genen (LGALS3) pé ett dylikt sdtt som beskrivits i
figurtexten till figur 12. I samband med transfektionen hade cellerna dértill behandlats med 1 pM
BX795- och 1 uM Cl6-inhibitorer av IFN-I-signalering. Varje virmechockprov (r6d) normaliserades

mot den obehandlade kontrollen (bld) som gavs vérdet 1. RLU, eng. relative light unit. n= 1.

5.3.3 Olika promotorers inflytande pa luciferasuttrycket

For att undersoka funktionaliteten av luciferasrapportérplasmidens ORI-sekvens som
promotor till LUC2-genen, jamfordes ORI-promotorn med tvd andra promotorer
amplifierade frdn musens DNA (figur 14). Konstruktioner innehéllande endast ORI
som promotor (tom konstruktion) jimfordes med den stressresistenta LGALS3-
promotorn samt den  vidrmekdnsliga HSPAIA-promotorn bade under
kontrollforhallanden och vid viarmestress. Konstruktionerna inneholl inga forstarkare
varfor experimentet métte promotorernas basala inverkan pa transkriptionen av LUC2-
genen. Maérkbara skillnader i luciferasaktivitet mellan de olika konstruktionerna
detekterades  (figur 14). Den tomma konstruktionen och HSPAIA-
promotorkonstruktionen hade liknande véirden badde under kontrollférhéllanden och
vid véirmestress, medan luciferasaktiviteten hos celler transfekterade med

konstruktioner innehdllande LGALS3-promotorn var betydligt ldgre.
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Figur 14. Jimforelse mellan olika promotorers basala inverkan pa transkriptionen av luciferas.
Promotorers basala inverkan pa luciferasuttrycket analyserades med luciferasanalys i MEF-celler som
transfekterats med konstruktioner innehallande promotorn till HSPA1A-genen (eng. heat shock protein
family A member 1A) eller galektin 3-genen (LGALS3) men inte forstirkarsekvenser. Cellerna
behandlades som beskrivits i figur 12. Alla prov &r normaliserade mot den tomma konstruktionen under

kontrollférhallanden vilken givits vardet 1. RLU, eng. relative light unit. n = 1.

5.3.4 Inverkan av inhibitorer av IFN-I-signalering pa aktiviteten hos
HSPA1A-promotorn

HSPAT1A-promotorns inverkan pé luciferasutrycket i MEF-celler transfekterade med
HSPA1A-promotor-luciferaskonstruktioner jimfordes med luciferasanalys mellan
celler som behandlats med inhibitorer av IFN-I-signalering vid transfektion av
konstruktionerna och celler som inte blivit behandlade (figur 15). En allmén 6kning 1
luciferasaktivitet detekterades for celler som behandlats med inhibitorer av IFN-I-
signalering vid transfektionen i jimforelse med celler som inte behandlats, bade under
kontrollférhallanden och vid virmechock (figur 15A). Anvidndning av inhibitorer av
IFN-I-signalering vid transfektionen stimulerade luciferassyntesen markbart i celler
transfekterade med HSPA1A-promotorkonstruktioner redan under kontroll-
forhdllanden (figur 15A), vilket forminskade skillnaden 1 luciferasaktivitet mellan
kontrollférhallanden och véirmechock for HSPA1A-promotorkonstruktionen

(figur 15B).
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Figur 15. Jimforelse av HSPAl1A-promotorns inverkan pa luciferasuttrycket mellan celler
transfekterade med HSPA1A-promotorkonstruktioner vilka antingen behandlats eller inte
behandlats med inhibitorer av IFN-I-signalering vid transfektionen. Inverkan av inhibitorer av
IFN-I-signalering pa luciferasuttrycket i MEF-celler som transfekterats med luciferasplasmider
innehallande HSPA1A-promotorn (eng. heat shock protein family A member 1A) undersoktes med
luciferasanalys. Cellerna hade hanterats som beskrivits i figur 12, men i samband med transfektionen
hade en andel av cellerna behandlats med 1 uM BX795- och 1 uM C16-inhibitorer av IFN-I-signalering.
Alla prov normaliserades mot den tomma konstruktionen under kontrollférhallanden vilken gavs vérdet
1 (A). Varje varmechockprov (r6d) normaliserades ocksa mot respektive obehandlad kontroll (bld) vilka

gavs virdet 1 (B). RLU, eng. relative light unit. n = 1.
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5.4 qRT-PCR

5.4.1 Mitning av LUC2-mRNA med SYBR Green-metoden

Forstarkaraktivitet studerades genom maétning av LUC2-mRNA-uttryck med
qRT-PCR i celler transfekterade med forstarkar-LUC2-konstruktioner. LUC2-cDNA
detekterades med hjélp av SYBR Green-fargdmnet och normaliserades mot det
endogena uttrycket av 18S, vars cDNA-méngd maéttes men hjilp av TagMan-analys
(figur 16). Sma fordndringar i miangden LUC2-mRNA uppmittes vid virmestress
jamfort med kontrollforhéllanden for alla celler transfekterade med forstirkar-
luciferaskonstruktioner, men en 6kning detekterades endast for tva av fem undersokta

forstarkarkonstruktioner.
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Figur 16. Forindring i mingden LUC2-mRNA vid virmechock hos celler transfekterade med
forstirkar-luciferaskonstruktioner. Mingden mRNA fran LUC2-genen (eng. luciferase 2) vid
viarmechock analyserades med qRT-PCR i MEF-celler som transfekterats med forstarkarkonstruktioner
eller konstruktioner innehéllande promotorn till HSPA1A-genen (eng. heat shock protein family A
member 1A, HSPA1A). Cellerna tillits vixa vid 37 °C i 48 h efter transfektionen, varefter de
behandlades med vdrmechock vid 42 °C i 1 h. De ur qRT-PCR erhdllna Ct-virdena (eng. cycle
threshold) anvéndes for att i Microsoft Excel rdkna ut relativa mRNA-médngder, genom jimforelse mot
en standardkurva av Ct-vdrden vars motsvarande relativa mRNA-méingder var kdnda. Relativa
LUC2-mRNA-virden normaliserades direfter mot relativa rRNA-virden av den endogena kontrollen
18S, varefter varje virmechockprov (rod) normaliserades mot den obehandlade kontrollen (bld) som
gavs virdet 1. Komplementért DNA (eng. complementary DNA, cDNA) till LUC2 mittes med SYBR
Green-metoden och 18S-cDNA med TaqMan-analys. Framstillning av proverna: renat RNA

behandlades inte med deoxiribonukleas; cDNA-utspadning 1:20. n = 1.
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I ett annat forsok med qRT-PCR detekterades sméd forandringar i LUC2-mRNA-
mingder vid vérmestress jamfort med kontrollférhallanden for alla celler
transfekterade med fOrstirkar-luciferaskonstruktioner (figur 17). Diremot Okade
mangden LUC2-mRNA markbart for den tomma konstruktionen och HSPA1A-
promotorkonstruktionen i de véarmestressade cellerna. LUC2-mRNA dmnades
normaliseras mot LACZ-mRNA-uttryck fran LACZ-plasmid, men madtning av
LACZ-mRNA med hjilp av SYBR Green-metoden misslyckades.
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Figur 17. Foridndring i mingden LUC2-mRNA vid virmechock hos celler transfekterade med
forstirkar-luciferaskonstruktioner. Forstarkaraktivitet vid virmechock studerades med qRT-PCR pa
ett liknande sétt som beskrivits i figurtexten till figur 16. Méngden LUC2-mRNA skulle i detta fall
normaliseras mot LACZ-mRNA, vilket dessvdrre misslyckades. Varje vidrmechockprov (rod)
normaliserades mot den obehandlade kontrollen (bld) som gavs vérdet 1. LUC2- och LACZ-cDNA
mittes med hjélp av SYBR Green-metoden. Framstéllning av proverna: renat RNA behandlades med

deoxiribonukleas; cDNA-utspadning 1:10. n= 1.

5.4.2 Mitning av LUC2-mRNA med TaqMan-analys

LUC2-mRNA detekterades dven med hjélp av TagMan-analys (figur 18). Méngden
LUC2-mRNA fordndrades knappt vid védrmechock f6r den undersokta
forstarkarkonstruktionen, medan en mérkbar 6kning uppmittes for den tomma
konstruktionen och for HSPA1A-promotorkonstruktionen. LUC2-mRNA &dmnades
normaliseras mot LACZ-mRNA-uttryck fran LACZ-plasmid, men métning av
LACZ-mRNA misslyckades dven i detta experiment, denna géang utférd med TagMan-

analys.
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Figur 18. Forindring i mingden LUC2-mRNA vid virmechock hos celler transfekterade med
EH12-forstirkarkonstruktioner eller HSPA1A-promotorkonstruktioner. Méngden LUC2-mRNA
vid virmechock i MEF-celler som transfekterats med EHI12-forstirkarkonstruktioner eller
konstruktioner innehallande promotorn till HSPA1A-genen (eng. heat shock protein family A member
1A, HSPAI1A) studerades som beskrivits i figur 16. Relativa LUC2-mRNA-véirden &mnades
normaliseras mot relativa LACZ-mRNA-virden, vilket dessvérre misslyckades. Varje virmechockprov
(r6d) normaliserades mot den obehandlade kontrollen (bld) som gavs virdet 1. LUC2- och
LACZ-cDNA miittes med hjélp av TagMan-analys. Framstéllning av proverna: renat RNA behandlat
med deoxiribonukleas; cDNA-utspddning 1:1.n=1.
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6 Diskussion

Malséttningen med min avhandling pro gradu var att bestimma om genomet innefattar
stresspecifika forstirkare, vars aktivitet forindras under proteinskadande stress. Annu
opublicerade resultat frain PRO-seq-undersokningar vid Sistonen-laboratoriet visar att
eRNA-uttrycket fordandras for ett stort antal (ca 6000) forstirkare i MEF-celler vid
antingen varmechock eller oxidativ stress. For att bestimma om det bland dessa
sekvenser finns stresspecifika forstirkare undersoktes aktiviteten hos utvalda
sekvenser vid virmestress med hjélp av luciferasanalys och qRT-PCR. De utvalda
sekvenserna inkorporerades i luciferasrapportorplasmider i vilka transkriptionen av
luciferas &r proportionell mot aktiviteten i den inkorporerande reglerande sekvensen.
Rapportorplasmiderna transfekterades in i MEF-celler som utsattes for virmestress,

varefter LUC2-mRNA- och LUC2-proteinnivier bestimdes.

Enligt PRO-seq-undersokningar, som detta arbete &r baserat pd, finns positiva
samband mellan eRNA-uttryck fran de studerade forstirkarkandidaterna och mRNA-
uttryck fran deras nirmast beldgna gener (tabell 1), vilket tyder pé forstarkaraktivitet
hos de utvalda sekvenserna. Vidare har alla de utvalda sekvenserna férutom EH12
forstarkarsignatur enligt ENCODE SCREEN-databasen (tabell 2). Att EH12 inte
aterfinns i SCREEN-databasen utesluter inte att sekvensen ar en forstirkare, eftersom
databasen enbart innefattar prognoser pa reglerande sekvenser. Det 4r mdjligt att EH12
erhaller reglerande aktivitet 1 stressade celler och saknar forstirkarsignaturer vid
fysiologiska tillstdnd, vid vilket genomet analyserats inom ENCODE-projektet. Trots
att PRO-seq-undersokningar och material i SCREEN-databasen antyder att de utvalda
sekvenserna har varmekénslig forstirkaraktivitet, erholls motstridande resultat 1 den
hir studien (figur 12, 13, 16, 17 & 18). Detta orsakas antingen av att sekvenserna dnda
inte dr varmekansliga forstirkare, eller av att de valda metoderna rubbat resultaten.
Eftersom eRNA-uttryck, forstirkaraktivitet och genuttryck 1 allménhet &ar
sammankopplade fenomen (Mikhaylichenko et al., 2018), dr det &ndamalsenligt att

utreda for mojliga metodologiska problem som inverkat p resultaten i denna studie.
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6.1 Forstiarkaraktivitet kan avta vid stress om inhibitorer av IFN-I-signalering
inte anvants vid transfektionen

Da forstirkarkonstruktioner transfekterades in i MEF-celler utan tillsatts av inhibitorer
av IFN-I-signalering vid transfektionen minskade aktiviteten hos majoriteten av
forstarkarkandidaterna  vid  virmestress enligt luciferasanalys (figur 12).
Luciferasaktiviteten 6kade for endast EH9 vid utsdttning for varmechock, fastin
PRO-seq-undersokningar antytt 6kad aktivitet dven for EH2, EH12, EH14 och EH17
(tabell 1). Luciferasaktiviteten minskade dven for EH18 och EH20, vilket diremot var
forvéntat, baserat pA eRNA-uttryck fran dessa forstirkare (tabell 1). Den minskade
luciferasaktiviteten vid varmestress hos celler transfekterade med EH2-, EH12-,
EH14- och EHI17-konstruktioner orsakas antingen av att fOrstirkarnas aktivitet
forhindras 1 modellsystemet eller av att deras stimulerande effekt pa
luciferaspromotorn verkligen minskar i virmestressade celler. Det & mojligt att
forstarkaraktiviteten minskar dven 1 forstirkarnas ursprungliga miljo vid oOkade
temperaturer, eller att forstirkarna inte pé ett andamalsenligt sétt kan undersdkas med

hjilp av luciferasanalys 1 MEF-celler.

Att den minskade aktiviteten vid vdrmechock hos EH2, EH12, EH14 och EH17
(figur 12) skulle orsakas av minskad forstérkaraktivitet &ven i den ursprungliga miljon
vid utséttning for stress borde inte stimma, eftersom de positiva sambanden mellan
forandringar i eRNA- och mRNA-uttryck fran ndrmast beldgna gener (tabell 1) tyder
pa varmekanslig aktivitetsokning hos dessa forstirkare. Schoenfelder & Fraser (2019)
papekar dock en viss problematik i att slutsatser om forstarkaraktivitet dras genom
jamforelse mot uttrycket av den till forstdrkaren narmast beldgna genen, eftersom
forstarkares malgener kan vara helt andra 4n de som ar ndrmast beldgna. | EH2-, EH14-
och EH17-sekvenserna innefattas inte kanoniska HSE-sekvenser men ett stort antal
HSE-motiv (bilaga C), vilket tyder pd virmekénslig aktivitet hos dessa fOrstarkare.
Emellertid innehaller EH12-f6rstarkaren, som inte aterfinns i SCREEN-databasen, en
kanoniskt HSE-sekvens (bilaga C). Det ir, pa grund av dessa orsaker, trovardigt att de
minskade luciferasmidngderna vid virmechock for EH2, EH12, EH14 och EH17
orsakas av problem 1 metodiken. Att luciferasaktiviteten okade fran celler
transfekterade med EH9-konstruktioner vid virmestress (figur 12) i motsatts till EH2,
EH12, EH14 och EH17, kan bero pé att aktiviteten hos EH9 &r s hog i stressade celler

att 0kningen kan detekteras trots potentiella problem med metoder.
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Problemen vid utforandet av luciferasanalys kan bero pa ett flertal orsaker.
Luciferaspromotorn i forstarkar-luciferaskonstruktionerna ér en annan 4n den eller de
promotorer som forstiarkaren reglerar i sin ursprungliga milj6. Det 4r mdjligt att EH2,
EHI12, EH14 och EH17 (figur 12) inte kan véxelverka med just luciferasgenens
promotor i luciferaskonstruktionen, det vill sdga ORI-sekvensen. Inkonsekvenserna i
aktiviteten hos forstirkarna kunde dven bero pa sekvensvalet: forstiarkarsekvenserna
valdes sa att de omringade startstéllet for eRNA-syntesen med 1,5 kb. Det dr mdjligt
att denna begransning orsakade forlust av nddvéndiga sekvenser for fungerande
forstarkaraktivitet. Langre sekvenser kring startstdllet for eRNA-syntesen kunde
undersokas, dock inom ramen for kapaciteten av luciferasrapportorplasmiden ifraga.
De maérkbart kortare sekvenserna som enligt ENCODE SCREEN-databasen har
forstarkarsignatur, innefattas 4nda i de hér redan analyserade 1,5 kb langa sekvenserna
(tabell 2). Diremot kan nidmnas att det &r osannolikt att den anvéinda
aterhdmtningstiden 3 h for luciferasanalys inte varit tillrdcklig for fullstindig
luciferassyntes, eftersom luciferasaktivitet kunde detekteras for vissa konstruktioner
(figur 13). I en forskning dér luciferasanalys anvindes for att studera syntes av
viarmechockproteiner 1 olika skeden av neurondifferentieringen, anvdndes emellertid

tiderna 4 h, 5 h och 5,5 h for dterhdmtning av virmechock (Oza et al., 2008).

Pa grund av de inkonsekventa resultaten i forstarkaraktivitet (figur 12) misstanktes en
allmén repressionsmekanism av forstdrkarna i modellsystemet, vilken i enlighet med
Muerdter och medarbetare (2018) misstinktes vara en foljd av att
forstarkarkonstruktionerna transfekterats in 1 MEF-celler utan att cellerna 1 samband
med transfektionen behandlats med inhibitorer av IFN-I-signalering. Behandling med
inhibitorer av  IFN-I-signalering vid transfektion d&r viktigt, eftersom
plasmidtransfektion kan orsaka en IFN-I-respons i mammalieceller (Huerfano et al.,
2013; Muerdter et al., 2018). Vidare kan IFN-I-signalering stora, eller till och med
eliminera, aktiviteten hos en del forstarkare (Muerdter et al., 2018). Att aktiviteten hos
en del forstdrkare till och med minskade i vairmechockade celler (figur 12), kunde bero
pé att IFN-I-signalering skulle motarbeta forstérkaraktivitet speciellt vid virmestress.
Det hir kunde orsakas av att IFN-I-signaleringen skulle tillta vid 6kade temperaturer.
Att bade HSP70 och HSP90 kan medverka 1 och forstdarka IFN-I-signalering (figur 5B)
ger antydning pa detta. Viarmechockproteiners medverkan 1 interferonresponsen ér

anda 1 stort satt oklar, vilket forsvarar forstaelsen av resultaten.

52



Endast en upprepning av luciferasanalys dar forstarkarkonstruktionerna transfekterats
in i MEF-celler utan att cellerna direfter behandlats med inhibitorer av IFN-I-
signalering hann goras, eftersom laborationsarbetet maste avslutas pa grund av
COVID-19-pandemin. Eftersom forsoket inte upprepades &ar resultaten endast
riktgivande. Baserat pd dem valdes énda att gora forsok ddr MEF-cellerna behandlades
med inhibitorer av IFN-I-signalering direkt efter att de transfekterats med
forstarkarkonstruktioner. Genom behandling med BX975- och Cl6-inhibitorer av
IFN-I-signalering direkt efter transfektion fordndrades resultaten i luciferasanalys
nagot (figur 13). Eftersom &dven detta forsok hann goras endast en gang, kan inga
slutsatser dras fran resultaten. Luciferasaktiviteten fordndrades for alla celler
transfekterade med fOrstirkarkonstruktioner vid vérmestress (figur 13), men
fordndringen var fortfarande negativ for EH17. Baserat pé resultat 1 PRO-seq hade en
Okning 1 luciferasaktiviteten dven for EH17 forvantats (tabell 1). I detta forsok
anvindes konstruktioner som innehdll férutom den inkorporerande forstarkaren, en
tillsatt promotor mellan luciferasgenen och ORI. Promotorn i detta fall var promotorn

till LGALS3-genen som amplifierats ur musens DNA.

6.2 Tilliggning av promotorer framfor LUC2-genen i rapportorplasmider
kan stora LUC2-uttrycket

I luciferasrapportorplasmiden som i den hir studien anvindes for att undersoka
forstiarkaraktivitet, det vill siga STARR-seq luciferase validation vector ORI _empty-
plasmiden (#99297, AddGene), fungerar plasmidens ORI-sekvens som promotor till
luciferasgenen. En ytterligare promotorsekvens, det vill sdga promotorn till LGALS3-
genen, placerades mellan ORI och luciferasgenen i fardiga forstarkarkonstruktioner,
eftersom det pd grund av tidigare resultat (figur 12) vid detta skede av studien

missténktes att ORI:s promotoraktivitet forhindras 1 stressade celler.

Emellertid kan transkriptionen av luciferas storas dd promotorsekvenser klonas in
mellan ORI och luciferasgenen, eftersom den tillagda promotorn kan vara i konflikt
med ORI (Muerdter et al., 2018). Enligt en metodrapport om STARR-seq luciferase
validation vector ORI empty av Muerdter och medarbetare (2018) dr det darfor
fordelaktigt att inte placera promotorsekvenser mellan ORI och luciferasgenen. I
metodrapporten podngteras att ORI-sekvensen fungerar som en ytterst inducerbar
promotor som kan véxelverka med ménskans forstirkare (Muerdter et al., 2018), vilket

aven torde stimma for musens forstdrkare. I metodrapporten undersoktes ett flertal

53



promotorers inverkan pa den basala transkriptionen av luciferas. Luciferasuttrycket
stordes till varierande grad av olika tillagda promotorer, och enligt rapporten storde
den artificiella SCP1-promotorn transkriptionen av luciferas minst (Muerdter et al.,
2018). Att anvinda SCP1-promotorn i dessa experiment hade varit 1ampligt, men in-
fusionskloning av SCP1-promotorn till forstarkarkonstruktioner misslyckade enligt
sekvenseringsresultat. P4 grund av detta valdes LGALS3-promotorn till experimenten

1 motsats till rekommendationerna av Muerdter och medarbetare (2018).

Den virmeresistenta LGALS3-promotorns inverkan pa luciferasuttrycket jamfordes
mot ORI-promotorn och den vidrmekinsliga HSPA1A-promotorn med hjilp av
luciferasanalys. 1 undersokningarna anvidndes rapportorplasmider som endast
innefattade tillagda promotorer men inga fOrstirkare. Varmekénsligheten hos
LGALS3- och HSPA1A-promotorerna hade tidigare kartlagts med hjdlp PRO-seq-
undersokningar utférda i Sistonen-laboratoriet. Bide ORI och HSPA1A-promotorn
gav upphov till mérkbar Okning i luciferasaktivitet vid véirmestress, medan
luciferasaktiviteten hos celler transfekterade med LGALS3-konstruktionen var
negligerbar 1 jdmforelse med de tva andra konstruktionstyperna (figur 14). Givetvis
borde flera upprepningar av forsoket goras for att uppna palitlighet av resultaten, men
den fOrsta upprepningen tyder pa att LGALS3-promotorn stor transkriptionen av
luciferas mirkbart. Det dr dérfor mojligt att minskad luciferasaktivitet hos celler
transfekterade med EH17-konstruktionen, dven da cellerna behandlats med inhibitorer
av IFN-I-signalering vid transfektionen (figur 13), beror pd LGALS3-promotorns
forekomst 1 EH17-konstruktionen. Experiment med tillsatts av inhibitorer av IFN-I-
signalering 1 samband med transfektionen borde  upprepas med
forstarkarkonstruktioner som saknar den ytterligare LGALS3-promotorn mellan ORI

och luciferasgenen.

P& motsvarande sétt som luciferasanalys (figur 14 & 15) visade QRT-PCR (figur 17 &
18) att luciferasuttrycket dkar vid virmechock 1 celler transfekterade med den tomma
luciferasrapportorplasmiden didr ORI fungerar som promotor till luciferasgenen.
Resultaten visar tillsammans att promotoraktiviteten hos plasmidens ORI okar i1
varmestressade celler. ORI-sekvensen innehaller ett flertal HSE-motiv (5’-nGAAn-3’)
(bilaga B), vilket tyder pa HSF-formedlad inducering av ORI-sekvensens
promotoraktivitet. Luciferas-rapportdrplasmidens ORI-sekvens innehdller inte

HSE-konsensussekvensen 5°’-nGAAnnTTCnnGAA-3’, men ett omrade med tre
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nérliggande HSE-motiv: 5’-TTCTCCCTTCGGGAA-3’ (bilaga B). For att redogora
om ORI-sekvensen verkligen binder HSF1 vid vérmestress kunde forslagsvis
ChIP-gPCR-metoden (eng. chromatin immunoprecipitation coupled with quantitative
polymerase chain reaction) anviandas. Med ChIP-qPCR é&r det mgjligt att bestimma
om en eftersokt DNA-sekvens véxelverkar med ett protein av intresse, genom att DNA
sammanbinds till associerande proteiner, DNA-protein-komplex renas och komplex
innehéllande det eftersokta proteinet precipiteras (Mukhopadhyay et al., 2008).
Darefter 10sgors DNA fran proteinet och analyseras med qPCR, med hjilp av specifika
primrar mot den eftersokta sekvensen (Mukhopadhyay et al., 2008). Att ORI induceras
av stress innebdr att forstirkarnas inverkan pa transkriptionen av luciferas vid
viarmechock kan vara svérare att méta. Trots att ORI-sekvensen inte utgdr en optimal
promotor for undersdkning av forstirkare vid vdrmestress, kan den anvindas ifall
viarmechockprover for forstiarkarkonstruktioner jamfors mot motsvarande prover for

den tomma konstruktionen.

Vidare visar luciferasanalys att trots att ORI-promotorn aktiveras av vérmestress,
induceras den ytterligare av BX795- och Cl6-inhibitorer av IFN-I-signalering
(figur 15). Det vill sdga, fastin ORI-promotorn aktiveras av vidrmechock, kan den
fortfarande péaverkas av ytterligare faktorer med kapacitet att inducera den — sa som
exempelvis forstirkare. Att luciferasaktivitet minskar vid virmestress for celler
transfekterade med majoriteten av forstirkarkonstruktionerna (figur 12 & 13), beror

darfor sannolikare pé egenskaper hos forstirkarna dn hos ORI-promotorn.

6.3 eRNA-syntes kan stora transkriptionen av LUC2-rapportorgenen

Forstirkaraktiviteten sjunker enligt luciferasanalys for EH2, EH12, EH14 (figur 12)
och EH17 (figur 12 & 13) vid utsdttning for varmechock, trots tidigare PRO-seq-
resultat, vilka visar att stress aktiverar de ifragavarande forstirkarna (tabell 1). Denna
minskning kan orsakas av luciferasgenens nedtystning 1  fOrstirkar-
luciferaskonstruktioner i samband med eRNA-syntes. Det &r mgjligt att RNAPII stoter
bort transkriptionsfaktorer frdn luciferaspromotorn i samband med eRNA-syntes, pa
ett liknande sitt som eRNA-transkriptionen kan stdta bort kromatinbundna proteiner i
gDNA (Kaikkonen & Adelman, 2018; sektion 2.3.1). Eftersom forstarkarsekvensen ar
placerad ca 1 kb uppstroms fran luciferasgenens promotor dr en dylik bortstétning

orsakad av eRNA-transkription mojlig. 1 detta fall skulle det vid virmestress 6kade
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eRNA-uttrycket hos EH2, EH12, EH14 (figur 12) och EH17 (figur 12 & 13), vilket
tidigare detekterats med PRO-seq (tabell 1), orsaka en sdnkning i transkriptionen av
luciferas i rapportsystemet. Detta forklarar diremot inte varfor luciferasaktiviteten for
EH18 och EH20 inte 6kar stressberoende (figur 12), trots att dessa forstarkares eRNA-
transkription enligt PRO-seq minskar vid vdrmechock (tabell 1). Vidare stiger
luciferasaktiviteten for EH9 (figur 12 & 13) och EH14 (figur 13) vid virmechock, trots
att PRO-seqg-analysen visade att mdngden eRNA fran dessa foOrstdrkare stiger i
varmestressade celler (tabell 1). Det dr mdjligt att eRNA-transkriptionen for dessa
forstarkares del ar lagre eller inte nar fram till ORI. Flera upprepningar av forsoken
borde goras for att klargora orsakerna till den minskade luciferasaktiviteten vid
viarmestress hos celler transfekterade med forstarkar-luciferaskonstruktioner. Om de
minskade luciferasaktiviteterna vid utséttning for virmechock verkligen orsakades av
avstotning av transkriptionsfaktorer i samband med eRNA-syntes, skulle denna syntes
— alltsa en central egenskap hos forstarkare (Andersson et al., 2014) — vara ett fenomen
som markbart stor undersokning av forstirkare 1 rapportérplasmider. Emellertid visar
flera tidigare publikationer att forstidrkare framgangsrikt kunnat studeras med hjélp av
luciferasrapportorplasmider (Andersson et al., 2014; Muerdter et al., 2018; Nardini et
al., 2019). Det dr mojligt att vissa forstarkare kan analyseras 1 rapportsystem medan
andra borde studeras med hjilp av andra metoder. De tidigare ndmnda metoderna
ChIP- och PRO-seq kan generera prognoser pd reglerande sekvenser, men visar ingen
specifik funktion hos sekvenserna (Muerdter et al., 2015). Forstdarkarna kunde ddaremot
studeras 1 sin ursprungliga miljé genom nedtystning eller inducering av deras
endogena uttryck och aktivitet (Kaikkonen & Adelman, 2018). Forstiarkarsekvenserna
eller delar av dem (till exempel startstéllet for eERNA-syntesen) kunde elimineras med
hjilp av sekvensspecifika endonukleaser (Kaikkonen & Adelman, 2018). Aven sjilva
eRNA-transkripten kunde blockeras genom anvindning av exempelvis siRNA

(Kaikkonen & Adelman, 2018).
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6.4 Orienteringen av EH9-forstirkaren har inte en betydande inverkan pa
dess aktivitet

Luciferasaktivitet hos celler transfekterade med EH9-konstruktioner o6kade vid
virmestress oavsett forstirkarens orientering i plasmidkonstruktionen (figur 12), vilket
visar att riktningen av EH9 inte méirkbart paverkar fOrstirkarens funktion i
modellsystemet. Resultatet antyder att aktiviteten hos EH9-forstarkaren ar till viss man
oberoende av dess orientering. Flera upprepningar av forsoket skulle krdavas for att
uppna tillracklig validitet av resultaten samt for att klargora exakta skillnader mellan
de tvé orienteringarna. Vidare bor flera virmekénsliga forstarkare undersokas for att
dra slutsatser om orienteringens betydelse for virmekénsliga forstirkare Overlag.
Resultaten dr dndd 1 enlighet med tidigare resultat, till exempel av Nardini och

medarbetare (2019), som studerat forstiarkare hos malaria Anopheles coluzzi.

Att orienteringen av en forstirkare i specifikt plasmidkonstruktioner inte har en
mirkbar betydelse for dess aktivitet dr intressant. En plasmid 4r en kort och cirkulér,
och sdledes begrinsad DNA-sekvens, jaimfort med gDNA, som kan bdja sig s att
avlidgsna sekvenser kan véxelverka sinsemellan (figur 2). Hur de utvalda forstarkarna
stimulerar transkriptionen av luciferas 1 forstarkar-luciferaskonstruktionerna 1 de har
utforda experimenten &r oklart. Det &dr utifran dessa undersdkningar omojligt att veta
om forstirkarna inducerar luciferaspromotorn genom fysisk vixelverkan
(figur 19A,B&C), via eRNA-transkript (figur 19D) eller genom négon tillsvidare
okdnd mekanism. En mojlig fysisk kontakt mellan forstarkaren och luciferaspromotorn
1 forstarkarkonstruktionerna vicker manga fragor. Om fallet var att forstirkaren skulle
inducera luciferaspromotorn genom fysisk kontakt (figur 19A,B&C), kunde plasmiden
1 sé fall boja sig sd att forstdrkaren nddde promotorn 1 samma riktning oavsett dess
orientering i plasmiden (figur 19A&C)? Ar alltsa plasmidsekvensen tillrickligt bojlig
for att formationen av dylika 6glor ska vara mojlig? Eller kan en forstirkare inducera
en promotor oavsett hur den &r riktad i forhallande till promotorn (figur 19A&B)?
Detta skulle innebéra att transkriptionsfaktorer pa forstarkaren respektive promotorn
kunde vixelverka sinsemellan oavsett hur de ar vinklade, vilket direkt bestims av
promotor- och forstirkarsekvensernas riktning, eftersom transkriptionsfaktorer binder

DNA sekvensspecifikt (Todeschini et al., 2014).
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Figur 19. Teoretiska alternativ for hur en forstirkare kan inducera en promotor i
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plasmidkonstruktioner. Det dr mojligt att en forstarkare som &r inkorporerad i en rapportdrplasmid
reglerar rapportorgenens promotor genom fysisk kontakt (A). Eventuellt kan forstirkaren stimulera
promotorn oavsett hur de tva sekvenserna &r orienterade i jimforelse med varandra (A&B). Det ar ocksa
mojligt att forstdrkaren reglerar promotorn i samma orientering i jimforelse med den, oavsett hur
forstarkaren ér riktad i plasmidkonstruktionen (A&C). Dessutom kan forstérkaren reglera promotorn
genom enhancer-RNA (eRNA) (D). Observera att forstirkaren dr olika riktad i plasmidkonstruktionen

(A) jamfort med konstruktionerna (B&C).

6.5 Inhibitorer av IFN-I-signalering kan orsaka stimulering av HSPA1A-
promotorn

Enligt luciferasanalys orsakade anvindning av inhibitorer av IFN-I-signalering vid
plasmidtransfektion stimulering av luciferasuttrycket i celler transfekterade med
HSPA1A-promotorkonstruktioner redan under kontrollférhallanden (figur 15A). Detta
gjorde att skillnaden 1 luciferasaktivitet mellan kontrollforhdllanden och varmechock
blev liten 1 relation till celler som transfekterats med tomma konstruktioner
(figur 15B). Trots att flera upprepningar av experimentet krdvs for att bestimma hur
inhibitorer av IFN-I-signalering inverkar péd aktiviteten hos HSPA1A-promotorn,
antyder resultatet att inhibitorerna stimulerar HSPA1A-promotorn. Betyder da detta
att IFN-I-signalering hammar HSPA1A-uttrycket? Kubo och medarbetare (1996)
visade att HSP70 nedreglerades av IFN-I&II-behandling 1 en osteosarkoma-cellinje
frdn ménskan. Dock finns ocksd bestridande resultat, till exempel av Dubois och
medarbetare (1988), som visade att [IFN-behandling stimulerade HSP:er 1 L-celler frdn
musen. Enligt manuell analys av HSPA1A-promotorsekvensen innefattar den inga

ISRE-motiv och borde saledes inte direkt regleras av interferonsignalering.
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Baserat pd dessa resultat kan vixelverkan mellan interferon- och
viarmechockresponsen rubba resultaten 1 experiment som innefattar plasmid-
transfektion, bade dé interferonsignaleringen inhiberas vid transfektionen eller inte.
Eftersom undersokningar av genetiskt material i modellsystem kréver transfektion,
tyder resultaten pd en Overgripande problematik i studier av vdrmestress. Genom
fortsatt forskning i vaxelverkan mellan interferoner och varmechockproteiner skulle

kanske 16sningar till denna problematik hittas.

6.6 Mitning av LUC2-mRNA med qRT-PCR kréver vidare optimering

Skillnader 1 uttrycket av  LUC2-mRNA mellan fysiologiska forhallanden och
viarmechock hos MEF-celler transfekterade med forstdrkar-luciferaskonstruktioner
analyserades med qRT-PCR (figur 16, 17 & 18). Avsikten var att genom att undersoka
LUC2-mRNA-uttryck bestimma forstirkares kapacitet att inducera LUC2-
rapportorgenen. Dessvirre var undersokning av LUC2-mRNA-uttrycket med hjilp av
gRT-PCR pa manga sitt problematiskt under laborationen for pro gradu-arbetet. [ den
enda upprepningen dir midngden LUC2-mRNA kunde normaliseras mot en
kontrollgen, 1 detta fall 18S, verkade resultaten missvisande (figur 16). I experimentet
hade RNA-proverna inte behandlats med DNas och NAC-kontrollen uppvisade en lika
stark signal som proverna. Det dr darfor troligt att qRT-PCR-reaktionen dven
detekterade mingden LUC2-gen, det vill siga mingden fOrstirkarkonstruktion 1
proverna (sektion 4.8.2). Detta dr mojligt eftersom LUC2-genen inte innehéller
introner (Muerdter et al., 2018) och ar dirmed av ungefir samma storlek som
LUC2-cDNA. Primrarna mot LUC2-cDNA kan saledes dven amplifiera LUC2-genen
frdn plasmiden. Forsoket upprepades pd grund av dessa orsaker med tilliggning av
DNas-behandling fore utférande av cDNA-syntes, vilket dessviérre inte gav tydligare

resultat pd grund av annan problematik (figur 17).

Normalisering mot LACZ-mRNA misslyckades i varje upprepning dir LACZ-
kontrollen skulle anvdndas (figur 17 & 18), eftersom qRT-PCR-apparaturen inte
uppgav Ct-virden for LACZ (maskinens meddelande: “Undefined”). For att
kontrollera om problemet berodde pé att proverna var for utspadda (1:10) (figur 17)
upprepades experimentet med outspiddda prover (figur 18). Vidare misstinktes att
LACZ-detektering inte fungerade med hjélp av SYBR Green-metoden (figur 17), och
darfor mittes LACZ-mRNA 1 det optimerade forsoket med TagMan-analys (figur 18).
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Optimeringsforsoken fordndrade inte situationen vilket visar att problematiken i
LACZ-métningen berodde pa andra orsaker. Det dr mgjligt att apparaturen vid
matningstillfillet inte fungerande optimalt eller att transfektionseffektiviteten av
MEF-cellerna varit sd l1dg att LACZ-mRNA-koncentrationerna var for ldga for att
mitas med de tvd qRT-PCR-metoderna. Trovirdiga LUC2-standardkurvor kunde inte
heller goras, eftersom Ct-virdena for alla mRNA-utspadningar var hoga. Detta antyder
att &ven mangden LUC2-mRNA i proverna var lag (Heid et al., 1996), mojligen pa
grund av lag transfektionseffektivitet. Endast tva miljoner celler anvidndes vid
transfektionerna, vilket senare, vid luciferasanalys, utdkades till fyra miljoner. Alla
gRT-PCR-undersokningar (figur 16, 17 & 18) utfordes utan behandling med
inhibitorer av IFN-I-signalering i samband med transfektionen, vilket ocksd kan ha
inverkat pa resultaten (sektion 6.1). Métning av LUC2-mRNA med qRT-PCR ér
mojligt, eftersom det tidigare lyckats i flera forskningar dar LUC2-genen anviénts som

rapportorgen (Lukowski et al., 2015; Deng et al., 2013).

Resultaten fran bada experimenten dir LACZ-mRNA skulle anvdndas som kontroll
(figur 17 & 18) saknar validitet, eftersom méngden LUC2-mRNA inte kunde
normaliseras mot LACZ-kontrollen. De riktigivande resultaten erhallna i dessa
experiment tyder dnda péd att LUC2-mRNA-uttrycket stiger vid utsittning for
viarmechock hos celler transfekterade med HSPA1A-promotorkonstruktioner eller
med tomma konstruktioner, vilket dverensstimmer med resultat i luciferasanalys
(figur 14 & 15B; sektion 6.2). Resultaten indikerar vidare att forandringar 1 méngden
LUC2-mRNA vid vérmestress ar mycket sma 1 celler transfekterade med
forstarkarkonstruktioner, 1 jidmforelse med celler transfekterade med HSPAIA-

promotorkonstruktionen eller med den tomma konstruktionen (figur 17).
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7 Avslutning

Syftet med min avhandling pro gradu var att bestimma om genomet innefattar
forstirkare vars reglerande aktivitet fordndras vid vérmestress. Utvalda
forstarkarsekvenser inkorporerades 1 LUC2-rapportérplasmider och konstruktionerna
transfekterades in i MEF-celler som utsattes for virmechock. Darefter bestamdes
mingden LUC2-mRNA och LUC2-protein med qRT-PCR respektive luciferasanalys.
Enligt bada metoder minskade forstérkaraktiviteten vid virmestress hos majoriteten av
de forstirkarkandidater vars aktivitet baserat péd tidigare utford PRO-seq hade
forvintats oOka. Inga av experimenten hann upprepas pd grund av avbrott i
laborationsarbetet som orsakades av COVID-19-pandemin, och dirfor ar resultaten

enbart riktgivande.

Med luciferasanalys visades att aktiviteten hos promotorn till HSPAT1A-genen, som
kodar for ett HSP70-protein, okar dé celler behandlas med inhibitorer av IFN-I-
signalering (figur 15A). Det ér alltsa mojligt att IFN-I-responsen fungerar himmande
pa uttrycket av HSPA1A-genen. Tidigare resultat visar att HSP70-chaperoner kan
inhibera PKR (Pang et al., 2002), ett proteinkinas vars uttryck okar av IFN-I-
signalering och som dérmed aktiverar apoptos (Negishi et al., 2018; Srivastava et al.,
1998). Inhibering av HSP-uttrycket vid IFN-I-responsen skulle séledes stimulera
PKR-funktionen ytterligare. Vixelverkan mellan interferoner och
viarmechockproteiner bdde under fysiologiska forhallanden och vid stress borde
undersokas vidare for att kartligga hur interferon- och véarmechockresponsen ér
sammanbundna. Manga komponenter av dessa responssystem dr mojliga
ladkemedelsmal (Lazarev et al., 2018; Gal-Ben-Ari et al., 2019), och séledes skulle

dylik forskning kunna underlitta forutsigelse av likemedlens effekt.

Bade vid luciferasanalys och qRT-PCR detekterades att LUC2-rapportdrplasmidens
ORI-sekvens, som ocksd fungerar som promotor till LUC2-genen, aktiveras av
viarmechock (figur 14, 15, 17 & 18). Vid transfektion av rapportdrplasmiderna in i
MEF-celler anvindes inhibitorer av IFN-I-signalering, eftersom signaleringen
aktiveras av plasmidtransfektion och kan leda till inhibering av forstirkaraktivitet
(Muerdter et al., 2018). Enligt luciferasanalys aktiverades ORI-sekvensen ytterligare
av behandlingen (figur 15A), vilket antyder att sekvensen inte dr en optimal promotor
till LUC2-genen. Dessvérre visade andra resultat att LUC2-uttrycket stors avsevért om

en alternativ promotor placeras framfor LUC2-genen (figur 14). Ifall den
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ifrdgavarande rapportorplasmiden i fortsdttningen anvinds vid undersdkning av
viarmekinsliga forstdrkare maste diarfor ORI-sekvensen fungera som promotor till

LUC2-genen, trots ovanndmnd problematik.

Fortsatta studier 1 varmekénsliga forstdrkare ar sdkerligen av stor betydelse for
forstaelsen av béade stress och olika patologiska tillstind. Kunskap om reglerande
sekvensers roll i de omstéllningar av genuttrycket som &r sammankopplade med
sjukdomsforlopp kan ge nya likemedelsmal. A ena sidan &r forstirkare centrala
reglerare av genuttrycket (Muerdter et al., 2015), & andra sidan utnyttjas
viarmechockresponsen av cancerceller for metastasering och uppritthéllande av
proteostas (Joutsen & Sistonen, 2019). Forskning om hur aktiviteten hos forstérkare
fordndras under stress skulle déarfor ge viktig information om den transkriptionella

omstrukturering som sker i cancercellen.
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forskningsgruppen for stor hjdlp och stéd samt roliga stunder i laboratoriet. Det har

varit en ldrorik, rolig och minnesvard tid.

Pa grund av COVID-19-krisen blev jag dessvirre tvungen att avsluta uppgifterna i
laboratoriet i fortid. Forsoken hann inte upprepas och jag hann inte fullfélja planen for
pro gradu-avhandlingen och uppna avhandlingens ursprungliga mélsittningar. Planen
var att undersoka alla forstirkare dven vid oxidativ stress, samt att upprepa alla
experiment #ven i HSF17-MEF-celler for att klargéra betydelsen av HSF1 for
stresspecifika forstdrkare. HSF1-uttrycket 1 de olika cellinjerna hade i detta fall
verifierats med hjilp av Westen Blot, och oxidativ stress hade inducerats i cellerna
med den kinoninnehéllande foreningen menadion (2-metyl-1,4-naftokinon, vitamin

K3), som orsakar ackumulering av ROS (Nutter et al., 1992).

Under laborationen hade jag med hjélp av in-fusionskloning tillverkat konstruktioner
innehallande promotorer for IRF7- och POU3F1-gener, vilka enligt PRO-seq-data ér
kansliga mot oxidativ stress. Det fanns inte mojlighet att utnyttja dessa som positiva
kontroller 1 studier av forstirkare vid oxidativ stress, eftersom de hér experimenten
inte hann inledas. Vidare hann flera forstarkarkonstruktioner, som under laborationen
for pro gradu-arbetet tillverkats med in-fusionskloning, inte studeras med qRT-PCR.
De undersokningar som hann goras kunde inte heller upprepas pa grund av avbrottet.
Jag hoppas att stresspecifika forstirkare studeras vidare i framtiden, eftersom de har

manga intressanta och viktiga egenskaper som ldngt dnnu ar outforskade.
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Bilaga A: Receptbilaga

Agarplattor (20 plattor)

25¢g agaros

1 pg/ml ampicillin

250 ml LB-medium

Agarosgel (en gel)

400 mg agaros

40 ml TBE

2 ul Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, Tyskland)

100 x Mg?*-buffert (100 pl)

10 pl
31,5 ul
- 100 pl

1 M MgClx (2 0,1 M)
14,3 M B-merkaptoetanol (= 4,5 M)
H>O

0,1 M Natriumfosfatbuffert (250 ml)

2,67 ¢g
1,38 g
- 250 ml

Na;HPO4 (= 60 mM)
NaH2PO4 (= 40 mM)
H.O

ONPG-buffert (12 ml)

2 ml
120 pl
9,88 ml

4 mg/ml ONPG-stocklosning (se nedan)
100 x Mg?*-buffert (se ovan)
0,1 M natriumfosfatbuffert (se ovan)

4 mg/ml ONPG-stocklosning (10 ml)

40 mg
10 ml

ONPG
0,1 M natriumfosfatbuffert (se ovan)

10 x TBE (11)

108 g
5¢g
40 ml
2> 11

TRIS (2 445 mM)

H;BO; (2 445 mM)

0,5M EDTA pH 8,0 (2 10 mM)
H,0
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Bilaga B: Luciferasrapportorplasmid

I experimenten anvdndes STARR-seq luciferase validation vector ORI empty
(Plasmid #99297, AddGene) fran Stark-laboratoriet (Research Institute of Molecular
Pathology (IMP), Vienna Biocenter).

Plasmidkarta over luciferasrapportorplasmiden

—_—

Koordinater:
Ampicillinresistens ORI: 197-785 (589 bp)

ORl Luciferasgen: 8902542
(1653 bp)

Simianvirus 40 (SV40)
polyadenyleringssignal
(polyA-signal):

3983 bp 2586-2702 (122 bp)

Gen for
ampicillinresistens:
SV40 polyA-signal 3130-3992 (861 bp)

STARR-seq luciferase validation
vector_ORI_empty

Luciferas

Modifierad fran https://www.addgene.org/browse/sequence/190936/.

Luciferasrapportorplasmidens ORI-sekvens
ORI-sekvensen i luciferasrapportorplasmiden (5°=237). 5°’-GAA-3’ utmérkt med gult
och motsvarigheten 5°-TTC-3’ i1 orange. HSE-liknande sekvenser markerade med

fetstil:

TTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACC
CGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTITCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGITCCGACC
CTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTETCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACG
CTGTAGGTATCTCAGITCGGTGTAGGTCGETCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTITC
AGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCG
CCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTT
GAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAG
TTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTT
TTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAA
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Bilaga C: Forstirkar- och promotorsekvenser

Sekvenser till studerade forstarkare samt till HSPA1A-promotorn (5°—23).
5’-GAA-3’ utmarkt med gult och motsvarigheten 5’-TTC-3’ i turkost. HSE-liknande

sekvenser markerade med fetstil och kanoniska HSE-sekvenser markerade med rott:

HSPA1A-promotor:

TGAGACAGCCTCITCTCACACACAGACAGACAGACAGACAGATACACAGACACACACACACACACAGA
GACAGACAAACCATTAAAGACATGCACTAGGCTITCCTCAGATCAGGTTGCCITCCTTAGCAACCTAT
GGTGGAGTAATTTAGCTCACTCTAAGGATGGCTGTTAGGATCCCCGCACCCTCCAAGCTTAAAAAAAA
AAAAAAAGAAAAGAAGAGTCAGGGTCCAACTATGTAGCTCAGGCAATACTCTGCCTCCATTCCTAACA
GTTGGGATTAAAGGCTTGAGCCTCCAGGCGGCTCCCAGCAACTTTTCTAGCTTTTCATAGAAGTAGGG
CTCAAAGTCTCATCTTCGACCCTGTTCCCACACCAGCCCCATCTCCGCAGCCATCCTGTCTGAAAATC
CGGAGTGCTGGAATCCTAGGCTTCGGTCCCTCTCTTGATTGTAACTCCTGTCTTCAGGGTCAATACCA
TATTCAAAAAGGTCTTAAGATGTCTGCCTCCGATTTGAGCTCAGACTAATTCCAGCCACTTGTGTCCC
TCAAGCGTCCAGCCCCATTITCTTCTTGATTGCCAACCACCAACCCCAAAATTAATACAACTGGGGATC
TGTGTGTGAAGAGCCACATAGTAATCCCAACACTTAAAGACGATGAGGCCTAAGGATGGTGGCTTCCA
ATAGACCATGACTGTAAATCAGTCAAACCTAAGAAAATTCTCAACCCATCAAACGAGGACCAACTGGG
ACACAGAGGCTTCTGCCCCACTCCAATCAGAGCCTTCCCAGCTCACCTGGGATCTCTACGCCTITCGAT
CCAGTTTGGAAAATTTGAAGTCGCTGAGCCCCTACGAGCAGGGAGCTCCAGGAACATCCAAACTGAGC
AGCCGGGGTCCCCCCCACCCCCCACCCCGCCCCTCCCGGCAACTTTGAGCCTGTGCTGGGACAGAGCC
TCTAGTTCCTAAATTAGTCCATGAGGTCAGAGGCAGCACTGCCATTGTAACGCGATTGGAGAGGATCA
CGTCACCGGACACGCCCCCAGGCATCTCCCTGGGTCTCCTAAACTTGGCGGGGAGAAGTTTTAGCCCT
TAAGTTTTAGCCTTTAACCCCCATATTCAGAACTGTGCGAGTTGGCGAAACCCCACAAATCACAACAA
ACTGTACACAACACCGAGCTAGAGGTGATCTTTCTTGTCCATTCCACACAGGCCTTAGTAATGCGTCG
CCATAGCAACAGTGTCACTAGTAGCACCAGCACTITCCCCACACCCTCCCCCTCAGGAATCCGTACTCT
CCAGTGAACCCCAGAAACCTCTGGAGAGTTCTGGACAAGGGCGGAACCCACAACTCCGATTACTCAAG
GGAGGCGGGGAAGCTCCACCAGACGCGAAACTGCTGGAAGATTCCT*GGCCCCAAGGCCTCCTCCGGC
TCGCTGATTGGCCCAGCGGAGAGTGGGCGGGGCCGGTGAAGACTCCTTAAAGGCGCAGGGCGGCGAGC
AGGTC

* HSPA1A-promotorns HSE-sekvens hos musen (Hunt & Calderwood, 1990)

EH2:

GCAACCCCCCACCCCCCATCCTCACGTTGCTGGTCCTGGCCAGGGCCCCAGGAAGGAAATCACTAAGA
AGGATTGAGTGTCAATTCCCAAACTAATCCTCTCAATGCACACAGGCCCAGCACGGGCTGTTCCTGCG
CGGGCCCCCTCCTCCCCTGCCCCGAGACCCTGGTGGCTGCCCGCCCGCTGTCAGGCCTCTGCCTAGCT
TTGAGACCAATTACTGGGGCCTTAATCACCGCAGTGGCGGCGGCGGCTCAGCGTTAACAACTGTCTGC
CCACCAGTCTCCITCCTGGGGCGTTGAGGAGAGGATGACCCCTCACAGTITCTCCTCGAAGGAGCATGA
AATTGTATTCCAACAACAGTGCAGTGGCCGCCATCCAGGGGAACGCCCGGCTCCCCCTTGCTGCCCTG
CTGGTCITCTGCATGTTTGCCTGGCTCCTCTCTCTAGCTGTGGGGCTCGGGACAGGCACTGAGCATCC
TCTGAGCACTAATGTCATTGTTCCTGCCAGCCAGCACTGCCAACTGCTGAGCTCAGGAAGGCGGGGGT
ACTCCCTGCCAGCCCAGAGCAAATTAGGTGCCCGGATGTTGAGGTCTGTTGGCATTTCCTGTGTTGGC
TTTGGCTGGTGGGCCAAGCCAGTGGGATGCCCTCTTGACCTGAGCTGGGCCAAACAGGCCTGTCCCAG
AGTTTTGAGCCCACTGACTTCTGCCTCTGTGCCCACAGGGAATCATGTTCTAGAAAAAAGGTCACCTT
TCCCTAGTATGATTCACACTGAGTAGCTATCCTCTCCCTTGTAGGGGACTATAACAACCCAGGCCTGG
CCAGTCCCTAGCTAGTCTGTCCCAGAGCCCGATTCTTCAGGCCCAGGAATGAAAGCCTTCCTAAGCTG
TCTGGACAGGGTGAGCCCCTTCTGTGTGCTTGAGGTTACTACTACATGACTTAGACTGGACACTCCCA
AGGGTGTTTGGAATGCTATTCCTTAGGCCCGTCCTGAGACTGCATCTGAAGGGCTCTTGGGACCGGGG
CTCTAGTTCGGGACTCAGCAGAAGCCCCTGCCCCACCCTGCAAGTCCAGACCAGCTGATTITCACCTGC
GGGCCTCGAGCATTGCTGGCTCTTTCCTCAATCCTTGTTITCTTTGGCACAGGGTCTCTGGGACACCA
GATTGTCCAAAATAAGAAGACTTCACGATACTTATTTTCCCAAAGAACAGTATCTGTAACACAATCAG
GCCCTTTGTGTGTAGTGCGGTCCCAGGCCACCCCCTCTCCGGCCCTGCCTTTCCTACTCCAGCCAGGT
CCCTTGGGGCGTGAAGTACTCTTCATTCCTGGCCTAAGATGGGACAAGACTGGGCAGAGACGGCAGAG
CCAAATCCTACCCTAGAGGTCATTACTAGTCCACACAATTCCCCCTACACACACACATACACTCCCTT
TCAAGACTTAGGTGCCATTAGAGCCCCTGGGAAAAGCAGGACATAGGACAAACTTAAGAGTCAGAGGT
TTGCT
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EHO:

TATGACACACATATGAAAGTCAGAAAACAACTTTITCTGCTCTCTCCTITCACTCTGTGAGCCCCAGGA
CTCACCAGGCTTAGTGGCAAGTGTCTTTACCTACTAAGCCATTTTAACAGTCCACACAGAACGCACTT
AGCATGGTTTTGCTACAACTGAATTTGACAAGGGAGTGTTAGAAGGGCCTAGGGAAAGTCTAAGTTTG
GTCAAGCAATGCCTGTGTGCACACTGCAGCCCTTTAGCCTTTACAGAGCAAGAAGTCGCAGACGGCAC
AGGGGGCGGGGGAGGCAATAGCAGAGGAGAAACTTGATTCACAGCCCTGGAGACTTCCAGAACATCCA
GTCCAATGGTCTCATTGTGCAGATGAAGAAAATGAGTCACATTTGCTGGCCTCTGGCCAAGGTCAAAA
GCACTCAGGTCCCCAGACTCCCTAGCTAGACAGATTCTCTCGGCTCTACGGCCAAGAACAGTTGGGGA
TGGAGAATGGCTCCCTAGCCCTGTCACCTGGCCCCTTGTTGATCCCCTTCAGTAATGATGGGGGTAGG
CAAGCTITCATGCCAGTGGGGAAATCAGACTCCCAGGGAGACACATTGAGATGITCTGGGAGAGACCCC
AGACACCCCCACGTCGAGTGTGCTATACCGATGACTATGCTTATTTCTGGTACCCAGTAAAGCCGGTG
ACTGGTACAATCCATCAGCTGTCGGGCCTCTCTGCCTAGCAGCTCCCGGAAGACTCCAGAGTGTITCTC
TGAGGCTGAGCCAGAAAGGGAGGGGCTGGCTGGGGTGCAGCTGGCAGAGGCCTGTCAAGGGTGTGGCT
GGCATGGCCAAAAACTCAGGCACTITCGAAAAGGGAGGAGGGAGTCACTTCTCAGAGCACTCCAGACG
TTGAGGTTACAGACAAGAGGAGGGGCTCTTCCATGGAGGAAACCCCAGACTCCGCAGAAGTGGGGCTA
TGGCCTGTCAGCCACAGAGTTCAGGGAAATCTCTAGATGATAAAGTTGCTCCTGTCTCITCCCCCTCC
CACCCCTCTACCCTTCCTGCCCACCCCAGCTCCTCCATATATCTCTGCTTGGCCTTGAACTCATTATG
TAGAGCAGGTTAATCTCAGACTCAGATCTGCCTGCTTCTGGCTCTCAACTGAAGGCTTGGACCATGCT
CCTCCTATACCTTTCTCTTCTCTCTCTTCTACCCTCCCTTTCTTCCCTCTGTGTCTCCCATCCTCTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTCTTCAGTGCTGGGAATTGAACCCAGACTCCATGATAATGCAGAGGAGTTCT
ACCACTGAGCCATACCCCATGCCATCTTTTGACTCTTTTTTTCTTATTTTTATGTATATGGGTGTTTT
TTTTTACCTGCCTCCATGTCTGTGCACACATGTATGTAAATCTAGAAGAGGACTTGAATCTCTTAGAG
CTAGAATCAGGGGCTGGGATTCGAACCCCGGTCCTCTGGAATTGCAACAAGTGCTCATAGCTGCAGAG
ATAA

EH12:

CGGATGGTCACCTGGCATAGGTAAGGCCAGCCTCCCAGCATCTGAGGACCAGGTGAGAAAGGGATGTG
GCAAGCAGGGCTCTATTCTTAGAAGGTGGTATCCTCCAGGGCTGCCCAAGGCTGGCCAGGACACCTCC
CTTGCTGACAGTTGCTGGGCCAGAAATGGGGAGGCAGGAAAGGCCACACAGCAGATTITCCAAATAGAC
TCTACTTGAGATGTTTGGACCATATGCACCCTCACTCCCACCCAAGAAAAGAGAACTAGGGACAGGGA
CCAGCCATGGGAGCCTCAGAAGATCTATGAAAACTGACAGGCCAAGGAGGCACTGGGAACCAGTGAAA
TTTTGCTTCCAATCCAGAAAGATAACAGTGTCCTCTCATGAAGAAATACAGTTGATGGCTCCAGTGGA
CTCCITCTCTAGAGAAGACACCAGAAAACCAGAGACACCGTTGAATATGGGAATGTATCTAGGATTGA
GTTCCTGGTGGCCGTCTATCTCCATCTCATCTCTGGATAGTCACTATAGCCACCTCTACTTATTCACT
ACAGAGGGCTGAGAGGGAACTTGGAGGGACTGGGCCTGAAAGAACTTCATTCTTTCTCCTGCCTCCAG
GACAACCCAGATCCTGAGAGCTCCTAGATTCCTTGTTCCAGCCCCCACCTCTCCATGGGGAAATGATG
AGCTGGCCTCTAGTGGGGAGGGCAGGACAGGAGAGGACAGGGTAATTGAAAATGCATTCCAGACTGGT
GATACAGCAGTGGCCCCAGGGCAGGGAGGGCACCCACTCAGCTGCTGITCTGGAAGATTCCTGACGTC
TGATTTCCCTGAGGAAGAGGAGAGAATGGTATGAGGTGAGATGGGGGAAGACTCCTGCCCTGGAGGGT
ACAGCGAACCTTAAAAGCCACCTCTCCTTGGAAGCCTTCTCAGGTCCCCTCCCCAACACACACAACTC
TGGATCTAGCTTGGTCTAGGGTACAGTGGACAGCCTCTCTTGTTCCTATTACTTCACCAGGATGTACT
CTCTGTGGTCCAGAGCCTGAGGCAGGTGAGATAGATGGCTCATACTGCCCTTGGGGGGAAGGGGACTG
GTAGGTTTACTCTAAGAGGTGGGACTTTCTGAAGGGAGGGAGAAGAGTGGGAATGAGGGCTGACTAGG
TTAGCTGTTCTCCACCAGCTGTGTTCTGTGCTAACCTGTGCCAGGCACTGCCCCAATGGTCTTITCCCT
GCATGTTTGTTTTAGGTCTTGGGACCTCCAAGCACACAATGTGTGCTCTCCAGGCCTTGATGGGGCAA
CTGGATCACAGAAGTGGAACTCTTTTCTGCCCTAAACTATATAATCAATCCCCTGTGATTCCAGAGAG
CTAGGTGATGGGTGCCCTTTGGTGAGGATATCCTTTAAGAAGATAACAAACAAGGTTCACCGTCCCTG
GAACTTCCATTACCCAAGAGGCCATTCTCTTGACTCACAGAGCTCTTGCCTTTITCCTCCCTAGTTCAT
CCAA

EH14:

ATTATCATCTATCTTGTATGTATGTATGTATGTATGTGTATGTACGTATGTATGTATGATCTATGTAT
TTATGTATCTAGCTATCTATGTATATATGTTTATATATTTATCTATGTATGTACATACATATCTATCT
ATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTGCCTGTCTATCTCTTGAGACATCC
TGTGTTCACCTATTCAGCTAGGCAGGAGGTTTCTCTGAAGCTTGGGTTACAGGTCCTGTCATTITCTGG
CITCTACACAGGTGTTGGGAATCTGAACTCGGGTTCTCACGTTTGCACAGCAAATGCTTTCCCCACTA
AACCCCCTCTCCGCAACCCATGATTGGGCCTGCATTTTTTATCTATAGCTGTCAACATAGCAGATAGC
AGCCTGTCITCTGAAAGTTAAGTCAGCCAGCTTTACATTCCTTAGTCAATCCCATTGTGGTCATGGTG
TGCTAACCTCTATGAGCGATTGGTCTTAGCTATTAAATTCCATGTGITCCTTGGTAAATCTGGCGTAT
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AATGGCAATGACCATGTTGCTCTTGTCTTGCCTGTTACATGGTGGGTAGCATTCTCTCTTTTATGATT
ATTTATGAAGGATGACTGTTGACCGTGATTCTTCTCATCCTTGAGGTCTCAATTGTGGACGGATTCTT
GGCTGATGATTCAGTTTCTTGAGTGATTATGGAACCATCTAGATCTITCCTTCTTGAGTCAGTCTAGG
AATGAGTCTATTTGTTGAAAATTTAAATTTATTAGCACACATTCCATGATGTGACCTCATTTATAATA
TCTTCTTATTATAATATGCTCAATAATGTTTCTGTTTCCTTATTCATGGTTAAGTGATTCATAGCCAC
TGTTATTCTTCTTCTCATTAGTCTTGCCAGAAGTGTATAATTTTGTTACTTCTGTCTITCTTACTTTGG
TTTTTATTCTCTTTTAAAATATACTTAATTGGTGCTGTGTGAATATGTATGTGTATGAGTGTATGTGT
GTGTGTGTGTGTGGTGTATGTGAGAGAGAGTGTGTGTATGTATGTGTGTATGTGAATGTGTGTGTGTA
TGAGTGTGAGTGTATGTGTGTGTATGTGTGCATGTGTGTATATGTTATGTGTGTATGTATTGTGTGTG
TGTGTATTATATGGTATGTGTGTATGTGTTTGTGTGTATGTGTACATGTGTGTATGTGGTGTGTGTGT
GTGCGCCCTTGGAAGCCAGAGGCATTGGATGCCTTGAATTGCAGATAATTGTGAACCACCTGATGTAT
GTACTGGAAATGAACTTTGACCCTGTGCAAGAACAGTACATGCTCTTAACTGCTGAGCCATCTCTTCA
GCTCCCGCCCACCCCCTTTTTTGAGACAGGGTCTAAAGCTGAGAAAGGCCTGCCTCAGGCTCCTGAGC
ATCTGGGAGCACAGCGCTGCAGTCCAGGCCTGGCTTCTCTCACCTCTCCAGATTTGGACTCAGCCTCT
AGTT

EH17:

AGATGGAGAATCTGGTTTTCAGATACTACGCCACTTATCTGCATGTGAGAGAGTGCAAATCTTATCCT
GGGATCTATGTCTTTATCGACTAAAGCCTACCTITCAGGGTGCTGTTGAGTACTGTTTITCATTAATGTT
TGTTGCCTITCCTTTAGGTTTTTGAGACAAGGTCTCACTCCACAGTCACAGCAATCCTCCTGCCTCAG
CCTCTTAAGTACTGTATGCCCAGCTCCTTGACATTGTGCATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTTTACGGGCATTTAVTIGGTGTGCTTGGGGCATATGCAGAGGCTGTATTCCTCAATCCTATCTCC
ACCTTCTTTTCATTAGTCAGTCTCACACTGAACCAGAGGGCTGACTAGCAAGCCCTGAGCATCTGCCT
GCTACATGGGGTTACAGGTGTATGCTCATACCCCGGGTGCTTTTTAAGTCAGTGGTGGGAACCCACAC
TTAATCCCCATGCTTGTACAACAAGTACTTTACCCACTGAGCCATCCCTCCATCTTTGATATCAAAGC
GTTTGAAAAGACGTCTGCTTTTCAAAGCAGGATTCTCAAGTTGCAATCACAGAGAGCATCGGTGTGAC
AGGTGGGCTACACTGGACTAAGACGACTTGTCCTGCTTCAGTTITCTACCACAGAGGACTCTGCCCTGA
GGGGTTTGGTCCATAGAGATGTCACTGCTGGCCGCAGTATGCCTGGTACTCTCCTCTACATCACATGG
CTTATTTATATTATGACTCATAGAGCCTTTATCACATGATTATTTATATTATGACTCATAGAACCTTC
GAGACAATAATGTTTCAGCTTAATCACAATTAAAAGGCTGAGATGGGGAATAATTTGAGGATCTCAAT
AGCCTGTCCTCAGAGGCAGACGAATGGCTCTCCAGGCACTATCTTGTCAGACTAATCTTAGTCATCGT
TACATGTCATCTGAAAACAGTTITCCTCGTGGATCTGAATTACTGTCCTCAGATCCTITCTCTAGCCTGA
GGGGGGTCTACATTCTTTCTGCATACCATCAGGGACAACACAGCTAGCTGGCCGACTGACTACCTAAC
TAGTCTATGTGTGGCGGGCTACTGGAGTTGTAGACAGCTGTGAGCTGCCGTGTGGGTGCTGGGACTTG
AACTGGGGTCCTTTGGAAGTGCTCTTAACCAATGAGCCATCTCTCTGGCCCCAAAGCCAGCTCTTTGA
GTTATGTAAGTACTCACTTTACTAGAGAATCTCTTGGATACACAGTGCCCAGAGTCCCAAGGTGACAG
TCTTGACCTGAGTGAGCCTGGAGCTGATCTGTACAGAGGCCTGCCTTCCTTTCACAAGGAGGTCCTCT
CTCACTGGCCCTGTGATTAGAAAAGAAACAGCTGGCCAGTTGTGGCACATGCCTTTAATACCAGCACT
TGGGAGGCAGACGCAGGTGGATCTCTGTGAGTTCCAGGACAGCCTGGTCTATATAGAGAAATAAATAA
AT

EH18:

ACAGAATGTGTTTCTTCTTGATTCCAGATGCTGCCATGTTTTTTGTTTTTTTGTTTTTTGTTTTTTTG
TTTTTTGTTTTTTTAGATCCTGGATGTGAGACCCCTTCTGTCACACCATAGGAAATACTTTCTTTTCG
ATCTGTTTTGATGTCTTTCTTGTATGTAGAAACAATGTAATTTTCTTTTTTCTTCCCTTTCTTTTGCT
TTTGTTTTTCGGTGACAGGATCACTAGTCAGCGATGTAATTTTCTTGCCAATCAACAGTGTGCAGAAG
CACAGCGTGACGCAGTAAATGTCTAACAGCGATGCTCAGCTGACCTGGGACGAGAGGTAACCTGGACC
AGTTGTAGGTACCACTGGAGCCCATCCACCGTCCTATGAAAGGTGAGACTAATCCCCACCATCAGTGA
GGGAATGCTGTGCACTAGAGCGCGCCCTCGCGACTTCAAGCTCCAGGACCTCATGCTATGGGCCCTCT
CCCTAAATCCACACTCCCTCTCGACCCAGCTCAGTGACCCGAGTGCCATTATCCTTITCCTCCAGGATC
TCAGGCGGGGATCTCTGTCCTGTGGCCAAGGCTGGAGCAGGCTCCGTGCTCTCGGGCGCCACCTAGCT
CTAGCCAGGTCGACCGCCTGCTGCTCTCGGACAGGCGGCCCCAACGCCCAGGCGCCCGAGTCGGCTTG
GGGTGGGGCAGCCTTGGGTCCCACTGCCAGCGCTGGCAGCCATCGAGACTGCTCCTGCCTTAAGATCC
CGGCGTCTCTCTTTGGGGTCCCAGAGGCGTGAGGTGTGCAGTGAAGGGCACTGGCGGGATAGGGGTGA
GGCCCAGGTCCCGCTTCAATTCTTCCACATCCGCTTGTCCCAGAAACGGGAGGCGCCCTGCCACCGCG
CAGGGCCAGCTTCGAAACCATCCCTGGAAGCAGTCCAGACGCCTGCAGTCTGTTAACCTTGGCAGGTC
GCTAGGACCTCTGGGAACTTTTAAGAAGACAAGTATCTGGATCCCACCCCAGCTGATTGACTTGGGGG
TAGTAGTGCAGAACGTGTATTTTTCACTCTCACCTAGTGAGTCCTAAGGCCCTCGGTGTGAAGAGCAC
CTAACTGTGAGCTGCAGGTCTCTTTTGTATCAAGCCCGTTTAACTTGGCTTGTACACACCCGAGTCCT
TCCAAAGTCTTGGCTCTGCACTAAGGTTACCTAGAAACACAGGCCCTGGGTCTAGCCTGGGACTTTTG
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CCCTCACCCAGGAGGGGGAGTGGGGTCTCTTTGTTTTGCACTAGACTCTTGCAAAGTAACTACCGACC
CCGACCGCTGTTCCCAGCCAGGTTAAGGAGGCACAAGACTAGAATCTGGATCCTCGAATTTCCTGTTC
AGAAGGGGTTGCCAGGTCTAGCAAATAAAAGTGCAGCGTGTTCAGTTAAATGCTACTCTCAGATCAAC
CATGAGTTATCTTTTAGTTTATCTGAAATATTGTGCAGGGAAGCCTGTAAACGCAGCGCTCGGGACGT
GTGG

EH20:

TTGTAACTCCTACAACTITCAGTTTGGCGGTITCTGCCACTGACTACAGTCATAGATTCTCACCCGCTC
TTTTGCATAACAATTGCCACCTCAAAGAACACAGGAAAGCTATGAGAGGCCCTTTAAGAATTAAAGAC
ATCTAATCTATGCATTTACTTATCTATCATGTATGCGCATCGCTTGCGTTCCTTCCAAACACTTTCTA
AGCTTCAGGTATCCAAGCTTCTATCTGGCTGGCTCCAGCTTTGCAAGACGAGGAAGAGCAGCAGTAGC
AACGCCTGTACAGCCCGTGCCTTTTGCTGCCTGGAATGACCTGAAGCTGGCAAGGAGAGACAGTTTGA
ATTCCAGGCAGGCTAAAAGGCCTTGGCTGAAGAGCTGAGGATTITCACAACGCCGCAGGGAAAGCCTTT
CCATAAAGAGATGAAGGGATATGGAAAAAACTGCAATTCTGCAAATTGGGAACAACTAGAAGGTGGAA
GTGTCCTAGAAGTCCAGATGGGGTCCTAACGTGACCGTCTGCCTTCCTCGGTITCCGTCACAACCTGC
AAACCACACTATCACAAACTGTTACTATATACAGGGCCTAAGTCCCCITCATCCCAGCTCTAGGGGAG
TCAGAGGCTGTGTTGTCTACCTTCACGCGCATGCGCGCCITCCAGATACTTITCTAAGCAGCAGCAGCA
GCAGCGCCCAGATCCGGTGATTAAAGAAAATTCCTCTCATCTTATACCTTGAAATGATCAATGCGTAA
TCTGAAGCGGTCTCAGAGTCTGTGGTCTGTTAAGAGTCAATGAAATGGAAGGAGAGGACGAGTCAAGA
CTTGCTAGGGTCTGGAACTACAACTTCCAGCAGACACCGCGCTTTGTGTTTGGCTITCTGGTGGGCGT
GTCCAAGGCCTAGGACGCTTAAAGCGGCGAGACCTCTTGGGGCCAGATCTCTGCAGAGCTAGCCAGCT
GGAGTGTTCCAGCCACAGGAGGCCTGCGAGCAGAATCCTTTTAGATCTGCTGTTGTCAATGAACTAGC
AGTCAGTTCATTAGAAAGGACACCGGTTAAGCATTCCAAGCCTGTTTTGAAGTITCATCAGCTCTTTCT
CTAGCTCTAGCTCCACAAATCCTAAGTTGTCCATTCAACAAATAAAAAACTTAGAAAATACCATCTGT
AAAACCTGTTGTGTCAACACAATTGTTTITCTGTTACTGGTATCCATAGGCAGTACTTAGTGTCCCAC
TTATTAAGACTCAGCGTGACCCACAAGGAATTCTTTAAAGAGAACCAGTGGATAAAGTAAAAACTTGA
TTTAAAATTTTGCTTTCGTTTTCTACTTCTTCTAATGGAGTGTCTTTAAAACATAGCATGCCTTCAAA
GTGCATATTTTTAAAAAATGATTTACATTGTGACATACTCTTCAAATAGAACGCTTTCAAATACTGCT
TTGCTTTTTCTTACAGGAAGACAACAACAAAAATGTTCTCTGGTAGCATAGTCTAGAACATCGGTTCT
CAAC
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Bilaga D: Polymeraskedjereaktion

Tabell 1. Reagenser per PCR-prov. I polymeraskedjereaktion (eng. polymerase
chain reaction, PCR) med Q5-polymeras behdvs nedan listade komponenter.

Reagens Koncentration/massa/volym

Q5-buffert (5 x) Sul

dNTP (deoxinukleosidtrifosfat, eng. 0,16 mM

deoxynucleoside triphosphate)

Framatriktad primer 0,5 uM

Bakétriktad primer 0,5 uM

DNA plasmid-DNA: 5-10 ng, gDNA: 60—80 ng
MgCl 1 mM

Q5-polymeras 0,02 U/ul

H,O 2>25ul

Tabell 2. PCR-program utformat for QS-polymeras. Vid polymeraskedjereaktion
(eng. polymerase chain reaction, PCR) med Q5-polymeras kan nedanstaende PCR-
program foljas.

Steg Temperatur, °C Tid, sek

1 50 15

2 98 120

3 98 6

4 55-63 30

5 72 40/kb

6 Upprepning av steg 3—5 27 ganger (totalt 28 génger)
7 72 180

8 4 forvaring
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Tabell 3. Primrar

for linjirisering av

luciferasrapportorplasmid.

Luciferasrapportdrplasmiden linjériserades infor in-fusionskloning med hjilp av
polymeraskedjereaktion. Vid polymeraskedjereaktionerna anvéndes olika primrar
beroende pé fragmentet som inkorporerades.

Andamal Framétriktad primer Bakitriktad primer
5°’=>3) (5’23

Tillverkning av TCGTCGCCGCACTTA | CGGATCCTTATCGATT

forstarkarkonstruktioner | TGACTG TTACCACATTTGTAGA

G

Tillverkning av GCCACCATGGAAGA | CGCCAGCAACGCGG

POU3F-1, IRF7- TGCCAAAAAC

pomotorkonstruktioner

Tillverkning av GCTTGGCAATCCGGT | GCGTCAGACCCCGTAG

LGALS3-, CTF8-, ACTGT AAAA

PITPNA- och SCP1-

promotorkonstruktioner
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Tabell 4. Primrar for amplifiering av amplifieringssekvenser. I en forsta omgang av
polymeraskedjereaktion amplifierades sa kallade amplifieringssekvenser som innefattar
sekvensen som skulle inkorporeras i luciferasrapportdrplasmider (fragmentsekvensen).

Sekvens, Framatriktad primer (5°>3°) Bakatriktad primer (5°>3°) Sekvens-
namn lingd,
bp
EH2 GGACACCCTACACCCGAAAC CCGCTACCATAGACGCTTCC 1689
EH9 TCTGCTCTATTCCTTGCGGG TGACATCATTGTGCCGGGTC 3230
EH11 GTGAGATTCTAGGCTGCCACTG | CTGCACAGCTTCAAGCATCG 2075
TT
EH12 CTCATTTTGCACAGGGCCAC TGCTCCTTGGACGAGACCTA 2987
EH13 TCCAGCCTAGACTGAGTCCC GCTACATCCAGGGGAGATGC 4388
EH14 GTCTGGAGTATCGCCAGCTC ATACGGTGTTAGCCCCTCCT 1534
EH15 GCCAGGGTTTACGTTCCTCA GCTAGGATGGCTTTGGAGCA 3253
EH16 GAGATCAGGCGAAGCCCTAC TCTGCGCTGTTTGTACCTGT 2832
EH17 CGGTGGTTTGAGGGGTTCAT GACGGGACCCTACTGGGTTA 3473
EH18 CCCTATGGCCCTAGCATTGG TGCCAACGGCCATTCTACTT 3805
EH19 TCGGTCATTTGCTGCTCAGT AGGGGAAGAGCATCCGTTTG 5314
EH20 CTGTGGTCAGGCACGTTAGT CTCTTTATCCGGGTGGTCGG 5342
IRF7- CATGTCCTCCAGTCCTACGC CACATACCTGGTACCGGAGC 3098
promotor
POU3F1- | CCTATGACGGTCCTCAGTGC GCTCAATTTCCGCCTGCATC 2676
promotor
CTF8- CTCAACCACCCATCGCTTCT CACAACCTCCTCCTCCCAAC 3101
promotor
LGALS3- | GTTATTGGTGCGTGGGAAGC GGAATCCTGGGCGATGTCTT 3442
promotor
PITPNA- | CCTGAATGCTCCCCGGATTT CAGTTCTGCCTGCTCCTTCA 2535
promotor
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Tabell S. Primrar for amplifiering av fragmentsekvenser. I den andra omgéngen av

polymeraskedjereaktion

amplifieras

sa kallade

amplifieringssekvenserna. Dessa inkorporerades i luciferasrapportorplasmider.

fragmentsekvenser ur

Sekvens, Framatriktad primer (5°>3°) Bakatriktad primer (5°>3°) Sekvens-
namn lingd,
bp

EH2 GTAAAATCGATAAGGATCCGCAAC AGTCATAAGTGCGGCGACGAAGCA | 1540
CCCCCACC AACCTCTGACTCTTAAGTTTGTC

EH9a GTAAAATCGATAAGGATCCGTATG AGTCATAAGTGCGGCGACGATTAT 1540
ACACACATATGAAAGTCAGAAAAC | CTCTGCAGCTATGAGCACTTGT
AACTTTTCTGCT

EH9b AGTCATAAGTGCGGCGACGATATG GTAAAATCGATAAGGATCCGTTAT 1540
ACACACATATGAAAGTCAGAAAAC CTCTGCAGCTATGAGCACTTGT
AACTTTTCTGCT

EH11 GTAAAATCGATAAGGATCCGTGTTG | AGTCATAAGTGCGGCGACGATACA | 1540
TAGCCCAAGCCTGACTGAC GAGACCACTGGTATCTACCACC

EH12 GTAAAATCGATAAGGATCCGATGG AGTCATAAGTGCGGCGACGAACAT | 1540
TCACCTGGCATAGGTAAGG TGGATGAACTAGGGAGGAAAAG

EH13 GTAAAATCGATAAGGATCCGGGGG | AGTCATAAGTGCGGCGACGACATC | 1540
GAATGGAAAAAATGGGC ATATCCTATTGGGTGACAATGCC

EH14 GTAAAATCGATAAGGATCCGTCCGT | AGTCATAAGTGCGGCGACGACTCA | 1540
GACTTTCAATTTGTAGGTG ATCCCAGGTGGGAGTT

EH15 GTAAAATCGATAAGGATCCGGCTG AGTCATAAGTGCGGCGACGACACT | 1540
AGCCATCTCATCAGCC CATTCACCTTCCGGCCT

EH16 GTAAAATCGATAAGGATCCGTTTAG | AGTCATAAGTGCGGCGACGACTTA | 1540
AAGGTCATTATGACTAAGTTGTTAT | AAAATTTCTGTTATTCTGCTTTTTA
GCTTTTGTTCT TTCCTCTTCAG

EH17 GTAAAATCGATAAGGATCCGCAGA AGTCATAAGTGCGGCGACGACTCT 1540
GTAGCCAGAGATGGAGAAT ATATAGACCAGGCTGTCCTGGAAC

EH1S8 GTAAAATCGATAAGGATCCGCACG AGTCATAAGTGCGGCGACGAACAG | 1540
GTATATGAACGTAGTTCTCAACAG GCTTCCCTGCACAATATTTC

EH19 GTAAAATCGATAAGGATCCGGCCT AGTCATAAGTGCGGCGACGATGTT 1540
GGCCACAAAGCAG AGCCCTGCCAGGC

EH20 GTAAAATCGATAAGGATCCGTTGTA | AGTCATAAGTGCGGCGACGAGTTG | 1540
ACTCCTACAACTTTCAGTTTGGCG AGAACCGATGTTCTAGACTATGCT

IRF7- AAAAGGCCGCGTTGCTGGCGCTGA TTGGCATCTTCCATGGTGGCCAGGC | 1026

promotor | GGACTTCTGGAAGAGCAG AGGGTGTGGCTTAA

POU3F1- | AAAAGGCCGCGTTGCTGGCGGCCA TTGGCATCTTCCATGGTGGCAGTGA | 1040

promotor | AGATCCAGGAAAACCC GCCGCTGAGCCTG

CTF8- TTTTCTACGGGGTCTGACGCTTCCT ACAGTACCGGATTGCCAAGCATTG 1049

promotor | GGAGGGACAAAAAG CCTGCGCACTTC

LGALS3- | TTTTCTACGGGGTCTGACGCAGTCA | ACAGTACCGGATTGCCAAGCTACT 1060

promotor | GCAGAATGGGG CTTTTCCCCGGGC

PITPNA- | TTTTCTACGGGGTCTGACGCTGGGA | ACAGTACCGGATTGCCAAGCTCTC 1048

promotor | TTCTGGGATTGAACC TGCGGCAACCAAAGCGT

Tabell 6. Primrar for tillsiggning av éverhingen till SCP1-promotorn. Overhiingen
tillsattes till den artificiella SCP1-promotorn (eng. super core promoter 1) med hjilp av
polymeraskedjereaktion.

Sekvens, Framatriktad primer (5°>3°) Bakatriktad primer (5°>3°) Sekvens-
namn lingd,
bp
SCP1 TTTTCTACGGGGTCTGACGCGTACT | ACAGTACCGGATTGCCAAGCCGGT 120
TATATAAGGGGGTGGGGGC CCGTAGGCACGT
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Bilaga E: qRT-PCR

Tabell 1. Sonder och primrar for qRT-PCR-reaktioner. Sonderna innefattar
fluoroforen karboxyfluorescein (eng. carboxyfluorescein, FAM) och BHQ-1-
slackaren (eng. black hole quencher-1).

Sond (5°23) Framatriktad Bakatriktad primer
primer (5°23°) (5°23)

LUC2 FAM- TCGTGAGCAAGA | AGTCACGAAGGTG
CATCATGGATAG | AAGGGCTG TACATGC
CAAGACCG-BHQI

LACZ FAM- TATGGCGAGATC | TATTACGCCAGCT
GAAAACCCTGGC | GATCCCGT GGCGAAA
GTTACCCA-BHQI

18S FAM-TTCCCAGTA | GCAATTATTCCCC | GGGACTTAATCAA
AGTGCGGGTC- ATGAACG CGCAAGC
BHQI

Tabell 2. Reagenser per prov i qRT-

Tabell 4. Reagenser per prov i qRT-

PCR med SYBR Green. PCR med TagMan-analys.
Reagens Koncentration/volym Reagens Koncentration/volym
SensiFAST S5l SensiFAST Sul
SYBR Hi- Probe Lo-

ROX Mix ROX Mix
Framatriktad | 400 nM Framatriktad | 200 nM
primer primer
Bakétriktad 400 nM Bakatriktad 200 nM
primer primer
cDNA- 2ul Sond 100 nM
templat cDNA- 2 ul
H,O 2> 10ul templat

H>O > 10l

Tabell 3. PCR-program for qRT-
PCR med SYBR Green.

Tabell 5. PCR-program for qRT-

Temperatur, °C | Tid, sek PCR med TagMan-analys.
1]95 120 Temperatur, °C | Tid, sek
2195 5 1|95 180
3160 30 2 |95 10
4 | Upprepning av steg 23 39 ganger 3 |60 30
(totalt 40 génger) 4 | Upprepning av steg 2-3 39 génger
(totalt 40 ganger)
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