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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien

Laborchemikalien wurden von den Firmen ICN (Eschwege), Merck (Darmstadt), Roth (Karls-
ruhe), Serva (Heidelberg), Boehringer Mannheim, Biochrom (Berlin), Serotech (Berlin),
Gibco (Detroit, USA) und Sigma (Munchen) in hochster Qualitétsstufe bezogen. Chemikalien
und Reagenzien weiterer Hersteller sind bei den entsprechenden Methoden ausgewiesen.
Zellkulturmaterialien wurden von den Firmen Falcon (Heidelberg) und Nunc (Wiesbaden)
bezogen. Diese waren entweder sterile Einmal-Artikel oder sie wurden durch Hitze im Labor
sterilisiert.

21.2. Gerate
Brutschrank (Bakterien) BK 6160, Heraeus
Brutschrank (Zellkultur) 6000 Heraeus
Cleanbench Faster 1, Bio-Flow-Technik
Coulter (Particel-Counter) Z-Serie, Coulter Elektronics
Elisa-Reader Spectra, SLT-Labinstruments
Gelelektrophoresesystem Mini-Protean 2, BioRad
Hybaid-Thermo-Cycler Touch-Down, MWG-Biotech
Heizblock Thermomixer 5336, Eppendorf
Kuhlzentrifuge Centrikon H-401, Kontron

I nstruments
Mikroskop TMS, Nikon
Fluoreszenzmikroskop Zeiss
Mikrowelle RZV2G, Sharp
Pipetten Eppendorf Research, Eppendorf
Power Supply Power Pac 1000, BioRad
Spektral photometer Ultorspec 3000, Pharmacia
Tischzentrifuge Biofuge Pico, Heraeus
Ultrazentrifuge Centrikon T-2070, Kontron

I nstruments
Vortex Vortex-Genie 2, Bender & Hobein

2.1.3. Nahrmedien fir Bakterien

LB-Medium: 10 g NaCl
10 g Pepton (Gibco BRL)
5 g  Yeast Extract (Gibco BRL)
auf 1|1 mit aqua bidest.
LB/Amp-Medium: wie LB-Medium, zusétzlich 50 pg/ml Ampicillin
(Boehringer Mannheim)
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2.1.4. Puffer und L 6sungen

10 x TAE-Puffer:

5 x TBE-Puffer:

TE-Puffer

P/C/I-Extraktionsgemisch:

C/1-Extraktionsgemisch:

04
02
0,02

0,45
0,45
0,01

0,01
1

Tris-Acetat, pH 8,0
Na-Acetat
EDTA

TrisHCI, pH 8,0
Borat
EDTA

Tris/Hcl, pH 8,0

mM EDTA

25 Volumenanteile Phenol

24\ olumenanteile Chloroform

1 Volumenanteil Isoamylakohol

mit 0,01 M Tris/Hcl, pH 8, geséttigt
(unter Lichtabschluf3 bei 4°C lagern)

24V olumenanteile Chloroform
1 Volumenanteil Isoamylakohol
(bei 4°C lagern)

2.1.4.1. Losungen fur Plasmidpr&paration : Minilysat

L6sung 1:

Losung 2:

Losung 3:

005 M
0,025 M
001 M
2 mg/ml
02 N
1 %
3 M

Glucose
Tris/Hcl, pH 8
EDTA
Lysozym

NaOH
SDS

Na-Acetat, pH 4,8

2.1.4.2. Losungen fur Plasmidpraparation : Qiagensiulen

QBT:

QC:

0,75
0,05
15

0,15

1,0
0,05
15

NaCl

MOPS, pH 7
Ethanol (v/v)
Triton X-100

NaCl
MOPS, pH 7
Ethanol (v/v)
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QF: 1,2
005 M MOPS (viv)
15 % Ethanol

BPB-Puffer (10 x): 50 % Glycerin
005 M EDTA
0,05

PBS: 8 mM NaHPO,
15 mM KH,PO,
140 mM NaCl
3 mM KCI
pH 7,4

Triton X-100-Puffer 150 mM NaCl

10 mM Tris/Hcl, pH 7,8
1 mM CaCl,
1 %  Triton X-100

2.1.4.3. Losungen fur die SDS-Polyacrylamidgelelektr ophor ese
Losung A: Acrylamid-Bisacrylamid-Stamml 6sung (30% w/v)
L6sung B: 08 g SDS
363 g  TrisHcl, pH 8,8
auf 200 ml mit agua bidest.
Losung C: 04 g SDS

6,0 g TrigHcl, pH 6,8
auf 100 ml mit agua bidest.

7,5%ige Trenngell6sung 2,25 ml Losung A
25 ml Losung B
4,5 ml aqua bidest.
45 pl APS
3 pl TEMED
4%ige Sammelgell6sung 04 ml Losung A
0,75 g L6sung C
1,85 mi aqua bidest
12 pl APS
3 pl TEMED
5 x Probenpuffer 25 g SDS
0,72 g Tris, pH6,8
10 ml Glycerin
5 mi M ercaptoethanol
0,3 ml 1%iges Bromphenol blau

mit aqua bidest. ad 20 ml
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5x nicht reduzierender Probenpuffer: wie 5 x reduzierender Probenpuffer, aber ohne Mercap-

topropandiol

10 x Laufpuffer

30 g TrisyHCI,pH8,8
144 g Glycin
10 g SDS

mit aqua bidest. ad 1

2.1.44. Losungen fur dieTricin-Gele

L6sung A:

Gel-Puffer:

Acrylamid-Bisacrylamid-Stamml6sung (30 % wi/v)

01M Tris, pH 8,45
0,3% SDS
auf 200 ml mit agua bidest.

Ansétze fir zwel Mini-Tricin-Gele

7,5%ige Trenngell6sung

4% ige Sammelgell 6sung

10 x Laufpuffer
Anoden-Puffer
Kthoden-Puffer

3 ml Losung A

3 mi Gel-Puffer
09 ml Glycerin
21 mi aqua bidest.
50 pl APS

5 pl TEMED
0,4 ml L6sung A
0,75 g Gel-Puffer
1,85 mi aqua bidest.
25 pl APS

2,5 pl TEMED
0,2M Tris/HCI, pH 8,9
01M Tricin

0,1% SDS

0,1M TrisHCI, PH8,25

2.1.4.5. Losungen fur den Immunoblot

Blot-Kammerpuffer

Ponceau-Farbel 6sung

42,75 g Glycin

15,15 g Tris,pH8,3

0,5 I Ethanol

mit aqua bidest ad 5|

2 % Ponceau-Rot
30 % TCA

30 % Sulfsalicylsaure

vor Gebrauch 1:4 mit aqua bidest. verdinnen
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Waschpuffer (Westernblot):

01 % Tween 20 (v/v)
in PBS
Losung a 6,8 mM p-Cumarsaure
inDMSO
Losung b 1,25 mM Luminol
in0,1 M Tris, pH8,5
Losung c 3 % H202

Entwicklerlésung :
dest.

Kodak GBX Entwicklerkonzentrat, 1:5 verdiinnen mit auga bi-

Fixierl6sung: Kodak GBX Fixiererkonzentrat, 1:5 verdiinnen mit aqua bidest.

2.1.4.6. Losungen fur Silbergele

Fixierlosung 50 %  Methanol (v/v)
12 %  Essigsaure (v/v)
0,02 % Formadehyd (v/v)
in aqua bidest.
Losung A 0,02 % NaS,0,. 5H,0 (w/v)
in aqua bidest.
Silbernitratl 6sung 02 % AgNO; (wiv)
0,03 % Formadehyd (v/v)
in aqua bidest.
Entwicklungsl6sung 6 % NaCO, (w/v)
0,0005% N&S,0;. x 5H,0 (w/v)
0,02 % Formadehyd (v/v)
in aqua bidest.
mit aqua bidest. ad 1 |
Solubilisationpuffer 0,15 M NaCl
0,01 M Tris, pH7,4
0,001 M CaCl2
0,001 M MgCl2
1 % Triton X-100

pH7,4
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2.1.5. Antikorper

Antikorper fir die Immunoblots

Primér-Antikorper:

Antikorper Herkunft gerichtet gegen:
Antiserum, Integrin a3 Chemicom a3-Integrin
Anti-Integrin a3 (Klon 42) BD Transduction a3-Integrin

monoklonal

(Anti-CD49f), monoklonal

DPC-Biermann (GB)

06-1ntegrin-Cyto

Anti-aV-Integrin, monoklonal | Santa Cruz aV-Integrin
AS3KS5, polyklonal (LOster et a., 1995) AG- al-Integrin

Reutter
AS7K4, polyklonal (LOster et a., 1994) AG Reut- | B1-Integrin

ter
Anti-IL2-sRa (N19), polyklo- | Sigma IL2/Rezeptor
nal
Anti-N-Cadherin, monoklonal | BD Transduction NCadherin
5B8, monoklonal AG Reutter N-CAM
Anti-c-Myc, monoklonal Sigma c-Myc
Anti-Racl, monoklonal Pierce Racl
Anti-RhoA, monoklonal Pierce RhoA
Anti-Laminin-1 (Rate) Chemicon B1-Kette-des Laminin-1
Anti-Laminin-5 (Maus) Chemicon y2-Kette des Laminin-5
Anti-p-MAPK Promega p-ERK1/-ERK2
Sekundére Antikorper:
SAR, Peroxidase-konjugiert Dianova Kaninchen-Immunglobulin
GAM, Peroxidase-konjugiert | Dianova Maus— mmunglobulin
RAG, Peroxidase-konjugiert | Dianova Ziege-lmmunglobulin
RAM, Peroxidase-konjugiert | Dianova Maus-Immunglobulin

Antikorper fir die Immunoflureszenz und FACS

Priméare-Antikorper:

Antikorper Herkunft gerichtet gegen:
33.4, monoklonal AG-Reutter al-Integrin
Ralph 3.2, monoklonal Santa Cruz (USA) a3-Integrin
P1B5 Chemicon o3-Integrin
Human CD25, monoklonal Dianova |L2/Rezeptor
Human CD25, FITC- Dianova IL2/Rezeptor
konjugiert, monoklonal

CBL-151 FITC-konjugiert, Cymbus Biotechnology, IL2/Rezeptor

monoklonal

LTD, USA
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CD49f (GoH3), monoklonal

BD PharMingen

06-Integrin

c-Myc-Cy3-konjugiert,
monoklonal

Sigma

c-Myc-Tag

Sekundéar-Antikorper:

GAM/FITC (Maus-Immunglobulin) | Sigma

GAR/FITC (Ratte-lmmunglobulin) | Sigma

CAR/Cy3 (Ratte-lmmunglobulin) Promega

Antikorper zur Blockierung des Neuritenwachstums

Antikorper Herkunft gerichtet gegen:

334 AG Reutter al-Integrin

Raph 3.2 Santa Cruz o3-Integrin

GoH3 BD Pharmingen | a6-Integrin

Ha2/5 BD Pharmingen | [31-Integrin

BM165 M. Koch, Kéln | a3-Kette des Laminin-5

2.1.6. Primer, PCR und RT-PCR-Reagentien

Primer fir die Polymerase-K etten-Reaction (PCR):

Primer fir GAPDH (10 pm)

" -ACCACCCTGTTGCTGTAGC-5
" -CATCACCATCTTCCAGGAGC-3

Primer fur die a6-1ntegrin-Untereinheit (10 pm)

" -ATCGATACGAGAAACGGCAG-5
" -GATGTGCTGACTTCATGTCTC-3

Primer fur die a1-1ntegrin-Untereinheit (10 pm)

U1 W01 W o1 W

" -TCCTGTACTGTACCCAATTGG-5
' -TCAGGAGGATAACCCACAGC-3

PCR und RT-PCR-Reagentien:

dNTPs

5 x First-Strand-Buffer
DTT

10 x PCR-Puffer
MgCl,

Random Primer

MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
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2.1.7. Bakterien und Plasmidvektoren

Bakterienstamm:

E.coli. HB 101 [Boyer & Roulland-Dussoix, 1969].

F, dsd S20 (rg, mg), sup E 44, ara, A, lacY 1, pro A2, rps L 20, xyl-5, mtl-1, rec A 13.
Vektoren:

pCMV-IL2R-Vektoren:

Hind 11l
Nhe | pos. 1507 Xho |

Pos. 685 + Pos.. 1517

Tac IL2 R

Hind 11l

“'\\’ ¥><hO |

pCMV-IL2 R
5372 bp

IL2-Rez Insert
Nhe I, Xho 1 =832 bp
Nhe I, Hind Il =822 bp

Abb. 1: Aufbau des Vektors pCMV-IL2-Rezeptor (als Kontroll-Vektor) (LaFlamme): Dargestellt sind die
Ampicillin-Resistenzen, der pCMV-Promotor, das SV40 ori, der RSV-Promotor und die Restriktionsenzyme
(Nhel und Xho | oder Nhel und Hind I11), mit denen das Insert herausgeschnitten werden kann.
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Xho |
Nhe | Pos. 1720

Pos. 685

Start ATG Stop TGA

Pos. 736 Tac IL2R Pos. 1612

Tac IL2 R

cMV B ol

pCMV-IL2 R /a3-cyto
5577 bp

IL2-Rez/ a3 Insert
Nhe I, Xho 1 = 1035 bp

Abb. 2: pCMV-IL2R-a3- cyto (AG Reutter): Dieser Expressionsvektor enthdlt as Insert den IL2R-a3-cyto.
Dargestellt sind die Ampicillin-Resistenzen, der pCMV-Promotor, das SV40 ori, der RSV-Promotor, und die
Restriktionsenzyme (Nhel und Xho ), mit denen das Insert herausgeschnitten werden kann.

Xho |
Nhe | Pos. 1610
Pos. 685

Start ATG
Pos. 736

Stop TGA
Tac IL2R Pos 1552

Tac IL2 R

pCMV-IL2 R/al-cyto

IL2-Rez / al Insert
Nhe I, Xho |1 =925 bp

Abb. 3: pCMV-IL2R-a1- cyto (AG Reutter): Dieser Expressionsvektor enthdlt as Insert den IL2R-a1-cyto.
Dargestellt sind die Ampicillin-Resistenzen, der pCMV-Promotor, das SV40 ori, der RSV-Promotor und die
Restriktionsenzyme (Nhel und Xho ), mit denen das Insert herausgeschnitten werden kann.



Material und Methoden 40

pCMV-Myc-Vektoren:

-pCMV-Myc/ N17Rac

-pCMV-Myc / L61Rac
-pCMV-Myc / Wt-Rac

AAH04247: Racl-Protein (Homo sapiens)

Die Aminosduresequenz vom humanen Racl. Bei dem dominant negativen Racl (T17N Rac)
ist das Threonine 17 durch Asparagin ausgetauscht worden und bei dem constitutiv aktiven
Racl (Q61LRac) ist das Glutamine durch L eucine ausgetauscht worden.

Die modifizierten Aminosduren sind fettgedruckt dargestellt.

1 mgaikcvvvg dgavgktcll isyttnafpg eyiptvidny sanvmvdgkp
vnlglwdtag

61 gedydrlrpl sypgtdvfli cfslvspasf envrakwype vrhhcpntpi
ilvgtkldlr

121 ddkdtieklk ekklipityp gglamakeig avkylecsal tgrglktvfd eai-
ravlcpp

181 pvkkrkrkcl 11

Xba | (75
V40 SB/SA
pCMV-Myc ' MCS
Amp" 38kb gi}{ﬁ
Xbal

{1134

wwh = Forward sequencing
primer

Abb. 4: Expressionsvektor pCMV-Myc J3. Eine Modifikation von pCMV-Myc (Clontech), Jian Zhong,

University of California [Liu & Burridge, 2000] Der pCMV-Myc mammalia Expressionsvektorexprimiert ein

Protein, das am N-terminalen c-Myc einen Tag-Epitop enthdlt. Das Tag-c-Myc-Epitop ist hochimmunreaktiv.

Zusétzlich besitzt der Vektor eine Multiplen-Clonings-Site (MCS),ein Polyadenylierungssignal des SV40 und

eine Ampicillin-Resistenz fur die Genexpression in E. coli.

2.1.8. Zdllilinien und Zdlkulturmaterialien

PC12-Zellen :

Stammen von einem Phdochromozytom (DSMZ Nr. ACC 159) [Greene & Tischler, 1976]. ES
wurde festgestellt, dass wenn sich die PC12-Zellen in der entsprechenden Umgebung befin-
den, Katecholamine (Dopamin, Norepinephrin) ausschitten konnen. Als Antwort auf den
Wachstumsfaktor NGF konnte ein reversibler Neuronalen-Phenotyp induziert werden.
[Greene & Tischler, 1976] [Levi et al., 1985]. Die Linie wurde von ATCC (CRL. 171) in Rock-
ville, Maryland, USA, erworben.
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CHO-Zéllen: (Chinese-Hamster-Ovary-Cells) (ATCC, Rockville, USA).

Die CHO/a1-Zellen exprimieren stabil die al-Integrin-Untereinheit [Vossmeyer et al., 2000].

SCC25-Zellen: (Tong-Squamous-Carcinoma-Cell, Human) (ATCC, USA)
Diese Tumor-Zellen sezernieren eine Laminin-5-reiche Matrix.

ES-Zelen: (embryonae Stammzellen der Maus) (Embryonic-Stem-Cells) (AG Reutter).
RLEF : (Rattenlungen-Fibroblasten) (ATCC, USA)
NBT Il: (Blasenkarzinom der Ratte) (Rat-Bladder-Carcinoma-Cells) (ATCC, USA).

BRE: (Rattenhirn-Endothelzellen) (Rat-Brain-Endothel-Cells) (B.Obrink, Stockholm

Schweden).

Die Zellkulturartikel wurden von den Firmen Falcon (Heidelberg), Nunc (Wiesbaden) und
TPP (Renner, Darmstadt) bezogen.

Bel den verwendeten Zellkulturmaterialien handelte es sich entweder um sterile Einwegarti-
kel, oder sie wurden im Labor durch Autoklavieren sterilisiert.

M atrixproteine:

Kollagen TypelV  (humane Plazenta) Sigma

Fibronectin (humane Plazenta) Sigma

Laminin-1 (EHS-Sarkom, Maus) Sigma/ Roche

Laminin-10/11 (humane Plazenta) chemicon

Poly-L-Lysin Sigma

Laminin-5-reicher Matrix (von SCC25-Zellen) AG Reutter

Wachstumsfaktoren:

NGF (7S) (Speicheldriise der Maus) Roche

Medien fur die Kultivierung von Zellen:

Medium fir PC12-Z€llen: 0,3 g Glutamin
1 mi 500 x PEN / STREP
50 ml HS 10%

mit RPMI 1640 ad 500 ml (F 1215, Biochrom KG)
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Medium fiir CHO/a1-Zdllen:

Medium fiir SCC25-Zellen:

Medium fir RLF-Zellen:

Medium fiir ES-Zellen:

Medium fir NBT-11-Zellen:

Medium fiir RBE-Zdllen:

2.1.9. Enzyme, Kitsund Marker

BCA Protein Assay Kit
RNeasy-Mini-Kit
Plasmid-Mini-Kit
Plasmid-Midi-Kit
Plasmid-Maxi-Kit

700-800 mg/l  Geniticine
50 mi FKS 10%
0,3 g Glutamin

mit aMEM ad 500 ml (F 0925, Biochrom KG)

400 ng/ml Hydrocortisone
1 mi 500 x PEN/STREP
50 mi FKS 15%

mit Ham’s F-12 Medium (F0815) 45%, DMEM Me-

dium (F 0415, Biochrom) 45%, ad 500ml

0,3 g Glutamin

1 ml 500 x PEN/STREP

50 ml FKS 20%

mit RPMI 1640 ad 500 m

0,3 g Glutamin

1 ml 500 x PEN/STREP

75 ml FCS 15%

1 mi [3-Mercaptoethanol

5 mi Nicht-essentielle Aminosduren

6 mi Nukleoside

1 ml LIF (leukemia-Inhibiting-
Factor)10° Units/500 ml Medi-
um

mit DMEM ad 500 ml

0,3 g Glutamin

1 mi 500 x PEN/STREP
50 mi FKS 10%

mit DMEM ad 500 ml

0,3 g Glutamin

1 mi 500 x PEN/STREP
50 ml FKS 20%

Pierce, Rockford, USA
Quiagen, Hilden
Quiagen, Hilden
Quiagen, Hilden
Quiagen, Hilden
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Enzyme:

Reverse Transkriptase (Superscript)
Tag-Polymerase

Restriktionsenzyme

Marker:

Protein-M ol ekulargewichtsstandards:

Prestained Molecular Weight Standard
(185, 116, 84, 61,5, 55, 36, 31 kD)

Precision Plus Protein Standards Dua Color:

Gibco BRL, Detroit, USA
Perkin-Elmer, Uberlingen
MBI Fermentas

Sigma, Mlnchen

Bio-Rad, Deutschland

(250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 25, 20, 15, 10 kD)

DNA-Molekulargewichtsstandard:
1 kB-Basenpaar-L eiter
1 kB Plus DNA-Leiter

2.1.10. Sonstige Materialien

Photomaterialien stammten von Kodak:

und von Polaroid:
Nitrozellulose-Membran:
ROK a-Inhibitor Y 27632

Antibiotika
Ampicillin
Geneticin
Penicillin
Streptomycin
Trypsin:
Accutase

Viraex

2.2 M ethoden

2.2.1. Ze€lbiologische Methoden

Gbco-BRL, Detroit, USA
Invitrogen, Leek , Niederlande

mit RPMI 1640 ad 500 ml

Rontgenfilme : X-Omat AR und Biomax ML
Rontgenfilmentwickler LX-24

Entwickler und Fixierer GBX
Schwarzwei3-Sofortbilder Typ 667
Schleicher & Schill, Dassel

Bayer

Boehringer Mannh.
PAA
PPA
PAA

PAA
PAA

Alle verwendeten Materialien wurden durch Autoklavieren fir 20 min bel 120°C oder durch
Erhitzen auf 130°C fir 8 h sterilisiert. Nicht zu autoklavierende L 6sungen wurden steril fil-

triert (0,22 um).
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2.2.1.1. Passagieren von Zellen

In Kultur wachsen strikt adhérente Zellen nicht mehr weiter, wenn die als Substrat dienende
Kulturschale von den Zellen vollsténdig eingenommen ist. Tumorzellen kdnnen bel entspre-
chend haufiger Erneuerung des Mediums zwar weiterwachsen, jedoch sinkt bei hoher Zell-
dichte die Proliferationsrate der Zellen stark ab. Gleiches gilt auch fir in Suspension wach-
sende Zellen. Daher ist es notwendig, die Zellen unter Verdinnung in ein neues KulturGefass
zu Uberfuhren. Dieser Vorgang wird als ,, Passagieren, der Zellen bezeichnet.

Die Zellsuspension wurde aus dem KulturGeféss in ein 50 ml Falconréhrchen dberfihrt und
fir 3 min bei 500 g zentrifugiert. Anschlieflend wurde der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet
in wenig frischem Medium resuspendiert und in ein mit frischem Medium gefilltes KulturGe-
féss Uberfuhrt.

2.2.1.2. Auftauen und Einfrieren von Zellen

Zu den noch gefrorenen Zellen wird vorgewarmtes Medium pipettiert und sofort in eine Kul-
turschale mit vorgewarmtem Medium tberfihrt. Dieser Vorgang wird wiederholt, bis die ge-
samte Zellsuspension aufgetaut ist.

Zum Einfrieren werden 1 x 10°-10° Zellen mit PBS gewaschen, pelletiert und in 1 ml FKS mit
10% DM SO resuspendiert. Die Zellsuspension wird in Einfrierrdhrchen tberfuhrt und fur 2 h
bei -20°C gefroren. Danach kénnen sie bei -80°C oder fur langere Zeitrdume in flissigem
Stickstoff gelagert werden

2.2.1.3. Herstellung der Laminin-5-reichen Matrix

Die Laminin-5-reiche-Matrix wird von SCC25-Zellen (squamous cell carcinoma) sezerniert.
SCC25-Z¢ellen werden in Kulturschalen (10 cm, 6 cm, 3 cm, 96-Well-Mikrotiterplatten (TPP,
Renner, Darmstadt ) und auf Glassobjektréger) mit Ham's F-12 Medium 45%, DMEM Medi-
um 45%, 15% FCS und Antibiotika kultiviert. Nach 7-10 Tagen werden die SCC25-Zellen
mit 1 x Viralex in PBS/EDTA von der Platte abgel Ost.

Die auf den Platten deponierte Laminin-5-reiche-Matrix wird 2 x mit PBS gewaschen.
Anschlief3end werden die Schalen steril getrocknet und bei 4°C aufbewahrt.

Die abgelGsten SCC25-Zellen werden auf neue Kulturschalen replattiert und fir weitere
7-10 Tagen in Kultur gehalten.

2.2.1.4. Differenzierungsassay von PC12-Zellen

Die PC12-Zellen werden mit NGF stimuliert und auf Kollagen 1V-(20 ug/ml), Laminin-1-
(20 ug/ml) beschichteten Petrischalen oder auf Laminin-5-reicher Matrix ausplattiert.

Die Zellen werden mit NGF (100 ng/ml) stimuliert und bis zu 3 Tagen in Kultur gehalten.
Anschlieflend werden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und mit 4% PFA 10 min bei RT
fixiert. Die Fixierlosung wird durch 2maliges Waschen mit PBS herausgespult und mit
0,1% Kristallviolett fir 20 min bei RT geférbt. Nach dem Trocknen der Zellen werden diese
mit 40 x Objektiv am Zeiss-Mikroskop fotografiert.

Um zu priifen, ob verschiedene Integrin-Untereinheiten am Neuritenwachstum beteiligt sind.
wurde die Funktion der al-, a3-, a6 und B1-Integrin-Untereinheiten mittels 10 pg/ml funkii-
onsblockierender Antikdrper wahrend der Differenzierung blockiert.
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Nach Aufnahme der Zellen mit einem 40 x Objektiv, wurden die Neuriten auf eine Durch-
sichtfolie nachgezeichnet und die in Photoshop als Pixel umgerechnet. Die Pixelzahl ergibt
die gesamte Neuritenlénge, die durch die Zahl der Zellen geteilt wurde, um die Neuritenlange

pro Zelle zu erhalten.

V erwendete funktionshlockierende Antikorper:

Antikorper (10 pg/ml) I ntegrin-Untereinheit
334 al-Integrin

Raph 3.2 a3-Integrin

GoH3 06- Integrin

Ha2/5 B1-Integrin

BM165 03-Kette des Laminin-5

2.2.1.5. Behandlung der PC12-Zellen mit dem ROK a-Inhibitor Y 27632

Die Rho-Familie der kleinen GTPasen sind in der Regulation des Neuritenwachstums invol-
viert [Kozma et al., 1997]. Um zu untersuchen, ob dieser Signalweg Integrin-abhangig induziert
werden kann, wurden die jeweiligen Versuchsanséatze im Differenzierungsassay mit dem
ROK/a-Inhibitor Y27632 behandel, einen Inhibitor der Rho-assoziierten Kinase, der die
RhoA-Inhibition durch NGF aufhebt. PC12-Zellen wurden auf Laminin-1 und auf Laminin-
5-reicher Matrix ausplattiert, mit 100 ng/ml NGF stimuliert und mit Y 27632 in verschiedenen
Konzentrationen (10 uM, 50 uM und 100 pM) und fir 72 h bei 37°C im Brutschrank inku-
biert. Im Weiteren wird wie fur den Differenzierungsassy beschrieben verfahren.

O MH

Y 27632

2.2.1.6. Etablierung der transienten Transfektion von eukaryontischen Zellen

Lipofektion

Durch die Methode der Lipofektion konnen cDNAS in eukaryontischen Zellen eingebracht
werden. PC12-Zellen wurden auf Laminin-1 oder Laminin-5-reicher Matrix-beschichteten
Schalen (@ 10 cm) ausplattiert und bel 37°C mit RPMI und mit 10% HS ohne Penicillin unter
CO,-Begasung (5%). tber Nacht kultiviert. Die adharenten Zellen wurden anschlief3end mit
den cDNAs (pPCMV-IL2R, pPCMV-IL2R-a3 und pCMV-IL2R-a1) transfiziert. Fir die transi-
ente Transfektion wurde das Lipofectamin TM 2000 Reagenz und das OPTI-MEM I-Medium
von Gibco BRL verwendet, dabei wurde folgendes Transfektionsprotokoll etabliert:

Schale (9) DNA Lipofectamin | Opti-Mem- Opti-Mem- End-
DNA Lipofectamin |Volumen
(L9) (uh) (u) (u) (ml)
6.cm 4 20 480 480 1
10cm 11.2 60 1440 1440 3
20 cm 224 120 2880 2880 6
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Fur eine optimale Transfektion wird die DNA bzw. das Lipofectamin in serumfreiem Medium
ohne Antibiotika verdinnt und for 5 min bei RT inkubiert. Schliefdlich wird die DNA und das
Lipofectamin gemischt und fur weitere 15 min inkubiert.

Dies ermdglicht die DNA-Lipofectamin-Komplex-Bildung. Dieser Komplex wird auf adh&-
rente PC12-Zellen gegeben. Die Tranfektionsreaktion erfolgt in RPMI-Medium 10% HS,
Glutamin ohne Antibiotika. Nach 24 h werden die Zellen mit PBS/EDTA abgel 6st, auf Lami-
ninl oder Laminin-5-reicher Matrix-beschichteten Schalen replattiert und mit RPMI Medium
10% HS, Glutamin mit Antiboitika versetzt. 24 h nach der Transfektion wird NGF
(200 ng/ml) hinzugefiigt. Die Zellen werden fir weitere 48 h in Kultur gehalten.

Nach 72 h werden die Zellen abgel6st und fur nachfolgende Analysen (Immunblot, FACS,
Adhasion, Proliferation, und Immunfluoreszenz) eingesetzt.

Fir Proliferationsassays werden die Zellen schon 24 h nach der Transfektion mit PBS/EDTA
abgelost und mit PBS gewaschen, DNA auf einer mit Matrix beschichtete 96-Well-
Mikrotiterplatte ausplattiert.

Doppel-Transfektion von PC12-Zellen

Zur Untersuchung der Rolle der kleinen Racl-GTPase bei a3p1-Integrin-abhangigen Prozes-
sen, werden PC12-Zellen auf Laminin-5 reicher-Matrix ausplattiert und tUber Nacht bei 37°C
kultiviert (95% dicht). Nach 24 h erfolgt die Transfektion mit den chimaren Rezeptoren
(IL2R-a3 und IL2R). Auf einer 10 cm-Kulturschale werden 11,2 ug DNA eingesetzt und mit
jeweiligen Racl-Konstrukten (s. Kapitel 2.1.12). Als Kontrolle wurde der pCMV-Myc-V ektor
ohne die Inserts verwendet. RacN17, RacL61 oder der Kontroll-Vektor wurden gleichzeitig
mit IL2R-03 oder IL2R in PC12-Zellen mittels Lipofectamin 200 TM Reagenz transfiziert.
24 h nach der Transfektion wurden die Zellen neu replattiert und fur weitere 48 h mit NGF
(200 ng/ml) in Kultur gehalten.

Fur die CHO/a1-Zellen wurden in aMEM mit 10% FKS ohne Penicillin fir die Transfektion
kultiviert. Das gleiche Protokoll wie fur die PC12-Zellen wurde hier verwendet (auf einer
10 cm-Kulturschale werden 11,2 ug DNA), nur die Zeiten sind hier verandert worden.
CHO-Zellen proliferieren, besitzen eine hdhere Proliferationasrate als PC12-Zellen, deshalb
wurden die CHO-Zellen 24 h nach der Transfektion in serumhaltiges Medium fir die indi-
rekte Immunofluoreszenz und FACS-Analysen eingesetzt.

Nucleofektion

Die Nucleofektion mit dem Amanxa-Nucleofector-Kit verspricht eine hthere Transfektions-
rate (80%) als die Transfektion mittels Lipofectamin bei PC12-Zellen.

Die Zellzahl der PC12-Zellen aus einer 75 cm?Flasche wird bestimmt. Es werden 2 x 10°
Zellen fur die Nucleofektion eingesetzt. Diese Zellen werden bei 900 rpm abzentrifugiert und
das Pellet mit 1ml Viralex in PBS/EDTA fur 10 min inkubiert, um die Zellen zu vereinzeln.
Die Reaktion wird zur Gabe von 500 ml Medium mit 10% Pferdeserum gestoppt. Anschlie-
3end werden die Zellen bei 700 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird in 100 pl Nucleofektions-
reagenz resuspendiert, mit 5 pg cDNA versetzt und mittels Programm U29 im Amaxa-Gerét
transfiziert. Die transfizierten Zellen werden in einer mit Medium vorinkubierten 6-Well-
Platte (1,5 ml Medium/Well) transferiert und bei 37°C fur 24 h inkubiert.

2.2.1.7. Adhasionsassay zur Untersuchung von Zell-M atrix-Wechselwirkung

Die Fahigkeit, von Zellen auf Matrixproteinen zu adhérieren, kann im Adhésionsassay gete-
stet werden.
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Die dabei involvierten Integrine der Zellen kénnen durch Hemmung der Adhasion mittels
spezifischer Antikorper identifiziert werden. Die absolute Zellzahl der eingesetzten lebenden
Zellen wird durch unspezifische Adhasion auf Poly-L-Lysin ermittelt. Die Zahl der adharen-
ten Zellen wird nach der Féarbung der fixierten Zellen photometrisch im ELISA-Reader be-
stimmt.

96-Well-Mikrotiterplatten (TPP, Renner, Darmstadt) werden tGber Nacht bel 4°C mit jeweils
100 pl/Well Fibronektin, Laminin-1 und Kollagen 1V (je 20 pg/ml in PBS) und Poly-L-Lysin
(1:10 Verdunnung in PBS) beschichtet. Die Platten werden mit PBS gewaschen und mit
1% (w/v) BSA in PBSfir 4 h bel 4°C abgeséttigt.

PC12-Zellen, die auf Matrixprotein-beschichteten Kulturschalen wuchsen, werden mit
0,05% EDTA in PBS von der Schale gel6st. Die Zellen wurden fir Adhésionsassasys einge-
setzt.

NBT I1- und RBE-Zellen werden von den Kulturplatten mit 1 x Accutase in PBS/EDTA
(RBE-Zéllen) oder mit 1 x Viralex in PBSEDTA (NBT II1-Zellen ) abgeldst und anschlief3end
1 x mit PBS gewaschen und fur einen Adhasionsassay eingesetzt.

Nach dreimaligem Waschen der beschichteten 96-Well-Mikrotiterplatten werden 100 pl/well
Zellsuspension (1 x 10%ml) zugegeben.

Die Adhésion erfolgt 2 h bei 37°C. Anschlief3end wird die Platte mehrmals mit PBS gewa-
schen, um nicht-adhérente Zellen zu entfernen. Die adhérenten Zellen werden fur 15 min mit
1% Glutardialdehyd in PBS fixiert und gewaschen. Zur Quantifizierung der Zellen werden
diese mit 0,1% Kristallviolett (Hexamethylparafuchsin, in ag.bidest.) fir 25 min gefarbt. Der
Farbstoff wird grindlich mit aqua bidest. herausgewaschen und bei RT getrocknet. Die Zellen
werden mit 0,1% Triton in aqua bidest., fir 1 h Stunde lysiert. Die Farbung wird bei 570 nm
im EL1SA-Reader photometrisch bestimmt. Mittelwerte werden von mindestens vier Wells
pro Ansatz bestimmt. Die Fehler stellen die Standardabweichung dar.

2.2.1.8. Proliferationsassay

Bei diesem Assay beruht die Quantifizierung der Zell-Proliferation auf der Messung des Ba-
senanalogons BrdU (5-Bromo-2°-desoxyuridin). Zur Messung der Proliferation wurde der
Cellproliferation-ELISA-BrdU-Colorimetric-Kit der Firma Roche eigesetzt. 96-Well-
Mikrotiterplatten werden Uber Nacht bei 4°C mit jeweiligen Matrixproteinen, Laminin-1,
Kollagen IV, Fibronektin und Poly-L-Lysin) beschichtet.

Transfizierte PC12-Zellen werden in 100 pl/Well nicht konfluent (1 x 10%ml) auf die be-
schichtete 96-Well-Mikrotiterplatten ausgesét. 48 h nach der Transfektion wird das BrdU zu-
gegeben, so dass es in den weiteren 24 h eingebaut werden kann. 72 h nach der Transfektion
wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 200 pl FixDenat fixiert und denaturiert. Fur
90 min wurde ein gegen dasin die DNA eingebaute BrdU gerichteter, Peroxidase-gekoppelter
Antikdrper dazugegeben. Durch die Zugabe des Substrates Tetramethylbenzidin kommt es zu
einer Blaufarbung in Abhangigkeit von der Zellzahl. Bei einer Wellenlénge von 405 nm wur-
de die Proliferationsrate im ELI SA—Reader gemessen.

2.2.1.9. Dur chflusscytometrie/FACScan (Fluor escence-Activated-Cell-Scanning)

In der Durchflusscytometrie werden Zellen einzeln in einem Flissigkeitsstrom an einem
Analysepunkt vorbei geleitet (hydrodynamische Fokussierung), wo sie auf ihre pysikalischen
und chemischen Eigenschaften hin durch einen Laser untersucht werden. Am Analysepunkt
kann anhand des Vorwartsstreulichts des Laserstrahls die Zellgrof3e und anhand des Recht-
winkelstreulichts die Zelldichte und Granularitét bestimmt werden.
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Die Zellen kénnen des weiteren durch Markierung mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern
gegen bestimmte Proteine charakterisiert werden. Es kdnnen mehrere Fluoreszenzfarbstoffe
gleichzeitig gemessen werden, wenn sich ihre Absorptionsspektren tUberlappen, ihre Emissi-
onsspektren aber unterschiedlich sind.

Fur die FACS-Analyse werden pro Ansatz ca. 1 x 10° Zellen in PBS suspendiert und gut ver-
einzelt. Die Zellen werden bei 900 rpm pelletiert und in 500 pl primérer Antikorperlésung in
PBS aufgenommen. Die Zellen werden fir 45 min auf Eis inkubiert und 3 x mit 2 ml PBS
gewaschen. Es folgt eine Inkubation mit dem sekundéren Antikérper fir 45 min auf Eisim
Dunkeln. Fur die Feststellung des Nullwertes werden Vektor- transfizierte Zellen (IL2R) nur
mit dem sekundéren Antikorper gefarbt.

Nach viermaligem Waschen werden die Zellen in 1 ml PBS aufgenommen und im Lysis |-
Programm des FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert.

V erwendete Erstantikdrper:

Antikorper Verdinnung in PBS
Anti-a1-Integrin: 33.4, monoklonal 1:200
Anti-a3-Integrin: P1B5 (Ascitis), monoklona | 1:200
Anti-a6-Integrin: GoH3, monoklonal 1:200
Anti-B1-Integrin/FITC, monoklonal 1:200
Anti-IL2R/FITC, monoklonal 1:50

2.2.2. Biochemische M ethoden

2.2.2.1. Solubilisation von Zedllen

Etwa 20 ml PC12-, RBE, NBT Il und ES-Zellen (entsprechend dem Inhalt einer 10 cm-
Zellkulturschale) werden 3 pl min bei 500 g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wird einmal
mit PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Zellsediment wird in 150 pl Solubilisati-
onspuffer und 3 pl Proteaseinhibitormix aufgenommen. Nun wird fur 1 h bel 4°C stark ge-
schittelt, wobei das im Solubilisationspuffer enthaltene Detergenz-Triton X-100 die Zellen
solubilisierte. Die abschlieRende Zentrifugation bei 10000 g und bei 4°C lieferte im Uber-
stand das Membransolubilisat. Dieses Solubilisat kann bei -20°C gelagert werden.

2.2.2.2. Bestimmung der Proteinkonzentration nach der BCA-M ethode [Smith et al., 1985]

Fur die Durchfiihrung der Proteinbestimmung wurden die Reagenzien Lésung A (enthdt u. a
die Bichinolin-4-Carbonsaure) und Losung B (4 % CuSO4 x 5H20) der Firma Pierce ver-
wendet.

Proteine reduzieren im akalischen Milieu C ?*zu Cu’Bichinolin-4-Carbonsiure reagiert mit
Cu™, wobei zwei Bichinolin-4-Carbonszure-Molekle einen intensiv purpurgefarbten Chelat-
komplex mit einem Cu**-lon eingehen.

Fir die Proteinbestimmung wurde von der zu untersuchenden Probe und von einer BSA-
Standardl6sung (10 mg/ml) eine Verdinnungsreihe in einer ELISA-Platte erstellt. Jede Probe
wurde anschlief3end mit 200 pl der Reaktionsl6sung, die aus 50 Teilen der Lésung A und ei-
nem Teil der Losung B bestand, versetzt. Nach dreilsigmindtiger Inkubation bei 37°C wurde
die Extinktion bei 570 nm gemessen und die Proteinkonzentration errechnet.
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2.2.2.3. SDS-Polyacrylamidgelelektr ophor ese von Proteinen [Laemmli, 1970]

Proteine konnen unter denaturierenden Bedingungen durch eine SDS-
Polyacrylamidgel el ektrophorese aufgetrennt werden, wobei unter denaturierenden Bedingun-
gen die Wanderungsgeschwindigkeit umgekehrt proportional zur molekularen Masse des je-
weiligen Proteins ist. Die zu analysierenden Proben (entsprechend jeweils 50 pg Protein)
wurden mit einem Funftel Volumen 5 x Probenpuffer versetzt und durch finfminitiges Ko-
chen im Wasserbad denaturiert. Fir das Trenngel wurde eine 7,5%ige Trenngelldsung bis ca.
3 cm unterhalb des oberen Glasplattenrandes gegossen und vorsichtig etwa 0,5 cm hoch mit
50%igem Isopropanol Uberschichtet.

Nach 30 min war das Trenngel polymerisiert, und das Isopropanol konnte abgegossen wer-
den. Das Trenngel wurde nun mit einer 4%igen Sammelgelldsung Uberschichtet. Das so er-
haltene Gel war 0,1 cm dick und besal? eine Trenngel strecke von 7 cm. Die Sammel gel strecke
betrug 2 cm. Nun wurden die Proben und 15 ml eines Molekulargewichtstandards aufgetragen
und die Elektrophorese bei 200 V durchgefiihrt, bis die Bromphenolblau-Front den Fufl3 des
Gels erreicht hatte.

2.2.2.4. Nachweis von Proteinen mittels Wester nblot-Analyse [Towbin et al., 1979]

Nach der SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese wurden die so aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert.

Eine Blotkammer (Biorad) wurde mit Blot-Kammerpuffer geflllt und das auf eine Nitrocel-
lulosemembran aufgelegte Gel in diese eingespannt. Unter Kiihlung im Eisbad wurden nun
bei einer Spannung von 100 V innerhalb von einer Stunde die Proteine auf die Membran
Ubertragen. Die Proteine werden durch zweiminitige reversible Farbung mit Ponceau-Rot
sichtbar gemacht. Das Entfarben erfolgte mit Wasser; anschlief3end wurde die Membran mit
PBS vollstandig entférbt und 1 h in 10%iger Magermilch-Suspension (in PBS) blockiert. Nun
wird die Blotmembran 2 x 15 min in PBS gewaschen und anschlief3end der erste Antikorper
zugegeben. Die Inkubation erfolgt schittelnd tber Nacht bei 4°C. Danach wird die Blotmem-
bran zunachst 4 x 15 min mit PBS gewaschen und anschlie3end fur 1 h bei RT auf dem
Schittler mit einem entsprechenden Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper inkubiert. Ab-
schliefRend wird die Blotmembran 4 x 15 min in PBS gewaschen.

Fir den Nachweis von Tyrosin-Phosphat wird die Blotmembran mit 2% BSA
FRacltionV/pH 7 (Serva, Heidelberg) in TBS-Earp abgesdttigt. Inkubation mit dem PT66
(2:2000 in Blockierungspuffer) erfolgt fur 1 h. Alle Waschschritte und Verdiinnungen werden
mit TBS/Earp durchgefihrt.

V erwendete Erstantikdrper:

Antikorper Verdinnung in PBS
Antiserum, Integrin a3 1:100
Anti-Integrin a3 (Klon 42) 1:500
Anti-Integrin aV 1:500
AS7K4, monoklonal, gegen [31-Integrin 1:200
5B8, monoklonal gegen NCAM 1:200
(CD49f) gegen a6-Integrin 1:500
AS3K5, polyklonal gegen al-Integrin 1:500
Anti-L2-sRa (N19) gegen |L 2/Rezeptor 1:500
Anti-N-Cadherin gegen N-Cadherin 1:500
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Anti-Laminin-1, gegen die f1-Kette 1:500
Anti-Laminin-5, gegen die y2-Kette 1:500
Anti-c-Myc, gegen den c-Myc-Tag 1:500

2.2.2.5. Entwicklung des Immunoblots mit Luminol

Die mit priméren und sekundaren Antikdrpern markierten Proteine auf der Membran kénnen
durch die ECL (Enhanced-Chemiluminescence) -Methode nachgewiesen werden. Die am
Antikorper gekoppelte Peroxidase katalysiert eine Reaktion, die von einer Chemilumineszenz
begleitet wird, die detektiert werden kann. Die Membran wird mit Whatman-Papier getrock-
net und anschlief3end mit einer Mischung aus 10 pl Luminol-Lésung A, 1 ml Luminol-
Losung B und 3 pl Luminol-Lésung C fur 1 min inkubiert.

Nach Trocknen mit Whatman-Papier wird die Membran in eine Folie gelegt und fur 5 sec bis
20 min mit dem Imager der Firma analysiert. Werden sehr schwache Signale erwartet, wird
der Blot einem Rontgenfilm exponiert, der anschlief3end in Entwickler- und Fixierlésung ma-
nuell entwickelt wird.

2.2.2.6. Farben der Gele

Silberfarbung

In der Silberfarbung bilden Ag-lonen Komplexe mit Glu-, Asp- und Cys-Resten der Proteine.
Die Ag-Komplexe werden durch alkalisches Formaldehyd zu Ag reduziert. Die Silberfarbung
ist eine sehr empfindliche Methode zur Detektion von geringen Proteinmengen, die untere
Grenze liegt bei 10 ng pro Bande. Sie wird nach Heukeshoven und Dernick durchgeftihrt. Das
Gel wird mindestens 20 min in Fixierl6sung gebadet und anschliefiend 3 mal fir 5 min in
Ethanol/agqua bidest. (1:2) gewaschen. Es folgt eine einmindtige Inkubation des Gels in der
Silbernitratl6sung, dreimaliges Waschen fir 20 s in agua bidest. und Inkubation fir 20 minin
Silbernitratldsung. Nach zweimaligem Waschen wird das Gel in der Entwicklungslésung so
lange inkubiert, bis die gewiinschte Intensitét erreicht ist. Die Reaktion wird durch Waschen
in 1% Essigsaure in aqua bidest. gestoppt. Anschlief3end wird das Gel nochmals gewaschen
und fixiert.

2.2.2.7. Nachweisder Laminin-5-reichen Matrix

Fur die Beschichtung von Petrieschalen mit LN5-reicher Matrix wurden SCC25-Zellen auf
die Platten ausgesdht. Diese Carzinoma-Zellen sezenieren in das Kulturmeduim Laminin-5-
reicher-Matrix die nach einigen Tagen auf die Platte deponiert wird. Nach Ablsen der Zellen
wird die Matrix von einer 10 [1 cm Schale mit 250 pl H,0 und 0,5 x Proben-Puffer im Was-
serbad erhitzt, die abgeschabte Matrix wird auf eine zweite Schale mit Laminin-5-reicher
Matrix Ubertragen und wieder mit 250 pl H,0 und 0,5 pl 5 x Proben-Puffer noch einmal er-
hitzt. Nach dem einige ul eingedampft sind, wird der Rest der Matrix in ein Eppendorf-Gefass
Uberfihrt und DTT zugegeben, das Gemisch wird aufgekocht bei 95°C fur 5 min und an-
schlieRend auf ein 7%ges Gel aufgetragen. Die Blotmembran wurde mit einem anti-
Laminin 5 BM 165 inkubiert welcher die y2-Ketten des Laminin-5 erkennt.
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2.2.3. Molekular biologische M ethoden

2.2.3.1. Chromatogr aphische I solierung von Plasmid-DNA (M axi-Plasmid-Pr &par ation):
(Qiagen-Protokoll, modifizierte Methode)

Fur die Maxi-Plasmid-Préparation werden die mit den jeweiligen cDNASs transformierten
E.coli-Zellen (HB101) in 300 ml LB-Vollmedium mit Ampicillin (1:1000) Uber Nacht bei
37°C in Schuttelkulturen bei 220 rpm angeziichtet. Anschlief3end wird die Maxi-Préparation
nach dem "Quiagen-Maxi-Protokoll" durchgefihrt.

Es handelt sich hierbei um einen Anionenaustauscher, der unter den gegebenen Bedingungen
Plasmid-DNA bindet. Reste chromosomaler DNA und andere Verunreinigungen konnen auf
diese Weise entfernt werden. Die Plasmid-DNA wird schlief3dlich durch Erhdhung der Salz-
konzentration und des pHs von der Saule eluiert. Die so gewonnene Plasmid-Préparation kann
fUr Reaktionen, die einen hohen Reinheitsgrad erfordern, beispielsweise Sequenzreaktionen
oder Transfektionen, verwendet werden.

Zellen von 300 ml einer Ubernachtkultur wurden fiir 10 min bei 5000 rpm sedimentiert. Das
Zellpellet wird in 10 ml Losung | mit 2mg/ml Lysozym resuspendiert.

Nach Zugabe von RNase A (0,5 mg/ml) wird der Ansatz fur 5 min bel Raumtemperatur und
15 min auf Eisinkubiert.

Es werden 10 ml Losung |1 zupipettiert, vorsichtig gemischt und nach weiteren 5 min auf Eis
erfolgt die Fallung der genomischen DNA durch Zugabe von 4,5 ml Ldsung 11, kréftigem
Mischen und 30 mindtiger Inkubation auf Eis. Nach Zentrifugation fur 15 min bei 16000 rpm
(SS-34-Rotor) wird der Plasmid-haltige Uberstand abgenommen und bei 4°C aufbewahrt. Die
Qiagensaulen werden zundchst mit 10 ml Losung QBT (zusétzlich 0,15% Triton X 100) &qui-
libriert.

Der Uberstand wird auf die Saule aufgetragen und anschlieend zweimal mit 2 x 30 ml L6-
sung QC gewaschen. Die Elution erfolgt mit 15 ml QF. Die Plasmid-DNA wird mit 10,7 ml
fir 30 min bei 11000 rpm Isopropanol gefallt. Der Uberstand wird entfernt und das Pellet mit
5 ml 70% Ethanol gewaschen fir 10 min bei 11000 rpm und nach dem Trocknen in 300 pl
aufgenommen.

2.2.3.2. Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen [Brooks, 1987]

Nachdem die Plasmide isoliert werden, wird ein enzymatischer Verdau durchgefihrt zur
Uberpriifung der Richtigkeit der FragmentgréRen. Fiir die Analyse von DNA-Molekiilen wur-
den Restriktionsendonukleasen des Typs |1 verwendet. Es handelte sich um Enzyme, die eine
4-6 bp lange, palindromische Sequenz erkennen. Sie schneiden spezifisch innerhalb oder in
der Né@he dieser Sequenz, ohne daftir ATP zu benétigen.

Analytische Verdaue wurden mit ca. 2 ug DNA, 13 Units des jeweiligen Restriktionsenzyms
unter den von der Lieferfirma angegebenen Bedingungen durchgefihrt.

Das Gesamtvolumen betrug meist 15 pl. Der Ansatz wurde fir mindestens 3 h bei der fir das
Enzym angegebenen Temperatur, in der Regel 37°C, inkubiert. RNA-haltige Proben wurden
zusétzlich fur 30 min mit 1 pl RNase A (0,5 mg/ml) behandelt. Es wurden 5-10 pug DNA ein-
gesetzt und sowohl Enzymmenge als auch Gesamtvolumen entsprechend erhéht (100 bzw.
600 ul je nach DNA-Konzentration). Préparative Spaltungen erfolgten immer Gber Nacht.
Alle Verdauansétze wurden auf Agarosegelen el ektrophoretisch aufgetrennt.



Material und Methoden 52

2.2.3.3. Analytische Agar ose-Gelelektr ophor ese [Sambrook et al., 1989]

DNA-Molekile kénnen abhéngig von ihrer Grof3e mittels Gelelekrophorese aufgetrennt wer-
den. Die Wanderungsgeschwindigkeit linearer Molekule ist dabei umgekehrt proportional
zum Logarithmus ihres M olekulargewichtes. Dieses wird durch einen mitlaufenden Standard-
groRenmarker bestimmt. Es kénnen DNA-Mengen von bis zu 1Eng nachgewiesen werden.
Gelelektrophoresen werden zur Grof3enbestimmung nach Restrikionsverdau und zur Isolie-
rung préparativ gespaltener DNA-Fragmente benutzt. Die aufgetrennten Fragmente werden
durch Ethidiumbromid, welches in die DNA interkaliert und unter UV-Licht eine rétliche
Fluoreszenz abgibt, sichtbar gemacht. Da die Fluoreszenzintensitét sowohl von der Fragment-
grofe als auch von der DNA-Menge abhéngig ist, kann durch Vergleich mit der Fluoreszenz
der Markerbanden die ungefahre DNA-Menge einer Bande abgeschétzt werden.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte horizontal in 1,5%igen (w/v) Agarosegelen. Die
Agarose (Pharmacia-LKB) wurde durch Kochen in TAE-Puffer gel6st und nach Abkuhlen auf
etwa 50°C in die entsprechenden Gelschlitten gegossen (Dicke ca. 0,4 cm).

In die noch flussige Agarose wurde ein Kamm eingesetzt, der nach dem Herausziehen aus der
erstarrten Agarose die Probentaschen bildete.

Das Gel wird in eine mit 1 x TAE-Puffer gefiillte Elektophoresekammer gelegt. Die Proben
werden mit einem Zehntel Volumen BPB-Probenpuffer versetzt und aufgetragen. Das Auf-
tragsvolumen lag bei analytischen Gelen zwischen 10 und 20 pl, Als Grofenstandard dient
ein 1 kb-Leiter-Marker (25 ng/ul, Gibco BRL), von welchem 10 pl aufgetragen werden.

Die Elektrophorese erfolgt bei 70-80 V, bis der Farbmarker (lauft bei ca. 500 bp) die ge-
wunschte Laufstrecke zurtickgelegt hat. Das Gel wird anschlief3end fr 10 min in ein Ethidi-
umbromidbad (0,5 pg/ul) gefarbt und unter UV-Licht fotographiert.

2.2.3.4. Reinigung von DNA durch Phenolextraktion

Proteine, Lipide und andere Verunreinigungen werden aus DNA-Préparationen durch Extrak-
tion mit Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) entfernt.

Die wal¥rige DNA-L6sung (mindestens 100 pl) wird mit einem Volumen des P/C/I-
Gemisches versetzt und nach kréftigem Mischen 5 min bei 12000 g abzentrifugiert. Die DNA-
haltige, obere wéalirige Phase wird abgenommen. Die organische unter Phase und die Interpha-
se enthielten die extrahierten Proteine und hydrophoben Molekile. Aus der wéldrigen Phase
werden Phenolreste durch Zugabe von einem Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1),
Mischen und Zentrifugieren entfernt. Dieser Vorgang wird wiederholt. Phenolverunreinigun-
gen stéren aufgrund ihrer Protein-denaturierenden Eigenschaften anschlief3ende Enzymreak-
tionen. Die gereinigte DNA wird prazipitiert, getrocknet und in TE-Puffer aufgenommen.

2.2.3.5. Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Durch Messung der Extinktion bel 260 nm kann die Konzentration von DNA oder RNA in
einer Losung bestimmt werden. Die Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht einer Konzen-
tration von 50 pug/ml doppelstréngiger DNA bzw. 20 pg/ml einzelstrangiger DNA oder RNA.
Die Reinheit der DNA in einer Probe kann durch das Verhdltnis der Extinktionen von 260 nm
zu 280 nm abgeschétzt werden. Saubere DNA-Proben zeigen einen Extinktionsguotienten von
1,8 bis 2,0. Bel Verunreinigungen durch Proteine oder Phenole steigt der Wert tber 2,0. Die
Extinktionen wurden mit einem Spektral photometer gemessen.
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2.2.3.6. RNA-Praparation aus eukaryontischen Zellen (Quiagen)

Die RNA wird mittels des RNeasy ™-Kits von Quiagen aus eukaryontischen Zellen isoliert.
PC12-Zellen werden auf LN5-reicher Matrix beschichteten Schalen ausplattiert, mit NGF
stimuliert und 3 Tage in Kultur gehalten. Die Zellen werden mit PBS/EDTA abgel 6st und
pelletiert und mit 600 pl RLT-Puffer im QlAshredder homogenisiert. Durch Zentrifugation
werden unl¢sliche Bestandteile entfernt.

Es werden 600 ul 70% Ethanol zugegeben, gemischt und in eine RNeasy-Saule tberfihrt.
Nach dem Zentrifugieren bei 10000 rpm fir 15 sec wird die Sdule einmal mit 700 RW1-
Puffer, und anschlief3end mit 500 pl RPE-Puffer gewaschen. Nach nochmaligem Waschen mit
500 pl RPE-Puffer wird die Sdulenmembran bei 2 min 13 000 rpm trocken zentrifugiert. Die
RNA wird mit 2 x 25 pl Wasser in ein frisches Gefass durch Zentrifugation bei 10 000 rpm
eluiert.

2.2.3.7. Reverse Transkription (nach Perkin Elmer, Norwalk, USA)

Gesamt-RNA wurde durch das RNA-abhangige Enzym Reverse Transkriptase (Superscript,
Gibco-BRL, Detroit, USA) in cDNA umgeschrieben. Hierfur wurden 10 pg der konzentrier-
ten RNA-LGsung eingesetzt.

1 pl Oligo dT oder Random Primer

6 pl RNAse freiesH,O

Der Ansatz wird fur 10 min bei 70°C inkubiert und anschlief3end fir 5 min auf Eis gelagert.
Ein Mix aus folgenden Reagentien wird hinzugefugt:

4 ul dNTP-Mix (10 mM insgesamt)

4 ul 5 x First-Strand-Puffer

2 ul 100 mM DTT

1 pl Superscript
Der Ansatz wird fur 60 min bei 37°C inkubiert (Transkriptionsreaktion) und anschlief3end fir
5 min bel 90°C denaturiert.

2.2.3.8. Polymer ase-K etten-Reaktion (PCR) [Saiki et al., 1988] [Mullis & Faloona, 1987]

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) bietet die Moglichkeit der exponentiellen Amplifikation
bestimmter DNA-Fragmente in vitro. Dazu werden zwei Oligonukleotidprimer (15-
20 Nucleotide lang) bendtigt, die in gegenlaufiger Orientierung flankierend der zur amplifi-
zierenden Region, an den entgegengesetzten DNA-Strangen hybridisieren. Die DNA-
Polymerase synthetisiert vom jeweiligen Primer aus in 5-3"-Richtung den komplementéren
Strang, so dass Sinn- und Unsinn-Strang synthetisiert werden. Die neu entstandenen Doppel-
strange missen durch Erhitzen zu Einzelstrangen denaturiert werden, damit sie nach erneutem
Hybridisieren der Primer fur die folgende Synthesereaktion als Matrize fir die Polymerase
dienen konnen.

Der Reaktionszyklus, der aus DNA-Denaturierung, Anlagerung der Primer und Synthese-
reaktion besteht, liefert nach jeder Wiederholung eine Verdoppelung der vorhandenen Matri-
zen-DNA und damit eine exponentielle Anreicherung der gewiinschten Sequenz.

Fir die PCR werden hitzestabile DNA-Polymerasen aus thermophilen Bakterien verwendet,
wie z.B. die Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus, so dass die Kettenreaktion in einem
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Geféass ohne erneute Zugabe von Polymerase nach jedem Denaturierungsschritt durchgefihrt
werden kann.

In dieser Arbeit wurde die Pfu-Polymerase aus dem thermophilen Archaebacterium Pyrococ-
cus furiosus verwendet. Diese Polyermerase hat neben der 5°-3"-Polymeraseaktivitét eine 3'-
5”-Exopolymerase-Proof-Reading-Aktivitét, die falsch eingebaute Nukleotide erkennen und
entfernen kann. Die Pfu-Polymerase hat eine 12 x hohere Genauigkeit als die Tag-
Polymerase.

Fur die PCR wurden folgende 50 pL-Ansédtze mit Reagentien von Fermentas vorbereitet:

jel I 5-und 3 -Primer (50 uM)

5ul 10 x Tag-Puffer (Fermentas)
2ul MgCl, (50 mM) (Fermentas)

25u  DNTPs (4 mM) (Fermentas)
4ul  Tag-Polymerase (Fermentas)

30,5ul  Aquabidest.

5ul  cDNA

(in 0,5 ml EppendorfGeféassen)

Zyklus: fur 15 sec bei 95°C: Denaturierung

fur 30 sec bei 56 bzw 50°C: Primer-annealing
far 1 min bei 72°C: Synthese

Die Proben werden zu Anfang 3 min bei 95°C denaturiert. Nach 40 Zyklen wird die Reaktion
beendet. Es folgte eine Run-off-Phase fir 10 min bei 72°C, in der die Polymerase auslief, und
eine 5 minitige Abkuhlphase bel 4°C.

2.2.4. Histologische Methoden

2.2.4.1. Indirekte und direkte |mmunfluor eszenz

Indirekte |mmunfluoreszenz

Die Lokalisation zellulérer Proteine kann durch Fluoreszenz-Markierung und indirekte Im-
munfluoreszenz nachgewiesen werden.

Objekttrager werden tber Nacht bel 4°C mit Matrixproteinen (20 pg/ml) oder Poly-L-Lysin
(21:10 verdunnt) beschichtet und mit PBS gewaschen. PC12-Zellen werden 3 Tage lang bei
37°C im Brutschrank mit NGF inkubiert. CHO/a1-Zellen werden fir 1 h serumfrei inkubiert
und serumfrei 2 h auf den Objekttragern ausgesét. Die Zellen werden anschliefzend 3 x mit
PBS gewaschen und die adharenten Zellen mit 3% Paraformaldehyd in PBS fixiert. Zur Far-
bung intrazellulérer Proteine sowie zur Farbung des Aktin-Cytoskel etts werden die Zellen mit
0,025% Saponin in PBS fur 10 min permeabilisiert. Nach dreimaligem Waschen werden die
Objekttrager fur 20 min mit 1% BSA in PBS abgesdttigt. Die Markierung mit dem priméren
Antikorper erfolgt Uber Nacht bei 4°C. Anschlief3end werden die Zellen 3 x gewaschen und
fur 1 h bis 2 h mit Fluoreszenz-gekoppelten sekundéren Antikorpern inkubiert.
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Direkte Immunfluoreszenz

Bel der direkten Immunfluoreszenz werden die transfizierten PC12-Zellen mit einem anti-
IL2R/FITC gekoppelten Antikorper fur den Nachweis der IL2R-Konstrukte inkubiert. Fur die
Detektion der Racl-Konstrukte wurde der anti-c-Myc-Cy3 herangezogen.

Hierzu wird fur 30 min mit Phalloidin (1:1000) in PBS bei RT inkubiert. Die Inkubation mit
Fluoreszenz-gekoppelten Reagenzien erfolgt im Dunkeln.

Fur die doppelt transfizierten |L2R/Racl-Zellen wurde die Methode abgeéndert. 48 h nach der
Transfektion werden die Zellen zuerst mit 4%igem Paraformladehyd fir 10 min fixiert, DNA
mit einem monoklonalen anti-IL2R-FITC tber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Zellen fir 10 min mit 0,01% Triton X-100 in PBS permeabili-
siert und mit einem monoklonalen anti-c-Myc-Cy3, der die Racl-Konstrtukte erkennt, ge-
farbt, der auch UN-inkubiert wurde. Nach griindlichem Waschen werden die Objekttrager
getrocknet und mit Elvanol unter Objektglaschen eingedeckelt.

Die Ergebnisse werden am Zeiss-Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Die Bilder wurden als
Photoshop-Dateien dokumentiert.

V erwendete Erstantikdrper :

Antikorper Verdinnung in PBS
Anti-al Integrin: 33.4, monoklonal 1:200

Anti-a3 Integrin: Ralph 3.2, monoklonal 1:500

Anti-a6 Integrin: GoH3, monoklonal 1:500
Anti-B1-Integrin: Ha2/5, monoklonal 1:500
Anti-IL2R-FITC, monoklonal 1:50
c-Myc-Cy3-konjugiert 1:2000

2.2.4.2. Elvanolherstellung

Es werden 3 g Polyviol in 40 ml PBS geldst und 16 h gerdhrt. Es werden 15 ml Glycerin zuge-
geben und weitere 16 h gerthrt. Die Losung wird 15 min bei 12000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand zur Weiterverwendung dekantiert. 1 mg Phenylendiamin/ ml Gesamtvolumen werden
zugegeben und lichtgeschitzt gelost. Der pH wird auf 8,0 eingestellt. Nach Lésen von 250 pl

Mercaptoethanol wird der Ansatz portioniert und bei -20°C aufbewahrt.



