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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Identifizierung des Proteins p8

Das Protein p8 (Synonyme: nuprl, nuclear proteiooinl, candidate of metastasis 1)
wird ubiquitar in fast allen Geweben exprimiert umdrde 1997 erstmalig von Malket
al. als ein Faktor beschrieben, der akut und transianBeginn einer experimentell

induzierten Pankreatitis hochreguliert ist und @kprimiert die Proliferation von
exokrinen AR42J Azinarzellen vitro steigert (Abb 1.1).
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Abb. 1.1: A) p8 mRNA Expression nach Taurocholat-induziertenkPeatitis: Die schnelle und
transiente (3-12 h post Induktion) Hochregulatindiziert p8 als Akutstressprotein (links). Wohingag
p8 bei einer partiellen Pankreatektomie Uber desaggen Zeitraum der Organregeneration verstarkt
produziert wird (12 h bis 14 Tage) (rechts). Didssoziation weist p8 als proliferativen Faktor ads,
Organregeneration mit der Neubildung von Zellenheigeht. B) Vergleich der Zellzahl von p8
Uberexprimierenden exokrinen AR42J Azinarzellen [@#8} mit Leervektorkontrollen (AR/CAT). Die

Uberexpression von p8 erhéht die Zellvermehrung #&42J Azinarzellen. PX, Pankreatektomie. Aus
Mallo et al. 1997.

Ziel der Studie war es, auf molekularer Ebene diesSreaktion des Pankreas auf eine
akute Pankreatitis zu untersuchen. Durch intrapeedle Injektion von Cerulein wurde
im Rattenmodell eine akute Pankreatitis ausgeistStunden spéater wurde RNA zur
Erstellung einer cDNA:-ibrary aus dem Pankreas isoliert. Man fand 59 Klone mit

unbekannten Sequenzen, von denen der Klon p8 dibste® Pankreatitis-induzierte
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Genexpression aufwies und weiter untersucht wubde. Protein wurde entsprechend
dem cDNA-Klon p8 genannt.

Die p8 mRNA Expression wurde weiterhin im Verlauhex akuten Taurocholat-
induzierten Pankreatitis zu verschiedenen Zeitpamkin Northern Blot untersucht
(Abb. 1.1A). Vor allem zwischen 3 und 12 h nach ukiibn steigt die p8

Genexpression stark an und fallt danach bis 48ddeviauf Normalniveau. Dies weist
darauf hin, dass p8 ein AkutstreBprotein ist. Digetgxpression von p8 mRNA ist
dabei unabhangig von der Schwere der Pankreatés, beim Vergleich zwischen

0dematdser und hamorrhagischer Pankreatitis auffiel

Auch eine partielle Pankreatektomie stimuliert attig Genexpression von p8. Jedoch
fallt hier die Expression nicht innerhalb kurzertZgieder auf Normalniveau sondern
bleibt flr einen Zeitraum von mindestens 14 Tagdbdld. Diese Assoziation und sein
proliferativer Charakter (Abb. 1.1B) weisen p8 alsen regenerativen Faktor aus, da
die Regeneration des Teilorganverlusts durch Neubid von Zellen erfolgt. Ahnlich
der Organregeneration scheint p8 auch in der Oggarese eine Rolle zu spielen; denn
die bei der Ratte préanatal stark erhéhten p8 mRIgikgel fallen nach der Geburt tGber
einen Zeitraum von einigen Wochen auf ein niedriffpgeau im adulten Tier. In
diesem Zusammenhang ist es erwahnenswert, dastslién produzierende beta-
Zellmasse des endokrinen Pankreas der Ratte irexd#en pranatalen Wochen durch

Proliferation stark zunimmt (Scagl al. 1997).

Zusammenfassend initierte diese Studie in unsereeisgruppe die Untersuchung der
Rolle von p8 im endokrinen Pankreas, speziell in ¢fesulin produzierenden beta-
Zellen (siehe Kapitel 1.4 Vorarbeiten der Arbeitggpe).

1.2 Strukturelle und biochemische Eigenschaften von p8

p8 ist ein 80 Aminosauren grofRes Protein mit ethepretischen molekularen Masse
von 8,9 kDa und einem isoelektrischen Punkt beb §Mallo et al. 1997). Strukturell
zeigt p8 trotz geringer Sequenzhomologie (~35%¢g dimchemische Verwandtschaft
mit high mobility group(HMG) Proteinen, insbesondere aus der HMG-I/Y Hiami
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hinsichtlich isoelektrischem Punkt, molekularer BgsHydrophilitat, Hitzestabilitéat bei
100°C, elektrophoretischen Auftrennungseigenschafted dem Fallungsverhalten
(keine Ausfallung durch zweiprozentige Trichlorgssiure) (Encinaret al. 2001).

Biophysikalische Untersuchungen zeigten, dass wspitwyliertes p8 in wassriger
Losung zum Grof3teil ungefaltet vorliegt (kaum apsggte Sekundarstruktur) und
keine starkeren DNA-Bindungstendenzen aufweist. Aposition 63 der

Aminosauresequenz befindet sich ein Signal firdadeare Targeting, was auf eine
Funktion im Zellkern hinweist. Tatsachlich konnt& phosphoryliertem p8 sowohl eine
vermehrte Sekundéarstruktur als auch eine schwacR&-Bindung nachgewiesen
werden. p8 besitzt weiterhin durch selielix-loop-HelixMotiv eine strukturelle

Ahnlichkeit zu Homeodomaneproteinen, die wie HM®tBine an DNA binden. Diese

Eigenschaften von legen fir p8 eine funktionelldidRals Transkriptionsfaktor nahe.

1.3 Biologische Funktion von p8

1.3.1 p8 und Proliferation

Wie initial von Malloet al. fur exokrine AR42J Pankreasazinuszellen beschridiiart
die ektopische Expression von p8 auch in COS-7rédtemorzellen von Affen) und
HelLa Zellen (humane Cervix-Karzinom-Zellen) zu eirhohten Vermehrungsrate
(Vasseuret al. 1999, Vasseuet al. 2002). Weiterhin spielt p8 eine Rolle bei der
Entstehung einer endothelin-vermittelten mesangialgpertrophie in den Nieren von
Diabetikern (Goruppi and Kyriakis 2004). Diese Hngiesse zeigen, dass p8 in
unterschiedlichen Zelltypen mit Zellproliferatioasaziiert ist.

Ein Zusammenhang der p8-Expression mit Tumorwaaohsist in verschiedenen
Studienin vitro und im Tiermodel nachgewiesen worden. In Soft-Agyssays bildeten
p8-exprimierende wildtyp Mauseembryo-Fibroblast&fEF) im Gegensatz zp8-/-
MEF Kolonien. In einem anderen Experiment wurdehyischen Nacktmausen
subkutan bzw. intraperitoneal p8-exprimierende o@d8r/- MEF injiziert. Dabei
induzierten wildtyp MEF im Gegensatz p8-/- MEF Tumore (Vasselat al 2002). p8
ist auch in Pankreas- (St al 2001a; Suwet al. 2001b) und Mammakarzinomzellen

(Bratland et al. 2000; Reeet al. 2000) hochreguliert. Fur Pankreaskarzinome wird
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zudem ein Zusammenhang zwischen Grad der Maligni{&erminderter

Differenzierungsgrad, Auftreten von Lymphknotenmsédaen) und der Hohe der p8-
Expression postuliert. Auch bei Mammakarzinomen e p8-mRNA-Expression

signifikant hoher als in normalem Mammagewebe. réilegs konnte bisher in keiner
Studie ein Beweis daflr erbracht werden, dass p8alcogen wirkt. Vielmehr zeigt
sich die Assoziation von hohen p8-Spiegeln undiferation in schnellwachsenden
Tumorgeweben. Diese Uberlegung wird von eigenereainterstiitzt (Details siehe
1.4), da zum einen die beobachtete Kontaktinhibititer endogenen p8-Spiegel in
konfluenten INS-1 Kulturen fur ein tumorinduzieresdProtein ungewoéhnlich ware und
zum anderen keine Veradnderung des beta-Zellphamndipgichtlich Genexpression und

Insulinfunktion durch eine IPTG-induzierte Ubereagsion von p8 detektiert wurde.

1.3.2 p8 und Zellstress bzw. Gewebeschutz sowie Apoptose

Wie eingangs beschrieben wurde p8 initial als ekutadurch Gewebestress
(Pankreatitis) induziertes Protein beschrieben.t&e@in konnte gezeigt werden, dass
AR42J Zellen, die mit unterschiedlichen Zellstressislosenden Stoffen wie
Dexamethason, Cycloheximid, TNF-alpha und Staunaspokubiert wurden, verstarkt
p8 exprimieren (Valaccet al 2006). Auch geringer Stress, wie ein Medienweghse

induziert die Expression von p8-mRNA (Garcia-Mootet al. 2001).

Im Tiermodell wird p8 nicht nur bei akuter Pankrest sondern auch Sepsis und
Leberschadigung vermehrt exprimiert. Im Vergleici wildtyp Kontrollen weisen p8-
defiziente Mause pB-/-) verstarkt durch Pankreatitis und Tetrachlormetii@cly)
verursachte Gewebeschaden im Pankreas bzw. der habeind zeigen eine erhthte
Mortalitat bei LPS induzierter Sepsis (Jiagtgal 1999, Vasseuwet al 2004, Taieket al.
2005). Zumindest fur den gewebsprotektiven EffektRankreas wird eine TNF-alpha
induzierte p8 Expression und in Folge p8-abhandigbdhung derpancreatitis-
associated proteifPAP) | Expression und damit verbunden eine Ininbitvon NFkB
als Ursache diskutiert (Vasseet al 2004). Weiterhin kann p8 als Komplex mit
Prothymosin-alpha die Caspasen 3, 7 und 9 inhibiered so Apoptose verhindern
(Malicet et al. 2006).
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1.4 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

Nachdem p8 im Pankreas zunachst ausschlie3lichkxakrieen Azinuszellen naher

untersucht wurde, belegten eigene Daten erstmal€Exipression von p8 in humanen
Langerhans'schen Inseln und verschiedenen Pankedlisien einschliel3lich duktaler

Zellen und differenzierter beta-Zellen (Patral 2004).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Glukose nicintdie Proliferation von beta-
Zellen stimuliert sondern auch die Expression v@nlp expandierenden Kulturen lauft
die maximale p8 Proteinproduktion der maximalenlzadéll (Konfluenz) 48 h voraus
und geht mit zunehmender Dichte der kultiviertenletewieder zurtick. Dies zeigt,
dass beta-Zellproliferation mit erhdhten p8-Spiegealssoziiert ist und p8 durch
Kontaktinhibition gegenreguliert wird (Pa#t al. 2006). Die nahere Untersuchung des
Zusammenhangs von Glukose, p8 und Proliferatidraimsgenen INS-1 beta-Zellen mit
IPTG-induzierter p8-Uberexpression ergab, dass ai§ithlich beta-Zellproliferation
induzieren kann, allerdings nur in Gegenwart vonkBse. Gemal dieser Ergebnisse
erscheint p8 als ein molekularer Mediator der ghgk@rmittelten Expansion von beta-
Zellen. Auch in priméren Inselzellen des humanenkReas fuhrte eine adenoviral
transduzierte p8-Uberexpression (Ad-p8-hinseln)vetmehrter Proliferationn vitro
und zu gesteigerter Insulinsekretion in den Ad-p&&ln gegentber den Ad-mock-
Kontrollinseln (Péthet al 2006). Die gesteigerte Insulinproduktion erklgich durch
die Vermehrung der beta-Zellen in den Ad-p8-Inselmelche sich ohne die
Uberexpression von (8 vitro nicht vermehren; ein bekanntes Problem beirmgitro-
Kultivierung von priméren humanen Langerhans'sdneein. Gemal der gesteigerten
Zellvermehrungin vitro, reduzierten unter die Nierenkapsel transplamtiekt-p8-
hinseln den Blutzucker von Streptozotocin-diab&éesc Mausen bereits nach 3 Tagen
mit zunehmend ansteigender Effektivitat gegenubdrnfck-Inseln, deren initiale
Wirkung Uber den Untersuchungszeitraum von 8 Tagewmerédndert blieb. Dies
indiziert, dass beta-Zellen in Ad-p8-hinseln nackn#transplantion aucin vivo

proliferieren und somit die Insulinsekretion erhibhe

Fur die aus den bisherigen Daten erhobene Hypqtldesses p8 ein Mediator der
glukoseinduzierten Proliferation von beta-Zellent, isgibt es bereits einige

unterstitzende mechanistische Befunde der Arbeajppgr. Die Aminosauresequenz von
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p8 enthalt zwei PKC-Phosphorylierungsstellen. lasdm Zusammenhang stimuliert
Glukose durch die Freisetzung von’Caus den intrazellularen Calciumspeichern (ER,
Mitochondrium) klassische PKC Isoformen (alphaabgamma), die wiederum an p8
binden kdnnen. Die Inhibition von PKCs, insbesordéer PKCzeta, resultiert in der
Inhibition der durch IPTG-induzierten Uberexpressimn p8 (unpublizierte Daten der
Arbeitsgruppe; Vasavada et_2D07). Die atypische PKCzeta wird allerdings tben d
PISK/AKT-Signalweg aktiviert. Der Zusammenhang z@lukose liegt daher
wahrscheinlich in der Glukose-aktivierten Freisagwon Insulin und GLP-1, die
wiederum PI3K/AKT aktivieren. Weitere Ergebnissdelgen eine funktionelle NFkB
Bindungsregion im p8-Promotor (Kallwellist al 2006). Dieser Befund passt zum
Stressproteincharakter von p8, da NFkB ein beddeterSignalprotein der Zytokin-

induzierten Entzindung und Apoptose von beta-Zeaden

Basierend auf diesen Daten postuliert die Arbeigsge p8 als ein Protein mit
proliferativer und zellprotektiver Funktion in befallen.

1.5 p8 im klinischen Kontext

Friher bestand das Dogma, dass die beta-Zellmakse,die Gesamtheit der beta-
Zellen im endokrinen Pankreas, sich im gesundeitead®rganismus nicht veréndert.
Verschiedene Untersuchungen zeigten aber im LaerfeZdit, dass die beta-Zellmasse
mit dem Kdrpergewicht bzwbody mass indetBMI) korreliert (Kloeppelet al 1985,
Bonner-Weiret al 2000). Die prinzipiellen Stimulatoren der betdh&rmehrung sind
hierbei die Blutglukosespiegel und das in Folgeegg@erte Insulin (Parigt al 2003).
Inzwischen ist es allgemein anerkannt, dass siagh likta-Zellmasse in einem
dynamischen Prozess der jeweiligen Stoffwechselmgegasst. Gesteuert wird diese
Anpassung durch die Replikation vorhandener beteiZeund, zumindest in
bestimmten Situationen (z.B. Gewebetrauma), augibhddie Neubildung von beta-
Zellen aus adulten Vorlauferzellen (Neogenese) l{€ibret al 1997, Bonner-Weir
2000). Die Gegenregulation erfolgt durch ApoptoB&e im gesunden Organismus
optimale Regulation des Blutzuckers resultiert ales Balance zwischen beta-
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Zellproliferation und -apoptose. Ist diese Balargestort, hat dies pathologische

Konsequenzen wie Diabetes.

Wahrend beim Typ Il Diabetes zunachst eine (meestensible) Insulinresistenz
vorliegt, die in Abhangigkeit von der Dauer und ®ehe der Erkrankung zu einem
substanziellen Verlust von beta-Zellen fihren k#@¥oon et al. 2003; Butleret al.
2003), sind beim Typ I-Diabetes die beta-Zelleneklirnach Manifestation durch
Autoantikdrper zerstort. Ein Typ 1-Diabetiker bagbtnach Manifestation seiner
Krankheit daher die lebenslange Gabe von exogemsudin. Weil eine intensivierte
Insulintherapie die physiologische Kontrolle desutBlckerspiegels nicht perfekt
nachahmen kann, leidet die Mehrheit der langjahrigeyp 1-Diabetiker unter
Spatkomplikationen wie z.B. Nephropathie, Retinbatind koronarer Herzkrankheit.
Eine klinische Alternative zur Insulintherapie keddtin der Pankreastransplantation und
Transplantation von isolierten Pankreasinseln (eangns'sche Inseln). Bei beiden
Verfahren ist eine lebenslange Immunsupprimieruatyvandig, weshalb aktuell nur
bereits transplantierte (zumeist Nierentransplamasschwer einstellbare Patienten mit

haufigen schweren hypoglyk&dmischen Episoden transipit werden.

Ein grof3es Problem der Inselzelltransplantation dexdbegleitenden Forschung ist der
Mangel an geeigneten Spenderorganéor. diesem Hintergrund ist die Suche nach
alternativen Quellen fur beta-Zellen bzw. Pankmseln ein wichtiges Ziel. Daher
interessieren sich weltweit viele Forschergruppandie Vermehrung oder Neogenese
von beta-Zellenin vitro. Vor diesem Hintergrund ist es bereits gelungesta{zellen
mit Hilfe von Wachstumsfaktoren und spezifischentidas in vitro zu vermehren
(Hayeket al. 1995). In anderen Arbeiten wurden duktale Vorléadéen (Bonner-Weir
2000; Ramiyaet al. 2000; Sachs and Bonner-Weir 2000; Bonner-Weir 2003
intrainsuléare Vorlauferzellen (Zulewsgt al. 2001; Selander and Edlund 2002; Bonner-
Weir 2003) und embryonale Stammzellen (Sataal. 2000; Assadyet al. 2001,
Lumelskyet al. 2001; Bonner-Weir and Sharma 2002; Bonner-Weir32@® vitro zu
Insulin produzierenden Zellen differenziert. Bisuteeist es allerdings nicht gelungen,
einen wirklich funktionellen bzw. glukoseresponsivebeta-Zellphanotyp mit

physiologischer Insulinsekretion in nennenswerteafidtabn vitro zu generieren.
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Vor diesem Hintergrund ist das Wissen um die Regulavon beta-Zellproliferation/-
apoptose von grofRer Bedeutung fur das Verstandmifkdgulation der beta-Zellmasse
und p8 scheint hinsichtlich seiner proliferativemduanti-apoptotischen Eigenschaften

eine zentrale Rolle in dieser Regulation zu spielen

1.6 Nuklearer Import von Proteinen

Bei Eukaryonten findet die Genexpression im Nuklaod die Proteinbiosynthese im
Cytoplasma statt. Proteine mit Funktion bei der r@gulation missen daher in den
Zellkern transportiert werden. Manche Proteine ligken auch zwischen Zytoplasma
und Nukleus. Kleine Metabolite und kleine Proteige 40-60 kDa) konnen durch
sogenannte wassrige Por@gueous porgsdie Uber die gesamte Kernmembran verteilt
sind, entlang ihres Konzentrationsgradienten passoen Kern diffundieren (Yoneda
et al 1999). Grolere Makromolekile benétigen zum Trarisjm den Nukleus die
Kernporenkomplexe (siehe 1.6.2) (NR@clear pore complexgéYoneda 2000).

1.6.1 Signalsequenzen

Sowohl Im- als auch Exporte von Proteinen werdemtldibignalsequenzen gesteuert.
So enthalten bestimmte Proteine eine Kernlokaisaequenz (NLS,nulcear
localisation sequengefir den Import bzw. eine Kernexportsequenz (NBESclear
export sequengefur den Export. Die klassischen NLS sind reich laasischen
Aminosauren, vor allem Lysin (Bickmore and Suthedl®002). Bei den klassischen
NLS wird zwischen monopartiter basischer Sequenm Beispiel im Simian Virus
40T-Antigen (Kalderoret al 1984) und bipartiter basischer Sequenz, zum Beisp
Nucleoplasmin (Robbingt al 1991) unterschieden. Daneben gibt es noch andere,
nicht-klassische NLS wie zum Beispiel beim ProtemRNP-Al (ucleocytoplasmic
shuttling heterogeneous nuclear ribonucleoproteit), Adie ,nicht lysinreich® sind
(Nigg 1997, Jakel and Goérlich 1998).

Die NES enthalten hauptsachlich hydrophobe Aminas§uvor allem Leucin.
Beispiele sind das HIV Protein Rev (Fisclegral 1995), das HTLV-1 Protein Rex
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(Bogertet al 1996) oder der cAMP-abhangige Proteinkinaseitdil{PKI) (Wenet al
1995).

1.6.2 Kernporenkomplex (NPC)

Ein NPC ist ein grol3er Proteinkomplex bestehend3®450 verschiedenen Proteinen
mit einer geschatzten Masse von 1,25 MDa, die dweth sich wiederholendes
Phenylalanin-Glycin Element gekennzeichnet sindn{ag et al 2002). Die NPC-
Struktur ist hochsymmetrisch bestehend aus einedieiirKkernmembran eingelassenen
Ring, einem Korb im Nukleoplasma und kurzen, fasig@ Anhangen auf der
zytoplasmatischen Seite (Abb.1.2).

Cytoplasmic fibrils

“Cytoplasmic ring

/;;'; = Quter membrane

Lumenal domain

S Inner membrane
Nuclear ring

Nuclear basket
WY Distal ring

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Kernporenkomplexes: (Aimshawvet al, 1992)

1.6.3 Importine, Exportine, Ran

Importine vermitteln den Import und Exportine derpkrt von Proteinen. Bei den
Importinen unterscheidet man Importin und B. Importin o erkennt und bindet
spezifisch eine NLS. Importifi bindet diesen Komplex und vermittelt die Bindumg a
NPCs (Gorlichet al 1996).

Exportinl/CRM1 ¢ysteine rich motor neuron prot@imst ein Exportrezeptor aus der
Familie der Importir3-Molekile (Mattay and Englmeier 1999, Nakielny dbhakyfuss

1999) und ist fur die Translokation verschiedenBiteine ins Zytoplasma zustandig.
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Er bindet Substrate mit NES. Der Transport ins giema erfolgt dabei Ran-GTP-
abhéangig (Yoneda 2000, Kuerstetnal 2001).

Das Protein Ran ist eine kleine GTPase. Es stalert Transport in und aus dem
Nukleus. In seiner Funktion wird Ran von weiterent®nen wie z.B. Ran-GEF (Ran-
guanin nucleotide exchange fagioRan-GAP (Ran-GTPasactivating protein und
Ran-BP1 (Rarbinding protein 1) unterstitzt. Die beiden letzteren generieres da
inaktive, GDP-gebundene Ran indem sie die GTP-Hyseoinduzieren. Ran-GEF ist
im Nukleus lokalisiert und férdert die Umwandlungnv Ran-GDP zu Ran-GTP
(Kuerstenet al 2001). Ran-GAP ist im Zytoplasma lokalisiert. $Esigert die GTPase-
Aktivitat von Ran und sorgt so fur eine Umwandlungn GTP zu GDP. Daraus
resultiert ein steiler Gradient Uber der Zellkermmbean mit Ran-GDP im Zytoplasma

und Ran-GTP im Nukleoplasma.

Importln : Cargo delivered
Exportin to cytoplasm

<.
RanGAP
RanBP1 GDP RanGAP
GTP hydrolysis X

T — Nuclear pore

¥ '\ complex

W ! . RanGTP binding
>_< GTP

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Import-und Exportsgédus: Strom and Weis, 2001).

In Gegenwart von Ran-GDP bildet sich ein Importkter@us Importine und3 sowie
dem Protein mit NLS. Dieser Importkomplex bindetrmittelt durch Importirg, an ein
NPC (Hurt et al. 1996) und wird in den Kern trangigot. In Gegenwart von Ran-GTP
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dissoziert der Importkomplex (Gorlich et al. 199B¢r Komplex aus Importin undf3
bindet Ran-GTP und wird aus dem Nukleus transparti;n Zytoplasma verstarken
Ran-GAP1 und Ran-BP1 die GTPase-Aktivitat, so d&as wieder in seiner GDP-
Form vorliegt und der Zyklus neu beginnen kann. Brport funktioniert nach dem
gleichen Prinzip. Die Exportine binden das SubsmaGegenwart von Ran-GTP im
Nukleus und geben das Substrat in Gegenwart vonGRdn im Zytoplasma wieder
frei. (Abb. 1.3.).

1.6.4 p8 und NLS

Das Protein p8 enthalt einen hoch konserviertenciMiigt, der in einem Helix-Loop-

Helix-Motiv vorliegt und eine klassische, bipartiélS darstellt. Ebenso konserviert
sind eine potentielle NES, die reich an hydrophoBemnosauren ist (bei Saugern
besonders Leucin), sowie zwei Acetylierungsmotiveyon eines in die putative NLS
integriert ist (Valaccet al 2006) (Abb. 1.4.).

NES?
Ag. el
] 31l i =
r-"_-‘.T!-'FIEJ‘.T.'-Y.-.i-‘“:}‘,?]—"?.’%??.l)l‘.‘!).‘-!.‘-!.’
MATLREPFTAHTEQOPVNT EDEDGIT
MATLPPTANPEQOPLNLEDEDGIT
METEY ITRANEVD . FTR. (FEVOYHE
MEHTWENLE | PES EEEY
B: xuo (Bax:)
LOMESERKERGARER
FONSERKEAWE
SREOMESERKEAWR
AALORSECKEKLERELEVREY
VERLONSEKESKE 48
LiMTESHEE i

LM TN KR AAAC KN 15
| I

Ac. matif
Abb. 1.4 Vergleich von p8 verschiedener Spezies. Besorfuerorgehoben sind die putative
NES, das Acetylierungsmotiv (Ac motif) und die N[E5X10(B3zX5)], B steht fir basischen
Rest K oder R, X fur einen beliebigen Rest (Valagtal. 2006).
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1.6.5 Subzellulare Lokalisation von p8

Uber die subzellulare Lokalisation von p8 ist higldolgendes bekannt: p8 sammelt
sich vermehrt im Zytoplasma an, wenn der Energishalti der Zelle reduziert wird
(Valaccoet al 2006) und kann in den Kern translozieren (Vasse¢wa 1999, Pathet
al. 2004). Eine umfassende Studie zu diesem ThemladMaet al 2006) fand heraus,
dass der CRM-1-Transporter bei der subzellularekaligation von p8 keine Rolle
spielt, da Leptomycin B, ein spezifischer Inhibitdes CRM-1-Transporters, keine
Veranderung der Lokalisation von p8 bewirkt. Diehibition des MAP-Kinase-
Signalweges (MAPmitogen-activated prote)rzeigt ebenfalls keine Auswirkungen auf
die subzellulare Lokalisation von p8. Inhibiertenr@ie Deacetylierung von p8 durch
Trichostatin A-Behandlung konnte man in Folge emytoplasmatische Anreicherung
von p8 beobachten. Die Autoren schlossen hieraass die Lokalisation von p8 durch

Acetylierung reguliert wird.

1.7 Fragestellung

Die beta-Zellmasse passst sich durch das Wecheklam Proliferation und Apoptose
ihren metabolischen Anforderungen an. Glukose unBolge sezerniertes Insulin sind
hierbei die prinzipiellen Stimulatoren der Expamsigon beta-Zellen. In diesem
Zusammenhang konnten Vorarbeiten der Arbeitsgrupae Protein p8 als einen
Mediator der glukosevermittelten beta-Zellproliewa charakterisieren, der weiterhin
gewebsprotektive und anti-apoptotische Eigenschdfesitzt (Patret al. 2004, 2006,

unverdffentlichte Daten).

p8 ist sowohl im Zytoplasma als auch im Kern nadbbar (Patket al. 2004) und wird
in der Literatur als Transkriptionsfaktor bescheebUnsere Arbeitsgruppe postuliert
als Mechanismus der Induktion von Proliferationeefktivierung von PKC-Isoformen
(insbesondere PKCzeta via PI3K/AKT), welche daneizwnservierte PKC-Domanen
im p8-Molekll binden. Das Protein p8 enthdlt ein@ezesibergreifende
hochkonservierte NLS und wird zu den HMG-Proteirgazahlt. Analog zu HMG-
Proteinen wird p8 eine architektonische Rolle ber dranskription zugeschrieben
(Hoffmeisteret al. 2002).
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Diese Arbeit untersucht den Einfluss der NLS awf slibzellulare Verteilung und die
biologische Wirkung von p8 anhand von Plasmiden mimer deletierten p8

Expressionssequenz ohne NLS, die zur LokalisatmmpB8 an EGFP gekoppelt wurde
[rP8(NLS-)-EGFP]. In einem anderen Plasmid wurdéh ymd EGFP mittels eines
IRES-Elementsifiternal ribosomal entry si)egetrennt exprimiert, um zu klaren, in wie
weit die Kopplung von p8 an EGFP dessen prolifeeatiFunktion beeinflul3t. Als

Zellkulturmodell dienten INS-1 beta-Zellen und, aweshnischen Grinden (hdhere
Transfektionsraten) die  Telomerase-immortalisiertbtumane  mesenchymale

Knochenmarksstammzelllinie hNMSC-TERT.
Im einzelnen wurden folgende Fragen bearbeitet:

1) Istdie NLS des p8-Molekils fur die Translokatvon p8 in den Nukleus

notwendig?

2) Welchen Einflu® hat eine Glukosestimulation diefintrazellulare Verteilung von
p8(NLS-) in beta-Zellen?

3) Welchen EinfluR haben die Deletion der NLS ignNpolekil und die Kopplung
von p8 an EGFP auf die p8-induzierte Zellprolifera®
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2 Materialien

2.1 Chemikalien und Reagenzien

J.T. Baker, Deventer, Holland: Ethanol, Methanol

Biontex: Metafectene

DIFCO/Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA: Badiosgptone, Bacto-Yeast-
Extract

Calbiochem, La Jolla, USA: G418, Hygromycin (LMUgctacystin

Gibco, Paisely, UK: Trizol, Lipofectamine

Merck Darmstadt, BRD: Calciumchlorid (Ca¥;l Kaliumchlorid (KCI),
Kaliumhydrogenphosphat (KIRO,), Magnesiumchlorid (MgG), Magnesiumsulfat
(MgSQy), Natriumdihydrogenphosphat (NgPD,), Natriumdihydrogenphosphat
(NaH,PQy), Salzsaure (HCI), Tween 20, Chloroform

Roth, Karlsruhe, BRD:Agarose, Ampicillin, Ammoniuergulfat (APS),
Essigsaure, Glycin, Isopropanol, IPTG (IsopropyteBB-Thiogalactopyranoside),
Natriumacetat, Natriumchlorid (NaCl), Phenol-Chioron, Polyacrylamid (PAA),
SDS, TEMED, Tris-Base, Tris(Hydroxymethyl)aminoneath

Shandon,Pittsburg, USA: Immumount
Sigma, St.Louis, USA: Bromphenolblau, CAPS, Dithreitol (DTT), Dimethyl-
Sulfoxide (DMSO), Ethidiumbromid, Ethylendiamintedicetat (EDTA), Glucose,

Glycerol, Kanamycin, Natrium-Fluorid (NaF), 3-Meptaethanol, PIPES, Phenyl-
Methyl-Sulphonyl-Fluoride (PMSF), ProteinaseinhibjtXylene-Cyanol
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2.2 Plasmide

2.2.1 Kommerziell bezogene Plasmide

= Plasmid pEGFP-c1(4.7 kB) (Clontech, Palo Alto, USA)

ApalLl 4359 Asel 7
pBR3IZZ_orlgln Ndel 234
CMY_ Lmmearlu_promoter
CMY_Fud_prlmer
CMY_promoter

Hhel 591

Agel B&O0
EGFP_H_primer
EGFP

TE_PA_termlnator

pEGFP-C1
4731 b

ORF EGFP_C_primer
i
SacI 1350
Fspl 2857 HimdIII 1352
Marl 2755 EcoRI 1359
Eagl 2661 PstI 1368
Clal 2595 Sall 1369
Stul 2576 kKpnl 1379
SVd0pra_F_primer SacIl 1383
SP40_origin f1_orlgln fpal 1387
Evdi_promoter AnpR_promoter gpsl 1388
SW40_enhancer pBARBEE_3_prinergamyI 1390
whal 1402
Bcll 1412
Hpsl 1518
SVa0_PA_termlnator
EBV_rev_primer

Abb.2.2.1.: Plasmid pEGFP-c1(4.7 kB) (Clontech, Palo Alto, USA). Dieses Plagranthalt die fir das
grun fluoreszierende Protein (EGFP) kodierende Senju
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= pCRII-TOPO (3.9kB) (Invitrogen,Life Technologies,KarlsruheRkRB)

lac_promoter
M13_pUC_rev_primer
M13_reverse_prlmer
Spb_primer

pERIZZ_origin HindIII 276

Kpnl 286

Sacl 292

BamHI 294

Spel 300

AFLIT 334

EcoRv 355

NotI 370

#hol 376

#bal 388 .

fpal 398 lacé a

T 7_promoter Fl origin

3_Forward20_prlimer

_pUC_Fud_primer

pCRIT-TOPD
3973 b

NEDEAM_promoter
BglIl 1325
Bcll 1330

Ampicillin

Neomyclin
Mool 1921

Abb.2.2.2: Plasmid pCRII-TOPO. In dieses Plasmid war von Seufert et al. die ap8tA kloniert
worden.
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pPIRES-hrGFP-1a (5.0 kB) (Stratagene, Kirkland, USA ) :

pPIRES-hrGFP-1a

ampicillin 5 0kb

Abb.2.2.3: Plasmid pIRES-hrGFP-1aln dieses Plasmid wurde rp8-cDNA kloniert.

2.2.2 Neu klonierte Plasmide

Es wurde p8-cDNA der Ratte verwendet (Details ztmuk$ur der Plasmide im
Methodenteil)

pPpEGFP-c1MG: Die Multiple-Cloning-Side (MCS) des $tads pEGFP-c1 wurde
um einige Basenpaare verandert.

rp8-EGFP: In die Multiple-Cloning-Side des PlasmpiSGFP-c1IMG wurde rp8
kloniert.

rp8(NLS-)-EGFP: Deletionskonstrukt des Plasmids-E@G#P. Die DNA-Sequenz
des putativen nuklearen Lokalisationssignals (Nk®) rp8 wurde deletiert.
rp8-IRES-hrGFP: In die Multiple-Cloning-Side desasthids pIRES-hrGFP-1a
wurde rp8 kloniert.

rp8(NLS-)-IRES-hrGFP: Das Deletionskonstrukt rp8@).wurde in die Multiple-
Cloning-Side des Plasmids pIRES-hrGFP-1a kloniert.
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2.3 Enzyme und Puffer

DNA-Restriktion und Klonierung EcoR1, Hindlll, Klenow-Polymerase, calf-
intestinal alakalische-Phosphatase (CIAP), T4-DNgake, BamHI, Nael, Sacl,
Xhol, jeweils kompatible Puffer, Bovines-Serum-Atbun (BSA), RNAse-Inhibitor,
DNAsel (Promega, Mannheim, BRD), Oligo(dt) Prim&uperscript®2, first-
Strand-Puffer, 10 mM dNTP (Gibco, Invitrogen Lifeedhnologies, Karlsruhe,
BRD)

2.4 Zelllinien

Cos-7 Zellen: Nierentumorzellen des Affen (ATCC,rMasas, USA)

INS-1 Zellen: Insulin produzierende Insulinom-Zelike der Ratte als Modell fur
Beta-Zellenn des endokrinen Pankreas (erhalten Glans Wollheim, Abteilung
Klinische Biochemie und experimentelle Diabetolodgiaiversitat Genf, Schweiz)
hMSC-Tert Zellen: humane mesenchymale Knochenm@rksszellen (Simonsen
et al., 2002)

2.5 Zellkulturmedien

Es wurden folgende Zellkulturmedien verwendet (@jdavitrogen Life Technologies,
Karlsruhe, BRD):

Cos-7 Zellen: DMEM®, 10 % Fo6tales-Bovines-Serum B

1 % Penicillin/Streptomycin, 1 % Glutamin, 1% HEPE (10 mM),
1 % Natriumpyruvat (1 mM)

INS-1 Zellen: RPMI® 1640 (ohne Glutamin, mit 11, Mn&lukose),

10 % Fotales-Bovines-Serum (FBS), 1 % Penicilli@ftomycin, 1 % Glutamin,

1 % HEPES (10 mM), 1 % Natriumpyruvat (1 mM), 0.13%Mercaptoethanol (50
mM)

Selektionsmedium der stabil transfizierten INS-llefe Zur Selektionierung der
stabil transfizierten INS-1 Zellen wurde Zellkubuedium mit 0.10 mg/ml G418®
verwendet.

Erhaltungsmedium der stabil transfizierten INS-llete Zellkulturmedium mit
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0.01 mg/ml G418® .
Transfektionsmedium (TX-Medium): Zellkulturmediurhree FBS
Einfriermedium: entsprechendes Zellkulturmedium bdit% FBS und 5 % DMSO

2.6 Reaktions-Kits

Gel-Extraktion: QIAquik-Gel-Extraction-Kit® (Qiageivalencia, USA)
Mini-DNA-Praparation: Rapid-Pure-Miniprep-Kit® (RPW (BIO101, Spicewood,
USA), Mini-Monster-DNA-Praparation: Rapid-Pure-Mikionsterprep® (RPM
4G)™ (B10O101, Spicewood, USA)

2.7 Bakterienstamme

XL1 Blue®, JIM109® (Stratagene, Kirkland, USA)

2.8 Bakterienmedien

LB-Medium: 10 g/l Bacto-Tryptone®, 5 g/l Bacto-Ye¢d&sxtrakt®, 10 g/l NaCl.
Nach dem Autoklavieren wurde ein Antibiotikum zugbgn (50 mg/l Kanamycin
oder 100 mg/l Ampicillin).

LB-Medium-Platten: Zum LB-Medium (mit Antibiotikumyvurde 20 g/l Agarose
gegeben und in Petrischalen gegossen.

SOC-Medium: Dieses Medium wurde nach der TransfGonaals Nahrmedium
benutzt. 20 g/l Bacto-Tryptone, 5 g/l Bacto-Yeastract, 0,5 g/l NaCl, 2,5 mM
KCl, 5 mM MgCh, 5 mM Mg SQ, 20 mM Glucose

SOB-Medium: 20 g/l Bacto-Tryptone, 5 g/l Bacto-Yekstract, 10 mM NacCl, 2,5
mM KCI, 10 mM MgC}, 10 mM MgSQ

Bakterielle Glycerolstocks: Bakterien wurden alsydglolstock bei -80° C
eingefroren. Um einen Glycerolstock zu erstellearden Bakterien in LB-Medium
mit Glycerol-Gefrier-Mischung zu je gleichen Teilerermischt. Die Glycerol-
Gefrier-Mischung wurde aus 65 % Glycerol, 10 mM NMg&ind 0.625 mM TrisCl

erstellt.
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2.9 Pufferldsungen

TAE (Trisacetat-EDTA): 40 mM Trisacetat, 1 mM EDTpH 8.3

PBS (phosphate-buffered-saline): 8 g/l NaCl, 0.2 KZI, 1.15 g/l NaHPQ,,
0.24 g/l KHPOy, pH 7.4

RIPA-Puffer: 150 mm NaCl, 20 mM TrisHCl, 1 mM EDTAl % NP-40,
0.5 % Deoxycholate, 0.1 % SDS, 5 mM NaF, pH 7.0

2.10 Elektrophorese von DNA und Proteinen

100 Basenpaar-Marker (Gibco, Invitrogen Life Tedbgees, Karlsruhe, BRD)

1 Kilo Basenpaar-Marker (Gibco, Invitrogen Life Teologies, Karlsruhe, BRD)
Protein-Marker, high: 14-200 KD (Gibco, Invitrogérfe Technologies, Karlsruhe,
BRD)

DNA-Loading-Puffer: 30 % Glycerol, 0.1 mM EDTA, 1%DS, 0.25%
Bromphenolblau, 0.25 % Xylene-Cyanol

Protein-Loading-Puffer (Gibco, Invitrogen Life Tewhlogies, Karlsruhe, BRD)

2.11 Gerateliste und Verbrauchsmaterialien

Becton-Dickinson, Franklin Lakes, USA: 50 ml Reagedal3e, Zellkulturflaschen
50 ml und 250 ml, 6well- und 12well-Zellkulturplatt, 10 cm-Zellkulturschalen
Beckmann, Osterode, BRD: Ultrazentrifuge L7-55, tdituge CH ANJ25
Bio-Rad-System, Hercules, USA: Agarose-Gel-Elektarpse-Kammer, E.coli-
Pulser, Protein-Elektrophoresekammer, Elektropongitvette

Brand, Wertheim, BRD: Chamber-Slides Objekttrag@ipettenspitzen 0.1-10 pl,
1-100 pl, 2-200 pl, 50-1000 pl

Carl-Zeiss, Gottingen, BRD: Fluoreszenzmikroskopogkop20

Eppendorf, Engelsdorf, BRD: Heizblock, Photomet&éhermomixer, Pipetten,
Uvette®

Greiner, Longwood, USA: Cryo-Vials 1.8 ml, 50 mld&gergefalle

Hartenstein, Wirzburg, BRD: Magnetruhrer, pH-Mefdssaugpumpe,
PCR-Gefalie 0.2 ml, Zellschaber 24 mm
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Heraeus, Osterode, BRD: Brutschrank, Laminar-Flaved] Biofuge 28 RS
Hettich, Tuttlingen, BRD: Zentrifuge ROTANDA/RFC

Kodak, Stuttgart, BRD: Digitale Kamera

Melag, Berlin, BRD: Autoklav

Perkin-Elmer, Shelton, USA: Sequenzer ABI 310, fmaeycler (Gen-Amp-PCR-
System 9700)

Sarstedt, Nimbrecht, BRD: Reaktionsgefal3e 1.5 mklaufpipetten 10 ml und

20 ml, Petrischalen fiir Bakterien
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Fur die Versuche wurden INS-1 beta-Zellen aus daiteR humane mesenchymale
hMSC-TERT Knochenmarksstammzellen (Simonsen e2@0D2) und COS-7 Zellen
(Nierentumorzellen) verwendet. Die Zellen wurden 8é°C und finf Prozent CO
kultiviert.

Zum Passagieren wurden die Zellen fur drei bis fiifhuten mit Trypsin-EDTA
inkubiert bis sie sich abgelost hatten, dann wudde Trypsin mit Zellkulturmedium
inaktiviert, die Zellen bei 1250 rpm zentrifugierd im Verhaltnis 1:4 neu ausgesat.

3.2 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen abzentrifugiertdum Zellkulturmedium mit zehn
Prozent FCS und sieben Prozent DMSO resuspendia&tZellsuspension wurde in
Kryotubes zu einem Milliliter aliquotiert.

Die Kryotubes wurden mehrfach mit Zellulose isdliand bei -20°C Uber mehrere

Stunden eingefroren, die Lagerung erfolgte in flje® Stickstoff bei -80°C.

3.3 Transfektion von Zellen mit Metafectene

Zur Transfektion wurden 200.000 Zellen pro 6-Wellltdrgefald in zwei Milliliter
Medium ausgesat. Zwolf Stunden spéater fand die sfedtion mit Metafectene und
DNA im Verhéltnis 2:1 statt. Pro 6-Well Kulturgefafdurde 1ug DNA verwendet.
Dieser Ansatz hatte sich in Versuchen als gunétiglie Transfektionsrate erwiesen.
DNA und Metafectene wurden in je 50ul RPMI 1640ajeen. Beide Loésungen wurden
vereint und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur in&tb Dann wurde das Gemisch
dem Kulturmedium beigeftigt. Der Inkubationszeitrawird im Transfektionsprotokoll
von Metafectene mit drei bis 72 Stunden angegebenvurde ein Inkubationszeitraum

von zwolIf Stunden gewéahlt. Danach erfolgte ein Madiechsel.
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34 Erstellen stabiler Zelllinien

Man kann Zellen stabil oder transient transfiziertlach Aufnahme des Plasmids
befindet sich dieses im Zytoplasma. Die Zelle ba#ddr es nach Stunden in den
Extrazellularraum. Die Transfektionseffizienz eirsichen transienten Transfektion
liegt abhangig von mehreren Parametern (z.B. AadlliMedium, Transfektionsreagenz,
DNA etc.) bei funf bis 20 % (Schatzung nach EGFBRABfektionsexperimenten).
Einige wenige Zellen nehmen das Plasmid stabiliadém sie es in die nukleare DNA
integrieren.

Um die stabile Integration in die DNA zu erleicimewurden die Plasmide vor der
Transfektion linearisiert. Dazu wurden sie mit @nEnzym geschnitten fir das es im

Plasmid nur eine Schnittstelle gibt.

Ansatz des Verdaus:
- DNA

- 2ul BSA (1 mg/ml)
2ul Puffer

1pl Enzym (10 U/ul)
Aqua dest.

Nach erfolgtem Verdau wurde die DNA mittels Geléleghorese in 0.8 %igem
Agarosegel aufgetrennt. Die entsprechende Banddewnaus dem Gel ausgeschnitten
und mittels QIAquick-Gel-Extraction-Kit® aufbereite

Zur Generierung stabiler Zelllinien wurden 10-cniHddturplatten verwendet. Pro
Platte wurde 11ug bzw. 22ug DNA verwendet und 22v. 4l Metafectene auf zehn
Milliliter Medium. Ein Medienwechsel mit INS-1-Stdardmedium fand sechs Stunden
nach der Transfektion statt. Eine Zellkulturplatlee reine Transfektionsreagenz ohne
DNA enthielt, diente als Negativkontrolle.

Beide Plasmide, die fur die stabile Transfektiomuiet wurden, enthielten eine
Gentamycinresistenz (G418), so dass durch Zugalme G418 transfizierte Zellen
selektioniert werden konnten. Damit die Zellen dietibiotikaresistenz exprimieren

konnten wurde eine Woche lang Medium ohne Antikioth verwendet. Es zeigte sich,
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dass einige Zellen nicht antibiotikasensibel waodnwohl sie EGFP nicht exprimierten.
Die inhomogene Zellpopulation wurde fir drei Wochheselektionsmedium kultiviert.
Die Zellen wuchsen in Kolonien, von denen einigeAP&ositive mit Hilfe eines

Binoculars selektiert wurden. Nach jedem Selektiongang, der mit einer 10-100ul
Spitze durch sanftes Abloésen und Ansaugen erfolgterde die Zellkulturplatte

zweimal mit PBS gewaschen, um versprengte Zelleentigrnen.

Die Einzelklone wurden in vorgelegtem Medium in WeH Kulturgefal3en

resuspendiert und weiter kultiviert. So wurden dstabilen beta-Zelllinien

EGFP-INS-1 und rp8(NLS-)-EGFP-INS-1 erzeugt.

3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Zellen, die EGFP exprimieren, kénnen durch UV-Lichir Fluoreszenz angeregt
werden. Mit Hilfe eines vorgeschalteten Gelbfilterscheinen diese Zellen unter dem

Fluoreszenzmikroskop grun.

3.6 Fixation von Zellen auf Objekttragern

Culture-slides (Firma Hartenstein, Wirzburg/Verstagurden mit einer Fibronectin-
PBS-LAsung (Verhéltnis 1:1000) fir mindestens z@&rinden inkubiert, um sie mit
Fibronectin zu beschichten.

Nach Aussaht und Kultivierung der Zellen erfolgte Eixation.

Die Arbeitsschritte im Einzelnen:

1.) Absaugen des Mediums

2.) Inkubation mit 4 %-igem PFA fur 20 min

3.) dreimaliges Waschen flr jeweils funf Minutert axTBS

4.) Uberschichten mit Dacro-Glycergel und Auflegémes Deckglases

3.7 Zellzahlungen mit Neubaur-Zahlkammer

Mit Hilfe der Neubaur-Zahlkammer kann die Anzahlr déellen in einer Losung
bestimmt werden. Die Kammer enthalt Quadrate, d&elumen 0.1 mm?3 betragt.
Durch Auszahlen mehrerer dieser Quadrate, Bildueg arithmetischen Mittels und
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Multiplizieren mit 10.000 wurde die Zellzahl pro Miter bestimmt. Die zu zahlenden
Zellen wurden von den Zellkulturschalen abtrypsinieabzentrifugiert, je nach

PelletgréRe in ausreichend Medium resuspendierausdezanhlt.

3.8 Synchronisierung von Zellen

Zur Vorbereitung auf die verschiedenen Experimenterden INS-1 Zellen
synchronisiert. Dabei wurde schrittweise die Gleecoed FCS-Konzentration im
Medium reduziert. Vor Beginn der Experimente wurdka Zellen eine Nacht lang
ohne Glucose bei 0.1 % BSA im Medium kultiviert.

3.9 TAE-Agarose-Gelelektrophorese

Die TAE-Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftnemg von DNA-Fragmenten.
Durch die angelegte Spannung wandern kleine DNAxfRemnte schneller durch das Gel
als grofRere. Durch Vergleich mit einer mitgelaufeBasenpaarleiter kbnnen einzelne
Banden einer bestimmten DNA-Lange zugeordnet wer#én die Versuche wurden
1.2 %ige  TAE-Agarosegele verwendet. Die DNA-Probemvurden  mit
DNA-Loading-buffer versetzt. Bevor die DNA-Bandenter UV-Licht sichtbar wurden

erfolgte eine 15-mindtige Inkubation des Gels ihidiumbromidlésung.

3.10 Photometrische DNA-Bestimmung

DNA-und RNA-Konzentrationen in  wassriger Loésung dem  durch
spektrophotometrische Bestimmung bei Licht der Welnge 260 nm bestimmt. Als
Umrechnungsfaktor wurde eine DNA-Konzentration vb@ ng/pl der Absorption
A260 = 1,0 gesetzt. Die DNA-Konzentration in depl ergibt sich in ng/ul aus der
Formel A260 x 50 ng/pl x Verduinnungsfaktor. Zusatzwurde durch die Berechnung
des Verhaltnisses A260/A280 ein Mal3 fir die Reintier isolierten DNA erhalten.
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3.11 DNA-Restriktion mit Enzymen

Soweit nicht anders beschrieben wurde eine Starefdriktion mit 20 pl
Gesamtvolumen durchgefiihrt und der Ansatz zweidinBunden bei 37°C inkubiert:
Ansatz:

- DNA

2 1l BSA (1 mg/ml)

2 ul Puffer

1 pl Enzym (10 U/ul)

Aqua dest.

3.12 DNA-Extraktion aus einem Agarosegel

Die geschnittene DNA wurde auf ein 0.8 %iges TAEaAage-Gel geladen und die
entsprechenden Banden mit einem Skalpell ausgetaihni Es folgte eine
Gelaufreinigung mittels QIAquick-Gel-Extraction-Kit und die photometrische
Bestimmung des DNA-Gehaltes der Proben.

3.13 Klonierung von Plasmiden

Beim Klonieren wird ein DNA-Abschnitt (Insert) inrePlasmid (Vektor) eingefligt und
anschlieRend das neue Plasmid in Bakterien vermehrt

Das Insert wird aus einem Plasmid mit Restriktiozgenen ausgeschnitten. Der Vektor
wird mit denselben Enzymen geschnitten, damit dasert mit Hilfe von
T4-DNA-Ligase eingefuhrt werden kann. Ist das niamdglich, kénnen die
DNA-Uberhéange des Plasmids mit Hilfe von KlenowyPograse aufgefillt und Insert

und Plasmid dann ligiert werden.
Folgende Plasmide wurden kloniert:

1. rp8-IRES-hrGFP
2. rp8(NLS-)-IRES-hrGFP
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Fur den ersten Vektor wurde rp8-cDNA macl und Xhol aus dem Plasmid
pCR®2.1-TOPC® ausgeschnitten und nach einer Agarose-Gelelektreph und
Gelextraktion (QIAquick-Gel-Extraction-Kit®) mit FDNA-Ligase in den parenteralen
Vektor pIRES-hrGFP-1a ligiert.

Um den Erfolg der Ligation zu Uberprifen, wurde derue Vektor mitEco RI
geschnitten und das Produkt auf ein Agarosegeletnaigen. Dieses wurde nach der
Elektrophorese fur 15 Minuten in Ethidiumbromidlagu0,5 pg/ml) gegeben und dann
unter UV-Licht betrachtet. Als Hinweis auf die dgeiche Klonierung konnten

Banden bei 5 kDa (parental vector) und 300 Da (na@hgewiesen werden.

Ansatze:

1. Verdau mit Sacl

Insert: rp8-cDNA Vektor: pIRES-hrGFP
aus pCR2.1-TOPQ

1.5 ul Enzym (10U/ pl) 1.2 ul Enzym (10U/ul)
2.0 ul BSA (2 mg/ml) 3.5 pul BSA (1 mg/ml)
2.0 ul Puffer J 3.5 ul Puffern J

8.5 ul Wasser 2.8 pul  Wasser

6.0 ul DNA (2.5 pg/ul) 24.0 pl DNA (0.5 pg/ul)

Inkubation fiir zweieinhalb Stunden bei 37°C.
Es folgte eine zehnminditige Inaktivierung bei 75Nach Abkuhlung auf Eis wurde

zum zweiten Mal verdaut.

2. Verdau mit Xhol

Insert: rp8-cDNA Vektor: pIRES-hrGFP
aus pCR2.1-TOPQ

1.5 pl Xhol 1.2 ul Xhol
3.0 ul BSA 1.5ul BSA
5.0 ul PufferD 5.0 ul Puffer D
20.5 pl Wasser 7.5 ul Wasser
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Inkubation wie oben.

Ligation von Insert und Plasmid:

Fur die Ligation wurde T4-DNA-Ligase verwendet. Uloken Erfolg einer Ligation ist

unter anderem das Verhdltnis von Insert zu Plasenitdcheidend. Es wurden zwei
Ansatze im Verhdltnis 1:1 und 3:1 (Insert:Plasngdjnacht. Als Religationskontrolle

diente ein Ansatz ohne Insert.

1:1-Ansatz: 1.45 pl Vektor (6 ng) 1:3-Ansatz: 1.45 ul Vektor
6 ng Insert 18 ng Insert
1 pl Puffer 2 pl Puffer
1 ul Ligase 1 ul Ligase
3  ul Aqua.dest 6.55 pl Aqua.dest

Religationskontrolle:

1.45 pl Ligase
1  ul Puffer
1 ul Ligase

6.55 ul Agqua dest

Verdau mit Sacl und Xhol zur Gewinnung von rp8-cDNA
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f‘ rP8-cDNA 5

7

B PCR Product 2l

BsiX | Nclztl i Nsr‘l Xba |

AT CCA TCA CAC TGG C

T RGT GTG 2CC G

Abb. 3.1; rp8-cDNA wurde mit Sacl und Xhol aus p€R1-TOPQ (3,9kB) ausgeschnitten.

Fur den zweiten Vektor wurde pIRES-hrGFP (parewntdtor) mit Sacl und Sall
linearisiert.

Das Insert rp8(NLS-) wurde mit denselben Restrildenzymen aus dem Plasmid
rp8(NLS-)-EGFP ausgeschnitten, durch Gelelektropb®r aufgetrennt, mit dem
Quiagen-Gel-extraction-kit aufgereinigt und mit DMNA-Ligase in den parentalen

Vektor eingefugt.
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Ansatze:

1.Verdau mit Sacl

Insert: rp8(NLS-) aus rp8(NLS-)-EGFP Vektor: pIRES-hrGFP
1.5 ul Enzym 1.2 pl Enzym
2. ul PufferJ 3.5 pl Puffer J
8. ul DNA (1.9ug/ul) 24 plI DNA (0.5pg/ul)
2. ul BSA (Img/ml) 3.5 uI BSA (Img/ml)
6.5 pl Aguadest. 2.8 ul Aqua dest.

Inkubation der Ansatze fur zweieinhalb Stunden3¥éLC.

Denaturierung und Abkthlung siehe oben.

2. Verdau mit Sall

Insert: rp8(NLS-) aus rp8(NLS-)-EGFP Vektor: pIRES-hrGFP
1.5 ul Enzym 1.2 pl Enzym
5 ul Puffer D 5 ulPuffer D
3 ul BSA 1.5 ul BSA
20.5 pl Aqua dest 7.3 pl Aqua dest

Inkubation wie beschrieben.

Zum Nachweis der erfolgreichen Ligation wurde dasenPlasmid miEcoRIverdaut
und Banden bei 5 kDa und 0.3 kDa mittels Gel-Elgitiorese nachgewiesen.
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pIRES<hr&FR-10 Multiple Cloning Site Region
[sequance shown 651-727)
i
Sac If Bac ¥ Hat I* Smaifimal  BamH| Ecof|
. | | |
L+ BA GOT COA CCG 0G5 TGG 0BG CCG CTC TAG C0C GBG CGG ATC OGA ATT C ...

ST

ampicillin

bl Sl el

| | i shart of FLAG fo
# Fa—
.+.G0 ATG CGT CGX OTC GAG GAD TAC AAG GAT
’

.S'IEIC:' p8-cDNA XIHO:'
| |

Abb. 3.2: rp8-IRES-hrGFP: rp8-cDNA wurde mit Sacl und Xho | aus pER1-TOPE (3,9kB)
ausgeschnitten und in die MCS von pIRES-hrGFP kldni

3.14 Plasmidvermehrung in E.coli

Die Plasmide wurden per Hitzeschocktransformatiom iultrakompetente
E.coli-Bakterien Ubertragen. Zur Herstellung ultadpetenter Bakterien wurde
SOB-Medium mit JM109®-Bakterien beimpft. Innerhalder logarithmischen

Wachstumsphase wurde das Medium abzentrifugiert e Bakterien in

Transformationspuffer (TB-Puffer) resuspendiert. chNadessen Abzentrifugation
wurden die Bakterien in TB-Puffer mit sieben PraZeMSO resuspendiert, aliquotiert
und als ultrakompetente E.coli bei -80°C eingefnore

Nach der Transformation wurden die Bakterien eien@ lang in antibiotikafreiem
SOC-Medium gehalten, damit sie die Antibiotikaresig exprimieren konnten.

Nach ca. einer Stunde wurden je 250 ul der Suspereif LB-Nahrmedienplatten
ausplattiert. Die Platten wurden uber Nacht beiC3Tikubiert. Eine Ligation ohne
Insert diente als Negativkontrolle.
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Am néchsten Tag wurden einzelne Kolonien selekgidrind je ein Klon zusammen
mit zehn Millilitern antibiotikahaltigem LB-Mediumin ein 15-ml-Reagiergefal}
gegeben.

Es folgte die Inkubation auf dem Schittler bei 37ber Nacht. Mittels
Mini-DNA-Praparation konnten die Plasmide aus deaktBrien isoliert werden. Die
Préaparation erfolgte nach dem Protokoll des RPMI@INach einem Kontrollverdau

wurde mittels Gel-Elektrophorese das Ergebnis déAPraparation Uberprift.

Kontrollverdau : Master-Mix:

2 ul EcoRI (10 U/ul)
16 pl  BSA (1 mg/ml)
16 pl PufferH

3.15 Proliferationsbestimmung mittels FACS-Analyse

Um die Proliferation von Zellen zu vergleichen, dein diese transient mit
unterschiedlichen GFP-exprimierenden Plasmidenstiaart. Jede transfizierte Zelle
gibt bei ihrer Teilung einen Teil ihrer Plasmidedia Tochterzelle weiter. Die am Ende
einer gewissen Zeitspanne ermittelten grin-fluoeesmden Zellen stammen also von
den anfanglich erfolgreich transfizierten Zellen abd stellen ein Mal3 fir deren
Proliferation dar. Abhé&ngig von der Zellverdopplergge verdinnt sich die
Konzentration der Plasmide im Zytoplasma, so dasgmin-fluoreszierenden Zellen ab
einem gewissen Zeitpunkt nicht mehr detektiert ward&dnnen. Deshalb flacht die
Proliferationskurve nach einer Zeit, die von dellateabhéangt, ab.

Per FACS-Analyse konnte der Anteil griin fluoresameler Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten gemessen werden und so die Auswirkumgrschiedlicher Plasmide auf

die Zellproliferation ermittelt werden.
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3.16 Statistik

FUr die statistische Auswertung der Daten wurdd d&est (Mann-Whitney-Wilcoxon)

verwendet.

Das Signifikanzniveau wurde bei finf Prozent gewdaklh. dass die maximale
Wabhrscheinlichkeit fur irrtimliches Ablehnen eireegentlich richtigen Hypothese funf
Prozent betragt.

Der U-Test (Mann-Whitney-Wilcoxon) dient dem Vergle der Mittelwerte zweier

unabhangiger Stichproben. Im Gegensatz zum t-Testsnkeine Normalverteilung
vorliegen (nichtparametrischer Test). Die einzelndterte der zu untersuchenden
Stichproben wurden ihrer GréRe nach angeordnet arhielten Rangplatze. In die
Berechnung gingen somit nicht die Stichprobenwedikbst ein, sondern ihre Range.

Fur beide Stichproben wurden Rangsummen gebild&miteinander verglichen.

Die zu Uberprifende Nullhypothese lautete:

= HO: Die Mittelwerte beider Stichproben sind gleiathh. die Mittelwerte der
Fusionsproteine (rp8-EGFP, rp8(NLS-)-EGFP, EGFR)Icgen den Mittelwerten
der jeweiligen Einzelproteine (rp8-IRES-hrGFP, ipB%-)-IRES-hrGFP):
Die Mittelwerte der rp8(NLS-)-EGFP bzw. rp8-EGFPperiierenden Stichprobe
gleichen den Mittelwerten der EGFP exprimierendgch$robe.
Die Mittelwerte der rp8-IRES-hrGFP exprimierendeticlgprobe gleichen den
Mittelwerten der rp8(NLS-)-IRES-hrGFP exprimierendgtichprobe.
Die Mittelwerte der rp8-IRES-hrGFP bzw. rp8(NLSRHES-hrGFP exprimierenden
Stichprobe gleichen den Mittelwerten der hrGFP exi@renden Stichprobe.

Die einseitige Alternativhypothese lautete:

= H1: Die Mittelwerte der Stichproben mit rp8-Ubereagsion sind hoher als die der
anderen Stichproben:
Die Mittelwerte der rp8-EGFP exprimierenden Stidijgg sind hoher als die
Mittelwerte der EGFP exprimierenden Stichproben.
Die Mittelwerte der rp8-EGFP exprimierenden Stidijgg sind hoher als die
Mittelwerte der rp8(NLS-)-EGFP exprimierenden Spicbe.
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Die Mittelwerte der rp8-IRES-hrGFP exprimierendditifroben sind hoher als die
Mittelwerte der hrGFP exprimierenden Stichproben.

Die Mittelwerte der rp8-IRES-hrGFP exprimierendditiforoben sind héher als die
Mittelwerte der rp8(NLS-)-IRES-hrGFP exprimierendgtichprobe.
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4 Ergebnisse

4.1 Ausgangspunkt der Untersuchung

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnten zeigen, ¢glsgndogen in INS-1 beta-Zellen
exprimiert wird und sowohl im Zytoplasma als aucm iNukleus mittels

Immunfluoreszenz nachweisbar ist (Abb. 4.1) (Péttral. 2004). Hieran ankntpfend
untersucht diese Arbeit die Bedeutung der nuklebodalisationssequenz (NLS) im p8

Molekil fur die Kerntranslokalisation in INS-1 befallen.

Background, 40 x

Abb. 4.1: Immunfluoreszenznachweis von endogenem p8 im Zgsopa und im Nukleus (Pfeil) von
INS-1 beta-Zellen (aus Path et al. 2004).

4.2 Einfluss des nuklearen Lokalisationssignals auf disubzellulare

Verteilung von p8

Initial wurden zwei stabile INS-1 Zelllinien gener, EGFP-INS-1 beta-Zellen, welche
nur EGFP exprimieren und rp8(NLS-)-EGFP-INS-1 hé¢dlen, die Ratten-p8 ohne
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NLS als Fusionsprotein mit EGFP exprimieren. DiggBlinien wurden in
proliferierenden (nicht konfluenten) Kulturen ireBtlardmedium (11 mM Glukose) wie
in 4.1 untersucht. Erwartungsgemal’ verteilt sidbkches EGFP in

EGFP-INS-1 beta-Zellen gleichmalig und ist im Zy@asma wie im Nukleus
nachweisbar (Abb. 4.2 oben). Bei den rp8(NLS-)-EGINB-1 beta-Zellen wurde
Uberprift, ob rp8-EGFP Molekile ohne die nukledo&dlisationssequenz von

rp8 [rp8(NLS-)-EGFP] in den Nukleus gelangen. Abbiig 4.2 (unten) zeigt , dass
rp8(NLS-)-EGFP identisch zu endogenem p8 (Abb. dnt) EGFP (Abb. 4.2 oben) im
Zytoplasma und im Nukleus lokalisiert werden kabie nukleare
Lokalisationssequenz ist demzufolge fur den Trartspm p8 in den Zellkern
entbehrlich.

EGFP-INS-1

rp8(NLS-)-
EGFP-INS-1

Abb. 4.2: EGFP-INS-1 (oben) und rp8(NLS-)-EGFP-INS-1 (untdeXa-Zellen in nicht konfluenten
Kulturen in Standardmedium (11 mM Glukose). rp8(NEBGFP (unten) kann identisch zu EGFP
(oben) und zu endogenem p8 (Abb.4.1) im Zytoplasumal im Nukleus lokalisiert werden.
Fluoreszenzmikroskopie. VergréRerung 30x (oben). 28x (unten).

Glukose ist der primare Proliferationsstimulus vbeta-Zellen. Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe weisen darauf hin, dass p8 ein mddeku Mediator der
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Glukose-induzierten Proliferation von beta-Zellsh (Pathet al. 2006). Daher wurde
weiterhin die Verteilung von rp8(NLS-)-EGFP unterodhglukosebedingungen
untersucht. Auch nach 24 h Kultur in Gegenwart 26nmM Glukose konnten keine
Veranderungen der bei den Standardbedingungen (W1 Glukose) beobachteten
gleichméafRigen Verteilung von EGFP und rp8(NLS-)-PGk den jeweiligen Zelllinien
beobachtet werden (Abb. 4.3).

rp8(NLS-)-
EGFP-INS-1

EGFP-INS-1

Abb. 4.3: rp8(NLS-)-EGFP-INS-1 (oben) und EGFP-INS-1 (untéeta-Zellen in nicht konfluenten
Kulturen in Hochglukosemedium (25 mM): auch nacth2ultur in Hochglukosemedium konnten keine
Veranderungen verglichen mit der Verteilung von BGFbzw. rp8(NLS-)-EGFP unter
Standardbedingungen beobachtet werden.

Da es potenziell méglich ist, dass Veranderungen\gteilung von p8 nach 24 h
Hochglukosebedingungen (chronisch) nicht mehr nadtvar sind, wurden auch
Kurzzeitstimulationen untersucht. Hierzu wurden deelllinien fur 24 h in

Niedrigglukosebedingungen (2,8 mM) sensibilisiéiir, 10 min mit 25 mM Glukose
akut stimuliert und nach der Fixierung mit Kontegllen aus Standardkulturen
(kontinuierlich 11 mM Glukose) verglichen (Abb. X.#ur diese Experimente wurde
fur eine hohere Auflosung ein konfokales Lasernskaop verwendet. Zwischen den
Kontrollzellen und den kurzzeitig mit 25mM Glukostmulierten Zellen konnten keine
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Unterschiede ermittelt werden. Sowohl chronischie{2Abb.4.3 oben) als auch akute
(10 min, Abb.4.4 rechts) Hochglukosebedingungen ehabverglichen mit

Standardkulturbedingungen keinen Einflud auf diellulgge Verteilung von
rp8(NLS-)-EGFP . Das gleiche gilt fir EGFP alleibb. 4.3 unten und Abb.4.4 links).

rp8(NLS-)-
EGFP-INS-1 EGFP-INS-1 EGFP-INS-1

11mM Glucose 25mM Glucose 25mM Glucose

Abb. 4.4: Zwischen den Kontrollzellen (EGFP-INS-1, linkgjduden kurzzeitig mit 25 mM Glukose
stimulierten rp8(NLS-)-INS-1-Zellen (rechts) konntieeine Unterschiede ermittelt werden.

4.3 Einfluss der Deletion der NLS von p8 auf die Zellvenehrung

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe belegen den prolifeea Charakter von p8 in
beta-Zellen. So kann durch Uberexpression von @8 Rioliferation von primaren
humanen Inselzellen und INS-1 beta-Zellen gesteigerwerden
(Pathet al. 2004 & 2006). Daher wurde weiterhin untersucht, did Deletion der
nuklearen Lokalisationssequenz diese zentrale gnpgtbe Funktion von p8 veréandert.

Hierzu wurden initial EGFP-INS-1 bzw. rp8(NLS-)-EBMNS-1 beta-Zellen in
identischer Zahl ausgesat und nach vier Tagen usti@ndardkulturbedingungen in
einer Neubaurkammer gezéahlt (Abb. 4.5). Es konmtediesem Zeitraum Kkein
signifikanter Unterschied in der VermehrungsrateldeZelllinien festgestellt werden.
Dies weist darauf hin, dass das rp8(NLS-)-EGFP dnsgrotein die
proliferationsinduzierende Wirkung von Wildtyp p8rioren hat. Dies wurde in einem

Folgeexperiment bestatigt, in dem die durch Mitosedingte Vermehrung von EGFP+
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Zellen nach 48 h im FACS gemessen wurde. Wie zuvater Zellzahlung mittels
Neubaurkammer ist die Vermehrungsrate beider Aadli annahernd gleich.

501
40 - )
3 "
= . v’
= 30 — —
o [ ] |
2L ¥
3 20+ . v
10

rp8(NLS-)-  EGFP-
EGFP-INSI  INS-1

Abb. 4.5.: Vergleich der Zellvermehrung von EGFP-INS-1-Zelleit rp8(NLS-)-EGFP-INS-1-Zellen.
Ausgesaht wurden 100.000 Zellen pro Well. Die 2dilz wurde nach 96 h unter
Standardkulturbedingungen mittels Neubaur-Zéhlkammieestimmt. EGFP-INS-1, n = 6;
rp8(NLS-)-EGFP-INS-1, n = 5; dargestellt sind dié&tMwerte der Einzelexperimente mit Median. Pro
Einzelexperiment wurden 16 Felder in einer Neul&ihtkammer ausgezahlt.

4.4 Einfluss des rp8-EGFP-Fusionsproteins auf die

Zellvermehrung

Abschlie3end wurde der EinfluR der Kopplung von apBEGFP auf seine biologische
Funktion charakterisiert. Hierzu  wurden mesenchgmal hMSC-TERT

Knochenmarksstammzellen transient transfiziert (Bisenet al. 2002). Fiur diese Form
des Gentransfers bietet diese Zelllinie den Vosggiker durch rasche Zellteilungen und
Membranturnover bedingten hohen Transfektionseifizi Transfiziert wurden EGFP
(mock, Leervektorkontrolle) bzw. rp8- / rp8(NLS-BEP Plasmide und IRES-hrGFP
(mock, Leervektorkontrolle) bzw. rp8- / rp8(NLSRES-hrGFP Plasmide (IRES,
internal ribosomal entry sitehr, human recombinaipt welche eine bi-cistronische
MRNA exprimieren und daher rp8- / rp8(NLS-) und BRG als Einzelproteine

translatiert werden.
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Es zeigte sich auch in diesem experimentellem Ansktss die Deletion der NLS im
rp8 Molekul die Zellvermehrung nicht verandert. Gegensatz zu den Experimenten
aus 4.3 kann einzeln und nicht als Fusionsprotgmimiertes p8 (mit oder ohne NLS)

die Zellvermehrung im Vergleich zur mock-transfizé® Kontrollzellen substanziell

steigern.
p8/p8(NLS-)-EGFP-Plasmide p8/p8(NLS-)-IRES-hrGFP-Plasmide

7549-0- EGFP 751-0- hrGFP
c c
o & rp8 2 - rp8
N =¥ rp8(NLS-) N - rp8(NLS-)
2 2 50{-=- hps
2 B
ol 2
:
i i
2 b3

G T ] ) ]

12 24 36 48 48
Stunden nach Transfektion Stunden nach Transfektion

Abb. 4.6 FACS-Analyse der Vermehrungsrate von GFP+ Zehawch transienter Transfektion von
mesenchymalen hMSC-TERT Knochenmarksstammzellen mp&/rp8(NLS-)-EGFP (links) bzw.
rp8/rp8(NLS-)-IRES-hrGFP (rechts). EGFP bzw. IRESHRP dienten als Kontrollen; n=5, dargestellt

sind die Mittelwerte +Standardabweichung.

Tabelleniibersicht der Fusionsproteine:

h nach Transfektion | rp8(NLS-)-EGFP | rp8(NLS-)-EGFP | rp8-EGFP vs
vs EGFP vs rp8-EGFP EGFP

12: p= ns (0,7857) ns (1,0) ns (1,0)

18: p= ns (0,7857) ns (0,6905) ns (1,0)

24: p= ns (0,1481) ns (0,7453) ns (0,0688)

48: p= ns (0,5714) ns (0,4206) ns (0,0714)

Tabelle 3.1: Analyse der Proliferationskurven der hMSC-Terti&e| die mit den Fusionsproteinen
transfiziert wurden: Zu keinem Zeitpunkt bestehgmnifikante Unterschiede zwischen EGFP und den

Fusionsproteinen.
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Tabelleniibersicht der Einzelproteine:

h nach Transfektion: | rp8-IRES- rp8(NLS-)-IRES- rp8-IRES-
hrGFP vs | hrGFP vs hrGFP | hrGFP VS
hrGFP rp8(NLS-)-

IRES-hrGFP

12: p= ns <0,5 ns

18: p= ns (0,0571) ns (0,0571) ns

24 p= 0,013 0,0127 ns

48: p= 0,0286 0,0286 ns

Tabelle 3.2: Analyse der Proliferationskurven der hMSC-Tert-2p|l die mit IRES-Konstrukten
transfiziert wurden: Nach 24 h und 48 h Proliferasizeit bestehen signifikante Unterschiede zwischen
dem Kontrollvektor (hrGFP) und rp8/rp8(NLS-)-IRE8Ba#P. rp8 und sein Deletionskonstrukt unter-
scheiden sich zu keinem Zeitpunkt signifikant.

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Diese Arbeit konnte keinen Hinweis darauf findeassl die Deletion der nukleéaren
Lokalisationssequenz von rp8 fur die Translokatroden Nukleus und die proliferative
Wirkung von rp8 funktionell relevant ist. Im Gegatws hierzu verliert rp8 seine

proliferationsinduzierende Wirkung durch die Kopmduan EGFP.
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5 Diskussion und Ausblick

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss der NLS aud dubzellulare Verteilung (nukleére
Translokation) von rp8 zu untersuchen und eine Ags<iber die Funktionalitat der
NLS hinsichtlich der proliferationsassoziierten Rolon rp8 zu treffen. Fur die
Versuche wurden INS-1 beta-Zellen aus der Ratte bochane mesenchymale
hMSC-TERT Knochenmarksstammzellen (Simonsen €20f)2) verwendet. Es wurde
nachgewiesen, dass an EGFP gekoppeltes rp8 auah Wh8 (Plasmidkonstrukt
rp8(NLS-)-EGFP) in den Kern transloziert, aber nichehr proliferativ wirkt. Als
Grund hierfur konnte die Kopplung an EGFP ermittiektrden, da bei getrennter
Expression von rp8(NLS-) und hrGFP (PlasmidkonstrpB(NLS-)-IRES-hrGFP) die
proliferative Wirkung erhalten blieb. Die mitotisai Eigenschaften von p8 werden
demnach durch die Kopplung an EGFP beeintrachtighrend die Deletion der NLS
weder die proliferativen Eigenschaften von rp8 na&ssen nukledre Translokation
beeinflul3t. Weiterhin konnte gezeigt werden, dassiesichtlich der durch ektope p8
Uberproduktion gesteigerten Expansion von hMSC-TKBifien Unterschied zwischen
rp8 (Ratte) und hp8 (Mensch) gab. Diese speziegidag¥nde Wirkung spricht fur eine
hohe funktionale Ahnlichkeit von murinem und humanp8, was sich auch auf der
Sequenzebene widerspiegelt.

51 Einfluss der NLS auf die subzellulare Lokalisatiorvon rp8

Die subzellulare Lokalisation ist wichtig im Zusamnmang mit der Funktion eines
Proteins. Proteine, die als Transkriptionsfaktov@rken, entfalten ihre biologische
Wirkung im Kern durch DNA-Bindung, wahrend Kofakéor die Bildung von
Transkriptionskomplexen ermdglichen, aber nichektiran die DNA binden. Fur p8
wurde bereits eine, wenn auch schwache, DNA-Bindwgegeigt, die durch
Phosphorilierung und damit vermehrter Ausbildungh v@ekundarstruktur verstarkt
wird (Encinar et al. 2001). Hinsichtlich der Ahrileiten beziiglich molekularer Masse,
isoelektrischem Punkt, hydrophilen Eigenschafteesi®enz gegeniber Denaturierung
bei 100°C und Ladungsauftrennung, wird p8 trotzeigeringen Sequenzhomologie
von 35% zur Familie der HMG I/Y Transkriptionsfakea gezahilt.
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Zwei weitere Studien stutzen die These, dass p8lukieus als Transkriptionsfaktor
oder -kofaktor wirkt. Eine Studie identifizierte @3 als Bindungspartner von p8
(Hoffmeister et al., 2002). p300 interagiert als fddor mit vielen
Transkriptionsfaktoren. Der Komplex aus p8 und p8kiviert Pax2, das wiederum die
Transkription des Glukagon-Gens aktiviert. Weitarhibindet p8 an PTIP
(Pax2trans-activation domain-interacting protginPTIP wirkt negativ auf Pax2 und
damit auf die Glukagon-Gen-Expression. p8 hat hend®e Einfluss auf PTIP und
damit positiven Einflu auf die Glukagon-Genexpi@ssLaut einer anderen Studie
induziert TGPB die p8 MRNA-Expression (Garcia-Montero et al., 200In den
untersuchten priméren embryonalen murinen Fibrédrasteigert die Expression von
p8 die Aktivitdit von Smad. Smad-Proteine sind dmoeh konservierte Familie von
Rezeptorsubstraten, die als Transkriptionsfaktomgimken. Nach verschiedenen
Phosphorilierungsschritten und Heterodimerbilduraggloziert der Smad-Komplex in
den Nukleus zur Regulation der Gentranskription.

Auch die subzellulare Lokalisation von p8 wurdeditsrin unterschiedlichen Zelltypen,
bei unterschiedlichen Konfluenzgraden der Zellend uau unterschiedlichen
Zellzyklusphasen untersucht. p8 wurde im Nukleusn Moansient transfizierten
COS-7-Zellen (Vasseur, Vidal Mallo et al. 1999) Imgewiesen. In papillaren
Schilddrisenkarzinomzellen wurde p8 bei fortgesmen Stadien mehr
zytoplasmatisch lokalisiert und die Uberexpression p8 war direkt verbunden mit der
Tumorgrof3e (Ito, Yoshida et al. 2003). In primaheseln des humanen Pankreas und in
INS-1 beta-Zellen ist p8 sowohl im Zytoplasma alshaim Kern nachweisbar (Path,
Opel et al. 2004). Die subzellulare Lokalisatiomym@8 scheint in Zellkulturen von der
Konfluenz der Zellen abhangig zu sein. In HelLa &elinit stabiler p8-Uberexpression
(HeLa-p8) sowie humanen MiaPaCa und Panc-1 Parkaeasomzellen ist p8 in der
Wachstumsphase bis zur Konfluenz des Monolayerstarkt nuklear lokalisiert und
nach Erreichen einer hohen Zelldichte gleichméal@geiit (Valacco, Varone et al.
2006). Dieselben Ergebnisse lieferten auch HEK-29Z€&llen (hypotriploide
Epithelzellen einer humanen embryonalen Nierenam). HEK-293T die in der GO/G1
Phase des Zellzyklus arrestiert sind, zeigen eligiergnalige nukleo-zytoplasmatische

Lokalisation, wahrend p8 in Zellen die sich ak&én vorwiegend nuklear lokalisiert
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ist. Weitere Untersuchungen dieser Studie zeigass dGFP nach Fusion mit der
putativen NLS-Sequenz (Aminosduren 64-78) verstéamkt Kern nachweisbar ist,
wahrend die Fusion an eine mutierte p8-NLS-Seq@rP-p8NLSmut, Austausch von
Lysin an Position 65, 69, 76 und 77 durch Alanin)einer gleichmafigen Verteilung
fuhrt.

Ausgehend von der These dass der subzellulare #hafésort von p8 maligeblich
durch die NLS-Sequenz bestimmt wird fuhrten wir KBwsan mittels
Fluoreszenzmikroskopie und konfokaler Lasermikr@s&odurch. Die vorliegenden
Arbeit zeigt, dass die Deletion der NLS zu eineeidimaliigen Verteilung von
rp8(NLS-)-EGFP in stabil transfizierten INS-1-Zell&ihrt. Dies entspricht sowohl der
hier gefundenen Verteilung von EGFP allein als adeh oben fir GFP-p8NLSmut
beschriebenen Beobachtungen von Valaatcal. (2006). Es ist also davon auszugehen,
dass die Deletion der NLS dazu fuhrt, dass p8 nmkhr hauptsachlich nuklear
(Gehlen, 2004; Valacco, Varone et al. 2006), samdeder gesamten Zelle verteilt ist.
Sowohl in dieser Arbeit als auch bei Valacco e(2006) konnte die Deletion bzw. die
Mutation der p8-NLS die Translokation von p8 bzM£)GFP in den Kern nicht
unterbinden. Demnach scheint die NLS von p8 dienkodalisation zu erleichtern bzw.
zu fordern ohne jedoch hierfir essentiell zu sefin. erwéhnen ist, dass die
gleichmalRige Verteilung von p8(NLS-)-EGFP in KemdwZytoplasma auch durch die

artifizielle ektope Uberproduktion verursacht skimnte.

5.2 Einfluss der NLS-Sequenz auf die Zellproliferation

Fur COS-7 Zellen ist unter p8-Uberexpression einasgive Zellproliferation

beschrieben (ca. 100 % mehr Zellen nach 4 Tagenjlighes wurde bei exokrinen
AR42J Azinuszellen aus dem Pankreas beobachted(=&60% mehr Zellen nach 4
Tagen) (Mallo, Fiedler et al. 1997). Auch ist digech Glukose stimulierte Proliferation
von endokrinen INS-1 beta-Zellen mit einer erhohp@Expression auf mRNA und
Proteinebene assoziiert (Path, Opel et al. 2004 [eitere Analyse dieses
Zusammenhangs zeigte, dass ektopes p8 die Prbbferson INS-1 beta-Zellen nur in
Gegenwart, nicht aber in Abwesenheit von Glukosausiert (Path et al. 2006). Dies

weist p8 als einen Mediator der Glukose-induzieEgpansion von beta-Zellen aus.
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Wie genau p8 auf molekularer Ebene zu Zellproltfera flhrt ist derzeit Objekt
intensiver Forschungen. beta-Zellproliferation inegénwart von Glukose wird
herbeigefuhrt durch die Aktivierung von Phosphdtithsitol 3-kinase (PI3-kinase)
sowie PKB und auch PKC Isoformen (Dickson et adQR2003, Higl et al. 1998).
Anderungen in der Glukosekonzentration koénnen dielifprative Antwort von
beta-Zellen auf andere hormonelle Liganden (Bugtal., 2001) durch die Aktivierung
des Insulinrezeptorsubstrates (IRS)-4 (Gahr et2@02) und PKC (Hugl et al., 1998)
verandern.

Hepatocyte Growth Factor (HGF) und Parathyroid Hmeirelated Protein (PTHrP)
sind zwei Faktoren, die mitogene Wirkung auf betfieh haben (Vasavada et al.,
2005; Cozar-Castellano et al., 2006). Bei der Wuotelung der intrazellularen
Signalwege wurde atypische PKC als intrazellul&@ieforotein identifiziert, das durch
HGF und PTHrP in beta-Zellen aktiviert wird. Ein &ak-down von PKCzeta flihrte zu
einer Inhibition der durch HGF induzierten INS-1td&&ellproliferation. Wurde
PKCzeta mit funktionsloser Kinasedomane in betdeAdransfiziert fihrte das zu einer
kompletten Inhibition der beta-Zellproliferation iprimaren Inselzellen. Eine
konstitutive Aktivierung von PKCzeta flhrte zu eainesignifikant erhohten
beta-Zellproliferation in primaren Inselzellen vdtensch und Maus. Die PKCzeta ist
somit essentiell fur die durch HGF und PTHrP veteitié Proliferation von beta-Zellen
(Vasavada et al., 2007). Da die wachstumsfordelvilgung von p8, zumindest in
beta-Zellen, glukoseabhéngig ist und p8 zwei pugaBKC-Phosphorilierungsstellen
enthalt (Campagnoni et al., 2001), konnte p8 eircldPKC-zeta aktivierter Mediator
der Glukose induzierten Proliferation von beta-&elsein.

Ausgehend von den Befunden der Arbeitsgruppe, da8s ein Proliferation
induzierendes Protein in INS-1 und hMSC-TERT Zelnwurde in der vorliegenden
Arbeit unter anderem die Bedeutung der NLS-Sequenzp8 fur die Proliferation von
Zellen untersucht.

Stabil mit rp8(NLS-)-EGFP transfizierte INS-1-Zelle zeigten in
Zellzahlungsexperimenten keinen Unterschied in Ebgpansion verglichen zu EGFP
exprimierenden INS-1-Kontrollzellen.

Um festzustellen, ob der fehlende Effekt auf dilexpansion mit der Koppelung von

rp8(NLS-) an EGFP oder mit der deletierten NLS musenhangt, wurden zwei
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weitere Plasmide kloniert, in denen rp8 bzw. rp8NL und hrGFP durch ein
IRES-Element getrennt als Einzelproteine exprimigrerden. Fir die weitere
Untersuchung der Proliferationsinduktion mit diese@lasmiden, wurde aufgrund der
hohen Transfektionseffizienz die humane mesenchgri{albochenmarksstammzellline
hMSC-TERT verwendet.

Zunéchst wurden erneut die rp8- und rp8(NLS-)-EG&EBionsproteine untersucht,
wobei die Ergebnisse die Daten aus den INS-1 Exgarien stitzen. Hinsichtlich der
Anzahl EGFP-positiver Zellen konnte kein Untersdhiewischen rp8-EGFP,
rp8(NLS-)-EGFP und den EGFP Kontrollen beobachtetden. Im Gegensatz hierzu
zeigte p8 bei den Experimenten mit den IRES Plasmidie rp8/rp8(NLS-) bzw. hp8
und hrGFP getrennt exprimierten, wieder seine feraliion induzierende Wirkung,
wobei es zwischen rp8, rp8(NLS-) und hp8 keine thuteiede gab.

In beiden verwendeten Zellkulturmodellen zeigtehsidass die NLS auf die
proliferative Wirkung von p8 keinen Einfluss hatea diese biologische Funktion
durch Kopplung an EGFP verloren geht. Mdglicherevadatsteht durch die Koppelung
von p8 an EGFP eine Anderung der Tertiarstruktud im Folge eine sterische
Hinderung von Interaktionen mit anderen Proteinan.lDNA.

Schliel3lich belegen die identische Wirkung von up8 hp8 in hMSC-TERT eine hohe
speziesiibergreifende funktionelle Ahnlichkeit, siieh in der hohen Sequenzhomologie
zwischen p8 aus der Ratte und dem Menschen wiadgedp (menschliches p8 zeigt
eine 74%ige Homologie zu Ratten-p8). Experimeitelégt dieser Befund, dass die mit
rp8 in humanen Zellen generierten Daten keine Akiieigebnisse durch
Speziesunterschiede sind.

Insgesamt zeigen die in dieser Arbeit vorgestelRaten, dass die NLS keinen Einfluss
auf subzellulare Verteilung und die proliferatiorbizierende Wirkung von
p8 in INS-1 beta-Zellen und hMSC-TERT Knochenmatkssnzellen hat. Ahnliches
gilt fur die speziesubergreifende Verwendung vorap8 der Ratte und dem Mensch.
Im Gegensatz hierzu geht die proliferative Wirkwag p8 durch eine Fusion an EGFP
verloren. Ein mit EGFP fusioniertes p8-Molekil stmit kein geeignetes Modell um

die proliferativen Eigenschaften von p8 zu untengunc
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6 Zusammenfassung

p8 ist ein erstmals im Zusammenhang mit akuter Ratikis beschriebenes Protein, das
im exokrinen und endokrinen Pankreas mit vermeh#eftwachstum assoziiert ist. Bei
der Analyse seiner Primarstruktur wurde ein spéhesgreifend hoch konservierter
Abschnitt, eine sogenannte NLS, ausgemacht, der FM@®roteinen &hnelt. Da
HMG-Proteine oft als Transkriptionsfaktoren wirkemrde die Hypothese formuliert,
auch p8 sei ein HMG-Y/I-Protein und wirke als Tramstionsfaktor im Nukleus.

Um die Bedeutung der rp8-NLS néher zu charakteesiewurde in INS-1 beta-Zellen
ein rp8(NLS-)-EGFP Fusionsprotein ektopisch expemyi um dessen subzellulare
Lokalisation zu untersuchen. Es zeigte sich, ahnkie bei Kontrollzellen mit ektoper
Expression von EGFP allein, eine gleichméaRige Vartg von rp8(NLS-)-EGFP
zwischen Zytoplasma und Nukleus. Da rp8(NLS-) tfetdender NLS dennoch in den
Kern translozieren kann, scheint die NLS fur dieS@mgang nicht essentiell zu sein.
Diese Annahme wird gestitzt durch die Beobachtuhgss einzeln exprimiertes
rp8(NLS-) seine Proliferation induzierende Wirkumght verliert.

In Zellzahlungsexperimenten zeigte sich, dass 8- rbzw. p8(NLS-)-EGFP
Fusionsprotein keinen proliferationsfordernden Esg in INS-1 und hMSC-TERT
Zellen hat. Bei ektoper Expression von rp8 bzw. (MS-) und hrGFP als
Einzelproteine konnte jedoch eine zwischen beidp8-\farianten &ahnliche und
insgesamt signifikante Stimulation der Zellvermetgieobachtet werden. Dies belegt,
dass die Fusion von rp8 an EGFP dessen biologisahktion inhibiert, wahrend die
Deletion der NLS keinen Einflul3 darauf hat. Da pesliferative Stimulus von p8 in
menschlichen hMSC-TERT Zellen unabhangig von dekttdt von p8 aus Ratte oder
Mensch ist, scheint p8 bei Saugern hoch konserziesdein und speziesubergreifend zu
wirken.

Aus der hier vorgestellten Arbeit geht hervor, ddss molekulare Mechanismus, tber
den p8 glukoseabhéngig proliferationsinduzierendN®-1 beta-Zellen wirkt, nicht
Uber die NLS vermittelt wird. Weitere Untersuchumgker Wirkungsweise von p8 auf
molekularer Ebene koénnten in Zukunft einen Ansatr m vitro-Generierung

ausreichender Mengen an beta-Zellen zur Zelltherdgs Diabetes mellitus bilden.
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