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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, bei der es durch
Stérung der Insulinsekretion und/oder der Wirkung des Insulins zu einer
Dysregulation des Glukosestoffwechsels kommt. Der Diabetes mellitus ist eine
der haufigsten Erkrankungen in den westlichen Industrielandern. Die Pravalenz
hat in Deutschland, wie in den meisten anderen Industrienationen auch, in den
letzten Jahren deutlich zugenommen. Sie betrug im Jahr 1998 5,9% und im
Jahr 2004 7,9% (1). Dabei handelt es sich bei Uber 90% der betroffenen
Patienten um einen Diabetes mellitus Typ 2 und nur bei etwa 5% um einen
Diabetes mellitus Typ 1 (2).

Seit 1997 wird der Diabetes mellitus nach den durch die American Diabetes
Association erarbeiteten Klassifikationskriterien eingeteilt, die von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) offiziell anerkannt, und von der Deutschen
Diabetes Gesellschaft (DDG) tbernommen wurden.

Dabei wird der Diabetes mellitus Typ 1 abgegrenzt, der sich in der Mehrzahl der
Falle vor dem 35. Lebensjahr manifestiert, grundséatzlich aber in jedem
Lebensalter auftreten kann (2). Bei dieser Form besteht ein absoluter
Insulinmangel, hervorgerufen durch die meist autoimmunologische, selten
idiopathische Zerstérung der B-Zellen des endokrinen Pankreas. Typ 1-
Diabetiker sind zur Aufrechterhaltung eines physiologischen Blutzuckerspiegels
ihr Leben lang auf eine Insulintherapie angewiesen. Komplizierte
Therapieschemata verlangen von den Patienten ein hohes MaB an Wissen und
die Bereitschaft zur Mitarbeit bei diagnostischen und therapeutischen
MaBnahmen. Pankreas- und Inselzelltransplantationen als alternative
Therapieformen sind fir den Routineeinsatz derzeit noch nicht geeignet. Aus
methodischer Sicht ist die Ausbeute an Inselzellen mit den derzeitigen

Isolierungsprotokollen nicht optimal. In nur wenigen Fallen ist bisher eine
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Insulinfreiheit des Patienten nach Transplantation von Inselzellen aus einem
einzigen Spenderorgan gelungen (3). Durch die nach der Transplantation
erforderliche Immunsuppression wird in den meisten Fallen keine vollstandige
Unterdrickung des Autoimmunprozesses erreicht. AuBerdem beeintrachtigen
einige etablierte Immunsuppressiva die Funktion der Inselzellen oder die
Wirkung des Insulins (4, 5).

Weiter erfolgt die Abgrenzung des Diabetes mellitus Typ 2, der sich zumeist
erst nach dem 35. Lebensjahr manifestiert (2). Von den Uber 60-jahrigen ist
etwa jeder Flnfte von dieser Erkrankung betroffen. Diese Form des Diabetes
mellitus ist sowohl durch die Dysfunktion der B-Zellen mit gestorter
Insulinsekretion als auch durch die Insulinresistenz der peripheren Zielgewebe
wie Skelettmuskel, Leber und Fettgewebe und durch den Verlust von bis zu
60% der B-Zellen gekennzeichnet (6, 7, 8).

Beim Vorhandensein eines klinisch manifesten Diabetes mellitus Typ 2 geht
man heutzutage von einer multifaktoriellen Genese aus, die durch das
gleichzeitige Vorliegen von oben genannter peripherer Insulinresistenz,
Insulinsekretionsstérung und pradisponierenden Faktoren wie Adipositas,
fettreiche Erndhrung und Bewegungsmangel bedingt ist (2). Auch ein
genetischer Hintergrund scheint von Bedeutung zu sein (9, 10, 11, 12, 13, 14).
Die periphere Insulinresistenz kann lange Zeit durch eine kompensatorisch
erhdhte Insulinsekretion ausgeglichen werden. Therapeutisch wichtig in
Frihstadien ist die Ausschaltung der Risikofaktoren und diatetische Ernahrung.
In spateren Stadien eignen sich zusatzlich orale Antidiabetika oder Insulin zur
Therapie.

Bei beiden Formen sind regelmaBige Patientenschulungen und -kontrollen
unerlaBlich. Die Vermeidung von Hypo- und Hyperglykdmien dient vor allem der
Prophylaxe von Spatkomplikationen wie diabetischer Nephropathie,
Retinopathie, Neuropathie, sowie Makro- und Mikroangiopathie.

Vom Diabetes mellitus Typ 1 und 2 werden weitere Formen wie der
Gestationsdiabetes sowie spezifische Diabetes-Typen unterschieden, zu denen
unter anderem genetische Defekte der B-Zellen (z.B. MODY Typen 1-6,

mitochondrialer Diabetes), Endokrinopathien (z.B. Akromegalie, Cushing-
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Syndrom), Erkrankungen des exokrinen Pankreas (z.B. zystische Fibrose,
Pankreas-Tumoren, Pankreatitis) und auch durch Chemikalien oder

Medikamente induzierte Formen zahlen.

1.2. Bildung, Speicherung und Freisetzung von Insulin

Insulin besteht aus zwei Peptidketten, einer A-Kette aus 21 Aminosauren und
einer B-Kette aus 30 Aminosduren. In den meisten Spezies existiert ein
einziges Gen far Préproinsulin, Maus und Ratte besitzen jedoch jeweils zwei
dieser Gene. Das humane Insulingen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom
11 (p15.5) lokalisiert (15) und enthalt drei Exons und zwei Introns (16).

Die mRNA wird zunéachst in das Praproinsulin (107 Aminosauren) translatiert,
das aus einem Signalpeptid, einer B-Kette, dem C-Peptid (connective peptide)
und einer A-Kette besteht. Aus dem Praproinsulin entsteht durch die
Abspaltung des Signalpeptids das Proinsulin (81 Aminosauren). Proinsulin wird
durch Herausldésung des C-Peptids, das die Aminosaure 1 der A-Kette mit der
Aminosaure 30 der B-Kette verbindet, und durch die Ausbildung von
Disulfidbriicken innerhalb und zwischen den Ketten zum biologisch aktiven
Insulin (17).

Die Insulinmolekiile werden in den Vesikeln des Golgi-Apparats, der an der
Zellmembran der B-Zelle liegt durch Zink-lonen zu Hexameren gebunden und
so stabilisiert gespeichert. Insulin ist in der Form von Hexameren nicht wirksam,
sondern erst als Einzelmolekal.

Der wichtigste direkte Reiz zur Ausschittung des Insulins aus der B-Zelle ist der
Anstieg der Blutglukosekonzentration. Daneben wirkt die Anwesenheit
verschiedener Aminosauren, freier Fettsduren und einiger Hormone
stimulierend auf die Insulinfreisetzung (siehe hierzu auch 1.3.).

Die Insulinproduktion wird auf verschiedenen Stufen von der Insulingen-
Transkription bis zur Insulinsekretion reguliert. Diese Arbeit konzentriert sich vor
allem auf die transkriptionelle Regulation.
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1.3. Effekte von Hormonen & Nahrstoffen auf die Insulingenexpression

Die Regulation des Insulingenpromotors erfolgt durch spezifische Interaktionen
zwischen DNA-Elementen und Transkriptionsfaktoren, welche durch
unterschiedliche Hormone und Né&hrstoffe beeinflusst werden. Dies geschieht
hauptsachlich Uber Kinase-abhangige Signaltransduktionswege (Abb.1.1.). Von
diesen Stoffen und Signaltransduktionswegen sind im Folgenden einige
wichtige dargestellt.
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Abb.1.1.: Proinsulingen-Transkription als Antwort auf unterschiedliche Signale. Die
Abbildung zeigt maogliche Signaltransduktionswege und die dazugehdrigen
Transkriptionsfaktoren, die die Proinsulingen-Transkription regulieren. AC, Adenylatzyklase;
JAK, Janus Tyrosinkinase; PKA, Proteinkinase A; PI3-K, Phosphatidylinositol-3-Kinase; MAPK,
Mitogen aktivierte Proteinkinase; CaMK, Ca/Calmodulin-abhangige Proteinkinase; IRS,
Insulinrezeptorsubstrat; PDE3B, Phosphodiesterase 3B; Nach Melloul et al. (18).

Glukose ist der prinzipielle Stimulator der Insulinbiosynthese und der
Insulinsekretion. Eine erhéhte Glukosekonzentration fihrt sowohl zur
Steigerung der Transkriptionsrate des Insulingens (19), als auch zum Anstieg
der Halbwertszeit der Praproinsulin-mRNA und zur Steigerung der Translation
der Praproinsulin-mRNA (19, 20). Die Schlisselelemente dieses
Blutzuckersensors sind der GLUT2 (21) und eine B-Zell-spezifische Kinase, die
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Km Kinase (22). Nachdem die Glukose durch den Glukosetransporter 2
(GLUT2) in die B-Zelle gelangt ist, wird sie durch Glykolyse verstoffwechselt.
Das dabei entstehende ATP hemmt ATP-hemmbare Kaliumkanale. Durch den
stark verminderten Kaliumausstrom kommt es zur Membrandepolarisation. Dies
bewirkt eine Offnung spannungsabhéngiger Kalzium-Kanéle. Der Einstrom der
Kalziumionen in die B-Zelle ist der entscheidende Reiz fir die Verschmelzung
der insulinhaltigen Vesikel mit der Zellmembran. Dadurch kommt es zur
Exozytose des Insulins und weiter zur Freisetzung in den Blutkreislauf. Die
Speicher-Hexamere werden dabei aufgetrennt.

Hauptregulatoren, die die basale und Glukose-induzierte Insulingenexpression
beeinflussen, sind PDX-1 (pancreatic duodenal homeobox-1) und
Transkriptionsfaktoren aus der Familie der Basic Helix-Loop-Helix (bHLH) -
Proteine. PDX-1 transloziert glukoseabhéngig in den Zellkern und wird
glukoseabhangig phosphoryliert, wodurch die DNA-Bindungsaffinitat und damit
das Transaktivierungspotential verstarkt werden. Umgekehrt bewirken
anhaltend erhdéhte Glukosespiegel eine Inhibition der Insulingenexpression
sowie des PDX-1 Gens. Darlber hinaus reguliert PDX-1 die Expression einer
Reihe von Genen, die flr die B-Zell-ldentitdt und Funktion unabdingbar sind
(23).

Im Ratteninsulingenpromotor 1 bindet PDX-1 vor allem an das A3/A4-Element,
das auch als Far-Region bezeichnet wird. Transkriptionsfaktoren aus der bHLH-
Familie binden an das E2-Element, das auch Flat-Element genannt wird.
Zusammen bilden die Elemente den Far-Flat-Minienhancer, worlber sie den
Ratteninsulingenpromotor synergistisch aktivieren (24). Innerhalb des humanen
Insulingenpromotors ist ein ahnlicher Mechanismus bis jetzt noch nicht bekannt.
Es wurde dort allerdings zwischen -292 und -243 bp ein zuséatzliches Glukose-
responsives Element gefunden, welches mit einem bis jetzt nicht identifizierten
B-Zell-spezifischen Komplex reagiert (25).

Die durch Glukose stimulierte Insulinsekretion fihrt zur Erhéhung der
extrazellularen Insulinkonzentration, wodurch die Insulinsekretion und die
Insulingenexpression der B-Zelle abnehmen (18, 26, 27). Die Bedeutung des

Insulinrezeptors in insulinproduzierenden Zellen wurde gezeigt, indem diese
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Rezeptoren bei Mausen experimentell ausgeschaltet wurden. Als Reaktion auf
Glukose nimmt die Insulinsekretion ab und die Glukosetoleranz der Mause
verringert sich, was typisch fur einen Diabetes mellitus Typ 2 ist (28). Insulin
kénnte aber auch an anderen B-Zell-spezifischen Genprodukten, wie z.B.
GLUT2 oder der Glukokinase wirken und auf diesem Weg Schaden im
Glukose-Signaltransduktionsweg mit daraus resultierender gestérter Glukose-
Sensitivitat hervorrufen (29).

Das Hormon Glucagon-like peptide- 1 (GLP-1), ein Peptidhormon aus
neuroendokrinen Darmzellen, bindet an einen G-Protein assoziierten Rezeptor
auf B-Zellen und stimuliert dadurch die durch Glukose induzierte
Insulinsekretion, die Insulinbiosynthese und die Zellproliferation (30).

Das ob-Gen und dessen Genprodukt, das vom Fettgewebe gebildete Hormon
Leptin und der zugehdrige Rezeptor (OB-R) sind wichtige Faktoren bezlglich
der Abstimmung des Gleichgewichts zwischen Nahrungsaufnahme und
Energieverbrauch. Durch Leptin wird die Nahrungsaufnahme gehemmt und der
Energieverbrauch gesteigert.

Sowohl bei Mausen als auch bei Menschen fihrt der Mangel von Leptin zu
Adipositas. Bei adipésen Menschen ist der Leptinserumspiegel oft erhéht, was
darauf hindeutet, dass dieser Mechanismus nicht funktioniert. Dies lasst eher
auf eine Leptinresistenz oder einen Postrezeptorendefekt schliessen als auf
eine Mutation im Leptingen bzw. dessen Rezeptor, da diese Mutation sehr
selten vorkommt (31). In B-Zellen des endokrinen Pankreas konnte gezeigt
werden, dass Leptinrezeptoren exprimiert werden und dass Leptin sowohl die
Proinsulingen-Expression als auch die Insulinsekretion hemmt (31). Umgekehrt
stimuliert Insulin als adipogenes Hormon die Produktion von Leptin durch
Adipozyten, so dass eine hormonelle Verbindung zwischen dem endokrinen
Pankreas und dem Fettgewebe besteht. Diese Verbindung wird als
»<Adipoinsulare Achse® bezeichnet. Die Dysregulation dieser Achse mit daraus
resultierender Leptinresistenz der B-Zellen fiOhrt zu einer chronischen
Hyperinsulinamie, die wiederum zu gesteigerter Adipogenese und
Insulinresistenz und somit zu einem weiteren Anstieg des Plasmaleptinspiegels

fuhrt. Auf diese Weise entsteht ein circulus vitiosus zwischen Fettgewebe und
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endokrinem Pankreas, der schlieBlich in eine B-Zelldysfunktion und somit in
einen Diabetes mellitus Typ 2 mindet.

Wachstumshormon (GH), Prolactin (PRL) und Placentalaktogen (PL) regulieren
primar die Proliferation pankreatischer B-Zellen, stimulieren aber auch die
Insulinproduktion, z.T. durch Stimulation der Insulingen-Transkription (32, 33).

1.4. Transkriptionelle Regulation der Insulingenexpression

Die Insulingen-Transkription wird durch eine komplexe Interaktion von
unterschiedlichen, spezifischen DNA-Sequenzen des Insulinpromotors mit
verschiedenen ubiquitaren oder auch B-Zell-spezifischen Transkriptionsfaktoren
reguliert. Deren  Zusammenspiel  bedingt die  Regulation  der
Insulingenexpression als Antwort auf unterschiedliche physiologische Reize
(18, 34). Als Promotor wird eine DNA-Sequenz bezeichnet, die die Expression
eines Gens reguliert. Die wichtigste Eigenschaft eines Promotors ist die
spezifische Wechselwirkung mit bestimmten DNA-bindenden Proteinen, welche
den Start der Transkription vermitteln und als Transkriptionsfaktoren (= trans-
Elemente) bezeichnet werden. Ein cis-Element bezeichnet einen zu jeweils
einem bestimmten Gen gehérenden Abschnitt. Durch das Vorhandensein
dieser Abschnitte wird zusammen mit den dazugehdrigen trans-Elementen die
Transkription exakt reguliert.

Abbildung 1.2. zeigt einige cis-agierende regulatorische DNA-Elemente des

humanen Insulingenpromotors mit den daran bindenden Transkriptionsfaktoren.

Pax4 E2A

GR  Ripedbi CREB HEB Start
PDX1 Octt USF PDX1 CREM PDX1
[er ] [as][es ] [nre] [cz[e2] as] ICREICREIIA2|C1I|E1IIA1II II->
[=2] <] Lee ]

Abb. 1.2.: Aufbau des humanen Insulingenpromotors. Die cis-agierenden regulatorischen
Elemente des humanen Insulingenpromotors sind in Kéastchen dargestellt. Uber den
entsprechenden Elementen befinden sich die daran bindenden Transkriptionsfaktoren. E2*, E-
like element; GR, Glukokortikoid-Rezeptor; NRE, negatives regulatorisches Element. Modifiziert
nach Melloul et al. (18).
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Eine groBe Zahl von Transkriptionsfaktoren und Interaktionen, die bei der
Regulation der Insulingenexpression eine Rolle spielen, sind bekannt. Im
Folgenden sind einige der regulatorischen Elemente sowie deren
Bindungspartner und Interaktionen beschrieben.

Unter den aktivierenden cis-agierenden regulatorischen Elementen scheinen
vor allem die E- und A-Elemente fir die B-Zell-spezifische Expression des
Insulingens verantwortlich zu sein.

Die beiden E-Elemente (E1 und E2) enthalten eine identische Sequenz mit der
Basenfolge CANNTG. Sie binden Proteine der bHLH-Familie, wie z.B. E12/E47,
HEB und den Komplex insulin enhancer factor-1 (IEF-1) (18, 34). Der humane
Insulingenpromotor und der Ratteninsulingenpromotor 2 enthalten im
Gegensatz zum Ratteninsulingenpromotor 1 kein E2-Element, sondern eine
verwandte Sequenz, das sogenannte E2-like-element (E2*), das das HLH-
Protein USF (upstream stimulating factor) bindet (35).

Bei den A-Elementen (A1, A2, A3 und A5) handelt es sich um AT-reiche
Sequenzen, die, bis auf A2, im humanen Insulingenpromotor die Kernsequenz
TAAT enthalten. Diese Elemente binden Proteine der Homeo-Box Familie, wie
z.B. PDX-1, einer der Hauptaktivatoren der Insulingenexpression und
gleichzeitig zentraler Regulator der Pankreasentwicklung (18, 34).

In B-Zellen wird intrazellulares cAMP (cyclic AMP) durch Glukose und
verschiedene Hormone, wie z.B. Glukagon oder GLP-1 (Glucagon-like peptide-
1), erhdht (36). cAMP reguliert die Transkription von Genen, die CREs (cyclic
AMP response element) besitzen, indem es den Transkriptionsfaktor CREB
(CRE binding protein) bindet. Im humanen Proinsulingen wurden vier CREs
gefunden, zwei davon im Bereich des Promotors.

Das C2-Element ist im humanen Insulingenpromotor zwischen -253 und -244
bp lokalisiert und enthalt drei CAGG-Wiederholungen (37). Das C2-Element
bindet PAX (paired box gene) 6 und PAX4. PAX6 agiert als Aktivator, PAX4
dagegen als Repressor der Insulingenexpression. Beide spielen zuséatzlich eine
wichtige Rolle bei der Pankreasentwicklung (38).

5" von -360 bp des humanen Insulingenpromotors sind die so genannten ILPRs

(Insulin-linked polymorphic region) lokalisiert. Diese Regionen werden auch als
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VNTRs (variable number of tandem repeats) oder HVRs (hypervariable region)
bezeichnet und bestehen aus einer unterschiedlichen Anzahl an
Wiederholungen der Basensequenz ACAGGGGT(G/C)(T/C)GGGG. Sie werden
nach der Anzahl der Wiederholungen in drei Hauptgruppen eingeteilt, dabei
sollen die Allele der Klasse 1 fir Diabetes mellitus Typ 1 pradisponieren (39)
und die der Klasse 3 fur den Diabetes mellitus Typ 2 (40).

Zur Hemmung der Insulingenexpression wurde im humanen Insulingenpromotor
ein  negatives regulatorisches Element (NRE) zwischen -280 und
-260 bp gefunden. Weiter wurde gezeigt, dass dieses Element Uberlappende
putative Sequenzen enthalt, die verschiedene nukledre Proteine binden, wie
z.B. den Glukokortikoidrezeptor (41) und den ubiquitdr vorkommenden Faktor
Oct-1 (42).

1.5. Fragestellung und Ziel der Arbeit

Bisher wurde die Analyse der Aktivitdt des humanen Insulingenpromotors nur in
speziesdifferenten B-Zelllinien, d.h. in insulinproduzierenden Zellen von Ratte
oder Maus untersucht, da glukosesensitive humane B-Zelllinien nicht verfligbar
sind. Es existieren also noch keine Daten Uber die Regulation des humanen
Insulingenpromotors in primaren B-Zellen des endokrinen Pankreas des
Menschen. Die Daten Uber die Regulation des humanen Insulingenpromotors in
speziesdifferenten Zelllinien kénnen jedoch nicht problemlos auf die Regulation
des Insulingenpromotors in primaren humanen Zellen Ubertragen werden, da
identische Promotoren in Zellen unterschiedlicher Spezies different reguliert
werden kénnen. Primdre B-Zellen aus dem endokrinen Pankreas des
Menschen sind nur in geringer Anzahl verfligbar und lassen sich in vitro nicht
vermehren, ausserdem zeigt die nonvirale Transfektion von primaren B-Zellen
des endokrinen Pankreas des Menschen nur eine geringe Effizienz. Deshalb
werden Vektoren benétigt, mit deren Hilfe sich hochsensitiv die Aktivitat des

humanen Insulingenpromotors in primaren humanen B-Zellen bestimmen I&sst.



1. Einleitung

Das Ziel dieser Arbeit ist also die direkte Analyse der Aktivitdt des humanen
Insulingenpromotors in primaren humanen B-Zellen aus Spenderpankreata.

Diese Arbeit stellt einen Beitrag zur detaillierten Untersuchung der gestérten
funktionellen Insulinsekretion beim Diabetes mellitus Typ 2 dar und spielt somit
auf lange Sicht eine Rolle bei der Entwicklung neuer Mdglichkeiten in der

Therapie des Diabetes mellitus Typ 2.

10
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2. Materialien

2.1. Chemikalien und weitere Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von

folgenden Firmen bezogen:

Amersham Buckinghamshire, UK
Becton Dickinson Heidelberg, BRD
Gibco™ Invitrogen Life Technologies Karlsruhe, BRD

J.T. Backer Deventer, Holland
Merck Darmstadt, BRD
Pharmacia Up John Erlangen, BRD

Roth Karlsruhe, BRD

Sigma St. Louis, USA

11
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2.2. Plasmide

e pCR®2.1-TOPO® (3.9 kb) (Invitrogen, LifeTechnologies, Karlsruhe, BRD)
Dieser Vektor wurde fir die Klonierung von PCR-Fragmenten mittels
TOPO™TA-Cloning verwendet und mit dem Kit geliefert. Die Multiple
Cloning Site ist im LacZa Fragment enthalten. Selektion Uber

Kanamycinresistenz (Kan") und Ampicillinresistenz (Amp").

lacZa ATG .
M13 Reverse Primer | - sl LT

CAG GAA ACA GCT ATG ACLC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TCG ARAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

leﬂ(l EcoR | Ec'lljR |

|
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT PCR ProductA GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAl TTC CCG CTT AAG ACG

EC?R v Esli)(l N?f | Xf‘m | Nsill )‘(ba | Apla I
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGAR TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

Yy
T7 Promoter M13 Forward {-20) Primer

AGT GAG TCG TAT T AAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA C CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTIG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

Abb. 2.1.: pCR®2.1-TOPO®. Dieser Vektor wurde fiir die Klonierung von PCR-Fragmenten

verwendet
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2. Materialien

pSEAP2-Control (5.1 kb) (Becton-Dickinson, Heidelberg, BRD)
Dieser Vektor enthalt die kodierende Sequenz flir SEAP (secreted alkaline
phosphatase) unter der Kontrolle eines SV40-Promotors, der konstitutiv

aktiviert ist. Daher erfolgte seine Verwendung als Positivkontrolle. Amp'.

Not| MCS MCS

BamH |

FS'I.HII:'
B

on
SEAP

pSEAP2-Control

.I5|I'I1|:Ir N | I{h
5440
A
Asel” svap P Xbal
pUC anhancar
ori
HamH |
TE =Transcription blockar Sall
i i .1 kil A ?En 260 ?:u SEAP

GETACCEAGCTCTTACGCETECTABCCCGE GCTCRARATET
Aszp71E | Ml Nbel 541 Xbol gglil
Kpel

Hicd 1l Bs®B | Wpg| EcoR|

Abb. 2.2.: pSEAP2-Control. Dieser Vektor enthalt die kodierende Sequenz fir SEAP (secreted
alkaline phosphatase) unter der Kontrolle des konstitutiv aktivierten SV40-Promotors.
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2. Materialien

pSEAP2-Basic (4.7 kb) (Becton-Dickinson, Heidelberg, BRD)
Dieser Vektor enthélt die kodierende Sequenz flir SEAP (secreted alkaline
phosphatase). Er wurde zur Klonierung samtlicher Vektoren, die in SEAP-

Reportergen-Versuchen eingesetzt wurden verwendet. Amp'.

Not| MCS o o)

SEAP

pSEAP2-Basic

Amp” 4.7 kb
Asel™
Xbal
BamH |
TE =Transcription blockar Sall

1 10 a 1 L i &0 70 T
GGTACCGAGCTCTTACGCGTECTABCLCGEGCTCGAGATCTECA ATCTAAGRT AAG TAAGCTTCGAATLGCGAATTCR CCLACCATEETS
AspTig | Mizl Nbkel 541 Xiol pgll Hied I1BsB | Nyry| Ecok |

Kyl

Abb. 2.3.: pSEAP2-Basic. Dieser Vektor enthalt die kodierende Sequenz fir SEAP (secreted

alkaline phosphatase)

p-336hinsP-SEAP (5.15 kb). Dieser Vektor wurde im Verlauf der Arbeit
kloniert. Er enthélt die kodierende Sequenz fir SEAP (secreted alkaline
phosphatase) unter der Kontrolle des -336 bp langen humanen
Insulinpromotors. Amp'. Siehe Methodenteil, 3.13.

p-311hInsP-SEAP, p-293hinsP-SEAP, p-268hinsP-SEAP, p-254hinsP-
SEAP, p-201hinsP-SEAP, p-173hinsP-SEAP, p-130hinsP-SEAP sind
Deletionskonstrukte des Plasmids p-336hinsP-SEAP. Amp'. Siehe
Methodenteil, 3.14.
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2. Materialien

2.3. Enzyme

Die Restriktionsendonukleasen mit entsprechenden Puffern wurden von den
Firmen NEB (New England Biolabs, Frankfurt am Main, BRD) und Promega
(Mannheim, BRD) bezogen. Spezielle Enzyme sind unten aufgefuhrt.

e Calf intestine alkaline phosphatase (CIAP) (Promega, Mannheim, Germany)
e High Fidelity Tag™-Polymerase (Promega, Mannheim, BRD)

e T4-Ligase (Promega, Mannheim, BRD)

2.4. Oligonukleotid-Primer

Folgende Primer zur Herstellung der p-336hinsP-SEAP-Deletionskonstrukte
wurden von IBA, Géttingen, BRD bezogen:
e hINSp-B:

5 -GCATGG TGG GCG AAT TCG CG -3
e hINSp-1:

5 -GGA AAGTGG CCCAGGTGAGGG C -3
e hINSp-2:

5 -GGG CTTTGC TCT CCT GGAG -3’
e hINSp-3:

5 - GCC CCC AGC TGT GAG CAG GG -3
e hINSp-4:

5 - GCA GGG ACAGGT CTGGCCACCG-3
e hINSp-5:

5 -GTC CTG AGG AAGAGGTGC TG -3’
e hINSp-6:

5 - GGA GAT CTT CCC ACAGACCCAGC-¥
e hINSp-7:

5 - ATT GCA GCC TCA GCC CCC AGC - 3’
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2. Materialien

Folgende Primer fir die Sequenzierung wurden von MWG Biotech AG,
Ebersberg, BRD bezogen:
e M13 Rev:
5" - CAG GAA ACA GCT ATGAC -3
e M13 For:
5 -GTAAAACGACGGCCAG-3¥
e pSEAP — MCSup:
5'— CTA GCA AAATAG GCT GTC CC - 3'
e pSEAP — MCSdown:
5'—- CCT CGG CTG CCT CGC GGT TCC - &

2.5 Transfektionsreagenzien

e ExGen500® (Fermentas International, Ontario, Kanada)

e Fugene® (F. Hoffmann-LaRoche Ltd., Indianapolis, USA)

e Metafectene® (Biontex Laboratories GmbH, Miinchen, BRD)
o Superfect®, Effectene® (Qiagen, Hilden, BRD)

o Lipofectamine® (Invitrogen, LifeTechnologies, Karlsruhe, BRD)

2.6. Zelllinien

e INS-1-B-Zellen: Insulin produzierende Ratteninsulinom-Zellen als Modell fir
B -Zellen des endokrinen Pankreas (erhalten von C.B. Wollheim, Abteilung
Klinische Biochemie und experimentelle Diabetologie, Universitat Genf,
Schweiz)

e Beta-TC3-Zellen: Insulin produzierende Mausinsulinom-Zellen als Modell fir
B-Zellen des endokrinen Pankreas

e Humane Inselzellen: Zellen des endokrinen Pankreas des Menschen
(erhalten von M.D. Brendel, R.G. Bretzel, Medizinische Klinik und Poliklinik

[, Universitatsklinikum Giessen, BRD)
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2.7. Zellkulturmedien

Es wurden folgende Zellkulturmedien verwendet (Gibco, Invitrogen,

LifeTechnologies, Karlsruhe, BRD):

e INS-1-B-Zellen/humane Inselzellen: RPMI 1640 (ohne Glutamin, mit 11,1
bzw. 5,6 mM Glukose), 10% hitzeinaktiviertes fetales Rinderserum (FBS),
1% L-Glutamin (2 mM), 1% Penicillin/Streptomycin (100 U/ml), 1% Natrium
Pyruvat (1 mM), 1% HEPES (10 mM), 0,1% B-Mercaptoethanol (50 mM)
11,2 mM Gilukose entspricht der Standard-Glukosekonzentration, bei 5,6.
mM Glukose handelt es sich um ein Niedrigglukosemedium.

e Beta-TC3-Zellen: DMEM (mit Glutamin, mit 25 bzw. 5,6 mM Glukose), 10%
hitzeinaktiviertes fetales Rinderserum (FBS), 1% Penicillin/Streptomycin
(100 U/ml), 1% L-Glutamin (2 mM)

25 mM Gilukose entspricht der Standard-Glukosekonzentration, bei 5,6 mM
Glukose handelt es sich um ein Niedrigglukosemedium.

e Einfriermedium: Kulturmedium mit zusatzlich 10% FBS und 5% DMSO.

e TX-Medium (Transfektionsmedium): jeweiliges Zellkulturmedium (s.0.) ohne
Antibiotikum und ohne FBS

2.8. Reagenziensatze (Kits)

o Gel-Extraktion: QIAquik-Gel-Extraction-Kit® (Qiagen, Hilden, BRD)

e Mini-DNA-Préparation: FastPlasmid Mini® (Eppendorf, Engelsdorf, BRD)

e Mini-Monster-DNA-Praparation: Rapid-Pure-Mini-Monsterprep® (RPM® 4G)
(Invitrogen, LifeTechnologies, Karlsruhe, BRD):

¢ Chemilumineszenz SEAP-Assay: Great EscAPe™ SEAP (Becton-Dickinson,
Heidelberg, BRD)

e Sequenzierung: AutoSeq™ G-50° (PE Applied Biosystems/ABI PRISM,
Forster City, USA)

e TOPO-Cloning: TOPO™TA Cloning Kit (Invitrogen, LifeTechnologies,
Karlsruhe, BRD)
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2.9. Bakterien

e JM109% DH50® (Stratagene, Kirkland, USA)
e TOP10®(Invitrogen, Life Technologies, Karlsruhe, BRD)

2.10. Bakterienmedien

e LB-Medium: 10 g/l Bacto-Tryptone®, 5 g/l Bacto-Yeast-Extract®, 10 g/l NaCl.
Nach dem Autoklavieren und nach Abklhlung auf eine Temperatur < 50°C
wurde ein Antibiotikum zugegeben (50 mg/l Kanamycin oder 100 mg/I
Ampicillin).

e |LB-Medium-Platten: Zum LB-Medium (mit Antibiotikum) wurde 20 ¢/l
Agarose gegeben und in Petrischalen gegossen.

e SOC-Medium: Dieses Medium wurde nach der Transfektion als
N&hrmedium benutzt. 20 g/| Bacto-Tryptone®, 5 g/l Bacto-Yeast-Extract®,
0,5 g/l NaCl, 2,5 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM MgSQy4, 20 mM Glucose

e SOB-Medium: 20 g/l Bacto-Tryptone®, 5 g/l Bacto-Yeast-Extract®, 10 mM
NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOQO,

2.11. Puffer:

e TAE (Tris-acetat-EDTA): 40 mM Trisacetat, 1 mM EDTA, pH 8,3

e PBS (phosphate-buffered-saline): 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,15 g/l NazHPOy,
0,24 g/l KH2POy4, pH 7,4

e TB-Puffer (Transformations-Puffer) : 10 mM Pipes, 55 mM MnCly, 15 mM
CaCl,, 250 mM KClI, pH 6,7-7,0
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2.12. Elektrophorese von DNA

100 bp DNA-Marker (0,1 pg/ul), FragmentgréBen 100-2072 bp (Gibco,
Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, BRD)

1 kbp DNA-Marker (0,1 pg/pl), FragmentgréBen 201-12216 bp (Gibco,
Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, BRD)

DNA-Loading-Puffer: 30 % Glycerol, 0,1 mM EDTA, 1 % SDS, 0,25 %
Bromphenolblau, 0,25 % Xylene-Cyanol

2.13. Gerételiste, Verbrauchsmaterialien und Software

Becton-Dickinson, Heidelberg, BRD: Falcon-Tubes 15 und 50 ml,
Zellkulturflaschen 50 und 250 ml, 6-Well- und 12-Well-Zellkulturplatten, 10
cm Zellkulturschalen

Beckmann, Osterode, BRD: Ultrazentrifuge L7-55, Zentrifuge CH ANJ25
Bio-Rad-System, Hercules, USA: Agarose-Gel-Elektrophorese-Kammer,

E. coli-Pulser, Elektroporationskammer

Brand, Wertheim, BRD: Pipettenspitzen 0,1-10 ul, 2-200 ul, 50-1000 pl
Carl-Zeiss, Gottingen, BRD: Fluoreszenzmikroskop Axioskop20

DNASTAR, Madison, USA: Lasergene® Software

EG & G Berthold, Bad Wildbad, BRD: MicroLumat LB 96P

Eppendorf, Engelsdorf, BRD: Heizblock, Photometer, Thermomixer,
Pipetten, Uvetten

Greiner, Longwood, USA: Cryo-Vials 1,8 ml, ReagiergefaBe 50 ml
Hartenstein, Warzburg, BRD: Magnetrihrer, pH-Meter, Absaugpumpe,
PCR-GefaBe 0,2 ml, Zellschaber 24 mm, Reagenzreservoir in V-Form,
Wecker

Heraeus, Osterode, BRD: Brutschrank, Laminar-Flow-Hood, Biofuge 28 RS
Hettich, Tuttlingen, BRD: Zentrifuge ROTANDA/RFC

Melag, Berlin, BRD: Autoklav
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Perkin-Elmer, Shelton, USA: Sequenzer ABI310, Thermocycler (Gen-Amp-
PCR-System 9700)

Sarstedt, NUmbrecht, BRD: ReagiergefaBe 1,5 ml, Auslaufpipetten 5 ml, 10
ml und 20 ml, Petrischalen fir Bakterien

Starlab GMBH, Ahrensberg, BRD: Filterpipettenspitzen 0,1-10 pl, 1-100 pl
und 101-1000 pl
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3. Methoden

3.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) kann ein
spezifischer DNA-Abschnitt zwischen zwei sequenzspezifischen
Oligonukleotidprimern (sense und antisense Primer) durch eine hitzestabile
DNA-Polymerase amplifiziert werden.

Zur Denaturierung der DNA wird der PCR-Ansatz zunachst fir 2 min auf 94°C
erhitzt. Die weitere Reaktion besteht aus drei Teilschritten bei jeweils
unterschiedlichen Temperaturen. Diesen Ablauf bezeichnet man als Zyklus. Im
ersten Schritt des Zyklus erfolgt die Denaturierung der DNA-Matrize, beim
zweiten Schritt (Annealing) binden die Oligonukleotidprimer an die
einzelstrangige DNA-Matrize und dienen damit im dritten Schritt (Elongation)
der DNA-Polymerase als Startmolekil. Dieser Zyklus wird 30x wiederholt, so
dass es zu einer exponentiellen Vermehrung des spezifischen DNA-Fragments
kommt.

Nach Abschluss der Temperaturzyklen wird der Reaktionsansatz zur
Beendigung aller begonnenen Polymerisationen nochmals fir 2 min auf 72°C
erhitzt. Die Inkubationsschritte der PCR werden in einem programmierbaren
Heizblock (Thermalcycler) durchgeflihrt.

Schritte einer PCR:

Vorgang Temp. Zeitdauer
Initiale  Denaturierung 94°C 2 min
Denaturierung 94°C 0,5-1 min, je nach Fragmentlange
30x Annealing 50-64°C  0,5-1 min, je nach Fragmentlange
Elongation 72°C 30 sec pro 500 bp
Finale  Elongation 72°C 2 min
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Soweit nicht anders beschrieben, wurde der folgende PCR-Ansatz mit 50 pl

Gesamtvolumen gewéhlt:

e 5 ul 10x Puffer

e 5 puldNTP (2,5 mM of each)

e 1 ul ,sense-Primer“ (0,5 umol/ul)

e 1 ul,antisense-Primer* (0,5 umol/ul)
e 1 ul Polymerase (5U/ul)

e DNA-Template (100 ng)

e Aqua dest. (ad 50 pl)

3.2. TAE-Agarose-Gel-Elektrophorese

Mit einer Agarose-Gel-Elektrophorese kann DNA ihrer GroBe nach aufgetrennt
werden, da hochmolekulare = DNA-Sticke aufgrund ihrer hdéheren
Molekularmasse langsamer durch ein Gel von der Kathode zur Anode wandern
als niedermolekulare.

Je nach FragmentgrdéBe wurden 0,8 — 2,0 %ige TAE-Agarose-Gele verwendet,
wobei zur Auftrennung niedermolekularer Fragmente Gele mit hdherer
Agarosekonzentration bendtigt wurden, zur Trennung hochmolekularer
Fragmente niedriger konzentrierte.

Tankpuffer war TEA, die angelegte Spannung betrug 100 V. Die DNA wurde mit
DNA-Loading-Puffer versetzt und konnte nach Lagerung in TAE-Puffer mit
Ethidiumbromid durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden. Durch
Zugabe eines DNA-Markers war es méglich, einzelne Banden einer bestimmten
DNA-Lange zuzuordenen.
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3.3. Konzentrationsmessung von Nukleinsaureproben

Protein-, RNA- und DNA- Konzentrationen in wassriger Losung kénnen durch
Messung der Absorption von Licht der Wellenlange 260 (Proteine) und 280
(RNA, DNA) nm berechnet werden. Als Referenz- bzw. Leerwert diente H,O
bzw. das jeweilige Lésungsmittel. Der Quotient OD2s0/ODogy wird als Ratio
bezeichnet und erlaubt eine Aussage Uber die Reinheit der Nukleinsaureprobe.
Fir DNA sollte die Ratio zwischen 1,6 und 2,0 liegen. Bei Verunreinigungen
durch Protein oder organische Lésungsmittel ist die Ratio erniedrigt.

Uber die Messung der ODgg kann die Konzentration der Nukleinsdure in der

Probe berechnet werden. Eine optische Dichte bei 260 nm von 1 entspricht bei

doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50 pg/ml, bei einzelstrangiger

DNA und RNA 40 pg/ml und bei einzelstrangigen Oligonukleotiden 20 pg/ml.

3.4. Methoden zum Klonieren eines Plasmids

Unter Klonieren versteht man das Einfiigen eines DNA-Abschnittes (Insert) in ein
Plasmid (Vektor) und das anschlissende Vermehren dieses neu erstellten

Plasmids durch Transformation in Bakterien.

3.4.1. Enzymatische Reaktionen

Doppelstrangige DNA kann durch Restriktionsenzyme an spezifischen Stellen
geschnitten werden, da Restriktionsnzyme bestimmte Basensequenzen
erkennen und schneiden. Die geschnittene DNA kann glatt (blunt) oder mit
einem kurzen einzelstrangigen DNA-Abschnitt (sticky) enden (Uberhang). Insert
und Vektor kénnen nur ligiert werden, wenn die zu verknlpfenden Stellen mit
dem selben Enzym geschnitten sind. Ist dies nicht mdglich, so missen nach
dem Verdau mit Restriktionsenzymen die DNA-Uberhdnge des Plasmids oder
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des Inserts durch eine Klenow- oder T4-Polymerase mit Nukleotiden aufgefullt

werden.

3.4.2. Verdau von Insert und Vektor mit Restriktionsenzymen

Zunachst wurde das Insert durch Verdau mit Restriktionsenzymen aus einem
Plasmid herausgeschnitten. Hierzu wurden zwei das Insert flankierende
Schnittstellen verwendet. Befand sich in 5’- und in 3’-Richtung des Inserts je eine
Schnittstelle flr dasselbe Enzym, und wurde das Insert mit nur einem Enzym
herausgeschnitten, so spricht man von einem Single-Digest. Auch das Plasmid,
in das das Insert ligiert werden sollte, wurde mit Restriktionsenzymen
aufgeschnitten. Insert und Vektor konnten nur ligiert werden, wenn die zu
verknlipfenden Stellen von demselben Enzym geschnitten worden waren. War
dies nicht mdglich, so wurden nach Verdau mit Restriktionsenzymen die DNA-
Uberhange des Vektors und des Inserts mit Hilfe von Klenow-Polymerase (vgl.
3.4.2.) aufgefillt und Insert und Vektor ligiert.

Soweit nicht anders beschrieben, wurde ein Standard-Restriktionsverdau mit 20
Ml Gesamtvolumen durchgefliihrt und drei Stunden bei 37 °C inkubiert:

e DNA (1-5uQ)

e 2 ul BSA (bovine serum albumin, 1 mg/ml)
e 2 ul enzymspezifischer 10x Puffer

e 1 ul Enzym (10U/pl)

e Aqua dest. (ad 20 pl)

3.4.3. Auffiillen von Uberhdngen mit Klenow-Polymerase

Um die 3- und 5- Uberhange der verdauten DNA mit Nukleotiden aufzufillen
wurde ein 50 pl Ansatz gewahilt:
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e DNA (1-4 ug)

e 5 ul 10x Klenow Puffer

e 5 pul10 mM dNTP-Mix (2,5 mM of each)
e 2 ul Klenow Polymerase (5 U/l)

e Aqua dest. (ad 50 pl)

Dieser Ansatz wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert, anschlieBend wurden die

Enzyme 10 Minuten bei 70°C inaktiviert.

3.4.4. Dephosphorylieren mit alkalischer Phosphatase

Mit Hilfe der alkalischen Phosphatase werden die Phosphatgruppen am Ende
eines mit Restriktionsenzymen geschnittenen Plasmids abgespalten. Die
Plasmide wurden immer dann dephosphoryliert, wenn sie mit nur einem Enzym
verdaut wurden (single-digest) und ein Insert zwischen die Schnittstellen ligiert
werden sollte. Die Dephosphorylierung verhindert die Religation des Vektors
(backbone), die ansonsten gegentber dem Einbau des Inserts statistisch
dominant ware.

Es wurde ein 100 pl Ansatz gewahlt:

20 pl verdautes Plasmid (20-25 pgQ)

10 pl 10x CIAP (calf intestinal alkaline phosphatase)-Puffer
2 ul CIAP (1 U/ pl)

Aqua dest. (ad 100 pl)

Der Ansatz wurde 15 Minuten bei 37°C inkubiert und 15 Minuten bei 56°C
denaturiert. 37°C ist das Temperaturoptimum fiir das Enzym, bei 56°C wird es
inaktiviert. Nach Zugabe von nochmals 2 pl alkalischer Phosphatase wurden die
beiden Reaktionsschritte ein zweites Mal durchgefiihrt um sicherzugehen, dass

die Reaktion vollstandig ablief.
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3.4.5. Ligation von Insert und Vektor

Insert und Vektor wurden durch das Enzym T4-Ligase ligiert. Der Erfolg einer
Ligation wird durch das molare Verhélinis der Insert- und Vektormolekile
bestimmt. Daher wurden mehrere Ansatze erstellt, die bei gleicher Menge Vektor
unterschiedliche Konzentrationen des Inserts enthielten. Zur Bestimmung dieser
Verhaltnisse wurde folgende Formel verwendet:

ng Vektor -kb Insert
kb Vektor

ng Insert =

In einem weiteren Ansatz war kein Insert vorhanden (Religationskontrolle).

Es wurde ein 10 yl Ansatz gewahlt:

1 ul Vektor (100 ng)
1 ul T4-Ligase (3U/ pl)
1 ul 10x T4-Ligase-Puffer

x Ml Insert (x ng, abhangig von o0.g. Formel)
Aqua dest. (ad 10 pl)

2.4.6. Ligation mit dem TOPO™TA Cloning Kit

Die direkte Klonierung der durch die HF (high fidelity)-DNA-Polymerase
generierten PCR-Fragmente in Plasmidvektoren erfolgte mit dem TOPO™TA
Cloning Kit. Das durch die HF-Polymerase entstandene Insert kann aufgund
seiner entstandenen A-Uberhdnge gut mit dem in dem Kit enthaltenen
linearisierten Vektor (pCR®2.1-TOPO) ligiert werden, da der Vektor am 3’-Ende
einen Deoxythymidinrest (T) besitzt. Diese Reaktion wird durch das Enzym
Topoisomerase | katalysiert, das an den pCR®2.1-TOPO-Vektor kovalent
gebunden ist.

Entsprechend der Anleitung wurden 1 pl Vektor-DNA (pCR®2.1-TOPO) und
0.5-4 ul PCR-Produkt mit H,O auf 5 pl Gesamtvolumen gebracht und 5 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Die entstandene Plasmid-DNA konnte direkt in der
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Hitzeschocktransformation eingesetzt werden. Hierfir wurden die mit dem Kit
gelieferten kompetenten Bakterien (TOP10 One Shot™ cells) verwendet.

3.5. Extraktion von DNA aus einem Gel

Schneidet man mittels Restriktionsenzymen ein Plasmid um ein Insert zu
generieren, kann man beide Fragmente (Insert, Backbone) mittels
Gelelektrophorese trennen. AnschlieBend wurden die Banden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und die in den Gelstlicken enthaltene DNA wurde mittels
QIAquick-Gel-Extraction-Kit® laut Herstellerprotokoll isoliert und bei —20°C
aufbewabhrt.

3.6. Herstellung ultrakompetenter Bakterien fiir den DNA-Transfer mittels
Hitzeschocktransformation

Sind Bakterien in der Lage, Plasmid-DNA aus dem umgebenden Medium
aufzunehmen und zu vermehren, bezeichnet man sie als kompetent.
Escherichia coli der Stamme DH5a und JM109 wurden gemaB dem Protokoll
von Inoue (43) ultrakompetent gemacht. Dabei wurden 250 ml SOB-Medium mit
einer JM109 bzw. DH50 Ubernachtkultur beimpft und bei 37°C bis zu einer
ODgoo von 0,6 in einem Rotationsschittler inkubiert (ca. 3-4 Stunden). Nach
Erreichen der gewlinschten ODgo wurde die Kultur 10 Minuten auf Eis
abgekuhlt und danach 10 Minuten bei 2500 x g und 4°C abzentrifugiert. Das
Pellet wurde in 80 ml eiskaltem TB-Puffer (Transformations-Puffer, vgl. 2.11)
resuspendiert, 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend 10 Minuten bei
2500 x g und 4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 20 ml eiskaltem
TB-Puffer aufgenommen und unter leichtem Schwenken wurde DMSO bis zu
einer Endkonzentration von 7% (1,4 ml) zugegeben, 10 Minuten auf Eis
inkubiert, aliquotiert und bei —80°C bis zur Verwendung gelagert.
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3.7. Transformation durch Hitzeschock

Zu 100 pl der ultrakompetenten E. coli wurden 10 pl des Ligationsansatzes
gegeben. Dieser Ansatz wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert, danach exakt 90
Sekunden auf 42°C erhitzt. Nach weiteren 2 Minuten auf Eis wurden 200 pl
SOC-Medium (vgl. 2.10) zugegeben und fir eine Stunde bei 37 °C geschittelt.

3.8. Ausplattieren der Bakterien und Picken von Klonen

Nachdem die transformierten Bakterien ca. eine Stunde im SOC-Medium
gewachsen waren, wurden mit etwa 120 ul der Bakteriensuspension
antibiotikahaltige LB-Nahrmedienplatten (vgl. 2.10) beimpft. Durch Selektion
tber die Resistenz gegen ein Antibiotikum waren nach 24 Stunden bei 37°C auf
den LB-Platten Bakterienkolonien gewachsen, jedoch nicht auf der Platte der
Bakterien, die mit der Religationskontrolle (kein Insert) transformiert worden war.
Mehrere 15 ml- ReagiergefaBe mit 4 ml antibiotikahaltigem LB-Medium wurden
mit je einer der gepickten Kolonien beimpft, so dass sich in jedem
ReaktionsgefaB nur Bakterien eines Klons befanden. Nachdem sich die
Bakterien wahrend Inkubation bei 37°C im Schuttler Gber Nacht vermehrt hatten,
konnten mittels Mini-DNA-Praparation (vgl. 3.10.) die Plasmide aus den
Bakterien isoliert werden.

3.9. Glyceroldauerkulturen

Zur Aufbewahrung von transformierte Bakterien Uber einen ldngeren Zeitraum
wurde ein Glycerolstock erstellt. Daflir wurden in LB-Medium befindliche
Bakterien mit Einfriermedium zu je gleichen Teilen vermischt. Das
Einfriermedium bestand aus 65 % Glycerol, 10 mM MgSO4 und 0,625 mM
TrisCl.
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800 ul einer frischen Bakterientibernachtkultur und 800 pl Einfriermedium
wurden vorsichtig gemischt und in ReaktionsgefaBen bei —80°C gelagert.

3.10. Mini-DNA-Praparation

Um die in Bakterien vermehrte Plasmid-DNA zu isolieren, wurde eine Mini-DNA-
Praparation durchgefthrt. Hierfir wurde der FastPlasmid Mini®-Kit geman
Herstellerprotokoll verwendet.

3.11. Mini-Monster-DNA-Praparation

Wie bei der Mini-DNA-Préaparation wurden bei der Mini-Monster-DNA-
Praparation Plasmide aus Bakterien isoliert. Wahrend mit der Mini-DNA-
Praparation Plasmide aus Bakterien, die in 4 ml LB-Medium gewachsen waren
isoliert wurden, wurde dies bei der Mini-Monster-DNA-Pr&paration mit Bakterien
aus 1 | LB-Medium durchgefuhrt.

3.12. DNA-Sequenzierung
3.12.1. Sequenzierungs-PCR

Far  die Sequenzierungs-PCR  werden neben den normalen
Desoxyribonukleotidtriphosphaten  (dNTPs) auch  3’-fluoreszenzmarkierte
Didesoxyribonukleotidtriphosphate (ddNTPs) verwendet. Diese verursachen
nach ihrem Einbau einen Strangabbruch. Die vier verwendeten ddNTPs
(ddATP,  ddCTP, ddGTP, ddTTP) sind mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die jeweils unterschiedliche Exzitations- und
Emissionsspektren besitzen. Durch die Sequenzierungs-PCR entsteht so eine

Mischung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Lange, die zwar alle das
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gleiche 5’-Ende, aber mit hoher Wahrscheinlichkeit alle mdglichen 3’-Enden
besitzen. Es liegen also so viele unterschiedliche Fragmente vor, dass,
geordnet nach ihrer GréBe, nach dem kleinsten jedes nachstgréBere jeweils nur
ein Nukleotid langer, namlich das bei der Synthese eingearbeitete ddNTP ist.
Es wurde folgender PCR-Ansatz gewahlt:

3 pl Big-Dye-Mix (s.u.)

1 yl Primer (10 pmol/pl)
0,5-1 ug DNA
Aqua dest. (ad 20 ul)

Im Big-Dye-Mix waren dNTPs, ddNTPs, Puffer und Polymerase und MgCl,
enthalten.

Bedingungen der Sequenzierungs-PCR:

Vorgang Temp. Zeitdauer

Initiale  Denaturierung 94°C 5 min

Denaturierung 96°C 30 sec

25% Annealing 50°C 15 sec
Elongation 60°C 5 min
4°C ohne Zeitbegrenzung

3.12.2. Vorbereitung der Proben fir die Sequenzierung

Nach der PCR wurden die Proben mit Natrium-Acetat gefallt. Das Pellet wurde in
17 ul H20 resuspendiert. Davon wurden 8 ul und zuséatzlich 12 ul Hi-Di™- (highly
deionized) Formamide in spezielle 0,5 ml Sequenzierrdhrchen Uberfihrt. Vor
Beginn der Sequenzierung wurden die Proben fir 2 Minuten bei 94°C inkubiert

und anschlieBend auf Eis gelagert.
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3.12.3. Sequenzierung

Sequenziert wurde mit dem automatischen Sequenzierer ABI PRISM® 310. Im
Sequenzierer werden die Fragmente einer Probe mittels Kapillar-Elektrophorese
aufgetrennt. Das sich am Ende eines Stranges befindende fluoreszierende
Nukleotid wurde beim Durchtritt durch eine Kapillare mit Laser bestrahlt und
konnte anhand seiner charakteristischen Fluoreszenz der entsprechenden Base
zugeordnet werden. Mit dieser Methode kdnnen 200-400 bp lange DNA-
Abschnitte sequenziert werden. Mit dem Programm Lasergene® der Firma
DNASTAR wurde die Auswertung der Sequenzen durchgeflhrt.

3.13. Klonieren des Plasmids p-336hinsP-SEAP

Ein 336 bp (-336 bis +112 bp) langes Fragment des humanen Insulinpromotors
(aus p-336hINSpGI3) wurde in die HinDllI-Restriktionsstelle des promotorlosen
Vektors pSEAP2-Basic kloniert. Das resultierende Plasmid exprimiert SEAP
(secreted alkaline phosphatase) unter der Kontrolle des humanen
Insulinpromotorfragments. Hierdurch lassen sich Aufschliisse Uber den Grad der
Aktivitdt des Insulinpromotors in INS-1, beta-TC3-Zellen bzw. humanen
Inselzellen erhalten.

Diese Lange des Fragments wurde gewahlt, weil mit Deletionskonstrukten
zwischen -1373 bis +1 bp bereits gezeigt werden konnte, dass die gréBte
Abnahme der Insulinpromotoraktivitdt durch das Fehlen der Sequenzen
zwischen -341 bis -260 bp und -233 bis -171 bp hervorgerufen wird (44).

Der Erfolg der Klonierung wurde mittels Fragmentanalyse durch
Restriktionsverdau und Elektrophorese Gberpriift. Fir den Restriktionsverdau
wurde Bglll als Enzym verwendet. Das gewiinschte Fragment hatte eine Lange
von 190 bp.
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Abb. 3.1.: Karte von p-336hinsP-SEAP: Dieser Vektor enthalt die kodierende Sequenz far
SEAP (secreted alkaline phosphatase) unter der Kontrolle des -336 bp langen humanen

Insulinpromotorfragments.

3.14. Klonieren der 5’-Deletionskonstrukte des humanen

Insulingenpromotors

Im -336 bp langen humanen Insulingenpromotor sind verschiedene
transkriptionell responsive Elemente fur z.B. die Transkriptionsfaktoren PDX-1,
CREB und BETA2 bekannt. Diese spielen fur die Aktivierung des Promotors
eine wichtige Rolle. Um dies genauer untersuchen zu kénnen, wurden 5'-
Deletionskonstrukte des Vektors p-336hinsP-SEAP konstruiert, bei denen die
bekannten Bindungsstellen systematisch am 5’-Ende deletiert wurden (Abb.
3.2.-3.5.).

Die zugehérigen “sense”-Primer (hINSp 1-7, vgl. 2.4.) wurden anhand der
Basensequenz des Vektors p-336hinsP-SEAP und der bekannten responsiven
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Elemente flr die unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren entwickelt. Als
“antisense”-Primer wurde hINSp-B (vgl. 2.4.) verwendet.

Zur Herstellung der Deletionskonstrukte wurde zuerst eine PCR mit der High-
Fidelity Tag-DNA-Polymerase durchgefihrt (vgl. 3.1.), wobei die Annealing
Temperatur bei 55°C lag und die Zyklen 36x wiederholt wurden. Die
entstandenen PCR-Produkte wurden auf ein 2%-iges Agarosegel aufgetragen,
extrahiert und in den pCR®2.1-TOPO®-Vektor subkloniert. AnschlieBend
erfolgte die Kontrolle der Einbaurichtung mittels Sequenzierung.

Waren die PCR-Produkte in gewiinschter Richtung in den pCR®2.1-TOPQ®-
Vektor eingebaut, wurden die Fragmente mit den Restriktasen Kpnl und Xhol
geschnitten und in den Vektor pPSEAP2-Basic subkloniert.

Um die Wiederholung der Startsequenz ATG fur das SEAP-Reportergen zu
eliminieren, mussten diese Konstrukte nochmals mit HinDIIl aufgeschnitten
werden. Dann erfolgte die Auftragung auf 2%-iges Agarosegel und die
Extraktion des gewlinschten etwa 4500 bp groBen Fragments. Danach konnten
die auf diese Weise entstandenen Produkte wieder religiert werden.

Waren die PCR-Produkte in entgegengesetzter Richtung in den pCR®2.1-
TOPO®-Vektor integriert, wurde das gew(inschte Fragment mit HinDIIl und Xhol
in den Vektor pSEAP2-Basic subkloniert.

Der Erfolg der Klonierung wurde mittels Sequenzierung Uberprft.
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~311
-293
-268
=254
201
-173
-130
TOPQ (50 bp) humaner Insulinpromotor -112

SEAP
p-311hinsP-SEAP (5,00 kb)
p-293hinsP-SEAP (4,98 kb)

p-268hinsP-SEAP (4,96 kb)
p-254hinsP-SEAP (4,94 kb)
p-201hinsP-SEAP (4,89 kb)
AMP 5173hinsP-SEAP (4,49 kb)
p-130hinsP-SEAP (4,82 kb

T8 = Transcription blockar Sall

Abb. 3.2.: Karte der Plasmide p-311hinsP-SEAP, p-293hinsP-SEAP, p-268hinsP-SEAP, p-
254hInsP-SEAP, p-201hinsP-SEAP, p-173hinsP-SEAP, p-130hinsP-SEAP. Sie enthalten
das -311, -293, -268, -254, -201, -173 bzw. -130 bp lange Fragment des humanen

Insulingenpromotors.
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Abb. 3.3.: Schematische Darstellung der verschiedenen DNA-Bindungselemente und

ihrer  spezifisch

bindenden

Transkriptionsfaktoren

in

den

untersuchten

Deletionskontrukten des humanen Insulingenpromotors. Zu den Abkiirzungen siehe Abb.

1.2. (modifiziert nach 18 und 45).
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pSEAP2-Basic
5'— CTAGCAAAATAG GCT GTC CCC AGT GCA AGT GCAGGT GCC AGAACATTTCTC
pCR®2.1-TOPO®
TAT CGATAC GAG CTC GGA TCC ACTAGT AAC GGC CGC CAG TGT GCT GGA ATT CGC
pSEAP2-basic
CCT T‘ humaner Insulinpromotor ‘ AG CTT CGAATC GCG AAT TCG CCC ACCATG CTG

CTGCTG CTGCTGCTG CTG GGC CTG AGG CTACAG CTCTCC CTG GGC ATC ATC CCA

GTT GAG GAG GAGAAC CCG GAC TTC TGG AAC CGC GAG GCAGCCGAG G -3

Abb. 3.4.: Sequenz der Konstrukte 1-6. Darstellung der bei der Klonierung entstanden
Sequenz der Deletionskonstrukte 1-6 aus Abb. 3.3.

pSEAP2 Basic
ﬁ

5'— CTA GCA AAATAG GCT GTC CCC AGT GCA AGT GCA GGT GCC AGAACATTT CTC
pCR®2.1-TOPO®
ﬁ

TAT CGATAG CGG CCG CCAGTG TGATGG ATATCT GCAGAATTC GCC CTT
pSEAP2-Basic

humaner Insulinpromotor ‘ AGC TTC GAATCG CGAATTCGC CCACCATGCTGC

TGC TGC TGC TGC TGC TGG GCC TGA GGC TAC AGC TCT CCC TGG GCATCATCC

CAG TTG AGGAGG AGAACC CGGACTTCT GGAACC GCGAGG CAGCCGAGG -3

Abb. 3.5.: Sequenz des Konstrukts 7. Darstellung der bei der Klonierung entstanden Sequenz
des Deletionskonstrukts 7 aus Abb. 3.3.
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3.15. Durchfuihrung des SEAP-Assays
3.15.1. Vorbereitung der Proben

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden 100 pl vom Uberstand von transfizierten
Zellen entnommen und in einer Tischzentrifuge eine Minute bei 12 000 rpm
zentrifugiert. Um moglichst keine Zellen mehr im Medium zu haben wurden aus
dieser Probe 90 ul Uberstand abpipettiert und in ein weiteres 1,5 ml
ReaktionsgefaB tberflhrt.

3.15.2. Durchfiihrung des Assays

Entsprechend der Anleitung des Great EscAPe™ SEAP-Detection-Kit wurden
jeweils 15 ul der Probe auf 96-Well-Platten mit 45 pl 1x Dilution Buffer gemischt
und fur 30 Minuten bei 65°C im Wasserbad inkubiert. Nach zwei- bis
dreimindtiger Abklhlung auf Eis wurden 100 pl Assay-Buffer zugegeben und
nach finfmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von 100
Ml 1,25 mM Chemilumineszenz-CSPD-Substrat. CSPD ist das Substrat der
alkalischen Phosphatase, das eine Detektion von SEAP (secreted alkaline
phosphatase) mit einer unteren Nachweisgrenze von 100 fg ermdglicht.

Nach einstindiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die

Chemilumineszenz-Messung im Luminometer.

3.16. Zellkultur

Als Zelllinien wurden INS-1-B-Zellen (Ratteninsulinom) und beta-TC3-Zellen
(Mausinsulinom), beides Modelle fur B-Zellen, und B-Zellen aus humanen
Pankreasinseln verwendet. Die Zellkulturmedien sind in Abschnitt 2.7.
beschrieben. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, gehalten. Mit
Trypsin/EDTA-L8sung (0,05/0,02% in PBS ohne Ca?* und Mg®*) wurden sie von
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den Zellkulturplatten abgeldst, bei 1200 rpm abzentrifugiert und im Verhéltnis

1:4 gesplittet und ausgesat.

3.16.1. Zellzahlung mit der Neubauer-Zahlkammer

Mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer kann die Konzentration von Zellen in einer
Lésung bestimmt werden. Die Kammer enthdlt Quadrate, deren Volumen
jeweils 0,1 mm?® betragt. Durch Auszahlen mehrerer dieser Quadrate, Bildung
des arithmetischen Mittels und Multiplizieren mit 10 000 wurde die Zellmenge
pro ml bestimmt. Die zu zahlenden adharenten Zellen wurden von den
Zellkulturschalen trypsiniert, zentrifugiert, in 1 ml Zellkulturmedium

resuspendiert und ausgezahlt.

3.16.2. Transfektion von INS-1-8- und beta-TC3-Zellen mit Metafectene®

Mit Metafectene® wurden transiente Transfektionen von INS-1 und beta-TC3-
Zellen durchgefilhrt. Es wurden 4x10° Zellen auf 6er- Wells in 1ml Medium
ausgesat. Fur die Transfektion wurden 1 pg DNA und 2 pl Metafectene® in 50 pl
RPMI® 1640 fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (Komplexbildung)
und der Transfektionsansatz auf die am Vortag ausgeséten Zellen gegeben.
Jeweils 100 ul Zellkulturliberstand wurden 24, 48, 72 bzw. 96 Stunden nach
Transfektion entnommen und darin mittels SEAP-Assay der Gehalt an SEAP

bestimmt.
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3.16.3. Transfektion von humanen Inselzellen mit Metafectene®, Fugene®,
ExGen500°, Superfect® oder Effectene®

Mit Metafectene®, Fugene®, ExGen500%, Superfect® oder Effectene® wurden
transiente Transfektionen von humanen Inselzellen durchgefihrt. Es wurden
140 000 Zellen auf 6er- Wells ausgesat und sofort nach Aussaat transfiziert.
Dazu wurden DNA-Menge, Reagenz, Enhancer und Inkubationszeit in 50 pl
RPMI® 1640 (Komplexbildung) entsprechend unten folgender Tabelle variiert.
Jeweils 100 pl Uberstand wurden 24, 48, 72 bzw. 96 Stunden nach Transfektion
entnommen und darin mittels SEAP-Assay der Gehalt an SEAP bestimmt.

Reagenz Mg DNA ul Reagenz  ul Enhancer min Inkubation
Metafectene® 2 10 30

Fugene® 2/2 6/12 15-20
ExGen500°  1/2 5,5/11 10

Superfect® 2 10 10
Lipofectamine® 1 8 15

Effectene® 0,4/0,4/0,4 4/10/20 3,2/3,2/3,2 5-10

3.17. Statistik

Statistische Unterschiede zwischen experimentellen Gruppen wurden mit
ANOVA- und Post hoc- oder T-Test berechnet. Zur Berechnung wurde das
Programm Prism 3 (GraphPad) verwendet.

Unterschiede wurden als statistisch signifikant gewertet wenn p<0,05 (*),
p<0,01 (**) oder p<0,001 (***).
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4. Ergebnisse

4.1. Etablierung eines Systems zur hochsensitiven Analyse der Aktivitat

des humanen Insulingenpromotors

Um die Aktivitit des humanen Insulingenpromotors sowohl in tierischen
Zelllinien als auch in Zellen aus humanen Spenderpankreata untersuchen zu
kébnnen, wird ein System bendtigt, mit dessen Hilfe sich hochsensitiv die
Insulingenpromotoraktivitéat bestimmen Iasst.

Hochsensitiv. muss dieses System sein, da primare B-Zellen aus dem
endokrinen Pankreas des Menschen nur in geringer Anzahl verfligbar sind und
sich in vitro nicht vermehren lassen. Zusatzlich erreicht man durch nonvirale
Transfektion von primaren B-Zellen des endokrinen Pankreas des Menschen
nur eine geringe Effizienz.

Um das SEAP (secreted alkaline phosphatase)-Reportergen-System System zu
testen, wurden INS-1-B-Zellen transient mit den Vektoren p-336hinsP-SEAP,
pSEAP2-Basic (ohne Promotor, also Negativkontrolle) und pSEAP2-Control
(mit Promotor, also Positivkontrolle) transfiziert (siehe Abb. 4.1.). 24, 48 und 72
Stunden nach Transfektion wurde mittels des BD Great EscAPe™ SEAP-
Chemilumineszenz-Reportergen-Assay luminometrisch die SEAP-Aktivitat im
Uberstand der 6-Well-Zellkulturschalen als MaB fiir die Aktivitdt des humanen
Insulingenpromotors bestimmt. Das SEAP-System eignet sich gut flr diese
Untersuchungen, da SEAP im Medium akkumuliert und keine Lyse der Zellen
notwendig ist. Ein weiterer Vorteil ist die ungefédhr 10-100-fach hdéhere
Sensitivitdt des SEAP-Chemilumineszenz-Assays im Vergleich zu einem
Luciferase-Assay.
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Abb. 4.1.: A. Vektoren zur hochsensitiven Analyse der Aktivitit des humanen
Insulingenpromotors. Schematische Darstellung von p-336hinsP-SEAP, pSEAP2-Basic
(Negativkontrolle) und pSEAP2-Control (Positivkontrolle). B. Aktivitit des humanen
Insulingen-Promotors in INS-1-B-Zellen. Transiente liposomale Transfektion von INS-1-B-
Zellen mit pSEAP2-Basic als Negativkontrolle, pSEAP2-Control als Positivkontrolle und p-
336hInsP-SEAP (jeweils 0,5 pg DNA) zur Bestimmung der Aktivitit des humanen
Insulingenpromotors. Mittelwert + SD (n = 3). SEAP, secreted alkaline phosphatase; RLU,

relative light units.

Wie in Abb. 4.1.B. erkennbar, zeigt der Vektor p-336hinsP-SEAP in INS-1-B-
Zellen sogar starkere Aktivitat als der Vektor pSEAP2-Control. Im Verlauf der
drei Tage nach Transfektion liegt die Aktivitat des Vektors p-336hinsP-SEAP
um das 1,2- bis 5,1-fache Uber der des Vektors pSEAP2-Control. Die
Ergebnisse dieses Pilotexperiments belegen die prinzipielle Eignung des SEAP-

Reportergen-Systems fiir die geplanten Experimente.
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4.2. Transfektion von INS-1-B-Zellen mit Deletionskonstrukten

Im -336 bp langen humanen Insulingenpromotor sind verschiedene
transkriptionell responsive Elemente fir z.B. die Transkriptionsfaktoren PDX-1,
CREB und BETA2 bekannt. Diese spielen fur die Aktivierung des Promotors
eine wichtige Rolle. Um deren Funktion genauer untersuchen zu kdnnen,
wurden 5’-Deletionskonstrukte des Vektors p-336hinsP-SEAP konstruiert (Abb.
3.3.), bei denen bekannte Bindungsstellen systematisch am 5’-Ende deletiert
wurden (Konstruktion vgl. 3.14.).

Mit diesen Deletionskonstrukten erfolgte die Transfektion von INS-1-B-Zellen,
deren Zellkulturmedium 5,6 mM (Abb. 4.2.A.) oder 11,2 mM (Abb.4.2.B.)
Glukose enthielt. INS-1-B-Zellen sind Insulin-produzierende Ratteninsulinom-
Zellen (vgl. 2.6.).
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Abb. 4.2.: Transiente liposomale Transfektion von INS-1-B-Zellen mit den SEAP-
Reportergenkonstrukten pSEAP2-Basic (Negativkontrolle), pSEAP2-Control
(Positivkontrolle), p-336hinsP-SEAP (-336) und 5’-Deletionskonstrukten des humanen
Insulingenpromotors (-311 bis -130). Gemessen wurde die Glukose-induzierte Aktivierung der
Insulinpromotorfragmente (jeweils 1,0 pg DNA). Probeentnahme 48 h nach Transfektion.

A. Bei 5,6 mM Glukose, B. Bei 11,2 mM Gilukose. Mittelwert £ SD (n = 3). Die gezeigten
Ergebnisse sind ein Mittel aus drei Experimenten als Duplikat, relativ zur Aktivitdt der
Negativkontrolle. ** p<0,01; *** p<0,001.
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Wie in den beiden Abbildungen zu sehen ist, steigt die transkriptionelle Aktivitat
des humanen Insulingenpromotors in INS-1-B-Zellen erwartungsgeman leicht
an, wenn die Glukosekonzentration von 5,6 mM (Niedrigglukosemedium) auf
11,2 mM (Standardmedium) erhdht wird. Sowohl bei 5,6 als auch bei 11,2, mM
Glukose findet sich keine stark ausgepragte Anderung in der transkriptionellen
Aktivitat des humanen Insulingenpromotors zwischen dem langsten (-311) und
dem kirzesten (-130) Deletionskonstrukt, die Glukose-induzierte Aktivierung ist
also von der Lange der Fragmente zwischen -311 bis -130 bp praktisch
unbeeinflusst. Die starkste Abnahme der Aktivitit des humanen
Insulingenpromotors findet sich zwischen den kompletten (p-336hinsP-SEAP)
Insulingenpromotor und zwischen dem ersten Deletionskonstrukt (p-311hinsP-
SEAP).
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Um diese Aussage Uber die Glukoseresponsivitait des humanen
Insulingenpromotors bestatigen zu kbénnen wurde folgendes Experiment
durchgefliihrt: INS-1-B-Zellen wurden mehrere Passagen vor Transfektion in
Zellkulturmedium mit 5,6 mM Glukosekonzentration inkubiert. Sofort nach
Transfektion der Zellen wurde die Glukosekonzentration auf 11,2 mM erhdht
(Abb. 4.3.).
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Abb. 4.3.: Transiente liposomale Transfektion von INS-1-B-Zellen mit den SEAP-
Reportergenkonstrukten pSEAP2-Basic (Negativkontrolle), pSEAP2-Control
(Positivkontrolle), p-336hinsP-SEAP (-336) und 5’-Deletionskonstrukten des humanen
Insulingenpromotors (-311 bis -130). Gemessen wurde die Glukose-induzierte Aktivierung der
Insulinpromotorfragmente (jeweils 1,0 pg DNA). Das Zellkulturmedium enthalt bis zur
Transfektion 5,6 mM Glukose (Niedrigglukosekonzentration), nach Transfektion Stimulation mit
11,2 mM Glukose (Standardglukose). Probeentnahme 48 h nach Transfektion. Mittelwert £ SD
(n = 3). Die gezeigten Ergebnisse sind ein Mittel aus drei Experimenten als Duplikat, relativ zur
Aktivitat der Negativkontrolle. ** p<0,01, *** p<0,001.

45



4. Ergebnisse

Als Zusammenschau der vorangegangenen Abbildungen (Abb. 4.2. und Abb.
4.3.) 1&aBt sich anhand Abb. 4.4. nochmals deutlich die Glukose-induzierbare

Promtoraktivitat des humanen Insulingenpromotors nachweisen.
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Abb. 4.4.: Transiente liposomale Transfektion von INS-1-B-Zellen mit den SEAP-
Reportergenkonstrukten pSEAP2-Basic (Negativkontrolle), pSEAP2-Control
(Positivkontrolle), p-336hinsP-SEAP (-336). Das Zellkulturmedium enthdlt 56 mM
(Niedrigglukosemedium), 11,2 mM Glukose (Standardmedium) bzw. bis Transfektion 5,6 mM
und nach Transfektion Stimulation mit 11,2 mM Glukose. Probeentnahme 48 h nach
Transfektion. Gemessen wurde die Glukose-induzierte Aktivierung der
Insulinpromotorfragmente (jeweils 1,0 ug DNA). Die Aktivitdt von pSEAP2-Control wurde in der
jeweiligen Glukosekonzentration als 100% gesetzt. Glc, Glukose. SEAP, secreted alkaline

phosphatase. RLU; relative light units.
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4. Ergebnisse

4.3. Transfektion von beta-TC3-Zellen mit Deletionskonstrukten

Um die bis jetzt dargestellten Ergebnisse nochmals UGberprifen zu kdénnen,
erfolgte im weiteren Verlauf dieser Arbeit die Transfektion von beta-TC3-Zellen,
die in Zellkulturmedium mit 5,6 mM Glukosekonzentration (Niedrigglukose) oder
25 mM (Standardglukose) gehalten wurden mit den in Abb. 3.3. dargestellten
Deletionskonstrukten und den Vektoren p-336hinsP-SEAP, pSEAP2-Basic und
pSEAP2-Control. Bei beta-TC3-Zellen handelt es sich um Insulin-produzierende
Mausinsulinom-Zellen (vgl. 2.6.).

Bei einer Glukosekonzentration von 5,6 mM im Zellkulturmedium der beta-TC3-
Zellen (Abb. 4.5.) zeigt sich ein tendenziell &hnlicher Verlauf wie bei den in INS-
1-B-Zellen durchgefihrten Versuchen (Abb. 4.2.).

47



4. Ergebnisse
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Abb. 4.5.: Transiente liposomale Transfektion von beta-TC3-Zellen mit den SEAP-
Reportergenkonstrukten pSEAP2-Basic (Negativkontrolle), pSEAP2-Control
(Positivkontrolle), p-336hinsP-SEAP (-336) und 5’-Deletionskonstrukten des humanen
Insulingenpromotors (-311 bis -130). Gemessen wurde die Glukose-induzierte Aktivierung der
Insulinpromotorfragmente (jeweils 1,0 ug DNA). Probeentnahme 48 h nach Transfektion.
A. Bei 5,6 mM Glukose, B. Bei 25 mM Gilukose. Mittelwert + SD (n = 3). Die gezeigten
Ergebnisse sind ein Mittel aus drei Experimenten als Duplikat, relativ zur Aktivitdt der

Negativkontrolle. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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4. Ergebnisse

Wie bei INS-1-B-Zellen (Abb. 4.2.) lasst sich in Abb.4.5.A. und 4.5.B. erkennen,
dass die transkriptionelle Aktivitdt des humanen Insulingenpromotors auch in
beta-TC3-Zellen erwartungsgeman ansteigt, wenn die Glukosekonzentration
von 5,6 mM (Niedrigglukose) auf 25 mM (Standardglukose) erhéht wird. In beta-
TC3-Zellen findet sich eine starker ausgepragte Abnahme der transkriptionellen
Aktivitat des humanen Insulingenpromotors zwischen dem langsten (-311) und

dem kirzesten (-130) Deletionskonstrukt.

Durch die Transfektionen von INS-1-B-Zellen und beta-TC3-Zellen bei
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen wird hier die Glukoseresponsivitat
des humanen Insulingenpromotors in Zellen unterschiedlicher Spezies

bewiesen.
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4. Ergebnisse

4.4. Transfektion von primaren humanen B-Zellen

Da zum Zeitpunkt der Experimente noch kein Transfektionsprotokoll fir priméare
humane B-Zellen etabliert  war, wurden initial verschiedene
Transfektionsreagentien auf ihre Eignung Oberprift. Getestet wurden
Metafectene®, Fugene®, ExGen500®, Superfect®, Lipofectamine® und
Effectene® (sieche Abb. 4.6.).
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Abb. 4.6.: Aktivitdit des humanen Insulingenpromotors in primaren humanen B-Zellen.
Liposomale Transfektion von primaren humanen B-Zellen mit dem Vektor p-336hinsP-SEAP mit
unterschiedlichen  Transfektionsreagenzien. Entnahme von  Zellkulturiberstand und
Bestimmung der Aktivitdt des humanen Insulingenpromotors 24, 48, 72 und 96 Stunden nach
Transfektion. Mittelwert + SD (n=3). Die gezeigten Ergebnisse sind ein Mittel aus drei
Experimenten als Duplikat. SEAP, secreted alkaline phosphatase; RLU, relative light units.

Dabei zeigte die Transfektion mit dem Reagenz Effectene® den gréBten Erfolg.
Denn nur hier lasst sich eine SEAP-Akkumulation im zeitlichen Intervall
zwischen 24 und 96 Stunden erkennen, wéhrend sich bei Gebrauch der
restlichen Reagenzien nur geringe oder gar keine Veranderungen zeigen.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden alle weiteren Transfektionen von primaren
humanen B-Zellen mit dem Reagenz Effectene® durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

Wie in Abb. 4.7. zu erkennen, liegt die Aktivitat des Vektors p-336hinsP-SEAP
in primaren humanen B-Zellen deutlich Uber der der Negativkontrolle pSEAP2-
Basic, jedoch nicht Uber der Aktivitat der Positivkontrolle pSEAP2-Control, wie
dies in INS-1-B-Zellen (Abb. 4.1.B.) der Fall ist.
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Abb. 4.7.: Aktivitit des humanen Insulingenpromotors in primaren humanen B-Zellen.
Liposomale Transfektion von primdren humanen B-Zellen mit pSEAP2-Basic als
Negativkontrolle, pSEAP2-Control als Positivkontrolle und p-336hinsP-SEAP (jeweils 0,4 ug
DNA) zur Bestimmung der Aktivitdit des humanen Insulingenpromotors. Mittelwert + SD
(n = 3). Die gezeigten Ergebnisse sind ein Mittel aus drei Experimenten als Duplikat. SEAP,

secreted alkaline phosphatase; RLU, relative light units.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Transfektion von primaren humanen B-
Zellen mittels Effectene® méglich ist und eine ausreichende Sensitivitat des
Systems gewabhrleistet ist.

Von der urspringlich geplanten Herstellung adenoviraler Vektoren zur
Erhdhung der Transfektionseffizienz konnte nach diesen Ergebnissen
abgesehen werden, da die extrem hohe Sensitivitat dieses Systems auch die
nonvirale Untersuchung der Aktivitdt des humanen Insulingenpromotors in

primaren humanen B-Zellen erlaubt.
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5. Diskussion

5. Diskussion

5.1. Etablierung eines Systems zur hochsensitiven Analyse der Aktivitat

des humanen Insulingenpromotors

Zum Verstandnis des Diabetes mellitus werden Informationen Uber die
Regulation der Insulinbiosynthese bendtigt. Generell werden solche
Experimente bis jetzt in Tiermodellen untersucht, da menschliche Zellen in der
Verfugbarkeit limitiert sind, in vitro nicht proliferieren und deshalb schwer zu
transfizieren sind.

Zum Erhalt detaillierter Informationen Uber die Aktivitdt des humanen
Insulingenpromotors sowohl in primdren humanen B-Zellen als auch in
speziesdifferenten B-Zellen wurde ein Vektor kloniert, der das SEAP-
Reportergen unter Kontrolle des -336 bp langen humanen Insulingenpromotors
enthalt. Um das System zu testen wurden mit diesem Vektor, dessen 5'-
Deletionskonstrukten, sowie Positiv- (pSEAP2-Control) und Negativkontrolle
(pSEAP2-Basic) INS-1- und beta-TC3-Zellen liposomal transient transfiziert.
Zum Erhalt von Informationen Uber die detaillierten Analyse der Funktion des
humanen Insulingenpromotors in menschlichen Zellen wurde das in
speziesdifferenten Zelllinien bereits etablierte System mit unterschiedlichen
Transfektionsreagenzien in primaren humanen B-Zellen des endokrinen
Pankreas des Menschen getestet und schlieBlich mit dem
Transfektionsreagenz Effectene® ebenfalls etabliert.

Zusammenfassend wurde also eine Methode entwickelt, welche erstmals die
Analyse der Aktivitdt des humanen Proinsulingens in  priméren
insulinproduzierenden B-Zellen des Menschen erlaubt.

AuBerdem wurde durch die Entwicklung dieser Methode eine wichtige
Alternative zur material- und aufwandsintensiveren sowie teureren Methode der
adenoviralen Transfektion von primaren humanen B-Zellen des Menschen

entwickelt.
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5. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Experimente liefern neue Einsichten in die molekulare
Regulation der Insulinbiosynthese im endokrinen Pankreas des Menschen

sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch bei Diabetes mellitus.

5.2. Testung der Deletionskonstrukte in INS-1- und beta-TC3-Zellen

In beiden Zelllinien nahm erwartungsgeman (18, 24, 44, 45) die Aktivitat des
humanen Insulingenpromotors bei steigender Glucosekonzentration zu. Wider
Erwarten (18, 24, 44, 45) zeigte sich in ebenfalls beiden Zelllinien keine
ausgepragte Abnahme der Aktivitadt des humanen Insulingenpromotors
zwischen dem langsten und dem kiirzesten Deletionskonstruki.

Bei allen Transfektionsserien zeigte sich die gro3te Abnahme der Aktivitat des
humanen Insulingenpromotors bereits zwischen den Konstrukten p-336hinsP-
SEAP und p-311hinsP-SEAP. Zwischen -317 und -313 bp innerhalb der
Sequenz des humanen Insulingenpromotors befindet sich das A5-Element. An
dieses Element bindet PDX-1 (pancreatic duodenal homeobox-1). PDX-1 ist ein
Hauptaktivator der Insulingenexpression (18, 34), der allerdings ebenfalls an
das A3- und A1-Element bindet, die sich nicht in diesem Bereich des humanen
Insulingenpromotors befinden. So lasst sich die stark ausgepragte Abnahme
der transkriptionellen Aktivitdt des humanen Insulingenpromotors nicht alleine
durch den fur PDX-1 fehlenden Bindungspartner, das A5-Element, erklaren. Die
Aktivitat der humanen Insulingenpromotors unterliegt einer komplexeren

Regulation.
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5. Diskussion

5.3. Ausblick

Mit dieser Arbeit wurde eine Mdoglichkeit zur Bestimmung der Analyse der
Aktivitdt des humanen Proinsulingenpromotors in Insulinproduzierenden B-
Zellen des Menschen entwickelt. Mit der Testung der im Rahmen dieser Arbeit
klonierten 5’-Deletionskonstrukte des humanen Insulingenpromotors in
primaren humanen B-Zellen lassen sich neue Erkenntnisse Uber die molekulare
Regulation der Insulinbiosynthese gewinnen, die sowohl fiir das Verstéandnis als
auch far die Therapie des Diabetes mellitus unerlasslich sind.

FUr das exakie Verstandnis der komplexen molekularen Regulation der
Insulinbiosynthese im endokrinen Pankreas des Menschen sind ferner
Untersuchungen der Aktivitdt des humanen Insulingenpromotors unter dem
Einfluss unterschiedlicher Hormone und Nahrstoffe, wie z.B. Insulin, GLP-1
(Glucagon-like peptide), PRL (Prolactin) und PL (Placentalaktogen) sowohl in
insulinproduzierenden B-Zellen des Menschen als auch in speziesdifferenten
insulinproduzierenden Zellen erforderlich.
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6. Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Die Insulinbiosynthese in B-Zellen des endokrinen Pankreas wird auf
transkriptioneller Ebene durch die Aktivitat des Insulingenpromotors reguliert.
Die detaillierte Analyse der Aktivitdt des humanen Insulingenpromotors erfolgte
bisher nur in speziesdifferenten B-Zelllinien, da glukosesensitive B-Zelllinien aus
dem Pankreas des Menschen nicht verfugbar sind.

Es ist jedoch bekannt, dass signifikante Unterschiede in der transkriptionellen
Regulation der Genexpression in unterschiedlichen Spezies existieren. Deshalb
wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Methode entwickelt, mit deren Hilfe die
spezifische Untersuchung der Regulation des humanen Insulingenpromotors
hochsensitiv in primaren humanen B-Zellen des endokrinen Pankreas des
Menschen mdglich ist. Dazu wurde ein Vektor kloniert, der das SEAP (secreted
alkaline phosphatase)-Reportergen unter der Kontrolle des -336 bp langen
humanen Insulingenpromotors  enthalt. Im Laufe  verschiedener
Transfektionsexperimente mit dem Vektor p-336hinsP-SEAP, pSEAP2-Control
(Positivkontrolle) und pSEAP2-Basic (Negativkontrolle) sowohl in INS-1-B-
Zellen, in beta-TC3-Zellen als auch in primdren humanen B-Zellen, zeigten sich
in den luminometrisch bestimmten SEAP-Aktivitdten, die als MaB fir die
Aktivitat des humanen Insulingenpromotors dienen, deutliche Unterschiede
zwischen den transkriptionellen Aktivitdten der einzelnen Vektoren. Dieses
System eignet sich also ausgezeichnet flr die hochsensitive Analyse der
Insulingenpromotoraktiviat. ~ Zur  detaillierteren  Analyse  wurden  5'-
Deletionskonstrukte des Vektors p-336hinsP-SEAP konstruiert und damit INS-
1- und beta-TC3-Zellen transient transfiziert. In beiden Zelllinien wurden
Experimente bei unterschiedlichen Glukosekonzentrationen durchgefthrt, um
daraus Ruckschlisse auf die Glukoseresponsivitit des humanen
Insulingenpromotors ziehen zu konnen. Dabei zeigte der humane
Insulingenpromotor die aus Versuchen mit dem Ratteninsulingenpromotor 1
(19, 20, 21, 22) erwartete Glukoseresponsivitat. Allerdings lieB sich keine
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6. Zusammenfassung

Abnahme der transkriptionellen Aktivitat des Promotors bei Abnahme der Lange
der Konstrukte beobachten.

Unter Verwendung von Effectene® als Transfektionsreagenz eignet sich das
SEAP-System zur Analyse der Aktivitdt des humanen Insulingenpromotors in
primaren insulinproduzierenden Zellen aus dem menschlichen Pankreas.
Anhand der Ergebnisse der Experimente dieser Arbeit lassen sich neue
Erkenntnisse der molekularen Regulation der Insulinbiosynthese im endokrinen
Pankreas des Menschen sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch

bei Diabetes mellitus gewinnen.
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Blrotatigkeit bei der Firma Wavetech Wandel
Goltermann, Eningen

Beginn des Humanmedizinstudiums an der Julius-
Maximilian-Universitat, Warzburg

Arztliche Vorpriifung

Erster Abschnitt der arztlichen Prifung

Zweiter Abschnitt der arztlichen Prifung
Praktisches Jahr, Wahlfach Gynakologie und
Geburtshilfe

Dritter Abschnitt der arztlichen Prafung,
Approbation als Arztin

Assistenzarztin, Klinik far Allgemein- und
Visceralchirurgie, Katharinenhospital Stuttgart
Assistenzarztin, Frauenklinik, Klinikum am Steinenberg,
Reutlingen

Reutlingen, den 07.10.2008



