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Abstract

Dysfunctions of heterotrimeric G-proteins are assumed to be the reason for insulin dependent (IDDM)
and non insulin dependent diabetes mellitus (NIDDM). The Inhibition of insulin release in INS-1 cells, a
rat insulinoma cell line, is mediated by the a2-adrenergic receptor. The activation of this receptor by
the extracellular binding of adrenaline leads to activation of pertussis toxin sensitive G-Proteins which
in turn inhibit the adenylyl cyclase and thereby reduce the generation of cAMP. The reduction of
intracellular cAMP concentration leads to reduced activity of the cAMP dependent protein kinase A
and thereby to an inhibition of the insulin secretion. The aim of the present study was to elucidate the
expression of pertussis toxin sensitive heterotrimeric G-proteins Gail, Gai2, Gai3 and Goo and to
analyse the role and function of these proteins in INS-1 cells by using the antisense technique.

The analysis of the phosphorylation of the proteinphosphatase 2B (calcineurin) and the SNARE
proteins, which are known to be involved into neuronal transmitter release, was another aim of this
study.

Using three different sets of antibodies the expression of Gai3 and Gao was shown in INS-1 cells by
westernblotting as well as by immuncytochemistry, while Gail and Gai2 were not detected.
Complementary DNA-fragments of Gail, Gai2, Gai3 and Gao were cloned in antisense orientation
into the multiple cloning site of the mammalian expression vector pEGFPC1 and by that coupled to the
expression of the enhanced green fluorescent protein (EGFP). The analysis of transiently transfected
INS-1 mixed cell clones did not show any repression of Ga subunits on westernblots. Secretion
studies using the radioimmunoassay revealed that antisense-EGFP transfected INS-1 mixed cells do
not show any alterations in insulin secretion.

After excision of the EGFP gene from the expression vector transiently and stably transfected INS-1
cells were established with antisense constructs directed against the different G-protein subunits. The
comparison of untransfected INS-1 control cells with Gai3-antisense transiently transfected INS-1
mixed clones showed a reduction of G-protein content of Gai3 to 54.5%. Quantitative westernblot
analysis of 24 single cell clones for each Ga-subunit selected by geneticin established two stable
transfected INS-1 single cell clones with reduced Gai3 content and one clone with reduced Goo
content: pPEGFPC1-Gai3C4AS single cell clone C1 and C7 and pEGFPC1-GaoC5AS single cell clone
C17. The content of Gai3 in single cell clone C1 was reduced to 42%, the Gai3 content in clone C7
was reduced to 13%; Gao was reduced to 78%. Gai3 deficient single cell clone C7 showed no
unspecific reduction of the Gao and therefore proving the specific repression of Gai3. However
secretion studies using the radioimmunoassay showed no alterations in insulin secretion in Gai3
repressed pEGFPC1-Gai3C4AS single cell clone C7.

Quantitative westernblot analysis using specific anti-phosphoserine/-threonine antibodies were
performed to investigate the phosphorylation pattern of proteins like calcineurin or SNARE proteins of
INS-1 cells after stimulation. Two different antibodies did not show comparable results in the pattern of
phosphorylated proteins in stimulated INS-1 cells. Gai3 repressed INS-1 cells showed no alterations in
insulin secretion, which leads to the conclusion that Gai3 is not involved in insulin secretion. Inhibition
of insulin secretion in INS-1 cells is PTX sensitive, but Gail and Gai2 could not be detected in these
cells. Therefore the involvement of PTX sensitive Ga subunit Goo in mediating the inhibition of insulin
secretion is likely. This needs to be proven by further studies.
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Zusammenfassung

Es wird angenommen, dass Fehlfunktionen heterotrimerer G-Proteine eine Ursache fir den Ausbruch
sowohl des Insulin-abhangigen (IDDM) als auch des Insulin-unabhangigen Diabetes Mellitus (NIDDM)
sind. Die Inhibition der Insulinsekretion in INS-1 Zellen, einer Ratten-Insulinomazellinie, wird vermittelt
durch den a2-adrenergen Rezeptor. Die Aktivierung dieses Rezeptors durch die extrazellulare
Bindung von Adrenalin an diesen fuhrt zur Aktivierung Pertussistoxin (PTX)-sensitiver G-Proteine, die
nachfolgend die Adenylatzyklase inhibieren und so die Bildung des cAMPs reduzieren. Die Reduktion
der intrazellularen cAMP-Konzentration fuhrt zur Verringerung der Aktivitat der cAMP-abhangigen
Proteinkinase A und dadurch zur Inhibition der Insulinsekretion. Das Hauptziel der vorliegenden
Untersuchung ist es, die Expression der PTX-sensitiven, heterotrimeren G-Proteine Gail, Gai2, Gai3
und Gao sowie deren Funktion bei der Insulinsekretion in INS-1 Zellen mit Hilfe der Antisense-Technik
zu untersuchen. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, die Phosphorylierung der Proteinphosphatase
2B (PP2B, Calcineurin) und der SNARE-Proteine, deren Involvierung in die neuronale
Transmitterfreisetzung bekannt ist, in INS-1 Zellen zu untersuchen.

Bei Verwendung verschiedener gegen Gail, Gai2, Gai3 und Gao gerichteter Antikdrper konnte die
Expression von Gai3 und Gao im Westernblot und in immuncytochemischen Praparationen in INS-1
Zellen nachgewiesen werden; Gail und Gai2 konnten nicht detektiert werden. Komplementare DNA-
Fragmente von Gail, Gai2, Gai3 und Gao-Transkripten wurden in Antisense-Orientierung in die
Multiple Cloning Site des Mammalia-Expressionsvektors pEGFPC1 kloniert und so an die Expression
des grin fluoreszierenden Proteins (EGFP) gekoppelt. Die Analyse der transient transfizierten INS-1
Mischzellklone zeigte keine Repression der Ga-Untereinheiten im Westernblot bei Verwendung der
etablierten Antikorper. Sekretionsstudien, die mit Hilfe des Radioimmunoassays durchgefuhrt wurden,
zeigten, dass die Antisense-EGFP transfizierten INS-1 Mischzellklone keine Veranderung der
Insulinsekretion aufwiesen.

Nach Entfernen des EGFP-Gens aus dem Expressionsvektor wurden transient transfizierte INS-1
Mischzellklone und stabil transfizierte INS-1 Einzelzellklone mit gegen die Ga-Untereinheiten
gerichteten Antisense-Konstrukten etabliert. Der Vergleich nichttransfizierter INS-1 Kontrollzellen mit
Gai3-Antisense transient transfizierten INS-1 Mischzellklonen zeigte eine Reduktion des Gai3-
Gehaltes um 54.5% im Westernblot.

Anschliel3end wurden fur jede Ga-Untereinheit (Gail, Gai2, Gai3 und Gao) jeweils 24 Einzelzellklone
mittels Geneticin (G418) selektioniert und so als stabil transfizierte Zelllininen etabliert. Quantitative
Westernblotanalysen der insgesamt 96 Einzelzellklone zeigten einen reduzierten G-Proteingehalt in 3
der stabil transfizierten Einzelzellklone, in zwei Einzelzellklonen mit reduziertem Gai3-Gehalt
(PEGFPC1-Gai3C4AS C1 und C7) und in einem Klon mit reduziertem Gao-Gehalt (pEGFPC1-
GooC5AS C17). Der Gai3-Gehalt im Einzelzellklon C1 war auf 42% reduziert, der Gai3-Gehalt in Klon
C7 auf 13%. Der Gao-Gehalt im Einzelzellklon C17 betrug 78%. Der Gai3-defiziente Einzelzellklon C7
zeigte keine unspezifische Reduktion des Goo-Gehaltes, wodurch bewiesen wurde, dass die
Repression der Gai3-Untereinheit spezifisch war. Allerdings zeigten Insulinsekretionsstudien keine
Veranderungen der Insulinsekretion im pEGFPC1-Gai3C4AS Einzelzellklon C7.

Quantitative Westernblotanalysen mit spezifischen Phosphoserin-/Phosphothreonin-Antikbrpern

wurden durchgefiihrt, um die Phosphorylierungsmuster von Proteinen wie dem Calcineurin oder der

XIl



SNARE-Proteine in INS-1 Zellen nach Stimulation zu untersuchen. Zwei verschiedene spezifische
Antikorper zeigten keine vergleichbaren Proteinmuster phosphorylierter Proteine in stimulierten INS-1
Zellen.

Da Gai3 reprimierte INS-1 Zellen keine Veranderung in der Insulinsekretion zeigen, kann der Schluss
gezogen werden, dass Gai3 nicht an der Insulinsekretion beteiligt ist. Die Inhibition der
Insulinsekretion in INS-1 Zellen ist PTX-sensitiv, Gail und Gai2 konnten jedoch in diesen Zellen nicht
nachgewiesen werden. Damit erscheint eine Involvierung der PTX-sensitiven Ga-Untereinheit Goo in
die Vermittlung der Inhibition der Insulinsekretion wahrscheinlich, was aber in weiteren Studien

untersucht werden muss.
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1. Einleitung
1.1. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) ist eine weltweit verbreitete Krankheit, die sich durch einen Mangel
oder eine reduzierte Wirkung des Hormons Insulin auszeichnet. In Amerika leiden nach
neueren Angaben des Center for Disease Control 15.7 Millionen Menschen an DM, 6% der
gesamten amerikanischen Bevdlkerung. Jahrlich werden bis zu 800.000 neue Falle
diagnostiziert. In Deutschland geht man von 5 Millionen Diabetes-Patienten aus, es wird
jedoch angenommen, dass die Dunkelziffer weitaus hoher liegt.

Es werden vier Formen des DM unterschieden (Typ I-IV): Der juvenile DM (Typ 1) wird als
Insulin abhangiger Diabetes Mellitus (Insulin dependent Diabetes mellitus, IDDM)
bezeichnet. Bei dieser Form kommt es durch Autoimmunreaktionen, genetische Faktoren
oder Umwelteinflisse zur Zerstérung der pankreatischen 3-Zellen in den Langerhans’schen
Inseln und damit zu einer Unterversorgung des Korpers mit Insulin. Der Anteil des Typ | DM
liegt zwischen 5 - 10%.

Beim adulten, Insulin unabhangigen Typ Il DM (Non Insulin dependent Diabetes Mellitus,
NIDDM) kommt es sowohl zu einer verminderten Ausschittung des Hormons als auch zu
einer reduzierten Wirkung an den Insulinrezeptoren der Zielzellen in Muskel und Leber.
Dieses Phanomen wird auch als Insulinresistenz bezeichnet (1. 2.3.4.5)_ Der Typ Il ist mit 90 -
95% die haufigste Krankheitsform des DM. Bei der verminderten Freisetzung des Insulins
scheinen heterotrimere G-Proteine eine Rolle zu spielen 6. 7).

Der Typ Il DM tritt nur wahrend der Schwangerschaft auf (2 - 5%). Bei 30 - 40% dieser
Frauen besteht jedoch das Risiko, dass diese spater einen anderen DM-Typ entwickeln.

Typ IV DM, der nur bei 1 - 2% der DM-Patienten auftritt und damit sehr selten ist, kann
durch falsche Erndhrung, chirurgische Eingriffe, Drogen oder Krankheiten verursacht

werden ®).

1.2. Das Hormon Insulin

Das Pankreas des Menschen besteht aus einem exokrinen, das Sekret produzierenden, und
einem endokrinen, die Hormone synthetisierenden Teil. Letzterer wird durch die
Langerhans’schen Inseln gebildet, die 1869 erstmals durch Paul Langerhans beschrieben
wurden. Sie bestehen zu 60-70% aus [-Zellen (B-Zellen), die Insulin synthetisieren und
speichern, zu ca. 20% aus Glukagon produzierenden a-Zellen (A-Zellen) und zu 10-15%
aus 0-Zellen (D-Zellen), welche Somatostatin bilden.

Insulin, das in den B-Zellen produziert wird, besteht aus zwei Polypeptidketten A (21
Aminosauren) und B (30 Aminosauren), die durch zwei Disulfidbriicken miteinander
verbundenen sind. Die Gesamtmolekulmasse des Proteins betragt 6 kD.

Es geht aus den Vorstufen Praproinsulin und Proinsulin durch proteolytische Spaltung hervor

und wird in den ,Large Dense Core Vesikeln* (LDCVS) gespeichert. Selbst bei einer
1



maximalen Stimulation der Hormonsekretion wird jedoch nur ein geringer Teil des
gespeicherten Insulins aus den LDCVs sezerniert. Die Insulinsekretion wird nach der
Nahrungsaufnahme durch einen Anstieg der Blutglukosekonzentration tdber 0.8 — 1 g/l
stimuliert. Das in die Blutbahn sezernierte Insulin fihrt dann zu einer Stimulation der
Aufnahme und Speicherung der Glukose in den Muskelzellen und im Fettgewebe und

dadurch zur Senkung der Blutglukosekonzentration.

Bindet Insulin an den Rezeptor, so kommt es durch die Tyrosinkinaseaktivitit des
Insulinrezeptors sowohl zur Autophosphorylierung an Tyrosinseitenresten des Rezeptors als
auch  zur  Phosphorylierung der Insulin-Rezeptor-Substrate  (IRS1-IRS4). Die
Phosphorylierung der IRS ermdglicht deren Bindung an die regulatorischen Untereinheit der
Phosphoinositol 3-Kinase' (PI13-Kinase, PI3K) iiber SRC-Homologie Doméanen (SH2-
Adapter).

Nach der Aktivierung des Pl3-Kinase-Weges im Muskel- und Fettgewebe werden vermehrt
Vesikel, die den Glukosetransporter (GLUT-4 Carrier) enthalten, zur Plasmamembran
transloziert und eingebaut, wodurch die Aufnahme von Glukose in die Zelle erméglicht wird.
Durch die Aufnahme der Glukose und die Aktivierung des Glykogenstoffwechsels Uber die
Enzyme Glucokinase, die Phosphofruktokinase und Glykogensynthetase wird Glukose als
Glykogen gespeichert. Gleichzeitig inhibiert Insulin das Glykogen-abbauende Enzym
(Glykogenphosphorylase) und damit die Glykogenolyse. Der Insulinrezeptor wird nach der
Aktivierung und Autophosphorylierung internalisiert und das Insulin wird abgespalten.
Anschlieend wird der internalisierte Insulinrezeptor durch Proteintyrosinphosphatasen oder
cytosolische Proteintyrosinphosphatasen dephosphoryliert. Danach erfolgt der Wiedereinbau

in die Membran ).

Zu weiteren die Insulinsekretion regulierenden Hormonen z&hlen die Inkretine, zu denen das
GLP-1 (Glukagon-like peptide) und das GIP (Glucose-dependent insulinotropic protein)
gehort. Durch die Bindung dieser Hormone an ihre jeweiligen Rezeptoren wird die cAMP-
Signalkaskade aktiviert, die durch die Erhthung des intrazellularen cAMP-Spiegels zur
Aktivierung der cAMP-abhangigen PKA fiihrt, die wiederrum spannungsabhéngige Ca?-
Kanale stimuliert 0, AuRerdem wird die Insulinsekretion durch Somatostatin und Galanin
reguliert. Die Bindung von Somatostain und Galanin an ihre Rezeptoren resultiert in der
Aktivierung von heterotrimeren G-Proteinen, die Gber die Inhibition der Adenylatzyklase die

Insulinsekretion hemmen (1),

'Durch die Aktivierung der PI3-Kinase phosphoryliert deren katalytische Untereinheit Phosphoinositide
an der 3'-Position des Inositolringes oder Proteine an Serinseitenresten. Die PI3K aktiviert die
Ptdins(3,4)P2/PtdIins(3,4,5)P3 abhangige Kinase 1 (PDK1), welche daraufhin die PKB, eine
Serinkinase, aktiviert. PKB deaktiviert die Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK-3), wodurch die
Glykogensynthase und damit die Glykogensynthese aktiviert wird.

2



1.3. Regulation der Insulinsekretion in der pankreatischen B-Zelle

Die Sekretion aus pankreatischen 3-Zellen wird gesteuert durch Nahrstoffe wie Glukose und
Aminoséauren sowie der Wirkung von Neuotransmittern und Hormonen und kann in proximale
Effekte, die sich auf die Modulation von sekundaren Botenstoffen (Second Messengern)
auswirken, und in distale Effekte, welche den eigentlichen Exozytosemechanismus betreffen,

unterteilt werden (11),

1.3.1. Proximale Effekte der Insulinsekretion

1.3.1.1. Inhibition der Insulinsekretion Gber heterotrimere G-Proteine

Adrenalin  stimuliert die a2-Adrenozeptoren (12.13).  Dadurch werden heterotrimere,
inhibitorische G-Proteine, die Pertussis Toxin (PTX)-sensitiv’ sind, aktiviert. Die Funktion
heterotrimerer G-Proteine, die aus einer a-Untereinheit mit GTPase-Aktivitat, einer (- und
einer y-Untereinheit bestehen und an der Membran assoziiert sind (14, besteht in der
Weiterleitung, Verstarkung und Diversifizierung eines extrazellularen Signals z.B. eines
Neurotransmitters oder Hormons an intrazellulare Effektorsysteme wie die Adenylatzyklase
(Adenylyl cyclase, AC), die Guanylatzyklase (GC), die Phosphodiesterase (PDE) oder die
Phospholipase C (PLC) (15 16, 17, 18, 19, 20) Dje Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine
konnen zusatzlich die Aktivitat von lonenkanélen regulieren.

Die Effektorsysteme (AC, PDE, PLC und GC) wandeln dann das extrazellulare Signal durch
die Modulation von Second Messengern wie cyclischem Adenosinmonophospat (CAMP),
zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP), Inositoltriphosphat (IP3) oder Diacylglycerol
(DAG) in ein intrazellulares Signal um. Die Second Messenger leiten das Signal dann durch
weitere Effektoren wie z.B. der cAMP-abhéngigen Proteinkinase A (PKA) oder der DAG-
abhéngigen Proteinkinase C (PKC) in die Zelle. Heterotrimere G-Proteine kdnnen jedoch

auch direkte Effekte auf die Vesikelfusion vermitteln 1) oder die Zellteilung beeinflussen (22).

1.3.1.1.1. Aktivierung heterotrimerer G-Proteine

Die Aktivierung heterotrimerer G-Proteine erfolgt durch eine extrazellulare Ligandenbindung
z.B. eines Neurotransmitters oder Hormons an den Rezeptor. Dadurch wird die Affinitat des
GDP-G-Proteinkomplexes fur Mg2+ erhoht, GDP dissoziiert ab und GTP bindet an die a-
Untereinheit. Durch die Bindung kommt es zur Dissoziation des heterotrimeren G-Proteins in
die aktivierte a-Untereinheit und den dimeren B/y-Komplex. Die a-Untereinheit aktiviert
Effektoren wie die AC, die GC, die PLCPB oder die PDE. Durch die Aktivierung dieser

Effektoren wird die Konzentration intrazellularer Second Messenger moduliert (23. 24), Die a-

2 Pertussis Toxin (PTX) katalysiert die ADP-Riboyslierung eines Cysteinrestes der Gai/o-Untereinheit
und hélt die Ga-Untereinheit, die GDP gebunden hat, in dieser inaktiven Form fest.



GTP-Untereinheit bleibt aktiv, bis das GTP zu GDP hydrolysiert wird. Die a-GDP-
Untereinheit besitzt eine hohe Affinitat fir den B/y-Komplex und verbindet sich mit diesem

wieder zum GDP-gebundenen, inaktiven heterotrimeren G-Protein® (Abbildung 1.1.).

Hormone

lon
Channels

PDE -4- AC's —

Others

GTP L

Abbildung 1.1.: Die G-Protein Signaltransduktionskaskade und deren Effektoren (25)
GDP: Guanosindiphosphat, GTP: Guanosintriphosphat, PDE: Phosphodiesterase, PLCp:
Phospholipase CB, AC: Adenylatzyklase

1.3.1.1.2. G-Protein Untereinheiten als Signalmolekdle

Sowohl die monomere a-Untereinheit als auch der dimere B/y-Komplex besitzen den
Charakter von Signalmolektilen (26. 27. 28) Die B/y-Heterodimere modulieren die Aktivitat von
lonenkanélen und Effektoren wie z.B. manche Formen der PLC, der AC und Kaliumkanéle
wie z.B. den einwarts gleichrichtenden (K*-Kanal inward rectifying, KIR) und den Ca2*-
aktivierten K*-Kanal (25 29), Zusatzlich wurden direkte Effekte des heterotrimeren B/y-
Komplexes sowohl auf spannungsabhangige Ca?*-Kanale (Voltage dependent Ca2*-
Channels, VDCC) (30) als auch auf G-Protein gekoppelte, einwartsgleichrichtende K*-Kanéle

(GIRK) nachgewiesen (31),

1.3.1.1.3. Klassifizierung der G-Protein Untereinheiten
Bisher sind bei den G-Proteinen 17 Gene, die fiur 21 verschiedene G-Protein a-
Untereinheiten kodieren, gefunden worden. Durch alternatives Splicen kann dabei ein Gen

fur mehrere a-Untereinheiten kodieren (32), Zuséatzlich sind vier verschiedene - und sechs y-

% Fir die Entdeckung und Beschreibung heterotrimerer G-Proteine erhielten Gilman und Rodbell den
Nobelpreis fur Medizin oder Physik (Alfred Goodman Gilman und Martin Rodbell: ,Entdeckung der
Zellkommunikation und im speziellen der Entdeckung der G-Proteine” (1994)).
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Untereinheiten bekannt (14. 33), Die Interaktion der verschiedenen G-Protein a-Untereinheiten
mit den B/y-Untereinheiten ist dabei in vitro promiskuitiv.

Die Klassifizierung der verschiedenen G-Protein a-Untereinheiten in die verschiedenen
Subtypen erfolgte urspringlich aufgrund ihrer stimulatorischen oder inhibitorischen Wirkung
auf Effektorsysteme wie die AC, GC, PLC und der PDE (Abbildung 1.2.). Die neue
Unterteilung richtet sich nach der Primarsequenz der Subtypen (14. 33, 25),

 Subunits Functional ('.:c.\rrelam-:s‘s
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A e trer 200 4cay,

o gusl':| cA**
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@ trod* JcG
Qi q¢ aj1°
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a;

* PTX substrate ** tentative § Assignment
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Abbildung 1.2.: Klassifizierung der verschiedenen G-Protein
a-Untereinheiten (25)

Die Adenylatzyklase wird durch die Ga-Untereinheiten Gas und Gaolf stimuliert, inhibiert
wird diese durch die PTX-sensitiven Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3 (zu den PTX-
sensitiven G-Proteinen zéhlen Gail, Gai2, Gai3 und Gao) 34 sowie durch Gaz. Zusatzlich
regulieren Gail, Gai2, Gai3 die Kaliumkanale GIRK und den Katp-Kanal (ATP-sensitive K*
channel). Die PLC wird durch die beiden Untereinheiten Gaol und Gao2 moduliert, die
zudem L- und N-Typ-Ca?+-Kanéle inhibieren. Die Regulation der Aktivitat der PI-PLC erfolgt
durch Gag, Gall, Gal4 und Gazis (25).

1.3.1.1.4. Nachweis der verschiedenen G-Protein a-Untereinheiten
In Pankreas-Zellen wurden bisher die G-Proteine Gai2 in pankreatischen a-Zellen (39),
Gza (36), sowie Gas, Gail, Gai3, Gao und Goolf nachgewiesen (37, 36, 38, 39, 40, 41) " Ephenso

wurden im Jahr 1991 von Schmidt et al. PTX-sensitive G-Proteine und von Mazancourt et al.



im Jahr 1994 die Gai3-Untereinheit 2. 43) in der Insulinomazellinie RINm5F nachgewiesen.
Die G-Protein a-Untereinheiten Gail, Gai2, und Gai3 wurden in Geweben der Ratte sowie
im Menschen nachgewiesen (44). Zusatzlich zu den drei inhibitorischen G-Proteinen Gail,
Gai2, und Gai3 wiesen Jones und Reed 1987 die Untereinheiten Gas und Goo im
Neuroepithel des Riechorgans nach (%) Die Expression trimerer G-Proteine wurde ebenfalls
1997 von Gasman et al. in chromaffinen Zellen nachgewiesen “6). Sanchez-Margalet et al.
wies 1999 die Ga-Untereinheiten Gail und Gai2 in HTC-Zellen (Hepatoma Cells) aus Ratten
nach “47),

Obwohl die PTX-sensitiven a-Untereinheiten Gail, Gai2, und Gai3 ubiquitdr vorkommen,
wird deren Expression in (3-Zellen kontrovers diskutiert: Die Existenz von Gail und Gai3
konnte von mehreren Forschern sowohl in (3-Zellen als auch in verschiedenen [3-Zellinien
nachgewiesen werden (39. 48, 37, 49)  Anderen gelang der Nachweis der Gail-Untereinheit in

B-Zellen hingegen nicht (50, 51),

1.3.1.1.5. Inhibition der Insulinsekretion durch PTX-sensitive G-Proteine

Es ist nicht bekannt, welches der vier G-Proteine Gail, Gai2, Gai3 oder Goo die
inhibitorische Wirkung auf die Adenylatzyklase ausibt und damit die Insulinsekretion
beeinflusst 52). Mazancourt et al. zeigte im Jahr 1994, dass speziell Gai2 und Gai3 die
Aktivitat der Adenylatzyklase inhibieren “43), In Fibroblasten scheint bei gleichzeitiger
Aktivierung von Gai2 und Gai3 durch a2-Adrenozeptoren Gai3 jedoch nicht zur Inhibition der

Adenylatzyklase beizutragen 3).

Nach Aktivierung des a2-Rezeptors durch Adrenalin verandert sich die Affinitat der a-
Untereinheit des PTX-sensitiven, inhibitorischen G-Proteins fir GTP (Abbildung 1.3.1.). Nach
Bindung des GTP dissoziiert die a-Untereinheit vom B/y-Komplex ab und inhibiert die
Aktivitat der Adenylatzyklase (AC). Durch diese Inhibition kommt es zur Verringerung der
intrazellularen cAMP-Konzentration 44, wodurch wahrscheinlich die Aktivitat der cAMP-
abhéngigen Proteinkinase A (PKA) reduziert wird. Gleichzeitig schlie3t der B/y-Komplex
spannungsabhéngige Ca?*-Kanale @0 und 6ffnet K-Kanéle (9. Diese Regulation férdert die
Repolarisation der Plasmamembran und senkt die zytosolische Ca®*-Konzentration, wodurch

die Insulinsekretion gehemmt wird.
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Abbildung 1.3: Mechanismen der Insulinsekretion

(1) Inhibition der Insulinsekretion tiber a2-Adrenozeptoren

(2) Stimulation der Insulinsekretion durch Glukose

(3) Stimulation der Insulinsekretion durch Acetylcholin

ADP: Adenosindiphosphat, ATP: Adenosintriphosphat, SUR: Sulfonylharnstoffrezeptor (Sulphonyl
Urea Receptor), KATP (ATP abhangiger K*-Kanal), VDCCs: Voltage Dependent Calcium Channels,
spannungsabhéngige Ca2*-Kanéle, PLC: Phospholipase C B, PIP2: Phosphatidylinositoldiphosphat,
IP3: Inositoltriphosphat, DAG: Diazylglyzerol, ER: Endoplasmatisches Retikulum, AC Adenylatzyklase,
cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat (cyclic AMP), PKA: cAMP abhéngige Proteinkinase A,
PKC: DAG-abhangige Proteinkinase C, LDCVs: Large Dense Core Vesicles (Speicher- und
Sekretionsvesikel des Insulins), GLUT-2: Glukose-Transporter 2



1.3.1.2. Stimulation der Insulinsekretion durch Glukose

Glukose wird Uber das Glukose-Transportprotein, den Glut-2 Carrier, der einen erleichterten
passiven Transport ermdglicht, in die Zelle aufgenommen. In der Zelle wird die Glukose uber
Glykolyse, Zitrat-Zyklus und Atmungskette in Gegenwart von O, zu Kohlendioxid (CO;) und
Wasser umgewandelt. Die dabei freigesetzte Energie wird zur Phosphorylierung von ADP zu
ATP verwendet (56),

Dabei verschiebt sich, wie angenommen wird, das zytosolische Konzentrationsverhaltnis von
ADP und ATP. Die gleichzeitige Verringerung der ADP-Konzentration und die Erhéhung der
ATP-Konzentration fiihrt zur SchlieBung ATP-abhangiger Kaliumkanale® (57, 58, 59, 60, 61, 62),
deren integraler Bestandteil der Sulfonylharnstoffrezeptor (Sulfonyl Urea Receptor, SUR) ist
(63), Da der Karp-Kanal fir das Ruhemembranpotential verantwortlich ist, fihrt die SchlieBung
dieser Kanale zur Depolarisation der Zelle (Abbildung 1.3.2.). Die daraus resultierende
Depolarisation 64 &ffnet eine Reihe spannungsabhéngiger Ca*-Kanéle (65 66, 67, 68) Es
entstehen Ca?" getragene Aktionspotentiale (69).

Ca®" aktiviert durch Bindung Enzyme und andere Proteine wie z.B. die Proteinkinase C
(PKC) (70 oder das Ca?*-abhangige Calmodulin ("1). Das Ca?*-abhangige Calmodulin aktiviert
nach Bindung von vier Ca®-lonen Enzyme wie z.B. die Ca*/CAM-abhénige Kinase
(Ca®*/CAM-Kinase). Die Substrate oder Effektoren initiren nachfolgend die
Insulinausschittung aus den Large Dense Core Vesikeln (LDCVs). Diese Koppelung von
Caz*-Einstrom und Insulinsekretion wird als Erregungs-Sekretionskoppelung (,stimulus-
secretion-coupling“) bezeichnet (Abbildung 1.3.2.) (72. 73). Ca®" scheint noch zusétzlich neben

den beschriebenen Effekten direkten Einfluss auf die Sekretion auszuiben.

1.3.1.3. Stimulation der Insulinsekretion durch Acetylcholin

Neben der Glukose induzierten Insulinfreisetzung kann diese auch auf dem Wege der
Stimulation muskarinerger Rezeptoren erfolgen: Die Bindung von Acetylcholin (ACH) an
seinen muskarinergen Rezeptor (Abbildung 1.3.3) aktiviert das heterotrimere G-Protein Gq,
das seinerseits die PLC stimuliert (15. 74), PLC spaltet Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2)
in die Second Messenger IP3 und DAG (75),

IP3 bindet an Calciumkanale des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und bewirkt so die
Freisetzung von Ca2* in das Cytosol. Das freigesetzte Ca2* bindet an Calmodulin. Ca2* und
DAG aktivieren die PKC, eine Serin-/Threoninkinase.

Auf diesem Weg wird die Insulinsekretion Uber die Phosphorylierung von Serin- und

Threoninseitengruppen bisher unbekannter Substratproteine oder Enzyme stimuliert (76, 77,
78).

* Diese bestehen aus je 4 Kir6.2 und SUR-Untereinheiten. Die Kir6.2 Untereinheit tragt die ATP, die

SUR-Untereinheit die ADP-Bindungsstelle sowie die Bindungsregionen der Sulfonlyharnstoffe 7).
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1.3.2. Distale Effekte der Insulinsekretion

Die durch die proximalen Effekte vermittelte Steigerung der intrazellularen Ca?2*-
Konzentration scheint zur Stimulation der Insulinsekretion alleine nicht auszureichen. Es wird
vielmehr angenommen, dass die Insulinfreisetzung durch zusatzliche distale Effekte
bestimmt wird. Untersuchungen an Neuronen lassen vermuten, dass auch die
Insulinsekretion  durch das  Gleichgewicht von  Proteinphosphorylierung  und
Dephosphorylierung mitbestimmt wird (76. 77). Ferner gibt es zahlreiche, von der neuronalen
Transmitterfreisetzung abgeleitete Hinweise fur eine Involvierung des SNARE-Komplexes in

sekretorische Prozesse wie der Hormonfreisetzung aus B-Zellen (79).

1.3.2.1. Die Proteinphosphatase 2B Calcineurin (PP2B)

Proteinkinasen und Proteinphosphatasen modulieren durch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung Proteine oder Enzyme. Zu den wichtigsten intrazellular existierenden
Serin-/Threoninproteinkinasen zahlen die durch DAG und Ca2?* aktivierte PKC, die cAMP-
abhangige Proteinkinase A (PKA) und die Ca?*/Calmodulin abhangige Proteinkinase Il
(Ca**/CAM-Kinase Il). Eine Phosphatase, die bei sekretorischen Prozessen eine wichtige
Rolle spielt, ist die Proteinphosphatase 2B (PP2B), das Calcineurin (35, 80, 81, 82),
Proteinphosphatasen vom Typ | werden nach ihrer Fahigkeit, die B- (PP1) oder die a-
Untereinheit (PP2) der Phosphorylase-Kinase zu dephosphorylieren, klassifiziert. Typ Il
Proteinphosphatasen werden zusatzlich noch nach den fiir die Aktivierung erforderlichen
divalenten Kationen unterschieden in PP2A, die in Abwesenheit divalenter Kationen aktiv ist,
in PP2B (Calcineurin), deren Aktivitat durch mikromolare Konzentrationen von Ca?* und
durch die Gegenwart von Calmodulin stimuliert wird, und PP2C, die fiir die Aktivierung Mg*'-
lonen benotigt @3 84, Die Aktivitit der PP2B kann selektiv durch die Pharmaka
Cyclosporin A (CsA), FK506 sowie durch Okadaic Acid (OA) inhibiert werden (85),

Calcineurin besteht aus einer 19 kD grof3en regulatorischen B-Untereinheit, welche Ca2+ mit
hoher Affinitat bindet und einer 58 — 61 kD grof3en katalytischen A-Untereinheit. Die A-
Untereinheit besitzt neben der katalytischen Domane mehrere regulatorische Doméanen wie
z.B. die Bindungsstelle fir die B-Untereinheit, die Ca*/Calmodulin-Bindedoméne
(Seitenketten 391 - 414) und eine Phosphorylierungsstelle am Serinrest Ser4ll (82), Bei
Erhohung der intrazellularen Ca?*-Konzentration bindet Ca?" an Calmodulin, welches
nachfolgend Calcineurin aktiviert. Die Dephosphorylierung der Bindungsstelle wird durch die
Bindung von Ca**/CAM verhindert (86). Calcineurin bleibt dadurch im aktivierten Zustand und
stimuliert die Sekretion Uber einen bisher unbekannten Mechanismus.

Calcineurin wurde erstmals in neuronalen (87), mittlerweile jedoch auch in vielen anderen
Zellen oder Geweben nachgewiesen (88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95) Zysatzlich wurde es in
verschiedenen Geweben zusammen mit Enzymen wie der Myosin-Leichte-Ketten-Kinase

(Myson Light Chain Kinase, MLCK) sowohl nuklear (96. 97. 98, 99) g|s auch mit verschiedenen
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Komponenten des Cytoskeletts wie beispielsweise des t-Proteins (100), des Mikrotubuli
assoziierten Proteins 2 (MAP2) (101), des Tubulins (102) und des Dystrophins nachgewiesen.
Calcineurin wurde ebenfalls in B-Zellen des Pankreas nachgewiesen (103, 95) wo ihm eine
Rolle bei der Modulation der Insulinfreisetzung zugeschrieben wird.

Zu den bisher bekannten Substraten des Calcineurins zahlen unter anderem der IP3-
Rezeptor, das Mikrotubuli assoziierte Protein 2 (MAP-2) und das in synaptischen
Nervenendigungen vorkommende Dynamin 1), Diese Substrate werden durch Calcineurin
dephosphoryliert und deren Aktivitat so moduliert 104), Es ist denkbar, dass Calcineurin,
ahnlich wie beispielsweise die PP2A auf lonenkandle wirkt® (105 oder sich uber die
Dephosphorylierung der Proteine des SNARE-Komplexes direkt auf die Insulinsekretion
auswirkt. Ein Hinweis dafur konnte die Assoziation des Calcineurins mit den Komponenten
des Zytoskeletts sein.

Die Funktion des Calcineurins in sekretorischen Geweben ist umstritten: Murphy et al.
zeigten 1996, dass die Insulinsekretion in pankreatischen (3-Zellen durch die Aktivierung der
Proteinphosphatasen PP1 und PP2A moduliert werden kann. Calcineurin hingegen hatte
keinen signifikanten Effekt auf die Insulinsekretion. Dieser Befund wurde durch die Uber
Cyclosporin A (CsA) vermittelte Hemmung der PP2B bestatigt (83).

In Min6 Zellen dagegen, einer Glukose-sensitiven Maus-Insulinomazelllinie, konnte gezeigt
werden, dass durch 3 pM Cyclosporin A (106, 107, 108) eine maximale Steigerung der
Insulinsekretion erzielt werden konnte. Die Steigerung der Insulinsekretion korrelierte mit der
reduzierten Aktivitat des Calcineurins (109), Lester et al. wiesen 2001 nach, dass Calcineurin
und die PKA die Insulinsekretion dber reversible Phosphorylierungsreaktionen
regulieren 110), In B-Zellen konnte durch die Aktivierung der PP2B die Exozytose inhibiert
werden (111), Da Calcineurin in vielen sekretorischen Geweben nachweisbar ist, ist es
denkbar, dass es an der Steuerung der Sekretion von Neurotransmittern und Hormonen in

diesen Geweben beteiligt ist.

1.3.2.2. Der SNARE-Komplex

Die Proteine des SNARE-Komplexes wurden erstmals in neuronalen Synapsen entdeckt und
dort mit der Neurotransmitterfreisetzung in Verbindung gebracht (79). Mittlerweile wurden
diese Proteine oder Isoformen, die den SNARE-Komplex bilden, in zahlreichen anderen
Geweben nachgewiesen (112), Es wird angenommen, dass der Mechanismus Uber den
Insulin aus den LDCVs der [-Zellen freigesetzt wird, dem der synaptischen

Neurotransmitterfreisetzung ahnlich ist (113),

® Davare et al. zeigten, dass die Proteinphosphatase 2A (PP2A) die Phosphorylierung der L-Typ-
Ca2*-Kanale (Klasse C) durch die cAMP-abhingige PKA antagonisiert und so diese lonenkanéle
moduliert (105),
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Die an der Vesikelfusion beteiligten Proteine werden als SNARE-Proteine bezeichnet
(SNARE: soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion attachment protein receptors) und je
nach Lokalisation in vesikulare Vv-SNAREs und in, an der Target-Membran
(Plasmamembran) lokalisierte, t-SNAREs unterteilt (114. 115, 112) 7y den v-SNAREs z&hlen
u.a. das Vesikel assoziierte Membranprotein (VAMP) und das Synaptobrevin. Zu den t-
SNAREs gehoren u.a. das Syntaxin und das Synaptosomen assoziierte Protein mit dem
Molekulargewicht von 25 kDa (SNAP-25). In Insulin-haltigen Geweben wurde ein dem
SNAP-25 zu 59% homologes Protein, das SNAP-23 nachgewiesen. Neben den t- und v-
SNARES existieren weitere fiir die Vesikelfusion notwendige, akzessorische Proteine®.

Der Mechanismus der Vesikelfusion mit der Zellmembran lauft tber die verschiedenen

Stufen des Dockings, des Primings und der Fusion ab (116),

Key:
( - tethering molecule
I - vAMP (v-SNARE)
U - syntaxin (--SNARE)
0 -SNAP-25 (t-SNARE)
0 - synaptotagmin

NSF/oaSNAP

Gk
ﬁ Pl Kinases
N\

Docked Primed Fused
"Tethered"

Abbildung 1.4.: Mechanismus der Sekretion. Die drei Stufen der Insulinfreisetzung aus (-Zellen: Der
genaue Mechanismus des ,Dockings” ist bisher ungeklart. Es wird jedoch angenommen, dass in den
Prozess des Tetherings (,Anbindens®) verschiedene nicht zu den SNARE-Proteinen zéhlende
Komponenten involviert sind. Der Priming-Mechanismus der Granula mit der Membran besteht aus
den Stufen der NSF-ATP-Hydrolyse (iber a-SNAP) und der Generierung von Ptsins(4,5)P2 Uber die
Pl-Kinase. Es wird angenommen, dass die Bildung des trans-SNARE-Komplexes bestehend aus t-
SNAREs und v-SNAREs uber Synaptotagmin in Ca2+-abhangier Weise vermittelt wird. Das
organisierte Zusammenspiel der SNAREs bringt ausreichend Energie fur den endgultigen
Fusionsprozess der Membranen auf. VAMP: Vesikel assoziiertes Membranprotein, ATP:
Adenosintriphosphat, NSF: N-ethylmaleimide-sensitive fusion (NSF) protein, a-SNAP: a-Soluble NSF
attatchment Protein, SNAP-25: Synaptosomen assoziiertes Protein mit dem Molekulargewicht von 25
kD (modifiziert nach RA Easom (2000))

® Zu diesen gehdren das NSF (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein), das a-SNAP, das Munc18c,

die Rab3a, eine monomere GTPase (118) und das Synip. Diese zusétzlichen Proteine spielen bei der
Initialisierung sowie bei der eigentlichen Fusion der Vesikel mit der Zellmembran eine Rolle, werden
aber nicht direkt den SNARE-Proteinen (v-SNARE, t-SNARE) zugeordnet (119),
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Der Fusionsprozess des Vesikels mit der Membran beginnt mit der Bildung eines stabilen,
heterodimeren Komplexes, bestehend aus dem vesikularen VAMP-2 und dem Syntaxin in
der Zellmembran. Dadurch wird der Vesikel in Kontakt mit der Membran gebracht.
AnschlieBend lagert sich das SNAP-25 an diesen Komplex an, bindet das NSF und |6st auf
noch unbekanntem Wege die Membranfusion aus (Abbildung 1.4.). Die Proteine a-SNAP
und NSF scheinen bei der Vesikelfusion eher regulatorische oder modulatorische Wirkung
auf den SNARE-Komplex zu haben (117),

Da mittlerweile viele der SNARE- oder der akzessorischen Proteine auch in [-Zellen
nachgewiesen wurden, wird angenommen, dass die Insulinfreisetzung aus den LDCVs Uber

einen ahnlichen Mechanismus ablauft.

1.4. Vergleich der pankreatischen B-Zelle mit der Insulinomazelllinie INS-1

In den letzten Jahren sind eine Vielzahl verschiedener Insulin-sezernierender Zelllinien wie
die der RINm5F (120), H|T-T15, Min6 (121, 122) ynd INS-1 etabliert worden (123),

Fur die Durchfihrung der Experimente wurden INS-1 Zellen ausgewahlt, einer von
pankreatischen 3-Zellen aus Ratten abgeleitet Insulinomazelllinie, die verglichen mit anderen
permanenten Zelllinien eine Vielzahl B-zellspezifischer Eigenschaften besitzt:

INS-1 Zellen weisen eine fiur die B-Zelle typische zellulare Morphologie auf. Die Protein-
Precursor Proinsulin 1 und 1l konnten ebenso nachgewiesen werden, wie eine
Immunreaktivitat fur Insulin; andere pankreatische Hormone wie Glukagon oder
Somatostatin waren nicht detektierbar. Der Insulingehalt der INS-1 Zelle liegt bei 8 pg/106
Zellen, betragt ca. 20% des Gehaltes nativer 3-Zellen und liegt damit weit Gber dem der
anderen permanenten Zelllinien RINm5F, HIT-T15 und Min6. Die Stimulation der INS-1
Zellen mit Glukose in physiologischen Bereichen von 1 mM bis 20 mM fuhrt zur
Depolarisation der Zelle und geht mit einem Anstieg der intrazellularen Ca2*-Konzentration
einher. INS-1 Zellen weisen in Abhangigkeit von 2-Mercaptoethanol ein kontinuierliches
Wachstum mit einer langsamen Zellproliferation bei einer Verdoppelung der Zellzahl
innerhalb  von 48 h auf. Die oben beschriebenen strukturellen und funktionellen

Eigenschaften sind tber einen Zeitraum von 80 Passagen (2 Jahre) stabil (123),

1.5. Zielsetzung der Doktorarbeit

Um die Mechanismen zu verstehen, die zur Hemmung der Insulinsekretion fihren, ist das
Verstandnis der stimulatorischen Signalwege notwendig. Es ist bekannt, dass bei Stimulation
o2-adrenerger Rezeptoren die Hemmung der Insulinsekretion (ber inhibitorische PTX-
sensitive G-Proteine erfolgt. Welches spezielle G-Protein jedoch die Inhibition des Effektors,
der Adenylatzyklase, vermittelt ist nicht bekannt. Eine Involvierung heterotrimerer G-Proteine

bei der Ausbildung von DM ist sowohl fur den Insulin-abhangigen Typ | 124) als auch fir den
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Insulin-unabhangigen Typ Il DM 6. 7) unter anderem auch in Tiermodellen nachgewiesen
worden.

Ziel dieser Doktorarbeit ist es, die durch die der PTX-sensitiven inhibitorischen G-Proteine
Gai1, Gai2, Gaiz und Goo vermittelte Inhibition der Insulinsekretion zu untersuchen. Dazu
sollen die G-Proteine Gai1, Gai2, und Gaiz in INS-1 Zellen nachgewiesen und anschlieend
spezifisch und unabhangig voneinander mit Hilfe der Antisense-Technik gezielt reprimiert

werden.

1.5.1.Nachweis der Gai/o Untereinheiten im Modellsystem INS-1

Zu diesem Zweck sollen die verschiedenen G-Protein a-Untereinheiten Gaii, Gaiz2, Gaiz und
Gado in INS-1 Zellen mittels der Polymerasekettenreatkion (PCR), Uber Immuncytochemie
und Westernblotting auf der Expressions- und der Translations bzw. Proteinebene

nachgewiesen werden.

1.5.2. Differenzierte Manipulation der Gai/o durch selektive Repression

Die selektive Repression der G-Proteine Gail, Gai2, Gai3 und Goo soll Gber Einbringung
von Antisense-Fragmenten in die Insulinomazellinie INS-1 erfolgen. Deshalb soll eine
Methodik etabliert werden, mit der INS-1 Zellen sowohl transient als auch stabil transfiziert
werden konnen. Zur besseren ldentifizierung der transient und stabil transfizierten INS-1
Zellen sollen die Ga-Antisense-Fragmente an das Reportergen EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) gekoppelt werden, sodass eine Fusions-mRNA zur Repression des
Targetproteins bzw. ein fluoreszierendes EGFP-Antisense-Protein zur Identifizierung
positiver INS-1 Zellklone entsteht. Die Selektion stabil transfizierter INS-1 Zellklone soll tber

die Einbringung einer Antibiotikaresistenz (Geneticin, G418) gewahrleistet werden.

1.5.3. Vergleich und Charakterisierung transienter und stabiler Repression

Die Repressionen der G-Protein a-Untereinheiten sollen in den erhaltenen INS-1 Misch-
bzw. Einzelzellklonen mittels Westernblotting, Insulinsekretionsstudien (Radioimmunoassay)
und anschlieBenden funktionellen Analysen Uber Patch-Clamp-Experimente untersucht

werden.

1.5.4. Analyse der Calcineurin-Phosphorylierung in INS-1 Zellen

Zahhlreiche Hinweise deuten auf die Involvierung von Proteinkinasen und Protein-
phosphatasen speziell der Proteinphosphatase 2B Calcineurin (PP2B) in die Sekretion von
Transmittern und Hormonen (5. 80), Uber die Substrate intrazellularer Proteinkinasen wie der
PKA, der Ca2*/CAM-abhéngigen Proteinkinase oder der PKC ist ebensowenig bekannt wie
Uber die Substrate intrazellularer Proteinphosphatasen wie der PP2A oder PP2B (116), Um

die Calcineurin-Aktivitat in Insulin sezernierenden Zellen zu untersuchen, soll das Serin- und
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Threonin-Phosphorylierungsmuster von INS-1 Zellen nach maximaler Stimulation und nach
Hemmung des Calcineurins durch Deltamethrin analysiert werden. Zusatzlich soll untersucht
werden, ob die an der Exozytose beteiligten Proteine des SNARE-Komplexes zu den
Substraten des Calcineurins gehdren und diese somit nach Aktivierung Einfluss auf die
Insulinsekretion  nehmen.  Zur  Durchfuhrung dieser Experimente wird das
Proteinphosphorylierungsmuster stimulierter INS-1 Zellen im Westernblot mittels spezifischer

gegen Phosphoserin- und Phosphothreoninreste gerichteter Antikdrper analysiert.
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2. Material und Methoden
2.1. Substanzen und Lésungen

2.1.1. Zellkultur

Substanzen/Geréte (Hersteller)

- 10 cm Schalen (Falcon/Becton Dickinson BD, Heidelberg)

- BioRad Gene Pulser Cuvette, Elektroporationskuvetten, 0.4 cm (BioRad, Miinchen)
- DMSO, Dimethylsulfoxid (Sigma, Deisenhofen)

- FCS, Fetal Calf Serum, Hitzeinaktivierung bei 56°C fur 2 h (Biochrom, Berlin)
- Gene Pulser (BioRad, Miinchen)

- Geneticin G418 (Gibco Life Technologies, Karlsruhe)

- Gewebekulturflaschen, 250ml, 75 cm? (Greiner, Langenthal)

- HEPES (Sigma, Deisenhofen)

- Kryoréhrchen, 1.8ml (Nunc, Wiesbaden-Biebrich)

- L-Glutamin (Gibco Life Technologies, Karlsruhe)

- Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen)

- Multiwellplatten 24er (Falcon/Becton Dickinson BD, Heidelberg)

- Multiwellplatten 48er (Falcon/Becton Dickinson BD, Heidelberg)

- Multiwellplatten 96er (Falcon/Becton Dickinson BD, Heidelberg)

- Pen-Strep, Penicilin/Streptomycin (Gibco Life Technologies, Karlsruhe)

- RPMI 1640 w/o L-Glutamin (Gibco Life Technologies, Karlsruhe)

- Trypsin/EDTA (Gibco Life Technologies, Karlsruhe)

Ldsungen

- EM (Einfriermedium): 70 pl DMSO / 1 ml VM

- G418 (Geneticin): 1 gr Geneticin / 10ml PBS, Endkonzentration 250-300 pg/ml VM

- HEPES: 23.83 gr HEPES ad 100 ml A. bidest, pH 7.4

- Kontrolllésung I: 5 mM EGTA, 0.5 mM Glukose, 0.1% DMSO

- Kontrolllésung II: 0.1 pM Deltamethrin, 5 mM EGTA, 0.5 mM Glukose, 0.1% DMSO

- PBS (Phosphat gepufferte Saline): NaCl (8 gr), Na,HPO, x 2 H,O (1.44 gr), KH,PO, (0.2
gr) ad 500 ml, pH 7.4

- Trypsin: 1:20 in PBS

- VM (Vollmedium): RPMI 1640, FCS 100 ml/l, Penicilin 100.000 U/l, Streptomycin
100 mg/l, L-Glutamin 10 ml/l, HEPES 10 mmol/l, 2-Mercaptoethanol 50 pmoll/l,
Natriumpyruvat 1 mmaol/|

2.1.2. Molekularbiologie

Substanzen/Geréate (Hersteller)

- Agar-Agar (Roth, Karlsruhe)

- Age | (Stratagene Europe, Amsterdam)

- Ampicilin Natriumsalz (Serva, Heidelberg)

- Asel/Vspl (Stratagene Europe, Amsterdam)

- ATAQ250 + Puffer | (Perkin Elmer, Weiterstadt)

- BamH | (New England Biolabs NEB, Frankfurt)

- Bgl Il (New England Biolabs NEB, Frankfurt)

- Borsaure fur die Molekularbiologie (Merck, Darmstadt)

- BspE | (Stratagene Europe, Amsterdam)

- EcoR I (New England Biolabs NEB, Frankfurt)

- EcoRV (New England Biolabs NEB, Frankfurt)

- Ethidiumbromid (Merck, Darmstadt)

- Gelextraktionskit 50 (Qiagen, Hilden)

- Gene Pulser Cuvette, 0.4 cm (BioRad, Minchen)

- Hefeextrakt, Select Yeast Extract (Sigma, Deisenhofen)

- Hind Il (New England Biolabs NEB, Frankfurt)

- Inkubator fir Bakterienzucht, Incubator Shaker Model G25 (New Brunswick Scientific Co.
Inc, New Jersey, USA)

- IPTG, Isopropylthiogalactosid (Boehringer, Mannheim)
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Kanamycin sulfate (Amersham Life Science, Freiburg)

Lambda Hind 11l — Marker (Stratagene, La Jolla, CA, USA)

Maxi Préap Kit: Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden)
Metaphor-Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf)

Mlu | (Promega, Mannheim)

NaCl (Roth, Karlsruhe)

Nsi | (New England Biolabs NEB, Frankfurt)

pCR2.1TOPO-Vektor (Invitrogen, Heidelberg)

pPEGFPC1-Vektor (Clontech/Becton Dickinson BD, Heidelberg)
Pepton aus Casein (Roth, Karlsruhe)

Puffer PB, QIAquick PCR - Purification Kit (Qiagen, Hilden)

Pvu Il (New England Biolabs NEB, Frankfurt)

Qualex-Gold Agarose (AGS, Berlin)

Sac | (Promega, Mannheim)

Sma | New England Biolabs NEB, Frankfurt

Standardmarker ,100 bp Ladder” (Gibco Life Technologies, Karlsruhe)
SW55 Rotor (Beckmann, Miinchen)

T-4 Ligase, DNA-Ligase (Boehringer, Mannheim)

Tischzentrifuge Biofuge Pico (Heraeus Instruments)

UV-Bank: Herolab™ UV-T 28M

Wasserbad C1/B3 (Haake)

Wasserbad C1/W13 (Haake)

Xbal | (New England Biolabs NEB, Frankfurt)

X-Gal, 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid (Boehringer, Mannheim)
Xho | (New England Biolabs NEB, Frankfurt)

Zentrifuge 1: J2HS, Rotor JA20, Rotor JA14 (Beckmann, Miinchen)
Zentrifuge 2: Megafuge 1.0R (Heraeus, Osterrode)

Ldsungen

Ampicilin, St.-Lsg.: 50 mg/ml H,O, final: 80 pl Ampicilin ad 100 ml LB-Medium
Einfriermedium fir Bakterienklone: 32.5 ml Glycerol + 1.25 M Tris pH 8.0 + 5 ml MgSO,
(IM) + 11.25 ml A.bidest

Ethanol, 100% -20°C

Ethanol, 70% -20°C

H-Puffer (Promega, Mannheim)

IPTG: 0.1 M, 40 pl IPTG/Agarplatte

Isopropanol, 100%

Kanamycin, St.-Lsg.: 10 mg/ml H;O, final: 300 pl Kanamycin ad 100 ml LB-Medium
Lambda-Hind lll-Marker: 3 pl Loading Puffer + 4 pl A Hind 11l — Marker + 3 pl A.bidest
LB-Agarplatten: Agar-Agar (15 gr) mit LB-Medium ad 1 L, Antibiotikazusatz: 300 pl
Kanamycin + 80 pl Ampicilin ad 100 ml Agar/LB

LB-Medium, flussig (1 L): Pepton aus Casein (10 gr), Hefeextrakt (5 gr), NaCl (5 gr) mit
bidest ad 1L

MOPS: 4-Morpholinopropansulfonsaure (20mM)

Natriumacetat: 136 gr ad 500ml A. bidest, pH 4.7

Natriumphosphat: 69 g/L NaH,PO, in A. bidest, pH 7.0

P1: 100 mg/l RNAse, 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8.8, Resuspension Buffer aus
dem Plasmid Maxi Kit 25 (Qiagen, Hilden)

P2: 200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS, Lysis Buffer aus dem Plasmid Maxi Kit 25 (Qiagen,
Hilden)

P3 (3 M KAc, pH 5.5), Neutralization Buffer aus dem Plasmid Maxi Kit 25 (Qiagen,
Hilden)

TBE (10x): TRIS (108 gr) + Borsaure (55 gr) + EDTA (9.3 gr) mit A.bidest ad 1L, pH 8.3
TES: 100 pl (1.0 M) TRIS-HCI, pH 8.1 + 250 pl (0.2 M) EDTA, pH 7.4 + 100pl 10% SDS
mit A. bidest ad 10ml

X-Gal: 20 mg/ml, 40 ul X-Gal/Agarplatte
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2.1.3. Proteinbiochemie
Substanzen/Materialien (Hersteller)

Acrylamidlésung, Acrylamid (AA) N,N'-Methylenbisacrylamid (BA) (29:1) (Biometra,
Gottingen)

Amidoschwarz 10B (Merck, Darmstadt)

APS, Ammoniumpersulfat (Biomol, Hamburg)

BioRad Model 200/2.0 Power Supply (BioRad, Munchen)

BioRad Model 250/2.5 Power Supply (BioRad, Munchen)

BSA (Rinderserumalbumin), Fraktion V (Serva, Heidelberg)

Cellulose-Acetat (Sartorius AG, Géttingen)

DMSO, Dimethylsulfoxid (Merck, Darmstadt)

Elektrophoresesystem: BIO-RADmini 2-D Cell (BioRad, Miinchen)

Glycin (Sigma, Deisenhofen)

G-Protein-Antikorper (Kaninchen 1gG, polyclonal): Antikbrperset SA-182 gegen Ga, Gail,
Gai2, Gai3, Ga0 und Ga$S (Biomol, Hamburg)

G-Protein-Antikorper (Kaninchen IgG, polyclonal): Gail (I-20, sc-391), Gai2 (T-19, sc-
7276), Gai3 (C-10, sc-262), Ga0 (K-20, sc-387), GaS (K-20, sc-823) (SCBT Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)

Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

Lauryl sulfate (Sigma, Deisenhofen)

NaCl (Roth, Karlsruhe)

Nitrocellulose Membran: Hybond-ECL, 0.45 pm (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg)

PBS (Phosphat gepufferte Saline): NaCl (8 gr) + Na;,HPO4 x 2 H,O (1.44 gr) + KH,PO,
(0.2 gr) ad 500 ml, pH 7.4

Phosphoserin-Antikérper (Maus IgM, monoclonal): Klon 4A3 und 1C8 (Biomol,
Hamburg)

Ponceau S (Serva, Heidelberg)

Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Complete mini (Roche, Mannheim)

SDS6H: 29 kDa (Karboanhydrase, Rindererythrozyten); 45 kDa Albumin, Ei); 66 kDa
(Albumin, Rind); 97.4 kDa (Phosphorylase b, Kaninchenmuskel); 116 kDa (3-
Galactosidase, E.coli); 205 kDa (Myosin, Kaninchenmuskel) (Sigma, Deisenhofen)
Sekundarantikorper:  AffiniPure  Goat-Anti-Rabbit 1gG  (H+L), HRP-konjugiert
(Dianova/Jackson Immuno Research, Hamburg)

Sekundarantikorper: Anti-Maus-IgM (U Chain  specific), HRP-gekoppelt (Sigma,
Deisenhofen)

TCA, Trichloressigsaure (Merck, Darmstadt)

TEMED, N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (Biomol, Hamburg)

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad, Miinchen)

TRIS-HCI (Roth, Karlsruhe)

Tween-20 (Roth, Karlsruhe)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

Whatmanfilter (Schleicher & Schiill, Dassel)

Ldsungen

AGFA Developer G135 A

AGFA Rapid Fixierer G354

APS: 10% (w/v) in A. bidest

Bromphenolblau: 0.1%ig (w/v) in A. bidest

ECL Western Blotting Detection Regents (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
Laufpuffer (5x): TRIS (15 gr)+ Glycin (72 gr) ad 500 ml mit A. bidest. + 0.1% (w/v) SDS
Neuhoff-Entfarber: Methanol: Essigsaure, 9: 1

Neuhoff-Farbeldsung: Amidoschwarz 0.5% (w/v) in Methanol : Essigsaure, 9 : 1
Ponceau S-Farbelosung: 0.2 g Ponceau S in 100 ml 3% (w/v) TCA

SB 1x (Sample Buffer 1x): 1 ml Glycerin (1 ml), 100 pl B-Mercaptoethanol + SDS (0.3 gr)
+5M TRIS (1.25 ml), pH 6.8, mit A. bidest ad 10ml
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- SB 3x (Sample Buffer): 3 ml Glycerin, 300 ul B-Mercaptoethanol + SDS (0.9 gr), 0.5 M
TRIS (3.75 ml), pH 6.8, mit A. bidest ad 10ml

- SDS: 0.1% (w/v) in A. bidest

- SDS: 10% (w/v) in A. bidest

- SFP (Subzellularer Fraktionierungspuffer): 10 mM TRIS/HCI, pH 7.5 + 5 mM EDTA) +
1Tablette Proteaseinhibitor Cocktail/10 ml SFP

- TBST (Tris gepufferte Saline mit Tween): 1.2 gr TRIS (10 mM) + 8.76 gr NaCl (150 mM)
+ 5.0 ml Tween-20 (0.5%) in 1L A. bidest, pH 7.3

- TCA (w/v): 3 gr Trichloressigséaure/100 ml A. bidest

- Transferpuffer mit SDS (Schéafer-Nielsen): 5,82 g TRIS (48 mM) + 2,93 g Glycin (39 mM)
+ 200 ml Methanol ad 1 L A. bidest., pH 9.2 + 1% (w/v) SDS

- Transferpuffer ohne SDS (Schafer-Nielsen): 5,82 g TRIS (48 mM) + 2,93 g Glycin (39
mM) + 200 ml Methanol ad 1 L A. bidest., pH 9.2

- TRIS-Puffer, 0.5 M, pH 6.8

- TRIS-Puffer, 1.5 M, pH 8.8

2.1.4. Immuncytochemie

Substanzen/Materialien (Hersteller)

- BSA (Rinderserumalbumin), Fraktion V (Sigma, Deisenhofen)

- Entellan (Merck, Darmstadt)

- G-Protein-Antikérper (Kaninchen IgG, polyclonal): Gail (I-20, sc-391), Gai2 (T-19, sc-
7276), Gai3 (C-10, sc-262), Ga0 (K-20, sc-387), GaS (K-20, sc-823) (SCBT Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)

- Multiwellplatten 6-well (Falcon/Becton Dickinson BD, Heidelberg)

- NGS, Normal Goat Serum (Camon)

- PFA (Paraformaldehyd) (Merck, Darmstadt)

- Poly-L-Ornithin-Lésung (Sigma, Deisenhofen)

- Sekundarantikorper: Affinity purified Anti-rabbit IgG, Cy3-konjugiert (Rockland)

- Xylol (Merck, Darmstadt)

Ldsungen:

- NGS (3%): 375 ul NGS + 12.5 ml BSA (0.8% in TBS)

- PFA: 4 gr PFA in 50 ml A.bidest H,O auf 60°C erwarmen, triibe Losung mit 1-2 Tropfen
1M NaOH versetzen + 50 ml 0.2 M PBS, pH auf 7.4 einstellen, filtrieren

- TBS 50 mM: 6.057 gr TRIS in 20 ml A. bidest + 6.766 gr NaCl, pH 7.6 einstellen, mit A.
bidest auf 1 L auffillen.

- Triton X100 (0.5 M Ammoniumchlorid + 0.25% TritonX in TBS): 0.59 gr
Ammoniumchlorid + 50 pl Triton X100 + 20 ml TBS
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2.2. Zellkultur

2.2.1. Auftauen der Zellen

INS-1 Zellen wurden aus dem flissigen Stickstoff im Wasserbad bei 37°C langsam
aufgetaut, der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 1 ml Vollmedium (VM)
resuspendiert und in Greiner-Kulturflaschen ausgesat. Anschliel3end wurden die Zellen bei
37°C, 5% CO, uUber Nacht im Inkubator kultiviert. Am nachsten Tag wurde das Medium
gewechselt, um Reste des toxischen DMSO zu entfernen. Anschliel3end erfolgte alle drei

Tage der Medienwechsel.

2.2.2. Zellpassagierung

INS-1 Zellen wurden nach Absaugen des Mediums 1x mit sterilem PBS gewaschen und mit
5 ml 37°C warmem Trypsin versetzt. Die Trypsinreaktion wurde nach 5 min bei 37°C mit
20 ml 4°C kaltem VM gestoppt, die Zellen wurden vom Kulturflaschenboden abgespdlt, in ein
50 ml Falcon-Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und bei 1000 x g fir 5 min bei 4°C zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen, das Zellpellet in 20 ml VM resuspendiert und
mit Hilfe des Hamozytometers (Neubauer-Zahlkammer) gezéahlt. Danach wurden 5 Millionen
Zellen pro Kulturflasche ausplattiert, mit 15 ml VM versetzt und bei 37°C und 5% CO, im
Inkubator aufbewahrt. Sobald der Zellrasen subkonfluent gewachsen war, wurden die Zellen
erneut passagiert. Ausgehend von einer ausgeséten Zellzahl von 5 Millionen Zellen betrug

die Zellzahl nach einwdchigem Wachstum ca. 40 Millionen Zellen.

2.2.3. Kryokonservierung

Als Kryokonservierung bezeichnet man die Lagerung von Zellen in einem definierten
Einfriermedium (70 ul DMSO/1 ml VM) bei -180°C in flissigem Stickstoff. Die Sicherung von
Zelllinien einer niedrigeren Zellpassage mittels der Kryokonservierung wird durchgefihrt, um
fur den Fall der Alterung der Zellen und den damit haufig verbundenen Verlust der
urspriinglichen physiologischen Funktionen sowie dem Verlust der Zelllinien durch
Kontaminationen vorzubeugen und sofort Zellen mit niedriger Passagenzahl zur erneuten
Aufzucht verfligbar zu haben.

INS-1 Zellen wurden trypsiniert und mit Hilfe des Hamozytometers gezéhlt. 10 Millionen
INS-1 Zellen wurden fiir 5 min bei 1000 x g zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen,
das Zellpellet in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in Kryoréhrchen Uberfiihrt. Nach
einstundiger Sedimentation der Zellen bei 4°C wurden diese nach einer weiteren Lagerung

bei —80°C uber Nacht anschliel3end in flissigem Stickstoff eingefroren.
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2.2.4. Stimulation von INS-1 Zellen zur Analyse der Proteinphosphorylierung

Die Analyse der Calcineurinphosphorylierung erfolgte nach Stimulation der INS-1 Zellen mit
verschiedenen die Insulinsekretion stimulierenden oder inhibierenden Agonisten bzw.
Antagonisten. Eine Millionen INS-1 Zellen wurden auf 3 cm Zellkulturschalen ausplattiert und
bis zum subkonfluenten Wachstum kultiviert. Die Vorinkubation der Zellen wurde mit einer
0.5 mM Glukoseltsung, die 0.5% Rinderserumalbumin enthielt (BSA), durchgefuhrt. Nach
zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS erfolgte eine basale Stimulation mit einer 0.5 mM
Kontrollglukoseltésung ohne BSA fiir 30 min bei 37°C. Die INS-1 Zellen wurden nach der
basalen Stimulation mit verschiedenen, die Insulinsekretion modulierenden Substanzen
behandelt. Zu den applizierten Substanzen gehérten neben Kontrolllésungen verschiedene
Stimulationslésungen:

Zu den Kontrollldsungen zéhlt eine EGTA enthaltende Kontrolllésung (5 mM EGTA, 0.5 mM
Glukose, 0.1% DMSO) und eine 0.1 uM Deltamethrin (DM) enthaltende Kontrollldsung (5
mM EGTA, 0.5 mM Glukose, 0.1% DMSO). EGTA als Chelator reduziert die extrazellulare
Caz*-Konzentration und inhibiert so den Glukose bedingten Ca2*-Einstrom in die Zelle.
Zusatzlich wird die Interaktion des Ca2* mit Calmodulin durch die Chelierung des Ca2*
reduziert, wodurch die Interaktion mit der Proteinphosphatase 2B Calcineurin (PP2B)
verhindert wird. Deltamethrin als Typ II-Pyrethroid inhibiert die Proteinphosphatase
Calcineurin.

Stimulationslésung 1 enthielt neben einer 16.7 mM Glukosekonzentration Forskolin (5 umol/l)
und Tolbutamid (100 umol/l). Forskolin aktiviert direkt die Adenylatzyklase und stimuliert so
Uber die Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration tber die PKA die Insulinsekretion.
Das Sulfonylharnstoffderivat Tolbutamid bindet an den Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR), der
ein integraler Bestandteil des ATP-abhangigen Kaliumkanal ist, und schlief3t diesen. Dadurch
kommt es zur Depolarisation der Membran, wodurch spannungsabhéangige CaZ2*-lonen-
kandle gedffnet werden, die wiederum durch den Ca2+-Einstrom die Insulinsekretion
stimulieren.

In Stimulationslésung 2 war Deltamethrin in 0.1 pM Konzentration enthalten, die
Glukosekonzentration entsprach der basalen Glukosekonzentration von 0.5 mM. Durch das
Deltamethrin sollte untersucht werden, ob bei basaler Stimulation der INS-1 Zellen durch
Glukose eine durch Deltamethrin vermittelte Veranderung der Serin-/ Threoninphospho-
rylierung des Calcineurins oder anderer Proteine zu verzeichnen ist.

Fur jeden Ansatz wurde je eine INS-1 Kulturschale mit 3 ml der verschiedenen Kontroll- bzw.
Stimulationslésungen fir 30 sec bis 2 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Die Zellen wurden nach Ablauf der Inkubation auf Eis aufbewahrt. Die Inkubationslosung
wurde abgesaugt, die Proben zweimal mit 4°C kaltem PBS gewaschen und anschlie3end mit
200 pl 1x SB versetzt. Danach wurden die abgenommenen INS-1 Zellen fir 2 min bei 100°C

im Wasserbad gekocht, die Zellen so aufgeschlossen und nach Durchfihrung der Neuhoff-
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Proteinbestimmung fur die anschlieRende Proteinanalyse im Westernblot bei —-20°C

aufbewabhrt.

2.2.5. Zellkultur genetisch veranderter INS-1 Zellen

INS-1 Zellen wurden mittels Elektroporation genetisch modifiziert. Die verwendeten
Expressionsvektoren ermdglichten die Selektion der transfizierten von untransfizierten Zellen
mit Hilfe verschiedener Mechanismen: Bei der Transfektion eines Vektors, der ein
Fusionsprotein bzw. eine Fusions-mRNA bestehend aus EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) und einem downstream vor das Stopkodon des EGFP ligiertes PCR-
Produkt enthielt, konnten 2-3 Tage nach der Elektroporation anhand der EGFP-Fluoreszenz
die transfizierten von den untransfizierten Zellen unterschieden werden. Die Expression des
EGFP und die damit verbundene Fluoreszenz der positiven, transfizierten Klone diente bei
diesen Transfektionen als Marker. Wurden Zellen mit einem Vektor transfiziert, der anstelle
des EGFP-Gens eine Antibiotikaresistenz (Geneticin G418) enthielt, so war die Selektion der
positiven, transfizierten von den negativen untransfizierten Zellen nur dber die
Antibiotikaresistenz mdglich. Bei Transfektionen von Vektoren, die sowohl das EGFP-Gen
als auch eine Antibiotikaresistenz enthalten, kénnen transfizierte Zellen sowohl Uber die
Fluoreszenz identifiziert als auch tber die Antibiotikaresistenz selektioniert werden.

Sowohl bei transient transfizierten Mischklonen als auch bei den stabil transfizierten
Einzelzellklonen wurde der Vektor in das zellulare Genom integriert. Bei Einzelzellklonen
wurden die transfizierten Zellen jedoch aktiv (G418) selektioniert, wohingegen bei transient
transfizierten Mischklonen keine G418-Selektion durchgefihrt wurde. Die Transfektionsrate
der transfizierten Zellen betrug bei transienten Transfektionen 30%. Bei der stabilen
Transfektion werden die transfizierten Zellen selektioniert, bei der transienten Transfektion
gehen die Zellen aufgrund der nicht durchgefiihrten Selektion bei der Zellpassage verloren
oder werden moglicherweise aufgrund der héheren Zellproliferationsrate von untransfizierten

Zellen Gberwachsen.

2.2.6. Transfektion von INS-1 Zellen mittels Elektroporation

Zur Transfektion von Mammaliazellen gibt es neben der Methode der chemischen
Transfektion, zu der die Verwendung von DEAE-Dextran sowie die Kalziumphosphat -
Transfektion zahlt, und der biologischen Transfektion, bei der die Zellen z.B. durch die
Verwendung von Lipofectin/Lipofectamin transfiziert werden, die Moglichkeit Zellen mittels
der physikalischen Transfektion, mittels der Elektroporation (125. 126) zy transfizieren. Bei der
Elektroporation werden die zu transfizierenden Zellen zusammen mit der einzubringenden
DNA in PBS oder einem alternativen Elektroporationsmedium (z.B. FCS freies Vollmedium)
einem kurzen elektrischen Puls ausgesetzt, wodurch es zur Bildung von Membranporen

kommt, durch die die DNA in die Zellen gelangt. Die Poren verschlie3en sich nach einer

21



Dauer von einigen Sekunden bis wenigen Minuten wieder, die DNA ist von der Zelle
aufgenommen worden.

Auch wenn bei der Transfektion durch Elektroporation im Vergleich zu den anderen
Transfektionstechniken eine grofe Menge an DNA bendtigt wird (bis zu 50 pg bei der
Elektroporation, 1 - 10 pg bei anderen Transfektionsmethoden), so hat die Elektroporation
den Vorteil, dass sie schneller und verglichen mit anderen Transfektionsmethoden effizienter
durchgefuhrt werden kann und gleichzeitig eine héhere Transfektionsrate erzielt wird.
Nachdem INS-1 Zellen trypsiniert worden waren, wurden sie mittels der Neubauer-
Zahlkammer (Hamocytometer) gezahlt, 5 Millionen Zellen wurden in 500 pl EP
(Elektroporationsmedium: FCS freies Vollmedium) aufgenommen, in eine Elektroporations-
kuvette Uberfihrt und bei 250 V, 960 uF mit einem Puls elektroporiert. Die Elektroporations-
dauer betrug zwischen 25 und 35 Millisekunden. Nach der Elektroporation wurden die Zellen
fur 5 min auf Eis gelagert und dann auf 10 cm Schalen ausplattiert. Nach 16 Stunden wurde
ein Medienwechsel durchgefiihrt, um Zelldebris und Uberschiissige DNA zu entfernen. Die
Klone wurden anschlieBend entweder als transient transfizierte Mischklone mittels
elektrophysiologischer Messungen, mit Hilfe des Radioimmunoassays und der proteinche-

mischen Analyse direkt untersucht, oder zu Einzelzellklonen weiter passagiert.

2.2.7. Transient transfizierte INS-1 Mischklone
Nach der Transfektion der INS-1 Zellen mit dem Expressionsvektor pEGFPC1 (Clontech,

Heidelberg) bzw. mit den G-Protein a-Sense-/Antisense-Vektoren mittels Elektroporation
wurden die Zellen direkt auf Glasplattchen ausgesat. AnschlieBend wurden
elektrophysiologisch Ganzzell-lonenstréme gemessen. Zur Unterscheidung zwischen
transfizierten und nicht transfizierten Zellen diente der Expressionsmarker EGFP, dessen
Expression in transient transfizierten Zellen zu einer Fluoreszenz der Zellen fihrt. Diese wird
bei einer Wellenlange von Exzitation 488 nm bzw. Emission 507 nm mittels eines
Fluoreszenzmikroskops detektiert.

Als transient transfizierte Zellklone werden Zellen bezeichnet, die Uber den Vektor
eingebrachte Eigenschaften (z.B. Floureszenz oder Antibiotikaresistenz) nach kurzer Zeit
wieder verlieren, d.h. sie werden nicht Uber eine langere Zellpassage aktiv selektioniert.
Diese Zellen werden, wie unter 2.2.5. beschrieben, nur fir kurzfristige funktionelle
Messungen verwendet, um generelle Effekte auf transfizierte Zielzellen zu untersuchen. Die
Mischung aus transient transfizierten, fluoreszierenden und nicht transfizierten Zellen wird im
Folgenden auch als Mischklon bezeichnet.

Sollten die transient transfizierten INS-1 Zellen fur die proteinbiochemische Analyse mittels
der SDS-PAGE weiterverwendet werden, so wurden die Mischklone nach der

Elektroporation auf Gewebekulturflaschen ausgesat. Alle drei Tage erfolgte ein
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Medienwechsel bis zum subkonfluenten Wachstum der transient transfizierten Mischklone,

die dann anschlieRend fur die SDS-PAGE weiter prozessiert wurden.

2.2.8. Selektion stabil transfizierter INS-1 Einzelzellklone

Als Einzelzellklone werden transfizierte Klone bezeichnet, die tUber einen langeren Zeitraum
aktiv selektioniert werden und Uber den Vektor eingebrachte Gene, Reportergene oder
Antibiotikaresistenzen stabil expremieren. Der eingebrachte Vektor wird ebenso wie bei der
transienten Transfektion in das zellulare Genom integriert.

Die aktive Selektion kann entweder Uber eine Vektor vermittelte Antibiotikaresistenz (G418,
Geneticin) oder bei Existenz eines Reportergens im eingebrachten Vektor tber eine FACS-
Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorter, Fluoreszenz-aktivierter Zell-Sortierer), bei der
fluoreszierende von nicht fluoreszierenden Zellen separiert werden, erfolgen. Uber
Elektroporation transfizierte INS-1 Zellen wurden auf unbeschichteten 10 cm Schalen
ausplattiert. Die Selektion der transfizierten Zellen mittels der Antibiotikaresistenz erfolgte
tber einen Zeitraum von 2-4 Wochen durch Zugabe von G418 zum VM im Intervall von 72 h.
Wahrend dieser Zeit wiesen die resistenten INS-1 Zellen ein typisches Kolonienwachstum
auf. Die nicht-resistenten Zellen starben und wurden bei dem alle drei Tage erfolgendem
Medienwechsel von den Schalen entfernt. Die transfizierten Zellklone wurden nach
vierwdchiger G418-Selektion dann weiter passagiert, indem sie von 10 cm Schalen auf 96er
Multiwells (MWs) umgesetzt wurden.

Dazu wurde das Medium vorsichtig entfernt, den selektionierten Klonen wurden 10 ml 37°C
warmes PBS zugegeben. Die Klone wurden dann in 20 pyl PBS aufgenommen und in je eine
Vertiefung eines 96er MWs, in die jeweils 50 pl Trypsin vorgelegt worden war, Uberfuhrt. Die
Trypsinreaktion in den Wells, durch die die Zellen der Einzelzellklon-Kolonien vereinzelt
werden sollten, wurde nach 5 min bei RT durch Zugabe von 200 ul VM abgestoppt. Danach
wurden die trypsinierten Zellklone Uber Nacht bei 37°C, 5% CO2 im Inkubator aufbewahrt,
um den Zellen das Anheften zu erméglichen. Am anderen Tag erfolgte der Medienwechsel,
um die Reste des Trypsins und des PBS von den Zellen zu entfernen.

Im Stadium der Subkonfluenz wurden die Zellen erneut passagiert, die Passage erfolgte von
96er MWs auf 48er MWSs, anschlielend auf 24er MWs und danach auf kleine
Gewebekulturflaschen. Die Passage bis zur "Aufzucht" der Einzelzellklone in groRRen
Gewebekulturflaschen erfolgte Uber einen Zeitraum von 4-6 Monaten. Danach waren die so
erhaltenen Einzelzellklone zur weiteren Analyse verfugbar, die Klone wurden in flissigem

Stickstoff konserviert.
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2.3. Molekularbiologie

2.3.1. RNA-Extraktion und die Polymerasekettenreaktion

2.3.1.1. RT-PCR: RNA-Isolierung und cDNA aus INS-1 Zellen

Aus subkonfluent gewachsenen INS-1 Zellen wurde mittels der Caesiumchlorid-Methode die
RNA isoliert. AnschlieRend wurde eine DNAse-Behandlung der Probe durchgefiihrt, um
Kontaminationen zu vermeiden und um auszuschlieBen, dass die spater enthaltenen PCR-
Produkte genomischen Ursprungs waren.

Nach Durchfiihrung der DNAse-Behandlung wurde die RNA Uber das Enzym Reverse
Transkriptase in cDNA umgeschrieben: Die Reverse Transkriptase ist ein in Retroviren
vorhandenes Enzym, das RNA in cDNA umschreibt. Nachdem die RNA in cDNA transkribiert

worden war, wurde diese Uber die Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert.

2.3.1.2. Die Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion ist ein automatisierter Prozess, in dessen Verlauf cDNA-
Sequenzen vermehrt bzw. ,amplifiziert* werden. Oligonukleotid-Primer, kurze Basen-
sequenzen von 18 - 23 Basenpaaren, hybridisieren (oder ,annealen”) mit der komplemen-
taren Matrix-DNA. Die thermostabile Tag-Polymerase aus dem Organismus Thermus
aquaticus fugt anschlieBend einzelne Nukleotide an die kurzen Oligonukleotidprimer und
verlangert diese so zu einem vollstandigen komplementaren DNA-Strang. Dieser Vorgang
wird auch als Elongation bezeichnet. Da die Elongation mit den die Matrix-DNA
einrahmenden forward- und den reverse- Oligonukleotidprimern durchgefihrt wird, entstehen
bei jeder Replikation aus einem Ursprungsstrang zwei neue Tochterstrange. Dies fuhrt zu

einer exponentiellen Amplifikation der Ausgangssequenz.

Auswahl der Oligonukleotid-Primer

Oligonukleotide (Oligonukleotid-Primer) sind kurze DNA-Sequenzen komplementar zur
Matrix-DNA. Die Oligonukleotide binden an die Matrix-DNA und durch die Tag-Polymerase
wird der gebundene Oligonukleotid-Primer durch Hinzufigen von Nukleotiden zum
vollstdndigen DNA-Strang verlangert. Man unterscheidet zwischen sogenannten forward-
(sense oder downstream) und reverse-Oligonukleotid-Primern (antisense oder upstream).
Der forward Primer bindet an den Antisense-Strang, die Tag-Polymerase flugt dann
Nukleotide an den Primer und verlangert so diesen zum komplementaren DNA-Strang.
Durch die Bindung des reverse-Primers an den Sense-Strang der Matrix-DNA wird der
Antisense-Strang  synthetisiert und vervielfaltigt. Die fur die PCR verwendeten
Oligonukleotid-Primer wurden mit Hilfe des Software-Programms GeneRunner V3.0
(Hastings-Software) ausgewdahlt. Bei der Auswahl der Primer wurden folgende Faktoren
untersucht: Die Oligonukleotid-Primer sollten eine Lange von 18 bis 23 Basenpaaren pro
Primer besitzen, das GC/AT-Verhaltnis sollte 50% betragen. Die Annealingtemperatur, die
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Temperatur bei der die Oligonuklotid-Primer spezifisch an die Matrix-DNA binden, sollte bei
beiden Primern ungefahr gleich hoch sein (die Annealingtemperatur berechnet sich aus dem
GC/AT-Gehalt der Primer wobei G und C jeweils 4°C und A und T jeweils 2°C entsprechen).
Zur besseren Bindung der Primer an den DNA-Strang wurden diese so gewahlt, dass die 5'-
und 3’- Enden GC-haltig waren, da die Basenpaarung Cytosin/Guanin durch die Ausbildung
von 3 Wasserstoffbriickenbindungen im Gegensatz zum Adenin und Thymin, die nur zwei
Wasserstoffbriicken untereinander ausbilden, starker ist.

Zusatzlich wurden die Primer auf Sekundarstrukturen zur Vermeidung von intramolekularen
Haarnadelbildungen (Loopbildungen) oder intermolekularen Primerdimerisierungen hin
untersucht (Oligonukleotid-Primer kénnen durch die Ausbildung intramolekularer
Loopbildung oder durch Primerdimierisierung nicht mehr an die DNA-Matrix binden, wodurch
es zum Verlust dieser Primer kommt).

Die lyophylisierten Primer wurden in A. bidest gelost und mittels photometrischer Messung
bestimmt, indem 2.5 pl der Primerlésung in 1 ml A. bidest geldst und bei 260 und 280 nm
photometrisch gemessen wurden. Nach Messung der Primerkonzentration wurde dieser auf

eine Endkonzentration von 50 uM eingestellt.

TAQ-Polymerase

Zur Durchfuhrung der Polymerasekettenreaktion wurde die Tag/Amplitag-Polymerase
(Perkin Elmer) verwendet. Das thermostabile Enzym, das aus dem Organismus Thermus
aquaticus isoliert wurde, besitzt eine optimale Synthesetemperatur bei 70-80°C. Bei dieser
Temperatur synthetisiert es cDNA mit einer Geschwindigkeit von 35 bis 100 Basen pro
Sekunde. Die Tag/Amplitag hinterlasst am terminalen 3"-Ende der synthetisierten PCR-
Produkte ein einzelnes 3"-dA-Nukleotid. Blunt-End Ligationen (Ligationen bei denen PCR-
Produkte mit glatten Enden (Blunt End) in Vektoren einligiert werden) werden durch die 3'-
dA-Nukleotide erschwert. Deshalb wurde bei der spateren Klonierung der pCR2.1TOPO-
Vektor verwendet, der ein 5-T Uberhang in der Multiple Cloning Site (MCS, Sequenz mit
zahlreichen, einzigartigen Restriktionsschnittstellen) besitzt, an welches kovalent eine
Topoisomerase gebunden ist.

Zum analytischen Nachweis der G-Protein a-Untereinheiten in INS-1 Zellen wurden die
G-Protein a-Untereinheiten auf Transkriptionsebene durch die Anwendung der PCR
nachgewiesen. Zur Amplifikation der G-Protein a-Untereinheiten Gail (M17527, 1.941 kb),
Gai2 (M17528, 1.748 kb), Gai3 (M20713, 3.072 kb) und GaO (M17526, 2.061 kb) Uber die
PCR wurden die in Tabelle 2.1. aufgefiihrten Primer P1il/P2il fur Gail, P1i2/P2i2 fir Gai2,
P1i3/P2i3 fur Gai3 und P1o/P2o fur Gao verwendet.
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Ga Accession Nr.* Name Primer 5°-3 Anzahl der Annealing

Basen
Gail M17527 (1.941 kb) P1lil-f GAGTACCAGCTGAACGATTC 20 60°C
nt651 - nt1.217 kb P2il-r CTGCACATTCTTCGTATCCG 20 60°C
Gai2 M17528 (1.748 kb)  P1li2-f GATGTTTGATGTGGGTGGTC 20 60°C
nt743 - nt1.158 kb P2i2-r CACAAACTGCACGTTCTTGG 20 60°C
Gai3 M20713 (3.072 kb) P1i3-f CTAGCAGGCGTGATTAAACG 20 60°C
nt450 - nt1.038 kb P2i3-r CTCCTTGGTGTCCTTTCTTC 20 60°C
Gao M17526 (2.061 kb) Plo-f CGACTCTGCCAAATACTACC 20 60°C
ntl.155 - nt1.740 kb P2o-r GCAATGATGATGTCGGTGAC 20 60°C

Tabelle 2.1.: Primer zum Nachweis und zur Amplifikation der Ga-Untereinheiten in INS-1 Zellen
(*Accession Nr. Genbank, NCBI Bethesda, USA)

Der PCR-Ansatz fir jedes G-Protein wurde final in 50 ul Endvolumen auf Eis angesetzt und

enthielt;

Taqg-Reaktionsansatz

Taqg 10xPuffer : 5 ul
MgCl, (50 mM) : 1 ul
forward Primer (50 pM) 125
reverse Primer (50 pM) o 1.25
cDNA : 1 u
dNTPs Mix (je 10 mM) : 1y
Tag-Polymerase (1 U/ul) : 1yl
DEPC behandeltes H20 ad 50 pl 385 ul

Die PCR-Ansatze wurden, um eine Kondensation des Wassers am oberen GefalRrand zu
vermeiden, mit einem Tropfen Paraffindl tberschichtet. Der PCR-Lauf erfolgte nach einem
standardisierten PCR-Protokoll in dinnwandigen 0.5 ml PCR-GefalRen (Perkin-Elmer,

Weiterstedt) in einem Biometra-Trio-Thermoblock (Biometra, Goéttingen):

Zyklenparameter

1. Initiale Denaturierungsphase der DNA 94°C - 5
2. Denaturierung der DNA 94°C - 307
3. Bindung der Primer (Annealing) 63°C - 457
4. Extension der Primer (Elongation) 72°C - U
5. Wiederholung der Schritte 1-4 29 Zyklen

6. AbschlieRende Extension 72°C - 15
7. Lagerung 4°C
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Nach Beendigung des PCR-Laufs wurde zur Kontrolle der PCR und der Produktlangen 5 pl
der PCR-Produkte gegen den DNA-100bp-Marker auf ein 2%iges Metaphor-Agarosegel

aufgetragen.

2.3.2. Klonierung der PCR-Produkte

2.3.2.1. Isolierung und Reinigung der PCR-Produkte

Bevor die cDNA-Fragmente in einen Vektor subkloniert wurden, wurde die amplifizierte
cDNA mittels des Qiagen PCR Purification Kits von niedermolekularen Substanzen gereinigt.
Durch die selektive Adsorption von cDNA an Silikat in Gegenwart von chaotropen Salzen
kénnen Produkte in der Gréf3e von 100 bp - 10 kb von Primern, Nukleotiden, Salzen und
Polymerasertckstanden isoliert und so gereinigt werden.

Dazu wurden 250 pl PB-Puffer zu 50 pl PCR-Ansatz gegeben, kurz gemischt und
anschlieRend auf die Qiaquick Spin Saule pipettiert. Zur Verbesserung der cDNA-Silikat-
Bindung wurde der Ansatz fir 1 min bei RT stehen gelassen, anschlieend fir 1 min bei
10.000 x g zentrifugiert und das Eluat verworfen. Danach wurde die gebundene cDNA mit
750 ul PE Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert und das Eluat verworfen. Zur vollstandigen
Entfernung des Ethanols wurden die Saulen erneut fir 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert, das
Eluat wurde verworfen.

Zur Elution der gebundenen, aufgereinigten cDNA-Produkte wurde die Sé&ule auf ein
Eppendorff-Reaktionsgefal? gefugt, in das Zentrum der Silica-Membran wurden 30-50 pl
Elution Puffer EB pipettiert und fir 1 min bei RT zur vollstandigen Elution bzw. zur Losung
der cDNA aus der Silica-Membran stehen gelassen. Die Zentrifugation erfolgte fur 1 min bei
10.000 x g, die eluierte cDNA wurde anschliel3end entweder sofort fir die Ligation weiter
verwendet oder bei -20°C eingefroren. Wurde die cDNA fur die Ligation weiterverwendet, so
wurde die Qualitat und Quantitat vorher auf einem Agarosegel kontrolliert.

2.3.2.2. Der Subklonierungsvektor pCR2.1TOPO

Der pCR2.1TOPO-Vektor wurde fir die Ligation verwendet, um sich die Eigenschaften der
Tag-Polymerase, die aufgrund der terminalen Transferaseaktivitat ein nicht zur DNA-Matrize
gehdrendes, terminales 3"- Adenin an die PCR-Produkte fligt, zunutze zu machen.

Der Vektor pCR2.1TOPO beinhaltet eine als Polylinker Site bezeichnete MCS mit einer
ungepaarten Thyminbase am 5-Ende (kovalent gebundene Topoisomerase | am Thymin),
flankiert von einem T7 Promotor downstream und einer M13-Reverse Priming Site zur

Sequenzierung upstream, ein LacZa-Gen, in welchem die Polylinkersite lokalisiert ist und

welches der Blau/Weiss-Selektion dient (a-Komplementation), sowie zwei verschiedene
Antibiotikaresistenzen (Ampicilin, Kanamycin) zur spateren Selektion nach bakterieller

Hitzeschocktransformation (Abbildung 2.1.).
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Abbildung 2.1.: Vektor pCR2.1TOPO (T-Vektor)

Der pCR2.1TOPO-Vektor wurde deshalb fur die Ligation der PCR-Produkte verwendet, weil
die Ligation der durch die TAQ-Polymerase synthetisierten, mit einem terminalen 3'-
Adeninuberhang versehenen, PCR-Produkte durch das komplementare 5°-Thymin in der
Polylinkersite wesentlich erleichtert wurde. Die Dauer und die Effizienz der Ligation waren
ebenfalls ein entscheidendes Kriterium: Standard Blunt-End-Ligation von PCR-Produkten in
Vektoren kénnen mehrere Stunden dauern oder missen sogar Uber Nacht durchgefihrt
werden. Die Ligation der PCR-Produkte in den Vektor pCR2.1TOPO ist nach 5 min bei RT
beendet. Ein weiteres wichtiges Kriterium war die Blau/Weiss-Selektion (a-Komplemen-

tation). Wie oben schon erwéhnt, besitzt der pCR2.1TOPO-Vektor das LacZa-Gen, welches

fur die B-Galaktosidase kodiert. In diesem Gen ist die Polylinkersite lokalisiert (Abbildung
2.1.). Nach der Ligation werden die Vektoren in kompetenten Bakterien (XLI-Blue)
transformiert und auf mit IPTG (Induktor) und X-Gal (Substrat der [-Galaktosidase)
beschichteten Ampicilin-Agarplatten ausplattiert. Enthalt die Polylinkersite kein Insert, so wird
das LacZao-Gen abgelesen, die B-Galaktosidase spaltet das X-Gal auf den Agarplatten,
wodurch es zur Bildung eines Indolderivates und zur Blaufarbung der Kolonien kommt. In

diesem Fall sind die Bakterienklone negativ, enthalten kein cDNA-Fragment.
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War die Ligation des PCR-Produktes erfolgreich, so kam es zur Verschiebung des
Leserasters im LacZa-Gen, die [-Galaktosidase konnte nicht mehr abgelesen werden,
sodass es zu keiner Spaltung des X-Gals kam. Die Klone blieben farblos und hatten das
PCR-Produkt inkorporiert.

Im Gegensatz dazu konnten bei Ligationen in andere Vektoren, die kein LacZda-Gen

enthielten, die Unterscheidung in positive Klone und negative Klone nicht tber die a-
Komplementation vorgenommen werden. In diesem Fall konnte erst Uber Sequenzierung
oder Restriktionsanalysen festgestellt werden, ob der Vektor das Insert enthielt oder nicht.
Die Uber die a-Komplementation selektionierten positiven, weiRen Bakterienklone konnten
uber die Antibiotikaresistenzen in LB-Flissigmedium angezogen und durch eine analytische
und anschlie3ende praparative Plasmidextraktion untersucht und angereichert werden.

Die Ligation der PCR-Produkte in den pCR2.1TOPO-Vektor hatte weitere Vektor
unabhangige Vorteile: So konnten nach der Klonierung der PCR-Produkte in den
pCR2.1TOPO-Vektor die synthetisierten PCR-Produkte durch Sequenzierung identifiziert
werden. Ebenso war es einfacher, Uber spezifische Restriktionanalysen zusatzlich die
Identifikation und die Orientierung der PCR-Produkte im Vektor zu determinieren. Aul3erdem
war es moglich durch die Anreicherung des Vektors mittels einer praparativen DNA-Isolation
genligend Ausgangsmaterial fir die anschlielende Klonierung des PCR-Produkts in einen
anderen Vektor (pEGFPC1) zu erzielen. Zusatzlich wurden durch die Einklonierung der
PCR-Produkte in die MCS Restriktionsschnittstellen hinzugefugt, was die Klonierung des

Inserts in einen anderen Zielvektor vereinfachte.

2.3.2.3. Ligation der PCR-Produkte
Als Ligation wird die Bildung einer Phosphodiesterbindung der 5°- Phosphat- mit der 3"- OH-
Gruppe zweier DNA-Fragmente, die durch das Enzym Ligase katalysiert wird, bezeichnet.
Bei der Ligation wird durch den Transfer von Adenosinmonophosphat AMP (der Kofaktoren
NAD oder ATP, welche in Mammaliazellen vorhanden sind) auf die e-Aminogruppe einer
Lysinseitenkette der Ligase ein Enzym-AMP-Komplex gebildet. AMP wird auf das 5°-
Phosphatende der DNA Ubertragen. Die Phosphodiesterbindung wird anschlie3end gebildet,
indem die 3"-OH-Gruppe sich mit dem aktivierten 5-Phosphatende zusammenlagert. Die
durch die PCR synthetisierten Produkte wurden zur weiteren Analyse und zur spateren
Klonierung in den Vektor pCR2.1TOPO ligiert (Abbildung 2.1.).
Nach Durchfihrung der PCR wurden die PCR-Produkte mit Hilfe des Qiagen PCR
Purification Kits aufgereinigt und anschlieRend auf Eis gelagert. Fiur die Ligation der PCR-
Fragmente in den pCR2.1TOPO-Vektor wurde frisch synthetisierte cDNA verwendet, um den
Abbau der 3"-Ende Adenosin-Uberhange zu vermeiden.
Von der PCR-Reaktion wurden 0.5 - 2 pl (ausgehend von 10 ng/ul bei einer Fragmentlange
von 400 bp - 1 kb) in ein PCR-Tube pipettiert, mit sterilem Aqua bidest auf 4 pl aufgefullt,
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anschlieRend wurde 1 pl pCR2.1TOPO-Vektor (10 ng Vektor/pl) zugegeben. Die Ligation
erfolgte fur 5 min bei RT. Danach wurde der Ligationsansatz bis zur darauffolgenden

Transformation auf Eis gelagert.

2.3.3. Bakterielle Transformation und Selektion

2.3.3.1. Herstellung kompetenter E. coli XL1-Blue (modifiziert nach Maniatis)127)

Zur Herstellung kompetenter Bakterien XLI-Blue (Clontech) wurden 3 ml LB-Flussigmedium
einer Uber-Nacht-Kultur mit E. coli Bakterien angeimpft und fiir ca. 10 h bei 37°C, 250 rpm
inkubiert. Nach 10 h wurden 100 ml LB-Flissigmedium mit 1 ml der logarithmisch
wachsenden Uber-Nacht-Kultur angeimpft und fir 3-5 h kultiviert bis die optische Dichte der
Bakteriensuspension gemessen gegen den Blindwert (LB-Flissigmedium) OD600 = 1.0
ergab. Die Bakterien wurden auf 50 ml Greiner Rohrchen verteilt, 5 min bei 5000 rpm
zentrifugiert und die Pellets in insgesamt 20 ml kalter 0.1 M MgCl,-Lésung resuspendiert.
Danach wurde die Bakteriensuspension 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert, die Pellets wurden
in insgesamt 20 ml 0.1 M MgCl, resuspendiert, 20 min auf Eis inkubiert und anschliel3end fir
5 min bei 5000 rpm 4°C zentrifugiert. Die Pellets wurden in 10 ml kaltem 0.1 M CaCl, + 15%
Glycerol resuspendiert und je 500 pl wurden in 1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3en pipettiert

und sofort bei -80°C einfgefroren.

2.3.3.2. Hitzeschocktransformation kompetenter E.coli

Als Transformation wird die Einbringung von DNA in kompetente Bakterien bezeichnet. Die
Transformation wurde Uber Hitzeschockinduktion durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der
Transformation wurden 15 ml Polypropylengeféal3e auf Eis gestellt und kompetente E.coli-
Bakterien wurden von -80°C langsam fur 30 min auf Eis aufgetaut. Pro Ligationsansatz
wurde ein Transformationsansatz, zusatzlich eine Positivkontrolle (Transformationseffizienz)
und eine Negativkontrolle (Wirkung des Antibiotikums) angesetzt.

50 - 100 pl kompetente Bakterien wurden einmal vorsichtig aufpipettiert und in die 15 ml
PolypropylengefalRe gegeben. Zu diesen kompetenten Bakterien wurden jeweils 5 pl pro
Ligationsansatz und 100 ng der beiden Kontrollvektoren hinzugesetzt. Um die
Transformationsansatze zu vermischen, wurden die kompetenten Bakterien und die darin
befindlichen Vektoren vorsichtig mit der Eppendorff-Pipettenspitze umgerihrt. Der
Transformationsansatz wurde dann fur 30 min auf Eis gelagert. Die anschlieRende
Hitzeschockinduktion, in deren Verlauf die Zellmembranen der kompetenten Bakterien fur die
Vektoren permeabel werden, erfolgte bei 42°C fur 1 min im Wasserbad. Die
Transformationsansatze wurden danach fir 5 min auf Eis aufbewahrt, anschlieRend mit
jeweils 1 ml LB-Flissigmedium versetzt und fur 1 h bei 250 rpm 37°C inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden die Agarplatten vorbereitet. FUr die Transformation von pEGFPC1

basierten Vektoren wurden Agarplatten mit dem Antibiotikum Kanamycin verwendet, fir die
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Transformation aller anderen Vektoren wurden Agarplatten mit dem Antibiotikum Ampicilin

benutzt. Wurden kompetente Bakterien mit Vektoren, die ein LacZa-Gen enthielten, wie z.B.

dem pCR2.1TOPO, transformiert, so war es notwendig, die Agarplatten vor dem

Ausplattieren zu behandeln: Der Vektor pCR2.1TOPO besitzt das LacZa-Gen, welches bei
erfolgreicher Ligation durch die Insertion des PCR-Produktes in die Polylinkersite nicht mehr

richtig abgelesen werden kann und zu einer Weil3farbung der Kolonien fihrt .

Fur diese Blue/White-Selektion positiver Klone (0-Komplementation) wurde X-Gal als
Substrat und IPTG als Induktor bendtigt, mit denen die Ampicilin-Agarplatten 1 h vor
Ausplattieren der transformierten Bakterien bestrichen wurden; beide Substanzen sollten bis

zum Ausplattieren der transformierten Bakterienklone eingetrocknet sein. Sollte die

Transformation mit Vektoren ohne [-Galaktosidase-Gen durchgeftihrt werden (mit den
Vektoren pEGFPC1 oder pEGFPC1-), so blieben die Agarplattten unbehandelt und wurden

1 h vor dem Ausplattieren auf RT aufgewarmt.

Nachdem die Zellen fur 1 h bei 37°C gewachsen waren, wurden pro Transformationsansatz
jeweils 1x100 -150 pl und 1x400-500 pl Bakteriensuspension ausplattiert und im
Warmeschrank bei 37°C aufbewahrt. Transformationen mit dem pCR2.1TOPO Vektor
wurden am anderen Morgen 3 - 5 h bei 4°C aufbewahrt, um eine gute Farbentwicklung der
Blue/White-Kolonien zu ermdglichen. Transformationen mit anderen Vektoren wurden bis zur
Aufzucht der Klone bei 4°C aufbewahrt.

2.3.3.3. Selektion transformierter E.coli-Kolonien

Nach 16 h Wachstum wurden die Klone selektiert. Bakterien, welche mit dem pCR2.1TOPO-
Vektor transformiert worden waren, wurden zur besseren Ausbildung der Blaufarbung fur 3 -
5 h bei 4°C aufbewahrt. Pro Klon wurden je 3 ml LB-Flissigmedium mit einem vom Vektor
abhangigen Antibiotikum versetzt und in ein 12 ml Falcon Tube gegeben. Die Klone wurden
mit einer autoklavierten Eppendorffpipettenspitze vorsichtig von der Agarplatte aufgenom-
men und in die 12 ml Falcon Tubes Uberflhrt. Die Aufzucht der Klone erfolgte Gber Nacht
bei 37°C und 250 rpm.

2.3.4. Analyse der Bakterien-Klone

2.3.4.1. Analytische Plasmidpraparation aus E.coli

Fir die analytische Plasmidpraparation wurden der Uber-Nacht-Kultur je 1 ml entnommen,
in ein 1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald tberfihrt und fir 5 min bei 5000 x g bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Bakterienpellet in 100 pl
Resuspensionspuffer P1 resuspendiert, anschlielend mit 100 pl alkalischem Lysispuffer P2
lysiert und bei RT fur 5 min vorsichtig geschdttelt. Bei der alkalischen Lyse wurden die

Bakterien aufgebrochen, die chromosomale DNA wurde von der vektoriellen getrennt. Eine
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Scherung der chromosomalen DNA durch zu heftiges Schutteln ist zu vermeiden, da dies
ansonsten zu einer Verunreinigung der vektoriellen DNA mit Fragmenten der
chromosomalen DNA fiihren wiirde.

Danach wurde die alkalische Losung durch Zugabe von 100 pl Neutralisierungspuffer P3 fur
10 min auf Eis neutralisiert, alle 5 min vorsichtig geschuttelt und anschlieend fir 30 min bei
4°C und 10.000 x g zentrifugiert.

Durch die Zugabe der Puffer P1, P2 und P3 erfolgte eine alkalische Lyse der Bakterien, die
Proteine wurden Uber das Kaliumacetat prazipiert und die Lipide Uber das SDS solubilisiert.
AnschlieRend erfolgt eine Neutralisation und Prazipitation der K-SDS-Addukte.

Nach Beendigung der Zentrifugation wurde der Uberstand in 1.5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefalie tberfihrt, mit 200 pl 4°C kaltem Isopropanol (100%) versetzt. Nachdem die
Losung fiar 30 min bei RT inkubiert worden war, erfolgte die DNA-Fallung durch
Zentrifugation fir 45 min bei 4°C und 10.000 x g. Nach der Prazipitation wurde der
Uberstand vorsichtig verworfen und das DNA-Pellet mit 200 pl Ethanol (70%) erneut bei 4°C
fir 15 min und bei 10.000 x g zentrifugiert. Nachdem die DNA so von Salzen aufgereinigt
worden war, wurde der Uberstand verworfen, daR DNA-Pellet bei 37°C im Warmeschrank

getrocknet und anschlieBend in 30 ul A. bidest resuspendiert.

2.3.4.2. Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung
Zur Bestimmung der bei der analytischen Plasmidpraparation gewonnenen DNA wurden 4 x
1 pl DNA in je 100 pl Aqua bidest verdunnt, bei 260 und 280 nm photometrisch gemessen.
Anschlieend wurde die DNA -Konzentration nach der Formel

0OD260 x Verdunnung x Faktor fur vektorielle DNA (50) = ug DNA /ul

errechnet. Der Reinheitsgrad der DNA ergab sich aus dem Quotienten der optischen Dichte:

0OD260/0D280 = Reinheitsgrad der DNA

Dieser Wert sollte zwischen 1.6 und 1.8 liegen, da bei diesem Wert der Reinheitsgrad der
DNA am hdchsten ist. Weicht der Wert davon ab, so bedeutet dies eine Verunreinigung der
DNA mit Proteinen oder Salzen. Diese Kontamination kann jedoch durch eine DNA-Fallung

und Aufreinigung beseitigt werden.

2.3.5. Identifizierung und Analyse positiver Bakterienklone

2.3.5.1. Enzymatische Restriktionsanalyse

Fur die enzymatische Restriktionsanalyse der erhaltenen Plasmid-DNA mit Hilfe von
Restriktionsenzymen mussten geeigente Restriktionsschnittstellen ermittelt werden, die bei
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Verdau des Vektors mit diesen ein definiertes Bandenprofil lieferten. Bei der Wahl der
Enzyme ist darauf zu achten, dass sowohl die verwendeten Puffer fir die Enzyme als auch
die Temperaturoptima, bei denen die jeweiligen Restriktionsverdaus durchgeftihrt werden,
Ubereinstimmen. Die notwendigen Angaben uber Puffer und Temperaturoptima der
Restriktionsenzyme wurden den jeweiligen Herstellerinformationen entnommen. Nach Wabhl
der Restriktionsenzyme wurden 0.5-1pg DNA des Vektors aus der analytischen
Plasmidpraparation erhaltenen Losung mit 2 pl des entsprechenden 10x konzentrierten
Puffers und 3 - 5 Units (U) Restriktionsenzym/pg DNA versetzt und mit A. bidest ad 20 pl
Endvolumen aufgeflillt. Die enzymatische Restriktion der DNA erfolgte bei 37°C Uber Nacht
im Warmeschrank. Der Verdau wurde am anderen Tag entweder direkt auf ein Agarosegel

aufgetragen oder bei 4°C bis zum Auftrag aufbewabhrt.

2.3.5.2. Enzymatische Restriktion mit verschiedenen Temperaturoptima/Puffern

Wurde eine enzymatische Restriktion mit 2 Enzymen, die unterschiedliche
Temperaturoptima benétigten (z.B. Enzym 1 = 25°C, Enzym 2 = 37°C), durchgefihrt, so
geschah dies sequentiell: Zuerst wurde der Verdau mit dem Enzym mit dem niedrigeren
Temperaturoptimum (z.B. 25°C) fur 3 - 5 h durchgefiihrt, anschlieRend wurde das Enzym
mit dem hoheren Temperaturoptimum (z.B. 37°C) zupipettiert, der Restriktionsverdau erneut
fur 3 - 5 h oder Gber Nacht inkubiert.

Musste eine enzymatische Restriktion mit unterschiedlichen Puffern oder mit
unterschiedlichen Puffern und bei unterschiedlichen Temperaturen durchgefuhrt werden, so
empfahl sich zuerst der Verdau mit dem ersten Enzym, gefolgt von einer Gelextraktion der
linearisierten DNA und anschlielend der Verdau mit dem zweiten Enzym (Dieses Vorgehen

wird haufig bei Vorbereitungen von Ligationen angewandt).

2.3.5.3. Horizontale Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von Nukleinsduren in der viskosen Gelmatrix einer horizontalen
Agarosegelelektrophorese wird erméglicht durch die hohe negative Uberschussladung der
DNA-Moleklle, die im Agarosegel zur Anode wandern. Dabei héangt die
Wanderungsgeschwindigkeit der Nukleinsauren von der MolekiilgroRe ab: Kleinere Molekile
wandern schneller als grolRere. Die Nukleinsduren kdnnen anschlieend durch den
Interkalationsfarbstoff Ethidiumbromid, welches sich an die DNA anlagert, unter UV-Licht
visualisiert werden.

Bei der Wahl der SiebgroRe/Prozentigkeit der Agarosegele kam es darauf an, welche
Fragmentlangen der geschnittenen DNA untersucht werden sollten. Um eine optimale
Aufléosung bzw. Trennung des erhaltenen DNA-Bandenprofils zu erzielen, wurden fir die
Auftrennung von 500 bp — 6 kB grof3en Fragmenten 0.8 - 1%ige Agarosegele, fir DNA-
Fragmente von 100 bp — 1 kB 2%ige Agarosegele verwendet. Um Basen- bzw. DNA-
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Fragmentlangenunterschiede von wenigen 10 - 20 bp aufzuzeigen, wurde Metaphor-Agarose
verwendet werden. Fur DNA-Fragmentlangen tber 6 kb wurden 0.5 - 0.8%ige Gele
verwendet.

Fur ein 0.8%iges Agarosegel wurden 0.8 gr Agarose abgewogen, mit 100 ml 1 x TBE
versetzt und in der Mikrowelle (3 min , 400 Watt) erhitzt. 50 ml der Agaroseldsung wurden
2.5 pl Ethidiumbromid zugegeben, kurz gemischt und in den Gelschlitten gefullt. Nach 1 h
wurde es in die Gelkammer gelegt und mit dem Laufpuffer 1 x TBE Uberschichtet. 20 pl der
zu untersuchenden, aus der analytischen Plasmidpréaparation stammenden, DNA-L6sung
wurden nach der enzymatischen Restriktion mit 3 pl "Loading Buffer" versetzt und durch
Zugabe von 1 ul 10 x H Puffer (Hoch-Salz-Puffer) der lonenstarke des Molekulargewichts-
markers angepasst. Als Molekulargewichtsstandard diente je nach zu untersuchender
FragmentgroRe der geschnittenen DNA-Fragmente 20 pl des 100bp-Markers, 20 pl des A-
Hindlll-Markers oder 20 ul des 123bp-Markers. Die Elektrophorese erfolgt bei 80 mV fir
1-2 h. Danach erfolgt die Analyse des Gels sowie die photographische Dokumentation auf
der UV-Bank. Die positiven Klone wurden anschlie3end fiir die Sequenzierung und fir die

praparative Plasmidpraparation weiter prozessiert.

2.3.5.4. Sequenzierung vektorieller DNA

Der DNA-Gehalt der synthetisierten PCR-Fragmente wurde vor der Sequenzierung
photometrisch gemessen. Fir die Sequenzierung vektorieller DNA wurden 150 - 300 ng
Plasmid mit 10 nmol des Oligonukleotid-Primers in 6 pl autoklaviertem A. bidest verdinnt.
Die Sequenzierung erfolgte im ZMMK-Servicelabor (Zentrum fur Molekulare Medizin in KoIn)
mittels des ABI Prism™ 377 DNA Sequencer der Firma Applied Biosystems mit der Taq FS
BigDye-Terminator Cycle Sequencing Methode (mit BIGDYE Farbstoffen). Eine Aufreinigung
der PCR-Fragmente mittels Gelextraktion oder tUber das PCR-Purification Kit konnte vor der
Sequenzierung durchgefihrt werden, war aber nicht erforderlich. Bei der anschlieRenden
Auswertung der Sequenzen sowie der Chromatogramme (Software Chromas Version 1.56
32Bit, Fa.: Technelysium) konnte die Qualitdt der Sequenzierung und der erhaltenen
Sequenzen anhand der dimensionslosen Werte fur die vier Basen Adenin (A), Guanin (G),
Cytosin (C) und Thymin (T) die zwischen 100 und 400 liegen sollten, und anhand des

Spacings, welches zwischen 9 und 15 liegen sollte, Gberprift werden.

2.3.5.5. Konservierung positiver Bakterien-Klone

Zur Sicherung der Bakterienklone, die (Uber die Restriktionsanalyse und mittels
Sequenzierung als positiv identifiziert worden waren, wurden 500 pl der positiven Klone mit
500ul Einfriermedium versetzt, in 1.5 ml Eppendorff-Reaktionsgefalle pipettiert und
anschliel3end bei -80°C gelagert.
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2.3.6. Anreicherung und Isolierung der DNA positiver Bakterienklone

2.3.6.1. Vermehrung rekombinanter Klone

Von dem Uber den Restriktionsverdau und die Sequenzierung als positiv identifizierten Klon
wurden 100 ml LB-Flissigmedium mit Antibiotikum mit 100 pl der Bakteriensuspension
angeimpft und Gber Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert.

Alternativ konnte der, Uber die analytische Plasmidpréaparation isolierte Vektor neu
transformiert werden. Dazu wurde der Vektor mittels Hitzeschock fir 1 min bei 42°C in die
kompetenten Zellen eingebracht und fir 1 h bei 37°C und 250 rpm inkubiert; das
anschlieRende Wachstum in 100 ml LB-Flussigmedium mit Antibiotikum erfolgte Gber Nacht
bei 37°C und 250 rpm.

2.3.6.2. Praparative Plasmidpraparation

Im Gegensatz zur analytischen DNA-Isolierung, bei der positive von negativen Klonen
unterschieden werden sollen, dient die praparative DNA-Isolierung der Anreicherung bzw.
der Vermehrung der als positiv identifizierten Bakterienklone. Die DNA dieser Klone steht
dann fur weitere Experimente wie z.B. Klonierungen in einen anderen Vektor (pEGFPC1)
oder Transfektionen zur Verfigung. Das Prinzip der praparativen Plasmidpréaparation mit
Hilfe des Qiagen Plasmid Maxi Kits beruht auf der Bindung von DNA an Anionenaustau-
scherséaulen auf der Basis von Kieselgel-Membranen.

Nach 16 h Wachstum der Bakterienklone wurden jeweils 100 ml der Bakteriensuspension
fiir 5 min bei 5000 x g bei 4°C zentrifugiert (Beckmann J2HS, Rotor JA14) und der Uberstand
wurde verworfen. Nachdem das Pellet in 10 ml Resuspensionspuffer P1 (100 mg/l RNAse,
50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8.8) resuspendiert worden war, wurde es mit 10 ml
alkalischem Lysispuffer P2 (200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS) lysiert und bei RT fir 10 min
vorsichtig geschittelt. Danach wurde die alkalische Ldsung durch Zugabe von 10 ml
Neutralisierungspuffer P3 (3 M Kaliumacetat, pH 5.5) fir 20 min auf Eis neutralisiert, alle
5 min vorsichtig geschittelt und anschliel3end fiir 30 min bei 4°C und 10.000 x g zentrifugiert
(Beckmann J2HS, Rotor JA20).

Durch die Zugabe der Puffer P1, P2 und P3 erfolgt eine alkalische Lyse der Bakterien, die
Proteine werden Uber das Kaliumacetat prazipiert und die Lipide Uber das SDS solubilisiert.
AnschlieRend erfolgt eine Neutralisation und Prazipitation der Kaliumacetat-SDS-Addukte.
Nachdem die Zellsuspension zweimal fir 45 min bei 13.500 x g (Beckmann J2HS, Rotor
JA20) zentrifugiert und Proteine sowie Zelldebris und chromosomale DNA pelletiert worden
waren, wurde die sich im Uberstand befindliche vektorielle DNA (iber Mull in ein neues 50 ml
Falcon Tube filtriert. Wahrend der Zentrifugation wurden die Silikat-Anionenaustauscher-
Saulen mit 30 ml Equilibrierungspuffer QBT (750 mM NaClz2, 50 mM MOPS, 15% (v/v)
Ethanol, 0.15% Triton X100, pH 7.0) equilibriert. AnschlieRend wurde der filtrierte Uberstand

auf die Saulen gegeben. Nach Bindung der vektoriellen DNA an die Silicat-Membran der
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Saulen, wurde 2 x mit 20 ml Puffer QC (1 M NaCl,, 50 mM MOPS, 15% (v/v) Ethanol, pH
8.5) gewaschen, die DNA wurde anschlieRend mit 10.5 ml QF (1.25 M NacCl,, 50 mM Tris-

HCI, 15% (v/v) Ethanol pH 8.5) aus der Silicat-Membran eluiert, mit 15 ml 4°C kaltem
Isopropanol (100%) versetzt und fur 1 h bei 5000 x g und 4°C zentrifugiert (Heraeus
Megafuge 1.0R). Nach Fallung der DNA wurde diese einmal mit 5 ml Ethanol (70%)
gewaschen und bei 5000 rpm bei 4°C fur 15 min zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0R).
Das DNA-Pellet wurde im Warmeschrank bei 37°C getrocknet, danach in 250 ul
autoklaviertem A. bidest resuspendiert und, nachdem die Konzentration der DNA-L&sung

photometrisch ermittelt worden war, bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

2.3.7. Herstellung der Sense-/Antisense-EGFP-Fusionskonstrukte

2.3.7.1. Der Mammalia-Expressionsvektor pEGFPC1

Als Zielvektor fur die Klonierung der PCR-Produkte wurde, zur Synthese von
Fusionsproteinen bzw. von Fusions-mRNA (bestehend aus EGFP und PCR-Fragment) der
Vektor pEGFPC1 gewahlt.

Der Vektor pEGFPC1 beinhaltet das Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP), den
Cytomegalovirus-Immediate Early Promotor (CMV IE), durch den die Ablesung des EGFP-
Gens erfolgt, eine MCS downstream des EGFP-Gens und eine
Kanamycin/Neomycinresistenz zur Selektion Uber die Antibiotika Kanamycin bzw. Geneticin
in Bakterien bzw. Mammaliazellen (Abbildung 2.2.). Die synthetisierten PCR-Produkte sollten
downstream des EGFP zur spateren Durchfiihrung von antisense-Experimenten in die MCS
ligiert werden. Durch die Synthese von Fusionsproteinen bzw. Fusions-mRNA (EGFP/PCR-
Produkte in Sense/Antisense-Orientierung) sollte das EGFP als Reportergen Uber die
Fluoreszenz die Expression der antisense-EGFP bzw. der Sense-EGFP-Fusions-mRNA
belegen.

Der Vektor konnte nach Ligation der PCR-Produkte in die MCS und der bakteriellen
Transformation tUber die Kanamycinresistenz selektioniert werden. Die Selektionsmoglichkeit
Uber die Geneticin-Resistenz (G418) fur spatere Transfektionen in der Insulinomazellinie
INS-1 war ebenfalls von entscheidender Bedeutung fir die Selektion stabil transfizierter
INS-1 Einzelzellklone. Die Kanamycin/Neomycinresistenz wurde initilert tber den SV40-
Promoter (SV40 Early Promoter). Diese Eigenschaften waren erforderlich, um die INS-1

Zellinie mit Antisense-EGFP-Konstrukten sowohl transient als auch stabil zu transfizieren.
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pEGFP Cl1

(4.731 kb)

MCS
Multiple Cloning Site

pEGFPC1
1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390
'?AC AAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCI‘ CAA GCT T(X} AAT TCT GCA GTC GAC GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CIG ATC%&
BspEl BglIIXhoI )\ Hind Il EcoR I PstISalI KpnI | Apal I Xba I
BsiM 1 Acc1 Asp 718 Il Bsp 120
Acc 651

Sac 1 Sacll Xmal
Ecl 136 I Sma I

Abbildung 2.2.: Der Eukaryonten-Expressionsvektor pEGFPC1 (Clontech, Heidelberg)

2.3.7.2. Enzymatische Isolierung der PCR-Produkte aus pCR2.1TOPO

Zur Durchfuhrung der Sense/Antisense-Experimente mit dem Reportergen EGFP wurden die
PCR-Fragmente aus dem pCR2.1TOPO-Vektor ausgeschnitten und downstream des EGFP-
Gens in die MCS ligiert, sodass bei Ablesung durch den CMV IE eine Fusions-mRNA
entstand, die bei Translation zur Fluoreszenz der transfizierten Mammaliazellinie INS-1
fuhrte. Fur die Ligation der PCR-Produkte wurden 5 - 10 pg der beiden bendtigten Vektoren
mit spezifischen Restriktionsenzymen (3 -5 U/pg DNA) uber Nacht geschnitten und am
anderen Morgen auf ein Agarosegel aufgetragen. Nach Beendigung des Gellaufs wurden die
bendtigten Fragmente unter der UV-Bank aus dem Gel ausgeschnitten und mittels des

Qiagen Qiaex Gel Extraction Kits aus dem Gel extrahiert.

2.3.7.3. Isolierung der PCR-Fragmente mittels Gelextraktion

Nach Durchfiihrung des Restriktionsverdaus und der Auftrennung der erforderlichen Banden
auf dem Agarosegel wurden die zu ligierenden DNA-Fragmente auf der UV-Bank
ausgeschnitten. Da die langere Einwirkung von UV-Strahlung zur Zerstérung der DNA flhren
kann, wurde die UV-Intensitat wahrend des Ausschneidens der DNA-Fragmente reduziert.
AnschlieRend erfolgte die Extraktion der DNA mittels des QIAquick Extraction Kits.

Die Gelstiicke wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? Uberfihrt, gewogen und im
Verhaltnis 3:1 mit Puffer QG versetzt (100 pug DNA/100 pl QG Puffer). Die Proben wurden fir
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10 min bei 50°C erhitzt. Nach vollstandiger Auflosung des Gels wurde Isopropanol im
Verhaltnis 1:1 (100 pl Isopropanol/100 pg DNA) zur Erhdhung der DNA-Ausbeute zur Lsung
zugesetzt, kurz gemischt und auf die QIAquick Saule gegeben. Um die DNA an die Silica-
Membran zu binden, wurde die QIAquick S&ule fur 1min 10.000 x g bei RT zentrifugiert, das
Eluat wurde verworfen.

Zur vollstandigen Reinigung der an die Silica-Membran gebundenen DNA wurden 500 pl
QG-Puffer auf die Saulen pipettiert, es erfolgte eine erneute Zentrifugation der S&ulen fur
1 min bei 10.000 x g und RT. Nachdem das Eluat verworfen worden war, wurde die DNA mit
750 ul PE Puffer gewaschen, um Salze zu entfernen.

Nach Verwerfen des Eluats erfolgte eine erneute Zentrifugation, um Reste des PE Puffers
vollstdndig zu entfernen. Die gebundene DNA wurde anschlieBend in 30 - 50 pl
Elutionspuffer (EB) durch Zentrifugation fir 2 min bei 10.000 x g RT eluiert, in Eppendorf-
Reaktionsgefalle Uberfihrt und anschlie@end bei -20°C gelagert. Vor der weiteren
Verwendung der isolierten DNA wurde deren Konzentration photometrisch gemessen und

zusatzlich auf einem analytischen Agarosegel untersucht.

2.3.7.4. Ligation

Fur die Ligation der isolierten DNA-Fragmente in die MCS downstream des EGFP-Gens in
den pEGFPC1-Vektor wurden diese bei 4°C auf Eis gelagert. Vektor und Insert wurden im
Verhaltnis von 1:6-1:10 (z.B. 50 ng Vektor und 300 ng Insert) ligiert. 50 ng Vektor und 300 ng
Insert wurden zusammengegeben und mit A. bidest ad 7 pl aufgeflillt, anschliel3end fir 2 min
bei 42°C inkubiert und danach sofort auf Eis gelagert. Die Behandlung der zu ligierenden
DNA-Fragmente bei 42°C soll bewirken, dass die DNA aus der coiled form in eine gestreckte
Form Uberfuhrt wird. Nach der Warmebehandlung wurde der 10x Ligationspuffer und das
katalysierende Enzym, die T4-DNA-Ligase (1 U/ul), zugegeben. Das Volumen des
Gesamtligationsansatzes betrug 10 pl. Der Ligationsansatz wurde tber Nacht bei 16°C in
einem Deawar-Gefal3 inkubiert.

Am darauffolgenden Tag wurden kompetente Bakterien (E. coli, XLI-Blue) mit der im
Ligationsansatz enthaltenen DNA transformiert. Nach Durchfihrung der Transformation
wurden die positiven Klone von den Agarplatten selektioniert. Es erfolgte eine analytische
Plasmidpraparation aus E. coli und eine enzymatische Analyse der bakteriellen Klone. Die
positiven Klone wurden erneut sequenziert und anschlie3end fir die Transfektion von INS-1

Zellen weiterverwendet.
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2.4. Proteinchemie

2.4.1. Aufbereitung der Proteinproben

2.4.1.1. Gewinnung von Gesamtzellhomogenaten

Das Medium wurde von den INS-1 Zellen oder transfizierten Zellklonen dekantiert, die Zellen
wurden mit PBS gewaschen und anschlieend trypsiniert. Nach der Zentrifugation fir 5 min
bei 4°C und 13.000 rpm wurde der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in 250 - 500 pl 1x
Sample Puffer (1x SB) resuspendiert und anschlieend fur 5 min bei 100°C denaturiert. Die
Denaturierung und Reduzierung der Proben durch Erhitzung auf 100°C hat zur Folge, dass
die Proteinquartar-, Tertiar- und Sekundarstrukturen, welche unter anderem durch
Disulfidbriicken (z.B. zwischen Cysteinen), Wasserstoffbriickenbindungen oder hydrophobe
Wechselwirkungen gebildet werden, aufgebrochen werden. Im denaturierten Protein werden
die individuellen intramolekularen Ladungsunterschiede durch das anionische SDS, welches
sich an positive Seitengruppen anlagert, ausgeglichen. Hierdurch werden auch
Wasserstoffbrickenbindungen gespalten, hydrophobe Wechselwirkungen aufgehoben und
die Aggregatbildung von Proteinen verhindert; diese Probenaufbereitung wird auch als
reduzierende SDS-Behandlung bezeichnet. Die Proteinproben wurden dann bei -20°C bis

zur Neuhoff-Proteinbestimmung aufbewabhrt.

2.4.1.2. Gewinnung von partikularen Membranfraktionen nach Regazzi et al. (128)

Nach dem Trypsinieren der INS-1 Zellen wurde das Zellpellet in 250 pl subzellularem
Fraktionierungspuffer (SFP) aufgenommen. Der SFP wurde vorher mit einem Protease
Inhibitor Cocktail versetzt, um eine proteolytische Degradation der Proteine durch Proteasen,
welche ohne Hitzedenaturierung im SDS-Probenpuffer aktiv sein kdnnen, zu vermeiden.
Das Pellet wurde einmal mit SFP gewaschen, anschlieBend wurden die Zellen mittels
Ultraschall aufgeschlossen und danach fur 30 min bei 4°C und 13.500 rpm zentrifugiert.
Nach Trennung der cytosolischen Fraktion von der partikularen Membranfraktion wurde der
Uberstand abgenommen, das Pellet mit 250 pl SFP versetzt und mittels Ultraschall
resuspendiert. Die partikulare Membranfraktion wurde mit 3x Sample Puffer (3x SB) im
Verhdltnis 1:2 versetzt, anschlieBend fir 5 min bei 100°C gekocht, und bis zur Neuhoff-

Proteinbestimmung bei -20°C aufbewabhrt.

2.4.2. Proteinbestimmung nach Neuhoff (129)

Fur die Durchfiihrung der Proteinbestimmung zur Analyse quantitativer Westernblots mittels
Immunodetektion wurde die Neuhoff-Proteinbestimmung gewahlt, weil sie verglichen mit
anderen Proteinbestimmungen wie Bradford, Biorad oder Lowry am unempfindlichsten auf
Detergentien wie SDS oder [3-Mercaptoethanol, welche im Probenpuffer (1x SB, 3x SB)

vorhanden sind, reagiert.
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Bei der Neuhoff-Proteinbestimmung, die auf dem Prinzip der quantitativen Tupfelprobe
basiert, werden 3 x 5 pl Probe einer Proteinlosung unbekannter Konzentration auf
Cellulose-Acetatfolie aufgetragen und mit einer Amidoschwarzlésung gefarbt und fixiert.

Als Leerwert fur die Messungen dienten die jeweiligen Losungen, in denen die Proteinproben
aufbereitet wurden (Gesamtzellhomogenate: 1x SB, partikulare Membranfraktion: SFP + 3x
SB (2:1)). Nach einer Stunde Trocknungszeit bei RT wurde die Cellulose-Acetatfolie fur 15
min in der Neuhoff-Farbeldsung gefarbt, anschlie3end zuerst 15 min in gebrauchtem und
danach fur 15 min in frischem Neuhoff-Entfarbeldsung entfarbt. Nach erneuter Trocknung
der Cellulose-Acetatfolie fur 1 h bei RT wurden die Flachen mit aufpipettierten Proteinproben
ausgeschnitten, in 1.5 ml Eppendorff-Reaktionsgefalle gegeben und mit 1 ml DMSO
versetzt. Nachdem die Proben dann tber Nacht bei RT auf dem Schuttler gelést worden
waren, wurden sie am anderen Tag bei 630 nm photometrisch gemessen. Der Proteingehalt
der Proben wurde mit Hilfe einer Eichkurve (0.5 pug - 50 pg) bei 630 nm photometrisch
gemessen. Als Blindwert diente Cellulose-Acetatfolie ohne Proteinprobe, die ebenso

behandelt wurde wie die aufgetragenen Proteinproben.

2.4.3. SDS-PAGE nach Laemmli (130)

Bei der SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) werden die
durch SDS denaturierten Proben in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Die durch Zugabe
des SDS entstandenen negativ geladenen Protein-Molekilkomplexe wandern zur Anode,
wobei sich die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im Gel in logarithmischer
Abhéangigkeit umgekehrt proportional zur Proteingrof3e verhalt.

Bei der Polyacrylamidgelelektrophorese wird die Gelmatrix des Polyacrylamidgels aus einem
30%igem Acrylamid/Methylenbisacrylamidgemisch (29 AA : 1 BA) gebildet, die Quervernet-
zung der Acrylamidmonomere durch Methylenbisacrylamid wird durch die Zugabe von APS-
Lésung (10 %) und TEMED (N,N,N"N"-Tetramethylethylendiamin) gestartet. Im Sammelgel
werden die Proben umgepuffert und fokussiert, wahrend im hoherprozentigen Trenngel die
Auftrennung der Proben erfolgt.

Nach Zusammenbau der Gelkassetten wurden die Trenngele fir 10%ige Minigele (s. Tabelle
2.2.) gegossen und mit SDS (0.1%) tberschichtet.

Substanzen Trenngel (10%) Sammelgel (5%)
A.bidest 8.4 ml 3.7ml
Tris 1.5 M, pH 8.8 45m e
Tris0.5M,pH6.8 - 1.5ml
AA/ BA, 40% 3.375 ml 450 pl
APS, 10% 135 ul 45 pl
TEMED 10 pl 10l

Tabelle 2.2.: Ansatz fur Trenn- und Sammelgel
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Nach einer einstindigen Polymerisationszeit wurde das SDS von den Trenngelen
abgegossen und die Sammelgele gegossen.

Der Probenauftrag erfolgte bei der SDS-PAGE ausschlie3lich durch Unterschichtung der
Proben. Die Taschen wurden mit 20 pl Bromphenolblau gefillt. Nachdem das obere und
untere Pufferreservoir mit Laufpuffer gefillt worden war, wurden die Gele beladen.

Von einem hochmolekularen Standardmarker (SDS6H) fur die Molekulargewichtsbereiche
29 — 205 kD wurden 20 pl als Kontrolle aufgetragen. Die Standards wurden benétigt, um bei
der anschlieBenden Auswertung der Gele, die Molekulargewichte der unbekannten
Proteinbanden Uber die RF-Werte ermitteln zu kénnen. Um die Auswirkungen
unterschiedlicher Stimuli auf die Phosphorylierung von Calcineurin zu untersuchen, wurden
nach Durchflihrung der Neuhoff-Proteinbestimmung jeweils 10 pug unterschiedlich stimulierter
INS-1 Gesamtzellhomogenate gegeneinander aufgetragen.

Zur Detektion der verschiedenen G-Protein a-Untereinheiten wurden jeweils 20 pg

Gesamtzellhomogenat oder 10 ug partikulare Membranfraktion fur Gail, Gai2 und Gas

sowie 10 pg Gesamtzellhomogenat oder 5 pg partikulare Membranfraktion fir Gai3 und GaO
aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei 80—-100V fir 1 -3 h bis das Bromphenolblau
ausgetreten war. Fur das anschlielende Semi-Dry-Westernblotting wurden die Gele fir 15

min bei 4°C in Transferpuffer ohne SDS equilibriert.

2.4.4. Semi-Dry-Westernblotting nach Towbin (131)

Beim Semi-Dry-Westernblotting werden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine im
elektrischen Feld aus dem Gel auf eine immobilisierende Membran (Nitrozellulose-
Membranen) transferiert, sodass die Ubertragenen Proteine flr immunologische Analysen
mittels spezifischer Antikdrper zugéanglich sind.

Wahrend die Gele fur 15 min bei 4°C in Transferpuffer equilibriert wurden, wurde der Semi-
Dry-Westernblot vorbereitet. Dazu wurden 7 Whatmanfilter zurecht geschnitten, von denen
drei in Transferpuffer mit SDS und vier in Transferpuffer ohne SDS fur 15 min eingeweicht
wurden. Pro Gel wurde ein Stick Nitrozellulose (PorengroRe 0.45 um) auf Gelgroflie
zurechtgeschnitten. Dann erfolgte die Packung des Sandwiches: vier Whatmanfilter, die im
Transferpuffer ohne SDS eingeweicht worden waren, wurden auf die Anode des Semi-Dry-
Blotgerates gelegt. Darliber wurden dann die Nitrocellulose, die Gele und abschliel3end die
drei Whatmanfilter, welche in Transferpuffer mit SDS eingeweicht wurden, gelegt. Nachdem
die Luftblasen aus dem Sandwich entfernt worden waren, wurde das Sandwich mit
Transferpuffer befeuchtet und der Blotvorgang gestartet. Der Transfer erfolgte bei 15V mit
5.5 mA/cm? fiir 30 min.
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2.4.5. Ponceau S-Farbung der Westernblots

Die Inkubation der Membranen mit dem Farbstoff Ponceau S, welcher die auf der
Nitrozellulosememban befindlichen Proteine farbt, dient der Uberpriifung der Effizienz beim
Proteintransfer. Die Bindung des Farbstoffs ist reversibel, das Ponceau S kann entweder
langsam mit A. bidest oder schnell mit TBST abgewaschen werden.

Nach Beendigung des Blotvorgangs wurden die Nitrozellulosemembran mit Ponceaurot
gefarbt.

Zur Kontrolle des Proteintransfers konnten die Gele, um eventuelle Proteinreste im Gel
nachzuweisen, mit Coomassie Brilliant Blue-Farbelosung gefarbt werden. Die Blots wurden
fur 15 min in die Ponceau S-Farbelésung gegeben. Nachdem die Blots gefarbt worden
waren, wurde der Transfer der Proteine beurteilt, der Molekulargewichtsstandard abgetrennt.
Nach der vollstandigen Entfarbung der Blots mit A. bidest wurden sie bis zur weiteren

Behandlung mit Antikdrpern Gber Nacht bei 4°C in TBST gelagert.

2.4.6. Antikorper-Inkubation

2.4.6.1. G-Protein-Antikorper

Nach Lagerung der Transfermembran tber Nacht bei 4°C in TBST wurden die Blots zweimal
kurz mit frischem TBST gewaschen, anschlieRend wurde der polyklonale Priméarantikorper,
der gegen die verschiedenen G-Protein a-Untereinheiten (Gail, Gai2, Gai3 und GaO)
gerichtet war, in einer Verdinnung von 1:1000 (Biomol) bzw. einer Verdiinnung von 1:1.000-
1:5.000 (SBCT, Santa Cruz Biotechnology) in TBST zugesetzt (Tabelle 2.3.). Die Blots
wurden dann flr 1 %2 h bei RT geschittelt.

Nr. AK gegen Bezeichnung 1. Antikorper 2. Antikorper
HRP gekoppelter IgG anti rabbit™3
Verdliinnung Verdinnung
1 Gail SA 127°1 1:1000 1:1000-1:5000
2 Gail/ai2 SA 128%1 1:1000 1:1000-1:5000
3 Gai3 SA 129%1 1:1000 1:1000-1:5000
4 Gai3/a0 SA 130%1 1:1000 1:1000-1:5000
5 Gas SA 131%1 1:1000 1:1000-1:5000
6 Gail sc-39172 1:1000-1:5000 1:1000-1:5000
7 Gai2 sc-727672 1:1000-1:5000 1:1000-1:5000
8 Gai3 sc-26272 1:1000-1:5000 1:1000-1:5000
9 Gao sc-38772 1:1000-1:5000 1:1000-1:5000
10 Gas sc-823%2 1:1000-1:5000 1:1000-1:5000

Tabelle 2.3.: Antikérper zur Detektion der GO-Untereinheiten Gdil, GQi2, GAi3 und GOo
*1 Priméarantikdrper der Firma Biomol

*2 Priméarantikdrper der Firma Santa Cruz Biotechnology (SCBT)
*3 Sekundarantikdrper der Firma Sigma
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Nach Entfernung des Primarantikorpers wurde der Blot fir 1 h mit TBST bei RT auf dem
Ruttler gewaschen und danach mit dem HRP-(Horseradish Peroxidase, Meerrettichperoxi-
dase) gekoppelten Sekundarantikorper in einer Verdinnung von 1:1.000-1:5.000 in TBST bei
RT auf dem Schuttler inkubiert. Nach Ablauf der 45-minutigen Inkubationszeit mit dem HRP-
gekoppelten Sekundarantikdrper wurde dieser von den Blots abgenommen, die Blots wurden
erneut fur 1h bei RT auf dem Schuttler mit TBST gewaschen und anschlie3end sofort fur die

Enhanced Chemolumineszenz-Detektion (ECL) vorbereitet.

2.4.6.2. Phosphoserin-/Phosphothreonin-Antikorper

Inkubation der Western mit Anti-Phosphoserinantikérper (4A3/1C8))

Vor der Inkubation der Transfermembran mit dem Anti-Phosphoserinantikdrper (4A3/1C8)
musste der Blot, um die unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren, mit BSA (0.6%,
niedriger 1IgG-Gehalt) in TBST mit Tween 20 (0.5%) behandelt werden.

Die Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen erfolgte Gber Nacht bei 4°C oder fir 1 h
bei RT auf dem Ruttler. Anschliel3end wurde der Blot dreimal kurz und einmal fir 1 h bei RT
mit TBST gewaschen, um BSA-Rickstande aus dem Blockreagenz vollstandig zu entfernen.
Zur Inkubation des Blots mit dem gegen phosphorylierte Serin- und Threoninseitengruppen
gerichteten monoklonalen Priméarantikdrper wurde dieser 1:1.000-1:5.000 in TBST ohne BSA
fur 1% h bei RT auf dem Schuttler inkubiert. Der Antikdrper wurde anschlieend verworfen,
und der Blot 3x fur 5 min und 1x fur 1 h bei RT mit TBST ohne BSA gewaschen. Die
nachfolgende Inkubation mit dem sekundadren HRP-gekoppelten  Anti-Maus-
Sekundarantikorper  (HRP-gekoppelter Anti-Maus p-Chain specific) erfolgte bei einer
Verdinnung von 1:10.000 in TBST ohne BSA fir 45 min bei RT auf dem Schiittler. Nach
Ablauf der Inkubation wurde die Transfermembran fur 1h bei RT auf dem Schiittler mit TBST
gewaschen und danach fur die Detektionsschritte (Enhanced Chemolumineszenz)

vorbereitet.

2.4.7. ECL Enhanced Chemolumineszenz

Nach der Bildung des Antigen-Antikdrper-Komplexes erfolgte die Detektion der am
Primarantikbrper gebundenen sekundéren Antikérper (ber die Chemolumineszenz
(Enhanced Chemoluminescence, ECL). Bei der ECL mit zyklischen Diacylhydraziden
(Luminol) werden diese Uber eine HRP (Meerettichperoxidase)/Wasserstoffperoxid
katalysierte Reaktion oxidiert. Nach der Oxidation befindet sich das Luminol im angeregten
Zustand. Bei der Rickkehr in den Grundzustand wird Licht emittiert, welches auf dem ECL-
Hyperfilm eine Schwarzung verursacht.

Nachdem die Membranen 1 h mit TBST gewaschen worden waren, wurden sie vorsichtig mit
Papier abgetrocknet. Dann wurden jeweils 500 pl der ECL-Detektionslosungen 1 und 2
gemischt und auf die Blotmembranen gegeben. Die Blots wurden dann durch wiederholtes
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Aufpipettieren und Uberspiilen fiir 1 min inkubiert, danach vorsichtig abgetrocknet und in
Klarsichtfolie gelegt. Die ECL-Filmfolien wurden auf den versiegelten Blot gelegt. An den
Stellen, an denen es zu der Reaktion der Meerrettichperoxidase mit Luminol kam, erfolgte
eine Schwéarzung der ECL-Folie. Die Exposition der Folien erfolgte Uber verschiedene
Zeitraume. Die ECL-Folien wurden nach der Belichtung fir 1 min im Entwickler, danach im
Fixierer aufbewahrt und anschliel3end bei RT getrocknet.
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2.5. Immuncytochemie

2.5.1. Ausplattieren und Fixierung der Zellen

Vor dem Ausplattieren der INS-1 Zellen auf Glasplattchen in 6er Multiwells (MWs) wurden
die Glasplattchen fur 30 min bei RT mit Polyornithin beschichtet, anschliel3end mit A. bidest
gewaschen und bei RT zum Trocknen stehen gelassen. Eine Beschichtung der
Glasplattchen wurde vorgenommen, um eine bessere Anheftung der Zellen zu gewahrleisten
und um ein Abspulen der Zellen bei der anschlielenden immuncytochemischen Behandlung
zu vermeiden.

Nachdem die INS-1 Zellen trypsiniert und mittels der Neubauer Zahlkammer die Zellzahl
bestimmt worden waren, wurden 6 x 100.000 INS-1 Zellen ausplattiert: Pro G-Protein a-

Untereinheit (Gail, Gai2, Gai3 und Gao) wurde 1 Ansatz und 1 Kontrollansatz ohne den
primaren Antikérper auf den Polyornithin beschichteten Glasplattchen, mit jeweils 2 ml VM

versetzt und anschlief3end Uber Nacht im Inkubator aufbewahrt.

2.5.2. Immuncytochemische Behandlung der INS-1 Zellen

Nach Entfernen des Mediums erfolgte die Fixierung der Zellen mit Paraformaldehydldsung
(4%) fur 30 min bei RT. Anschliel3end wurden die Zellen 4 x 10 min mit TBS gewaschen und
tber Nacht bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.

Sollten intrazellulare Proteine wie z.B. G-Proteine oder Cytoskelettproteine (Actin oder
Tubulin) detektiert werden, so mussten die Zellen vorher durch eine Triton X100-Behandlung
permeabilisiert werden. Dazu wurden die Zellen fir 10 min mit Triton X100 behandelt und 2 x
10 min mit TBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen, um die unspezifischen
Bindungsstellen der Proteine in den Zellen zu blockieren, mit einer BSA-Losung (5%) fir 1 h
auf dem Schuittler inkubiert und anschlief3end fir 10 min mit TBS gewaschen. Die Antikorper-

Inkubation mit dem polyklonalen Primarantikérper (gerichtet gegen Gail, Gai2, Gai3 und G

a0) erfolgte fur 2 h bei RT in einer Verdinnung von 1:500 in BSA-L6sung (0.8%) auf dem
Schiittler (Tabelle 2.4.).

Nr. AK gegen Bezeichnung 1. Antikdrper 2. Antikorper
Cy3 gekoppelter Goat-Anti-Rabbit 2

Verdiinnung Verdiinnung
1 Gail sc-3917"1 1:500 in 0.8% BSA-Lsg. 1:800in TBS
2 Gai2 sc-7276*1 1:500 in 0.8% BSA-Lsg. 1:800 in TBS
3 Gai3 sc-262"1 1:500 in 0.8% BSA-Lsg. 1:800in TBS
4 Ga0 sc-38771 1:500 in 0.8% BSA-Lsg. 1:800 in TBS
5 Gaos sc-823"1 1:500 in 0.8% BSA-Lsg. 1:800 in TBS

Tabelle 2.4.: Antikérper zur Detektion der GO-Untereinheiten Gdil, GAi2, GAi3 und GOo
1 Priméarantikdrper der Firma Santa Cruz Biotechnology (SCBT)
*2 Sekundarantikdrper der Firma Sigma
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Nachdem die Zellen 4x 10 min mit TBS gewaschen worden waren, wurden die Glasplattchen
fur 15 min in Ziegenserum (NGS) inkubiert, um eine unspezifische Bindung des Cy3-
gekoppelten-Sekundarantikérpers zu vermeiden. Das NGS wurde nach 15 min verworfen,
die Zellen fur 1 h bei RT mit dem sekundaren Cy3-gekoppelten Sekundarantikorper in der
Verdiinnung von 1:800 in TBS inkubiert (Tabelle 2.4.) und anschlielend erneut fir 4x 10 min
mit TBS gewaschen. Nach Beendigung der Antikdrperinkubation wurden die Praparate in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 95% und 100% Ethanol) entwéssert und nach
einer kurzen Xylolbehandlung mit Entellan und Deckglaschen als Dauerpraparate

eingedeckt.
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3. Ergebnisse

3.1. Nachweis der G-Protein a-Untereinheiten in INS-1 Zellen

3.1.1. Molekularbiologischer Nachweis mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR)
3.1.1.1. Nachweis der Transkripte fur Gail, Gai2, Gai3 und Gao

Um die G-Protein a-Untereinheiten und deren physiologische Funktion in INS-1 Zellen mit
Hilfe der Antisense-Technik zu untersuchen, wurden die G-Protein a-Untereinheiten auf
Transkriptionsebene durch die Anwendung der PCR nachgewiesen. Die Auswahl der Primer
erfolgte anhand bereits bekannter DNA-Sequenzen aus den Riechepithelzellen der Ratte
(Tabelle 3.1.) 49,

Ga Accession Nr.* Kodierende Léange Primer 5°-3°
Sequenz

Gail M17527 (1.941kb) nt219-ntl.283 1.064kb Plil-f GAGTACCAGCTGAACGATTC
P2i1-r CTGCACATTCTTCGTATCCG

Gai2 M17528 (1.748 kb) ntl51-ntl.218 1.067 kb Pli2-f GATGTTTGATGTGGGTGGTC
P2i2-r CACAAACTGCACGTTCTTGG

Gai3 M20713 (3.072kb) nt85-ntl.149 1.064kb P1li3-f CTAGCAGGCGTGATTAAACG
P2i3-r CTCCTTGGTGTCCTTTCTTC

Goo M17526 (2.061 kb) nt707 -ntl.771 1.064kb Plo-f CGACTCTGCCAAATACTACC
P2o-r GCAATGATGATGTCGGTGAC

Tabelle 3.1.: Verwendete Primer fur die Amplifikation der G-Protein a-Untereinheiten (*Accession Nr.
Genbank, NCBI Bethesda, USA). Die Positionen an denen die Primer binden, sind im Anhang 5.2.
hervorgehoben (5.2. Sequenzhomologievergleich der G-Protein a-Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3
und Goo-Wahl der Antisense-Sequenzen).

Da diese PCR-Produkte gleichzeitig als Antisense-Sequenzen dienen sollten, wurde die
Wahl der Sequenzen auf ihre Spezifitit und Homologie den anderen G-Protein a-
Untereinheiten gegeniber untersucht. Die haufig gewahlte Sequenz um das Startkodon ATG
ist aufgrund der hohen Sequenzhomologie der vier Ga-Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3 und
Gao zur Durchfuhrung der Antisense-Experimente ungeeignet (Anhang 5.2. Sequenzhomo-
logien von Gail, Gai2, Gai3 und Gao und 5.3. Sequenzhomologievergleich der G-Protein a-
Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3 und Goo-Wahl der Antisense-Sequenzen). Bei
Verwendung dieser Sequenz fur die Durchfihrung der Antisense-Experimente kdnnte eine
gezielte Repression des Proteins ohne gleichzeitige Repression eines anderen homologen
Proteins nicht ausgeschlossen werden. Daher wird ein Genabschnitt mit niedrigerer
Homolgie downstream dieses Bereichs gewabhilt.

Die im Anhang 5.2. dargestellten Sequenzen zeigen eine stark konservierte Region von der
Kozak-Sequenz Uber das erste Startkodon bis in den Bereich der ersten 200 - 300
Basenpaaren. Nachfolgend unterscheiden sich die Sequenzen der verschiedenen a-

Untereinheiten zunehmend.
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Nur im Vergleich zwischen Gail und Gai3 sowie zwischen Gai2 und Gao zeigt sich
interessanterweise eine héhere Konservierung der Sequenzhomolgie (nicht dargestellt in

Abbildung 3.1). Nach der Wahl der Antisense-Sequenzen werden diese auf die mogliche

Ausbildung von Sekundarstrukturen analysiert.

Ga Kozak- Seq. Start

i1 5° CCACC ATGGGCTGCA CATGAGCGC TGAGGACAAG 37
i 2 5 CAGG ATGGGCTGCA CCCTGAGCGC [BGAGGACAAG 37
i3 5 CCGIC ATGGGCTGCA CGITGAGCGC [QGAGGACAAG 37
O 5° CCACC ATGGGATGTA CTETGAGCGC AGAGGAGAGA 37
i1 30 bp 5° GCGGGTGG AGCGCAGCAA GATGATCGAC 37
i 2 5  GCGGCAGEG AGCGCTAEAA GATGATCGAC 37
i 3 5  GOGGCCGIGG Agﬁ AA GATGATCGAC 3’
O 5 GCCGBCTEG A GCAA GGCGATTGAG 37
i1 60 bp 5 AACCTCC GGGAGGACGG AGA GCA 3’
i 2 5 CAA C GGGAGGACGG Bea 3
i3 5 AACTTEC GGGAGGACGG AGAGAAA 3
O 5 AATCTCA AAGAAGATGG [BATCAGCGCC 37
i1 90 bp 5° GCC G TCAAGCTGCT [BCTGCTE 3
i 2 5  GCACCCGABG TGAAGJTGCT TCTGTTA 3
i3 5 GAAG TGAAGCTGCT [ECTGCTCGC 3
O 5 GACG TGAAARITACT CCTGCTEGGG 3°
i1 120 bp 5° GCTGGTGAAT CCGAEAAGAG CACAATTGIG 3°
i 2 5  GCTGGAGAAT (H GAG CAJBATCGIC 3°
i3 5  GCTGGAGAAT CTGGT G TACTATTGIG 3’
O 5  GCTGGAGAAT CHAGGAAABAG CACBATTGIG 37
i1 150 bp 5° AAGCAGATGA AAATTATCCA CGAGGCTGGC 3°
i 2 5 AAGCAGATGA ABATCATCCA CGAGGATGGC 37
i3 5 AAACAGATGA AAATCATTCA [IGAGGATGGC 37
O 5  AAGCAGATGA ABATCATCCA [WGAAGATGGC 37
i1 180 bp 5° TACTCAGAGG AHBGAGTAIAA GCAGTACAAR 37
i 2 5  TACTCAGAGG ACGAGTGCCG GCAGTACCGT 37
i3 5  TATTCCGAGG ACGAGTAIAA GCAGTATAAR 3°
O 5 TTCTCTGGAG ABGACGTAAA GCAGTACAAG 37

Abbildung 3.1.: Partielle Sequenzvergleiche der Ga-Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3, Gao (Die gelbe
Markierung deutet auf drei- oder vierfache Ubereinstimmung, die rote auf zweifache). Das Startkodon
der vier verschiedenen G-Protein a-Untereinheiten (Beginn der gelben Unterlegung) befindet sich am
Anfang des kodierenden Bereichs fiir Gail zwischen 219 - 1.283 kb (1.064 kb), fir Gai2 im Bereich
zwischen 151 - 1.218 kb (1.067 kb), fir Gai3 im Bereich zwischen 85 - 1.149 kb (1.064 kb) und fur
Goao im Bereich zwischen 707 - 1.771 kb (1.064 kb). Der vollstandige Sequenzvergleich ist in Anhang
5.2. zu finden (5.2. Sequenzhomologievergleich der G-Protein a-Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3 und
Gao-Wabhl der Antisense-Sequenzen).

Uber die PCR werden cDNA-Fragmente von Gail, Gai2, Gai3 und Gao mit Hilfe der in
Tabelle 3.1 angegebenen Primer amplifiziert. In den fir die nachfolgenden Antisense-

Experimente ausgewdahlten Bereichen ergeben sich fir Gail ein PCR-Produkt in der Grol3e
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von 567 bp (nt651 - nt1.217, M17527), fur Gai2 von 415 bp (nt743 - ntl.158, M17528), fur
Gai3 von 588 bp (nt450 - nt1.038, M20713) und fir Gao von 585 bp (ntl1.155 - nt1.740,
M17526) (Abbildung 3.2.).

2.642 Kb =i ~
1.000 kb === -*

600 bp m—
500 bp m——
400 bp =—

300 bp  m—t

100 bp Qi1 Oi2 Qi3 Oo

Marker

Abbildung 3.2.: Nachweis der G-Protein a-Untereinheiten mit Hilfe der
PCR

Spur 1: 100bp-Ladder, Spur 2: Produkt fur Gail (567 bp), Spur 3:
Produkt fiir Gai2 (415 bp), Spur 4: Produkt fiir Gai3 (588 bp), Spur 5:
Produkt fiir GaO (585 bp)
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3.1.1.2. Identifizierung der PCR-Produkte

Nach Amplifikation von Gail, Gai2, Gai3 und Gao werden die cDNA-Fragmente mittels des
QIAquick PCR-Isolation-Kit isoliert, Uber eine enzymatische Restriktionsanalyse in
spezifische Fragmente gespalten und so identifiziert. Gail wurde mit Bglll, Gai2 mit Nsil,
Gai3 mit Sacl und Goo mit BamHI geschnitten. Dadurch ergeben sich fur Gail die
Fragmente 144 bp und 423 bp, fir Gai2 die Fragmente 139 bp und 276 bp, fur Gai3 die
Fragmente 215 bp und 373 bp und fir Gao Fragmente von 186 bp und 399 bp. Die Produkte

der enzymatischen Restriktionsanalyse werden auf ein Metaphor-Agarosegel (2.5%)

aufgetragen, um die geringen Unterschiede der geschnittenen Fragmentlangen besser zu
verdeutlichen. Als Standard diente die 100bp Ladder (Abbildung 3.3.).

1 2 3 4 5 6

2.642 kb EEt

=3

1.000 kb =

500 bp —_

400 bp A
300 bp
200 bp
100 bp

100 bp
Marker

100 bp

ailai2 Ai30o o PP

Abbildung 3.3.: Enzymatische Restriktionsanalyse der PCR-Produkte zur
Identifizierung der G-Protein a-Untereinheiten

Spur 1: 100bp-Ladder, Spur 2: Fragment Gail (576 bp, Bglll: 144 +
423 bp), Spur 3: Fragment Gai2 (415 bp, Nsil: 139 + 276 bp), Spur 4:
Fragment Gai3 (588 bp, Sacl: 215+ 373 bp), Spur 5. Fragment Gao
585 bp, BamHI: 186 + 393 bp), Spur 6: 100 bp-Marker

50



3.1.1.3. Sequenzierung der PCR-Produkte
Zusatzlich zur Identifizierung der PCR-Produkte durch enzymatische Restriktionsanalysen
wurde die Basenfolge der vier Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3 und Goo Uber deren

Sequenzierung bestatigt.

3.1.2. Nachweis der G-Protein a-Untereinheiten auf Translationsebene

Nachdem die Existenz der Transkripte von G-Protein a-Untereinheiten tiber die PCR auf der
Ebene der Genexpression in INS-1 Zellen nachgewiesen worden ist, wurde die Expression
auf Proteinebene mit Hilfe der Westernblottechnik und der Immundetektion bestatigt. Dazu
wurden Gail, Gai2, Gai3 und Gao in Gesamtzellhomogenaten und partikularen Membran-

fraktionen aus INS-1 Zellen tber spezifische Antikbrper detektiert.

3.1.2.1. Nachweis mit Antikdrpern (Biomol)

Nach Auftrennung der aus INS-1 Zellen gewonnenen partikularen Membranfraktionen in der
SDS-PAGE und anschlieBender Immunodetektion im Westernblot zeigten sich im
Molekulargewichtsbereich von 39 - 42 kD Signale mit gegen Gail/Gai2, Gai3 und gegen
Gai3/Gao gerichteten Antikdrpern. Die Signale fir Gail/Gai2 waren im Vergleich zu den
Signalen gegen Gai3 und Gao sehr schwach und konnten auch bei Verwendung anderer
Antikorper nicht detektiert werden (Abbildung 3.4.). Als unspezifische Negativkontrolle
wurden partikulare Membranfraktionen nur mit dem sekundaren, HRP-gekoppelten
Antikorper inkubiert. Die Analyse der unspezifischen Bindung des HRP-gekoppelten
Sekundarantikorpers lieferte nur ein schwaches Signal fir ein unspezifisches Protein bei
50 kD, welches auch unterschiedlich stark durch die verschiedenen gegen die G-Protein a-

Untereinheiten gerichteten Antikérper detektiert wurde (Abbildung 3.4. Spur 6).

O =——

Anti- di1 diy/di2 di3 Ai3z/0o0 0Os - 1.AK

Abbildung 3.4.: Nachweis der Proteinexpression von Gail, Gai2, Gai3, Gao und Gas (Biomol)
Detektion der G-Protein a-Untereinheiten mit polyklonalen Antikérpern, Spur 1: Gail (SA127),
Spur 2: Gail/Gai2 (SA128), Spur 3: Gai3 (SA 129), Spur 4: Gai3/Gao (SA 130), Spur 5: Gas (SA
131), Spur 6: ohne 1. Antikérper (Kontrolle der unspezifischen Bindung des sekundaren
Antikorpers)
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3.1.2.2. Nachweis mit Antikdérpern (SCBT)

Zur Kontrolle der mit den Antikdrpern der Firma Biomol erzielten Ergebnisse wurden 10 pg
partikularer Membranfraktion gegen 20 pl SDS6H Proteinstandardmarker auf ein 10%iges
Acrylamid/Bisacrylamidgel aufgetragen.

Die Analyse mittels Immunodetektion ergab ein sehr schwaches Signal fir Gail und Gas,
starke Signale fur Gai3 und Goo. Gai2 war in den partikularen Membranfraktionen der INS-1
Zellen nicht nachweisbar. Zur Feststellung der unspezifischen Signale wurden partikulare
Membranfraktionen erneut nur mit dem sekundaren HRP-gekoppelten Antikdrper inkubiert.
Die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper allein liefert kein Signal in den paritkularen
Membranfraktionen der INS-1 Zellen. Die unspezifischen Signale bei der Verwendung der
spezifischen Antikdrper entstehen durch den Auftrag hoher Proteinmengen.

Diese Ergebnisse zusammengefasst mit den Ergebnissen der Westernblots der Biomol-
Antikorper lassen den Schluss zu, dass Gai3 und Gao in INS-1 Zellen deutlich exprimiert,

Gail und Gai2 nicht oder nur schwach nachweisbar sind (Abbildung 3.5.).
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Abbildung 3.5.: Nachweis der Proteinexpression von Gail, Gai2, Gai3, Gao und Gas
(SCBT)

Detektion der G-Protein a-Untereinheiten mit polyklonalen Antikérpern, Spur 1: Gail (sc-
391), Spur 2: Gai2 (sc-7276), Spur 3: Gai3 (sc-262), Spur 4: Goo (sc-387), Spur 5: Gas
(sc-823), Spur 6: ohne 1. Antikdrper (Kontrolle der unspezifischen Bindung des
sekundaren Antikorpers)
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3.1.2.3. Immuncytochemischer Nachweis der G-Proteine in INS-1 Zellen

Fur den Nachweis der G-Protein a-Untereinheiten mit Hilfe der Immuncytochemie wurden
100.000 INS-1 Zellen mit den gegen Gail (sc-391), Gai2 (sc-7276), Gai3 (sc-262) und GaO
(sc-387) gerichteten polyklonalen Antikdrpern inkubiert. Nach Zugabe des Cy3-gekoppelten
Sekundarantikorpers wurden die Praparate bei Absorption 552 nm/Emission 565 nm im

Fluoreszenzmikroskop analysiert (Abbildung 3.6.).

Abbildung 3.6.: Immuncytochemischer Nachweis von Gail, Gai2, Gai3 und Gao in INS-1 Zellen
(a) Negativkontrolle ohne 1. Antikérper (b) Gail-Antikérper (c) Gai2-Antikdrper (d) Gai3-Antikdrper
(e) Gao-Antikorper. Die gelbe Fluoreszenz (d, €) der mit den spezifischen Antikérpern behandelten
INS-1 Zellen entspricht einer sehr starken Bindung der Antikdrper und damit einer starken
Expression der Ga-Untereinheit. Mit Gai3 und Gao inkubierte Zellen weisen teilweise eine gelbe
Fluoreszenz auf, was einer starken Expression dieser beiden Untereinheiten in INS-1 Zellen
entspricht. Die rote Fluoreszenz entspricht ebenfalls einer starken, wenn auch geringeren
Expression als bei der gelben Floureszenz. Die rote Floureszenz weist die starke Expression der
Ga-Untereinheiten Gail, Gai3 und Gao nach (b, d, e). Gai2 zeigt nur eine sehr schwache
Fluoreszenz. Diese experimentellen Befunde bestétigten die Ergebnisse der Immunodetektion im
Westernblot.
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Die Analyse der Ergebnisse zeigt verschieden starke und verschiedenfarbige Fluores-
zenzen: Man unterscheidet gelb, rot und schwach rot fluoreszierende Zellbereiche. Die gelbe
Fluoreszenz verschiedener Zellbereiche deutet auf eine sehr starke Bindung des
spezifischen Primarantikdrpers und damit auf eine dementsprechend starke Expression des
Antigens (Ga-Untereinheit) in diesen Bereichen hin. Dies ist bei INS-1 Zellen zu beobachten,
die mit gegen Gai3 und Gao gerichteten Antikdrpern behandelt wurden (Abbildung 3.6.d,
3.6.e). Daraus kann der Schluss gezogen werden, dass diese Ga-Untereinheiten in INS-1
Zellen am starksten exprimiert werden. Intensiv rot fluoreszierende Bereiche weisen auch
auf eine starke Expression der jeweiligen Ga-Untereinheiten hin. Die intensiv rote
Fluoreszenz kann bei den Ga-Untereinheiten Gai3 und Gao gezeigt werden (Abbildung
3.6.d, 3.6.e). Schwach bis dezent rot fluoreszierende Bereiche deuten auf eine schwache
Bindung des Priméarantikdrpers, in diesem Fall Gail und Gai2. Gail kann nur schwach
detektiert werden (Abbildung 3.6.b). Gai2 ist mit den verwendeten Antikdrpern nicht
nachweisbar, liegt unterhalb der Nachweisgrenze oder ist in INS-1 Zellen nicht vorhanden
(Abbildung 3.6.c). Die Ergebnisse der immuncytochemischen Experimente stimmen mit den

Ergebnisse, die bei der Immunodetektion im Westernblot erzielt werden konnten, tberein.

3.2. Etablierung von G-Protein-Antisense INS-1 Mischzellklonen

3.2.1. Subklonierung der PCR-Produkte in pCR2.1TOPO

Nach dem Nachweis von Gail, Gai3 und Goao in INS-1 Zellen sollen diese unabhangig und
spezifisch voneinander reprimiert werden. Da Gai2 nicht auf Proteinebene, aber auf der
Transkriptionsebene in der Insulinomazelllinie nachgewiesen werden konnte, wurde sie in
die weiteren Antisense-Experimente mit einbezogen.

Die Uber die PCR amplifizierten cDNA-Fragmente von Gail, Gai2, Gai3 und Gao
(Gail - 567 bp, Gai2 - 415 bp, Gai3 - 588 bp und Gao - 585 bp) wurden zunachst in den
pCR2.1TOPO Vektor subkloniert. Der Subklonierungsvektor pCR2.1TOPO wurde
verwendet, da er den mit einer Topoisomerase aktivierten 5"-Thymin-Uberhang in der MCS
besitzt. Bei der Verwendung der TAQ-Polymerase entstehen PCR-Produkte mit 3"-Deoxy-
Adenin-Uberhangen. Durch die Verwendung des pCR2.1TOPO-Vektors mit der bereits
gebundenen aktivierten Topoisomerase wird die Ligation der synthetisierten PCR-Produkte
erleichtert.

Diese DNA-Abschnitte wurden anschlieBend aus dem Subklonierungsvektor gezielt in
Sense- und Antisense-Orientierung downstream des EGFP-Gens in den Eukaryonten-
Expressionsvektor pEGFPC1 kloniert (Abbildung 3.7.).
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Abbildung 3.7.: Klonierung der Sense/Antisense-Vektoren

Abbildung 3.7.al - 2; Polylinkersite und Multiple Cloning Site (MCS) des Subklonierungs- (pCR2.1TOPO) und Eukaryontenexpressionsvektors (pEGFPC1)
Nach Subklonierung der PCR-Fragmente in die Polylinkersite des pCR2.1TOPO-Vektors (links) wurden die Existenz und die Orientierung der Fragmente Uber
spezifische Restriktionsanalysen nachgewiesen. Es ergab sich fir das Gail-Fragment ein Vektor pEGFPC1Gail mit der Sense-Orientierung zur M13-
Reverse Priming Site, fur die Fragmente Gai2, Gai3 und Gao ergaben sich die Vektoren pEGFPC1Gai2, pEGFPC1Gai3 und pEGFPC1Gao jeweils mit den

Fragmenten in der Antisense-Orientierung zur M13-Reverse Priming Site. Die Fragmente wurden anschlieBend durch spezifisch gewahlte Schnittstellen
downstream des EGFP-Gens in Sense- und Antisense-Orientierung in die MCS (rechts) des pEGFPC1-Vektors kloniert.

Abbildung 3.7.b1 - 4: Klonierung der Gai/o-Fragmente in den Expressionsvektor pEFGPC1

Das in Sense-Orientierung vorhandene Gail-Fragment wurde Uber die Restiktionsschnittstellen Hindlll und EcoRV aus dem pCR2.1TOPO-Vektor
herausgetrennt und Uber die Schnittstellen Hindlll und Smal downstream des EGFP-Gens ind die MCS des pEGFPC1-Vektors ligiert. Dadurch ergab sich der
Sense-Vektor pEGFPC1GailC2S; die Orientierung wurde beibehalten. Durch die Verwendung der Restriktionsenzyme Hind 11l und Xhol und der
anschlieBenden Klonierung in die MCS des pEGFPC1-Vektors entstand der Antisense-Vektor pPEGFPC1GailCbas; die Orientierung wurde in die ,Antisense-
Richtung” geandert. Die Fragmente Gai2, Gai3 und Gao waren in Antisense-Orientierung zur M13-Reverse Priming Site im pCR2.1TOPO-Vektor vorhanden.
Durch die Klonierung Uber die Restriktionsstellen Hindlll/EcoRV und (Smal) entstanden die Antisense-Vektoren pEGFPC1Gai2C2as, pEGFPC1Gai3C4as
und pEGFPC1GaoC5as; die Klonierung der Fragmente Uber Hindlll und Xhol fiihrte zur Umkehr der Orientierung. Es entstanden die Sense-Konstrukte
PEGFPC1Gai2C5s, pEGFPC1Gai3c8s und pEGFPC1GaoC9s. Durch gezieltes Klonieren der Gai/o-Fragmente entstanden so aus einer Orientierung im

Subklonierungsvektor die Sense-/Antisense-Orientierungen im Eukaryonten-Expressionsvektor. M13: M13-Reverse Priming Site, T7: T7-Promotor, CMV:
Cytomegalovirus-Promoter, Smal und EcoRV wurden durch die Klonierungen zerstort.
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3.2.2. Enzymatische Analyse der Orientierung in pCR2.1TOPO

Nach Ligation der Fragmente der G-Protein a-Untereinheiten wurden Restriktionsanalysen
zum Nachweis der Insertion und Orientierung des DNA-Fragmentes durchgefuhrt. Die
Restriktionsanalysen, die die Existenz der PCR-Produkte bestatigen sollen, erfolgten mit
dem die Polylinkersite flankierenden Enzym EcoRI. AuRerdem wurden zur Feststellung der

Orientierung die Konstrukte unter Verwendung unterschiedlicher Enzymkombinationen

analysiert: Fur den Klon pCR2.1TOPOGaqail ergibt sich eine 5°-3"-Orientierung (Sense-
Orientierung) und fur die Klone pCR2.1TOPOGai2, pCR2.1TOPOGai3 und
pCR2.1TOPOGao jeweils eine 3"-5"-Orientierung (Antisense-Orientierung) zur M13 Reverse
Priming Site (Abbildung 3.8.a, 3.8.b).
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Abbildung 3.8.a: Enzymatische Analyse der Vektoren pCR2.1TOPOGail und pCR2.1TOPOGai2

Die Konstrukte pCR2.1TOPOGail und pCR2.1TOPOGai2 wurden auf Insertion der DNA-Fragmente
und deren Orientierung mit spezifischen Restriktionsenzymen analysiert. Spur 1: A Hind Il Marker,
Spur 2: 123bp-Marker, Spur 3 + 7: EcoRI-Analyse der Vektoren pCR2.1TOPOGail und
pCR2.1TOPOGuai2. Die Analyse zeigt, dass die Untereinheiten Gail und Gai2 in den Vektoren
enthalten sind. Spur 4, 5, 8, 9: Restriktionsanalysen mit Enzymen, welche die Orientierung des PCR-
Produktes im Vektor zeigen sollen, identifizieren den pCR2.1TOPOGail als Vektor in dem das PCR-
Produkt in Sense- und den pCR2.1TOPOGai2 als Vektor in dem das PCR-Produkt in Antisense-
Orientierung zur M13 Reverse Priming Site vorhanden ist.
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Abbildung 3.8.b: Enzymatische Analysen der Klone pCR2.1TOPOG«ai3 und pCR2.1TOPOGao0

Die Konstrukte pCR2.1TOPOGai3 und pCR2.1TOPOGao wurden auf Insertion der DNA-Fragmente
und deren Orientierung mit spezifischen Restriktionsenzymen analysiert. Die pCR2.1TOPO-Klone
wurden mit EcoRIl, welches im pCR2.1TOPO-Vektor flankierend das Insert schneidet, auf die
Existenz des PCR-Produktes uberprift. Zur Feststellung der Orientierung wurden jeweils zwei
verschiedene enzymatische Restriktionsanalysen angewandt.

bl: Analysen des Klons pCR2.1TOPOGai3, Spur 1: AHindllI-Marker, Spur 2: 123bp-Marker, Spur 3:
EcoRI-Restriktionsanalyse, die Analyse zeigt die Existenz des PCR-Produktes Gai3 im Vektor, Spur
4: Restriktionsanalyse mit Bglll/Hindlll, die Analyse zeigt, dass sich das PCR-Produkt Gai3 in
Antisense-Orientierung zur M13 Reverse Priming Site im pCR2.1TOPO-Vektor befindet, Spur 5:
Restriktionsanalyse mit Pvull/Xbal, Bestatigung der Antisense-Orientierung der Bglll/Hindlll-
Restriktionsanalyse

b2: Analysen des Klons pCR2.1TOPOGao, Spur 1: AHindllI-Marker, Spur 2: 123bp-Marker, Spur 3:
Blank, Spur 4: EcoRI-Restriktionsanalyse, die Analyse zeigt die Existenz des PCR-Produktes Gao
im Vektor, Spur 5: Restriktionsanalyse mit Bglll/Hindlll, die Analyse zeigt, dass sich das PCR-
Produkt Gao in Antisense-Orientierung zur M13 Reverse Priming Site im pCR2.1TOPO-Vektor
befindet, Spur 6: Restriktionsanalyse mit Pvull/Xbal, Bestatigung der AS-Orientierung der
Bglll/Hindlll-Restriktionsanalyse

3.2.3. Klonierung der PCR-Produkte in den Vektor pEGFPC1

Die Klonierung der PCR-Fragmente in den eukayotischen Expressionsvektor pEGFPC1
erfolgte tber Offnung des Vektors mit den Enzymen Hindlll/Smal bzw. HindIll/Xhol
(Abbildung 3.7.a). Die Gail-, Gai2-, Gai3- und Goo-Fragmente werden downstream des
EGFP-Gens an das 3"-Ende vor das Stopkodon einkloniert. Dazu werden die jeweiligen
Fragmente aus den pCR2.1TOPO-Vektor dber Hindlll/EcoRV bzw. Hindlll/Xhol
ausgeschnitten (Abbildung 3.7.al) und in den Vektor pEGFPC1 in die MCS einligiert
(Abbildung 3.7.a2). Die Orientierung der jeweiligen G-Protein a-Fragmente wird dabei durch
die Umklonierung tber Hindlll/EcoRV(Smal) beibehalten und tber Hindlll/Xhol umgekehrt.
Das Gail-Fragment wird tdber Hindlll/EcoRV(Smal) in Sense-Orientierung (S) und uber
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HindlllI/Xhol in Antisense-Orientierung (AS) einkloniert (Abbildung 3.7.b1 - 2), die erhaltenen
Klone wurden als pEGFPC1GailC2s und pEGFPC1GailC5as bezeichnet. Das Fragment
Gai2 wurde, ebenso wie Gai3 und Gao, Uber Hindlll/Xhol in Sense-Orientierung
(PEGFPC1Gai2C5S, PEGFPC1Gai3C8S, PEGFPC1GaoC9S) und Uber
Hindlll/EcoRV(Smal) in Antisense-Orientierung (PEGFPC1Gai2C2AS, pEGFPC1Gai3C4AS,
PEGFPC1GaoC5AS) kloniert (Abbildung 3.7.b3 - 4). Die erhaltenen Klone werden also im

folgenden mit dem Anhang ,S* (Sense) oder ,AS* (Antisense) im Wortstamm des
Konstruktnamens bezeichnet (Tabelle 3.2.).

Subklonierungsvektor  umkloniert tber Zielvektor Sense-/Antisense-Konstrukte

pCR2.1TOPOGQI1S Hindll/EcoRV-Smal  pEGFPC1 pPEGFPC1GailC2S
HindllI/Xhol PEGFPC1GailC5AS

pCR2.1TOPOGai2AS Hindlll/EcoRV-Smal  pEGFPC1 PEGFPC1Gai2C2AS
HindllI/Xhol PEGFPC1Gai2C5S

pCR2.1TOPOGai3AS Hindlll/EcoRV-Smal  pEGFPC1 PEGFPC1Gai3C4AS
HindllI/Xhol pPEGFPC1Gai3C8S

pCR2.1TOPOGa0AS  Hindlll/EcoRV-Smal  pEGFPC1 PEGFPC1GaioC5AS
Hindlll/Xhol PEGFPC1GaioC9S

Tabelle 3.2.: Umklonierung der PCR-Produkte aus pCR2.1TOPO in pEGFPC1

Die Restriktionsenzyme Hindlll und Xhol produzieren bei Behandlung sogenannte klebrige
Enden (Sticky Ends) mit einem Uberhang, EcoRV und Smal produzieren glatte Enden ohne
Uberhang (Blunt Ends); bei der Ligation mit Hindlll/EcoRV-Smal bleibt die Orientierung der
DNA-Fragmente im Zielvektor erhalten; die Klonierung tber Hindlll/Xhol fuhrt zur Umkehr
der Orientierung der DNA-Fragmente im Zielvektor pEGFPC1. Smal und EcoRV sind
Restriktionsenzyme, welche bei Behandlung von DNA Blunt Ends hinterlassen und werden
deshalb auch als Blunt End Cutter bezeichnet. Blunt End DNA-Fragmente kénnen dann
ungeachtet des verwendeten Enzyms miteinander ligiert werden.

Durch die Ligation der Ga-Fragmente downstream des EGFPs entsteht bei der Transkription
eine EGFP-Sense- bzw. EGFP-Antisense-Fusions-mRNA. Die partielle Translation der
EGFP-Antisense-Fusions-mRNA resultiert in einem fluoreszierenden EGFP-Antisense-
Fusionsprotein, welches als Marker - als Reporter - und somit als Beweis flr deren
Expression dient. Parallel dazu fuhrt die Expression einer EGFP-Antisense-Fusions-mRNA

nach Hybridisierung mit der Ziel-mRNA zur Repression des Zielproteins.
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3.2.4. Nachweis der Sense-/Antisense-Fragmente im Vektor pEGFPC1

Nach Ligation der G-Protein-Fragmente in den Vektor pEGFPC1 wurde der erfolgreiche und
korrekte Einbau der Sense-/Antisense-Fragmente U(ber eine EcoRI-Restriktionsanalyse
Uberprift (Abbildung 3.9.). Da bei der Klonierung der Fragmente die Orientierung durch die
verwendeten Restriktionsenzyme Hindlll/EcoRV(Smal) bzw. Hindlll/Xhol festgelegt wurde
(Abbildung 3.7.), muss die endgtiltige Orientierung im Zielvektor pEGFPC1 nicht mehr erneut
untersucht werden. Die Orientierung der Fragmente wurde bereits durch die spezifischen
Analysen nach der Subklonierung festgestellt (Abbildung 3.8.a, 3.8.b). Die erwarteten
Fragmentl&ngen lagen fur die Vektoren pEGFPC1GailC2S und pEGFPC1GailC5AS bei
4.785 kb/4.806 kb und 583 bp, fur pEGFPC1Gai2C2AS und pEGFPC1Gai2C5S bei
4.758 kb/4.806 kb und 431 bp, fir pEGFPC1Gai3C4AS und pEGFPC1Gai3C8S bei

4.758 kb/4.806 kb und 604 bp und fir pEGFPC1GaoC5AS und pEGFPC1GooC9S bei
4.758 kb/4.806 kb und 601 bp.
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Abbildung 3.9.: Nachweis der Gail-, Gai2-, Gai3- und Gao-Inserts im Vektor pEGFPC1
Enzymatische Restriktionsanalyse mit EcoRI. Die Inserts wurden (ber die flankierenden 5’-

und 3’- EcoRI Schnittstellen aus dem Konstrukt herausgeschnitten und deren Existenz im
Vektor pEGFPC1 so nachgewiesen.

Spur 1: pEGFPC1GailC2S (583 bp), Spur 2: pEGFPC1GailC5AS (583 bp), Spur 3:pEGFP
C1 Gai2C2AS (431 bp), Spur 4: pEGFPC1Gai2C5S (431 bp), Spur 5: pEGFPC1Gai3C4AS

(604 bp), Spur 6: pPEGFPC1Gai3C8AS (604 bp), Spur 7: pEGFPC1GaoC5AS (601 bp), Spur
8: pEGPC1G00C9S (601 bp), Spur 9: AHind Il Marker

3.3. Analyse transient transfizierter INS1-Mischzellklone

3.3.1. Transfektion von INS-1 Zellen und Ermittlung der Transfektionsrate

INS-1 Zellen wurden mit den hergestellten Antisense-Konstrukten durch Elektroporation

transient transfiziert. Die Transfektionsrate wurde Uber die Zellz&hlung mit Hilfe der

Neubauer-Zahlkammer bestimmt: pEGFPC1 transfizierte INS-1 Zellen wurden 2 -7 Tage

nach Transfektion trypsiniert und das Verhaltnis von fluoreszierenden Zellen zur Gesamtzahl
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der INS-1 Zellen wurde ermittelt. Es ergab sich eine Transfektionsrate bei pEGFPC1
transfizierten INS-1 Zellen von 30%. Die Expression der mRNA der pEGFPC1Ga-Fusions-
Konstrukte war nach 1 -2 Tagen uber die Translation des EGFP-S- bzw. EGFP-AS-
Fusionsproteins und der damit verbundenen Fluoreszenz des EGFP zu beobachten
(Abbildung 3.10.). Da es sich bei den transfizierten INS-1 Zellen um eine Mischung aus
fluoreszierenden EGFP- positiven und nicht fluoreszierenden Zellen handelt, werden diese

im weiteren Verlauf als INS-1 Mischzellklone bezeichnet.

Abbildung 3.10.: Ermittlung der Transfektionsrate bei pPEGFPC1-INS-1 Mischzellklonen
INS-1 Zellen wurden nach der Transfektion mit den verschiedenen Konstrukten im Durchlicht
und unter Fluoreszenzlicht gezahlt und die Rate der fluoreszierenden Zellen im Verhaltnis zu
der Gesamtzellzahl ermittelt. Es ergab sich bei Zellen mit pEGFPCL1 transfizierten Zellen
nach 2 Tagen eine Transfektionsrate von 30%. Dargestellt sind 2 Tage alte INS-1
Mischzellklone, welche mit dem Vektor pEGFPC1 und den Konstrukten
PEGFPC1Gai2C2AS und pEGFPC1Gai3C4AS transfiziert worden waren. (a) pEGFPC1
transfizierte INS-1 Mischzellklone im Durchlicht (b) Fluoreszenz der pEGFPC1 transfizierten
INS-1 Zellen (c) pEGFPC1Gai2C2AS transfizierte INS-1 Mischzellklone im Durchlicht (d)
Fluoreszenz der pEGFPC1Gai2C2AS transfizierten INS-1 Zellen (e) pEGFPC1Gai3C4AS
transfizierte INS-1 Mischzellklone im Durchlicht (f) Fluoreszenz der pEGFPC1Gai3C4AS
transfizierten INS-1 Zellen.



3.3.2. Fluoreszenznachweis der transient transfizierten INS-1 Mischzellklone

Nach Ermittlung der Transfektionsrate wurden INS-1 Zellen mit den verschiedenen Sense-/
Antisense-Konstrukten pEGFPC1GailC2S, pEGFPC1GailC5AS, pEGFPC1Gai2C2AS,
PEGFPC1Gai2C5S, pEGFPC1Gai3C4AS, pEGFPC1Gai3C8S, pEGFPC1GooC5AS und
PEGFPC1GaoC9S transfiziert. Abbildung 3.11. zeigt transient transfizierte INS-1 Mischzell-

klone, deren Fluoreszenz bereits nach 2 Tagen sichtbar war.

Abbildung 3.11.: EGFP-Fluoreszenz transient transfizierter INS-1 Mischzellklone

INS-1 Zellen wurden uber Elektroporation mit dem Vektor pEGFPC1 und den
Konstrukten PEGFPC1GailC2s, PEGFPC1GailC5AS, PEGFPC1Gai2C2AS,
PEGFPC1Gai2C5S, pEGFPC1Gai3C4AS und pEGFPC1Gai3C8S transient transfiziert.
Gezeigt sind transient transfizierte INS-1 Mischzellklone 2 Tage nach der Transfektion
sowie 2-4 Wochen nach G418-Selektion. (a) pEGFPC1 2 Wochen nach Transfektion (b)
PEGFPC1 2 Tage nach Transfektion (¢) pEGFPC1GailC5AS (d) pEGFPC1Gai2C2AS
(e) pPEGFPC1Gai2C2AS (f) pEGFPC1Gai2C5S (g) pEGFPC1Gai2C5S (h) pEGFPC1
Gai3C4AS (i) pEGFPC1Gai3C8S. INS-1 Mischzellen in Abbildung 3.11.b 2-3 d nach
Transfektion alle Ubrigen Abbildungen 2-4 Wochen nach G418-Selektion. Mischzell-
klone der mit pEGFPC1GailC2S, pEGFPC1GaoC5AS und pEGFPC1GooC9S
transfizierten INS-1 Zellen sind wegen fehlender Fluoreszenz nicht abgebildet

Die Mischzellklone mit den verschiedenen Konstrukten wiesen eine unterschiedliche
Intensitat der Fluoreszenz auf, die starkste Fluoreszenz zeigten INS-1 Mischzellklone, die mit

dem leeren, kein Sense-/Antisense-Fragment enthaltenden, pEGFPC1-Vektor transfiziert
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worden waren. INS-1 Zellen, die transient mit Konstrukten gegen Gai3 transfiziert wurden,
wiesen die schwéchste Fluoreszenz auf. Mischzellklone, welche mit pEGFPC1GailC2S,
PEGFPC1Ga0oC5AS oder pEGFPC1GooC9S transfiziert worden waren, wiesen keine

Fluoreszenz auf.

3.4. Quantifizierung des G-Proteingehaltes in transfizierten
INS-1 Mischzellklonen

Eine Woche nach Transfektion der INS-1 Zellen mit den gegen Gail, Gai2, Gai3 und Gao
gerichteten Antisense-Konstrukten wurden die Zellen durch Zugabe des Antibiotikums
Geneticin (G418) zum Medium fur 2 - 4 Wochen selektioniert, anschlieRend als partikulare
Membranfraktionen (mittels der subzellularen Fraktionierung) fur die proteinbiochemische
Quantifizierung aufbereitet und mit gegen die G-Protein a-Untereinheiten gerichteten,
polyklonalen Primarantikérper (SCBT) im Westernblot analysiert. Zur quantitativen
Bestimmung des G-Proteingehaltes der transfizierten Zellen wurden Proben
Gai-Antisense-transifizierter ~ Zellen mit  Proben  pEGFPC1l-transfizierter  INS-1
Kontrollmischklone verglichen. Zuséatzlich wurde die Probe pEGFPCl-transifzierter Zellen
und die Probe GaiAS-transfizierter INS-1 Mischzellklone aufgetragen, um die durch die
unspezifische Bindung des HRP-gekoppelten Sekundarantikérpers hervorgerufenen Signale

festzustellen.
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3.4.1. Quantifizierung der Gail-Untereinheit in Gail-Antisense transfizierten
INS-1 Mischzellklonen

Der quantitative Vergleich der mit pEGFPC1GailC5AS transient transfizierten INS-1
Mischzellklone ist in Abbildung 3.12. dargestellt: Spur 1 - 3 zeigt die Signale fir Gail in den
pPEGFPC1-transfizierten Zellen und Spur 4 - 6 die Signale fur Gail in pEGFPC1GailC5AS-
transfizierten INS-1 Mischzellklonen.

Spuren 7 und 8 zeigen die unspezifischen Signale des Sekundarantikorpers. Das spezifische
Signal fur Gail lag nahe der 45 kD-Bande des Molekulargewichtmarkers. Die quantitative
Analyse zeigte beim Vergleich der Kontrolle pEGFPC1 transfizierter INS-1
Kontrollmischzellen mit pEGFPC1GailC5AS transfizierten GailAS-INS-1 Mischzellklonen
kein reduziertes Proteinsignal im Bereich von 39 - 42 kD und somit auch keine reduzierte

Proteinexpression des Gail.
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Abbildung 3.12.: Quantifizierung des Gail-Proteingehaltes in pEGFPC1GailC5AS transfizierten INS-
1 Mischzellklonen

Spur 1-3, 7: 20 pg einer partikularen Membranfraktion pEGFPC1 transient transfizierter INS-1
Mischklone, Spur 4 - 6, 8: 20 ug einer partikularen Membranfraktion pEGFPC1GailC5AS transient
transfizierter INS-1 Mischklone, Spur 1-6 wurden mit dem spezifisch gegen Gail gerichteten
Antikérper Spuren 7 und 8 jeweils zur Kontrolle ohne den priméren Antikdrper inkubiert. Eine
Repression der Gail-Untereinheit war nicht zu detektieren.
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3.4.2. Quantifizierung der Gai2-Untereinheit in Gai2-Antisense transfizierten
INS-1 Mischzellklonen

Der quantitative Vergleich der mit pEGFPC1Gai2C2AS transient transfizierten INS-1
Mischzellklone ist in Abbildung 3.13. dargestellt. In Spur 1-3 wurden pEGFPCL1 transfizierte
INS-1 Kontrollmischzellen aufgetragen, Spur 4 - 6 zeigt pPEGFPC1Gai2C2AS transfizierte
INS-1 Mischzellklone. Spur 1-6 wurde mit dem spezifisch gegen Gai2 gerichteten
polyklonalen Antikérper inkubiert, Spur 7 und 8 (Spur 7: pEGFPC1 transfizierte INS-1 Zellen,
Spur 8: pEGFPC1Gai2C2AS transfizierte INS-1 Zellen) als Kontrolle nur mit dem HRP-
gekoppelten Sekundarantikdrper. Spur 1 - 3 zeigt die Signale fir Gai2 in den pEGFPC1-
transfizierten Zellen und Spur 4 - 6 die Signale fir Gai2 in pEGFPC1Gai2C2AS-transfizierten
INS-1 Mischzellklonen. Das in der Literatur angegebene Molekulargewicht fur Gai2 liegt bei
39 kD und damit nahe der 45 kD-Bande des Molekulargewichtmarkers. In diesem Bereich
sind auf dem Gel nur schwache bzw. keine spezifischen Signale sichtbar. Bei den
schwachen Signalen kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich um Kreuzreaktionen

des Antikdrpers mit den sehr viel starker expremierten Untereinheiten Gai3 oder Goo
handelt.
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Abbildung 3.13.: Quantifizierung des Gai2-Proteingehaltes in pEGFPC1Gai2C2AS transfizierten INS-
1 Mischzellklonen

Spur 1-3, 7: 20 pg einer partikularen Membranfraktion pEGFPC1 transient transfizierter INS-1
Mischklone, Spur 4 - 6, 8: 20 ug einer partikularen Membranfraktion pEGFPC1Gai2C2AS transient
transfizierter INS-1 Mischklone, Spur 1-6 wurden mit dem spezifisch gegen Gai2 gerichteten
Antikoérper Spuren 7 und 8 wurden jeweils zur Kontrolle ohne den priméren Antikérper inkubiert. Eine
quantitative Veranderung der Gai2-Untereinheit konnte nicht beobachtet werden.
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3.4.3. Quantifizierung der Gai3-Untereinheit in Gai3-Antisense transfizierten
INS-1 Mischzellklonen

Abbildung 3.14. zeigt den quantitativen Vergleich von pEGFPC1Gai3C4AS transient
transfizierten INS-1 Mischzellklonen mit pEGFPC1 transfizierten INS-1 Kontrollmischzellen.
Spur 1-3 zeigen PpEGFPC1 transfizierte INS-1 Zellen, Spur 4-6 zeigen
PEGFPC1Gai2C2AS transfizierte INS-1 Mischzellklone. Spur 1-6 wurden mit dem
spezifisch gegen Gai3 gerichteten polyklonalen Antikérper inkubiert, Spur 7 und 8 (Spur 7:
pPEGFPC1 transfizierte INS-1 Zellen, Spur 8: pEGFPC1Gai2C2AS transfizierte INS-1 Zellen)
als Kontrolle nur mit dem HRP-gekoppelten Sekundarantikorper. Spur 1 - 3 zeigt die Signale
fir Gai3 in den pEGFPCl-transfizierten Zellen und Spur 4 - 6 die Signale fur Gai3 in
PEGFPC1Gai3C4AS-transfizierten INS-1 Mischzellklonen. Die Quantifizierung der analy-
sierten Proben zeigte geringflgige Schwankungen innerhalb der jeweiligen Probe. Eine
Reduktion des Proteingehaltes und damit eine Repression des Gai3 war in Spur 4 - 6 jedoch
nicht sichtbar. Da bei den durchgefiihrten Analysen des Proteingehaltes keine sichtbare

Reduktion im Western zu verzeichnen war, erfolgte keine densitometrische Auswertung.
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Abbildung 3.14.: Quantifizierung des Gai3-Proteingehaltes in pEGFPC1Gai3C4AS transfizierten INS-
1 Mischzellklonen

Spur 1-3, 7: 5 ug einer partikularen Membranfraktion pEGFPC1 transient transfizierter INS-1
Mischklone Spur 4 - 6, 8: 5 pg einer partikularen Membranfraktion pEGFPC1Gai3C4AS transient
transfizierter INS-1 Mischklone, Spur 1-6 wurde mit dem spezifisch gegen Gai3 gerichteten
Antikérper, Spuren 7 und 8 wurden jeweils zur Kontrolle ohne den priméaren Antikérper inkubiert. Es
konnte keine Veranderung des Gai3-Proteingehaltes nachgewiesen werden.
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3.4.4. Insulinsekretion in Antisense-transfizierten INS-1 Mischzellklonen

Nach Analyse und Vergleich des Proteingehaltes der Gail-, Gai2- und Gai3-Antisense-
transfizierten INS-1 Mischzellklone auf proteinbiochemischer Ebene im Westernblot wurde
untersucht, ob sich die Transfektion der INS-Zellen mit den Gail-, Gai2- und Gai3-
Antisense-Fragmenten auf die Insulinsekretion auswirkt. Dazu wurden pEGFPC1
transfizierte  INS-1  Kontrollmischzellen mit den  Antisense-transfizierten  INS-1
Mischzellklonen verglichen (5. Anhang, 5.1. Fremdexperimente, 5.1.1. Insulinsekretions-
studien transient transfizierter INS-1 Zellen).

Zellen, die mit pEGFPCL1 (Kontrollmischzellen), pEGFPC1GailAS-, pEGFPC1Gai2AS- und
PEGFPC1Gai3AS-Konstrukten transfiziert worden waren, wurden zuerst basal mit 0.5
mmol/l Glukose stimuliert. AnschlieBend wurde durch die Gabe einer hohen Glukose-
konzentration von 16.7 mmol/l und durch die zusatzliche Gabe von 5 pmol/l Forskolin und
100 umol/l Tolbutamid die Insulinsekretion stimuliert: Forskolin aktiviert als Agonist direkt die
Adenylatzyklase und damit Gber die Aktivierung der cAMP-abhangigen PKA die
Insulinsekretion. Tolbutamid, ein Agonist aus der Gruppe der Sulfonylharnstoffe, bindet an
den SUR-Rezeptor, einer Untereinheit des K'arp-abhéngigen K-Kanals und schlie3t diesen.
Die daraus resultierende Depolarisation stimuliert die Insulinsekretion.

Die Stimulation der Insulinsekretion wurde dann durch die Zugabe von 1 umol/l Adrenalin
inhibiert: Durch die Bindung von Adrenalin an den a2-adrenergen Rezeptor wird dieser
aktiviert. Seine Interaktion mit einer inhibitorischen a-Untereinheit eines heterotrimeren
G-Proteins senkt die Aktivitdt der Adenylatzyklase und durch die Reduktion der
intrazellularen cAMP-Konzentration wird die Insulinsekretion inhibiert. Gleichzeitig werden
durch die Einwirkung des B/y-Komplexes der heterotrimeren G-Proteine K*-Kanéale geoffnet
und spannungsabhéngige Ca**-Kanale geschlossen. Dadurch kommt es zur Repolarisierung
der Zelle, die der Glukose- und Tolbutamid - induzierten Depolarisation und der damit
verbundenen Insulinsekretion entgegenwirkt.

Die a-adrenerge Inhibition der Insulinsekretion in B-Zellen wird (ber PTX-sensitive,
inhibitorische G-Proteine vermittelt. Bei Repression der G-Protein a-Untereinheiten ware zu
erwarten gewesen, dass durch die Gabe des Adrenalins die G-Protein a-Untereinheit
vermittelte Inhibition der Insulinsekretion aufgehoben worden wére. Da die Insulinsekretion
der pEGFPCL1 transfizierten INS-1 Kontrolimischzellen sich bei Gabe von Adrenalin ebenso
verhielt, wie die mit Antisense-transfizierten INS-1 Mischzellklonen, kann der Schluss
gezogen werden, dass durch die Transfektion mit EGFP-Antisense-Fusions-DNA keine

Repression der G-Protein a-Untereinheiten erzielt wurde.
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3.5. Durchfuhrung EGFP-negativer Antisense-Transfektionen

3.5.1.Ausschneiden des EGFP-Gens

Da bei Antisense-Transfektionen, bei denen EGFP als Reporter fir die Expression der
EGFP-Antisense-Fusions-mRNA diente, keine Antisense-induzierte Repression der
G-Protein a-Untereinheiten im Westernblot zu verzeichnen war, wurde eine andere
Antisense-Strategie gewahlt, um die Effizienz der Ga-Proteinrepression zu steigern: Das
EGFP-Gen wurde zusammen mit der Kozak-Sequenz und dem Startkodon aus den Kontroll-
und Antisense-Konstrukten herausgeschnitten. Die Expression der modifizierten Vektoren
wirde dann ausschlief3lich zur Expression der Antisense-DNA fuhren.

Das EGFP-Gen mit der MCS ist 811 bp lang, die Kozak-Konsensus-Sequenz liegt bei
Position nt606 - nt616 bp, das Stopkodon bei nt1.417 kb, die letzte Aminosaure im Wildtyp
EGFP entspricht nt1.327 - nt1.329 kb und die Region des human CMV-Promotors liegt bei
ntl — nt589 bp. Das EGFP-Gen wurde uber die Schnittestellen Agel/BspEl aus den Vektoren
und Konstrukten (Agel schneidet bei 601 bp, BspEl bei 1.331 kb) zusammen mit Kozak-
Sequenz und Startkodon ausgeschnitten. Da es sich bei Agel und BspEl um
Restriktionsenzyme handelt, die beim Schneiden kompatible Enden erzeugen, wurden die
Konstrukte anschlielend religiert und Uber verschiedene Restriktionsanalysen uberprdift.
Abbildung 3.15. zeigt die enzymatische Entfernung des EGFP-Gens Uber Agel/BspEl, die
untere Bande im Gel entspricht dem ausgeschnittenen EGFP-Gen, welches ohne die MCS
die Grof3e von 730 bp hat.
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Abbildung 3.15.: Nachweis der Enzymatischen Entfernung des EGFP-Gens

Die Vektoren bzw. Antisense-Konstrukte (bEGFPC1, pEGFPC1GailC5AS,pEGFPC1Gai
2C2AS, pEGFPC1Gai3C4AS und pEGFPClGaoC5AS) wurden mit Agel und BspEl
geschnitten, wodurch das EGFP-Gen mit Startkodon entfernt wurde. Die Angaben in den
Klammern entsprechen den durch die enzymatische Analyse erhaltenen Fragmenten.
Der erste Zahlenwert entspricht der Lange des Restvektors in kb und der zweite Wert
entspricht dem ausgeschnittenen EGFP-Gen in bp. Spur 1: AHindlll-Marker, Spur 2:
pPEGFPCL1, (4.001 kb + 730 bp), Spur 3 : pEGFPC1GailC5AS (4.659 kb + 730 bp), Spur
4: pEGFPC1Gai2C2AS (4.459 kb + 730 bp), Spur 5: pEGFPC1Gai3C4AS (4.632 kb +
730 bp), Spur 6: pPEGFPC1G00C5AS (4.629 kb + 730 bp).
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3.5.2. Kontrolle der EGFP defizienten Vektor-Konstrukte

Nachdem die das EGFP-Gen enthaltenden Vektoren mit Hilfe von Restriktionsenzymen
modifiziert worden waren, wurde Uber eine Restriktionsanalyse mit Asel/Vspl und Miul
Uberpruft, ob das EGFP-Gen erfolgreich entfernt worden war. Die Konstrukte werden nach
Herausschneiden des EGFP-Gens auch als pEGFPC1- (EGFP-negativ, EGFP-defizient)
bezeichnet.

Asel schneidet an Position 8 im Vektor, Mlul schneidet an Position 1.642 kb. Nach
Ausschneiden des EGFP-Gens ergaben sich bei der Restriktionsanalyse mit Asel/Vspl und
Mlul fir die verschiedenen EGFP-defizienten Antisense-Konstrukte die Fragmentlangen von
3.097 kb und 1.562 kb fir pEGFPC1-GailC5AS, von 3.097 kb und 1.362 kb fir pEGFPC1-
Gai2C2AS, von 3.097 kb und 1.535 kb fiir pEGFPC1-Gai3AC4S, von 3.097 kb und 1.532 kb
fir pPEGFPC1-GaoC5AS und von 3.097 kb und 904 bp fur pEGFPC1- (Abbildung 3.16.).
Waére das EGFP-Gen noch in den Konstrukten vorhanden, so wirden durch die
enzymatische Analyse mit Asel/Mlul Fragmente entstehen, die um 730 bp groRer wéren.
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Abbildung 3.16.: Enzymatischer Nachweis der Entfernung des EGFP-
Gens aus EGFP-negativen Vektor-Konstrukten

Die Konstrukte pEGFPC1-, pEGFPC1-GailC5AS, pEGFPC1-
Gai2C2AS, pEGFPC1-Gai3C4AS und pEGFPC1-GaoC5AS wurden
mit Asel/Vspl und Mlul geschnitten. Die Angaben in den Klammern
entsprechen den durch die enzymatische Analyse erhaltenen
Fragmenten. Der erste Zahlenwert entspricht der Lange des
Restvektors in kb und der zweite Wert entspricht dem Uber Asel/Mlul
ausgeschnittenen Fragments. Spur 1: AHindlll-Marker, Spur 2:
pEGFPC1-GailC5AS (3.097 kb + 1.562 kb), Spur 3: pEGFPC1-
Gai2C2AS (3.097 kb + 1.362 kb), Spur 4: pEGFPC1-Gai3C4AS,

(3.097 kb + 1.535 kb), (5) pPEGFPC1-GailC5AS (3.097 kb + 1.532 kb),
Spur 6: pPEGFPC1- (3.097 kb + 904 bp).
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Nachdem gezeigt worden war, dass das EGFP-Gen mit Kozak-Sequenz und Startkodon
nicht mehr im Konstrukt enthalten war, wurde iber eine EcoRI-Restriktionsanalyse

nachgewiesen, dass die Antisense-Fragmente immer noch in den Konstrukten vorhanden
waren.

Man erhielt fir die EGFP-negativen Antisense-Konstrukte Fragmente in der Grof3e von
4.074 kb und 585 bp fiur pEGFPC1-GailC5AS, von 4.026 kb und 433 bp fur pEGFPC1-
Gai2C2AS, von 4.026 kb und 606 bp fur pEGFPC1-Gai3C4AS und von 4.026 kb und 603 bp

fur pEGFPC1-GaoC5AS. Diese wurden auf einem Agarosegel (0.8%) aufgetrennt und
sichtbar gemacht (Abbildung 3.17.).
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Abbildung 3.17.: Enzymatischer Nachweis der Inserts in den Konstrukten mit
EcoRI

Die Angaben in den Klammern entsprechen den durch die enzymatische Analyse
erhaltenen Fragmente. Der erste Zahlenwert entspricht der Lange des
Restvektors in kb und der zweite Wert entspricht dem Antisense-Insert der
jeweiligen Ga-Untereinheit. Spur 1: pEGFPC1-GailC5AS (4.074 kb + 585 bp),
Spur 2: pEGFPC1-Gai2C2AS (4.026 kb + 433 bp), Spur 3: pEGFPC1-Gai3C4AS
(4.026 kb + 606 bp), Spur 4. pEGFPC1-GaoC5AS (4.026 kb + 603 bp), Spur 5:

Blank, Spur 6: AHindllI-Marker. Die enzymatische Restriktionsanalyse belegt das
Vorhandensein der Antisense-Fragmente in den Vektoren.
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3.5.3. Herstellung transient transfizierter INS-1 Mischzellklone mit EGFP-negativen
Antisense-Konstrukten

Da die Signale fiur die Gai3-Untereinheit im Westernblot und im immuncytochemischen
Nachweis am starksten waren und am sichersten detektiert werden konnten, war bei dieser
Untereinheit am ehesten mit einem signifikanten Antisense-Effekt zu rechnen. Daher wurden
INS-1 Zellen transient mit dem EGFP-negativen Gai3-Antisense-Konstrukt transfiziert
(PEGFPC1-Gai3C4AS) und ausplattiert. Im Gegensatz zu den fluoreszierenden EGFP-
positiven Antisense-Konstrukten, welche erst nach sechs Tagen Uber das Antibiotikum
Geneticin (G418) selektioniert wurden, erfolgte bei den EGFP-negativen Konstrukten die
Antibiotikabehandlung direkt am anderen Tag. Beim Medienwechsel 24 h nach der
Transfektion wurde das Antibiotikum dem frischen Medium zugesetzt. Nach zwei Wochen
selektiven Wachstums wurden die Zellen trypsiniert und fir die proteinbiochemische,

quantitative Analyse weiter verarbeitet.

3.5.4. Quantifizierung pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierter INS-1 Mischzellklone

Der Vergleich der Proteinmenge in den Spuren 4-6, in denen die partikulare
Membranfraktion pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierter INS-1 Mischzellklone aufgetragen
wurde, mit den Spuren 1-3, in denen Membranfraktionen untransfizierter INS-1
Kontrollzellen aufgetragen wurden, zeigt eine deutliche Reduktion des Proteingehaltes fur
die Untereinheit Gai3 (Abbildung 3.18.a). Die Referenzbande bei 60 kD hingegen, bei der es
sich um ein unspezfisch gefarbtes Protein handelt, ist in allen 6 Spuren gleich stark
vorhanden, was darauf hinweist, dass in allen Spuren gleich viel Protein aufgetragen wurde.
Die Reduktion des Proteinsignals in den Spuren 4 - 6 ist damit ein eindeutiger Beweis fur die
Reduktion des Gai3-Proteingehaltes und damit fur die Antisense-induzierte Repression der
Gai3-Untereinheit in mit dem Antisense-Konstrukt (pEGFPC1-Gai3C4AS) transfizierten
INS-1 Mischzellen. Die Signale fir Gai3 wurden im Nachfolgenden quantifiziert und in
Relation zum Kontrollsignal bei 60 kD gesetzt.
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Abbildung 3.18.: Quantifizierung von pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Mischzellklonen

Abbildung 3.18.a: Westernblot transient transfizierter pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Mischzellklone

Spur 1-3, 7. Partikulare Membranfraktion von INS-1 Zellen, Spur 4-6, 8: partikulare
Membranfraktion von pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Mischzellklonen, Spur 1 - 6 wurde mit dem gegen
die Gai3 Untereinheit gerichteten Primarantikbrper, Spur 7 und 8 wurden nur mit dem HRP-
gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert. Der Vergleich der als Gai3-Untereinheit identifizierten
Proteinbande zwischen den untransfizierten INS-1 Zellen in den Spuren 1 - 3 mit den pEGFPC1-
Gai3C4AS transfizierten Zellen zeigt eine deutliche Reduktion der Proteinmenge fir die Gai3
Untereinheit in den Spuren 4 - 6. Eine als Referenz dienende unspezifisch angefarbte Proteinbande
bei 60 kD zeigt einen gleichmaRigen Auftrag an Proteinldsung in allen sechs Spuren. Die Gai3-
Untereinheit war in den transient transfizierten INS-1 Mischzellklonen deutlich reprimiert.

Die Quantifizierung’ der durch das pEGFPC1-Gai3C4AS-Konstrukt induzierten Antisense-
Repression der Gai3-Untereinheit wurde durchgefiihrt, indem die auf den ECL-Folien
abgebildeten Proteinbanden in ein Rechteck eingefasst werden. Nach Integration der Flache
des Rechtecks erhalt man einen dimensionslosen Wert AID fiur die ,Absolut Integrierte
Dichte* der Flache dieses Rechtecks. Wird von diesem Wert AID der Hintergrund als
Mittelwert subtrahiert, so erhalt man den Wert fur die DID ,Differenzierte Integrierte Dichte".

Dieser weicht dann um den Hintergrundwert vom AID-Wert ab. Da bei der Quantifizierung

" Die ECL-Folien der Acrylamidgels wurde eingescannt und mit Hilfe des Programms Lab Office 2000
(Gelscan 3D, Professional V.3.1, BioSciTec) nach Abspeicherung als Bild im TIFF-Format (Tagged
Image File Format) quantifiziert. Alle weiteren Quantifizierungen wurden nach dem gleichen Verfahren
durchgefuhrt.
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der Gele eine Subtrahierung des Hintergrundes nicht notwendig war, wurde der AID-Wert fur

die Quantifizierungen verwendet.
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Abbildung 3.18.b: Quantifizierung der AS-Proteinreduktion

Saule 1 zeigt den Mittelwert fiir die AID (absolute integrierte Dichte) der fiir die in INS-1 Zellen als
Gai3 identifizierte Bande. Der Mittelwert liegt bei 289+7.55 (n = 3). Saule 3 zeigt den Mittelwert fir die
AID fir Gai3 in pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierten INS-1 Zellen, der 175+17.6 (n = 3) betragt. Es ist
eine deutliche Differenz des Mittelwertes der absoluten AID im Vergleich zu der untransfizierten INS-1
Kontrolle zu verzeichnen. Dies korrelieret mit der deutlich reduzierten Menge an Gai3 Protein in den
PEGFPC1-Gai3C4AS transfizierten Zellen in den Spuren 4 - 6 (Abbildung 3.18.a). Die Differenz der
beiden Mittelwerte fur Gai3 liegt bei 114. Die Referenzsaulen 2 und 4 entsprechen der Bande bei 60
kD in den Spuren 1 - 6; deren Mittelwert der absoluten DID soll als MaR fiir die gleiche Menge an
aufgetragenem Protein in allen 6 Spuren dienen. Er betragt fur die untransfizierten INS-1 Zellen 45 £ 7
(n = 3) und fiir die pPEGFPC1-Gai3C4AS 60 £ 2 (n = 3).

Die Quantifizierung der fur Gai3 erhaltenen Signale zeigt eine Reduktion des Gai3-
Proteingehaltes in pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierten INS-1 Mischzellklonen bei einem
Mittelwert der AID von 289 + 7.55 (n = 3), fUr untransfizierte INS-1 Zellen auf einen Mittelwert
der AID von 175+ 17.6 (n = 3), fur pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierte INS-1 Mischzellklone
(Abbildung 3.18.b). Die Differenz der beiden Mittelwerte liegt bei 114 und ist das Mal3 fir die
Reduktion bzw. die Repression des Gai3-Gehaltes in pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierten
Zellen. Der Wert der Signifikanz liegt bei p < 0.001; daher kann von einer signifikanten
Proteinrespression der Gai3-Untereinheit gesprochen werden.

Der Mittelwert der Referenz lag fur die untransfizierten INS-1 Zellen bei einer AID von 45 + 7
(n=3) und fur die pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierten Zellen bei einer AID von 60 %2
(n = 3). Damit wird deutlich, dass es sich um eine tatséchliche Antisense-Repression und

nicht um einen unterschiedlichen Auftrag an Proteinldsung handelt.
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Die AID-Werte fir Gai3 wurden in Relation zu den Werten der unspezifisch gefarbten
Kontrollbande bei 60 kD gesetzt und auf prozentuale Werte normiert. Der Wert fur
untransfizierte INS-1 Zellen entspricht mit 6.4 100% (289 : 45) und der Wert fur pEGFPC1-
Gai3C4AS transfizierte INS-1 Zellen liegt mit 2.9 bei 45.3% (175 : 60). Dies entspricht einer
tatsachlichen Proteinreduktion der Gai3-Untereinheit in pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierten
INS-1 Zellen von 54.7% (Abbildung 3.18.c).

INS-1-Zellen pPEGFPCF1-Gai3C4AS

Normierung des Gai3-Proteingehaltes

Gai3 Gai3

Abbildung 3.18.c: Normierung der Gai3-Repression

Die Werte fur die reprimierte Gai3-Untereinheit werden in Relation gesetzt zu dem fir das
Kontrollsignal erhaltenen AID-Wert. Die AID-Werte fur Gai3 werden ins Verhaltnis zu den Werten fur
das Kontrollsignal bei 60 kD gesetzt: Fur die untransfizierten INS-1 Zellen ergibt sich aus dem
Verhdltnis 289:45 der Wert 6.4, fur die transient transfizierten Gai3-INS-1 Mischzellklone ergibt sich
aus dem Verhdltnis von 175:60 der Wert 2.9. Durch die Normierung wird die Schwankung des
Proteinauftrages relativiert. In den Gai3 transient transfizierten INS-1 Mischzellklonen ist der Gai3-
Gehalt verglichen zur untransfizierten INS-1 Kontrolle um 54.5% reduziert.
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3.6. Etablierung stabil transfizierter INS-1 Einzelzellklone
3.6.1. Durchfihrung der Transfektion und Etablierung stabil transfizierter
Einzelzellklone

Nach erfolgreicher Reduktion des Proteingehaltes der Gai3 Untereinheit in mit pEGFPC1-
Gai3C4AS transient transfizierten INS-1 Mischzellklonen, wurden stabil transfizierte INS-1
Einzelzellklone mit den Konstrukten pEGFPC1- (EGFP defiziente Negativkontrolle),
PEGFPC1-GailC5AS, pEGFPC1-Gai3C4AS und pEGFPC1-GaoC5AS hergestellt. Zu
diesem Zweck wurden INS-1 Zellen mit den entsprechenden Vektor-Konstrukten Uber
Elektroporation transfiziert, ausplattiert und direkt am anderen Tag beim Medienwechsel mit
dem Antibiotikum Geneticin (G418) selektioniert. Nach vierwochiger G418-Selektion hatten
sich Kolonien einzelner Zellklone gebildet, die dann gepickt und in 96 MWs transferiert
wurden. Von jedem Antisense-Konstrukt wurden jeweils 24 stabil transfizierte, G418
resistente, Einzelzellklone (fuir pEGFPC1-, fur pEGFPC1-GailC5AS, fiur pEGFPC1-
Gai3C4AS und fir pEGFPC1-GaooC5AS) selektiert und weiter prozessiert. Wahrend des
Wachstums der Klone erfolgte die Umsetzung von 96 MWs, auf 48 Mws und zuletzt auf 24
MWs. Nach insgesamt sechsmonatiger Aufzucht wurden die Zellen in groRen Greiner-
Gewebekulturflaschen fiur die weiteren Analysen auf proteinbiochemischer Ebene und fir
Insulinsekretionsstudien weiter verarbeitet. Zu diesem Zeitpunkt handelt es sich um stabil

transfizierte INS-1 Einzelzellklone.

3.6.2. Durchmusterung der Gai3-Proteinrepression in stabilen INS-1 Einzelzellklonen
Nach Etablierung stabil transfizierter INS-1 Einzelzellklone wurden diese nach Aufbereitung
als partikulare Membranfraktionen im Westernblot auf eine nachweisbare Gai3-
Proteinrepression hin untersucht und anschlieBend quantifiziert (Abbildung 3.19.). Das
Proteinmuster der beiden Einzelzellklone zeigt eine deutliche Reduktion des Gai3-
Proteingehaltes in den beiden stabilen INS-1 Zellklonen pEGFPC1-Gai3C4ASC1 und
PEGFPC1-Gai3C4ASC7 im Vergleich zum mit pEGFPC1- (EGFP negativ) transfizierten
INS-1 Einzelzellklon C17. Gai3 ist in Klon C7 stérker reprimiert als in Klon C1.

Nach quantitativer Auswertung des Einzelexperiments® ergab sich fir den Klon C1
(AID = 84.3) eine Reduktion des Gai3-Gehaltes um 58% auf einen Proteingehalt von 42%
und fur den Klon C7 (AID = 25.4) eine Reduktion um 87% auf 13% (Abbildung 3.19.b),
bezogen auf den Gai3-Proteingehalt des INS-1 Kontrollklons C17 (AID = 200.7). Diese
Befunde wurden durch Wiederholung der Experimente mit neuen Proteinproben partikularer

Membranfraktionen bestatigt.

® Dieses Experiment wurde wahrend der Analyse der 24 Einzelklone, die mit pEGFPC1-Gai3C4AS
stabil transfiziert worden waren, erzielt. Deshalb sind hier fur jeden stabilen Zellklon nur Einzelwerte
vorhanden. Die erzielte Repression soll anschlieBend in Experimenten, in denen neue Proteinproben
partikularer Membranfraktionen anaylisert werden, erneut Uberprift werden.
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Abbildung 3.19: Quantifizierung der Gai3-Repression von pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierten INS-1
Einzelzellklonen

Abbildung 3.19.a: Vergleich des Gehaltes der Gai3-Untereinheit in stabilen INS-1 Einzelzellklonen
Spur 1: pEGFPC1-C17 (EGFP negativer INS-1 Kontrollklon), Spur 2: stabil transfizierter pEGFPC1-
Gai3C4AS INS-1 Einzelzellklon C1, Spur 3: stabil transfizierter pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1
Einzelzellklon C7. Die mit pEGFPC1-Gai3C4AS stabil transfizierten Einzelzellklone weisen eine starke
Reduktion des Proteingehaltes der als Gai3 identifizierten Bande im Vergleich zum pEGFPC1-
transfizierten Kontrollklon C17 auf.
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Abbildung 3.19.b: Prozentuale Evaluation der AS-Proteinreduktion

Saule 1: pEGFPC1-tansfizierter, stabiler INS-1 Einzelzellklon C17 (Kontrolle), S&ule 2: pEGFPC1-
Gai3C4AS stabil transfizierter INS-1 Einzelzellklon C1, Saule 3: pEGFPC1-Gai3C4AS stabil
transfizierter INS-1 Einzelzellklon C7. Der Vergleich der beiden stabil transfizierten Einzelzellklone
PEGFPC1-Gai3C4AS Einzelzellklon C1 und C7 mit dem pEGFPC1- transfizierten INS-1 Einzelzellklon
C17 zeigte eine deutliche Reduktion des Proteingehaltes in den Spuren 2 und 3. Der Wert fir die AID
betrug fir den Kontrollklon C17 200.7, fur Klon C1 84.3 und fir Klon C7 25.4. Die Reduktion des
Proteingehaltes fur die Gai3-Untereinheit betrug beim Klon C1 58% und beim Klon C7 87%.
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3.6.3. Quantifizierung der Gai3-Proteinrepression im stabilen INS-1 Einzelzellklon C1

Nachdem eine starke Proteinrepression der Gai3-Untereinheit bei zwei der 24 G418-
selektionierten Klone nachgewiesen werden konnte, sollte dieser Befund mit neuen
Proteinproben partikularer Membranfraktionen wiederholt und so bestétigt werden. Zu
diesem Zweck wurde von einer spateren Zellpassage des pEGFPC1-C17 INS-1
Kontrollklons C17 sowie vom pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Klon C1 und dem pEGFPC1-
Gai3C4AS INS-1 Klon C7 erneut eine partikulare Membranfraktion auf die erfolgreiche
Repression hin analysiert. In Abbildung 3.20.a ist die Repression der Gai3-Untereinheit im

Einzelzellklon C1 im Westernblot deutlich erkennbar.
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Abbildung 3.20.: Quantifizierung der Gai3-Proteinrepression im pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1
Einzelzellklon C1

Abbildung 3.20.a: Analyse der Gai3-Repression des pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1
Einzelzellklons C1

Der stabil transfizierte, G418 resistente, pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Einzelzellklon C1
wurde mit dem pEGFPCL1- transfizierten INS-1 Kontrollklon C17 verglichen. Spur 1, 2, 5:
PEGFPC1- stabil transfizierter INS-1 Einzelzellkontrollklon C17, Spur 3, 4: pEGFPC1-
Gai3C4AS stabil transfizierter INS-1 Einzelzellklon C1. Spur 1-4 wurde mit dem
spezifischen gegen Gai3 gerichteten Antikorper inkubiert, Spur 5 wurde zur Kontrolle der
unspezifischen Bindung des Sekundarantikérpers ohne Primarantikérper inkubiert. Der
Proteingehalt der als Gai3 identifizierten Bande ist in in den Spuren 3 und 4 (pEGFPC1-
Gai3C4AS stabil transfizierter INS-1 Einzelzellklon C1) verglichen mit dem Proteingehalt in
Spur 1 und 2 (pEGFPC1-transfizierter Kontrollklon C17) deutlich reduziert.

Die Quantifizierung der Signale fur Gai3 (Abbildung 3.20.b, 3.20.c) zeigt erneut eine
Reduktion des Gai3-Proteingehaltes im pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Klon C1. Der
ermittelte AID-Wert fur Gai3 liegt in den Kontrollzellen (pEGFPC1- transfizierter INS-1
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Einzelzellklon C17) bei 147+ 7.1 (n=2) und fur den Antisense-transfizierten Klon C1
(PEGFPC1-Gai3C4AS transfizierter INS-1 Einzelzellklon C1) bei 135 + 35.9 (n = 2).

180
160 - w
140 {

100 +

80 1

60

40 -

Absolute, integrierte Differentialdichte

20 1

pEGFPC1- C17 pEGFPC1-
Gai3C4ASC1

Abbildung 3.20.b: Quantitative Evaluation der AS-Proteinreduktion

Saule 1 zeigt den Mittelwert der AID fur die als Gai3 identifizierte Bande im pEGFPC1- stabil
transfizierten INS-1 Einzelzellklon C17. Dieser liegt bei 147 + 7.1 (n = 2) und wird auf 100% normiert.
Saule 2 zeigt den Mittelwert der AID fur Gai3 im pEGFPC1-Gai3C4AS stabil transfizierten INS - 1
Einzelzellklon C1. Dieser liegt bei 135+35.9 (n=2) und entspricht 92%. Der Wert des
Proteingehaltes im pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierten INS-1 Einzelzellklon C1 weicht damit um 8%
von dem Proteingehalt des pEGFPC1-C17 transfizierten INS-1 Einzelzellklon C17 ab. Dies korreliert
mit der Reduktion des Gai3-Proteingehaltes im pEGFPC1-Gai3C4AS-INS-1 Einzelzellklon C1 in den
Spuren 3 und 4.

Beim Antisense-Klon pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Einzelzellklon C1 betragt der AID-Wert
fir Gai3 135 + 35.9 und entspricht damit 92% verglichen mit dem pEGFPC1- transfizierten
INS-1 Einzelzellklon C17 dessen AID-Wert bei 147 £ 7.1 liegt und als Kontrolle 100%
entspricht. Die Proteinreduktion lag hier mit 8% unter dem Wert, der wahrend der

Durchmusterung der 24 Einzelzellklone erzielt wurde.
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3.6.4. Quantifizierung der Gai3-Proteinrepression im stabilen INS-1 Einzelzellklon C7
Die erneute Analyse des pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Einzelzellkklons C7 zeigt eine
deutliche Reduktion des Gai3-Proteingehaltes im Westernblot verglichen mit dem
pPEGFPC1- INS-1 Kontrollklon C17 (Abbildung 3.21). Die Signale fir Gai3 in den Spuren 3
und 4 sind nur schwach vorhanden. Die quantitative Analyse ergibt fir Gai3 einen AID-
Wert von 118+255 (n=2) in den PpEGFPCl- transfizierten Kontrollzellen
(Einzelzellklon C17) und einen AID-Wert von 33 + 1.4 (n = 2) im Antisense transfizierten
INS-1 Einzelzellklon C7 (pEGFPC1-Gai3C4AS Einzelzellklon C7). Die Normierung der AID-

Werte zeigt eine Reduktion des Gai3-Gehaltes in Antisense transfizierten INS-1

Einzelzellklonen verglichen mit der Kontrolle um 71.2% auf 28.8%.
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Abbildung 3.21.: Quantifizierung des pEGFPC1-Gai3C4AS Einzelzellklons C7

Abbildung 3.21.a: Detektion der Antisense-induzierten Proteinreduktion der Gai3 Untereinheit

Spur 1, 2, 5: pEGFPC1-C17 stabil transfizierter INS1 Einzelzellkontrollklon C17, Spur 3, 4: pEGFPC1-
Gai3C4AS stabil transfizierter INS-1 Einzelzellklon C7. Spur 1 - 4 wurden mit dem spezifischen gegen
Gai3 gerichteten Antikérper inkubiert, Spur 5 wurde zur Kontrolle der unspezifischen Bindung des
Sekundarantikdrpers ohne den Primarantikdrper inkubiert. Die Gai3 identifizierten Banden zeigen eine
deutliche Reduktion der Proteinmenge in den Spuren 3 und 4 verglichen mit den pEGFPC1-
transfizierten Kontrollen in Spur 1 und 2.
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Abbildung 21b: Quantitative Evaluation der Antisense-Proteinreduktion

Saule 1 zeigt den Mittelwert der AID fur den Proteingehalt der Gai3-Untereinheit im pEGFPC1- stabil
transfizierten INS-1 Einzelzellklon C17. Er liegt bei 118 + 25.5 (n = 2). Saule 2 zeigt den Mittelwert der
AID fir die Gai3-Untereinheit im pEGFPC1-Gai3C4AS stabil transfizierten INS-1 Einzelzellklon C7. Er
betragt 33 £ 1.4 (n = 2). Es zeigt sich eine deutliche Differenz der AID-Mittelwerte im Vergleich zu den
PEGFPCL1- stabil transfizierten INS-1 Kontrollklon C17 und dem pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierten
INS-1 Einzelzellklon C7. Wird der Mittelwert der AID des pEGFPC1-C17 Kontrollklons C17 normiert
auf 100%, so entspricht der AID-Mittelwert fir Gai3C4AS-INS-1 Einzelzellklon C7 28,8%. Die
Reduktion des Gai3-Gehaltes betragt 71.2%. Die hohe Standardabweichung fur den Kontrollklon C17
erklart sich aus der Schwankung beim Proteinauftrag. Trotz dieser hohen Standardabweichung ist die
Reduktion des Proteingehaltes im pEGFPC1- Gai3C4AS INS-1 Einzelzellklon C7 deutlich.

Nach der Quantifizierung der stabilen Klone Gai3C4AS-INS-1 Klon C1 und Gai3C4AS-INS-1

Klon 7 wurde Klon 7 mit der starkeren Repression fur weitere Experimente ausgewahilt.
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3.6.5. Insulinsekretion in Gai3-Antisense-transfizierten INS-1 Einzelzellklonen

Nach Quantifizierung der Gai3-Repression in den beiden Einzelzellklonen pEGFPC1-Gai3C4
INS-1 Einzelzellklon C1 und C7 wurde der Effekt der Repression auf die Insulinsekretion
analysiert (5. Anhang, 5.1. Fremdexperimente, 5.1.2.: Insulinsekretionsstudien stabil
transfizierter INS-1 Zellen). Die Insulinsekretion im pEGFPC1- Kontrollzellklon C17 wurde mit
der Insulinsekretion in den Einzelzellklonen pEGFPC1-Gai3C4 INS-1 Einzelzellklon C1 und
PEGFPC1-Gai3C4 INS-1 Einzelzellklon C7 verglichen.

Nach einer basalen Stimulation der Einzelzellklone mit 0.5 mmol/l Glukose wurde durch die
Gabe einer hohen Glukosekonzentration von 16.7mmol/l und durch die zusétzliche Gabe von
S5umol/l  Forskolin die Insulinsekretion stimuliert: Der Agonist Forskolin aktiviert die
Adenylatzyklase, wodurch der intrazellulare cAMP-Spiegel erhéht wird. Uber die Aktivierung
der cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA) wird so die Insulinsekretion angeregt.
AnschlieRend wird die Stimulation der Insulinsekretion durch die Zugabe von 1 pmol/l
Adrenalin inhibiert: Adrenalin bindet an den a-adrenergen Rezeptor und aktiviert diesen.
Durch die Interaktion des o-adrenergen Rezeptors mit der inhibitorischen a-Untereinheit
eines heterotrimeren G-Proteins wird die Aktivitdt der Adenylatzyklase gesenkt, und durch
die Reduktion der intrazellularen cAMP-Konzentration wird die Insulinsekretion inhibiert.

Die a-adrenerge Inhibition der Insulinsekretion in B-Zellen wird (ber PTX-sensitive,
inhibitorische G-Proteine vermittelt.

Stimmt die Annahme, dass Gai3 die Adenylatzyklase und damit verbunden die
Insulinsekretion Uber die Reduktion der intrazellularen cAMP-Konzentration inhibiert, so wére
bei erfolgreicher Repression der G-Protein a-Untereinheiten zu erwarten gewesen, dass
durch die Gabe des Adrenalins die G-Protein a-Untereinheit vermittelte Inhibition der
Insulinsekretion aufgehoben worden ware.

Die Insulinsekretion im pEGFPC1- Kontrollzellklon C17 zeigt dasselbe Verhalten wie die
Insulinsekretion in den beiden Einzelzellklonen pEGFPC1-Gai3C4 INS-1 Einzelzellklon C1
und C7. Durch die Gabe der 0.5 mmol/l Glukose wird eine basale Stimulation der
Insulinsekretion erreicht, die Gabe von 16.7 mmol/l Glukose und 5 pmol/l Forskolin fiihrt zu
einer starken Stimulation der Insulinsekretion. Unter der Stimulation durch Glukose und
Forskolin entspricht die Menge an freigesetztem Insulin ungefahr der sechsfachen Menge
des unter basaler Stimulation freigesetzten Insulins. Bei der Applikation von 1 pmol/l
Adrenalin wird in den Kontrollzellen wie in den Antisense-transfizierten Zellen die
Insulinsekretion gehemmit.

In den zwei voneinander unabhangig erhaltenen stabil transfizierten INS-1 Einzelzellklonen
PEGFPC1-Gai3C4AS Einzelzellklon C1 und C7 konnte trotz der Repression der Gai3-
Untereinheit keine Veranderung der Adrenalin-Sensitivitdt der Glukose-stimulierten

Insulinsekretion gemessen werden.
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3.6.6. Weitere Analysen
3.6.6.1. Analyse der Spezifitat der Gai3-Repression in pPEGFPC1-Gai3C4AS-INS-1 Klon
C7 und Analyse der Gao-Repression in pEGFPC1-GaoC5AS INS-1 Klon C17
Anhand der Expression der strukturell verwandten Gao-Untereinheit soll untersucht
werden, ob der Antisense-Effekt des stabil expremierten Gai3-Antisense-Fragements
spezifisch ist oder ob es zu einer gleichzeitigen, unerwinschten Repression des Gao
kommt.
AulRerdem soll analysiert werden, ob es durch die Repression der Gai3-Untereinheit in dem
PEGFPC1-Gai3C4AS-INS-1 Einzelzellklon C7 mdglicherweise zu einer kompensatorischen
Uberexpression der Gao-Untereinheit kommt. Zusétzlich wird ein INS-1 Klon (pEGFPC1-
GaoC5AS INS-1 Klon C17), dessen Gao-Untereinheit reprimiert wurde, quantifiziert. Der
Einzelzellklon pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Klon C7 wird mit einem spezifisch gegen Gao-
Untereinheiten gerichteten Antikorper analysiert. Die Analyse der Proteinproben zeigt eine
geringe Reduktion des G-Proteingehaltes von Goo im stabil transfizierten pEGFPCI1-
GaoC5AS INS-1 Klon C17 und keine sichtbare Reduktion des Gao im bereits analysierten
pPEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Klon C7.
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Abbildung 3.22.: Quantifizierung des Gao-Gehaltes in transfizierten INS-1 Einzelzellklonen
Abbildung 3.22.a: Detektion der Antisense-induzierten Proteinreduktion der Gao-Untereinheit

Spur 1: pEGFPC1-INS-1 Einzelzellklon C17, Spur2: pEGFPC1-GaoC5AS Einzelzellklon C17,
Spur 3: pEGFPC1-Gai3C4AS Einzelzellklon C7. Die Spuren wurden mit dem gegen die Goo-
Untereinheit gerichteten Antikdrper inkubiert. Der Einzelzellklon pEGFPC1-GaoC5ASC17 zeigt nur
eine schwache Reduktion des Gao-Proteingehaltes. Die Proteinmenge der Gao-Untereinheit scheint
auch bei dem pEGFPC1-Gai3C4AS Einzelzellklon C7 nicht oder nur schwach reduziert zu sein.
Dies spricht fur eine spezifische Antisense-induzierte Proteinrepression der Gai3-Untereinheit im
stabilen pEGFPC1-Gai3C4AS Einzelzellklon C7. Ein weiterer Befund ist, dass es zu keiner
verstarkten Expression der Gao-Untereinheit im pEGFPC1-Gai3C4AS Einzelzellklon C7 kommt, d.h.
dass die Reduktion des Proteingehaltes der Gai3-Untereinheit zu keiner Kompensation durch eine
verstarkte Expression der Gao-Untereinheit fiihrt.
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Die Quantifizierung der Proteinsignale fir Gao ergibt einen AID-Wert von 114 fir den
PEGFPC1- transfizierten INS-1 Einzelzellkontrollklon C17. Der Wert fiur den pEGFPC1-
GaoC5AS transfizierten INS-1 Einzelzellklon C17 liegt bei 89 und ist um 22% auf einen
Gao-Proteingehalt von 78% reduziert. Die Reduktion der Gao-Untereinheit ist bei dem
PEGFPC1-GaoC5AS transfizierten INS-1 Einzelzellklon C17 mit 22% eher schwach.

Die Uberprifung des Goo-Gehaltes im pEGFPC1-Gai3C4AS transfizierten INS-1
Einzelzellklon C7 ergibt einen AID-Wert von 108 und ist um 5% geringfiigig auf 95%
reduziert. Eine kompensatorische Uberexpression der Goo-Untereinheit konnte im
PEGFPC1-Gai3C4AS transfizierten INS-1 Einzelzellklon C7 ebensowenig nachgewiesen

werden wie eine unspezifische Repression der Gao-Untereinheit.
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Abbildung 3.22.b: Prozentuale Evaluation der Antisense-Proteinreduktion

Saule 1: Stabil transfizierter pEGFPC1- INS-1 Einzelzellklon C17, Saule 2: Stabil transfizierter
pPEGFPC1-GaoC5AS INS-1 Einzelzellklon C17, Séule 3: Stabil transfizierter pEGFPC1-Gai3C4ASC7
INS-1 Einzelzellklon. Der Vergleich zwischen dem Kontrollklon pEGFPC1-C17 und dem pEGFPC1-
GooC5ASC17 Klon zeigt eine nur geringe Reduktion der Proteinmenge, der Wert fir die DID zeigt mit
78% im Vergleich zum Kontrollklon eine um 22% verrringerte Proteinmenge. Die durch das Antisense-
Fragment hervorgerufene Reduktion der Proteintranslation ist sehr gering. Der Vergleich zwischen
dem pEGFPC1- Einzelzellklon C17 und dem pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Einzelzellklon C7 zeigt
keine Reduktion der Goo Untereinheit, es kann somit bei der Reduktion der Gai3 Untereinheit in
diesem Klon von einem spezifischen Effekt gesprochen werden. Gleichzeitig ist zu beobachten, dass
es bei Reduktion der Proteinmenge fur Gai3 zu keiner kompensatorisch verstarkten Proteinexpression
der Goo-Untereinheit in dem Einzelzellklon pEGFPC1-Gai3C4AS INS-1 Einzelzellklon C7 kommt. Der

Nachweis einer kompensatorisch verstarkten Expression der Gail- und Gai2-Untereinheit wurde mit
diesem Klon nicht durchgefihrt.
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3.7. Analyse der Proteinphosphorylierung in stimulierten INS-1-Zellen

Der Fokus dieser Untersuchung lag auf der Proteinphosphatase 2B, dem Calcineurin und auf
den als SNARE bezeichneten Proteinen, die am Mechanismus der Vesikelfusion in
Neuronen beteiligt. Es wird vermutet, dass die SNARE-Proteine an der Insulinfreisetzung in
B-Zellen beteiligt sind. INS-1 Zellen sollten nach Stimulation mit verschiedenen Substanzen,
die einen modulatorischen Effekt auf die Insulinsekretion haben, auf veranderte Reaktionen
der Proteinphosphorylierung an Phosphoserin- und Phosphothreoninseitenresten untersucht
werden (vgl.: 2.1.4. Stimulation von INS-1 Zellen zur Analyse der Calcineurin-
phosphorylierung). Der Schwerpunkt der Untersuchung lag dabei auf einer méglichen
Veréanderung der Phosphorylierung bzw. der Dephosphorylierung des Calcineurins.

Proteine wurden nach Stimulation der INS-1-Zellen als Gesamtzellhomogenate Uber die
SDS-PAGE und das Westernblotting auf Nitrozellulosemembranen transferiert. Bevor jedoch
mit der Analyse des Phosphorylierungsmusters von Calcineurin oder den Proteinen des
SNARE-Komplexes begonnen werden konnte, sollte eine Etablierung der gegen
Phosphoserin- bzw. Phosphothreoninreste gerichteten Antikdrper im Westernblot
durchgefuhrt werden. Zu diesem Zweck wurden die stimulierten INS-1 Proteinproben mit
zwei verschiedenen Antikorpern behandelt und das Proteinphosphorylierungsmuster auf
Ahnlichkeiten untersucht. Der zuerst verwendete Antikérper 1C8 der Firma Biomol lieferte im
Vergleich zum spéater verwendeten C4A3 ein sehr viel schwacheres Phosphorylierungs-
muster (nicht gezeigt) und wurde nicht weiter verwendet.

Abbildung 3.23 zeigt verschiedene Proteinproben stimulierter INS-1 Zellen die mit dem
gegen Phosphoserin-/Phosphothreoninreste gerichteten Antikdrper Klon C4A3 inkubiert
wurden. Nach basaler Stimulation der INS-1 Zellen durch Applikation einer 0.5 mM
Glukoselosung erfolgte die Gabe einer 16.7 mM Glukoseldsung, die 5 pmol/l Forskolin und
100 umol/l Tolbutamid enthielt (Forskolin aktiviert die Adenylatzyklase und stimuliert Uber die
Aktivierung der PKA die Insulinsekretion. Tolbutamid bindet an den Sulfonylharnstoffrezeptor
und schliet den mit diesem assoziierten ATP-abhangigen Kaliumkanal. Die daraus
resultierende Depolarisation der Membran 6ffnet spannungsabhéangige CaZ2*-lonenkanale,
die wiederum durch den Ca2*-Einstrom die Insulinsekretion stimulieren. Das
Typ lI-Pyrethroid Deltamethrin inhibiert die Proteinphosphatase Calcineurin). Gleichzeitig
wurden Kontrollexperimente mit EGTA und Deltamethrin unter Kontrollbedingungen
durchgefihrt, um die Effekte unspezifischer von denen spezifischer Stimulation abgrenzen
zu konnen. Zur Etablierung des Antikdrpers C4A3 gegen Phosphoserin- bzw.
Phosphothreoninreste wurde der Antikérper zuerst mit unstimulierten INS-1 Zellen getestet.
Nach Etablierung der Phosphoserin-/Phosphothreoninantikdrper im Westernblot sollte dann
die Anaylse des Proteinphosphorylierungsmusters von Calcineurin und den den SNARE-

Komplex bildenden Proteinen durchgefihrt werden. Es ergaben sich jedoch bereits zu
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Beginn der Experimente trotz stringenter Einhaltung der Protokolle Schwierigkeiten durch
schwankende bzw. sich stéandig &ndernde Proteinphosphorylierungsmuster der INS-1 Zellen.
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Abbildung 3.23: Analyse der Proteinphosphorylierung in INS-1 Zellen

INS-1 Zellen wurden nach Stimulation auf ein verandertes Proteinphosphorylierungsmuster
untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Glukose (16.7 mM), Forskolin (5 pmol/l) und Tolbutamid
(100umol/l) stimuliert und das Proteinphosphorylierungsmuster im quantitativen Vergleich gegen
Kontrollzellen (INS-1Zellen, die mit 0.5 mM Glukose und 0.1% DMSO inkubiert wurden) im
Westernblot analysiert. Zur Analyse unspezifischer Effekte wurden Kontrollzellen zusétzlich mit dem
Kalziumchelator EGTA und mit Kontrolllésung, die Deltamthrin (0.1 uM) enthielt, inkubiert. Die
guantitativen Westernblots wurden mit dem Antikdrper C4A3, der phosphorylierte Serin- bzw.
Threoninseitenreste erkennt, inkubiert (Die Verdinnung des 1. Antikérpers betrug 1:5.000 (Klon
C4A3, Biomol), die Verdinnung des zweiten Antikdrpers lag bei 1:10.000 (HRP gekoppelter IGM p
chain specific, Sigma)). Der quantitative Vergleich der Proben zeigt geringe Veranderungen des
Proteinsignals in der linken Abbildung. Da sich allerdings das Phosphorylierungsmuster der Proteine
selbst trotz stringenter Einhaltung der angewendeten Protokolle nicht reproduzieren liel3, wurde dieser
Ansatz nicht weiter verfolgt.

Im Vergleich sieht man im rechten Teil der Abbildung Proteinproben stimulierter INS-1 Zellen, bei
denen die Stimulationsdauer verlangert wurde. Trotz der verlangerten Stimulation wére jedoch ein
vergleichbares Muster phosphorylierter Proteine zu erwarten gewesen. Die Signale der an Serin- und
Threoninseitenresten phosphorylierten Proteine 1aRt sich jedoch in keiner Weise zur
Ubereinstimmung bringen. K: Kontrolle , GFT: Glukose+Forskolin+Tolbutamid, DM: Deltamethrin

Trotzdem wurde versucht, INS-1 Zellen auf ein veréndertes Proteinphosphorylierungsmuster
der Proteinphosphorylierung an Serin- und Threoninseitenresten zu untersuchen. Da die
Proben der stimulierten INS-1 Zellen selbst bei Verwendung der gleichen Proteinproben und
bei stringenter Anwendung der Protokolle jedoch sténdig sich  &ndernde
Proteinphosphorylierungsmuster zeigten, wurde dieser Ansatz der Phosphorylierungsstudien

bereits im Frihstadium abgebrochen und verworfen.
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4. Diskussion

4.1. Planung der spezifischen und selektiven Proteinrepression unter
Verwendung der Antisense-Technik
4.1.1.Die Antisense Technik als Methode zur funktionellen Proteinanalyse
Die Antisense-Technologie, die aus der Entwicklung gentherapeutischer Anséatze (132, 133) zur
Bekampfung aberranter Proteine entstanden ist, wird mittlerweile verwendet, um durch das
Ausschalten spezifischer Proteine deren physiologische Funktion in der Zelle zu analysieren.
Als Antisense-Strang bezeichnet man dabei einen einer mRNA eines Proteins
komplementaren RNA- oder DNA-Strang, der bei Hybridisierung mit seinem
Komplementéarstrang zur Repression des Proteins fiihrt. Abschnitte des komplementaren
Antisense-DNA-Stranges kdnnen in Form von Antisense-Oligonukleotiden oder vektorieller
DNA von aul3en den Zellen zugesetzt werden und dann eine transiente (vortibergehende)
Repression des Zielproteins bewirken (134, 135, 136, 137, 138, 139) Dije Etablierung stabiler
Zelllinien, in denen die Antisense-DNA permanent in das Genom integriert wird, ist jedoch
nur mit vektoriell eingebrachter DNA mdglich, da selbst Phosphorothioat-modifizierte
Antisense-Oligonukleotide nicht in das zellulare Genom integriert und nach kurzer Zeit in der
Zelle abgebaut werden (140), Bei vektorieller Einbringung wird die der mRNA des Zielproteins
komplementare DNA in umgekehrter Orientierung (Antisense-Orientierung) downstream
eines starken Promotors kloniert. Dabei werden entweder Teile des Gens oder das gesamte
Gen als ,Flipped Gene* in Antisense-Orientierung in den Vektor kloniert (Abbildung 5.1.).
Die Supression der Genexpression kann entweder auf der Ebene des Genoms, d.h. bei der
Transkription, oder auf der Ebene der Proteinexpression, d.h. auf der Ebene der mRNA bzw.
bei der Translation, erfolgen. Die Genexpression eines bestimmten Gens kann durch die
sogenannte Triplexbildung — die Addition eine dritten Stranges in die groRe Furche der DNA-
Doppelhelix — erfolgen, wodurch die Transkription von Genabschnitten verhindert werden
kann (141, 142, 143)
Auf der Ebene der Translation kann die Proteinrepression erfolgen, indem die Zellen
entweder mit Phosphorothioat-modifizierten Antisense-Oligonukleotiden (144, 136) oder mit
Vektoren, die eine der mRNA des Zielproteins komplementare Sequenz enthalten,
transfiziert werden (Abbildung 5.1.) (45, 146)  Antisense-Oligonukleotide hybridisieren nach
Aufnahme in die Zelle mit der komplementaren Sequenz des Zielproteins, destabilisieren die
MRNA durch die Bildung von DNA/mMRNA-Hybridmolekilen und verhindern die Translation
durch die Blockierung des Ribosoms (147), Die ubiquitar existierende Ribonuklease H (RNAse
H) greift dann die doppelstrangigen DNA/mMRNA-Hybridmolekile an und baut den mRNA-

Anteil ab (148),
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Abbildung 4.1.: Mechanismus der Wirkungsweise von Antisense-DNA

Bei Ablesung des Target-Gens kommt es nach Anheftung des Ribosoms an die Kozak-Sequenz der
mMRNA zur Proteintranslation. Antisense-Sequenzen werden hergestellt, indem die Sequenz des
.Target-Gens" in umgekehrter oder invertierter 5-3"- Orientierung downstream eines Promotors
kloniert werden. Bei Ablesung dieser invertierten Gensequenz (,Flipped Gene") wird der zur Sequenz
des Target-Gens komplementére Strang synthetisiert. Dieser komplementare Antisense-mRNA-Strang
bindet spezifisch an den mMRNA-Strang des Traget-Gens und verhindert so durch die
Doppelstrangigkeit tber die Blockierung des Ribosoms die Ablesung und damit die Proteintranslation
bzw. dessen Synthese. Antisense-Molekile kénnen auch in Form kurzer, modifizierter Antisense-
Oligonukleotide (Antisense-Oligos) dem Medium zugesetzt werden. Sie werden dann Uber
Endozytose (bzw. Pinozytose) von den Zellen aufgenommen, hybridisieren mit der mRNA des Target-
Gens und inhibieren ebenfalls Uber die Blockierung des Ribosoms die Proteinsynthese. Eine weitere
Moglichkeit der Antisense-Applikation ist die der Mikroinjektion, der direkten Injektion synthestischer
Antisense-RNA in die Zelle (nach Izant 1989, modifiziert)(149),

Ein zusatzlicher Mechanismus, der bei der Verwendung modifizierter Antisense-Oligonukleotide eine
entscheidende Rolle spielt, ist die Wirkung der RNAse H, einem Enzym, welches intrazellul&r ubiquitér
existiert, den RNA-Anteil doppelstrangiger DNA/mRNA-Hybridmolekile angreift und diesen degradiert
(nicht dargestellt).

Nach der Degradation des mRNA-Anteils liegt das Antisense-Oligonukleotid in
urspriinglicher, einstrangiger Form vor und kann erneut mit einem mMRNA-Strang
hybridisieren. Der Nachteil der Antisense-Oligonukleotide liegt darin, dass mit diesen keine

stabil transfizierten Zellinien etabliert werden kdnnen und sie, trotz Stabilisierung durch
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Phosphorothioat-Modifikationen der Oligonukleotide, nach kurzer Zeit durch Exo- bzw.
Endonukleasen angegriffen und abgebaut werden.

Bei der Verwendung vektoriell eingebrachter Antisense-DNA-Fragmente liegt der Vortell
darin, dass durch eine Kopplung an Reportergene und Antibiotikaresistenzen sowohl eine
transiente als auch eine stabile Transfektion der Zellen mit Antisense-DNA erreicht werden
kann. Vektoren als Trager fur die Antisense-DNA-Fragmente werden in die Zellen
eingeschleust und von diesen zufallsbedingt in das Genom integriert. Je nach Ort der
Insertion erfolgt eine starkere oder schwachere Expression des Antisense-DNA-Fragmentes.
Durch die Uberexpression der Antisense-mRNA wird die Prozessierung und Stabilitat der
Ziel-mRNA verringert. Die exprimierten  Antisense-mRNA-Strange  verhindern  die
Proteintranslation des Zielmolekils dann durch die Blockierung des Ribosoms, der zellulare
Gehalt des bereits exprimierten Proteins wird durch den metabolischen Abbau reduziert (150),
Die Expression des Antisense-DNA-Fragmentes kénnte dann z.B. durch die Koppelung an
ein Reportergen, wie z.B. das Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) Uber die
Fluoreszenz nachgewiesen werden. Eine weitere Koppelung des Antisense-DNA-
Fragmentes an eine Antibiotikaresistenz wie z.B. G418 wirde dann eine Selektion der
transfizierten Zellen mittels Antibiotika-Applikation ermdglichen. Sowohl in der Vielzahl der
Kopplungsmdglichkeiten als auch in der gleichzeitigen Durchfiihrung sowohl transienter als
auch stabiler Antisense-Transfektionen liegt der gro3e Vorteil der Anwendung und
Einbringung Vektor-gekoppelter Antisense-DNA (151, 152),

Die Analyse und Auswertung Antisense-transfizierter Zellen kann sowohl bei der
Verwendung von Antisense-Oligonukleotiden als auch bei der Verwendung von Vektoren als
Tragern durch elektrophysiologische Messungen und durch proteinbiochemische Analysen
(SDS-PAGE/Westernblot) erfolgen. Eine Koppelung der Antisense-DNA-Fragmente an
verschiedene andere Komponenten (Antibiotikaresistenzen, Reportergene) und die paralelle
Durchfihrung transienter und stabiler Antisense-Transfektionen ist jedoch nur bei der

Verwendung von Vektoren maoglich.

4.1.2.Wahl des Antisense-Ansatzes

Bei Anwendung der Antisense-Technik ist sowohl die Wahl der Antisense-Methode als auch
die Wahl der Antisense-Fragmente fur die erfolgreiche Repression des gewahlten
Targetproteins von entscheidender Bedeutung. Neben der Spezifitit der gewahlten
Antisense-Sequenz ist auch die Stabilitat der Antisense-Fragmente sowie die Bildung
moglicher Antisense-Sekundarstrukturen zu bertcksichtigen. Ebenso ist der Mechanismus
der Aufnahme des Antisense-Fragments in die Zelle und die anschlielende Hybridisierung
mit der mRNA des Proteins, welches reprimiert werden soll, von entscheidender Bedeutung
fur eine erfolgreiche Repression.

Der Antisense Ansatz fur die Durchfiihrung der Experimente sollte so gewahlt werden, dass
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sowohl stabile als auch transiente Transfektionen moglich sind, eine spezifische Repression
eines Proteins selektiv erreicht werden kann und elektrophysiologische, proteinbiochemische
Analysen und Insulin-Sekretionsstudien durchgefihrt werden konnen. Diese Kiriterien
erforderten eine Koppelung der gewahlten Antisense-DNA an ein Reportergen zur
Visualisierung Uber die Fluoreszenz der transfizierten Zellen (53), Ebenso war eine
Koppelung der Antisense-DNA an eine Antibiotikaresistenz zur Selektion stabil transifizierter
Zellen notwendig. Durch die Koppelung wirde eine doppelte Selektionsmaoglichkeit positiver
Klone zum einen uber die Fluoreszenz (nach 1-2 Tagen) und zum anderen uber die
Selektion mittels Antibiotika (Geneticin) geschaffen werden. Aufgrund dieser Anforderungen
schied die Verwendung von Antisense-Oligonukleotiden aus.

Zur Durchfuhrung der Antisense-Experimente wurde der Vektor pEGFP (Clontech,
Heidelberg) verwendet. Dieser enthalt ein fur das EGFP-Protein kodierendes Gen und die
Antibiotikaresistenzen fur Kanamycin und Geneticin. Die Antisense-Fragmente sollten
downstream in die MCS des EGFP-Gens ligiert, bei Expression zu einer — aus EGFP und
Antisense-Sequenz  bestehenden - Fusions-mRNA und bei Translation zu einem
fluoreszierenden EGFP-Antisense-Fusionsprotein flihren. Durch diesen Ansatz sind sowohl
transiente als auch stabile Transfektionen durchfiihrbar, die Fluoreszenz dient als Marker fur
die Expression der EGFP-Antisense-mRNA und die transfizierten Zellen kénnen Uber das

Antibiotikum Geneticin als stabile Zellklone selektioniert werden.

4.1.3.Wahl der Antisense-Sequenzen

Die Wahl der Antisense-Sequenzen sollte so getroffen werden, dass eine moglichst effiziente
Repression des Proteins erzielt wird. Daher wird bei der Durchfiihrung von Antisense-
Experimenten im allgemeinen der Bereich um das Startkodon und die umgebende Region
zur Repression des Proteins gewahlt. Da bei der Hybridisierung des Antisense-Stranges mit
der mRNA des Proteins sowohl die partielle Proteintranslation als auch das Ribosom selber
blockiert wird, wirde diese Antisense-Sequenz die effektivste Repression des Proteins
bewirken.

Wird bei der Applikation von Antisense-Oligonukleotiden nur ein kurzes Phosphorothioat-
modifiziertes Fragment von bis zu 30 Basenpaaren verwendet, so ist man mittlerweile dazu
Ubergegangen, bei der vektoriellen Einbringung neben kirzeren Antisense-Fragmenten das
gesamte Gen in Antisense-Orientierung (,Flipped Gene") fur die Proteinrepression zu
verwenden. Die Verwendung kirzerer Antisense-Fragmente hat den Vorteil, dass die
Mdglichkeit der Bildung von Sekundéarstrukturen reduziert wird. Bei Verwendung langerer

Antisense-Sequenzen ist die Repression des Proteins im allgemeinen effektiver.
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4.1.4.Analyse der DNA/RNA Sekundarstrukturen

DNA wie RNA-Strukturen kdonnen bei intramolekularen Seugenzhomologien sogenannte
Haarnadel- (Hairpin) oder Schleifenstrukturen (Loop) ausbilden (54, Ebenso kann es zur
Dimerisierung, einer Zusammenlagerung zweier DNA/RNA-Strédnge, kommen. All diese
Probleme sind auch beim Entwurf von Primern fur die PCR bekannt. Die Moglichkeit der
Ausbildung solcher Sekundarstrukturen steigt mit der Lange der verwendeten Antisense-
Sequenzen. Um die Ausbildung von Sekundarstrukturen zu minimieren, werden deshalb

kirzere DNA-Fragmente fir die Durchfiihrung der Antisense-Experimente verwendet.

4.1.5.Antisense induzierte G-Protein-Repression

Um die physiologische Bedeutung der G-Proteine bei verschiedenen Signaltransduktions-
kaskaden, die in der INS-1 Zelle die Insulinsekretion regulieren, zu untersuchen, wurde die
Expression der verschiedenen G-Protein a-Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3 und Goo
inhibiert. Durch den gewdahlten Antisense-Ansatz sollten sowohl transiente Transfektionen
als auch die Etablierung einer stabil transfizierten Zellinie ermdglicht werden. Auf3erdem
sollte innerhalb eines Zeitraumes von 48 - 72 Stunden eine Identifizierung und eine
Unterscheidung von transfizierten und nicht transfizierten Zellen durch das entwickelte
Konstrukt ermdglicht werden. Dies wurde durch die Verwendung eines, ein Reportergen
enthaltenden Vektors (pEGFPC1) ermdglicht. Zusatzlich sollte das Verhaltnis von spezifisch
bindender Antisense-mRNA zu einem unspezifisch bindenden Anteil mdglichst gering
gehalten werden. Eine weitere Anforderung war, dass uber die Antibiotikaresistenzen, die im
Vektor integriert waren, eine Selektion nach bakterieller Transfektion sowie die Selektion
stabil transfizierter INS-1 Einzelzellklone erméglicht werden sollte. Zur Durchfiihrung der
Antisense-Experimente wird der Vektor pEGFPC1 ausgewahlt, der neben dem Reprotergen
EGFP das Gen fur die Kanamycinresistenz fir bakterielle Transformation und das Gen fur
die Genecitinresistenz fur die Transfektion der Insulinomazellinie INS-1 beinhaltet. Die
Durchfiihrung der Antisense-Experimente erfordert zuerst den Nachweis der Expression der

verschiedenen Ga-Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3 und Gaoo in INS-1 Zellen.

4.2. Nachweis der G-Proteine in INS-1 Zellen

Bevor die Antisense-Repression zur funktionellen Analyse der G-Proteine in INS-1 Zellen
durchgefihrt wird, erfolgt der Nachweis der PTX-sensitiven G-Protein a-Untereinheiten auf
der Translationsebene mit Hilfe spezifischer Antikbrper im Westernblot und in

immuncytochemischen Préparationen.

4.2.1. Nachweis im Westernblot
Uber die Expression der PTX-sensitiven G-Protein a-Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3 und
Gao in INS-1 Zellen sind keine Untersuchungen bekannt.
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Die Analyse partikularer Membranfraktionen von INS-1 Zellen mit Hilfe spezifischer
Antikorper lieferte eindeutige Signale fir zwei der vier G-Protein a-Untereinheiten. Gai3 und
Gao konnen sowohl mit Antikdrpern der Firma Biomol als auch mit Antikdrpern der Firma
SCBT auf dem Westernblot im erwarteten Molekulargewichtsbereich von 39 —42 kD
eindeutig nachgewiesen werden. Gail und Gai2 ergaben nur ein schwaches Signal oder
sind gar nicht nachweisbar. Es ist denkbar, dass es sich bei den sehr schwach
detektierbaren Proteinsignalen fur Gail und Gai2 um mdgliche Kreuzreaktionen der gegen
Gail und Gai2 gerichteten Antikbrpern mit den stark exprimierten Untereinheiten Gai3 und
Gao handelt. In Anbetracht der starken Sequenzhomologien der vier Untereinheiten ist eine
Kreuzreaktion der Antikérper durchaus denkbar. Der eindeutige Nachweis flir die Expression
der Gail- und Gai2-Untereinheiten ist aufgrund der starken Sequenzhomologie nur tber die
Durchfihrung einer Aminosauresequenzierung (Dansyl-Edmann-Abbau) nach Isolation des
Proteins aus SDS-PAGE-Gelen mdglich.

Der Nachweis der G-Protein a-Untereinheiten Gai3 und Gao in INS-1 Zellen deckt sich somit

mit der Expression dieser Untereinheiten in pankreatischen B-Zellen (39. 48,37, 49),

4.2.2. Nachweis mittels der Immuncytochemie

Immuncytochemisch préparierte und fixierte INS-1 Zellen, die mit den spezifischen G-
Protein-Antikdrpern (SCBT) behandelt wurden, belegen Uber die Fluoreszenz des Cy3-
gekoppelten Sekundarantikorpers die starke Expression der Gai3- und Gao-Untereinheit.

Die Behandlung der INS-1 Zellen mit Gail fuhrte zu einer schwach roten Fluoreszenz, die
auf eine schwache Expression oder aber eine mogliche Kreuzreaktion des Gail-Antikorpers
mit Gai3 oder Goo hinweist. Der Nachweis der Expression der Gail-Untereinheit ist in
immuncytochemischen Praparaten nicht eindeutig. Gai2 konnte auch in den
immuncytochemischen Préaparaten nicht nachgewiesen werden.

Die starke Expression der G-Protein a-Untereinheiten Gai3 und Goo ist somit sowohl in
Westernblot-Analysen sowie in der Immunyctochmie nachgewiesen. Eindeutige Nachweise
fur die Expression von Gail und Gai2 konnten nicht erbracht werden.

Die Expression der G-Protein a—Untereinheiten entspricht den in der Literatur gemachten
Angaben Uber die Expression der Ga-Untereinheiten in 3-Zellen (39. 48,37, 49),

Da weitere Methoden (Co-Immunoprazipitation) in Kombination mit der Verwendung anderer
Antikdrper zum Nachweis von Gail und Gai2 in INS-1 Zellen angewendet werden sollten,
wurden diese beiden Untereinheiten in alle weiteren Experimente mit einbezogen. Die
Antisense-Repression der G-Proteine wurde mit allen vier G-Protein-Untereinheiten

durchgefihrt.
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4.3. Repression der G-Proteine zur funktionellen Analyse

4.3.1. Repression der G-Proteine: Wahl des Antisense—-Ansatzes

Mit den Antisense-Konstrukten sollten sowohl transiente als auch stabile Transfektionen der
INS-1 Zellen durchgefuihrt werden.

Nachdem die Antisense-Sequenzen nach Analyse der Sequenzhomologien der PTX-
sensitiven  G-Proteine gewéhlt worden waren, wurden diese auf mdgliche
Sekundarstrukturen untersucht (154). Die cDNA-Fragmente sollten nach Synthese mittels der
PCR in Sense- und Antisense-Orientierung in einen Mammalia-Expressionsvektor kloniert
werden (151, 152)  AnschlieBend sollten INS-1 Zellen mit diesen Antisense-Konstrukten
transfiziert werden. Zu diesem Zweck sollten die PCR-Produkte, nach Subklonierung in den
pCR2.1TOPO-Vektor, zur leichteren Identifizierung der transfizierten INS-1 Zellen
downstream eines Reportergens (EGFP) kloniert werden (153),

Fur diesen Ansatz kamen zwei Vektoren in Frage: Der bicistronische Vektor pIRES-EGFP
und der Vektor pEGFPC1. Im pIRES-Vektor befindet sich upstream des EGFP-Gens eine
sogenannte IRES-Sequenz (Intra Ribosomal Entry Site), eine intraribosomale Anheftungs-
stelle an der sich das Ribosom anheften und die Ablesung des nachfolgenden EGFP-Gens
einleiten kann. Gleichzeitig trennt die IRES-Sequenz das EGFP-Gen von der MCS und
ermdglicht bei Synthese eines mMRNA-Stranges mit 2 Genen die unabhangige Ablesung bzw.
Translation zweier verschiedener Gene (des EGFP-Gens und eines einklonierten Gens,
welches untersucht werden soll). Fir Antisense-Ansatze eignete sich dieser Vektor jedoch
aus verschiedenen Grinden nicht: Die Koppelung an ein Reportergen (EGFP) war
beabsichtigt. Die Klonierung der PCR-Produkte in Antisense-Orientierung in die MCS des
pIRES-Vektors hatte jedoch zu einer unerwinschten Ablesung bzw. Translation der
Antisense-Fragmente gefuhrt. Ein weiterer Nachteil bei Verwendung des Vektors wére die
sehr lange mMRNA gewesen, bestehend aus der mMRNA des EGFP-Gens mit einer Lange von
761 Basenpaaren, der IRES-Sequenz mit einer Lange von 585 Basenpaaren und der
gewahlten Antisense-DNA. Die L&nge der fir die Antisense-Experimente ausgewahlten
DNA-Fragmente der verschiedenen G-Protein-Untereinheiten, betrug zwischen 415 und 588
Basenpaaren. Das Verhaltnis zwischen unspezifischer IRES-EGFP- und spezifischer
Antisense-Sequenz héatte damit je nach Antisense-Fragment bei 1:2,2 bis 1:3.1 gelegen. Der
unspezifische mRNA-Anteil, der mdoglicherweise mit anderen mRNAs hétte interagieren
konnen, lag damit viel zu hoch. Eine unerwiinschte Reaktion bzw. ein unspezifischer
Nebeneffekt der IRES-Sequenz héatte bei diesem Verhaltnis von unspezifischer zu
spezifischer DNA-Sequenz nicht ausgeschlossen werden kdnnen. Aus diesen Griinden
wurde der pIRES-Vektor, der sich eher fir die Koppelung eines zu analysierenden Gens an
das Reportergen EGFP nicht aber fir Antisense-Experimente eignet, verworfen.

Statt dessen fiel die Wahl auf den Eukaryonten-Expressionsvektor pEGFPC1 von Clontech.

Bei Koppelung der spezifischen Antisense-Sequenzen in die MCS downstream des EGFP-
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Gens wirde die Transkription zur Synthese von EGFP-Antisense-Fusions-mRNA und bei
Translation zur Synthese eines fluoreszierenden EGFP-Antisense-Fusionsproteins fuhren.
Dieser Ansatz ermoglicht sowohl transiente als auch stabile Transfektionen der INS-1 Zellen

mit Antisense-Konstrukten.

4.3.2. Klonierung der Antisense-Konstrukte

4.3.2.1. PCR der Pertussistoxin-sensitiven G-Protein a-Untereinheiten

Die PCR der PTX-sensitiven G-Protein a-Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3 und Goo wurde
mit spezifisch gewahlten Oligonukleotid-Primern durchgefihrt, die PCR-Produkte wurden
Uber spezifische enzymatische Analysen in verschieden grof3e Fragmente zerlegt und so
erstmalig auf DNA-Ebene identifiziert. AnschlieRend wurden die PCR-Produkte sequenziert
und so erneut identifiziert. Die erhaltenen Sequenzen stimmten mit den Sequenzen der G-
Protein a-Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3 und Gao aus dem olfaktorischen Neuroepithel

der Ratte Uberein (49).

4.3.2.2. Subklonierung der PCR-Produkte

Die durch die PCR erhaltenen cDNA-Fragmente der verschiedenen G-Protein a-
Untereinheiten wurden zur erleichterten Klonierung der Sense- und Antisense-Fragmente in
den Eukaryonten-Expressionsvektor pEGFPCL1 zur Herstellung der Konstrukte zuerst in den
pCR2.1. TOPO-Vektor kloniert. Nach Feststellung der Orientierung im Vektor pCR2.1TOPO
erfolgte die Klonierung der PCR-Fragmente in den Vektor pEGFPC1. Durch eine gezielte
Wahl der Restriktionsenzyme konnte aus dem Subklonierungsvektor pCR2.1TOPO sowohl
das Sense- als auch das Antisense-Konstrukt im Eukaryontenexpressionsvektor pEGFPC1
hergestellt werden. Die Existenz der Ga-Fragmente in Sense- sowie in Antisense-
Orientierung downstream des EGFP-Gens wurde durch eine enzymatische Analyse belegt.

Eine erneute Sequenzierung der Konstrukte wurde nicht durchgefuhrt.

4.4. Etablierung transienter INS-1 Mischzellklone

4.4.1. EGFP-Fluoreszenz als Beweis fir die erfolgreiche Transfektion

INS-1 Zellen wurden durch Elektroporation mit den verschiedenen Konstrukten transfiziert,
die Fluoreszenz des EGFP-Proteins war 1-2 Tage nach Transfektion sichtbar. Zellzdhlungen
mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer belegten eine 30%ige Transfektionsrate bei Zellen die
mit reinem pEGFPC1-Vektor transfiziert worden waren.

Die Analyse der elektroporierten INS-1 Zellen zeigte eine aus nicht fluoreszierenden INS-1
Zellen, die wahrscheinlich untransfiziert waren, und fluoreszierenden transfizierten INS-1
Zellen bestehende Kultur, die als Mischzellklone bezeichnet wurden. Aufféallig war, dass die
starkste Fluoreszenz bei INS-1 Zellen auftrat, die mit dem reinen EGFP-Vektor transfiziert

worden waren. Alle anderen mit den Antisense-Konstrukten transfizierten Mischzellklone
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wiesen eine deutlich schwachere, manche gar keine Fluoreszenz auf. Es ist mdglich, dass
die Translation des Fusionsproteins bei den Antisense-Konstukten zu einer veranderten
Faltung des aus EGFP und Antisense bestehenden Proteins und damit zu einer
verminderten Fluoreszenz fiihrt. Die verringerte Fluoreszenz der mit Antisense-Konstrukten
transfizierten INS-1 Zellen konnte allerdings auch ein Hinweis auf einen schwachen
Antisense-Effekt sein. Die fehlende Fluoreszenz bei den Konstrukten pEGFPC1GailC2S,
PEGFPC1GaOC5AS und pEGFPC1GaOC9S konnte auf eine falsche Faltung des

Fusionsproteins hindeuten, sodass keine Fluoreszenz mehr emittiert werden kann.

4.4.2. Analyse der Proteinrepression transient transfizierter INS-1 Mischzellklone

Die transient transfizierten INS-1 Mischzellklone wurden nach vierwochiger G418-Selektion
als partikulare Membranfraktionen im Westernblot quantitativ analysiert. Der Vergleich
PEGFPCL1 transfizierter INS-1 Kontrolimischzellen gegen die mit pEGFPC1GailC5AS,
PEGFPC1Gai2C2AS und pEGFPC1Gai3C4AS transfizierten INS-1 Mischzellklone zeigte
keine Reduktion des Proteingehaltes und damit keine Proteinrepression. Da keine
Proteinrepression der Go-Untereinheiten zu erkennen war, wurde keine quantitative

Auswertung der ECL-Folien vorgenommen

4.4.3. Insulinsekretionsstudien

Durch die Insulinsekretionsstudien, die mit Hilfe des Radioimmunoassays durchgefiihrt
wurden, sollte ermittelt werden, ob bei den mit den Antisense-Konstrukten transfizierten INS-
1 Zellen trotz der fehlenden G-Protein-Repression ein Effekt auf die Insulinsekretion
nachzuweisen ist. Die Stimulation der Insulinsekretion mit 16.7 mM Glukose, 5 pmol/l
Forskolin und 100 pmol/l Tolbutamid konnte in allen, den pEGFPC1-Kontrolimischzellklonen
sowie den transient transfizierten INS-1 Antisense-Mischzellklonen (pEGFPC1GailC5AS,
PEGFPC1Gai2C2AS und pEGFPC1Gai3C4AS) durch die Gabe von 1 pmol/l Adrenalin
inhibiert werden. Da die Inhibition der Insulinsekretion durch die PTX-sensitiven G-Protein a-
Untereinheiten vermittelt wird, deutet die Tatsache, dass Adrenalin die Insulinsekretion
immer noch zu inhibieren vermag, auf einen intakten Singalweg und damit auf eine fehlende
Repression der G-Protein a—Untereinheiten. Die quantitativen Westernblots zur Analyse der

Proteinrepression wurden zeitgleich mit den Insulinsekretionsstudien durchgefihrt.

4.4.4. Ursachen fir die fehlende Repression

Mogliche Ursachen fir die fehlende Antisense-Repression der G-Protein a-Untereinheiten
kénnen im starkeren Wachstum untransfizierter INS-1 Zellen und damit in der Maskierung
des Antisense-Effekts oder in der Translation der EGFP-Antisense-mRNA liegen: Anhand
der Fluoreszenz ist zu beobachten, dass Antisense transfizierte INS-1 Zellen verglichen mit

untransfizierten langsamer wachsen. Ein Grund fur die fehlende Repression kénnte auch in
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der Uberwachsung der Antisense-transfizierten Zellen durch die untransfizierten INS-1 Zellen
liegen. Durch die schneller wachsenden untransfizierten INS-1 Zellen wirde der Antisense-

Effekt und somit die Proteinrepression maskiert.

Wie hoch die tatsachliche Expression der EGFP-Antisense-Fusions-mRNA in den 30% der
transfizierten INS-1 Zellen war, konnte nur anhand der Fluoreszenz ermittelt werden: Bei
nicht fluoreszierenden Zellen musste davon ausgegangen werden, dass die Zellen das
Konstrukt nicht aufgenommen hatten, bei schwach fluoreszierenden Zellen konnte daher
auch nur von einer schwachen Expression des Antisense-Fragmentes ausgegangen werden.
Die starke Fluoreszenz weist auf die starke Expression der EGFP-Antisense-Sequenz hin,
wobei eine starke Fluoreszenz auch einer starken Translation der EGFP-Antisense-mRNA
entspricht. Hinzu kommt, dass nicht ermittelt werden konnte, wieviel Prozent der EGFP-
Antisense-mRNA zum EGFP-Antisense-Fusionsprotein translatiert wird und die Fluoreszenz
verursacht und wieviel der EGFP-Antisense-mRNA fir die Hybridisierung mit der Ziel-mRNA
des zu reprimierenden Proteins Ubrig bleibt. Die starke Translation der EGFP-Antisense-
MRNA fiuhrt méglicherweise zum Verlust des Antisense-Stranges fur die Hybridisierung mit
dem komplementaren Sense-Strang der zu reprimierenden Ziel-mRNA. Dies konnte ein
weiterer Grund fur die fehlenden Repression sein.

In nachfolgenden Antisense-Experimenten wurde durch Entfernung des EGFP-Gens mit
Kozak-Sequenz und Startkodon (Uber die beiden kompatiblen Restriktionsenzyme Agel und
BspEl) aus dem Vektor pEGFPC1, uberprift, ob die fehlende Repression in der starken
Translation der EGFP-Antisense-mRNA begriindet ist. Der Vektor und die Antisense-
Konstrukte wurden nach dem Entfernen des EGFP-Gens als EGFP-negativer Vektor mit
einem Minuszeichen (pEGFPC1-) versehen.

4.5. Etablierung und Analyse stabiler INS-1 Einzelzellklone

4.5.1. Der Mischzellklon pEGFPC1-Gai3C4AS

Nach Entfernen des EGFP-Gens wurden INS-1 Zellen mit den EGFP-negativen Antisense-
Konstrukten transfiziert und im Gegensatz zu den Mischzellen des ersten Antisense-
Ansatzes direkt am nachsten Tag nach der Transfektion mit Geneticin (G418) behandelt.
Dadurch sollte das mdgliche Uberwachsen der transfizierten durch untransfizierte Zellen
unterbunden werden. Die Analyse des mit pEGFPC1-Gai3C4AS transient transfizierten INS-
1 Mischzellklons zeigte auf Proteinebene eine deutliche Reduktion des Gai3-Gehaltes um
54.5% auf 45.5% und damit eine deutliche Gai3-Repression in den Mischzellklonen nach
zweiwochiger Geneticin-Selektion. Die Repression der Gai3-Untereinheit in  INS-1
Mischzellklonen war ein erster Beweis fur Theorie, dass bei direkter Koppelung der

Antisense-Sequenzen an das Reportergen EGFP die Translation der EGFP-Antisense-
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MRNA zu einem zu hohen Verlust der mRNA und damit moéglicherweise nur zu einer sehr

geringfugigen Repression fuhrt, die im Western nicht nachweisbar ist.

4.5.2. Etablierung und Analyse stabiler INS-1 Einzelzellklone

INS-1 Zellen wurden erneut mit den EGFP-negativen Antisense-Konstrukten transfiziert,
tber einen Zeitraum von 4 Monaten tber Geneticin-Behandlung (G418) selektioniert und so
als stabile INS-1 Einzezlzellklone etabliert. Die Analyse von 96 selektionierten G418-
resisitenten Klonen flihrte zur Etablierung von zwei stabil transfizierten INS-1 Einzelzellklo-
nen, in denen Gai3 (pEGFPC1-Gai3C4AS Einzellklon C1 und C7) und einem Einzelzellklon
in dem Gao reprimiert war (DEGFPC1-GaoC5AS Einzelzellklon C17).

Die beiden Einzelzellklone pEGFPC1-Gai3C4AS Einzellklon C1 und C7 wiesen eine
unterschiedlich starke Repression der Gai3-Untereinheiten auf. Die quantitative Analyse des
PEGFPC1-Gai3C4AS Einzellklons C1 zeigte eine geringe Repression der Gai3-Untereinheit
um 8% auf 92%, der Gai3-Gehalt im pEGFPC1-Gai3C4AS Einzellklon C7 war um 71.2% auf
28.8% reduziert. Die Repression der Gao-Untereinheit lag im Einzelzellklon pEGFPC1-
GaoC5AS Einzelzellklon C17 relativ niedrig; der Gao-Gehalt war nur um 22% auf 78%
verringert. Die Analyse der spezifischen Repression zeigte eine nur sehr geringflgige
Veranderung des Goo-Gehaltes im pEGFPC1-Gai3C4AS Einzellklon C7. Dies war ein
Beweis fir die spezifische Repression der Gai3-Untereinheit in diesem Einzelzellklon. Da die
Repression der Gai3-Untereiheit im Klon pEGFPC1-Gai3C4AS Einzelzellklon C7 am
starksten waren und die Goo-Repression als zu geringflgig betrachtet wurde, wurden daher
alle weiteren Studien mit den beiden stabil transfizierten Klonen pEGFPC1-Gai3C4AS
Einzellklon C1 und C7 durchgefihrt.

4.5.3. Insulinsekretionsstudien der Gai3-reprimierten INS-1 Einzelzellklone

Nach Etablierung der beiden stabilen INS-1 Einzelzellklone (pEGFPC1-Gai3C4AS
Einzellklon C1 und C7) wurden erneut Insulinsekretionsstudien durchgefiihrt, um zu
untersuchen, ob sich die Repression der Gai3-Untereinheit in diesen Klonen auf die
Insulinsekretion auswirkt. Die Stimulation der Insulinsekretion mit 16.7 mM Glukose und 5
pmol/l Forskolin konnte in beiden Einzelzellklonen durch die Gabe von 1 pmol/l Adrenalin
inhibiert werden.

In den beiden stabilen INS-1 Zellklonen pEGFPC1-Gai3C4AS Einzellklon C1 und C7 wurde
die Gai3-Untereinheit reprimiert. Die Repression der Gai3-Untereinheit war im Klon C1
(Reduktion auf 92%) geringer als im Klon C7 (Reduktion auf 28.8%). Bei einer Involvierung
der Gai3-Untereinheit in die Inhibition der Insulinsekretion, hatte zumindest bei Klon C7, bei
dem die Gai3-Untereinheit um Uber 70% reduziert ist, mit der Aufhebung des durch

Adrenalin vermittelten inhibitorischen Effektes der Insulinsekretion gerechnet werden
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kdnnen. Die Tatsache, dass Adrenalin die Insulinsekretion in den stabil transfizierten INS-1
Einzelzellklonen immer noch zu inhibieren vermag, zeigt, dass Gai3 keinen Einfluss auf die
Insulinsekretion in INS-1 Zellen hat. Dies deutet darauf hin, dass die Inhibition der

Insulinsekretion in INS-1 Zellen nicht durch die Gai3-Untereinheit vermittelt wird.

4.6. Analyse der Phosphorylierungsstudien

Ziel der Phosphorylierungsstudien war es, zuerst einen Antikérper im Westernblot zu
etablieren, mit dem die Phosphorylierung von Proteinen an Serin- und Threoninresten
phosphorylierter Proteine untersucht und quantifiziert werden konnte. Anschlieend sollten
dann INS-1 Zellen mit verschiedenen pharmakologischen Substanzen stimuliert und
mdgliche Veranderungen im Phosphorylierungsmuster der mdglicherweise an der
Insulinsekretion beteiligten Proteine Calcineurin und der Komponenten des SNARE-
Komplexes untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden mehrere gegen Phosphoserin- und Phosphothreoninreste
gerichtete AntikOrper getestet. Bei diesen ergaben sich jedoch schon zu Beginn der
Experimente die Probleme, dass die Antikorper im Vergleich kein einheitliches und
reproduzierbares Phosphorylierungmuster im Westernblot zeigten. Die Analyse des
Proteinphosphorylierungsmusters stimulierter INS-1 Zellen mit dem C4A3-Antikorper lieferte
ebenfalls selbst bei strikter Einhaltung der experimentellen Versuchsprotokolle keine
reproduzierbaren Ergebnisse. Da die Reproduktion der Ergebnisse mit den verwendeten
Antikdrpern sich als unmoglich erwies, wurden die Experimente schon im Anfangsstadium
eingestellt. Eine Durchfiihrung dieser Experimente mittels der radioaktiven Markierung

erscheint erfolgversprechender.

4.7. Zusammenfassung

In INS-1 Zellen konnten die G-Protein a-Untereinheiten Gai3 und GoaO sowohl mittels
Westernblot als auch in immuncytochemischen Praparationen von INS-1 Zellen
nachgewiesen werden. Die Expression von Gail und Gai2 konnte nicht eindeutig
nachgewiesen werden und die erhaltenen Signale kénnten als Kreuzreaktion der Gail- und
Gai2-Antikorper mit den stark expremierten Gai3 und Goo-Untereinheiten gedeutet werden.
Die direkte Koppelung der Antisense-Fragmente an die EGFP-Kassette zeigt keine
nachweisbare Repression in transient transfizierten INS-1 Mischzellklonen. Die Ursache
dafir kann entweder auf eine zu geringe Transfektionsrate und eine Maskierung des
Antisense-Effekts durch starker proliferierende untransfizierte INS-1 Zellen zurtickzufiihren
sein. Eine andere Erklarung dafir wére der zu hohe Verlust der Antisense-EGFP-Fusions-
MRNA durch die Translation des Fusionsproteins belegt durch die Fluoreszenz der transient
transfizierten INS-1 Mischzellklone. Beide Theorien scheinen durch das Entfernen des

EGFP-Gens sowie durch die direkte Selektion der transfizierten Zellen einen Tag nach der
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Transfektion durch Geneticin belegt. Sowohl direkt selektionierte INS-1 Mischzellklone als
auch stabil transfizierte INS-1 Einzelzellklone, die mit gegen Gai3 und Gao gerichtete
Antisense-Sequenzen transfiziert worden waren, zeigten nach Entfernen des EGFP-Gens
eine starke Repression der nachgewiesenen Ga-Untereinheiten.

Die Tatsache, dass Gai3 in stabil transfizierten INS-1 Einzelzellklonen erfolgreich reprimiert
wurde und die Repression keinen Effekt auf die Insulinsekretion hatte, ist ein Beweis daflir,
dass die Inhibition der Insulinsekretion in INS-1 Zellen anders verlauft als angenommen.
Somit konnte durch die im Verlauf der Arbeit durchgefiihrten Experimente gezeigt werden,
dass die in INS-1 Zellen stark exprimierte Gai3-Untereinheit nicht in die Adrenalin-vermittelte
Hemmung der Glukose-stimulierten Insulinsekretion involviert ist. Die Funktion, die die Gai3-

Untereinheit in INS-1 Zellen austibt, muss noch weiter untersucht werden.

4.8. Ausblicke

Wahrend der Durchfihrung der Antisense-Experimente und nach Entfernen des
Reportergens EGFP aus dem Eukaryonten-Expressionsvektor pEGFPC1 und dem damit
verbundenen Verlust des Markers fur transiente Transfektionen, wurde nach alternativen
Wegen gesucht, die Expression von Antisense-Kassetten an die Expression des
Reportergens zu koppeln, dabei aber die Translation der Antisense-Kassette zu vermeiden.
Ein fur diesen Ansatz in Frage kommendes System ist das pBIEGFP-Vektorsystem
(Clontech), bestehend aus zwei verschiedenen Vektoren, dem pTET-OFF Vektor und dem
pBIEGFP-Vektor. Der erste Vektor beinhaltet einen Tetracyclin-abhangigen Aktivator, der in
Abwesenheit von Tetracyclin oder Doxycyclin exprimiert wird. Dieser bindet an das Tetracylin
Responsive Element (TRE) im bidirektionalen Promotor des zweiten Vektors und aktiviert
damit die Expression zweier Komponenten. Upstream des Promotors ist das Reportergen
EGFP und lokalisiert, downstream des Promotors eine MCS in die zu untersuchende Gene
kloniert und so an die unabhangige Expression des EGFP gekoppelt werden koénnen. In
diese MCS kdnnen anstelle von zu untersuchenden Genen Antisense-Sequenzen einkloniert
und zur Expression gebracht werden. Die Transfektion der INS-1 Zellen wirde dann Uber
zwei Schritte ablaufen. Im ersten Schritt missten dann INS-1 Zellen zuerst stabil mit dem
Vektor pTET-OFF-Vektor transfiziert werden. Diese wirden dann selektioniert und Uber
einen weiteren Luciferase-Vektor nach Etablierung stabiler Einzelzellklone mittels G418
(Geneticin) identifiziert werden. Nach Etablierung stabiler pTET-OFF-INS-1 Einzelzellklone
kbnnten diese dann mit dem zweiten, die Antisense-Kassette und das Reportergen
enthaltenden Vektor pBIiEGFP tarnsfiziert werden. Im Gegensatz zu der Koppelung der
Antisense-mRNA an das EGFP-Gen im pEGGFPC1 ware die Expression beider mRNAs im
pBI-EGFP-Vektorsystem unabh&angig voneinander.

Anfangliche Studien bei denen INS-1 Zellen parallel mit beiden Vektoren gleichzeitig

transient transfiziert wurden, wiesen zwar eine sehr geringe Transfektionsrate auf, zeigten
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aber auch, dass die Durchfihrung transienter Transfektionen nicht unmoglich ist. Die
Transfektionsrate lag bei diesem Vektorsystem jedoch deutlich unter den mit pEGFPC1
erzielten 30%. Es ware jedoch moglich stabile pTET-OFF INS-1 Einzelzellklone zu etablieren
und anschliel3end mit dem pBIEGFP-Vektor, in dessen MCS sich eine gegen ein bestimmtes
Protein gerichtete Antisense-Kassette befindet, anschlieend stabil zu transfizieren. Damit
ware die Expression der Antisense-Kassette an die unabhangige Expression und Translation
des EGFP-Gens gekoppelt. Ob sich mit diesem Vektorsystem auch transiente oder nur
stabile Transfektionen durchfiihren lassen, muss in zuklnftigen Experimenten untersucht

werden.
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5. Anhang

5.1. Fremdexperimente

5.1.1. Insulinsekretionsstudien transient transfizierter INS-1 Zellen

Control @ i1 - Antisense aj2 - Antisense @ j3 - Antisense
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N 0 : S 0- S 0-— ot 0 J 3 13 3
Glukose (mmold) 05 167 167 05 167 167 05 167 187 0.5 167 16.7
Forskolin (pmol/l) 5 5 5 5 5 5 5 5
Tolbutamid (umol) 100 100 100 100 100 100 100 100
Adrenalin (umol/) 1 1 1 1

Abbildung 5.1.: Insulinsekretion transient transfizierter INS-1 Mischzellklone

Bestimmung der Insulinsekretion in mit Antisense-Konstrukten transfizierten INS-1 Mischzellklonen:; INS-1 Zellen wurden mit den Antisense Konstrukten gegen Gail
(PEGFPC1GailC5AS), Gai2 (PEGFPC1Gai2C2AS) und Gai3 (PEGFPC1Gai3C4AS) transient transfiziert und die Insulinsekretion gegen die pEGFPC1
transfizierten Kontrollzellen gemessen. Die Mischzellklone wurden zuerst basal mit 0.5 mmol/l Glukose inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation der
Insulinsekretion durch Erhdhung der Glukosekonzentration auf 16.7 mmol/l und der zuséatzlichen Gabe von 5 pmol/l Forskolin und 100 pmol/l Tolbutamid. Forskolin
stimuliert direkt die Adenalatzyklase, die Adenylatzyklase erhéht die intrazellulare cAMP-Konzentration. Das cAMP aktiviert wiederrum die cAMP-abhéangige PKA
wodurch es zur Stimulation der Insulinsekretion kommt. Tolbutamid schlie3t Karp-abhédngige K-Kanéle. Die SchlieBung der Karp-Kanale fuhrt zu einer Depolarisation
der Membran, wodurch es zur Offnung spannungsabhéngier Ca’*-Kanale kommt. Die einstromenden Ca’**-lonen ermdglichen nachfolgend die Insulinsekretion.
Wenn Adrenalin seine Wirkung Uber die Gai-Untereinheiten entfaltet und die Repression der Gai-Untereinheiten ausreichend gewesen ware, so hétte die Gabe des
1 mmol/l Adrenalin keine Auswirkung auf die Insulinsekretion haben dirfen. Da die Inhibition der Insulinsekretion durch Adrenalin jedoch immer noch vermittelt wird,
kann davon ausgegangen werden, daR die Repression der G-Protein a-Untereinheiten zu schwach war (Résler et al. 1999) (155). Durchfiihrung: Frau Carmen ligner
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5.1.2. Insulinsekretionsstudien stabil transfizierter INS-1 Einzelzellklone

45 1 pEGFPC1- pEGFPC1- pEGFPC1-
C17 ai3asCl ai3as C7
40

35 A iL j—_L

30 A
25 A
20 ~
15 +

10 +

o m44 4| (3] |4 m44

Insulinsekretion (% Gehalt)

Glukose (mmol/l) 0.5 16.7 16.7 0.5 16.7 16.7 0.5 16.7 16.7
Forskolin (umol/l) 5 5 5 5 5 5
Adrenalin (umol/l) 1 1 1

Abbildung 5.2.: Insulinsekretion stabil transfizierter INS-1 Zellen

Bei stabil transfizierten INS-1 Einzelzellkonen, in denen die G-Protein a-Untereinheit Gai3 reprimiert
worden war, wurde die Insulinsekretion gegen pEGFPC1- transfizierte INS-1 Kontrollklone
gemessem. Nach basaler Stimulation mit 0.5 mmol/l Glukose, erfolgte die Stimulation der
Insulinsekretion mit 16.7 mmol/l Glukose und dem Stimulator der Adenylatzyklase Forskolin (5
pmol/l). Die durch Adrenalin vermittelte Inhibition der Insulinsekretion ist auch bei den INS-1
Einzelzellklonen, bei denen die Gai3-Untereinheit erfolgreich reprimiert wurde vorhanden.
Durchfiihrung : Frau Carmen ligner, mit freundlicher Genehmigung von S. Ullrich.

101



5.2. Sequenzhomologievergleich der G-Protein a-Untereinheiten Gail, Gai2,

Gai3 und Gao - Wahl der Antisense-Sequenzen

Abbildung 5.3.: Analyse der Sequenzhomologien und Wahl der spezifischen Antisense-Sequenzen
der G-Protein a-Untereinheiten

Die Sequenzen der vier G-Protein a-Untereinheiten Gail, Gai2, Gai3 und Goo wurden vom
Startkodon ausgehend gegeneinander ausgerichtet, um die Homologien zu analysieren und
spezifische Antisense-Sequenzen fur die selektive Repression jeder einzelnen G-Protein a-
Untereinheit auszuwahlen. Bei Gail (M17527, Accession Nr. Genbank, NCBI Bethesda, USA) wurde
der Bereich von nt651 - nt1.217 (567bp), bei Gai2 (M17528, Accession Nr. Genbank, NCBI Bethesda,
USA) der Bereich von nt743 - nt1.158 (415 bp), bei Gai3 (M20713, Accession Nr. Genbank, NCBI
Bethesda, USA) der Bereich von nt450 - nt1.038 (588 bp) und bei Gao (M17526, Accession Nr.
Genbank, NCBI Bethesda, USA) der Bereich von nt1.155 - nt1.740 (585 bp) ausgewahlt. Die gelbe
Markierung entspricht einer drei- bis vierfachen Homologie der Basen, rot markierte
Sequenzabschnitte entsprechen zwei homologen Basen. Die griin unterlegten Bereiche zeigen die fur
die Antisense-Repression ausgewahlten Bereiche der verschiedenen G-Protein a-Untereinheiten. Die
fett und kursiv dargestellten Basen entsprechen den verwendeten Primern. Mit ihnen wurden die zur
spateren Durchfihrung der Antisense-Experimente verwendeten Fragmente der G-Protein a-
Untereinheiten amplifiziert.

Ga Kozak-Seq. Start

i1 5° CCACC ATGGGCTGCA CABTGAGCGC TGAGGACAAG 37
i 2 5 CAGG ATGGGCTGCA CCCGTGAGCGC [BGAGGACAAG 37
i 3 5 CCGIC ATGGGCTGCA CGITGAGCGC RGAGGACAAG 37
0 5° CCACC ATGGGATGTA CTETGAGCGC AGAGGAGCAGA 37
i1 30 bp 5° GCGGEGIGG AGCGCAGCAA GATGATCGAC 37
i 2 5 GCGGCAGG AGCGCTAEAA GATGATCGAC 3’
i 3 5  GCGGCCGIGG Al AGIAA GATGATCGAC 3’
0 5 GCCGECTEG A AGCAA GGCGATTGAG 3°
i1 60 bp 5 CCTCC GGGAGGACGG AGA GCA 3
i 2 5 CAA C GGGAGGACGG B 3
i 3 5 CTTEC GGGAGGACGG AGAGAAA 3
0 5 TCTCA AAGAAGATGG [BATCAGCGCC 3°
i1 90 bp 5° GCC G TCAAGCTGCT [BCTGCTE 3
i 2 5  GCACGCCGABG TGAAQITGCT TCTGTTA 3
i 3 5 GAAG TGAAGCTGCT [BCTGCTCGGC 37
0 5 GACG TGAAARRTACT CCTGCTEGGG 37
i1 120 bp 5° GCTGGTGAAT CCGABAAGAG CACAATTGIG 3°
i 2 5  GCTGGAGAAT (AGEBAAGAG CAJBATCGIC 37
i 3 5  GCTGGAGAAT CTGGTAABAG TACTATTGIG 3’
0 5  GCTGGAGAAT CJAGGAAABAG CACBATTGIG 3°
i1 150 bp 5° AAGCAGATGA AAATTATCCA CGAGGCTGGC 3°
i 2 5  AAGCAGATGA ABATCATCCA CGAGGATGGC 3’
i 3 5  AAACAGATGA AAATCATTCA [IGAGGATGGC 3’
0 5  AAGCAGATGA ABATCATCCA [GAAGATGGC 3’
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GGACGAAACC

GAACCTGITC
CATGAAGCTG
GAAATTGITT
TCTCATGCTC

GIGGTTTACG
TAAGTGGITC
ATGGITTACA
CAAGITTTTC

WRXVRW RRXREY KXRXEY KERKREY KKK KKK KKK WKWK WKww
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O
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780

810

840

870

900

930

960

990

. 020

. 050

bp

bp

bp

bp

bp

bp

bp

bp

kb

kb

aaaa gqoaaa gqaoaa goaaa gaoaa goaaa

aaaa

aaaa

aaaa

aaaa

GACACATCCA
ACAGACACCT
GACACTTCAA
ATCGATACCT

AAGGACCTCT
AAGAAGGACC
AAAGACCTTT
AAGAAAGACC

AGICCCCTCA
CAGAGCCCCC
AGTCCATTAA
AAGT CACCCT

GCAGGECTCAA
TACACAGGEGEG
ACAGGTTCCA
TACCCAGGCT

GCGTATATCC
GCCAGCTACA
GCTTACATCC
GCTGCCTACA

AATAAAAGEA
CTGAATAAAC
AACCGAAGAA
AAAAACCGCCT

TACACGCACT
ACTCACTTTA
TGTCACATGA

AATGTGCAGT
AAGAACGTGC
AACGT GCAGT
AATATCCAGG
P 2i1-r---

GACGTCATCA
ACTGACGTCA
GATGICATCA
GACATCATCA

TCATCCTTTT
CCATCATCCT
TCATTCTCTT
CCATCATTCT

TCGAAGAGAA
TGTTTGAAGA
TTGAGGAAAA
TCTTTGGECGA

CGATATCCTA
TGACCATCTG
CAATCTGITA
TGACCATCTG

ACACATATGA
CCAACAAGTA
ATACGTACGA
CCAACACCTA

AGTGTCAGIT
TCCAGAGCAA
AGTGCCAGIT
TCCAAACACA

AGGACACAAA
GCAAAGACAC
AGGACACCAA
CACCCAACAA

TTGIGITCGA
AGITTGIGIT
TTGITTTTGA
TGGTATTCGA

P2i3-r-------

CCTGAACAAG
CTTCCTCAAC
CCTTAATAAG
CTTCCTCAAC

GATCAAAAAG
GAAGATCACA
AATAAAGAGG
GAAGATTAAG

TCCAGAATAT
TTTCCCTGAG
TCCAGAATAC
CTTTCCTGAA

AGAGGCGECT
TGACGAGGCA
AGAGGCAGCT
TGAAGACGCA

TGAAGACCTC
GITTGAGGAC
TGAAGATCTG
GITTGAAAGC

GGAAATTTAC
CAAGGAGATC
GGAGGTCTAC
AGAAATTTAC

*-P20-r-
CCTAAAAGAC
CAACCTGAAG
CTTAAAGGAA
TCTCCGEEEC

1. 065 kb
1. 068 kb
1. 065 kb
1. 065 kb
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5.3. Vektor und Fragmentberechnungen
5.3.1. GroRRe der Vektoren und Konstrukte

pEGFPC1 => [4.731 kb Hindlll/Xhol = 9 bp Hindlll/Smal =[36bp
pCR2.1TOPO => | 3.908 kb Hindlll/Xhol =100 bp Hindlll/EcoRV |= [79 bp
pCR2.1TOPO => |pEGFPC1 Hindlll/Xhol +[(100bp |- [ 9bp = (91 bp

Hindlll/Smal (EcoRV) +| 79bp |- |36bp =143 bp

Tabelle 5.1.: GrolRenangaben in Kilobasen (kb) und Basenpaaren (bp) der urspriinglichen Vektoren und der hergestellten Konstrukte

Die Tabelle zeigt Angaben zu den DNA-GréRen der urspriinglichen Vektoren und gibt eine Ubersicht dariiber, wieviel Basen durch das Umklonieren der PCR-
Produkte den Fragmenten hinzugefugt werden. Die Schnittstellen Hindlll und Xhol liegen in der Multiple Cloning Site des pEGFPC1-Vektors 9 Basenpaare
voneinander entfernt, der Abstand zwischen den Schnittstellen Hindlll und Smal betragt im Vektor pEGFPC1 36 Basenpaare. Im Subklonierungsvektor
pCR2.1TOPO betragt der Abstand zwischen den Restriktionsschnittstellen Hindlll und Xhol in der Polylinkersite 100 Basenpaare und zwischen den
Schnittstellen Hindlll und EcoRV 79 Basenpaare. Beim Umklonieren der PCR-Fragmente aus dem Vektor pCR2.1TOPO in den Eukaryonten-
Expressionsvektor werden bei Verwendung der Schnittstellen Hindlll und Xhol dem Insert (PCR-Produkt) 91 Basenpaare und bei Verwendung der
Schnittstellen Hindlll/Smal(EcoRV) 43 Basenpaare hinzugefluigt. Bei der Umklonierung werden die PCR-Produkte also um 91 bzw. 43 Basenpaare grol3er

Vektor Umkloniert tber pPEGFPC1 EGFP-Gen

Agel/BspEl
PEGFPC1 [GailC2S Hindlll/EcoRV(Smal) 4.731 kb + |43 bp [+ |567 bp [=]5.341 kb
pPEGFPC1 |GailC5AS | Hindlll/Xhol 4.731 kb +[91bp |+ |567bp [=]5.389kb |- |730bp = |4.659 kb
pPEGFPC1 | Gai2C2AS | Hindlll/EcoRV(Smal) 4.731 kb + |43 bp |+|415bp [=]5.189kb |- |730bp = |4.459 kb
PEGFPC1 [Gai2C5S Hindlll/Xhol 4,731 kb +[91bp |+ |415bp [=]5.237 kb
PEGFPC1 |Gai3C4AS |Hindlll/EcoRV(Smal) 4,731 kb + |43 bp |+|588bp [=]5.362kb |- | 730 bp = |4.632 kb
PEGFPC1 |[Gai3C8S Hindlll/Xhol 4,731 kb +(91bp |+|588bp [=]5.410kb
PEGFPC1 | GaoC5AS | Hindlll/EcoRV(Smal) 4.731 kb +[43bp [+ |585bp [=]5.359kb |- |730 bp = |4.629 kb
pEGFPC1 | GooC9S Hindlll/Xhol 4.731 kb +[91bp [+ |585bp [=]5.407 kb

Tabelle 5.2.: GréRenangaben in Kilobasen (kb) und Basenpaaren (bp) der Konstrukte nach Klonierung und nach Entfernung des EGFP-Gens

Den Konstrukten wurde durch das Umklonieren ber Hindlll und EcoRV (Smal) 43 Basenpaare und durch das Umklonieren dber Hindlll und Xhol 91
Basenpaare hinzugefligt. Zusammen mit der VektorgrolRe des Eukaryonten-Expressionsvektors und dem Insert ergibt sich daraus die GesamtgréRe des
Vektors. Die Entfernung des EGFP-Gens Uber die Restriktionsschnittstellen Agel und BspEl verringerte die Gré3e der Konstrukte um 730 Basenpaare (das
EGFP-Gen wurde mitsamt der Kozak-Sequenz und dem Startkodon aus dem Expressionsvektor entfernt, der Restvektor, der anschlieRend als pEGFPC1-
(negativ da EGFP defizient) bezeichnet wurde, wurde tber die kompatiblen Enden der Schnittstellen Agel und BspEl religiert).
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5.3.2. GroRRe der Fragmente bei Feststellung der Existenz und Orientierung in den Vektoren pCR2.1TOPO und pEGFPC1

Konstrukt

Existenz imVektor

Orientierung im Vektor

Orientierung im Vektor

pCR2.1TOPOGail

EcoRl

Bglll/Hindlll

Pvull/Xbal

V: 4.475 kb/l: 567 bp

3.892 kb/583 bp*!

2.897 kb/1.375 kb/203 bp*2

2.443 kb/694 bp/609 bp*2/361 bp/ 238 bp/130 bp

pCR2.1TOPOGai2

EcoRl

BamHlI

Nsil/Xbal

V: 4.323 kb/l: 415 bp

3.892 kb/431 bp*1

3.909 kb/414 bp*2

4.132 kb/191 bp*2

PCR2.1TOPOGai3 EcoRI Bglll/Hindlll Pvull/Xbal
V:4.496 kb/1: 588 bp | 3.892 kh/604 bp*1 | 2.921 kb/1.486 kb/89 bp*2 | 2.434 kb/694 bp/583 bp*2/361 bp/294 bp/130 bp
pCR2.1TOPOGao EcoRI BamHI Pvull/Xbal

V: 4.493 kb/lI: 585 bp

3.892 kb/601 bp*1 | 4.051 kb/442 bp*2 2.488 kb/694 bp/503 bp*2/361 bp/317 bp/130 bp

Tabelle 5.3.: Enzymatische Restriktionsanalysen zur Feststellung der Existenz und der Orientierung der PCR-Fragmente im Subklonierungsvektor
pCR2.1TOPO

*1 Beweis der Existenz des PCR-Produktes im Subklonierungsvektor pCR2.1TOPO

*2 Nachweis fiir die Orientierung im Subklonierungsvektor pCR2.1TOPO (Gail: Sense, Gai2/Gai3 und Goo: Antisense)
V: GroRRe des gesamten Vektors bzw. Konstruktes, |: Grol3e des jeweiligen Inserts

EGFP negatives Konstrukt Restriktionsanalyse Konstrukt Vektor Insert
PEGFPC1-GailC5AS Asel(Vspl)/Mlul 4.659 kb =[3.097 kb |+ |1.562 kb
EcoRI 4.659 kb =14.074kb |+ ]| 585bp
PEGFPC1-Gai2C2AS Asel(Vspl)/Mlul 4.459 kb =(3.097kb |+ ]1.362kb
EcoRI 4.459 kb =[4.026 kb [+]| 433 bp
PEGFPC1-Gai3C4AS Asel(Vspl)/Mlul 4.632 kb =(3.097kb [+ |1.535kb
EcoRl 4.632 kb =[4.026 kb [+| 606 bp
pEGFPC1-GaoC5AS Asel(Vspl)/Mlul 4.629 kb =[3.097 kb [+ |1.532kb
EcoRl 4.629 kb =[4.026 kb [+| 603bp

Tabelle 5.4.: Enzymatische Restriktionsanalysen zum Nachweis der enzymatischen Entfernung des EGFP-Gens

Nach Entfernung des EGFP-Gens mit der Kozak-Sequenz und dem Startkodon wurde Uber die enzymatische Analyse mittels verschiedener Ansétze das
erfolgreiche Herausschneiden der EGFP-Sequenz nachgewiesen: Mittels der Enzyme Asel (Vspl) und Mlul wurde nachgewiesen, dal das EGFP-Gen aus
den jeweiligen Konstrukten entfernt worden war, die enzymatische Analyse mit EcoRI diente dem Nachweis, dalR die Antisense-Fragmente immer noch in den
Konstrukten vorhanden war. Die Konstrukte sowie der Kontrollvektor wurden nach der Entfernung des EGFP-Gens als EGFP-negativ mit einem
Negativzeichen hinter der Vektorbezeichnung versehen.
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5.5. Nomenklatur der Bakterien- und INS-1 Zellklone
Bakterienklone

pCR2.1TOPO (Vektor) zur Subklonierung von PCR-Produkten mit dA-Uberhang
pCR2.1TOPO GailS Gail-PCR-Produkt, in Sense-Orientierung zur M13 Reverse

Priming Site

pPCR2.1TOPO Gai2AS Gai2-PCR-Produkt, in Antisense-Orientierung zur M13 Reverse
Priming Site

pPCR2.1TOPO Gai3AS Gai3-PCR-Produkt, in Antisense-Orientierung zur M13 Reverse
Priming Site

pCR2.1TOPO GaoAS Gao-PCR-Produkt, in Antisense-Orientierung zur M13 Reverse
Priming Site

pEGFPC1 (Vektor) Enhanced Green Fluorescent Protein enthaltender Vektor

pPEGFPC1GailC2S pPEGFPC1-Vektor mit Gail-Fragment in Sense-Orientierung zum
CMV-Promoter, Klon C2

PEGFPC1GailC5AS pEGFPC1-Vektor mit Gail-Fragment in Antisense-Orientierung
zum CMV-Promoter, Klon C5

PEGFPC1Gai2C2AS pPpEGFPC1-Vektor mit Gai2-Fragment in Antisense-Orientierung
zum CMV-Promoter, Klon C2

pPEGFPC1Gai2C5S pPpEGFPC1-Vektor mit Gai2-Fragment in Sense-Orientierung zum
CMV-Promoter, Klon C5

PEGFPC1Gai3C4AS pEGFPC1-Vektor mit Gai3-Fragment in Antisense-Orientierung
zum CMV-Promoter, Klon C4

PEGFPC1Gai3C8S pEGFPC1-Vektor mit Gai3-Fragment in Sense-Orientierung zum
CMV-Promoter, Klon C8

PEGFPC1GaoC5AS pPEGFPC1-Vektor mit Gao-Fragment in Antisense-Orientierung
zum CMV-Promoter, Klon C5

PEGFPC1GaoC9S pEGFPC1-Vektor mit Gao-Fragment in Sense-Orientierung zum
CMV-Promoter, Klon C9

pEGFPC1- EGFG negativer Vektor, das EGFP-Gen wurde mit Kozak-
Sequenz und Start-Kodon herausgeschnitten
PEGFPC1-GailC5AS EGFG negativer, gegen Gail gerichteter Antisense-Klon C5
PEGFPC1-Gai2C2AS EGFG negativer, gegen Gai2 gerichteter Antisense-Klon C2
PEGFPC1-Gai3C4AS EGFG negativer, gegen Gai3 gerichteter Antisense-Klon C4
PEGFPC1-GaoC5AS  EGFG negativer, gegen Gao gerichteter Antisense-Klon C5

Tabelle: Liste der Bakterienklone

Fur die Durchfihrung der Antisense-Experimente wurden die Vektoren pCR2.1TOPO
(Invitrogen, Heidelberg) zur Subklonierung der PCR-Produkte und der Eukaryonten-
Expressionsvektor pEGFPC1 (Clontech, ) zur Klonierung der PCR-Produkte in Sense- und
Antisense-Orientierung downstream des EGFP-Gens ausgwéhlt. Die Bezeichnung des
jeweiligen Vektors steht den verschiedenen Konstrukten voran z.B. pCR2.1TOPOGailS
oder pEGFPC1GailC2S. Nach der Vektorbezeichnung folgt die Angabe des Inserts z.B. bei
pCR2.1TOPOGail das PCR-Produkt Gail. Der Insertbezeichnung hinten angestellt befindet
sich die Angabe Uber die Klonnummer des selektionierten Bakterienklons z.B.
PEGFPC1GailC2S. Hinter der Angabe der Klonnummer befindet sich die Angabe Uber die
Orientierung, S fur die Sense und AS fiur die Antisense-Orientierung, des Inserts im Vektor,
z.B pCR2.1TOPOGUilS, dabei bezieht sich die Orientierung im pCR2.1TOPO-Vektor auf die
Orientierung zur M13 Reverse Priming Site und die Orientierung im pEGFPC1-Vektor zum
CMV-Promotor (CMV: Cytomegalovirus). Konstrukte, bei denen das EGFP-Gen enzymatisch
entfernt wurde, sind EGFP defizient oder negativ und tragen nach der Angabe des
Vektornamens pEGFPC1 ein Minuszeichen zur Anzeige des Fehlens des EGFP-Gens.
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Stabil transfizierte INS-1 Einzelzellklone

pEGFPC1- C17 stabil transfizierter EGFP negativer INS-1 Einzelzellklon C17

PEGFPC1-Gai3C4ASC3 stabil transfizierter, EGFP negativer INS-1 Einzelzellklon,
Zellen enthalten gegen Gai3 gerichtetes, stabil expremiertes
AS-Fragment, Klon C3

PEGFPC1-Gai3C4ASC7 stabil transfizierter, EGFP negativer INS-1 Einzelzellklon,
Zellen enthalten gegen Gai3 gerichtetes, stabil expremiertes
AS-Fragment, Klon C7

pPEGFPC1-GaoC5ASC17 stabil transfizierter, EGFP negativer INS-1 Einzelzellklon,
Zellen enthalten gegen Gao gerichtetes, stabil expremiertes
AS-Fragment, Klon C17

Tabelle: Liste stabil transfizierter INS-1 Einzelzellklone

Bei den stabil transfizierten INS-1 Zellen folgt der Nomenklatur des jeweiligen AS-
Konstruktes die Angabe des INS-1 Einzelzellklons wie z.B bei pEGFPC1-Gai3C4ASC7 (C7
ist die Bezeichnung des stabil transfizierten INS-1 Einzezellklons bei dem das Antisense-
Konstrukt stabil expremiert wird).
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