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Zusammenfassung

G-Protein aktivierte einwértsgerichtete Kaliumkandle (GIRKs) stellen eine Verbindung
zwischen Membranpotentialen und der Prdsenz von extrazelluliren Signalmolekiilen
dar. Sie spielen eine bedeutende Rolle in der humoralen Regulation der Herzaktivitit,
der Insulinausschiittung des Pankreas oder auch der Neurotransmitter regulierten
neuronalen Aktivitit. Wie in den letzten Jahren bekannt wurde, haben GIRKSs auch
einen wesentlichen FEinfluss auf die Pathophysiologie von Brustkrebs, beziiglich
Proliferation und Metastasierung. Einige GIRK-Subtypen konnten bereits identifiziert
und in kultivierten Brustkrebszelllinien, im Gegensatz zu benignen Brustepithelzellen,

nachgewiesen werden.

Der Einfluss von GIRK1 und GIRK4 auf Morphologie und Vitalparameter von
Brustkrebszellen wurde in der Brustkrebszelllinie MCF-7 untersucht. Da die
Transfektion der GIRKs den grundlegendsten Schritt fiir solche Versuche darstellt, war
es das Ziel dieser Arbeit, neue Zelllinien zu etablieren, welche das GIRKI1-, bzw.
GIRK4-Protein stabil exprimieren. Die Selektion der stabilen Transfektanten erfolgte
mit dem Antibiotikum G-418 (Geneticin). Da die GIRK-Proteine mit der gelben Form
des griinen Fluoreszenz-Proteins (eYFP) gekoppelt waren, konnte der
Transfektionserfolg mittels Konfokalmikroskopie tiberpriift werden. Die Sortierung der
stabil transfektierten Zellen wurde mittels FACS-Analyse (engl. fluorescence activated
cell sorting) durchgefiihrt, wodurch sieben GIRK1-Klone (A-G) und fiinf GIRK4-Klone
(2-6)  hervorgebracht wurden. Diese wurden anschlieBend morphologisch

charakterisiert.

Die im Rahmen der transienten Transfektion ersichtliche subzelluldre Verteilung der
Fluoreszenz, welche bei GIRK1 im Intrazellulirraum, und bei GIRK4 in der
Zellmembran lokalisiert war, schien flir das jeweilige Protein charakteristisch zu sein.
Bei der konfokalmikroskopischen Untersuchung der gewonnen Klone zeigte sich
allerdings, dass das Expressionsverhalten und das Wachstumsmuster der Zellen, vor
allem bei stark exprimierenden Klonen verdndert war. Weitere Experimente beziiglich

Vitalparameter dieser Zelllinien sind geplant.
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Abstract

G protein activated inwardly rectifying potassium channels (GIRKs) represent a
connection between membrane potentials and the presence of extra cellular signal
molecules. They play an important role in the humoral regulation of cardiac activity,
pancreatic insulin distribution and the neurotransmitter regulated neural activity. As
noted in recent years, GIRKs have a significant influence on the pathophysiology of
breast cancer, particularly proliferation and metastasis. A number of GIRK subtypes
have already been detected and identified in cultured breast cancer cells, versus benign

breast epithelial cells.

The influence of GIRK1 and GIRK4 on morphology and vital signs of breast cancer
cells was examined in the breast cancer cell line MCF-7. Transfection of GIRKs is the
most basic step for such attempts, the aim of this work was to establish new cell lines
which express the GIRKI1, or GIRK4 protein stably. The selection of stable
transfectants was carried out using the antibiotic G-418 (Geneticin). GIRK proteins with
the yellow form of green fluorescence protein (eYFP) were coupled, transfection
success was verified using confocal microscopy. Sorting of stable transfected cells was
carried out usisng FACS analysis (fluorescence activated cell sorting), which spawned
seven GIRK1 clones (A-G) and five GIRK4 clones (2-6). These were then

morphologically characterized.

In the context of transient transfection subcellular distribution of fluorescence, which
was located in GIRK1 in the intracellular area and on GIRK4 in the cell membrane,
seemed to be characteristic for each protein. Confocal microscopic investigation of the
clones achieved however, that the expression behavior and the growth pattern of cells
with strong expression has changed. Further experiments on vital signs of this cell lines

are planned.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Brustkrebs

Falls nicht durch ein eigenes Zitat gekennzeichnet sind nachfolgend geschilderte
Sachverhalte aus dem Lehrbuch Duale Reihe: Gyndkologie und Geburtshilfe (Stauber
& Weyerstahl 2007) entnommen.

Das Mammakarzinom zéhlt zu den hdufigsten malignen Tumoren der Frau. Jede
achte Frau in der westlichen Welt erkrankt in ihrem Leben an einem Mammakarzinom
und die Wahrscheinlichkeit zu erkranken, nimmt mit dem Alter zu. In der Altersgruppe
der 35- bis 55-Jdhrigen ist Brustkrebs die hdufigste Todesursache. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt bei 75%, die 10-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 60%. Eine
endgiiltige Heilung lasst sich allerdings erst nach 20 bis 40 Jahren feststellen.

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist unbekannt, wobei endogene Faktoren
wie familidre Hiufungen ebenso eine Rolle zu spielen scheinen, wie exogene Einfliisse.
Zwei Tumorsuppressorgene, bei welchen eine Mutation nachweislich zu einem
erhohtem Mammakarzinom-Risiko fiihrt, sind das BRCA1- und BRCA2-Gen. In 80%
der familidr vererbten Mammakarzinome finden sich Mutationen des BRCA1-Gens.
Auch geographische Unterschiede in der Inzidenz des Mammakarzinoms lassen sich
vermutlich auf genetische Faktoren und unterschiedliche Lebensgewohnheiten, wie zum
Beispiel die Erndhrung zuriickfiihren. So erkranken Japanerinnen wesentlich seltener an

einem Mammakarzinom, als Européderinnen (Verhiltnis 6:1).

Pathogenetisch entwickelt sich das Mammakarzinom biphasisch {iber
intraepitheliale In-situ-Stadien, bis es nach mehrjéhriger Latenz in ein infiltrierendes
Karzinom tibergeht. Unklar ist, ob sich ein Karzinom aus normalen Epithelzellen oder
aus primir atypischen Hyperplasien entwickelt. Die Verdoppelungszeit der Tumorzellen
betrdgt, abhiingig vom histologischen Typ, ungefédhr 100 bis 300 Tage.

85-90% der Mammakarzinome sind histologisch von duktaler Genese.
Durchbricht der Tumor die Basalmembran der Milchginge nicht, bezeichnet man ihn

als duktales Carcinoma in situ (DCIS). Bei Infiltration des umliegenden Gewebes
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handelt es sich um ein invasives duktales Karzinom. 10-15% entwickeln sich aus dem
Epithel der Lappchen, wobei hier der Befall eines einzelnen Lobulus oder auch des
zugehorigen Milchgangs ein lobulédres Carcinoma in situ (LCIS) darstellt. Wird hier das
umliegende Gewebe infiltriert, spricht man von einem invasiven lobuldren Karzinom
(siche Abb. 1.1.).

Zum invasiven duktalen Karzinom, der hiufigsten Form des Mammakarzinoms,
zdhlen auch einige spezielle Formen. Das inflammatorische, muzindse, papillare,
medulldre, tubuldre, adenoid-zystische und apokrine duktale Karzinom zeichnet sich
durch eine besondere Wuchsform, einen speziellen klinischen Verlauf und eine

bestimmte Prognose aus.

Lobuldres
Carcinoma
in situ (LCIS)

Duktales
Carcinoma
in situ (DCIS)

Milchgang
Driisenldppchen

Abbildung 1.1. Spezifische Lokalisationen der beiden hdiufigsten Karzinomfriihformen.
(http://mammadiagnostik-marburg.de/typo3temp/pics/6¢ca779bf6b.jpg)

Lokalisiert ist das Mammakarzinom am héufigsten im oberen &duBleren
Quadranten der Brust mit 55%, mit Bevorzugung der linken Brustdriise (47% rechte
Brust, 53% linke Brust). Der obere innere Quadrant und die retroareoldre Region zeigen
eine Karzinom-Haufigkeit von je 15%. Der untere dulere Quadrant ist in ungefahr 10%,

und der untere innere Quadrant in ca. 5% der Fille betroffen (siche Abb. 1.2.).

Die Metastasierung des Mammakarzinoms kann schon bereits sehr friih erfolgen, wobei
eine direkte Beziehung zwischen GroBe des Primértumors und Geschwindigkeit der
Metastasierung besteht. Die Metastasierung erfolgt lymphogen in die regiondren

(axillaren) Lymphknoten und in weiterer Folge auch hdmatogen. Die Organe der
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hdamatogenen Metastasierung sind das Skelettsystem, die Lungen, die Pleura, die Leber

und das Gehirn. Mikro-Metastasen konnen allerdings iiber viele Jahre klinisch stumm

bleiben.

Abbildung 1.2. Prozentuale Hdiufigkeitsverteilung des Mammakarzinoms.
(aus Stauber & Weyerstahl 2007, p.375)

Das Leitsymptom des Mammakarzinoms ist der palpable Knoten. Mehr als 80%
der malignen Tumoren werden von den Frauen selbst entdeckt. Neben der Vorwdlbung
verursachen Tumoren auch oft eine Hauteinziehung (Plateuphdnomen). Im
fortgeschrittenen Stadium zeigt sich meist das Orangenhaut-Phinomen, welches durch
ein intradermales Lymphddem verursacht wird, sowie die blutige Sekretion aus der

Mamille oder eine Mamillenretraktion.

Diagnostisch steht die gezielte Anamnese beziiglich der oben genannten
Symptome, sowie die Inspektion und Palpation am Anfang der Untersuchung. Mit der
Sonographie lassen sich Tumoren schon relativ sicher als suspekt oder unverdéchtig
erkennen und vor allem kann zwischen soliden Tumoren und Zysten differenziert
werden. Die Sensitivitdt der Sonographie liegt bei palpablen Tumoren bei 90-98%, bei
nicht palpablen ist allerdings die Sensitivitdt der Mammographie hoher. Diese gilt in der
Fritherkennung des Mammakarzinoms als Goldstandard, da sie auch bei der Detektion
von Mikrokalk als bestes bildgebendes Verfahren gilt. Gruppierter, polymorpher

Mikrokalk gilt als fiihrendes rontgendiagnostisches Kriterium des In-situ-Karzinoms.
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Zu den zahlreichen zusitzlichen diagnostischen MaBnahmen zéhlt auch die
Galaktographie, welche bei pathologischer Sekretion aus der Mamille zum Einsatz
kommt, um intraduktale tumordse Verdnderungen festzustellen. Die Magnetresonanz-
Mammographie stellt ein additives Untersuchungsverfahren dar, bei welcher allerdings
die Spezifitit, genauso wie bei der mittlerweile obsoleten Thermographie sehr gering
ist. Mithilfe der Exfoliativzytologie ldsst sich die Ursache von Epithelverdnderungen
der Brustwarze kldren. In der Diagnostik des Morbus Paget, bei welchem das DCIS
auch die Epidermis der Mamille befillt, hat diese einen sehr hohen Stellenwert.

Die heutige Standardmethode der Abklarung von suspekten Herdbefunden ist
die prédoperative histologische Kldrung mit minimal invasiven Methoden wie der
Stanzbiopsie und der stereotaktisch gefiihrten Vakuum- und Exzisionsbiopsie.

Bei bereits nachgewiesenen Lymphknotenmetastasen, welche auch als Indikator
fiir eine stattgefundene himatogene Metastasierung gelten, erfolgt eine Staging-
Untersuchung mit einem Rontgen des Thorax, einer Lebersonographie, einer
Knochenszintigraphie und einer gynékologischen Untersuchung. Die Prognose und

weitere Therapie sind von diesem Untersuchungsergebnis abhéngig.

Da die Prognose der Patientin von der Metastasierung des Mammakarzinoms
und nicht von der Radikalitdt des operativen Vorgehens abhéngt, hat man in den letzten
Jahren immer mehr Abstand von radikalen operativen Eingriffen genommen. Bei
operablen Tumoren, welche den M. pectorialis major infiltriert haben, kommt allerdings
auch heute noch die radikale (klassische) Mastektomie zum Einsatz, welche die
Entfernung des Brustdriisenkorpers, des Pektoralmuskels, der axillaren Lymphknoten
und des axillaren Fettgewebes beinhaltet. Ein besseres kosmetisches Ergebnis kann mit
der modifizierten radikalen Mastektomie erzielt werden. Hierbei werden die Brust, die
Pektoralisfaszie und die axillaren Lymphknoten reseziert. Fiir eine brusterhaltende
Therapie darf die zu operierende Brust nicht zu klein sein, es darf keine Infiltration in
umliegendes Gewebe vorliegen und es muss sowohl die Lokalisation des Tumors, als
auch das Verhidltnis der Tumorgrofe zum Brustvolumen giinstig sein. Bei der
Kombination mit Entfernung der axillaren Lymphknoten und nachfolgender
Strahlentherapie sind die Heilungschancen vergleichbar mit der Mastektomie.

Da der Lymphknotenstatus ein essentielles prognostisches Kriterium des
Mammakarzinoms ist, gehort die axillare Lymphadenektomie zum diagnostischen und

therapeutischen Konzept. Zunehmend gewinnt hierbei die Sentinellymphknoten-
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Technik an Bedeutung, da der Sentinellymphknoten (Wachterlymphknoten) der erste
Lymphknoten im Lymphabflussgebiet des Tumors ist. Er kann préoperativ farbig oder
radioaktiv markiert werden. Ist dieser tumorfrei, kann auf eine komplette
Lymphadenektomie verzichtet werden.

Eine adjuvante Therapie, mit dem Ziel vermutete, diagnostisch nicht erfasste
Metastasen zu eliminieren, schlief3t sich der Resektion des Tumors an. Bei Patientinnen
mit groBeren Tumoren wird zur Verkleinerung des Tumors pridoperativ eine
neoadjuvante Chemotherapie durchgefiihrt. Eine primére Bestrahlung ist heutzutage nur

noch bei inoperablen Patientinnen mit fortgeschrittener Erkrankung indiziert.

Die Tumorbiologie nimmt eine immer bedeutendere Rolle in der Entscheidung
fiir eine spezielle adjuvante systemische Therapie ein. So sind zum Beispiel der
Hormonrezeptor- und der HER-2/neu-Status an die erste Stelle der pradiktiven Faktoren

geriickt (Stauber & Weyerstahl, 2007).

1.2. G-Proteine und GIRK

G-protein activated inwardly rectifying potassium channels (GIRKs) stellen eine
Klasse von K'-Kanilen dar, welche eine Verbindung zwischen Membranpotentialen
und der Prisenz von extrazelluliren Signalmolekiilen bilden. Die Signaliibertragung
erfolgt liber G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) und Pertussis-Toxin sensitive,
heterotrimere G-Proteine. G-Proteine bestehen aus der a-, - und y-Untereinheit. Der
Aktivierung des Rezeptors folgt die Assoziation des G-Proteins zum Rezeptor, wodurch
das G-Protein in seine aktivierte a-Untereinheit und den aktivierten Py-Komplex
zerfillt. Beide konnen so direkt mit Zielstrukturen in der Plasmamembran
wechselwirken (sieche Abb. 1.3.(Alberts et al 2001, p. 531f)).

GIRKs spielen eine bedeutende Rolle in der humoralen Regulation der
Herzaktivitdt, der Insulinausschiittung des Pankreas oder auch der Neurotransmitter

regulierten neuronalen Aktivitat (Dascal et al, 1993; Iwanir & Reuveny, 2008).
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target protain

EXTRACELLULAR
SPACE

activated

o gubunit ACTIVATION OF A TARGET
PROTEIN BY THE « SUBUMNIT

HYDROLYSIS OF GTP BY THE o SUBUMNIT
@ INACTIVATES THIS SUBUNIT AND CAUSES IT
TO DISSOCIATE FROM THE TARGET PROTEIN

INACTIVE o SUBUNIT REASSEMELES WITH [y
COMPLEX, TO REFORM AM INACTIVE G PROTEIM

inactive
inactive targetl protein
G protein

Abbildung 1.3. Die Aktivierung des G-Proteins mit der Spaltung in seine zwei Signalproteine.
(aus Alberts et al 2001, p. 531)
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Wie in den letzten Jahren bekannt wurde, spielen GIRKs auch eine wesentliche
Rolle in der Pathophysiologie von Brustkrebs. Stringer et al. (2001) zeigte, dass die
RNA von GIRKI1 in invasiven Primdrtumoren der Brust im Vergleich zu gesundem
Brustgewebe iiberexprimiert war. Die Uberexpression der GIRKI-RNA im
Primirtumor korrelierte mit dem Vorhandensein und der Anzahl von
Lymphknotenmetastasen. Die stirkste Uberexpression wurde bei Befall von mehr als
einem Lymphknoten beobachtet.

Plummer et al. (2004) konnte bei der Untersuchung von sechs Brustkrebs-
Zelllinien die mRNA von GIRK1, GIRK2 und GIRK4 durch RT-PCR feststellen. Von
den analysierten Brustkrebs-Zelllinien, konnte bei drei Ostrogenrezeptor-positiven
Zelllinien und einer Ostrogenrezeptor-negativen Zelllinie eine Expression der GIRK1-
mRNA festgestellt werden. Zwei Ostrogenrezeptor-negative Zelllinien und die Zelllinie
von normalem Brustepithel zeigten keine Expression. Nachfolgend konnte auch das
Vorkommen der mRNA von GIRK1, GIRK2, GIRK3 und GIRK4 in mehreren
kleinzelligen Lungenkarzinomen ermittelt werden (Plummer et al., 2005).

Brevet et al. (2008) belegten durch immunhistochemische Firbung die
epitheliale Expression von vier K'-Kanilen in humanem Brustkrebs-Gewebe. GIRK 1
war in kanzerdsem Gewebe, verglichen mit gesundem Gewebe, liberexprimiert.

Auch verschiedene Splice-Varianten des GIRK1-Proteins (GIRK1a-e) wurden
beziiglich ihrer erhohten mRNA-Levels in Brustkrebszellen untersucht (Wagner et al.,
2010). GIRK1b konnte in der Brustkrebszelllinie MCF-7 nicht nachgewiesen werden,
GIRKl1a, Ic, 1d und le waren allerdings reichlich vorhanden (siche Abb. 1.4.).
Interessanterweise betreffen die Splice-Varianten die cytosolische C-terminale Region,
welche fir die Aktivierung durch G-Proteine und die Regulation durch

Phosphorylierung bedeutend ist.
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GIRK 1
Cell line Small size Full length N
MCF7 - (+) 12
MDA-MB-453 (+) (+) 8
SKBR3 + (+) 10
MCF10A - + 13
MCF12A - + 7
T47D + (+) 4

Abbildung 1.4. Detektion des GIRKI-Proteins durch Western Blot-Analyse.

+: Band klar detektierbar, (+): Band schwach detektierbar, -: Band nicht detektierbar, N:
Anzahl der Experimente.
(aus Wagner et al., 2010)

Die Signaliibertragung zwischen Tumorzellen und deren Umgebung ist
einerseits essentiell fiir deren Uberleben und andererseits fiir die Absiedelung von
Tumorzellen in andere Organe mit anschlieBender Metastasierung. Tumorzellen
bemichtigen sich oft der physiologischen Signalmechanismen, um neue, fatale
Signalkaskaden zu entwickeln (vgl. Chambers, Groom & MacDonald, 2002).

Ein Beispiel fiir die bedeutende Rolle der G-Protein vermittelten
Signaliibertragung und von GPCRs im Rahmen der Tumor-Progression ist die Arbeit
von Miiller et al. (2001). Er beschreibt den entscheidenden Einfluss von Chemokinen
und ihren Rezeptoren auf die metastatische Zielortbestimmung von Tumorzellen.
Chemokine selbst wiederum konnen diese zielgerichtete Migration von Tumorzellen
allerdings nur durch die Interaktion mit G-Protein gekoppelten Rezeptoren induzieren.
Der Beweis fiir die Existenz von GIRKs in Brustkrebszellen wurde, wie oben
geschildert, erbracht. Ebenso wurde die Korrelation von Tumor-Progression mit Protein
und RNA-Levels dokumentiert. Inwieweit jedoch GIRK-Kanéle in die Pathophysiologie
von Krebszellen involviert sind und welchen Einfluss sie haben, ist zum derzeitigen

Stand der Forschung noch weitgehend unbekannt.



1. Einleitung

Fiir die morphologische und pathophysiologische Erforschung von Brustkrebs
ist die Zellkultur ein gidngiges Setting. Die Transfektion, das heiflt die Einbringung von
Genen in die Zellen dient als unabdingbare Grundlage fiir die Untersuchung von deren
Einfluss auf die Charakteristik und das Verhalten von Brustkrebszellen. Um den
Transfektionserfolg zu iiberprifen und die transfektierten Zellen von den
Untransfektierten differenzieren zu konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
Fusion zwischen dem GIRK1-, oder GIRK4-Protein mit der gelben Form des griinen
Fluoreszenz-Proteins (eYFP) genutzt. Nach erfolgreicher Transfektion erschienen so die

Zellen unter dem Konfokalmikroskop, bei Anregung durch einen 514nm Laser, gelb.

Die meist durchgefiihrte transiente Transfektion fiihrt allerdings dazu, dass die
Zellen nach einer gewissen Zeit das eingeschleuste Gen wieder verlieren. Basierend auf
dieser Tatsache war das Ziel dieser Arbeit, neue Zelllinien zu etablieren, welche
entweder das YFPN1-rG1- oder das YFPNI1-hG4-Konstrukt in ihr Genom integrieren
und stabil exprimieren. Die Art der Durchfiihrung ist je nach Zelllinie und
Kultivierungsart sehr unterschiedlich und muss individuell ausgetestet und angepasst
werden.

Aus der stabilen Transfektion gingen im Rahmen dieser Arbeit sieben Klone (Klon A-
Q) hervor, welche das YFPN1-rG1 Konstrukt stabil in ihr Genom integrierten, und fiinf
Klone (Klon 2-6), welche das YFPN1-hG4 Konstrukt enthielten. Die gewonnenen
stabilen Transfektanten wurden anschlieBend konfokalmikroskopisch beziiglich der

Fluoreszenz, des Expressionsverhaltens und des Wachstumsmusters analysiert.



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Zelllinien

In dieser Arbeit wurden die Zelllinien MCF-7 (Katalognummer HTB-22™) und
MCF-10A (Katalognummer CRL-10317"™) der Firma ATCC verwendet.

Die Bezeichnung MCF-7 stammt von der Michigan Cancer Foundation-7, einem
Institut in Detroit, in welchem die genannte Zelllinie 1970 etabliert wurde. Die primére
Zellkultur, 734B, stammte aus dem  Pleuraerguss einer 69-jdhrigen
Mammakarzinompatientin mit metastasiertem duktalen Adenokarzinom, welche zuvor
drei Jahre lang mit Radio- und Hormontherapie behandelt wurde.

Die langfristige Kultivierung von epithelialen Zellkulturen, welche von humanen
Brust-Tumoren abstammten, zeigte in der Vergangenheit einen immer nur sehr
begrenzten Erfolg, da die gewonnen Zellen meist nicht fahig waren ldnger als einige
Monate in Kultur zu iiberleben. Die urspriinglich gewonnen 734B Zellen produzierten
allerdings in regelmiBigen Abstéinden auch frei schwimmende Zellen, mit welchen es
moglich war, eine gesonderte Kultur anzusetzen und in weiterer Folge die stabile
MCEF-7 Zelllinie zu etablieren.

Seitdem gilt diese als géngige Zelllinie fiir in vitro Brustkrebs-Studien, da diese
noch einige epitheliale Zellfunktionen der Brustdriise aufweist und auch iiber
spezifische Ostrogen-Rezeptoren verfiigt. (Soule et al. 1973). Die MCF-7 Zellen boten
bei unserer Arbeit die Grundlage fiir die Etablierung neuer Zelllinien, welche das

GIRK4, bzw. das GIRK 1-Konstrukt stabil exprimieren.
Der Name der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten MCF-10A Zellen stammt

ebenfalls von der Michigan Cancer Foundation. Die Ursprungszellen wurden aus einem

mastektomierten Brustgewebe einer 36-jéhrigen primenopausalen Patientin gewonnen,
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2. Material und Methoden

welche an einer fibrozystischen Mastopathie litt. Eine familiire Vorbelastung
hinsichtlich Brustkrebs war nicht vorhanden.

Von den urspriinglichen diploiden sterblichen Zellen (MCF-10M) wurden die
zwei unsterblichen Zelllinien MCF-10A (anhaftend wachsende Zellen) und MCF-10F
(freischwimmende Zellen) etabliert und fiir iiber 4 Jahre kultiviert (Soule et al, 1990;
Tait, Soule & Russo, 1990). Die MCF-10A Zellen weisen Charakteristika von
normalem Brust-Epithel auf und wurden als Vergleichszelllinie zu den MCF-7 Zellen

mitgefiihrt.

2.1.2. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Name Bezugsquelle Katalognummer

0.25% Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich Chemie, T4049

Solution Steinheim, Germany

24-Well-Platte Bartelt, Graz, Austria Nunc 9.700 543

96-Well-Platte Bartelt, Graz, Austria Nunc 9.700 541

BioWhittaker HBSS Cambrex Bio Science, Verviers, BE10-547F
Belgium

Cellstar Serological Greiner Bio-One, 607180

Pipette, 10mL Kremsmunster, Austria

Cellstar Serological Greiner Bio-One, 760180

Pipette, 25mL Kremsmunster, Austria

Cellstar Serological Greiner Bio-One, 606180

Pipette, 5mL Kremsmunster, Austria

Cellstar TC — Plate 6 Greiner Bio-One, 657 160

Well Kremsmunster, Austria

Cellstar Tissue Culture  Greiner Bio-One, 690 175

Flasks Frickenhausen, Germany

Centrifuge Tubes, 15mL Greiner Bio-One, 188271

Kremsmunster, Austria

Centrifuge Tubes, 50mL
Choleratoxin

Costar 12 Well Cell
Culture Cluster
Cryovial Cryogenic Vials

Dimethylsulfoxid
(DMSO)
Ethanol 70 % vergallt

Bartelt, Graz, Austria
Sigma-Aldrich Chemie,
Steinheim, Germany
Corning, New York, USA

Simport Plastics, Beloeil,
Canada
Lactan, Graz, Austria

Carl Roth GmbH + Co. KG,

11

Nunc 9.380 027
C8052

3513

PK-100

Merck 2931
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Fetal Bovine Serum
(FBS)

Geneticin G-418 Sulfate

MEBM Basal Medium
MEGM SingleQuots

MEM with Earle’s Salts

Micro-Centrifuge Tube,

clear

Penicillin/Streptomycin

Petrischale 15 ml

Pipette Tips 1000, blue

Pipette Tips 20, clear

Pipette Tips 200, yellow

Sodium Pyrovate
Solution
Steritop Filter Unit

Karlsruhe, Germany
JRH Biosciences Lenexa,
Kansas, USA

GIBCO Invitrogen Corporation,

Lofer, Austria

Lonza, Walkersville, USA
Lonza, Walkersville, USA
PAA Laboratories, Pasching,
Austria

Greiner Bio-One,
Kremsmunster, Austria

PAA Laboratories

Bartelt, Graz, Austria
Greiner Bio-One,
Kremsmunster, Austria
Greiner Bio-One,
Kremsmunster, Austria
Greiner Bio-One,
Kremsmunster, Austria

PAA Laboratories, Pasching,
Austria

Millipore, Wien, Austria
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12103-500M
11811-031
Clonetics CC-3151
Clonetics CC-4136
E15-825

667201

P11-010

153066

740290

765290

739290

S11-003

SCGPTO1RE
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2.1.3. Laborgerate

Name Bezugsquelle

CO,-Inkubator, BB 6060 Heraeus Instruments, Hanau,
Germany

Fluoreszenzmikroskop, DM IRE2 Leica Microsystems, Heidelberg,
Germany

Mikroskop, ID03 Zeiss, Wien, Austria

Pipetten Greiner Bio-One, Kremsmunster,
Austria

Pipettierhelfer, Accu-jet Brand, Wertheim, Germany

Sterilbank, Clean Air Bartelt, Graz, Austria

Vortexer Janke und Kunkel, Staufen, Germany

Waage Sartorius, Gottingen, Germany

Zahlkammer, Burker Assistent, Sondheim/Rhon, Germany

Zentrifuge, Megafuge 1.0 R Heraeus Instruments, Hanau,
Germany

FACS ZMF , Medizinische Universitat Graz,
Austria

Cell observer ZMF , Medizinische Universitat Graz,
Austria
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2.1.4. Plasmid

In dieser Arbeit wurde der N-terminale Protein-Fusions-Vektor pEYFP-N1 der Firma
BD Clontech (Katalognummer 6006-1) verwendet. Dieser Vektor kodiert fiir die gelb-
griine Variante des griin fluoreszierenden Proteins (GFP). Die Sequenz des EYFP-Gens
enthdlt mehr als 190 stille Basensubstitutionen zur Angleichung an die menschliche
Codon-Préferenz. Zur Verbesserung der Translationseffizienz in eukaryotischen Zellen
befindet sich vor der kodierenden EYFP-Sequenz eine Kozak Consensus-Sequenz.
pEYFP-N1 enthilt auBerdem das Resistenzgen fiir Kanamycin, welches das Wachstum
transformierter Wirtszellen auf Selektivagar zuldsst und ein Resistenzgen fiir Neomycin,
welches eine Selektion von Sédugetierzellen mit Hilfe von G-418 mdglich macht (vgl.
Kapitel 3.3.1. Ermittlung der G-418 Konzentration zur Selektion stabil transfektierter
Zellen).

Ein SV40-Polyadenylierungssignal nach der EYFP-Sequenz sorgt fiir eine
Prozessierung des 3°-Endes der EYFP-mRNA. Zur prokaryotischen Expression ist eine
pUcori Stelle vorhanden. Eine multiple Klonierungsstelle befindet sich zwischen dem
CMV-Promotor (PCMV IE), der die transiente Expression in Saugetierzellen
kontrolliert, und der EYFP kodierenden Sequenz (BD Bioscience, product sheet, Nr.
PT3192-5, 2002).

Fremdgene konnen iiber die multiple Klonierungsstelle (MCS) am N-Terminus der
EYFP-Sequenz inseriert werden und miissen ein Startcodon zur Expression als EYFP-
Fusionsprotein enthalten. In Abbildung 2.1. sind relevante
Restriktionsenzymschnittstellen, sowie Abschnitte fiir Antibiotika-Resistenzen (Kanr /
Neor) dargestellt. Der fiir die eukaryotische Expression wichtige Viruspromotor wird

durch PCMYV IE angezeigt.
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Abbildung 2.1. Vektorkarte des N-terminalen Proteinfusionsvektors pEYFP-NI.

(pEYFP-N1 Vector Information; Protocol # PT3192-5; Version # PR29945 3)

Fir diese Arbeit wurde in das Plasmid entweder die GIRK1 bzw. die GIRK 4

kodierende Sequenz eingefiigt. Um die stabile Integration in den Zellkern zu erleichtern

wurde das Plasmid vor der jeder Transfektion linearisiert.
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkulturfuhrung

Die MCF-7 Zellen wurden in EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium), ergénzt
mit 10% Fetal Bovine Serum, sowie 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Sodium
Pyruvat kultiviert. Bei den stabilen Transfektanten wurde dem Medium zusétzlich
Geneticin (3pg/mL Medium) hinzugefiigt.

Die Zellinie MCF-10A wurde in MEBM (Mammary Epithelial Basal Medium)
kultiviert. Diesem Medium wurde, bezogen auf eine Menge von 500ml, SingleQuots,
20ul Choleratoxin sowie 5,81mg/ml Penicillin/Streptomycin hinzugefiigt.

Alle Zelllinien wurden bei 37°C, 5% CO,; und 95% Luftfeuchtigkeit in
Zellkulturflaschen mit einem Durchmesser von 25¢m *kultiviert.

Bei konfluentem Zellrasen wurde das Kulturmedium verworfen, die Zellen mit 3mL
HBSS gewaschen und mit ImL 0,25%igem Trypsin/EDTA bei 37°C inkubiert, bis sich
die Zellen vom Flaschenboden abldsten.

Bei der Zellinie MCF-7 wurde 4ml frisches Kulturmedium hinzugegeben, und die
Zellsuspension im Verhéltnis 1:5 in neue Kulturgefa3e aufgeteilt.

Zu den MCF 10A Zellen wurden zunichst 4mL MCF-10A Stopp, bestehend aus
Kulturmedium und FBS Gold im Verhéltnis 1:10, hinzupipettiert. Danach wurden die
Zellen bei 1400 rpm 5 Minuten lang abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dem
Zellpellet wurde darauthin 5 ml HBSS hinzugegeben und erneut 5 Minuten bei 1400
rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml Kulturmedium geldst und im Verhiltnis 1:5

in neue Kulturgefafle aufgeteilt.
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2.2.2. Einfrieren und Auftauen der Zellen

Um die Zellen einzufrieren wurden diese, wie im Abschnitt ,,Zellkulturfiihrung*
beschrieben, mit Trypsin/EDTA abgelost, mit Kulturmedium versetzt und danach bei
1400 rpm 4 Minuten abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in Einfriermedium
(Kulturmedium + 10% DMSO) resuspendiert und in Kryordhrchen aufgeteilt. Die
Kryoréhrchen wurden zunichst in Styroporbehéltern bei —20°C und anschlieend bei
—70°C eingefroren, bevor diese bei —196°C in fliissigem Stickstoff gelagert wurden.

In frilheren Versuchen zeigte sich, dass es nicht moglich ist, die stabilen
Transfektanten mit Geneticin einzufrieren, da die Zellen durch das Antibiotikum so
stark geschiadigt werden, dass eine weitere Kultivierung nach dem Auftauen nicht mehr
durchfiihrbar ist. Darum wurde beim Einfrieren der stabilen Transfektanten sowohl dem
Kulturmedium, als auch dem Einfriermedium kein G-418 mehr zugesetzt.

Die in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen, wurden bei 37°C aufgetaut.
AnschlieBend wurden diese in Kulturgefdfle mit vorgewarmten Medium tberfiihrt. Die
permanent exprimierenden Zelllinien wurden beim ersten Mediumwechsel wieder mit
dem Antibiotikum G-418 versetzt. Die aufgetauten Zellen wurden erst nach drei

Passagen wieder flir Versuche verwendet.
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2.2.3. Die Transfektion

Das Einbringen von Nukleinsduren in eukaryotische Zellen wird als
Transfektion bezeichnet. Diese Gen-Transfer-Technologie ist ein malgebliches
Instrument zur Erforschung von wichtigen intrazelluldren Prozessen, wie die Expression
von Proteinen oder die Funktion von Genen. Die meistverwendeten
Transfektionsmethoden erfolgen entweder mit Hilfe von Chemikalien, physikalischen
Prozessen, viralen Methoden oder durch kationische Lipide.

Zu den chemischen Transfektions-Chemikalien zéhlen etwa das DEAE-Dextran
(Diethylaminoethyldextran), ein kationisches Polymer, welches durch seine positive
Ladung in enger Assoziation zur negativ geladenen Zellmembran steht und so durch
Endozytose aufgenommen werden kann. Diese Methode eignet sich allerdings nur fiir
die transiente Transfektion (Pillai et al., 2008).

Eine weitere Technik, die in den friihen 1970igern an Popularitit gewann, ist die
Transfektion durch eine Calcium-Phosphat-Co-Prizipitation. Hier wird durch die
kontrollierte Vermengung von DNA mit Calcium Chlorid und einer gepufferten
Phosphat-Losung ein Prézipitat erzeugt, welches durch Endozytose oder Phagozytose
von den zu transfektierenden Zellen aufgenommen wird. Diese Methode kann sowohl
fiir die transiente, als auch fiir die stabile Transfektion angewendet werden (Jordan &
Wurm, 2003).

Physikalische Methoden fiir den Gen-Transfer wurden in den frithen 1980igern
entdeckt. Hier ist zunédchst die direkte Mikroinjektion zu erwédhnen, bei welcher die
Nukleinsduren mit Hilfe feiner Nadeln in die jeweiligen Zellen eingebracht werden.
Diese Technik wurde vor allem fiir Versuche verwendet, welche mit einem DNA-
Transfer in embryonale Stammzellen einhergingen. Eine weitere physikalische Technik
zur Transfektion, die Elektroporation, wurde vor allem bei Zelllinien verwendet, welche
durch andere Methoden sehr schwer zu transfektieren waren. Das Durchdringen der
Zellmembran wird bei diesem Verfahren durch einen elektrischen Impuls ermoglicht,
welcher Poren in der Membran bildet, durch welche die Nukleinsduren in die Zellen
gelangen konnen (Kim & Eberwine, 2010; Bockamp et al, 2002).

Die virale Form der Transfektion bietet eine alternative Methode zur
Einbringung von fremden Genen in Zellen und eine mdgliche Option fiir die in vivo-

Transfektion. Die hierfiir benotigten Vektoren enthalten entweder Adenoviren, Herpes-
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Simplex-Viren, Retroviren oder auch Lentiviren. Die Vorteile dieser Technik zeigen
sich in einer hohen Transfektions-Effizienz, da es beispielsweise bei der Transfektion
mittels adenoviraler Vektoren mdéglich ist in kurzer Zeit eine grofle Anzahl an humanen
Zellen zu infizieren. Auch konnen diese Vektoren grole DNA-Segmente aufnehmen
und sind durch rekombinante DNA-Techniken relativ leicht zu manipulieren. Die
Nachteile dieses Verfahrens zeigen sich einerseits in seiner Labor-Intensitdt beziiglich
der adenoviralen Vektoren und andererseits in der Gefahr einer Aktivierung latenter
Krankheiten, betreffend der Verwendung von Retroviren (Vorburger and Hunt, 2002;
Anson, 2004).

Fiir unsere Versuche kamen synthetische kationische Lipide zur Anwendung.
Hierbei assoziiert die kationische Gruppe der Lipid-Verbindung mit den negativ
geladenen Phosphaten der Nukleinsdure (Felgner et al., 1987). Die Aufnahme in die
Zelle erfolgt wahrscheinlich iiber Endozytose oder iiber die liposomale Fusion mit der
Zellmembran. FEinige Vorteile dieser Methode zeigen sich in einer hohen
Transfektionseffizienz, in der Moglichkeit auch RNA oder Proteine zu {ibertragen oder
aber auch in der Fihigkeit Zelllinien zu transfektieren, welche gegeniiber Calcium-
Phosphat oder DEAE-Dextran resistent sind.

Wir verwendeten das TransFast'™ Transfektionsreagenz, bei welchem eine
polykationische Gruppe an eine Lipid-Geriiststruktur gebunden ist. Dieses, urspriinglich
als trockener Lipid-Film gelieferte Reagenz, bildet bei Kontakt mit Wasser
multilamelldre Vesikel, mithilfe derer es in die Zelle aufgenommen werden kann.

Das TransFast'™ Transfektionsreagenz kann fiir in vitro und in vivo-Versuche,
fiir die transiente und stabile Transektion verwendet werden (Bennett et al., 1997;

Tanner et al., 1997).
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2.2.3.1. Transiente Transfektion

Bei dieser Art der Transfektion wird die DNA mithilfe eines Plasmids in die
Zielzellen eingebracht, von diesen jedoch nur fiir eine begrenzte Zeit aufgenommen. In
unseren Versuchen handelte es sich um eine Fusion zwischen dem GIRKI1-, oder
GIRK4-Protein mit der gelben Form des griinen Fluoreszenz-Proteins (eYFP). Nach
erfolgreicher Transfektion erschienen so die Zellen unter dem Konfokalmikroskop bei
Anregung durch einen 514nm Laser gelb.

Die zu transfektierenden Zellen wurden mit 0,25%igem Trypsin/EDTA abgel0st,
und durch Auszihlen mittels Neubauer-Zihlkammer mit einer Zelldichte von 20x10*
Zellen in einer 6-Well-Mikrotiterplatte ausgesit und liber Nacht inkubiert, sodass diese
am Tag der Transfektion eine Konfluenz von ungeféhr 80% erreichten.

In einem Eppendorf-GefiB wurde 1pl der Plasmid-DNA mit 3puL Transfast'™ und 0,8
mL des MEM-Mediums gemischt. Das DNA-Transfast-Gemisch wurde fiir 10 — 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das Zellkulturmedium aus der
Mikrotiterplatte entfernt, und die Transfektionsmischung auf die Zellen pipettiert. Nach
einer Inkubationszeit von einer Stunde bei 37C°, wurden 800ul Zellkulturmedium
hinzugegeben. Bereits 30 Minuten spdter, wurde ein vollstindiger Mediumwechsel
durchgefiihrt, um so das Risiko von Zelltod wéhrend des Transfektions-Intervalls zu
verringern. Nach 24 Stunden standen die transfektierten Zellen zur Weiterverwendung

zur Verfiigung (vgl. Abb. 2.2.).

250pm
- 1 : I % i
A) transfektierte MCF-7 Zellen mit dem B) transfektierte MCF-7 Zellen mit dem
YFPNI-rG1 Konstrukt. YFPNI-hG4 Konstrukt.

Abbildung 2.2. Konfokalmikroskopische Aufnahmen (20x Objektiv) von transient transfektierten
MCF-7 Zellen.
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2.2.3.2. Stabile Transfektion

Das Ziel bei dieser Art der Transfektion ist es, einzelne Klone, welche die
transfektierte DNA ins zellulire Genom integriert haben, zu isolieren und weiter zu
vermehren und zu kultivieren. Um die untransfektierten Zellen von denen zu trennen,
welche die DNA dauerhaft aufgenommen haben, ist es wichtig einen permanenten
Selektionsdruck  aufrechtzuerhalten. Dies kann, wie in unserem Fall,
antibiotikumsinduziert erfolgen, wenn die transfektierte DNA antibiotika-resistente
Marker enthélt. Vor Beginn der Selektion sollte allerdings die erforderliche Menge des
Antibiotikums bestimmt werden, welche je nach Zelltyp stark variieren kann (Felgner et

al, 1987).

Am Anfang der stabilen Transfektion werden die Zellen von Interesse wie
gewohnt und im Kapitel 2.2.3.1. ,,Die transiente Transfektion™ beschrieben, transfektiert
und vorerst noch in einem nicht-selektiven Medium behalten. Erst zwei Tage spéter
wird dem Zellkultur-Medium das Antibiotikum zugegeben und somit die Selektion
begonnen. Die Verwendung des selektiven Mediums wird sodann fiir zwei bis drei
Wochen beibehalten, einschlieBlich regelméBiger Medium-Wechsel, um die bereits
abgestorbenen Zellen zu entfernen.

Sobald einzelne Kolonien erkennbar sind, erfolgt die Isolierung dieser. Die
Methoden hierfiir sind zahlreich und gehen vom Picken mittels Cloning cylinders oder
Pipetten, bis hin zum Ausplattieren einzelner Zellen durch sehr starke Verdiinnung der
Zellsuspension. Wir entschieden uns zur Zellsortierung mithilfe der FACS-Analyse,
welche im weiteren Verlauf noch genauer beschrieben wird. Den dadurch gewonnenen
einzelnen Zellen ist es somit moglich sich in klonalen Gruppen zu vermehren und sich

somit zu einer neuen Zelllinie zu etablieren.

Als Mittel zur Selektion kam das Antibiotikum Geneticin® (G-418) zur
Anwendung. Die Struktur dieser Substanz ist dem Gentamicin, Neomycin und
Kanamycin &hnlich und stammt aus der Gruppe der Aminoglycoside. Dementsprechend
bewirkt G-418 {iiber die Bindung an die 80S Untereinheit der Ribosomen die
Verhinderung der Elongation und somit eine Hemmung der Proteinbiosynthese. Da

dieser Wirkungsmechanismus allerdings nicht nur in prokaryotischen, sondern auch in

21



2. Material und Methoden

eukaryotischen Zellen wirkt, ist Geneticin® nicht therapeutisch einsetzbar und kommt
somit nur in der Zellbiologie zur Anwendung.

Die Selektion stabil transfektierter Zellen erfolgt einerseits iiber die Zelltoxizitét
des Antibiotikums, welche zu einer Elimination nicht-transfektierter Zellen fithrt und
andererseits durch das Einschleusen eines Neomycin-Resistenzgens (Neo'). Dieses Gen
kodiert fiir eine Aminoglycosid-Phosphotransferase, welche iiber die Modifizierung der
Amino- oder Hydroxylgruppe des Geneticins® zu einer Inaktivierung desselbigen fiihrt.
Somit ist es nur den stabil transfektierten Zellen moglich sich in einem Medium,
welches mit G-418 versetzt ist, anzusiedeln. (Davis & Jimenez, 1980; Argyle, Tumbula

& Leigh, 1996).
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2.2.4. Konfokalmikroskopie

Zur mikroskopischen Darstellung der Fluoreszenzeigenschaften der Zellen kam ein
konfokales Laser-Scanning-Mikroskop vom Typ SL2, basierend auf dem
Mikroskopstativ DM IRE2 der Firma Leica zur Anwendung. Hierbei handelt es sich um
ein Lichtmikroskop, bei welchem eine Lichtquelle (in unserem Fall ein Laser) durch ein
Objektiv, nicht wie bei herkdmmlichen Mikroskopen ein gesamtes Pridparat, sondern
nur einen kleinen, beugungsbegrenzten Ausschnitt dessen fokussiert. In diesem Bereich
rastert der Laser das Objekt punktweise ab. Das reflektierte Licht, bzw. die dadurch
emittierte ~ Fluoreszenz ~ gelangt  durch  dasselbe = Objektiv.  zu  einer
Photoelektronenvervielfacherrohre (engl. photomultiplier tube, PMT), welche als
Detektor dient. Mithilfe einer Lochblende (engl. pinhole) trifft nur das fokussierte Licht
auf den Detektor, und Lichtstrahlen, welche sich auBlerhalb dessen befinden, werden

geblockt (siehe Abb. 2.3.).

Das Fluoreszenzprotein wird durch eine bestimmte Laser-Wellenldnge angeregt. Diese
wird durch den AOTF (acousto optic tunable filter) bestimmt. Der dichroitische
Strahlteiler (engl. beam splitter), bei welchem es sich um ein Glasplittchen mit
teilreflektierender Beschichtung handelt, reflektiert zudem das polarisierte Licht des
Lasers, um lediglich die Transmission des Fluoreszenz-Lichtes zu ermdglichen. (Cox,

2002).
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Abbildung 2.3. Prinzip der konfokalen Mikroskopie
(www.gonda.ucla.edu/bri_core/confocal htm)

focal plane

Fiir unsere Versuche verwendeten wir 20x (NA: 0,5 und 63x (NA: 1,20)
Wasserimmersions-Objektive. Die Auflosung der Lichtintensitéit pro pixel betrug 8 bit
(entspricht 2° = 256 verschiedenen Grauwerten). Die horizontale bzw. vertikale
Auflosung betrug 512*512 pixel (20x) bzw. 1024*1024 pixel (63x). Die Anregung der
Proteinfluoreszenz erfolgte durch einen Argon-Laser bei 514nm, der Beam splitter war
ebenfalls auf 514nm eingestellt. Die Wellenldngen des Detektionsfensters lagen bei

540nm bis 570nm. Der Pinhole-Durchmesser lag bei einer Airy-Unit von 1.
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2. Material und Methoden

2.2.5. Isolierung stabil transfektierter Klone mittels
Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Mithilfe der Durchflusszytometrie (FACS, engl. fluorescence activated cell
sorting) gelingt eine quantitative und qualitative Vermessung intakter Zellen und darauf
basierend, die Sortierung dieser.

Die Zellen von Interesse werden als Zellsuspension in einer Hillfliissigkeit
(engl. sheath fluid) transportiert. Diese dient dazu, den Probenstrom zu umbhiillen und
eine Zentrierung dessen zu bewirken, sodass dieser in einer Sequenz von Einzelzellen
am Laser vorbeigefiihrt wird. Am Messpunkt, an dem der Probenstrom im rechten
Winkel auf den Laser trifft, kommt es zur Streuung des Anregungslichts und zur
Fluoreszenz-Anregung. Zugleich werden hier die Zellen auch beziiglich ihrer

molekularen und physikalischen Eigenschaften analysiert.

Das Licht, welches durch die Zelle in einem kleinen Winkel zum Laser-Strahl
abgelenkt wird, wird als Vorwirtsstreulicht bezeichnet (engl. forward scatter; FSC) und
ist ein MaB fiir die GroBle der Zelle. Das Seitwartsstreulicht (engl. side scatter; SSC)
stellt die Lichtstreuung in einem Winkel von 90° zum Laserstrahl dar. Das SSC héngt
von der Mehrfachstreuung durch intrazellulire Kompartimente ab und beschreibt somit

die Granularitdt der Zelle (vgl. Abb. 2.4. und 2.5.).
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Abbildung 2.4.
Prinzip der Durchflusszytometrie
(www.facslab.toxikologie.uni-

mainz.de/engl. Websites/zytometrie-
engl.jsp)

Abbildung 2.5.

Darstellung der Lichtstreuung durch die
Zelle.

(BD FACSAria User's Guide;
next.lbl.gov/files/lab/BD_Aria_manual.pdyf).



2. Material und Methoden

Die Fluoreszenz-Signale werden ebenfalls im rechten Winkel zum Laser-Strahl
detektiert. Durch Bandpassfilter und Farbteilerspiegel werden die verschiedenen
Farbstoffe in ihre Emissionsspektren aufgetrennt. Photomultiplier (PMT) detektieren die
Lichtsignale und wandeln diese in elektrische Signale um.

Fiir die graphische Darstellung der analysierten Daten dienen Histogramme oder
Dot-Plots. Das Histogramm ist die einfachste, eindimensionale Darstellung der
Intensitétsverteilung fiir einen Parameter. Hierbei wird die Intensitit der gemessenen
Signale (z.B. der Fluoreszenz) auf der x-Achse aufgetragen. Die Werte der y-Achse
zeigen die Zahl der analysierten Zellen.

Dot-Plots (Punktwolkendarstellungen) sind zweidimensionale Darstellungen von
Messwerten, bei welchen die Intensititsverteilungen von zwei Parametern auf der x-
und y-Achse gezeigt werden. Die Intensitit jeder gemessenen Zelle wird hier als Punkt
(,,dot“) an der x- und y-Position dargestellt und als ,,Event” bezeichnet. Aufgrund
dessen ist es moglich zu erkennen, ob die jeweiligen Parameter unabhidngig voneinander
verteilt sind oder in ihrer Expression miteinander korrelieren (Sack, Tamok & Rothe

2007).

Fiir die Zellsortierung im Rahmen dieser Arbeit kam ein FACSAria (BD
Biosciences) zur Anwendung. Dieses Zytometer erlaubt mit drei Lasern die Detektion
von bis zu 10 Fluoreszenzfarben. Die Messgeschwindigkeit liegt bei bis zu 25 000
Zellen pro Sekunde. Die Datenauswertung erfolgt mittels FACSDiva

acquisition/analysis software (siche www.meduni-graz.at/zm{/971).
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3. Ergebnisse

3.1. Bestimmung der Transfektionseffizienz

Zur Ermittlung der Effektivitdt der Transfektion wurden MCF-7-Zellen (Passage-Nr.
42) mit verschiedenen Mengen des Konstrukts YFPNI1-rGl, bzw. YFPNI1-hG4 und

M transfektiert und

verschiedenen Mengen des Transfektionsreagens ,,TransFast
anschlieBend die Anzahl der fluoreszierenden Zellen mittels eines Konfokalmikroskops

bestimmt.

MCF-7-Zellen wurden mit einer Zelldichte von 30x10* Zellen in zehn Petrischalen
ausgesdt. Das Gesamtvolumen in der Zellkulturschale betrug 15ml. Am darauf
folgenden Tag wurden sechs der Schalen mit YFPN1-rG1, eine mit YFPN1-hG4 und
zwei mit dem Vektor transfektiert, eine Schale wurde als Kontrolle mitgefiihrt. Nach 24
Stunden wurden Bilder der Zellen zur Bestimmung der Fluoreszenz mittels Konfokal-
Mikroskopie (20x Objektiv) erstellt (siche Abb. 3.1.). AnschlieBend wurde anhand von
zwei Bildern der Anteil der fluoreszierenden Zellen an der Gesamtanzahl der Zellen

durch hiandische Auszéhlung ermittelt.

Die Auszdhlung hat ergeben, dass die Transfektion mit einer DNA-Menge von 1ul und
einer TransFast-Menge von 3ul bei YFPN1-rG1 die hochste Effektivitdt erreicht hat
(14,9 % transfektierte Zellen). Bei YFPN1-hG4 wurde mit demselben Verhiltnis eine

ausreichende Transfektionseffizienz von 8,4 % erzielt (siche Tabelle 3.1.).
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Volumen Volumen d. Gesamt- Anzahl der
d. DNA- TransFast- Anzahlder fluoreszierenden Effektivitat
Losung Lésung Zellen Zellen
A 9 ul 3l 920 93 10,1 %
1ul 3ul 544 81 14,9 %
9 ul 1 ul 680 52 7,6 %
1ul 1l 925 21 23 %
1ul 0,3 ul 300 27 9,0 %
0,3 ul 0,3 ul 495 4 0,8 %
Vektor 9 ul 3l 351 84 23,9 %
1ul 1 ul 501 90 18,0 %
Kontrolle 0l 0l 1091 0 0,0 %
Wi 14l 3l 789 66 8,4 %

Tabelle 3.1. Auswertung zur Bestimmung der Transfektionseffizienz.

A) T ransmissionsbild | von
MCF-7 Zellen (YFPNI1-rGl);

i

Verhdltnis DNA: Transfast™ betrégt 1:3.

transfektierten

29

onsbild
von transfektierten MCF-7 Zellen (YFPNI-
rGl);
Verhdltnis DNA: Transfast™ betrdigt 1.3.

B) Transmissi

mit Fluoreszenzoverlay
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: MRRAORY  YTRAORs i 358 .
C) Transmissionsbild von transfektierten D) Transmissionsbild mit Fluoreszenzoverlay
MCF-7 Zellen (YFPNI1-rGl); von transfektierten MCF-7 Zellen (YFPNI-
Verhdltnis DNA: Transfast™ betrigt 1:1. rGl);

Verhdltnis DNA: Transfast™ betrégt 1:1.
F A % i 10 75

B

2 ;
[ AN Vs
E) Transmissionsbild von transfektierten F) Transmissionsbild mit Fluoreszenzoverlay
MCF-7 Zellen (YFPNI), von transfektierten MCF-7 Zellen (YFPNI),;
Verhltnis DNA: Transfast™ betrigt 9:3. Verhltnis DNA: Transfast™ betrigt 9:3.
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" % '_.4“_,:". 7 : i v
G) Transmissionsbild von untransfektierten H) Transmissionsbild mit Fluoreszenzoverlay
MCF-7 Zellen,; von untransfektierten MCF-7 Zellen;
Verhdltnis DNA: Trans ast™ betrdgt 0:0 Verhdltnis DNA: T) rnsfastTM betrdgt 0:0.

wls, i

el o
1) Transmissionsbild von ransfeierten MCF- J) Transmissionsbild mit Foreszenzoverly
7 Zellen (YFPNI-hG4), von transfektierten MCF-7 Zellen (YFPNI-
Verhdltnis DNA: Transfast™ betrigt 1:3. hG4),;

Verhltnis DNA: Transfast™ betrdgt 1:3.

Abbildung 3.1. (A-J): Beispiele der konfokalmikroskopischen Aufnahmen (20x Objektiv) der
Transfektionsreihe.
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3. Ergebnisse
3.2. Subzellulare Verteilung

Um Riickschliisse auf die intrazelluldre Verteilung von YFPNI1-rGl, bzw.
YFPN1-hG4 in transient transfektierten und stabil transfektierten MCF-7-Zellen ziehen
zu konnen, wurde deren Fluoreszenz mittels Konfokal-Mikroskopie (63x Objektiv)
beurteilt.

Bei transient transfektierten MCF-7-Zellen konnte eine -charakteristische
intrazelluldre Verteilung von YFPN1-rG1 in den intrazelluliren Membranen, vermutlich
im endoplasmatischen Retikulum, festgestellt werden. YFPN1-hG4 war teilweise auch
in der Plasma-Membran lokalisiert (siche Abb. 3.2.).

Bei den stabilen Transfektanten konnte man je nach Expressionsgrad
unterschiedliche Verteilungen erkennen. Vor allem bei stark iiberexprimierenden
Klonen war die typische Fluoreszenzverteilung, sowohl bei YFPN1-rG1 als auch bei
YFPN1-hG4 nur eingeschrinkt erkennbar (vgl. Kapitel 3.3.4. Charakterisierung der

einzelnen Klone).

50pm

A) Transmissionsaufnahme einer transient B) Intrazellulire Verteilung der Fluoreszenz.

transfektierten MCF-7 Zelle (YFPNI-rGl). Hier ist durch die nur partiell vorhandene
Fluoreszenz der Effekt der transienten
Transfektion gut erkennbar.
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M . 50um

C) T fansmissi;nsaufnahme einer transient D) Membranverteilung der Fluoreszenz (sieche
transfektierten MCF-7 Zelle (YFPNI1-hG4) Pfeil)

Abbildung 3.2. (A-D): Konfokalmikroskopische Aufnahmen von MCF-7 Zellen (63x Objektiv)
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3.3. Stabile Transfektion und Etablierung von
Klonen

Das Hauptziel der Arbeit war jenes, auf Grundlage der Brustkrebs-Zelllinie
MCF-7 neue Zelllinien zu ctablieren, welche entweder das GIRK1-eYFP- oder das
GIRK4-eYFP-Konstrukt dauerhaft in ihr Genom integrieren und somit auch stabil
exprimieren.

Nach der Ermittlung der passenden Antibiotikumsdosis zur Selektion der Klone,
wurden die Zellen transfektiert und selektiert, um anschlieBend mit Hilfe der
Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) Einzelzell-Kolonien zu kultivieren und in

weiterer Folge als neue Zelllinie etablieren zu kdnnen.

3.3.1. Ermittlung der G-418 Konzentration zur Selektion
stabil transfektierter Zellen

Als Vorbereitung zur stabilen Transfektion war es notwendig festzustellen, in
welcher Menge das Antibiotikum dem Zellkulturmedium zugesetzt werden muss, um
untransfektierte Zellen zu eliminieren. Die benétigte Konzentration ist allerdings
spezifisch fiir jede Zelllinie. Ist die Dosis zu niedrig oder die Zelldichte zu gering, ist es
den Zellen moglich der Selektion zu entgehen. Eine zu hohe Dosis fiihrt zum Absterben
aller Zellen. Somit ist eine individuelle Austestung essentiell. Idealerweise sollten die
nicht-transfektierten Zellen innerhalb einer Woche nach Beigabe des Antibiotikums
absterben (Southern and Berg, 1982).

Zur Ermittlung der passenden Antibiotikumsdosis fiir die Zelllinie MCF-7
wurden fiinf verschiedene Konzentrationen des G-418 (0,2pug/ml, 0,5pg/ml, 1pg/ml,
2ug/ml und 3pg/ml) verwendet, jeweils in doppelter Ausfithrung. Dariiber hinaus wurde
dieser Versuch in der gleichen Art und Weise auch mit der Zelllinie MCF-10A
durchgefiihrt.
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Wie im Kapitel ,,Zellkulturfiihrung® beschrieben, wurden die jeweiligen Zellen
zunichst gesplittet und mit einer Dichte von je 15x10* Zellen pro Well in eine 12 Well-
Mikrotiterplatte aufgeteilt. Nach zwei Tagen Inkubationszeit wurde mit der Austestung
begonnen.

Zur Herstellung des selektiven Mediums, wurde das Antibiotikum Geneticin®,
welches in Pulverform zu 5mg geliefert wurde, in S5Sml Aqua dest. gelost und die oben
genannten Konzentrationen des Antibiotikums mit dem Medium vermengt. Um
schlieBlich mit der Selektion zu beginnen, wurden die Zellen in den jeweiligen Wells
mit dem entsprechenden Medium versorgt.

Ab diesem Zeitpunkt standen die Zellen unter regelméfBiger mikroskopischer
Beobachtung. Der Verlauf dieser Austestung wurde anhand der Verdnderungen der
Zelldichte gemessen, welche als Prozentsatz der Zellkonfluenz bezogen auf die Grofe
der Wells angegeben wurde.

Beginnend bei 90% Konfluenz in allen Wells am ersten Tag der Austestung,
wurden die Zellen fortan tdglich um die gleiche Uhrzeit mikroskopisch beurteilt und die
Elimination graphisch in Form von Diagrammen dargestellt (siche Abb. 3.3.).

So konnte man beobachten, dass der Zellrasen bei den niedrigen
Konzentrationen des Antibiotikums in seiner GroB3e bestehen blieb oder sogar noch
weiterwuchs, wihrend sich bei den beiden hochsten Konzentrationen ab dem 3. Tag
eine deutliche Wirkung des G-418 zeigte.

Am 5. Tag der Austestung konnten schlieflich bei einer Geneticin®-
Konzentration von 3pug/ml bei beiden Zelllinien keine lebenden Zellen mehr festgestellt
werden. Somit war die geeignete Antibiotikums-Dosis gefunden, mit welcher die

darauffolgende stabile Transfektion durchgefiihrt werden konnte.
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A) Verlauf der MCF-10A Zellelimination iiber die Zeit.
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B) Verlauf der MCF-7 Zellelimination iiber die Zeit.
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Abbildung 3.3. (A-B): , kill curve — graphische Darstellung der Mittelwerte aus den doppelt

gefiihrten Ansdtzen der G-418 Austestung bei der Zelllinie MCF-7 und MCF-10A.
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3.3.2. Stabile Transfektion von MCF-7 Zellen

Fiir die stabile Transfektion wurden zuerst die kultivierten MCF-7 Zellen, wie
im Kapitel ,Zellkulturfithrung® beschrieben gesplittet und in eine 12 Well
Mikrotiterplatte ausgesit. Die Zelldichte betrug 15x10* Zellen pro Well und es wurde
vorerst noch das iibliche Zellkulturmedium ohne Antibiotikum zugegeben.

Am darauffolgenden Tag, sobald sich die Zellen adhidrent am Gefiflboden
befanden, konnte mit der Transfektion begonnen werden. Der Ablauf ist identisch mit
dem im Kapitel ,,Transiente Transfektion” beschriebenen, allerdings variierten die
Mengen der Plasmid-DNA und des Transfast'. Benutzt wurden acht Slots und die
Aufteilung war wie folgt:

1) 4ul YEPN, rGIRK1 + 1,5ul Transfast™
2) 4ul YFPN, rGIRKI + 1,5ul Transfast™
3) 4ul YFPN, hGIRK4 + 1,5u1 Transfast™
4) 4pl YFPN, hGIRK4 + 1,5p1 Transfast™
5) 1ul YFPN, rGIRK1 + 1,2l Transfast™
6) 1pl YFPN, hGIRK4 + 1,2ul Transfast™
7) Kontrolle

8) Kontrolle

Am néchsten Tag wurde das Medium jedes Wells gewechselt, allerdings nach
wie vor mit dem nicht-selektiven Medium. Am zweiten Tag nach der Transfektion
begann nun die Selektion durch Beimengung des Antibiotikums zum Zellkulturmedium.
Die Konzentration des Geneticins® betrug, wie im Vorfeld ausgetestet 3pg/ml.

Ab diesem Zeitpunkt fand ein tdglicher Mediumwechsel der gesamten
Mikrotiterplatte mit dem selektiven Medium statt, um bereits abgestorbene Zellen zu
verwerfen. Am 5. Tag nach Beginn der Selektion konnten bei den mitgefiihrten
Kontroll-Wells, wie erwartet, keine lebenden Zellen mehr festgestellt werden. Am 10.
Tag erfolgte eine erste Beurteilung der Zellen mittels Konfokalmikroskopie, um die
stattgefundene Transfektion anhand der Fluoreszenz sicher nachzuweisen. Die Zellen
wurden danach noch einige Tage weiter kultiviert und am 18. Tag nach Beginn der

Selektion aufgrund der Beurteilungsergebnisse der Mikroskopie gesplittet. Der grofite
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Transfektionserfolg bezogen auf die Fluoreszenz war in Well 2), 4), 5) und 6)
nachweisbar. Diese wurden in eine 6 Well Mikrotiterplatte transferiert.
Beim Splitten wurden allerdings pro Well nur 250ul des 0,25%igen Trypsin/EDTA zum
Ablosen der Zellen verwendet, und mit lediglich 1ml des G-418-Mediums abgestoppt.
AnschlieBend wurde die gesamte Menge dieser Zellsuspension in das jeweilige Well
pipettiert und mit weiteren 3ml des selektiven Mediums aufgefiillt.

Nach weiteren zwei Tagen Kultivierung, wurde schlieBlich am 20. selektiven
Tag auch die 6 Well Mikrotiterplatte aufgrund des schnellen Zellwachstums gesplittet
und die Zellen in Zellkulturflaschchen {iberfiihrt. Fiir diesen Split wurden 0,5ml
Trypsin/EDTA und 2ml G-418-Mediumstopp verwendet. Aus dieser Zellsuspension
wurden danach 1,5ml entnommen, in das jeweilige Zellkulturfldschchen pipettiert und
mit 3,5ml G-418-Medium aufgefiillt.

Aus diesem gewonnenen Zell-Stock wurden in weiterer Folge die Einzelzellen
selektiert. vier Tage nach dem Split waren die transfektierten Zellen schlussendlich fiir

die Zellsortierung mithilfe der FACS-Analyse bereit (siche Abbildung 3.4.).

|J { = s T
@ B B -
T e =
{ 2 3 :’{;—'\# A i /
[ i ) el e S R
e AN
.’, \/ : 74
A) Transmissionsaufnahme der Mischkultur. B) Aufnahme von einzelnen fluoreszierenden

Klonen in der Mischkultur.

Abbildung 3.4. (A-B): Konfokalmikroskopische Aufnahmen von stabil transfektierten MCF-7
Zellen (YFPNI1-hG4) wihrend der Selektionsphase als Mischkultur (20x Objektiv).
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3.3.3. Selektion stabil transfektierter Einzelzellen
mittels FACS-Analyse

Die Isolierung der fluoreszierenden Einzelzellen aus den Mischkulturen und das damit
verbundene Anziichten der gewonnen Klone erfolgte am Zentrum fiir medizinische
Forschung (ZMF) der medizinischen Universitit Graz.

Gemessen wurden je ein Zellkulturfldschen der mit GIRK1 transfektierten Zellen (RG1)
und eines der mit GIRK4 transfektierten Zellen (hG4). Wie in Kapitel 2.2.5. (Isolierung
stabil transfektierter Klone mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)) beschrieben,
wurden folgende Parameter vermessen: FSC (forward scatter), SSC (side scatter) und
GFP (green fluorescence protein). Die Darstellung der Messwerte erfolgte {iber Dot-
Plots (Punktwolkendarstellungen) mit folgenden Parameter-Kombinationen:

- ZellgroBe (FSC-A (area)) versus Zellgranularitit (SSC-A)

- ZellgroBe (FSC-H (height) versus FSC-W (width))

- Zellgranularitéit (SSC-H versus SSC-W)

- Fluoreszenz (GFP = green fluorescence protein) versus Zellgranularitit
Innerhalb der Dot-Plots wurden bestimmte Regionen definiert und zur Identifizierung
der gesuchten Zellpopulation (=fluoreszierend) verwendet. Die Zellen wurden, je nach
Stirke der GFP Fluoreszenz, in die Gruppen ,negativ, ,,GFP-Medium* und ,,GFP-
High* aufgeteilt. Die anhdngenden Tabellen zeigen die gesamt gemessenen Events und

die Anteile der gesuchten Events (vgl. Abb. 3.5. und 3.6.).

Die erhaltenen Klone wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten aufgeteilt. Von den
urspriinglich 35 erhaltenen GIRK1-Klonen und den 16 erhaltenen GIRK4-Klonen,
konnten sieben GIRK1-Klone (A-G) und fiinf GIRK4-Klone (2-6) dauerhaft kultiviert
und weiter charakterisiert werden (siche Kapitel 3.3.4. Charakterisierung der einzelnen

Klone).
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Abbildung 3.5. (A-E): Dot-Plot Darstellungen der mit YFPNI-rGl stabil transfektierten MCF-7
Zellen, in denen durch verschiedene Parameter-Kombinationen die fluoreszierenden Zellen von der
tibrigen Zellpopulation differenziert werden.

A) Selektion der als ,,Zellen* erkannten Events. B) genauere Definition der Zellgroffe (FSC). C)
genauere Definition der Zellgranularitdt (SSC). D) Differenzierung der Zellen anhand der detektierten
Fluoreszenz (GFP). E) Tabelle mit den relativen Anteilen der gemessenen Events.
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Abbildung 3.6. (A-E): Dot-Plot Darstellungen der mit YFPNI-hG4 stabil transfektierten MCF-7
Zellen, in denen durch verschiedene Parameter-Kombinationen die fluoreszierenden Zellen von der
tibrigen Zellpopulation differenziert werden.

A) Selektion der als ,,Zellen” erkannten Events. B) genauere Definition der Zellgréfie (FSC). C)
genauere Definition der Zellgranularitdt (SSC). D) Differenzierung der Zellen anhand der detektierten
Fluoreszenz (GFP). E) Tabelle mit den relativen Anteilen der gemessenen Events.
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3. Ergebnisse

3.3.4. Charakterisierung der einzelnen Klone

Da die erhaltenen Klone unterschiedliche Merkmale beziiglich der Fluoreszenz,
des Wachstums und der Expression aufweisen, erfolgt hier eine Charakterisierung
hinsichtlich ihrer jeweiligen Eigenschaften basierend auf mikroskopischer Beobachtung
(siehe Tab. 3.2. und Abb. 3.7.).

Die charakteristische Verteilung des Fluoreszenz-Proteins im Intrazelluldrraum
bei GIRK1 und in der Zellmembran bei GIRK4 ist bei den stabilen Transfektanten, im
Gegensatz zu den transient transfektierten Zellen, nicht mehr in dieser Deutlichkeit
erkennbar. So hat es den Anschein, dass vor allem bei den sehr stark fluoreszierenden
GIRK4-Klonen das Fluoreszenz-Protein durch die Uberexpression nicht nur in der
Membran, sondern grofteils auch in den intrazelluldren Strukturen lokalisiert ist.
Uberdies weisen einige Klone eine regelmiBige Fluoreszenz-Verteilung iiber die

gesamte Zelle auf (in der Tabelle als homogen beschrieben).

Bezeichnung |Expressionsstarke| Wachstum |Expressionsmuster
GIRK1 Klon A e+t + Uberexpression
Klon B +++ ++ Homogen
Klon C ++ + membranverteilt
Klon D + +++ homogen
Klon E ++ ++ intrazellular
Klon F + ++ intrazellular
Klon G ++++ ++ Uberexpression
GIRK4 Klon 2 +++ +++ Uberexpression,
Klon 3 ++ ++ intrazellular
Klon 4 + + homogen
Klon 5 + + membranverteilt
Klon 6 + ++ membranverteilt

Tabelle 3.2. Merkmale der stabil transfektierten Klone.
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e | 250pm
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43



3. Ergebnisse

250pm
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300pum
D) Transmissionsaufnahme von Klon 3 J) Fluoreszenzaufnahme von Klon 3 (GIRK4)

mit einer intrazelluliren Expression

300pum
K) Transmissionsaufnahme von Klon 2 L) Fluoreszenzaufnahme von Klon 2 (GIRK4)

(GIRK4) — durch Uberexpression Verteilung in der

Membran und im Zellinneren

Abbildung 3.7. (A-L): Konfokalmikroskopische Aufnahmen (20x und 63x Objektiv) der GIRK
und GIRK4 Klone - Beispielbilder
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4. Diskussion

Die Erforschung der Bedeutung von GIRKs (G-protein activated inwardly
rectifying K™ channels) in der Pathophysiologie des Brustkrebses, erfolgt meist auf
Zellkultur-basierten Experimenten. In der Brustkrebs-Forschung stellt die Zelllinie
MCF-7 ein standardisiertes und oft verwendetes zelluldres Brustkrebs-Modell dar.

Um im Rahmen dieser Arbeit spezifisch den Einfluss von GIRK1, bzw. GIRK4
auf das Verhalten von Brustkrebszellen untersuchen zu konnen, war die Transfektion
der jeweiligen DNA in die Zellen ein essentieller Arbeitsschritt.

Basierend auf dieser Anforderung war das Ziel dieser Arbeit, das YFPN1-rGl1,
bzw. das YFPN1-hG4-Konstrukt nicht nur transient, sondern stabil in das Genom der
MCF-7 Zellen zu integrieren und somit Klone als neue Versuchszelllinien zu etablieren.
Die Arbeitstechnik hierfiir befand sich in den 80iger Jahren noch in ihren Anfingen
(vgl. Martin, Lohr & Dean, 1981) und variiert bis heute in ihren Details. Abhéngig von
der verwendeten Zelllinie und der Art der Kultivierung, macht dies eine sehr

individuelle Anpassung erforderlich.

Vorbereitend zur stabilen Transfektion wurden die MCF-7 Zellen zunichst
transient transfektiert und das Expressions-Verhalten der Proteinfluoreszenz
konfokalmikroskopisch ermittelt. Die subzelluldre Fluoreszenz-Verteilung schien durch
die vorwiegend intrazellulire Anreicherung (vermutlich im endoplasmatischen
Retikulum) von GIRKI1 und die Membranverteilung von GIRK4 fiir das jeweilige
Konstrukt charakteristisch zu sein.

Aus der stabilen Transfektion der MCF-7 Zellen und anschlieenden Selektion
von Einzelzell-Kolonien gingen sieben Klone (Klon A-G) hervor, welche das YFPNI1-
rG1 Konstrukt stabil in ihr Genom integrierten, und fiinf Klone (Klon 2-6), welche das
YFPNI1-hG4 Konstrukt enthielten. Die stabilen Transfektanten zeigten ein interessantes
Expressionsverhalten mit sehr unterschiedlichen Expressions-Intensititen, allerdings
war die erwartete charakteristische subzelluldre Fluoreszenz-Verteilung nicht mehr so

eindeutig erkennbar wie bei den transienten Transfektanten.
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So war vor allem bei den schwach fluoreszierenden Klonen noch die erwartete
Verteilung der Fluoreszenz erkennbar, bei Klonen die stark fluoreszierten, war die
Lokalisation der Fluoreszenz allerdings nicht mehr ausschlieBlich auf die erwarteten
Zellregionen beschrinkt, die Uberexpression lisst eine genaue Zuordnung der
Fluoreszenz zu einzelnen subzelluldren Strukturen nicht zu.

Es ist auch durchaus anzunehmen, dass die Expressionsstirke einen Einfluss auf
das Wachstum der jeweiligen Zelllinie hat. Es zeigte sich, dass Klone, welche das
Fluoreszenz-Protein sehr stark exprimierten ein eher langsames Wachstum aufwiesen.
Schwach  exprimierende  Klone zeigten allerdings sehr unterschiedliche
Wachstumsmuster, weswegen hier der umgekehrte Zusammenhang nicht bestétigt

werden konnte (vgl. Kapitel 3.3.4. Charakterisierung der einzelnen Klone).

Eine genaue Analyse, ob durch die Uberexpression morphologische
Charakteristika und verschiedene Vitalparameter von MCF-7 Zellen beeinflusst werden,
ist Gegenstand derzeitiger und zukiinftiger Studien. Auch andere GIRK Subtypen und
Varianten werden so in ihren Funktionen untersucht werden.

Die ,kill curve®, in welcher die Austestung der korrekten Antibiotikumsdosis
graphisch dargestellt wurde (vgl. Kapitel 3.3.1. Ermittlung der G-418 Konzentration zur
Selektion stabil transfektierter Zellen), dient zukiinftigen Studien im Rahmen stabiler

Transfektionen als Basis und kommt in diesen auch schon zum Einsatz.

Die Rolle der GIRKs in der Pathophysiologie von Brustkrebs ist eine sehr
Bedeutsame, welche es in all ihren Wirkungsbereichen zu ergriinden gilt, um in der
Forschung wichtige Erkenntnisse zu sammeln, welche in weiterer Folge im

therapeutischen Bereich zum tragen kommen.
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