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Povzetek

Kosti v Cloveskem telesu so vse zivljenje podvrzene procesu kostne remodelacije. Pri
remodelaciji kostnega tkiva, osteoklasti del kostnine razgradijo, novo kostnino pa na istem
mestu izgradijo osteoblasti. Ko pride do neravnotezja med razgradnjo in izgradnjo kostnine
se lahko pojavi vrsta patoloskih stanj kot npr. postemnopavzalna osteoporoza,
osteopetroza, ipd. Pomemben sistem ki uravnava kostno remodelacijo je sistem
RANK/RANKL/OPG. Ta sistem poskrbi za odlocilni signal, ki omogoca pre-osteoklastom,
da se razvijejo v zrele celice, oziroma da se zreli osteoklasti aktivirajo.

V magistrskem delu smo Zeleli dokazati, da prisotnost transkripcijskega dejavnika SRY v
celici zniZa izrazanje gena za RANKL v kulturi humanih osteoblastov (HOS). Ker je bil
»in vitro« z luciferaznim testom na nivoju gena ze dokazan vpliv transkripcijskega
dejavnika SRY na izraZanje gena za RANKL, smo Zeleli to potrditi tudi na celicnem
modelu. V celice HOS izolirane iz Zenske, smo vnesli plazmid pcDNA3, ki pa je vseboval
»moski« gen za SRY. Kot negativni kontroli smo uporabili celice s plazmidom pcDNA3
brez gena za SRY in pa celice, katerim smo dodali samo transfekcijski reagent. Po izolaciji
mRNA iz celic, smo s pomo¢jo RT-PCR izmerili izraZzanje gena za RANKL. Tekom
raziskovalnega dela smo ugotovili, da celice HOS zelo slabo izrazajo gen za RANKL in
(posledi¢no) je bila celo metoda RT-PCR premalo obcutljiva, da bi dobili statisticno
znacilne rezultate. Zato smo nadaljevali s kvalitativno imunohistokemi¢no metodo in Zeleli
potrditi samo prisotnost beljakovine SRY v celicah kostnih biopsijskih vzorcev. Kot
negativno kontrolo smo uporabili Zensko kostno tkivo. Primerjali smo tudi izraZanje gena
za RANKL pri moskih in zenskah, v serumskih vzorcih, in dokazali signifikantno razliko
med spoloma. Nasi rezultati so pokazali, da je SRY zelo verjetno vpleten v uravnavanje
izrazanja RANKL v kosteh. Nadalje nas je zanimalo ali SRY vpliva na c-Myb, saj so
prej$nje ugotovitve pokazale, da eden od proteinov SOX lahko interagira s c-Myb
(transkripcijski dejavnik ki ima pomembno vlogo pri uravnavanju proliferacije
progenitornih celic v kostnem mozgu). Opazili smo spremembe v lokalizaciji c-Myb, kar
pomeni, da bi lahko ravno SRY vplival na c-Myb.

Zaklju¢imo lahko, da smo prvi pokazali prisotnost SRY v osteoblastih kostnega tkiva ter
dokazali razlike v izrazanju RANKL med spoloma. To so pomembni zakljucki, ki bodo
nedvomno pomagali osvetliti razlike v kostnih procesih med spoloma tako v fizioloSkem

stanju kot pri boleznih in pri razli¢nih zdravljenjih.



Abstract

Bones in human body all undergo process of bone remodelling. In the process of bone
remodelling osteoclasts remove bone from its surface, new bone is deposition the same
place by osteoblasts. When imbalance between degradation and bone formation occur, it
results in many pathological conditions, such as osteoporosis, osteopetrosis, etc. Important
system that regulates bone remodelling is the system RANK/RANKL/OPG. System
RANK/RANKL/OPG provides decisive signal that allows osteoclasts precursors to
develop in mature cells.

In the master thesis, we want to prove that the presence of transcriptional factor SRY in the
cells reduces expression of gene for RANKL in the culture of human osteoblast (HOS). As
has already been shown at gene level with luciferase test, presence of transcriptional factor
SRY has influence on expression of RANKL gene. It was necessary to confirm this
observation on cell model. To confirm this hypothesis at the cellular level, human
osteosarcoma cells isolated from woman, were transfected with pcDNA3 plasmid
containing the gene for the “male” SRY protein. As a negative control, we used cells
transfected only with the plasmid pcDNA3 without SRY gene, and non-transfected cells
treated just with transfection reagent. Cells were then isolated and mRNA for gene
expression was measured wit RT-PCR. During the research work it was shown that cells of
the human osteosarcoma express RANKL at lower levels, consequently the method of RT-
PCR was insufficiently sensitive.

So we proceed with immunohistochemistry. We wanted to show, that protein SRY is
present in males biopsy bone tissue. As negative control we used female bone tissue. With
this experiment we showed that SRY has important role in regulation of RANKL
expression. We have also compared expression of gene for protein RANKL between males
and females. Here we proved significant difference between genders.

Given previous findings that one of the SOX proteins can interact with c-Myb, we
examined whether the SRY is one who has influence. We have observed changes in the
localization of c-Myb, which means that SRY could have effect on c-Myb.

We were first who showed presence of SRY in bone tissue. We have also proved that there
is difference in RANKL expression between genders. These are important conclusions that
will undoubtedly help to enlighten processes in bone tissue both in physiological condition

as well as in disease and treatments.
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Seznam okrajsav

BMPs — (angl. Bone morphogenetic proteins) kostni morfogenetski protein

BMU —(angl. bone forming unit), enota tvorbe kosti

CREB — (angl.cAMP response element-binding protein ) cCAMP odzivni element
CXCL12 — (angl. C-X-C motif chemokine 12) CXC kemokin

CXCR4 — (angl. C-X-C chemokine receptor type 4) C-X-C kemokinski receptor

DSH — (angl. Disheveled) neurejen (pomembna komponenta WNT signalne poti)
HMG — (angl. High-mobility group) skupina DNA vezocih proteinov

HOS — celice humanega osteosarkoma

ITAM — (angl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif) aktivacijski motiv, ki

telmelji na tirozinu
LRP5 — (angl. Low-density lipoprotein receptor-related protein 5)
M-CSF — makrofagni-kolonije stimulirajo¢i dejavnik

NFATcl — (angl. Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1) jedrni faktor

aktiviranih T celic—1
NF-Kb — jedrni dejavnik kappa-B
OPG - osteoprotegerin

OSCAR - (angl. osteoclast associated  immunoglobulin-like  Receptor)

z osteoklasti povezan imunoglobulinom podoben receptor

PTH — paratiroidni hormon

RANK - receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika kapa-B

RANKL - ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika kappa-B

RT- obratno prepisovanje oz. reverzna transkripcija
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RT-PCR — (angl. real-time polymerase chain reaction) verizna reakcija s polimerazo v

realnem casu

RUNX2 — (angl. Runt-related transcription factor 2)

SOX—(angl. Sry-related HMG box ) HMG boks povezan s SRY

SRY — Regija na kromosomu Y, ki doloca spol (angl. Sex determining region Y)
TCF/LEF1 — (angl.T-cell factor/lymphoid enhancer factor )

TNF — tumor nekrotizirajo¢i dejavnik

TRAF-6 (angl. TNF receptor assiociated factor 6)

WNT - (angl. Wingless-related integration site)
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1. UVOD

Kost je dinamicen organ, ki se vse Zivljenje spreminja. V kostnem tkivu vse Zivljenje
poteka proces kostne prenove oziroma kostne remodelacije. Pri tem procesu se stara
kostnina vseskozi zamenjuje z novo. Stara kost se najprej razgradi, nato pa jo zamenja

nova kostnina.(1,2)

V proces kostne remodelacije sta vkljuceni dve vrsti celic, osteoklasti, ti razgrajujejo
kostnino in pa osteoblasti, ki izgradijo novo kostnino. Aktivnost osteoblastov in
osteoklastov je uravnavana na vec¢ nivojih, lokalno ali sistemsko. Na sistemskem nivoju so
to hormoni (kalcitriol, rastni hormon, PTH, kortikosteroidi, $¢itni¢ni hormoni, spolni
hormoni). Na lokalnem ravni pa kostno remodelacijo uravnavajo citokini, rastni dejavniki
in diferenciacijski dejavniki (OPG, RANKL). Na lokalni ravni so se v novejsih $tudijah kot
zelo pomembne celice pokazali tudi osteociti. To so celice, ki izvirajo iz osteoblastov,
ujetih v kostnem tkivu. Osteociti mo¢no vplivajo na izrazanje signalne molekule lignada
receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika kappa-B s kratico RANKL. Ta pa je nujno
potrebna za dozorevanje osteoklastov in posledicno za razgradnjo kosti. Pri miSih so
dokazali, da zmanjSano izrazanje RANKL pomeni tudi manj BMU (»bone forming units«)
kar pomeni, da je RANKL drazljaj za tvorbo BMU. Osteociti so glavni vir sklerostina, Ki je
antagonist signalni poti WNT s tem lahko osteociti nadzorujejo hitrost in obseg kostne
remodelacije. Osteociti so odzivni tudi na druge dejavnike npr. PTH, ki jih spodbujajo k
izlo¢anju RANKL. (1)

Zelo velik pomen, na podro¢ju poznavanja procesa kostne remodelacije ima tudi odkritje
sistema RANKL/RANK/OPG. Z odkritjem tega sistema je postalo jasno, da je delovanje
osteoklastov pod nadzorom osteoblastov. Osteoblasti izlo¢ajo RANKL in OPG. RANKL
se veze na osteoklaste in poveca njihovo $tevilo in aktivnost, OPG pa tekmuje za vezavo z
RANKL in inhibira njegovo delovanje. V tem sistemu so hitro prepoznali moZnosti za
delovanje zdravil. Pri misih brez genov za RANK in RANKL se je pojavila popolna

odsotnost osteoklastov in zato osteopetroza. (1)



Poleg zdravljenja osteoporoze pa je zelo pomembno tudi pravocasno odkrivanje te bolezni

z namenom prepreciti hujSe stranske ucinke (zlomi). To bi bilo mogoce ugotoviti na

genskem nivoju, kjer bi lahko odkrili posameznike s poveCanim tveganjem za osteoporozo.

1.1Kostna remodelacija

Proces kostne remodelacije oziroma kostne prenove poteka vse zivljenje, kar pomeni, da se

kostnina neprestano odstranjuje in nadomes¢a z novo. Proces kostne prenove je klju¢nega

pomena, za vzdrzevanje skeleta in prilagajanje kosti zunanjim dejavnikom. Osnovna enota

kosti je sestavljena iz osteocitov, osteoklastov in osteoblastov. Aktivnost teh enot uravnava

mnogo dejavnikov: mehanske sile, hormoni, citokini, lokalni dejavniki, itd. (2)

S procesom kostne prenove se:

Vzdrzuje homeostaza kalcija
Zamenija staro kostno tkivo
Organizem prilagaja na okolje

Popravijo poskodbe na kosteh.

V procesu kostne prenove sodelujejo kostne celice:

Osteoklasti so celice, ki lahko resorbirajo staro, Sibko kostnino v kratkem ¢asu. To
so velike ve¢ jedrne celice, ki se razvijejo iz monocitov. Osteoklasti delujejo tako,
da v prostor med kostnino in nagubano membrano osteklasta spustijo proteoliti¢ne
in druge encime. Signal za diferenciacijo in aktivacijo osteoklastov so Stevilni

hormoni: PTH, estrogeni, androgeni, leptin in §¢itniéni hormoni). (3)

Osteoblasti izhajajo iz mezenhimskih celic v kosthem mozgu. Delujejo mnogo
pocasneje kot osteoklasti, saj traja ve¢ tednov, da nadomestijo kostnino, ki so jo
razgradili osteoklasti. Glavni produkt osteoblastov je kolagen tipa I, v manjsi meri
pa sintetizirajo tudi osteoklacin, osteonektin, BMP-je, itd. Osteoblasti imajo tudi

receptor za estrogen.

o Osteociti so najstevilénejse izmed vseh kostnih celic. Razvijejo se iz
osteoblastov. So aktivno vkljueni v kostno prenovo in kontrolne
mehanizme. SluZijo tudi kot mehano-senzori¢ne celice in imajo zelo

pomembno vlogo pri funkcionalni prilagoditvi kosti.



o Neaktivni ploscati osteoblasti (»lining cells«) so ploscate celice, Ki
pokrivajo 80-95% notranje povrSine kosti. Razvili naj bi se iz neaktivnih
osteoblastov. Tvorijo zascitno plast. Dolo¢ene povrSinske molekule na teh
celicah reagirajo z RANK, ki ga najdemo tudi na osteklastnih predhodnikih.

S to interakcijo se lahko pri¢ne cikel kostne prenove. (2,3)

1.1.1 Osteoklastogeneza
Osteoklasti za diferenciacijo iz monocitov potrebujejo dva klju¢na citokina, to sta
RANKL in M-CSF. RANKL naj bi sluzil nadzoru procesa preko aktivacije RANK,
medtem ko je M-CSF potreben za proliferacijo iz monocitov. (4)

RANKL poveca fosforilacijo ITAM (angl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif
— transmembranski kompleks, ki je pomemben za prenos signala v celicah imunskega
sistema), kar poveca izrazanje imunoglobulinom podobnih receptorjev, kot je OSCAR (z
osteoklasti povezan receptor), izrazanje teh pa Se okrepi signal ITAM. RANK-RANKL
interakcija aktivira NFATc1 (jedrni faktor aktiviranih T celic — 1) po alternativni poti. Ta
pot vkljucuje TRAF-6 (angl. TNF receptor assiociated factor — posrednik signala v celici),
c-Jun in c-Fos, ki skupaj tvorita transkripcijski dejavnik, ter p38, ki pa je kinaza povezana
z diferenciacijo apoptozo in avtofagijo. NFATcl je kljuéen za osteoklastogenezo, saj se z
njegovim prekomernim izrazanjem odpravi potreba po RANKL v procesu
osteoklastogeneze. Ob tem pa se tudi monociti, ki so NFATcl (-/-) ne razvijejo v
osteoklaste. (3,4)

1.1.2 Proces kostne remodelacije
Sam proces kostne remodelacije $e ni popolnoma raziskan. Celoten proces traja 30 dni,

skupaj z mineralizacijo pa 120 dni in ga lahko razdelimo v $est stopen;:

1. Faza mirovanja — plast tankih plos¢atih »mirujo¢ih« osteoblastov (angl. lining

cells) se razprostira ¢ez tanko kolagensko membrano na povrsini kosti.

2. Faza aktivacije — ploscate celice se razmaknejo, kar povzro¢i razkritje
kolagenskega matriksa. To kemotakti¢no privabi osteoklaste. V procesu
aktivacije naj bi sodelovale matriks metaloproteinaze, ki jih proizvajajo

osteoblasti.



3. Faza resorbcije — zbiranje in zlitje osteoklastnih predhodnikov, tesno
nalepljanje osteoklastov na kostno povrsino, priprava nagubane membrane,
osteoklasti resorbirajo kost, osteoklasti se pocasi premikajo ali pa so podvrzeni

apoptozi. Ta stopnja traja 2 tedna.

4. Faza preobrata — monociti in endostealne ploscate celice pripravijo povrsino
lakun za izgradnjo nove kostnine, tako da odstranijo ostanke, ki so jih za sabo
pustili osteoklasti. Ob tem na mesto lakune prihajajo predhodniki osteoblastov.

5. Faza zgodnjega oblikovanja — aktivni osteoblasti izgrajujejo osteoid.

6. Faza poznega oblikovanja — mineralizacija osteoida. Mineralizacija traja

priblizno 2 -3 mesece.

7. Faza mirovanja — osteoblasti postanejo ploscate celice ali pa osteociti, ¢e so
ujeti znotraj novonastale kostnine. (2,3,4)

Faza mirovanja
Plast plo€atih celic

Osteoblasti tvorijo

CT T 1T 171
el el
nov osteoid, ki je

- naknadno

kalcificiran

Kost

Aktivacija z mehanskim ali
bikemiénim stimulusom

e

(== -
Povrsinske celice [ ) \® ) Osteoblasti se
se razmaknejo, p n knej
pomaknejo v

membrano pod o) oY resorbirano jamico
njimi pa razgradijo
matriks

\ metaloproteinaze

-y -
Congy

Osteoklasti pridejo Osteoklasti
na mesto, ter se razgradijo kestnino

aktivirajo z zlitem pod njimi

Slika 1: Proces kostne remodelacije

(Povzeto po: Datta H K, Ng W F, Walker J A et al. : The cell bilogy of bone metabolism. J Clin Pathol 2008.
61:577-587.)



1.2Transkripcijski dejavniki

Strukturna enota gena, ki se nahaja pred zacetkom transkripcije je promotor. To je
zaporedje na molekuli DNA, ki doloca, kje se bo vezala RNA polimeraza in s tem kje bo
zacetek transkripcije. Prepisovanje iz dolocenega promotorja nadzorujejo beljakovine, ki
se vezejo na DNA in se imenujejo transkripcijski dejavniki. Kontrolni elementi v
evkariontskem genomu, ki vezejo transkripcijske dejavnike se pogosto nahajajo dale¢ stran
od promotorja, ki ga nadzorujejo. V nekaterih primerih se ta zaporedja nahajajo ve¢ tiso¢
baznih parov vise (nasproti smeri prepisovanja) ali nize (v smeri prepisovanja) od
promotorja. Rezultat tak$ne razporeditve je, da lahko prepisovanje iz enega promotorja

nadzoruje ve¢ transkripcijskih dejavnikov. (5,6)

V osteogenezo in oblikovanje osteoklastov je vpletenih vec¢ transkripcijskih dejavnikov.
Med njimi so najve¢ proucevali: z RUNT povezan transkripcijski dejavnik 2 (Runx2),
Osterix (Osx) in regija, ki dolo¢uje spol Y-box 9 (Sox9). (7)

Regulacija

Transkripcijski dejavnik

GEN

Vezavno mesto

Beljakovina

Slika 2: Shematski prikaz delovanja transkripcijskega dejavnika

(Povzeto po: https://howardhughes.trinity.duke.edu/blogs/2011/06/24/zinc-fingers-plasmids-and-my-battle-with-e-
coli 20.4.2014)
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1.3RANKL in sistem RANK/RANKL/OPG
Sistem RANK/RANKL/OPG ima klju¢no vlogo v procesu kostne premene. Glavne celice,

Ki uravnavajo kostno premeno niso osteoklasti, kot so domnevali pred leti. Po odkritju
regulatornega sistema RANKL/RANK/OPG je postalo jasno, da so glavne celice, ki
nadzorujejo delovanje osteoklastov v resnici osteoblasti. Osteoblasti izlo¢ajo RANKL in
osteoprotegrin (OPG). RANKL se veze na receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika kB
(RANK; receptor activator of nuclear factor «B). RANK se nahaja v membrani
osteoklastnih predhodnikov. Vezava RANKL na RANK povzroci, da se povecata Stevilo in
aktivnost osteoklastov. OPG je topni receptor za RANKL in tekmuje z RANKL za vezavo
na RANK. Na ta na¢in OPG inhibira delovanje RANKL. Preko tega sistema osteoblasti, ki

so sicer odgovorni za sintezo kostnega matriksa, uravnavajo tudi razgradnjo kosti.(2)

RANKL je skupaj z M-CSF(makrofagni kolonije stimulirajo¢i dejavnik) nujen tudi za sam
razvoj osteoklastov iz krvotvornih mati¢nih celic. 1z teh celic se v kostnem mozgu
razvijejo mononuklearne celice monocitno-makrofagne linije. Te celice preidejo do mesta
razgradnje kostnine, se vezejo na kostni matriks in se pod vplivom RANKL in M-CSF

preobrazijo v ve¢ jedrne zrele osteoklaste. (2)

RANKL pa ni pomemben samo za diferenciacijo osteoklastov, ampak je tudi modulator
delovanja in preZivetja teh celic. Sistem RANKL/RANK/OPG sodeluje tudi pri prezivetju
in aktivaciji dendriti¢nih celic, aktivaciji celic T, razvoju limfati¢nega sistema in mle¢nih
zlez, diferenciaciji celic B, pri termoregulaciji pri Zenskah ter pri zviSanju telesne
temperature ob vnetju. Sistem RANKL/RANK/OPG ponuja kar nekaj moznosti za
zdravljenje z bioloskimi zdravili. Pri misih brez genov za RANKL ali RANK se je razvila
osteopetroza zaradi popolne odsotnosti osteoklastov. Pri misih brez gena za OPG pa se je

ze zelo zgodaj razvila osteoporoza zaradi povecane diferenciacije osteoklastov. (1,7,8,9,10)
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Slika 3: Sistem RANK/RANKL/OPG

(Povzeto po: Bartl R, Frisch B: Osteoporosis: Diagnosis, Prevention, Therapy, Second Edition, Springer-Verlag,
Berlin Heidelberg, 2009, 1-27.)

RANKL je homotrimerni transmembranski protein, ki se izraza kot vezan na membrano ali
pa v topni obliki. Ta je rezultat proteoliti¢ne cepitve ali alternativnega spajanja. Ekspresijo
RANKUL stimulirajo enaki dejavniki, ki stimulirajo oblikovanje in aktivnost osteoklastov.
RANKL je moc¢no izraZen v limfnih vozlih, prizeljcu in pljucih. V vnetih sklepih se izraza
v sinovijskih celicah in izloca iz aktiviranih T celic. Ti viri RANKL so posredno odgovorni

za unicenje sklepa pri bolnikih z revmatoidnim artritisom.
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Slika 4: Vloga RANKL v kosti in drugih tkivih
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(Povzeto po: 7Boyce BF, Xing L: Biology of RANK, RANKL and osteoprotegerin. Artritis Res Ther, 2007; 9(1).)



RANKL tako kot TNF stimulira spro§¢anje nezrelih mati¢nih celic v krvni obtok. Za
preklop v diferenciacijo osteoklastov je potrebno izrazanje c-Fos v osteoklastnih

predhodnikih. C-Fos je transkripcijski dejavnik, ki ga aktivira ravno RANKL. (7)
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Slika 5 Delovanje RANKL

(Povzeto po: Boyce BF, Xing L: Biology of RANK, RANKL and osteoprotegerin. Artritis Res Ther, 2007;
9(1))

1.3.1 Uravnavanje izrazanja RANKL
PTH, prostaglandin E2, deksametazon, provnetni citokini (IL-1) in TNF, D3 stimulirajo
izrazanje RANKL. Na drugi strani pa estrogen in TGFf zavirata izraZanje RANKL. Znano
je, da je nadzor regulacije OPG in RANKL ravno obraten. Nivo RANKL se povisa v
malignih tumorjih in pri raku kosti. Rak in neuravanje mnogih citokinov in hormonov

lahko spremeni kostno presnovo preko izrazanja RANKL. (7,10,12)

1.3.2 RANKL v osteoblastih
Nekateri dokazi kazejo na to, da so celice osteoblastne linije pomemben vir RANKL. Ti
dokazi temeljijo na lokalizaciji celic ki izrazajo RANKL v kostnih rezinah in detekciji

izrazanja RANKL v celicah lobanje glodalcev. Vendar pa pri vseh raziskavah niso nasli



RANKL v osteocitih. Ravno osteoblastni predhodniki naj bi bili pomemben vir RANKL v
kosti. Podporne celice osteoklastov izrazajo RANKL, medtem ko celice osteoblastne linije

relativno osteoblastno specificne gene (npr. osteokalcin). (1)

1.3.3 PTH (Paratiroidni hormon)
PTH je eden najmocnejSih spodbujevalcev izrazanja RANKL v osteoblastnih celicah. Na
to lahko sklepamo iz socasnega znizanja nivoja RANKL in Stevila osteoklastov pri
glodalcih s pomanjkanjem PTH. PTH deluje preko aktivacije protein kinaze A (PKA) —
cAMP poti. Za odziv je potrebna tarca te poti »protein, ki veze cAMP odzivni element«

(CREB). (7)

1.4C-Myb

c-Myb protein je transkripcijski dejavnik, ki ima klju¢no vlogo pri regulaciji proliferacije
in diferenciacije progenitornih celic v kostnem mozgu. c-Myb je bil prvotno odkrit kot
celiéni homolog v-Myb, ki je transformirajoci retrovirusni onkogen povezan z levkemijo
pri pti¢ih. Za c-Myb je dokazano, da deluje kot onkogen pri ve¢ vrstah tumorjev, tudi pri
raku dojk. Geni, ki nosijo zapis za proinvazivne faktorje, kot sta CXCL12 in CXCR4 so
bili odkriti kot tarce za ta transkripcijski dejavnik, torej c-Myb. (12,13)

C-Myb je bil pri nasem delu pomemben zato, ker je bilo v diplomski nalogi z naslovom
Iskanje vezavnih mest za transkripcijske dejavnike vpletene v izrazanje gena RANKL v
osteoblastnih celicnih kulturah, dokazano, da se lahko SRY in c-Myb veZeta na
regulatorno regijo gena za RANKL. Pri tej nalogi so dokazali tudi, da imata vezavni mesti
za ta dva transkripcijska dejavnika dejanski vpliv na izrazanje RANKL na nivoju gena.
(14)

1.5SRY

SRY spada v skupino transkripcijskih dejavnikov SOX. Ta skupina ima mnoge pomembne
vloge v razvoju, ki jih opravlja z aktivacijo ali represijo tocno doloCenih genov preko
interakcij z drugimi proteini. SOX skupina ima 20 ¢lanov, ki jih lahko razdelimo v 10
podskupin glede na podobnost zaporedja. SOX proteini se vezejo v vezavno mesto na
DNA preko domene high-mobility group (HMG). Ta domena je sestavljena iz treh verig in

se veze v mali zleb DNA. HMG je v sami skupini SOX zelo ohranjena, prepoznavno mesto



zanjo pa je AITA/ITCAAA/TG. Razlike med transkripcijskimi dejavniki nastanejo zaradi
ostalih delov proteina. Za nas je zlasti zanimiva mutacija v SOX9, ki povzroc¢i kostno

dismorfologijo.

Protein SRY lahko razdelimo na 3 domene: N-kon¢no domeno, srednjo domeno in C-
kon¢no domeno. Srednja domena je sestavljena iz 77 ostankov in se lahko veze na DNA —
high mobility group (HMG) box. S primerjavo med razli¢nimi zivalskimi vrstami so
ugotovili, da je samo ta regija ohranjena. HMG box je domena sestavljena iz priblizno 80
ostankov, ki omogoca, vezavo v mali zleb DNA veliki skupini beljakovin druzine HMG-

1/HMG-2. To druzino lahko razdelimo v dve funkcionalni skupini:

- Transkripcijski faktorji, ki se vezejo specifi¢ni glede na zaporedje na DNA (SRY,
SOXS5, itd.)

- Transkripcijski faktorji, ki kazejo malo oz. nobene specifi¢nosti. (15,16)

1.6 WNT/R-kateninska signalna pot

Med iskanjem klju¢nih molekul, ki so vpletene v nastajanje in aktiviranje osteoblastov so
raziskovalci ugotovili, da ima pri tem zelo pomembno vilogo signalna pot WNT/B-katenin.

Z aktivacijo te signalne poti se kostna masa poveca preko razlicnih mehanizmov.

Skupina glikoproteinov WNT lahko sodeluje pri aktivaciji treh lo¢enih znotrajceli¢nih
signalnih poti. Ena izmed teh je tudi WNT/B-katenin pot oz. kanonicna WNT pot. Z
genetskimi Studijami so dokazali, da ima ta pot skupaj z BMP signaliziranjem in
transkripcijskim dejavnikom RUNX2 (CBFA1/AML3) pomembno vlogo v razvoju

skeleta, razvoju osteoblastov in oblikovanju kosti.

LRP5/6 (angl. lipoprotein receptor-related protein 5) je klju¢nega pomena v tej signalni
poti. LRP5/6 tvori receptorski kompleks z Fz (angl. Frizzled — druzina z G proteinom
sklopljenih receptorjev). Na ta receptorski kompleks se veze beljakovina Wnt, kar povzroci
fosforilacijo citoplazemskega dela LRP5/6, ob tem pa nastane tudi vezavno mesto za aksin.
APC (angl. adenomatous polyposis coli — negativni regulator koncentracije beta katenina,
povezan s celicno adhezijo; tumor supresorski gen) in Dsh (angl. Dishevelled —
citoplazemski fosfoprotein,, ki deluje takoj za Fz in je v celi¢no diferenciacijo) se vezeta na
aksin in onemogocita nastanek glikogen sintaze kinaze 3B (GSK3pB). Ker je GSK3p

onemogocen, je s tem preprecena fosforilacija B-katenina. Ta se zaCne kopiciti v citoplazmi
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in prehaja v jedro. V jedru se B-katenin veze na transkripcijski dejavnik TCF/LEF1, kar

sprozi izrazanje tar¢nih genov , vecjo proliferacijo osteoblastov in tvorbo kostnine.

(2,4,11,17)
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2. Namen dela

V predhodnih genetskih studijah promotorja RANKL je bilo ugotovljeno, da sta
transkripcijska dejavnika SRY in c-Myb vpletena v izrazanje RANKL tako, da zmanjSata
njegovo izrazanje in vitro na genetskem nivoju. V naSem diplomskem delu bomo
natan¢neje preucili vlogo transkripcijskega faktorja SRY na izrazanje RANKL na celi¢nem
modelu, v bioptih humanega kostnega tkiva in serumskih vzorcih bolnikov. Zelimo

ugotoviti:
1. Ali je beljakovinaSRY prisotna v celicah HOS in v kostnem tkivu moskih.
2. Kako SRY vpliva na izrazanje RANKL ter kaj se ob vnosu SRY zgodi z c-Myb.

3. Ali prisotnost pcDNA3-hSRY gena v celicah HOS zniza izrazanje RANKL v

primerjavi s HOS celicami tretiranimi samo s pcDNA3

Preveriti zelimo dve hipotezi:
1. Ob pristnosti SRY se zniza izrazanje RANKL v kulturi humanih osteoblasnih celic
HOS

2. Obstaja razlika v izraZanju RANKL med moskimi in Zenskami.

Za potrditev hipotez bomo uporabili metodo verizne reakcije polimerizacije v realnem
casu, ki nam bo dala odgovore o razliki oz. korelaciji v izrazanju gena za RANKL. S
pomocjo slikovnih tehnik imunocitokemije (imunofluorescence) in imunohistokemije
bomo poskusali dokazati uspesno transfekcijo in pa SRY v kostnih vzorcih osteoporoznih

in osteoartroznih bolnikov.

Za statisticno analizo bomo uporabili racunalni$ka programa za statisticno obdelavo

podatkov SPSS 20 in Microsoft Excel.
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3. Materiali in metode

3.1 Materiali

Preglednica I:Uporabljena laboratorijska oprema

Oprema Proizvajalec
Avtomatske pipete Eppendorf
Nastavki za pipete Starlab

Epice razli¢nih volumnov

Plasti brand, Eppendorf

Hladilnik Gorenje
Zamrzovalnik Gorenje
Tehnica Kern
Avtoklav Steril Technik AG
Stresalnik Labnet
Gorilnik Labogaz 206 Campinggaz
Centrifuga namizna LMS
Centrifuga 5805 R Eppendorf
Centrifuga 5415 R Eppendorf
Centrifuga minispin Eppendorf

Nanodrop ND-1000

Thermo Scientific

Cikli¢ni termostat C1000 Thermal Cycler

Bio-Rad

Sterilne erlenmajerice

Razli¢ni proizvajalci

Falkonke

TPP

Steklenice za celi¢ne kulture (75mL)

TPP

Inkubator za celi¢ne kulture

Heraeus Instrument

Centrifuga za celi¢ne kulture

Thermo Scientific

Mikroskop Olympus CX40

Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg,

Nemicija

Plos¢ice za celi¢ne kulture (6 luknjic)

TPP
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ProLong® Antifade kit

Molecular probes ™ | Invitrogen

Krovna stekelca Assistent 50 Elka

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim,

Nemcija

Objektna stekelca Assistent 50 Elka

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim,

Nemcija

Invertni svetlobni mikroskop CX40-SL

Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg,

Nemicija

Bidestilirana sterilna voda

Hoechst 33342®

Molecular Probes ™ | Invitrogen

Goveji serumski albumin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stenheim,

Nemcija

Medij DMEM

Sigma, Chemical Co.St.Louis, ZDA

Paraformaldehid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stenheim,

Nemcija

Triton X-100

Aldrich, Nemcija

3.2 Uporabljene kemikalije

Preglednica I1: Uporabljene kemikalije

Kemikalija Proizvajalec
Antibiotik ampicilin Sigma-Aldrich
Destilirana voda Elga aparat
Isopropanol Merck KGaA
Tris baza (1M) Sigma-Aldrich
Na,EDTAxX2H0 Sigma-Aldrich
Etanol (100%) Merck KGaA
Medij za gojenje celi¢nih kultur DMEM Sigma-Aldrich
Fetalni goveji serum (FBS) Gibco
Antibiotik/antimikotik Gibco
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L-glutamin Gibco

NaCl Sigma-ALdrich
Na;HPO4 Fluka

KH2PO4 Fluka

HCI Sigma-Aldrich
Tripsin Gibco

3.3 Uporabljeni reagencni kompleti

Preglednica I11: Uporabljeni reagen¢ni kompleti

Reagenc¢ni kompleti Proizvajalec

TRIzol ® Reagent Ambion®, ZDA
HotStar HiFidelity Polymerase Kit QIAGEN, Nemc¢ija
FUGENE® HD Transfection Reagent Thermo Scientific, ZDA

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit | Applied Biosystems ®
Eva Green gPCR Mix Biotium Inc. ZDA

ab64264 - Mouse and Rabbit Specific | Abcam
HRP/DAB (ABC) Detection IHC Kit

3.4 Vzorci za dolocanje razlike v izrazanju RANKL med spoloma

Za namen dolocanja razlike v izraZanju RANKL med moskimi in Zenskami smo uporabili
serumske vzorce 112 preiskovancev. 42 preiskovancev je imelo diagnosticirano
osteoartrozo, 58 jih je imelo osteoporozo, ostalih 12 pa je bilo kontrolnih preiskovancev.

Izmed vseh je bilo 75 moskih in 37 Zensk.

3.5 Gojenje celic na ploscici s Sestimi luknjicami

Za na$ poskus smo potrebovali priblizno 100 000 celic. Poskus smo izvajali na celicah
HOS (celice humanega osteosarkoma). Celice smo pred presaditvijo gojili v gojilni
posodici s povr§ino 75 cm?. Za uspesno rast potrebujejo celice ustrezen medij. V nasem
primeru smo celice gojili v mediju DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), ki smo
mu dodali FBS (inaktiviramo komplement tako, da pol ure segrevamo odtaljenega na

56°C). V medij smo naknadno dodali $e antibiotik, antimikotik ter L-Glutamin. Celice smo
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gojili do 80-90% konfluentne rasti oz. tako dolgo da smo imeli dovolj celic za poskus.

Presajanje celic smo izvedli po naslednjem postopku:

Celicam smo odvzeli rastni medij. Nato smo jih prelili z 3 mL mesanice tripsin-EDTA. Za
tem je sledila inkubacija 3-5 minut, da so se vse celice odlepile od povrSine - Stevilo
odlepljenih celic smo opazovali pod invertnim mikroskopom. Delovanje tripsina smo
ustavili z dodatkom 5mL medija. Suspenzijo celic smo nato prenesli v falkonko in
centrifugirali 2-3 min pri 1200 obratov na minuto. Supernatant smo previdno odpipetirali
in preostanek celic resuspendirali v 1 mL sveZega medija. Na koncu smo celice presteli in
jih doloceno stevilo (priblizno 100000/ luknjico) dali v vnaprej pripravljeno gojisce v

ploséici s Sestimi luknjicami. (18,19)

3.6 Stetje celic v Neubauerjevi komori

Za stetje smo 50 pL suspenzije celic pomesali S tripanskim barvilom, v razmerju 1:2.
Mesanico celic in barvila smo nanesli pod krovno stekelce na Neubauerjevi komori.
Presteli smo celice v Stirih vecjih krajnih kvadratih na stekelcu. Volumen enega kvadrata je
0,1 mm? (Imm x Imm x 0lmm), kar je enako 0,1uL. Izra¢unali smo povpre¢no Stevilo

celic v vseh $tirih kvadratih. S tem smo dobili priblizno oceno Stevila celic v 0,1 pL. Tako

smo ob upostevanju redc¢itve izracunali Stevilo celic v 1puL, kar smo kasneje upostevali pri

nacepljanju celic.

Slika 6 Mreza v Neubauerjevi komori

3.7 Transfekcija — orodje za vnos gena v celico

Transfekcija je postopek s katerim lahko tuje nukleinske kisline vnesemo v celico in s tem

proizvedemo genetsko spremenjeno celico. Poznamo ve¢ metod transfekcije: bioloske,
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kemi¢ne in fizikalne. Idealna metoda za transfekcijo bi morala zagotoviti visoko
ucinkovitost, majhno citotoksi¢nost, minimalen vpliv na fiziologijo celice, ter biti

enostavna za uporabo in ponovljiva.

Pri nasem delu smo za transfekcijo uporabili FUGENE® HD Transfection Reagent. To je
ve¢komponentni reagent, ki z DNA tvori kompleks, ki se nato prenese v celico. FUGENE®

HD Transfection Reagent ima Stevilne prednosti:

- visoka ucinkovitost transfekcije, pri ve€ini pogosto uporabljanih celi¢nih linij,

- povzro¢a minimalno citotoksi¢nost in spremembe v morfologiji; pri transfekciji ni
potrebno odstraniti rastnega medija,

- primeren tako za prehodno kot trajno transfekcijo,

- ni potrebna menjava rastnega medija.

Najbolj uporabljane metode za transfekcijo so kemiéne. Pri teh metodah najpogosteje
uporabljamo kationski polimer, kalcijev fosfat, kationski lipid in kationsko aminokislino.

Za transfekcijo smo v plosc¢ico s Sestimi luknjicami nacepili priblizno 100 000 celic, da je
bila konfluentna rast priblizno 50-60%. Transfekcijski reagent smo segreli na sobno T in
premesali. DNA (plazmid) smo razredcili tako da smo imeli 1pg DNA na 100 pL gojisca.
IzraCunano kolicino DNA smo nato razdelili v mikroepruvete. Razred¢eni DNA smo
dodali 3 uL transfekcijskega reagenta, mo¢no pretresli in inkubirali 15 min na sobni T. Za
tem smo 100 pL transfekcijskega kompleksa nanesli direktno na celice (ne na steno
luknjice). Celice s transfekcijskim reagentom smo inkubirali 24 ur, nato pa smo iz celic s

pomocjo TRIzol reagenta izolirali mRNA (18)

Preglednica 1V: MeSanica za transfekcijo

Komponenta Koli¢ina (na luknjico)
Plazmidna DNA 1000 ng/ konc. Plazmidne DNA
DMEM 100pL
FuGene 3uL

3.8 lzolacija RNA iz celicne kulture

Izolacija RNA iz samih celic je zelo pomemben korak, saj je ravno od natan¢nosti in

previdnosti pri izolaciji odvisno nadaljnje delo. Pri naSem poskusu smo se odlocili za
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izolacijo z liznim reagentom TRIzolom®. TRIzol® je za uporabo pripravljen reagent.
Uporablja se za izolacijo visoko kakovostnih RNA, DNA in beljakovin iz celic in razlicnih
tkivnih kultur. TRIzol® je enofazna raztopina sestavljena iz fenola, gvanidinijevega
izotiocianata in drugih sestavin, ki sluzijo izolaciji RNA tako z visoko kot nizko

molekulsko maso.

Reagenti:

TRIreagent

- kloroform

- izopropanol (2-propanol)
- 75% etanol

- voda

- PBS

3.8.1 Homogenizacija
Celicam smo odstranili medij in jih sprali z ImL PBS (na luknjico). Nato smo dodali 1mL
trizola (ImL trizola na 3,5cm povrsine), da bi izboljsali lizo celic smo lizat nekajkrat
potegnili v pipeto. Uspesnost lize smo opazovali pod invertnim mikroskopom. Liza je bila

uspesna, takrat ko smo v luknjici videli samo $e ostanke celicne membrane.

3.8.2 Fazna separacija
Celice z liznim reagentom smo prenesli v mikrocentrifugirke. Homogenizirane vzorce smo
nato inkubirali 5 minut na sobni T. Dodali smo 0,2 mL kloroforma na 1mL liznega
reagenta in mocno pretresali 15 sekund. Da je potekla fazna separacija, smo pustili
mesanico stati 5 minut na sobni T. Vzorce smo nato centrifugirali pri 12 000x g, 15 min na
4°C, po centrifugiranju je bila RNA v vodni fazi. Vodno fazo smo nato previdno odstranili

in jo prenesli v novo mikrocentrifugirko.

3.8.3 Izolacija RNA
Vodni fazi smo dodali 0,5 mL izopropanola na 1 mL liznega reagenta in vzorce pustili stati
10 minut na sobni T. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali pri 12 000x g 10 min na 4°C.

Oborina RNA je bila na dnu in ob strani mikrocentrifugirke. Nato smo previdno odstranili
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supernatant, pri tem smo pazili da nismo odstranili slabo vidne oborine RNA ob steni

mikrocentrifugirke. Po potrebi smo centrifugiranje podaljsali ali ponovili.

3.8.4 Spiranje RNA
Oborino RNA, ki je ostala na dnu in ob strani smo sprali z ImL 75% etanola na 1mL
liznega reagenta. MeSanico smo premeSamo in centrifugirali pri 7500 x g 5 min na 4°C.

Spirek smo zavrgli, RNA pa susili 5-10 min (ves etanol se mora posusiti).

3.8.5 Ponovno raztapljanje RNA
Pelet RNA ki ostane po suSenju smo ponovno raztopili v 21 pL vode brez RNAz. 6 puL od
tega smo prestavili v drugo mikrocentrifugirko in kasneje uporabili za merjenje
koncentracije na aparatu Nanodrop. Da se je celotna RNA raztopila smo inkubirali 2x 10
min in med tem s pipeto spirali 1cm nad dnom mikrocentrifugirke, da smo odstranili

morebitne ostanke RNA na steni mikrocentrifugirke.

3.9 Merjenje kakovosti izolirane RNA na aparatu Agilent 2100 bioanalyzer

Ker smo pri nasem delu merili izrazanje genov, je bila zelo pomembna kakovost izolirane
mMRNA. Kakovost izolirane RNA smo preverili s tako imenovanim »laboratorijem na ¢ipu«
(Agilent RNA 6000 Nano Kit). Pri tej metodi se za dolocanje kolicine RNA uporablja
fluorescentno barvilo. Z uporabo mikrofluidne tehnologije nam sistem na ¢ipu omogoca
lo¢itev nabitih bioloSkih molekul v avtomatiziranem procesu pri katerem se zmanjSa
variabilnost zaradi rokovanja z vzorci. Aparat Agilent 2100 bioanalyzer za vzbujanje
fluorescentne svetlobe interkalirajocih barvil uporablja laser, kar pripomore k vi§jemu
nivoju obcutljivosti. Podatki pa so predstavljeni na razumljiv in jasen nacin tudi v

tradicionalni obliki z elektroferogramom.

RNA je termodinamsko stabilna molekula, ki pa jo zelo hitro razgradijo RNAze, ki so
prisotne povsod. Kot rezultat encimske razgradnje se v vzorcu pojavijo kratki odseki RNA,
ki lahko v pomenijo napa¢ne rezultate v nadaljnji analizi. Zgodovinsko se je intergriteta
RNA dolocala z uporabo elektroforeze na agaroznem gelu. Tipi¢na gelska slika je bila
sestavljena iz dveh lis 28S in 18S rRNA, poleg teh pa se je lahko pojavilo $e nekaj lis, kjer
so bili kraj$i odseki RNA. Kot ¢ista RNA se smatra tista, ki ima razmerje 28S:18S
priblizno 2.0 ali vi§je. S prihodom avtomatizirane analize RNA, kot jo omogoca Agilent

2100 bioanalyzer pa se je pojavila potreba po orodju za standardizacijo nadzora kvalitete
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RNA. V ta namen so razvili racunalniski algoritem, ki nam omogoca izra¢un RNA Integrity
number (RIN).V praksi je RIN Stevilo med 1 in 10. 1 opisuje najbolj razgrajeno RNA,
medtem, ko 10 pomeni najbolj intaktno RNA. Za uporabo pri RT-PCR je priporocljiva
RNA zRIN nad 7. (21)

3.9.1 C(iscenje elektrod
Pred samo pripravo vzorcev za analizo je bilo potrebno pripravit aparat. Najprej smo
Cistilni ¢ip napolnili 350uL RNAse zap. Cip smo za 1 minuto vstavili v aparat Agilent
2100 bioanalyser. Nato smo ¢ip spraznili in ga napolnili z vodo brez RNAz in jo dali v

aparat za 10 sekund.

3.9.2 Priprava gela
Reagente smo pred uporabo 30 minut pustili na sobni temperaturi, da so se ogreli. Nato
smo 550uL gelskega matriksa odpipetirali v epruveto za filtriranje. V mikrocentrifugi smo
gel centrifugirali 10 minut pri 1500g. Filtrirani gelski matriks smo nato razdelili v RNase-
free mikrocentrifugirke - 65uL v vsako. Gelski matriks lahko shranimo v hladilniku za 4

tedne, en alikvot pa zadostuje za 2 ¢ipa.

3.9.3 Priprava barvila
Barvilo vsebuje DMSO, zato moramo z njim ravnati kot s potencialnim mutagenom in biti
pri delu z njim Se posebej previdni. Barvilo se mora pred uporabo segreti na sobno
temperaturo, za to smo ga 30 minut inkubirali pri sobnih pogojih. Nato smo izvedli tako
imenovani »spin down« (kratko centrifugiranje), da smo vso barvilo spravili na dno
centrifugirke. 1puL barvila smo dodali 65uL filtriranega gela. MeSanico smo nato dobro

premesali na vibracijskem mesalu in centrifugirali 10 minut pri 13 000 X g.

3.9.4 Priprava vzorcev in lestvice
Pred uporabo smo vzorce in lestvico odtajali na ledu. Da smo se izognili nastanku
sekundarne strukture smo vzorce denaturirali 2 minuti pri 70°C. 4uL vsakega vzorca smo

nato pripravili v mikrocentrifugirke.

3.9.5 Dodajanje gelskega barvila
Barvilo smo pred uporabo 30 minut odtajali na sobni T in ga pri tem zascitili pred
svetlobo. 9uL barvila smo odpipetirali na dno luknjice, ki je bila oznacena za dodajanje

barvila.
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3.9.6 Konc¢na priprava Cipa
Stoparico smo nastavili na 30 sekund in zaprli pokrov nastavka za &ip. Bat smo
enakomerno potisnili tako dalec, da je posebna rocka bat ustavila. Poc¢akali smo 30 sekund
in rocko sprostili. Bat se je pocasi dvignil na 0,7 mL nato smo ga potegnili na ImL. Pokrov
¢ipa smo nato odprli in v vsako luknjic dodali $e 9 uL v dve luknjici oznaceni z G. Za tem
smo Vv luknjico oznaceno za lestvico in 12 luknjic z vzorci dodali §e 5 pL markerja. 1uL
lestvice smo odpipetirali v luknjico oznaceno s simbolom za lestev. V ostalih 12 luknjic pa
smo dodali naSe vzorce. Za vsak vzorec smo si oznalili v katero luknjico smo ga
odpipetirali. Ko so bile vse sestavine plos¢ici smo ¢ip postavili na stresalnik Agilent za 1

minuto. Po stresanju je bil ¢ip pripravljen za analizo v aparatu.

3.10 Obratno prepisovanje

Pri preucevanju izrazanja genov je zelo pomemben korak obratno prepisovanje oz.
reverzna transkripcija. Ob uporabi pravih reagentov, lahko mRNA prepiSemo v enoverizno
cDNA, kar nam omogoca izvedbo nadaljnih analiz (RT-PCR, PCR, ...). Pri naSem delu
smo uporabili High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, ki je posebej validiran in
optimiziran za arhiviranje cDNA za uporabo pri kvantifikaciji in $tudijah ekpresije. High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit sestavljajo naklju¢ni zacetniki za prepis RNA v
cDNA. cDNA, ki jo dobimo ne potrebuje ¢is€enja, saj korak inkubacije pri 85°C 5 minut

zagotavlja, da se inaktivirajo vse komponente potrebne za reverzno transkripcijo (zacetniki

in encim). Ta komplet nam omogoca pretvorbo 2ug RNA v reakcijskem volumnu 20 pL.
Kit sestavljajo:

- 10x RT pufer (ImL)

- 10x RT nakljuéni zaetniki (1mL)

- 25x dNTP mix (100nM)

- MultiScribe Reverse transcriptase 50 U/uL
- Inhibitor RNAz (100unL)

Za sintezo enoverizne cDNA iz celokupne RNA smo najprej pripravili 2-kratni master mix
(20 nuL). Komponente smo pocasi odtajali na ledu. Glede na Stevilo vzorcev smo izracunali
koli¢ine, ki jih potrebujemo. »Master miks« (MM) smo pripravili v vecjo

mikrocentrifugirko — za vse vzorce in standarde. Nato smo MM razdelili v manjse
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mikrocentrifugirke — po 5,8uL. Izolirano RNA smo raztopili v vodi brez RNAz do
kon¢nega volumna 14,2uL.. RNA smo normirali tako, da smo jo v reakcijo vedno dali 1500
ng. Nato smo vzorce dali v »cycler« in izvedli prepisovanje RNA v cDNA po programu v
tabeli. (22,24)

Preglednica V: Master miks za obratno prepisovanje

Komponenta Koli¢ina
Pufer 2uL
dNTP 0,8 uL
RT nakljucni zacetnik 2ul
Multi scribe reverzna
. 1 uL
transkriptaza
RNA 14,2 uL

Preglednica VI: Program obratnega prepisovanja

Korak 1. 2. 3. 4,
T[°C] 25 37 85 4
¢as [min] 10 120 5 0

3.11 Verizna reakcija s polimerazo v realnem casu

Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu (RT-PCR) oz. kvantitativni PCR (gQPCR) je
mocno analitsko orodje s katerim lahko pomnozimo, identificiramo in kvantificiramo
nukleinske Kisline. Zmoznost tako koli¢inskega dolocanja, kot tudi zaznavanje to¢no

dolocenih genov je zelo pomembno tako v raziskovalni, kot tudi v diagnosti¢ni uporabi.

Pri metodi RT-PCR je klju¢na fluorescencna reporterska molekula, s pomocjo katere lahko
spremljamo napredovanje pomnoZevanja DNA molekule. Glede na nalin pridobivanja
signala je reporterska molekula lahko s fluoroforom oznacen oligonukleotid ali pa samo
fluorescen¢no barvilo, ki se veZze v dvojno vijac¢nico. V praksi so najbolj uporabljani s
fluoroforji oznaceni zaCetniki (TagMan). Ti se med podaljSevanjem vgradijo v vijacnico,
nakar jih Taqg polimeraza s svojo 5'-3' eksonukleazno aktivnostjo razcepi, kar povzro¢i

povecanje fluorescence. Metode ki temeljijo na oznacenih zacetnikih lahko istoc¢asno
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zaznajo hitrost pomnozevanja DNA in potrdijo identiteto pomnoZene tar¢e. Na ta nacin

dobimo visoko specifi¢nost in obcutljivost. (23)

Kot alternativa dragim in za izdelavo zahtevnim TagMan zacetnikom se za koli¢insko
dolo¢anje DNA uporabljajo barvila, ki se vezejo v DNA verigo. Popolno barvilo za RT-
PCR bi moralo imeti sposobnost se optimalno vezati v dsDNA, kar bi zagotovilo visoko
detekcijsko obcutljivost. S tem pa ne sme vplivati na analizo talilne krivulje. Barvilo naj se

tudi nebi vezalo na ssDNA ali na kratke DNA odseke.

Pri nasem delu smo se odlo¢ili za uporabo reagen¢nega kompleta EvaGreen qPCR Mix.
Barvilo EvaGreen (EG) je univerzalno in uporabno za vsako taréno zaporedje. Rezultati, ki
jih dobimo na ta nacin po specifi¢nosti niso primerljivi z TagMan zacetniki, vendar lahko
specifi¢nost izboljSamo z uporabo talilne krivulje. EG spada med novejsa PCR barvila.
Uporablja se na mnogih podro¢jih: kvantifikacija DNA, kvantifikacija pri kapilarni
elektroforezi, kvantitativni PCR, talilna analiza na laboratoriju na ¢ipu, itd. EG ima nekaj
prednosti pred drugimi podobnimi barvili. Lahko ga uporabljamo v visokih koncentracijah,
kar zagotavlja robusten signal in tudi oster vrh talilne krivulje. EG pa je zaradi spektralnih
lastnosti mogoCe uporabljati na vecini obstojecih aparatur, poleg tega pa se je barvilo

izkazalo tudi kot zelo obstojno.(21)
Pri nasem delu smo uporabljali Eva Green gPCR Mix, ki vsebuje:

- HOT FIREPol DNA polimerazo
- 5x Eva Green gPCR pufer

- 12,5 mM MgCl;

- dNTP-je

- Eva Green barvilo

Za kvantifikacijo smo si najprej pripravili standardne krivulje za preuc¢evani gen TNFSF11
in hiSne gene RPLP0, ACTB in UBC. Standardne krivulje smo pripravili tako, da smo
redCili izolirano DNA znane koncentracije. Pri TNFSF11 smo uporabili druga¢ne (2-

kratne) redcitve kot pri hisnih genih (4-kratne ). Uporabili smo 3x5 pL vsake redcCitve.

Za vsak gen smo nato pripravili »master miks« (MM), tako da je vsak vseboval zacetnike
za dolo¢en gen. MM in zacetnike smo med pripravo hranili na ledu, saj pri visjih

temperaturah obstaja moznost tvorbe dimerov. (24,25)
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Preglednica VII: Master miks za RT-PCR

Komponenta Koli¢ina
EvaGreen Mix 2uL
Smerni zacetnik 0,25 uL

Protismerni zacetnik 0,25 uL
DNA 5uL
H20 2,5 uL

V vsako luknjico smo nato napipetirali 5 uL. MM in 5uL vzorca - standarda. Na koncu smo
neodvisno na drugi strani plos¢ice dodali Se »no template control« (NTC), kjer smo
namesto standarda dodali 5 pL ultra Ciste vode. S to negativno kontrolo smo dokazali, da
pri naSem poskusu ni prislo do nespecificnega pomnozevanja. Ko smo plos¢ico napolnili,

smo jo pokrili s folijo, tako smo jo lahko za krajsi ¢as hranili v hladilniku.

3.12 Preucevanje razlik v izrazanju RANKL med moskimi in Zenskami

Za preucevanje korelacije med RANKL in SRY smo serumske vzorce bolnikov z
izhodi$¢no koncentracijo cDNA 100 ng/uL razred¢ili na koncentracijo 2,5 ng/uL. To smo
naredili tako, da smo 58,5 uLL. dH>O dodali 1,5 uL vsakega vzorca. Pri vsakem vzorcu smo
dolocali 3 gene — SRY, RANKL in RPLPO in 6 standardov. Standarde smo pripravili z
red¢itvami cDNA z znano koncentracijo. Za vsak gen smo torej pripravili master miks za

100 vzorcev.

Preglednica VII1: Master miks za RT-PCR (RANKL, SRY in RPLPO0)

Komponenta Kolic¢ina
EvaGreen Mix 3uL
Smerni zacetnik 0,75 uL
Protismerni zadetnik 0,75 uL
cDNA 6 uL
dH:0 4,5 uL
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3.13 lzolacija plazmida iz bakterij

Za transfekcijo zelenega gena za Sry v celico smo morali plazmid s tem genom izolirati iz
bakterijske kulture. To smo izvedli s pomocjo QIAprep Spin Miniprep Kit. Ta reagenc¢ni
komplet nam omogoca v kratkem cCasu izolirati in ocistiti do 2ug plazmidne DNA.

Reagencni komplet vsebuje:

- QIAprep Spin kolone
- PuferP1
- Pufer P2
- Pufer N3
- Pufer PB
- Pufer PE
- Pufer EB

Najprej smo bakterijsko kolonijo vzeli iz trdnega gojis¢a in jo raztopili v teko¢em mediju z
dodanim antibiotikom (ampicilinom). Bakterije smo nato gojili v meSalnem inkubatorju
priblizno 8 ur, pri 250 obratih in 37°C. Plazmid smo nato izolirali po protokolu, ki je bil
prilozen reagen¢nemu kompletu. V zadnji fazi smo plazmid iz kolone sprali v sterilnem

okolju (v mikrobioloski komort).

3.14 Merjenje koncentracije izolirane DNA

Po koncani izolaciji plazmidne DNA smo njeno koncentracijo izmerili na aparatu
Nanodrop ND-1000, proizvajalca Thermo Scientific. Aparat izmeri absorbanco vzorca na
razdalji Imm pri valovnih dolZinah 230, 260 in 280 nm, za kar uporablja ksenonsko
zarnico in CCD kamero kot detektor. Za merjenje s tem aparatom potrebujemo zelo
majhno koli¢ino vzorca — priblizno 10 pL, saj se zaradi izkoriS¢anja povrSinske napetosti
med dvema opticnima vlaknoma naredi zelo majhen tekocinski valj. Aparat nam
koncentracijo poda v ng/uL, Cistoco DNA ali RNA pa kot razmerje med izmerjenimi

absorbancami.
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3.15 Imunocitokemicno barvanje HOS celic

Preglednica I1X: Uporabljena protitelesa

Primarno protitelo Lastnost in usmeritev

62824 Anti-c-Myb (ov¢je)

117635 Anti-c-Myb (zaj¢je)
Sekundarno protitelo Lastnost in barva

Oslicje proti ovéjemu Oznaceno s TxRed (555-rdeca)
Ovcje proti zaj¢jemu Oznaceno s FITC (488-zelena)
Osli¢je proti misjemu Oznaceno s TxRed (555-rdeca)

3.15.1 Priprava PBS
Za spiranje celic in pripravo ostalih reagentov smo si pripravili fosfatni pufer s pH 7,4. To
smo storili tako, da smo v 800 mL destilirane vode raztopili 80 g NaCl, 2 g KCl, 36,3 g
Na2HPO4*12H20 in 2,4 g KH2PO4. Nato smo s HCI pH uravnali na 7,4 in z destilirano

vodo dopolnili do 1 litra.

3.15.2 Postopek imunocitokemic¢nega barvanja
Pred nacepitvijo pritrjenih celic HOS smo v ploS€ico s Sestimi luknjicami pripravili krovna
stekelca. Krovna stekelca smo v mikrobioloski komori o€istili tako, da smo jih sprali v
100% etanolu, nato pa Se v deionizirani vodi. Suha stekelca smo nato poloZzili na dno
luknjice. V plos¢ico smo nato nacepili priblizno 60 000 celic na luknjico. Celice smo

zatem inkubirali 6-8 ur, da so se pritrdile na podlago in je bila konfluenca 50-70%.

Po nacepitvi smo celicam odvzeli gojis€e in jih sprali s PBS. Nato smo celice fiksirali z
10% formaldehidom. Po petnajstminutni inkubaciji smo formaldehid odstranili in vzorce
sprali s PBS. Za tem smo za 10 minut dodali 0,25% raztopino Triton x100, to je detergent,
ki povzro¢i permeabilnost membran, hkrati pa ne vpliva na proteinske interakcije ter
spremembo epitopov. Za tem smo trikrat po 10 minut spirali s PBS. Nespecificna vezavna
mesta smo blokirali z 10% BSA TPBS. Celice smo nato inkubirali s primarnimi protitelesi
SRY (v razmerju 1:500) in cMyb (v razmerju 1:83) preko noc¢i. Uporabili smo protitelo

proti cMyb, ki je bilo izolirano iz ovce.
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Naslednji dan smo vzorce petnajst minut spirali s PBS. Nato je sledila inkubacija s
sekundarnimi protitelesi. Vzorce smo inkubirali s sekundarnim protitelesom oznacenim s
TxRed (555), ki je bilo izolorano iz osla in usmerjeno proti ov¢jim epitopom. Po enourni
inkubaciji v temi smo vzorce zopet 15 minut spirali s PBS. Za to da smo lahko dolo¢ili kje
v celici se nahajajo obarvani proteini smo z barvilom DAPI obarvali celi¢no jedro in
jedrca. Celice smo 30 minut inkubirali 5% barvilom DAPI. Po barvanju jeder smo 15
minut spirali s PBS. Na koncu smo stekelca z iglo previdno odstranili iz luknjic. Da bi
prepreCili bledenje smo na objektno stekelce kanili kapljico preparata »antifade« oz.
glicerola. Na to kapljico smo polozili krovno stekelce s celicami, tako da so bile celice
obrnjene navzdol. Ob straneh smo krovna stekelca zalepili, da bi preprecili premikanje, ki

bi lahko povzrocilo slabso kakovost rezultatov.

3.16 Imunohistokemicno barvanje kostnih vzorcev

Za imunohistokemi¢no barvanje smo uporabili vzorce treh pacientov, Zenske z
osteoporozo, moskega z osteoporozo in moskega z osteoartrozo. Za dolocanje smo
uporabili Misji in zajcji specificni HRP/DAB (ABC) detekcijski komplet (Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB (ABC) Detection Kit. Tehnika temelji na inkubaciji vzorca z
nekonjugiranim primarnim protitelesom, ki je specific(no za na$ taréni antigen.
Biotinilirano sekundarno protitelo nato reagira s primarnim protitelesom. Sekundarno
protitelo je oznaceno z encimom streptavidinom, ki ob dodatku substrata obarva dolo¢en

del tkiva.

V formalinu fiksirane in v parafinu shranjene kostne vzorce smo najprej deparafinizirali in
rehidrirali. VVzorce smo nato prekrili z vodikovim peroksidom za 10 minut. Z vodikovim
peroksidom smo blokirali delovanje endogenih peroksidaz, kar v nadaljevanju pomeni
manj motenj ozadja. Za tem smo vzorce spirali z TTBS pufrom 10 minut in dodali
proteinski blok. Nato smo dodalo primarno protitelo proti SRY. Vzorce z primarnim
protitelesom smo inkubirali ¢ez no¢ pri 4°C. Z inkubacijo ¢ez no¢ smo omogocili vezavo
tudi protitelesom z nizjo afiniteto. Naslednji da smo vzorce spirali z TTBS 10 minut in jim
nato dodali sekundarno protitelo na katero je bil vezan biotin. Po triminutni inkubaciji smo
vzorce 10 minut spirali z TTBS. Za tem je sledila 10 minutna inkubacija s streptavidin
peroksidazo, ki smo jo spet spirali 10 minut s TTBS. Kot substrat za peroksidazo smo

uporabili DAB (3,3-diaminobenzidin), ki po encimsko Kkatalizirani reakciji tvori rjavo
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obarvanje na mestih kjer se je vezalo primarno protitelo. Ostanek substrata smo sprali s
TTBS. Za barvanje jeder smo dodali hematoksilin-eozin, ki se veze v jedro in nam
omogoca lokalizacijo obarvanih struktur v celici. Na koncu smo vzorce Se enkrat sprali v

etanolih naraS¢ajocih koncentracij ter vzorce fiksirali s smolo DPX.
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4. Rezultati in Razprava

4.1Potrjevanje prisotnosti SRY v kostnih celicah z imunohistokemicno
analizo kostnih rezin

SRY se kot »moski gen« izraza v osteoblastih pri moskih. Zaradi njegovega moznega
vpliva na izrazanje RANKL smo se odlo¢ili za ugotavljanje prisotnosti beljakovine SRY v
kostnih celicah z imunohistokemi¢no metodo. Ker se SRY izraza v osteoblastih, smo kot
negativno kontrolo uporabili kost zenske z osteoporozo (Slika 7). Pri tem vzorcu po
pricakovanjih ni prislo do obarvanja. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili vzorec

kostnega mozga, kjer se nahajajo tudi predhodniki osteoblastov, tu je SRY prisoten
prakti¢no povsod.
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Slika 8: Vzorec moskega pri 40x povecavi
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Na sliki 8 vidimo imunohistokemi¢no barvan vzorec kosti moskega z osteoporozo. Pri tem
barvanju smo uporabili primarno protitelo proti SRY (protitelo 135239). Vidimo lahko, da
kostne celice izrazajo SRY. Na sliki je oznacenih nekaj izmed mnogih celic v katerih je
prisoten SRY, ki se je pokazal kot rjavo obarvan. SRY je prisoten tako na povrsini kosti

kot tudi v citoplazmi. Taksen rezultat smo pri¢akovan pri moskih.
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Slika 9: Vzorec kostnega mozga pri 40x poveéavi

Na sliki 9 vidimo vzorec kostnega mozga moskega, ki Smo ga imunohistokemi¢no barvali
za SRY s primarnim protitelesom 135239. Iz mezenhimskih mati¢nih celic v kostnem
mozgu se razvijejo tudi predhodniki osteoblastov. Na tej sliki vidimo moc¢no pozitiven
rezultat, SRY je prisoten prakti¢no v vseh celicah — mo¢no rjavo obarvane so skoraj vse
celice. S tem poskusom smo kot prvi s slikovno tehniko pokazali prisotnost SRY v
kostnem tkivu. Tak$en rezultat nakazuje na to, da je SRY neposredno vpleten v procese, ki

vplivajo na presnovo kosti.

4.2Proucevanje vpliva SRY na razporeditev c-Myb

V magistrski nalogi z naslovom Iskanje vezavnih mest za transkripcijske dejavnike,
vpletene v izrazanje gena RANKL v osteoblastnih celicnih kulturah (14), je bilo nakazano,
da obstaja moznost sodelovanja med SRY in c-Myb. Oba transkripcijska dejavnika imata
moznost vezave na regulatorno regijo gena za beljakovino RANKL. Zato smo se odlocili
da bomo proucili na kakSen nacin lahko SRY vpliva na razporeditev c-Myb v celicah
humanega osteosarkoma. Nas namen je bil pokazati kaj se zgodi, ko v celice izolirane iz

Zenske vstavimo gen, ki je znacilen izkljucno za mosko populacijo. V razli¢ne luknjice na
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ploséici s Sestimi luknjicami smo nacepili celicno kulturo HOS. Nato smo celice v
nekaterih luknjicah tretirali s plazmidom, ki je nosil zapis za beljakovino SRY, v drugih
luknjicah pa smo pustili celice HOS netretirane. Vse pa smo nato oznacili s primarnim
protitelesom specifiénim za c-Myb.

Na sliki 10 lahko vidimo, da je c-Myb lokaliziran v jedrcih. Tu smo celice oznacili s
primarnim protitelesom proti c-Myb — 117635. V drugi luknjici pa smo celicam dodali
plazmid z zapisom za SRY. Pri tem poskusu smo opazili spremembe v lokalizaciji c-Myb.
Na sliki 11 lahko vidimo spremembo lokalizacije (ozna¢eno s puscico) c-Myb , ki potuje
na rob jedrca ob prisotnosti transkripcijskega faktorja SRY. Za razliko od celic brez Sry
kjer c-Myb v celoti izpolnjuje jedrce. Taks$nih rezultatov v literaturi ne zasledimo nikjer.
So pa izsledki vsekakor zanimivi, saj je bilo na nivoju gena ze dokazano, da SRY in c-Myb
zelo verjetno sodelujeta. Kot lahko zasledimo tudi v nekaterih ¢lankih (12,13), je c-Myb
pomemben pri uravnavanju celi¢nega cikla, vpliva pa tudi na uravnavanje matriks
metaloproteinaz pri malignih tvorbah.

V diplomskem delu smo Zeleli prikazati tudi lokalizacijo proteina SRY v jedru, vendar zal
ne obstaja protitelo, ki bi bilo specificno samo za SRY, saj so si beljakovine iz skupine

SOX med sabo zelo podobne.

Slika 10:Netretirane celice HOS oznacene za c-Myb
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Slika 11 : Celice HOS tretirane s pcDNA3/SRY in oznadene s primarnim protitelesom proti c-Myb

4.3Ugotavljanje razlik v izrazanju RANKL med moskimi in Zenskami

Osteoporoza je bolezen kosti, ki je pogostejsa pri zenskah. Z zniZzanjem koncentracije
proteina  RANKL lahko omilimo posledice osteoporoze. Ker zZenske nimajo
transkripcijskega dejavnika SRY, in Kker je bilo na nivoju gena ze dokazano [14], da se ob
prisotnost transkripcijskega dejavnika iz druzine SOX zniza izrazanje RANKL. Nas je
zanimalo tudi, ali morda obstaja statisticno znacilna razlika v izrazanju RANKL med
moskimi in Zenskami. V ta namen smo uporabili serumske vzorce 112 preiskovancev, Ki so
imeli postavljeno diagnozo osteoartroze (42 preiskovancev) in z diagnozo osteoporoze (58
preiskovancev), 12 vzorcev je bilo kontrolnih. 75 preiskovancev je bilo moskih, ostalih 37
pa so bile preiskovanke.
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Preglednica X: Rezultati analize varianc izrazanja RANKL pri moskih in Zenskah

Spol N Std. Odklon
Moski 75 1,098
INRANKL —
Zenske 34 2,761
Test neodvisnih vzorcev
Varianca t test enakosti varianc
F Signifikanca t df sig. (dvostranska)
Privzamemo
enakost 29,643 0,000 2,874 107 0,005
varianc
InRANKL
Privzamemo
neenakost 2,164 | 37,817 0,037
varianc

V prvi tabeli je prikazana opisna statistika. VV tem primeru se rezultati ne porazdeljujejo
normalno, zato smo uporabili logaritmirane vrednosti koncentracije RANKL, ki se po
logaritemski transformaciji porazdeljujejo normalno. V drugi tabeli smo s Kolmogorov-
Smirnovim testom pri logaritmiranih rezultatih dokazali normalnost porazdelitve. Potem pa
smo Vv naslednjem koraku s t-testom dobili p=0,037, kar je manj od 0,05. To pomeni, da
lahko sprejmemo alternativno hipotezo, ki pravi da variance obeh skupin niso enake. S tem
smo dokazali da obstaja statisticno znacilna razlika med moskimi in Zenskami v izraZanju
RANKL. Kot lahko vidimo iz slike 11, je izrazanje RANKL nizje pri moskih. Ker SRY ni
znadilen za zensko populacijo, lahko iz rezultatov, glede na to da smo prisotnost SRY
dokazali tudi v sami kostnini, posredno sklepamo na vpliv SRY na fiziologijo kosti pri
ljudeh. V literaturi podobnih $tudij, ki v katerih bi raziskovalci proucevali RANKL pri
obeh spolih nismo zasledili. Izrazanje RANKL pri moski in zenski populaciji merili
raziskovalci Finlay in sodelavci (26), ki so proudevali izrazanje RANKL v serumu in
kosteh moskih in Zensk, vendar pa niso dokazali visjih vrednosti pri zenskah v primerjavi z

moskimi.
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Slika 11: Razlika v izrazanju RANKL med mo$kimi in Zenskami

4.4 Ugotavljanje vpliva Sry na izrazanje RANKL v celicah HOS

Namen magistrske naloge je bil tudi dokazati, ali gen za mosko beljakovino SRY povzroc¢i
znizanje izrazanja RANKL v celicah HOS izoliranih iz Zenske. Da bi to dokazali smo iz
celic, v katere smo vnesli plazmid pcDNA3, ki je vseboval gen za SRY (pcDNAS3/Sry)
izolirali mRNA in s pomo¢jo RT-PCR merili izrazanje gena za RANKL. Kot negativni
kontroli smo uporabili celice, ki smo jih tretirali popolnoma enako kot proucevane, s to
razliko, da smo v eno skupino vnesli samo plazmidni vektor pcDNA3, drugi skupini celic
pa smo dodali samo transfekcijski reagent brez plazmidnega vektorja.

Tekom poskusa smo ugotovili, da je u€inkovitost pomnozevanja nasega proucevanega
gena TNFSF11 (RANKL) niZja kot pa je u€inkovitost pomnoZevanja hiSnih genov. Mozen
vzrok za to bi lahko bilo slabSe izrazanje TNFSF11 v celicah HOS. Zaradi slabe
ucinkovitosti pomnozevanja Smo se odloc¢ili, da namesto absolutne kvantifikacije z
umeritveno s standardi in umeritveno krivuljo, rezultate analiziramo z metodo relativne
kvantifikacije — AACt.

Pri metodi relativne kvantifikacije imamo za vsak vzorec hisni (referenc¢ni gen) in taréni
(proucevani gen). Podatke za dolocanje relativnega izrazanja Smo najprej uredili v tabeli

(Preglednica 10). Izracunali smo povprecje triplikatov meritev za na$ preucevani gen
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TNSFS11 (RANKL) in vse tri hiSne gene. Potem smo podatke normalizirali, tako da smo
od preuCevanega gena odSteli hiSne gene. V naslednjem koraku pa smo podatke
normalizirali e glede na sam poskus. Sam poskus je bil zasnovan tako, da smo naredili
dva kontrolna poskusa in enega ki smo ga preucevali. Tako smo od preucevanega poskusa
odsteli Se ob kontrolna poskusa. Dobili smo tri podatke iz katerih smo izracunali

geometri¢no sredino. V zadnjem koraku pa smo naredili Se relativno kvantifikacijo.
Enacba 1:

AClttareni gen= Ctikontrolni — Cretirani 10 ACtreferencni gen= Ctikontrolni — Ctiretirani

Enacba 2:

AA Ct = ACltreferencni gen = ACttareni gen

Enacba 3:

Razmerje = 2-44¢t

Preglednica XI: Rezultati poskusa 1

31,96 22,95 17,33 14,82 9,01 14,63 17,14

SRY/pcDNA3 32,19 23,01 17,84 14,71 9,18 14,34 17,47
32,07 22,90 17,51 14,64 9,17 14,56 17,44

povpredje 32,07 22,95 17,56 14,72 9,12 14,51 17,35
pCDNA3 31,89 22,99 17,62 14,77 8,90 14,28 17.12
32,22 23,05 17,61 14,93 9,17 14,61 17,29

povpredje 32,06 23,02 17,62 14,85 9,04 14,44 17,21
NIC 32,09 23,28 17,57 15,12 8,81 14,52 16,97
pcDNA3/SRY-pcDNA3 0,08 0,07 0,15 0,09 0,94

pcDNA3/SRY-NIC 0,31 -0,01 0,38 -0,09 1,06

35



Preglednica XII: Rezultati poskusa 2

PCDNAS/SRY 32,29 16,01 18,26 23,31 16,28 14,02 8,98
32,14 16,14 17,99 23,22 16,00 14,15 8,92

povprecje 32,21 16,08 18,13 23,26 16,14 14,09 8,95
32,37 16,39 18,11 23,64 15,98 14,26 8,73

PcDNA3 32,92 16,42 18,41 23,65 16,50 14,51 9,28
32,36 16,27 18,56 23,66 16,10 13,80 8,70

povprecje 32,55 16,36 18,36 23,65 16,19 14,19 8,90
32,76 16,40 18,39 23,55 16,36 14,37 9,20

NIC 32,90 16,12 18,13 23,57 16,79 14,77 9,33
32,16 16,16 17,68 23,35 15,99 14,48 8,80

povprecje 32,60 16,22 18,06 23,49 16,38 14,54 9,11
PcDNAS3/SRY-pcDNA3 -0,05 -0,10 0,05 0,06 0,96

pcDNA3/SRY-NIC -0,24 -0,46 -0,16 -0,26 1,20

V zgornjih preglednicah so zbrani rezultati meritev izrazanja hi$nih genov ter gena za
RANKL v mRNA izolirani iz celic HOS. V treh razli¢nih ponovitvah je bil v celice enkrat
vstavljen pcDNA3/SRY, drugi¢ samo pcDNA3, v tretji ponovitvi pa smo dodali samo
transfekcijski reagent brez plazmida. Z metodo AACt smo nato analizirali vsak poskus in
rezultate prikazali grafi¢no. Ker je izrazanje gena za RANKL pri celicah HOS slabo, nismo
dobili statistiéno znacilnih rezultatov. Tudi nikjer v literaturi ne najdemo podobnih
rezultatov merjenja izrazanja SRY v kostnih celicah. Tako zal ne moremo zakljuciti ali
prisotnost SRY, kot ¢lana iz druzine proteinov SOX, v kostnem tkivu znizuje nivo

izrazanja gena za protein RANKL.
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Preglednica XI11:Rezultati poskusa 3

32,58 18,46 23,59 16,94 14,12 8,99 15,64
pCDNA3/SRY 33,20 18,97 23,80 17,07 14,23 9,40 16,13
32,86 19,14 24,15 17,08 13,72 8,71 15,78
33,08 19,59 24,71 17,71 13,49 8,37 15,37
povprecje 32,93 19,04 24,06 17,20 13,89 8,87 15,73
32,86 18,89 24,46 16,96 13,98 8,41 15,90
PcDNA3 33,09 19,04 24,13 17,20 14,05 8,96 15,89
33,83 19,51 24,88 17,92 14,32 8,95 15,91
povpredje 33,26 19,14 24,49 17,36 14,12 8,77 15,90
32,89 19,23 24,11 17,24 13,66 8,78 15,65
NIC 33,09 18,66 23,80 16,91 14,42 9,29 16,18
33,45 19,10 24,39 17,39 14,35 9,06 16,06
33,24 19,25 24,51 17,62 13,98 8,73 15,62
povprecje 33,17 19,06 24,20 17,29 14,11 8,96 15,88
pcDNA3/SRY-pcDNA3 -0,35 -0,54 -0,01 -0,11 1,08
pcDNA3/SRY-NIC -0,38 -0,66 -0,16 -0,34 1,27
AACt
1,10
1,00
W Poskus 3
W Poskus 2
m Poskus 1
0,90
0,80

pcDNA3/SRY - pcDNA3 pcDNA3/SRY - NIC

Slika 12: Primerjava rezultatov relativne kvantifikacije
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5. Zakljucki

Namen magistrske naloge je bil ugotoviti, ali transkripcijski dejavnik SRY prisoten v
osteoblastih ter ali vpliva na izraZanje glavne regulatorne beljakovine za osteoklastogenezo
in aktivacijo osteoklastov, RANKL in ali bi lahko bil odgovoren za razlike v izrazanju
RANKL oziroma za razlike v kostnih procesih med spoloma. Na osnovi nasih rezultatov

lahko zakljuc¢imo:

1. Protein SRY je prisoten v kostnem tkivu moskih, pri Zenskah pa po pricakovanjih
njegove prisotnosti z imonohistokemi¢no analizo kostnih rezin nismo uspeli
dokazati. Prisoten je tudi v kostnem mozgu moskega, kjer se nahajajo predhodniki

osteoblastov.

2. SRY spremeni lokacijo c-Myb, saj smo z metodo imunocitokemi¢nega barvanja
pokazali, da je c-Myb, ki se je prvotno nahajal v jedrcih spremenil lokacijo in se
premaknil nekoliko bolj na rob jedrca potem, ko smo v celice vnesli SRY. To

potrjuje, da SRY in c-Myb delujeta skupaj.

3. lzrazanje gena za RANKL se med moskimi in Zenskami razlikuje, in sicer je
statisticno znacilno nizje pri moskih. Zaradi premajhnega izrazanja SRY v celicah
HOS nismo mogli pokazati, da je razlika v izrazanju med spoloma odvisna od
SRY.

V nasi nalogi sSmo prvi dokazali prisotnost SRY v osteoblastih kostnega tkiva ter
dokazali razlike v izraZanju RANKL med spoloma. To so pomembni zakljucki, ki
bodo nedvomno pomagali osvetliti procese v kostnem tkivu tako v fizioloskem
stanju kot pri boleznih in pri razliénih zdravljenjih. V prihodnje pa bi bilo
priporo¢ljivo izvesti dodatne Studije v vplivu ostalih proteinov iz skupine SOX na

kostno biologijo.
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7. Priloge

Poskusi PCR v realnem ¢asu

RANKL c1 NIC 31,89 32,09 UBC C10 NIC 23,18 23,28
RANKL C2 NIC 32,06 UBC C11 NIC 23,18
RANKL c3 NIC 32,31 UBC C12 NIC 23,48
RANKL B1 pcDNA3 31,89 31,89 UBC B10 pcDNA3 22,87 22,99
RANKL B2 pcDNA3 31,80 UBC B11 pcDNA3 22,95
RANKL B3 pcDNA3 31,99 UBC B12 pcDNA3 23,15
RANKL E1 pcDNA3 32,09 32,22 UBC E10 pcDNA3 22,97 23,05
RANKL E2 pcDNA3 32,14 UBC E11 pcDNA3 22,97
RANKL E3 pcDNA3 32,43 UBC E12 pcDNA3 23,20
RANKL Al pcDNA3/SRY 31,84 31,96 UBC A10 | pcDNA3/SRY | 22,84 22,95
RANKL A2 pcDNA3/SRY 32,09 UBC A11 | pcDNA3/SRY | 22,98
RANKL A3 pcDNA3/SRY 31,95 UBC A12 | pcDNA3/SRY | 23,03
RANKL D1 pcDNA3/SRY 32,12 32,19 UBC D10 | pcDNA3/SRY | 23,02 23,01
RANKL D2 pcDNA3/SRY 32,18 UBC D11 | pcDNA3/SRY | 22,94
RANKL D3 pcDNA3/SRY 32,26 UBC D12 | pcDNA3/SRY | 23,07
RANKL F1 pcDNA3/SRY 32,15 32,07 UBC F10 | pcDNA3/SRY | 22,84 22,90
RANKL F2 pcDNA3/SRY 31,97 UBC F11 | pcDNA3/SRY | 22,89
RANKL F3 pcDNA3/SRY 32,10 UBC F12 | pcDNA3/SRY | 22,98

41



ACTB ca4 NIC 17,51 17,57 RPLPO c7 NIC 14,99 15,12
ACTB C5 NIC 17,21 RPLPO c8 NIC 15,04
ACTB C6 NIC 17,63 RPLPO c9 NIC 15,33
ACTB B4 pcDNA3 17,48 17,62 RPLPO B7 pcDNA3 14,66 14,77
ACTB B5 pcDNA3 17,57 RPLPO BS pcDNA3 14,69
ACTB B6 pcDNA3 17,80 RPLPO B9 pcDNA3 14,96
ACTB E4 pcDNA3 17,59 17,61 RPLPO E7 pcDNA3 14,98 14,93
ACTB ES pcDNA3 17,53 RPLPO E8 pcDNA3 14,81
ACTB E6 pcDNA3 17,72 RPLPO E9 pcDNA3 15,01
ACTB A4 pcDNA3/SRY | 17,18 17,33 RPLPO A7 pcDNA3/SRY | 14,73 14,82
ACTB A5 pcDNA3/SRY | 17,24 RPLPO A8 pcDNA3/SRY | 14,73
ACTB A6 pcDNA3/SRY | 17,57 RPLPO A9 pcDNA3/SRY | 14,99
ACTB D4 pcDNA3/SRY | 17,74 17,84 RPLPO D7 pcDNA3/SRY | 14,64 14,71
ACTB D5 pcDNA3/SRY | 17,84 RPLPO D8 pcDNA3/SRY | 14,61
ACTB D6 pcDNA3/SRY | 17,95 RPLPO D9 pcDNA3/SRY | 14,89
ACTB F4 pcDNA3/SRY | 17,49 17,51 RPLPO F7 pcDNA3/SRY | 14,58 14,64
ACTB F5 pcDNA3/SRY | 17,44 RPLPO F8 pcDNA3/SRY | 14,60
ACTB F6 pcDNA3/SRY | 17,61 RPLPO F9 pcDNA3/SRY | 14,73
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RANKL A1l NIC 32,12 32,16 RPLPO A4 NIC 16,09 16,16
RANKL A2 NIC 31,93 RPLPO A5 NIC 16,14
RANKL A3 NIC 32,19 RPLPO A6 NIC 16,26
RANKL F1 NIC 32,78 32,76 RPLPO F4 NIC 16,12 16,40
RANKL F2 NIC 33,2 RPLPO F5 NIC 16,31
RANKL F3 NIC 32,73 RPLPO F6 NIC 16,48
RANKL H1 NIC 32,81 32,90 RPLPO H4 NIC 16,16 16,12
RANKL H2 NIC 32,24 RPLPO H5 NIC 16,07
RANKL H3 NIC 32,95 RPLPO H6 NIC 16,55
RANKL E1 pcDNA3 32,29 32,92 RPLPO E4 pcDNA3 16,37 16,42
RANKL E2 pcDNA3 32,94 RPLPO ES pcDNA3 16,4
RANKL E3 pcDNA3 32,9 RPLPO E6 pcDNA3 16,49
RANKL G1 pcDNA3 32,42 32,36 RPLPO G4 pcDNA3 16,3 16,27
RANKL G2 pcDNA3 32,3 RPLPO G5 pcDNA3 16,23
RANKL G3 pcDNA3 32,99 RPLPO G6 pcDNA3 16,49
RANKL c1 pcDNA3 32,61 32,37 RPLPO C4 pcDNA3 16,39 16,39
RANKL C2 pcDNA3 32,33 RPLPO C5 pcDNA3 16,38
RANKL c3 pcDNA3 32,4 RPLPO c6 pcDNA3 16,64
RANKL D1 pcDNA3/SRY 31,98 32,14 RPLPO D4 | pcDNA3/SRY | 16,01 16,14
RANKL D2 pcDNA3/SRY 32,3 RPLPO D5 | pcDNA3/SRY | 16,12
RANKL D3 pcDNA3/SRY 32,91 RPLPO D6 | pcDNA3/SRY | 16,16
RANKL B1 pcDNA3/SRY 31,92 32,29 RPLPO B4 | pcDNA3/SRY 16 16,01
RANKL B2 pcDNA3/SRY 32,21 RPLPO B5 | pcDNA3/SRY | 16,02
RANKL B3 pcDNA3/SRY 32,36 RPLPO B6 | pcDNA3/SRY | 16,22
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ACTB A10 NIC 17,66 17,68 UBC A7 NIC 23,28 23,35
ACTB A1l NIC 17,69 UBC A8 NIC 23,36
ACTB A12 NIC 17,95 UBC A9 NIC 23,42
ACTB F10 NIC 18,65 18,39 UBC F7 NIC 23,48 23,55
ACTB F11 NIC 18,36 UBC F8 NIC 23,57
ACTB F12 NIC 18,41 UBC F9 NIC 23,6
ACTB H10 NIC 18,08 18,13 UBC H7 NIC 23,56 23,57
ACTB H11 NIC 18,18 UBC H8 NIC 23,5
ACTB H12 NIC 18,32 UBC H9 NIC 23,66
ACTB E10 pcDNA3 18,4 18,41 UBC E7 pcDNA3 23,68 23,65
ACTB E11 pcDNA3 18,35 UBC E8 pcDNA3 23,61
ACTB E12 pcDNA3 18,49 UBC E9 pcDNA3 23,89
ACTB G10 pcDNA3 18,51 18,56 UBC G7 pcDNA3 23,59 23,66
ACTB G11 pcDNA3 18,36 UBC G8 pcDNA3 23,62
ACTB G12 pcDNA3 18,61 UBC G9 pcDNA3 23,76
ACTB c10 pcDNA3 18,11 18,11 UBC c7 pcDNA3 23,62 23,64
ACTB c11 pcDNA3 18 UBC c8 pcDNA3 23,57
ACTB C12 pcDNA3 18,22 UBC C9 pcDNA3 23,73
ACTB D10 pcDNA3/SRY | 17,85 17,99 UBC D7 pcDNA3/SRY 23,2 23,22
ACTB D11 pcDNA3/SRY | 17,97 UBC D8 pcDNA3/SRY | 23,24
ACTB D12 pcDNA3/SRY | 18,01 UBC D9 pcDNA3/SRY | 23,49
ACTB B10 pcDNA3/SRY | 18,16 18,26 UBC B7 pcDNA3/SRY | 23,28 23,31
ACTB B11 pcDNA3/SRY | 18,15 UBC B8 pcDNA3/SRY | 23,33
ACTB B12 pcDNA3/SRY | 18,48 UBC B9 pcDNA3/SRY | 23,54
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RANKL B1 NIC 32,78 32,89 ACTB B10 NIC 18,63 19,23
RANKL B2 NIC 32,61 ACTB B11 NIC 19,93
RANKL B3 NIC 33,28 ACTB B12 NIC 19,12
RANKL E1 NIC 32,79 33,09 ACTB E10 NIC 18,49 18,66
RANKL E2 NIC 32,93 ACTB E11 NIC 18,68
RANKL E3 NIC 33,54 ACTB E12 NIC 18,82
RANKL H1 NIC 33,3 33,45 ACTB H10 NIC 18,99 19,10
RANKL H2 NIC 33,86 ACTB H11 NIC 19,04
RANKL H3 NIC 33,19 ACTB H12 NIC 19,26
RANKL K1 NIC 32,81 33,24 ACTB K10 NIC 19,07 19,25
RANKL K2 NIC 33,16 ACTB K11 NIC 19,17
RANKL K3 NIC 33,74 ACTB K12 NIC 19,52
RANKL D1 pcDNA3 32,61 32,86 ACTB D10 pcDNA3 18,71 18,89
RANKL D2 pcDNA3 32,92 ACTB D11 pcDNA3 18,87
RANKL D3 pcDNA3 33,06 ACTB D12 pcDNA3 19,08
RANKL G1 pcDNA3 32,95 33,09 ACTB G10 pcDNA3 18,83 19,04
RANKL G2 pcDNA3 33,37 ACTB G11 pcDNA3 19,02
RANKL G3 pcDNA3 32,95 ACTB G12 pcDNA3 19,26
RANKL J1 pcDNA3 33,3 33,83 ACTB J10 pcDNA3 19,31 19,51
RANKL 12 pcDNA3 33,21 ACTB J11 pcDNA3 19,48
RANKL 13 pcDNA3 34,98 ACTB J12 pcDNA3 19,73
RANKL A1l pcDNA3/SRY 32,36 32,58 ACTB A10 | pcDNA3/SRY | 18,19 18,46
RANKL A2 pcDNA3/SRY 32,62 ACTB A11 | pcDNA3/SRY | 18,52
RANKL A3 pcDNA3/SRY 32,75 ACTB A12 | pcDNA3/SRY | 18,67
RANKL c1 pcDNA3/SRY 32,7 33,20 ACTB C10 | pcDNA3/SRY | 18,78 18,97
RANKL C2 pcDNA3/SRY 33,57 ACTB C11 | pcDNA3/SRY | 18,99
RANKL c3 pcDNA3/SRY 33,33 ACTB C12 | pcDNA3/SRY | 19,14
RANKL F1 pcDNA3/SRY 32,51 32,86 ACTB F10 | pcDNA3/SRY | 19,06 19,14
RANKL F2 pcDNA3/SRY 33,16 ACTB F11 | pcDNA3/SRY | 19,11
RANKL F3 pcDNA3/SRY 32,91 ACTB F12 | pcDNA3/SRY | 19,26
RANKL 11 pcDNA3/SRY 33,26 33,08 ACTB 110 | pcDNA3/SRY | 19,31 19,59
RANKL 12 pcDNA3/SRY 33,01 ACTB 111 | pcDNA3/SRY | 19,67
RANKL 13 pcDNA3/SRY 32,97 ACTB 112 | pcDNA3/SRY | 19,78
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UBC B7 NIC 23,95 24,11 RPLPO B4 NIC 16,86 17,24
UBC B8 NIC 24,11 RPLPO B5 NIC 18,04
UBC B9 NIC 24,28 RPLPO B6 NIC 16,82
UBC E7 NIC 23,71 23,80 RPLPO E4 NIC 16,72 16,91
UBC E8 NIC 23,75 RPLPO ES NIC 16,91
UBC E9 NIC 23,93 RPLPO E6 NIC 17,09
UBC H7 NIC 24,24 24,39 RPLPO H4 NIC 17,2 17,39
UBC HS NIC 24,34 RPLPO H5 NIC 17,34
UBC H9 NIC 24,58 RPLPO H6 NIC 17,62
UBC K7 NIC 24,32 24,51 RPLPO K4 NIC 17,45 17,62
UBC K8 NIC 24,52 RPLPO K5 NIC 17,57
UBC K9 NIC 24,69 RPLPO K6 NIC 17,84
UBC D7 pcDNA3 24,11 24,46 RPLPO D4 pcDNA3 16,79 16,96
UBC D8 pcDNA3 24,56 RPLPO D5 pcDNA3 16,96
UBC D9 pcDNA3 24,7 RPLPO D6 pcDNA3 17,13
UBC G7 pcDNA3 23,92 24,13 RPLPO G4 pcDNA3 16,99 17,20
UBC G8 pcDNA3 24,15 RPLPO G5 pcDNA3 17,09
UBC G9 pcDNA3 24,33 RPLPO G6 pcDNA3 17,51
UBC 17 pcDNA3 24,72 24,88 RPLPO 4 pcDNA3 17,81 17,92
UBC J8 pcDNA3 24,83 RPLPO 15 pcDNA3 17,84
UBC 19 pcDNA3 25,09 RPLPO 16 pcDNA3 18,11
UBC A7 pcDNA3/SRY | 23,47 23,59 RPLPO A4 pcDNA3/SRY | 16,74 16,94
UBC A8 pcDNA3/SRY | 23,6 RPLPO A5 pcDNA3/SRY | 16,92
UBC A9 pcDNA3/SRY | 23,7 RPLPO A6 pcDNA3/SRY | 17,15
UBC c7 pcDNA3/SRY | 23,65 23,80 RPLPO c4 pcDNA3/SRY | 16,93 17,07
UBC C8 pcDNA3/SRY | 23,88 RPLPO c5 pcDNA3/SRY | 17,09
UBC C9 pcDNA3/SRY | 23,87 RPLPO c6 pcDNA3/SRY | 17,19
UBC F7 pcDNA3/SRY | 23,98 24,15 RPLPO F4 pcDNA3/SRY 16,8 17,08
UBC F8 pcDNA3/SRY | 24,15 RPLPO F5 pcDNA3/SRY | 17,22
UBC F9 pcDNA3/SRY | 24,33 RPLPO F6 pcDNA3/SRY | 17,22
UBC 17 pcDNA3/SRY | 24,6 24,71 RPLPO 14 pcDNA3/SRY | 17,63 17,71
UBC 18 pcDNA3/SRY | 24,72 RPLPO I5 pcDNA3/SRY | 17,69
UBC 19 pcDNA3/SRY | 24,81 RPLPO 16 pcDNA3/SRY | 17,82
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1 1,37 30,77 0,14 23,15 0,01 31,36
7 3,69 29,19 6,55 19,94 0,00 33,11
8 2,32 29,93 0,07 23,72 0,02 30,83
25 0,70 31,85 0,14 23,12 0,00 32,54
26 3,39 29,34 0,04 24,25 0,00 34,73
30 2,06 30,11 0,14 23,12 0,00 35,00
33 0,96 31,35 0,05 23,97 0,00 34,80
35 1,16 31,03 1,38 21,22 0,04 30,27
37 0,40 32,80 0,11 23,32 0,00 32,27
38 2,40 29,87 0,20 22,83 0,03 30,48
39 1,82 30,31 0,21 22,77 0,00 32,09
40 4,37 28,92 0,80 21,67 0,00 33,38
117 1,58 30,54 3,95 20,37 0,80 27,75
136 0,67 31,94 26,50 18,78 9,63 25,72
145 0,46 32,51 3,14 20,54 8,60 25,81
154 0,12 34,75 0,94 21,54 1,49 27,24
188 0,20 33,89 2,29 20,80 0,67 27,90
302 9,65 27,64 0,33 22,41 0,06 29,86
311 12,23 27,26 0,32 22,42 0,04 30,19
315 10,82 27,46 0,39 22,30 0,12 29,32
318 31,03 25,76 0,22 22,75 0,01 31,39
324 6,29 28,33 1,04 21,47 0,06 29,89
325 14,63 26,97 0,98 21,52 0,04 30,12
336 11,50 27,36 2,05 20,92 0,00 33,38
339 3,40 29,31 2,51 20,73 0,00 31,80
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