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Zusammenfassung

Glutathion-S-Transferasen (GSTs) sind multifunktionelle Enzyme, die in vielen
verschiedenen Isoenzymen in praktisch allen aeroben Organismen vorkommen. Sie
entgiften sowohl endogene toxische Substanzen als auch Xenobiotika indem sie mit
diesen hydrophoben Substraten Glutathion-Konjugate bilden, die metabolisiert und
ausgeschieden werden. Diese ,Stress response Proteine” sind ebenfalls in die
Redox-Homdostase der Zellen involviert. Sie erhdhen die Belastbarkeit der Zellen
gegenuber oxidativem Stress.

In den letzten Jahren kamen die GSTs im Zusammenhang mit der erworbenen
Zytostatika- oder Strahlenresistenz maligner Tumoren ins Gesprach. Man entdeckte
in solchen resistenten Tumoren oft eine Ueberexprimierung von GSTs wahrend der
Chemo- oder Strahlentherapie.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Isoenzyme aus Arabidopsis thaliana auf ihre
Fahigkeit untersucht, Zellen vor Strahlenschaden zu schitzen. GST5, GST9, GST10
und GST18 wurden in den Saugetiervektor pl1G kloniert und in endotheliale Zellen
(PAE) transfiziert. Nach der Behandlung mit Rontgenstrahlen (9 Gy) wurden die
Genprodukte mittels Immunfluoreszenz sichtbar gemacht und von den transfizierten
Zellen die Apoptoserate in Prozent ermittelt.

Es konnte den GST-exprimierenden Zellen ein strahlenprotektiver Effekt
nachgewiesen werden. Die mit GST5, GST9 und GST10 transfizierten Zellen zeigten
25% weniger Apoptose als die nicht transfizierte Kontrolle. Bei GST18 war der Effekt
15%.

Diese Resultate weisen darauf hin, dass die GSTs in die Mechanismen, welche
einen Tumor strahlenresistent werden lassen, involviert sind. Um ihre genaue Rolle
zu verstehen, sollten die einzelnen Isoformen sowie ihre spezifischen Substrate
aufgeklart werden. GST-Inhibitoren als Begleitmassnahme bei der Krebstherapie
werden vielleicht in Zukunft eine vielversprechende Strategie in der

Krebsbekampfung darstellen.

Institut fir medizinische Radiobiologie, PSI, Villigen
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1 Einleitung

1.1 Die Glutathion-S-Transferasen

Glutathion-S-Transferasen ( GSTs, EC 2.5.1.18) sind multifunktionelle Enzyme, die
endobiotische und xenobiotische Substanzen entgiften. Durch kovalente
Verknupfung dieser hydrophoben Substrate an Glutathion (GSH) wird via einer
nucleophilen Additionsreaktion ein weniger reaktives, hydrophiles Glutathion-S-
Konjugat gebildet. In Tieren werden diese Konjugate zur Mercaptursaure
metabolisiert und ausgeschieden, wahrend in Pflanzen, die Uber keinen
Exkretionsmechanismus verfugen, dieser Konjugationsreaktion eine interne
Kompartimentierung in der Zentralvakuole folgt.

GST findet man in Pflanzen, Saugetieren, Insekten, Hefen und Bakterien. Sie werden
mit Resistenzen gegen Arzneimittel, Antibiotika, Insektiziden und Herbiziden in
Zusammenhang gebracht.

Ein generelles Merkmal des GST-Entgiftungsmechanismus in allen Organismen stellt
ihr breiter Bereich an Substratspezifitat dar. GSTs existieren in vielen verschiedenen
Isoenzymen.  Aufgrund ihrer Sequenzhomologien und immunologischen
Kreuzreaktivitaten wurden die zytosolischen GSTs in 5 spezies-unabhangige Klassen
eingeteilt: Alpha, M4, Pi, Sigma und Theta. Es existiert auch ein microsomales GST.
Ein bei einem parasitischen Wurm, Schistosoma japonicum, entdecktes GST zeigt
grosse Sequenzhomologien mit der MU Klasse (Mannervik und Danielson, 1988,
Neuefeind et al., 1997, Salinas und Wong, 1999).

Die Raumstruktur der im allgemeinen 26 kDa schweren, nicht allosterischen Enzyme
besteht aus einem Dimer. Jede Untereinheit besitzt zwei verschiedenen Seiten: eine
konservierte, hydrophile, hoch spezifische Glutathion-Bindungsseite (G-Seite) und
eine hydrophobe, weniger spezifische Bindetasche fir elektrophile Substrate (H-
Seite). Die meisten der strukturellen Unterschiede zwischen den verschiedenen
GSTs betreffen diese H-Seite (Neuefeind et al., 1997, Salinas und Wong, 1999).
Pflanzen-GSTs, welche der Theta-Klasse zuzuordnen sind, gehdéren zu einer
wichtigen Komponente des  pflanzlichen =~ Abwehrmechanismus  gegen
Umweltbelastungen. Ihre Exprimierung wird als Antwort auf oxidativen Stress

induziert. Der oxidative Stress wird durch Verletzung, Pathogene, Ozon, Ethylen oder

Medizinische Radiobiologie, Paul Scherrer Institut, CH-Villigen
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Schwermetalle ausgelost. Dabei werden aktive Sauerstoffradikale  wie
Hydrogenperoxid, Hydroxylradikale oder Superoxidradikale generiert, um die
eingedrungenen Pathogene unschadlich zu machen. Ein gefahrlicher Effekt der
Produktion von aktiven Sauerstoffspezies stellt die Oxidation von Membranlipiden
dar. Die Abwehrantwort der Pflanzen besteht aus der Generierung von H>O, und
anderen organischen Peroxiden, welche wiederum die GST-Exprimierung stimulieren
(Neuefeind et al., 1997). Das H,0O, und die organischen Peroxide werden durch die
Glutathion-Peroxidase zu Alkohol reduziert und an Glutathion gekoppelt (Stryer,
1996).

GSTs sind auch in andere physiologische Mechanismen involviert. Als intrazellulare
Carrierproteine, der in diesem Zusammenhang gegebene Name war Ligandin,
transportieren sie endogene hydrophobe Substanzen wie Hormone, Steroide, Ham,
Bilirubin, Gallensauren und —Metaboliten als auch exogene Stoffe wie Medikamente
und Pestizide. Sie fungieren sozusagen als intrazellulares Pendant zu Albumin im
Blutplasma.

GSTs sind wichtig bei der Metabolisierung toxischer alkylierender Agentien und
nehmen an der Synthese von Prostaglandinen und Leukotrienen Teil (Mannervik und
Danielson, 1988, Salinas und Wong, 1999).

Ueber die naturlichen Substate der GSTs ist noch nicht viel bekannt. Der oxidative
Metabolismus einer Vielzahl endogender Substanzen produziert reaktive
Elektrophile. Substanzen mit C-C-Doppelbindungen, wie aromatische Verbindungen
oder mehrfach ungesattigte Fettsduren, sind speziell anfallig auf diese reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS). Es wird vermutet, dass GSH-abhangige Enzyme in die
Inaktivierung von toxischen Produkten aus dem Sauerstoffstoffwechsel involviert
sind. Organische Hydroperoxide, Thymin- und DNA-Hydroperoxide, aber nicht H,O,,
sind GST-Substrate. Dazu gehdren ebenfalls Arachidonsaureoxide, Cholesterol-a-
Epoxide und oxidierte o,B-ungesattigte Kohlenstoffverbindungen (Mannervik und
Danielson, 1988).

Eine Gruppe von reaktiven Verbindungen, die wahrscheinlich durch Glutathion-
Konjugation entgiftet wird, sind die Quinone, Oxidationsprodukte der Katecholamine,
die zur Toxizitat und Apoptose neurodegenerativer Prozesse beisteuern, welche der
Parkinsonschen Krankheit und Schizophrenie zugrunde liegen (Mannervik und
Danielson, 1988, Baez et al., 1997). Dies weckt den Gedanken, dass die GSTs

Medizinische Radiobiologie, Paul Scherrer Institut, CH-Villigen
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vielleicht zur Pravention degenerativer zelluldrer Prozesse eingesetzt werden
kénnten (Baez et al., 1997).

Viele chemische Karzinogene und elektrophile Verbindungen werden wahrscheinlich
durch GSH inaktiviert. Solche Entgiftungsreaktionen verhindern die Bindung der
Karzinogene an die DNA und schitzen so vor Krebs. Es ist auch mdglich, dass
Verbindungen, die als Tumorpromotoren agieren, auf diese Weise inaktiviert werden.
Epoxide sind eine wichtige Gruppe mutagener und karzinogener Substanzen, welche
durch GSTs entgiftet werden, desgleichen die Benzo(a)pyrene.

Es sollte ebenfalls erwahnt werden, dass gewisse toxische Chemikalien durch GST
aktiviert werden (Mannervik und Danielson, 1988).

Ein unerwunschter Aspekt der GSH-abhangigen Reaktionen betrifft die Inaktivierung
von Medikamenten, die in der Krebstherapie gebraucht werden. Es existieren
Beweise, dass GSH und die GSTs in die Chemotherapie-Resistenz involviert sind.
Diese zellulare Resistenz wird erworben, wenn der Organismus den Medikamenten
Uber langere Zeit ausgesetzt wird. Es wurde entdeckt, dass GSTs in normalen und
Tumorzellen unter der Therapie mit cytotoxischen Substanzen Uuberexprimiert
werden. In allen Fallen war diese Veranderung der GST-Exprimierung von einer
erhdhten Resistenz gegen Zytostatika begleitet (Mannervik und Danielson, 1988,
Salinas und Wong, 1999). Da diese Resistenzen der schwerwiegendste limitierende
Faktor in der Krebs-Chemotherapie sind, stellt die Untersuchung dieser
Mechanismen ein wichtiges Ziel fur die Krebstherapie dar.

Isoenzyme der MU Klasse wecken ebenfalls spezielles Interesse, da sie nur in 60%
der Bevolkerung vorkommen. Das Fehlen dieses Enzyms korreliert mit einem
erhohten Lungenkrebsrisiko bei Rauchern (Mannervik et al., 1988, Salinas und
Wong, 1999). Verschiedene Polymorphismen in GST-Genen wurden mit erhdhter
Empfindlichkeit flr diverse Krankheiten in Verbindung gebracht. Neuere Daten
zeigen, dass diese Genotypen zu unterschiedlichen Krankheits-Phanotypen fihren
(Strange et al., 2000). Es wurde zum Beispiel festgestellt, speziell in Verbindung mit
anderen genetischen und umweltbedingten Faktoren, Rauchen etc., dass eine
verminderte GST-Aktivitat zu einem erhdhten Risiko fur Krebs, wie z.B. kolonrektalen
Krebs, fuhren kann (Clapper und Szarka, 1998, Cotton et al., 2000, Whalen und
Boyer, 1998).

Medizinische Radiobiologie, Paul Scherrer Institut, CH-Villigen
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1.2 Strahleninduzierte Apoptose und GST

Die biologische Stahlenwirkung kommt durch lonisation von Atomen und
Molekulgruppen der Zellen zustande. Diese direkte Strahlenwirkung fuahrt zur
Inaktivierung oder zum Tod der Zelle. Diese Ereignisse werden eher von dicht
ionisierenden Strahlen, wie Alpha-Teilchen oder Neutronen, verursacht, weniger von
Gamma- oder Rontgenstrahlen. Wird die Zellstruktur nicht getroffen, entsteht keine
Veranderung. Neben der direkten kann auch die indirekte Strahlenwirkung fur die
Schadigungen verantwortlich gemacht werden. Durch Radiolyse des Wassers
entstehen OH-Radikale, die mit lebenswichtigen Molekilen, wie Enzymen,
Nucleinsauren, u.a. reagieren. In Gegenwart von Sauerstoff entstehen im Gewebe
wahrend der Radiolyse HO»-Radikale und H2O,, also wieder hochreaktive Stoffe
(ROS). Es findet also eine Uebertragung der absorbierten Energie vom
Auffangbereich in die Umgebung statt.

Apoptose und Nekrose sind zwei unterschiedliche Formen des Zelltodes, welche
durch ionisierende Bestrahlung ausgelost werden. Apoptose, oder programmierter
Zelltod, ist ein aktiver Prozess der Zellzerstorung, der durch Zellschrumpfung und
Chromatin-Kondensation mit ausgepragter DNA-Fragmentierung charakterisiert ist.
Gewohnlich werden diese apoptotischen Zellen durch Makrophagen phagozytiert,
um eine Entzindung und Schadigung des umliegenden Gewebes zu verhindern
(Wyllie et al., 1980). Auf der anderen Seite zeigt sich die Nekrose in einem passiven
Anschwellen der Zellen und einer generalisierten Zerstérung der internen
Zellhomdostase, gefolgt von einer Zelllyse und Freisetzung des Zellinhaltes in die
Umgebung (Harms-Ringdahl et al., 1996).

Die Apoptosekaskade bewirkt eine Mobilisation des intrazellularen Kalziums, einen
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials und einen erhéhten Spiegel an
reaktiven Sauerstoffspezies (Lyng et al., 2001).

Der Behandlungserfolg von Krebspatienten mit Radiotherapie hangt in hochstem
Mass von der Radiosensitivitat des Tumors ab. In den letzten Jahren wurden
verschiedene Faktoren, wie z.B. Onkogene und Tumorsuppressorgene, entdeckt, die
fur die Empfindlichkeit des Tumors gegenlber Bestrahlung von entscheidender
Bedeutung sind. Bosartige Krebszellen schitzen sich vor Apoptose, indem sie
Wachstumsfaktoren oder Tumorpromotoren produzieren, welche die Radiosensitivitat
senken (Meyn et al., 1996). Weil komplexe Interaktionen zwischen vielen

molekularen Faktoren die delikate Balance zwischen Zellproliferation und Zelltod

Medizinische Radiobiologie, Paul Scherrer Institut, CH-Villigen
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bestimmen, hangt die Aktivierung eines Onkoproteins sowohl von seinem
Reaktionsmechanismus als auch von der Anwesenheit anderer onkogener Faktoren
ab (Peltenburg, 2000).

Ein Schema Uber die Apoptose-regulierenden Mechanismen gibt Abb. 1.

Cell cycle Radiation

&""‘ Radiaticn Myc Rb.E2F o oa
*Src. \ v y \
Sphingomyalinase INK L
‘ ” ONA rapair ‘ 21 - :
— ' ell growth
L : CDKs stoppad
Coramide _ Bcl-2 Family '
PKBIAKE Magative Regulators: Bel-2, Bel-xL
\. Pl 3-Kinase = . Paositive Regéléit:srs. Bad, Bax,
) Y
" Apaf1
/ |Caspases {ICE family protaasaes) ‘*/:ﬂochondripn
q acting as gating
Survival factors PP2A * devica
Target proteins: IL-1,
Actins, Lamins, PARP,
Sorbital Rb, PKC

Apoptosis

Abbildung 1 Apoptose-regulierende Signalkaskaden (Quelle: Vorlesung Kurt Ballmer-Hofer)

lonisierende Bestrahlung, cytotoxische Agentien wie Fas/TNF, eine Ueberexpression des Myc-Onkogens oder
Behandlung mit DNA schadigenden Stoffen 16st in der Zelle eine komplexe Signalkaskade aus, die schliesslich
zur Apoptose der Zelle fiihrt. Apoptoseresistenz wird der Zelle durch die negativen Regulatoren der Bcl-2 Familie
(Bcl-2, Bcl-xL) verliehen, wéhrend die positiven Regulatoren (Bad, Bax, Bcl-xS) sowie das Tumorsuppressorgen
p53 fir die Aktivierung der Apoptosekaskade zustandig sind. Ein Fehlen von p53 oder eine Ueberexpression von
Bcl-2 lassen die Zellen Apoptoseresistent werden. Durch die Aktivierung von p53 und des positiven Regulators
Bcl-2 werden intrazellulare Proteasen, genannt Caspasen, aktiviert. Caspasen spalten diejenigen Proteine in den
Zellen, welche fir z.B. die Aufrechterhaltung des Zytoskeletts der Zelle zusténdig sind wie IL-1 (Interleukin), Actin,

Lamin, PARP (Polyadenosylribosylpolymerase), Rb (Retinoblastoma) oder PKC (Proteinkinase C).

Eine Mutation oder ein Fehlen des Tumorsuppressorgens p53 ist Apoptose-
auslosend. p53 ist auch in verschiedene Formen von Apoptose, die durch Stress der
Zelle ausgelost werden, involviert. Aufregulation von Bax, ein proapoptotisches
Mitglied der apoptoseregulierenden Bcl-2 Familie, fuhrt zur Resistenz der Zelle

gegen DNA schadigende Substanzen und Bestrahlung (Debatin, 2000).

Medizinische Radiobiologie, Paul Scherrer Institut, CH-Villigen



- 1 EINLEITUNG - 7

Bestrahlung bewirkt eine Aktivierung der Caspasen, welche ebenfalls Apoptose
auslosend sind (Belka et al., 1999).

Das Saugetierprotein Bax wirkt letal, wenn es in Hefen oder Pflanzen exprimiert wird.
Es erniedrigt die intrazellularen Glutathionspiegel, verursacht eine Reduktion der
zellularen Phospholipide, vermindert das mitochondriale Membranpotential und
erhdht das intrazellulare Redoxpotential. In einer Studie von Kampranis et al. (2000),
wurde beschrieben, dass ein, zu der Familie der Theta Glutathion-S-Transferasen
gehorendes, Pflanzen-GST ein Bax-Inhibitor ist. Eine Koexpression dieses GSTs mit
Bax in Hefen brachte sowohl die GSH-Spiegel als auch das mitochondriale
Membanpotential wieder auf den Normalwert zurlck. Zusatzlich wurde eine
signifikant erhdhte Resistenz gegenuber H,O2-induziertem Stress festgestellt.

Es ist gut dokumentiert, dass die GST-Isoenzyme wohl vor freien Radikalen
schutzen, hingegen keine Aktivitat gegenuber H,O, aufweisen. Eine Studie fand aber
ein spezifisches nucleares GST, welches die Fahigkeit hat, DNA-Peroxide,
entstanden durch ionisierende Bestrahlung, zu reparieren. (Nakagawa et al., 1990).
Diese und andere Untersuchungen zeigen, dass die GSTs nicht nur in die Resistenz
von Tumorzellen gegenuber zytotoxischen Substanzen, sondern auch in die

Mechanismen der strahleninduzierten Apoptose involviert sind.

1.3 Das Ziel dieser Arbeit

Da Uber die Rolle der GSTs bei der Zytostatika-Resistenz von Tumoren schon
einiges bekannt ist, wird nun beabsichtigt, den Einfluss der GSTs bei Bestrahlung
naher zu untersuchen. Dies liegt nahe, weil die Anwesenheit von GST die
Belastbarkeit der Zelle unter oxidativem Stress erhoht.

Frihere Arbeiten in diesem Labor konnten eine Strahlen-protektive Wirkung beim
Schistosoma japonicum-GST (pcMV-GX) nachweisen. Dieses S. japonicum-GST
wird haufig als Fusionsprotein verwendet aufgrund der einfachen Abeluierung des
gewulnschten Proteins durch eine Saulenaffinitatschromatographie mit Glutathion als
Substrat im Saulenmaterial.

In dieser Arbeit wird nun versucht, verschiedene Pflanzen-GSTs aus Arabidopsis
thaliana (Abb. 2), die diesem Labor zur Verfiugung stehen in einen Saugetiervektor
zu klonieren, diese Konstrukte in endotheliale Zellen zu transfizieren (Porcine
endothelial aortic cells), diese Zellen zu bestrahlen und mittels Immunfluoreszenz die
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Apoptoserate der transfizierten Zellen zu ermitteln. Sollten die GSTs die
Schutzmechanismen der Zellen aktivieren und diese strahlenresistenter als die nicht
transfizierten Zellen werden lassen, ware das ein Hinweis, dass die GSTs bei der
Strahlentherapie auch eine ernstzunehmende Rolle spielen, indem sie zur

Strahlenresistenz eines Tumors beitragen.

GSTH
GST6
GST13 GST2 o116
GST12 l GST31GSTHY
GSTI4~_ \ /

/ _~ GST31

GST33~__ h / //

P
GSTIC -/ s
- GST32
GSTIB- /<
- // \JQT4
GSTY \ oy
-
N \\ GSTS
GST22 < asT7
GsT21-" / \
GST20 \ \
GST19 GST26
GST24 | \
GST5 GST35
GST25 — GST10
GST18

GST17 gsTi0C GST10B

Abbildung 2 Die GST-Genfamilie aus Arabidopsis thaliana

Es werden GST1, GST2, GST5, GST6, GST9, GST10, GST18 fir die Klonierung ausgesucht.
Die GSTs Nr. 1, 2, 6 und 10 weisen zuséatzlich Glutathion-Peroxidase Aktivitat auf.

Da man die Auswirkung der Bestrahlung auf die Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop auswerten mochte, muss fir die GSTs eine geeignete
Detektion gefunden werden. Im Gegensatz zum haufig benutzten S. japonicum-GST
existieren fur diese A. thaliana-GSTs keine spezifischen Antikorper mit denen die
Genprodukte direkt markiert werden konnten. Aus diesem Grund wird der

Expressionsvektor pl1G ausgewahlt, da er die Sequenz fur das grune
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Fluoreszenzprotein (GFP), ein Reportergen, tragt. GFP, welches urspringlich aus
der Qualle Aequorea victoria isoliert wurde, hat die Fahigkeit, blaues Licht zu
absorbieren und grun zu emittieren. Das Protein kann in Saugetierzellen exprimiert
und in lebenden Zellen sichtbar gemacht werden. Dies stellt eine bequeme Methode
dar, die GST-Proteinexpression zu detektieren, ohne einen speziellen Assay
durchzufihren. Sollte die Eigenfluoreszenz nicht ausreichen, ware auch eine
Verstarkung des Signals durch Antikorper moglich.

Der pl1G Vektor ist bicystronisch. Er enthalt eine Kassette mit einem Promotor, der
sowohl das gewlnschte Gen als auch das GFP exprimiert. Auf diese Weise besteht
die Gewissheit, dass die Anwesenheit von GFP auch die Expression von GST
bedeutet. Ein Ampicillinresistenzgen zur Selektion und Amplifikation der Konstrukte
in E. coli ist ebenfalls vorhanden.

Die GSTs werden nun als erstes aus ihrem Pflanzenvektor (pCR2.1, pCR2.1-TOPO)
mittels Restriktionsspaltung herausgeschnitten und in den pl1G-Vektor hineinkloniert.
Eine geeignete Methode muss gefunden werden, um die Konstrukte effizient in die
Zellen zu transfizieren. Schliesslich werden die Zellen mit Rontgenstrahlen bestrahilt.
Die mit GST transfizierten Zellen sind durch das ebenfalls exprimierte GFP von den
nicht transfizierten Zellen im Fluoreszenzmikroskop unterscheidbar. Durch Auszahlen
des Anteils apoptotischer Zellen, erkennbar am segmentierten Zellkern, kann die

Apoptoserate aus der Gesamtmenge der transfizierten Zellen bestimmt werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien und Substanzen

Die PAE-Zellen wurden von J. Waltenberger (Medizinisches Zentrum der Universitat
Ulm, Deutschland) erhalten. Die GSTs in den Pflanzenvektoren bekam man von F.
Mauch (Universitat Fribourg, Schweiz). Die verwendeten Enzyme und Puffer fur die
Klonierung kamen von der Firma Boehringer Mannheim bzw. Roche Diagnostics
(Mannheim, Deutschland). Der QIAquick-spin PCR Purification Kit, der QlAfilter Maxi
Kit sowie das SuperFect™ und das Effectene™ Transfektions Reagens waren von
QIAGEN (Basel, Schweiz). Von der Firma GIBCO Invitrogen Corporation (Invitrogen
AG, Basel, Schweiz) kam das LIPOFECTAMINE™ Transfektions Reagens. Die
Antikorper fur die Immunfluoreszenz bestellte man bei Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, USA). Chemikalien und Lésungen wurden von Fluka, Merck, Millipore,
Bio Rad, Sigma und Pharmacia verwendet. Das Plastikmaterial kam von Falcon und

Eppendorf.
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2.2 Losungen

TAE-Puffer

fur Gelelektrophorese:

Lysepuffer

fur Minipraperation:

Herstellung

kompetenter Bakterien:

Transfektion
Ca3(PO4)2-Methode:

11

40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
pH 8.0

10 mM Tris-HCI, pH 8.0
1 mM EDTA

15% Sucrose (m/v)

2 mg/ml RNAse

0.1 mg/ml BSA

Losung 1:

100 mM RbCl;
50 mM MnCl;
30 mM KOAc
10 mM CaCl,
13% Glycerol

pH von 5.8 mit 0.2 M Essigsaure einstellen, sterilfiltrieren.

Losung 2:

10 mM MOPS pH 7.0
10 mM RbCl;

75 mM CaCl,

13% Glycerol

pH von 7.0 mit NaOH einstellen, sterilfiltrieren.

Hebs-Puffer:

137 mM NacCl

0.7 mM NayHPO,

21 mM HEPES pH 7.1
5 mM KCI

6 mM Glucose

sterilfiltrieren
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Transfektion PBS:
Effectene™: 137 mM NaCl
2.7 mM KCI

4.3 mM NaH,PO,4
1.47 mM KH,PO4
pH 7.4

PBS™ 8.1 mM NayHPO4
fur Immunfluoreszenz: 1.5 mM KH2PO4
pH 7.4
137 mM NaCl
2.7 mM KCI
44.9 mM CaCl,
24.6 mM MgCl;

Gelvatol: 20 g Gelvatol (Air products, Allentown, USA)
80 ml PBS™
16 h rihren bei RT
40 ml abs. Glycerol + 1.2 ml 5% Naazid
16 h ruhren
zentrifugieren bei 12’000 rpm, 20 min
Ueberstand abdekantieren, dunkel lagern.
Um das Bleichen der Praparate zu reduzieren, kann 1% n-

Propylgallat beigefligt werden.
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2.3 Zellkultur

2.3.1 Zelllinie

Alle Versuche wurden mit Porcine Aortic Endothelial Cells (PAEC) durchgefuhrt. Als
Medium verwendete man Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) von
GIBCO Invitrogen Corporation (Invitrogen AG, Basel, Schweiz). Dem Medium wurde
10% fotales Kalberserum (FCS), AMIMED (Lot-Nr. U03014) von Bio Concept
(Allschwil, Schweiz) oder GIBCO (Lot.-Nr. 40F6600K) zugegeben. Die Zellen wurden
bei 37°C, 5% CO, und hoher Luftfeuchtigkeit kultiviert.

2.3.2 Kultivieren der Zellen

Alle 3 bis 4 Tage wurden die Zellen geteilt. Dazu saugte man das Medium ab, wusch
die konfluenten Zellen ein Mal mit 0.05% Trypsin/EDTA (0.025% EDTA in PBS) und
inkubierte sie mit 2 ml Trypsin fur ca. 3 min bei 37°C, um sie von der Petrischale
abzulésen. Zum Stoppen der Trypsinisation wurde 3 bis 8 ml DMEM zugegeben. Je
nach benotigter Anzahl Zellen gab man 0.25 bis 1 ml Zellsuspension in eine 10 cm
Kulturschale mit 6 ml DMEM +10% FCS. Es wurde jeweils eine Schale ohne
Antibiotika resp. Mykotikum kultiviert und eine mit 1% Penicillin/Streptomycin sowie
0.5% Nystatin.

2.3.3 Gefrorene Zellen in Kultur nehmen

Eine 10 cm Kulturschale mit 10 ml DMEM + 10% FCS wurde im Inkubator 30 min
vorgewarmt. Aus einem Flussigstickstofftank entnahm man das Kryoréhrchen mit
den gefrorenen Zellen. Nach kurzem Anwarmen in den Handen wurde das Rdhrchen
vorsichtig geodffnet (dabei entwich zuerst der flussige Stickstoff) und in die
vorbereitete Platte gegeben. Wenn die Zellen sich auf dem Boden der Kulturschale

abgesetzt hatten, gewdhnlich am nachsten Tag, wechselte man das Medium.
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2.4 Klonierung

241 Amplifizierung der GST1-DNA mittels PCR

Mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) kann ein gewlnschtes DNA-Molekll,
dessen Sequenzen an seinen Enden bekannt ist, ohne die Verwendung von
Vektoren und Wirtszellen vermehrt werden. Dazu Ilasst man zwei kurze
Oligonucleotide, die zu den Enden der DNA komplementar sind, mit der DNA
hybridisieren, eines an jeden Strang der Doppelhelix. Zwischen diesen
Oligonucleotiden liegt dann der zu amplifizierende Bereich.

Die Vermehrung erfolgt mit Hilfe der hitzestabilen Tag-Polymerase. Zu Beginn der
PCR setzt man der Mischung aus DNA, Primern und den 4, zur Synthese
notwendigen, Desoxynucleosid-Triphosphaten das Enzym zu und inkubiert das
Gemisch, so dass neue komplementare Strange aufgebaut werden. Anschliessend
wird das Reaktionsgemisch auf 95°C erhitzt, um die neugebildeten Strange wieder
voneinander zu trennen. Beim Abkuhlen verbinden sich weitere Primer-Molekule mit
ihren komplementaren Strangen und die, von der Hitzebehandlung unbeeintrachtigte,
DNA-Polymerase sorgt flr einen weiteren Zyklus der DNA-Synthese. Auf diese
Weise konnen 30 bis 40 Zyklen ablaufen gelassen werden, wobei die DNA

exponentiell vermehrt wird.

2411 Oligonucleotide
Die verwendeten Oligonucleotide dienten als Sinn- bzw. Gegensinn-Primer und
wurden bei der PCR zur Amplifizierung der GST1-Sequenz im pcDNA3-Vektor

verwendet. Sie wurden bei Microsynth (Balgach, Schweiz) bestellt.

5 ATGTGAGGATCCTCACATGAACTCCTTACTTGAGTTCCTGAGC 3
Bam HI

3 TCACTCTAGAGCCACCATGGTTACCGTCAAGCTCTACGGC 5
Xba l

Es wurde an beiden Enden eine Restriktionsschnittstelle eingebaut, damit das
amplifizierte DNA-Stick mit diesen Enzymen geschnitten und in den gewlnschten

Vektor eingebaut werden konnte.
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241.2 Durchfihrung der PCR
Der Ansatz fur die PCR-Mischung ist Tab. 1 zu entnehmen.

Tabelle 1 Ansatz fiir den PCR-Mix

Menge [ul] PCR-Mix Kontrolle
dNTP’s 1 (= 200 puM) 1
Primer 5>3’ 0.5 (1uM) 0.5
Primer 3'>5’ 0.5 (1uM) 0.5
PCR-Puffer (10x conc.) 5 5
BSA (100x conc.) 0.5 0.5
Vektor (pcDNA3/GST1t) 4.8 (100 ng) -
H,O dest. 37.2 42
PWO DNA Polymerase (2.5 U) 0.5 0.5
Tot.: 50 50

Die dNTP’s sowie der PCR-Puffer, der MgSO, enthielt, waren von Boehringer
Mannheim, das BSA von New England Biolabs.

Die Zutaten wurden, beginnend mit dem Wasser, in einem PCR-Roéhrchen gemischt.
Bevor die PWO DNA-Polymerase (Roche Diagnostics) zugegeben wurde, musste
das Temperaturprogramm im Thermocycler (Techne, Progene) programmiert

werden.

PCR-Programm:

1. 1 Zyklus 2 min 95°C Denaturierung der DNA
2. 30 Zyklen 1 min 95°C
1 min 53°C Anlagerung der Primer
1 min 72°C
3. 10 min 75°C Synthese
) 4°C

Auf einem 1%-igen Agarosegel (1% Agarose in TAE-Puffer + 0.5 pg/ml
Ethidiumbromid) wurde mittels Gelelektrophorese und Betrachtung der Banden unter
der UV-Lampe kontrolliert, ob die Grosse des amplifizierten Stlickes der Grosse des
GST1 entsprach. Das Fragment wurde anschliessend der Restriktionsspaltung

unterzogen.
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2.4.2 Restriktionsspaltung

Sowohl der Vektor als auch die zu klonierenden GSTs wurden mit den gleichen
Restriktionsendonucleasen geschnitten.
Zur Berechnung der bendtigten Menge an Restriktionsenzym zum Verdau der

Vektoren wurde folgende Formel verwendet:

(Lange A [bp]) x (Anzahl Restriktionsschnittstellen in DNA) x (Menge DNA [ug])
Enzym-Menge [U] =

(Lange DNA [bp]) x (Anzahl Restriktionsschnittstellen in 1)

Definitionsgemass spaltet 1 Unit Enzym 1 ug Lambda (1)-DNA in 1 h bei 37°C. Pro
Microliter Restriktionsenzym wurden 10 ul Reaktionsgemisch bendtigt, da das
Glycerol, worin die Enzyme gelést vorlagen, in der Endkonzentration nur 5%
betragen durfte. Zu Beachten war auch, dass der Restriktionspuffer im Endvolumen
des Verdauungsansatzes 1:10 verdunnt wurde.

Die Anzahl Schnittstellen in der A-DNA, die von den jeweiligen Enzymen verursacht
wurden, entnahm man dem New England BioLabs-Kalalog.

Zum Stabilisieren der Enzyme wurde bovines Serumalbumin (BSA 100x, New
England Biolabs) verwendet.

Dem Reaktionsansatz des Vektors wurde Shrimp Alkalische Phosphatase
(Boehringer Mannheim) zugesetzt. Diese entfernt die Phosphatgruppe vom 5°-Ende
der DNA-Molekile. Dadurch kann keine Selbst-Ligation des Vektors beim spateren

Verknupfen mit dem Insert mehr stattfinden.

2421 Spaltung mit Eco RV und Bam HI
Sowohl das GST10 als auch das GST18, die beide im pCR2.1-TOPO Vektor vor-

lagen, wurden mit Eco RV und Bam HI (beide Boehringer Mannheim) geschnitten.
Da diese DNA mittels einer Minipraparation extrahiert wurde, waren die
Konzentrationen nicht bekannt. Mit dem pl1G Vektor (Konz. 2.74 ug/ul) wurde gleich
verfahren. Die Ansatze wurden gemass Tab. 2 gewahlt und in ein Eppendorf-

Rohrchen pippettiert.

Medizinische Radiobiologie, Paul Scherrer Institut, CH-Villigen



- 2 MATERIALIEN UND METHODEN - 17

Tabelle 2 Ansitze fir den Restriktionsverdau von GST10 und GST18

Menge [ul] PI1G pCR2.1-TOPO/GST10 | pCR2.1-TOPO/GST18
DNA 2 7 4

Eco RV 2 2 2

Bam HI 2 2 2

Alkal. Phosphatase 2 - -

Puffer B (10x conc.) 4

BSA (10x conc.) 4

H,O dest. 24 21 24

Tot.: 40 40 40

Die Restriktionsmischung liess man 2 h bei 37°C inkubiert. Die Aktivitat des

Verdauungsenzyms konnte durch die Lagerung bei 4°C gestoppt werden.

2422 Spaltung mit Xba | und Bam HI

GST9 in pCR2.1 (Konz. 2.74 pg/ul), GST2 und GST5 in pCR2.1-TOPO sowie das
GST1-PCR-Fragment wurden mit Xba | und Bam HI (beide Boehringer Mannheim)
gemass Tab. 3 geschnitten.

Tabelle 3 Ansitze fiir den Restriktionsverdau von GST2, GST5, GST9 und GST1

pCR2.1- pCR2.1- PCR-Fragment
Menge [u] PIMG pCR2.1/GST9
TOPO/GST2 TOPO/GST5 von GST1

DNA 1.5 10 2 2 5
Xba | 3 4 4 4 3.5
Bam HI 1 1 1 1.5
Alkal. Phosphatase 2 - - - -
Puffer A (10x conc.) 4

BSA (10x conc.) 4

H,O dest. 24.5 25 25 33 30
Tot.: 40 50 50 50
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2423 Spaltung mit Eco RI

Das pCR2.1-TOPO/GST6 (Konz. 0.43 ug/ul) schnitt man gemass Tab. 4 nur mit Eco
RI (Boehringer Mannheim), da keine weitere passende Schnittstelle vorhanden war.
Da das Insert auf diese Weise zwei gleiche Enden bekommt, muss nach der Ligation

gepruft werden, ob das Fragment nicht verkehrt herum hineinkloniert wurde.

Tabelle 4 Ansatz fiir den Restriktionsverdau von GST6

Menge [pl] PI1G pCR2.1-TOPO/GST6
DNA 1.5 1.5

Eco Rl 1 1

Alkal. Phosphatase 2 -

Puffer A (10x conc.) 3 3

BSA (10x conc.) 3 3

H,0 dest. 19.5 21.5

Tot. 30 30

2.4.3 Praparatives Agarosegel

Um die ausgeschnittenen Fragmente vom restlichen Vektorstick im
Verdauungsansatz zu trennen (war beim PCR-Fragment nicht nétig), wurde eine
praparative Gelelektrophorese durchgefiuhrt. Dazu trug belud man ein 1%-iges
Agarosegel mit den Reaktionsmischungen der GSTs sowie dem Grdssenmarker A I
(A-DNA geschnitten mit Eco RI + Hind Ill, MBI Fermentas). Die Proben wurden
vorher mit der bendtigten Menge Loadingbuffer (6x) (MBI Fermentas) versetzt.

Die negativ geladene DNA wandert im elektrischen Feld in Richtung des positiven
Pols. Aufgrund der Poren im Agarosegel werden die Fragmente der Grosse nach
aufgetrennt und die kleineren Stiicke wandern weiter. Das Ethidiumbromid interkaliert
mit der DNA und ist, aufgrund seiner aromatischen Gruppen, im UV-Licht sichtbar.
Die Fragmente wurden auf dem UV-Prapariertisch aus dem Gel ausgeschnitten.
Mittels ,freeze squeeze“-Verfahren I6ste man die DNA aus der Agarosemasse. Dazu
wurde aus Parafilm ein kleines Taschchen gefaltet und das Gelstlick darin bei —20°C
fur 30 min eingefroren. Durch Quetschen zwischen den Fingern wurde das
Gelfragment wieder aufgetaut und konnte so mit einer Pipette in einem Eppendorf-

Roéhrchen aufgenommen werden.
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244 Reinigung von Vektor und Insert

Die GSTs sowie die verschieden geschnittenen Vektoren wurden gemass dem
QIAquick PCR Purification Kit Protokoll (QIAGEN) gereinigt. Abweichend von der
Anleitung wurde 5 min statt 1 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert (4°C,
13,5 rpm in der Eppendorf Zentrifuge 5415 R). Die DNA eluierte man mit

autoklaviertem Wasser und zentrifugierte erneut 5 statt 1 min.

2.4.5 Ligation

Der letzte Schritt bei der Konstruktion eines rekombinierten DNA-Molekdls, stellt die
Verknupfung des Vektors mit der DNA, die man klonieren méchte, dar.

Dies wird mittels der DNA-Ligase (T4-DNA-Ligase, Boehringer Mannheim)
bewerkstelligt. Dieses, in allen Zellen vorkommende Enzym, repariert alle Briche, die
in einem Strang eines doppelstrangigen Molekuls auftreten kdnnen. Ein solcher
Bruch ist eine Stelle, an der die Phosphodiesterbindung zwischen zwei benachbarten
Nucleotiden fehilt.

Bei der Ligation knupft die DNA-Ligase zwei Phosphodiesterbindungen zwischen den
Enden des Inserts und des Vektors.

Die bei der Restriktionsspaltung verwendeten Enzyme verursachten alle
uberhangende Enden. Dies erhoht die Effizienz einer Ligation, da sich diese Enden
Uber die Wasserstoffbricken der Basenpaarungen verbinden konnen und so dafur
sorgen, dass die Enden Uber langere Zeit miteinander in Kontakt kommen. Auf diese
Weise hat die Ligase mehr Zeit, die stabilisierten Enden zu verbinden.

Um einen Konzentrationsvergleich zwischen dem Vektor und den Inserten anstellen
zu konnen, wurden diese auf einem Agarosegel laufen gelassen und jeweils die
Intensitat der Banden verglichen. Fir die Ligation sollte immer 3 Mal mehr Insert als
Vektor verwendet werden.

Die Ansatze wurden gemass den Tabellen 5, 6, und 7 gewahlt.

Die Ligation des GST1 mit pl1G muss noch durchgefuhrt werden.
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Tabelle 5 Ligationsansatz fiir GST10 und GST18 (mit Eco RV und Bam HI geschnitten)

20

Menge [ul]

Kontrolle

Ansatze

GST10

GST18

Vektor (PI1G)

Insert

T,-DNA-Ligase
Ligation-Puffer (10x conc.)
H,0O dest.

15

1
15

15
3.5

15

Tot.:

20

20

36.5

Tabelle 6 Ligationsansatz fiir GST2, GST5 und GST9 (mit Xba | und Bam HI geschnitten)

Menge [ul]

Kontrolle

Ansatze

GST2

GST5

GST9

Vektor (PI11G)

Insert

T,-DNA-Ligase
Ligation-Puffer (10x conc.)
H,O dest.

15

1
15

Tot.:

20

20

20

20

Tabelle 7 Ligationsansatz fiir GST6 (mit Eco RI geschnitten)

Menge [ul]

Kontrolle

GST6

Vektor (PI11G)

Insert

T,-DNA-Ligase
Ligation-Puffer (10x conc.)
H,0O dest.

1

15

Tot.:

20

20

Die Ligationsansatze wurden in kleine PCR-R&hrchen pippettiert und Gber Nacht im

PCR-Gerat (Techne,

Progene)

bei

16°C

inkubiert.

Das

Kuihlen

der

Reaktionsmischung verlangsamt die Brownsche Molekularbewegung der DNA-

Fragmente, welche somit noch besser aneinander haften.
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2.4.6 Transformation in kompetente Bakterien

Die meisten Bakterienarten nehmen DNA unter normalen Bedingungen nur in
begrenztem Umfang auf. Um sie wirksam zu transformieren, muss man sie einer
Behandlung unterziehen, die ihre Fahigkeit, DNA in ihr Zytoplasma aufzunehmen,
verstarkt. Zellen, die eine solche Behandlung durchlaufen haben, bezeichnet man als
kompetent. Die E. coli-Zellen werden in eine eisgekuhlte Losung von Calciumchlorid
und Rubidiumchlorid gebracht. Diese Behandlung sorgt daflr, dass die DNA an der
Aussenseite der Zellen ausfallt und an der Zellwand haften bleibt. Durch einen
Hitzeschock werden die Bakterien dazu veranlasst, die DNA aufzunehmen.

Da die Transformation ein relativ ineffizienter Vorgang darstellt, braucht man einen
Weg, um die Zellen, die das Plasmid aufgenommen haben, von den
nichttransformierten Zellen zu unterscheiden. Dies wird mittels
Antibiotikaresistenzgenen, die im Plasmid enthalten sind, erreicht. Vor dem
Ausplattieren auf antibiotikahaltigem Agar werden die Zellen fur kurze Zeit in einem
Flassigmedium inkubiert, um ihnen die Replikation und Expression des Plasmids und
somit der Antibiotikaresistenz-Enzyme (z.B p-Lactamase gegen Ampicillin) zu
ermoglichen. Wenn die Zellen dann ausplattiert und mit dem Antibiotikum in Kontakt
gebracht werden, sind die Enzyme schon in ausreichender Menge vorhanden, damit

die Zellen tberleben konnen.

2461 Herstellung von kompetenten Bakterien E.coli TOP10

Eine Uebernachtkultur von 6 ml E. coli HB101 wurde 1:100 mit LB-Medium verdunnt
und zu einer ODggonm von 0.48 — 0.5 wachsen gelassen. Dies dauerte ca. 2 bis 3 h.
Die Kultur wurde auf Eis gekuhlt und bei 2200 rpm in einer Beckman GPR Zentrifuge
bei 4°C 10 min zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 1/3 Volumen der gekiihlten
Losung 1 resuspendiert und fur 1 bis 2 h auf Eis stehen gelassen. Die Suspension
wurde anschliessend analog zu oben zentrifugiert. Das Pellet resuspendierte man in
1/40 Volumen von Loésung 2. Aliquots von 200 pl wurden schnell in flissigem

Stickstoff eingefroren und bei —70°C gelagert.
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24.6.2 Transformation

Der 20 pl Ligationsansatz wurde 5 min auf Eis gestellt. Danach gab man 200 pl
kompetente E. coli TOP10 dazu und liess diese Mischung 30 min auf Eis stehen.
Anschliessend wurde 90 s auf 42°C erhitzt. (Eppendorf Thermomixer) und 2 min auf
Eis wieder abgekuhlt. Schliesslich gab man 1 ml auf 37°C vorgewarmtes LB-Medium
dazu und liess die Bakterien 1 h im Inkubator bei 37°C und unter Schutteln bei 180
rom wachsen. Danach zentrifugierte man die Mischung bei 4°C 5 min lang bei 2000
rom (Hettich Universal 30RF). Nach Abgiessen des Ueberstandes wurde das im
restlichen Medium resuspendierte Pellet auf einer vorgewarmten, ampicillinhaltigen
Agarplatte (50 pg/ml Ampicillin in LB-Agar) ausplattiert. Auf diese Weise versetzte
man mit jedem GST eine Agarplatte. Mit den Kontrollen, die kein Insert enthielten,
wurde gleich verfahren. Die Kontrollen dienen dazu, die Qualitat der Ligation
abzuschatzen. Wenn sich viel weniger Kolonien auf den Kontrollplatten als auf
denjenigen, die GSTs enthalten, befinden, kann man davon ausgehen, dass die

Ligation erfolgreich durchgefuhrt wurde.

247 Selektion der Rekombinanten

Die auf der ampicillinhaltigen Agarplatte wachsenden Kolonien enthalten nicht alle
das gewilnschte Plasmid. Selbstligierte Vektormoleklle und falsch rekombinierte
Plasmide vermehren sich genau so wirksam wie die gewlnschte Rekombinante.

Weil aber jedes Bakterium eine eigene Kolonie entstehen lasst, und somit jeder Klon
aus Zellen besteht, die alle das gleiche Molekul enthalten, kann durch Auswahlen der
Klone, Extrahierung der DNA und Durchfuhrung eines Kontrollverdaus die richtige

Rekombinante gefunden werden.

24.71 Kleinkultur der Klone
Die uber Nacht auf der Agarplatte gewachsenen Kolonien wurden mit einem sterilen

Zahnstocher aufgenommen, um damit 5 ml LB-Medium, welches mit 5 ul Ampicillin
versetzt wurde, zu inokulieren. Diese Kulturen liess man 18 h im Inkubator bei 37°C

unter Schutteln bei 250 rpom wachsen. Pro GST wurden 5 Kolonien ausgewahlt.
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24.7.2 Minipraparation

Die DNA wurde gemass der Methode Berghammer H. und Auer B. (1993).
Biotechniques 14(4), 527-528 isoliert. Dazu zentrifugierte man 2 ml Kleinkultur in
einem 2 ml Roéhrchen 5 min bei maximaler Geschwindigkeit (13.5 rpm in der
Eppendorf Zentrifuge 5415 R). Der Ueberstand wurde verworfen und das Pellet in 40
ul Lysepuffer resuspendiert. Diese Mischung inkubierte man 5 min unter Schutteln
bei Raumtemperatur. Die Reaktion sollte 5 min nicht Uberschreiten, da sonst
genomische DNA gespalten wird. Anschliessend wurde die Suspension 1 min auf
95°C erhitzt und sofort 1 min mit Eis abgekuhlt. Danach zentrifugierte man 15 min bei
4°C. Im Ueberstand befand sich dann die isolierte Plasmid-DNA. Sie wurde in ein

Eppendorf-Réhrchen aufgenommen und bei —20°C gelagert.

24.7.3 Kontrollverdau

Die rekombinierte DNA der einzelnen GSTs wurde nun mit den gleichen Enzymen,
wie schon bei der Klonierung verwendet, erneut verdaut und auf einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Man belud das Gel jeweils mit 4 ul Proben und 4 pul
Marker Il und VIII. Auf diese Weise konnte ermittelt werden, welche Klone das Insert

enthielten.

2474 Stockkulturen in Glycerol

Von den Bakterien, die das richtige Plasmid enthielten, wurde eine Glycerolkultur
angefertigt. Dazu wurde die Ubrig gebliebene Bakteriensuspension aus der
Kleinkultur bei 4°C 5 min lang mit 2000 rpm zentrifugiert (Hettich Universal 30RF).
Das Pellet nahm man in 200 pl einer Mischung aus 50% LB-Medium und 50%

Glycerol auf. Die Glycerolkulturen wurden bei —20°C gelagert.
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2.4.8 Praparation der Plasmid-DNA

24.8.1 Maxipraparation

Von einem Klon, der sich beim Kontrollverdau als richtig kloniert herausgestellt hatte,
wurde in einem 1L-Erlenmeyer eine Grosskultur angesetzt, um nach deren Isolation
mehrere Milligramm rekombinierter DNA zu erhalten. Dazu wurde mit der restlichen
Bakteriensuspension aus der Kleinkultur 250 ml sterilisiertes LB-Medium, das 250 pl
Ampicillin enthielt, angeimpft. Die Mischung wurde bei 37°C unter Schitteln mit 280
rpm uber Nacht wachsen gelassen.

Die Extraktion und Reinigung der Plasmid-DNA wurde mit dem QIAGEN Plasmid
Maxi KIT, gemass dem QIAfilter Maxi Protokoll aus dem Plasmid Purification
Handbuch (01/97), durchgefuhrt. Flr die Zentrifugationsschritte verwendete man eine
Hermle Centrikon H-401 Zentrifuge von Kontron. Das DNA-Pellet wurde in 200 pl

autoklaviertem Wasser aufgenommen.

2.4.8.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde mittels UV-Absorbtionsspektrometrie ermittelt. Die
Menge der UV-Strahlung, die von einer DNA-LAsung absorbiert wird, ist ihrem DNA-
Gehalt direkt proportional. Man mass die Absorbtion bei 260 nm (Agzeo) in einem
UVICON- 801 Spektrophotometer (Kontron).

Es wurde jeweils 4 ul DNA-Losung in 800 ul dest. Wasser gelost. Die DNA-

Konzentration berechnete man nach folgender Formel:

(Ageo) x 200 x 50
DNA-Konzentration [ug/ul] =

1000
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2.4.8.3 Ermittlung der DNA-Reinheit

Anhand der UV-Absorbtion kann man auch die Reinheit einer DNA-Praparation
uberprufen. Bei einer reinen DNA-Probe liegt das Verhaltnis der Absorbtion bei 260
nm und 280 nm (Axso/A 280) bei ca. 1.8.

2484 Restriktionsanalyse

Um einen letzten Beweis fur die Richtigkeit des rekombinierten DNA-Molekuls zu
erbringen, wurde erneut ein Kontrollverdau durchgefuhrt. Dieses Mal wahlte man
Enzyme, deren Schnittstellen im Insert und zum Teil auch im Vektor vorkamen. Auf
diese Weise wurde eine Restriktionskarte flr jedes GST und fur jede verwendete
Enzymkombination hergestellt. Es wurden jeweils 4 ul jeder Probe sowie je 4 ul
Grossenmarkter A Ill und A VIII (MBI Fermentas) mit Beladungspuffer gemischt und
auf das Gel geladen. Das Gel wurde in 1x TAE-Puffer bei 200 V ungefar 20 min in
einer Bio Rad Gelelektrophoresekammer laufen gelassen. Die Fragmente wurden mit
einer UV-Lampe sichtbar gemacht (UVI tec). Das Gel fotografierte man mit einer
Kaiser (RA2) Kamera und einer MWG-Biotech Blende.
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2.5 Transfektion von PAE-Zellen

Je nach Experiment kultivierte man 0.8 x 10° oder 2 x 10° PAE-Zellen pro 35 mm
Kulturschale auf runden Glasdeckglaschen in 2 ml DMEM + 10% FCS und 0.5%
Penicillin/Streptomycin/Nystatin (P/S/N). Die Zellzahl wurde mit einem COULTER™
Cell Counter bestimmt. Pro GST-Probe oder Kontrolle wurden 4 Deckglaschen in

eine Platte gebracht. Die Transfektion wurde jeweils ca. 18 h spater durchgefuhrt.

2.5.1 Ca;(PO,),-Methode

Man verdinnte 6 ug DNA pro Probe in 376 ul Hebs-Puffer. 18.7 ul 2.5 M CaCl,
wurde zugegeben und diese Mischung 20 min bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Nach Absaugen des Mediums von den Zellen und ein Mal waschen mit DMEM ohne
FCS gab man die DNA-L6sung auf die Zellen und inkubierte bei 37°C flr 20 min. In
dieser Zeit wurde alle 5 min die Platte geschwenkt, um die DNA-LOsung gut zu
verteilen. Danach gab man 2 ml Medium + Serum dazu und inkubierte 4 h bei 37°C.
Nach dem Absaugen der DNA-L6sung folgte ein Glycerolschock mit 10% Glycerol in
DMEM fur 30 s und zwei Waschschritte mit Medium ohne Serum. Schliesslich gab
man 2 ml DMEM + FCS und 10 pl P/S/N zu den Zellen.

2.5.2 LIPOFECTAMINE™

Die Transfektion mit dem LIPOFECTAMINE™ Reagens (GIBCO Invitrogen
Corporation) wurde gemass der Produkteanleitung durchgefuhrt. Fur die Losung A
verwendete man 1 ug DNA in 100 ul DMEM ohne Serum. Die Losung B setzte sich
aus 12 ul LIPOFECTAMINE™ in 100 pl Medium ohne FCS zusammen. Nach Mischen
der beiden Lésungen wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit
bildeten sich die DNA-Liposomen-Komplexe. Diese wurden mit 800 ul DMEM
verdiinnt und 4 h mit den, am Vortag auf Deckglaschen kultivierten, Zellen (2 x 10°)
inkubiert, anschliessend abgesaugt und durch frisches Medium mit FCS und P/S/N

ersetzt.
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2.5.3 SuperFect™

Fur die Transfektion mit dem SuperFect™ Transfektions Reagens (QIAGEN) wurde
das SuperFect™ Transfection Reagent Handbuch (01/99) konsultiert. 2 x 10° Zellen
sate man in eine 6-Loch-Platte ein und verwendete die angegebenen Mengen an

DNA und Reagentien.

254 Effectene™

Diese Methode war im Effectene™ Transfection Reagent Handbuch (01/99)
beschrieben. Man verwendete die empfohlenen Mengen DNA und Reagenzien.
Nach 3 h wurde der Transfektions-Mix entfernt, die Zellen mit PBS (ohne Ca** und
Mg?*) gewaschen und DMEM + FSC + P/S/N zugegeben.
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2.6 Bestrahlung

17 bis 19 h nach der Transfektion wurden die Zellen Rontgenstrahlen ausgesetzt.
Dazu wurden 2 der 4 Deckglaschen jeder Probe in eine eigene 35 mm Kulturschale,
die am Vortag mit 2 ml DMEM + FCS + P/S/N equilibriert wurde, transferiert. Die
Petrischalen arrangierte man im Kreis auf dem Styroporteller der Réntgenanlage und
achtete darauf, dass die Rontgenrohre vertikal eingestellt war und somit auf den
Teller zeigte.

Die Proben, welche nicht bestrahlt werden sollten, wurden ebenfalls aus dem
Inkubator genommen, um flr sie die gleichen Bedingungen wie fir die zu
bestrahlenden Proben zu schaffen.

Es wurde ein Gleichspannungs-Roéntgenstrahler MG324 mit einer PHILIPS
Rontgenrdhre (PHILIPS GmbH, Hamburg) verwendet. Die Zellen wurden 2 min 50 s
mit der ionisierenden Strahlung behandelt. Dies stellte eine Energiedosis von 9 Gy
dar.

Am nachsten Tag wurden die transfizierten Zellen mittels Immunfluoreszenz sichtbar

gemacht.
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2.7 Immunfluoreszenz

Die Deckglaschen wurden in PBS™ bei RT gewaschen, die Zellen fiir 30 min mit
3.7% Formaldehyd in PBS™ fixiert und anschliessend wieder drei Mal mit PBS™
gespllt. Um die Zellen zu permeabilisieren, liess man 0.5 % Triton X-100 in PBS™
10 min lang einwirken. Nach 3 weiteren Waschschritten in PBS™ wurden die
Deckglaschen in eine feuchte Inkubationsbox gelegt und jedes mit 30 ul des ersten
Antikérpers (anti-GFP (rabbit) 1:500 verdinnt, anti-GST(rabbit) 1:100 verdinnt)
versetzt und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Der zweite Antikorper (Goat-anti-rabbit-TRITC
1:100, Goat-anti-rabbit-FITC 1:100) folgte auf 3 Mal waschen mit PBS™. Die
Antikdrper mussten vorher 5 min bei 10'000 x g zentrifugiert werden. Nach 1 h
Inkubationszeit, 3 Waschschritten in PBS*™ und einem in dest. Wasser wurden die
Deckglaschen auf Objekttragern in Gelvatol eingebettet und zum Trocknen im
Dunkeln aufbewahrt.

Die fluoreszierenden Zellen wurden in einem Zeiss Axiophot Fluoreszenz-Mikroskop
(UV-Filter fur DAPI, FITC-Filter fir grin und TRITC-Filter fUr rot) sichtbar gemacht.
Die Zellen wurden durch eine 40x H,O Plan-NEOFLUAR Linse mit einer Kappa CCD

Kamera fotografiert.
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3 Resultate

3.1 Klonierung

Es wurden 7 verschiedene A. thaliana-GSTs zur Klonierung in den pl1G-Vektor
ausgewahlt: GST1, GST2, GST5, GST6, GST9, GST10 und GST18. Abb. 3 zeigt die
Klonierung am Beispiel von GST9. In Tab. 8 ist eine Uebersicht der verwendeten

Restriktionsenzyme und der neuen Positionen der Gene im pl1G-Vektor zu sehen.

BamHI (253) Amp
Xbal (298)

GST9

Xbal (915)

GST9

BamHI (1042)
Xbal (1101)

pCR2.1/GST9 BamHI (1659)

4662 bp

PI1G/GST9

7441 bp IRES

GFP

Abbildung 3 Klonierungsschema am Beispiel von GST9
Abb. A zeigt das GST9 im Pflanzenvektor pCR2.1. Die Sequenz wurde bei den Schnittstellen Xba | und Bam Hl

herausgeschnitten und bei den gleichen Positionen im pl1G-Vektor eingebaut. In Abb. B ist das neu kombinierte
Konstrukt abgebildet. Zwischen der Multiple Cloning Site, in der sich jetzt das GST9 befindet, und dem open
reading frame fiir das GFP (griines Fluoreszenzprotein) befindet sich eine IRES-Sequenz (internal ribosome entry
site). Diese ermdglicht die Translation von zwei open reading frames einer mMRNA. Die Ribosomen kénnen an der
bicystronischen mRNA entweder am 5’-Ende andocken und das GST Ubersetzen oder an der IRES-Sequenz, um
das GFP umzuschreiben.

Das GFP, ein Reporterprotein, ermdglicht, aufgrund seiner Eigenfluoreszenz, den einfachen Nachweis erfolgreich
transfizierter Zellen. Tab. 8 zeigt die Restriktionsenzyme, die fir die anderen GSTs verwendet wurden sowie die

neuen Positionen im pl1G-Vektor.
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Tabelle 8 verwendete Restriktionsenzyme und die neuen Positionen im pl1G-Vektor

. - Grosse der 5’-Position 3’-Position
A. thaliana-GST Restriktionsenzyme GSTs [bp] in plG in pl1G
pCR2.1/GST9 Xba | + Bam HI 776 915 1691
pCR2.1-TOPO/GST2 647 915 1562
pCR2.1-TOPO/GST5 675 915 1590
GST1-PCR-Fragment 789 915 1704
pCR2.1-TOPO/GST10 Eco RV + Bam HI 738 925 1663
pCR2.1-TOPO/GST18 741 925 1666
pCR2.1-TOPO/GST6 Eco RI 639 947 1586

Der pl1G-Vektor wurde ausgewahlt, weil er die Sequenz fir das grune
Fluoreszenzprotein (GFP), ein Reportergen mit Eigenfluoreszenz, tragt. Auf diese
Weise lasst sich die GST-Proteinexpression mittels des GFP indirekt detektieren.

Der pl1G-Vektor ist ein bicystronischer Vektor. Eine Kassette exprimiert sowohl das
GST als auch das GFP. Zwischen diesen beiden Genen liegt die IRES-Sequenz. Sie
ermdglicht die Translation von zwei open reading frames einer mRNA. Die
Ribosomen konnen an der bicystronischen mRNA sowohl am 5’-Ende andocken und
das GST Ubersetzen als auch an der IRES-Sequenz, um das GFP umzuschreiben.
Zusatzlich enthalt der pl1G-Vektor ein Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion und

Amplifikation der Konstrukte in E. coli.

3.1.1  Ueberprifung von Vektor und Insert

Der linearisierte Vektor sowie die ausgeschnittenen Inserte wurden nach erfolgter
Restriktionsspaltung (sh. 2.4.2), praparativer Gelelektrophorese (2.4.3) und
Reinigung (2.4.4) auf einem Agarosegel aufgetragen, um zu prufen, ob die
Fragmente die richtige Grésse besitzen. Die Inserte, die alle eine Grésse zwischen
600 — 800 bp aufweisen, sollten auf dem Gel zwischen den Banden 900 und 692 des
Markers VIl zu finden sein. Dies war bei allen der Fall. Abb. 4 zeigt als Beispiel das
Gel von GST10 und 18. Des weiteren wurde das Verhaltnis der Konzentrationen von
Vektor und Insert verglichen, um den Ligationsansatz gemass der Regel: drei Mal
mehr Insert als Vektor, passend zu wahlen.

Die Verknupfung des GST1 mit dem Vektor muss noch durchgefuhrt werden.
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Il Vektor GST18 GST10 VI

Marker Il [bp]:
21226
Vektor: 6707 bp ——»

5148, 4973, 4268
3530

Marker VIII [bp]:
1114
Insert GST18: 741 bp

Insert GST10: 738 bp

Abbildung 4 1%-iges Agarose-Gel mit Vektor und Inserten
Das GST10 besitzt eine Grosse von 741 bp. Das GST18 weist 738 bp auf. Die beiden Inserte befinden sich auf

dem Gel zwischen den Banden 900 und 692 des Markers VIII. Die Konzentrationen der Inserte, vor allem jene
des GST10, stellte sich als niedrig heraus, wie an den schwach leuchtenden Banden zu erkennen war. Die

Ligationsansatze wurden aufgrund dieser Konzentrationsverhaltnisse auf dem Gel gewahit.

3.1.2 Kontrollverdau

Nach erfolgter Ligation (2.4.5) und Transformation in die kompetenten E. coli TOP10
(2.4.6) liess man die auf der Agarplatte ausgewahlten Klone Uber Nacht in LB-
Medium wachsen. Durch eine Minipraparation wurde die DNA extrahiert (2.4.7.2).
Um zu Uberprufen, ob die Rekombinanten das Insert enthielten, wurde ein
Kontrollverdau mit den gleichen Enzymen durchgefuhrt, die fur die
Restriktionsspaltung verwendet wurden. Pro GST analysierte man 5 Klone und
wahlte einen richtig ligierten Klon aus, um mit diesem weiterzuarbeiten. Von den
ubrigen Klonen, die ebenfalls richtige Banden aufwiesen, wurde eine Stockkultur in
Glycerol angefertigt (2.4.7.4).

In Abb. 5 ist der Kontrollverdau von GST2, 9 und 5 dargestellt.

Es ist zu erkennen, dass bei den Klonen GST2-2 und GST9-2 keine Inserte

vorhanden waren. Das GST5 war bei allen Proben korrekt ligiert. Beim GST6 trug
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keine einzige Rekombinante das richtige Plasmid. Es wurde GST2-1, GST9-5 und
GST5-2 zum Weiterarbeiten ausgesucht.

Die Klone GST10-2, 4 und GST18-2 enthielten ebenfalls keine Inserte (Daten nicht
gezeigt). Man wahlte hier GST10-6 und GST18-4 fur die weiteren Experimente.

Abbildung 5 Agarosegel des Testverdaus von GST2, GST9 und GST5
Der Klon GST2-2 enthielt kein Insert. Die Klone GST2-3 und GST2-4 schienen ebenfalls nicht richtig, da die

Bande des Vektors schwéacher war als bei den anderen zwei und die beiden Inserte nicht auf gleicher Héhe wie
die zwei anderen lagen. Man wahlte GST2-1. GST9-2 hatte nicht ligiert und GST9-1 wahrscheinlich falsch. Es
wurde GST9-5 ausgesucht. Bei GST5 sahen alle Klone perfekt aus. Man entschied sich fur GST5-2.

3.1.3 DNA-Konzentration und Reinheit
Nach der Maxipraparation der ausgewahlten Klone (2.4.8.1) wurde die DNA-

Konzentration und die Reinheit der Plasmide gemass 2.4.8.2/3 bestimmt (Tab. 9).

Tabelle 9 DNA-Konzentration und Reinheit

Konstrukt DNA-Konzentration [ug/ul] Reinheit (Az0/A2s0)
PI1G/GST5 2.81 1.88
PI1G/GST9 2,97 1.83
PI1G/GST10 433 1.72
PI1G/GST18 2.99 1.72
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Eine Reinheit von Uber 1.8 bedeutet sehr reine DNA.
Die Konzentration von pl1G/GST2 erwies sich als viel zu tief (0.07 ug/ul). Es wurde

trotz dreimaligem Wiederholen der Maxipraparation kein besseres Resultat erzielt.

3.1.4 Restriktionsanalyse

Um einen letzten Beweis fur die Richtigkeit der 4 neu konstruierten DNA-Molekule zu
erbringen, wurde erneut ein Kontrollverdau gemass 2.4.8.4 durchgefuhrt. Dieses Mal
wahlte man Enzyme, deren Schnittstellen im Insert und zum Teil auch im Vektor
vorhanden waren. Auf diese Weise wurde auch die Orientierung des Inserts im
Vektor Uberprift.

Tabellen 10 und 11 zeigen die Grésse der Fragmente, die sich auf den Agarosegelen

der Abb. 6 und 7 nach dem Kontrollverdau wiederfinden lassen sollten.

GST18 GST10

Bcl1+Smal| | Spel
: i i i b

il |:.;-"““HW ik

5148+4973
4268
3530

2027+1904

1548
137

947

501+489

Abbildung 6 Restriktionsanalyse von GST18 und GST10 mit verschiedenen Enzmen

Es wurde fir den Verdau einmal 1 pul DNA (1:10 verdiinnt) und einmal 0.5 pl eingesetzt. Daher stammen die 2
Banden pro Restriktionsansatz. Man lud jeweils 4 pl jeder Probe auf das Gel. Der Verdau mit Bcl | und Sma |
zeigte nur 1 Bande. Wahrscheinlich hatte ein Enzym nicht geschnitten. Aber nachdem die anderen Banden mit
den erwarteten Fragmentgréssen (sh. Tab.10) Ubereinstimmten, kann dieser Verdau als erfolgreich gewertet

werden.
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Tabelle 10 Groésse der Banden von GST10 und GST18

Konstrukt Enzym AnzahIPSo c;r;t?::]stellen, Fragmente | Grosse [bp] Kong: auf
PIMG/GST18 Bgl | 1 Insert (1101) 2 4454 1 Enzym hat nicht
Small 1 Vektor (4109) 3008 geschnitten
Spe | 1 Vektor (250) 2 6042 ja
1 Insert (1675) 1420
PI1G/GST10 Bgl Il 1 Vektor (1656) 2 5816 ja
1 Insert (13) 1643
Pst | 2 Inserte (928, 1467) 3 4580 ja
1 Vektor (4346) 2879
539

Abbildung 7 Restriktionsanalyse von GST9 (a) und GST5 (b) mit verschiedenen Enzymen

Die Banden wurden mit den Fragmentgréssen aus Tab. 11 verglichen. Sie befanden sich alle auf der erwarteten
Héhe. Der Verdau von GST5 einmal mit Hind Il + Stu | und einmal mit Hind Ill + Sca | sollte das Plasmid in 4
Stlicke schneiden. Auf diese Weise entsteht ein Fragment mit der Grésse 47 bp, was zu klein ist, um auf dem Gel

sichtbar zu sein.
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Tabelle 11 Grésse der Banden von GST9 (a) und GST5 (b)

Enzym au;gijeftggen Anzahl Schnittstellen, Position | Fragmente | Grdsse [bp] Korrg(l;: auf

Bal Il a 1 Insert (1092) 2 6362 ja
1Vektor (13) 1079

b 1 Insert (1579) 2 5806 ja
1 Vektor (13) 1566

Pvu | a 1 Insert (980) 2 5933 ja
1 Vektor (6913) 1508

1 Vektor (6844) 1 7372 ja

Hind 111 a Hind 1lI: 2 Vektor (890,1921) 3 4243 ja
Stu | Stu I: 1 Vektor (4088) 2167
1031

b Hind 1ll: 1 Insert (937) 4 4244 ja
2 Vektor (890, 1852) 2167
Stu I: 1 Vektor (4019) 915

47 (zu klein)

Hind 111 a Hind 1lI: 2 Vektor (890, 1921) 3 5102 ja
Scall Sca |: 1 Vektor (7023) 1308
1031

b Hind 1ll: 1 Insert (937) 4 5102 ja
2 Vektor (890, 1852) 1308
Sca I: 1 Vektor (6954) 915

47 (zu klein)

Nde | a 1 Insert (1664) 2 6262 ja
1 Vektor (485) 1179

1 Vektor (485) 1 7372 ja

Sac | a 2 Insert (1266, 1622) 4 5215 ja
2 Vektor (819, 3045) 1423
447
356

b 2 Vektor (819, 2976) 2 5211 ja
2161

Auf diese Weise wurden schliesslich 4 Konstrukte: pl1G/GST5, pl1G/GST9,
pl1G/GST10 und pl1G/GST18 erfolgreich kloniert.

Abb. 8 zeigt die Sequenzen dieser GSTs im pl1G-Vektor.

Mit diesen rekombinanten Molekulen wurden nun Transfektions-Versuche
durchgefuhrt.
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pI1G/GST5: Xhol-Xbal-Nsil-Xhol-Notl-BstXI-EcoRV-Pstl-EcoRI-

TTTAGCCGTCGGGTCGAGATGGCTCTCAAACTCAAAGGCATACCGTACGAGTACGTGGAAGAGATACTGGAGAACAAAAGCCC
TTTGCTTCTTGCTCTTAACCCTATTCACAAGAAAGTCCCTGTTCTTGTCCACAATGGTAAAACCATTCTCGAGTCTCATGTGA
TTCTTGAATACATCGATGAGACTTGGCCACAAAATCCAATTCTCCCTCAAGATCCTTATGAAAGATCCAAAGCTCGTTTCTTT
GCTAAACTCGTCGATGAACAGATTATGAACGTGGGGTTTATATCAATGGCAAGAGCAGACGAGAAAGGAAGAGAAGTTTTAGC
CGAGCAGGTAAGAGAACTGATTATGTATCTCGAGAAAGAACTTGTCGGAAAAGATTACTTCGGAGGCAAGACTGTCGGATTCT
TGGACTTTGTCGCCGGAAGTTTAATTCCGTTTTGTTTGGAGAGAGGTTGGGAAGGAATAGGATTGGAAGTGATTACAGAGGAG
AAGTTTCCAGAGTTCAAGAGATGGGTTAGGAATTTGGAGAAGGTTGAGATTGTTAAAGATTGTGTTCCACCAAGAGAGGAACA
TGTAGAACACATGAACTATATGGCAGAGAGAGTGAGATCTTCTTAAGAAAACAAATCATGAAGGGCGAATTC

-EcoRI-BstXI-Spel-BamHI-EcoRI

pl1G/GST9: Xhol-Xbal-

AAGACGAACACTTACAAAAAAAAATCTCTTTGTGAGCTTTAGCGATCGTAACAATGGCGAACGAGGTGATTCTTCTTGATTTC
TGGCCGAGTATGTTCGGGATGAGGACAAGGATCGCATTGAGGAGAAAGGTGTTGAATTTGAGTACAGAGAAGAAGATCTAAGG
AACAAGAGTCCTTTGCTTCTCCAGATGAATCGATTCACAAGAAGATTCCTGTTCTCATCCACAATGGTAAACCGGTTAACGAA
TCTATCATCCAGGTTCAGTACATTGACGAGGTCTGGTCTCACAAGAACCCTATCCTTCCTTCTGATCCTTACCTGAGAGCTCA
AGCTAGGTTCTGGGCTGATTTCATTGACAAGAAGCTGTATGATGCTCAGAGGAAGGTGTGGGCGACAAAGGGTGAGGAAAAGA
GGCAGGGAAGAAGGATTTCATTGAGATACTCAAGACTCTTGAATCTGAGCTTGGAGACAAACCTTACTTAGTGGCGATGACTT
TGGCTATGTAGACATTGCGTTGATTGGATTCTACACATGGTTTCCAGCATACGAGAAGTTTGCTAACTTCAGTATCGAATCTG
AGGTTCCGAAACTGATTGCTTGGGTTAAGAAGTGTTTGCAGAGGGAAGCGTGGCTAAGTCCTTGCCTGATCCTGAGAAGGTTA
CTGAATTCGTCTCTGAGCTCAGGAAGAAATTTGTACTGAGTAAATATGTTTCTTTTGTCATATGGTTC

-BamHI-EcoRlI

pI1G/GST10: Xhol-Xbal-EcoRV-EcoRI-

GAATTCGCCCTTAAAAGAAGATGATGAAGCTCAAAGTGTATGCAGATCGAATGTCACAGCCATCACGTGCTGTTATCATATTC
TGCAAGGTTAATGGAATCCAATTCGATGAGGTCTTGATTTCCTTGGCGAAGCGTCAACAATTATCTCCTGAATTCAAAGATAT
TAACCCATTGGGGAAAGTTCCAGCTATTGTTGATGGCAGGCTTAAGCTCTTTGAGAGTCACGCAATCCTGATATATCTATCCT
CGGCGTTTCCAAGTGTTGCTGATCATTGGTATCCAAATGATCTATCCAAAAGAGCCAAGATTCACTCAGTTTTGGATTGGCAT
CACACCAATTTACGTCGTGGTGCAGCTGGATATGTTCTGAATAGTGTACTAGGTCCAGCTCTCGGTCTTCCTCTGAATCCGAA
AGCAGCTGCTGAAGCTGAGCAGTTACTAACAAAGTCTCTGTCCACTCTAGAGACTTTTTGGCTTAAGGGCAATGCTAAATTCT
TGCTCGGAAGCAACCAACCATCTATAGCTGATCTCAGCCTTGTATGCGAACTTATGCAGCTGCAGGTTTTGGATGACAAAGAT
CGTCTTAGATTGCTCAGCACTCATAAGAAAGTTGAACAATGGATTGAGAATACGAAAAAAGCAACAATGCCTCACTTTGATGA
GACCCATGAGATCCTTTTCAAAGTCAAAGAAGGATTCCAGAAGCGGCGAGAGATGGGAACCTTATCTAAACCGGGTCTTCAAT
CCAAGATCTAAGAAGGGCGAATTC

-EcoRI-BstXI-Spel-BamHI-EcoRI

pI1G/GST18: Xhol-Xbal-EcoRV-EcoRI-

TCTAGACTCTGCTACTGCGAAGAACAACAAATTCCTTGTTTATCATGGCGAATTCCGGCGAAGAGAAGTTGAAGCTCTACTCT
TACTGGAGAAGCTCGTGTGCTCATCGTGTCCGTATCGCCCTCGCTTTGAAAGGGCTTGATTATGAGTATATACCAGTGAATTT
GCTCAAGGGTGATCAATTCGATTCAGATTTCAAGAAGATCAATCCAATGGGAACTGTACCAGCTCTGGTGGATGGAGATGTTG
TGATTAATGATTCTTTTGCGATAATAATGTATCTGGATGAGAAGTACCCTGAGCCACCTTTGTTACCTCGTGACCTCCATAAA
CGAGCTGTGAATTACCAGGCAATGAGTATTGTCTTGTCTGGCATACAGCCTCATCAAAATCTGGCTGTTATTAGGTATATCGA
GGAAAAGATAAATGTGGAGGAGAAGACTGCCTGGGTTAATAATGCTATCACAAAAGGATTTACAGCTCTCGAGAAACTGTTGG
TGAATTGCGCTGGGAAACATGCGACTGGTGATGAAATTTACCTGGCTGATCTCTTTCTAGCACCACAGATCCACGGAGCAATC
AACAGATTCCAGATTAACATGGAACCGTACCCAACTCTTGCAAAATGTTACGAATCATACAACGAACTGCCTGCGTTTCAAAA
TGCACTACCGGAAAAGCAGCCAGATGCTCCTTCTTCCACCATCTGATTCTGTGAACCCATAAGCTACTCTCGAGCTC

-EcoRI-BstXI-Spel-BamHI-EcoRI

Abbildung 8 Sequenzen der klonierten GSTs im pl1G-Vektor

Die fettgedruckten Restriktionsenzyme sind diejenigen Stellen, bei denen die GSTs hineinkloniert wurden.

Medizinische Radiobiologie, Paul Scherrer Institut, CH-Villigen



-3 RESULTATE - 38

3.2 Immunfluoreszenz

Die transfizierten Zellen wurden gemass 2.7 mit Antikdrpern inkubiert und im
Fluoreszenzmikroskop angeschaut. Abb. 9 zeigt Zellen, die mit den GST-Konstrukten
transfiziert wurden (grun). Da das GST selbst nicht mittels Antikbrpern detektierbar
ist, wurde den Konstrukten stromabwarts des GST ein GFP (grines
Fluoreszenzprotein) eingebaut. Auf diese Weise kann das GFP mit spezifischen
Antikérpern (anti-GFP), welche mit FITC anzufarben sind, detektiert werden.

Fir die mit S. japonicum-GST transfizierte Zellen existieren Antikorper, da dieses
GST oft fur die Herstellung von Fusionsproteinen verwendet wird. Es wurde mit
TRITC (rot) sichtbar gemacht.

Abbildung 9 GST exprimierende Zellen

Unter dem UV-Filter wurden die mit DAPI gefarbten Zellkerne fotografiert, wahrend im FITC-Filter (griin) und im
TRITC-Filter (rot) die transfizierten Zellen festgehalten wurden. Mit dem IMARIS-Programm konnten die beiden
Darstellungen in zwei verschiedenen Kanéalen koloriert und anschliessend Ubereinander gelegt werden. Die Abb.
zeigt zwei grine, mit den GST-Konstrukten transfizierte Zellen. Daneben ist eine nicht transfizierte Zelle zu

sehen, die in Apoptose gegangen ist. Dies ist an dem segmentierten Zellkern erkennbar.
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3.3 Transfektion

Man kultivierte dafiir 2 x 10° Zellen am Vortag des Experimentes. Die transfizierten
Zellen wurden mittels Immunfluoreszenz wie bei 2.7 und 3.2 beschrieben sichtbar
gemacht.

Zum Auswerten der Experimente wurden jeweils 5 zufallig gewahlte Felder unter
dem Mikroskop mit der 10 x-Vergrosserung fotografiert. Man zahlte die totale Anzahl
sowie die Menge transfizierter Zellen. Die GST-enthaltenden Zellen wurden in

Prozent der Gesamtzahl angegeben.

3.3.1 Ca3(PO,4).-Methode

Zuerst wurde diese gangige Transfektionsmethode (gemass 2.5.1) angewendet.

Aus mehreren Experimenten war schnell ersichtlich, dass die Transfektionsrate mit
der Ca3(PO4)2-Methode sehr tief lag (Abb. 10).
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Abbildung 10 Anteil transfizierter Zellen nach der Ca3(PO4),-Methode

Es wurden jeweils 5 zuféllig gewahlte Felder unter dem Mikroskop mit der 10 x-Vergrésserung fotografiert und die
totale Zellzahl ermittelt. Die transfizierten Zellen pro Feld wurden ebenfalls ausgezahlt und diese in Prozent der
Gesamtzellzahl in der Abbildung dargestellt. Es ist erkennbar, dass das GST9 die hochste Transfektionsrate
(4.4%) aufweist. Die anderen GSTs sowie die pEGFP-N2-Kontrolle liegen alle um die 2.5%. Die Transfektionsrate

weist somit niedrige Werte auf.
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Ein Versuch, die Transfektionsrate durch Herstellen frischen Hebs-Puffers und
CaCl,-LOosung zu erhohen, schlug fehl.

Ein Weglassen des Glycerolschocks senkte dieselbe noch zusatzlich.

3.3.11 Cotransfektion

Um zu prufen, ob vielleicht das GST selbst einen toxischen Effekt auf die Zellen
ausuben konnte und die Transfektionsrate deshalb so tief ausfiel, wurde eine
Cotransfektion mit einem anderen Vektor durchgefihrt. Fir die 50:50-Cotransfektion
brachte man 6 pug pl1G/GST18 zusammen mit 6 ug pEGFP-N2 auf die Zellen. Die
Kontrolle bestand aus 6 ug pEGFP-N2 allein. Die 75:25-Cotransfektion bestand aus
9 ug pl1G/GST18 plus 3 ng pEGFP-N2. Hier war die Kontrolle 3 ng pEGFP-N2.
Sollte das GST18 die Zellen beeintrachtigen, waren in der Probe mit Cotransfektion,
im Vergleich zur Kontrolle, viel weniger transfizierte Zellen zu sehen. Abb. 11 lasst
erkennen, dass die Cotransfektion sogar einen grosseren Anteil transfizierter Zellen

aufweist. Ein toxischer Effekt der GSTs lasst sich somit ausschliessen.
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Abbildung 11 Cotransfektion von pl1G/GST18 mit pEGFP-N2

Bei der 50:50-Cotransfektion wurden 6 pg pl1G/GST18 mit 6 ung pPEGFP-N2 zusammen zu den Zellen gegeben.

Die Kontrolle bestand aus 6 pg pEGFP-N2 allein. Die 75:25-Cotransfektion setzte sich zusammen aus 9 pg
pl1G/GST18 plus 3 ng pEGFP-N2. Hier war die Kontrolle 3 png pEGFP-N2. Es ist ersichtlich, dass die Kontrollen
jeweils tiefere Transfektionsraten als die Cotransfektionen aufweisen. Dies lasst den Schluss zu, dass die GSTs

kein toxischen Effekt auf die Zellen austben.
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Aufgrund der tiefen Transfektionsraten mit Ca3(PO4), entschied man sich, andere

Transfektionsmethoden auszuprobieren.

3.3.2 LIPOFECTAMINE™, SuperFect™ und Effectene™
Diese 3 Transfektionsmaoglichkeiten wurden unter 2.5.2 bis 2.5.4 beschrieben.

Abb. 12 zeigt eine Zusammenstellung der Transfektionsraten.
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Abbildung 12 Anteil transfizierter Zellen durch Lipofectamine, Superfect und Effectene

Mit Lipofectamine transfizierte Zellen erreichten die grésste Transfektionsrate. Das Lipofectamine-Reagens war
aber sehr toxisch fiir die Zellen. Die Zellzahl sank kurz nach Exposition von ca. 750 auf ca. 100 Zellen. Deshalb
kam diese Methode fiir die Bestrahlungsversuche nicht in Frage. Da mit der Superfect-Methode praktisch eine

gleich gute Transfektionsrate erreicht wurde, wahlte man diese fiir die weiteren Experimente.

Die Transfektion mit Lipofectamine erwies sich als relativ toxisch fur die Zellen. Viele
starben wenige Stunden danach. Trotzdem wurden von den Uebriggebliebenen ein
grosser Anteil transfiziert.

Mit der Superfect-Methode wurde ebenfalls eine gute Transfektionsrate erhalten.

Es wurde deshalb beschlossen, die Bestrahlungsversuche mit Superfect-

transfizierten Zellen durchzufiihren.
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3.4 Bestrahlung

3.41 Zeitkurven

3411 Bestimmung des Apoptoseeintritts

Man bestrahlte eine Petrischale, in der am Vortag 2 x 10° Zellen auf Deckglaschen
kultiviert wurden, mit 9 Gy gemass 2.6. Jeweils 3, 5, 19, 20, 21, 22, 23, 24 und 25 h
nach Strahlenexposition wurden 2 Deckglaschen mit Formaldehyd fixiert und mit
DAPI die Zellkerne angefarbt. Das Ziel war, zu sehen, zu welchem Zeitpunkt nach
Bestrahlung die Zellen in Apoptose gehen wurden.

Das Resultat fiel jedoch unerwartet aus. Die Zellen starben gar nicht.

Man vermutete, dass das Serum, aufgrund der jeweils unterschiedlichen und nicht
standardisierten Zusammensetzung an Wachstumsfaktoren, einen Einfluss auf den
Zelltod haben koénnte. Aus diesem Grund wurde eine neue Zeitkurve mit zwei

verschiedenen Seren durchgefuhrt.

3.41.2 Zeitkurve mit zwei verschiedenen Seren

Nach dem Teilen der Zellen gab man einen Teil der Zellen in eine Kulturschale mit
DMEM + FCS der Firma GIBCO (Lot. Nr. 40F6600K) , welches bis jetzt verwendet
wurde. Der andere Teil wurde in DMEM + FCS von AMIMED (Lot. Nr. U03014)
kultiviert. Da die Zellen an das GIBCO-Serum gewdhnt waren, passagierte man
diejenigen im AMIMED-Medium noch ca. 3 Wochen, um sie auf das neue Serum
umzustellen.

Am Tag vor der Bestrahlung wurden 2 x 10° Zellen auf Deckglaschen eingesetzt.
Beide Kulturschalen wurden mit 9 Gy behandelt. Jeweils nach 12, 24, 26, 28, 30, 32,
34, 36 und 48 h wurden 2 Deckglaschen mit Formaldehyd fixiert und die Zellkerne
mit DAPI sichtbar gemacht.

Die Zellen im GIBCO-Medium zeigten das gleiche Resultat wie unter 3.4.1.1
beschrieben. Sie sahen unversehrt aus. Nach 48 h begannen sie langsam, in
Apoptose zu gehen. Bei den in AMIMED kultivierten Zellen begann der Zelltod schon
nach 24 h. Nach 48 h befanden sich Uberhaupt keine Zellen mehr auf den
Deckglaschen. Sie losten sich alle ab. Man beschloss also, fur die weiteren

Experimente in AMIMED-Serum kultivierte Zellen zu verwenden.
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3.4.2 Bestrahlung der mit SuperFect™ transfizierten Zellen

Die gemass 2.5.3 transfizierten Zellen bestrahlte man 19 h nach der Transfektion mit
9 Gy. 24 h spater wurden mittels Immunfluoreszenz (sh. 2.7) die GST bzw. GFP
exprimierenden Zellen sowie die Kontrolle pEGFP-N2 mit Anti-GFP (FITC) grin
markiert. Eine weitere Kontrolle das S. japonicum-GST pcMV-GX farbte man mit
Anti-GST (TRITC) rot. Die Zellkerne wurden mit DAPI sichtbar gemacht.

Das Experiment konnte, trotz guter Transfektionsrate, nicht ausgewertet werden, da
sich die apoptotischen Zellen auf den Deckglaschen zu Klumpen zusammenlagerten
und somit ein Zahlen der Zellen verunmdglichten (Abb. 13).

Eine Wiederholung des Versuches brachte das gleiche Resultat.

Abbildung 13 mit Superfect transfizierte Zellen, die nach der Bestrahlung Klumpen bildeten

Die mit Superfect transfizierten Zellen klumpten sich nach der Bestrahlung zu Haufen zusammen. Dies
verunmaoglichte ein Zahlen der transfizierten Zellen und somit eine Auswertung dieses Versuches.
Das Superfect-Reagens besteht aus einer Liposomen-Zubereitung. Es besteht die Mbglichkeit, dass Reste davon

mit den Zellwanden in Kontakt kamen und durch die Bestrahlung die Zellen dadurch verklebten.

Die Superfect-Methode kam also auch nicht mehr in Frage, um damit

Bestrahlungsversuche durchzufuhren.
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3.4.3 Bestrahlung der mit Ca;(PO,), transfizierten Zellen

Aufgrund des Misserfolgs mit der SuperFect™-Methode versuchte man nun, die
Transfektionsrate der Ca3(PO4)2-Variante durch Einsetzen von weniger Zellen zu
erhéhen. Man kultivierte am Vortag nur 80'000 Zellen auf Deckglaschen in einer 6-
Lochplatte. Pro Probe wurden 4 Deckglaschen eingesetzt. Vor der Bestrahlung
transferierte man 2 Deckglaschen in eine separate 35 mm Kulturschale gemass 2.6.
Die Bestrahlung erfolgte 17 h nach der Transfektion. Die Immunfluoreszenz wurde
analog zu 3.4.2 durchgeflhrt.

Die Transfektionsrate fiel gemass Abb. 14 besser aus als bei den vorherigen

Versuchen, sie war aber trotzdem gering.
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Abbildung 14 Transfektionsrate der nicht bestrahlten Zellen

Dieses Mal wurden statt 2 x 10° Zellen nur 80'000 Zellen am Vortag kultiviert. Die Transfektionsrate fiel auf diese
Weise besser aus. Die Zellen waren nach der Bestrahlung auch in einem guten Zustand; abgesehen von den

apoptotischen. Sie verklumpten nicht und die transfizierten Zellen konnten gut gezahlt werden.

Da die Zellen im Mikroskop gut aussahen und man auf alle Falle mehr als 100
transfizierte Zellen auszahlen konnte, wurde dieser Versuch ausgewertet.

Es wurden pro Deckglaschen 3 Felder durch die 10x Vergrosserung mit dem UV-
Filter fur DAPI fotografiert, um sowohl die totale Zellzahl als auch den Anteil

apoptotischer Zellen zu ermitteln. Dieselben Felder wurden ebenfalls durch den
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FITC-Filter betrachtet, um die transfizierten Zellen zu zahlen. Dies wurde mit den

bestrahlten und mit den unbestrahlten Proben durchgefuhrt.

Abb. 15 zeigt eine Zusammenstellung dieser Resultate.
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Abbildung 15 Zusammenstellung der ausgezihlten Zellen

A pl1G/GST5
B pl1G/GSTY
C pl1G/GST10
D pl1G/GST18

Die Kontrolle besteht aus nicht transfizierten Zellen. In Blau sind die nicht bestrahlten, in Violett die bestrahlten

Proben zu erkennen. Bei den mit GST transfizierten Zellen stellen die roten die nicht bestrahlten und die gelben

Saulen die bestrahlten Proben dar. Als jeweils 100% wurde die totale, nicht bestrahlte Zellzahl gesetzt. Die

apoptotischen, nicht bestrahlten, die transfizierten, nicht bestrahlten und die totalen, bestrahlten Zellen wurden in

Prozent zu dieser dargestellt. Fir die apoptotischen, bestrahlten sowie die transfizierten, bestrahlten Zellen wurde

die totale Zellzahl der bestrahlten Probe als 100% angenommen.
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Ein Vergleich der nicht bestrahlten mit den bestrahlten Proben lasst erkennen, dass
die totale Zellzahl nach der Bestrahlung abnimmt. Dies bedeutet, dass die nach der
Bestrahlung in Apoptose gegangenen Zellen nicht alle auf dem Deckglaschen
blieben, sondern sich ablésten. Dies ist etwas problematisch, da auch transfizierte
Zellen darunter sein kdnnten, die dann beim Auszahlen der transfizierten Zellen nicht
berucksichtigt werden. Ebenfalls musste man diese abgefallenen apoptotischen
Zellen zu der Anzahl apoptotischer Zellen, die noch auf dem Deckglaschen
verblieben sind dazuzahlen.

Es fallt auf, dass die totale Zellzahl der bestrahlten GST-Proben jeweils starker
abnimmt als die der bestrahlten Kontrolle.

Der Anteil transfizierter nicht bestrahlter Zellen im Vergleich zum Anteil transfizierter
bestrahlter Zellen bleibt bei den GST5-Zellen gleich. Bei den GST10-Zellen nimmt er
ab. Hingegen steigt der Anteil transfizierter bestrahlter Zellen bei den GST9- und den
GST18-Zellen. Weil aber die Gesamtzellzahl der bestrahlten Proben im Vergleich zu
den nicht bestrahlten transfizierten Zellen abnimmt, Gberleben bei den transfizierten
bestrahlten Proben die GST exprimierenden Zellen besser. Dieser Effekt ist bei
GST9 und GST18 besonders ausgepragt, da der Prozentsatz an GST
exprimierenden Zellen nach der Bestrahlung zugenommen hat.

Eine saubere Darstellung ware, wenn bei den GSTs noch jeweils eine 4. Saule
gezeichnet werden konnte, welche die Anzahl nicht bestrahlter, apoptotischer,
transfizierter Zellen sowie die Anzahl bestrahlter, apoptotischer, transfizierter Zellen
angibt. Da die Anzahl transfizierter Zellen aber so gering ist, waren diese Saulen

nicht mehr zu erkennen und diese Zahlen somit statistisch auch nicht auswertbar.

Um also die Apoptoserate der transfizierten Zellen zu erhalten, wurden pro Probe
100 transfizierte Zellen unter dem Mikroskop gezahlt und der Anteil apoptotischer
Zellen ermittelt (Abb. 16).

Man sieht deutlich, dass die Apoptoserate nach der Bestrahlung ansteigt. Bei den
nicht bestrahlten Proben zeigen die GST-Zellen (GST9 und GST10) eine leicht
erhohte Anzahl apoptotischer Zellen.

Nach der Bestrahlung ist erkennbar, dass die Zellen, die GST5, GST9 und GST10
enthalten deutlich weniger sterben als die Kontrollen. Im Vergleich mit den nicht

transfizierten Zellen ist ein Apoptose-Schutz von ca. 25% auszumachen.
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Das S. japonicum-GST hat ebenfalls eine um ca. 18% tiefere Apoptoserate als die
nicht transfizierte Kontrolle.

Weitere Kontrollen stellen der pl1G-Vektor ohne GST sowie ein GFP enthaltender
Vektor (PEGFP-N2) dar. Diese haben ebenfalls leicht tiefere Apoptoseraten als die
nicht transfizierte Kontrolle. Dies konnte aber auf die allgemein tiefen
Transfektionsraten  zurlckzufuhren sein, welche ein exaktes Resultat
verunmaoglichen.
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Abbildung 16 Apoptoserate der transfizierten Zellen

In Blau sind die nicht bestrahlten Kontrollen, in Rot die nicht bestrahlten GST-Proben zu erkennen. Von den
bestrahlten Proben zeigen die violetten Saulen die Kontrollen, die gelben die transfizierten Zellen.

Man zahlte pro Probe mindestens 100 transfizierte Zellen und ermittelte den Prozentsatz apoptotischer Zellen.

Es ist eine deutlich tiefere Apoptoserate der bestrahlten GST-Zellen im Vergleich zu den bestrahlten Kontrollen
erkennbar. GST5, GST9 und GST10 zeigen, gegenliber der nicht transfizierten Kontrolle, einen Apoptose-Schutz
von ca. 25%. Das S. japonicum-GST hat ebenfalls eine um ca. 18% tiefere Apoptoserate als die nicht transfizierte

Kontrolle. Am wenigsten Effekt hat GST18. Dort sind ca 15% weniger apoptotische Zellen auszumachen.
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3.4.3.1 Bestrahlung bewirkt einen G,-Arrest im Zellzyklus

Abbildung 17 Zellkerngrésse von nicht bestrahliten (A) und bestrahlten (B) Zellen

Die beiden Bilder wurden bei gleicher Vergrosserung (10x) fotografiert. Man sieht deutlich, dass die Zellkerne der
bestrahlten Zellen (B) viel grosser sind als diejenigen der nicht bestrahlten Zellen (A). Dies ist ein Zeichen dafir,

dass Bestrahlung in den Zellen einen Gy-Arrest im Zellzyklus auslost.

Abb. 17 A zeigt ein Foto von nicht bestrahlten Zellen. In B sind bestrahlte Zellen zu
sehen, die mit der gleichen Vergrosserung (10x) abgelichtet wurden wie die
unbestrahlten. Es ist zu erkennen, dass die Zellkerne der bestrahlten Zellen um
einiges grosser sind als ihre nicht bestrahlten Nachbarn. Dies zeigt, dass die
Bestrahlung in den Zellen einen G,-Arrest auslost. In der G,-Phase des Zellzyklus
hat die Zelle ihr Genom repliziert, um nachher in der Mitose die Zellteilung
vorzunehmen. Die Zellen enthalten also die doppelte Menge an DNA verglichen mit
Zellen in G4-Phase.

Die Bilder zeigen, dass bestrahlte Zellen einem Zellteilungs-Stop unterworfen
werden. Dies ware eine Erklarung fur die tieferen totalen Zellzahlen nach der
Bestrahlung in Abb. 15. Das wirde heissen, dass die nicht bestrahlten Zellen sich

weiter teilen, wogegen die bestrahlten Zellen nicht mehr.
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4 Diskussion

In dieser Diplomarbeit konnte ein strahlenprotektiver Effekt der GSTs nachgewiesen
werden. Es zeigte sich, dass GST5, GST9 und GST10 die Zellen ca. 25% weniger
sterben lasst, als die nicht transfizierte Kontrolle. Bei GST18 war der Effekt ca. 15%
(Abb. 16).

Das Problem der Arbeit bestand darin, dass die Transfektionsrate jeweils relativ tief
ausfiel (max. 12%), was die Aussagekraft der erhaltenen Resultate mindert. Der
Grund, weshalb so wenig transfizierte Zellen erhalten wurden, konnte nicht klar
eruiert werden. Wahrscheinlich wurden am Tag vor der Transfektion zu viele Zellen
eingesetzt (2 x 10°). Als man die Zellzahl auf 80'000 Zellen reduzierte, erhohte sich
die Transfektionsrate. Des weiteren kdnnten auch die eingesetzten Lésungen (Hebs-
Puffer) einen Einfluss haben.

Mit den liposomalen Methoden (Lipofectamine, Superfect) wurden bessere
Transfektionsraten erzielt. Das fur die Zellen toxische Lipofectamine konnte aber
nicht verwendet werden, weil damit viele Zellen schon vor der Bestrahlung zu
Grunde gingen. Das anfanglich aussichtsreiche Superfect erwies sich ebenfalls als
unbrauchbar, da es die Zellen nach der Bestrahlung zusammenklumpen liess.

Alle im weiteren diskutierten Resultate basieren auf der schliesslich angewendeten
Ca3(P0O4)2-Methode mit 80'000 Zellen pro Kultur.

Fir weitere Experimente sollte jedoch versucht werden, die Transfektionsrate zu
erhohen. Um den Einfluss der eingesetzten Zellzahl zu prifen, konnte eine Kurve mit
unterschiedlicher Menge Zellen fur die Transfektion durchgefuhrt werden, um die am
besten geeignete Anzahl Zellen zu bestimmen.

Auch konnte der Zellzyklus miteinbezogen werden. Zellen in G4-Phase sind nicht gut
zu transfizieren. Mit 5-Bromo-2’-deoxyuridin, welches durch die Zellen in S-Phase
inkorporiert wird, kann mit Immunfluoreszenz die S-Phase detektiert werden, welche
einen guten Zeitpunkt fur die Transfektion darstellt. Da die Zeitspanne, in welcher der
Zyklus einmal durchlaufen wird, immer etwa gleich lange dauert, kann auf diese
Weise die optimale Transfektionszeit ermittelt werden.

Auf jeden Fall sollten die Zellen vor dem Teilen nicht zu konfluent sein. Konfluente
Zellen verharren in der G- vielleicht sogar in der Go-Phase, bei welcher Gberhaupt

keine Zellteilung mehr stattfindet. Um von der G4-Phase wieder in die S-Phase zu
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gelangen, braucht die Zelle ca. 12 h. Praktisch sollten also konfluente Zellen spat am
Nachmittag auf Deckglaschen kultiviert werden und die Bestrahlung so fruh wie
madglich am nachsten Morgen durchgefuhrt werden.

Falls diese Madglichkeiten noch nicht ausreichend waren, kénnte das ganze
Bestrahlungsexperiment variiert werden. In dieser Arbeit wurde am ersten Tag die
gewunschte Anzahl Zellen auf Deckglaschen kultiviert. Am zweiten Tag transfizierte
man die Zellen, um sie am 3. Tag, ca. 18 h spater, zu bestrahlen. Die
Immunfluoreszenz wurde schliesslich am 4. Tag nach ca. 24 h durchgefuhrt. Dieser
Ablauf kdnnte auf verschiedene Arten verandert werden.

Auf die Moglichkeit weniger Zellen einzusetzen, wurde oben schon eingegangen.
Transfizierte Zellen brauchen etwa 8 Stunden bis sie die gewlnschten Genprodukte
exprimieren. Theoretisch konnte der Bestrahlungszeitpunkt vorverschoben werden.
Man konnte auch versuchen, die Zellen noch vor Ablauf dieser 8 h zu bestrahlen, um
zu schauen, ob die Bestrahlung die GST-Exprimierung induziert. Es sollte aber dann
eine niedrigere Energiedosis als 9 Gy gewahlt werden, die nicht direkt apoptotisch
wirkt sondern vielmehr als Stimulans zur Proteinexpression angewendet wird.

Wenn der Bestrahlungszeitpunkt spater angesetzt wirde, hatten die Zellen mehr Zeit
das GST zu exprimieren. Dies wirde vielleicht den Apoptose-Schutz noch erhdhen.
Far diese Moglichkeit mussten aber zu Beginn noch weniger Zellen eingesetzt
werden.

Bei einem friheren Durchfihren der Immunfluoreszenz wurde man vielleicht nur die
Anfangsphase der Apoptose fixieren. Es waren weniger apoptotische Zellen
vorhanden, aber auf alle Falle ware die Zellzahl hoher, da sich auch weniger Zellen
vom Deckglaschen abgelost hatten. Auf diese Weise waren auch mehr transfizierte
Zellen vorhanden. Als in dieser Arbeit der optimale Zeitpunkt fur die
Immunfluoreszenz durch eine Zeitkurve ermittelt wurde, detektierte man nur die
apoptotischen Zellkerne von nicht transfizierten Zellen mit einer DAPI-Farbung. Der
gute Zeitpunkt fur die transfizierten Zellen wurde nicht berlcksichtigt. Es ist mdglich,
dass transfizierte Zellen friher in Apoptose gehen als nicht transfizierte.

Des weiteren sollte in der Zeitkurve die Zellzahl mitberlcksichtigt werden. Es konnte
vorteilhaft sein, einen Zeitpunkt auszuwahlen, bei dem weniger apoptotische Zellen
vorhanden sind, dafir noch genug Zellen auf dem Objekttrager.

Eine Reduktion der Bestrahlungsdosis kdnnte auch zu weniger abfallenden Zellen

fuhren.
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Die Bestrahlungsexperimente der mit Caz(PO4), (80'000 Zellen) transfizierten Zellen
entsprachen den Vermutungen. Es konnte fur GST5, GST9 und GST10 ein
Apoptose-Schutz von 25% nachgewiesen werden. Das GST18 zeigte ebenfalls eine
um 15% tiefere Transfektionsrate als die nicht transfizierten Zellen. Das bedeutet,
dass die A. thaliana-GSTs (mit Ausnahme von GST18) im Vergleich zum S.
japonicum-GST, bei welchem der Strahlenschutz-Effekt in diesem Labor als erstes
festgestellt wurde, eine um 10% bessere Wirkung zeigten.

Der pl1G-Klonierungsvektor sowie der GFP enthaltende pEGFP-N2-Vektor wurden
als Kontrollen in die Versuche miteinbezogen. Damit sollte gezeigt werden, dass die
anti-apoptotische Wirkung allein auf die GSTs zurtickzuflhren ist und nicht auf den
Vektor oder das GFP, welches in dieser Arbeit zur Detektion der transfizierten Zellen
benutzt wurde. Im Vergleich mit den nicht transfizierten Zellen zeigt die Grafik aber
bei beiden Kontrollen leicht tiefere Apoptoseraten. Dies ist darauf zurtckzufihren,
dass bei den nicht transfizierten und transfizierten Proben unterschiedliche
Zahlweisen angewendet wurden. Die transfizierten Zellen wertete man aus, in dem
von mindestens 100 transfizierten Zellen die Anzahl apoptotischer in Prozent
ausgezahlt wurden. Dabei wurde kein spezielles Feld unter dem Mikroskop
vollstandig gezahlt, sondern man suchte so lange auf dem gesamten Deckglaschen,
bis 100 transfizierte Zellen gefunden wurden. Bei der nicht transfizierten Kontrolle
blieb man hingegen bei 3 Feldern und zahlte alle Zellen.

Es ist hier ersichtlich, dass diese Auswertung einige Probleme in sich birgt. Zum
einen wurde sie nicht durch ein Gerat erledigt und tragt somit ein Stickchen
Subjektivitat in sich. Zum anderen hat man es hier nicht mit einer homogenen Probe
zu tun. Es befinden sich namlich auf dem Deckglaschen nicht transfizierte und
transfizierte, tote und lebendige Zellen. Beim Auswerten missen diese sorgfaltig von
einander unterschieden werden. Dies wird bewerkstelligt, indem zuerst die
transfizierten Zellen durch den FITC-Filter gesucht werden, die auf Apoptose zu
kontrollierende Zelle mit den Augen fixiert wird und im Mikroskop auf den UV-Filter
fur die DAPI-Farbung gewechselt wird, um von dieser Zelle noch den Zellkern prufen
zu konnen. Wenn dieser Zellkern nun eine ungewohnliche Form hat oder
fragmentiert ist, kann diese transfizierte Zelle als apoptotisch erklart werden.

Diese offensichtlich mihsame Auswertung eignet sich gut flr ein erstes GST-
Screening auf Anti-Apoptose-Aktivitat. Fur eine quantitative Bestimmung des Effekts

sollten exakte, maschinelle Methoden zugezogen werden.
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Eine Moglichkeit ware, einen Apoptose-Assay zu verwenden. Hier ware als Beispiel
der Annexin-Assay zu nennen, welcher Phosphatidylserin, das normalerweise nur im
Innern der Zellmembran vorkommt und durch die in Apoptose gegangene Zelle an
die Zellaussenseite gebracht wurde, spezifisch erkennt. Dies ware ein biochemischer
Nachweis flr frihe Apoptose.

Eine zweite Moglichkeit ware die DNA-Fragmentierung, charakteristisch fur spate
Apoptose, zu detektieren. Der Terminal Transferase Assay erkennt die 3’-Enden
zerstlckelter DNA.

Als 3. Beispiel kame der Caspase-Assay in Frage. Caspasen sind Proteasen, die bei
apoptotischen Zellen Proteine des Zytoskeletts oder der Zellkernmembran zerstoren,
um der Zelle zu einem schnellen Zelltod zu verhelfen.

Diese spezifischen Apoptose-Marker werden mit Antikorpern fluorimetrisch markiert.
Mit einem FACS (fluorescent activated cell sorter) kdnnten 2 Farbkanale gleichzeitig
untersucht werden. Das Gerat wirde die GST-exprimierenden Zellen suchen und
gleichzeitig Uberprufen, ob diese Zellen auch apoptotisch waren.

Der grosse Vorteil dieser Auswertungsmethode besteht darin, dass nicht nur die auf
dem Deckglaschen Ubriggebliebenen Zellen ausgewertet werden, sondern die
gesamten Zellen, also auch die abgeldsten in der Kultur, ebenfalls bertcksichtigt
werden.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Methoden flhrten zu einer transienten
Transfektion. Dies bedeutet, dass die DNA in den Nucleus eingefiuhrt, aber nicht ins
Genom integriert wurde. Somit existieren viele Kopien des Gens von Interesse. Dies
fuhrt zu einer grossen Menge von exprimiertem Protein. Der Nachteil dieser Methode
besteht darin, dass, wie oben erwahnt, nicht alle Zellen in einer Kulturschale das
Plasmid tragen. Ebenfalls ist die DNA nicht flr immer integriert, was bedeutet, dass
die Zellen die DNA bald wieder aus ihrem Zellkern entfernen.

Aus diesen Grunden konnte eine stabile Transfektion angestrebt werden. Dort wird
die DNA permanent in das Genom der Zelle eingebaut. Solche Zellen kdnnen mit
einem selektierbaren Marker von den nicht transfizierten unterschieden und somit
selektioniert werden. Dies fuhrt zu einer Zelllinie bei der alle Zellen in Besitz des
gewulnschten Gens sind. Die Vorteile sind klar ersichtlich: Die Experimente sind
einfacher auszuwerten, da mit homogenen Proben gearbeitet werden kann. Weil in
einer Probe alle Zellen transfiziert sind, werden die Versuche mit einer viel grosseren

Zellzahl durchgefuhrt. Dies bedeutet aussagekraftigere Resultate. Mit stabilen
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Zelllinien konnten viele Vorversuche gemacht werden, um die Bestrahlungs-
experimente optimal zu validieren. Dem stehen die folgenden Nachteile gegenuber:
die Zelllinie wird durch die permanente Integration des gewlnschten Gens
irreversibel verandert und die Effekte dieser unnaturlichen Zellen kénnen dann nicht
unbedingt bei normalen Zellen erwartet werden.

Am idealsten ware eine stabile Zelllinie herzustellen, bei der die GST-Exprimierung
induzierbar ware. So wirde man mit 2 Zelllinien arbeiten, von der eine das GST tragt
und eine nicht. Vor den Bestrahlungsexperimenten wird die GST-Produktion
induziert. Nach der Bestrahlung kénnen die Effekte bei beiden Zelllinien verglichen
werden. Fur diese Methode spricht, dass die Zellen mit denen im Moment keine
Versuche durchgefuhrt werden, kein GST exprimieren und auf diesen Weise nicht
unnaturlich selektioniert werden.

In dieser Arbeit wurde das GST nicht selbst mit spezifischen Antikorpern
nachgewiesen. Man bediente sich eines Reportergens, des grunen
Fluoreszenzproteins (GFP). Der gewahlte bicystronische Klonierungsvektor pl1G
enthalt eine Kassette mit einem Promotor, der sowohl das Gen von Interesse als
auch das GFP exprimiert. Zwischen der Multiple cloning site und dem GFP liegt eine
IRES-Sequenz (internal ribosome entry site). Diese ermdglicht die Translation von 2
open reading frames einer mRNA. Die Ribosomen kdonnen an der bicystronischen
MRNA am 5-Ende andocken und das GST Ubersetzen oder an der IRES-Sequenz,
um das GFP abzulesen. Dies bedeutet, dass eine GFP-exprimierende Zelle nicht mit
hundertprozentiger Sicherheit auch das GST exprimiert. Um hier keine Zweifel
aufkommen zu lassen, kdnnen von den Konstrukten Fusionsproteine mit GFP
hergestellt werden. Man wurde mittels PCR das GST mit dem GFP verbinden, indem
die IRES-Sequenz durch eine Linkersequenz ersetzt wirde.

Ebenfalls kann man sich auch spezifische Antikorper fur die GSTs herstellen lassen.
Dies wurde sich jedoch nur lohnen, wenn sich das spezielle GST als wirksam

erwiesen hatte.
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5 Ausblick

Ueber den Mechanismus der GSTs als ,stress response, Proteine und ihre Rolle
sowohl bei der Aufrechterhaltung der zellularen Redox-Homoéostase als auch als
Entgiftungsenzyme ist noch sehr wenig bekannt. Als gesichert kann gelten, dass die
GSTs die Zellen vor oxidativem Stress schutzen. Ebenso werden mutagene
Xenobiotika nach Konjugation an Glutathion aktiv aus den Zellen ausgeschieden. Die
Ueberexprimierung von GSTs in  Tumorzellen fihrt oft zu einem
Behandlungsmisserfolg, weil die GSTs in der Lage sind, sowohl die zytotoxischen
Medikamente unschadlich zu machen als auch dem Tumor zur Strahlenresistenz zu
verhelfen.

Die in dieser Arbeit diskutierten Versuche wurden alle mit endothelialen Zellen (PAE)
durchgefuhrt. Es ware interessant zu schauen, ob der strahlenprotektive Effekt auch
mit einer Tumorzelllinie erhalten wurde. Des weiteren ware es wichtig, die
biochemischen Mechanismen, die bei einer Strahlen- oder Zytostatikaresistenz
ablaufen, genauer zu kennen, um zu versuchen, den Entgiftungsmechanismus der
GSTs bei Behandlung von Krebspatienten zu umgehen.

Die Erfindung von spezifischen und effektiven GST-Inhibitoren ist aus verschiedener
Sicht von grosser Wichtigkeit. Sie waren fur prazise Struktur-Aktivitats-Studien in
vitro von Noten. Selektive Inhibitoren wirden dazu beitragen, die biologische
Funktion der GSTs in vivo genauer zu bestimmen. Vom klinischen Standpunkt aus
gesehen wirden GST-Inhibitoren dazu beitragen, der Inaktivierung der
Krebsmedikamente, einer sehr unerwinschten Nebenwirkung bei der Therapie von
Krebspatienten, verursacht durch GSTs, entgegenzuwirken. Gemass Salinas und
Wong (1999) stellen GSH-Analoga, als Inhibitoren der GSTs, wahrend einer
Chemotherapie eine vielversprechende Strategie der Krebsbekampfung dar.
Schliesslich sind genetische Studien notwendig, um zu klaren, ob ein GST-Mangel
mit Krankheiten oder erhohter Pradisposition fur Krankheiten in Verbindung gebracht
werden kann. Solche Entdeckungen wirden das Verstandnis fur die biologische

Rolle der Glutathion-S-Transferasen erhohen.
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6 Abkurzungen

A

A. thaliana
bp

cm

°C

BSA
DAPI
DMEM
DNA
dNTP
E. coli
EDTA
FACS
FCS
FITC

g

GFP
GSH
GST

h

Hebs
HEPES
IRES
kDa
LB-Medium
m

M

min

mi
MOPS

Absorbtion

Arabidopsis thaliana
Basenpaare

Zentimeter

Grad Celsius

bovines Serumalbumin
4’,6’-Diamino-2-phenylidol
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
Desoxyribonucleinsaure
Desoxynucleosid-Triphosphat
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Fluorescent activated cell sorter
fotales Kalberserum
Fluorescein-Isothiocyanat
Gramm

Grunes Fluoreszenzprotein
Glutathion
Glutathion-S-Transferase
Stunde(n)

HEPES-gepufferte Salzlosung

N-[2-Hydroxyethy]piperazin-N’-[2-Ethansulfonsaure]

Internal ribosome entry site
Kilodalton

Luria Bertani-Medium

milli

Molar (Mol/Liter)

Minute(n)

Mililiter
3-[N-Morpholino]-Propansulfonsaure

Nano
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Nr.
oD
P/SIN
PAEC
PBS
PBS™
PCR
ROS
RT

s

S. japonicum
TAE
Tris

U

uv

\Y

Nummer

Optische Dichte

Penicillin, Streptomycin, Nystatin
Porcine Aortic Endothelial Cells
Phosphat-gepufferte Salzlésung
PBS mit Ca®* und Mg**
Polymerasekettenreaktion
Reaktive Sauerstoffspezies
Raumtemperatur

Sekunde(n)

Schistosoma japonicum

Tris Acetat EDTA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Units

Ultraviolett

Volt

micro
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