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Sammendrag

Brystkreft er den mest prevalente kreftformen blant kvinner i Norge. I forskningen har
transkripsjonsfaktorer og deres innvirkning pa spredning av kreftceller blitt hyppigere
undersekt de siste arene. Hovedformalet med denne oppgaven er & finne ut hvilke nye malgener
som transkriberes av transkripsjonsfaktoren Nrf2, og verifisere noen av de kjente malgenene

ved hjelp av ChIP-PCR.

Metoden som er benyttet 1 denne oppgaven er hovedsakelig ChIP-PCR, for 4 verifisere at ChIP-
prosedyren har veert vellykket. Litteratursek ble utfert for & finne ut hvordan spesielt kritiske
trinn 1 ChIP-prosedyren kan utferes mest mulig optimalt. Det ble utfert neste generasjons
sekvensering og bioinformatikkanalyser (utfort av kjernefasilitetene) for & finne de ulike DNA-

sekvensene der Nrf2 har bundet seg.

Ved ChIP-PCR ble det verifisert at de kjente Nrf2-malgenene Txnrd1l, Nqol, Gsta3 og Gsta4
er malgener for Nrf2. Ved ChIP-sekvensering ble det funnet 94 bindingssteder for Nrf2 i
musecellelinjen 66cl4 deriblant 1 genene Txnrd1, Nqol og Ephx1, hvorav 2 ble bekreftet ved
hjelp av ChIP-PCR. I tillegg ble kritiske trinn 1 ChIP-prosedyren vurdert.
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Abstract

Breast cancer is the most prevalent form of cancer for women in Norway. Transcriptionfactors
and their role in metastasis of cancer cells have increasingly been studied the last couple of
years. The main purpose of this project was to find new target genes that are transcribed by the

transcription factor Nrf2, and to verify some of these known target genes with ChIP-PCR.

The method used in this thesis is mainly ChIP-PCR, used to verify that the ChIP-procedure was
successful. Next generation sequencing and bioinformatics analysis was also performed (by
Core Facilities) to find the different DNA-sequences where Nrf2 has bound. Additionally, a

search in existing literature was done to identify critical steps in the ChIP-procedure.

With ChIP-PCR the known Nrf2 target genes Txnrd1, Nqol, Gsta3 and Gsta4 were verified to
be target genes for Nrf2. Using ChIP-sequencing 94 bindingssites for Nrf2 in the mouse cell
line 66¢l4 were found. Among these were Txnrdl, Nqol and Ephxl. Two of these were

confirmed by ChIP-PCR. Critical steps in the ChIP-procedure were additionally evaluated.
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1.0 Innledning

1.1 Brystkreft

1.1.1 Kreftforekomst og risikofaktorer

Kreft er et paraplybegrep for sykdommer som involverer malign ukontrollert cellevekst.
Kreftpasienter er en svaert raskt voksende pasientgruppe, og det ble rapportert om lag 35.000
nye tilfeller 1 Norge 1 2019 (1).

Brystkreft er den vanligste kreftformen blant kvinner 1 Norge 1 2019, med en insidens pé 22,3%,
over lungekreft pa 10,1% (1). Dette setter Norge i en s@rsituasjon i forhold til pa verdensbasis,
der lungekreft er den vanligst forekommende kreftformen for kvinner, mens brystkreft er den
nest vanligste (2). Det er fastslétt at om lag 10% av brystkrefttilfeller kan betegnes som arvelige,
og kommer som folge av kjente genetiske mutasjoner i1 for eksempel BRCA1- og BRCA2-
genene (3). Det er ogsa mange ikke-arvelige risikofaktorer forbundet med brystkreft, ofte
knyttet til det kvinnelige kjonn. Kombinasjonen av et vestlig kosthold, med heyt fettinnhold og
lavt fiberinnhold 1 kosten, og langvarig bruk av prevensjonspiller eller gstrogenerstatninger
oker risikoen for brystkreft. Dette er fordi brystvevet da blir overstimulert, samt at brystene er
gstrogensensitive (2,4,5). Risikoen for brystkreft oker ogsd hos kvinner som starter
menstruasjonen 1 tidlig alder, far sitt forste barn etter fylte 30 ar, eller har sen menopause.

Fedme hos postmenopausale kvinner og alkoholinntak kan ogsa vere risikofaktorer (6).

1.1.2 Brystets anatomi

Brystene bestédr av kjertelvev og 15-20 lobuli. Det er alveoler med sekretoriske epitelceller i
veggen som utgjer kjertelvevet der morsmelk produseres. Utforselskanaler gar fra alveolene i
de ulike lobuli, og samles 1 melkeganger som ferer videre ut til brystvortene. Myoepitelceller
befinner seg rundt alveolene, og ved kontraksjon vil de bidra til & presse melk ut fra alveolene.
Béde kvinner og menn har melkekjertler, men disse videreutvikles ytterligere hos kvinner under
puberteten og svangerskap, samt at epitelcellene 1 alveolene modnes under svangerskap (7).
Ulike typer brystkreft deles inn etter hvor kreftcellene oppstar, og kan vaere invasive eller ikke-

invasive (4).



1.1.3 Sykdomsutvikling

Tidlige tilfeller av brystkreft blir oppdaget ved rutinemessig mammografi (8). De fleste tilfeller
oppdages derimot senere 1 forlepet, nar det forst oppstar mistanke etter at pasientene selv
kjenner en “klump” i brystet som er annerledes fra brystets vanlige vev (9). Andre symptomer
som kan oppsté er forandringer 1 brystets storrelse eller form, utflod fra brystvorten, terr hud
eller utslett pd brystene (10,11). Overlevelsesraten er hoyere jo tidligere kreften blir oppdaget.
Dersom kreftcellene kommer seg ut i blod- og lymfebanene kan cellene spre seg til andre deler
av kroppen, sette seg fast og vokse der. Slike spredninger, metastaser, gir en darligere prognose

for alle typer kreft uavhengig av plasseringen til primartumoren (8).

1.1.4 Metastase

Metastase er vandring av malignt tumorvev til omliggende vev og organer, som folge av at
kreftcellen har klart & bevege seg og adherere til ekstracellulaer matriks og invadere vev (12).
Denne vandringen kalles for den metastatiske kaskade. Nar kreftcellen har festet seg til andre
vev ma den proliferere 1 vevet for & vokse som metastatisk kreft (13). Brystkreft synes a ha et
spesifikt metastatisk meonster, der primer brystkreft oftest sprer seg til lymfeknuter, lunge,

lever, skjelett og pleura (14).

1.1.5 Brystkreftforskning

Kreftforskning bruker ofte dyremodeller 1 forsek, spesielt musemodeller. Musegenomet er
sveert likt menneskets eget (15). Det gjor at museforsek kan brukes til & studere menneskelige
sykdomstilstander. Mange gener for komplekse sykdommer er like 1 mennesker og mus. Mus
vil ogsa naturlig kunne utvikle mange av de samme tilstandene som mennesker. Derfor kan
museforsek gi innsikt i genetiske risikofaktorer i den menneskelige befolkningen. Pa grunn av
musenes korte generasjonstid kan man studere flere generasjoner samtidig, noe som er en fordel
med tanke pa arvelige sykdommer. I tillegg er museforsgk kostnadseffektive, fordi mus er
billige 1 drift og krever kun enkelt stell (16). In vitro museceller er ofte enkle & manipulere
genetisk. /n vitro eksperimenter som cellekulturer brukes til & lage nye behandlingsformer og
finne nye biomarkerer, samtidig som det kan gi forskere uvurderlig informasjon om kreftcellers
oppfoersel (17). En viktig faktor ved for eksempel cellekulturforskning, er at vekstforholdene er
stort sett annerledes enn de som finnes normalt in vivo, nettopp fordi det finnes s& mange
muligheter for & kontrollere forholdene. Stor kontroll av vekstforhold er en fordel fordi det gir

mulighet til & selektere hva det skal forskes pd. Samtidig er det en ulempe ved at det ikke er gitt
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hvordan forseket vil fungere 1 det virkelige liv. Cellekulturer har mulighet til & replikere seg
selv 1 det uendelige under visse forhold, og er derfor godt egnet til kreftforskning. Det vil da

alltid veere tilgang pa relativt homogene cellepopulasjoner (18).

Cellelinjer kan som nevnt brukes for & gi et enkelt system hvor enkelte cellekomponenter
studeres. Hypoteser dannet fra slike forsek kan undersokes nermere i en dyremodell. Den mye
brukte dyremodellen er & injisere celler fra cellelinjer inn 1 immunsupprimerte mus. Denne

metoden kalles «Cell Line-Derived Xenografts» (CDX) (19).

Det er imidlertid viktig & vite at tumormikromiljeet (TME) ikke kun bestdr av homogene
celletyper. TME er komplekst sammensatt av kreftceller og stromale celler, og samspillet
mellom disse er viktige for kreftutviklingen (20,21). Disse subpopulasjonene varierer nar det
kommer til karyotype, veksthastighet, evne til metastase, immunologiske kriterier, produksjon

og uttrykk av kreftmarkerer, samt sensitivitet til behandlinger (7,22-24).

Tumorheterogenitet er vist til & gi en stor variasjon 1 tumorer, spesielt i dyremodeller ved at de
har forskjellig opprinnelse, finnes 1 forskjellig vev og cellular opprinnelse, og ikke minst arter
(22). De stromale cellene 1 en tumor omfatter blant annet endotelceller, immunceller og
fibroblaster. Endotelceller gir angiogenese, som sikrer at tumoren far tilgang pa oksygen og
naring gjennom sirkulasjonen. Immunceller forsterker tumorigenensen (25). Fibroblastene er
nyttige bade for endotelceller ved angiogenese og for metastasering fra primartumor og videre
inn 1 sirkulasjonen (20). Tumorheterogenitet er derimot ikke en spesiell karakteristikk ved

malign kreft, men finnes ogsa 1 benigne krefttyper (22).

Spatial tumorheterogenitet refererer til forskjeller i tumorvev 1 samme kreftsykdom og mellom
prim@rtumor og metastase (26). Spatial tumorheterogenitet kalles ogsa for intra- og
intertumoral heterogenitet. Temporal tumorheterogenitet refererer til molekylar endring av
kreftceller over tid (26,27). Tumorheterogenitet bidrar til kreftvevsoverlevelse ved at det kan
vaere vanskeligere 4 drepe kreftvevet, samtidig som at tumorheterogenitet gir forskere og

klinikere et vapen for en mer spesifikk og individuell kreftterapi (22).



1.2 Sammenhengen mellom brystkreft og Nuclear factor, erythorid 2 like 2 (Nrf2)

Det er viktig & forsta hvordan en tumors metastatiske egenskaper og progresjon reguleres for a
kunne forbedre bade diagnostikk og behandling av brystkreft. Dyremodeller er nyttige a bruke
til dette formaélet. Cellelinjen 66¢l4 er et modellsystem som kan brukes for & studere metastatisk
brystkreft. Nar disse cellene settes tilbake 1 mus, utvikles primartumor og metastatisk
lungekreft. Cellelinjen 66¢l4 er utviklet fra brystkreftmodellen 4T1 1 mus, som er en modell for
metastatisk brystkreft (28). Denne musemodellen bestar av totalt fem cellelinjer, som alle kan
danne primertumor. Cellelinjene har imidlertid ulike evner til metastasering (29). Cellelinjene

er isolert fra en brysttumor 1 BALB/cfC3H mus (30).

Forsgk av Camilla Wolowczyk har vist at en konstitutiv aktivering av transkripsjonsfaktoren
Nuclear factor, erythroid 2 like 2 (Nrf2) bidrar til aggressiviteten til musecellelinje 66¢14 ved a
danne primartumor og metastasere (31). Viderefering av det samme forseket ved bruk av
transkriptom sekvensering viste en rekke nye transkripter for immunceller som blir direkte eller
indirekte regulert av Nrf2 (32). Wolowczyks museforsgk viste at musecellelinje 66¢cl4 med
fullstendig undertrykt Nrf2 (Knock-Out) i mindre grad utviklet primerkreft i brystvev, og
hadde heller ikke evne til & metastasere til lungevev (32). Dette er til forskjell fra andre studier
som viser at Nrf2-undertrykte mus hadde sterre sannsynlighet for & danne leverkreft (33).
Hypotesen til Wolowczyk og Bjerkeys forskningsgruppe er at Nrf2 i kreftceller regulerer
uttrykket av sekrerte faktorer som kontrollerer antallet og fenotype av medfedte immunceller
med immunsuppressive egenskaper, og transkriptomanalysen av 66c¢l4 indikerer at Nrf2
kontrollerer uttrykket av blant annet kjemokinene CXCL3 og CXCLS5. CXCLS5 er kjent som et
Nrf2-regulert gen (34). Det er antatt at aktiveringen av disse immuncellene bidrar til & danne

metastaser.

1.3 Nuclear factor, erythroid 2 like 2 (Nrf2) og dens beskyttende og kreftfremkallende
egenskaper

Transkripsjonsfaktoren Nrf2 uttrykkes normalt i alle vev, med hayest konsentrasjoner i hjerne-
, hjerte-, lever-, lunge-, muskel- og nyrevev (35). Denne transkripsjonsfaktoren er helt essensiell
for normal cellefunksjon ved at den har flere beskyttende oppgaver. Nrf2 kodes av NFE2L2-
genet, og bidrar til celleoverlevelse under normale fysiologiske forhold ved & opprettholde

intracelluler redoks-homeostase og a bidra til anti-inflammatoriske responser (36).



Nrf2 er en del av Nrf2/Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) signalveien som bidrar til
redoks-homeostase 1 cellen. Ved basal tilstand blir Nrf2 degenerert 1 proteasomer etter
ubiquitinering av Keap 1-CUL3-komplekset (CUL3 = Cullin 3). Ved oksidativt stress vil cystein
pa Keapl modifiseres. Dette forer til en konformasjonsendring. Nrf2 frigjeres fra komplekset
og gar inn 1 cellekjernen. Her bindes Nrf2 til et antioksidantresponselement (ARE), og starter
transkripsjonen av cellebeskyttende gener, som for eksempel antioksiderende enzymer og

metaboliseringsenzymer (fase II detoksiske enzymer) (36). Se Figur 1.
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Figur 1: Skjematisk fremstilling av Nrf2 under normale celleforhold og under stress (36).

P& bakgrunn av at Nrf2 regulerer uttrykket av antioksidanter og andre cellebeskyttende
enzymer, kan transkripsjonsfaktoren bidra til beskyttelse mot oksidative elektrofilske angrep
og overdreven produksjon av anti-inflammatoriske produkter, samt at Nrf2 oppregulerer

cytokinet IL-8 for & fremme anti-inflammatoriske tilstander (33,36,37).

Cellene kan fé uheldig forskyvning av redoks-likevekten ved oksidativt stress. Oksidativt stress
er forarsaket av frie radikaler fra “reactive oxygen and nitrogen species” (RONS). Frie radikaler

er svert reaktive molekyler som har ett eller flere uparede elektroner i deres ytterste skall, og
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kan formes nér oksygen reagerer med bestemte molekyler. De frie radikalene kan dannes bide
endogent 1 naturlige biologiske prosesser, som for eksempel ved cellerespirasjonen i
mitokondriene, eller eksogent som felge av blant annet forurensninger i miljoet, karsinogener
og straling (38,39). Nrf2 bidrar til 8 hemme de skadelige effektene av RONS ved & aktivere
signalveier og fa okt uttrykk av antioksidanter og antitoksiske enzymer i cellen (36), som nevnt

1 forrige avsnitt.

P& tross av Nrf2 sine beskyttende egenskaper i cellene viser det seg at transkripsjonsfaktoren
ogsé bidrar til kreftcelleoverlevelse. Kontinuerlig aktivering av Nrf2 viser seg & gi en rekke
fordelaktige egenskaper til kreftcellene og & fremme utviklingen av forskjellige krefttyper.
Transkripsjonsfaktorer pavirker ulike vevs- og celletyper pa ulike maéter. Dette er fordi
forskjellige deler av genomet blir uttrykt i ulike vev. Genene som Nrf2 transkriberer kan vere
pakket bort 1 enkelte celletyper, slik at Nrf2 ikke fér startet transkripsjon av genene i disse
vevstypene. Disse genene vil da ikke bli uttrykt 1 dette vevet (23).

Hyperaktivering av Nrf2 gir signifikant gkt uttrykk av metabolske enzymer som glukose 6-
fosfatdehydrogenase (G6PD) og transketolase (TKT) (36,40). Kjemoresistens kan ogsa oppsta
ved hyperaktivering, ved at nedstremsproduktene av Nrf2 hindrer tilgang av medikamenter inn
1 kreftcellen og reduserer effekten av medikamenter. I tillegg kan hyperaktivering gi
kreftcellene resistens mot RONS ved a oppregulere antioksiderende enzymer og demper
sensitiviteten til cytotoksiske kjemoterapeutiske medikamenter (41,42). Dessuten vil Nrf2

interagere med andre signalveier for & hindre apoptose i kreftcellen (36,43).

Som nevnt tidligere er Nrf2 helt nedvendig for normal cellefunksjon. Nér Nrf2 er undertrykt
ved Knock Out (KO) eller Knock Down (KD), blir cellene mer utsatt for skader som folge av
oksidativt stress og har sterre mulighet for karsinogenese. Nrf2 KO mus viser seg a vere
generelt mer utsatt for intracellulere redoks-forstyrrelser og har enklere for & utvikle
medikamentforgiftning fordi de mangler ARE-regulert medikamentmetabolisme (44). NFE2L2
KO mus blir mer sensitive for eksogene kjemikalier som igjen gjor dem mer utsatt for
lungefibrose og lungeskade, inkludert leverkreft. Antioksidanter og fase Il enzymer som
konjugerer produkter fra oksidasjonsreaksjoner synes ogsé & vere stort sett fraveerende 1 Nrf2

KO mus, som gjorde dem mer utsatt for inflammasjon-indusert kreft (36).



Nrf2 regulerer over 100 gener, men eksakt antall er ukjent (45). Som beskrevet tidligere har
Nrf2 bdde beskyttende og kreftfremkallende egenskaper. Dette er grunnlaget for at det foregér
intens forskning pa Nrf2s betydning innen ulike typer kreft, ogsd brystkreft (46). Vedvarende
overaktivering av Nrf2 har skadelig effekt 1 normale celler, og 1 kreftceller forer det til malign
progresjon. Avvikende vedvarende aktivering kan skyldes blant annet endrede protein-protein
interaksjoner, epigenetiske effekter og genetiske endringer (47). Det finnes lite informasjon om
hvilke gener som transkriberes av Nrf2 ved brystkreft. Det er ogsé i stor grad uvisst hvilke gener

som blir transkribert nar Nrf2 er konstitutivt aktivert.

1.4 Identifikasjon av regulatoriske gener

Det finnes flere ulike metoder for & identifisere regulatoriske gener. En av disse metodene
baserer seg pd & endre gener in vitro ved KD eller KO (23). Funksjonen til genene kan sa
undersgkes ved bruk av blant annet RNA-sekvensering (RNA-sek). Ved RNA-sek blir RNA
omdannet til komplementert DNA (cDNA). Adaptorer festes pda endene av cDNA-
fragmentene. Deretter blir cDNA-et sekvensert (48). Genene som blir uttrykt kan da studeres.

Alternativt kan kromatinimmunpresipitering etterfulgt av sekvensering (ChIP-sek) benyttes.

1.5 ChIP-sekvensering og -PCR
1.5.1 ChIP

Kromatinimmunpresipitering (ChIP) er en immunologisk metode for & isolere gener. Ved &
bruke antistoffer mot DNA-bindende proteiner, som transkripsjonsfaktoren Nrf2, vil genene
som dette proteinet bindes til bli isolert ved hjelp av ChIP (49). Denne teknikken er aktuell for

a forstd hva som regulerer genuttrykket 1 ulike biologiske prosesser (50).



1.5.2 Generell prosedyre for utferelse av ChIP

ChIP kan deles inn 1 seks trinn, se figur 2. Det forste
trinnet er kryssbinding, der DNA-et fikseres med
formaldehyd for & bevare kryssbindinger mellom
protein og DNA (51). Deretter tilsettes glysin for a
stanse kryssbindingen. Trinn to er cellelysering.
Der blir RIPA-buffer eller glysinbuffer tilsatt og
lyserer cellene, men bevarer DNA-et. Slik kan
uegnsket cellemateriale og cytosoliske proteiner
flernes, og kun bevart DNA tas med videre i
prosessen (52). I trinn tre benyttes ultralyd til DNA-
fragmentering (sonikering). Kromatinet brytes da
opp 1 flere fragmenter av bestemte baseparlengder
avhengig av forsgket som utferes. Dette er gunstig
for & senere kunne bestemme lokalisasjonen til
DNA-sekvensene. Videre utfores
immunpresipitering 1 trinn fire, der det benyttes
spesifikke antistoff som binder seg til det DNA-
bindende proteinet. Ved hjelp av paramagnetiske
kuler separeres komplekset mellom antistoffet, det
DNA-bindende proteinet og DNA-et. Ubundet
flernes. Til
og DNA-et

materiale kan slutt reverseres

kryssbindingene, som har blitt
immunpresipitert kan undersekes 1 videre analyser

(53).

1.5.3 ChIP-sekvensering
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Figur 2: Trinnvis skissering over ChIP-prosedyren. lllustrasjonen

er oversatt til norsk (93).

Sekvensering er en metode som gir muligheten til & lese av baseparrekkefelgen 1 DNA. Ved

neste generasjons sekvensering (NGS) gjennomferes sekvenseringen ved & benytte millioner

av mindre DNA-fragmenter som analyseres i paralleller, og kartlegge disse mot et

referansegenom for riktig art. En stor fordel ved NGS er at det gir svert god dybde i
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bioinformatikken, og kan enkelt gi innsyn i bade forventede og uforventede DNA variasjoner i
form av mutasjoner. NGS kan benyttes béde til & sekvensere hele genomer og spesielle omrader
av interesse, som for eksempel malgenene til Nrf2 (54). ChIP-sek er en teknikk som kan
benyttes for & underseke blant annet nukleosomposisjoner, histonmodifikasjoner og hvilke

gener DNA-bindende proteiner bindes til (49).

1.5.4 ChIP-PCR

Polymerase chain reaction (PCR) er en amplifiseringsteknikk der bestemte DNA-sekvenser i
en prove blir amplifisert. Metoden benyttes til DNA-fragmenter som er mindre enn 10.000
nukleotider lange (23). For & kunne utfere en PCR-reaksjon er det nedvendig & vite hvilken
DNA-sekvens som skal undersgkes, ettersom primerne som benyttes skal kunne binde seg til
komplementaer DNA-sekvens. Dersom det er onskelig & kontrollere at materialet som er
opparbeidet ved ChIP er av god nok kvalitet, og dermed verifisere ChIP-metoden, kan PCR
brukes. Denne teknikken kalles ChIP-PCR og kan benyttes til flere ulike formal. PCR kan ogsa
benyttes for a verifisere utvalgte resultater for spesielt interessante gener som kommer frem av
ChIP-sek. Da brukes det samme DNA-materialet som fra ChIP-sek 1 en PCR-kjoring. ChIP-
PCR kan 1 tillegg benyttes for & undersgke mulige mélgen, men det er da kun malgenene som

det spesifikt letes etter som kan bli funnet.

PCR-reaksjonen bestér 1 hovedsak av denaturering ved ca. 90°C, deretter hybridisering ved ca.
50°C og til slutt polymerisering ved ca. 65°C. Trinnene gjentas 1 flere sykluser til DNA-
sekvensen er tilstrekkelig amplifisert (55). Ved & benytte seg av real time-PCR (qPCR),
kvantifiseres mengde produkt samtidig som amplifiseringen foregér. Dette muliggjores ved a
benytte en fluorescerende probe, for eksempel SYBR Green, som binder seg til dobbelttradet
DNA der primeren har bundet seg. Mengden DNA 1 preven er proporsjonal med
fluorescenssignalet (55). Threshold cycle (C:) er krysningen mellom amplifikasjonskurven og
threshold-linjen, og er et relativt mal av konsentrasjonen av PCR-produktet (56). For a
korrigere mot bakgrunnsstey plasseres C: over alle kjente omrader med stoy. Ettersom SYBR
Green binder seg uspesifikt ma det utferes en smeltepunktsanalyse til slutt for & fastsla at

primerne ikke har bundet seg uspesifikt.



1.6 Hensikten med oppgaven

Det er forelopig lite kjent hvordan transkripsjonsfaktoren Nrf2 péavirker brystkreft. Pdgédende

arbeid 1 forskningsgruppen til Bjerkey ved Senter for molekyler inflammasjonsforskning

(CEMIR) antyder at transkripsjonsfaktoren Nrf2 ser ut til & spille en rolle ved spredning av

brystkreft. Hovedhensikten med denne oppgaven er & finne hvilke DNA-sekvenser Nrf2 binder

seg til ved hjelp av ChIP-sek. Dette arbeidet omfatter mer spesifikt falgende punkter:

Gruppen skal sette seg inn i de ulike trinnene 1 ChIP-prosedyren, og finne ut mer om
hvilke trinn som er kritiske for et optimalt resultat.

Gruppen skal gjennomfere ChIP ut fra ferdig kryssbundet materiale preparert av Yuna
Shin fra musecellelinjen 66cl4.

Prevematerialet som opparbeides ved ChIP skal benyttes til ChIP-PCR for & kontrollere
at ChIP-prosedyren har foregétt som enskelig.

Gruppen skal folge det pagaende arbeidet med sekvenseringsanalyse som utferes av
kjernefasiliteten = Genomics Core Facility (GCF) ved Norges Teknisk-
Naturvitenskapelige Universitet (NTNU).

Dersom tiden tillater det, skal utvalgte resultater fra ChIP-sek verifiseres ved hjelp av

ChIP-PCR.
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2.0 Materiale og metode

2.1 Musecellelinje 66¢14

Forskningsgruppen ved CEMIR dyrket cellelinje 66¢cl4 fra musemodellen 4T1. Fra cellelinje
66c¢cl4 ble det igjen dyrket frem en Non-Target (NT) cellelinje som har basale egenskaper.
Denne cellelinjen kalles 66¢l4 Nrf2 NT. I tillegg ble det laget en Knock-Down cellelinje kalt
3B7 hvor Nrf2 er undertrykt, men ikke fullstendig fjernet. Denne cellelinjen kalles 66¢l4 Nrf2
KD 3B7. Prosedyren for celledyrkningen ligger vedlagt i vedlegg 1.

- -~ v s L
67NR 168FARN 4707 4T
v v v v

Figur 3: Skjematisk fremstilling av musecellemodell 4T1 med sirkel rundt musecellelinje 66cl4 som er brukt i disse

forsokene. Det er fra musecellelinje 66¢l4 at Non-Target (NT) og Knock-Down (KD) 3B7 er dyrket frem av.

2.2 Kromatinimmunpresipitering (ChIP)

DNA og proteiner i cellene ble kryssbundet ved hjelp av 0,5% formaldehyd som beskrevet i
vedlegg 1. Kryssbindingen ble stanset ved bruk av glysin. Cellene ble lysert med RIPA/glysin-
buffer. Deretter ble DNA fragmentert til 200-500 bp ved ultralydsonikering, som beskrevet 1
vedlegg 1. Ferdig fragmentert DNA ble lagret ved -80°C. Kryssbinding og sonikering av

cellematerialet ble gjennomfert av mastergradstudent Shin.

Kromatinfragmentene lagret ved -80°C ble tint pé is. Protein A og G Dynabeads (Invitrogen,
CA, USA) ble klargjort. Protein A Dynabeads og protein G Dynabeads ble pipettert i DNA
LoBind eppendorfrer. Eppendorfrerene ble deretter plassert 1 en magnetholder, vesken ble
avpipettert og kulene ble s vasket med RIPA vaskebuffer to ganger (vedlegg 2). RIPA
vaskebuffer ble deretter tilsatt for & lage en suspensjon. Suspensjonen med Dynabeads ble

oppbevart kjelig. Deretter ble kromatinfragmentene fordelt i nye eppendorfrer, for & fa to
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paralleller av hver cellelinje og hvert antistoff. Til immunpresipitering (IP) ble det brukt
kromatin som var sonikert i 10 og 12 sykler (30 sek ON, 30 sek OFF). Sonikeringsprosedyren
var pa forhand optimalisert til 12 sykler med 30 sekundersintervaller som gir DNA-fragmenter

pa 150 - 500 basepar.

Deretter ble det tilsatt suspensjon med Dynabeads til hver kromatinpregve. Provene ble inkubert
med rotasjon 1 én time ved 4°C. Etter inkuberingen ble eppendorfrerene plassert 1 en
magnetholder og supernatanten ble pipettert over til nye eppendorfrer. Det ble tilsatt o-Nrf2
antistoff (EP1808Y, abcam, 62352, MA, USA), a-Normal Rabbit IgG (Cell Signaling
Technology, 2729, UK) og a-Histone H3 (Cell Signaling Technology, 4620, MA, USA) til hver
sine paralleller. a-Normal Rabbit IgG ble benyttet som negativ kontroll. a-Histone H3 ble brukt
som positiv kontroll. Antistoffene ble inkubert over natten ved inkubasjon med rotasjon ved

4°C.

Etter inkubering ble pravene spunnet ned i1 en top-sentrifuge, og ytterligere suspensjon med
Dynabeads ble tilsatt til hver av prevene. Dette ble etterfulgt av inkubasjon med rotasjon ved
4°C 1 150 minutter. Videre ble kulene vasket med tillaget vaskebuffer (se vedlegg 2 for
tillagning). Provene ble igjen spunnet ned i1 en top-sentrifuge og plassert 1 en magnetholder,
suspensjonen ble pipettert bort og RIPA vaskebuffer ble tilsatt til hver av prevene. Provene ble
inkubert med rotasjon ved 4°C i 5 minutter. Dette ble gjentatt fem ganger. Denne prosedyren
ble gjennomfoert for en vask med henholdsvis LiCl vaskebuffer (vedlegg 3) og TE-buffer
(vedlegg 4).

For & fjerne kryssbindingene, protein og RNA 1 prevematerialet ble hver av prevene
resuspendert 1 TE-buffer og 1% RNAseA (QIAgen, Tyskland, Cat no 19101). Pravene ble
blandet godt, og inkubert med risting ved 1200 rpm og 37°C i1 30 minutter. Det ble videre tilsatt
10% SDS (Sigma-Aldrich, Tyskland) og Proteinase K (Roche, Sveits). Provene ble blandet
godt ved bruk av vortex. Deretter ble provene inkubert med risting ved 1200 rpm og 55°C 1 én

time. Temperaturen ble oppjustert til 65°C, og prevene ble inkubert med risting over natten.

Det immunpresipiterte DNA-et ble renset ved hjelp av QIAquick PCR Purification Kit
(QIAgen). DNA-et ble vasket og isolert ved Buffer PB og Buffer PE fra PCR Purification kittet.
Det isolerte DNA-et ble eluert 1 TE-buffer og renset en siste gang, slik at det kun var igjen
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isolert og renset DNA som ble overfort til PCR samme dag. Prosedyren til IP ligger vedlagt i
vedlegg 5.

2.3 ChIP-PCR

PCR-forsgkene ble gjennomfert 1 — 3 ganger. Det ble gjort forsek med PCR-primere mot
genene Thioredoxin reductase 1 (Txnrdl) (Sigma-Aldrich), NAD(P)H quinone oxidoreductase
1 (Ngol) (Sigma-Aldrich), Glutathione S-Transferase Alpha 3 (Gsta3) (Sigma-Aldrich), og
Glutathione S-Transferase Alpha 4 (Gsta4) (Sigma-Aldrich) mot cellelinjene 66¢14 Nrf2 NT og
66cl4 Nrf2 KD 3B7. For Txnrd1-genet ble det benyttet to ulike primersekvenser kalt Txnrd1-
P1 og Txnrd1-P2. Disse representerer to ulike bindingssteder for Nrf2. Primersekvensene er

vist 1 vedlegg 6.

Det ble satt opp tre praver for hver av cellelinjene. Det ble laget primer master mix for alle
primersettene, se vedlegg 7. Primer master mixen bestod av sterilisert ionefritt vann, SYBR
Select Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA), og forward primer og reverse primer for
de ulike mélgenene. Deretter ble primer master mix fordelt i nye eppendorfrer til hver enkelt
prove. ChIP-DNA ble tilsatt. Det ble tatt ut ikke-IP kromatin for 10% input preve. I tillegg til
provene ble det laget tre kontroller; en kontroll uten DNA (kontamineringskontroll), en negativ
kontroll presipitert med a-Normal Rabbit IgG, og en positiv kontroll presipitert med a-Histone
H3. Praovene presipitert med a-Normal Rabbit IgG, a-Histone H3 og a-Nrf2 ble laget etter
samme prosedyre, se vedlegg 7. Primer master mix ble fordelt i PCR-brenner sammen med

ChIP-DNA 1 tre paralleller. PCR-instrumentet ble innstilt etter metode vist i vedlegg 8.

Resultatene fra ChIP-PCR ble beregnet ved bruk av %input-metoden. Dette er en metode som
normaliserer for kilder til variasjon i data fra ChIP-qPCR. I denne metoden blir mengden input
kromatin normalisert. %input tar hayde for pravematerialet som er tatt ut av preven for PCR-
analyse, slik at det blir justert for hva signalet ville vart dersom ikke noe prevemateriale hadde

blitt fjernet (57,58).

Beregningen av %input kan deles inn 1 to trinn. %input er et relativt begrep som forteller om
forholdet mellom PCR-signaler fra immunpresipitert prevemateriale og PCR-signalet fra
tilherende inputpreve (57). I trinn én beregnes justert Ct 1 forhold til aktuell mengde input ved

a subtrahere log2 av mengde input fra middelverdien til Ct. Videre kan %input beregnes i trinn
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to. Da benyttes formel 1. For Ct (IP) benyttes Ct-verdien for aktuell prove som %input skal

beregnes for.
%input = 100 X 2(justert input—Ct(IP)) (1)

2.4 Sekvensering

Bibliotekspreparering av ChIP-materialet og NGS ble gjennomfert av kjernefasilitet GCF ved
NTNU. Bioinformatikkanalysen ble gjennomfert av kjernefasiliteten for bioinformatikk
(BioCore). Biblioteksprepareringen ble gjennomfort med QIAseq Ultralow Input Library Kit
(QIAgen) for 10 - 100 ng DNA, og selve sekvenseringen ble gjennomfert pd en Illumina
NS500HO flowcelle ved 75 basepar for Single-End avlesninger.

For sekvenseringen ble “Illumina NextSeq systems” protokoll A for standard normalisert
metode benyttet (se vedlegg 9). Denne prosedyren passer for prevemateriale som har
gjennomgatt standard bibliotek kvantifikasjon og anbefalte kvalitetskontrollprosedyrer.
Protokoll A vil denaturere og fortynne biblioteket. Forst ble fortynning av NaOH, og HT1- og
RSB-lgsninger forberedt etter prosedyre (se vedlegg 9). Biblioteket ble denaturert med NaOH,
og det denaturerte biblioteket ble i dette forseket fortynnet til 25 pM. Biblioteket ble si
fortynnet igjen til “loading concentration” for bruk av et Output Kit. Losningene ble sd overfort

til reagenskassetter og sekvenseringen ble startet.

For bioinformatikkanalysen ble softwarepakken MACS2 (59) brukt. Denne softwarepakken er
det mest brukte bioinformatikkanalyseverktoyet for ChIP-sek-analyser.
Bioinformatikkanalysene ble gjort samlet 1 en pooled analyse for alle fem biologiske replikater

1 forsgket. Resultatene fra bioinformatikkanalysen ble illustrert i UCSC browser (60).
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3.0 Resultater

3.1 ChIP-PCR viser at Nrf2 binder seg til utvalgte kjente Nrf2-bindingssteder
ChIP-prosedyren ble kontrollert ved & utfere QPCR med primere for de kjente Nrf2-mélgenene
Txnrdl, Nqol, Gsta3 og Gsta4.

Resultatene indikerer at Nrf2 har bundet seg til malgenene Txnrd1l, Nqol, Gsta3 og Gsta4 i
varierende grad, i bade 66cl4 Nrf2 NT- og KD-cellelinjene. Som forventet er %input for 66cl4
Nrf2 NT-cellene sterkere enn %input for 66¢cl4 Nrf2 KD-cellene, siden KD-cellene har fatt slatt

ned Nrf2-transkripsjonen.

Figur 4 viser resultatene fra ChIP-PCR for DNA immunpresipitert med henholdsvis a-Nrf2, a-
Normal Rabbit IgG og a-Histone H3. Figur 5 viser det samme, men uten %input for a-Histone
H3. Figurene viser %input for genene fordelt pd de forskjellige antistoffene. Resultatene for
Nqgol og Txnrdl med primersett 1 (Txnrd1-P1) er representative for tre forsek. Txnrdl med
primersett 2 (Txnrd1-P2), Gsta3 og Gsta4 er representativt for ett forsek. %input er noe lavere
for Txnrdl-genet, og hoyere %input for Txnrd1-P1 indikerer at dette er en bedre primer for

dette genet enn Txnrd1-P2.

Som positiv kontroll ble det utfort IP med antistoff mot histon, da det alltid er histon tilgjengelig
1 DNA-et. Det ble hoy %input for a-Histone H3 1 cellelinje 66¢14 Nrf2 NT og 66¢cl4 Nrf2 KD
3B7 for genene Txnrdl, Nqol, Gsta3 og Gstad4. Det hagye signalet for a-Histone H3 betyr at
PCR-reaksjonen har foregétt som normalt (figur 4). Det ble ogsa benyttet en negativ kontroll
med a-Normal Rabbit IgG. Signalene for denne kontrollen var lavere enn signalene for pravene

som var behandlet med a-Nrf2.

Smeltepunktet for de forskjellige genene ligger ved samme temperatur for tilherende
paralleller. Dette viser at primerne ikke binder seg uspesifikt. Eksempel pa en smeltepunktsgraf
for ett av primersettene ligger vedlagt (vedlegg 10). Tilsvarende smeltepunktskurve fremkom

for alle primersettene.

For beregning av resultater ble %input-metoden benyttet. Eksempel pé utregning ligger vedlagt

1 vedlegg 11. Som kjent fra kapittel 2.3 er det tatt ut 10% input fra alle prover for IP.
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Figur 4. ChIP-PCR viser hay %input for a-Histone H3 for genene Nqol, Gsta3, Gsta4 og Txnrdl. Dette indikerer at histoner
er detektert i provematerialet for cellelinjene 66cl4 Nrf2 Non-Target (NT) og 66cl4 Nrf2 Knock Down (KD) 3B7. Resultatene
for Ngol og Txnrdl-PI er representativt for tre forsok, og resultatene for Txnrd1-P2, Gsta3 og Gsta4 er representativt for ett
forsok. Pd grunn av hoy %input av a-Histone H3, vises ikke resultatene fra IP a-Nrf2 og IP a-Normal Rabbit IgG.
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Figur 5: Nqol, Gsta3, Gsta4 og Txnrdl er malgener for Nrf2 i cellelinjene 66cl4 Nrf2 Non-Target (NT) og 66¢cl4 Nrf2
Knock Down (KD) 3B7. Resultatet viser lavere %input i Non-Target og Knock-Down 3B7-cellene med a-Normal Rabbit IgG
som er benyttet som negativ kontroll, enn i de samme cellene immunpresipitert med a-Nrf2. Resultatene for Nqol og Txnrdl-

P1 er representativt for tre forsok, og resultatene for Txnrd1-P2, Gsta3 og Gsta4 er representativt for ett forsok.

16



3.2 Resultater fra sekvensering
Sekvenseringen ble gjennomfert av kjernefasiliteten GCF ved NTNU. Provematerialet som ble

benyttet til sekvenseringen ble fremstilt av masterstudent Shin.

Fra biblioteksprepareringen ble det funnet at hoveddelen av DNA-fragmentene hadde en
storrelse pa omtrent 200 - 500 bp. Eksempel pa dette vises for en preve i figur 6. I
biblioteksprepareringen blir det lagt til DNA-tagger pa cirka 100 ekstra basepar. Resultatet

viser at sonikeringen oppnadde ensket fragmentlengde pa 200 - 500 basepar.
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Figur 6. Biblioteksprepareringen viser at baseparlengden til DNA-fragmentene i provene ligger hovedsakelig mellom 200-
500 basepar. Toppene ved 35 og 10380 basepar er fra markorer som er tilsatt som referanse. Figuren er representativt for
samtlige prover. Kurven til venstre er en densiometrisk fremstilling av resultatet. Figuren til hoyre viser resultatet fra
kapilleerelektroforese. Begge figurene viser en hoy tetthet av fragmenter rundt 300 basepar. Den representative proven er

replikat 5 for 66cl4 Nrf2 Non-Target immunpresipitert med o-Nrf2.
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I kvalitetsrapporten fra sekvenseringen kommer det frem at det er oppnadd tilstrekkelig
sekvenseringsdybde, da de fleste provene har 10 - 20 millioner reads. Figur 7 illustrerer dette.
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Figur 7: Kvalitetsrapporten for sekvenseringen viser at de fleste provene har mellom 10 og 20 millioner reads.
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I tillegg er sekvenseringen kvalitetskontrollert opp mot et referansegenom for & kontrollere i

hvor stor grad genomet tilsvarer mus. Resultatet viser at 65 - 70% av det sekvenserte

provematerialet er spesifikt for mus, og resten er genmateriale som er likt for flere ulike arter.

Figur 8 viser resultatet.
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Figur 8: Kvalitetskontrollen for sekvenseringen viser at 60-75% av det sekvenserte provematerialet er spesifikt for mus.
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Sekvenseringen for 66¢l4 Nrf2 NT-cellelinjen 1 forhold til tilherende inputprever resulterte i
totalt 180 steder i DNA-et der Nrf2 har bundet seg fast. Etter filtrering ble omrédder med kjent
stay fjernet, og det var da 94 gjenvarende bindingsseter. De 94 bindingssetene med
kromosomplassering er presentert i vedlegg 12. To av de mest signifikante bindingssetene og
minst signifikante bindingssetene for Nrf2 er illustrert i henholdsvis figur 9 og figur 10.
Figurene viser signalene til [P Nrf2 mot tilherende input. Noen av de detekterte bindingsstedene

for Nrf2 er kjent fra for, mens de fleste er nye bindingssteder for Nrf2.

strong peak 4, chr4: 14898660 - 14899270 strong peak 1, chrl6: 94235631 - 94236261
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Figur 9: Sekvenseringsresultatet viser signifikante topper i kromosom 4 og kromosom 16. Disse to toppene er valgt ut som

representative topper med hoy signifikans. X-asken er antall basepar og Y-aksen er signalstyrke.

weak peak 3, chr3: 60707083 - 60707573 weak peak 2, chr8: 94262558 - 94263046
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Figur 10: Sekvenseringsresultatet viser mindre signifikant topper i kromosom 3 og kromosom 8. Disse to toppene er valgt

ut som representative topper med mindre signifikans. X-aksen er antall basepar og Y-asken er signalstyrke.
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Av 10 kjente Nrf2-bindende gener (61) ble tre gjenfunnet som signifikante. Disse genene er
Epoxide hydrolase 1 (Ephx1), Glutation S-transferase Mu 1 (Gstm1) (bundet i intron), og Heme
oxygenase 1 (Hmox1) (bundet i enhancer). Figur 11 viser at Nrf2 har bundet seg 1 intron for
Ephxl1. I tillegg ble funnet et signifikant bindingssted for genet Slc48al (62). Nqol ble ikke

funnet som signifikant, mens Gsta3 og Gsta4 ikke ga noen sekvenseringsresultater.
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Figur 11: Sekvenseringsresultatet viser en signifikant topp med signalstyrke 35 for bindingssetet til Nrf2 i EphxI-genet i
66cl4 Nrf2 NT-cellelinjen. Bindingssetet, merket med gronn sirkel, befinner seg i et intron. Toppene overst i bildet
representerer input-proven, mens toppene nederst i bildet representerer DNA immunpresipitert med antistoff mot Nrf2. De
gule boksene illustrerer kjente enhancer-regioner. Analyse av sekvenseringsdataene representerer data for fem biologiske
replikater. Figuren er et utdrag fra UCSC Genome browser. Toppene illustrerer genomet, mens de horisontale strekene

illustrerer genet.
Tilsvarende bioinformatikkanalyse av sekvenseringsresultatene for 66cl4 Nrf2 KD 3B7

resulterte 1 kun en signifikant topp. Sekvensering av 66cl4 Nrf2 KD 3B7-cellene ga lavere
resultater for Nrf2 enn 66cl4 Nrf2 NT-cellene.

3.3 ChIP-PCR viser at Txnrd1l, Nqol, Gsta3 og Gsta4 er mélgener for Nrf2, men ChIP-
sekvensering viser lav til ingen signifikans for 66¢cl4 Nrf2 NT-cellelinjene

Det er kjent at Txnrd1 har et bindingssete for Nrf2. ChIP-PCR viser at det har bundet seg mer
DNA immunpresipitert med antistoff mot Nrf2 til Txnrdl enn DNA immunpresipitert med
antistoff mot Normal Rabbit IgG. Dette resultatet er representativt for tre forsek. I ChIP-PCR
ble Txnrd1 beregnet til & ha en %input pa 0,0012 pa 66¢cl4 Nrf2 NT-cellelinje for a-Nrf2.
Sekvenseringsresultatet viser en topp 1 promotorregionen for Txnrd1-genet. Denne toppen har
oppnadd signalstyrke 36 i1 sekvenseringen. Toppen er i folge bioinformatikkanalysene ikke

signifikant, men ser allikevel ut til & veere en reell topp. Figur 12 illustrerer disse resultatene.
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Figur 12: Txnrdl er et malgen for Nrf2 i cellelinje 66cl4 Nrf2 Non-Target (NT). Det er en signifikant topp med signalstyrke
36 for bindingssetet til Nrf2 i Txnrdl-genet i 66cl4 Nrf2 NT-cellelinjen. A: Resultatet viser hoyere %input i 66¢l4 Nrf2 Non-
Target cellene med a-Nrf2, enn med a-Normal Rabbit IgG (negativ kontroll). Fra ChIP-PCR er %input beregnet til 0,0012 pa
66¢l4 Nrf2 NT immunpresipitert med a-Nrf2. Resultatene for Txnrdl er representativt for tre forsok. B: Bindingssetet, merket
med rod sirkel, befinner seg i promotoren. Toppene overst i bildet representerer input-proven, mens toppene nederst i bildet
representerer DNA immunpresipitert med antistoff mot Nrf2 (merk ulik hoyde for Y-askene). De gule boksene illustrerer kjente
enhancer-regioner. Analyse av sekvenseringsdataene representerer data for fem biologiske replikater. Figuren er et utdrag fra

UCSC Genome browser. Toppene illustrerer genomet, mens de horisontale strekene illustrerer genet.

Som nevnt tidligere er Nqol ogsé et kjent bindingssete for Nrf2. ChIP-PCR viser at det har
bundet seg mer DNA immunpresipitert med antistoff mot Nrf2 til Nqol enn DNA
immunpresipitert med antistoff mot Normal Rabbit IgG. Dette resultatet er representativt for
tre forsek. I ChIP-PCR ble Nqol beregnet til & ha en %input pa 0,0074 pa 66¢cl4 Nrf2 NT-
cellelinje for a-Nrf2. Sekvenseringsresultatet viser en topp 1 promotorregionen for Nqol-genet.

Denne toppen har oppnadd signalstyrke 18 i sekvenseringen. Toppen er i folge
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bioinformatikkanalysene ikke signifikant, men ser allikevel ut til & vaere en reell topp. Figur 13

1llustrerer disse resultatene.
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Figur 13: Nqol er mdlgen for Nrf2 i cellelinje 66cl4 Nrf2 Non-Target (NT). A: Resultatet fra ChIP-PCR viser hoyere %input
i provemateriale fra 66cl4 Nrf2 NT immunpresipitert med o-Nrf2, enn i tilsvarende provemateriale immunpresipitert med o-
Normal Rabbit IgG (negativ kontroll). Fra ChIP-PCR er prosent input beregnet til 0,0074 pa 66¢l4 Nrf2 NT immunpresipitert
med o-Nrf2. Resultatene for Nqol er representativt for tre forsok. B: Sekvenseringsresultatet viser en topp i promotorregionen
Jfor Ngol-genet i 66¢cl4 Nrf2 NT. Bindingssetet, merket med rod sirkel, befinner seg i promotoren. Denne toppen ble ikke funnet
a veere signifikant. Toppene overst i bildet representerer input-proven, mens toppene nederst i bildet representerer DNA
immunpresipitert med antistoff mot Nrf2 (merk ulik hoyde for Y-askene). De gule boksene illustrerer kjente enhancer-regioner.
Analyse av sekvenseringsdataene representerer data for fem biologiske replikater. Figuren er et utdrag fra UCSC Genome

browser. Toppene illustrerer genomet, mens de horisontale strekene illustrerer genet.
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Gsta3 har ogsa et kjent bindingssete for Nrf2. ChIP-PCR viser at det har bundet seg mer DNA
immunpresipitert med antistoff mot Nrf2 til Gsta3 enn DNA immunpresipitert med antistoff
mot Normal Rabbit IgG. Dette resultatet er representativt for ett forsek. I ChIP-PCR ble Gsta3
beregnet til & ha en %input pa 0,0065 pa 66cl4 Nrf2 NT-cellelinje for a-Nrf2. Sekvenseringen
av Gsta3 har ikke oppnddd signalstyrke som er hagyere enn bakgrunnssteyen, og er derfor ikke

signifikant. Dette resultatet er illustrert i Figur 14.
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Figur 14: Gsta3 er et malgen for Nrf2 i cellelinje 66cl4 Nrf2 Non-Target (NT). Det er ingen signifikante topper for
bindingssetet til Nrf2 i Gsta3-genet i 66cl4 Nrf2 NT-cellelinje. A: Resultatet viser hoyere %input i provemateriale fra 66cl4
Nrf2 NT immunpresitert med a-Nrf2, enn i tilsvarende provemateriale immunpresipitert med o-Normal Rabbit IgG (negativ
kontroll). Fra ChIP-PCR er %input beregnet til 0,0065 pd 66cl4 Nrf2 NT-cellelinje for anti-Nrf2. Resultatet for Gsta3 er
representative for ett forsok. B: Sekvenseringsresultatet viser ingen signaler som er hoyere enn bakgrunnsstoyen, og er derfor
ikke signifikant for Gsta3-genet i 66¢l4 Nrf2 NT. Toppene overst i bildet representerer input-proven, mens toppene nederst i
bildet representerer DNA immunpresipitert med antistoff mot Nrf2. Merk ulik hoyde for Y-aksene. De gule boksene illustrerer
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kjente enhancer-regioner. Analyse av sekvenseringsdataene representerer data for fem biologiske replikater. Figuren er et

utdrag fra UCSC Genome browser. Plasseringen i genomet vises overst i figuren, og illustrasjon av genet vises nederst.

Fra litteraturen er det ogsa funnet at Gsta4 har et kjent bindingssete for Nrf2. ChIP-PCR viser
at det har bundet seg mer DNA immunpresipitert med antistoff mot Nrf2 til Gsta4 enn DNA
immunpresipitert med antistoff mot Normal Rabbit IgG, som forventet. Dette resultatet er
representativt for ett forsek. I ChIP-PCR ble Gsta4 beregnet til & ha en %input pa 0,0062 pa
66cl4 Nrf2 NT-cellelinje for a-Nrf2. Sekvenseringen av Gsta4 har ikke oppnadd signalstyrke
som er hoyere enn bakgrunnssteyen og er derfor ikke signifikant. Disse resultatene er vist 1

Figur 15.
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Figur 15: Gsta4 er et mdlgen for Nrf2 i cellelinje 66cl4 Nrf2 Non-Target (NT). Det er ingen signifikante topper for
bindingssetet til Nrf2 i Gsta4-genet i 66cl4 Nrf2 NT-cellelinje. A: Resultatet viser hoyere %input i provemateriale fra 66cl4
Nrf2 NT immunpresitert med a-Nrf2, enn i tilsvarende provemateriale immunpresipitert med o-Normal Rabbit IgG (negativ
kontroll). Fra ChIP-PCR er %input beregnet til 0,0065 pa 66¢cl4 Nrf2 NT-cellelinje for a -Nrf2. Resultatet for Gsta4 er
representative for ett forsok. B: Sekvenseringsresultatet viser ingen signaler som er hoyere enn bakgrunnsstoyen, og er derfor
ikke signifikant for Gsta4-genet i 66¢l4 Nrf2 NT. Toppene overst i bildet representerer input-proven, mens toppene nederst i
bildet representerer DNA immunpresipitert med antistoff mot Nrf2. Merk ulik hoyde for Y-aksene. De gule boksene illustrerer
kjente enhancer-regioner. Analyse av sekvenseringsdataene representerer data for fem biologiske replikater. Figuren er et

utdrag fra UCSC Genome browser. Plasseringen i genomet vises overst i figuren, og illustrasjon av genet vises nederst.

26



4.0 Diskusjon

4.1 Kjente mélgener for Nrf2

Som vist 1 sekvenseringsresultatene og vedlegg 12 ble det funnet 94 bindingssteder for Nrf2 1
66c¢cl4 Nrf2 NT-cellelinjen. Mastergradsstudent Shin har forelepig funnet ut at 36 av de 94
genene er forankret 1 litteraturen som kjente bindingssteder for Nrf2 i andre vev. Blant disse er
det bindingssteder for Nrf2 i genene Hmox1, Ephxl og Gstml (61,63—-67). Dette er en
indikasjon pd at forseket har oppnddd palitelige resultater, fordi disse mélgenene for Nrf2

allerede er kjent 1 litteraturen.

Sekvensering av 66cl4 Nrf2 KD 3B7-cellene ga bare ett bindingssete for Nrf2. Dette er som
forventet da Nrf2 er undertrykt i 66¢14 Nrf2 KD 3B7-cellene. Dette tilsvarer resultatet fra ChIP-
PCR, hvor 66¢l4 Nrf2 NT-cellene generelt ga hayere %input enn 66¢l4 Nrf2 KD 3B7-cellene

for de testede genene.

Ephx1 er kjent & bli regulert av Nrf2 og koder for et enzym som konverterer sykliske etere
(epoksider) til trans-dihydrodioler (36,68). Dette gjor at Ephx1 detoksifiserer kjemikalier med
lav molekylvekt som benzen. Hmox1 koder normalt for et kataboliseringsenzym som spalter
heme til biliverdin (36). Gstm1 er viktig 1 bekjempelsen av fremmede bakterier ved & katalysere
nukleofiler i cellen (69). Det at disse kjente mélgenene for Nrf2 blir detektert som signifikante
1 vr sekvenseringsanalyse viser at ChIP-sek analysen har veart vellykket. Vi kan dermed stole
pa at de nye bindingsstedene for Nrf2 som har fremkommet av denne studien er relle

bindingssteder.

Txnrdl er et kjent Nrf2-regulert gen som koder for et antioksidantenzym. Dette genet er dermed
viktig 1 reguleringen av celluler redokshomeostase (36,70,71). Resultatene fra ChIP-PCR viser
at Txnrdl er et malgen for Nrf2. Det sterke utslaget i sekvenseringsanalysen for Txnrdl kan
vurderes som et reelt bindingssete for Nrf2 pd grunn av en tydelig topp 1 promotorregionen,
selv om sekvenseringsprogramvaren ikke gjor det. Bioinformatikkanalysen har 1 dette tilfellet
filtrert ut Txnrdl som et ikke-signifikant mélgen, pé tross av det sterke signalet. Arsaken til
dette er trolig fordrsaket av en for streng signifikansgrense ved bioinformatikkanalysene.
Bindingssetet for Nrf2 ligger 1 promotorregionen for genet, noe som ogsa styrker antakelsen

om at sekvenseringsresultatet for Txnrd1 kan anses som signifikant.
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I ChIP-PCR ble det benyttet to ulike primersett for Txnrdl. Dette representerer to ulike
bindingssteder for Nrf2. Txnrd1-P1 ble vurdert som det beste primersettet fordi det har
betydelig hoyere %input enn Txnrd1-P2. Denne forskjellen kan komme av at sekvensen for
Txnrd1-P1 er mer tilgjengelig 1 Txnrd1-genet enn sekvensen til Txnrd1-P2. I sekvenseringen
oppnadde Txnrdl signalstyrke 35 og observeres som en tydelig topp. Siden vi har fitt et reelt
bindingssete i ChIP-sekvenseringen, og et reelt signal fra ChIP-PCR, betyr dette at det er

overenstemmelse mellom resultatene.

Ngqol er et kjent malgen for Nrf2 som katalyserer reduksjonen og detoksifiseringen av reaktive
kinoner som kan forarsake oksidativt stress pa cellene (36). Resultatet fra tre forsek med ChIP-
PCR viste at Nrf2 ogsa binder seg til Nqol, og sekvenseringsresultatet viser at bindingssetet
ligger 1 promotorregionen. Nqol har fitt en hey %input for 66¢cl4 Nrf2 NT og 66cl4 Nrf2 KD
3B7-cellelinjene. Allikevel har bioinformatikkverktoyet MACS2 vurdert resultatet som ikke
signifikant. Dette er sannsynligvis fordi signifikansgrensen er satt for heoyt. Det er ogsd en
relativt hoy stoytopp pa input-linjen rett ved regionen for bindingssetet for Nrf2. Dette er
muligens grunnen til at MACS?2 tolker toppen som ikke signifikant. Toppen kan likevel ansees

som reell siden den ligger i promotorregionen for Nqol.

Resultatet for forsegket med ChIP-PCR viste ogsa at Nrf2 binder seg til Gsta3 og Gsta4. Gsta3
og Gsta4 er begge alfa-glutation s-transferaser. Fra ChIP-PCR fir man omtrent samme %input
hos Gsta3 som Gsta4. Til forskjell fra Nqol og Txnrdl er ikke Gsta3 og Gsta4 representative
for mer enn ett ChIP-PCR forsgk, slik at man ikke kan si sikkert om de er sikre malgen for
Nrf2. De initielle forsekene viser derimot at de gir gode og forventede svar. Sekvensering og
pafallende bioinformatikkanalyser ga ingen signifikante resultater for Gsta3 og Gsta4. Til
forskjell fra Txnrd1 og Nqo1 var det ikke mulig & skille eventuelle reelle topper fra nerliggende
stoytopper.

Selv om Gsta3 og Gsta4 er kjente malgener for Nrf2, er det ikke sikkert at disse genene blir
uttrykt 1 brystkreftvev. Dette kan som nevnt tidligere skyldes at disse genene er pakket bort i
brystkreftcellene pd grunn av forskjellig metylering av histoner, og vil dermed ikke
transkriberes (72—74). En annen mekanisme er cellenes cellehukommelse, der den enkelte
cellen og dens datterceller “husker” sitt genuttrykksmenster etter celledifferensiering (72).

Dersom brystkreftcellenes hukommelse tilsier at Gsta3 og Gsta4 ikke er viktige deler av cellens
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“jeg”, skal ikke cellene ha disse genene uttrykt. Dette kan vaere &rsakene til at sekvenserings-

og bioinformatikkanalysene ikke ga noen signifikante resultater.

Flere av bindingsstedene som ble funnet signifikante ligger i promotorregionen til gener, slik
som Txnrdl og Nqol. Andre gener kan ligge 1 enhancerregioner oppstroms for genet.
Bioinformatikken viste at Ephx1 var et av de mest signifikante resultatene fra analysen, der
bindingssetet til Nrf2 derimot ble funnet 1 et intron. Det har i flere forskningsprosjekter blitt
funnet at bindingsseter for transkripsjonsfaktorer ogsé kan ligge 1 intron (75,76). Problemet
med & ha bindingssete 1 intronet er at man ikke kan vare sikker p4 om bindingssetet regulerer
transkripsjon av Ephx1 eller et annet gen. Det ble pa forhand ikke gjennomfert ChIP-PCR mot
dette genet for & kontrollere ChIP-materialet. Derfor vil det vare interessant & gjennomfere en
ChIP-PCR for Ephx1-mélgenet for & se hvilke utslag dette genet far i forhold til mélgenene som
opprinnelig ble valgt ut til & gjennomfere ChIP-PCR.

4.2 Metodologiske betraktninger

For & fa et godt resultat fra ChIP-sekvensering er det viktig at ChIP-prosedyren fungerer
optimalt. Kritiske trinn i1 prosedyren omfatter blant annet fiksering, sonikering og hvilke
antistoffer som benyttes ved immunpresipitering. ChIP er en DNA-isoleringsmetode som er
sveert anvendbar til flere forskjellige typer forsgk og eksperimenter. Bindingen av antistoff og

antistoffets kvalitet er trolig det viktigste trinnet i ChIP (53).

Kryssbinding og lysering fra ChIP har foregatt som ensket ved at PCR-resultatene viser at
antistoff har bundet seg til de ulike mélgenene. Dersom kryssbindingen eller lyseringen ikke
hadde blitt gjennomfort tilstrekkelig, ville ikke antistoff ha bundet seg, og man ville ikke fatt
de signalene man forventer fra PCR. Kryssbinding 1 dette forseket er som kjent gjort med
formaldehyd. Optimaliseringsforsek av ChIP viser at 10 minutter med formaldehyd er
tilstrekkelig for & oppnd god kryssbinding (77), men inkubering med formaldehyd varierer stort
sett fra forsek til forsek (53). Kryssbinding gjennomfert av Shin har brukt samme betingelser

som anbefalt av Kus-Liskiewicz (77).

Den storste faren ved bruk av formaldehyd i kryssbinding er overfiksering. Dette kan fore til at
det ikke er mulig & f4 det immunpresiperte materiale som er interessant. Arsaken til dette er

ikke kjent (53). Det er mulig at forlenget kryssbinding kan maskere histonepitoper, fordi
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binding til nukleosomassosierte proteiner favoriseres (53). Pa denne maten vil det ikke lengre
vaere mulighet til & binde til enskede epitoper. Formaldehyd kan ogsd denaturere epitoper av
interesse (78). For lang inkubering av prevematerialet kan fore til permanent kryssbinding (77).
Permanent kryssbinding vil ogsa gjere det vanskeligere & fragmentere DNA-et ved sonikering,

og opptil 90% av startmaterialet kan ga tapt (53).

Et problem ved bruk av formaldehyd er at det kan dannes indirekte bindinger mellom protein
og DNA. I tillegg kan proteiner brettes ut og antigenbindingsseter kan pa den maten ga tapt.
Dessuten er formaldehyd karsinogent og mé brukes med forsiktighet. Dette er blant grunnene
til at andre stoffer og metoder nd undersgkes for bruk i1 mer spesifikke tilfeller der det skal

brukes kryssbinding.

Bruk av UV-lys eller laser er en alternativ méte a lage protein-DNA, protein-RNA og protein-
protein kryssbindinger pa (53,79,80). Forsek viser at & bruke laser pd 266 nm med en frekvens
pd 1 KHz 1 60 femtosekunders pulser gir god kryssbinding av proteiner til DNA i humane
cellekjerner (79). Disse parameterene gir ikke protein-protein kryssbinding som bidrar til stey.
I motsetning til formaldehyd vil lys tillate bruk av lipaser, nukleaser og proteaser som
alternative klippemetoder for sonikering, fordi lys vil i mindre grad skape kjemiske
strukturforandringer pd samme mate som kjemiske fikseringsmetoder. Fiksering med lys er
ogsa en raskere metode, med 80 minutter for UV-lys og 15 minutter med laser (79). En stor
svakhet med bruk av UV-lys for & kryssbinde protein til DNA er at UV-lyset kan edelegge
DNA-et dersom det blir brukt med feil intensitet (53). Celis et al. (1976) fant at belgelengder
pa under 2950 Angstrom ga hindret kryssbinding i vevet. Selv om Lejnine et al. (79) ikke fant
bevis pa at lasermetoden deres hadde gitt skade eller endret integriteten pd DNA-et eller

proteinene var dette et kjent problem.

I biblioteksprepareringen kan man observere at sonikeringen av DNA-fragmentene har blitt
gjennomfert som ensket ved at flertallet av baseparene ligger innenfor 200 - 500 nukleotider
lange fragmenter. For & finne plasseringen til en ensket DNA-sekvens, er det viktig &
fragmentere DNA-et slik at det blir ca. 100 - 500 bp langt (53). Det er viktig & oppna denne
lengden for & ha mulighet til & isolere genomradet av interesse, slik at det kan finnes igjen 1 et

genomkart (53).
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Kjente faktorer som pdvirker sonikering inkluderer prevevolum, dybden pé sonikeringsproben,
sonikeringsstyrke og varigheten av sonikeringen (81). Pravevolumet ved sonikering burde ikke
overstige 1,0 mL (53). En svakhet dersom det blir benyttet SDS 1 losninger av sma volum, er at
SDS har en tendens til & bidra til skumdannelse. Skum vil hindre effektiv sonikering. Det har
blitt utprevd flere ulike metoder for & motvirke dette, som blant annet & plassere proben pa
minst 1,0 cm dybde, lagre provematerialet pa is, og a tilsette glasskuler 1 provematerialet (82).
Orlando et al. (82) poengterer derimot at optimalisering av sonikering ikke er kritisk, safremt

materialet skal brukes til & vise binding av et protein til et bestemt sted ved screening.

Industristandarden for PCR-produkter er 50 - 150 bp lange fragmenter (83). Det er viktig at
fragmentene etter sonikering er lengre enn PCR-produktet man vil frem til, slik at primerne kan
feste seg. Selv om de fleste produsenter av reagenser og verktey for PCR oppgir at
amplikonsterrelse vil vaere av betydning for amplifikasjonseffekten ved qPCR, er det usikkert
om dette er blitt vist ved forsek (83). Det kan derimot bli argumentert for at lengden pa
amplikonene vil pavirke deteksjonstid, ved at store fragmenter med mange basepar ga hayere

deteksjonstid (83).

Fragmentsterrelse  pd  immunpresipitert DNA  har  ogsd  implikasjoner til
sekvenseringsanalysene. Ved bibliotekspreparering blir IP-DNA 1 lengdeomradet 150 - 300 bp
selektert (49). Det er viktig & legge til at Illumina-instrumentene ser ut til 4 ha bias ved &
selektere de kortere fragmentene i1 biblioteksprepareringen (49,84). I andre forsek blir det
indikert at DNA-fragmenter pa om lag 200 bp legger til rette for heyest opplesning pa ChIP-
sek data (85). Lengre fragmenter pa over 500 bp ser ut til & gi lavere opplesning pa materialet

fra sekvenseringsanalysen (84).

I samtlige av artiklene som er studert for denne rapporten blir det oppgitt at det er enskelig &
fragmentere DNA til ChIP til lengder pd mellom 100 - 800 bp (49,52,53,61,63,82,86).
Omfattende litteratursek viser imidlertid ingen umiddelbare svar pé& hvorfor denne
baseparlengden er optimal. Sek péd diskusjonsforum pa ResearchGate sa ut til & henvise 1 riktig
retning av Encode-prosjektet og artikkelen fra Landt et al. (87). Landt et al. forteller kun at man
ensker DNA-fragmenter rundt 100 - 300 bp for ChIP-analyser. Referansene (88,89) brukt for
dette oppgir ingen arsak til hvorfor 100 - 300 bp skulle vaere det mest fornuftige valget for
optimalisert ChIP-analyse.
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Som vist tidligere 1 diskusjon og 1 resultat kan det konkluderes med at antistoffene a-Nrf2, o-
Normal Rabbit IgG og a-Histone H3 som ble brukt i ChIP-PCR har vert relativt gode og
spesifikke for analysen. Valget av antistoff er uansett en av de aller mest kritiske trinnene 1 en
ChIP-analyse, nettopp fordi resultatet er avhengig av et antistoff som har klart & binde seg til

enskede DNA-fragmenter (53).

Antistoffet som skal brukes til ChIP ma vere spesifikt for proteinet som forseket er ute etter a
finne, og det burde ha hgy affinitet til antigenet (90). Polyklonale antistoffer er & foretrekke
over monoklonale antistoffer, fordi dette kan motvirke eventuell epitopmaskering som folge av
fiksering og kryssbinding (78,82). Ved gjennomfoering av selve immunpresipiteringen skal det
ifelge Orlando et al. (82) vare tilstrekkelig & tilsette 0,2 - 1 pg antistoff per 0,5 mL alikvot med
30 - 60 ug DNA. Overskudd av antistoffer i lasningen vil gi et hayere DNA-utbytte, men vil
ogsa gi mindre spesifikk antistoftbinding (82). Dette betyr at det ikke nedvendigvis vil vere
fordelaktig & ha antistoffene 1 overskudd 1 IP. I tillegg ser det ut som at bruk av magnetiske
kuler, som for eksempel Dynabeads, reduserer bakgrunnsstey mye bedre enn Sepharose (82).
Dersom Sepharose blir benyttet mé prosedyren inkludere flere vasketrinn for & fjerne

bakgrunnsstey, som igjen gjor metoden sarbar for & miste bundet materiale.

En svakhet ved vanlig ChIP er at metoden er avhengig av antistoffer som er av god nok kvalitet
til & tilstrekkelig binde seg til et malprotein, samtidig som det ma kunne tdle vanskelige
bindings- og vaskeforhold. Biotin-(strept)avidinbindingen er en av de sterkeste ikke-kovalente
interaksjonene vi kjenner til, og kan benyttes til & styrke antistoff-antigen bindingen ved ChIP-
analyser (86). Den storste fordelen med & bruke et slikt system er at signal-til-stey ratioen blir
starre, og at ko-binding med biotin-avidin gjer systemet mer robust mot vask (86). Denne typen
system kan derimot kun brukes dersom forsegket kun er ute etter signal som sier noe om binding,

og ikke dersom forsgket er ute etter & vite mengden som bindes (53).

De ulike kvalitetskontrollene som er inkludert i forseket viser at immunpresipiteringen har gétt
som egnsket. Dette bekreftes bade 1 PCR-resultatet og sekvenseringsresultatet. Dersom primerne
ikke hadde vert spesifikke ville man fétt flere smeltepunktstopper 1 smeltepunktsanalysen fra
qPCR, og man kunne oppnd lavere prosentandel av spesifikt murint materiale fra

kvalitetskontrollen 1 sekvenseringen. Kvalitetskontrollrapporten fra biblioteksprepareringen
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viser ogsd at det har blitt laget sikkert nok prevemateriale slik at man har oppnadd en
sekvenseringsdybde pa 10 - 20 millioner reads, som var gnskelig. Man kan dermed vare sikker
pa resultatet fra sekvenseringen (91). I tillegg var det satt en hoy signifikansgrense for & filtrere
ut ikke-signifikante resultater fra analysen. I den forrige delen av diskusjonskapittelet ble det
bemerket at signifikansgrensene kanskje var for heye, slik at MACS2-programmet ikke

oppdaget eller anerkjente resultater som faktisk var reelle.

For a kontrollere kvaliteten til pravematerialet er det viktig a benytte kvalitetskontroller 1 alle
ledd. Ulike kontroller kan benyttes for & utelukke ulike artefakter. De som brukes til dette
formalet er stort sett input DNA (preve med ikke-IP DNA), mock IP (IP-materiale uten
antistoffer) og ikke-spesifikk IP (bruk av antistoffer mot annen art) (49). Av de tre alternativene
er input DNA mest brukt. Input DNA korrigerer for bias relatert til amplifisering eller DNA-
fragmentering. Denne kontrollen har blitt brukt i denne oppgaven for & kunne beregne %input
etter gjennomfert ChIP-PCR. %input brukes ogsa til normalisering ved analyser av resultatene
fra ChIP-sek. Det har 1 dette prosjektet blitt benyttet a-Normal Rabbit IgG som ikke-spesifikk
IP til & kontrollere mot uspesifikk binding 1 ChIP-PCR-oppsettet, da dette antistoffet ikke skal
binde seg til dette provematerialet. Det er ogsa fornuftig & bruke en positiv kontroll, som vil
binde seg til omrdder som normalt finnes i DNA-et som undersokes. a-Histone H3 er ofte brukt
som positiv kontroll, da det vil binde seg til nukleosomer som finnes 1 alle celler (82,92). Den
positive kontrollen bekrefter dermed tilstedevearelse av DNA 1 provematerialet. Resultatene til
positive og negative kontroller i ChIP-PCR bekrefter at ChIP-prosedyren har foregatt som

forventet, og at det er akseptabelt & bruke [P-materialet 1 videre analyser.
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5.0 Konklusjon

Ved ChIP-sek ble det funnet 94 bindingssteder for Nrf2 1 cellelinje 66cl4. Noen av disse er
kjent fra for. Binding av Nrf2 til de kjente Nrf2-mélgenene Txnrd1 og Nqol er verifisert ved
hjelp av ChIP-PCR. Dette betyr at man i1 sterre grad kan stole pa at resultatene fra
sekvenseringen stemmer, og at de forelopig ukjente mélgenene som ble funnet transkriberes av

Nrf2.

5.1 Videre arbeid

Forskningsgruppen til Bjorkey har tidligere gjennomfert RNA-sek pd de samme cellene som
har blitt brukt til ChIP-PCR og ChIP-sek. Resultatene fra denne analysen viser at 39 gener er
nedregulert 1 66¢cl4 KD Nrf2 3B7 i forhold til 66¢l4 Nrf2 NT. Na som resultatene fra ChIP-sek
er ferdig er det naturlig & sammenlikne RNA-sek resultatene med ChIP-sek resultatene for &

finne likheter og ulikheter, samt vurdere potensielt nye malgener.

I tillegg kan det vare interessant & gjennomfere en bioinformatikkanalyse fra den samlede
(pooled) analysen med mindre streng signifikansgrense. Pa denne méten vil man forvente a fa

flere signifikante topper, og spesielt at Txnrd1 blir vurdert som et signifikant malgen for Nrf2.

Utvalgte Nrf2-mélgener fra ChIP-sek ber verifiseres ved hjelp av ChIP-PCR, ettersom tiden
ikke tillot dette for bachelorprosjektet. Aktuelle gener kan blant annet veere Ephx1 og Hmox,
slik at man med sterre sikkerhet kan stole pa resultatene fra ChIP-sek. Senere vil det vere
aktuelt & gjore nytt litteratursek for a finne ut hvilke malgener som er interessante, og designe

primere for disse.
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Vedlegg 1: Crosslink 66¢l4 Nrf2 KD 3B7, NT cells

Material required

66¢l4 Nrf2 KD 3B7, NT cells

Formaldehyde

Glycine (125 mM)

Bioruptor Pico

1.5 ml Bioruptor Microtubes for chromatin shearing
Chilled centrifuge at 4°C

Heat block (37°C and 55°C)

Incubator at 65°C

Enzymes and buffers required

Protease inhibitor cocktail (complete)

50X stock
Stored at -20°C

PBS/EDTA (complete)

1 mM EDTA
PBS
1X complete

RIPA/Glycine buffer (complete)

10 mM Tris pH 8.0

1 mM EDTA

140 mM NacCl

1% Triton X-100

0.1% SDS

0.1 % Na-Deoxycholate
125 mM glycine

1X complete
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RNAseA (Qiagen Cat no 19101)
The enzyme has been boiled to get rid of DNases
[10 mg/ml]

Stored at room temp

Proteinase K (Roche 03115828001)
[20.6 mg/ml]
Stored at +4°C

RipA buffer (cold)
10 mM Tris pH 8.0
1 mM EDTA
140 mM NacCl
1% Triton X-100
0.1% SDS
0.1% Na-Deoxycholate
1X complete

TE bufter (cold)
10 mM Tris-HCI pH 8.0
1 mM EDTA

Plate cells
*Below applies for each cell line separately
- Use four 90% confluent (exponentially growing) 75 cm flasks of cells
- Remove the medium using pipettes
- Wash the cells x2 with the 10 ml pre-warmed PBS (use pipettes)
- Trypsinate the cells using 2 ml trypsin-EDTA (make sure cells are well-separated after
5 - 10 minutes)
NB! Hard to generate single cell suspension!
- Add 8 ml pre-warmed DMEM each flask and pipette up and down
- Check with microscope to see if cells are singularized

- Collect all cells in one flask (individuallt for each cell line)
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Count the cell suspension: ~cells/ml
o Prepare 2 eppendorf tubes for each cell line
o Add 10 ul of cells to each tube
o Add 10 ul of tryptophan blue to each tube
o Mix well by pipetting
o Take 10 ul out and apply to slide and count cells
o Total number of cells in each flask = number of live cells per ml * 30 ml
o Number of possible plates = Total number of cells / 3 mill cells
o Calculate volume you need for each plate
o Volume for 3 mill cells = 3 mill cells / number of live cells per ml
o Media volume: 20 ml — Volume for 3 mill cells
Plate 3 mill cells (3B7, NT) in 10 x 150 cm dishes in total 20 ml DMEM
o Add media to each plate first
o Add cells and swirl to mix

Incubate the cells at 37°C and 5% CO, for 2 days

Cross-link cells

We have 9 dishes to cross-link
Prepare PBS/EDTA/1X Complete

o 6 ml each dish x 20 = 120 ml

o Prepare 90 ml: 117.5 ml PBS + 240 pul 0.5 M EDTA + 2400 pl Complete
Prepare RIPA/Glycine/1X Complete

o Prepare 10 ml: 9800 pl stock of RIPA/glycine buffer + 200 ul Complete

Crosslink 3 dishes of cells together

o Count one dish for each cell line

Wash cells with PBS

e Draw off media (pour off)

e Wash the cells x 2 with 15 ml pre-warmed PBS (pour off)
e Add 20 ml warm PBS
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3. Cross-link with 0.5% formaldehyde

Work in a ventilation hood
Add 0.5% formaldehyde directly to PBS
270 pl formaldehyde in 20 ml PBS

Incubate cells on a rocking platform for exactly 10 minutes at RT

4. Add glycine to stop cross-linking

Add final concentration of 125 mM glycine
2 ml of 1.25 M glycine in 20 ml PBS
o 2 mlx 8 dishes = 16 ml glycine

e Incubate with shaking for minimum 5 min at RT

5. Wash and harvest cells

Have the cells on ice if possible

Remove cross-linking buffer and throw in special waste bottle (pour off)
Wash cells x 2 with 15 ml cold PBS (pour off)

Remove PBS (pour off)

Add 6 ml PBS/ImM EDTA/1X complete to each dish

Scrape cells and transfer to 1 x 50 ml tubes

o Collect from 4 x dishes in one tube (will be approx. 30 ml in each tube)

Centrifugation at 3000 rpm for 5 min at 4°C

6. Resuspend cells in RIPA/Glycine buffer

Remove buffer (pour off)

Resuspend cell pellets in RIPA buffer/125 mM Glycine/1X Complete (1 ml)
Transfer to eppendorf tubes

Immediately pipette cells gently up and down several times

Snap-freeze and store at -80°C

Sonicate and reverse cross-links of Input and Pellet

Add 1X Complete to RIPA buffer
o 3 ml: 2940 pl stock + 60 ul Complete
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. Thaw samples

Thaw samples
Spin down at top speed, 4°C, 5 min
Resuspend the cell pellet in 300 pl RIPA buffer + 1X Complete (300 ul)

Transfer the samples to special tubes for sonication

Sonicate

Remember to cool the Bioruptor before use (takes ~20 minutes)

Use 30 sec ON/ 30 sec OFF

12 cycles 30 sec on/30 sec off

Sonicate and transfer the sonicated samples to new eppendorf tubes

o The machine cannot work continuously for more than 1 hour

o After one round of sonication the machine must rest for at least 30 minutes (If it
doesn’t rest it won’t work properly and it will affect the quality of the

experiment)

Spin down

Centrifuge at top speed, 4°C, 15 min

Transfer the supernatant to a fresh pre-cooled eppendorf tube
o The supernatant is the chromatin fraction

Resuspend (as good as you can) the Pellet in TE-buffer (30 ul)
(In order to estimate % DNA solubilized)

Keep pellet on ice

. Remove Input for control of digestion (and later use in qPCR)

Remove 10% volume of the supernatant (30 ul)

Keep on ice and reverse cross-links overnight

. Freeze chromatin

Sample volume of the chromatin fraction ~300 pl
Snap-freeze chromatin in liquid nitrogen

Store at -80°C
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. Reverse the cross-links of Input and Pellet

Add 1 pl RNAseA [10 mg/ml], mix well, vortex, spin down
Incubate at 37°C heat block for 30 min

Add 5.0 pl 10% SDS and 2.5 ul Proteinase K [20 mg/ml], mix well, vortex, spin

down
Incubate at 55°C heat block for 1 hour

Incubate at 65°C overnight

49



(a391dwod X5°0) 4194nq ysepm vdiy

8
—_
3
o
@
en
o 00zl 00'08814 Wz
< 0'05 00'056% wg
E o'z 000861 wez qw 0§ g WNjOA [B}0)
ad 0'0L 00'066 w
w sjedwo) ¥0IS 0l 100 XG0 X 05 Id eedwo)
on
= 05'LY 00'sE8 5E8'0 maa
Wb 0s'0 000} 0100 % L'0 % 01 sjejoyakxoeg-EN
m 050 00'S 500°0 % 10 % 01 sas
~ 00's 00'00L 0010 % L % 0 00L-X UowL
& ov'L 00'8Z 820°0 Ww ol WW 0005 IDEN
a0 01’0 00'Z Z00'0 Ww | WW 005 V103
poUb 050 000} 0100 Ww o1 WW 0001 08 Hd suL
m ¥o0is |w 0G elederd (i) Jeyng esedesrd  (jw) Jeyng esedaid z0 Ko] uojnieg
O
>

50



Vedlegg 3: Tillaging av LiCl
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Vedlegg 4: Tillaging av TE-buffer
TE Buffer

Reagens Kvantitet
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 0,2 mL
Tris-Cl (1 M, pH 8,0) I mL
H20 Til 100 mL

Sluttkonsentrasjon
I mM
10 mM
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Vedlegg 5: IP after cross-linked and sonicated 66c¢l4 cells

Material required

e Chilled centrifuge at 4°C

o Heat block with shaking (37°C, 55°C and 65°C)

e Magnet

e RNAseA (Qiagen, Tyskland), Proteinase and Complete
e QIAquick PCR Purification Kit (QIAgen, Tyskland)

e Protein A and G Dynabeads (Invitrogen, CA, USA)

Enzymes and buffers required
(check all reagents if you have enough. If not, make more)
Protease inhibitor cocktail (Complete)

e 50X Stock
e Stored at -20°C

RNAseA (Qiagen Catno 19101)

e 10 mg/ml
o Stored at room temperature

Proteinase K (Roche 03115828001)

e 20,6 mg/ml
e Store at +4°C

RIPA Wash buffer (cold)
e 10 mM Tris pH 8.0
¢« 1 mMEDTA

e 140 mM NaCl

e 1 % Triton X-100

e 0,1% SDS

e 0,1% Na-Deoxycholate

TE buffer (cold)

e 10 mM Tris-HCI ph 8,0
e 1 mMEDTA

LiCl Wash buffer (cold)

e 250 mM LiCl

e 10 mM Tris pH 8,0

e 1 mMEDTA

e 0,5% NP-40

e 0,5% Na-Deoxycholate
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IP with antibodies

1. Prepare wash buffers if more is needed
o LiCl wash buffer in 50 ml tube.
e RIPA wash buffer in 50 ml tube
e Prepare 0,5X complete/RIPA wash buffer in 15 ml tube
o 3ml: 2970 ul stock + 30 ul complete

2. Thaw chromatin

e Take the chromatin fractions from -80°C.

e Thaw samples on ice.

e Prepare 12 (2 antibodies * 2 samples each 3 cell lines) new Eppendorf tubes

and label with antibody names
o Each IP: 12 samples (6 samples each antibody)
o Sample volume = ca. 270 ul (from 3 dishes of cells, enough for 4 IPs)
(270 ul =300 ul - Input (30 ul))

e Divide the volume of each sample into 3 tubes

Input Concentration of 66cl4 NT, 66cl4 Nrf2 KD 3B4, 66cl4 Nrf2 KD 3B7

Concentration (ng/ul) 260/280 260/230

Input NT 128 (10 cycles) 1,9 2,6
248 (12 cycles)

3B4 20 (10 cycles) 1,9 2,7
287 (12 cycles)

3B7 314 (10 cycles) 1,9 2,7
217 (12 cycles)
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Chromatin volume needed for each antibody

Volume per 25 ug of chromatin [ Volume per 2ug of chromatin (Normal
(EP1808Y) Rabbit I1gG)
NT | 10 cycles:195 ul 10 cycles: 16 ul
12 cycles: 100 ul 12 cycles: 8 ul
3B4 | 10 cycles: rest 10 cycles: 16 ul
12 cycles: 87 ul 12 cycles: 7 ul
3B7 | 10 cycles: 79 ul 10 cycles: 6 ul
12 cycles: 115 ul 12 cycles: 9 ul

3. Prepare sufficient protein A & G Dynabeads
e Beads needed per IP: 20 ul for preclearing, 20 ul for IP and ca. 10 ul excess =
50 ul beads.
o 1:1 mix of protein A and protein G
o 11P: 25 ul protein A beads + 25 ul protein G beads = 50 ul
o 151Ps: 375 ul protein A beads + 375 ul protein G beads = 750 ul.
o Pipette the desired amount into a 1,5 ml special tube.
o Use a magnet rack to wash the beads x2 with 1 ml RIPA wash buffer.
e Resuspend the beads to their original volume in RIPA wash buffer (750 ul) and
keep at 4°C.

4. Preclear chromatin with beads
e For every IP you will perform, add 20 ul washed beads to the chromatin.
o Add 20 ul to each of the chromatin samples (use the same tube).
o Remember suspending the bead tube before!
e Incubate with rotation at 4°C. for 1 hour.

5. Bind antibodies overnight
e Remove beads using magnet rack
o Keep the supernatants.
o Transfer the supernatants to fresh 1,5 ml special IP tubes (DNA LoBind
tubes).
e Add antibody to the tubes and incubate with rotation at 4°C overnight
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IP [ Name Source | Conc. Used ul Cat#
# per IP added

[P | Normal Rabbit IgG Rabbit | size: 250 wul|2ug 2ul 27298
1 (1mg/ml)

Dilute this control antibody to the same concentration (not dilution) as the specific test
antibody in the chromatin immunoprecipitation. This is typically 1 ul (1 ug) to 5 ul (5 ug) of
control antibody for one immunoprecipitation. Higher background signal may result if an

excessive amount of rabbit IgG isotype control is used.

IP
2

Anti-Nrf2 antibody | Rabbit [ Size: 100 wul [2ug 2,8 ul ab62352
(EP1808Y) - Chip (0,715 ug/ul)
grade

Use 2 ug for 25 ug of chromatin (10x10° cells)

IP with protein A/G beads and reverse cross-links

1. Prepare wash buffer
e Add 0,5X Complete to RIPA wash buffer
o 30 ml: 29700 ul stock + 300 ul Complete
e Add 0,5X Complete to LiCl wash buffer
o 6 ml: 5940 ul stock + 60 ul Complete

2. TP with protein A/G beads
o Take out the DNA LoBind tubes from the rotating mixer and put on ice.
e Spin down liquid from lids of tubes in a benchtop centrifuge.
e Add 20 ul beads per IP and incubate a further 2 - 3 hours with rotation at 4°C.

3. Wash beads
e Perform all washes on ice with rotation at 4°C.
e Prior to collecting beads on magnet, spin tubes briefly to collect beads from
tube lids in benchtop centrifuge.
o Use a magnet to collect beads.
e Wash x5 with 500 ul RIPA wash buffer (5 min per wash).
e Wash x1 with 500 ul LiCI wash buffer (5 min)
e Spin tubes briefly to collect beads from tube lids in benchtop centrifuge
e Put on magnetic stand and remove buffer.

4. Rinse beads
e Use a final 500 ul wash of cold TE-buffer (no protease inhibitors)
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e Incubate in rotation at 4°C (5 min)
e Spin tubes briefly to collect beads from tube lids in benchtop centrifuge
e Put on magnetic stand and remove buffer.

5. Digest with RNaseA
e Resuspend the beads in 100 ul TE-buffer containing 1% v/v RNaseA
(10mg/ml) (1 ul).
e Resuspend the beads in 100 ul TE-buffer. Then add 1 ul RNaseA to each tube.
e Mix well, vortex, spin down.
e Incubate at 37°C for 30 min with shaking (1200 rpm to keep beads in
suspension)

6. Digest with proteinase K
e Add2,5ul20% SDS and 5 ul Proteinase K (10mg/ml)
e Mix well, vortex, spin down
e Incubate at 55°C for 1 hour with shaking (1200 rpm)

7. Reverse cross-links
e Increase temperature to 65°C and incubate with shaking overnight.

Purify immunoprecipitated chromatin

Hentet fra Quick-Start Protocol for QIAquick PCR Purification Kit.

1. Purify immunoprecipitated DNA
o Bring the 12 sample tubes back to general lab
e Use the QIAquick PCR purification kit (Qiagen)
e Sample volume ~ 100 ul
e Add 500 ul (5 volumes) of Buffer PB to each tube and resuspend/vortex
o Place the tubes on magnetic stand and wait until breads aggregate
e Transfer the suspended sample to QUIAquick columns and collection tubes
e To bind DNA, centrifuge for 1 min at room temperature
e Discard flow-through and place the QIAquick column back into the same tube
e To wash, add 750 ul of Buffer PE to the QIAquick column
e Centrifuge for 1 min at room temperature to wash DNA
e Discard flow-through and place the QIAquick column back into the same tube
e Centrifuge the QIAquick column once more in the provided 2 ml collection
tube for 1 min to remove residual wash buffer.
e Place each QIAquick column in the new Eppendorf tubes
e Prior to elation, allow column to dry for 5 min on bench
e To elute DNA, add 30 ul of TE-buffer to the center of the QIAquick membrane
e Let the column stand for 1 min
e Centrifuge for 1 min at room temperature
e Throw away QIAquick columns
e Freeze everything for ChIP-PCR amplification
o Samples are stored at -20°C
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Vedlegg 7: Prosedyre til primer master mix

66¢l4 cells for ChIP-PCR (17.03.21)

Prosedyre fra forsek 17. mars 2021. Prosedyren er sencre tilrettelagt for forsok 26. april 2021.

Component 1x
SYBR Select Master Mix (2X) 10
Forward primer (2,5 uM) 2
Reverse primer (2,5 uM) 2
DNA template 2
Water 4
Total reaction volume 20
Samples

INPUT: 66cl4
DNA samples Nrf2 NT, 14 cycles (06.03.20)

66cl4 Nrf2 KD 3B7, 14 cycles (26.02.20)

66¢l4 Nrf2 KD 3B4, 14 cycles (23.09.20)

IP Anti Nrf2 (EP1808Y): 66cl4

Nrf2 NT, 12 cycles (06.03.20) IP 15.03.21

66c¢l4 Nrf2 KD 3B7, 12 cycles (25.02.20) IP 15.03.21

66c¢l4 Nrf2 384, 12 cycles (23.09.20) IP 15.03.21

IP Rabbit IgG: 66¢cl4

Nrf2 NT, 12 cycles (06.03.20) IP 15.03.21

66cl4 Nrf2 KD 3B7, 12 cycles (25.02.20) IP 15.03.21

66c¢l4 Nrf2 384, 12 cycles (23.09.20) IP 15.03.21
Total DNA samples
Primer sets

Nqol

Txnrd1-P1
Total primer samples
Parallels in gPCR
TOTAL gPCR reactions

DNA diluted 1:2 in TE

DNA diluted 1:2 in TE

DNA diluted 1:2 in TE
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Vedlegg 8: PCR-innstillinger
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Vedlegg 9: Prosedyre for bibliotekspreparering
Protokoll A: Standard Normalization Method

(Hentet fra: https://support.illumina.com/content/dam/illumina-

support/documents/documentation/system documentation/nextseq/nextseq-denature-dilute-

libraries-guide-15048776-09.pdf 13. april 2021)

Use protocoll A to denature and dilute libraries that have been normalized using standard library

quantification and quality control procedure recommended in the library prep documentation.

NOTE

Typically, it is important that no more than 1 mM NaOH is in the final solution after diluting
with HT1. However, introducing 200 mM Tris-HCI ensures that the NaOH is fully hydrolyzed
in the final solution. As a result, template hybridization is not affected even if the final NaOH

concentration after diluting HT1 is greater than 1 mM.

Prepare reagents

Prepare a Fresh Dilution of NaOH
1. Combine the following volumes in a micocentrifuge tube:
1. Laboratory-grade water (800 ul)
2. Stock 1,0 N NaOH (200 ul)
The result is 1 ml of 0,2 N NaOH.

2. Invert the tube several times to mix.

NOTE: Use the fresh dilution within 12 hours.

Prepare HT1
1. Remove HT1 from -25°C to -15°C storage and thaw at room temperature.

2. Store at 2°C to 8 °C until you are ready to dilute denatured libraries.

Prepare RSB

NOTE: In place of RSB, you can use 10 mM Tris-HCI, pH 8,5 with 0,1% Tween 20.
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1. Remove the tube of RSB from -25 °C to -15°C storage and thaw at room temperature.

2. Store thawed RSB at 2°C to 8°C until you are ready to dilute libraries.

Denature Libraries

1. Combine the following volumes of library and freshly diltuted 0,2 N NaOH in a

microcentrifuge tube.

Starting Library Concentration | Library | 0,2 N NaOH
4 nM Sul Sul

2 nM 10 ul 10 ul

1 nM 20 ul 20 ul

0,5 nM 40 ul 40 ul

2. Vortex briefly and then centrifuge at 280 x g for 1 minute.

3. Incubate at room temperature for 5 minutes.

4. Add the following volume of 200 mM Tris-HCl, pH 7.

Starting Library Concentration 200 mM Tris-HCI, pH 7
4 nM Sul

2 nM 10 ul

1 nM 20 ul

0,5 nM 40 ul

5. Vortex briefly and then centrifuge at 280 x g for 1 minute.

Dilute Denatured Libraries to 20 pM

1. Add the following volume of prechilled HT1 to the tube of denatured libraries

Starting Library Concentration

Prechilled HT1
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4 nM 985 ul

2 nM 970 ul
1 nM 940 ul
0,5 nM 880 ul

The result is a 20 pM denatured library

2. Vortex briefly and then centrifuge at 280 x g for 1 minute.

3. Place the 20 pM libraries on ice until you are ready to proceed to final dilution.

Dilute Libraries to Loading Concentration
High Output Kits
1. Dilute the denatured 20 pM library solution to 1,8 pM as follows.
1. Denatured library solution (117 ul)
2. Prechilled HT1 (1183 ul)
The total volume is 1,3 ml at 1,8 pM.
2. Invert to mix and then pulse centrifuge.
3. If you plan to add a PhiX control, proceed to Denature and Dilute PhiX control
(Protocols A-D) on page 13. Otherwise, see Next Steps on page 18.

Mid Output Kits
1. Dilute the denatured 20 pM library solution to 1,5 pM as follows.
1. Denatured library solution (97 ul)
2. Prechilled HT1 (1203 ul)
The total volume is 1,3 ml at 1,5 pM
2. Invert to mix and then pulse centrifuge.
3. If you plan to add a PhiX control, proceed to Denature and Dilute PhiX control
(Protocols A-D) on page 13. Otherwise, see Next Steps on page 18.

Next steps

After denaturing and diluting your libraries and preparing the optional PhiX control, you are

ready to load libraries onto the reagent cartridge and set up the sequence run. See the NextSeq
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500 System Guide (document # 15046563) or NextSeq 550 System Guide (document #
15069765)

Vedlegg 10: Eksempel pd smeltepunktsgraf for Nqol
Melt Curve

430000.0 1

380000.0

33000001+ttt

230000.0
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80000.0

300000 |44
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Temperature (°C)
Logernd

s VB lc D ME HF Bc BH
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Vedlegg 11: Beregningseksempel for prosent input
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*En parallell er fjernet. De to gjenstdende parallellene er manuelt skrevet inn i filen for &

beregne gjennomsnitt og standardavvik.

Vedlegg 12: Pooled IP input peaks

# This file is generated by MACS version 2.1.1.20160309

# Command line: callpeak -f BAM -t IP_pooled.bam -c Input_pooled.bam -g 1870000000 -n
pooled_IP-INput

# ARGUMENTS LIST:

# name = pooled_IP-INput

# format = BAM

# ChlP-seq file = ['IP_pooled.bam']

# control file = ['Input_pooled.bam']

# effective genome size = 1.87e+09

# band width = 300

# model fold = [5, 50]

# gvalue cutoff = 5.00e-02

# Larger dataset will be scaled towards smaller dataset.
# Range for calculating regional lambda is: 1000 bps and 10000 bps
# Broad region calling is off

# Paired-End mode is off

# tag size is determined as 86 bps

# total tags in treatment: 60198312

# tags after filtering in treatment: 47382114

# maximum duplicate tags at the same position in treatment = 1
# Redundant rate in treatment: 0.21

# total tags in control: 51530051

# tags after filtering in control: 34196682

# maximum duplicate tags at the same position in control = 1
# Redundant rate in control: 0.34

#d=88

# alternative fragment length(s) may be 88,510,575 bps
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