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1 AbKkiirzungen

Abb.
ADP
Amp
AP
APS
ART
AS
ATCC
ATP

BCA
BCIP
BDNF
bFGF
BSA
°C
cDNA
Ci

CIF
CMF-PBS
CNTF
cpm
CREB
DAG
DCC
DEPC
DMEM
DMSO
DNA
DNase
DR
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mg Milligramm

min Minute
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PTB Phosphotyrosine-binding

PtdIns(3.,4)P2 Phosphatidylinositol-(3,4)-bisphosphat
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rh rekombinant human

Rho ras homologous protein

RIPA radioimmuno-precipitation-buffer

RNA Ribonukleinsdure

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptortyrosinkinase
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2 Abstract

Infiltration of intra- and extrapancreatic perineural spaces and tissues is characteristic for
pancreatic adenocarcinoma and is related to the poor prognosis of this disease. The high
affinity of the pancreatic cancer cells to neural tissues, even at very early tumour stages,
indicates a particular attraction probably mediated by specific factors. The aim of this work
was to identify and characterise neuronal factors which can induce directed cell migration and
perineural invasion of human pancreatic cancer cells and to analyse the underlying signal
transduction pathways. For this, the influence of conditioned media of various glial and
neuronal cells as well as specific recombinant neurotrophic factors on proliferation and
migration of human pancreatic carcinoma cell lines was analysed. As a result, the
neurotrophic factor GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) was identified as an
effective chemoattractant for PANC-1 cell line. In the neuronal system, GDNF exerts its
specific effects by binding to the heterodimeric GDNF-receptor complex, consisting of the
receptor tyrosine kinase Ret and the GPIl-anchored protein GFRa. To determine the
expression of the GDNF-receptor complex in PANC-1 cells, RT-PCR and Western blot
analyses were performed. By this, the GDNF-receptor components, Ret and GFRa, were
detected on both, mRNA and protein level. Furthermore, characterisation of the GDNF-
receptor by RT-PCR could demonstrate the presence of the transcripts of two GFRa-proteins,
GFRal and GFRa2, and of the three known Ret-isoforms Ret9, Ret43 and Ret51. Beyond
this, sequence analysis of the Ret51-transcript expressed in PANC-1 cells revealed the
expression of Ret-wildtype sequence. The complete coding Ret51-cDNA-sequence was
cloned into the pEGFP-N1 vector and the expression of the Ret-EGFP-protein was
characterised by fluorescence and Western blot analyses. To investigate Ret-dependent signal
transduction pathways in PANC-1 cells, Ras- and Rac-GTP-binding assays as well as
analyses of kinase activity of the MAP-kinases ERK2 and JNK by in vitro phosphorylation
assays were performed. By this, it was shown, that GDNF significantly increases the
intracellular amounts of N-Ras- and Rac-GTP and induces phosphorylation of ERK2 and
INK, respectively. Migration assays in the presence of MEK1-inhibitor PD98059 and PI3-
kinase-inhibitor LY294002 underlined the relevance of the Ras-Raf-MEK-ERK-signal

transduction pathway and PI3-kinase in GDNF-induced directed cell migration.

To investigate the influence of different Rho isoforms on the motility of pancreatic cancer

cells, the coding rhoC-DNA-sequence was isolated from the pancreatic cancer cell line
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BxPC-3 and cloned into various expression-vectors. Then, PANC-1 cells were generated,
which stably express EGFP-RhoA and EGFP-RhoC fusion proteins. Boyden chamber assays
revealed, that only EGFP-RhoC increases the serum-induced directed cell migration of these

stably transfected cell clones.

So, in the present work, critical steps involved in GDNF-induced chemotaxis of pancreatic
cancer cells were elucidated on the molecular level. Beyond this, the GDNF/Ret/GFRa signal
transduction system as well as the small GTPase RhoC could be involved in perineural

invasion of pancreatic cancer cells in vivo.
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3 Zusammenfassung

Die starke Infiltration intra- und extrapankreatischer peripherer Nerven gilt als Hauptursache
fiir das Auftreten lokaler Rezidive und die &uBerst schlechte Prognose von exokrinen
Pankreaskarzinomen. Die hohe Affinitit der Tumorzellen zu peripherem Nervengewebe und
die bereits in frithen Tumorstadien einsetzende perineurale Invasion machen eine spezifische
Interaktion zwischen den Pankreaskarzinomzellen und den peripheren Nerven wahrscheinlich.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher nach Signalmolekiilen gesucht, die an der
Induktion der perineuralen Invasion humaner Pankreaskarzinomzelllinien beteiligt sein
konnten. Der Einfluss konditionierter Medien neuronaler und glialer Zellen sowie spezifischer
rekombinanter neuronaler Faktoren auf die Proliferation und Chemotaxis humaner
Pankreaskarzinomzelllinien wurde analysiert. Hierbei wurde der neurotrophe Faktor GDNF
(glial cell line-derived neurotrophic factor) als Chemotaxis-induzierender Faktor fiir
PANC-1-Zellen identifiziert. Da GDNF bei neuronalen Zellen seine spezifische Wirkung
durch Bindung an den GDNF-Rezeptor-Komplex entfaltet, wurde die Expression dieses
Rezeptor-Komplexes, bestehend aus der Rezeptortyrosinkinase Ret und dem GPI-Anker-
Protein GFRa, in PANC-1-Zellen nachgewiesen. Mittels RT-PCR (Reverse Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion)- und Western blot-Analysen konnte die Expression der beiden
GDNF-Rezeptor-Komponenten Ret und GFRoal sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene demonstriert werden. Eine ndhere Charakterisierung des GDNF-Rezeptor-
Komplexes in PANC-1-Zellen durch RT-PCR-Analysen ergab, dass die Transkripte von zwei
GFRa-Proteinen, GFRal und GFRa2, und den drei bekannten Ret-Isoformen, Ret9, Ret43,
Ret51, in PANC-1-Zellen nachweisbar sind. Durch Sequenzanalyse des Ret51-Transkriptes
aus PANC-1-Zellen konnte die Expression der wildtypischen Sequenz in diesen Zellen
bestitigt werden. Nachfolgend wurde die vollstindige kodierende Ret51-DNA-Sequenz in
den pEGFP-N1-Vektor kloniert und die Expression der Ret-EGFP-Fusionsproteine in
PANC-1- und HEK293-Zellen in Fluoreszenz- und Western blot-Analysen tberpriift. Zur
Untersuchung Ret-abhingiger Signaltransduktionswege in PANC-1-Zellen wurden Ras- und
Rac-GTP-Prizipitationsversuche und Kinaseaktivititsanalysen der MAP-Kinasen ERK2 und
JNK anhand von in vitro Phosphorylierungsexperimenten durchgefiihrt. Die erzielten
Ergebnisse zeigten, dass die Behandlung der Zellen mit GDNF zu einer Steigerung der
N-Ras- und Rac-GTP-Menge in PANC-1-Zellen fiihrt und die Phosphorylierung der MAP-
Kinasen ERK?2 und JNK induziert. Durch Migrationsexperimente in Anwesenheit des MEK1-
Inhibitors PD98059 und des PI3-Kinase-Inhibitors LY294002 konnte die Relevanz der Ras-
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Raf-MEK-ERK-Kaskade und der PI3-Kinase fiir die gerichtete Migration von PANC-1-

Zellen herausgestellt werden.

Um den Einfluss verschiedener Rho-Proteine auf Migrations- und Invasionsprozesse humaner
Pankreaskarzinomzelllinien analysieren zu konnen, wurde die RhoC-cDNA-Sequenz aus
BxPC-3-Zellen amplifiziert und PANC-1-Zellklone generiert, welche EGFP-RhoC- oder
EGFP-RhoA-Fusionsproteine stabil {iberexprimieren. Das Migrationsverhalten dieser
Zellklone wurde im Boyden-Kammer-System analysiert. Hierbei wurde gezeigt, dass die
Expression von EGFP-RhoC im Gegensatz zu EGFP-RhoA zu einer deutlichen Steigerung
der Chemotaxis bei PANC-Zellen fiihrt.

Somit wurden entscheidende molekulare Mechanismen aufgedeckt, die fiir die GDNF-
induzierte Migration von PANC-1-Zellen relevant sind. Es wire dariiber hinaus mdglich, dass
das GDNF/Ret/GFRa-System sowie die kleine GTPase RhoC an der perineuralen Invasion

von Pankreaskarzinomzellen in vivo beteiligt sind.
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4 Einleitung

4.1 Das Pankreaskarzinom

4.1.1 Allgemeine Einleitung

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist in den westlichen Industrielindern eine
Tumorerkrankung mit steigender Inzidenz und liegt mit einer 5-Jahres Uberlebensrate von
1 % an 4.-5. Stelle der tumorbedingten Todesursachen (Gudjonsson, 1987; Parker et al.,
1997). Miénner sind héufiger betroffen als Frauen und 2/3 aller Patienten haben bei
Diagnosestellung das 60. Lebensjahr bereits liberschritten (Urrutia, 1997). Die Kombination
aus friih einsetzender Metastasierung und oftmals nur unzureichenden Diagnose- und
Therapiemoglichkeiten sind die Hauptursachen fiir die besonders ungiinstige Prognose. Da
zum Zeitpunkt der Diagnose in bis zu 50 % der Patienten Lymphknoten und periphere Nerven
von den Tumorzellen befallen sind (Takahashi et al., 1997, Marczell et al., 1998), konnen nur
noch 10-20 % aller Patienten durch radikale Resektion des Primirtumors behandelt werden
(Zamboni, 2000).

Die friihe Metastasierung wird durch eine fehlende Organkapsel der Bauchspeicheldriise
sowie der Lage im Retroperitoneum begiinstigt. Tumorabsiedlungen findet man in den
Lymphknoten, der Lunge, der Leber, den Nieren und Nebennieren. Weitere Metastasen
konnten im Duodenum und im Peritoneum nachgewiesen werden. Die haufigste
extrapankreatische Ausdehnung stellt jedoch die perineurale Invasion (PNI) dar (Kloppel und
Heitz 1984; Marczell et al., 1998).

4.1.2  Perineurale Invasion intra- und extrapankreatischer

Nerven

Das Pankreaskarzinom und einige andere Tumorarten, wie das Prostatakarzinom (Villers et
al., 1989; McNeal, 1992; Bostwick et al., 1999), =zeigen ein charakteristisches
Metastasierungsverhalten, indem sie nicht nur iiber Blut- und Lymphbahnen streuen, sondern
darliber hinaus auch entlang von intra- und extrapankreatischen peripheren Nervenfasern
wandern (Gutthoff et al., 1987; Kloppel und Heitz, 1988; Takahashi et al., 1997). Bereits bei
kleinen Tumoren und in friihen Stadien der Tumorprogression kommt es zu einer starken
perineuralen Invasion (Kimura et al., 1998; Tezel et al., 2001). Die Tumorzellen iiberwinden

dabei die perineurale Barriere und dringen bis ins Endoneurium der Nervenfasern vor
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(Bockman et al., 1994). Abbildung 1 zeigt den Aufbau eines peripheren Nerven im

Querschnitt.

Peripherer

Abb. 1: Schematischer Querschnitt durch einen peripheren Nervenstrang. Die unmyelinisierten Axone der
einzelnen Nervenzellen sind von Schwann’schen Zellen umhiillt und von einem lockeren kollagenem
Bindegewebe mit Basalmembran, dem sog. Endoneurium, umgeben. Das Perineurium, welches aus einem
dichten, kollagenhaltigen Bindegewebe besteht und die Nervenfaserbiindel umgibt, bildet eine mechanische und
physiologische Barriere. Das Epineurium, dessen Septen bis in die Nervenfaserbiindel hineinreichen, formt den
dulleren Mantel des peripheren Nerven (in Anlehnung an Anatomy Manual, 1998, Emory University, Atlanta:
http://gened.emc.maricopa.edu/bio/biol81/biobk/biobooknerv.html).

Der Befund, dass periphere Nerven von Pankreaskarzinomzellen in viel hoherem Male
befallen werden als Blut- und Lymphgefaf3e, fiihrte zu der Hypothese, dass die PNI auf eine
spezifische Interaktion zwischen Tumorzellen und peripheren Nerven zuriickzufiihren ist.
Hierbei wurde angenommen, dass die Nervenzellen und/oder Schwann’schen Zellen
peripherer Nerven Signalmolekiile abgeben, welche zu einer vermehrten Proliferation von
Pankreaskarzinomzellen fiihren (Bockman et al., 1994; Miknyoczki et al., 1996; Zhu et al.,
1999; Sakamoto et al., 2001). Um die molekularen Mechanismen der perineuralen Invasion

aufzudecken, haben verschiedene Arbeitsgruppen nach Faktoren mit einer mitogenen

Wirkung auf Pankreaskarzinomzellen gesucht.

4.1.3 Molekulare Mechanismen der perineuralen Invasion

Ein Merkmal von Tumorzellen ist die Uberexpression von Signalmolekiilen und den
korrespondierenden Rezeptoren. Uber autokrine und/oder parakrine
Riickkoppelungsmechanismen steuern diese Liganden-Rezeptor-Systeme dann das

Wachstums- und Wanderungsverhalten der Tumorzellen (Friess et al., 1994; Ebert et al.,
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1994; Sakurai et al., 1997; Korc et al., 1998; Friess et al., 1999: Miknyoczki et al., 1999). Die
ersten Signalmolekiile, die im Zusammenhang mit der Wachstumsregulation von
Pankreaskarzinomzellen nédher charakterisiert wurden, waren der transformierende
Wachstumsfaktor o (TGFa) wund der epidermale Wachstumsfaktor (EGF). In
Pankreaskarzinomzellen konnte im Vergleich zu nicht-transformierten Zellen des Pankreas
eine Uberexpression dieser beiden Wachstumsfaktoren sowie des EGF-Rezeptors (HER:
human EGF-receptor) gezeigt werden. Infolge der Uberexpression kam es bei den
Tumorzellen zu einer vermehrten Proliferation sowie insgesamt zu einer beschleunigten
Tumorprogression (Di Marco et al., 1990; Urrutia et al., 1997, Friess et al., 1999).
Histologische Studien demonstrierten, dass TGFa dariiber hinaus auch in pankreatischem
Nervengewebe exprimiert wird (Bockman et al., 1994). Da eine Expression von TGFa und
EGF jedoch auch in Tumorzellen ohne PNI nachgewiesen werden konnte, bleibt die

Bedeutung dieses Liganden-Rezeptor-Systems fiir die PNI des Pankreas unklar.

Nachdem bei Prostatakarzinomzellen die Beobachtung gemacht wurde, dass der neuronale
Wachstumsfaktor B-NGF (f-nerve growth factor) zu einer gesteigerten Invasion und
Chemotaxis der Zellen in vitro fiihrt (Djakiew et al., 1993; Geldof et al., 1997), riickten die
Neurotrophine in den Mittelpunkt der PNI-Forschung. Zu den Neutrophinen gehdren neben -
NGF, die Polypeptide BDNF (brain-derived neurotrophic factor), NT3 und NT4/5
(Neurotrophine 3 und 4/5). Jeder dieser neuronalen Faktoren bindet an jeweils einen Trk-
Rezeptor (TrkA, TrkB, TrkC: tropomyosin related kinase A, B, C) mit hoher Affinitit und
GNTR

kann dariiber hinaus mit dem low affinity-Rezeptor p7

Hempstead, 1995; Casaccia-Bonnefil et al., 1998; Coulson et al., 1999). Anhand

interagieren (Chao und

immunhistochemischer ~ Farbungen und in siru  Hybridisierungen konnte in
Pankreaskarzinomzellen die Expression von B-NGF, BDNF, NT3 und NT4/5 sowie der
korrespondierenden Rezeptoren nachgewiesen werden (Zhu et al., 1999; Miknyoczki et al.,
1999; Schneider et al., 2001). Bei Behandlung mit BDNF und NT3 wurde eine erhdhte
Invasion der Pankreaskarzinomzellen in vitro festgestellt (Miknyoczki et al., 1996;
Miknyoczki et al., 1999). Aullerdem wurde von Sakamoto et al. (2001) gezeigt, dass die
Expresssion der Rezeptoren TrkA und TrkC in duktalen Pankreaskarzinomzellen in vivo zu
einer verstirkten Proliferation der Zellen fiihrt und mit der PNI korreliert. Da jedoch auch
nicht-transformierte Pankreas- und Prostatazellen Neurotrophine und ihre Rezeptoren
exprimieren, reichten die bisher gewonnenen Erkenntnisse zur Aufstellung eines

Erklarungsmodelles fiir die PNI nicht aus (Graham et al., 1992; Miknyoczki et al., 1999).
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Daneben wurden weitere Substanzen, wie NCAM (neural cell adhesion molecule), das
Polypeptid Y und verschiedene Hormone als mogliche Vermittler der PNI untersucht (Ramo
et al., 1990; Chen et al., 1994; Guo et al., 2000). Die meisten dieser Substanzen fithren zwar
zu einer Stimulation des Wachstums von Pankreaskarzinomzellen, doch konnte eine direkte

Bedeutung fiir die PNI in vivo nicht eindeutig belegt werden.

Ein Faktor, der im =zentralen und peripheren Nervensystem weit verbreitet ist, und
insbesondere nach Axon-Lésionen und Entziindungsreaktionen peripherer Nerven in grof3en
Mengen von Schwann’schen Zellen exprimiert wird, ist der neurotrophe Faktor GDNF (glial
cell line-derived neurotrophic factor). Von diesem Faktor ist bekannt, dass er
Migrationsprozesse von Zellen wihrend der Embryonalentwicklung innerhalb und auBerhalb
des neuronalen Systems reguliert (Young et al., 2001). Eine Beteiligung an der PNI von

Pankreaskarzinomzellen wére daher denkbar.

4.2 GDNF und der GDNF-Rezeptor-Komplex

4.2.1 Der neuronale Faktor GDNF

Bei der Suche nach einem wirksamen Therapeutikum fiir neurodegenerative Erkrankungen
wie dem Parkinson-Syndrom, wurde GDNF 1993 als neuronaler Faktor identifiziert und
charakterisiert, der das Uberleben dopaminerger Neurone des Mittelhirns fordert (Lin et al.,
1993). Da GDNF 1994 aus dem konditionierten Medium der murinen glialen Zelllinie B49
isoliert und aufgereinigt wurde, bekam der Faktor die Bezeichnung glial cell line-derived
neurotrophic factor (Lin et al., 1994). Zusammen mit den Neurotrophinen steuert GDNF das
Uberleben und Wachstum sowie die Differenzierung einer Vielzahl von Neuronen im
zentralen und peripheren Nervensystem. Hierzu gehoren neben den dopaminergen und
noradrenergen Neuronen, die spinalen Motorneurone sowie verschiedene Subtypen von
sympathischen und parasympathischen Neuronen des autonomen Nervensystems (Henderson
et al., 1994; Zurn et al., 1994; Buj-Bello et al., 1995; Arenas et al., 1995; Trupp et al., 1995).
Dartiiber hinaus konnte gezeigt werden, dass GDNF bei der Regeneration von Axon-Lisionen
und Verletzungen im zentralen und peripheren Nervensystem eine wichtige Bedeutung
zukommt (Beck et al., 1995; Yan et al., 1995; Li et al., 1995; Milbrandt et al., 1998; Ramer et
al. 2000). GDNF-knockout-Méuse lieferten erste Hinweise auf eine grundlegende Funktion

des neuronalen Faktors bei der Entwicklung des enterischen Nervensystems und der
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Morphogenese der Niere (Schuchard et al., 1994; Pichel et al., 1996; Sanchez et al., 1996;
Moore et al., 1996; Vega et al., 1996). Der neurotrophe Faktor GDNF ist namensgebend fiir
die GFL (GDNF family ligand)-Familie neurotropher Faktoren, zu denen Neurturin (NTN),
Persephin (PSP) und Artemin (ART) zihlen. Die GFLs haben eine Aminosduresequenz-
Homologie von 40 % (Baloh et al., 1998; Milbrandt et al., 1998). Alle dieser Faktoren werden
als inaktive Prepro-Proteine synthetisiert und nach Prozessierung als reife Proteine sekretiert
(Rosenthal, 1999). Ihre biologische Funktion im Nervensystem entfalten sie als kovalent iiber
Disulfidbriicken verkniipfte Homodimere. Aufgrund konservierter Cystein-Reste, welche iiber
Disulfidbriicken einen sog. Cystein-Knoten bilden, gehéren die GFLs zur TGFf
(transforming growth factor p)-Superfamilie (Lin et al., 1993; Unsicker et al., 1996;
Eigenbrot und Gerber, 1997; Baloh et al., 2000), die trotz einer Aminosiuresequenz-
Homologie von durchschnittlich 20 % eine groBe Ubereinstimmung in der Tertifirstruktur

aufweisen (Milbrandt et al., 1998).

4.2.2  Genomische Organisation und Expression des gdnf-Gens

Das humane gdnf-Gen ist auf Chromosom 5p12-p13.1 lokalisiert (Schindelhauer et al., 1995),
hat eine Gesamtlédnge von 28 kb und beinhaltet in Anlehnung an die Nomenklatur des Maus-
gdnf-Gens 3 Exone. Der translatierte Bereich beginnt innerhalb von Exon 2 und endet in Exon
3 (Grimm et al.,, 1998). Es konnten zwei unterschiedliche Transkripte des gdnf-Gens
nachgewiesen werden, welche sich durch eine Deletion von 78 bp im 3’-Ende von Exon 2
unterscheiden. Beide mRNAs werden als bioaktive Proteine von je 15-18 kDa, entsprechend

dem Glykosylierungsgrad, exprimiert (Springer et al., 1995).

Die Analyse der zeitlichen und rdumlichen Verteilungsmuster von GDNF anhand von in situ
Hybridisierungen wies auf eine grofle Bedeutung des neuronalen Faktors flir dopaminerge
Neurone des Mittelhirns und fiir Motorneurone des Riickenmarkes hin. AuBerhalb des
Nervensystems wurden groe Mengen GDNF in der Niere und im Gastrointestinaltrakt
embryonaler Méduse und Ratten gefunden (Nosrat et al., 1997; Trupp et al.,, 1997). Die
Letalitdt von GDNF-knockout-Méusen wurde auf eine Nierenmissbildung oder Agenesie und
eine mangelhafte Innervierung des enterischen Nervensystems zuriickgefiihrt. Die Anzahl der
Motorneurone war dariiber hinaus um 22 %, die der peripheren SCG (superior cervical
ganglion)-Neurone um 35 % vermindert. Die Entwicklung der dopaminergen Neurone wurde
durch das Fehlen von GDNF hingegen nicht beeintrachtigt (Sanchez et al., 1996; Moore et al.,
1996; Nosrat et al., 1996, 1997; Pachnis et al., 1998).
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4.2.3 Der Ret/GFRa-Rezeptor-Komplex

Im Jahre 1996 gelang es zwei Arbeitsgruppen (Durbec et al., 1996; Trupp et al., 1996) {iber
die Verteilungsmuster der GDNF- und Ret-mRNA und dem Vergleich der Phinotypen von
Ret- und GFRa-knockout-Miusen einen funktionellen Zusammenhang zwischen diesen
Proteinen als Ligand und Rezeptor herzustellen. Es konnte nachgewiesen werden, dass GDNF
zur Autophosphorylierung des Ret-Rezeptors und zur Aktivierung Ret-vermittelter
intrazelluldrer Signalwege fiihrt (Avantaggiato et al., 1994; Tsuzuki et al., 1995). Die
Signaltransduktion von GDNF ist im Vergleich zu anderen Mitgliedern der TGFp-
Superfamilie ungewdhnlich. Der neuronale Faktor bindet nicht an einen Serin-Threonin-
Kinase-Rezeptor sondern an die Rezeptortyrosinkinase (RTK) Ret. Die Assoziation von
GDNF mit Ret erfolgt zudem indirekt und wird von einem als GFRa bezeichneten
Korezeptor vermittelt (Jing et al., 1996; Treanor et al., 1996). Neben GDNF binden auch die
anderen Mitglieder der GFL-Familie, NTN, ART und PSP, an den transmembranen Ret-
Rezeptor. Vier unterschiedliche GFRa (GDNF family receptor alpha)-Korezeptoren (Jing et
al., 1997; Thompson et al., 1998), welche mit hoher Affinitit jeweils an eines der GFL-
Proteine binden, gewdhrleisten die Spezifitit der Bindung und der nachfolgenden
Signaltransduktion, wihrend die Rezeptortyrosinkinase Ret intrazelluldre
Signaltransduktionskaskaden aktiviert. Fiir GDNF wurde gezeigt, dass eine hochaffine
Bindung bevorzugt an GFRal erfolgt, daneben aber auch eine Assoziation mit GFRo2
moglich ist (Baloh et al., 1997; Sanicola et al., 1997; Trupp et al., 1998; Wang et al., 2000).
Fiir Neurturin (NTN) wurde eine umgekehrte Bindungspezifitit nachgewiesen (Cik et al.,
2000). Die Aminosduresequenz-Homologie von GFRa-Molekiilen liegt bei 30-40 %. GFRa-
Proteine sind Glykoproteine, welche iiber einen C-terminalen Glykosylphosphatidyl-Inositol
(GPI)-Anker in speziellen Mikrodoménen der Zytoplasmamembran, sog. lipid rafts, verankert
sind, und keinen intrazelluldren Proteinanteil besitzen. Im geldufigsten Modell zur GDNF-
Signaltransduktion bindet ein GDNF-Homodimer an zwei GFRa-Molekiile (s. Abbildung 2).
Dieser vorgeformte Komplex assoziiert darauthin mit dem transmembranen Ret-Rezeptor und
rekrutiert diesen dabei in den [ipid rafts. Nachfolgend interagiert der Ret-Rezeptor nach
Homodimerisierung und Autophosphorylierung mit /ipid raft-assoziierten Signalmolekiilen

(Tansey et al., 2000).
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GDNF-Rezeptor-Komplex

- e@
Abb. 2: GDNF-Rezeptor-Komplex. Ein GDNF-Homodimer bindet an zwei GFRo-Molekiile. Der Ligand-

Korezeptor-Komplex assoziiert daraufhin an die Rezeptortyrosinkinase Ret, welche homodimerisiert und
autophosphoryliert. GDNF: glial cell line-derived neurotrophic factor; GFRa: GDNF family receptor alpha

4.2.4  Ret-assoziierte = Tumorerkrankungen und Morbus

Hirschsprung

Die RTK Ret wurde 1985 nach der Transfektion von NIH/3T3 Fibroblasten der Maus mit der
DNA von T-Zell-Lymphomen erstmals beschrieben (Takahashi et al., 1985). Wiahrend der
Transfektion kam es zur Rekombination des c-ret-Gens mit einem fremden DNA-Abschnitt,
so dass eine neue Transkriptionseinheit entstand, welche fiir ein konstitutiv-aktives
Fusionsprotein kodierte. Da die DNA-Rekombination im Verlauf der Transfektion
stattgefunden hatte, wurde das Proto-Onkogen als ,,Ret” bezeichnet, fiir ,,rearranged during
transfection. Ein rearrangement des c-ret-Gens in vivo mit dem 5’-Ende verschiedener
anderer Gene, kann auch durch y-Strahlung, wie z. B. nach dem Reaktorunfall von
Tschernobyl (1986) verursacht werden (Takahashi et al., 2001). Chiméire c-ret-Onkogene
treten in 60-70 % papilldrer Schilddriisenkarzinome auf. Die Gene, welche mit dem c-ret-Gen
fusionieren, werden als PTC (papillary thyroid cancer)-Gene 1-9, bezeichnet (Grieco et al.,
1990; Bongarzone et al., 1993; Santoro et al., 1994a, 1999). Erblich bedingte, Ret-assozierte
Tumorerkrankungen sind neben dem familidren medulldren Schilddriisenkarzinom (FMTC:
familial medullary thyroid carcinoma) zwei Arten der multiplen endokrinen Neoplasie (MEN
2A, B: multiple endocrine neoplasia type 2A, B) (Donis-Keller et al., 1993; Mulligan et al.,
1994). Spezifische Punktmutationen, sog. gain-of-function Mutationen, in der Cystein-reichen
extrazelluliren Doméne oder den intrazelluldren Tyrosinkinase-Doménen I und II, tragen zur
Entstehung eines konstitutiv-aktiven Ret-Proteins bei. Alle Ret-assoziierten Tumore entstehen

dabei in Zellen neuroektodermalen Ursprunges (Mak et al., 1996; Santoro et al., 1998). Eine
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erblich bedingte neuroektodermale Erkrankung, Morbus Hirschsprung (megacolon
congenitum) korreliert mit loss-of-function Mutationen im c-ret-Gen (Amiel et al., 2001).
Verschiedene Mutationen, die {iber das gesamte c-ret-Gen verteilt sein konnen, fithren zur
Expression eines Ret-Rezeptors mit einer dominant-negativen Wirkung. Dadurch kommt es
wiahrend der Embryogenese zu einer verminderten Zellwanderung oder Apoptose von
Neuralleistenzellen, welche fiir die Innervierung des Gastrointestinaltraktes erforderlich ist.

Die Folge ist eine Aganglionose (Pasini et al., 1996; Edery et al., 1997; Manie et al., 2001).

4.2.5 Genomische Organisation des c-ret-Gens und

Proteinstruktur von Ret

Das c-ret Proto-Onkogen hat eine Grofle von ca. 55 kb und ist auf Chromosom 10q11.2
lokalisiert (Pasini et al., 1995). Wéhrend Intron 1 bereits 24 kb lang ist, sind die Exone 2-21
auf die tibrigen 31 kb verteilt. Anhaltspunkte fiir c-ret-verwandte Gene oder Pseudogene

wurden innerhalb des Genoms nicht gefunden (Takahashi et al., 1988).

Aus dem c-ret-Gen konnen durch alternatives Spleilen oder Nutzung unterschiedlicher
Polyadenylierungsstellen mehr als 10 verschiedene Transkripte entstehen (Pasini et al., 1995;
Myers et al., 1995). Alternatives Spleilen am 3’-Ende fiihrt zur Generierung von drei Ret-
Isoformen, die als Ret9, Ret43 und Ret51 bezeichnet werden (Tahira et al., 1990; Lorenzo et
al., 1995; Myers et al., 1995; Ivanchuk et al., 1997, 1998) und eine Liange von 3219 bp,
3321 bp und 3345 bp bzw. 1072 AS, 1106 AS und 1114 AS haben. Der Vergleich der
Aminosduresequenzen zeigt zwei zusitzliche Tyrosin-Reste in der langen Ret51-Isoform, von
welchen jedoch nur der Tyrosin-Rest Y1096 phosphoryliert wird und mit Adapterproteinen
interagiert (Liu et al., 1996; Alberti et al., 1998).

Der extrazellulire Ret-Anteil ist rund 600 AS lang und enthélt im Vergleich zu anderen
Rezeptortyrosinkinasen keine konservierten Proteinstrukturen wie Leucin- und Fibronektin
Typ IlI-Wiederholungssequenzen oder Immunglobulin-homologe Doménen. Dafiir folgt im
Ret-Protein auf eine N-terminale Signalpeptid-Sequenz eine Cadherin-homologe Doméine mit
Ca2+-Bindungsmotiven sowie eine Cystein-reiche Region. Ein kurzer hydrophober
transmembraner Sequenzabschnitt verbindet die extra- mit der intrazelluldren Ret-Region.
Intrazellular enthdlt das Ret-Protein zwei Tyrosinkinase-Doménen, welche die

Autophosphorylierung spezifischer Tyrosin-Reste nach Ligandenbindung katalysieren.
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Abbildung 3 zeigt schematisch das Ret-Protein mit den Struktur-Motiven sowie den an der
Signaltransduktion beteiligten intrazelluldren Tyrosin-Resten und einigen wichtigen Adapter-

und Effektormolekiilen.

NH,-Terminus

Signalpeptid

Cadherin-homologe

extrazellulare Domane

Region

Cystein-reiche
Transmembrane Region

Domane ——f—

| Tyrosinkinase-Domanen

. . I &Il
intrazellulare
Region
Y905 <« Grb7/Grb10/Grb14
"] Y1015 <= PLCy1
Shc, SNT/FRS2
Y1062 ’ ’
Ret9 « Enigma
Ret43
“Rot5 Y1096 <— Grb2

COOH-Terminus

Abb. 3: Schematische Darstellung der Proteinstruktur von Ret. Auf eine N-terminale Signalsequenz folgen
extrazelluldr eine Cadherin-homologe Doméne sowie eine Cystein-reiche Region. Intrazellulédr sind in Ret zwei
Tyrosinkinase-Doménen vorhanden und 18 Tyrosin-Reste, von welchen 2 nur in der langen Ret51-Isoform
auftreten. Vier Tyrosin-Reste, Y905, Y1015, Y1062 und Y1096, sind nach Autophosphorylierung des Ret-
Rezeptors in die Bindung verschiedener Adapter- und Effektormolekiile mit einer SH2- oder PTB-Doméne
involviert.

In der intrazelluldren Region des Ret-Proteins befinden sich spezifische Konsensussequenzen,
die, nach Autophosphorylierung darin enthaltener Tyrosin-Reste, als Bindungsstellen fiir
verschiedene Adapter- und Effektorproteine mit SH2 (src homology domain 2)- (Koch et al.,
1991) und PTB (phosphotyrosine binding)-Domine (Blaikie et al., 1994) dienen. Die
Assoziation dieser Proteine filihrt anschlieBend zur Aktivierung verschiedener intrazelluldrer
Rezeptortyrosinkinase-typischer Signaltransduktionswege. Von den insgesamt 16 bzw. 18
Tyrosin-Resten in den intrazelluliren Regionen der Ret-Proteine konnte fiir 4 Tyrosin-Reste
(Y905, Y1015, Y1062, Y1096) eine Involvierung in Signaltransduktionsprozesse gezeigt
werden (van Weering und Bos, 1998a; Takahashi, 2001). Die Phosphotyrosin-Reste pY905
und pY1015 binden dabei an die Adapterproteine Grb7, Grbl0 und Grbl4 oder die
Phospholipase Cyl (PLCyl) (Pandey et al., 1995, 1996; Borrello et al., 1996). Fiir den
Phosphotyrosin-Rest pY1062 wurde eine Interaktion mit verschiedenen Adapterprotein-

Komplexen nachgewiesen. Die beiden wichtigsten Adapterprotein-Komplexe sind hierbei der
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She/Grb2/Sos- und der She/Gabl,2-Komplex. Die Anlagerung von ersterem fiihrt hierbei zu
einer Aktivierung der fiir die Proliferation und Differenzierung neuronaler Zellen
bedeutenden Ras/ERK-Signalkaskade, wihrend der Shc/Gabl,2-Protein-Komplex iiber eine
PI3-Kinase-Aktivierung das Uberleben neuronaler Zellen reguliert (Arighi et al., 1997;
Creedon et al., 1997; Ishiguro et al., 1999; Soler et al., 1999; Besset et al., 2000; Hayashi et
al., 2000; de Vita et al., 2000; Chen et al., 2001). Daneben konnte fiir den Phosphotyrosin-
Rest pY1062 eine Interaktion mit Shc/Enigma (Durick et al, 1998) und SNT/FRS2
(Kurokawa et al., 2001; Mellilo et al., 2001) sowie der p62dok-Proteinfamilie (Grimm et al.,
2001) gezeigt werden. Eine direkte Assoziation des Grb2-Adaptermolekiils mit dem nur in der
langen Ret-Isoform vorkommenden Phosphotyrosin-Rest pY 1096 wurde von Alberti et al.
(1998) nachgewiesen. Die Formation eines Grb2/Gab2/p85(PI3K)-Protein-Komplexes
vermittelt hierbei die Aktivierung PI3-Kinase-regulierter Signaltransduktionswege in
neuronalen Zellen (Besset et al., 2000). Eine Beteiligung der Raf/MEK/ERK-Signalkaskade
sowie PI3-Kinase-regulierter Signalwege an der Migration epithelialer Zellen konnte kiirzlich

demonstriert werden (Tang et al., 1998; You et al., 2001).
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4.3 Fragestellung der Arbeit

Die Prognose des duktalen Adenokarzinoms des exokrinen Pankreas ist eine der
ungiinstigsten innerhalb des gesamten onkologischen Spektrums. Sie korreliert in hohem
Malle mit dem Invasions- und Metastasierungsverhalten der Pankreaskarzinomzellen, welche
in bis zu 90 % der Fille intra- und extrapankreatische periphere Nerven infiltrieren. Die
Ursachen fiir die hohe Affinitit der Tumorzellen zu neuronalem Gewebe wurden bisher kaum
erforscht. Durch Untersuchung der Migration wund Proliferation von humanen
Pankreaskarzinomzelllinien in vitro sollte der Frage nachgegangen werden, ob periphere
Nerven und/oder Schwann’sche Zellen Signalmolekiile freisetzen, die bei den
Pankreaskarzinomzellen Wachstum und Chemotaxis induzieren. Nach Identifizierung und
Charakterisierung eines neuronalen Faktors, sollten im weiteren Verlauf der Arbeit
Signaltransduktionswege analysiert werden, die fiir eine Faktor-induzierte Chemotaxis der
Tumorzellen relevant sind. Dabei sollten kleine GTPasen der Rho- und Ras-Familie, aufgrund
ihrer Schliisselstellung bei der Regulation des Aktin-Zytoskelettes und der Zellmotilitit,

besonders beriicksichtigt werden.
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5 Material

5.1 Chemikalien und Biochemikalien

Acrylamidlésung (30 % M/V)
Agar

Agarose, molecular biology grade
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin, Natriumsalz

Aprotinin

ATP

[B-Mercaptoethanol

Bacto-Trypton

Yeast extract Servabacter”

BCA Protein Assay Reagent A
Benzamidin

Bisacrylamidlosung (2 % M/V)
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-
Toluidinsalz (BCIP)
Bromphenolblau

Chloroform

Coomassie Brilliant Blue R250
donor calf serum (DCS)

DMEM

N,N-Dimethylformamid (DMF)
DMRIE-C® T ransfection Reagent
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

ECL™ Reagenz - RPN 2106

ECL™ Reagenz - Super Signal
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N’,N’-tetraessigsdure (EGTA)

Roth, Karlsruhe

Difco, Detroit/USA

Life Technologies, Eggenheim
Boehringer, Ingelheim

Sigma, Deisenhofen

Bayer, Leverkusen

Roche Diagnostics, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Difco, Detroit/USA

Serva Bioproducts, Heidelberg
Pierce, Sankt Augustin

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt

Chroma-Gesellschaft, Stuttgart
J. T. Baker, Deventer/Holland
Serva Bioproducts, Heidelberg
Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Merck, Darmstadt

Life Technologies, Eggenstein
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia, Freiburg
Pierce, Sankt Augustin
Boehringer, Ingelheim

Sigma, Deisenhofen
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Elvanol

Ethidiumbromid

fetal calf serum (FCS)

Geniticin® (G-418 Sulfat)
Gel-Blotting-Papier GB002

Glycerol

Glycin

Glutathion Sepharose™ 4B
B-Glycerophosphat
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N'-2-
ethansulfonsaure (HEPES)
Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kanamycin-Sulfat

Kodak X-Omat AR Rontgenfilme
Kupfer-(II)-sulfat

Leupeptin

L-Glutamin

Lysozym

Magermilchpulver, Naturaflor®,
MBP (95-98) S5 Peptid
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat
4-Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
Nitrozellulosemembranfilter® (0,45 pm)
Ortho-Phosphorséure

Papanicolaous Hamatoxylin-Losung
Paraformaldehyd

PCR-Mineral6l
Penicillin/Streptomycin-Losung
Pepstatin A

Phenol

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Life Technologies, Eggenstein
PAA Laboratories, Colbe

Schleicher & Schuell, Dassel
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Amersham Pharmacia, Freiburg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Mannheim
Serva Bioproducts, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Ingelheim

Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Topfer, Dietmannsried
Thermo Hybaid, Ulm

Serva Bioproducts, Heidelberg
Serva Bioproducts, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Schleicher & Schuell, Dassel
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck-Schuschardt, Hohenbrunn
Serva Bioproducts, Heidelberg
PAA Laboratories, Linz (Osterreich)
Serva Bioproducts, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
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Polymax RT Entwickler/Fixierer (Kodak)
Ponceau-S-Losung

Protein A-Agarose

Protein G-Agarose

Rinderserumalbumin (BSA)

Saccharose

Scintillation Cocktail Quicksafe A
SuperFect™
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Thymidin

TransFast™ Transfection Reagent
Trichloressigsdure

Triethanolamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan(TRIS)
Triton X-100

Trypsin-EDTA-LGsung

Trypsininhibitor aus Sojabohnen

Tween® 20
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galaktosid
(X-Gal)

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Serva Bioproducts, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Zinsser Analytic, Frankfurt
Qiagen, Hilden

Boehringer, Ingelheim

Sigma, Deisenhofen

Promega, Mannheim

Serva Bioproducts, Heidelberg
Merck, Darmstadt

USB, Cleveland/USA
Boehringer, Ingelheim

Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Boehringer, Mannheim

Alle weiteren, hier nicht aufgefiihrten Chemikalien und Losungsmittel, wurden in p. a. -

Qualitdt von den Firmen Merck, Darmstadt, Roth, Karlsruhe, und Sigma, Deisenhofen,

bezogen.

5.2 Radioaktiv-markierte Chemikalien

[y-*P]ATP (5000 Ci/mmol)
[’H]-Methylthymidin (6,7 Ci/mmol)

Amersham, Braunschweig

Amersham, Braunschweig
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5.3 Enzyme und Molekularbiologische Kits

Alkalische Phosphatase

DNase 1 (amplification grade)
Klenow-Polymerase Set
KlenTaq LA Polymerase Mix
Pwo-Polymerase

Ready-to-go™ T4 DNA-Ligase
Restriktionsendonukleasen

Tag DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

Nukleobond AX PC100 Kit
RNeasy Midi Kit (50)
SuperScript™ cDNA-Synthese Kit
TA Cloning® Kit

TOP10 Kit

Qiaquick Gel Extraction Kit
Desoxynukleosidtriphosphat-Set

Roche Diagnostics, Mannheim

Life Technologies, Eggenstein

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Clontech, Palo Alto/USA

AGS, Heidelberg

Amersham Pharmacia, Freiburg
AGS, Heidelberg/MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Sigma, Deisenhofen

New Englands Biolabs, Beverly/USA
Macherey-Nagel, Diiren

Qiagen, Hilden

Life Technologies, Eggenstein
Invitrogen, Leek/Holland

Invitrogen, Leek/Holland

Qiagen, Hilden

Boehringer, Mannheim

5.4 Molekulargewichtsmarker

5.4.1 Molekulargewichtsmarker fiir Agarosegel-

Elektrophorese

BioSizer™ III (A-DNA Hindlll/EcoR 1 gespalten) (AGS, Heidelberg)

FragmentgroBen in Basenpaaren (bp):

21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027,
1904, 1584, 1375, 947, 831, 564, 125
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5.4.2  Molekulargewichtsmarker fiir SDS-Polyacrylamid-

gelelelektrophorese

LMW - Low molecular weight marker (Sigma, Deisenhofen)

Protein Molekulargewicht
(kDa)

Rinderalbumin 66

Ovalbumin 45

Glyzerinaldehyd-3-P-dehydrogenase |36

Carboanhydrase, Rindererythrozyten |29

Trypsinogen, Rinderpankreas 24
Trypsininhibitor, Sojabohnen 20
a-Lactalbumin, Rind 14,2

HMW - High molecular weight marker (Sigma, Deisenhofen)

Protein Molekulargewicht
(kDa)

Myosin, Kaninchenmuskel 205

B-Galaktosidase, E. coli 116

Phosphorylase B, Kaninchenmuskel |96

Rinderalbumin 66

Ovalbumin 45

Carboanhydrase, Rindererythrozyten |36

5.5 Zellkultur-Material

Cell Culture Inserts (8§ um) Falcon/Becton-Dickinson, Heidelberg
12-Loch-Platten fiir o. g. Einsétze Falcon/Becton-Dickinson, Heidelberg
Millex®-GS Sterilfilter (0,22 pm) Millipore Corporation, Bedford/ USA

Das iibrige Zellkultur-Material wurde von den Firmen Costar (Corning, NY/USA),
Falcon/Beckton-Dickinson, Heidelberg, NUNC, Wiesbaden, und Renner, Darmstadt,

bezogen.
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5.6 Standard-Losungen und Medien

5.6.1 Standard-Losungen

1 x CMF-PBS: 140 mM NaCl; 2,6 mM KCI; 8 mM Na,HPO, x 2 H,O;
1,5 mM KH,POy4; pH 7,2

1 x PBS: 136 mM NaCl; 2,7 mM KCIl; 8 mM Na,HPO, x 2 H,O;
1,5 mM KH,POy; 1,5 mM CaCl; x 2 H,O; 0,5 mM
MgCl, x 6 H,O; pH 7,4

1 x TBS: 50 mM Tris/HCI; 150 mM NacCl; pH 7,5

5 x Glycin-Puffer: 2 M Glycin; 250 mM Tris/HCI; 0,5% (M/V) SDS;
pH 8,5

Transferpuffer: 25 mM Tris/HCI; 0,1 % (M/V) SDS; 1,5 % (M/V)

Glycin; 20 % (V/V) Methanol; pH 8,3

Alkalische Phosphatase-Puffer: 50 mM Tris/HCI; 50 mM MgCly; pH 9,5

5.6.2 Bakterien-Medien
Luria Bertani (LB)-Fliissigmedium: 1% (M/V) Trypton; 0,5 % (M/V) Hefeextrakt; 1% (M/V)

NaCl; pH 7,5

Luria Bertani (LB)-Agar: 1% (M/V) Trypton; 0,5 % (M/V) Hefeextrakt; 1% (M/V)
NacCl, 2% (M/V) Agar; pH 7,5

5.6.3 Zellkultur-Medien

5.6.3.1 Zellkultur-Medien fiir Zelllinien
Die Fibroblasten-Zelllinie NIH/3T3, die Pankreaskarzinom Zelllinien AsPC-1, BxPC-3 und

PANC-1 sowie alle glialen und neuronalen Zelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle
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Medium (DMEM; Life Technologies, Eggenstein) kultiviert, welchem 200 mM L-Glutamin
(Life Technologies, Eggenstein), 1% Penicillin/Streptomycin (10 x, 10000 U, 10 mg/ml) und
10% (V/V) DCS (NIH/3T3) oder 10% (V/V) FCS (iibrige Zelllinien) zugesetzt wurde. Dem
Zellkultur-Medium fiir die stabil-transfizierten PANC-1-Zellen wurde aullerdem noch 1,5
mg/ml G418-Sulphat (Life Technologies, Eggenstein) hinzugefiigt. Alle Zusitze wurden vor
dem Gebrauch sterilfiltriert (0,22 pm Porengrof3e).

5.6.3.2 Zellkultur-Medien fiir Primérkulturen

Zur Selektion und Kultivierung von glialen Primérkulturen wurde MEM-EARLE Medium
(Minimal Essential Medium) unter Zusatz von Glukose (5 g/lI), L-Glutamin (292 mg/l),
NaHCO; (2,2 g/l) und 10% (V/V) HS (horse serum; Life Technologies, Eggenstein) oder 20%
(V/V) FCS verwendet.

Zur Selektion und Kultivierung von neuronalen Primédrkulturen wurde modifiziertes N2-
Medium (Bottenstein und Sato, 1979) verwendet, eine 1:1(V/V)-Mischung aus MEM und
Ham‘s F12 Medium (Life Technologies, Eggentein) mit folgenden Zusétzen: Glukose (5 g/l),
L-Glutamin (220 mg/l), HEPES (10 mM; Sigma, Deisenhofen), Transferrin (50 pg/ml;
Sigma, Deisenhofen), Putrescin (10 M; Sigma, Deisenhofen), Insulin (5 pg/ml; Sigma,
Deisenhofen), Trijodthyronin (T3) (5 x 1070 M; Sigma, Deisenhofen), Na-Selenit (3 x 10°M;
Sigma, Deisenhofen), Progesteron (2 x 10 M; Sigma, Deisenhofen), Gentamicin (50 pg/ml;
Life Technologies, Eggenstein).

Alle Medien fiir Primérkulturen wurden als Instant-Medien (Life Technologies, Eggenstein)

bezogen und in 11 ddH,O (B. Braun, Melsungen) gelost.

5.7 Faktoren und Inhibitoren

5.7.1 Faktoren

rthBDNF (brain-derived neurotrophic factor) TEBU, Frankfurt a. M.
(Stammlosung: 100 pg/ml in ddH,0)

thGDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) TEBU, Frankfurt a. M.
(Stammlésung: 100 pg/ml in ddH,0)

thB-NGF (B-nerve growth factor) TEBU, Frankfurt a. M.
(Stammlésung: 100 pg/ml in ddH,0)

thEGF (epidermal growth factor) Roche Diagnostics, Mannheim
(Stammlosung: 100 ng/ml in ddH,0)
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LPA (Lysophosphatidsdure) Sigma, Deisenhofen
(Stammlosung: 10 mM in ddH,0)

5.7.2 Inhibitoren

MEK1-Inhibitor (PD98059) New England Biolabs, Beverly/USA
(Stammlosung: 50 mM in DMSO)
PI3-Kinase-Inhibitor (LY294002) ALEXIS® Biochemicals, Griinberg

(Stammlosung: 10 mM in Methanol)
Mitomycin C Sigma, Deisenhofen

(Stammlésung: 2 mg/ml in 1 x CMF-PBS, 25 % (V/V) Glyzerin)

5.8 Prokaryontische und eukaryontische Zellen

5.8.1  Escherichia coli Stamme

Stamm Bezugsquelle

BL21(DE3) |Novagen/R&D Systems, Wiesbaden

DH5a Clontech/TCC Biotechnology, Heidelberg

TOP10F’ Invitrogen, Heidelberg

5.8.2  Eukaryontische Zelllinien

Zelllinie Beschreibung ATCC Nr./
Herkunft
NIH/3T3 Fibroblasten-Zelllinie aus der Maus CRL-1658

(Copeland et al., 1979)

HEK-293 |humane embryonale Nierenzelllinie mit  epithelialer | CRL-1573
Morphologie, transformiert mit Adenovirus 5 (Ad 5)
(Graham et al., 1977)

AsPC-1 humane duktale Pankreaskarzinomezelllinie humane duktale|CRL-1682
Pankreaskarzinomezelllinie mit K-ras-Mutation (Aoki et al.,
1997)

BxPC-3 humane Pankreaskarzinomzelllinie. Mutation im Codon 220 des | CRL-1687
p53-Gens (TAT—TGT) fiihrt zum Austausch von Tyrosin
gegen Glycin. Keine K-ras-Mutationen (Tan et al., 1986)

PANC-1 humane Pankreaskarzinomzelllinie epithelialer Morphologie | CRL-1469
(Lieber et al., 1975). Eine Punktmutation im Codon 12 des
K-ras-Gens (GGT—GAT) fiihrt zum Austausch von Glycin
gegen Asparagin und damit zu einem Kkonstitutiv-aktiven
K-Ras-Protein (Giehl et al., 2000)
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Mia PaCa-2 | Humane Pankreaskarzinomzelllinie epithelialen Ursprunges, die | CRL-1420
sowohl eine Mutation im p53-Gen (Position 248, CGG—>TGG),
als auch eine Punktmutation in beiden Allelen des K-ras-Gens
enthilt. Letztere fiihrt zu einem Austausch von Glycin gegen
Cystein und hat zur Folge, daB3 die Zellen ein stindig aktives
K-ras-Protein aufweisen (Berrozpe ef al., 1994).
B49 gliale Zelllinie aus BDIX-Ratten von
(Schubert et. al., 1974) Dr. J. Engele
LS humane Neuroblastoma-Zelllinie, wurde in Tiibingen etabliert |von
(Rudolph et al., 1991) Dr. J. Engele
SK-N-LO | humane neuroektodermale Zelllinie von
Dr. J. Engele
SK-N-SH | humane Neuroblastoma-Zelllinie HTB-11/ von
(Seeger et al., 1977) Dr. J. Engele

ATCC: American Type Culture Collection; Rockville/USA

5.9

5.9.1

pGEX-2TK

pGEX-2T/RhoA(G14V/F25N)
pGEX-2T/RhoA(T19N/F25N)
pGEX2-TK/PAK-CD
PGEX-2TK/RBD

5.9.2

pcDNA3. 1(+)

pEGFP-C/N

pMT2°M/RhoA

Expressionsplasmide

Prokaryontischen Expressionsvektoren

Amersham Pharmacia, Freiburg

Eukaryontischen Expressionsvektoren

Invitrogen, Leek/Holland
Clontech, Palo Alto/USA
von M. Gebbink, Utrecht/Holland

erhalten von K. Aktories, Freiburg

erhalten von K. Aktories, Freiburg

erhalten von J. Collard, Amsterdam/Holland
erhalten von J. Bos, Utrecht/Holland

Das Expressionsplasmid pEGFP-C1/H-Ras(S17N) wurde in der Arbeitsgruppe von Frau Dr.

Klaudia Giehl kloniert und zur Herstellung stabil-transfizierter PANC-1-Zellen verwendet.

5.9.3

pUCI19

pBluescript II KS(+) (pKS(+))

pCR2.1®

Klonierungsvektoren

Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Invitrogen, Leek/Holland
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5.10

Hamagglutinin-Epitop:

Hamagglutinin-Sequenz:

Restriktionsschnittstellen:

Oligonukleotide

Die Hamagglutinin(HA)-Sequenz wurde verwendet, um RhoA,

und die RhoA(G14V/F25N)- und RhoA(T19N/F25N)-Mutanten

am 5’-Ende mit einem Epitop-fag zu versehen.

TAT GCC CAT ATG-Rho-Sequenz

AAA CTG CAG ATG TAT CCT TAT GAT GTT CCT GAT

Pstl: CTG CAG; Ndel: CAT ATG; BamHI: GGA TCC

MI und M255: Methionin-Reste an den Positionen 1 wund 255 der
Aminosduresequenz des RET-Proteins
RhoA- und RhoC-Oligonukleotide
Oligonukleotid Sequenz Linge
(bp)

RhoA 5’-Primer |5°-GGG CAT ATG GCT GCC ATC CGG AAG AAA-3° 27

(Ndel)

RhoA 3’-Primer |5’-GGG GAT CCT CAC AAG ACA AGG CAA CCA GA-¥ 29

(BamHI)

HA-RhoA 5°- 5’-CCC AAA CTG CAG ATG TAT CCT TAT GAT GTT CCT |66

Primer (Ndel) GAT TAT GCC CAT ATG GCT GCC ATC CGG AAG AAA-3’

RhoC 5’-Primer |5°-CAC CAT GGC TGC AAT CCG A-3’ 19

RhoC 3’-Primer |5°-GGG GGG ATC TCA GAG AAT GG-3° 20

RhoC 5’-Primer |5°-GGG CAT ATG GCT GCA ATC CGA-3° 21

(Ndel)

RhoC 3’-Primer |5’-GGG GGA TCC TCA GAG AAT GG-3’ 20

(BamHI)

Ret-Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz, Lokalisation Linge
(bp)

5’-Enden 5’-CGA TGG CGA AGG CGA CGT-3’ 18

bp -2 (5’UTR) - 16 (Exon 1)
5’-Endewmnss 5’-TGA TGG TGC CCT TCC CGG-3° 18

bp 761 - 778 (Exon 4)
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3’-intern [ 5’-GCA CCG ACA CGT TGA AGT GGA-3’ 21
bp 1172 - 1192 (Exon 6)

5’-intern [I5SA  |5’-GTC CTC TTG CTC CAC TTC AA-3’ 20
bp 1162 - 1181 (Exon 6)

3’-intern [I5B  |5°-ACA ACA TCG CAG TGG CC-3’ 17
bp 1702 - 1718 (Exon 9)

5’-intern [I3A  |5’-TAC ACC ACG GTG GCC GT-3’ 17
bp 2254 - 2270 (Exon 12)

3’-intern [13B | 5°-GCT CAG GAG GAA TCC CAG G-3° 19
bp 2857 - 2875 (Exon 17)

5’-intern | 5’-TTT TGA TCA TAT CTA CAC CA-3’ 20
bp 2769 - 2788 (Exon 16)

3’-Original 5’-TGT TAA CTA TCA AAC GTG TCC ATT AA-3° 26
bp 3322 (Exon 20) - 3347 (3’-UTR/“Intron 20°)

5’-Primer 5’-GGC TTT CCC CTG CTC ACC GTC T-3’ (Sequenzierung) |22

»d -Endemie | bp 343 - 364 (Exon 3)

5’-Mitte 5’-GAA CTT CTC CAC CTG CTC TCC-3’ (Sequenzierung) 21
bp 1659 - 1679 (Exon 9)

3’-Mitte 5’-ACT CTG ACA GCA GGT CTC GAA-3’ (Sequenzierung) |22
bp 2305 - 2326 (Exon 13)

3’ Ret9 5’-GAA TCT AGT AAA TGC ATG G-3° 19
bp 3198 - 3216* (Intron 19, kds)

3’ Ret9 Test 5’-TAT TCA ACC TGT TCT TGG-3’ 18
bp 3471 - 3488* (Intron 19, nkds)

3’ Ret43 5’-GAA GTT ACA GTG CTG ACA A-3 19

bp 3254 - 3272* (Exon 21)

* Exon 19 ist das letzte Exon, das in allen drei Spleiflvarianten des c-ret-Gens vorkommt. Das letzte Basenpaar

von Exon 19 ist Basenpaar 3186. Die angegebenen Oligonukleotidsequenzen ergeben sich durch Weiterzdhlen

in die entsprechenden Intron- oder Exon-Sequenzen.
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GFRa1- und GFRa2-Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz, Lokalisation Linge
(bp)

GFRal 5’-intern |5°-GGA TTG CGT GAA AGC CAG TGA-3* |21
bp 80 - 100 (Exon 2)

GFRol 3’-intern |5’-AGC ACA CAG GCA CGA TGG TCT-3* |21
bp 664 - 684 (Exon 4)

GFRa?2 5’-intern |5’-GTG CCC AGC GAG TAC ACC TAC-3" |21
bp 630 - 650 (Exon 4)

GFRo2 3’-intern |5°-CAG GTG GTG ATG ACA CTG GTC-3" |21
bp 1184 - 1204 (Exon 7)

Die GFRal- und GFRa2-Oligonukleotide wurden freundlicherweise von Frau Dr. Gita

Pezeshki, Abteilung Anatomie und Zellbiologie, zur Verfligung gestellt.

GDNF-Oligonukleotide (nach Okada et al., 1999)

Oligonukleotid Sequenz, Lokalisation Linge
(bp)

GDNF 5-intern |5’-TGCTTCCTAGAAGAGAGCGG-3* |20
bp 254 - 273 (Exon 3)

GDNF 3’-intern |5-TCGTACGTTGTCTCAGCTGC-3> |20
bp 451 - 470 (Exon 3)

2B-Aktin-Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz Linge
(bp)
B-Aktin 5’-Primer |5’-GAC TAC CTC ATG AAG ATC CT-3” |20
bp 634 - 653
B-Aktin 3’-Primer |5°-GCG GAT GTC CAC GTC ACA CT-3> |20
bp 926 - 945

Die B-Aktin Oligonukleotide wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Andre Menke zur

Verfligung gestellt.
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Oligonukleotide fiir Plasmid-Sequenzierung

Oligonukleotid Sequenz, Lokalisation Linge
(bp)

pKS(+) reverse-Primer 5’-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG T-3° 22
bp 601 - 625

pKS(+) universal-Primer |5’-GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3’ 19
bp 808 - 826

pEGFP-C 5’-Primer 5’-CAT GGT CCT GCT GGA GTT CGT G-3° 22
bp 1268 - 1287

pEGFP-C 3’-Primer 5’-TAA CAA CAA CAA TTG CAT TC-3° 20
bp 1500 - 1519

pEGFP-N 5’-Primer 5’-GGT AGG CGT GTA CGG TGG GAG G-3° 22
bp 530 - 551

pEGFP-N 3’-Primer 5’-CGT CGC CGT CCA GCT CGA CCA G-3° 22
bp 724 - 745

pGEX-2TK 5’-Primer 5’-GGG CTG GCA AGC CAC GTTTGG TG-3> |23
bp 869 - 891

pGEX-2TK 3’-Primer 5’-CCG GGA GCT GCA TGT GTC AGA GG-3* |23
bp 1019 - 1041

BGH-Primer 5’-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3’ 18
bp 1021 - 1038

T7-Promotor Primer 5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GA-3> |23

bp 863 - 885

Wenn nicht anders gekennzeichnet, wurden die hier aufgefiihrten Primer von der Firma

Thermo Hybaid (Ulm) synthetisiert.
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5.11 Antikorper

Primiire Antikorper

Bezugsquelle

Verdiinnung

anti-Racl IgG2b,
Maus; R56220

Transduction Laboratories,

Franklin Lakes/USA

1:500

anti-pan-Ras (Ab-3) IgG,

Oncogene Research, San Diego/USA

1:1000 - 1:2000

Maus; OP 40

anti-N-Ras (Ab-1) IgG, Oncogene Research, San Diego/USA 1:500

Maus; OP 15

anti-RhoA (26C4) IgG, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz/USA 1:1000
Maus; sc-418

anti-RhoA (119) IgG, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz/USA 1:1000
Kaninchen; sc-179

anti-Ret (C-19) IgG, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz/USA 1:100 -1:300
Ziege; sc-167-G

anti-Ret (C19) IgG, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz/USA 1:100 - 1:300
Kaninchen; sc-167

anti-GDNFR a IgG, Transduction Laboratories, Franklin Lakes | 1:5000
Maus; sc-167G, G556201 /USA

anti-ERK2 (C-14) IgG, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz /USA 1:1000
Kaninchen; sc-154

anti-JNK1 (FL) IgG, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz/USA 1:1000
Kaninchen; sc-571

anti-Akt/PKB IgG, New England Biolabs, Beverly/USA 1:1000
Kaninchen; #9270

anti-P-Akt (Serd73) IgG, New England Biolabs, Beverly/USA 1:1000
Kaninchen; #9270

anti-P-Akt (Thr308) IgG, New England Biolabs, Beverly/USA 1:1000
Kaninchen; #9275S

anti-GFP, Klone 7.1 & 13.1, |Roche Diagnostics, Mannheim 1:500 - 1:1000
Maus; #1814460

anti-GST (Z-5) 1gG, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz/USA 1:500

Kaninchen; sc-459
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Die anti-Ret-Antikdrper und anti-P(Phospho-)-Akt/PKB-Antikorper wurden in TBS verdiinnt,
wihrend alle anderen Antikorper in CMF-PBS verdiinnt wurden (siehe 5.6.1)

Sekundire Antikorper Bezugsquelle Verdiinnung
anti-Ziege 1gG, Sigma, 1:1000
Kaninchen, G5518; HRP Deisenhofen
anti-Kaninchen IgG, Sigma, 1:1000
Ziege, A-6154; HRP Deisenhofen

anti-Maus, IgG, Sigma, 1:1000
Ziege, A-5278; HRP Deisenhofen

anti-Maus IgG (H+L), Pierce, 1:5000
Ziege, #97012804; HRP St. Augustin
anti-Kaninchen IgG (H+L), Pierce, 1:5000
Ziege, #31460; HRP St. Augustin

anti-Maus IgG, Ziege, Sigma, 1:2500
A-3562; AP Deisenhofen
anti-Kaninchen, IgG (H+L), Dianova, 1:1000
Maus, #36234; AP Hamburg

Abkiirzungen: IgG: Immunglobulin G; HRP: horse-radish peroxidase;
AP: Alkalische Phosphatase

5.12 Geriate

AnalySIS-Dokumentationssystem, Doku 3.0
Axiovert 25 Mikroskop

Bakterienschiittler Certomat R

Beckman DU 640 Photometer

Analysis, Stuttgart
Zeiss, Jena
B. Braun, Melsungen

Beckman Instruments, Miinchen

Beckman Zentrifuge J1-HS
(Rotoren JA10, JA 20)

Beckman Zentrifuge J2-HS
CO;-Inkubator, Typ CB 210
Concentrator 5301 (speed vac)
Eppendorf Tischzentrifuge 5417-C

Beckman Instruments, Miinchen

Beckman Instruments, Miinchen
WTB Binder Labortechnik, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
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Fluoreszenzmikroskop Olympus
Fliissigszintillationszdhler LSC2200 CA
Elektrophoresegelkammer (8 x 10 cm)
Elektrophoresegelkammer (16 x 18 cm)
Heraeus Sepatech Megafuge 1.0
Horizontalgelkammer

Mischgerdt REAX2

Netzgeriat EPS200

Peltier Thermal Cycler PTC 200
Sammy-Dry Blotkammer
Sicherheitswerkbank Hera Safe
Sonifier B-12

Sorvall Ultrazentrifuge OTD 50 B
Tankblotkammer (B2157; 14 x 13 x 16 cm)
Thermomixer 5436

Ultrazentrifuge Beckman Optima™

(Rotor TLA 45)

UV-Stratalinker™ 1800
Videodokumentationssystem CF8/1 DX

5.13 Software

GraphPad Prism® Version 2.01, 32 bit version for Windows95, GraphPad Software, San

Diego/USA

Olympus, Hamburg

Packard, Dreieich

Sigma, Deisenhofen

Hoefer, San Fransisco/USA
Heraeus Christ, Osterode
MBT-Brand, Heidelberg
Heidolph, Kelheim

Pharmacia Biotech, Freiburg
Biozyme, Hess. Oldendorf
Schleicher & Schuell, Dassel
Heraeus Instruments, Stuttgart
Branson Sonic Power Company
Danbury/USA

DuPont Instruments, Bad Nauheim
Sigma, Deisenhofen
Eppendorf, Hamburg

Beckman Instruments, Miinchen

Stratagene, Heidelberg
Kappa MeBtechnik, Gleichen

Micrografx Designer 7.0, Micrografx Inc., Miinchen

Mircografx Picture Publisher 7, Micrografx Inc., Miinchen
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5.14 Accession numbers

Gen GenBank(Gi)
Nomenklatur

rhoA 407696

rhoC 407698

ret 14745698

gfial | 1599926

gfia2 | 4503982

gdnf | 14723800
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6 Methoden

6.1 Mikrobiologische Methoden

6.1.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Eine Einzelkultur oder 50 pl einer Gefrierkultur des Bakterienstammes DH5a wurden in 3 ml
LB-Medium iiberfithrt und tiber Nacht bei 37 °C und 220 Upm (Standardbedingungen)
inkubiert. Am Tag darauf wurden 100 ml LB-Medium mit 500 pl der iiber-Nacht-Kultur
angeimpft und bei Standardbedingungen bis zu einer ODgponm = 0,4 inkubiert. AnschlieBend
wurden die Bakterien bei 2800 x g fiir 5 min bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet in 50 ml eiskalter 100 mM CaCl,-Ldsung resuspendiert und fiir 1 Std.
auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden ein weiteres Mal bei 2800 x g fiir 5 min bei 4 °C
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml eiskalter 100 mM CaCl,-Losung mit 30 % (V/V)
Glyzerin resuspendiert, in 500 upl Aliquots portioniert und nach Vorfrieren in einem
Ethanol/Trockeneis-Bad bei -80 °C gelagert. Die Qualitit der kompetenten Bakterien wurde
durch Transformation von 50 ng Plasmid-DNA iiberpriift.

6.1.2 Transformation von Bakterien

Kompetente Bakterien zeichnen sich dadurch aus, dass sie in der Lage sind, unter definierten
Bedingungen zirkuldire DNA aufzunehmen. Fiir eine Transformation wurden 200 pl
kompetente DH5a E. coli-Zellen auf Eis aufgetaut und mit 50 ng Vektor-DNA oder 10 pl
eines Ligationsansatzes und 100 ul TCM-Puffer (4 °C) versetzt. Der Ansatz wurde fiir 30 min
auf Eis inkubiert. Der anschlieende Hitzeschock bei 42 °C fiir 3 min bewirkte die Aufnahme
der Plasmid-DNA in die Bakterien. Die Bakterien wurden fiir 1 min auf Eis abgekiihlt und
nach Zugabe von 700 pul LB-Medium (RT) bei 220 Upm fiir 45 min bei 37 °C geschiittelt. Ein
Aliquot dieser Bakterienkulturen wurde mit einem Drygalsky-Spatel, je nach Resistenz des
verwendeten Plasmides, auf LP*™*- oder LB**"**-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei

37 °C im Brutschrank inkubiert.

TCM-Puffer: 10 mM Tris/HCI; 10 mM CaCly; 10 mM MgCl,; pH 7,5
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Bei Transformationen von Ligationsansitzen mit dem pCR®2.1-Vektor wurden kommerziell
bezogene kompetente TOP10F’ E. coli-Zellen verwendet. Die Transformationen erfolgten

nach den Angaben des Herstellers.

6.1.3 Selektion transformierter Bakterien

Die Selektion der Bakterien mit internalisierter Plasmid-DNA erfolgte zum einen durch
Verwendung von antibiotikahaltigen LB-Agarplatten. Zum anderen konnte bei der
Transformation bestimmter Vektoren (pBluescript® KS(+), pUC19, pCR®2.1) durch
Verwendung der Substanzen X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galaktosid) und IPTG
(Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid) eine Blauweillselektion vorgenommen werden. Alle
weillen Klone enthielten die rekombinante DNA innerhalb ihrer multiplen Klonierungsstelle
und konnten damit keine funktionsfdhige B-Galaktosidase mehr herstellen, welche das
Substrat X-Gal in einen blauen Farbstoff umsetzt. Fiir eine 10 cm Agarplatte wurde ein
Gemisch aus 100 pl LB-Medium, 50 pl einer 2 %igen X-Gal-Loésung in DMF (N,N-
Dimethylformamid) und 10 pl 100 mM IPTG eingesetzt.

6.1.4 Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli

6.1.4.1 Expression von GST-RhoA und GST-RhoC in DH5a

Einzelkolonien der Bakterienstimme DHS5a /pGEX-2T/RhoA(G14V/F25N), DHS5a /pGEX-
2T/RhoA(T19N/F25N) sowie DHS5a /pGEX-2TK/RhoC wurden mit einem sterilen
Zahnstocher von LB*™*-Platten abgenommen und in Polypropylenréhrchen mit jeweils 3 ml
LB*™"-Medium iiberfiihrt. Diese Vorkulturen wurden iiber Nacht bei 220 Upm und 37 °C
inkubiert. Am nichsten Tag wurden die iiber-Nacht-Kulturen in 50 ml LB*™*-Medium
iberfiihrt und bis zu einer ODgonm = 0,7 inkubiert. Die Induktion der Expression der GST
(Glutathion-S-Transferase)-Fusionsproteine erfolgte durch Zugabe von 1 mM IPTG. Nach
Inkubation bei 220 Upm fiir 3 Std. bei 37 °C wurden die Bakterien bei 2800 x g fiir 10 min
bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml Lysispuffer
resuspendiert. Der Aufschlufl der Bakterienzellen erfolgte mittels Ultraschallbehandlung bei
50 Watt dreimal fiir 30 sec Zwischen den einzelnen Sonizierintervallen wurden die Zellen fiir
1 min auf Eis abgekiihlt. Um die Bakterienzellwdnde auch biochemisch aufzuschliefen,
wurden die Bakterien zusitzlich mit 100 mg/ml Lysozym bei 4 °C fiir 30 min auf einem

Mischgerit inkubiert. Die Auftrennung in eine 18sliche und eine partikuldre Fraktion erfolgte
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durch Zentrifugation des Bakterienlysates bei 10000 x g fiir 30 min bei 4 °C. Das Pellet
wurde in 0,5 ml Lysispuffer resuspendiert und von beiden Fraktionen die
Proteinkonzentration mittels BCA-Methode bestimmt. Die Verteilung der GST-
Fusionsproteine in der loslichen und partikuldren Fraktion wurde mittels SDS-PAGE

untersucht.

Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI; 50 mM NaCl; 5 mM MgCly; 1 mM DTT; 1 mM
PMSF; 0,1 mg/ml Lysozym

6.1.4.2 Expression von GST-PAK-CD in E.coli-Bakterien

(modifiziert nach Sander et al.,1998; Ren und Schwartz, 2000)

GST-PAK-CD ist ein Fusionsprotein aus der Glutathion-S-Transferase (GST), und der Rac-
GTP-Bindungsdoméne, der sog. CRIB-Domine (CD; Aminosduren 56-272) des Rac-
Effektorproteins PAKIB (PAK-CD). Zur Expression des GST-PAK-CD-Fusionsproteins
wurden 50 ml einer BL21(DE3)/pGEX-2TK/PAK-CD Kultur in 400 ml LB*™"-Medium
iiberfiihrt und bei 220 Upm und 37 °C bis zu einer ODgonm = 0,5 inkubiert. Die Expression
des Fusionsproteins wurde durch Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert und die Kultur bei 220
Upm fiir 2 Std. bei 37 °C geschiittelt. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension bei 4000
x g fiir 10 min bei 4 °C abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 20 ml
Lysispuffer (4 °C) resuspendiert. Die Zellen wurden durch 6-maliges Sonizieren bei 50 Watt
fiir 30 sec aufgeschlossen und zwischen den einzelnen Sonizierintervallen jeweils fiir 1 min
auf Eis abgekiihlt. Zur Abtrennung unldslicher Bestandteile wurde die Bakteriensuspension
bei 10000 x g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend in ein
15 ml Polypropylenréhrchen iiberfiihrt und mit 300 ul Glutathion-Sepharose™ versetzt. Zur
Bindung des GST-PAK-CD-Fusionsproteins an die Glutathion-Sepharose wurde der Ansatz
fiir 1 Std. bei 4 °C auf einem Mischgerit durch iiber-Kopf-Rotation inkubiert. Anschliefend
wurde der Ansatz bei 1700 x g fiir 1 min bei 4 °C zentrifugiert und das Prazipitat dreimal mit
je 1 ml Waschpuffer gewaschen. SchlieBlich wurde das an die Glutathion-Sepharose™
gekoppelte GST-PAK-CD in 4 ml Waschpuffer resuspendiert, mit 400 pl Glyzerin versetzt
und als Aliquots (200-400 pl) bei -80 °C gelagert.

Lysispuffer: 50 mM Tris/HCIL, pH 7,5; 150 mM NaCl; 5 mM MgCly; 1 % (V/V) Triton
X-100; I mM DTT; 1 mM PMSF; 10 pg/ml Aprotinin; 10 ug/ml Leupeptin
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Waschpuffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM MgCly; 0,5 % (V/V) Triton
X-100; I mM DTT; 1 mM PMSF; 10 pg/ml Aprotinin; 10 ug/ml Leupeptin

6.1.4.3 Expression von GST und GST-RBD in E. coli

(modifiziert nach de Rooij und Bos, 1997)

Je 50 ml BL21(DE3)/pGEX-2TK und BL21(DE3)/pGEX-2TK/RBD Kulturen wurden in 400
ml LB*"*-Medium iiberfiihrt und bei 220 Upm und 37 °C bis zu einer ODgoonm = 0.6
inkubiert. Die Induktion der Expression von GST und GST-RBD erfolgte durch Zugabe von
0,1 mM IPTG und weiterer Inkubation der Bakterienkulturen bei 220 Upm fiir 2 Std. bei
37 °C. Nach Zentrifugation der Kulturen bei 4000 x g fiir 10 min bei 4 °C, wurden die
Bakterienpellets in je 25 ml Lysispuffer resuspendiert. Der Aufschlufl der Bakterienzellen
erfolgte durch 6-maliges Sonizieren bei 50 Watt fiir je 1 min. Zwischen den einzelnen
Sonizierintervallen wurden die Bakterien auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurde zu den
Bakterienlysaten Triton X-100 bis zu einer Endkonzentration von 1 % (V/V) zugegeben und
die Suspension 10 min bei 4°C unter Riithren inkubiert. Die Lysate wurden zur Abtrennung
unldslicher Bestandteile bei 12000 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand mit
den 16slichen Proteinen wurde mit 10 % (V/V) Glyzerin versetzt, und die Aliquots (400 pl)
bei -80 °C aufbewahrt.

Lysispuffer (1 x PBS): 136 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 8 mM Na,HPO, x 2 H,O; 1,5 mM
KH,PO;4 ; 1,5 mM CaCl, x 2 H,O; 0,5 mM MgCl, x 6 H,O; 1
uM Pepstatin A; 0,5 mM DTT; 0,1 uM Aprotinin; 1 puM
Leupeptin; pH 7,4

6.2 Molekularbiologische Methoden

6.2.1 Praparation von Plasmid-DNA

Fir die Gewinnung von bis zu 40 pg Plasmid-DNA wurden 1-8 ml E. coli-
Bakteriensuspension nach Angaben des Herstellers mit dem NucleoSpin® System (Machery
& Nagel, Diiren) aufbereitet. Die Gewinnung von bis zu 100 ug Plasmid-DNA aus 10-100 ml
Bakterienkulturen erfolgte mit dem Nucleobond® AX 100 System. Die Kultivierung der
Bakterien erfolgte iiber Nacht bei 220 Upm bei 37 °C in LPA™"- oder LB**"™*"-Medium. Die
Plasmid-DNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.
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6.2.2 Bestimmung der Nukleinsiure-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde sprektralphotometrisch durch Messung der Extinktion bei 260
nm in einer Quarzkiivette bestimmt. Dabei entspricht eine Einheit bei einer optischen Dichte
von 260 nm (ODz¢onm = 1) einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA,

33 pg/ml einzelstrangiger DNA-Oligonukleotide oder 40 pg/ml RNA.

OD 400 X 50 ng x VF VF: Verdiinnungsfaktor
DNA-Konzentration = = 1e ( 8 )

1 ml

Eine Aussage liber die Reinheit der Nukleinsdure konnte anhand des Verhéltnisses der
Extinktionswerte von 260 nm zu 280 nm gemacht werden. Werte zwischen 1,8 und 2,0

entsprechen hierbei einem hohen Reinheitsgrad.

6.2.3  Fillung von Nukleinsaure

Zur Féllung der DNA wurde die DNA-L6sung auf mindestens 100 pl mit ddH,O aufgefiillt.
Nach Zugabe des 5fachen Volumens 99,8 %igen (V/V) Ethanols (-20 °C) und 10 pl 3 M
Natrium-Acetat (pH 7,0 bzw. pH 4,6 bei DNA fiir Sequenzierung) wurde die DNA entweder
iiber Nacht bei -20 °C oder fiir 1 Std. bei -80 °C gefillt. AnschlieBend wurde die DNA bei
15000 x g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal
mit 70 %igem (V/V) Ethanol (-20 °C) gewaschen. Das DNA-Pellet wurde im
Vakuumkonzentrator getrocknet, die DNA in 15-50 ul ddH,O resuspendiert und die

Konzentration spektralphotometrisch ermittelt.

6.2.4 Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Verunreinigungen, insbesondere von Proteinen, wurde die DNA einer
Phenol/Chloroform-Extraktion unterzogen. Dazu wurde die waBirige DNA-LOsung mit ddH,O
auf mindestens 200 pl aufgefiillt und mit einem Volumen (200 ul) eines Gemisches aus 25
Teilen mit TE-Puffer gesittigten Phenols (100 pl), 24 Teilen Chloroform (96 pl) und einem
Teil Isoamylalkohol (4 pl) wversetzt. Nach kréiftigem Durchmischen erfolgte die
Phasentrennung durch Zentrifugation bei 15000 x g fiir 5 min bei RT. Der obere, DNA-
haltige, wiBrige Uberstand wurde abgenommen, mit einem Volumen eines Gemisches aus 24
Teilen Chloroform (stabilisiert mit 0,75 %igem Ethanol) und einem Teil Isoamylalkohol
ausgeschiittelt und bei 15000 x g fiir 5 min bei RT zentrifugiert. Die Reinigung der DNA
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erfolgte durch Fillung mit dem Sfachen Volumen 99,8 %igen (V/V) Ethanols (-20 °C) und
1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetats (pH 7,0 bzw. pH 4,6 bei DNA fiir Sequenzierung) fiir 1
Std. bei -80 °C. Nach Trocknen des DNA-Pellets im Vakuumkonzentrator wurde die DNA in
ddH,0 gelost und bei -20 °C aufbewabhrt.

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA

6.2.5 Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der negativ geladenen DNA-Fragmente -erfolgte
entsprechend ihrem Molekulargewicht in einer horizontalen Agarosegelapparatur. Die
Agarosekonzentration der Gele wurde in Abhingigkeit von der Grofe der aufzutrennenden

DNA-Fragmente gewihlt.

Agarose-Konzentration in % (M/V) Trennbereich linearer DNA (kb)
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

(nach Sambrook ef al., 1989)

Die Agarose wurde in 1 x TAE-Elektrophoresepuffer aufgekocht und in einen Gelschlitten
(8,5 cm x 7,5 cm) mit einem 8- oder 12-Taschen-Kamm gegossen. Die DNA wurde im
Verhiltnis 6:1 (V/V) mit DNA-Probenpuffer versetzt, in die Taschen des erstarrten Gels
pipettiert und bei 100 V fiir 30-60 min aufgetrennt. Anschlieend wurde das Agarosegel fiir 5
min bei RT in einer Ethidiumbromid-Losung (0,5 mg/ml in 1 x TAE) inkubiert und die DNA-
Banden mittels UV-Beleuchtung bei A = 312 nm auf einem Transilluminator (Bachofer)

visualisiert.

1 x TAE-Puffer: 40 mM Tris/HCI, pH 8,0; 0,1 % (V/V) Essigsdure; 1 mM EDTA

6 x DNA-Probenpuffer: 30 % (V/V) Glyzerin; 0,25 % (M/V) Bromphenolblau;
0,25 % (M/V) Xylene Cyanol FF
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6.2.6 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit
von Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstellers.

Eine andere Methode bestand darin, die ausgeschnittenen Gelstlicke durch silanisierte
Glaswolle (Serva Bioproducts, Heidelberg) in 0,5 ml Eppendorf-Gefiale bei 4000 x g fiir 10
min bei RT zu zentrifugieren und die DNA im Durchfluss anschlieend mit dem Sfachen
Volumen 99,8 %igen Ethanols (-20 °C) und 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetats (pH 7,0)
iber Nacht bei -80 °C zu fallen.

6.2.7 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme bakteriellen Ursprungs, die doppelstrdngige DNA an
spezifischen Sequenzen erkennen und durch Hydrolyse der Phosphodiesterbindungen spalten.
Je nach Art der Erkennungssequenz und der Spaltreaktion unterscheidet man drei
verschiedene Enzymtypen. Hier wurden Typ II-Restriktionsenzyme verwendet, bei denen
Bindungsstelle und Schnittstelle identisch sind und deren oft palindromische
Erkennungssequenzen mit 4-6 Basenpaaren relativ kurz sind. Durch die Spaltung der DNA
entstehen je nach Restriktionsenzym 3’-iiberstehende, 5’-iiberstehende oder glatte DNA-
Enden. Die Hydrolyse durch Typ II-Restriktionsenzyme ist tempearturabhidngig und abhéngig
von Mg”*-Tonen. Die konkreten Reaktionsbedingungen richteten sich nach den Angaben der
Hersteller (MBI Fermentas, St. Leon-Rot; AGS, Heidelberg)
Standard-Ansatz: 0,5 ng DNA

0,5 pl Restriktionsenzym (5-10 U/pl)

1 pl 10 x Puffer

auf 10 ul mit ddH,O auffiillen

Der Spaltansatz wurde fiir mindestens 1 Std. bei der fiir das jeweilige Restriktionsenzym
erforderlichen Temperatur inkubiert, die DNA anschlieBend elektrophoretisch im Agarosegel

aufgetrennt und mittels UV-Licht auf dem Transilluminator visualisiert.

6.2.8  Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Vor der Ligation linearisierter Vektor-DNA mit DNA-Fragmenten, wurde die Vektor-DNA

dephosphoryliert, um eine Rezirkularisierung zu verhindern. Die Entfernung der
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Phosphatreste am 5’-Ende erfolgte mit einer aus Kailberdarm isolierten Alkalischen
Phosphatase (CIP: calf intestine phosphatase).
CIP-Ansatz: 3-5 pg linearisierte Vektor-DNA

1ul Alkalische Phosphatase (1U/ul; Roche Diagnostics, Mannheim)

10 pl 10 x Puffer (Roche Diagnostics, Mannheim)

auf 100 pl mit ddH,O auffiillen

Nach Inkubation des CIP-Ansatzes fiir 1 Std. bei 37 °C wurde die Alkalische Phosphatase fiir
10 min bei 65 °C hitzeinaktiviert. AnschlieBend wurde die DNA mit dem Sfachen Volumen
99,8 %igen Ethanols (-20 °C) und 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetats (pH 7,0) versetzt und
iber Nacht bei -80 °C gefillt. Nach Trocknen des DNA-Pellets in einem Vakuumkonzentrator
wurde es in 20 ul ddH,O resuspendiert.

6.2.9 Klenow-Reaktion

Das Auffiillen von 5’-liberhdngenden Enden doppelstrangiger DNA zu glatten Enden erfolgte
mit dem grofen Fragment der E. coli-DNA-Polymerase 1. Das Klenow-Fragment ist ein
matrizenabhidngiges Enzym, das in Gegenwart von dNTPs eine Polymeraseaktivitét in 5°-3’-
Richtung ausiibt. Nach der Reaktion war die Ligation von DNA-Fragmenten mdglich, die
durch Spaltung mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen inkompatible Ende erhalten

hatten.

6.2.9.1 Auffiillen von 5’-iiberhingenden Enden doppelstringiger DNA
Klenow-Reaktionsansatz: 19,5 ul DNA (3-5 ng) gelost in ddH,O

1 pl Klenow-Fragment (10 U/pul)*

2,5 ul 10 x Puffer*

2 ul 10 mM dNTP-Mix*

10 x Klenow-Puffer: 500 mM Tris/HCI, pH 8,0; 50 mM MgCl,; 10 mM DTT
dNTP-Mix: 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP

* von MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Der Ansatz wurde fur 30 min bei 30 °C inkubiert. Anschlielend wurde die Reaktion durch
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Zugabe von 2 ul 250 mM EDTA (pH 8,0) gestoppt und das Klenow-Fragment fiir 10 min bei
75 °C hitzeinaktiviert. Die DNA wurde elektrophoretisch aufgetrennt und mit dem QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers aus dem Agarosegel

extrahiert.

6.2.9.2 Auffiillen von DNA-Fragmenten aus einer PCR
Klenow-Reaktionsansatz: 50 pul PCR-Ansatz

1 pl Klenow-Fragment (10 U/pl)*

2 ul 100 mM MgCl,*

0,5 ul 10 mM dNTP-Mix*
* yvon MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Nach 1 Std. Inkubation bei RT wurde die DNA elektrophoretisch aufgetrennt und mit dem
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers aus dem

Agarosegel extrahiert.

6.2.10 Ligation

Die Ligationsreaktion von Vektor-DNA und DNA-Fragmenten (/nsert-DNA) erfolgte mit
einer T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics, Mannheim), welche beide DNA-Komponenten
mittels Phosphodiesterbindungen miteinander verkniipft.
Ligationsansatz: 1 ul Insert-DNA (0,1-0,5 pg)

1 ul Vektor-DNA (20-50 ng)

1 ul T4-DNA-Ligase (1 U/ul; New England Biolabs, Beverly/USA)

1 pl 10 x Puffer (New England Biolabs, Beverly/USA)

auf 10 pl mit ddH,O auffiillen
Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte iiber Nacht bei 15 °C.

Alternativ wurde das Ready-to-go™ System (Amersham Pharmacia, Freiburg) verwendet. Die
Standardreagenzien des Ligationsansatzes liegen hier in lyophilisierter Form vor und wurden
durch 20 ng Vektor-DNA und 100 ng DNA-Fragment ergédnzt. Der Ligationsansatz wurde mit
ddH,0 auf ein Endvolumen von 20 ul aufgefiillt und fiir 45 min bei 15 °C inkubiert.



6 METHODEN 53

Fiir die Ligationsreaktion von PCR-Produkten mit dem pCR®2.1-Vektor (Invitrogen,
Leek/Holland) wurde der TA Cloning® Kit (Invitrogen, Leek/Holland) verwendet. Hierfiir
eigneten sich jedoch nur PCR-Produkte mit 3’-liberhdingenden Adenosin-Resten, wie sie von
Tag-Polymerasen gebildet werden. PCR-Produkte, welche mit Polymerasen mit Exonuklease-
Aktivitdt in 3°-5’-Richtung (Pwo, Pfu) amplifiziert worden waren, konnten dagegen nicht
eingesetzt werden.

Formel zur Berechnung der fiir die Ligation erforderlichen PCR-Produkt Menge:

(Y bp PCR-Produkt) x (50 ng pCR®2.1-Vektor)
3900 bp (GroBe des pCR®2.1-Vektor)

X ng PCR-Produkt =

Ligationsansatz: Z ul PCR-Produkt (X ng PCR-Produkt)
1-2 ul pCR®2.1 Vektor (25 ng/pl)
1 pl 10 x Puffer
1ul T4-DNA-Ligase (4 Weiss units; Invitrogen, Leek/Holland)
auf 10 pl mit ddH,O auffiillen
Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte iiber Nacht bei 15 °C.

6.2.11 Isolierung von gesamt-RNA aus Zelllinien

Die Isolierung der gesamt-RNA aus Zelllinien erfolgte unter Verwendung des RNeasy Midi
Kits (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Da bei der RNA-Synthese eine grof3e
Kontaminationsgefahr durch RNasen besteht, wurden alle Arbeiten mit RNase-freiem, DEPC-
behandeltem Wasser und RNase-freien Plastikmaterialien durchgefiihrt. Die RNA-
Konzentration wurde spektralphotometrisch bei 260 nm unter Verwendung einer 1:50

Verdiinnung bestimmt (s. 6.2.2).

6.2.12 cDNA-Synthese

Fiir die Synthese komplementérer einzelstringiger cDNA wurde der SuperScript™ cDNA-
Synthese Kit (Life Technologies, Eggenstein) verwendet. Das Prinzip dieser Methode stiitzt
sich auf die Tatsache, dass die mRNA von Eukaryonten in der Mehrzahl am 3’-Ende
polyadenyliert ist und somit eine Hybridisierung mit Oligo(dT)-Nukleotiden moglich ist. Um
eine Kontamination der cDNA mit genomischer DNA auszuschlieBen, wurde die RNA vor

der cDNA-Synthese einer DNase [-Behandlung unterzogen.
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DNase I Reaktionsansatz: 2 ul RNA (2 pg)
1 ul DNase I (amplification grade, 1 U/ul)
1 ul 10 x Puffer
auf 10 pul mit ddH,O auffiillen

Nach 2 Std. Inkubation bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 pl 25 mM EDTA (pH
8,0) gestoppt und das Enzym durch Erhitzen fiir 10 min bei 65 °C inaktiviert. Zur
Vorbereitung der Reaktion wurden 1 pl Oligo(dT),-1s-Nukleotide (0,5 pg/pul) zum Ansatz
gegeben und mit ddH,O auf 15 pl Endvolumen aufgefiillt. Die cDNA-Synthese erfolgte im
unten aufgefiihrten Reaktionsansatz, der vor Zugabe der Reversen Transkriptase fiir 5 min bei
42 °C préinkubiert wurde.
Reaktionsansatz: 15 pl Ansatz

2,5 ul 10 x Puffer

1 ul 10 mM dNTP-Mix

3 ul 25 mM MgCl,

2,5 ul 100 mM DTT

+ 1 pl Reverse Transkriptase (200 U/ul; SuperScript I RT)

Nach 1 Std. Inkubation bei 42 °C wurde der Ansatz zur Inaktivierung der Reversen
Transkriptase fiir 15 min bei 70 °C inkubiert. AnschlieBend wurde zur Degradation noch
vorhandener RNA 1ul RNase H (2 U/ul; Life Technologies, Eggenstein) dazugegeben und
der Reaktionsansatz fiir 10 min bei 55 °C inkubiert. Die Qualitit der cDNA wurde in einer

PCR mit B-Aktin-Oligonukleotiden {iberpriift.

6.2.13 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zum einen fiir den Expressionsnachweis von
Genen auf mRNA-Ebene eingesetzt, andererseits aber auch zur Amplifikation von Genen
oder Genabschnitten (Ret, p-Aktin, RhoA, RhoC) sowie zur Verdnderung von cDNA-
Sequenzen. Als Beispiel fiir eine Standard-PCR-Reaktion sind im Folgenden die
Reaktionsbedingungen fiir eine 3-Aktin-PCR mit cDNA als Matrize aufgefiihrt.
PCR-Ansatz: 2 ul cDNA

5 ul 10 x PCR-Puffer (Sigma, Deisenhofen)

1 ul 10 mM dNTP-Mix (MBI Fermentas, St. Leon-Roth)

I ul 10 uM Oligonukleotid-Mix (1:1 (V/V))
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1 ul Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul; Sigma, Deisenhofen)
auf 50 pl mit ddH,O auffiillen

Zur Initiation der PCR wurde der PCR-Ansatz fiir 5 min bei 94 °C inkubiert, um eine
vollstindige Denaturierung der DNA-Doppelstringe zu garantieren. AnschlieBend wurden 30
Zyklen der folgenden Inkubationsphasen wiederholt:

1. Denaturierung der DNA-Doppelstringe fiir 30 sec bei 94 °C

2. Anheftung der Oligonukleotide (annealing) fiir 1 min bei 61 °C

3. Synthesephase (extension) fiir 1 min bei 72 °C

Auf den letzten Reaktionszyklus folgte eine einmalige Synthesephase von 10 min bei 72 °C,
um alle unvollstindig synthetisierten DNA-Strange aufzufiillen. AnschlieBend wurde 1/10 des
PCR-Ansatzes in einem 1 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und die DNA-
Banden nach Féarbung mit Ethidiumbromid auf einem Transilluminator mit UV-Licht
dargestellt.

In den folgenden Ubersichtstabellen sind die jeweiligen PCR-Bedingungen aller im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten PCRs zusammengefasst. Die Sequenz und Lokalisation der

verwendeten Oligonukleotide sind im Material-Teil unter 5.10 aufgefiihrt.

PCR-Ubersicht: RhoA und RhoC

cDNA Oligo- 1. letzte
Nukleotide/ | Denatu- |Denatu- |annealing |extension |extension- |Zyklen
Fragment- |rierung |rierung Phase
Grofle

RhoC 5’(Ndel), 5 min/ I min/ |1 min/ 2 min/ 10 min/ 35
3’(BamHI)/ |94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 72 °C
597 bp

RhoA 5’(Ndel), 5 min/ I min/ |2 min/ 2 min/ 10 min/ 30
3’(BamHI)/ |94 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C
596 bp

RhoA 5’(Ndel), 5 min/ I min/ |2 min/ 2 min/ 10 min/ 30

(G14V/ |3’(BamHI)/ |94 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C

F25N) 596 bp

RhoA 5’(Ndel), 5 min/ 1 min/ |2 min/ 2 min/ 10 min/ 30

(TI9N/ | 3’(BamHI)/ |94 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C

F25N) 596 bp

RhoA 5’(Pstl-HA- | 5 min/ I min/ |1 min/ 2 min/ 10 min/ 30
Ndel), 94 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C
3’(BamHI)/
624 bp

RhoA 5’(Pstl-HA- | 5 min/ I min/ |1 min/ 2 min/ 10 min/ 30
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(G14V/ | Ndel), 94 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C
F25N) 3’(BamHI)/
624 bp
RhoA 5’(PstI-HA- | 5 min/ I min/ |1 min/ 3 min/ 10 min/ 30
(TI9N/ | Ndel), 94 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C
F25N) 3’(BamHI)/
624 bp

In den RhoC- und RhoA-PCRs wurde die gesamte kodierende Sequenz von jeweils 582
Basenpaaren amplifiziert und zusétzlich an den 5°- und 3’-Enden Erkennungssequenzen fiir
die Restriktionsendonukleasen Ndel, BamHI und Pstl generiert. AuBerdem wurden die RhoA-
cDNAs am 5’-Ende mit einer Erkennungsequenz fiir einen anti-HA (H&magglutinin)-
Antikorper versehen. Alle RhoC- und RhoA-PCRs wurden mit der Pwo-Polymerase (AGS,
Heidelberg) durchgefiihrt.

PCR-Ubersicht: Ret

cDNA Oligo- 1. Letzte
Nukleotide/ | Denatu- |Denatu- |annealing | extension |extension- |Zyklen
Fragment- |rierung |rierung Phase
Grofie
,.Retyvoss |,,57- 4 min/ 1 min/ 1 min/ 2 min/ 10 min/ 35
5’-Ende® | Endeppss, |94 °C 94 °C 58 °C 72 °C 72 °C
3’-intern I/
432 bp
Ret 5’-intern I, |4 min/ 1 min/ |1 min/ 3 min/ 10 min/ 35
3’-Ende |3’-original/ |94 °C 94 °C 52 °C 72 °C 72 °C
579 bp
Ret 5’-intern 4 min/ I min/ |1 min/ 3 min/ 10 min/ 35
5’-intern |II5A 94 °C 94 °C 52 °C 72 °C 72 °C
3’-intern
115B/557 bp
Ret 5’-intern 4 min/ I min/ |1 min/ 3 min/ 10 min/ 35
3’-intern [II3A 94 °C 94 °C 52 °C 72 °C 72 °C
3’-intern
113B/622 bp
Ret- 5’-intern 4 min/ I min/ |1 min/ 3 min/ 10 min/ 35
Mitte II5A 94 °C 94 °C 53 °C 72 °C 72 °C
3’-intern
113B/1714bp
Retymoss | 5°-Endempss, |4 min/ 1 min/ 110 sec/ |4 min/ 10 min/ 35
gesamt [3’original/ |94 °C 94 °C 53 °C 72 °C 72 °C
2583 bp
Retv 5’-Endew; 4 min/ 1 min/ 1 min/ 3 min/ 10 min/ 35
5’-Ende | 3’-intern/ 94 °C 94 °C 58 °C 72 °C 72 °C
1194 bp
Ret9- 5’-intern I, |4 min/ I min/ |1 min/ 3 min/ 10 min/ 35




6 METHODEN 57
Isoform |3’-Ret9/ 94 °C 94 °C 40 °C 72 °C 72 °C

448 bp
Ret9- 5’-intern I, |4 min/ 1 min/ |1 min/ 3 min/ 10 min/ 35
Test 3’Ret9-Test/ |94 °C 94 °C 40 °C 72 °C 72 °C

720 bp
Ret43 5’-intern I, |4 min/ I min/ |1 min/ 3 min/ 10 min/ 35
Isoform |3’-Ret43/ 94 °C 94 °C 40 °C 72 °C 72 °C

504 bp

Die Ret-PCRs wurden mit der 7ag-Polymerase (Sigma, Deisenhofen) durchgefiihrt. Nur fiir
die PCRs ,,Rety; 5’-Ende®, ,,Retypss gesamt® und ,,Ret Mitte™ (5’-internlISA/3’-internlI3B)

wurde die KlenTag-Polymerase (Clontech, Palo Alto/USA) eingesetzt.

PCR-Ubersicht: GFRa1 und GFRa2

¢DNA | Oligo- 1. Letzte
Nukleotide/ |Denatu- |Denatu- |annealing |extension |Extension- |Zyklen
Fragment- |rierung |rierung Phase
Grofle
GFRal |5’-intern, 4 min/ 1 min/ 1 min/ 3 min/ 10 min/ 35
Mitte |3 -intern/ 94 °C 94 °C 61 °C 72 °C 72 °C
605 bp
GFRo?2 |5’-intern, 4 min/ 1 min/ 1 min/ 3 min/ 10 min/ 35
Mitte | 3’-intern/ 94 °C 94 °C 61 °C 72 °C 72 °C
575 bp
PCR-Ubersicht: GDNF
¢cDNA | Oligo- 1. Letzte
Nukleotide/ |Denatu- |Denatu- |annealing |extension |extension |Zyklen
Fragment- |rierung |rierung
Grofle
GDNEF- |5’-intern, 4 min/ 0,5 min/ |0,75 min/ |1 min/ 10 min/ 35
Mitte |3 -intern/ 94 °C 94 °C 55°C 72 °C 72 °C
217 bp

Alle GFRal-, GFRo2- und GDNF-PCRs wurden mit der Tag-Polymerase (Sigma,

Deisenhofen) durchgefiihrt.

6.2.14 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen wurden freundlicherweise von Frau Susanne Gierschik mit dem

ABI PRISM™ System (310 Genetic Analyzer) durchgefiihrt.
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6.2.15 Klonierungen der kodierenden DNA-Sequenzen von

RhoA und RhoC in verschiedene Vektorsysteme

Ubersicht zu RhoA-, RhoA(G14V/F25N)- und RhoA(T19N/F25N)-Klonierungen

DNA-Sequenz Kloniert in Vektor | Verwendete Anmerkung zur
System Restriktionsenzyme | rho-DNA-Sequenz
RhoA: pMT2>M Ausgangsvektor
pUCI19 Sall/Notl
pcDNA3.1(+) Hindlll/EcoR1
pEGFP-C2 Hindlll/EcoR1
RhoA(Ndel/BamHI): pKS(+) blunt end PCR-Produkt
RhoA(HA-Epitop-tag+ pKS(+) blunt end PCR-Produkt
Ndel/Pstl): pEGFP-C3 Ndel/Pstl
RhoA(G14V/F25N): pGEX-2T Ausgangsvektor
pcDNA3.1(+) BamHI/EcoR1
pEGFP-C3 Hindlll/EcoR1
RhoA(G14V/F25N) pKS(+) blunt end PCR-Produkt
(Ndel/BamHI)
RhoA(G14V/F25N) pKS(+) blunt end PCR-Produkt
(HA-Epitop-tag+ pEGFP-C3 Ndel/Pstl
Ndel/Pstl)
RhoA(T19N/F25N): pGEX-2T Ausgangsvektor
pcDNA3.1(+) BamHI/EcoR1
pEGFP-C3 Hindlll/EcoR1
RhoA(T19N/F25N) pKS(+) blunt end PCR-Produkt
(Ndel/BamHI)
RhoA(T19N/F25N) pKS(+) blunt end PCR-Produkt
(HA-Epitop-tag+ pEGFP-C3 Ndel/Pstl
Ndel/Pstl)

Die zusitzliche Mutation in Codon 25 (F25N) in beiden RhoA-Mutanten sollte dem Protein

nach Expression in den Zellen eine groBere Stabilitit verleihen.
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Ubersicht zu RhoC-Klonierungen

DNA-Sequenz Kloniert in Vektor | Verwendete Anmerkung zur rho-
System Restriktionsenzyme |cDNA-Sequenz

RhoC pKS(+) blunt end PCR-Produkt
pcDNA3.1(+) EcoRI1/Notl PCR-Produkt
pEGFP-C1 EcoRl/BamHI PCR-Produkt
pGEX-2TK EcoR1/Smal PCR-Produkt

RhoC(Ndel/BamHI) | pKS(HA)(+) Ndel/BamHI PCR-Produkt

6.2.16 Klonierung der kodierenden Ret5S1-DNA-Sequenz aus
PANC-1-Zellen in den pEGFP-N1-Vektor.

Zur Klonierung der vollstindigen kodierenden Ret51-DNA-Sequenz aus PANC-1-Zelen in
den pEGFP-NI-Vektor wurden zunidchst iiber RT-PCR zwei iiberlappende RT-PCR-
Fragmente generiert. Die Klonierung des 5’-Fragmentes (1194 bp) erfolgte iiber die
Restriktionsschnittstellen EcoRI und Kpnl, und des 3’-Fragmentes (2583 bp) iiber Kpnl und
Hpal bzw. eine Smal-Schnittstelle im pEGFP-N1-Vektor. Da die Hpal-Erkennungssequenz
als interne Schnittstelle im Ret 3’-Fragment enthalten ist und das Stop-Kodon beinhaltet,
wurde durch Spaltung mit Hpal das Stop-Kodon deletiert. Somit konnte das Ret-Protein als
Ret-EGFP-Fusionsprotein exprimiert werden. Um die beiden Ret-Sequenzen iiber die interne
single cut-Schnittstelle Kpnl im pEGFP-N1-Vektor zur Ret51-Sequenz zusammenzufiigen,
wurde das Ret 5’-Fragment iiber HindIll und Kpnl vom pEGFP-N1-Vektor in das pEGFP-
N1/Ret3’-Plasmid kloniert. Im folgenden Schema (Abbildung 4) sind die einzelnen Schritte
zur Klonierung der vollstdndigen kodierenden Ret51-DNA-Sequenz aus PANC-1-Zellen in
den PEGFP-N1-Vektor detailliert aufgefiihrt.
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Klonierungsschritte

A Ret 5'-Fragment Ret 3'-Fragment

Kpnl Kpnl
ATG L 1 4 Sto

Hpal
Kpnl EcoRl Kpnl EcoRI 2 EcoRl Konl

R EcpRI
pCR2.1- \ A / v ATG L 4 > ? Stop
Vektor )

Hinalll EcoRl Kpnl 3 Hpal

i’ *G

W Hirijlll EiORI iipnl .

pEGFP-N1-

Vektor / 4 "Hpal/Smal"

Hindlll EcoRl Kpnl

v_YATG y
\ Ret51-Sequenz (3345 bp) "Hpal/ Smal"
B / - \
Hpal
Sequenz vor Klonierung: AGT TAA (C) 3
Stop
Nach Klonierung: AGT TGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC
Smal pEGFP-N1-Sequenz
Aminosauresequenz: w D P P V A T

Abb. 4: Schematische Darstellung der Ret51-Klonierung. A, Die Ret RT-PCR-Fragmente wurden in
verschiedenen Klonierungsschritten erst einzeln (2, 3), dann als vollstdndige Ret51-DNA-Sequenz (4) iiber die
interne single cut-Schnittstelle Kpnl in den pEGFP-N1-Vektor kloniert. B, Die Klonierung des Ret 3’-
Fragmentes in den pEGFP-N1-Vektor erfolgte iiber eine interne Hpal-Sequenz (GTTAAC) im Ret 3°-Fragment
und die Smal-Schnittstelle (GGGCCC) im pEGFP-N1-Vektor. Hierdurch wurde gleichzeitig das Stop-Kodon
(TAA—>TGG) deletiert. Die Aminosduresequenz demonstriert, dass der Leserahmen zwischen der Ret- und der
EGFP-Sequenz eingehalten und kein neues Stop-Kodon generiert wurde.

6.3 Zellbiologische Methoden

6.3.1 Kaultivierung eukaryontischer Zelllinien

Die Kultivierung eukaryontischer Zelllinien erfolgte in DMEM-Medium (Life Technologies,
Eggenstein) mit 1 % Glutamin (Stammlosung: 200 mM) (Life Technologies, Eggenstein), 1
% Penicillin/Streptomycin (10 x, 10000 U/10 mg/ml) und 10 % (V/V) DCS (NIH/3T3) oder
10 % (V/V) FCS (iibrige Zelllinien) bei von 37 °C, 10 % CO; und 90 % Luftfeuchtigkeit in
einem CO;-Inkubator. Das Wachstumsmedium der Zellen wurden alle 2-3 Tage erncuert.

Sobald die Zellen eine Konfluenz von 90-100 % erreicht hatten, wurden sie in einer
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geringeren Zelldichte in neuen KulturgefaBBen ausgeséit. Die Kultivierung von PANC-1-
Zellen, welche EGFP-Fusionsproteine stabil exprimieren, erfolgte unter den gleichen

Bedingungen, jedoch wurde dem Wachstumsmedium 1,5 mg/ml G418-Sulfat zugesetzt.

6.3.2 Einfrieren und Auftauen eukaryontischer Zellen

Das Einfrieren eukaryontischer Zellen, zur Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff, erfolgte
in Wachstumsmedium mit 20 % (V/V) FCS, und 5 % (V/V) DMSO. Beim Wiederauftauen
der Zellen musste das DMSO, aufgrund seiner zytotoxischen Wirkung, schnell entfernt
werden. Dazu wurden die Zellen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, in einem
Polyethylenr6hrchen mit 9 ml Wachstumsmedium verdiinnt und bei 173 x g fiir 2 min bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 3 ml Wachstumsmedium

resuspendiert und die Zellen in Zellkulturschalen (& 60 oder 100 mm) ausgesit.

6.3.3 Etablierung und Kultivierung von Primérkulturen

Primére Dissoziationszellkulturen wurden aus den Mesencephali von Mausembryonen des
Embryonaltages 15 (E15) angelegt. Dazu wurden 6-10 Mausembryonen einer CO,-Inhalation
unterzogen, die Gehirne mit sterilem Besteck entnommen und auf Eis in eine Schale mit 1 x
CMF-PBS gelegt. Die Hirnhdute, wurden vollstindig entfernt, die Mesencephali
herausprépariert und auf Eis in modifiziertes N2-Medium (nach Bottenstein und Sato, 1979)
gegeben. Die enzymatische Dissoziation der Mittelhirn-Gewebestlicke erfolgte durch
Inkubation in 1 x CMF-PBS mit 0,1 % (V/V) Trypsin (Life Technologies, Eggenstein) und
0,02 % EDTA fiir 25 min bei RT. Zur mechanischen Zerkleinerung wurden die Mittelhirn-
Gewebestiicke in 10 ml Ca*"- und Mg**-freier Hank's buffered saline solution (HBSS; Life
Technologies, Eggenstein) mit 10 % (V/V) FCS transferriert und durch 15-mal Auf- und
Abpipettieren, erst mit einer 10 ml, dann mit einer 5 ml Pipette, dissoziiert. Nach Zugabe
weiterer 10 ml HBSS mit 10 % (V/V) FCS wurden die stark zerkleinerten Gewebestiicke
mittels Filtration durch ein steriles Nylon-Netz in Einzelzellen dissoziiert. SchlieSlich wurden
die Zellen bei 400 x g fiir 5 min bei RT sedimentiert und das Zellpellet in 4 ml Minimal
essential medium (MEM; Life Technologies, Eggenstein) mit 20 % (V/V) FCS resuspendiert.
Die Zellzahl der lebenden Zellen wurde in einer Neubauer Zdhlkammer, unter Zusatz von
Trypan-Blau (1:10 Verdiinnung) ermittelt, und es wurden 1,5 x 10°> Zellen in 250 pl MEM-
Medium mit 20 % (V/V) FCS je Vertiefung einer 48-Loch-Platte (Costar, Corning/USA)
ausgesdat. Die Platte war zuvor mit poly-D-Ornithin (0,1 mg/ml in ddH,O) beschichtet
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worden, um die Anzahl positiver Ladungen zu erhohen und die Adhidsion der Zellen zu
fordern. Nach 12-16 Std. Inkubation der Zellen bei 37 °C, 10 % CO, und 90 %
Luftfeuchtigkeit in einem CO,-Inkubator, wurde das Medium abgesaugt und durch 250 pl
modifiziertes N2-Medium je Vertiefung ersetzt. Zur Selektion und Kultivierung von glialen
Primérkulturen wurde MEM-EARLE mit 10 % (V/V) HS oder 20% (V/V) FCS verwendet.
Alle Medien fiir Primérkulturen wurden als Instant-Medien (Life Technologies, Eggenstein)

bezogen und in 1 1 ddH,O (B. Braun, Melsungen) gelost.

Trypsin-Losung: 1 x CMF-PBS mit 0,1 % (M/V) Trypsin (0,1 g/l) und 0,02 % (M/V)
EDTA (0,02 g/l) (Life Technologies, Eggenstein).

6.3.4  Aufbereitung von Zellkulturiiberstinden

Verschiedene Neuroblastoma- und gliale Zelllinien wurden bis zu einer Konfluenz von
80-90 % in DMEM-Medium mit 10 % FCS bei 37 °C, 10 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit
gezogen. Alle 48 Std. wurde der Zellkulturiiberstand, mit den von den Zellen sezernierten
Stoffwechselprodukten abgenommen und die Zelltrimmer bei 1000 x g fiir 5 min bei 4 °C
abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das sog. konditionierte Medium sterilfiltriert (0,22 pm)
und bei -20 °C gelagert.

Zur Herstellung von konditionierten Medien von neuronalen Primérkulturen wurden diese in
modifiziertem N2-Medium bei 37 °C, 10 % CO; und 90 % Luftfeuchtigkeit gezogen und der
Zellkulturiiberstand alle 48-72 Std. abgenommen. Die Aufbereitung des Zellkulturiiberstandes

erfolgte wie bei den Zelllinien.

6.3.5 Quantifizierung der Zellproliferation

6.3.5.1 Bestimmung der Zellzahl

Um den FEinfluss einzelner Faktoren oder Zellkulturiiberstande auf das Proliferationsverhalten
von PANC-1-Zellen zu untersuchen, wurden 3 x 10° Zellen je Vertiefung in 6-Loch-Platten
ausgesit. Die Inkubation der Zellen erfolgte iiber Nacht in DMEM-Medium mit 10 % (V/V)
FCS bei 37 °C, 10 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit. Nach 12-16 Std. wurde das Medium
abgenommen, die Zellen zweimal mit 1 x CMF-PBS gewaschen und mit dem
Zellkulturiiberstand von B49-Zellen oder DMEM-Medium mit 10 ng/ml B-nerve growth
factor (B-NGF), 10 ng/ml brain-derived neurotrophic factor (BDNF) oder 10 ng/ml glial cell
line-derived neurotrophic factor (GDNF) iiberschichtet. Als Kontrollen dienten DMEM-
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Medium mit 0,1 % (V/V) oder 10 % (V/V) FCS. Alle 48-72 Std. wurde die Zellzahl einer
Vertiefung mittels Neubauer Zahlkammer ermittelt. Bei den iibrigen PANC-1-Zellen wurde
das Medium alle 48 Std. erneuert. Die Versuchsdauer betrug 10 Tage.

6.3.5.2 Bestimmung der DNA-Syntheserate

Die DNA-Syntheserate von PANC-1-Zellen wurde iiber die Aufnahme von [*H]-
Methylthymidin ermittelt. Dazu wurden 5 x 10" PANC-1-Zellen je Vertiefung einer 24-Loch-
Platte ausgesit und in 0,5 ml DMEM-Medium mit 10 % (V/V) FCS bei 37 °C, 10 % CO, und
90 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach 24 Std. wurde das Medium abgenommen, durch
DMEM-Medium mit 0,1 % (V/V) FCS ersetzt und die Zellen fiir 36 Std. ausgehungert.
Anschlieend wurden die Zellen fiir weitere 36 Std. mit den Zellkulturiiberstinden (s. 5.3.4)
verschiedener neuronaler und glialer Zelllinien stimuliert. In den letzten 24 Std. wurde [*H]-
Methylthymidin (0,5 pCi/ml) und 1 pM nicht-markiertes Thymidin zugegeben. Von den
Zellen nicht aufgenommenes, sdureldsliches [*H]-Methylthymidin wurde durch 30 min
Waschen mit 5 % (M/V) Trichloracetat (4 °C) bei 4 °C entfernt. AnschlieBend wurden die
Zellen einmal mit 99,8 % (V/V) Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und mit 0,5 ml
Elutionslosung je Vertiefung fiir 30 min bei RT geschiittelt. Die Messung der Radioaktivitit
erfolgte nach Zugabe von 4 ml Szintillationsfliissigkeit (Quicksafe A; Zinsser Analytic,
Berkshire/UK) in einem B-Counter (Packard, Dreieich).

Elutionslosung: 0,1 % (V/V) NaOH, 1% (M/V) SDS in ddH,O

6.3.6 Analyse der Zellmigration

Um den EinfluB verschiedener neuronaler Faktoren sowie des Zellkulturiiberstandes von
neuronalen Primérkulturen auf das Migrationsverhalten von PANC-1-Zellen zu untersuchen
wurden Zellmigrationsstudien durchgefiihrt. Als Faktoren wurden B-NGF, BDNF und GDNF
verwendet. Die Versuche wurden in einem modifizierten Boyden-Kammer-System
durchgefithrt. Dazu wurden Zellkultureinsitzen mit einer pordsen (8 um Poren) PET
(Polyethylen-Terephtalat)-Membran (Falcon/Becton-Dickinson, Heidelberg) in 12-Loch-
Platten (Falcon/Becton-Dickinson, Heidelberg) eingesetzt. Fiir einen Migrationsversuch
wurden 5 x 10* PANC-1-Zellen in 0,5 ml DMEM-Medium mit 10 % (V/V) ECS je Einsatz
ausgesit. Die Kammer unter dem Einsatz enthielt 1,2 ml Wachstumsmedium. Nach Abheften

der Zellen (2-3 Std.) wurden die Zellen zur Proliferations-Inhibition fiir 3 Std. mit
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Mitomycin C (10 pg/ml) behandelt. AnschlieBend wurde das Medium in der unteren Kammer
durch 1,2 ml DMEM-Medium mit 0,1 % (V/V) FCS, 10 ng/ml B-NGF, 10 ng/ml BDNF, 10
ng/ml GDNF oder Zellkulturiiberstand ersetzt. Die PANC-1-Zellen in der oberen Kammer
wurden mit 200 pl serumfreiem DMEM-Medium je Einsatz tiberschichtet. Bei Verwendung
spezifischer Kinase-Inhibitoren (MEKI-Inhibitor PD98059 und PI3-Kinase-Inhibitor
LY294002) wurden diese sowohl dem Medium der oberen, als auch der unteren Kammer
hinzugefiigt. Nach 40 Std. Inkubation wurden die Zellen zweimal mit 1 x CMF-PBS
gewaschen, flir 15 min in Paraformaldehyd (PFA)-Losung (4 % (M/V) PFA in 1 x CMF-PBS)
fixiert und fiir 15 min in Harris’Hamatoxylinlosung (Merck, Darmstadt) gefirbt. Die Zellen
auf der Membran wurden entfernt und die Anzahl der gewanderten Zellen auf der Unterseite

der Membran am Lichtmikroskop (200fache VergroBerung) quantifiziert.

6.3.7 Kokultivierungsexperimente

In Kokultivierungsexperimenten wurde der unmittelbare Einflul neuronaler oder glialer
Zelllinien auf das Migrationsverhalten von Pankreaskarzinomzellen untersucht. Alle Versuche
wurden in einem modifizierten Boyden-Kammer-System durchgefiihrt. Von den Zelllinien
SK-N-SH, B49 und NIH/3T3 (Maus-Fibroblasten) wurden 3 x 10° Zellen/ml je Vertiefung
einer 12-Loch-Platte in DMEM-Medium mit 10 % (V/V) FCS ausgesét, und bei 37 °C, 10 %
CO; und 90 % Luftfeuchtigkeit fiir 72 Std. inkubiert. 4 Std. vor Ablauf der Inkubationszeit
wurden 5 x 10* Pankreaskarzinomzellen (PANC-1) auf porésen (8 pum Poren)
Zellkultureinsitzen in DMEM-Medium mit 10 % FCS ausgesét und bei 37 °C, 10 % CO, und
90 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach Abheften der Zellen wurde das Medium auf den
Pankreaskarzinomzellen durch DMEM-Medium mit 0,1 % FCS ersetzt und die Zellen fiir
48 Std. mit den Neuroblastoma-, Glioma- oder Fibroblasten-Zellen in den 12-Loch-Platten
kokultiviert. Als Kontrolle diente ein Ansatz DMEM-Medium mit 10 % (V/V) FCS ohne
Zellen. AbschlieBlich wurden die Pankreaskarzinomzellen zweimal mit 1 x CMF-PBS
gewaschen, 15 min in 4 % (M/V) PFA in 1 x CMF-PBS fixiert und weitere 15 min in Harris’
Hématoxylinlosung gefdrbt. Die Zellen auf der Membran wurden entfernt und die Anzahl der
gewanderten Zellen auf der Unterseite der Membran am Lichtmikroskop (200fache

VergroBerung) quantifiziert.
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6.3.8 Stabile Transfektion

PANC-1-Zellen wurden mit der DNA der Plasmide pEGFP-C3, pEGFP-C1/RhoC und
pEGFP-C2/RhoA stabil transfiziert. Als Transfektionsreagenz wurde DMRIE-C® (Gibco
BRL, Eggenstein) verwendet. Dieses Transfektionsreagenz enthdlt das Lipid 1,2-
Dimyristyloxypropyl-3-dimethyl-hydroxy-ethyl-ammoniumbromid sowie Cholesterin in
walriger Losung. Das Lipid bildet mit der DNA einen Komplex, welcher sich in die
Zellmembran einlagert, vermutlich durch Endozytose ins Zellinnere gelangt und von dort in

den Zellkern transportiert wird (Felgner et. al. 1987; Felgner, 1996).

Fiir die Transfektion wurden 5 x 10° PANC-1-Zellen in einer 10 cm Kulturschale ausgesit
und tiber Nacht bei 37 °C und 10 % CO, im CO;-Inkubator inkubiert. Je Transfektionsansatz
wurden 40 pl DMRIE-C® Reagenz mit 500 pl DMEM-Medium (Ansatz 1) und 10 pg DNA in
DMEM-Medium (Ansatz 2) gemischt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Die Ansitze 1 und 2
wurden anschlielend vorsichtig gemischt und weitere 15 min inkubiert. Die PANC-1-Zellen
wurden zweimal mit CMF-PBS gewaschen und mit 4 ml DMEM-Medium iiberschichtet, der
Transfektionsansatz (DMRIE-C® plus DNA) zugegeben und die Zellen fiir 6 Std. im CO»-
Inkubator inkubiert. Anschliefend wurde das Medium abgesaugt und durch DMEM-Medium
mit 10 % FCS ersetzt. Nach 24 Std. wurden die PANC-1-Zellen in einem Verhéltnis von 1:10
auf 10 cm-Schalen gesplittet und in DMEM-Medium mit 10 % FCS, welches zusitzlich 1,5
mg/ml G418 enthielt, kultiviert. Alle 2-3 Tage wurde das Zellkulturmedium gewechselt. Nach
etwa 2-3 Wochen wurden mit Hilfe einer sterilen Gilson-Pipette Einzelklone gepickt, welche
die griin fluoreszierenden Proteine EGFP, EGFP-RhoC und EGFP-RhoA exprimierten. Diese
PANC-1-Zellklone wurden in 24-Loch-Kulturschalen weiter in G418-haltigem DMEM-
Medium kultiviert. Die Herstellung von RIPA-Extrakten und anschlieBende Untersuchung der
EGFP-/EGFP-RhoC/EGFP-RhoA-Expression im Immunoblot erlaubte die Selektion stabiler
Zellklone.

6.4 Proteinbiochemische Methoden

6.4.1 Herstellung von RIPA-Extrakten

Um die Proteinexpression von Zellen im Immunoblot analysieren zu kénnen, wurden sog.
RIPA-Extrakte hergestellt. Dazu wurden die zu analysierenden Zellen in DMEM-Medium mit
10 % (V/V) FCS in Zellkulturschalen (10 cm) ausgesét und bis zu einer Konfluenz von 90 %
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bei 37 °C, 10 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit im CO,-Inkubator kultiviert. Fiir die
Herstellung von RIPA-Extrakten wurden die Zellen zweimal mit 1 x CMF-PBS (4 °C)
gewaschen, in 500 pl 1 x RIPA-Puffer (4 °C) aufgenommen und mit einem Zellschaber von
den Schalen abgekratzt. Mit einer Tuberkulin-Spritze (1ml, Kaniile 18-gauge, 0,5 x 25 mm)
wurden die Zellen zehnmal auf- und abgezogen und homogenisiert. Unlosliche Bestandteile
wurden bei 14000 x g fiir 10 min bei 4 °C sedimentiert. Der Proteingehalt im Uberstand
wurde mittels BCA-Methode (s. 6.4.4) bestimmt. Die RIPA-Extrakte wurden in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und anschlieSend bei -80 °C gelagert.

1 x RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCL, pH 7,2; 150 mM NaCl; 0,5 % (M/V)
Natriumdeoxycholat; 0,1 % (M/V) SDS; 1 % (V/V) Triton X-100; 1
mM PMSF; 0,1 uM Aprotinin;1 pM Leupeptin

6.4.2  Herstellung von Zelllysaten zur Bestimmung von Kinase-

AKktivitaten

Zur Bestimmung von Kinase-Aktivitdten nach Behandlung von Zellen mit Faktoren wurden
die zu analysierenden Zellen in DMEM-Medium mit 10 % (V/V) FCS bis zu einer Konfluenz
von 90 % bei 37 °C, 10 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit im CO,-Inkubator inkubiert und
fiir 24 Std. in serumfreiem DMEM-Medium ausgehungert. Nach Behandlung der Zellen mit
verschiedenen Faktoren, wurden diese einmal mit 1 x CMF-PBS (4 °C) gewaschen und in 500
ul RIPA-Puffer mit Phosphatase-Inhibitoren aufgenommen. Die Zellen wurden mit einem
Zellschaber von der Schale gelost und durch zehnmal auf-und abziehen mit einer Tuberkulin-
Spritze (1ml, Kaniile 18-gauge, 0,5 x 25 mm) homogenisiert. Unldsliche Bestandteile wurden
bei 14000 x g fiir 10 min bei 4 °C sedimentiert und der Proteingehalt im Uberstand mittels
BCA-Methode (s. 6.4.4) bestimmt. Die RIPA-Extrakte wurden in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieBend bei -80 °C gelagert.

1 x RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCl, pH 7,2; 150 mM NaCl; 0,5 % (M/V)
Natriumdeoxycholat; 0,1 % (M/V) SDS; 1 % (V/V) Triton X-100; 10
mM Na-Pyrophosphat; 25 mM B-Glyzerophosphat; 2 mM Na-
Orthovanadat; 2,1 pg/ml Aprotinin; 1 uM Leupeptin
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6.4.3 Praparation von partikuliren und zytosolischen

Fraktionen

Zur Herstellung von subzelluldren Fraktionen wurden konfluente Zellen zweimal mit 1 x
CMF-PBS gewaschen und in 250 pl HEPES-Puffer durch Auf- und Abziehen in einer
Tuberkulin-Spritze (1 ml, Kaniile 18-gauge, 0,5 x 25 mm) homogenisiert. Zellkerne und
Organellen wurden bei 300 x g fiir 10 min bei 4 °C sedimentiert. Zur Trennung von Membran
und Zytosol wurde der Uberstand bei 100000 x g fiir 1 Std. bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und in vorgekiihlte Eppendorf-Gefile transferriert. Die
sedimentierte partikuldre Fraktion wurde durch Zugabe von 200 ul HEPES-Puffer und
Zentrifugation bei 100000 x g fiir 15 min bei 4 °C gewaschen und anschlieBend in 25 pul
HEPES-Puffer resuspendiert. Von beiden Fraktionen wurden die Proteinkonzentrationen
mittels BCA-Methode (s. 6.4.4) ermittelt. Zur Lagerung wurden beide Fraktionen in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

HEPES-Puffer: 50 mM HEPES, pH 7,6; 8,6 % (M/V) Saccharose; 10 mM
EDTA; 10 mM EGTA; 1 mM PMSF; 0,4 mg/ml Sojabohnen-
Trypsin-Inhibitor; 40 pug/ml Pepstatin A; 40 ng/ml Leupeptin

6.4.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

(nach Smith et al., 1985)

Die Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde kolorimetrisch mittels BCA (bicinchoninic
acid)-Methode ermittelt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der proteinkonzentrations-
abhingigen Reduktion von Cu*'- zu Cu'-Ionen, welche mit der Bicinchoninsiure einen
Tetrammin-Komplex bilden, der bei 562 nm spektralphotometrisch nachgewiesen werden

kann. Als Standard diente eine mit einer 2 mg/ml BSA-Losung erstellte Konzentrationsreihe:

BSA-Standard |0 pl 10 pl 20 ul 30 ul 40 pl 50 ul
(2 mg/ml) (10 pg) (20 pg) | (40 pg) |(60 ng) |(80 nug) [(100 pg)

ddH,O 50pul (40 pl 30 pl 20 ul 10 pul 0 ul

BCA-Reagenz |1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
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Fiir die Proteinbestimmung wurden 5-10 pl Zelllysat mit ddH,O auf ein Endvolumen von
50 pl aufgefiillt. Die BCA-Losungen A (Protein Assay Reagent A) und B (Protein Assay
Reagent B; CuSO4-Losung) wurden im Verhéltnis 50:1 (V/V) gemischt. Je 1 ml des BCA-
Reagenz wurde auf die Proben der Konzentrationsreihe sowie der Zelllysate gegeben. Nach
30 min Inkubation bei 37 °C wurden die Proben fiir 5 min bei RT abgekiihlt und die
Extinktion am Spektralphotometer bei 562 nm gemessen. Die Proteinkonzentrationen wurden

mittels linearer Regression der Extinktionswerte berechnet.

6.4.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) durchgefiihrt.
Entsprechend der GelgroBBe wurden unterschiedliche vertikale Gelapparatursysteme
verwendet: fiir groe Gele (Glasplatten: 16 x 18 cm, Abstandshalter: 1,5 mm) ein System von
Hoefer (San Fransisco/lUSA) und fiir kleine Gele (Glasplatten: 8 x 10 cm, Abstandshalter:
1 mm) ein System von Sigma (Deisenhofen). Die Auswahl der Acrylamidkonzentration der
Gele erfolgte anhand der Grofe der aufzutrennenden Proteine. Der folgenden Tabelle kann

das Pipettierschema fiir Trenn- und Sammelgel(e) entnommen werden. Alle Prozent-Angaben

in der Tabelle sind (M/V)-Angaben.

Fiir je 2 Gele Trenngel 7,5 % | Trenngel 10 % | Trenngel 12,5 % | Sammelgel
30 % Acrylamid 2 ml 2,6 ml 3,25 ml 0,38 ml
2 % Bisacrylamid 0,8 ml 1 ml 1,2 ml 0,15 ml
3 M Tris/HCL, pH 8,8 |1 ml 1 ml 1 ml —

1 M Tris/HCL, pH 6,8 |— — — 0,38 ml
10 % SDS 0,08 ml 0,08 ml 0,08 ml 0,03 ml
60 % Saccharose — — — 0,75 ml
ddH,O 4,1 ml 3,3ml 2,45 ml 1,3 ml
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul 4 ul

10 % APS 50 pl 50 pl 50 pul 40 pl
Trennbereich 200-40 kDa 130-30 kDa 100-20 kDa

Zuerst wurde das Trenngel gegossen und mit ddH,O-geséttigtem Isobutanol liberschichtet, um
einen Sauerstoff-Kontakt auszuschlieBen. Nach vollstdndiger Polymerisierung des Trenngels

wurde das Isobutanol durch Waschen mit ddH,O entfernt, das Trenngel mit dem Sammelgel
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iiberschichtet, und in dieses ein Kamm mit 10 oder 14 Taschen eingesetzt. Die Proben wurden
mit mindestens 1/5 Volumen SDS-Probenpuffer versetzt, fiir 10 min bei 95 °C zur
Denaturierung der Proteine gekocht und in die Geltaschen pipettiert. Durch das SDS im
Probenpuffer wurden die Proteine mit einer negativen Ladung versehen und konnten bei
100 V entsprechend ihrem Molekulargewicht elektrophoretisch aufgetrennt werden. Eine
GroBenzuordnung der Proteine erfolgte mit Hilfe definierter Molekulargewichtsmarker (5.4).

Als Laufpuffer fiir die Elektrophorese wurde ein 1 x Tris/Glycin-Puffer verwendet.

5 x SDS-Probenpuffer: 200 mM Tris/HCI, pH 8,8; 2 % (M/V) SDS; 5 mM EDTA;
0,1 % (M/V) Bromphenolblau; 1 M Saccharose; | mM DTT

5 x Tris/Glycin-Puffer: 250 mM Tris/HCL pH 8,5; 2 M Glycin; 0,5 % (M/V) SDS

6.4.6 Protein-Nachweis mittels Coomassie-Blau-Farbung

Die Proteinbanden im SDS-Polyacrylamidgel wurden mit Coomassie Brilliant Blue R 250
reversibel gefarbt. Die Inkubation der Gele in der Coomassie-Farbelosung erfolgte entweder
fiir 30 min bei 60 °C oder liber Nacht bei RT. Zum Entfernen des nicht an Proteine
gebundenen iiberschiissigen Farbstoffes wurden die Gele entweder fiir 30 min bei 60 °C oder

iber Nacht bei RT in Entfarbelosung inkubiert.

Férbelosung: 0,03 % (M/V) Coomassie Brilliant Blue R 250,
25 % (V/V) Isopropanol; 10 % (V/V) Eisessig

Entfarbeldsung: 12,5 % (V/V) Isopropanol; 10 % (V/V) Eisessig

6.4.7 Nachweis von Proteinen im Immunoblot

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden fiir einen Immunoblot auf eine
Nitrozellulosemembran (Protran®; Schleicher & Schuell, Dassel) iibertragen. Dazu wurden
Gel und Membran in Transferpuffer getrénkt, luftblasenfrei aufeinander gelegt und zwischen
je zwei Lagen Gel-Blotting-Papier (GB002; Schleicher & Schuell, Dassel) und zwei
Schaumstoff-Schwidmmen in der Mitte von zwei Plastikhalterungen in der Tankblot-Kammer
vertikal befestigt. Der Proteintransfer in der Tankblot-Kammer (Sigma, Deisenhofen) erfolgte

bei 80 V fiir 45 min. Dabei war das Gel der Kathode und die Membran der Anode zugewandt,
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so dass die Proteine, aufgrund ihrer negativen Ladung, aus dem Gel auf die Membran
transferriert wurden. Die Nitrozellulosemembran wurde nach dem Transfer mit Wasser
gewaschen, die Proteinbanden mit Ponceau-S-Ldsung (Sigma, Deisenhofen) unspezifisch und
reversibel gefarbt und die Banden der Marker-Proteine eingezeichnet. Nach Entfdrben der
Nitrozellulosemembran in Wasser mit 1 M Tris/HCl (pH 9,5) wurden unspezifische
Bindungsstellen fiir Antikorper durch Inkubation der Membranen in 1 x CMF-PBS mit 5 %
(M/V) Magermilchpulver fiir 1 Std. bei RT blockiert. Die Inkubation mit dem priméren
Antikorper erfolgte iiber Nacht bei 4 °C auf einer Wippe. Die verwendeten Antikorper-
Verdiinnungen sind den Ubersichten (s. 5.11) zu entnehmen. Nicht gebundener primérer
Antikorper wurde durch dreimal Waschen der Nitrozellulosemembran mit 1 x CMF-PBS mit
0,5 % (M/V) Magermilchpulver und 0,02 % Tween®20 (Sigma, Deisenhofen) entfernt und
der Immunoblot anschlieBend fiir 1 Std. bei RT mit dem sekundidren Antikorper inkubiert.
Dieser war gegen den konstanten Anteil des primdren Antikorpers gerichtet und entweder an
Meerrettich-Peroxidase (HRP: horse-radish peroxidase) oder Alkalische Phosphatase (AP)
gekoppelt. Zur Detektion der Proteinbanden wurden die Membranen bei Verwendung eines
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten  Antikorpers in einer ECL™-Losung (Amersham
Pharmacia, Freiburg) fiir 3 min bei RT inkubiert und die Proteine iiber die Schwirzung eines
Rontgenfilms visualisiert. Bei Verwendung eines Alkalische Phosphatase-gekoppelten
Antikorpers wurde die Nitrozellulosemembran erst in AP-Puffer gewaschen und anschlieBend
in einer 100:1:1 (V/V/V)-Verdiinnung von AP-Puffer mit BCIP (5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat-Toluidinsalz) und NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid) lichtgeschiitzt
inkubiert. Hierdurch wurden die Proteinbanden direkt auf den Membranen dargestellt.

AnschlieBend wurde die Nitrozellulosemembran mit Wasser gewaschen und getrocknet.

1 x Transferpuffer: 25 mM Tris/HCI, pH 8,3; 20 % (V/V) Methanol; 1,5 %
(M/V) Glycin; 0,1 % (M/V) SDS

Alkalische Phosphatase-Puffer: 50 mM Tris/HCL, pH 9,5; 50 mM MgCl,

ECL"-Lésung: Losung 1 und Losung 2 im Verhéltnis 1:1 (V/V)
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6.4.8 Bestimmung der ERK2-Aktivitit

(Giehl et al., 2000)

Zur Bestimmung der Aktivitit der MAP-Kinase (mitogen-activated protein kinase) ERK2
(extracellular signal-regulated kinase 2) nach Behandlung von PANC-1-Zellen mit den
Signalmolekiilen GDNF oder EGF (epidermal growth factor), wurde eine in vitro
Phosphorylierungsreaktion durchgefiihrt.

Immunprizipitation der MAP-Kinase ERK2

PANC-1-Zellen wurden fiir 24 Std. in serumfreiem DMEM-Medium ausgehungert und
anschlieBend fiir 10 min oder 15 min mit GDNF oder EGF inkubiert. Je nach Versuchsansatz
wurden die Zellen vor der Behandlung fiir 15 min mit dem MEKI-Inhibitor PD98059
priainkubiert. Von den Zellen wurden RIPA-Lysate hergestellt (s. 6.4.1) und die
Proteinkonzentrationen der Lysate mittels BCA-Methode (s. 6.4.4) ermittelt. Fiir die
Immunprézipitation von ERK2 wurden 7 pl anti-ERK2-Antikérper mit 30 pl Protein A-
Agarose in 0,5 ml RIPA-Puffer mit Phosphatase-Inhibitoren inkubiert. Die Kopplung von
Antikorper und Protein A-Agarose erfolgte durch Inkubation auf einem Mischgerét fiir
30 min bei RT. Der Ansatz wurde fiir 1 min bei 2700 x g bei RT zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die MAP-Kinase ERK2 wurde aus 1 mg Zelllysat in einem
Endvolumen von 0,5 ml RIPA-Puffer immunprizipitiert. Dazu wurde das Zelllysat mit dem
an Protein A-Agarose gekoppelten anti-ERK2-Antikorper fiir 2 Std. bei 4 °C auf einem
Mischgerdt inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz bei 2700 x g fiir 1 min bei 4 °C
zentrifugiert, das Prézipitat zweimal mit RIPA-Puffer und zweimal mit Kinase-Puffer
gewaschen und in 30 pl Kinase-Puffer aufgenommen. Je Ansatz wurden 10 pl zur Kontrolle
der ERK2-Immunprézipitation in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und
mittels Immunoblot die eingesetzten ERK2-Mengen tiberpriift.

Kinase-Reaktion

Die Kinase-Reaktion wurde durch Zugabe von 5,2 ul Reaktionsmix (2 uM ATP; 2 pCi [y-
2PJATP (5000 Ci/mmol); 30 ng MBP-Peptid) fiir 10 min bei 37 °C durchgefiihrt. Das
Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Auftropfen des Reaktionsgemisches auf p81-
Phosphozellulose-Filter. Diese wurden getrocknet und mit 180 mM Ortho-Phosphorsdure
dreimal unter Schiitteln fiir 5 min, 30 min und 5 min gewaschen. AnschlieBend wurden die

Filter kurz in Aceton gelegt, anschlieBend getrocknet und in Szintillationsrohrchen iiberfiihrt.
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Die Radioaktivitit wurde als Mal fiir die ERK2-Aktivitdt im B-Counter (Packard, Dreieich)

gemessen.
1 x RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,2; 150 mM NaCl; 0,5 % (M/V)
Natriumdeoxycholat; 0,1 % (M/V) SDS; 1 % (V/V) Triton X-
100; 10 mM Na-Pyrophosphat; 25 mM [B-Glyzerophosphat; 2
mM Na-Orthovanadat; 2,1 pg/ml Aprotinin; 1 uM Leupeptin
Kinase-Puffer: 15 mM Tris/HCL, pH 7,2; 15 mM MgCly; 1 mM DTT
MBP-Peptid: Aminosiuresequenz: APRTPGGRR

(10 mg/ml in 100 mM Tris/HCI, pH 7,4)

6.4.9 Bestimmung der JNK-Aktivitat

(modifiziert nach Coso et al., 1995a, b; Chiariello et al., 1998)

Die Aktivitit der INK/SAPK (c-Jun NH>-terminal protein kinasel/stress-activated protein
kinase)-Kinase wurde nach Behandlung ausgehungerter PANC-1-Zellen mit den
Signalmolekiilen GDNF oder EGF in einer in vitro Phosphorylierungsreaktion ermittelt. Dazu
wurde die JNK-Kinase mit einem anti-JNK-Antikoérper immunprézipitiert, und in einer
Kinase-Reaktion mit radioaktivem [y-32P]ATP und rekombinantem GST-c-Jun als Substrat

die Aktivitat der INK-Kinase bestimmt.

Immunprizipitation der Proteinkinase JNK/SAPK

Die Herstellung von Zelllysaten aus PANC-1-Zellen nach Behandlung mit Signalmolekiilen
(GDNF, EGF) erfolgte entsprechend der Lysat-Herstellung fiir die ERK2-
Phosphorylierungsreaktion (6.4.8). Zur Immunprézipitation der JNK-Kinase wurden 10 pl
anti-JNK-Antikorper mit 30 ul Protein A-Agarose und 1 mg Zelllysat in 0,5 ml RIPA-Puffer
mit Phosphatase-Inhibitoren auf einem Mischgerit fiir 2 Std. bei 4 °C inkubiert. Anschlieend
wurde der Ansatz bei 2700 x g fiir 1 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Prizipitat zweimal mit RIPA-Puffer und zweimal mit JNK-Kinase-Puffer gewaschen. Das
Prézipitat wurde in 30 pul JNK-Kinase-Puffer resuspendiert. Davon wurden 10 pl je Ansatz
zur Kontrolle der JNK-Immunprizipitation in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel

aufgetrennt und die préizipitierte INK-Menge im Immunoblot iiberpriift.
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Kinase-Reaktion

Die Kinase-Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pg GST-c-Jun und 1 pCi [y-*PJATP (3000
Ci/mmol) in 20 pM ATP gestartet. Nach Inkubation des Ansatzes fiir 20 min bei 30 °C wurde
die Reaktion durch Zugabe von 10 pl SDS-Probenpuffer je Ansatz gestoppt, und die Proteine
durch Kochen fiir 10 min bei 95 °C denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in
einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel. AnschlieBend wurde das Gel mit Coomassie
Brilliant Blue R250 gefarbt, in Folie eingeschweilit und der Phosphorylierungsgrad des GST-

c-Jun iiber Autoradiographie ermittelt.

1 x RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,2; 150 mM NaCl; 0,5 % (M/V)
Natriumdeoxycholat; 0,1 % (M/V) SDS; 1 % (V/V) Triton X-
100; 10 mM Na-Pyrophosphat; 25 mM B-Glyzerophosphat; 2
mM Na-Orthovanadat; 2,1 pg/ml Aprotinin; 1 uM Leupeptin

Kinase-Puffer: 25 mM Tris/HCI, pH 7,5; 20 mM MgCl,; 20 mM
B-Glyzerophosphat; 0,1 mM Na-Orthovanadat; 2 mM DTT

5 x SDS-Probenpuffer: 200 mM Tris/HCL, pH 8,8; 5 mM EDTA; 0,1 % (M/V)
Bromphenolblau; 1 M Saccharose; 1 mM DTT; 2 % (M/V) SDS

Die in vitro Phosphorylierungsversuche wurden freundlicherweise von Frau Angela Mansard,

Ulm, durchgefiihrt.

6.4.10 Nachweis der Akt/PKB-Proteinkinase-AKtivitat

Der Einflufl der Faktoren GDNF und LPA (Lysophosphatidsdure) auf die Aktivitit des PI3-
Kinase-Effektorproteins Akt/PKB (PI 3-Proteinkinase B) in PANC-1-Zellen wurde mit Hilfe
eines anti-Phospho(Ser473)-Akt/PKB-Antikorpers (New England Biolabs, Beverly/USA) im
Immunoblot untersucht. Dazu wurden PANC-1-Zellen in 10 cm-Schalen ausgesdt und in
DMEM-Medium mit 10 % (V/V) FCS bei 37 °C, 10 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit bis zu
einer Konfluenz von 90 % kultiviert. Die Zellen fiir 24 Std. in DMEM-Medium ausgehungert
und anschlieend fiir 10 min in DMEM-Medium mit 50 ng/ml GDNF oder 10 pM LPA
stimuliert. Alternativ dazu wurden die Zellen vor der Inkubation mit GDNF oder LPA fiir

20 min mit dem PI3-Kinase-Inhibitor LY294002 pridinkubiert. Durch Waschen der Zellen mit
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1 x CMF-PBS (4 °C) wurde die Reaktion gestoppt, die Zellen in 0,5 ml RIPA-Puffer lysiert
und durch 10-mal Auf- und Abziehen mit einer Tuberkulin-Spritze (1 ml, Kaniile 18-gauge,
0,5 x 25 mm) homogenisiert. Die Proteinkonzentrationen der Zelllysate wurde mittels BCA-
Methode ermittelt. Je 80 pg Zelllysat wurden mit 1/5 Volumen SDS-Probenpuffer versetzt
und die Proteine zur Denaturierung bei 95 °C fiir 10 min gekocht. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel bei 100 V. Nach der SDS-PAGE
und dem Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran wurden die Proteine mit einem anti-
Akt/PKB-, oder anti-Phospho-Akt(Ser473)-Antikorper liber Nacht auf einer Wippe bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal in TBS-Puffer gewaschen und mit dem
sekunddren HRP-gekoppelten Antikérper fiir 1 Std. bei RT inkubiert. Die Detektion der
Akt/PKB- bzw. P-Akt/PKB(Ser473)-Proteinbanden erfolgte nach ECL-Entwicklung der
Nitrozellulosemembranen durch Schwirzung eines Rontgenfilms an den Stellen der

Chemilumineszenz-Signale (Antikdrper-Verdiinnungen siche 5.11).

1 x RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCIl, pH 7,2; 150 mM NaCl; 0,5 % (M/V)
Natriumdeoxycholat; 0,1 % (M/V) SDS; 1 % (V/V) Triton X-
100; 10 mM Na-Pyrophosphat; 25 mM B-Glyzerophosphat;
2 mM Na-Orthovanadat; 2,1 pg/ml Aprotinin; 1 uM Leupeptin

5 x SDS-Probenpuffer: 200 mM Tris/HCL, pH 8,8; 5 mM EDTA; 0,1 % (M/V)
Bromphenolblau; 1 M Saccharose; 1 mM DTT; 2 % (M/V) SDS

6.4.11 Nachweis von Ras-GTP und Rac-GTP

6.4.11.1 Prizipitation von Ras-GTP

(modifiziert nach de Rooij und Bos, 1997)

Der Einflufl der Faktoren GDNF und EGF auf die Ras-Aktivitit in PANC-1-Zellen wurde
durch Prézipitation von Ras-GTP mit einem GST-Fusionsprotein der minimalen Ras-
Bindungsdoméne (RBD) aus dem Ras-Effektorprotein Rafl (AS51-131) untersucht. PANC-1-
Zellen wurden in 60- oder 100 mm-Schalen in DMEM-Medium mit 10 % FCS ausgesdt und
bei 37 °C, 10 % CO; und 90 % Luftfeuchtigkeit im CO;-Inkubator kultiviert. Konfluente
Zellen wurden fiir 24 Std. mit serumfreiem DMEM-Medium inkubiert und, entsprechend dem
Versuchsansatz, mit unterschiedlichen Mengen Faktor (GDNF, EGF) fiir 1-30 min stimuliert.

Anschliefend wurden die Zellen mit eiskaltem 1 x CMF-PBS gewaschen und in 0,5 ml 1 x
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Ras-RIPA-Puffer je Ansatz lysiert. Homogenisiert wurden die RIPA-Lysate durch Auf- und
Abziehen mit einer Tuberkulin-Spritze (Iml, Kaniile 18-gauge, 0,5 x 25 mm). Zur
Abtrennung der Zelltriimmer wurden die RIPA-Lysate bei 14000 x g fiir 10 min bei 4 °C
zentrifugiert und von den Uberstinden die Proteinkonzentration mittels BCA-Methode
ermittelt. Je Ansatz wurden 100 pul GST-RBD-E. coli-Lysat mit 40 ul Glutathion-Sepharose™
4B in 0,5 ml Ras-RIPA-Puffer fiir 30 min bei RT auf einem Mischgerit prainkubiert. Die
Sepharose wurden zweimal mit 1 x CMF-PBS gewaschen und anschlieBend jeweils bei 420 x
g flir 1 min bei RT zentrifugiert. Das Ras-GTP wurde aus 0,5-1 mg RIPA-Lysat in einem
Endvolumen von 0,5 ml RIPA-Puffer mit Hilfe der an Sepharose gekoppelten GST-RBD-
Fusionsproteine prézipitiert. Hierzu wurden die Proben fiir 1,5-2 Std. bei 4 °C auf einem
Mischgerit inkubiert. Zur Kontrolle der eingesetzten Proteinmengen wurden je 50 pg (1/10
oder 1/20) der RIPA-Lysate vor Zugabe der Sepharose entnommen, und der Ras-Gehalt im
Immunoblot mit einem anti-pan-Ras-Antikorper (OP40) analysiert. Die Sepharoseprézipitate
wurden dreimal mit 300 pl Ras-RIPA-Puffer gewaschen und dabei jeweils bei 420 x g fiir 1
min bei RT zentrifugiert. Die Sepharose-Prizipitate wurden durch Absaugen des Uberstandes
mit einer Hamilton-Spritze getrocknet, mit 25 pl SDS-Probenpuffer versetzt und die
préazipitierten Proteine fiir 10 min bei 95 °C gekocht. Die Proteine wurden in einem
12,5 %igen  SDS-Polyacrylamidgel  aufgetrennt, mittels Immunoblot auf eine
Nitrozellulosemembran transferriert und die Ras-Proteinbanden mit einem anti-pan-Ras-
Antikorper detektiert. Die Darstellung der Ras-Proteine erfolgte nach Inkubation der
Membran mit einem Peroxidase-gekoppelten sekundiren Antikdrper durch ECL-Entwicklung

und Schwirzung eines Rontgenfilms an den Stellen der Chemilumineszenz-Signale.

1 x RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,2; 150 mM NaCl; 0,5 % (M/V)
Natriumdeoxycholat; 0,1 % (M/V) SDS; 1 % (V/V) Triton X
100; 1 mM PMSF; 0,1 uM Aprotinin;1 uM Leupeptin

6.4.11.2 Prizipitation von Rac-GTP

(nach Sander et al., 1998; Ren und Schwarz, 2000)

Der EinfluB der Faktoren GDNF und EGF auf die Aktivitit der kleinen GTPase Rac in
PANC-1-Zellen, wurde durch Prézipitation von Rac-GTP mit der CRIB-Doméne (CD) des
Rac/Cdc42-Effektorproteins PAK1B (Aminosduren 56-272 aus PAK1B) als rekombinantes
GST-Fusionsprotein untersucht. Dazu wurden PANC-1-Zellen in DMEM-Medium mit 10 %
FCS in 10 cm-Schalen ausgesit, und bei 37 °C, 10 % CO; und 90 % Luftfeuchtigkeit im CO,-
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Inkubator kultiviert. Die konfluenten Zellen wurden fiir 20 Std. in DMEM-Medium
ausgehungert und anschlieBend mit DMEM-Medium mit dem neuronalen Faktor GDNF fiir
unterschiedliche Zeiten stimuliert. Die Stimulation wurde durch zweimal Waschen mit
eiskaltem 1 x CMF-PBS gestoppt, die PANC-1-Zellen in Rac-RIPA-Puffer (4 °C) lysiert und
das Lysat durch Auf- und Abziehen mit einer Tuberkulin-Spritze (Iml, Kaniile 18-gauge, 0,5
x 25 mm) homogenisiert. Die Zelltrimmer wurden bei 14000 x g fiir 10 min bei 4 °C
sedimentiert und der Proteingehalt im Uberstand mittels BCA-Methode ermittelt. Zur
Prizipitation des endogenen Rac-GTPs wurden 1 mg Zelllysat mit 20 pg GST-PAK-CD in
0,5 ml Rac-RIPA-Puffer fiir 1 Std. bei 4 °C auf einem Mischgerit inkubiert. Zur Kontrolle der
im Rac-Prézipitationsversuch eingesetzten Proteinmengen wurden je 50 ug der eingesetzten
Proteinmenge in einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, und die Rac-RIPA-
Lysate im Immunoblot mit einem anti-Rac-Antikérper detektiert. Die Sepharose-Prizipitate
wurden viermal mit 300 pl Waschpuffer gewaschen, und zwischen den einzelnen
Waschschritten bei 420 x g fiir 1 min bei RT zentrifugiert. AbschlieBend wurde das Prézipitat
mit einer Hamilton-Spritze getrocknet, in 25 ul SDS-Probenpuffer resuspendiert und die
Proteine bei 95 °C fiir 10 min denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem
12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel bei 100 V. Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine auf
eine Nitrozellulosemembran iibertragen und die Rac-Proteine im Immunoblot mit einem anti-
Rac-Antikdrper nachgewiesen. Die Visualisierung der Rac-Proteine erfolgte nach Inkubation
der Membran mit einem Peroxidase-gekoppelten sekunddren Antikérper durch ECL-

Entwicklung tiber Autoradiographie.

Rac-RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,2; 150 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 1 %
(V/V) Triton X-100; 0,5 % (M/V) Natriumdeoxycholat; 0,5 %
(M/V) SDS; 1 mM PMSF; 10 pg/ml Leupeptin; 10 pg/pl

Aprotinin

Waschpuffer: 50 mM Tris/HCL, pH 7,2; 150 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 1 %
(V/V) Triton X-100; 0,1 mM PMSF; 10 pg/ml Leupeptin; 10
ug/ul Aprotinin
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7 Ergebnisse

7.1 Einfluss verschiedener Zellkulturiiberstinde auf die

Proliferation und Motilitit von PANC-1-Zellen

Um die Frage zu kldren, ob neuronale Zelllinien Faktoren sezernieren, welche das
Proliferations- und Migrationsverhalten von Pankreaskarzinomzellen beeinflussen, wurden
die Zellkulturiiberstinde der neuronalen Zelllinien LS/LS107, SK-N-SH und SK-N-LO
gesammelt und PANC-1-Zellen fiir 36 Std. darin inkubiert. Als Kontrollen dienten Ansétze
mit 0,1 % FCS oder 10 % FCS in DMEM-Medium. Die Proliferation der Zellen in den
verschiedenen Versuchsansitzen wurde durch Ermittlung der DNA-Synthese iiber den Einbau
von [*H]-Methylthymidin fiir 24 Std. bestimmt und als Stimulation gegeniiber Zellen in 0,1 %
FCS angegeben. Dabei wurde die gebundene Radioaktivitit durch Messung in einem [3-
counter quantifiziert. Eine Zusammenstellung der Ergebnisse aus den Proliferationsversuchen

zeigt die folgende Tabelle.

Zellkulturiiberstand Stimulation + SEM | Anzahl der Versuche
der Zelllinie

10 % FCS 1,59+0,13 5
(Positiv-Kontrolle)

LS/LS107 0,63+0,18 7
SK-N-SH 0,49 +£ 0,08 5

LO 0,50+ 0,18 2

Tab. 1: Einfluss von Zellkulturiiberstiinden neuronaler Zelllinien auf die Proliferation von PANC-1-
Zellen. PANC-1-Zellen wurden fiir 36 Std. mit den Zellkulturiiberstinden verschiedener neuronaler Zelllinien
inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA-Synthese der Zellen durch Bestimmung des [*H]-Methylthymidin-
Einbaus ermittelt. Der Quotient aus der Proliferation von Zellen in Zellkulturiiberstinden verschiedener
neuronaler Zelllinien oder 10 % FCS und der Proliferation von Zellen in DMEM-Medium mit 0,1 % FCS wurde
als Stimulation + SEM (standard error mean) angegeben.

Die Inkubation von PANC-1-Zellen mit den Zellkulturiiberstinden von verschiedenen
neuronalen Zelllinien oder 10 % FCS fiihrte nur im Kontrollansatz zu einer Steigerung der
DNA-Synthese. In allen anderen Féllen war sogar eine Abnahme der Proliferation zu

verzeichnen. Da sich PANC-1-Zellen in 0,1 % FCS noch ein- bis zweimal teilen, bedeutet
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eine Inhibition der DNA-Syntheserate entweder ein Absterben der Zellen oder die Einstellung

der DNA-Synthese.

Um den Einfluss der Zellkulturiiberstinde der neuronalen SK-N-SH und der glialen B49-
Zelllinie auf das Wanderungsverhalten der Pankreaskarzinomzellen PANC-1 und Mia PaCa-2
zu untersuchen, wurden Kokultivierungsexperimente in einem modifizierten Boyden-
Kammer-System durchgefiihrt. Nach 48 Std. wurden die Versuche durch Fixieren der Zellen
gestoppt und ausgewertet. Eine Steigerung der Migration konnte weder bei Verwendung der
humanen SK-N-SH-Zellen, noch bei den murinen B49-Zellen festgestellt werden.

Da es sich bei den neuronalen und glialen Zelllinien um Tumorzellen mit einem verdnderten
Expressionsmuster gegeniiber nicht-transformierten Zellen handelte, wurden als néichstes
Migrationsstudien mit primdren neuronalen Zellen durchgefiihrt. Nach dem Anlegen
neuronaler Primdrkulturen aus den Mesencephali embryonaler Mduse (E15), wurden die
Zellkulturiiberstinde gesammelt und der Einfluss auf das Migrationsverhalten von PANC-1-
Zellen in modifizierten Boyden-Kammern untersucht. Eine Zunahme der Motilitit von

PANC-1-Zellen konnte jedoch nicht festgestellt werden.

7.2 Einfluss neuronaler Faktoren auf die Proliferation und

Migration von PANC-1-Zellen

Da der Zellkulturiiberstand verschiedener neuronaler und glialer Zelllinien keinen Einfluss
auf das Proliferations- und Migrationsverhalten der Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 hatte,
wurde in den folgenden Experimenten die Wirkung spezifischer neuronaler Faktoren
analysiert. Dabei wurde neben den Neurotrophinen B-NGF (B-nerve growth factor) und
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) der neuronale Faktor GDNF als ein Mitglied der
TGFB-Superfamilie eingesetzt.

7.2.1 Einfluss auf die Proliferation

Fiir Proliferationsversuche wurden 3 x 10° PANC-1-Zellen in 6-Loch-Platten ausgesit und in
DMEM-Medium mit 10 ng/ml GDNF, 10 ng/ml BDNF oder in Zellkulturiiberstand von
glialen, murinen B49-Zellen kultiviert. Versuchsansidtze mit DMEM-Medium mit 0,1 % FCS
oder 10 % FCS dienten als Kontrollen. Die Medien in den verschiedenen Versuchsansitzen

wurden alle 48 Std. erneuert. Alle 2-3 Tagen wurde die Zellzahl in einer Neubauer
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Zihlkammer bestimmt. In Abbildung 5 ist die Auswertung eines reprisentativen Versuches

(n = 2) graphisch dargestellt.
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Abb. 5: Einfluss neuronaler Faktoren und des Zellkulturiiberstandes von B49-Zellen auf das Wachstum
von PANC-1-Zellen. PANC-1-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10 ng/ml BDNF, 10 ng/ml GDNF oder
dem Zellkulturiiberstand von B49-Zellen inkubiert und alle 2-3 Tage wurde die Zellzahl je -eines
Versuchsansatzes in der Neubauer Zahlkammer ermittelt. Als Kontrollen dienten Ansétze mit 0,1 % FCS und
10 % FCS. Dargestellt sind die Ergebnisse eines repréasentativen Versuches (n = 2).

Die Ergebnisse der Proliferationsversuche zeigen, dass das Zellwachstum von PANC-1-
Zellen weder von den neuronalen Faktoren BDNF und GDNF, noch vom Zellkulturiiberstand
der B49-Zellen beeinfluBt wird. Die Proliferation lag jeweils im Bereich des Zellwachstums
in den Kontrollansiatzen mit 0,1 % FCS. Nur die Inkubation von PANC-1-Zellen mit 10 %

FCS fiihrte zu einer exponentiellen Zunahme der Zellzahl.

7.2.2  Einfluss auf die gerichtete Migration

Anhand von Migrationsstudien in einem modifizierten Boyden-Kammer-System wurde ein
moglicher Einfluss der neuronalen Faktoren GDNF, BDNF und B-NGF auf das
Wanderungsverhalten von Pankreaskarzinomzellen analysiert. Dazu wurden PANC-1-Zellen
fiir 40 Std. in DMEM-Medium mit 10 ng/ml GDNF, 10 ng/ml BDNF oder 10 ng/ml B-NGF
kultiviert. Als Kontrollen dienten Ansétze mit 0,1 % BSA oder 10 uM LPA. Die Auswertung
eines reprisentativen Versuches (n = 2) ist in Abbildung 6 in Form eines Balkendiagrammes

dargestellt.
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Abb. 6: Einfluss neuronaler Faktoren auf die gerichtete Migration von PANC-1-Zellen. PANC-1-Zellen
wurden fiir 40 Std. in DMEM-Medium mit 10 ng/ml GDNF, 10 ng/ml BDNF oder 10 ng/ml B-NGF kultiviert
und die Anzahl gewanderter Zellen durch Auszdhlen von drei willkiirlich gewéhlten Gesichtsfeldern am
Lichtmikroskop bestimmt (Vergroferung 200fach). Als Kontrollen dienten Ansétze mit 0,1 % BSA und 10 pM
LPA. Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte gewanderter Zellen + SEM (standard error mean) von drei
ermittelten Werten eines Gesichtsfeldes fiir einen repréisentativen Migrationsversuch (n = 2).

Die Inkubation von PANC-1-Zellen in DMEM-Medium mit den neuronalen Faktoren BDNF
und B-NGF hatte keinen Einfluss auf die Zellwanderung. Interessanterweise filihrte jedoch die
Zugabe von 10 ng/ml GDNF zu einer signifikanten Steigerung der gewanderten Zellen
gegeniiber dem Kontrollansatz. Die Migration lag hierbei im Bereich der durch 10 uM LPA
induzierten Zellwanderung. Damit konnte der neuronale Faktor GDNF erstmals als

chemotaktisch wirkender Faktor bei PANC-1-Zellen identifiziert werden.

7.2.3 Einfluss der GDNF-Konzentration auf die gerichtete
Migration von PANC-1-Zellen

Nach der Identifizierung von GDNF als chemotaktisch wirkender Faktor bei PANC-1-Zellen
wurde untersucht, ob es sich dabei um einen konzentrationsabhingigen Effekt handelt. Dazu
wurden in modifizierten Boyden-Kammern Migrationsversuche mit verschiedenen GDNF-
Konzentrationen zwischen 100 pg/ml und 50 ng/ml GDNF durchgefiihrt. Ein Ansatz mit
0,1 % BSA diente als Kontrolle. In Abbildung 7 ist das Ergebnis eines Versuches dargestellt.
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Abb. 7: Einfluss der GDNF-Konzentration auf die Migration von PANC-1-Zellen. In einem modifizierten
Boyden-Kammer-System wurde der Einfluss verschiedener GDNF-Konzentrationen auf die gerichtete Migration
von PANC-1-Zellen untersucht. Als Kontrolle diente ein Ansatz mit 0,1 % BSA in DMEM-Medium. Die Zellen
wurden fiir 40 Std. inkubiert und die Anzahl gewanderter Zellen durch Auszdhlen von drei reprisentativen
Gesichtsfeldern (200fache VergroBerung) je Ansatz am Lichtmikroskop quantifiziert. Dargestellt sind die
Mittelwerte £ SEM (standard error mean) gewanderter Zellen je Gesichtsfeld.

Die Inkubation von PANC-1-Zellen in DMEM-Medium mit unterschiedlichen GDNF-
Konzentrationen fiihrte ab einer Konzentration von 0,5 ng/ml GDNF zu einer signifikanten
Steigerung der Zellmigration. Die maximale Zellwanderung wurde bei 10 ng/ml GDNF

erreicht und konnte auch durch hhere Mengen nicht weiter gesteigert werden.

7.3 Untersuchung des GDNF-Rezeptor-Komplexes in

Pankreaskarzinomzellen

7.3.1 Expressionsanalyse von Ret und GFRa auf mRNA-Ebene

Um die Frage zu kldren, ob es sich bei der GDNF-induzierten Migration von PANC-1-Zellen
um einen spezifischen, Rezeptor-vermittelten Effekt handelt, wurde die Expression des

Ret/GFRa-Rezeptor-Komplexes auf mRNA-Ebene in RT-PCR-Analysen untersucht.
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7.3.1.1 Nachweis der Ret-mRNA in verschiedenen Pankreaskarzinom-

zelllinien
Fiir den Nachweis des Ret-Rezeptors auf mRNA-Ebene wurde zunichst die gesamt-RNA der
humanen Pankreaskarzinomzelllinien PANC-1, BXxPC-3 und AsPC-1 sowie der humanen
neuronalen Zelllinie SK-N-SH isoliert, und daraus cDNA hergestellt. Der Nachweis der Ret-
mRNA in den verschiedenen Zelllinien erfolgte mittels PCR, durch Amplifikation eines
zentralen, 557 bp langen Fragmentes (Exon 6-9). Als Kontrolle fiir die cDNA-Qualitit und
-Menge wurde auBBerdem je Versuchsansatz eine B-Aktin-PCR durchgefiihrt. Anschliefend
wurde die Anwesenheit der Ret- und B-Aktin-Transkripte nach Auftrennen von je 1/10 der

PCR-Ansitze in einem 1 %igen Agarosegel tiberpriift. Abbildung 8 zeigt das Ergebnis.

N o5 X @
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Ret (557 bp)
B-Aktin (312 bp)

Abb. 8: Nachweis des Ret-Rezeptors. Fiir den mRNA-Nachweis des Ret-Rezeptors wurden PCRs mit der
c¢DNA aus den Pankreaskarzinomzelllinien PANC-1, BxPC-3 und AsPC-1 sowie aus der neuronalen Zelllinie
SK-N-SH durchgefiihrt. Die cDNA-Qualitdt wurde durch Amplifikation eines [-Aktin-Fragmentes iiberpriift.
Als Kontrolle beider PCRs diente je ein Ansatz ohne cDNA. Dargestellt ist das 1 %ige Agarosegel nach
Auftrennung von je 1/10 der PCR-Ansétze.

Die B-Aktin-PCR demonstrierte eine gleichbleibende cDNA-Qualitdt in allen Ansédtzen. Ein
Ret-Transkript konnte in allen untersuchten Pankreaskarzinomzelllinien sowie in der
neuronalen Zelllinie SK-N-SH nachgewiesen werden. Da das PCR-Fragment die Sequenz
mehrerer Exone beinhaltete, konnte eine Kontamination mit genomischer DNA
ausgeschlossen werden. Um die Identitédt der Ret-PCR-Fragmente zu bestitigen, wurden diese
aus dem Gel eluiert, in den pCR®2.1-Vektor kloniert und vollstindig sequenziert. Der Ret-
Nachweis in den verschiedenen Zelllinien konnte in mehreren unabhédngigen PCRs
reproduziert werden, wobei die eingesetzten cDNA-Proben aus unterschiedlichen gesamt-

RNA-Proben synthetisiert worden waren.
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7.3.1.2 Expression verschiedener Ret-Isoformen in PANC-1-Zellen

Fir Ret konnte in verschiedenen Geweben die Expression von drei unterschiedlichen
Isoformen gezeigt werden, welche durch alternatives Spleilen am 3’-Ende des c-ret-Gens
entstehen. Sie unterscheiden sich auf Proteinebene in den letzten 9, 43 bzw. 51 Aminosduren
(Myers et al., 1995; O’Rourke et al., 1999). Als nédchstes wurde daher das Expressionsmuster
der Ret-Isoformen in PANC-1-Zellen iiber RT-PCR-Analysen ndher charakterisiert. Nach
Isolierung von gesamt-RNA aus PANC-1-Zellen und Herstellung von cDNA, wurden PCRs
durchgefiihrt, in welchen ein 5’-Oligonukleotid aus Exon 16 jeweils mit einem von drei
Isoform-spezifische 3’-Oligonukleotiden kombiniert wurde. Abbildung 9 verdeutlicht die

Lokalisation der verwendeten Oligonukleotide.

c-ret-Gen
Intron 1 Intron 2
[Font (. —{Fome e o 2

Ret 5'-intern  3'-Primer Ret9
—>

1—
Reto [ Exon1_J-—(.)-—Exone 1619 |

Ret 5'-intern 3'-Primer Ret43
Rot43 [Exan T_}--+(.)-—~fExone Tog---—mmmmmmmmmmm oo
Ret 5'-intern 3'-Primer Ret51

_> <_
Rot51 (BT Jmn(..-{F T} ===

Abb. 9: Lokalisation der Oligonukleotide fiir den Nachweis der Ret-Isoformen. Das c-ret-Gen besteht aus
21 Exonen, von welchen das erste und die letzten sechs schematisch dargestellt sind. Die Exone dazwischen
sind durch (...) angedeutet. Wahrend die Nukleotidsequenz bis Exon 19 in allen Ret-Isoformen vorkommt, liegen
die Isoform-spezifischen Sequenzen von Ret43 und Ret51 in Exon 21 und Exon 20. Im Gegensatz dazu wird bei
der Generierung der Ret9-Isoform die Sequenz aus Exon 19 um 30 bp verlidngert. Die gestrichelten Linien
zwischen den Exonen stellen die bei der Transkription herausgespleifiten Intronsequenzen dar. Die Exon- und
Intronléngen, sowie die Langen der durch Pfeile représentierten Oligonukleotide sind nicht mafB3stabsgerecht.

Zur Uberpriifung der in den PCRs amplifizierten Fragmente wurde je 1/10 der PCR-Ansitze
in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Abbildung 10 zeigt, dass die Transkripte von Ret9

(448 bp), Ret43 (504 bp) und Ret51 (579 bp) in PANC-1-Zellen vorhanden sind.
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Abb. 10: Expression von Ret-Isoformen in PANC-1-Zellen. Fiir den Nachweis der Ret-Isoformen Ret9, Ret43
und Ret51, wurden PCR-Analysen mit der cDNA aus PANC-1-Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden Isoform-
spezifische 3’-Oligonukleotide mit einem 5’-Oligonukleotid aus Exon 16 kombiniert. Je 1/10 der PCR-Ansétze
wurde in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt.

Um auszuschlieflen, dass das Ret9-Fragment infolge einer genomischen DNA-Kontamination
in den cDNA-Proben auftrat, wurde eine Ret9-PCR mit drei verschiedenen Kontrollen
durchgefiihrt. In allen Kontroll-PCRs wurde neben dem 5’-Oligonukleotid aus Exon 16 ein
3’-Oligonukleotid eingesetzt, dessen Sequenz nach der letzten Polyadenylierungsstelle der
Ret9-Sequenz lokalisiert ist (3’-Oligo Ret9-Test). Die Lokalisation der verwendeten
Oligonukleotide ist in Abbildung 11 grobschematisch wiedergegeben.

c-ret-Gen —Exone 16-19) } A(n) [ Exon20 |—

5'-Oligo 3'-Oligo Ret9
Ret9 b i
5'-0Oligo 3'-Oligo Ret9-Test
Ret9-Test | : i

Abb. 11: Lokalisation der Ret9- und Ret9-Test-Oligonukleotide. Die Exon-Intron Struktur am 3’-Ende des
c-ret-Gens ist von Exon 16 bis Exon 20 schematisch wiedergegeben. Die Oligonukleotide fiir die Ret9- und die
Ret9-Test-PCR sind als Pfeile eingezeichnet. Die putativ letzte Polyadenylierungsstelle im Ret9-Transkript
wurde in Intron 19 als A(n) eingezeichnet. Die Exon- und Intronldngen sowie die Langen der Oligonukleotide
(Pfeile) sind nicht maBstabsgerecht wiedergegeben.

Der Ret9-PCR-Ansatz wurde in Spur 1 (Abb. 12) aufgetragen, und die Ret9-Test-PCR-
Ansitze in den Spuren 2-4. Nur im Kontrollansatz 3 wurde cDNA als Matrize eingesetzt
(Abbildung 12; Spur 4). Kontrollansatz 1 enthielt stattdessen das entsprechende Volumen
ddH,O (Spur 2), und in Kontrollansatz 2 wurde gesamt-RNA eingesetzt, welche alle cDNA-
Synthese-Schritte in Abwesenheit der Polymerase durchlaufen hatte (Spur 3).
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bp 1 2 3 4

Ret9 Ret9-Test

Abb. 12: PCRs zum Ausschluss moglicher Kontaminationen mit genomischer DNA. Um eine
Kontamination der cDNA von PANC-1-Zellen mit genomischer DNA zu iiberpriifen, wurden folgende Ret9 und
RET9-Test-PCR-Ansédtze durchgefiihrt. 1, Ret9-PCR mit cDNA aus PANC-1. 2, Kontrollansatz 1 ohne cDNA.
3, Kontrollansatz 2 mit gesamt-RNA. 4, Kontrollansatz 3 mit cDNA aus PANC-1. Je 1/10 der PCR-Ansitze
wurden in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt.

Im Ret9-PCR-Ansatz wurde ein DNA-Fragment (448 bp) amplifiziert, wihrend in den Ret9-
Test-PCRs der Kontrollanséitze keine PCR-Produkte nachgewiesen werden konnten. Eine
Kontamination der Reagenzien fiir die cDNA-Synthese und die PCR sowie der cDNA aus
PANC-1-Zellen mit genomischer und fremder (c)DNA konnte damit ausgeschlossen und die

Expression eines Ret9-Transkriptes bestétigt werden.

In PCRs mit anderen cDNA-Préiparationen aus PANC-1-Zellen konnten die Ergebnisse zur
Expression der Ret-Isoformen (n = 3) reproduziert werden. Anschlieend wurden die PCR-
Produkte jeweils entweder direkt oder nach Klonierung in den pCR®2.1-Vektor sequenziert

und die Identitdt der Ret-Fragmente iiberpriift.

7.3.1.3 Sequenzanalyse des c-ret-Gens aus PANC-1-Zellen

Das c-ret-Gen wurde 1985 entdeckt und als chimires c-ret-PTC (papillary thyroid cancer)-
Onkogen beschrieben (Takahashi et al., 1985). Fiir die Syndrome MEN2A/B und FMTC
konnte gezeigt werden, dass verschiedene Ausprigungen von Schilddriisenkarzinomen mit
dem Auftreten spezifischer Punktmutationen im c-ret-Gen korrelieren. Auf Proteinebene tritt

hierbei eine Hiufung der Mutationen in der Cystein-reichen Region und den Tyrosinkinase-

Doménen I und II auf (Abbildung 13).
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c-ret-mRNA Ret51

Exon: 123456 7 8 91011121314 151617181920

Lokalisation der Punktmuationen
bei MEN2A/B; FMTC: 44 A4 44

Abb. 13: Lokalisation von Tumor-assoziierten Punktmutationen im Ret-Rezeptor. Die Lokalisation der
Punktmutationen im Ret-Protein, welche mit der Entstehung autosomal-dominant vererbter Formen von
Schilddriisenkarzinomen (MEN2A, MEN2B, FMTC) korrelieren, sind mit T gekennzeichnet. Der Austausch
spezifischer Aminosduren fiihrt hierbei zu einer konstitutiven Aktivierung des Ret-Rezeptors. S, Signalsequenz.
CD, Cadherin-homologe Domine. Cys, Cystein-reiche Region. TM, Transmembrane Region. TKI, 2,
Tyrosinkinase-Doménen 1, 2 (Abbildung in Anlehnung an Edery et al., 1997 und Anders et al., 2001). Die
Abbildung ist nicht maBstabsgerecht.

Um zu untersuchen, ob PANC-1-Zellen ein mutiertes c-re-Gen exprimieren, wurde die
cDNA-Sequenz des c-ret-Gens auf mogliche Mutationen hin analysiert. Dazu wurden {iber
PCR und sog. primer walking 6 tiberlappende RT-PCR-Fragmente amplifiziert, welche die
Sequenz der langen Ret51-Isoform abdecken. Die Lokalisation der verschiedenen RT-PCR-
Fragmente in bezug auf die Struktur des c-ret-Gens ist in Abbildung 14 schematisch
dargestellt.

c-ret-mRNA/cDNA

Exon: 123456 7 891011121314 151617181920

4 F1 T194bp ™
F2 32 bp
PCR-Fragmente F3 T774bp
Fdssrtn PO %amzop
F6 75

Abb. 14: Lokalisation der Ret51-RT-PCR-Fragmente. Mit Ret-spezifischen Oligonukleotiden wurden 6
verschiedene RT-PCR-Fragmente der Ret51-Isoform generiert (F1-6). Die Lénge der jeweiligen Fragmente ist in
bp angegeben.
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AnschlieBend wurden die PCR-Produkte isoliert und in den pCR2.1®-Vektor kloniert. Die
RT-PCR-Fragmente wurden sowohl mit 12 Ret-spezifischen Oligonukleotiden, die z. T. auch
fiir die Amplifikation der Ret-Fragmente verwendet worden waren, als auch mit zwei Vektor-
spezifischen Oligonukleotiden, dem reverse und universal primer, sequenziert. Die
Basenabfolge wurde jeweils mit der Ret-Sequenz in der GenBank-Datenbank verglichen. Je
Fragment wurden 4 verschiedene cDNA-Proben fiir 7 unterschiedliche PCR-Ansitze
verwendet. Die Analyse der cDNA-Sequenz des c-ret-Gens filihrte zu folgenden Ergebnissen:
1. In 60 % der Sequenzen der F3- und F4-Fragmente wurde in Kodon 432 (Exon 7) ein
Basenausstausch von GCG(Ala)—>GCA(Ala) festgestellt, so dass es sich hierbei um eine
stille Mutation in der c-ret-Sequenz von PANC-1-Zellen handelt.
2. Die in PANC-1-Zellen exprimierte Ret-Sequenz entspricht auf Aminosdureebene in allen
Fillen der in GenBank angegebenen Ret-Sequenz.
Die Sequenzierung der c-ret-Transkripte zeigte, dass der in PANC-1-Zellen exprimierte Ret-

Rezeptor keine Mutation gegeniiber der GenBank-Sequenz (Nr. 14745698) aufweist.

7.3.1.4 Nachweis der mRNA von GFRal und GFRa2 in PANC-1-Zellen

Von den insgesamt 4 in Sdugern exprimierten GFRa-Proteinen, GFRal-4, konnte
insbesondere fiir GFRal, aber auch fiir GFRa2, eine Interaktion mit dem neuronalen Faktor
GDNF gezeigt werden (Klein et al., 1997; Sanicola et al., 1997). Daher wurde als néchstes die
Expression der GFRa-mRNA in PANC-1-Zellen untersucht. Nach Isolierung von gesamt-
RNA aus PANC-1- und SK-N-SH-Zellen und Herstellung von cDNA, wurden mit GFRa1-
und GFRo2-spezifischen Oligonukleotiden PCRs durchgefiihrt. In Abbildung 15 ist das
Ergebnis einer GFRa-PCR dargestellt.

GFRa1 GFRa2

Abb. 15: Nachweis der GFRo-Expression in PANC-1- und SK-N-SH-Zellen iiber PCR. Fiir den Nachweis
der GFRo-mRNA-Expression in der Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 und der neuronalen Zelllinie SK-N-SH
wurden PCRs mit spezifischen GFRo-Oligonukleotiden durchgefiihrt. Die Amplifiktion von GFRa1(605 bp)-
und GFRa2(575 bp)-Fragmenten wurde durch Auftrennung von je 1/10 der PCR-Ansétze in einem 1 %igen
Agarosegel iiberpriift.
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Auch in anderen PCR-Ansidtzen mit insgesamt vier verschiedenen cDNAs wurden beide
GFRoa-Transkripte nachgewiesen. Die Sequenzierung der PCR-Produkte bestitigte die

Identitdt der GFRa-Fragmente.

Die Ret- und GFRa-PCR-Analysen demonstrierten, dass in der Pankreaskarzinomzelllinie
PANC-1 sowohl der Ret-Rezeptor als auch die GFRa-Korezeptoren 1 und 2 auf mRNA-

Ebene vorliegen.

7.3.2 Nachweis der GDNF-Expression in PANC-1-Zellen

Zahlreiche Tumorarten weisen eine Uberexpression von Faktor-Rezeptoren und deren
entsprechenden Liganden auf (Korc et al., 1992, Friess et al., 1994, 1996; Yamanaka et al.,
1993). Uber autokrine und parakrine Riickkoppelungsmechanismen fiihren die Faktoren dann
zu einer von dufleren Faktoren unabhdngigen Proliferation und tragen damit zur
Tumorprogression bei. Um zu untersuchen, ob in PANC-1-Zellen neben dem GDNF-
Rezeptor-Komplex auch GDNF exprimiert wird, wurden Polymerase-Kettenreaktionen mit
GDNF-spezifischen Oligonukleotiden durchgefiihrt. Dazu wurden verschiedene cDNA-
Proben aus PANC-1-Zellen eingesetzt (n = 3). Abbildung 16 zeigt exemplarisch das Ergebnis
einer PCR, in welcher neben der cDNA aus PANC-1-Zellen auch eine cDNA-Probe aus den

neuronalen Zellen SK-N-SH eingesetzt wurde.

<«GDNF (217 bp)

Abb. 16: Expression des neuronalen Faktors GDNF in PANC-1- und SK-N-SH-Zellen. Um die GDNF-
Expression in PANC-1- und SK-N-SH-Zellen auf mRNA-Ebene zu iiberpriifen, wurden PCRs mit GDNF-
spezifischen Oligonukleotiden (Exon 3) durchgefiihrt. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne cDNA. Je 1/10 der
PCR-Ansédtze wurden in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt.

Diese und weitere PCR-Analysen zeigten, dass GDNF-mRNA in PANC-1- und SK-N-SH-

Zellen vorliegt.
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7.3.3 Nachweis des GDNF-Rezeptors auf Proteinebene

Um zu untersuchen, ob die Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 die Rezeptor-Komponenten
Ret und GFRal auch auf Proteinebene exprimiert, wurden Immunoblot-Analysen mit

spezifischen Antikorpern durchgefiihrt.

Fiir den Ret-Nachweis wurden PANC-1-Zellen bis zu einer Konfluenz von 90 % in DMEM-
Medium mit 10 % FCS kultiviert und anschlieBend in RIPA-Puffer lysiert. Nach Bestimmung
der Proteinkonzentration wurden 8 mg Gesamtprotein fiir eine Immunprézipitation (IP) mit
einem Ret-spezifischen Antikorper eingesetzt. Ein zweiter [P-Ansatz ohne RIPA-Lysat diente
als Kontrolle. Beide IP-Ansitze sowie ein dritter Ansatz mit PANC-1-RIPA-Lysat wurden in
einem 7,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Ret-Protein wurde mit einem
spezifischen Antikorper, welcher auch fiir die IP verwendet wurde, im Immunoblot detektiert.

Abbildung 17 zeigt den Immunoblot nach ECL-Entwicklung.

PANC-1
kDa
205 —
- <«Ret
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Abb. 17: Nachweis des Ret-Proteins aus PANC-1-Zellen im Immunoblot. Die Immunprézipitation (IP) des
Ret-Proteins erfolgte durch Inkubation von PANC-1-RIPA-Lysat (8 mg) mit Protein A, einem anti-Ziege 1gG
sowie einem spezifischen anti-Ret-Antikorper fiir 2 Std. bei 4 °C . Ein [P-Ansatz ohne RIPA-Lysat diente als IP-
Kontrolle. In einem dritten Ansatz wurde das Ret-Protein direkt aus dem RIPA-Lysat nachgewiesen. Alle
Ansitze wurden in einem 7,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Banden des Ret-Proteins im
Immunoblot mit einem spezifischen anti-Ret-Antikorper nach ECL-Entwicklung detektiert.

Nach Immunprézipitation des Ret-Proteins war die Ret-Bande deutlich zu erkennen. Im
RIPA-Lysat konnte die Ret-Bande dagegen nur schwach detektiert werden. Aus den
Immunoblot-Versuchen wurde gefolgert, dass PANC-1-Zellen den Ret-Rezeptor auch auf

Proteinebene exprimieren.

Fiir den Nachweis des GFRa-Proteins wurden RIPA-Lysate der Pankreaskarzinomzelllinien
PANC-1 und AsPC-1, der glialen Zelllinie B49 sowie der Insektenzelllinie Sf9 (Spodoptera
frugiperda) hergestellt. Als Kontrollen fiir die GFRo-Expression dienten dabei die Zelllysate

von B49- und §f9-Zellen, sowie spezifische Gewebeproben aus humanem Magen und der
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Hirnanhangsdriise von Ratten. Der GFRal-Nachweis erfolgte nach SDS-PAGE und
Proteintransfer auf Nitozellulose im Immunoblot mit einem spezifischen GFRa1-Antikorper.

In Abbildung 18 ist das Ergebnis einer GFRa1-Immunoblot-Analyse wiedergegeben (n = 3).
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Abb. 18: Expression des GFRal-Proteins in verschiedenen Zelllinien und Gewebeproben. Fiir den
Expressions-Nachweis des GFRol-Proteins im Immunoblot wurden je 20 pg RIPA-Lysat der Zelllinien
PANC-1, AsPC-1 und B49 und je 10 pg RIPA-Lysat der Sf9-Insektenzellen eingesetzt. Auflerdem wurden
Gewebeproben aus Magen (20 mg) und Hirnanhangsdriise (4 pg) eingesetzt. Der Nachweis des GFRa.1-Proteins
erfolgte mit einem spezifischen anti-GFRa1-Antikdrper im Immunoblot. Spuren 1, 2, 4: human. Spur 5: murin.
Spuren 3, 6: Insektenzellen.

In beiden Pankreaskarzinomzelllinien PANC-1 und AsPC-1 konnte der GFRa1-Korezeptor
anhand von Immunoblot-Analysen nachgewiesen werden. Die als Positiv-Kontrollen
eingesetzten Gewebeproben und das RIPA-Lysat der B49-Zellen zeigten ebenfalls eine
deutliche GFRa1-Expression. Die Kreuzreaktivitit des eingesetzten Antikorpers erlaubte den
Nachweis des GFRal-Proteins in den Proben verschiedener Spezies. In den jeweiligen

Negativ-Kontrollen waren keine spezifischen Proteinbanden zu erkennen.

Beide GDNF-Rezeptor-Komponenten Ret und GFRal wurden damit auch auf Proteinebene
nachgewiesen. Da es bisher keinen spezifischen anti-GFRa2-Antikorper gibt, konnte die
Proteinexpression dieses Korezeptors in PANC-1-Zellen nicht nachgewiesen werden. Sie ist
jedoch aufgrund des GFRo2-mRNA-Nachweises wahrscheinlich. Es liegt daher die
Vermutung nahe, dass die GDNF-induzierte Migration von PANC-1-Zellen auf eine
spezifische Interaktion von GDNF mit dem Ret/GFRa-Rezeptor-Komplex zuriickzufiihren

ist.
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7.4 Einfluss von GDNF auf verschiedene Signalwege und

Relevanz dieser Signalwege fiir die Zellmigration

7.4.1 Untersuchung der Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade

7.4.1.1 Aktivierung der MAP-Kinase ERK2 durch GDNF

Kiirzlich wurde gezeigt, dass die Behandlung von PANC-1-Zellen mit verschiedenen
Liganden von Rezeptortyrosinkinasen, wie den Faktoren EGF, HGF oder TGFa, zu einer
deutlichen Aktivierung der MAP-Kinase ERK2 (extracellular signal-regulated kinase 2) in
diesen Zellen fiihrt (Giehl et al., 2000). Fiir neuronale Zellen wurde dariiber hinaus
demonstriert, dass GDNF iiber den Ret-Rezeptor eine Aktivierung der Ras-Raf-MEK-ERK-
Kaskade induziert (Santoro et al., 1994b; Worby et al., 1996). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde deshalb untersucht, ob der neurotrophe Faktor GDNF auch in PANC-1-Zellen eine
Aktivierung dieser Kaskade, und insbesondere der MAP-Kinase ERK2, bewirkt. Dazu
wurden in vitro Phosphorylierungsversuche mit dem MBP (myelin basic protein)-Peptid als

Substrat fiir die immunpréazipitierte ERK2 durchgefiihrt.

Zur Untersuchung einer moglichen ERK2-Aktivierung wurden ausgehungerte PANC-1-
Zellen fiir 5 min, 10 min, 15 min, 30 min oder 1 Std. mit 100 ng/ml GDNF inkubiert und
RIPA-Lystate hergestellt. Ein Ansatz ohne Faktor diente als Kontrolle. Die
Proteinkonzentrationen der RIPA-Lysate wurden mittels BCA-Proteinbestimmung ermittelt
und ERK2 wurde aus je 1 mg RIPA-Extrakt mit einem anti-ERK2-Antikorper
immunpréziptiert. Je 1/3 der Ansédtze mit der immunpézipitierten MAP-Kinase wurden in
einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die prézipitierten Proteine
anschlieend mit dem anti-ERK2-Antikdrper im Immunoblot detektiert. Die verbliebenen 2/3
der IP-Ansitze wurden fiir die radioaktive in vitro Phosphorylierungsreaktionen eingesetzt.
Das Ergebnis eines reprisentativen Versuches (n = 2) ist in Form eines Balkendiagrammes in

Abbildung 19 dargestellt.
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Abb. 19: Zeitabhéngigkeit der ERK2-Aktivierung in PANC1-Zellen. Ausgehungerte PANC-1-Zellen wurden
fiir die angegebenen Zeiten mit 100 ng/ml GDNF inkubiert und die ERK2-Aktivitdt anschlieBend in einem in
vitro Phosphorylierungsexperiment mit MBP-Peptid als Substrat ermittelt. Ein Ansatz ohne Faktor diente als
Kontrolle. Dargestellt ist die MBP-Peptid-Phosphorylierung in cpm (counts per minute). Bild-Einsatz: 1/3 der
IP-Ansétze der MAP-Kinase ERK2 wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und ERK2
mit einem anti-ERK2-Antikdrper im Immunoblot nachgewiesen.

Die Inkubation von PANC-1-Zellen mit GDNF fiihrte in beiden Versuchen bereits nach 5 min
zu einer leichten Steigerung der ERK2-Phosphorylierung gegeniiber den nicht-behandelten
Zellen. Das Maximum wurde nach 10 bis 15 min Inkubationszeit erreicht. Nach 30 min war
die ERK2-Aktivitit wieder vollstindig abgeklungen und lag sogar unterhalb des
Ausgangswertes. Die Ergebnisse aus dem dargestellten und einem weiteren
Phosphorylierungsversuch zeigten, dass ERK2 durch GDNF aktiviert wird und dass diese

Aktivierung bis zu 30 min anhalt.

Um zu untersuchen, ob die GDNF-induzierte ERK2-Aktivierung von der eingesetzten GDNF-
Konzentration abhéngig ist, wurden ausgehungerte PANC-1-Zellen fiir je 10 min bzw. 15 min
mit 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml GDNF bzw. 30 ng/ml EGF behandelt und die Zellen
anschliefend in RIPA-Puffer lysiert. Ein Ansatz mit Zellen ohne Faktor diente als Kontrolle.
Je 1 mg der RIPA-Extrakte wurde fiir die Prézipitation der MAP-Kinase ERK2 eingesetzt.
Die in vitro Phosphorylierungsreaktion wurde mit 2/3 der IP-Ansdtze durchgefiihrt. In den
jeweils verbliebenen 1/3 wurden die fiir die Phosphorylierungsreaktion eingesetzten ERK2-
Mengen iiber SDS-PAGE und Immunoblot mit einem anti-ERK2-Antikérper iiberpriift (nicht
gezeigt). Abbildung 20 zeigt das Ergebnis eines repriasentativen Versuches (n = 1 fiir 10 min

und n =1 fiir 15 min).
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Abb. 20: Einfluss der GDNF-Konzentration auf die ERK2-Aktivitit in PANC-1-Zellen. Ausgehungerte
PANC-1-Zellen wurden mit den angegebenen GDNF-Konzentrationen oder 30 ng/ml EGF fiir 15 min behandelt.
AnschlieBend wurde die Aktivitdt der immunprézipitierten ERK2 in einer in vitro Phosphorylierungsreaktion mit
MBP-Peptid als Substrat ermittelt. Dargestellt ist die MBP-Peptid-Phosphorylierung der jeweiligen Ansétze in
cpm (counts per minute).

Die verschiedenen GDNF-Konzentrationen zwischen 10 ng/ml und 100 ng/ml fiihrten nach 15
min (bzw. 10 min) zu einer anndhernd S5fachen Stimulation der Proteinkinase ERK2
gegeniiber der Kontrolle. Bei 10 min und 15 min Behandlungszeit der Zellen reichte eine
GDNF-Konzentration von 10 ng/ml hierfiir bereits aus. Die ca. 8fache Steigerung der ERK2-
Aktivitdt nach Zugabe von EGF zeigte jedoch, dass das Maximum einer moglichen ERK2-
Aktivierung in PANC-1 Zellen durch den neurotrophen Faktor GDNF nicht erreicht wurde.

7.4.1.2 Einfluss von GDNF auf die Ras-Aktivitat in PANC-1-Zellen
Expression und von GST und GST-RBD

Als nichstes wurde untersucht, ob die in PANC-1-Zellen beobachtete GDNF-induzierte
ERK2-Aktivierung iiber die kleine GTPase Ras reguliert wird. Dazu wurden Ras-GTP-
Bindungsversuche durchgefiihrt. Die Prézipitation von aktivem Ras-GTP erfolgte hierbei mit
der minimalen Ras-Bindungsdoméne (RBD) aus dem Ras-Effektorprotein c-Rafl (AS51-
131), welche zunéchst als GST-RBD-Fusionsprotein hergestellt wurde. Fiir die Ras-GTP-
Bindungsversuche wurden die Proteine GST und GST-RBD in E. coli-BL21(DE3)-

Bakterienzellen, wie 1im Methoden-Teil (s. 6.1.4.3) beschrieben, exprimiert und
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Bakterienlysate mit den 16slichen Proteinen GST und GST-RBD hergestellt. Der GST-Anteil
des GST-RBD-Fusionsproteins ermoglichte eine Immobilisierung von GST-RBD an
Glutathion Sepharose™ 4B. Somit konnte Ras-GTP nach Bindung an GST-RBD mit Hilfe
der Sepharose aus dem RIPA-Lysat von PANC-1-Zellen prizipitiert werden. Die Detektion
des isolierten Ras-GTPs erfolgte mit einem anti-Ras-Antikorper im Immunoblot. Abbildung
21 zeigt die Bestimmung der Mengen exprimierter GST- und GST-RBD-Proteine nach
Kopplung dieser Proteine aus verschiedenen Volumina Bakterienlysat an 40 pl Glutathion
Sepharose™ 4B. Nach Prézipitation wurden die Proteine GST und GST-RBD zusammen mit
verschiedenen Mengen BSA in einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das
Farben des Gels mit Coomassie-Blau ermoglichte anschlieBend die Visualisierung der

Proteine im Gel (s. Abbildung 21).
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Abb. 21: Nachweis der GST- und GST-RBD-Expression in BL21(DE3). Fiir den Expressions-Nachweis und
die Quantifizierung von GST (27 kDa) und GST-RBD (37,5 kDa) wurden verschiedene Mengen Bakterienlysat
mit je 40 pl Glutathion Sepharose™ 4B inkubiert und die GST-Proteine an die Sepharose gekoppelt. Nach
Préazipitation der Proteine wurden diese in einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und
anschlieBend durch Féarben des Gels mit Coomassie-Blau visualisiert. Verschiedene Mengen (5 pg, 10 pg und
20 pg) BSA (67 kDa) dienten als Kontrolle.

Fir die Quantifizierung der GST- und GST-RBD-Mengen wurden die jeweiligen Proteinbanden
mit den verschiedenen Banden der BSA-Kontrolle verglichen. Fiir einen Ras-GTP-

Bindungsversuch wurden je 100 ul GST und 150 pul GST-RBD eingesetzt.

Ras-GTP-Prizipitationsversuche

Von der kleinen GTPase Ras existieren drei Isoformen, welche als H-Ras, K-Ras und N-Ras
bezeichnet und von unterschiedlichen Genen kodiert werden. Alternatives Spleifien fiihrt zur
Expression von zwei unterschiedlichen K-Ras-Varianten, K-Ras 4A und 4B. In PANC-1-
Zellen wurde bisher insbesondere die Expression von K-Ras und N-Ras nachgewiesen.

Zudem konnte fiir PANC-1-Zellen gezeigt werden, dass das K-ras-Gen eine Punktmutation in
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Kodon 12 (G12D) trigt, welche zur Expression konstitutiv-aktiver K-Ras-Proteine in diesen
Zellen fiithrt (Giehl et al. 2000). Da in unserer Arbeitsgruppe eine N-Ras-Aktivierung nach
Behandlung von PANC-1-Zellen mit EGF demonstriert werden konnte, erfolgte in dem

folgenden Versuch eine Fokussierung auf diese Ras-Isoform.

Zur Untersuchung des Einflusses der GDNF-Konzentration auf die Ras-Aktivitdt, wurden
PANC-1-Zellen fiir 24 Std. in serumfreiem DMEM-Medium inkubiert und anschlieend fiir 3
min mit 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml GDNF oder 30 ng/ml EGF behandelt. Die Zellen
wurden in RIPA-Puffer lysiert und Ras-GTP wurde mit Hilfe von GST-RBD aus 0,6 mg
Gesamtprotein je Ansatz isoliert. Die Proteine wurden in einem 12,5 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, und N-Ras-GTP wurde im Immunoblot mit einem anti-N-Ras-
Antikorper detektiert. Zur Kontrolle der Ras-Expression wurden auflerdem 30 pg RIPA-Lysat
je Ansatz separat iiber SDS-PAGE aufgetrennt und die N-Ras-Proteine ebenfalls spezifisch im
Immunoblot nachgewiesen. Abbildung 22 zeigt exemplarisch das Ergebnis eines Ras-GTP-

Bindungsversuches (n = 2).
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Abb. 22: Einfluss verschiedener GDNF-Konzentration auf die Ras-Aktivitit in PANC-1-Zellen. A,
Ausgehungerte PANC-1-Zellen wurden fiir 3 min mit den angegebenen GDNF-Konzentrationen inkubiert.
Anschliefend wurde aktives Ras-GTP mit GST-RBD aus 0,6 mg RIPA-Lysaten je Ansatz prazipitiert. Zellen
ohne Behandlung und solche, die fiir 3 min mit 30 ng/ml EGF inkubiert worden waren, dienten als Positiv-
Kontrollen. Die Proteine wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und aktives N-Ras-GTP wurde mit einem N-Ras-
spezifischen Antikdrper im Immunoblot detektiert. B, Zur Uberpriifung der im Ras-GTP-Bindungsversuch
eingesetzten Proteinmengen, wurden je 1/10 der RIPA-Lysate in einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und die N-Ras-Proteine im Immunoblot mit einem anti-N-Ras-Antikérper nachgewiesen.

Die Inkubation von PANC-1-Zellen mit GDNF, fiihrte zu einer ca. 1,5fachen Zunahme der
N-Ras-GTP-Menge im Vergleich zu Zellen ohne GDNF-Behandlung. Die maximale N-Ras-
Aktivierung war bereits bei einer GDNF-Konzentration von 10 ng/ml erreicht, welche sich

auch durch Verwendung der 10fachen GDNF-Konzentration nicht weiter steigern lief3.
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Damit konnte in dieser Arbeit mit Hilfe der Ras-Bindungsversuche gezeigt werden, dass der
neurotrophe Faktor GDNF in PANC-1-Zellen nach 3 Minuten zu einer N-Ras-Aktivierung in
diesen Zellen fiihrt.

7.4.1.3 Einfluss dominant-negativer H-Ras(S17N)-Proteine auf die
GDNF-induzierte Migration

In unserer Arbeitsgruppe wurden kiirzlich PANC-1-Zellklone generiert, die dominant-
negatives H-Ras(S17N) als EGFP-Fusionsproteine stabil exprimieren. Die Funktionalitdt der
EGFP-H-Ras(S17N)-Fusionsproteine wurde anschlieBend in Ras-GTP-Prézipitations-
versuchen verifiziert und die H-Ras-Mutanten standen dann fiir die Charakterisierung der

Ras-Funktion in PANC-1-Zellen zur Verfiigung.

Um zu untersuchen, ob die Ras-Aktivitét fiir die GDNF-induzierte Chemotaxis von PANC-1-
Zellen notwendig ist, wurden im modifizierten Boyden-Kammer-System Migrationsstudien
mit EGFP-H-Ras(S17N)-exprimierenden PANC-1-Zellen durchgefiihrt. PANC-1-Zellen, die
das EGFP-Protein stabil exprimierten, dienten als Kontrolle. Fiir die Migrationsversuche
wurden EGFP- und EGFP-H-Ras(S17N)-exprimierende PANC-1-Zellen auf pordsen PET-
Membranen in Zellkultureinsétzen ausgesdt und die Proliferation durch Behandlung mit dem
Zytostatikum Mitomycin C unterbunden. Die Migration der Zellen wurde nach 40 Std.
Inkubation mit 10 ng/ml GDNF oder 10 uM LPA analysiert. Fiir die Quantifizierung der
gewanderten Zellen wurden je Ansatz drei reprasentative Gesichtsfelder ausgezihlt. Fiir alle
Migrationsversuche wurden von den EGFP-exprimierenden PANC-1-Zellen Klon 21 und von
den EGFP-H-Ras(S17N)-exprimierende Zellen die Klone 2 und 4 -eingesetzt. Das

Balkendiagramm in Abbildung 23 zeigt die Ergebnisse eines Migrationsversuches (n = 3).
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Abb. 23: Einfluss von H-Ras(S17N) auf die GDNF-induzierte Migration von PANC-1-Zellen. In
modifzierten Boyden-Kammern wurden Migrationsversuche mit PANC-1-Zellklone durchgefiihrt, welche die
Proteine EGFP und EGFP-H-Ras(S17N) stabil exprimieren. Die Chemotaxis der Zellen wurde durch Zugabe
von 10 ng/ml GDNF oder 10 uM LPA induziert. Unbehandelte PANC-1-Zellen dienten jeweils als Kontrolle.
Nach 40 Std. wurden die gewanderten Zellen durch Auszéhlen von drei willkiirlich gewéhlten Gesichtsfeldern
am Lichtmikroskop quantifiziert (200fache VergroBerung). Angegeben sind die Mittelwerte = SEM der
gewanderten Zellen eines reprisentativen Versuches (n = 3).

Die Inkubation von EGFP- und EGFP-H-Ras(S17N)-exprimierenden PANC-1-Zellen mit
10 ng/ml GDNF oder 10 uM LPA fiihrte in allen Migrationsversuchen zur Induktion einer
chemotaktischen Antwort gegeniiber unbehandelten Zellen. Die Zugabe von Faktoren zu
EGFP-exprimierenden PANC-1-Zellen fiihrte dabei zu einer Zunahme der Zellwanderung um
das 1,54fache + 0,082 (GDNF) oder 1, 74fache + 0,016 (LPA). Dagegen fiel die Zunahme der
Migration nach Inkubation von EGFP-H-Ras(S17N)-exprimierenden Zellen mit GDNF oder
LPA um durchschnittlich 19,4 % (GDNF) bzw. 12,5 % (LPA) geringer aus (s. Tabelle 2). Die
Expression eines dominant-negativen H-Ras(S17N)-Proteins in PANC-1-Zellen reduzierte
damit die Zunahme der Zellmigration durch GDNF und LPA im Vergleich zu EGFP-

exprimierenden Zellen. Die Auswertung der Migrationsversuche zeigt Tabelle 2.

Zunahme der Migration Abnahme der Migration
Zellion: - A LPA GDNF
pﬁfi';z_ﬁs 1,74 +/- 0,016 1,54 +/- 0,082
H-R}gz(ns;:m) 1,39 +/-0,08 1,15 +/- 0,193 -20 % - 25 %

H-Ras(S17N
}gz(n 4 ) 1,65 +/- 0,046 1,327 +/- 0,373 -5% -13,8 %
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Tab. 2: Vergleich der Steigerung der Zellmigration bei EGFP- und EGFP-H-Ras(S17N)-exprimierenden
PANC-1-Zellen. Steigerung der Migration £ SEM von EGFP- und EGFP-H-Ras(S17N)-exprimierenden
Zellklonen nach Zugabe von LPA oder GDNF gegentiber Zellen ohne Faktor-Zugabe. Prozentuale Abnahme der
Chemotaxis von EGFP-H-Ras(S17N)-exprimierenden Zellen im Vergleich zu EGFP-exprimierenden Zellen.

7.4.1.4 Einfluss von MEK1 auf die GDNF-induzierte Migration von

PANC-1-Zellen
In Migrationsversuchen mit dem MEKI-Inhibitor PD98059 wurde die Relevanz der
Proteinkinase MEK1 fiir die GDNF-induzierte Chemotaxis von PANC-1-Zellen in einem
modifizierten Boyden-Kammer-System analysiert. PANC-1-Zellen wurden fiir 24 Std. in
serumfreiem DMEM-Medium ausgehungert, und durch Zugabe des Zytostatikums Mitomycin
C wurde die Proliferation dieser Zellen gehemmt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 40 Std.
mit 10 ng/ml GDNF oder 10 uM LPA in An- oder Abwesenheit des MEKI-Inhibitors
PD98059 (10 uM bzw. 25 uM) behandelt. Ansdtze ohne Faktor, mit oder ohne 25 uM
PD98059, dienten als Kontrollen. Die Quantifizierung der gewanderten Zellen erfolgte durch
Auszdhlen von drei reprasentativen Gesichtsfeldern je Ansatz am Lichtmikroskop. Abbildung
24 zeigt die statistische Auswertung von drei unabhingigen Versuchen. Die Migration wurde

als Vielfaches der Kontrolle angegeben.
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Abb. 24: Einfluss des MEK-1-Inhibitors PD98059 auf die GDNF-induzierte Migration. Die Chemotaxis
von PANC-1-Zellen wurde in einem modifizierten Boyden-Kammer-System nach Zugabe von 10 ng/ml GDNF
oder 10 uM LPA in An- oder Abwesenheit von PD98059 (10 uM und 25 uM) untersucht. Die Darstellung zeigt
die -fache Stimulation migrierter Zellen nach Faktor-Behandlung bezogen auf die Wanderung von Zellen ohne
Faktor gemittelt aus drei unabhéngigen Versuchen.
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Die Zugabe von GDNF fiihrte bei PANC-1-Zellen zu einer Zunahme der Migration um das
ca. 2,5fache (SEM =* 0,24) bezogen auf die Anzahl gewanderter Zellen im Kontrollansatz.
Hierbei war die durch GDNF induzierte Migration dhnlich hoch wie nach Behandlung der
Zellen mit LPA. Die Inhibition der MEK-ERK-Kaskade durch den MEKI1-Inhibitor hatte
sowohl bei GDNF- als auch bei LPA-behandelten Zellen einen deutlichen Riickgang der
Zellwanderung zur Folge. Dieser lag bei GDNF und LPA (jeweils 25 uM) bei ca. 53 %.
Dagegen konnte die Spontanwanderung der Zellen im Kontrollansatz durch Zugabe von
25 uM PD98059 nur um ca. 15 % gesenkt werden. Bei GDNF war die Hemmung auflerdem
abhingig von der eingesetzten PD98059-Konzentration (ca. 12 % Unterschied zwischen

10 M und 25 pM PD98059).

Die Migrationsstudien verdeutlichten, dass eine MEK 1-Aktivierung fiir die GDNF- und LPA-
induzierte Chemotaxis von PANC-1-Zellen notwendig ist. Da die Zellwanderung in Ansétzen
mit dem MEKI-Inhibitor jedoch nicht wieder den Basalwert erreichte, war entweder die
eingesetzte PD98059-Konzentration zu gering, oder es gibt in PANC-1-Zellen noch andere
Signalwege, die fiir die GDNF-induzierte Migration erforderlich sind.

7.4.2 Einfluss von GDNF auf die Aktivitit von Rac und
JNK/SAPK in PANC-1-Zellen

Fiir neuronale Zellen konnte gezeigt werden, dass GDNF neben der Ras-Raf-MEK-ERK-
Signalkaskade noch eine weitere mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Kaskade
aktiviert. Die beiden wichtigsten Signalmolekiile dieser weiteren Signaltransduktionskaskade
sind die kleine GTPase Rac und die MAP-Kinase INK/SAPK (c-jun N-terminal kinase/stress-
activated protein kinase). Um den Einfluss von GDNF auf diese Signalmolekiile in PANC-1-
Zellen zu untersuchen, wurde eine mogliche Aktivierung von Rac in Rac-GTP-

Bindungsversuchen und von JNK in in vitro Phosphorylierungsversuchen nidher analysiert.

7.4.2.1 Einfluss von GDNF auf die Rac-GTP-Menge in PANC-1-Zellen
Expression von GST und GST-PAK-CD

Wie bei kleinen GTPasen der Ras-Familie erfolgt auch bei Rac der Ubergang von einem
inaktiven in einen aktiven Zustand durch einen Austausch von GDP durch GTP. Um einen

moglichen Einfluss von GDNF auf die Rac-Aktivitdit zu analysieren, wurden Rac-GTP-
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Prizipitationsversuche durchgefiihrt (Sander et al., 1998). Hierzu wurde zunichst die GTPase-
Bindungsdomine (CRIB domain) aus dem Rac/Cdc42-Effektorprotein PAK1b (p21-activated
protein kinase 1b), an die aktives Rac-GTP-mit hoher Affiinitét bindet (Manser et al., 1994),
als GST-PAK-CD-Fusionsprotein hergestellt. Die Proteine GST (Glutathion-S-Transferase)
und GST-PAK-CD wurden in E. coli-Bakterien exprimiert und anschliefend an Glutathion
Sepharose™ 4B gekoppelt (zur GST-PAK-CD-Expression s. a. Methoden unter 6.1.4.2). Zur
Quantifizierung wurden verschiedene Mengen GST und GST-PAK-CD gebunden an
Glutathion-Sepharose™ 4B sowie verschiedene BSA-Mengen in einem 12,5 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Abbildung 25 zeigt exemplarisch ein solches Gel nach Farbung

mit Coomassie-Blau.
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Abb. 25: Expression und Quantifizierung von GST und GST-PAK-CD. Fiir den Expressions-Nachweis und
die Quantifizierung von GST und GST-PAK-CD wurden verschiedene Mengen GST (27 kDa) und Sepharose-
prézipitierte GST-PAK-CD (36 kDa) iiber SDS-PAGE aufgetrennt, und die Proteine anschlieend durch Férben
des Gels mit Coomassie-Blau visualisiert. Als Kontrolle dienten verschiedene BSA-Mengen (67 kDa).

Eine semi-quantitative Bestimmung der GST- und GST-PAK-CD-Mengen erfolgte durch
Vergleich der jeweiligen Proteinbanden mit dem BSA-Standard. Fiir einen Rac-GST-PAK-
Prazipitationsversuche wurden 30-50 ug GST-PAK-CD und 60 pg GST je Versuchsansatz

eingesetzt.

Rac-GTP-Prazipitationsversuche

Fiir die Rac-GTP-Bindungsversuche wurden ausgehungerte PANC-1-Zellen fiir 1 min, 2 min,
5 min und 10 min mit 10 ng/ml GDNF inkubiert. Ein Ansatz mit PANC-1-Zellen ohne Faktor
diente als Kontrolle. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert und Rac-GTP aus 1 mg RIPA-
Lysat je Ansatz mit GST-PAK-CD-Sepharose prizipitiert. Die Detektion und Quantifizierung
von Rac-GTP erfolgte nach SDS-PAGE mit einem anti-Rac-Antikérper im Immunoblot. Zur
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Kontrolle der fiir den Prézipitationsversuch eingesetzten Rac-Mengen wurden je 1/10 der
Ansidtze in einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und Rac mit einem anti-
Rac-Antikdrper im Immunoblot nachgewiesen. In Abbildung 26 ist das Ergebnis eines Rac-
GTP-Bindungsversuches zu sehen (n = 3).
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Abb. 26: Einfluss von GDNF auf die Aktivitit der kleinen GTPase Rac in PANC-1-Zellen. A,
Ausgehungerte PANC-1-Zellen wurden fiir verschiedene Zeiten mit 10 ng/ml GDNF behandelt. Es wurden
RIPA-Lysate hergestellt und Rac-GTP wurde mit GST-PAK-CD aus 1 mg RIPA-Lysat je Ansatz prazipitiert.
Der Nachweis von Rac-GTP erfolgte im Immunoblot mit einem anti-Rac-Antikorper. B, Zur Kontrolle der fiir
die Prézipitation von Rac-GTP eingesetzten Rac-Mengen wurden je 1/10 der RIPA-Lysate in einem 12,5 %igen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und Rac mit einem anti-Rac-Antikorper detektiert.

Die Inkubation von PANC-1-Zellen mit 10 ng/ml GDNF fiihrte nach 2 min zu einer
maximalen Rac-Aktivitit, welche ca. 2,5mal so hoch war wie die Rac-Aktivitdt unbehandelter
Zellen. Die Ergebnisse aus diesem und zwei weiteren Prézipitationsversuchen zeigten damit,
dass Rac durch den neurotrophen Faktor GDNF aktiviert wird und eine GDNF-Konzentration

von 10 ng/ml dafiir bereits ausreicht.

7.4.2.2 Einfluss von GDNF auf die JNK-Aktivitiat in PANC-1-Zellen

Um den FEinfluss des neurotrophen Faktors GDNF auf die JNK-Aktivitit zu untersuchen,
wurden in serumfreiem DMEM-Medium ausgehungerte PANC-1-Zellen fiir 5 min, 10 min,
15 min und 30 min sowie 1 Std. und 2 Std. mit 100 ng/ml GDNF inkubiert. Als Negativ-
Kontrolle dienten unbehandelte PANC-1-Zellen. Da Stressoren wie Hitze zu einer maximalen
Aktivierung des Rac-regulierten Signalweges und damit von JNK fiihren (Davies et al., 1994;
Minden et al., 1994), wurden Zellen im Kontrollansatz fiir 20 min bei 42 °C im Wasserbad
inkubiert. Die Aktivitdit der immunprazipitierten JNK wurde in einem in vitro

Phosphorylierungsversuch analysiert. Als Substrat fiir die aktive Kinase diente das
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Fusionsprotein GST-c-Jun, dessen Phosphorylierung als MaB fiir die JNK-Aktivitit genutzt
wurde. Die Phosphorylierungsansidtze wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und das radioaktiv-markierte GST-c-Jun autoradiographisch detektiert. Zur
Uberpriifung der fiir die Phosphorylierungsreaktion eingesetzten Proteinmengen wurde je 1/3
der Ansitze nach Immunprézipitation von JNK in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Die JNK-Proteine wurden mit einem anti-JNK-Antikérper im Immunoblot

nachgewiesen. In Abbildung 27 ist das Ergebnis eines Experimentes (n = 2) dargestellt.
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Abb. 27: JNK-Aktivierung in PANC-1-Zellen nach Behandlung mit GDNF. A, Ausgehungerte PANC-1-
Zellen wurden fiir die angegebenen Zeiten mit 100 ng/ml GDNF behandelt und die JNK-Aktivitit in einer in
vitro Phosphorylierungsreaktion mit GST-c-Jun als Substrat bestimmt. PANC-1-Zellen, welche fiir 20 min bei
42 °C inkubiert worden waren, dienten als Positiv-Kontrolle. Die Visualisierung des phosphorylierten GST-c-
Jun’s erfolgte iiber Autoradiographie. B, Zur Uberpriifung der in der Phosphorylierungsreaktion eingesetzten
JNK-Mengen wurde 1/3 der immunprézipitierten JNK je Ansatz in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und die Proteine mit einem anti-JNK-Antikdrper im Immunoblot nachgewiesen.

Die Behandlung von PANC-1-Zellen mit 100 ng/ml GDNF fiihrte zu einer deutlichen
Zunahme der JNK-Aktivitdt, welche nach 15 min einen maximalen Wert erreichte. Die
starkste JNK-Aktivierung konnte bei der Positiv-Kontrolle durch Hitze-Behandlung (42 °C)

der Zellen hervorgerufen werden.

Sowohl Rac, als auch JNK, konnten durch Inkubation von PANC-1-Zellen mit GDNF
deutlich aktiviert werden. Die maximal Aktivitit der beiden Proteine wurde nach

unterschiedlichen Zeiten erreicht. Da beide Proteine Teil der Rac-MEKKI1-MKK4-
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JINK/SAPK-Kaskade sind (Minden et al., 1994), wire es denkbar, dass GDNF zu einer
Aktivierung des gesamten Signalweges in der Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 fiihrt. Ob
dieser Signalweg, und insbesondere Rac, dariiber hinaus an der GDNF-induzierten Migration
von PANC-1-Zellen beteiligt ist, wird Gegenstand zukiinftiger Experimente sein. Da Rac
auch iiber die Organisation des Zytoskelettes die Ausbildung von Lamellipodien und
membrane ruffles induziert, ist eine Involvierung der kleinen GTPase an GDNF-induzierten

Wanderungsvorgingen wahrscheinlich.

7.4.3 Einfluss von GDNF auf die PI3-Kinase-Aktivitit und
Relevanz fiir die Chemotaxis von PANC-1-Zellen

7.4.3.1 Untersuchung der PI3-Kinase-Aktivitit

In neuronalen Zellen konnte gezeigt werden, dass GDNF {iber den Ret-Rezeptor zu einer
Aktivierung PI3-Kinase-abhédngiger Signalwege fiihrt. Die wichtigsten Effektoren der PI3-
Kinase sind hierbei die Proteinkinase Akt/PKB und die kleine GTPase Racl.

Als nichstes wurde daher der Einfluss von GDNF auf die PI3-Kinase-Aktivitdt in PANC-1-
Zellen analysiert. Als Mal fiir die PI3-Kinase-Aktivitit diente hierbei die Ser(473)-
Phosphorylierung der Proteinkinase Akt/PKB, welche einen wichtigen Effektor der PI3-
Kinase darstellt. In serumfreiem DMEM-Medium ausgehungerte PANC-1-Zellen wurden fiir
7 min mit 50 ng/ml GDNF oder 10 uM LPA inkubiert (vgl. Soler et al., 1999). Je ein Ansatz
mit GDNF oder LPA wurde aulerdem fiir 20 min mit 30 pM PI3-Kinase-Inhibitor LY294002
prainkubiert. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer mit Phosphataseinhibitoren lysiert und die
Phosphorylierung der Proteinkinase Akt/PKB nach SDS-PAGE im Immunoblot mit einem
anti-P-Ser(473)-Antikorper nachgewiesen. Der Nachweis der Akt/PKB-Expression in
PANC-1-Zellen erfolgte mit einem anti-Akt/PKB-Antikorper. Abbildung 28 zeigt

exemplarisch das Ergebnis eines Versuches (n = 2).
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Abb. 28: Einfluss von GDNF auf die Ser(473)-Phosphorylierung der Proteinkinase Akt/PKB.
Ausgehungerte PANC-1-Zellen wurden fiir 7 min mit 50 ng/ml GDNF oder 10 pM LPA in An- oder
Abwesenheit des PI3-Kinase-Inhibitors LY294002 (30 uM, 20 min Prédinkubation) inkubiert. Zwei Ansétze mit
unbehandelten PANC-1-Zellen mit oder ohne LY dienten als Kontrollen. A, Die Akt/PKB-Aktivitdt wurde mit
einem anti-P-Ser(473)-Antikérper im Immunoblot tberpriift. B, Der Nachweis der Akt/PKB-Expression in

PANC-1-Zellen erfolgte nach Auftrennung von je 80 ng RIPA-Lysat in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel
im Immunoblot mit einem anti-Akt/PKB-Antikorper.

Die Versuche zeigten, dass in ausgehungerten PANC-1-Zellen bereits eine basale Aktivitét
der Proteinkinase Akt/PKB vorliegt, welche durch Inkubation der Zellen mit den Faktoren
GDNF oder LPA nicht weiter gesteigert werden kann. Der Riickgang der Ser(473)-
Phosphorylierung in Ansédtzen mit LY294002 zeigte zudem, dass die basale Ser(473)-
Phosphorylierung in PANC-1-Zellen in PI3-Kinase-abhédngiger Weise reguliert wird.

7.4.3.2 Relevanz der PI3-Kinase fiir die GDNF-induzierte Migration

Um die Frage zu kléren, ob die PI3-Kinase-Aktivitét fiir die GDNF-induzierte Migration von
PANC-1-Zellen von Bedeutung ist, wurden Migrationsversuche mit dem PI3-Kinase-Inhibitor
LY294002 in einem modifizierten Boyden-Kammer-System durchgefiihrt. PANC-1-Zellen
wurden auf pordsen Membranen in Zellkultureinséitze ausgesét und mit 10 ng/ml GDNF oder
10 uM LPA in An- oder Abwesenheit von 10 uM oder 25 uM LY294002 fir 40 Std.
inkubiert. Ansédtze ohne Faktor mit oder ohne LY294002 dienten als Kontrollen. Die
Quantifizierung der gewanderten Zellen erfolgte durch Auszdhlen von drei willkiirlich
gewidhlten Gesichtsfeldern am Lichtmikroskop. Abbildung 29 zeigt die statistische
Auswertung von drei Migrationsversuchen. Die basale Zellwanderung der Zellen im
Kontrollansatz wurde auf eins normiert und die Migration der Zellen in den verschiedenen

Versuchsansétzen wurden als Vielfaches dieses Wertes = SEM angegeben.



7 ERGEBNISSE 105

2,04
C
.0
L 1,51
-}
£
& 10l T
o)
e
[&)
8 0,5
0,0
w A QV‘ < &« A4
o(,\éo §\/ N §\/ ®o$ §V §V
VPt o¥ T & ST
{\X vx (\Q, Qx Qx
%) Q
S VS s

Abb. 29: Einfluss des PI3-Kinase-Inhibitors LY294002 auf die GDNF- oder LPA-induzierte Migration
von PANC-1-Zellen. PANC-1-Zellen wurden in einem modifizierten Boyden-Kammer-System auf pordsen (8
pm) Membranen ausgesdt und in An- oder Abwesenheit des PI3-Kinase-Inhibitors LY294002 (10 uM oder
25 uM) fiir 40 Std. mit 10 ng/ml GDNF oder 10 uM LPA kultiviert. Die Quantifizierung der gewanderten Zellen
erfolgte durch Auszdhlen von drei repriasentativen Gesichtsfeldern am Lichtmikroskop (200fache VergroBerung).
Die Darstellung zeigt die statistische Analyse von drei unabhingigen Migrationsversuchen. Die Anzahl
gewanderter Zellen wurden als Vielfaches der auf eins normierten Zellwanderung im Kontrollansatz angegeben.

Die Migrationsstudien mit dem PI3-Kinase-Inhibitor zeigten, dass die Aktividt der PI3-Kinase
und nachgeschalteter Signalwege fiir die GDNF-induzierte Chemotaxis von PANC-1-Zellen
notwendig ist. Sowohl die Inkubation der Zellen mit 10 uM LPA, als auch mit 10 ng/ml
GDNF fiihrten zu einem deutlichen Anstieg der Anzahl gewanderter Zellen gegeniiber
unbehandelten Zellen. Nach Zugabe des PI3-Kinase-Inhibitors LY294002 in

Versuchsansitzen mit LPA oder GDNF, wurde die Migration nahezu vollstédndig gehemmt.

7.5 Klonierung und Expression des Ret-Rezeptors

7.5.1 Klonierung der Ret51-cDNA-Sequenz aus PANC-1-Zellen
in den pEGFP-N1-Vektor

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die kodierende DNA-Sequenz der langen Ret51-Isoform aus
PANC-1-Zellen isoliert und in den eukaryontischen pEGFP-N1-Vektor kloniert. Die
wildtypische Ret51-cDNA-Sequenz sollte als Ausgangssequenz zur Herstellung

verschiedener Mutanten dienen. Geplant sind Kinase-defiziente, dominant-negative Mutanten,
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oder Mutanten, in welchen die Konsensussequenzen fiir die Bindung spezifischer Adapter-
und Effektormolekiile durch den Austausch bestimmter Aminosdurereste mutiert wéren.
Durch Transfektion Ret/GFRo-negativer oder -positiver eukaryontische Zellen mit diesen
Ret-Mutanten konnte so der Einfluss des Ret-Proteins auf die GDNF-induzierte Migration
analysiert und die Bedeutung einzelner Adapter- und Effektormolekiile sowie
nachgeschalteter Signalwege auf die Motilitdt dieser Zellen charakterisiert werden. Darliber
hinaus konnten nach zusétzlicher PCR-Amplifikation und Klonierung der kurzen Ret9-
Isoform aus PANC-1-Zellen Isoform-spezifische Unterschiede in bezug auf die GDNF-

induzierte Migration analysiert werden.

Fiir die Klonierung der langen Ret51-Isoform in den pEGFP-N1-Vektor wurden {iber RT-
PCR zwei iiberlappende Ret-Fragmente generiert, ein Ret 5’-Fragement (1194 bp) und ein Ret
3’-Fragement (2583 bp). Diese wurden anschlieBend in mehreren Klonierungsschritten iiber
eine Kpnl-Schnittstelle innerhalb der kodierenden c-rer-DNA zur vollstindigen Ret51-
Sequenz im pEGFP-N1-Vektor zusammengesetzt (schematische Abbildung 30).

c-ret-Sequenz im

pEGFP-N1-Vektor Kijnl
— ATG c-ret-Sequenz (3345 bp) Stop— EGFP |—p

Ret 5'-Fragment (1194 bp) ,

Ret 3'-Fragment (2583 bp)

Abb. 30: Lage der Ret-Fragmente. Uber PCR wurden zwei Ret-Fragmente (1194 bp, 2583 bp) generiert,
welche anschlieBend iiber die single cut-Schnittstelle Kpnl zur vollstindigen Ret51-Sequenz (3345 bp) im
pEGFP-N1-Vektor kombiniert wurden.

Die einzelnen Klonierungsschritte zur Herstellungen eines Ret-EGFP-Expressionsvektors,
ausgehend von den Ret RT-PCR-Fragmenten, sind im Methoden-Teil (6.2.16) detailliert
dargestellt. Die Ret51-Sequenz wurde wie bei der Sequenzanalyse mit verschiedenen
Oligonukleotiden und primer walking verifiziert. Die Expression des Ret-EGFP-
Fusionsproteins in  eukaryontischen Zellen wurde in Transfektionsexperimenten

nachgewiesen.
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7.5.2  Charakterisierung der Ret-EGFP-Expression

PANC-1- und HEK-293-Zellen wurden mit den Plasmiden pEGFP-N1 und pEGFP-N1/Ret51
transfiziert, und die Expression der Proteine EGFP und Ret51-EGFP wurde nach 48 Std.
mittels Fluoreszenzmikroskop-Analysen {iberpriift. Die in Abbildung 31 dargestellten
Aufnahmen wurden am Fluoreszenzmikroskop durch Anregung der EGFP-Proteine bei einer
Wellenldnge von 488 nm gemacht. Die jeweiligen Phasenkontrastaufnahmen dienten zur

Kontrolle der Zellmorphologie.

Zu den Abbildungen auf der folgenden Seite:

Abb. 31: Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen von PANC-1 und HEK-293-Zellen. PANC-1- und
HEK-293-Zellen wurden mit dem pEGFP- und pEGFP/Ret-Vektor transfiziert. Nach 48 Std. wurde die
Expression des EGFP- bzw. Ret-EGFP-Proteins in Fluoreszenzmikroskop-Analysen verifiziert. Die
Fluoreszenzaufnahmen auf der rechten Seite (B+D) entstanden nach Anregung der EGFP-Proteine bei 488 nm.
Die Phasenkontrastaufnahmen der entsprechenden Bildausschnitte zeigen die Zellmorphologie und ermoglichen
die Identifizierung einzelner Zellen (A+C).
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Ein spezifischer Nachweis der EGFP- und Ret-EGFP-Expression in PANC-1- und HEK-293-
Zellen erfolgte {iber Immunoblot-Analysen. Dazu wurden 48 Std. nach Transfektion aus
PANC-1- und HEK-293-Zellen zytosolische und partikuldre Fraktionen hergestellt.
Verschiedene Proben der PANC-1- und HEK-293-Fraktionen wurden in SDS-
Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt. Fiir den EGFP-Nachweis wurden dazu
10 %ige und fiir den Ret-EGFP-Nachweis 7,5 %ige Gele verwendet. Abbildung 32 zeigt die
Immunoblots nach Detektion der EGFP- und Ret-EGFP-Proteine mit einem spezifischen anti-
GFP-Antikdrper.

kDa PANC-1 kDg HEK293
2054 .| gRet-EGFP 205 U{Ret-EGFP
kDa PANC-1 kDa HEK293 w—
116 =1 116 -
97.4 97.4 -
’ 4
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Abb. 32: Nachweis der EGFP- und Ret-EGFP-Expression in PANC-1 und HEK-293-Zellen. Fiir den
Nachweis der Proteine EGFP und Ret-EGFP wurden verschiedene Proben der 16slichen (S100) und partikularen
(P100) Fraktionen von PANC-1- und HEK-293-Zellen in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis
von EGFP und EGFP-Ret im Immunoblot erfolgte mit einem anti-GFP-Antikorper nach ECL-Entwicklung. A,
C, 10 %ige Gele fir den EGFP-Nachweis. B, D, 7,5 %ige Gele fiir den Nachweis der Ret-EGFP-
Fusionsproteine.

Die Transfektionsexperimente mit PANC-1- und HEK-293-Zellen zeigten, dass der Ret-
Rezeptor als Ret-EGFP-Fusionsprotein in den Zellen exprimiert wird und in der partikulidren
Fraktion vorhanden ist. Die Fluoreszenzmikroskop-Analysen weisen dariiber hinaus auf eine
Lokalisation in der Zytoplasmamembran hin. Die Expression von Ret-EGFP in den
epithlialen HEK-293-Nierenzellen fiihrte dazu, dass die Zellen ihre morphologische Gestalt
verdnderten und sich abkugelten. Das EGFP-Protein zeigte in den Fluoreszenzanalysen eine
diffuse Verteilung innerhalb der Zellen und wurden im Immunoblot sowohl in der 16slichen

als auch in der partikuldren Fraktion nachgewiesen.
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7.6 Regulation der Migration durch die kleinen GTPasen
RhoA und RhoC

Schon ldnger ist bekannt, dass Rho-GTPasen im Zusammenhang mit der Regulation der
Motilitdt von Zellen stehen. Kiirzlich wurde zudem gezeigt (Suwa et al., 1998), dass in
metastasierenden Pankreaskarzinomzellen die mRNA-Uberexpression der RhoC-Isoform mit
der perineuralen Invasion dieser Zellen korreliert. In der vorliegenden Arbeit wurde daher
zundchst die RhoC-Expression in verschiedenen humanen Pankreaskarzinomzelllinien
untersucht. Um dariiber hinaus Isoform-spezifische Unterschiede in der Funktion von RhoC
und RhoA charakterisieren zu konnen, wurden die cDNA-Sequenzen dieser beiden Rho-
Isoformen (je 582 bp), sowie der konstitutiv-aktiven Mutante RhoA(G14V/F25N) und der
dominant-negativen Mutante RhoA(T19N/F25N) in verschiedene pro- und eukaryontische
Vektorsysteme kloniert (s. 6.2.15).

7.6.1.1 Untersuchung der RhoC-Expression in Pankreaskarzinomzellen
Um die RhoC-mRNA-Expression in verschiedenen humanen Pankreaskazinomzelllinien zu
untersuchen, wurden RT-PCR-Analysen mit RhoC-spezifischen Oligonukleotiden
durchgefiihrt. Abbildung 33 zeigt das Ergebnis.

Q
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Abb. 33: Expression von RhoC in PANC-1- und BxPC-3-Zellen. Um die RhoC-Expression in PANC-1- und
BxPC-3-Zellen auf mRNA-Ebene zu iiberpriifen, wurden PCRs bei einer annealing-Temperatur von 60 °C
durchgefiihrt. Die verwendeten RhoC-spezifischen Oligonukleotide ermoglichten die Amplifikation der
vollstdndigen 597 bp langen RhoC-cDNA.

Die RT-PCR-Analysen ergaben, dass beide Pankreaskarzinomzelllinien die RhoC-Isoform auf

mRNA-Ebene deutlich exprimieren.

7.6.1.2 Klonierung der kodierenden RhoC-DNA-Sequenz aus BxPC-3-

Zellen in verschiedene Vektorsysteme

Um die Frage zu kldren, ob die RhoC-Expression einen Einfluss auf die Migration von

Pankreaskarzinomzellen hat, wurde die aus BxPC-3-Zellen amplifizierte RhoC-DNA in
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verschiedene pro- und eukaryontische Vektorsysteme kloniert. Die RhoC-RT-PCR-Fragmente
wurden isoliert und aufgereinigt, und die Ubereinstimmung der RhoC-cDNA-Sequenz mit der
GenBank-Sequenz (Nr. 407698) wurde anhand von Sequenzierungen {iiberpriift. Das RhoC-
Fragment aus BxPC-3-Zellen wurde zunéchst blunt end in einen mit Smal linearisierten
pKS(+)-Vektor subkloniert. Der pKS(+)/RhoC-Vektor diente als Ausgangsvektor fiir alle
weiteren Klonierungen (s. a. 6.2.15). Der Nachweis des rhoC-cDNA-Fragmentes in
unterschiedlichen Expressionsvektoren erfolgte durch Spaltung mit verschiedenen
Restriktionsenzymen. In Abbildung 34 ist das Agarosegel nach Auftrennung von je 1/10 der
Spaltansétze dargestellt.

Abb. 34: Klonierung der RhoC-cDNA aus BxPC-3-Zellen in verschiedene pro- und eukaryontische
Vektorsysteme. 1+2, RhoC aus pKS(+) (2,9 kb) und pcDNA3.1(+) (5,4 kb), gespalten mit EcoRI/Nofl. 3 RhoC
aus pEGFP-C1 (4,7 kb), gespalten mit Hindlll/BamHI. 4 RhoC aus pGEX-2TK (4,9 kb), gespalten mit
BamHI/EcoRI1. 5 RhoC aus pKS(+)/(HA), gespalten mit Ndel/BamHI.

7.6.1.3 Herstellung von  EGFP-RhoC-exprimierenden @ PANC-1-

Zellklonen
Um den FEinfluss der kleinen GTPasen RhoA und RhoC auf das Migrations- und
Invasionsverhalten von Pankreaskarzinomzellen untersuchen zu kénnen, wurden PANC-1-
Zellen stabil mit den Plasmiden pEGFP-C3 und pEGFP-C1/RhoC transfiziert. Um in spéteren
Migrationsexperimenten den Einfluss von RhoC mit dem von RhoA vergleichen zu konnen,
wurden dariiber hinaus PANC-1-Zellklone generiert, die das pEGFP-C2/RhoA-Plasmid stabil
exprimieren. Die Selektion der EGFP- oder EGFP-RhoC-exprimierenden PANC-1-Zellen
erfolgte durch Kultivierung in G418-haltigem Medium und Expansion einzelner Zellklone
nach Identifizierung am Fluoreszenzmikroskop. Abbildung 35 zeigt im Vergleich die

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von PANC-1-Zellen, welche die Proteine EGFP-,

EGFP-RhoA- und EGFP-RhoC stabil exprimieren.



7 ERGEBNISSE 112

PANC-1-Zellklone

EGFP-RhoA EGFP-RhoC

Abb. 35: Fluoreszenzmikroskopische Analysen von EGFP-, EGFP-RhoA- und EGFP-RhoC-
exprimierenden PANC-1-Zellen. Durch Anregung der EGFP-Proteine bei 488 nm konnte in den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen die jeweilige Lokalisation der Proteine charakterisiert werden.
Wiéhrend das EGFP-Protein in der gesamten Zelle und im Zellkern vorkommt, sind die EGFP-Rho-
Fusionsproteine liberwiegend im Zytosol lokalisiert. Dariiber hinaus liegen die Fusionsproteine zu einem
geringeren Anteil auch assoziiert an die Zytoplasmamembran vor.

Die Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen von EGFP-, EGFP-RhoA- und EGFP-RhoC-
exprimierenden PANC-1-Zellen zeigten einen deutlichen Unterschied in der Lokalisation der
Proteine EGFP und EGFP-Rho. Hierbei war das EGFP-Protein in der gesamten Zelle verteilt,
wihrend die EGFP-Rho-Fusionsproteine groftenteils im Zytosol vorlagen, daneben aber auch
zu einem geringeren Teil an die Zytoplasma-Membran assoziiert waren. Eine Isoform-
spezifische Verteilung der EGFP-Rho-Fusionsproteine in den Pankreaskarzinomzellen konnte
nicht beobachtet werden. Morphologische Unterschiede waren in Phasenkontrastanalysen
weder zwischen EGFP- und EGFP-Rho-exprimierenden, noch zwischen EGFP-RhoA- und
EGFP-RhoC-exprimierenden PANC-1-Zellklonen feststellbar.

Der spezifische Nachweis des ektopisch exprimierten EGFP-RhoC-Fusionsproteins sowie der
endogen exprimierten Proteine RhoA und RhoC in verschiedenen PANC-1-Zellklonen
erfolgte im Immunoblot mit einem anti-Rho-Antikérper. Abbildung 36 zeigt das Ergebnis fiir
drei verschiedene EGFP-RhoC-exprimierende PANC-1-Zellklone.
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Abb. 36: Nachweis der EGFP-RhoC-Expression in verschiedenen PANC-1-Zellklonen. PANC-1-Zellen
wurden mit Hilfe von DMRIE-C mit dem Plasmid pEGFP-C1/RhoC stabil transfiziert. Die Expression der
EGFP-RhoC-Fusionsproteine (50 kDa) wurde nach Auftrennung von je 30 ug RIPA-Lysat im Immunoblot mit
einem anti-Rho-Antikdrper nachgewiesen.

In den PANC-1-Zellklonen K11, K8 und K2 konnte eine vergleichbare EGFP-RhoC-
Expression bei ca. 50 kDa nachgewiesen werden. Endogenes Rho war auf einer Hohe von

21 kDa nachweisbar.

7.6.1.4 Vergleich der Migrationseigenschaften von EGFP-RhoA- und
EGFP-RhoC-exprimierenden-PANC-1 Zellen

Mogliche Unterschiede in den Migrationseigenschaften von EGFP-RhoA- und EGFP-RhoC-
exprimierenden PANC-1-Zellklonen wurden in Boyden-Kammer-Experimenten analysiert.
Als Kontrollen dienten EGFP-exprimierende PANC-1-Zellklone sowie PANC-1-Zellen. Die
Zellen wurden fiir 24 Std. in serumfreiem DMEM-Medium ausgehungert. Die Proliferation
wurde durch Behandlung mit Mitomycin C unterbunden. Fiir die Migrationsversuche wurden
die PANC-1-Zellen und -Zellklone fiir 21 Std. in DMEM-Medium inkubiert und die untere
Kammer mit DMEM-Medium + 10 % FCS als chemotaktisches Agens gefiillt. Die Anzahl
gewanderter Zellen wurde anschlieend am Lichtmikroskop ermittelt. Abbildung 37 zeigt die

statistische Auswertung von drei unabhéngigen Versuchen.
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Abb. 37: Vergleich der Migration von EGFP-RhoA- und EGFP-RhoC-exprimierenden Zellen. PANC-1-
Zellen/-Zellklone, welche die Proteine EGFP, EGFP-RhoA und EGFP-RhoC stabil exprimieren, wurden fiir
24 Std. in serumfreiem DMEM-Medium ausgehungert und zur Unterbindung der Proliferation fiir 3 Std. mit
Mitomycin C behandelt. Die PANC-1-Zellen/-Zellklone wurden dann fiir 21 Std. in modifizierten Boyden-
Kammern inkubiert, in welchen die oberen Kammern mit DMEM-Medium und die unteren mit DMEM-Medium
+ 10 % FCS gefiillt waren. Angegeben ist das Vielfache der Stimulation der Migration + SEM aus drei
unabhéngigen Versuchen.

Die Expression von EGFP-RhoC-Fusionsproteinen in PANC-1-Zellen fiihrte zu einer
Steigerung der gewanderten Zellen um das 3-4fache gegeniiber der Kontrolle. Die Expression
von EGFP und EGFP-RhoA hatte hingegen keinen steigernden Effekt auf die Zellmotilitét
dieser Zellen. Bei EGFP-RhoA-exprimierenden Zellklonen konnte sogar ein Riickgang der

Zellwanderung um ca. 30-40 % gegeniiber der Kontrolle beobachtet werden.

Damit zeigen die Migrationsexperimente zum einen, dass die RhoC-Expression die FCS-
induzierte Chemotaxis von PANC-1-Zellen deutlich steigert, und zum anderen, dass RhoA

und RhoC einen unterschiedlichen Einfluss auf die Motilitdt von PANC-1-Zellen haben.
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8 Diskussion

8.1 Chemotaxis von Pankreaskarzinomzellen

Metastasierende Tumorzellen des exokrinen Pankreas infiltrieren in hohem Maf3e intra- und

extrapankreatische periphere Nerven (Nakao et al., 1996; Takahashi et al., 1997; Ozaki et al.,
1999). Histologische Studien zeigen, dass die Tumorzellen bis ins Endoneurium der
Nervenfasern vordringen und hierbei das Gewebe zerstéren. Durch Wanderung entlang von
sympathischen Nervenfasern gelangen sie bis zum Ganglion coeliacum, dessen Befall ein
Hauptkriterium fiir die Resektabilitit des Primartumors ist (Bockman et al., 1994; manual der
Chirurgische Klinik und Poliklinik der TU Miinchen, 1997, http://ntl.chir.med.tu-
muenchen.de/manual/KLIFI60.HTM). Die hohe Affinitdt der Tumorzellen zu peripheren
Nerven macht eine chemotaktische Anlockung durch spezifische Chemokine und Zytokine
wahrscheinlich (Ardestani et al., 1999). In diesem Zusammenhang konnten Zhu et al. kiirzlich
eine Uberexpression des Neurotrophins B-NGF (B-nerve growth factor) und seines TrkA-
Rezeptors in Pankreaskarzinomzellen nachweisen und eine Korrelation zwischen der
Expression dieses Liganden und seines Rezeptors und der perineuralen Invasion (PNI)
aufdecken (Zhu et al.,, 2001). Die erwidhnte Arbeitsgruppe konnte dariiber hinaus
demonstrieren, dass die Behandlung humaner Pankreaskarzinomzellen mit B-NGF zu einer
gesteigerten Proliferation fiihrt, obgleich die Zellen dieses Polypeptid selbst exprimieren. Die
Beobachtungen von Miknyoczki et al., dass die Neurotrophine B-NGF, BDNF und NT3 die
Invasivitdt verschiedener humaner Pankreaskarzinomzelllinien in Abhénigkeit von der

Konzentration in vitro beeinflussen, ergénzten diese Ergebnisse (Miknyoczki et al., 1999).

Ein erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neuronale Faktoren zu identifizieren, die bei
humanen Pankreaskarzinomzellen Chemotaxis induzieren und damit mdglicherweise auch in
vivo an der PNI von Pankreaskarzinomzellen beteiligt sind. Dazu wurde der Einfluss des
Zellkulturiiberstandes verschiedener neuronaler und glialer Zelllinien auf das Wachstums-
und Wanderungsverhalten humaner Pankreaskarzinomzelllinien in Zellkultursystemen
analysiert. Die zundchst durchgefiihrten Proliferationsversuche mit den konditionierten
Medien der humanen neuronalen Zelllinien SK-N-SH, LS und SK-N-LO fiihrten bei
PANC-1-Zellen zu keiner Steigerung des Zellwachstums. Da die DNA-Synthese von
PANC-1-Zellen nach Behandlung mit den konditionierten Medien sogar geringer war als die

DNA-Synthese von Zellen in 0,1 % FCS, kann spekuliert werden, dass von den neuronale
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Zellen Faktoren sezerniert wurden, welche die DNA-Synthese in den Pankreaskarzinomzellen
hemmen. Die Expression eines solchen Faktors, dem autokrin wirkenden schwann cell
growth-inhibitory factor (SGIF), konnte fiir Schwann’sche Zellen gezeigt werden (Rushton et
al., 1999). Ob ein entsprechender Faktor auch von den hier analysierten Zellen sezerniert

wird, ist nicht bekannt.

Um das Migrationsverhalten von Pankreaskarzinomzellen zu analysieren, wurden
Kokultivierungsexperimente der Pankreaskarzinomzelllinien PANC-1 und Mia PaCa-2 mit
humanen, neuronalen SK-N-SH und murinen, glialen B49-Zellen durchgefiihrt. Es wurden
zudem neuronale Primérkulturen aus den Mesencephali embryonaler Miuse angelegt (E15)
und die motogene Wirkung der konditionierten Medien in Migrationsexperimenten analysiert.
Keiner der dargestellten Ansdtze fiihrte jedoch zu einem Anstieg der Zellwanderung der
Pankreaskarzinomzellen. Dies konnte entweder bedeuten, dass kein chemotaktisch wirkender
Faktor im Zellkulturiiberstand vorhanden war, oder dass verschiedene Parameter, wie die
Faktor-Konzentration, der Beobachtungszeitraum oder die zwischenzeitliche Lagerung der
Zellkulturiiberstinde bei -20 °C fiir das Fehlen einer chemotaktischen Reaktion
verantwortlich waren. Bei den konditionierten Medien muriner Zellen konnten dariiber hinaus
Spezies-spezifische Unterschiede in der Proteinstruktur der Faktoren die Bindung an den

korrespondierenden humanen Rezeptor und dessen Aktivierung verhindert haben.

Im peripheren Nervensystem sind die Axone der Nerven lber weite Strecken von
Schwann’schen Zellen umgeben (Bockman et al., 1994). Sowohl neuronale als auch
Schwann’sche Zellen exprimieren eine Reihe von Faktoren. Dazu gehdren neben B-NRG 1
(B-Neuregulin 1), BDNF (brain-derived neurotrophic factor), 1GF 1 (insulin like growth
factor 1) und PDGF-BB (plateled-derived growth factor BB) auch CNTF (ciliary
neurotrophic factor), LIF (leukaemia inhibitory factor), HGF/SF (hepatocyte growth
factor/scatter factor) und GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) (Grinspan et al.,
1996; Raabe et al., 1996; Davies, 1998; Mirsky und Jessen, 1999). Fiir einige dieser Faktoren
wurde bereits gezeigt, dass sie eine mitogene und/oder chemotaktische Wirkung auf
Pankreaskarzinomzellen ausiiben kénnen (Di Renzo, 1995; Miknyoczki et al., 1999; Zhu,
2001). In der vorliegenden Arbeit wurde zunédchst der Einfluss einzelner neurotropher
Faktoren auf das Zellwachstum und die gerichtete Migration von Pankreaskarzinomzelllinien
analysiert. Die Inkubation von PANC-1-Zellen mit 10 ng/ml BDNF oder 10 ng/ml GDNF

hatte dabei keine Wirkung auf die Proliferation der untersuchten Pankreaskarzinomzellen. Als
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ndchstes wurde der Einfluss verschiedener neuronaler Faktoren auf das Migrationsverhalten
von Pankreaskarzinomzellen untersucht. Miknyoczki et al. (Miknyoczki et al., 1999) konnten
bereits zeigen, dass verschiedene neuronale Faktoren einen Konzentrations-abhéngigen Effekt
auf die Chemotaxis von PANC-1-Zellen ausiiben. Hierbei fiihrte die Zugabe von 100 ng/ml
BDNF zu einer Reduktion der Zellmigration um 40 % bezogen auf die basale Wanderung
dieser Zellen, wihrend die Zugabe geringerer Konzentrationen unterhalb von 25 ng/ml BDNF
eine Steigerung der Chemotaxis um 25 % gegeniiber der Kontrolle hervorrief. Im der
vorliegenden Arbeit wurden daher je 10 ng/ml B-NGF, BDNF und GDNF eingesetzt, um den
Einfluss dieser neurotrophen Faktoren auf die Chemotaxis von PANC-1-Zellen zu
analysieren. Die Zugabe von B-NGF und BDNF fiihrte nicht zu einer Anderung des
Migrationsverhaltens von PANC-1-Zellen.

Interessanterweise induzierte jedoch GDNF einen deutlichen Anstieg der Zellwanderung.
Somit konnte in der vorliegenden Arbeit der neurotrophe Faktor GDNF als Chemotaxis-
induzierender Faktor fiir PANC-1-Zellen identifiziert werden. Die Untersuchung
verschiedener GDNF-Konzentrationen auf die gerichtete Wanderung von PANC-1-Zellen
machte deutlich, dass bereits 0,5 ng/ml GDNF ausreichen, um eine deutliche Steigerung der
Zellmigration dieser Pankreaskarzinomzellen herbeizufiihren. Diese Ergebnisse bestétigten
von Okada et al. (1999) verdffentlichte Daten, die zeigten, dass die Inkubation von AsPC-1-
und Mia PaCa-2-Zellen mit 1 ng/ml GDNF zu einer bis zu 7fachen Steigerung der Invasion
dieser Zellen fiihrt, und dass die durch Kokultivierung von Pankreaskarzinomzellen mit
glialen T98G-Zellen hervorgerufene Chemotaxis der Pankreaskarzinomzellen mit einem anti-

GDNF-Antikorper um 30 % verringert werden konnte.

Die Signalweiterleitung von GDNF erfolgt iliber einen heterodimeren Rezeptor-Komplex,
bestehend aus der Rezeptortyrosinkinase Ret und dem GPI-Anker-Protein GFRa. Die
Arbeitsgruppe von Okada et al. konnte nur den Ret-Rezeptor, nicht aber den direkt an den
GDNF-Liganden bindenden GFRa-Korezeptor nachweisen. Um die beobachtete GDNF-
induzierte Migration von PANC-1-Zellen auf eine spezifische Liganden-Rezeptor-Interaktion
zwischen GDNF und dem Ret/GFRa-System zuriickfiihren zu konnen, wurde daher in der

vorliegenden Arbeit die Expression von Ret und GFRa in PANC-1-Zellen analysiert.
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8.2 Darstellung des Ret/GFRoa-Rezeptor-Komplexes in
PANC-1-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der beiden GDNF-Rezeptor-Komponenten
Ret und GFRa in Pankreaskarzinomzelllinien, sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
nachgewiesen. Die Anwesenheit des Ret-Rezeptors auf mRNA-Ebene wurde durch RT-PCR-
Analysen fiir die humanen Pankreaskarzinomzelllinien PANC-1, AsPC-1 und BxPC-3
gezeigt. Durch Verwendung von zwei Ret-spezifischen Oligonukleotiden aus Exon 6 und
Exon 9 konnte die Amplifikation genomischer DNA ausgeschlossen werden. Der Nachweis
des c-ret-Transkriptes in den drei untersuchten Pankreaskarzinomzelllinien konnte ein
Hinweis darauf sein, dass das Transkript generell in Pankreaskarzinomzellen exprimiert wird.
Um eine endgiiltige Aussage machen zu konnen, miiite jedoch die c-ret-Expression in
weiteren Pankreaskarzinomzelllinien, primédren Pankreaskarzinomzellen und nicht-
transformierten Zellen des Pankreas analysiert werden. Die Detektion des c-ret-Transkriptes
in AsPC-1-Zellen bestitigte dariiber hinaus die Ergebnisse von Okada et al. (Okada et al.,
1999). Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass AsPC-1-Zellen, welche wie PANC-1-Zellen
nach GDNF-Zugabe verstdarkt migrierten, den Ret-Rezeptor auf mRNA- und Proteinebene
exprimieren. Im Gegensatz zu der erwihnten Publikation konnte in der vorliegenden Arbeit
tiber RT-PCR-Analysen auch die mRNA-Expression von zwei Korezeptoren, GFRal und
GFRa2, in PANC-1-Zellen nachgewiesen werden. Eine hochaffine Interaktion mit dem
neurotrophen Faktor GDNF wurde fiir beide Lipid-Anker-Proteine gezeigt (Klein et al., 1997,
Sanicola al., 1997).

Verschiedene Mutationen im c-ret-Gen stehen in einem engem Zusammenhang mit der
Entstehung neuroektodermaler Tumorerkrangungen des Menschen und fithren zu einer
konstitutiven Aktivierung der Ret-Rezeptoren (Takahashi et al., 1988, 1989; Avantaggiato,
1994). Die haufigsten mit Ret-Mutationen assoziierten Syndrome sind MEN2A, MEN2B
(multiple endocrine neoplasia type 2A/B) und FMTC (familial medullary thyroid carcinoma).
Beim MEN2A-Syndrom konnte eine Korrelation mit verschiedenen Punktmutationen in Exon
10 und 11 festgestellt werden, welche in der Cystein-reichen Doméne des Ret-Proteins zu
einem Cystein-Arginin-Austausch fithren. In 80 % der Tumoren erfolgt der Austausch dabei
in Kodon 634 (C634R) (Ponder und Smith, 1996, Pasini et al., 1996). Fiir das MEN2B-
Syndrom wurden dagegen die Mutationen A883F und MO9I18T in den intrazelluldren

Tyrosinkinase-Doménen identifiziert, wobei in 95 % der Tumore die zuletzt genannte
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Mutation von Methionin zu Threonin (ATG—>ACG) auftritt (Mulligan et al., 1994; Mulligan
und Ponder 1995). Bei FMTC-Schilddriisenkarzinomen werden Mutationen sowohl in der
Cystein-reichen Region als auch in den Tyrosinkinase-Doménen nachgewiesen. Alle
genannten Mutationen fithren zu einer konstitutiven Aktivierung der Ret-Proteine. Die
transformierende Wirkung der Ret-Rezeptoren kann dabei auf die Aktivierung spezifischer
Signalwege iiber die Tyrosin-Reste Y905 und Y1062 zuriickgefiihrt werden (Asai et al., 1996;
Iwashita et al., 1999, 2000; Takahashi, 2001). Ein Vergleich aller aufgefiihrten Mutationen
zeigt, dass das Ret-Protein mit der M918T-Mutation das grofite transformierende Potential
besitzt (Iwashita et al., 1999). Um zu tiberpriifen, ob PANC-1-Zellen die wildtypische c-ret-
mRNA exprimieren, wurden iiber RT-PCR-Experimente und primer walking 6 iiberlappende
RT-PCR-Fragmente amplifiziert und sequenziert. Die Sequenzanalysen zeigten, dass in 4 von
7 durchgefiihrten RT-PCR-Analysen die c-ret-Transkripte aus PANC-1-Zellen im Vergleich
zur GenBank-Sequenz eine Mutation in Kodon 432 (Exon 7) trugen. Der Basenaustausch
GCG(Ala)>GCA(Ala) hatte jedoch keinen Einfluss auf die Aminosduresequenz. Die
Tatsache, dass die Punktmutation in ca. 50 % der untersuchten c-ret-Transkripte

nachgewiesen wurde, konnte zudem auf einen mono-allelischen Basenaustausch hindeuten.

In der Literatur sind drei verschiedene Ret-Isoformen, Ret9, Ret43 und Ret51, beschrieben
worden, welche durch alternatives Spleilen am 3’-Ende des c-ret-Gens entstehen. Die drei
Isoformen unterscheiden sich hierbei in den letzten 9, 43 bzw. 51 Aminosduren (Takahashi et
al., 1988; Myers et al., 1995; Lorenzo et al., 1995). Interessanterweise befindet sich die
Spleilistelle unmittelbar nach einem fiir die Signaltransduktion bedeutenden Tyrosin-Rest an
Position 1062. Es konnte gezeigt werden, dass die zum Tyrosin-Rest Y1062 benachbarten
Aminosduren verschiedene Konsensussequenzen fiir die Bindung von Adapter-Proteinen
reprasentieren. In allen Ret-Isoformen findet man eine Bindungsstelle (IENKLY'%) fiir die
SH2-Doméne von She, wéhrend nur in der kurzen Isoform zusétzlich eine Konsensussequenz
fiir die Assoziation mit der PTB-Domine (Y'***GRI) des Proteins Shc nachgewiesen werden
konnte (Asai et al., 1996; Arighi et al., 1997; Lorenzo et al., 1997; Ishiguro et al., 1999).
Dariiber hinaus kommen in der langen Isoform noch zwei weitere Tyrosin-Reste vor. Fiir
Y1096 konnte eine Phosphorylierung (Liu et al.,, 1996) und eine Interaktion mit dem
Adapterprotein Grb2 nachgewiesen werden (Alberti et al., 1998). Die selektive Bindung von
Adapter-Proteinen an die drei Ret-Isoformen fiihrt zur Aktivierung unterschiedlicher
intrazelluldrer Signalwege. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass sich die Ret-Isoformen

auch in ihrer physiologischen Funktion unterscheiden. Von Rossel et al. (1997) wurde
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gezeigt, dass die transformierende Wirkung der langen Isoform von Ret/MEN2A und
Ret/MEN2B in NIH/3T3 Zellen grof3er ist als die der kurzen Isoform, und dass Ret51 in PC12
Zellen einen deutlicheren Differenzierungsprozess zu induzieren vermag als Ret9. Eine
andere Arbeitsgruppe konnte demonstrieren, dass zwar Ret9-/-, nicht aber Ret51-/- knockout-
Maiuse, schwerwiegende Nierenmissbildungen und eine unvollstindige Innervierung des
enterischen Nervensystems zeigen (Le Hir et al., 2000). Diesen Ergebnissen zufolge hétte die
kurze Ret-Isoform eine groflere Bedeutung im Verlauf der Embryonalentwicklung, wihrend
die lange Ret-Isoform bei der Zelldifferenzierung und bei der Karzinogenese eine wichtige
Funktion hétte. Fiir die mittlere Ret43-Isoform konnte gezeigt werden, dass sie im Vergleich
zur kurzen und langen Ret-Isoform seltener in verschiedenen humanen Geweben und Organen
exprimiert wird, und in Ratten iiberhaupt nicht vorkommt (Le Hir et al., 2000; Matera et al.,
2000). Es wird daher angenommen, dass Ret43 lediglich eine untergeordnete physiologische
Bedeutung zukommt. Zur Klirung der Frage, welche Ret-Isoformen in PANC-1-Zellen
exprimiert werden, und um einen Hinweis auf mogliche GDNF-induzierte Signalwege in
diesen Zellen zu erhalten, wurden RT-PCR-Analysen mit Isoform-spezifischen
Oligonukleotiden durchgefiihrt. Hierbei konnten in PANC-1-Zellen die Transkripte aller drei

Ret-Isoformen auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden.

Um zu untersuchen, ob der Ret/GFRa-Rezeptor-Komplex auch auf Proteinebene in PANC-1-
Zellen exprimiert wird, wurden Western blot-Analysen durchgefiihrt. Dabei wurden die Ret-
Rezeptoren sowohl nach Immunprizipitation der Ret-Proteine als auch direkt aus dem RIPA-
Zelllysat mit einem spezifischen anti-Ret-Antikorper, der nicht zwischen den verschiedenen
Ret-Isoformen differenziert, im Immunoblot nachgewiesen. Da der neurotrophe Faktor GDNF
nicht direkt an den Ret-Rezeptor binden kann, sondern zunéchst eine Assoziation mit dem
GFRa-Korezeptor erfolgt, wurde die GFRa1-Expression mit einem anti-GFRa1-Antikorper
im Immunoblot analysiert. Hierbei wurde die Proteinexpression von GFRal fiir die beiden
humanen Pankreaskarzinomzelllinien PANC-1 und AsPC-1 demonstriert. Mit dem Nachweis
der GFRal-Expression in AsPC-1-Zellen wurden die Ergebnisse von Okada et al. (1999)
komplettiert, die zwar die Ret-, nicht aber die GFRa-Expression in diesen Zellen

demonstrieren konnten.

Der Nachweis der beiden GDNF-Rezeptor-Komponenten Ret und GFRa in AsPC-1- und
PANC-1-Zellen unterstiitzt die Annahme, dass der neurotrophe Faktor GDNF seine
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chemotaktische Wirkung durch spezifische Bindung an den vollstindigen GDNF-Rezeptor-
Komplex entfaltet.

Zudem ist es unter Beriicksichtigung der Literaturdaten zur GDNF-induzierten Chemotaxis
sehr unwahrscheinlich, dass die gerichtete Migration von PANC-Zellen durch Assoziation
von GDNF mit dem GFRa-Korezeptor alleine vermittelt wird (Robertson und Mason, 1997;
Airaksinen et al., 1999; Eketjill et al., 1999; Mason, 2000). Eine generelle Interaktion des
neurotrophen Faktors mit GFRal oder GFRa2 ohne Beteiligung von Ret kann jedoch nicht

vollkommen ausgeschlossen werden (Poteryaev et al., 1999; Trupp et al., 1999).

8.3 Sequenzanalyse der langen Ret51-Isoform aus PANC-1-
Zellen und Klonierung in den pEGFP-N1-Vektor

Um die in PANC-1-Zellen exprimierte c-ret-mRNA-Sequenz auf mogliche Mutationen hin zu
untersuchen, wurden Sequenzanalysen durchgefiihrt. Diese ergaben, dass in PANC-1-Zellen

die wildtypische c-ret-mRNA-Sequenz exprimiert wird.

Zur weiterfiihrenden Untersuchung eines Zusammenhanges zwischen der Ret-Expression und
der GDNF-induzierten Migration und Signaltransduktion von Pankreaskarzinomzellen, wurde
die kodierende Ret51-DNA-Sequenz der PANC-1-Zellen amplifiziert und die cDNA in den
pEGFP-N1-Vektor kloniert. Hierdurch konnte das Ret-Protein als Ret-EGFP-Fusionsprotein
mit einem C-terminalen EGFP-Protein-Anteil in verschiedenen eukaryontischen Zellen
exprimiert werden. Von Tang et al. (1998) wurde fiir einen C-terminal zur c-ret-Sequenz
lokalisierten HA-Epitop-tag gezeigt, dass dieser die Funktionalitit des Ret-Rezeptors nicht

beeinflusst.

Die Expression der Proteine EGFP und Ret-EGFP nach transienter Transfektion wurde in
PANC-1-Zellen und der humanen epithelialen Nierenzelllinie HEK-293 tiberpriift. Im
Unterschied zu PANC-1-Zellen exprimieren die Nierenzellen den Ret/GFRa-Rezeptor nicht
endogen und dienten damit als Kontrollzelllinie (Bordeaux et al., 2000).
Fluoreszenzmikroskopische Analysen bestitigten 48 Std. nach Transfektion die Expression
von EGFP und Ret-EGFP in PANC-1- und HEK-293-Zellen. Hierbei konnten Unterschiede in
der Lokalisation der beiden Proteine festgestellt werden. In Ubereinstimmung mit den

Beobachtungen von Gerdes und Kaether (Gerdes und Kaether, 1996) waren die EGFP-
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Proteine liberwiegend im Zytosol und in geringeren Mengen auch im Zellkern der Zellen
vorhanden, wéhrend bei den Ret-EGFP-Fusionsproteinen eine Anreicherung in der
Zellmembran der Pankreaskarzinomzellen stattfand. Die Expression von Ret-EGFP-
Fusionsproteinen in PANC-1- und HEK-293-Zellen fiihrte zu einer modifizierten
Zellmorphologie im Vergleich zu den korrespondierenden EGFP-exprimierenden Zellen. Die
Ret-EGFP-exprimierenden Zellen waren nach 24-48 Std. abgerundet und die Zelladhésion
dieser Zellen war stark vermindert. Bordeaux et al. (2000) zeigten kiirzlich in diesem
Zusammenhang, dass die Expression von Ret9-Proteinen in HEK293-Zellen zu einer
verstarkten Apoptose dieser Zellen fiihrt. Da durch Zugabe von GDNF die Apoptose-
induzierende Wirkung des Ret-Rezeptors in Konzentrations-abhingiger Weise unterbunden
werden konnte, wurde dieser von der erwédhnten Arbeitsgruppe erstmals als dependence
receptor Klassifiziert. In der hier vorliegenden Arbeit wurden zur Uberpriifung dieser
Hypothese Transfektionsexperimente in Anwesenheit von 100 ng/ml GDNF durchgefiihrt.
Die Zugabe von GDNF fiihrte jedoch nicht zu einer verminderten Abrundung der Zellen.
Isoform-spezifische Unterschiede konnten zumindest bei HEK-293-Zellen die Ursache dafiir
sein, dass GDNF zwar bei Ret9, nicht aber bei der langen Ret51-Isoform die Abrundung der

Zellen und damit eventuell das Zellsterben reduziert.

Neben den fluoreszenzmikroskopischen Analysen zur Charakterisierung der EGFP- und Ret-
EGFP-Expression in PANC-1- und HEK-293-Zellen, wurde die Verteilung der Proteine in
diesen Zellen nach subzelluldrer Auftrennung im Immunoblot mit einem anti-GFP-Antikorper
untersucht. Ubereinstimmend mit den Beobachtungen am Fluoreszenzmikroskop konnte die
Expression beider Proteine bestétigt werden. Dabei lagen die EGFP-Proteine iiberwiegend in
der l6slichen, daneben aber auch in der partikuldren Fraktion vor. Fiir die Ret-EGFP-
Fusionsproteine konnte hingegen eine eindeutige Anreicherung in den partikuldren,
membranhaltigen Fraktionen beider Zelllinien demonstriert werden konnte. Die Lokalisation
des Ret-EGFP-Rezeptors in der Zytoplasma-Membran von PANC-1- und HEK-293-Zellen
verdeutlicht, dass das EGFP-Protein am C-Terminus der Ret-Aminosduresequenz den

Membraneinbau des Fusionsproteins nicht beeintréchtigt.
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8.4 Charakterisierung GDNF-induzierter Signalwege in
PANC-1-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Signaltransduktionswege in PANC-1-
Zellen nach GDNF-Zugabe aktiviert werden, und welche Signalwege fir die GDNF-
induzierte Chemotaxis dieser Pankreaskarzinomzellen von Bedeutung sind. Hierbei wurde
gezeigt, dass sowohl die Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade, als auch PI3-Kinase-gesteuerte
Signalwege fiir die GDNF-induzierte Migration von PANC-1-Zellen relevant sind. Dariiber
hinaus wurde nach Behandlung von PANC-1-Zellen mit GDNF eine Aktivierung der kleinen
GTPase Rac und der MAP-Kinase JNK nachgewiesen.

In der Vergangenheit wurden Ret-abhingige Signaltransduktionswege insbesondere in
neuronalen Zellen untersucht. Hier beeinflussen die Ret-gesteuerten Signalwege insbesondere
das Uberleben, die Proliferation und Differenzierung dieser Zellen. (Robertson und Mason,
1998; Mason et al., 2000). Dariiber hinaus gibt es in der Literatur einige Daten iiber
Signalwege, welche an der GDNF-induzierten Migration neuronaler Zellen beteiligt sind
(Meyer et al., 2001; Young et al., 2001). Da kiirzlich gezeigt wurde, dass die Ras-Raf-MEK-
ERK-Kaskade fiir die EGF-induzierte Migration von PANC-1-Zellen von groBBer Bedeutung
ist (Giehl et al., 2000), und die Signaltransduktion von EGF, wie die von GDNF, durch eine
spezifische Bindung an eine Rezeptortyrosinkinase vermittelt wird, wurde in der vorliegenden
Arbeit zunichst der Einfluss von GDNF auf diesen Ras-regulierten Signalweg analysiert.
Hierbei wurde gezeigt, dass 10-100 ng/ml GDNF in PANC-1-Zellen zu einer Ras-Aktivierung
und zu einer PD98059-sensitiven ERK2-Aktivierung fithren. Diese Ergebnisse stimmten mit
der fiir die meisten Wachstumsfaktoren beschriebenen Ras-Aktivierung nach 3-5 min iiberein.
Im Gegensatz dazu wurde jedoch von Trupp et al. (1999) nach Behandlung von

Motorneuronen mit GDNF erst nach 15 min eine Ras-Aktivierung nachgewiesen.

Als ndchstes wurde in dieser Arbeit eine mdgliche ERK2-Aktivierung nach GDNF-
Behandlung von PANC-1-Zellen untersucht. Die Phosphorylierungsexperimente ergaben eine
2,5fache Steigerung der ERK2-Aktivitit nach 10-15 min gegeniiber Zellen ohne Faktor.
Interessanterweise wurde kiirzlich von Delehedde et al. (2001) fiir Rama-27-Zellen eine HGF-
induzierte, biphasische Aktivierung der MAP-Kinase ERK2 beschrieben. In der ersten Phase
war die ERK2-Aktivitdt nach 10-15 min maximal und erreichte nach 20 min wieder den

Ausgangswert. Die zweite Aktivierungsphase war durch einen langsamen Anstieg der ERK2-
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Aktivitdt gekennzeichnet, welche jedoch erst 3-10 Std. nach HGF-Behandlung dieser Zellen
einsetzte. Eine zweite Aktivierungsphase der MAP-Kinase ERK2 nach GDNF-Behandlung

von PANC-1-Zellen soll in weiteren Experimenten analysiert werden.

Die Hemmung der ERK2-Aktivitdt durch den spezifischen MEK 1-Inhibitor PD98059 zeigte,
dass die ERK2-Phosphorylierung durch die Proteinkinase MEKI erfolgt. Der PD98059-
induzierte Riickgang der ERK2-Aktivitit in Ansédtzen ohne GDNF deutet auf eine basale
MEK-vermittelte ERK2-Aktivitit in PANC-1-Zellen hin. Die dargestellten Resultate
bestitigten die kiirzlich von You et al. (2001) beschriebenen Ergebnisse, die eine GDNF-
induzierte, Ras-abhingige Raf-, MEK- und ERK2-Aktivierung in kornealen Epithelzellen
nachweisen konnten. Die Arbeitsgruppe zeigte, dass die Behandlung der Epithelzellen mit
GDNF zu einer verstdrkten chemotaktischen Reaktion fiihrt und die Phosphorylierung einiger
an der Zytoskelett-Organisation beteiligter Proteine, wie Paxillin und der nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinase FAK, induziert. Um im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Bedeutung der
kleinen GTPase Ras und der Proteinkinasen MEK1 und ERK2 fiir die GDNF- und LPA-
induzierte Chemotaxis von PANC-1-Zellen zu analysieren, wurden Migrationsversuche mit
PANC-1-Zellen durchgefiihrt, die das dominant-negative EGFP-H-Ras(S17N)-Fusionsprotein
stabil exprimieren. Fiir NIH/3T3 Fibroblasten wurde demonstriert, dass bei einer 3fachen
Menge EGFP-H-Ras(S17N)-Fusionsproteinen im Vergleich zu endogenen Ras-Proteinen
bereits alle Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF) von den Mutanten gebunden werden
(Feig, 1999). Da GEF-Proteine bei der Ras-Aktivierung den GDP-GTP-Austausch
katalysieren, konnte hierdurch eine Aktivierung endogener Ras-Proteine wirkungsvoll
unterbunden werden. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Migrationsstudien mit
PANC-1/EGFP-H-Ras(S17N)-Zellklonen zeigten, dass die Expression der EGFP-H-
Ras(S17N)-Fusionsproteine zu einer verminderten LPA- bzw. GDNF-induzierten Steigerung
der Migration fiihrt. Die beobachteten Unterschiede in der Stimulierung der Zellmigration
durch LPA und GDNF koénnten auf die verschiedenen Rezeptortypen der beiden Faktoren und
die jeweils nachgeschalteten Signalwegen =zuriickzufiihren sein, da GDNF an eine
Rezeptortyrosinkinase (RTK) bindet und LPA mit einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor
(GPCR) interagiert (Contos et al., 2000).

Sowohl fiir LPA als auch fiir GDNF wurde die Bedeutung der Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade
fiir die Faktor-induzierte Chemotaxis in Migrationsexperimenten mit dem MEKI-Inhibitor

demonstriert. Die Inkubation von PANC-1-Zellen mit GDNF in Anwesenheit des MEK1-
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Inhibitors PD98059 fiihrte zu einem signifikanten Riickgang der Migration in Abhéngigkeit
von der eingesetzten Inhibitor-Menge. Es ist daher wahrscheinlich, dass die GDNF-induzierte
Migration von PANC-1-Zellen iiber die Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade vermittelt wird. Diese
konnte ihre Wirkung z. B. iiber die Aktivierung von immediate early genes, wie dem c-fos-
Gen (Davis et al., 1995), oder die ERK1,2-abhingige Phosphorylierung der MLCK (myosin
light chain kinase) entfalten (Klemke et al., 1997).

Neben der Ras-Raf-MEK-ERK-Signalkaskade wurde auch fiir PI3-Kinase-regulierte
Signalwege eine Beteiligung an Faktor-induzierten Migrationsprozessen demonstriert
(Vanhaesebroeck et al., 1996; Carpenter und Cantley, 1996; Nakamura et al., 2001). Im
Zusammenhang mit dem Ret/GFRa-System konnte in neuronalen Zellen die Bedeutung der
PI3-Kinase-Aktivierung, insbesondere fiir die Vermittlung anti-apoptotischer Signale,
nachgewiesen werden (Soler et al., 1999, Chen et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit wurde
der Einfluss der PI3-Kinase-Aktivitit auf die GDNF-induzierte Chemotaxis von PANC-1-
Zellen analysiert. Dariiber hinaus wurde untersucht, inwieweit GDNF zu einer Aktivierung
PI3-Kinase-regulierter =~ Signalwege in  PANC-1-Zellen  fiihrt.  Anhand  von
Migrationsversuchen in An- oder Abwesenheit des PI3-Kinase-Inhibitors LY294002 wurde
gezeigt, dass eine PI3-Kinase-Aktivitit fliir die GDNF-induzierte Migration von PANC-1-
Zellen notwendig ist. Wie bei Verwendung des MEK 1-Inhibitors PD98059 konnte auch durch
LY294002 die gerichtete Zellwanderung in Abhéngigkeit von der eingesetzten Inhibitor-

Konzentration gechemmt werden.

Zwei wichtige Effektormolekiile der PI3-Kinase sind die Proteinkinase Akt/PKB und die
kleine GTPase Rac, welche unabhingig voneinander durch die PI3-Kinase aktiviert werden
(Tolias et al., 1995; Reif et al., 1996; Krasilnikov, 2000; Okkenhaug und Vanhaesebroeck,
2001). Fiir die Proteinkinase Akt/PKB wurde gezeigt, dass eine Aktivierung durch
Phosphorylierung der spezifischen Reste Threonin(308)- und Serin(473) erfolgt. Die
Phosphorylierung dieser Aminosdure-Reste erfolgt hierbei durch Proteinkinasen, welche von
den Lipid-Spaltprodukten der PI3-Kinase, PtdIns(3,4)P, (Phosphatidylinositol-(3,4)-
bisphosphat) und PtdIns(3,4,5)P; (Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphat), abhidngig sind.
Die Proteinkinase, welche zur Thr(308)-Phosphorylierung fiihrt, wird hierbei als PDKI
(PtdIns(3,4)P2/(3,4,5)P3-dependent kinase 1) bezeichnet (Vanhaesebroeck et al.,, 1997),
wihrend spezielle Proteinkinasen zur Ser(473)-Phosphorylierung noch nicht identifiziert

werden konnten. Da die Thr(308)- im Gegensatz zur Ser(473)-Phosphorylierung auch
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unabhingig von der PI3-Kinase reguliert werden kann (Konishi et al., 1997; Yano et al.,
1998; Filippa et al., 1999; Ouyang et al., 2000), wurde in der vorliegenden Arbeit nach
GDNF-Behandlung von PANC-1-Zellen die Ser(473)-Phosphorylierung untersucht.

Die Ergebnisse zeigten, dass in PANC-1-Zellen ohne Zugabe eines chemotaktisch wirkenden
Faktors bereits eine basale Ser(473)-Phosphorylierung vorhanden ist. Eine Inhibition der
basalen Ser(473)-Phosphorylierung nach Behandlung von PANC-1-Zellen mit dem PI3-
Kinase-Inhibitor LY294002 bestitigte auBerdem die PI3-Kinase-Abhingigkeit des Effektes.
Die basale Ser(473)-Phosphorylierung der Proteinkinase Akt/PKB in PANC-1-Zellen konnte
mit der K-Ras(G12D)-Mutation in diesen Zellen zusammenhéngen. Von Rodriguez-Viciana
et al. (Rodriguez-Viciana et al., 1994; 1996; 1997) wurde in diesem Zusammenhang zum
einen gezeigt, dass die katalytische Untereinheit der PI3-Kinase p110 mit der kleinen GTPase
Ras interagieren und hierdurch aktiviert werden kann. Zum anderen wurde von van Weering
et al. (1998b) eine Ras-induzierte PI3-Kinase-vermittelte Akt/PKB-Aktivierung nach
Behandlung von neuronalen SKF5 Zellen mit bFGF (basic fibroblast growth factor)
nachgewiesen. Daneben gibt es jedoch auch Daten, die gegen die K-Ras(G12D)-Mutation als
Ursache fiir eine stindige Akt/PKBa-Aktivierung in PANC-1-Zellen sprechen. So konnten
Brognard et al. (2001) zeigen, dass eine konstitutive Akt/PKB-Aktivierung in NSCLC Zellen
nicht mit der in einigen Subtypen dieser Zellen vorliegenden K-Ras(G12V)-Mutation
korreliert, und Gupta et al. (Gupta et al., 2001) demonstrierten fiir humane Fibrosarkomzellen,
dass eine N-Ras(G12V)-Mutation in diesen Zellen in keinem Zusammenhang mit einer

staindigen Akt/PKB-Aktivierung steht.

Es ist bekannt, dass verschiedene Faktoren durch Bindung an korrespondierende
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) zu einer
Aktivierung der PI3-Kinase und der nachgeschalteten Proteinkinase Akt/PKB fiihren kénnen.
Hierzu gehoren neben EGF, PDGF, bFGF und IGF auch VEGF, Insulin und B-NGF (Franke
et al., 1993; Burgering et al., 1995; Datta et al., 1999). Gleichzeitig konnte fiir die meisten
dieser Faktoren eine (Uber-)Expression in verschiedenen primiren Pankreaskarzinomzellen
und Zelllinien nachgewiesen werden, wo sie iiber autokrine wund parakrine
Riickkoppelungsmechanismen die Proliferation und das Uberleben der Tumorzellen
regulieren (Beauchamp et al., 1990; Bergmann et al., 1995; Sirivatanauksorn et al., 1998;
Korc et al., 1998; Schneider et al., 2001). Es konnte daher sein, dass die (Uber-)Expression
spezifischer Faktoren in PANC-1-Zellen zu einer para- bzw. autokrinen Akt/PKB-
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Aktivierung in diesen Zellen fiihrt. Fiir IGF konnte von Tanno et al. (2001) demonstriert
werden, dass die Expression dieses Faktors in PANC-1-Zellen iiber die Akt/PKB-Aktivitdt
reguliert wird, und dass eine IGF-Expression moglicherweise wiederum eine Akt/PKB-
Phosphorylierung in diesen Tumorzellen induziert. Die gleiche Arbeitsgruppe konnte dariiber
hinaus eine Korrelation zwischen einer Akt/PKB-Aktivierung und einer gesteigerten

Invasivitat der Pankreaskarzinomzelllinien nachweisen.

Der kleinen GTPase Rac, einem anderen Effektorprotein der PI3-Kinase, kommt eine
wichtige Bedeutung bei der Organisation des Zytoskelettes und der Modulation der
Zellarchitektur zu. Gemeinsam mit anderen Rho-Proteinen steuert Rac die Motilitit und
Invasivitidt von Zellen (Ridley et al., 1992; Nobes et al., 1995; Hawkins et al., 1995; Michiels
et al., 1995). Um den Einfluss von GDNF auf die Rac-Aktivitdit in PANC-1-Zellen zu
analysieren, wurden Rac-GTP-Prézipitationsversuche in Anlehnung an die von Sander et al.
(Sander et al., 1998) publizierte Methode durchgefiihrt. Hierbei konnte ein Anstieg der Rac-
GTP-Menge mit einem Maximum 2 min nach GDNF-Zugabe beobachtet werden. Damit
wurde in der vorliegenden Arbeit eine GDNF-induzierte Rac-Aktivierung zum ersten Mal

direkt nachgewiesen.

Neben dem Einfluss von Rac auf die Zytoskelett-Organisation wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen gezeigt, dass die monomere GTPase auch zur Stimulation der MEKKI1-
MEK4-JNK/SAPK-Kaskade fiihrt (Sanchez et al., 1994; Minden et al., 1994, 1995; Coso et
al. 1996; Westwick et al., 1997). Diese Kaskade wird durch verschiedene Stressoren wie UV-
Strahlung und Hitze, aber auch durch extrazelluldre Signalmolekiile aktiviert. Um in der
vorliegenden Arbeit die Frage zu kldren, ob die Rac-regulierte Signalkaskade in PANC-1-
Zellen durch GDNF aktiviert wird, wurde die Kinaseaktivitit der MAP-Kinase JNK anhand
von in vitro Phosphorylierungsexperimenten analysiert. Hierbei wurde gezeigt, dass die
Behandlung von PANC-1-Zellen mit 100 ng/ml GDNF zu einer deutlichen JNK-
Phosphorylierung mit einem Maximum 15 min nach GDNF-Zugabe fiihrt. Die GDNF-
induzierte JNK-Phosphorylierung war geringer als die Aktivierung nach Hitzebehandlung der
Zellen, doch fiihren Stressoren generell zu einer stirkeren JINK-Aktivierung als extrazelluldre
Signalmolekiile (Davies et al., 1994; Minden et al., 1994). Von Lallemand et al. (1998)
konnte gezeigt werden, dass die JNK-Aktivitit in subkonfluenten und wandernden
Fibroblasten grofer ist, als in konfluenten und adhérenten Zellen. Es wire daher denkbar, dass

die kleine GTPase Rac sowohl {iber eine Verdnderung der Zellarchitektur, als auch iiber die
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Rac-MEKK1-MEK4-INK/SAPK-Kaskade in die GDNF-induzierte Chemotaxis von PANC-
1-Zellen involviert ist (Van Weering et al., 1997). Die am hdufigsten beschriebene Bedeutung
der Rac-MEKKI1-MEK4-JNK/SAPK-Kaskade liegt jedoch in einem Schutz vor dem
programmierten Zelltod, indem sie die Expression spezifischer Gene, wie z. B. des c-jun-

Gens, induziert (Minden et al., 1994).

Mit den vorliegenden Ergebnissen zur Signaltransduktion in PANC-1-Zellen konnte gezeigt
werden, dass der neurotrophe Faktor GDNF in PANC-1-Zellen verschiedene Signalwege
aktiviert, welche die gerichtete Migration dieser Zellen vermitteln. Da in dieser Arbeit die
Anwesenheit des vollstindigen Ret/GFRa-Rezeptor-Komplexes in PANC-1-Zellen sowohl
auf mRNA- als auch auf Proteinebene demonstriert wurde, ist es wahrscheinlich, dass die
Aktivierung der verschiedenen Signalwege durch die spezifische Bindung von GDNF an den
heterodimeren Rezeptor-Komplex erfolgt. Auch die in dieser Arbeit nachgewiesene GDNF-
induzierte Aktivierung der Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade und Rac-gesteuerter Signalwege
spricht fiir eine Interaktion von GDNF mit dem vollstindigen Ret/GFRa-Rezeptor-Komplex,

da die beschriebenen Signaltransduktionskaskaden fiir den Ret-Rezeptor charakteristisch sind.

Neben der Bedeutung spezifischer Liganden-Rezeptor-Systeme fiir die gerichtete
Zellmigration konnte in der Vergangenheit insbesondere fiir kleine, monomere GTPasen der
Rho-Familie ein Zusammenhang mit der Regulation von Migrations- und Invasionsprozessen
herausgestellt werden (Schmitz et al., 2000; Ridley, 2001). Fiir Pankreaskarzinomzellen
wurde gezeigt, dass eine Uberexpression der kleinen GTPase RhoC mit der perineuralen
Invasion dieser Zellen und der ungiinstigen Prognose fiir Bauchspeicheldriisenkrebs korreliert
(Suwa et al., 1998). Es wurde daher auch die RhoC-Expression in verschiedenen
Pankreaskarzinomzelllinien analysiert und die kodierende rhoC-Sequenz aus BxPC-3-Zellen

in verschiedene pro- und eukaryontische Expressionsvektoren kloniert

8.5 Einfluss von Rho-GTPasen auf die Motilitit von

Tumorzellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals iiber RT-PCR-Analysen die Expression von RhoC
auf mRNA-Ebene in den humanen Pankreaskarzinomzelllinien BxPC-3 und PANC-1 gezeigt.
Damit konnten die von Suwa et al. (1998) veroffentlichten Daten zur Expression von RhoC

auf mRNA-Ebene in primédren Pankreaskarzinomzellen fiir Zelllinien bestéitigt werden. Die
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erwihnte Arbeitsgruppe hatte in einer klinischen Studie mit 33 Pankreaskarzinom-Féllen
demonstriert, dass in metastasierenden Tumorzellen eine RhoC-Uberexpression auftritt,
welche mit dem Tumorstadium und der ungiinstigen Prognose der Erkrankung korreliert. Am
starksten war die RhoC-Expression dabei in perineural invasiven Pankreaskarzinomzellen und
in Tumorzellen aus Lymphknoten-Metastasen. Eine Uberexpression der beiden Rho-
Isoformen RhoA und RhoB konnte nicht festgestellt werden, obgleich von verschiedenen
Arbeitsgruppen ein Zusammenhang zwischen einer RhoA-Uberexpression, die zu einer
erhohten RhoA-Aktivitit in den Zellen fiihrt (Yoshioka et al., 1999), und der
Tumorprogression nachgewiesen werden konnte (Nakamori et al., 1996; Yoshioka et al.,

1998, 1999; Fritz et al., 1999).

In dieser Arbeit wurde die kodierende RhoC-DNA-Sequenz iiber RT-PCR aus der
Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 amplifiziert und mdgliche Mutationen in der DNA-
Sequenz durch Sequenzierung ausgeschlossen. Die Arbeitsgruppe von Suwa et al. konnte
ebenfalls in keiner der drei Rho-Isoformen eine Mutation nachweisen. Die Ergebnisse fiir
primdre Pankreaskarzinomzellen und Zelllinien stimmten somit mit den bis dahin
vorliegenden Resultaten iiberein, dass rho-Gene in Tumorzellen {iiblicherweise keine
Mutationen tragen (Moscow et al., 1994; Rihet et al., 2001). In Konkordanz mit dem
Auftreten von K-Ras(G12V)-Mutationen in bis zu 95 % aller exokrinen Pankreaskarzinome
(Hilgers und Kern, 1999) konnten Suwa et al. in 80 % der Tumorzellen ein mutiertes K-
ras(G12V)-Gen detektieren. Eine Korrelation zwischen dem Auftreten einer K-ras(G12V)-
Mutation und der Uberexpression von RhoC bestand jedoch nicht. In der vorliegenden Arbeit
konnte eine Expression der 720C-mRNA ebenfalls in Zelllinien mit und ohne K-Ras-Mutation

nachgewiesen werden (Tan et al., 1986; Giehl et al., 2000).

Um zukiinftig die Funktion der kleinen GTPase RhoC in vitro néher charakterisieren und mit
den bereits gut belegten Effekten von RhoA vergleichen zu kénnen, wurde in dieser Arbeit
die kodierende RhoC-DNA-Sequenz aus BxPC-3-Zellen sowie die DNA-Sequenzen von
RhoA, der konstitutiv-aktiven RhoA(G14V/F25N)-Mutanten und der dominant-negativen
RhoA(T19N/F25N)-Mutanten in verschiedene Expressionsvektoren kloniert. Das Einbringen
der Rho-Sequenzen in den pEGFP-Vektor und die anschliefende Transfektion von PANC-1-
Zellen mit den pEGFP/Rho-Plasmiden erlaubte die Generierung von PANC-1-Zellklonen,
welche die EGFP-Rho-Fusionsproteine stabil exprimieren. Da von Suwa et al. ein

Zusammenhang zwischen der RhoC-Uberexpression und dem Metastasierungsgrad von
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Pankreaskarzinomzellen aufgedeckt wurde, und die Beteiligung von Rho-GTPasen an
Zellmigrationsprozessen hinreichend bekannt ist (Sander und Collard, 1999; Schmitz et al.,
2000; Ridley, 2001), wurden mit den EGFP-Rho-exprimierenden PANC-1-Zellklonen
Migrationsexperimente durchgefiihrt. Hierbei konnte beobachtet werden, dass die ektopische
Expression von EGFP-RhoC im Vergleich zur Expression von EGFP und EGFP-RhoA zu
einer stirkeren Migration der Zellen fiihrt. Somit trug die Uberexpression von RhoC in
PANC-1-Zellen zur Entstehung eines motilen Phénotyps bei. Eine dhnliche Wirkung der
RhoC-Uberexpression wurde kiirzlich von Clark et al. fiir Melanomzellen gezeigt (Clark et
al., 2000). Die Arbeitsgruppe konnte anhand eines Mausmodelles zur Metastasierung und der
Microarray-Technik demonstrieren, dass stark metastasierende Melanomzellen eine >2,5fach
hohere RhoC-mRNA-Expression aufweisen als vergleichsweise schwach metastasierende
Melanomzellen. Dariiber hinaus konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, dass nach Transfektion
von A375M/P-Melanomzellen mit RhoC oder RhoA, lediglich RhoC zu einer erhdhten
Migration der Zellen fiihrt. Auch waren bei einer vergleichbaren Expression von RhoA und
RhoC, RhoC-exprimierende Zellen stirker motil. Die Expression einer dominant-negativen
RhoA(T19N)-Mutanten in stark metastasierenden A375M-Zellen konnte die Serum-induzierte
Chemotaxis und Invasion um mehr als 50 % inhibieren (Clark et al., 2000). Das Prinzip der
Hemmung der Rho-GTPasen durch dominant-negative RhoA(T19N)-Proteine beruht wie bei
H-Ras(S17N)-Proteinen (Feig, 1999) darauf, dass dominant-negative RhoA-Mutanten eine
hohere Affinitit zu den fiir die Rho-Aktivierung erforderlichen GEF(guanine nucleotide
exchange factors)-Proteinen haben als wildtypische Rho-Proteine. Da RhoA und RhoC eine
92 %ige Sequenzhomologie auf Aminosdureebene aufweisen (Ridley, 1997), und damit beide
Rho-Isoformen vermutlich mit den gleichen GEF-Molekiilen interagieren, konnte anhand der
dominant-negativen RhoA(T19N)-Proteine eine RhoC-Aktivierung unterbunden werden. Da
die Serum-induzierte Chemotaxis und Invasion von A375M-Zellen durch die Expression
dominant-negativer RhoA(T19N)-Proteine jedoch nicht vollstindig unterbunden werden
konnte, sind wahrscheinlich noch weitere Faktoren fiir die gesteigerte Motilitit dieser Zellen

von Bedeutung.

Es konnte gezeigt werden, dass die kleinen GTPasen RhoA und RhoC in bezug auf die
gerichtete Migration und Invasion von Tumorzellen eine unterschiedliche Wirkung entfalten.
Daher muss an dieser Stelle die Frage nach differentiellen Effekten der beiden Rho-Isoformen
gestellt werden. Obgleich es nicht viele Anhaltspunkte fiir Isoform-spezifische

Effektorproteine und Steuerungsmechanismen in der Literatur gibt, kdnnte der speziell an
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Position 188 des RhoA-Proteins auftretende Serin-Rest ein erster Hinweis sein. Es wurde
gezeigt, dass der Serin-Rest, im Gegensatz zum Arginin-Rest an der entsprechenden Position
in RhoC, durch die Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert werden kann (Lang et al., 1996)
und eine Inhibition der Serin-Phosphorylierung zu einer verminderten Membran-Lokalisation
filhrt. Dieser Serin-Rest konnte daher fiir die subzellulire Lokalisation von RhoA
entscheidend sein und einen bedeutenden Einfluss auf den Aktivierungsmodus dieser kleinen
GTPase haben. Dass eine RhoC-Uberexpression bei Pankreaskarzinomzellen und
Melanomzellen auftritt, verdeutlicht, dass die RhoC-Uberexpression kein Charakteristikum
einer spezifischen Tumorart darstellt. Bei beiden Tumorarten ist die perineurale Invasion

jedoch ein hervorstechendes Merkmal der Metastasierung (Terashi et al., 1997).

8.6 Ausblick

In der Vergangenheit wurden verschiedene Ansdtze zur Therapie des Pankreaskarzinoms
verfolgt. Dabei wurden insbesondere Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren und monoklonale

Antikorper eingesetzt.

Das im Rahmen dieser Arbeit fiir PANC-1-Zellen identifizierte und charakterisierte
GDNF/Ret/GFRa-System konnte die Entwicklung spezifischer Therapie-Ansétze einleiten.
Denkbar wire die Herstellung von Chemotherapeutika, welche eine inhibierende oder
antagonistische Wirkung in bezug auf Ret- und GFRa-Molekiile entfalten. Daneben kdnnten
monoklonale Antikorper gegen die Ret/GFRa-Rezeptor-Komponenten eingesetzt werden.
Durch eine gezielte Inhibition migrationsrelevanter Signaltransduktionswege in
Pankreaskarzinomzellen konnte zudem die GDNF-induzierte Chemotaxis dieser Zellen

gehemmt werden.
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11 Anhang

Ret51-Sequenz (human; 3345 bp)

M A K A T S G A A G L R L L L L L L L P 1
1 ATGGCGAAGGCGACGTCCGGTGCCGCGGGGCTGCGTCTGCTGTTGCTGCTGCTGCTGCCG

L L. 6 K vAL G L Y F S R DAY W E K L 20
61 CTGCTAGGCAAAGTGGCATTGGGCCTCTACTTCTCGAGGGATGCTTACTGGGAGAAGCTG

Yy v b o A A GG T P L L Y V H A L R D A P 60

121 TATGTGGACCAGGCGGCCGGCACGCCCTTGCTGTACGTCCATGCCCTGCGGGACGCCCCT

E E Vv P S F R L G Q H L Y G T Y R T R L 80
181 GAGGAGGTGCCCAGCTTCCGCCTGGGCCAGCATCTCTACGGCACGTACCGCACNCGGCTG

H E N N W I C I O E D T G L L Y L N R S 100
241 CATGAGAACAACTGGATCTGCATCCAGGAGGACACCGGCCTCCTCTACCTTAACCGGAGC

L b H S S W E K L S V R NR G F P L L T 120
301 CTGGACCATAGCTCCTGGGAGAAGCTCAGTGTCCGCAACCGCGGCTTTCCCCTGCTCACC

vy L K v ¥F L S P T S L R E G E C QO W P 140
361 GTCTACCTCAAGGTCTTCCTGTCACCCACATCCCTTCGTGAGGGCGAGTGCCAGTGGCCA

G ¢ A R VY F S F F N T S F P A C S S L 160
421 GGCTGTGCCCGCGTATACTTCTCCTTCTTCAACACCTCCTTTCCAGCCTGCAGCTCCCTC

K p R E L C F P E TR P S F R I R E N R 180
481 AAGCCCCGGGAGCTCTGCTTCCCAGAGACAAGGCCCTCCTTCCGCATTCGGGAGAACCGA

p P G T F H OQF R L L P V Q F L C P N I 200
541 CCCCCAGGCACCTTCCACCAGTTCCGCCTGCTGCCTGTGCAGTTCTTGTGCCCCAACATC

s v A Y R L L E G E G L P F R C A P D S8 220
601 AGCGTGGCCTACAGGCTCCTGGAGGGTGAGGGTCTGCCCTTCCGCTGCGCCCCGGACAGC

L £ v s T R W A L DR E Q R E K Y E L V 240
661 CTGGAGGTGAGCACGCGCTGGGCCCTGGACCGCGAGCAGCGGGAGAAGTACGAGCTGGTG
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AV C T VvV H A G A R E E V V MV P F P V 260
721 GCCGTGTGCACCGTGCACGCCGGCGCGCGCGAGGAGGTGGTGATGGTGCCCTTCCCGGTG

T vy b E D D S A P T F P A G V D T A S 280
781 ACCGTGTACGACGAGGACGACTCGGCGCCCACCTTCCCCGCGGGCGTCGACACCGCCAGL

AV V EF KR K E D T V V A T L R V F D 300
841 GCCGTGGTGGAGTTCAAGCGGAAGGAGGACACCGTGGTGGCCACGCTGCGTGTCTTCGAT

A DV V P A S G E L V RUR Y T S T L L P 320
901 GCAGACGTGGTACCTGCATCAGGGGAGCTGGTGAGGCGGTACACAAGCACGCTGCTCCCC

G b T w A Q O T F R V E H W P N E T S V 340
961 GGGGACACCTGGGCCCAGCAGACCTTCCGGGTGGAACACTGGCCCAACGAGACCTCGGTC

O A N G S F V R A T V H D Y R L VvV L N R 360
1021 CAGGCCAACGGCAGCTTCGTGCGGGCGACCGTACATGACTATAGGCTGGTTCTCAACCGG

N L s I S E N R T M Q L A V L V N D S D 380
1081 AACCTCTCCATCTCGGAGAACCGCACCATGCAGCTGGCGGTGCTGGTCAATGACTCAGAC

F O G P G A GV L L L H F NV S V L P V 400
1141 TTCCAGGGCCCAGGAGCGGGCGTCCTCTTGCTCCACTTCAACGTGTCGGTGCTGCCGGTC

s L H L p S T Y s L 8 V s R R A R R F A 420
1201 AGCCTGCACCTGCCCAGTACCTACTCCCTCTCCGTGAGCAGGAGGGCTCGCCGATTTGCC

c I 6 K v C VvV ENC QA F S G I N V QY 440
1261 CAGATCGGGAAAGTCTGTGTGGAAAACTGCCAGGCGTTCAGTGGCATCAACGTCCAGTAC

K L.H s s G A N C S T L G V V T S A E D 460
1321 AAGCTGCATTCCTCTGGTGCCAACTGCAGCACGCTAGGGGTGGTCACCTCAGCCGAGGAC

T s 6 I L F v N D T K A L R R P K C A E 480
1381 ACCTCGGGGATCCTGTTTGTGAATGACACCAAGGCCCTGCGGCGGCCCAAGTGTGCCGAA

L H Yy Mm vv A T D O 0 T S R O A QO A Q L 500
1441 CTTCACTACATGGTGGTGGCCACCGACCAGCAGACCTCTAGGCAGGCCCAGGCCCAGCTG

L v T Vv E G S Y V A E E A G C P L S C A 520
1501 CTTGTAACAGTGGAGGGGTCATATGTGGCCGAGGAGGCGGGCTGCCCCCTGTCCTGTGCA
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v 5 K R R L E C E E C 6 G L G s P T G R 540
1561 GTCAGCAAGAGACGGCTGGAGTGTGAGGAGTGTGGCGGCCTGGGCTCCCCAACAGGCAGG

c E W R O G D G K G I T RN F S T C S P 560
1621 TGTGAGTGGAGGCAAGGAGATGGCAAAGGGATCACCAGGAACTTCTCCACCTGCTCTCCC

s T K T ¢ p D G H C D V V E T O D I N I 580
1681 AGCACCAAGACCTGCCCCGACGGCCACTGCGATGTTGTGGAGACCCAAGACATCAACATT

c p 0 D CUL R G S I V G G H E P G E P R 600
1741 TGCCCTCAGGACTGCCTCCGGGGCAGCATTGTTGGGGGACACGAGCCTGGGGAGCCCCGG

G I K A G Y G T C N C F P E E E K C F C 620
1801 GGGATTAAAGCTGGCTATGGCACCTGCAACTGCTTCCCTGAGGAGGAGAAGTGCTTCTGC

E p E DI 0 D P L C D E L C R T V I A A 640
1861 GAGCCCGAAGACATCCAGGATCCACTGTGCGACGAGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AV L F S F I Vs Vv L L.S A F C I H C Y 660
1921 GCTGTCCTCTTCTCCTTCATCGTCTCGGTGCTGCTGTCTGCCTTCTGCATCCACTGCTAC

H XK F A H K p P I § S A E M T F R R P A 680
1981 CACAAGTTTGCCCACAAGCCACCCATCTCCTCAGCTGAGATGACCTTCCGGAGGCCCGCC

A F P V s Y s S S G A R R P S L D S M 700
2041 CAGGCCTTCCCGGTCAGCTACTCCTCTTCCGGTGCCCGCCGGCCCTCGCTGGACTCCATG

E N O VS V DAPF K I L E D P K W E F P 720
2101 GAGAACCAGGTCTCCGTGGATGCCTTCAAGATCCTGGAGGATCCAAAGTGGGAATTCCCT

R K N L vL GG K T L G E G E F G K V V K 740
2161 CGGAAGAACTTGGTTCTTGGAAAAACTCTAGGAGAAGGCGAATTTGGAAAAGTGGTCAAG

A T A F H L K G R A G Y T T V A V K M L 760
2221 GCAACGGCCTTCCATCTGAAAGGCAGAGCAGGGTACACCACGGTGGCCGTGAAGATGCTG

K E N A S P S E L R DL L S E F N V L K 780
2281 AAAGAGAACGCCTCCCCGAGTGAGCTTCGAGACCTGCTGTCAGAGTTCAACGTCCTGAAG

Q v N H P H V I K L ¥ G A C S O D G P L 800
2341 CAGGTCAACCACCCACATGTCATCAAATTGTATGGGGCCTGCAGCCAGGATGGCCCGCTC
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L L. I v E Y A K Y G s L R G F L R E S R 820
2401 CTCCTCATCGTGGAGTACGCCAAATACGGCTCCCTGCGGGGCTTCCTCCGCGAGAGCCGC

K v G P G Y L G S G G S R N S S S L D H 840
2461 AAAGTGGGGCCTGGCTACCTGGGCAGTGGAGGCAGCCGCAACTCCAGCTCCCTGGACCAC

P D ERAL TM G D L I S F A W Q I S O 860
2521 CCGGATGAGCGGGCCCTCACCATGGGCGACCTCATCTCATTTGCCTGGCAGATCTCACAG

G M 0o Y L. A EM KL V HR DL A A R N I 880
2581 GGGATGCAGTATCTGGCCGAGATGAAGCTCGTTCATCGGGACTTGGCAGCCAGAAACATC

L v A EGR KM XK I S D F G L S R D V Y 900
2641 CTGGTAGCTGAGGGGCGGAAGATGAAGATTTCGGATTTCGGCTTGTCCCGAGATGTTTAT

E E D S Y v K R 5 0 G R I P V K W M A I 920
2701 GAAGAGGATCCTACGTGAAGAGGAGCCAGGGTCGGATTCCAGTTAAATGGATGGCAATTG

E s L ¥ D H I Y T T O S DV W S F G V L 940
2761 AATCCCTTTTTGATCATATCTACACCACGCAAAGTGATGTATGGTCTTTTGGTGTCCTGC

L w E I v T L GG G N P Y P G I P P E R L 960
2821 TGTGGGAGATCGTGACCCTAGGGGGAAACCCCTATCCTGGGATTCCTCCTGAGCGGCTCT

F N L L KX T G H R M E R P D N C S E E M 980
2881 TCAACCTTCTGAAGACCGGCCACCGGATGGAGAGGCCAGACAACTGCAGCGAGGAGATGT

y R L. M L 0 ¢C W K QQ E P D K R P V F A D 1000
2941 ACCGCCTGATGCTGCAATGCTGGAAGCAGGAGCCGGACAAAAGGCCGGTGTTTGCGGACA

I s K b L £E K MMV K R R DY L D L A A 1020
3001 TCAGCAAAGACCTGGAGAAGATGATGGTTAAGAGGAGAGACTACTTGGACCTTGCGGCGT

s T p s D s L I Y D D G L S E E E T P L 1040
3061 CCACTCCATCTGACTCCCTGATTTATGACGACGGCCTCTCAGAGGAGGAGACACCGCTGG

v b CcC N N A P L P R A L P S T W I E N K 1060
3121 TGGACTGTAATAATGCCCCCCTCCCTCGAGCCCTCCCTTCCACATGGATTGAAAACAAAC

L vy s M s b pPp NW P G E S P V P L T R A 1080
3181 TCTATGGCATGTCAGACCCGAACTGGCCTGGAGAGAGTCCTGTACCACTCACGAGAGCTG
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b ¢ T N T G F P R Y P N D S V Y A N W M 1100
3241 ATGGCACTAACACTGGGTTTCCAAGATATCCAAATGATAGTGTATATGCTAACTGGATGC

L s p S A A K L M D T F D S *
3301 TTTCACCCTCAGCGGCAAAATTAATGGACACGTTTGATAGTTAA
RhoC-Sequenz (human; 582 bp)

M A A I R K K L v I Vv G D G A C G K T C 20
1 ATGGCTGCAATCCGAAAGAAGCTGGTGATCGTTGGGGATGGTGCCTGTGGGAAGACCTGC

rL L. T v ¥ S K D O F P E V Y V P T V F E 40
61 CTCCTCATCGTCTTCAGCAAGGATCAGTTTCCGGAGGTCTACGTCCCTACTGTCTTTGAG

N Y I A D I E V D G K @ v E L A L W D T 60
121 AACTATATTGCGGACATTGAGGTGGACGGCAAGCAGGTGGAGCTGGCTCTGTGGGACACA

A G QO E DY D R L R P L s Y P D T D V I 80
181 GCAGGGCAGGAAGACTATGATCGACTGCGGCCTCTCTCCTACCCGGACACTGATGTCATC

r »~» ¢ ¥ s I D S P D S L E N I P E K W T 100
241 CTCATGTGCTTCTCCATCGACAGCCCTGACAGCCTGGAAAACATTCCTGAGAAGTGGACC

P E V K H F C P N V P I I L V G N K K D 120
301 CCAGAGGTGAAGCACTTCTGCCCCAACGTGCCCATCATCCTGGTGGGGAATAAGAAGGAC

L R ¢ b E HTURURE L A K M K Q E P V R 140
361 CTGAGGCAAGACGAGCACACCAGGAGAGAGCTGGCCAAGATGAAGCAGGAGCCCGTTCGG

s E E G R DMANIRTI S A F G Y L E C S 140
421 TCTGAGGAAGGCCGGGACATGGCGAACCGGATCAGTGCCTTTGGCTACCTTGAGTGCTCA

A K T K £E G v R E V. F EM A T R A G L O 160

481 GCCAAGACCAAGGAGGGAGTGCGGGAGGTGTTTGAGATGGCCACTCGGGCTGGCCTCCAG

vV R K N K R R R G C P I L *
541 GTCCGCAAGAACAAGCGTCGGAGGGGCTGTCCCATTCTCTGA
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