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Voorwoord
Tijdens mij afstudeerstage aan het Hubrecht Laboratorium heb ik een hoop mogen leren. Ik was werkzaam in de onderzoeksgroep van Christine Mummery. Ik heb in mijn onderzoek altijd veel hulp gekregen van mijn directe begeleider Dennis van Hoof. 

Voor de stamcelkweek kreeg ik veel hulp van Stieneke van de Brink. 

Op het moment dat de sequence reacties vast liepen kreeg ik een hoop tips van Hans van Aken (UU). Hij heeft ervaring met het sequencen van siRNA sequenties in plasmiden en deelde zijn ervaring met mij. Dankzij zijn tips kon ik mijn siRNAs sequencen.

De eerste twee keer dat de getransfecteerde mESCs kwantitatief geanalyseerd moesten worden met de FACS, was het apparaat op het Hubrecht Laboratorium buiten gebruik. Bij Anton Martens (WKZ) kon ik terecht met mijn eerste FACS monsters.

Verder wil ik graag Appie, Rui, Robert, Adam, Christian, Linda, Jantine, Dorien, Stefan, Sandy, Marjo, Marga, Jerrold en Laura bedanken voor de tijd die jullie namen om mij wat te laten zien of uit te leggen. Ook van jullie tips heb ik een hoop mogen leren. 

Als laatst heb ik een geweldige tijd gehad in het laboratorium. Ik heb er veel gelachen, maar ook erg veel geleerd. Ik wil jullie graag allemaal bedanken voor de leuke tijd die ik in mijn stage periode heb gehad. 

Voorblad: 
Op het voorblad is een RISC/siRNA complex te zien dat verantwoordelijk is voor degradatie van het mRNA.
Samenvatting

Zowel in muizen als mensen embryonale stamcellen (ESCs) zijn eiwitten geïdentificeerd waar niets bekend van is in de literatuur. Doordat de eiwitten alleen in ESCs zijn ge-vonden door middel van massaspectometrie en niet in gedifferentiëerde cellen is de kans groot dat deze eiwitten te maken hebben met de stamcel behoudende eigenschappen van de ESCs. Om meer over de functie van de ongekarakteriseerde eiwitten te weten te komen werd eerst gekeken hoe de cellen reageren zonder één van de eiwitten. De in dit onderzoek gebruikte manier om de eiwitten in ESCs uit te schakelen is gebaseerd op RNA interference (RNAi). 

In dit verslag wordt beschreven hoe RNAi werd toegepast in het Hubrecht Laboratorium voor functioneel onderzoek naar de ongekarakteriseerde eiwitten in muis embryonale stamcellen (mESCs). Van een geselecteerde groep ongekarakteriseerde eiwitten werden oligo’s ontworpen die vanaf de pSilencer 2.0-U6 als short hairpin RNAs (shRNAs) worden afgelezen in mESCs. Het shRNA zal na een aantal reactie stappen een com-plementair stuk messenger RNA (mRNA binden). Door deze binding wordt het mRNA afgebroken waardoor geen nieuwe eiwitten meer aangemaakt kunnen worden in de cel.

Als negatieve controle werd een sequentie meegenomen die geen homologie vertoont met genen in de mens, muis of rat. Deze controle is de “scrambled control”. 

Voor de ongekarakteriseerde eiwitten zijn (zover bekend) geen antilichamen beschikbaar. In het onderzoek is er daarom gekeken naar het effect van knock-down (gene silencing) van de ongekarakteriseerde eiwitten op de expressie van de eiwitten Oct4 en Msh6 in mESCs. Oct4 en Msh6 gaven een goed knock-down resultaat wanneer de eiwitexpressie specifiek geïnhibeerd werd, maar als marker voor de ongekarakteriseerde eiwitten bleken ze ongeschikt.

Ook is in dit onderzoek aangetoond dat het enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) gen kan worden afgelezen door RNA polmerase van de pSilencer 2.0-U6 door activatie van de U6 promoter. Deze U6 promoter bevindt zich ook voor de short interference RNA (siRNA) constructen in dezelfde pSilencer 2.0-U6 vector. Op deze manier kunnen in ge-transfecteerde cellen het eGFP en het siRNA met dezelfde activiteit worden gepro-duceerd. Het eGFP eiwit is een eiwit dat door aanstralen met een blauw laser licht een groen licht zal fluoresceren en is daarmee tevens een goede controle voor de transfectie efficiëntie. 
Summary

In both human and mouse embryonic stem cells (ESCs), proteins were identified by mass spectrometric analysis. The function of many of these proteins is not known in literature. As the proteins were only found in ESCs and not in differentiated cells, there is a big chance that these proteins are important for ESC maintenance. Because we wanted to know more about the function of these uncharacterized proteins, these proteins were knocked-down by of RNA interference (RNAi), and the effect on ESCs was analyzed.

In this report we describe how RNAi was conducted in the Hubrecht Laboratory to functionally investigate the uncharacterized proteins in mouse ESCs (mESCs). For a group of selected, uncharacterized proteins, oligos were produced. These oligos were transcribed from the pSilencer 2.0-U6 as short hairpin RNA (shRNA). The shRNA are modified into short interference RNA (siRNA) that are able to degrade the target messenger RNA (mRNA) in the cell. 

As a negative control for the RNAi, we used a sequence that has no homology to any gene in the mouse, rat or human. This control is called the “scrambled control”.

To our knowledge, there are no antibodies available that recognize the uncharacterized proteins. Because of this, we studied the effect on the expression of Oct4 and Msh6 after transfections with siRNAs of uncharacterized proteins. Oct4 and Msh6 gave a good knock-down (gene silencing) result when the protein expression was inhibited by RNAi directly, but as marker for the uncharacterized proteins they appeared unsuitable.

In this research we also show that the enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) gene can be transcribed by RNA polymerase upon activation of the U6 promoter in de pSilencer 2.0-U6. Transcription of the eGFP gene will be at the same level as the transcription of the siRNAs from the pSilencer 2.0-U6 when placed behind the same promoter in the same vector. eGFP is a protein that will emit a green fluorescent light when excited with a blue laser light. Hence, the eGFP will be a good control to identify transfected cells and determine the transfection efficiency.
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1. Inleiding 

1.1 De stamcel

Een stamcel is een cel die de mogelijkheid heeft om zichzelf te vermenigvuldigen voor een onbepaalde periode in aanwezigheid van voedingscellen en/of medium supplementen. Onder de goede condities en/of signalen kunnen de stamcellen zich differentiëren in vele verschillende celtypen waaruit een volwassen organisme bestaat [9].
( Er wordt onderscheid gemaakt tussen de ESC en de volwassen stamcel

1.1.1 De embryonale stamcel
De ESC is een ongedifferentiëerde cel afkomstig van het embryo en heeft de potentie om vele verschillende gespecialiseerde celtypes te worden [9].
Wanneer een spermacel versmelt met een eicel ontstaat een enkele totipotente cel. 

Totipotent = Een totipotente cel is in staat om alle cellen van een organisme te produceren, waaronder ook het extra-embryonale weefsel. Bv wanneer je een plant gaat stekken, kan dit deel weer uitgroeien tot een volledig nieuwe plant. Wanneer bij mensen de haploïde spermacel samensmelt met de haploïde eicel vormen deze een enkele diploïde totipotente cel die zich zal vermeerderen. De totipotente cellen kunnen zich specialiseren tot pluripotente cellen [17].
De bevruchte eicel wordt “zygoot” genoemd. De zygoot kan zich delen en zo uitgroeien tot een blastocyst. De blastocyst is hiermee één van de vroegste stadia van een embryo.

De blastocyst bestaat uit ongeveer 150 cellen (in een muis). De blastocyst is een holle bol die is opgemaakt uit een buitenlaag van cellen (het trophoblast) een met vloeistof gevulde holte (de blastocoel) en een groep cellen aan de binnenkant tegen het trophectoderm (de inner cell mass).
De ESCs zijn afkomstig van de inner cell mass. Deze stamcellen zijn pluripotent en kunnen zich ongelimiteerd vermenigvuldigen in aanwezigheid van de juiste externe stimuli [9].
Pluripotent = Een stamcel die de mogelijkheid heeft om cellen te ontwikkelen van alle kiemlijnen. (endoderm, mesoderm en ectoderm) Uit deze drie kiemlagen ontstaan alle cellen van het organisme [17].
[image: image14.emf]
Figuur  1.1: Ontwikkeling van een bevruchte eicel [15].
1.1.2 Pluripotentie

Pluripotentie is wat een ESC uniek maakt ten opzichte van andere cellijnen die worden gebruikt in het laboratorium. Met pluripotentie wordt bedoeld dat één type cel zich kan ontwikkelen, dmv differentiatie, naar alle kiemlijn cellen: endoderm meso-derm en ectoderm [9].
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Tabel  1.1: Weefsel dat ontstaat uit een embryonale kiemlijn [9].
1.1.3 Hoe blijft een embryonale stamcel ongedifferentiëerd?
Een stamcel heeft de mogelijkheid om zichzelf te vermenigvuldigen. De ongediffe-rentiëerde staat van de stamcel wordt gekarakteriseerd door specifieke celmarkers waardoor de ESCs zich kunnen blijven vermenigvuldigen zonder te differentiëren [9].
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Een bekende marker hiervoor is het eiwit Oct4 (ook wel Oct-3 of Oct-3/4 genoemd). Oct4 is een transcriptiefactor, afkomstig van het gen Pou5f1, dat in zowel muizen als mensen aanwezig is. Oct4 is een POU domein-bevattende transcriptiefactor die bindt aan een octameer (8-delige) sequentie, ATGCAAAT [4]. Wanneer het Oct4 eiwit afwezig is in stamcellen zullen de cellen trophectoderm gaan genereren. Wanneer teveel Oct4 aan-wezig is in de cel, zullen ze zich gaan differentiëren tot pri-mitief endoderm en mesoderm. Daarom wordt het Oct4 eiwit als een “master regulator” beschouwd voor de pluripo-tentie van ESCs [9]. Behalve Oct4 zijn de transcriptie-factoren NANOG en Sox2 ook belangrijk voor de pluripo-tentie van de stamcel. Sox2 is een HMG domein-bevattende transcriptie factor [4]. In figuur 1.2 is te zien hoeveel genen de transcriptiefactoren alleen of met elkaar beïnvloeden. Nanog is een homeo-box gen dat een belangrijke rol bevat in bij de celdeling van mESCs en bij het behouden van de pluripotentie van mESCs [3].
1.1.4 Hoe worden ESCs gekweekt?
Stap 1. Uit de blastocyst wordt de “inner cell mass”geïsoleerd. De inner cell mass

wordt overgebracht naar een groeimedium dat FCS bevat met het LIF. Het LIF zorgt

ervoor dat de ESCs, afkomstig uit muizen embryo’s, niet zullen gaan differentiëren

[9].
LIF bindt aan een tweedelige receptor complex dat bestaat uit de LIF receptor en de gp130 receptor. De binding van LIF aan de receptoren veroorzaakt de activiteit van de latente transcriptie factor STAT3. Hierdoor kunnen de mESCs zich blijven vermenigvuldigen zonder te differentiëren [9] [10].
Stap 2. Na enkele dagen tot een week worden de prolifererende cellen overgebracht naar een nieuwe plaat dat het groeimedium met LIF bevat. Onder deze condities zullen de cellen kolonies gaan vormen. Sommige van deze kolonies bestaan uit delende, niet-differentiërende cellen [9].
Stap 3. In deze stap wordt de “ESC lijn” gevormd. De individuele, niet-diffe-rentiërende kolonies uit stap 2 worden overgebracht naar een nieuwe plaat. Deze stap wordt ook wel “passage” genoemd [9].
Vanaf hier zullen de cellen steeds worden overgebracht naar een nieuwe plaat met groeimedium (doorzetten van de cellen). Elke keer wanneer de cellijn wordt doorgezet wordt het passagenummer met 1 verhoogd. Het is nog niet bekend hoelang de cellen een normaal karyotype kunnen behouden met de goede condities. Zodra de condities niet optimaal zijn voor de embryonale stamcellen, zal de stabiliteit van het karyotype verslechteren of zullen ze gaan differentiëren [9].
[image: image17.png]Figuur 1.4: BRL cellen




Figuur 1.3: 1) Een bevruchte eicel kan zich delen en zo uitgroeien tot een blastocyst. 2) De inner cell mass wordt uit de blastocyst geïsoleerd. 3) De ESCs worden uit de inner cell mass geïsoleerd. 4) ESCs kunnen gekweekt worden in groeimedium  [14].

1.1.5 Hoe worden mESCs in kweek gehouden?
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Figuur 1.2: Venn-diagram van de
hoeveelheid genen in een cel die door
de bovenstaande transcriptiefactoren
worden beinvloed [16].



Een eigenschap van mESCs is dat ze alleen ongedifferentiëerd kunnen blijven groeien in medium dat serum bevat. Dit medium is zo samengesteld dat alle voedings-componenten aanwezig zijn waar ESCs in kunnen groeien en delen. mESCs hebben als extra supplement LIF nodig om onge-differentiëerd te blijven [9]. LIF is commercieel verkrijgbaar, maar wordt ook geproduceerd door BRL cellen. BRL cellen scheiden het LIF uit in het medium waarin ze worden gekweekt [5]. Na een bepaalde tijd kan het medium van de BRL cellen worden gemengd met FCS. Dit gebeurt in een verhouding van 80% BRL met 20% FCS en wordt BRL-CM  genoemd.
Een vereiste voor ESCs is dat de plaat waar ze in groeien wordt gecoat met 0,1% gelatine. Zonder deze coating kunnen de cellen niet hechten aan de bodem.

Een tweede vereiste voor mESCs is dat de kweekcondities goed in de gaten moeten worden gehouden. Wanneer de condities verslechteren, zullen de cellen gaan differentiëren. Daarom moet het medium regelmatig ververst worden. Verversen gebeurt om de twee dagen. De confluentie van de cellen mag niet te hoog worden. Wanneer teveel gedifferentiëerde cellen aanwezig zijn tussen de ESCs door, zullen de cellen worden “gepreplate”. Dit is een techniek waarbij je na de trypsinisatie de cellen een uur laat uitzakken in een met gelatine gecoate plaat. De gedifferentiëerde cellen zullen sneller aan de bodem gaan binden dan de ESCs. Na een uur worden de cellen geresuspendeerd waarbij de ESCs loslaten van de bodem en zo doorgezet kunnen worden naar een nieuwe met gelatine gecoate plaat. De gedifferentiëerde cellen  blijven aangehecht aan de bodem achter.

1.2 Voorafgaand onderzoek

Eiwitten zijn de bouwstenen van een cel. Eiwitten kunnen worden gedetecteerd en gesequenced door middel van massaspectometrie. De eiwitten worden uit de cellen geïsoleerd en daarna in stukjes geknipt door middel van het enzym Trypsine. Van deze stukjes worden de aminozuren gelezen (peptide sequenties) in een massaspectrometer (bv de FT-MS/MS). Deze peptide sequenties worden vergeleken met sequenties in een database waarmee de eiwitten geïdentificeerd kunnen worden [6].
Met behulp van massaspectometrie zijn een groot aantal eiwitten geïdentificeerd van embryonale stamcellen en gedifferentieerde cellen van zowel de muis als de mens. [6]

Zie tabel 1.2:

	
	Human
	Mouse

	
	ESC
	DC
	ESC
	DC

	- Total peptides

- Total proteins

- “Common” proteins

- “Unique” proteins

- “Enriched” in ESC
	12.468
	9.713
	12.795
	9.436

	
	1.775
	1.532
	1.871
	1.552

	
	1.136
	1.128

	
	639
	396
	743
	424

	
	74
	n.d.
	126
	n.d.


Tabe 1.2: Resultaten van de massa spectometrie analyse. [6]
Door middel van deze proteomics analyse konden 743 eiwitten worden geïdentificeerd in mESCs welke niet in gedifferentiëerde werden gedetecteerd. Voor 14 van deze eiwitten werd de massaspectometrie data gevalideerd met behulp van beschikbare antilichamen. Dit leverde de volgende resultaten op (zie figuur 1.5): 
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Op de Western blot zijn zowel de muis embryonale stamcellen als de muis gedifferentieerde cellen zichtbaar. De belangrijkste eiwitten die uit deze resultaten kwamen zijn de eiwitten die alleen in de muis embryonale stamcellen werden gedetecteerd, 

zoals het POU5F1 (Oct4) en het Msh6 [6].

Figuur 1.5: Resultaten van de Western Blot [6]
1.3 Doel van het onderzoek

In voorafgaand onderzoek werd een groot aantal eiwitten die nog onbekend zijn in de literatuur geïdentificeerd in mESCs. Hoewel door middel van massaspectometrie bekend is dat de eiwitten aanwezig zijn, is er nog niets bekend over de functie van deze geïdentificeerde eiwitten. Om te onderzoeken of deze eiwitten betrokken zijn bij het behoudt van de ongedifferentiëerde staat van mESCs hebben we een techniek toegepast om een idee te krijgen van de functies van deze eiwitten. Deze techniek is het RNAi. RNAi is een techniek waarbij het mRNA van een gen dat codeert voor een bepaald eiwit afgebroken zal worden. Hierdoor zal het eiwit niet meer geproduceerd kunnen worden. Op deze manier is het mogelijk om te zien hoe de cellen zullen gaan reageren in afwezigheid van het uitgeschakelde eiwit en kan indirect de functie van dat eiwit worden achterhaald.

Van alle onbekende eiwitten die zijn geïdentificeerd in de muis embryonale stamcellen en niet in gedifferentiëerde cellen, is een top 10 gemaakt op basis van de volgende selectie criteria:

· Er zijn minstens vier peptiden per eiwit geïdentificeerd

· De peptiden coderen voor een groot deel van de eiwit sequentie

· De eiwitten zijn nog onbekend in de literatuur

Als extra regel:

· De eiwitten komen voor in zowel de mens als de muis.

De eiwitten die voldoen aan deze criteria staan vermeld in bijlage II.

Voor deze eiwitten hebben we siRNA constructen ontworpen die in een plasmide werden gekloneerd. Deze plasmides werden met behulp van Lipofectamine 2000 in de muis embryonale stamcellen gebracht (transfectie). Hierbij werd op de eerste plaats gekeken naar hoe de cellen morfologisch op het siRNA reageren. Theoretisch zijn er vier mogelijkheden:

· Er gebeurt niets met de cellen zonder dat eiwit, ze blijven ongedifferentiëerd in het medium + LIF. Het eiwit is niet-essentieel voor het ongedifferentiëerd houden van mESCs.

· De cellen zullen zonder dat eiwit gaan differentiëren ondanks het aanwezige LIF in het medium. Het eiwit is essentieel voor het ongedifferentiëerd houden van mESCs.

· De cellen zullen stoppen met groeien, maar verder gebeurt er niets met de cellen. Het eiwit is wel essentieel voor de cel deling, maar niet essentieel voor het in leven houden van de cellen

· De cellen zullen sterven zonder dat bepaalde eiwit.

Hierna werden de cellen kwalitatief beoordeeld met behulp van fluorescentie microscopie en kwantitatief met behulp van de FACS cytometrie. Omdat op dat moment alleen anti-lichamen aanwezig waren tegen de eiwitten Oct4, CACYBP en Msh6 werd gekeken naar hoe de concentraties van de eiwitten veranderden in de cel nadat het desbetreffende ongekarakteriseerde eiwit was uitgeschakeld. Vooral Oct4 bleek uit voorafgaand onder-zoek een belangrijke marker voor ongedifferentieerde cellen [6].

1.4 RNAi

RNAi is een mechanisme waarbij een bepaald dsRNA fragment een homologe sequentie herkend van mRNA en hiermee de expressie van een eiwit verstoord [11].

Principe van RNAi.
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Het mechanisme van RNAi komt op een natuurlijke wijze voor in lagere eukaryoten. Deze geven een cellulair respons op een lang fragment van dsRNA. Sommige virussen bevatten dsRNA. Men neemt aan dat het mechanisme van RNAi een bescher-ming is tegen deze virussen. Dit wordt ook wel de Natural Pathway genoemd.

Ook wordt het mechanisme van RNAi door de cel zelf gebruikt voor de regu-latie van genactiviteit. Bepaalde delen van het genoom worden getranscribeerd als miRNA. 

Dit zijn korte RNA moleculen die hair-pins kunnen gaan vormen waardoor ze als dsRNA worden gezien. 

miRNA wordt ook wel short shRNA genoemd zoals in figuur 1.6.
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Van deze techniek wordt gebruikt gemaakt in het laboratorium. Een be-paalde sequentie van een gen wordt in een plasmide gekloneerd waardoor deze na transformatie van een eukaryote cel met dit plasmide het RNA zal trans-criberen in deze cel. Dit RNA zal hairpins vormen zoals het miRNA. Wanneer miRNA in de cel aanwezig is, wordt dit herkend door een eiwit, het dicer enzym. Het dicer enzym knipt het miRNA in stukjes van 21-23 nucleotide 

die siRNA worden genoemd. 

Deze kleine stukjes siRNA kunnen ook direct in de cel gespoten worden, waardoor het eerste gedeelte van het mechanisme niet nodig is. 

Het siRNA kan in de cel binden aan een groep andere eiwitten en zo een complex vormen: het RISC. Door middel van het RISC zal de antisense streng van het RNA een complementair deel van het mRNA herkennen en het mRNA daar breken. 

Het kapotte mRNA heeft geen functie meer in de cel en zal vervolgens helemaal worden afgebroken door nucleases [11].

[image: image23.png]Figuur 1.6: RNA interference [11].



1.4.1 Het plasmide
[image: image24.png]Figuur 1.7: De pSilencer 2.0-U6 [12].
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In dit onderzoek werd gebruik gemaakt van een plasmide, de pSilencer 2.0-U6. Zie bijlage I voor de Vector Specifications. De pSilencer 2.0-U6 bevat het DNA dat codeert voor het siRNA. Meerdere siRNAs werden getest door het siRNA construct te vervangen door andere siRNA oligo’s met behulp van twee restrictie sites: HindIII en BamHI. Zoals te zien in figuur 1.7 staat het siRNA achter de eukaryote U6 promoter. Het enzym RNA III polymerase her-kent de U6-promoter waardoor het siRNA 

getranscribeerd wordt [12]. Het geproduceerde siRNA kan vanwege de complementaire sequentie een hairpin vormen en in de cel herkend worden door het dicer enzym [11].

De pSilencer 2.0-U6 werd ons toegestuurd door een onderzoeks groep uit Polen, van Anna Filipek. Het plasmide bevatte het siRNA tegen het CACYBP en een ander plasmide bevatte een “scrambled controle”. Deze controle bevat een sequentie die niet homoloog is aan genen in de muis, rat en mens. Het siRNA van de scrambled controle werd gebruikt als negatieve knock-down (gene silencing) controle. Zowel CACYBP siRNA als dat van Oct4 en Msh6 (dit siRNA construct moest nog ontworpen worden) werden gebruikt als positieve knock-down controles. De expressie van deze eiwitten werd geanalyseerd met antilichamen door middel van fluorescentie. Oct4 en Msh6 zijn goede markers voor de analyse van de staat van embryonale stamcellen, omdat deze eiwitten verdwijnen wanneer de cel differentiëert. Aan de hand van Oct4 en Msh6, werd er gekeken met behulp van fluorescentie, of de andere siRNA constucten invloed hadden op de Oct4 en/of Msh6 expressie in de embryonale stamcel.
1.4.2 Transfectie
De pSilencer 2.0-U6 met een siRNA construct voor een bepaald eiwit werd in de muis embryonale stamcellen getransfecteerd. Het principe van transfecteren is dat het plasmide DNA aan liposomen kan hechten. Aan één enkel bolletje kunnen vele plasmides hechten. Wanneer liposomen cellen tegenkomen fuseren ze met de celmembraan van de cel. Op deze manier kan het plasmide DNA de cel binnentreden waarna het siRNA wordt geproduceerd. 

De cellen die getransfecteerd werden zijn mESCs (D3 lijn). De cellen werden ontdooid uit vloeibaar stikstof bij een passage nummer 16 en werden ongeveer twee maanden in kweek gehouden. Na twee maanden zijn de cellen te oud om nog goed te kunnen groeien en delen. 

D3 cellen zullen zelfs onder de meest ideale omstandigheden in kweek altijd wel een beetje gaan differentiëren. In de gedifferentiëerde cellen zal geen Oct4 meer tot expressie worden gebracht. Oct4 is het eiwit dat als standaard werd gebruikt om te bepalen of de ongekarakteriseerde eiwitten invloed hebben op de stamcel staat van de D3 cellen. Wanneer de cellen uit zichzelf differentiëren kunnen ze als vals positief worden meegerekend waardoor na knock-down van een bepaald eiwit een groter aantal cellen als gedifferentiëerd wordt meegerekend dan het daadwerkelijke gevolg van de knock-down. Om de vals positieve cellen te kunnen onderscheiden werd voor de transfectie een tweede plasmide meegenomen. Dit is een plasmide die het gen eGFP bevat. eGFP is een eiwit dat door een laser licht met een specifieke golflengte groen licht exciteerd. Doordat aan één enkel liposoom vele plasmiden kunnen hechten is de kans groot dat een aantal kopiëen van beide plasmides aan een enkel liposoom hechten en ook beide door een cel worden opgenomen als gevolg van transfectie. Doordat beide plasmiden in eenzelfde verhouding aan liposomen hechten zullen ze ook beide in elke getransfecteerde cel met een zelfde verhouding aanwezig zijn. Op deze manier kunnen getransfecteerde cellen worden onderscheiden van niet-getransfecteerde cellen, omdat deze laatste groep geen eGFP eiwit tot expressie brengt. Deze techniek waarbij twee verschillende plasmides worden gebruikt wordt co-transfectie genoemd. 

1.4.3 Analyse

Wanneer de D3 cellen getransfecteerd zijn met zowel de pSilencer 2.0-U6 en een vector dat het eiwit eGFP bevat, zullen de cellen geanalyseerd worden. Op de eerste plaats ge-beurt dit met een lichtmicroscoop. Hierbij wordt gekeken naar de morfologie van de ge-transfecteerde cellen. Theoretisch zijn er drie mogelijkheden:

1. Er gebeurt morfologisch niets met de cellen. 

2. De D3 cellen zullen veranderen van vorm en er gedifferentiëerd uit zien. 

3. De D3 cellen zullen sterven.

Daarna zullen de getransfecteerde cellen bekeken worden met behulp van fluorescentie.

●  Kwalitatief. 

(op coverslips)

De getransfecteerde cellen worden gekleurd met fluorescente antilichamen. Een eiwit wordt herkend door een specifiek primair antilichaam tegen het doel eiwit (AL1). Bv anti-Oct3/4. Het antilichaam Oct3/4 is opgewekt in muizen en is daarom een muis antilichaam. Tegen dit muis antilichaam kan een tweede antilichaam worden opgewekt in een ander dier, bv een geit (AL2). Voor het muizen Oct3/4 is een geit-anti-muis antilichaam met daaraan een Cy3 label gekoppeld. Cy3 is een molecuul dat rood licht uitstraald bij laser licht met een specifieke golflengte. Het Oct3/4 eiwit kan daardoor met een fluorescentie microscoop zichtbaar worden gemaakt.  Het eGFP zal groen licht uitstralen.

●  Kwantitatief. 

(suspensie cellen)

Het onderzoek is er onder andere op gericht om te weten hoeveel cellen reageren op de knock-down van het siRNA. De getransfecteerde cellen kunnen auto-matisch worden geteld met een FACS. De cellen worden op dezelfde manier gelabeld als bij de kwalitatieve methode. De Cy3 labeling is in dit geval vervangen door PE. PE is tevens een molecuul dat rood licht van een iets andere golflengte uitstraald in vergelijking met Cy3. Een FACS is een apparaat dat met behulp van een laser PE-positieve cellen waarneemt en telt. Tevens kan de FACS het eGFP detecteren.
2. Materiaal en methode.

2.1 Ontwerpen en bestellen van de oligo’s

Voor knock-down zijn er een paar regels om het siRNA goed te laten werken: 
1. Vind een 21 nucleotide sequentie in de target mRNA dat begint met een AA dinucleotide. De siRNA zal dan een 3’ UU overhang krijgen. RNA polymerase III beeindigt de transcriptie bij een 4-6 nucleotide poly(T). Hierdoor ontstaan RNA moleculen met een korte poly(U) staart [12].

2. Vermijd sequenties met meer dan 4 T’s of A’s achtereenvolgend vanwege het RNA polymerase III [12].

3. siRNAs met een hoeveelheid van 30 – 50% G’s en C’s in de sequentie zijn effectiever dan hogere of lagere percentages G’s en C’s [12]. 

4. Vergelijk de sequenties van het siRNA met het genoom database (muis, rat, mens, enz) met behulp van BLAST van NCBI. [13].

Sequenties die meer dan 16-17 basenparen overeenkomen met andere genen, kunnen niet gebruikt worden als siRNA tegen één enkel gen [12]. 

Met behulp van de siRNA Target Finder van Ambion werden uit de sequentie van het mRNA siRNA kandidaten geselecteerd aan de hand van de bovenstaande regels 1 t/m 3. Met behulp van het BLAST programma kon worden bepaald of het siRNA niet homoloog is aan meerdere genen in het organisme. 
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De siRNA oligo’s werden ontworpen met een BamHI en een HindIII overhangde sequenties. Op deze manier konden de siRNA construc-ten in de pSilencer 2.0-U6 worden gekloneerd. De HindIII overhang werd met één nucleotide veranderd. Op deze manier konde de oli-go’s wel in de pSilencer 2.0-U6 worden gekloneerd waarna de HindIII restrictie site was verdwenen. Aan de hand van deze restric-tie site kon later een selectie gemaakt worden van plasmiden die het siRNA van CACYBP bij zich dragen en plasmide die het siRNA tegen een ander eiwit bij zich dragen. De oligo’s coderend voor de siRNA sequenties werden besteld bij Eurogentec S.A.. Het bijbeho-rende protocol voor het annealen van de bestelde oligo’s is te vinden in bijlage III.



2.2 Vervangen van het CACYBP siRNA door de oligo’s
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De pSilencer 2.0- werd ons toegestuurd door een onderzoeksgroep uit  Polen, Ambion; Cat. No. 7209. Dit plasmide bevat een siRNA tegen CACYBP. Het CACYBP siRNA werd eerst uit het plasmide gehaald met behulp van de restrictie enzymen BamHI en HindIII. Oligo’s co-derend voor verschillende siRNA sequenties werden in de open pSilencer 2.0-U6 geligeerd met behulp van het enzym T4 DNA ligase van Promega; Cat. No. M1804. Bijbehorende protocollen zijn te vinden in bijlage IV en V.


   




     

2.3 Transformeren van E.coli met de plasmiden
Subcloning EfficiencyTM DH5αTM Competent Cells van Invitrogen; Cat. No. 18265-017 (dit zijn heat-shock competente E.coli bacteriën) werden getransformeerd met de verschillende pSilencer 2.0-U6 vectors waar de siRNAs waren ingebouwd. Doordat de pSilencer 2.0-U6 een ampicilline resistentie gen bevat, kunnen de bacteriën die het plasmide hebben opgenomen groeien op een bodem waar ampicilline aan toegevoegd is. De bacteriën zonder plasmide zijn niet resistent en zullen dood gaan. Elke resistente bacterie zal gaan uitgroeien tot een kolonie. Alle bacteriën in één kolonie bevatten exact hetzelfde plasmide. Vanuit een bacterie kloon werd het plasmide DNA zuiver geïsoleerd met behulp van PureLinkTM Quick Plasmid Miniprep Kit van Invitrogen; Cat. No. K2100-11. Bijbehorende protocollen zijn te vinden in bijlage VI en VIII.

2.4 Screenen van kolonies
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Uit de pSilencer 2.0-U6 was het siRNA tegen CACYBP gehaald met behulp van restrictie enzymen. Zo’n restrictie is niet 100% effectief. Er blijven vectoren over die het siRNA tegen CACYBP behouden. Om deze reden werden de getransformeerde kolonies, voordat DNA geïsoleerd wordt, ge-screend op het siRNA. Specifiek het siRNA in de pSilencer- 2.0-U6 werd vermeerderd met behulp van primers in een PCR: 

Forward: 

F_U6promoter (AAATGGACTATCATATGCTTACCG)
Reverse: 

R_pSilencer2.0 (CTGCAAGGCGATTAAGTTGG)

Het verkregen DNA werd geknipt met HindIII. Omdat de HindIII restrictie site van de siRNAs zo is aangepast dat deze niet meer herkend wordt in de pSilencer 2.0-U6 is er een selectie mogelijk tussen de pSilencer 2.0-U6 plasmides die het CACYBP siRNA bevatten (deze bevatten wel een HindIII restrictie site) en welke pSilencer 2.0-U6 plasmides een oligo, die codeerd voor een siRNA, bevatten (deze bevatten niet een HindIII restrictie site). Zie figuur 2.1 op de vorige pagina. Bijbehorende protocollen zijn te vinden in bijlage VII en IV.
2.5 Sequencen van het DNA
Tijdens het maken van de oligo’s kan altijd een fout ontstaan. Om deze reden zullen de siRNA sequenties gesequenced worden. Sequencen is een techniek waarbij nucleotiden chemisch aangepast zijn zodat ze kunnen worden gedetecteerd na activatie door een laser. De vier verschillende nucleotide (A, G, C, T) zullen een eigen kleur uitstralen onder het laser licht volgens een mechanisme dat vergelijkbaar is met fluorescentie microscopie. Tevens zorgen de aangepaste nucleotiden ervoor dat de DNA synthese stopt na het inbouwen van zo’n nucleotide. Wanneer deze speciale nucleotides worden gemengd met normale nucleotides en er een aangepaste PCR wordt uitgevoerd zullen er vele frag-menten ontstaan met verschillende groottes met slechts aan het eind van elk fragment een enkel fluorescente base. Als deze PCR mix op een gel of kolom wordt geladen zullen de kleinste fragmenten het eerst de laser passeren. Op deze manier kan de sequentie van DNA exact afgelezen worden. Sequencen bestaat uit twee stappen. De eerste stap bestaat uit het labelen van het DNA met de aangepaste nucleotiden. (een PCR reactie). De tweede stap bestaat uit het scheiden en detecteren van de fragmenten en weergave in een piekenpatroon. Deze tweede stap gebeurde in de sequence facility van het Hubrecht Laboratorium. Het bijbehorende protocol is te vinden in bijlage IX.

2.6 DNA isoleren
Wanneer de sequenties van de siRNA constructen in de pSilencer 2.0-U6 geen fouten bevatten kan het DNA worden opgeschaald zodat voldoende plasmide DNA te isoleren is voor verdere toepassingen. De kolonie met de juiste sequentie in het plasmide werd verder gekweekt in LB medium met ampicilline om de bacteriën onder selectie druk te houden. Wanneer de bacteriën goed gegroeid waren, werd het plasmide DNA geïsoleerd en opgezuiverd worden met behulp van de PureLinkTM HiPure Plasmid Midiprep Kit van Invitrogen; Cat. No. K2100-05. Het bijbehorende protocol is te vinden in bijlage XI.

2.7 Celkweek
Voor het onderzoek werden mESCs (lijn D3) gebruikt. De cellen zijn opgeslagen in vloeibare stikstof en werden vanaf passage 16 opnieuw in kweek genomen. Om de cellen te laten bijkomen werden ze eerst gewassen met BRL-CM en daarna uitgeplaat in een met gelatine (0,1%) gecoate 12-wells plaat. Vervolgens werden de cellen iedere 2 á 3 dagen doorgezet in verschillende verdunningen waarvan iedere keer de ongeveer 80% confluente well werd gekozen als uitgansmateriaal. 

	Verdunningen

	Maandag
	1:3
	1:5
	1:8

	Woensdag
	1:3
	1:5
	1:8

	Vrijdag
	1:5
	1:8
	1:10

	Zondag
	Medium verversen


Tabel 2.1: In het rood is aangegeven in welke verdunning de cellen grotendeels van de tijd op 80% confluentie waren na twee á drie dagen.
Deze cellen werden dan in een gewenste verdunning overgebracht naar een nieuwe met gelatine (0,1%) gecoate plaat dat BRL-CM bevat, zodat de cellen verder konden groeien en delen. 

Wanneer een te hoog percentage gedifferentiëerde cellen tussen de ongedifferentiëerde mESCs was bereikt, werden deze gedifferentiëerde cellen verwijderd door pre-plating. Pre-plating is gebaseerd op de aanhechtings snelheid van de cellen aan de bodem. Gedifferentiëerde cellen zullen sneller aan de met gelatine (0,1%) gecoate bodem hechten dan ongedifferentiëerde cellen. Na ongeveer een uur zullen de meeste gedifferentiëerde cellen stevig vastgehecht liggen terwijl de ongedifferentiëerde cellen nog makkelijk los te krijgen zijn van de bodem. Wanneer de ongedifferentiëerde cellen werden overgebracht naar een nieuwe met gelatine (0,1%) gecaote well, bleven de meeste gedifferentiëerde cellen achter. Het bijbehorende protocol is te vinden in bijlage XII.

2.8 Transfectie
De transfectie van D3 cellen werd uitgevoerd met lipofectamine 2000 van Invitrogen; cat. no. 12566-014. De D3 cellen werden getransfecteerd met de pSilencer 2.0-U6 siRNA constructen. Voor positieve transfectie controle werd elke siRNA vector ge-cotransfecteerd met een eGFP plasmide (peGFP-N2; Rui Monteiro). Dit is een plasmide dat het gen voor het eGFP eiwit bevat. 

Een dag voor transfectie werden mESCs (confluentie van ongeveer 80%) doorgezet in een met gelatine (0,1%) gecoate 12-wells plaat met vedunningen van 1:6. Zodoende hadden mESCs op de dag van transfectie een confluentie van 30-35%. Het BRL-CM werd op deze dag vervangen door 1ml D-MEM zonder serum. Voor co-transfecties werden mESCs getransfecteerd met 1,2 μg peGFP-N2 DNA en 1,2μg siRNA vector DNA (pSilencer 2.0-U6) per well. 

Wanneer de cellen met alleen de siRNA vector werden getransfecteerd, is de concentratie DNA 1,6μg.

Het DNA werd samen met 4,0μl lipofectamine 2000 gemengd in 200μl D-MEM (transfectiemedium) en toegedient aan de 1ml D-MEM op de cellen. mESCs werden 5 uur geïncubeerd bij 37°C in een CO2 incubator. Na deze 5 uur werd het transfectie-medium vervangen door normaal BRL-CM.

Na de transfectie werden de D3 cellen morfologisch in de gaten gehouden met een licht microscoop. Hierbij werd gelet op de vorm van de cellen, de vorm en grootte van de kolonies, de groeisnelheid en of het aantal cellen dat dood gaat hoger was dan in de controle transfecties. Het bijbehorende protocol is te vinden in bijlage XIII.
2.9 Fluorescentie microscopie

Kwalitatieve beoordeling van de getransfecteerde D3 cellen.

Voordat de cellen werden gelabeld met fluorescente antilichamen werden ze uitgeplaat op coverslips en 48 na transfectie gefixeerd met 2% PFA. 

Daarna konden de mESCs gelabeld worden met antilichamen. Het specifieke antilichaam dat het doel-eiwit herkend is het primaire antilichaam. Het primaire antilichaam wordt herkend door secundaire antilichamen waaraan een fluorescent molecuul gekoppeld is. Het ligt eraan in welk dier het primaire antilichaam is opgewekt waar het secundaire antilichaam tegen is gericht. Een muizen IgG eiwit is anders opgebouwd als een geiten IgG eiwit, waardoor de eiwitten een eigen structuur bevatten. Voor fluorescentie microscopie werd een secundair antilichaam gebruikt met daaraan een Cy3 molecuul gekoppeld. Cy3 is een Cyanine Dye dat door aanstralen met groen laser licht een rood licht zal fluoresceren. Wanneer het eiwit is gelabeld met het primaire en secundaire antilichaam konden de mESCs worden bekeken onder de fluorescentie microscoop. Aan de hand van deze kleuring kunnen de cellen kwalitatief beoordeeld worden. 

De getransfecteerde cellen die door co-transfectie ook het eGFP gen hadden opgenomen, produceerden het eGFP eiwit. eGFP is een eiwit dat door aanstralen met een blauw laser licht een groen licht zal fluoresceren. eGFP positieve cellen produceerden in theorie dus ook het siRNA. Het bijbehorende protocol is te vinden in bijlage XIV.

2.10 FACS

Kwantitatieve beoordeling van getransfecteerde D3 cellen.

[image: image30.emf]Optimale transfectie efficientie

90,3

55,4

46,9

52,6

55,9

95,7

96,1

94,6

93,6

87,9

81,8

69,8

69,0

40

50

60

70

80

90

100

0 24 48 72 96

Tijd na transfectie (uren)

Percentage cellen met 

detecteerbare hoeveelheden 

Oct4, CAYBP en Msh6



Oct4

CACYBP

Msh6

Voor FACS analyse werden de cellen volgens hetzelfde principe voor fluorescentie microscopie gelabeld. Een FACS apparaat bevat een laser die de langskomende cellen kan detecteren en “positieve en “negatieve” cellen op fluorescentie intensieteit kan scheiden wat op een scherm zichtbaar kan worden gemaakt (een FACS apparaat kan duizenden cellen waarnemen in een korte periode). Het eventueel aanwezige eGFP eiwit zal door aanstralen van de laser een groen licht fluoresceren (andere eiwitten kunnen gekleurd worden met antilichamen op dezelfde manier als bij de fluorescentie microscopie). Voor FACS analyse was het tweede antilichaam gelabeld met PE in plaats van Cy3. PE is een eiwit dat door laser licht een rood licht zal fluoresceren. In een ideale situatie zoals in figuur 2.4 zijn de cellen gegroepeerd in quadranten: de cellen zonder fluorescentie (linksonder), cellen met zowel groene als rode fluorescentie (rechstboven), cellen met alleen rode fluorescentie (linksboven) en cellen met alleen groene fluorescentie (rechstonder). Het bijbehorende protocol is te vinden in bijlage XV.



 
3. Resultaten

3.1 Ontwerpen van oligo’s

Knock-down van een eiwit wordt geïnduceerd door siRNAs. Om siRNAs goed te laten werken worden ze ontworpen volgens bepaalde regels. Deze regels zijn geïncorporeerd in een programma genaamd siRNA Target Finder van de firma Ambion. Met behulp van het programma werd een selectie gemaakt van een aantal siRNA sequenties. De sequenties werden tegen een database van het muizen genoom gescreend met het BLAST program-ma van NCBI [13]. Er werd zorg voor gedragen dat de sequenties van de siRNAs alleen het mRNA van het gewenste eiwit zouden herkennen. De gekozen sequenties staan vermeld in een tabel op bijlage XVI.

3.2 Sequencen van het DNA op fouten

Tijdens oligo synthese kunnen er incorrecte oligo’s worden geproduceerd. Wanneer in het siRNA slechts één nucleotide verkeerd is, zal het siRNA de sequentie van het target mRNA niet kunnen herkennen met als gevolg dat de translatie niet wordt geblokkeerd. Daarom is het belangrijk dat het siRNA de juiste sequentie bevat; dit kan worden geanalyseerd met behulp van een sequence reactie.

Het sequencen werd grotendeels uitgevoerd door de “sequence facility” van het Hubrecht Laboratorium. De PCR sequence reactie is in het laboratorium op basis van het protocol dat door de facility wordt geleverd. Per reactie werd ongeveer 300 ng template DNA gebruikt en een annealing temperatuur van 54°C gedurende een elongatietijd van 3 minuten. De resultaten van de sequence reactie waren in eerste instantie slechter dan verwacht. Op de plaats van de hairpin sequentie daalde de piekintensiteit onder het detec-tieniveau, waardoor de sequenties niet meer op fouten konden worden gecontroleerd. Zie bijlage XVII voor een sequentie uitslag. In enkele gevallen bleken de sequenties duidelijk genoeg voor analyse. 

Het vermoeden bestond dat de nucleotiden van het siRNA in de plasmide al een hairpin kan vormen (Hans van Aken, UU) waardoor het DNA polymerase niet in staat is om aan de hand van het complementaire DNA de primers te verlengen [5]. De siRNA sequenties in de pSilencer 2.0-U6 vereisten om deze reden een aangepast sequence protocol. Het aangepaste en geoptimaliseerde protocol is te vinden in bijlage X. Met behulp van dit protocol bleek de piekintensiteit voldoende om de sequenties goed te kunnen lezen. Zie bijlage XVII voor een sequentie uitslag. Ondanks het aangepaste protocol bleven er onleesbare sequenties tussen zitten, zoals te zien in bijlage XIX. Om deze reden werden de siRNAs in zowel de sense (forward primer) als de antisense (reverse primer) gese-quenced en werd de annealing temperatuur gevarieerd (in sommige gevallen zelfs hoger dan 58°C).

3.3 Microscopie

Wanneer de eiwitexpressie geïnhibeerd is in de cel kan dat invloed hebben op de morfo-logie van de cel. Na de transfectie werden de mESCs iedere 24 uur geanalyseerd op basis van morfologie om te bepalen hoe de cellen op het siRNA reageren. In tabel 3.1 wordt de vormverandering aangegeven van 0 t/m 5, waarin 0 voor geen verandering staat en 5 voor een totale vormverandering van alle cellen.

	Confluentie van de mESCs 
	55%
	80%
	95%
	95%

	siRNA tegen:
	24 uur
	48 uur
	72 uur
	96 uur

	scrambled controle
	0
	0
	0
	0

	Oct4
	2
	3
	3
	4

	Msh6 
	1
	2
	2
	-

	CACYBP
	0
	1
	1
	1

	Gene ID 70021
	11
	1
	2
	2

	Gene ID 98956
	21
	2
	2
	4

	Gene ID 381591
	0
	3
	3
	3

	Gene ID 72542
	0
	3
	3
	22

	Gene ID 67201
	0
	2
	2
	3

	Gene ID 319801
	0
	0
	2
	4

	Gene ID 68043
	12
	22
	22
	32

	Gene ID 66462
	0
	0
	1
	3

	Gene ID 216820
	2
	31
	3
	4


Tabel 3.1: In de tabel is aangegeven hoe de morfologie (indicatie 0 t/m 5 waarbij 0 geen verandering is en 5 maximaal)  van de mESCs na een bepaalde tijd veranderd (n=2). 1 geeft aan dat er in verhouding met de scrambled control  meer dode cellen rond drijven. 2 geeft aan dat er in verhouding met de scrambled control minder groei van de cellen te zien is. 
Foto’s van de morfologie van de mESCs zijn te vinden in bijlage XX (er zijn geen foto’s van de mESCs getransfecteerd met het siRNA tegen Msh6).

Zoals te zien is in tabel 3.1, laten de getransfecteerde mESCs met de laatste acht siRNAs (en het siRNA tegen Oct4) in de tabel 96 uur na transfectie een verandering in de morfologie zien. Alleen het siRNA tegen 70021 en CACYBP geven mESCs morfolo-gisch een minimale verandering. Wat opviel was dat de mESCs die getransfecteerd waren met het siRNA tegen Gene ID 68043 veel minder snel groeiden ten opzichte van de mESCs getransfecteerd met de scrambled control. 48 uur na transfectie hadden de mESCs met de scrambled control een confluentie van ongeveer 80% en 96 uur na transfectie een confluentie van ongeveer 95%. Maar de mESCs met het siRNA tegen Gene ID 68043 hadden 48 uur na transfectie een confluentie van ongeveer 60% en 96 uur na transfectie een confluentie van ongeveer 80%. Dus ten opzichte van de scrambled control zorgt knock-down van het eiwit Gene ID 68043 voor een langzamere groeisnelheid van mESCs.

3.4 Fluorescentie microscopie

Een belangrijke stamcel marker is de transcriptie factor Oct4. Om te bepalen of de ongekarakteriseerde eiwitten belangrijk zijn voor een mESCs om een stamcel te blijven, werd er gekeken naar de expressie van Oct4 in mESCs die waren getransfecteerd met het siRNA tegen de ongekarakteriseerde eiwitten. Oct4 werd op een cellulair niveau zicht-baar gemaakt door middel van immunofluorescentie zoals beschreven in de materiaal en methode. De verkregen preparaten werden bekeken met een fluorescentie microscoop om het percentage Oct4-negatieve cellen te bepalen van 100 cellen die eGFP tot expressie brachten. De gebruikte antilichamen waren:

· mouse-anti-Oct4 (1:100) in combinatie met donkey-anti-mouse + PE (1:100)
(α-Oct3/4 van Santa Cruz, cat. no. sc-5279)

	siRNA tegen:
	% eGFP positieve mESCs waar geen Oct4 detecteerbaar is:

	scrambled control
	7

	Oct4
	46

	CACYBP
	17

	Gene ID 70021
	17

	Gene ID 98956
	5

	Gene ID 381591
	2

	Gene ID 72542
	10

	Gene ID 67201
	2

	Gene ID 319801
	2

	Gene ID 68043
	14

	Gene ID 66462
	14

	Gene ID 216820
	22


Tabel 3.2: In de tabel is aangegeven in hoeveel procent van de eGFP positieve cellen geen Oct4 detecteerbaar was (n=1). 
De Oct4 kleuring is te vinden in bijlage XXI. In de cellen die getransfecteerd waren met het siRNA tegen Oct4 en de eGFP vector, werd Oct4 in 46% van de cellen beneden detecteerbare levels tot expressie gebracht. Wanneer de eiwit expressie voor CACYBP en Gene ID 70021, 68043, 66462 en 216820 geïnhibeerd werden, was de waarneembare detectie van het Oct4 eiwit minder in mESCs ten opzichte van de scrambled control. Dus 48 uur na transfectie met het siRNA tegen Oct4 is in 46% van de eGFP positieve cellen geen Oct4 meer detecteerbaar. De siRNAs tegen CACYBP en Gene ID 70021, 68043, 66462 en 216820 lijken 48 uur na transfectie invloed te hebben op de Oct4 expressie in mESCs.

3.5 FACS analyse van de optimale transfectie efficiëntie van Oct4, CACYBP en Msh6 op mESCs

Aan de hand van het siRNA tegen Oct4, Msh6 en CACYBP kon werden bepaald na hoeveel uur de transfectie efficiëntie optimaal is. De transfectie werd uitgevoerd met de plasmiden die de sequentie bevatten voor de scrambled control en het siRNA tegen Oct4, Msh6 of CACYBP. De getransfecteerde mESCs werden 24, 48, 72 en 96 uur na transfectie gefixeerd met 2% PFA. Daarna werden de cellen gekleurd met antilichamen zoals beschreven in de materiaal en methode. De gebruikte antilichamen waren:

· mouse-anti-Oct4 (1:100) in combinatie met donkey-anti-mouse + PE (1:100)
· rabbit-anti-CACYBP (1:300) in combinatie met donkey-anti-rabbit + PE (1:100)

(α-CACYBP; aliquot van Dennis van Hoof)

· mouse-anti-Msh6 (1:200) in combinatie met donkey-anti-mouse + PE (1:100)

(α-Msh6 van BD Transduction Laboratories, cat. no. 610919)
	
	siRNA 

Scrambled
	siRNA tegen

Oct4
	siRNA tegen

CACYBP
	siRNA tegen

Msh6
	Geen siRNA

	Controle cellen
	α-mouse PE
	α-mouse PE
	
	
	α-mouse PE

	Oct4

labeling
	α-Oct4 +

α-mouse PE
	α-Oct4 +

α-mouse PE
	
	
	

	Controle cellen
	α-rabbit PE
	
	α-rabbit PE
	
	α-rabbit PE

	CACYBP

labeling
	α-CACYBP +

α-rabbit PE
	
	α-CACYBP + 

α-rabbit PE
	
	

	Controle cellen
	α-mouse PE
	
	
	

	Msh6
labeling
	α-Msh6 +

α-mouse PE
	
	
	α-Msh6 + 

α-mouse PE


Tabel 3.3: De tabel geeft een schema van de antilichaam kleuringen.

De FACS analyse software werd gekalibreerd met controle cellen die niet waren getransfecteerd. Om de achtergrondkleuring van PE te bepalen, werden bij alle condities de mESCs met het tweede antilichaam gekleurd (zonder het eerste antilichaam).
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Figuur 3.1: In de figuur is de verandering in percentages van Oct4-positieve (blauw) en CACYBP-positieve (rood) cellen na transfectie met de aangegeven siRNA constructen te zien (n=1).
De FACS resultaten zijn te vinden in bijlage XXII en XXIII.

Uit de FACS resultaten van de scrambled control bleek dat Oct4 in bijna alle cellen detecteerbaar is. Dus de scrambled control heeft geen invloed op de Oct4 productie in de cellen. In grafiek 3.1 is te zien dat de cellen voor transfectie met het siRNA tegen Oct4 90% van de cellen positief is voor Oct4, maar 48 uur na transfectie is dit percentage gedaald tot 47% en stijgt vervolgens weer. De optimale transfectie efficiëntie van Oct4 ligt op 48 uur na transfectie. Na de transfectie met het siRNA tegen Msh6 daalt de hoeveelheid Msh6 positieve cellen. Dus het siRNA tegen Msh6 heeft invloed op de Msh6 expressie in mESCs. De transfectie efficiëntie van het siRNA tegen CACYBP is erg laag ten opzichte van de scrambled control. Na 96 uur lijkt het erop dat de detectie van het CACYBP eiwit begint te dalen. Dit betekent mogelijk dat de turn-over rate van het CACYBP laag ligt en er pas een waarneembaar effect optreed 96 uur na transfectie.

3.6 FACS analyse van transfectie efficiëntie van twee eGFP plasmides op mESCs

Het DNA van het siRNAs wordt in een eukaryote cel van de pSilencer-2.0-U6 afgeschreven door de U6 promoter. Voor co-transfecties met eGFP is het verstandig om dezelfde promoter te gebruiken op beide plasmides. Dezelfde promoter heeft namelijk dezelfde activiteit binnen de cel, waardoor het DNA van het eGFP eiwit met dezelfde activiteit wordt afgeschreven als het DNA van het siRNA. Co-transfecties gebeurden tot nu toe met twee verschillende plasmides en dus twee verschillende promoters waardoor de kans bestaat dat het ene product hoger tot expressie wordt gebracht dan de ander. Als het DNA van eGFP ook met de U6 promoter afgeschreven kan worden zal er geen verschil meer zijn in transfectie efficiëntie.

mESCs werden getransfecteerd met peGFP-N2 (gekregen van Rui Monteiro) en met pU6-eGFP. Met behulp van de FACS kon de transfectie efficiëntie van beide worden plasmiden vergeleken om te bepalen of de U6 promoter het eGFP eiwit tot expressie kan brengen. De mESCs werden 24, 48 en 72 uur na transfectie gefixeerd. Als negatieve controle werden mESCs  gebruikt zonder het eGFP eiwit.
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Figuur 3.2: In de grafiek staan de transfectie efficiënties aangegeven van de peGFP-N2 plasmide en de pU6-eGFP plasmide (n=1).
In grafiek 3.2 is te zien dat het eGFP eiwit achter de U6 promoter in mESCs tot expressie wordt gebracht. Het optimum ligt op 48 uur na transfectie met een percentage van 29% eGFP positieve cellen. Dit percentage is 13% hoger dan dat van peGFP-N2 getransfecteerde cellen. Dus de U6 promoter brengt het eGFP eiwit hoger tot expressie in mESCs. 

3.7 FACS analyse van transfecties met de siRNAs tegen de ongekarak-teriseerde eiwitten in mESCs
In voorafgaand onderzoek is een groot aantal eiwitten geïdentificeerd in mESCs die nog ongekarakteriseerd zijn in de literatuur. Om meer over de functie van de eiwitten te weten te komen werd bij een geselecteerde groep eiwitten gekeken naar het effect op het eiwit Oct4 en Msh6 in mESCs wanneer het ongekarakteriseerde eiwit uitgeschakeld was met behulp van RNAi. Oct4 wordt gezien als één van de belangrijkste marker eiwitten voor mESCs. Msh6 is één van de eiwitten dat belangrijk is bij mismatch-repair in de celdeling van de mESCs [1]. De mESCs  werden getransfecteerd met 1,6 μg pSilencer 2.0-U6 met een siRNA insert. De scrambled control en het siRNA tegen Oct4 en Msh6 werden in de transfectie meegenomen als controles.

De getransfecteerde cellen werden 48 uur en 96 uur na transfectie gefixeerd met 2% PFA. De gefixeerde cellen werden gelabeld met antilichamen:

· mouse-anti-Oct4 (1:100) in combinatie met donkey-anti-mouse + PE (1:100)

· mouse-anti-Msh6 (1:200) in combinatie met donkey-anti-mouse + PE (1:100)
In tabel 5 staan de percentages van mESCs waar na transfectie met de siRNAs tegen de ongekarakteriseerde eiwitten geen Oct4 meer detecteerbaar is.
	siRNA tegen
	% mESCs waar geen Oct4 detecteerbaar is na 48 uur
	% mESCs waar geen Oct4 detecteerbaar is na 72 uur
	% mESCs waar geen Oct4 detecteerbaar is na 96 uur

	scrambled control
	9,1
	6,6
	12,1

	Oct4
	30,2
	25,2
	26,7

	Msh6 
	-
	4,6
	-

	Gene ID 70021
	13,2
	5,5
	11,7

	Gene ID 98956
	9,5
	6,1
	11,3

	Gene ID 381591
	6,9
	7,1
	11,7

	Gene ID 72542
	8,5
	8,9
	11,7

	Gene ID 67201
	8,7
	7,5
	10,3

	Gene ID 319801
	9,7
	6,2
	10,1

	Gene ID 68043
	8,3
	5,4
	10,2

	Gene ID 66462
	9,0
	5,1
	11,3

	Gene ID 216820
	8,0
	5,0
	12,5


Tabel 3.4: In de tabel wordt aangegeven in hoeveel procent van de cellen er geen Oct4 meer detecteerbaar is (n=1).

De FACS resultaten zijn te vinden in bijlage XXIV.

De hoeveelheid mESCs waar na transfectie met het siRNA tegen Oct4 het eiwit Oct4 niet meer detecteerbaar was, was na 48 uur 30%, na 72 uur 25% en na 96 uur 27%. Knock-down van Msh6 heeft geen invloed op de Oct4 expressie in mESCs. 
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Figuur 3.3: In de grafiek is het percentage aangegeven van de detecteerbare hoeveelheden Oct4 na transfecties met de siRNAs van de ongekarakteriseerde eiwitten. (n=1)
De andere siRNA tegen de ongekarakteriseerde eiwitten lijken aan de hand van deze resultaten (zie figuur 3.3) geen invloed te hebben op de Oct4 expressie in mESCs. Dus een effect op de Oct4 expressie lijkt aan de hand van deze resultaten alleen waar-neembaar te zijn wanneer het mRNA tegen Oct4 wordt afgebroken.

In tabel 6 staan de percentages van mESCs waar na transfectie met de siRNAs tegen de ongekarakteriseerde eiwitten geen Msh6 meer detecteerbaar is.
	siRNA tegen
	% mESCs waar geen Msh6 detecteerbaar is na 48 uur
	% mESCs waar geen Msh6 detecteerbaar is na 72 uur

	scrambled control
	18,2
	20,6

	Msh6 
	30,2
	33,4

	Oct4
	11,9
	14,2

	Gene ID 70021
	-
	20,2

	Gene ID 98956
	-
	17,0

	Gene ID 381591
	-
	21,2

	Gene ID 72542
	-
	19,6

	Gene ID 67201
	-
	22,8

	Gene ID 319801
	-
	20,3

	Gene ID 68043
	-
	21,8

	Gene ID 66462
	-
	20,3

	Gene ID 216820
	-
	22,0


Tabel 3.5: In de tabel wordt aangegeven in hoeveel procent van de cellen er geen Msh6 meer detecteerbaar is (n=1).
De FACS resultaten zijn te vinden in bijlage XXV.

De hoeveelheid mESCs waar na transfectie met het siRNA tegen Msh6 het eiwit Msh6 niet meer detecteerbaar was, was na 48 uur 30% en na 72 uur 33%. Knock-down van Oct4 heeft geen invloed op de Msh6 expressie in mESCs. 
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Figuur 3.4: In de grafiek is het percentage aangegeven van de detecteerbare hoeveelheden Msh6 na transfecties met de siRNAs van de ongekarakteriseerde eiwitten. (n=1)
De andere siRNAs tegen de ongekarakteriseerde eiwitten lijken aan de hand van deze resultaten (zie figuur 3.4) geen invloed te hebben op de Msh6 expressie in mESCs. 

Dus een effect op de Msh6 expressie lijkt aan de hand van deze resultaten alleen waarneembaar te zijn wanneer het mRNA tegen Msh6 wordt afgebroken.

4. Conclusies

● 
Een siRNA sequentie in de pSilencer 2.0-U6 kan het beste gesequenced worden met behulp van een aangepast protocol.

● 
Voor zo’n sequence reactie moeten primers worden ontworpen met een annealing temperatuur rond de 60°C.

● 
De annealing temperatuur kan variëren en verschilt per siRNA construct.

● 
mESCs groeien minder snel wanneer synthese van het eiwit Gene ID 68043 wordt geblokkeerd, maar er is geen invloed waarneembaar op Oct4 expressie.

● 
De morfologie van mESCs verandert zonder de eiwitten van de Gene ID’s 98956, 381591, 67201, 319801, 68043, 66462 en 216820, maar er is geen invloed waarneembaar op Oct4 expressie.

● 
De U6 promoter brengt 48 uur na transfectie in 30% van de mESCs het eGFP 


eiwit tot expressie.

● 
Het siRNA tegen Oct4 zorgt 48 uur na transfectie voor een optimale knock-down van het Oct4 eiwit in mESCs.

● 
Het siRNA tegen Msh6 zorgt voor een lagere expressie niveau van het Msh6 eiwit in mESCs.

●
Het eiwit CACYBP lijkt minder tot expressie te komen 96 uur na transfectie van het siRNA tegen CACYBP. 

●
De overige siRNAs hebben na transfectie geen invloed op de expressie van Oct4 en Msh6 in de mESCs.

5. Discussie

In een voorgaand onderzoek werd met behulp van massa spectometrie een aantal eiwitten geïdentificeerd in mESCs en niet in gedifferentiëerde cellen [6]. Veel van deze eiwitten waren nog niet gekarakteriseerd en beschreven in de literatuur. Doordat de eiwitten alleen waren geïdentificeerd in mESCs zouden de eiwitten een functie kunnen hebben in pro-cessen die ervoor zorgen dat mESCs niet differentiëren. Een manier om te onderzoeken of de ongekarakteriseerde eiwitten belangrijk zijn voor de stamcel staat is door te kijken hoe de mESCs reageren als zo’n eiwit niet meer wordt geproduceerd. Een techniek om eiwitsynthese op dat niveau te inhiberen in mESCs is RNAi. 

In dit onderzoek hebben we RNAi toegepast op mESCs. RNAi werd uitgevoerd met behulp van een plasmide: pSilencer 2.0-U6. In de plasmiden werden siRNA oligo’s gekloneerd welke alleen gesequenced bleken te kunnen worden met behulp van een aangepast protocol. De reden hiervoor is waarschijnlijk dat de siRNA sequenties in de pSilencer 2.0-U6 al een hairpin vormen waardoor de DNA synthese tijdens de sequence reactie wordt geblokkeerd (Hans van Aken, UU). Nadat de cellen met de pSilencer 2.0-U6 werden getransfecteerd konden we laten zien dat de scrambled control een goede negatieve transfectie controle is voor de gekozen experimentele opzet. Het siRNA dat ontworpen was tegen Oct4 en Msh6 gaven beide een knock-down van het betreffende eiwit in de mESCs. Met het siRNA tegen Oct4 zou na 24 uur al een knock-down effect waarneembaar moeten zijn van het eiwit Oct4 in mESCs [7] en dat  werd met behulp van de FACS analyse bevestigd. 48 uur na transfectie werd de optimale knock-down percentage van Oct4 gevonden en 72 uur na transfectie nam de hoeveelheid Oct4-positieve cellen weer toe. Een reden hiervoor kan zijn dat de cellen waarin het Oct4 niet detecteerbaar meer is zijn gaan differentiëren en niet meer kunnen delen. Niet getransfecteerde mESCs zullen blijven delen waardoor op een bepaald moment het percentage stamcellen hoger ligt dan de hoeveelheid gedifferentiëerde cellen.

Msh6 is één van de mismatch-repair eiwitten specifiek geïdentificeerd in mESCs [1]. Wanneer mESCs gaan differentiëren neemt de hoeveelheid Msh6 in de cellen af [6]. Wanneer de eiwitsynthese van het Msh6 eiwit in dit verslag beschreven onderzoek werd geïnhibeerd door middel van RNAi, werd het Msh6 eiwit in mESCs minder detecteerbaar. Msh6 is naast Oct4 een goede marker voor mESCs [6].

Het effect van siRNA tegen CACYBP werd niet duidelijk aan de hand van deze experimenten. Het lijkt erop dat het siRNA geen knock-down van het eiwit induceert. Wat wel opviel was dat de hoeveelheid CACYBP-positieve cellen 96 uur na transfectie begon te dalen. Mogelijk heeft het eiwit CACYBP een lage turn-over rate in mESCs. 

Om met zekerheid te zeggen dat de transfectie met het siRNA tegen CACYBP na 96 uur effect heeft, zou de experimentele analyse moeten worden verlengd. Het siRNA tegen CACYBP was ons toegestuurd door een onderzoeks groep in Polen. Volgens resultaten van deze groep zou het siRNA tegen CACYBP in korte tijd goed moeten werken. Om te bepalen of het CACYBP mRNA wel degelijk wordt afgebroken door het siRNA zal op mRNA niveau gekeken moeten worden door middel van qPCR.

Het Oct4 eiwit wordt gezien als één van de belangrijkste stamcel markers. Aan de hand van dit eiwit hebben we gekeken of de ongekarakteriseerde eiwitten effect hebben op het stamcelstadium van mESCs. Wanneer mESCs differentiëren zal de intracellulaire concentratie Oct4 dalen [6]. We hebben in dit onderzoek gekeken of knock-down van de ongekarakteriseerde eiwitten leidt tot een lagere expressie van het Oct4 eiwit in de mESCs met behulp van FACS analyse. Dit was volgens de resultaten niet het geval, ondanks dat de morfologie van de mESCs veranderde in afwezigheid van de onderzochte eiwitten. Het kan zijn dat de eiwitten geen invloed hebben op de Oct4 expressie in mESCs. Naast Oct4 hebben we in dit onderzoek gekeken of knock-down van de ongekarakteriseerde eiwiten leidt tot een lagere expressie van het Msh6 eiwit in mESCs met behulp van de FACS analyse. Volgens de resultaten was dit, net als bij Oct4, niet het geval. Oct4 en Msh6 kunnen beide een trage down-regulatie hebben wanneer mESCs gaan differentiëren. De kans bestaat dat knock-down van de ongekarakteriseerde eiwitten wel degelijk effect hebben op de Oct4 en/of Msh6 expressie, maar dat 96 uur na de transfectie te vroeg is om dit effect te kunnen waarnemen. Een eiwit met een snelle down regulatie zou in zo’n geval een betere marker zijn. 
Of de siRNAs het target mRNA wel degelijk afbreken zal moeten worden gecontroleerd op mRNA niveau met behulp van qPCR of in situ hybridisatie.
We hebben in dit onderzoek ook laten zien dat wanneer het siRNA vervangen wordt door het eGFP gen het eGFP eiwit tot expressie wordt gebracht in de mESCs wanneer het achter de U6 promoter wordt geplaatst. Met behulp van dit resultaat kan er een goede transfectie controle ontworpen worden die niet gebaseerd is op co-transfecties waar één plasmide met zowel het siRNA als eGFP. 

Voor een vervolgonderzoek kunnen de volgende vragen gesteld worden:

● Wordt  het mRNA in mESCs wel afgebroken als gevolg van RNAi?
Voor deze vraag zou er op mRNA niveau gekeken moeten worden. Met behulp van qPCR is te bepalen of de hoeveelheid mRNA in de getransfecteerde mESCs minder wordt ten opzichte van niet getransfecteerde mESCs. Het kan zijn dat het mRNA wordt afgebroken in de mESCs, maar verder geen directe invloed uitoefent op de Oct4 of Msh6 expressie.

● Zouden de siRNAs van de ongekarakteriseerde eiwitten wel een effect hebben op de expressie van bekende eiwitten met een snelle down regulatie wanneer mESCs diffe-rentiëren?

De mogelijkheid bestaat dat Oct4 en Msh6 eiwitten zijn met een trage down-regulatie wanneer mESCs differentiëren. Het is verstandig om een eiwit als marker te nemen dat een snelle down-regulatie heeft wanneer mESCs differentiëren. Mogelijke kunnen de eiwitten Nodal, Lefty-A en Lefty-B als marker gebruikt worden [2].
● Zou het CACYBP eiwit een lage turn-over rate hebben in mESCs?

Om te bepalen of de turn-over rate van het CACYBP eiwit laag is in mESCs, zal de analyse tijd na transfectie langer moeten zijn. Een andere mogelijkheid is om op mRNA niveau te kijken of het mRNA wordt afgebroken. Dit kan worden gedaan met behulp van qPCR. 

● Zou het eGFP gen met een eigen U6 promoter in de pSilencer 2.0-U6 geplaatst kunnen worden?

Het eGFP kan als positieve controle voor de transfectie efficiëntie dienen. Het zou goed zijn om het eGFP gen in de pSilencer 2.0-U6 te plaatsen achter een U6 promoter. Op deze manier kunnen twee U6 promoters met dezelfde activiteit RNA polymerases activeren die het siRNA en het eGFP mRNA tot expressie brengen in de mESCs en zijn co-transfecties niet meer nodig. Deze vector (zie figuur 5.1) is inmiddels gemaakt en klaar om te worden getest.
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Figuur 5.1: Links staat de pSilencer 2.0-U6. Wanneer het eGFP eiwit in de plasmide wordt gebouwd ontstaat de plasmide rechts. De pSilencer-eGFP.
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Bijlage I

Tabel: De geselecteerde eiwitten
	Gen (muis)
	Gen naam
	Gen ID

	POU5F1
	POU domain class 5, transcription factor 1
	18999

	CACYBP
	cacyclin binding protein
	12301

	Msh6
	mutS homolog 6
	17688

	2510015F01RIK
	PREDICTED: hypothetical protein LOC70021 isoform 1
	70021

	AI429152
	expressed sequence AI429152
	98956

	LOC381591
	PREDICTED: hypothetical protein LOC381591
	381591

	2610528A17RIK
	hypothetical protein LOC72542
	72542

	1810023B24RIK
	hypothetical protein LOC234388
	234388

	2700085E05RIK
	hypothetical protein LOC67201
	67201

	9630033F20RIK
	RIKEN cDNA 9630033F20 gene
	319801

	2510005D08RIK
	hypothetical protein LOC68043
	68043

	2810428I15RIK
	hypothetical protein LOC66462
	66462

	BC003479
	hypothetical protein LOC216820
	216820


Tabel: De in rood aangegeven eiwitten zijn in de literatuur bekende eiwitten.

Bijlage II

Vector Specifications (ambion)

VECTOR:

pSilencer 2.0-U6

CATALOG#:

7209

Length:  3068 bp

Key Sites

BamHI: 462

HindIII: 400

Cloning (60-mer inserts)

BamHI – HindIII: Positive Clone: 62 bp fragment

BamHI – HindIII: Negative Clone: no fragment

Vector Features

U6 Promoter: 462-795

Ampicillin resistance: 2070-2930

ColE1 origin: 1124-2009

F_U6promoter primer binding site (AAATGGACTATCATATGCTTACCG): 521 – 544 
R_pSilencer2.0 primer binding site (CTGCAAGGCGATTAAGTTGG): 328 – 347 

[image: image36.png]



Bijlage III

Annealen van de oligo’s

1. Maak de annealing buffer:

100mM K-acetaat

30mM HEPES-KOH pH7.4

2mM Mg-acetaat

2. Voeg bij elkaar:

1μl sense oligo

1μl antisense oligo

48μl annealing buffer

3. Incubeer voor:

4 minuten bij 95oC

10 minuten bij 70oC

4. Laat de temperatuur langzaam afkoelen tot 4oC 

5. Incubeer de siRNA moleculen voor 10 minuten bij 4oC

6. Het siRNA kan worden opgeslagen bij -20oC
Bijlage IV

Restrictie enzym digest


Promega enzymes


1. Voeg bij elkaar:

	DNA

RE 10X Buffer

Acetylated BSA

Restrictie Enzym 
	1,0μg

2,0μl

0,2μl

0,5μl

	milliQ tot een totaal volume van
	20,0μl

	Elk enzym heeft een eigen optimale buffer


2. Incubeer de reactie 1 tot 4 uur bij 37oC


1 unit enzym kan 1 μg DNA knippen in 1 uur.

Bijlage V

T4 DNA ligatie


Promega; Cat.No. M1804, Cat.No. C126A
1. Voeg bij elkaar:

	* Vector DNA 
	x ng

	* Insert DNA   
	x ng

	Ligase 10X buffer
	1,0μl

	T4 DNA Ligase (Weiss units)
	3 units

	milliQ tot een totaal volume van
	10,0μl


* 
De verhouding vector:insert hangt af van het DNA. 

De verhoudingen kunnen liggen tussen 8:1 t/m 1:8
2. Incubeer de reactie ON bij 4oC (of 3 uur bij KT)
Bijlage VI

Transformatie (heat-shock) van DH5α cellen


Invitrogen; Cat.No. 18265-017

1. Ontdooi een aliquot (25μl) van DH5α cellen op ijs.

2. Voeg aan de DH5α cellen het plasmide (20-50ng gesloten vector of 5μl ligatie mix) toe en meng het mengsel voorzichtig.

3. Incubeer de cellen plus het plasmide voor 15 minuten op ijs.

4. Heat shock de cellen voor 45 seconden bij 37oC

5. Cold shock de cellen voor 2 minuten op ijs

6. Voeg 970μl LB medium toe aan de cellen

7. Incubeer de cellen voor 1 uur bij 37oC in een schudstoof

8. Plaat 100μl uit op een LB plaat met de gewenste antibiotica  

(1/10 deel van de totale hoeveelheid bacterien)

9. Draai de overige bacterien af voor 5 minuten bij 4.000 rpm


De cellen vormen een pellet

10. Verwijder 760μl medium van de pellet

11. Plaat de overige 100μl uit op een LB plaat met de gewenste antibiotica 

(9/10 deel van de totale hoeveelheid bacterien)

12. Incubeer de bacterien ON bij 37oC in de stoof
Bijlage VII

PCR 

1. Voeg bij elkaar:

	DNA
	x μl

	MgCl2 (50mM)
	0,75μl

	10X Taq buffer
	2,50μl

	dNTP
	0,50μl

	Primer Forward (10μM)
	1,25μl

	Primer Reverse (10μM)
	1,25μl

	Taq polymerase
	0,12μl

	milliQ tot een totaal volume van
	25,0μl


2. Condities van de PCR reactie:

	95°C
	15 seconden
	

	* 58°C  
	30 seconden
	25 tot 35 X

	72°C
	1 minuut per 1kbp
	


* Temperatuur (Tm) hangt af van de primers.
Tm = ((A+T)*2) + ((C+G)*4) – 2 

Bijlage VIII

Miniprep 

Invitrogen; Cat.No. K2100-11

1. Het lyseren van de bacteriën.

1.1 Centrifugeer het medium met de kolonies voor 15 minuten bij 1.500g

Gooi het supernatant weg, 
1.2 Resuspendeer de pellet in 250(l Resuspension Buffer (R3) + Rnase A 

(van te voren bereid)

1.3 Voeg 250(l Lysis Buffer (L7) toe en meng voorzichtig. 
NIET VORTEXEN!
1.4 Incubeer de oplossing voor 5 minuten bij KT. 
Overtreed deze 5 minuten niet.

1.5 Voeg 350(l Precipitation Buffer (N4) toe en meng direct maar voorzichtig. 
NIET VORTEXEN!
1.6 Centrifugeer voor 10 minuten bij 12.000g

2. Het binden van het plasmide DNA.

2.1 Plaats een Quick Plasmid Mini column in een 2ml wasbuis (de spin column)

2.2 Laad het supernatant uit 1.6 op het filter
2.3 Centrifugeer de spin column voor 1 minuten bij 12.000g

Verwijder het supernatant
2.4 Voeg 500(l Wash Buffer (W10) (van te voren bereid met 96% ethanol) toe aan het filter
2.5 Incubeer de oplossing voor 1 minuut bij KT 
2.6 Centrifugeer voor 1 minuut bij 12.0000g
Verwijder het supernatant
2.7 Voeg 700(l Wash Buffer (W9) (van te voren bereid met 96% ethanol) toe aan het filter
2.8 Centrifugeer voor 1 minuut bij 12.000g
Verwijder het supernatant
2.9 Centrifugeer voor 1’ bij 12.000g

3. Het elueren van het plasmide DNA.

3.1 Plaats het filter in een schone 1,5ml Recovery Tube. 

3.2 Voeg 75(l milliQ toe aan op midden van het filter.

3.3 Incubeer het filter voor 1 minuut bij KT

3.4 Centrifugeer de column voor 2’ bij 12.000g

3.5 In het supernatant zit het zuivere plasmide DNA.

Wanneer er gelijk verder gewerkt wordt (op korte termijn) is het beter om het zuivere plasmide DNA te bewaren bij 4oC. Deze condities zijn nl beter dan steeds ontdooien en invriezen.

Wanneer het DNA op langere termijn niet gebruikt wordt is het wel beter om het op te slaan bij –20oC. 

Bijlage IX

Sequence reactie


Protocol van de “sequence facility” van het Hubrecht Laboratorium

Materialen worden geleverd door de “sequence facility”.
Sequence reactie voor plasmide DNA

1. Voeg bij elkaar

	DNA
	200 – 500ng

	Primer (10μM)
	0,5μl

	Big Dye V3.1
	1,0μl

	Dilution Buffer
	3,0μl

	milliQ tot een totaal volume van
	10,0μl


2. Condities voor de PCR reactie:

	950C
	1 minuut
	

	950C
	10 seconden
	

	500C
	5 seconden
	30 X

	600C
	2 – 4 minuten 
	

	Gebruik langere tijden voor langere templates


3. Breng de volledige 10μl sequence monsters naar de “sequence facility”.
Bijlage X

Sequence reactie


Hairpin protocol

Materialen worden geleverd door de “sequence facility”.

Sequence reactie voor plasmide DNA

1. Voeg bij elkaar:

	DNA
	200 – 500ng

	Primer (10μM)
	 1,0μl

	milliQ tot een totaal volume van
	6,0μl

	Denatureer het DNA voor 5 minuten bij 98°C

Zet het gedenatureerde DNA direct op ijs

	Big Dye V3.1
	2,0μl
	Werk op ijs

	Dilution Buffer
	1,0μl
	


2. Condities voor de PCR reactie:

	98°C
	1 minuut
	

	98°C
	15 seconden
	

	58°C
	10 seconden
	40 X

	60°C
	4 minuten
	


3. Breng de volledige 10μl sequence reactie naar de “sequence facility”.

Bijlage XI

Midiprep


Invitrogen; Cat.No. K2100-05

1. Plaats een kolom in bv een erlenmyer. 

2. Voeg 10ml Equilibration Buffer (E4) toe aan de kolom. Laat de oplossing lopen aan de hand van de zwaartekracht.
3. Centrifugeer het medium voor 5 minuten bij 9.500g 
4. Voeg 4ml Cell Suspension Buffer (E1) + Rnase A (van te voren bereid) toe aan de pellet en resuspendeer de cellen (dmv vortexen).

5. Voeg 4ml Cell Lysis Solution (E2) toe en meng voorzichtig. 
NIET VORTEXEN.
6. Incubeer de oplossing voor exact 5 minuten bij KT 

7. Voeg 4ml Neutralization Buffer (E3) toe en mix onmiddelijk door de tube 5 keer om te keren. 
NIET VORTEXEN
8. Centrifugeer voor 15 minuten bij 9.500g

9. Pipetteer het supernatant op de voorbereide kolom. 
Laat de oplossing lopen aan de hand van zwaartekracht

10. Was de kolom 2 keer met 10ml Wash Buffer (E5). 
Laat de oplossing lopen aan de hand van zwaartekracht

11. Breng de kolom over naar een ander buis.

12. Voeg 5ml Elution Buffer (E6) toe aan de kolom. 
Laat de oplossing lopen aan de hand van zwaartekracht. 

13. Voeg 3,5ml isopropanol toe aan het eluaat en meng deze goed.

14. Centrifugeer voor 40 minuten bij 9.500g bij 4oC

15. Gooi het supernatant weg 
(de pellet is nu zichtbaar)

16. Was de pellet met 1ml 70% ethanol
16.1 Breng 800(l ethanol in de buis en meng de pellet in de ethanol.

16.2 Breng nu alle vloeistof over naar een eppendorf.
16.3 Centrifugeer voor 10 minuten bij maximale snelheid
16.4 Gooi het supernatant weg
16.5 Centrifugeer voor 1 minuten bij maximale snelheid
16.6 Gooi het supernatant weg
16.7 Laat de pellet enkele minuten drogen (1 à 2)

17. Los de pellet met DNA op in 200(l milliQ
Wanneer er gelijk verder gewerkt wordt (op korte termijn) is het beter om het zuivere plasmide DNA te bewaren bij 4oC. Deze condities zijn nl beter dan steeds ontdooien en invriezen.

Wanneer het DNA op langere termijn niet gebruikt wordt is het wel beter om het op te slaan bij –20oC. 

Bijlage XII

Doorzetten van een D3 cel lijn

1. Bekijk de cellen eerst onder een microscoop om de dichtheid te bepalen en om te controleren of er geen bacteriele- of schimmel infecties aanwezig zijn.
2. Verwijder het oude medium van de cellen
3. Was de cellen met PBS-0 (PBS zonder Ca2+/Mg2+)

Doe deze stap nogmaals als de cellen sterk hechten

4. Bedek de gehele oppervlakte van de cellen met trypsine/EDTA en verwijder het weer zo snel mogelijk van de cellen 

(1ml voor een 25cm2 fles)

5. Laat de cellen ong. 2 – 10 minuten staan zodat de cellen goed los kunnen laten van elkaar en van de bodem

6. Bekijk de cellen onder de microscoop om er zeker van te zijn dat alle cellen goed los liggen
Wanneer er cellen blijven hechten kan aan de zijkant van de fles zachtjes getikt worden zodat de cellen los zullen laten 
7. Resuspendeer de cellen in een klein volume van vers medium (1ml) om het trypsine te inactiveren

8. Breng de cellen in een gewenste verdunning over in een nieuwe fles met vers voorverwarmd medium
Bijlage XIII

Transfectie van D3 cellen


Invitrogen; cat.no. 12566-014

* De transfectie condities in dit protocol zijn gebaseerd op de D3 lijn van muis embryonale stamcellen in een 12-wells plaat in serum-vrij medium (D-MEM).

1. Zet de cellen één dag voor de transfectie door, zodat ze op de dag van transfectie een confluentie zullen hebben van 30 – 40%
2. Per reactie:

a. Meng (voorzichtig) 1,6μg DNA in 100μl D-MEM

b. Meng (voorzichtig) de lipofectamineTM 2000 CD voorzichtig voor gebruik

c. Meng (voorzichtig) 4,0μl lipofectamineTM 2000 CD in 100μl D-MEM


Incubeer de lipofectamineTM 2000 CD voor 5 minuten bij KT

d. Meng (voorzichtig) het verdunde lipofectamine met het vedunde DNA


Het totaal volume wordt dan 200μl

e. Incubeer de complexen voor 20 minuten bij KT


De complexen zijn bij KT stabiel voor 6 uur.

3. Vervang het BRL-CM op de cellen voor serum-vrij medium (D-MEM) 

4. Voeg de 200μl van de complexen toe aan de cellen in serum-vrij medium 

(D-MEM) en meng voorzichtig

5. Incubeer de cellen voor 4 – 6 uur bij 37oC in een CO2 incubator

6. Vervang het serum-vrije medium voor medium met serum (BRL-CM)

Bijlage XIV

Immunofluorescentie

Materialen:

· 250ml PBS

· 200ml PBS + 800μl Triton X-100 (0,4%)

-> PBSX

· 15ml PBSX + 56,6mg glycine (50mM)

-> PBSX-gly
· 20ml PBSX + 1,0gr BSA (5%)


-> PBSX-Block
· 140ml PBSX + 140μl CWF Gelatine (0,1%)

-> PBSXG
· 27ml PBSXG + 3,0ml PBSX-Block


-> PBSXG-α
· x μl PBSXG-α + 1ste antilichaam

· x μl PBSXG-α + 2de antilichaam

· 1μl TOPRO + 2μl 1% Triton X-100 + 997μl milliQ
-> TOPRO
· Mowiol

Methode:

1. Verwijder het PBS van de cellen

2. Incubeer de cellen voor 5 minuten met 1ml PBSX met voorzichtig schudden

3. Verwijder het PBSX

4. Incubeer de cellen voor 10 minuten met 1ml PBSX-gly met voorzichtig schudden

5. Verwijder het PBSX-gly

6. Incubeer de cellen voor 30 minuten met 1ml PBSX-Block met voorzichtig schudden

7. Verwijder het PBSX-Block

8. Incubeer de cellen voor 5 minuten met 1ml PBSXG-α met voorzichtig schudden

9. Verwijder het PBSXG-α

10. Incubeer de cellen voor 1 uur met 50μl antilichaam 1

a. Zorg ervoor dat de coverslips niet uitdrogen met behulp van natte tissues

11. Was de cellen 3 keer voor 5 minuten met 1ml PBSXG met voorzichtig schudden

12. Incubeer de cellen voor 5 minuten met 1ml PBSXG-α met voorzichtig schudden

13. Verwijder het PBSXG-α

14. Incubeer de cellen voor 1 uur met 50μl antilichaam 2

a. Zorg ervoor dat de coverslips niet uitdrogen met behulp van natte tissues

15. Was de cellen 3 keer voor 5 minuten met 1ml PBSXG met voorzichtig schudden

16. Was de cellen voor 5 minuten met 1ml milliQ met voorzichtig schudden

17. Incubeer de cellen voor 5 minuten met 50μl TOPRO

18. Was de cellen voor 5 minuten met 1ml milliQ met voorzichtig schudden

19. Breng 3 – 10μl Mowiol op een glaasje 

a. (hoeveelheid mowiol hangt af van de grootte van de groote van de coverslip)

20. Breng de coverslips, met de cellen naar het mowiol toe, op het glaasje

21. Laat de glaasjes overnacht drogen

Bijlage XV

Labelen van cellen voor de FACS

Alle centrifuge stappen worden voor 5 minuten uitgevoerd bij 1000 rcf

Zelf te maken oplossingen:

Was buffer: PBS-0, 0,5% BSA, 1mM Azide

Permebilizatie buffer: was buffer, 0,5% saponin

Antilichamen: Permeabilizatie buffer, gewenste antilichaam

Fixeren van de cellen

1. Was de cellen twee keer met PBS-0
2. Trypsiniseer de cellen met Trypsine-EDTA 

3. Resuspendeer de cellen in 500μl PBS-0
4. Was de cellen nogmaals met PBS-0
5. Resuspendeer de cellen in 100μl PBS-0
6. Voeg 100μl 2% PFA toe aan de cellen

7. Incubeer de cellen voor 20 minuten bij KT

8. Was de cellen twee keer met 200μl 4°C Was buffer

9. Tel de cellen

10. In de wasbuffer zijn de cellen te bewaren bij 4°C

Labelen van de cellen 

1. Was de cellen met 1ml was buffer

2. Permeabilizeer de cellen voor 10 minuten met 200μl permeabilizatiebuffer 

3. was de cellen met 200μl was buffer

4. Incubeer de cellen met 50μl van het het eerste antilichaam voor 30 min. bij KT

5. Was de cellen twee keer met 200μl Was buffer

6. Incubeer de cellen met 50μl van het tweede antilichaam voor 30 min. bij KT

7. Was de cellen met 200μl Was buffer

8. Was de cellen twee keer met 200μl PBS-0
9. Resuspendeer de cellen in 200μl PBS-0
BIJLAGE XVI
Ontworpen siRNA oligo’s

	Gene ID
	TOP/BOT
	Sequence

	18999
	TOP

strand
	GAT-CCG-CCT-GGA-GCT-TTG-GGG-TTA-ATT-CAA-GAG-ATT-AAC-CCC-AAA-GCT-CCA-GGT-TTT-TTG-GAA-T

	
	BOTTOM

strand
	AGC-TAT-TCC-AAA-AAA-CCT-GGA-GCT-TTG-GGG-TTA-ATC-TCT-TGA-ATT-AAC-CCC-AAA-GCT-CCA-GGC-G

	17688
	TOP

strand
	GAT-CCA-TCT-GTC-CGT-GTT-CAT-GTA-TTC-AAG-AGA-TAC-ATG-AAC-ACG-GAC-AGA-TTT-TTT-TGG-AAT

	
	BOTTOM

strand
	AGC-TAT-TCC-AAA-AAA-ATC-TGT-CCG-TGT-TCA-TGT-ATC-TCT-TGA-ATA-CAT-GAA-CAC-GGA-CAG-ATG

	70021
	TOP

strand
	GAT-CCA-GGA-AGA-GCA-GTA-CAC-TCG-TTC-AAG-AGA-CGA-GTG-TAC-TGC-TCT-TCC-TTT-TTT-TGG-AAT

	
	BOTTOM

strand
	AGC-TAT-TCC-AAA-AAA-AGG-AAG-AGC-AGT-ACA-CTC-GTC-TCT-TGA-ACG-AGT-GTA-CTG-CTC-TTC-CTG

	98956
	TOP

strand
	GAT-CCG-AAG-GTG-GAT-AAC-CGA-ATT-CTC-AAG-AGA-AAT-TCG-GTT-ATC-CAC-CTT-CTT-TTT-TGG-AAT

	
	BOTTOM

strand
	AGC-TAT-TCC-AAA-AAA-GAA-GGT-GGA-TAA-CCG-AAT-TTC-TCT-TGA-GAA-TTC-GGT-TAT-CCA-CCT-TCG

	381591
	TOP

strand
	GAT-CCA-GAG-GTA-GAA-GTT-GCT-AGT-TTC-AAG-AGA-ACT-AGC-AAC-TTC-TAC-CTC-TTT-TTT-TGG-AAT

	
	BOTTOM

strand
	AGC-TAT-TCC-AAA-AAA-AGA-GGT-AGA-AGT-TGC-TAG-TTC-TCT-TGA-AAC-TAG-CAA-CTT-CTA-CCT-CTG

	72542
	TOP

strand
	GAT-CCG-TGT-CAT-CCG-CTA-TAT-TGT-TCT-CAA-GAG-AAA-CAA-TAT-AGC-GGA-TGA-CAT-TTT-TTG-GAA-T

	
	BOTTOM

strand
	AGC-TAT-TCC-AAA-AAA-TGT-CAT-CCG-CTA-TAT-TGT-TTC-TCT-TGA-GAA-CAA-TAT-AGC-GGA-TGA-CAC-G

	67201
	TOP

strand
	GAT-CCG-CTC-TCT-AAG-ATG-GAT-CCA-ATT-CAA-GAG-ATT-GGA-TCC-ATC-TTA-GAG-AGT-TTT-TTG-GAA-T

	
	BOTTOM

strand
	AGC-TAT-TCC-AAA-AAA-CTC-TCT-AAG-ATG-GAT-CCA-ATC-TCT-TGA-ATT-GGA-TCC-ATC-TTA-GAG-AGC-G

	319801
	TOP

strand
	GAT-CCG-CAC-TGG-GAT-CAG-TGT-CTT-CTT-CAA-GAG-AGA-AGA-CAC-TGA-TCC-CAG-TGT-TTT-TTG-GAA-T

	
	BOTTOM

strand
	AGC-TAT-TCC-AAA-AAA-CAC-TGG-GAT-CAG-TGT-CTT-CTC-TCT-TGA-AGA-AGA-CAC-TGA-TCC-CAG-TGC-G

	68043
	TOP

strand
	GAT-CCA-TAT-AAC-GTT-GGG-GTA-ATA-TTC-AAG-AGA-TAT-TAC-CCC-AAC-GTT-ATA-TTT-TTT-TGG-AAT

	
	BOTTOM

strand
	AGC-TAT-TCC-AAA-AAA-ATA-TAA-CGT-TGG-GGT-AAT-ATC-TCT-TGA-ATA-TTA-CCC-CAA-CGT-TAT-ATG

	66462
	TOP

strand
	GAT-CCG-CTC-AGG-TTT-GAT-GCG-GAA-TTT-CAA-GAG-AAT-TCC-GCA-TCA-AAC-CTG-AGT-TTT-TTG-GAA-T

	
	BOTTOM

strand
	AGC-TAT-TCC-AAA-AAA-CTC-AGG-TTT-GAT-GCG-GAA-TTC-TCT-TGA-AAT-TCC-GCA-TCA-AAC-CTG-AGC-G

	216820
	TOP

strand
	GAT-CCG-ATG-TTC-TCC-TGA-CAG-ACT-TTC-AAG-AGA-AGT-CTG-TCA-GGA-GAA-CAT-CTT-TTT-TGG-AAT

	
	BOTTOM

strand
	AGC-TAT-TCC-AAA-AAA-GAT-GTT-CTC-CTG-ACA-GAC-TTC-TCT-TGA-AAG-TCT-GTC-AGG-AGA-ACA-TCG

	234388
	TOP

strand
	GAT-CCG-GAT-GAG-GAC-AAA-CAC-GTG-TTC-AAG-AGA-CAC-GTG-TTT-GTC-CTC-ATC-CTT-TTT-TGG-AAT

	
	BOTTOM

strand
	AGT-TAT-TCC-AAA-AAA-GGA-TGA-GGA-CAA-ACA-CGT-GTC-TCT-TGA-ACA-CGT-GTT-TGT-CCT-CAT-CCG


Tabel: De in rood aangegeven sequenties vormen de loop in de hairpin.

Bijlage XVII
Sequence resultaten met het standaard protocol

Forward primer 
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Reverse primer
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Bijlage XVIII
Sequence resultaten met het hairpin protocol1
Forward primer
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Reverse primer
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Bijlage XIX
Sequence resultaten met het hairpin protocol2
Forward primer
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Reverse primer
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Bijlage XX

Morfologie foto’s van mESCs.

mESCs in normale kweek omstandigheden.
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Gedifferentieerde cellen. 
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Morfologie foto’s van mESCs
72 uur na transfectie

mESCs getransfecteerd met de scrambled control
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mESCs getransfecteerd met siRNA tegen Oct4

[image: image49.emf]


[image: image50.jpg]



Zoom: 40 X






Zoom: 100X
Morfologie foto’s van mESCs.

72 uur na transfectie

mESCs getransfecteerd met siRNA tegen Gene ID. 70021
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mESCs getransfecteerd met siRNA tegen Gene ID. 98956
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Morfologie foto’s van mESCs.

72 uur na transfectie

mESCs getransfecteerd met siRNA tegen Gene ID. 381591
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mESCs getransfecteerd met siRNA tegen Gene ID. 72542
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Morfologie foto’s van mESCs.

72 uur na transfectie

mESCs getransfecteerd met siRNA tegen Gene ID. 67201
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mESCs getransfecteerd met siRNA tegen Gene ID. 319801
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Morfologie foto’s van mESCs.

72 uur na transfectie
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mESCs getransfecteerd met siRNA tegen Gene ID. 68043
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mESCs getransfecteerd met siRNA tegen Gene ID. 66462
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Morfologie foto’s van mESCs.

72 uur na transfectie
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mESCs getransfecteerd met siRNA tegen Gene ID. 216820
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Bijlage XXI

Immunofluorescentie foto’s
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Immunofluorescentie foto’s
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Immunofluorescentie foto’s
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Immunofluorescentie foto’s
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Immunofluorescentie foto’s
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Immunofluorescentie foto’s
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Immunofluorescentie foto’s
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Immunofluorescentie foto’s
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Immunofluorescentie foto’s
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Immunofluorescentie foto’s
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	siRNA tegen
	antilichaam tegen
	# uur na transfectie
	% mESCs waar 

	 
	 
	 
	Oct4/CACYBP detecteerbaar is 

	no siRNA
	α-mouse PE
	 - 
	90,3

	scrambled control
	α-Oct4 + PE
	24
	89,3

	scrambled control
	α-Oct4 + PE
	48
	89,2

	scrambled control
	α-Oct4 + PE
	72
	93,5

	scrambled control
	α-Oct4 + PE
	96
	91,3

	Oct4
	α-Oct4 + PE
	24
	55,4

	Oct4
	α-Oct4 + PE
	48
	46,9

	Oct4
	α-Oct4 + PE
	72
	52,6

	Oct4
	α-Oct4 + PE
	96
	55,9

	no siRNA
	α-rabbit PE
	 - 
	95,7

	scrambled control
	α-CACYBP + PE
	24
	97,9

	scrambled control
	α-CACYBP + PE
	48
	89,8

	scrambled control
	α-CACYBP + PE
	72
	93,7

	scrambled control
	α-CACYBP + PE
	96
	96,6

	CACYBP
	α-CACYBP + PE
	24
	96,1

	CACYBP
	α-CACYBP + PE
	48
	94,6

	CACYBP
	α-CACYBP + PE
	72
	93,6

	CACYBP
	α-CACYBP + PE
	96
	87,9


Bijlage XXII

FACS resultaten van getransfecteerde mESCs I
FACS analyse van de optimale transfectie efficiëntie van Oct4 en CACYBP op mESCs

	siRNA tegen
	antilichaam tegen
	# uur na transfectie
	% mESCs waar 

	 
	 
	 
	Msh6 detecteerbaar is 

	scrambled control
	α-mouse PE
	48
	100,0

	scrambled control
	α-Msh6 + PE
	48
	81,8

	Oct4
	α-Msh6 + PE
	48
	88,1

	Msh6
	α-Msh6 + PE
	48
	69,8


Bijlage XXIII

FACS resultaten van getransfecteerde mESCs II
FACS analyse van de optimale transfectie efficiëntie van Msh6 op mESCs

	siRNA tegen
	antilichaam tegen
	# uur na transfectie
	% mESCs waar 

	 
	 
	 
	Oct4 detecteerbaar is 

	scrambled control
	α-mouse PE
	48
	99,5

	scrambled control
	α-mouse PE
	96
	99,7

	scrambled control
	α-Oct4 + PE
	48
	90,9

	scrambled control
	α-Oct4 + PE
	96
	87,9

	Oct4
	α-Oct4 + PE
	48
	69,8

	Oct4 
	α-Oct4 + PE
	96
	73,3

	G.I. 70021
	α-Oct4 + PE
	48
	86,8

	G.I. 70021
	α-Oct4 + PE
	96
	88,3

	G.I. 98956
	α-Oct4 + PE
	48
	90,5

	G.I. 98956
	α-Oct4 + PE
	96
	88,7

	G.I. 381591
	α-Oct4 + PE
	48
	93,1

	G.I. 381591
	α-Oct4 + PE
	96
	88,3

	G.I. 72542
	α-Oct4 + PE
	48
	91,5

	G.I. 72542
	α-Oct4 + PE
	96
	88,3

	G.I. 67201
	α-Oct4 + PE
	48
	91,3

	G.I. 67201
	α-Oct4 + PE
	96
	89,7

	G.I. 319801
	α-Oct4 + PE
	48
	90,3

	G.I. 319801
	α-Oct4 + PE
	96
	89,9

	G.I. 68043
	α-Oct4 + PE
	48
	91,7

	G.I. 68043
	α-Oct4 + PE
	96
	89,8

	G.I. 66462
	α-Oct4 + PE
	48
	91,0

	G.I. 66462
	α-Oct4 + PE
	96
	88,7

	G.I. 216820
	α-Oct4 + PE
	48
	92,0

	G.I. 216820
	α-Oct4 + PE
	96
	87,5


Bijlage XXIV
FACS resultaten van getransfecteerde mESCs III
FACS analyse van transfecties met de siRNAs tegen de ongekarakteriseerde eiwitten in mESCs

	siRNA tegen
	antilichaam tegen
	# uur na transfectie
	% mESCs waar 

	 
	 
	 
	Msh6 detecteerbaar is 

	scrambled control
	α-mouse PE
	72
	100,0

	scrambled control
	α-Oct4 + PE
	72
	93,4

	scrambled control
	α-Msh6 + PE
	72
	79,4

	Oct4
	α-Oct4 + PE
	72
	74,8

	Oct4 
	α-Msh6 + PE
	72
	85,8

	Msh6
	α-Oct4 + PE
	72
	95,4

	Msh6
	α-Msh6 + PE
	72
	66,6

	G.I. 70021
	α-Oct4 + PE
	72
	94,5

	G.I. 70021
	α-Msh6 + PE
	72
	79,8

	G.I. 98956
	α-Oct4 + PE
	72
	93,9

	G.I. 98956
	α-Msh6 + PE
	72
	83,0

	G.I. 381591
	α-Oct4 + PE
	72
	92,9

	G.I. 381591
	α-Msh6 + PE
	72
	78,8

	G.I. 72542
	α-Oct4 + PE
	72
	91,1

	G.I. 72542
	α-Msh6 + PE
	72
	80,4

	G.I. 67201
	α-Oct4 + PE
	72
	92,5

	G.I. 67201
	α-Msh6 + PE
	72
	77,2

	G.I. 319801
	α-Oct4 + PE
	72
	93,8

	G.I. 319801
	α-Msh6 + PE
	72
	79,7

	G.I. 68043
	α-Oct4 + PE
	72
	94,6

	G.I. 68043
	α-Msh6 + PE
	72
	78,2

	G.I. 66462
	α-Oct4 + PE
	72
	94,9

	G.I. 66462
	α-Msh6 + PE
	72
	79,7

	G.I. 216820
	α-Oct4 + PE
	72
	95,0

	G.I. 216820
	α-Msh6 + PE
	72
	78,0


Bijlage XXV
FACS resultaten van getransfecteerde mESCs IV
FACS analyse van transfecties met de siRNAs tegen de ongekarakteriseerde eiwitten in mESCs

mESCs getransfecteerd met de scrambled control
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mESCs getransfecteerd met het siRNA tegen CACYBP 
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 mESCs getransfecteerd met het siRNA tegen Gene ID. 98956
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mESCs getransfecteerd met het siRNA tegen Gene ID. 381591
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mESCs getransfecteerd met het siRNA tegen Gene ID. 72542
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mESCs getransfecteerd met het siRNA tegen Gene ID. 67201
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mESCs getransfecteerd met het siRNA tegen Gene ID. 319801
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mESCs getransfecteerd met het siRNA tegen Gene ID. 68043
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mESCs getransfecteerd met het siRNA tegen Gene ID. 66462
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mESCs getransfecteerd met het siRNA tegen Gene ID. 216820
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