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Die Neugier steht immer an erster Stelle eines Problems,

das gelost werden will.

Galileo Galilet
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2 Abkiirzungen

Abb. Abbildung

ADP Adenosin-5’-diphosphat

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosiure

ATP Adenosin-5’-triphosphat

bp Basenpaare

BCA bicinchoninic acid

BCIP 5-Brom-4-chlor-indolylphosphat

BSA bovine serum albumin

°C Grad Celsius

cDNA komplementére Desoxyribonukleinsdure
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cpm counts per minute

DAG Diacylglycerol

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNase Desoxyribonuklease

DTT 1,4-Dithiothreitol

ECs halbmaximale Konzentration

ECL enhanced chemiluminiscence

EDTA Ethylendiamintertetraessigsiure

EGF epidermal growth factor

EGFP enhanced green fluorescent protein
ERK extracellular signal-regulated kinase
FCS fetal calf serum

g Gramm oder Gravitationsbeschleunigung (9,81 m/s?)

GAP GTPase-activating protein
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pro analysis
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Proteinkinase B
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phosphotyrosine-binding
Ras-related C3 botulinum toxin substrate
rat sarcoma

rekombinant human
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standard deviation
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Ultraviolett
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3 Einleitung

3.1 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom steht an 4. Stelle der tumorbedingten Todesursachen (Parker et al.,
1997; Jemal et al., 2002) mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 3 % (Greenlee et al.,
2001; Jemal et al., 2002). Die fehlende rechtzeitige Erkennung und die frithe Ausbreitung
dieses Tumors in umgebende Lymphknoten und Organe wie Leber und Magen tragen zu
der schlechten Prognose bei. Bestrahlung und Chemotherapie erwiesen sich als ineffiziente
Behandlungsmdglichkeiten und auch die chirurgische Resektion des Tumors und des
umgebenden Gewebes konnte die 5-Jahres-Uberlebensrate auf lediglich 20 % erhdhen
(Zamboni et al., 2000). Die Metastasierung erfolgt sowohl iiber Blut- und Lymphwege als
auch durch perineurale Invasion entlang von intra- und extrapankreatischen Nerven (Nakao
et al., 1996). Im Rahmen der perineuralen Invasion benutzen die Tumorzellen die neuralen
Strukturen als Leitschiene zur Invasion und konnen sich somit schnell im

extrapankreatischen Gewebe ausbreiten (Kloppel und Heitz, 1984; Marczell et al., 1998).

3.1.1 Molekulare Grundlagen des Pankreaskarzinoms

Der Prozess der malignen Transformation einer normalen Zelle in eine maligne
Tumorzelle vollzieht sich schrittweise, indem es zur Akkumulation von genetischen
Alterationen und Storungen in wichtigen zelluliren Vorgingen wie Zellzyklus,
Differenzierung oder Apoptose kommt (Evan und Vousden, 2001; Schneider ef al., 2003).
Vergleichbar der Dysplasie-Karzinom-Sequenz des Kolonkarzinoms (zusammengefasst in
Schneider et al, 2003) wurde ein Progressionsmodell fiir das Pankreaskarzinom
beschrieben. Das duktale Adenokarzinom des Pankreas entwickelt sich iiber eine erste
Verianderung des normalen Epithels zu einer flachen Epithelhyperplasie (PanIN-1A) und
weiter zu einer papillaren Hyperplasie mit oder ohne Atypien (PanIN-1B oder PanIN-2).
Diese Verdanderungen konnen in ein Carcinoma in situ libergehen, das letztendlich in ein
invasives Pankreaskarzinom miinden kann (Hruban et al., 2001). Die morphologischen
Prozesse korrelieren mit genetischen und epigenetischen Verdnderungen, welche in foto zu

der Entstehung des Pankreaskarzinoms fithren (Hruban et al., 2000).
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Zu den wichtigsten genetischen Verdnderungen des Pankreaskarzinoms gehoren
Punktmutationen im K-ras Gen. Sie sind bereits in bis zu 30 % aller frithen PanIN-
Léasionen des Pankreas nachweisbar und zeigen eine Privalenz von iiber 90 % im
Pankreaskarzinom (Terhune et al., 1998; Apple et al., 1999; Hruban et al., 2000).
Aktivierende Mutationen des ras-Gens fiihren zu einem konstitutiv aktiven Ras-Protein
und zur Aktivierung multipler Signaltransduktionskaskaden, die bedeutend fiir
Proliferation, Uberleben oder Invasion von Tumorzellen sind (Shields et al., 2000; Giehl et
al., 2005). Ein weiteres wesentliches Charakteristikum des Pankreaskarzinoms ist der
Verlust der Funktion des Tumorsuppressorgens p53. Die Schiadigung von Zellen oder die
Aktivierung von Onkogenen induzieren die Aktivierung des Tumorsuppressorgens p33,
welches sich allerdings durch genomische Instabilitdt auszeichnet. Das p53 Genprodukt
bewirkt einen Zellzyklusarrest oder die Apoptose von Zellen als Schutz vor einer malignen

Transformation (Levine, 1997; Gorunova et al., 1998; Harada et al., 2002).

Das Pankreaskarzinom ist durch eine Vielzahl epigenetischer Verdnderungen
charakterisiert. Die bedeutsamsten Verdnderungen betreffen die Familie der epidermal
growth factor (EGF)-Rezeptoren und ihrer Liganden, zu denen EGF (epidermal growth
factor), TGFa (transforming growth factor o), Amphiregulin, Heparin-bindendes EGF und
Epiregulin gehoren (Smith et al., 1987; Ebert et al., 1994; Kobrin ef al., 1994; Korc et al.,
1992). Durch die Bindung von Liganden kommt es {iber Homo- oder Heterodimerisierung
und Autophosphorylierung des Rezeptors sowie nachfolgend zur Aktivierung
nachgeschalteter Signaltransduktionswege, wie zum Beispiel die Aktivierung der
Signaltransduktion iiber die Phospholipase C (PLC)y1, die Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade
oder {iber die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und ihre nachgeschalteten Effektoren.
Hierbei werden Signale iiber mehrere Kaskadenmitglieder in den Zellkern an
Transkriptionsfaktoren weitergeleitet, die eine Progression durch die Gl-Phase des
Zellzyklus und somit die Proliferation von Zellen induzieren (zusammengefasst in
Schneider et al., 2003). Im Pankreaskarzinom konnte auBerdem eine Uberexpression des
EGF-Rezeptors und seiner Liganden festgestellt werden (Ebert ef al., 1994, Giehl et al.,
2000). Pankreaskarzinome mit einer EGF-Rezeptor- und TGFo-Uberexpression wiesen
klinisch einen Krankeitsverlauf mit rascher Progression auf (Yamanaka et al., 1993; Di

Marco et al., 1990; Friess et al., 1999).
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3.2 Ras

In menschlichen Zellen kommen drei ras-Gene vor, die fiir vier Ras-Proteine kodieren:
H-Ras, N-Ras und die beiden Splice-Varianten K-Ras4A und K-Ras4B (Barbacid, 1987,
Bos, 1989). Der Name Ras leitet sich von rat sarcoma ab, da ras-Gene zuerst in Harvey-
(H-Ras) und Kirsten- (K-Ras)-Stimmen des rat sarcoma Virus entdeckt wurden (Barbacid,
1987). Der Name von N-Ras leitet sich von Neuroblastoma ab, in welchem das Gen als
erstes identifiziert wurde. Das N-ras Gen befindet sich auf Chromosom 1. Das
H-ras Gen ist auf Chromosom 2 lokalisiert und das K-ras Gen auf Chromosom 12
(Shimizu et al., 1983). Ras-Proteine werden ubiquitdr exprimiert und sind hoch
konserviert. Sie gehéren zur Ras-Superfamilie. Beim Menschen werden folgende Proteine
in diese Familie eingeordnet: 1) vier Ras-Proteine: H-Ras, N-Ras,
K-Ras4A und K-Ras4B, ii) vier Rap-Proteine: Rapla, Raplb, Rap2a und Rap2b, iii) zwei
R-Ras dhnliche Proteine: R-Ras und TC21, iv) zwei Ral-Proteine: RalA und RalB, und v)
Rheb-Protein (Bos, 1997; Takai et al., 2001; Oxford und Theodorescu, 2003; Giehl, 2005).
Ras-Proteine sind kleine GTPasen, d.h. GTP-spaltende Molekiile (s.a. 3.2.1.) mit einem
Molekulargewicht von 21 kDa. Als GTPasen befinden sie sich in zwei unterschiedlichen
Aktivititszustinden in der Zelle. Im inaktiven Zustand sind Ras-Proteine an GDP
gebunden. Durch die Abspaltung von GDP und die Bindung von GTP gehen Ras-Proteine
in den aktiven Zustand iiber und konnen damit als membranassoziierte, intrazellulére
Proteine extrazelluldre Signale von der Zelloberflidche ins Innere der Zelle vermitteln. Ras-
Proteine funktionieren als Schliisselproteine fiir die Regulation der Zellproliferation, des
Zellzyklus (Gille und Downward, 1999) und der Differenzierung (Marshall, 1995).
Weitere wichtige Funktionen sind der Einfluss auf die Apoptose iliber Integrine vermittelte
Signaliibertragung (Clark und Hynes, 1996) und die Regulation der Angiogenese (Howe
und Juliano, 1998).

H-Ras-, N-Ras- und K-Ras4B-Proteine bestehen aus 188 Aminosiuren, K-Ras4A dagegen
aus 189 Aminosduren (Lowy und Willumsen, 1993). K-Ras4A und K-Ras4B entstehen
durch alternatives RNA-splicing. Sie unterscheiden sich in den letzten 23 Aminoséuren des
C-Terminus (Barbacid, 1987; Khosravi-Far et al., 1998). Innerhalb der ersten
86 Aminosduren sind die vier Ras-Isoformen identisch. In diesem Bereich befinden sich
die sogenannten switch regionl und switch region2 (Boriack-Sjodin et al., 1998). Die
switch regionl (AS 32-40) ist fir die Interaktion mit Effektorproteinen notwendig und
stellt daher die Effektordoméne dar. Die switch region2 (AS 63-73) ist an der Ras-
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Aktivierung beteiligt, indem sie den Guaninnukleotid-Austausch vermittelt. Die letzten
25 AS der Proteine umfassen die hypervariable Doméne, welche abgesehen vom CAAX-
Motiv (C = Cystein, A = aliphatische AS, X = Serin oder Methionin) in ihrer
Aminosauresequenz in den Isoformen stark variiert (Lowy und Willumsen, 1993).
Ras-Proteine werden als Vorldufer-Proteine im Zytosol der Zelle synthetisiert und erfahren
eine posttranslationale Modifikation, um mit der Plasmamembran zu interagieren. Die
Modifikation erfolgt in mehreren Schritten am CAAX-Motiv der carboxyterminalen
Doméne. Als ersten Schritt wird der Cystein-Rest des CAAX-Motivs farnesyliert (Reiss et
al., 1990). AnschlieBend wird das farnesylierte Protein an die zytosolische Membran des
Endoplasmatischen Retikulums gebracht, wo die Endopeptidase Rce 1 durch Proteolyse
das AAX Tripeptid entfernt (Boyartchuk ez al., 1997; Kim et al., 1999; Otto et al., 1999).
Die a-Carboxyl Gruppe des carboxyterminalen farnesylierten Cysteinrestes wird durch
eine Isoprenylcystein-carboxyl Methyltransferase (Icmt) methyliert (Hrycyna et al., 1991;
Dai et al., 1998). Wihrend H-Ras, N-Ras und K-Ras4A einer Palmitoylierung an den
Cystein-Resten ihrer hypervariablen Doméne unterzogen und iiber den Golgi-Apparat an
die Plasmamembran transportiert werden, erreicht K-Ras4B iiber Mikrotubuli-abhingige
Mechanismen oder iiber passive Diffusion die Plasmamembran (Choy et al., 1999;
Apolloni et al., 2000; Roy et al., 2000). Die Assoziation von K-Ras4B mit der
Plasmamembran erfolgt tlber die carboxyterminalen Polylysin-Reste. Durch die
posttranslationale Modifikation erhalten die Proteine einen hydrophoberen Charakter,
welcher ihnen die Verankerung an die Membran ermoglicht und dadurch ihre biologische
Aktivitdt bestimmt. Mittels einer Isoprenylierung werden die Ras-Proteine an der
Membran verankert (Siddiqui et al., 1998). Paz und Mitarbeiter konnten Galactin-1 als ein
Ras-interagierendes Protein in der Plasmamembran identifizieren (Paz et al., 2001). Dieses
zur Familie der Lectine gehorende Protein tritt vermehrt in humanen Karzinomen auf und
geht selektiv mit konstitutiv aktiven H-Ras (G12V) eine Bindung ein. Eine Uberexpression
von Galactin-1 korreliert mit einem erhdhten Gehalt an membranassoziierten und aktiven
Ras-GTP und damit mit einer gesteigerten ERK-Aktivierung (Paz et al., 2001), die
wiederum transformierend wirkt.

Im Rahmen der Untersuchung der Membranassoziation der Ras-Proteine konnte eine
unterschiedliche Verteilung der Isoformen in der Plasmamembran nachgewiesen werden
(Simons und Toomre, 2000). Hierbei handelt es sich um verschiedene Mikrodominen der
Membran mit unterschiedlicher Lipid- und/oder Proteinkomposition. Wéhrend sich

K-Ras4B hauptsichlich in sogenannten non-raft Doméanen befindet (Apolloni et al., 2000;
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Chen und Resh, 2001; Prior ef al., 2001; Niv et al., 2002), ist H-Ras sowohl in non-raft als
auch in raft Doméinen der Plasmamembran verteilt. Durch Verdnderung des Gehalts an
GTP-gebundenen H-Ras-Protein kann das Vorkommen von H-Ras in non-raft
Mikrodoménen erhoht werden (Prior et al., 2001; Prior und Hancock, 2001). N-Ras-
Proteine wurden sowohl in Kolokalisation mit H-Ras in der Plasmamembran als auch in
Caveolae gefunden. Das sind in der Plasmamembran invaginierte und durch Caveolin
aggregierte [lipid rafts. Zudem konnte N-Ras in zelluldren Ausldufern und Filopodien

nachgewiesen werden (Rebollo ef al., 1999).

Aufgrund der identischen Ras-Effektor-Domine (AS 32-40) der Ras-Isoformen wurde
zundchst eine einheitliche Funktion fiir alle Ras-Proteine angenommen. Einige Studien
belegen allerdings, dass die einzelnen Ras-Isoformen unterschiedliche zelluldre Funktionen
wahrnehmen konnten (Carbone et al., 1991; Maher et al., 1995; James et al., 1996; Yan et
al., 1998; Jones und Jackson, 1998). Die Entdeckung der unterschiedlichen Lokalisation
der Ras-Proteine in der Plasmamembran bekréftigt die Hypothese einer
isoformspezifischen Verteilung der Funktionen. Ein weiterer Hinweis fiir die Hypothese
der unterschiedlichen Funktionen ist das unterschiedliche Vorkommen der Ras-Mutationen
in humanen Karzinomen. Wéhrend verdnderte K-Ras-Proteine vor allem in epithelialen
Tumoren zu finden sind, kommen mutierte N-Ras-Proteine hauptséchlich in Tumoren des
hidmatopoetischen Systems vor. H-Ras-Mutationen treten selten in Karzinomen auf (Fujita
etal., 1984; Bos et al., 1987; Visvanathan ef al., 1988). Ein weiterer Anhaltspunkt fiir die
unterschiedliche Funktion der Isoformen ist, dass die Ras-Isoformen in verschiedenen
Zellsystemen unterschiedliche Effektoren stimulieren und damit unterschiedliche
Signaltransduktionskaskaden aktivieren. Ein Beispiel hierfiir ist die stirkere Beteiligung
von K-Ras an der Aktivierung von Raf-1 in RIE-1 epithelialen Zellen und NIH3T3 Zellen
sowie Rat-1 Fibroblasten im Vergleich zu H-Ras. Im Gegensatz dazu ist H-Ras deutlich
starker in den Prozess der focus formation involviert (Jackson et al., 1999). Aullerdem
unterstiitzen Studien mit knockout Méusen die Hypothese der isoformspezifischen
Funktion. Knockout Mause ohne Expression von H-Ras- und N-Ras-Proteinen weisen
keine lebensbedrohlichen Defekte auf, wihrend die Deletion des K-ras Gens embryonal

letal ist (Umanoff et al., 1995; Koera et al., 1997; Johnson et al., 1997).
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3.2.1 Ras-Aktivierung

Ras-Proteine wechseln wie andere GTP-bindende-Proteine in der Zelle zwischen zwei
Aktivititszustinden: dem aktiven GTP-gebundenen und dem inaktiven GDP-gebundenen
Zustand. Im Ruhezustand sind bis zu 99,75 % des vorhandenen Ras an GDP gebunden
(Buday und Downward, 1993; Scheele et al., 1995; Li und Zhang, 2004). Die Aktivitit von
Ras und damit die Komplexbildung mit GTP wird durch eine Vielzahl externer Stimuli
reguliert. Nach der Bindung eines extrazelluldren Liganden, wie zum Beispiel EGF an den
entsprechenden Rezeptor, kommt es zu seiner Dimerisierung und Aktivierung dieser
Rezeptortyrosinkinase. Es folgt eine Autophosphorylierung von spezifischen Tyrosin-
Resten in intrazelluldren Regionen des Rezeptors und die Bindung von Adaptorproteinen
wie z.B. Grb2 iiber src homology 2 (SH2)-Doménen, welches im Komplex mit SOS
vorliegt. Ras bindet zunédchst mit einer geringen Affinitét an SOS, welches die Abspaltung
von GDP von Ras bewirkt. Dadurch entsteht ein hochaffiner Ras-SOS Komplex.
Anschlielend bindet GTP, das in einer hoheren Konzentration in der Zelle vorkommt als
GDP, an diesen Komplex und verdringt SOS (Feig, 1999). Da SOS den GDP-GTP-
Austausch beschleunigt, wird es auch guanine nucleotide exchange factor (GEF) genannt.
Zur Gruppe der GEFs gehort eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine. Zu erwihnen sind
unter anderem C3CG, p140Ras GRF, smgGDS, Vav (Denhardt, 1996) oder RasGRP1 bis 4
(Yang et al., 2002; Reuther et al., 2002) und RalGDS, PLCe (Jin et al., 2001). In
verschiedenen Arbeiten konnten putative Priferenzen der Ras-GEFs in Bezug auf die
Aktivierung der Ras-Isoformen dargestellt werden. So scheint RasGRF1 selektiv H-Ras
und nicht N-Ras oder K-Ras4B zu aktivieren (Jones und Jackson, 1998). RasGRF2
aktiviert nur H-Ras (Gotoh et al., 2001). Ebenso zeigen SOS1 und SOS2 sowohl in vivo als
auch in vitro unterschiedliche Préiferenzen in der Ras-Aktivierung: SOS1 aktiviert alle vier
Ras-Isoformen, wihrend SOS2 selektiv H-Ras stimuliert (Liu et al., 1993; Ohba et al.,
2000; Nielsen et al., 2001).

Im GTP-gebundenen, aktivierten Zustand konnen Ras-Proteine durch die Bindung an
unterschiedlichen Effektorproteinen verschiedene Signaltransduktionswege regulieren. Zu
den wichtigsten und am besten untersuchten Effektoren gehort die Signalweiterleitung an
die Serin/Threonin Kinase Raf, die im nichsten Kapitel ndher erldutert wird. Ein weiterer
Effektor von Ras ist die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K). Mit ihrer katalytischen
Untereinheit p110 interagiert sie direkt mit GTP-gebundenem Ras (Rodriguez-Viciana et
al., 1994). Durch die Aktivierung der PI3K wird die Translokation von PH-Doméinen-
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enthaltenden Proteinen, wie z.B. Akt/PKB und Btk (Katso et al., 2001) an die
Plasmamembran vermittelt, wo diese Proteine z.B. durch Phosphorylierung aktiviert
werden. Eine Ras-Isoform-spezifische Priferenz der PI3K-Aktivierung konnte in COS-7
Zellen dargestellt werden, in denen aktives H-Ras die PI3K effizienter als K-Ras4B
aktiviert (Yan et al., 1998). Durch die Aktivierung der PI3K kann Ras auch die Aktivitét
von Proteinen der Rho-Familie regulieren. Die Bindung von PI3K an SOS, Vav oder
Tiam1 aktiviert die GTPase Racl (Nimnual et al., 1998; Han et al., 1998; Michiels et al.,
1995). Ras kann jedoch auch unabhingig von der PI3K Racl aktivieren. Auch hier
konnten isoformspezifische Unterschiede dargestellt werden: K-Ras4B bewirkt eine
starkere Racl-Aktivierung als H-Ras. Dies konnte in Versuchen mit K-Ras4B (G12V)-
exprimierenden REF-52 Zellen dargestellt werden, welche im Vergleich zu H-Ras-
exprimierenden Zellen eine gesteigerte Racl-induzierte Zellmotilitit aufwiesen (Voice et

al., 1999; Walsh und Bar-Sagi, 2001).

Aufgrund der langsamen intrinsischen GTPase-Aktivitit der Ras-Proteine, welche nicht zu
einer Deaktivierung der Ras-Proteine im Sinne einer effizienten Funktion als
Signaltransduktionsprotein ausreichen wiirde, wird die Inaktivierung der Ras-Proteine iiber
GTPase-aktivierende Proteine, GTPase-activating proteins (GAP), reguliert (Trahey und
McCormick, 1987). GAPs katalysieren die Hydrolyse von Ras-GTP um ein 10’faches
(Gideon et al., 1992; Denhardt, 1996). In den letzten Jahren konnte eine Anzahl von Ras-
GAPs identifiziert werden. Hierzu gehdren unter anderem p120RasGAP, Neurofibromin,
GAP1™ und p100 GAP1™ (Lowy und Willumsen, 1993; Denhardt, 1996; Parrini et al.;
1997). Onkogene Ras-Mutanten sind durch eine gestorte intrinsische GTPase-Aktivitit und
durch Insensivitit gegeniiber GAPs gekennzeichnet (Scheffzek ef al., 1997). In vielen
Karzinomen ist die Regulation der Ras-Aktivierung infolge einer Punktmutation im Kodon
12, 13, 59, 61 oder 63 von Ras gestort. Die hiufigste Mutation findet in Kodon 12 statt.
Die Mutation bewirkt einen Austausch von Glycin gegen Valin bzw. Asparaginsiure (Bos,
1989; Clark und Der, 1993). Diese Mutation erhoht die Affinitdt von Ras zu GTP und
zudem werden die intrinsische GTPase-Aktivitit von Ras und die Affinitit zu GAPs
reduziert (Bos, 1989; Trahey und McCormick, 1987). Somit verbleibt Ras im GTP-
gebundenen aktivierten Zustand. Die Aktivierung der Ras-Proteine kann eine zelluldre
Transformation mit gesteigerter Proliferation zur Folge haben. Diese deregulierte
Proliferation wird auf eine permanente Aktivierung der Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade
zurtickgefiihrt (Hamilton und Wolfman, 1998).
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Neben den konstitutiv aktiven Mutanten konnten dominant negativ wirkende Alterationen
in Ras-Proteinen charakterisiert werden (Sigal et al., 1986; Feig und Cooper, 1988;
Matallanas et al.,, 2003). Durch eine Punktmutation vor allem in Kodon 15, 16 oder 17
kommt es zu einem Austausch von Serin gegen Asparagin insbesondere in Position 17. Die
inhibierende Wirkung entsteht durch die hohere Affinitdt der Mutanten zu GEFs ohne
nachfolgenden Nukleotidaustausch und eine erniedrigte Affinitit zu Guaninnukleotiden.
Die Affinititsverdnderungen werden durch den Verlust der Mg®*-Bindung bedingt, an
deren Stabilisierung die Aminosdure Serin beteiligt ist (Feig, 1999). Aufgrund dieser
Verdnderungen entsteht ein stabiler Ras-GDP-GEF-Komplex, welcher die Bindung von
nachfolgenden Effektorproteinen verhindert. Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass
die Expression einer dominant negativen Mutante die Aktivierung der wildtypischen Ras-
Isoformen durch Sequestrierung der GEFs blockiert (Stewart und Guan, 2000). Zusétzlich
wurden unterschiedliche Spezifititen in der inhibierenden Funktion der H-, N- und K-Ras
(S17N)-Mutanten beobachtet. So war H-Ras (S17N) fdhig, alle drei Ras-Isoformen zu
inhibieren. K-Ras (S17N) blockierte die K-Ras- und in geringerem Maf3e auch die H-Ras-
Aktivitat. N-Ras (S17N) iibte lediglich auf N-Ras-Proteine einen negativen Einfluss aus
(Matallanas et al., 2003). Abbildung 1 zeigt schematisch den Aktivierung/Deaktivierungs-
Zyklus von Ras.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Aktivierung und Deaktivierung von Ras. Externe Signale
aktivieren den GDP/GTP-Austausch an Ras-Proteinen. GEFs beschleunigen den Austausch von GDP zu GTP
und das inaktive GDP-gebundene Ras wird in den aktiven GTP-gebundenen Zustand tiberfiihrt. Nachfolgend
interagiert Ras mit zahlreichen intrazelluldren Effektoren. GAPs katalysieren die Hydrolyse von GTP zu
GDP und das Ras-Protein wird wieder inaktiviert. Konstitutiv aktive Mutanten verbleiben im aktiven GTP-

gebundenen Zustand. Dominant negative Mutanten dagegen konnen nicht in den aktiven Zustand {ibergehen.

3.2.2 Die Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade

Ras spielt in der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung und Transformation eine
zentrale Rolle (Marshall, 1995; Gille und Downward, 1999). Ein fiir diese Prozesse
entscheidender Signaltransduktionsweg ist die Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade, eine der am
besten charakterisierten Ras-abhingigen Signaltransduktionswege (van Biesen et al.,
1996). In Bezug auf Tumorzellen bedeutet dies, dass konstitutiv aktives Ras permanent die
Raf-MEK-ERK-Kaskade stimuliert und somit zu einer verstarkten Proliferation der Zellen
beitrdgt. Die durch Phosphorylierung aktivierte extracellular signal-regulated kinase
(ERK), ein Protein der Familie der mitogen-activated protein kinases (MAPK), transloziert
in den Nukleus, aktiviert dort Transkriptionsfaktoren, die wiederum zur Erhohung der

DNA-Synthese und einer vermehrten Zellproliferation fithren (Graves et al.; 1997).
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Den ersten Schritt in der Aktivierung der Raf-MEK-ERK-Kaskade stellt die Aktivierung
der Serin/Threonin-Kinase Raf dar. Bei Sdugern sind drei Isoformen bekannt: A-Raf,
B-Raf und c-Raf-1 (Rapp et al, 1988). Aufgrund des liberwiegenden Vorkommens von
c-Raf-1 in humanen Zellen wird im Weiteren nur noch auf dieses Protein eingegangen.
Strukturell besteht Raf aus den drei hochkonservierten Regionen CR1, CR2 und CR3,
wobei die Regionen CR2 und 3 die regulatorischen Doménen ras binding domain (RBD)
und cysteine rich domain (CRD) enthalten. Diese Regionen sind zur Bindung von Ras an
Raf notwendig (Bruder et al., 1992; Zhang et al., 1993; Brtva et al., 1995). Zur Interaktion
zwischen Ras und Raf ist eine Translokation von Raf an die Plasmamembran erforderlich,
damit die volle katalytische Aktivitit der Proteine erreicht werden kann (Leevers et al.,
1994; Stokoe et al., 1994; Wittinghofer und Nassar, 1996). Die alleinige Translokation ist
jedoch nicht ausreichend fiir eine maximale Aktivierung, die erst durch die Bindung
weiterer wichtiger Faktoren ermdglicht wird. Hierzu gehdren die 14-3-3 Proteine, Hsp90,
p50, Phospholipide, Serin/Threonin- und Tyrosinkinasen und der Ras-Kinase-Suppressor
(Morrison et al., 1997; Kolch, 2000; Dhillon et al., 2002).

Die Aktivierung von c-Raf-1 durch Ras erfolgt in mehreren Schritten. Der genaue
Mechanismus konnte allerdings noch nicht vollstindig charakterisiert werden, es sind
lediglich einzelne Teilschritte bekannt (Kerkhoff und Rapp, 2001; Dhillon ef al., 2002). So
kommt es zu einer Dephosphorylierung von c-Raf-1 an Serin259 (Jaumot und Hancock,
2001; Kubicek et al., 2002) und Phosphorylierung weiterer Reste, unter anderem von
Serin338 und Tyrosin341 (Mason et al., 1999). In den weiteren Reaktionen sind ferner
Lipid-Modulatoren wie zum Beispiel Phosphatidyl-Serin involviert. Sie entfernen das
14-3-3 Protein und bilden einen Ras-unabhingigen Anker fiir c-Raf-1 (Clark et al., 1997,
McPherson et al., 1999; Rizzo et al., 2000; Hekman et al., 2002). Aktiviertes Raf assoziiert
iiber seine katalytische Domédne mit MEK, dabei wird MEK an Serin218 und Serin222
innerhalb seiner katalytischen Domine phosphoryliert (Seger und Krebs, 1995; Denhardt,
1996). MEK, wovon in Sdugern drei Isoformen (MEK1, MEK2 und MEK3) existieren,
phosphoryliert seinerseits die beiden extracellular signal-regulated kinases ERK-1 und
ERK-2, auch bekannt unter dem Namen p42 bzw. p44 mitogen-activated protein kinases
(MAPKS), an Tyrosin- und Threoninresten innerhalb eines TEY-Motivs der Domédne VIII
(Seger und Krebs, 1995; Denhardt, 1996; Campbell et al., 1998). Nach der Aktivierung
kann ERK sowohl nukledre als auch nicht-nukleédre Effektoren phosphorylieren, wie z.B.

Rsk,  Mikrotubuli-assoziierte  Proteine, cytosolische = Phospholipase A2 und
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Transkriptionsfaktoren Elk-1 (Graves et al.,1997), c-Jun, c-Myc und c-Fos, welche mit der
Regulation der Proliferation von Zellen assoziiert sind (Khosravi-Far, 1998). Zusétzlich
wird die Protein-Synthese tiber MNK1 stimuliert und die Bildung von aktiven Cyclin D-
CDK4-Komplexen erleichtert (Lavoie et al., 1996; Whitmarsh und Davis, 2000). ERK
kann aber auch durch die Phosphorylierung von c-Raf-1 und/oder MEK selbstregulierend
in die Kaskade eingreifen (Davis, 1993).

3.3 GFP-Fusionsproteine

Zur Untersuchung der Funktion von ektopen Ras-Proteinen in PANC-I
Pankreaskarzinomzellen wurden EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine hergestellt. Das diesen
Fusionsproteinen zugrunde liegende green fluorescent protein (GFP) wurde von
Shimomura und Kollegen 1962 entdeckt (Shimomura et al., 1962). Es stellte sich heraus,
dass die Qualle Aequorea victoria bei der Ubertragung von Energie des Ca? -aktivierten
Proteins Aequorin auf das GFP griines Licht produziert (Shimomura et al; 1962; Ward et
al., 1980). Das Gen fiir GFP wurde kloniert und anschlieBend charakterisiert (Prasher et
al., 1992; Inouye und Tsuji, 1994). Analysen der Expression sowohl in eukaryontischen als
auch in prokaryontischen Zellen zeigten, dass die Fluoreszenz des GFP unabhingig von
Kofaktoren, Substraten oder zusétzlichen Genen erfolgte. Weitere Vorteile des GFP ist die
Stabilitit gegeniiber zahlreichen duBleren Einfliisse, wie Oxidation und Reduktion oder pH-
Verdnderungen, und die Stabilitit gegeniiber bestimmten Chemikalien (1 % SDS oder § M
Harnstoff) oder Temperaturverdnderungen (Chalfie et al.; 1994, Inouye und Tsuji, 1994;
Wang und Hazelrigg, 1994). Die Fluoreszenz des GFP ist am ausgeprigtesten bei einer
Zellkultivierung bei 15°C, bei 37°C nimmt sie um 25 % ab. GFP ist speziesindifferent und
kann somit in jeder Spezies exprimiert werden, allerdings konnten Unterschiede in der

Expression des Proteins und Stirke der Fluoreszenz beobachtet werden.

Strukturell stellt sich das Chromophor des Proteins als ein zyklisches Tripeptid dar,
welches nur bei einer kompletten Einbettung im GFP fluoresziert (Cody ef al., 1993). Das
GFP-Protein ist ein ,,11-Strang-B-Rohr*, welches eine a-Helix umgibt (Ormo et al., 1996;
Yang et al., 1996). Diese Konformation gewéhrleistet den Ausschluss von Losungsmittel
und Sauerstoff aus der Umgebung des Chromophors. Die Féahigkeit zur Fluoreszenz wird

nach einer posttranslationalen Modifikation erreicht. Eine zyklische Reaktion und eine
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Oxidation formen das Protein (Heim et al., 1994; Davis et al., 1995). Diese Schritte
erfolgen entweder autokatalytisch oder werden durch ubiquitére Faktoren unterstiitzt. Bis
dato wurden zahlreiche Varianten des GFPs kloniert, darunter auch das enhanced green
fluorescent protein (EGFP) von Clontech Laboratories Inc., USA, welches in dieser Arbeit
verwendet wurde. Durch den Austausch von Phenylalanin in Position 64 gegen Leucin
resultierte eine verbesserte Faltung des so mutierten GFP-Proteins bei 37°C. Der
Austausch von Serin in Position 65 gegen Threonin optimierte die chromophore lonisation.
Eine unbeabsichtigte, aber neutrale Mutation fiihrte zum Austausch von Histidin in
Position 231 gegen Leucin (Cormack et al., 1996). EGFP besitzt bei der Emission bei
507 nm eine 35fach stirkere Fluoreszenz als Wildtyp GFP (Cormack et al., 1996; Yang et
al., 1996). Fiir die Expression von EGFP-Fusionsproteinen gibt es zahlreiche Vektoren.
Fiir diese Arbeit wurden hauptséchlich die Vektoren pEGFP-C2 und pEGFP-C3 benutzt.
Durch die Verwendung solcher EGFP-Fusionsproteine kann deren Lokalisation unter dem
Fluoreszenzmikroskop nach Anregung bei 488 nm auch in lebenden Zellen untersucht
werden (Flach et al., 1994; Wang und Hazelrigg, 1994). Folglich ist die Verwendung der
EGFP-Fusionsproteine zur Beobachtung der Zellen beim Vorgang der Migration oder
anderen zelluldren Prozessen geeignet. Bei der Herstellung von EGFP-HA-Ras-
Fusionsproteinen wurde der EGFP-Anteil an den N-Terminus von Ras kloniert, da sich das
CAAX-Motiv fiir die posttranslationale Modifikation C-terminal befindet und somit die
Funktion des Ras-Proteins verdndert werden konnte, wenn dort eine Fusionierung mit

einem anderen Protein erfolgen wiirde.

3.4 Transfektion

Um fremde Gene in Sdugerzellen einzuschleusen und damit deren Produkte exprimieren zu
konnen, werden die entsprechenden ¢cDNAs in Expressionsplasmide kloniert und an
unterschiedliche Reagenzien gekoppelt. Bedingt durch die Kopplung an bestimmte
Reagenzien wird die DNA in den Zellkern transportiert und dort aufgenommen. Dieser
Vorgang wird Transfektion genannt.

Beim Vorgang einer transienten Transfektion wird die Fremd-DNA zwar in den Zellkern
aufgenommen, aber nicht in das Genom der Zelle integriert. Durch den Transfer der DNA
in die Zelle wird diese in mehrere Bruchstiicke zerlegt und wieder verkniipft, es entstehen

sogenannte Transgenome (Ruddle, 1979; Ruddle, 1980; Scangos et al., 1981). Ihre Anzahl
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verringert sich durch nukleolytischen Abbau und wéhrend der Zellteilung, da sie nicht an
die Tochterzelle weitergegeben werden. Folglich erfolgt die Expression der Genprodukte
lediglich in einem Zeitfenster von 12 bis 72 Stunden. Der Vorteil der transienten
Transfektion ist, dass Analysen bereits 1 bis 3 Tage nach Gentransfer mdglich sind und
hohe Proteinexpressionsraten erzielt werden konnen. Im Gegenzug hierzu wird bei einer
stabilen Transfektion die Fremd-DNA in das Genom der Zelle integriert und bei der
Zellteilung weitergegeben. Allerdings nimmt nur ein geringer Anteil der Zellen die Fremd-
DNA in ihr Genom auf. Zur Kultivierung und Selektion der transfizierten Zellen sind
Antibiotika-Resistenzgene in den Plasmiden enthalten (Wigler et al., 1979; Graf et al.,
1979; Lewis et al., 1980).

Von den zur Verfligung stehenden unterschiedlichen Transfektionsmethoden wurde in
dieser Promotionsarbeit die liposomenvermittelte Transfektion verwendet. Hierbei bilden
Ultraschall-behandelte kationische Lipidmolekiile in wiassriger Losung positiv geladene
Liposome, welche einen Komplex mit der negativ geladenen DNA eingehen und dabei bis
zu 100 % der in Losung vorhandenen Nukleinsduren binden konnen. Dieser Liposomen-
Nukleinsduren-Komplex wird an der Zelloberflaiche adsorbiert, fusioniert mit der
Plasmamembran und wird in einem Endozytoseprozess in das Zytoplasma und in den
Zellkern transportiert. Die Vorteile dieser Methode sind die Unempfindlichkeit gegentiber
pH-Wertanderungen und die hohe Transfektionseffizienz (Felgner et al., 1994).

Als weitere Transfektionsmethode sei die technisch aufwendige Mikroinjektion genannt,
mit welcher zwar eine hohe Transfektionseffizienz erreicht werden kann, jedoch aufgrund
der geringen Zellzahl (maximal 500 Zellen) keine biochemischen Analysen moglich sind
(Abarzua et al., 1995; Marrero et al., 1998; Fenton et al., 1998). Weiter sind die bereits
1962 etablierte Calcium-Phosphat-Prazipitation (Szybalski und Szybalska, 1962), die
Elektroporation, die Polykation-vermittelte oder die durch Viren vermittelte Transfektion

Zu nennen.
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3.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Pankreaskarzinom weist eine erhdhte Inzidenz von K-ras-Mutationen auf und
Verdnderungen des K-ras Gens scheinen bedeutsam fiir die Pathogenese des
Pankreaskarzinoms zu sein. Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind
jedoch noch weitgehend unbekannt. Um die Auswirkung mutierter K-Ras-Proteine im
Vergleich mit N-Ras-Proteinen auf die Raf-MEK-ERK-Kaskade zu analysieren, wurden
wildtypische, konstitutiv aktive und dominant negative EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine
hergestellt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Expression und die Aktivitit dieser
Fusionsproteine  nach  transienter  Transfektion in  Zellen der humanen
Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 zu charakterisieren. Des Weiteren sollte ein mogliches
unterschiedliches  Verhalten der K- und N-Ras-Proteine hinsichtlich der
Signalweiterleitung und deren Einfluss auf die MAP Kinase ERK-2 untersucht werden, um

mogliche isoformspezifische Unterschiede zu erarbeiten.
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4 Material

4.1 Chemikalien und Biochemikalien

Acrylamid-Losung (30 % m/V)
Agar

Agarose, molecular biology grade
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin, Natrium-Salz
Aprotinin

BCA Protein Assay Reagent A
BCIP

Bisacrylamid-Losung (2 % m/V)
BSA (bovine serum albumin)
Coomassie brilliant blue R 250
Donor calf serum (Kélberserum)
DMEM

DMRIE-C Reagenz

DMSO

DTT

ECL™ Western Blotting Detection Reagent
RPN 2106

SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate SuperSignal

EDTA

EGF (epidermal growth factor)

Ethidiumbromid

Fetal calf serum (fotales Kilberserum)
Gel-blotting-Papier GB002
Glutathion-Sepharose™ 4B

Glycerin

Glycin

HEPES

Roth, Karlsruhe

Difco, Detroit, USA
Invitrogen, Leek, Holland
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Tautkirchen
Bayer, Leverkusen
Pierce, Sankt Augustin
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Serva , Heidelberg

Serva, Heidelberg
Invitrogen, Leek, Holland
Invitrogen, Leek, Holland
Invitrogen, Leek, Holland
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia, Freiburg

Pierce, Sankt Augustin

Roche Diagnostics, Mannheim

PePro Tech. Inc., Rocky Hill, New Jersey,
USA

Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Leek, Holland
Schleicher&Schuell, Dassel

Amersham Pharmacia, Freiburg

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
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IPTG Roche Diagnostics, Mannheim
Kanamycinsulfat Serva, Heidelberg

Kodak X-Omat Rontgenfilme
Kupfer (II)-Sulfat

Leupeptin

L-Glutamin
Magermilchpulver

MBP (95-98) S5 Peptid

NBT

Natriumdesoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumglycerophosphat
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat

NBT
Nitrozellulosemembranfilter (0,45 pm)
Ortho-Phosphorsédure
Paraformaldehyd

Pepstatin A
Penicillin/Streptomycin
PMSF

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

TEMED

Trichloressigsiure

Tris

Triton X-100
Trypsin-EDTA-L6sung
Trypton

Tween 20

Yeast-Extract (Hefe-Extrakt)

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Serva, Heidelberg
Invitrogen, Leek, Holland
Gliicksklee

Thermo Hybaid, Ulm
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt
Schleicher&Schuell, Dassel
Merck, Darmstadt
Merck-Schuschardt, Hohenbrunn
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Leek, Holland
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Boehringer, Ingelheim
Serva, Heidelberg
Amersham, Braunschweig
Roche Diagnostics, Mannheim

Invitrogen, Leek, Holland

Difco, Detroit, Massachussets, USA

Sigma, Taufkirchen

Serva, Heidelberg
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Alle verwendeten und hier nicht aufgefiihrten Chemikalien und Losungsmittel wurden in
p.a. Qualitit von den Firmen Roth, Karlsruhe, Merck, Darmstadt und Sigma, Taufkrichen

bezogen.

4.2 Radiochemikalien

[y’*~P]ATP (5000 Ci/mmol) Amersham, Braunschweig

4.3 Enzyme und Molekularbiologische Kits

Alkalische Phosphatase (aus Kdlberserum)  Roche Diagnostics, Mannheim

Restriktionsendonukleasen AGS, Heidelberg; MBI Fermentas,
St. Leon-Roth

Sigma MAXI PREP Kit Sigma, Tautkirchen

Strataprep EF Plasmid Midiprep Kit Stratagene, Amsterdam, Holland

4.4 Molekulargewichtsmarker

4.4.1 Molekulargewichtsmarker fiir Agarosegelelektrophorese

BioSizer III (A-DNA Hindlll/EcoRI AGS, Heidelberg
gespalten)
Fragmentgroflen in Basenpaare (bp) 21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027, 1904,

1584, 1375, 947, 831, 564, 125



MATERIAL

23

4.4.2 Molekulargewichtsmarker fiir SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese

High Molecular Weight Standard Mixture (SDS-6H) Sigma, Taufkirchen

Tabelle 1: HMW Molekulargewichtsmarker

Protein Molekulargewicht [kDa]
Myosin (Kaninchenmuskel) 205
B-Galaktosidase (E.coli) 116
Phosphorylase B (Kaninchenmuskel) 97,4
Albumin (Rind) 66
Albumin (Ei) 45
Carboanhydrase (Rindererythrozyten) 36

Low Molecular Weight Standard Mixture (SDS-7) Sigma, Taufkirchen

Tabelle 2: LMW Molekulargewichtsmarker

Protein Molekulargewicht[kDa]
Albumin (Rind) 66
Albumin (Ei) 45
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 36
Carboanhydrase (Rinderythrozyten) 29
Trypsinogen (Rinderpankreas) 24
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor 20,1
a-Lactalbumin (Kuhmilch) 14,2
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4.5 Antikorper
4.5.1 Primire Antikorper
Tabelle 3: primire Antikoper
Antikorper Spezies Bezugsquelle Verdiinnung
(in
Waschpuffer)
Anti HA (12CA5) Maus, monoklonal Roche Diagnostics, 1:1000
IgG, #1 583 816 Mannheim
Anti-ERK-2 Kaninchen, Santa Cruz Biotech, Santa 1:1000
(MAPK)-(C-14), polyklonal Cruz, Californien, USA
IgG, sc-154
Anti-GFP Maus, monoklonal Roche Diagnostics, 1:1000
(Klon 7.1+13.1) Mannheim
#1814 460
Anti-GFP, # 8362-1 | Maus, monoklonal Roche Diagnostics, 1:500-1:1000
Mannheim
Anti-Phospho-p44/42 Kaninchen, New England Biolabs, 1:1000
MAPK, IgG, polyklonal Beverly, USA
#9101S
Anti-pan-Ras (Ab-3), | Maus, monoklonal | Oncogene, Research, San 1:1000
IgG, (OP40) Diego, Californien, USA
Anti-Racl IgG2b, Maus, monoklonal | Transduction Laboratories, 1:500
R56220 Franklin Lakes, Indiana,

USA
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4.5.2 Sekundire Antikorper

Tabelle 4: sekundire Antikdper

Antikorper Spezies Bezugsquelle Verdiinnung
(in
Waschpuffer)
Anti-Kaninchen IgG, Ziege Sigma, Taufkirchen 1:1000
A-6154, HRP
Anti-Maus, IgG, Ziege Sigma, Taufkirchen 1:1000
A-5278; HRP
Anti-Maus, IgG Ziege Pierce, St. Augustin 1:5000
(H+L);
#97012804; HRP
Anti-Kaninchen, IgG Ziege Pierce, St. Augustin 1:5000
(H+L), #31460; HRP
Anti-Maus, IgG, Ziege Sigma, Taufkirchen 1:2500
A-3562; AP
Anti-Kaninchen, IgG Maus Dianova, Hamburg 1:1000
(H+L), #36234; AP

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

4.6 Prokaryontische und eukaryontische Zellen

4.6.1 Escherichia coli Stamme

DH5a Clontech, ITC Biotechnology, Heidelberg
BL21 (DE3) Novagen/R&D Systems, Wiesbaden
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4.6.2 Eukaryontische Zelllinien

PANC-1 CRL-1469 ATCC: American Type Culture Collection; Manassas, Virginia, USA
Humane Pankreaskarzinomzelllinie epithelialer Morphologie (Lieber
et al., 1975). Eine Punktmutation im Kodon 12 des K-ras-Gens
(GGT-GDT) fiihrt zum Austausch von Glycin gegen Asparaginsdure

und damit zu einem konstitutiv aktiven K-Ras-Protein (Giehl et al.,
2000)

4.7 Expressionsplasmide

4.7.1 Prokaryontische Plasmide

pGEX-2TK Amersham Pharmacia, Freiburg

pGEX-2TK/RBD Erhalten von Johannes Bos, Utrecht,
Holland (Hermann et al. 1995; de Rooij und
Bos, 1997)

pGEX-2TK/PAK-CD Erhalten von John Collard, Amsterdam,

Holland (Sander et al.; 1998)
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4.7.2 Eukaryontische Plasmide

pEGFP-C3 Clontech, Palo Alto, Kalifornien, USA
pcDNA3/HA-ERK-2 Dr. J.S. Gutkind, Bethesda, Maryland, USA
pcDNA3.1(+) Invitrogen, Leek, Holland
pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12V) Frau PD Dr. Klaudia Giehl
pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12D) Frau PD Dr. Klaudia Giehl
pEGFP-C2/K-Ras (S17N) Frau PD Dr. Klaudia Giehl
pEGFP-C3/HA-H-Ras (S17N) Frau PD Dr. Klaudia Giehl
pEGFP-C3/HA-N-Ras (G12) Frau PD Dr. Klaudia Giehl
pEGFP-C3/HA-N-Ras (G12V) Frau PD Dr. Klaudia Giehl

4.8 Standardlosungen und Medien

4.8.1 Standardlosungen

1 x PBS (Phosphat-gepufferte Saline) 136 mM NacCl, 2,7 mM KClI,
8 mM NazHPO4; 1,5 mM KI‘I2PO4;
1,5 mM CaCl; ; 0,5 mM MgCl,; pH 7,4

1 x CMF-PBS 140 mM NaCl; 2,6 mM KCl;, 8 mM
Na,HPOy; 1,5 mM KH,POy; pH 7,2

1 x TBS (Tris-gepufferte Saline) 50 mM Tris/HCI; 150 mM NaCl; pH 7,5

5 x Tris-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
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4.8.2 Bakterien-Medien

Luria-Bertani (LB)-Fliissigmedium 1 % (m/V) Trypton; 1 % (m/V) NaCl; 0,5 %
(m/V) Hefe-Extrakt; pH 7,5 (mit NaOH

eingestellt), autoklaviert

Luria-Bertani ( LB )-Agarplatten 1 % (m/V) Trypton; 1 % (m/V) NaCl; 0,5 %
(m/V) Hefe-Extrakt; 1,5 % (m/V) Agar; pH
7,5 (mit NaOH eingestellt)
Nach dem Autoklavieren wurde das noch

fliissige Medium in Kulturschalen gegossen.

Durch Zugabe von 25 ug/ml Kanamycinsulfat oder 75 pg/ml Ampicillin wurden fliissige
LB-Selektionsmedien und Selektionsplatten hergestellt.

4.8.3 Zellkultur-Medien

Die verwendeten eukaryontischen Zellen wurden in Dulbecco’s modified Eagle Medium,
ohne Natriumpyruvat, mit 4,5 g/l Glucose und Pyridoxin HCl (DMEM; Invitrogen, Leek,

Holland) mit folgenden Zusétzen gezogen:

10 % (V/V) fetal calf serum (FCS) Invitrogen, Leek, Holland
1 % (V/V) L-Glutamin (200 mM) Invitrogen, Leek, Holland
1 % (V/V) Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Leek, Holland

(10000 IU, 10 mg/ml)

Alle Zusitze wurden vor dem Gebrauch sterilfiltriert (0,22 pm Porengrof3e).
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4.9 Zellkultur-Materialien

Das Plastikmaterial fur Zellkultur-Arbeiten wurde von den Firmen Falcon/Becton-

Dickinson, Labor Schubert, Miinchen, oder Renner, Dannstadt, bezogen.

4.10 Gerite

AnalySIS-Dokumentationssystem, Doku 3.1 Softlmaging System, Miinster

Axiovert 25 Mikroskop Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
Beckman DU 640 Photometer Beckman Instruments, Miinchen
Beckman Zentrifuge J2-HS Beckman Instruments, Miinchen

(Rotoren: JA 10, JA 20)

Certomat R Bakterienschiittler Braun, Melsungen

CO;,-Inkubator, Typ CB 210 WTB  Binder Labortechnik ~ GmbH,
Tuttlingen

Eppendorf Tischzentrifuge 5415-C Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Tischzentrifuge 5417-C Eppendorf, Hamburg

Fluoreszenzmikroskop IX70 Olympus, Hamburg

Fliissigszintillationszdhler LSC 2200 CA Packard, Dreieich

Gelelektorphorese-Kammer Dual Mini, Sigma, Tautkirchen

8x 10 cm

Gelelektorphorese-Kammer (16 x 18 cm) Hoefer, San Francisco, Californien, USA

Heraeus Sepatech Megafuge 1.0 Heraeus Instruments GmbH, Stuttgart

Horizontalgelkammer MBT-Brand, Heidelberg

Mischgerit REAX2 Heidolph, Kelheim

Minifuge GL Heraeus Instruments GmbH, Stuttgart

Netzgerat EPS200 Pharmacia Biotech, Freiburg

Peltier Thermal Cycler PTC 200 Biozyme, Hess. Oldendorf

Sammy-Dry-Blotkammer Schleicher & Schuell, Dassel

Speed Vac Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg
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Sicherheitswerkbank Hera Safe
Sonifier B-12

Tankblotkammer (B2157; 14 x 13 x 16 cm)

Thermomixer 5436

4.11 Software

GraphPad Prism®, 32 bit

Version fiir Windows95, Version2.01
Micrografx Designer 7.0

Micrografx Picture Publisher 7
ImageQUANT 5.0 fiir Windows NT
AnalySIS-Dokumentationssystem,

Doku 3.1

Heraeus Instruments GmbH, Stuttgart
Branson Sonic Power Company, Danbury,
USA

Sigma, Taufkirchen

Eppendorf, Hamburg

GraphPad Software, San Diego, Californien,
USA

Micrografx Inc., Miinchen

Micrografx Inc., Miinchen

Molecular Dynamics, Freiburg

Softlmaging System, Miinster
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S Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Medien

Alle verwendeten Bakterienkulturen wurden in Luria-Bertani (LB)-Medium (siche 4.8.2.)
kultiviert. Durch Autoklavieren wurde das Medium sterilisiert.

Nach Autoklavieren des LB-Agars wurde es auf 60°C abgekiihlt, bei Bedarf das
entsprechende Antibiotikum hinzugefiigt und der LB-Agar in Einmalpetrischalen

gegossen.
Zur Selektion von Bakterien wurden folgende Selektionsmedien verwendet:

LB*™*-Medium: 75 ng/ml Ampicillin
LM Medium: 25 pg/ml Kanamycinsulfat

5.1.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Plasmid-DNA wurde entsprechend ihres Molekulargewichtes in einem elektrischen Feld in
einer Horizontalgelkammer mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die

Konzentration der Agarose richtete sich nach der Groe der aufzutrennenden Fragmente:

Tabelle 5: Trennungsbereich linearer DNA

Agarose Trennungsbereich
[% in (m/V)] linearer DNA (kB)
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3
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Die Agarose wurde in 1 x TAE aufgekocht, auf 60°C abgekiihlt und in
Horizontalgelkammern der GroBe 8,5 x 7,5 cm mit einem 10 oder 14 Taschenkamm
gegossen. Die DNA-Proben wurden mit DNA-Probenpuffer im Verhéltnis 6:1 versetzt und
in die Taschen des Gels geladen. Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung

von 80 bis 100 V fur 30-60 min.

1 x TAE Puffer : 40 mM Tris/Acetat; 1 mM EDTA; pH 8,0
6 x DNA-Probenpuffer: 0,25 % (m/V) Bromphenolblau;

0,25 % (m/V) Xylene Cyanol FF;

30 % (V/V) Glycerin

5.1.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Restriktionsenzyme schneiden die DNA an spezifischen Erkennungssequenzen und

ermOglichen so die Entstehung von linearer DNA mit glatten oder {iberstehenden Enden.

Standardansatz (analytischer Spaltansatz):  0,5-1 ug DNA
0,5 pl Restriktionsenzym (5-10 U/pl)
(AGS, Heidelberg)
1 ul 10 x Restriktionspuffer
(AGS, Heidelberg)
mit ddH,O auf 10 pl auffiillen

Der Spaltansatz wurde fiir mindestens 1 h bei der fiir das jeweilige Restriktionsenzym
erforderlichen Temperatur inkubiert, die DNA anschlieBend elektrophoretisch im
Agarosegel aufgetrennt. Im Anschluss wurde das Agarosegel flir 5 min bei RT in einer
Ethidiumbromid-Losung (0,5 pg/ml in 1 x TAE) inkubiert und die DNA-Banden mittels

UV-Beleuchtung bei A = 312 nm auf einem Transilluminator (Bachofer) visualisiert.
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5.1.4 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 weitere Mdglichkeit war, die ausgeschnittenen Gelstiicke durch silanisierte Glaswolle
von Serva, Heidelberg, in 0,5 ml Eppendorf-Gefall bei 4000 x g fiir 10 min bei RT zu
zentrifugieren und die DNA im Durchfluss anschlieBend mit dem S5fachen Volumen
99,8%igen Ethanol (-20°C) und 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetat (pH 7,0) iiber Nacht
zu fallen (siehe 5.1.7.).

5.1.5 Ligation von DNA

Ligation ist die Verkniipfung von doppelstringiger DNA durch Bildung einer
Phosphodiesterbindung.

Ligationsansatz: 1 ul Insert-DNA (0,1-0,5 ng)
1 pl Vektor-DNA (20-50 ng)
1 ul T4-DNA-Ligase (1 U/ul)(Roche
Diagnostics, Mannheim)
1 pl 10x Ligationspuffer (Roche
Diagnostics, Mannheim)
auf 10 ul mit ddH,O auffiillen.
Der Ansatz wurde fiir 16 h bei 15°C
inkubiert

10 x Ligationspuffer (Roche Diagnostics, 660 mM Tris/HCL; 50 mM MgCly;
Mannheim): 10 mM DTE; 10 mM ATP; pH 7,5

Ready-to-go-Ligation:

Die Standardreagenzien des Ligationsansatzes liegen hier in lyophilisierter Form vor und
wurden durch 20 ng Vektor-DNA und 100 ng DNA-Fragment ergénzt. Der Ligationsansatz
wurde mit ddH,O auf ein Endvolumen von 20 pl aufgefiillt und fiir 45 min bei 15 °C
inkubiert.
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5.1.6 Isolierung von Plasmid-DNA

Kleinere Mengen Plasmid-DNA wurden mit Hilfe des NucleoSpin Systems von Machery-
Nagel, Diiren, isoliert. Hierzu wurde eine 1,5 ml LB-Ubernachtkultur mit Plasmid-DNA
transformierter Bakterien hergestellt. Die Kultivierung erfolgte iiber Nacht bei 220 Upm
bei 37°C in LB*™"- oder LB*"*"-Medium. AnschlieBend wurde die DNA entsprechend

den Angaben des Herstellers aus den Bakterien isoliert.

Fir die Gewinnung von groleren DNA-Mengen wurden 200 ml Bakterien-Fliissigkultur
hergestellt, nachdem zuvor eine Einzelkolonie in 5 ml LB*™" - oder LB -Medium
vermehrt wurde. Die 200 ml Bakterienkultur wurde iiber Nacht bei 37°C und 220 rpm
inkubiert. Anschlieend wurden die Bakterien sedimentiert und unter Verwendung des
StrataPrep® EF Plasmid Midiprep Kits, Stratagen, La Jolla, Californien, USA, nach
Angaben des Herstellers isoliert. Die erhaltene DNA wurde anschlieBend durch eine

Ethanolfillung zusétzlich gereinigt und ankonzentriert.

5.1.7 Ethanolfallung von Plasmid-DNA

Zur Fillung der DNA aus wassrigen Losungen wurde der Ansatz auf mindestens 100 pl
Volumen aufgefiillt, 2 Volumen 100 % Ethanol (-20°C) sowie 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat, pH 7,0, hinzugefiigt und iiber Nacht bei —20°C oder fiir 1 h bei —80°C
préazipitiert. AnschlieBend wurde dieser Ansatz durch Zentrifugation fiir 30 min bei 4°C
und 14000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge 5414-C) pelletiert, mit 500 pl 70 % (V/V)
Ethanol (-20°C) gewaschen und wiederum fiir 10 min bei 4°C bei 14000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen. Das gewonnene DNA-Pellet wurde in einem

Vakuumkonzentrator getrocknet und in einer angemessenen Menge ddH,O aufgenommen.



METHODEN 35

5.1.8 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration in einer wassrigen Losung wurde spektralphotometrisch durch
Messung der Extinktion bei 260 nm in einer Quarzkiivette bestimmt. Dabei entspricht eine
Einheit bei einer optischen Dichte bei 260 nm (OD2s0 nm = 1) einer Konzentration von
50 pg/ml Doppelstrang-DNA. Die Konzentration der DNA lésst sich folgendermalen

bestimmen:

OD,, x50 pg x VF
1000 pl

DNA-Konzentration = (VF = Verdiinnungsfaktor)

Das Verhiltnis der Extinktionen bei 260 und 280 nm gibt Aufschluss iiber die Reinheit der
DNA-Losung. Eine reine DNA-LOsung weist einen Wert zwischen 1,8 und 2,0 auf.
Abweichungen von diesem Wert beruhen auf Verunreinigungen durch z.B. Proteine oder

Phenol/Chloroform.

5.2 Mikrobiologische Methoden

5.2.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Kompetente Bakterien besitzen die Féhigkeit, fremde DNA aufzunehmen. Durch gezielte
Verdnderung der Kulturbedingungen im Labor (z.B. Behandlung mit CaCl, oder
Hitzeschock) kann Kompetenz induziert und somit die Transformation, d.h. die Aufnahme
der DNA ermdglicht werden.

Eine Einzelkolonie oder 50 pl einer Gefrierkultur des Bakterienstammes DH5a wurde iiber
Nacht unter Schiitteln ber 220 rpm bei 37°C in LB-Medium inkubiert. Von dieser
Vorkultur wurden 500 ul entnommen, in 100 ml LB-Medium iiberfiihrt und bis zu einer
ODgpo von 0,3-0,4 weiterkultiviert. Die Zellen wurden anschlieend in einem sterilen
Polypropylenréhrchen fiir 5 min bei 2500 x g und 4°C abzentrifugiert und das Pellet in 50
ml 100 mM CacCl, (4 °C) resuspendiert. Die Bakterien wurden fiir 1 h auf Eis inkubiert und
anschliefend fiir 5 min bei 2500 x g und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml
100 mM CaCl, mit 30 % (V/V) Glycerin (4°C) aufgenommen. Die Zellen konnten nun
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entweder flir eine Transformation weiterverwendet oder in 600 pl Aliquots nach

Schockgefrieren im Ethanol/Trockeneisbad bei —80°C gelagert werden.

5.2.2 Transformation kompetenter Bakterien

Fiir die Transformation wurden 200 pl kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und mit
100 pl TCM-Puffer sowie 0,1-1 pg Plasmid-DNA versetzt. Nach kurzem Mischen wurde
der Ansatz fiir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C
fiir 3 min. Der Ansatz wurde danach auf Eis abgekiihlt, anschliefend wurden 700 ul LB-
Medium hinzugefiigt und fiir 40 min bei 37°C und 200 rpm im Schiittler inkubiert. Aus
dem Ansatz wurden 100-500 pl entnommen, auf Selektionsplatten ausplattiert und iiber
Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Antibiotika-resistente Kolonien wurden
anschliefend in 3 ml LB-Selektionsmedium iiberfithrt und zur weiteren Verwendung

kultiviert.

TCM-Puffer: 10 mM Tris/HCI; pH 7,5; 10 mM CaCly;
10 mM MgCl,

5.2.3 Expression und Aufreinigung von GST und GST-RBD

Ausgehend von einer Gefrierkultur BL21(DE3)/pGEX2TK oder
BL21(DE3)/pGEX2TK/RBD wurde eine 50 ml Vorkultur angelegt und tiber Nacht bei
37°C und 200 rpm im Schiittler im LB*™ -Medium inkubiert. Diese Kultur wurde 1:10
mit LB*™"-Fliissigmedium verdiinnt und bis zu einer ODggo von 0,6-1 kultiviert. Nach
Erreichen dieser optischen Dichte wurde die Expression von GST (Glutathion-S-
Transferase) und GST-RBD (Fusionsprotein aus Glutathion-S-Transferase und der Ras-
binding-domain RBD von c-Raf-1) durch Zugabe von 0,1 mM IPTG induziert und fiir
weitere 2 h bei 30°C und 200 rpm inkubiert. Die Kultur wurde bei 4°C und
6800 rpm fiir 10 min abzentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde
in 15 ml Lysispuffer resuspendiert. Durch vierminiitiges Sonicieren bei 50 Watt auf Eis
wurden die Zellen aufgeschlossen und das Lysat mit Triton-X-100 bis zu einer

Endkonzentration von 1 % (V/V) versetzt. Dieser Ansatz wurde fiir 30 min end-over-end
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bei 4°C inkubiert. Feste Zellbestandteile wurden mit Hilfe einer Zentrifugation fiir 10 min
bei 11000 x g (Beckman Zentrifuge J2-HS, Beckman Instruments, Miinchen) bei 4°C vom
Zytosol getrennt. Der Uberstand enthielt das 16sliche GST- bzw. GST-RBD-Protein. Damit
das Lysat bei -80°C gelagert werden konnte, wurde Glyzerol bis zu einer Endkonzentration
von 10 % (V/V) hinzugefiigt. Das Lysat wurde aliquotiert und bei -80°C maximal 4
Wochen gelagert.

Die Bindungsfahigkeit von GST bzw. GST-RBD an Glutathion-Sepharose™ 4B Beads
wurde Uberpriift, indem jeweils 50 ul, 100 pl und 200 pl des E. coli-Lysats mit 25 ul
Glutathion-Sepharose™ 4B Beads bei Raumtemperatur fiir 30 min end-over-end inkubiert
wurden. AnschlieBend wurden die Proben mit Probenpuffer versetzt und nach der
Denaturierung fiir 5 min bei 95°C in einem 12,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel
aufgetrennt. Durch Vergleich der Bandenstdrken konnte die fiir die nachfolgeden Ras-

GTP-Bindungsassays zu verwendende Menge an GST-RBD ermittelt werden.

Lysispuffer: 1 x PBS (sieche 4.8.1) mit 0,5 mM DTT;
0,1 uM Aprotinin; 1 uM Leupeptin;
1 uM Pepstatin A
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5.3 Zellbiologische Methoden

5.3.1 Kultivierung eukaryontischer Zelllinien

Alle Arbeiten mit eukaryontischen Zellen wurden steril in einer Sicherheitswerkbank
durchgefiihrt.

Die Zelllinien wurden in DMEM mit 1 % (V/V) Glutamin (200 mM), 1 % (V/V)
Penicillin/Streptomycin (10000 IU, 10 mg/ml) und 10 % (V/V) FCS bei 37°C, 10 % CO,
und 90 % Luftfeuchtigkeit in einem COs-Inkubator kultiviert. Alle 2-3 Tage erfolgte ein
Medienwechsel bis die Zellen eine Konfluenz von 80-90 % erreicht hatten, dann wurden

sie auf neue Kulturschalen verteilt.

5.3.2 Passagieren von Zellen mittels Trypsin-EDTA-Losung

Adhérente, epitheliale Zellen bilden sowohl Zell-Substrat- als auch Zell-Zell-Kontakte aus.
Diese Verbindungen kdnnen enzymatisch durch Trypsin gelost werden, so dass die Zellen
anschlieend auf neue Kulturschalen verteilt werden kénnen.

Die Zellen wurden einmal mit 5-10 ml CMF-PBS (37°C) gewaschen und anschlie3end mit
1-2 ml Trypsin-EDTA-L6sung (37°C) fiir 1-5 min im CO:-Inkubator inkubiert. Nachdem
die Zellen sich vom Boden der Kulturschale abgelst hatten (Beobachtung unter dem
Mikroskop), wurde die enzymatische Reaktion durch die Zugabe von mindestens einem
Volumenteil serumhaltigen Kulturmedium gestoppt. Die Zellen wurden anschlieBend vom
Boden gespiilt und in ein steriles Zentrifugenréhrchen iibergefiihrt. Die Zentrifugation
erfolgte bei Raumtemperatur fiir 3 min bei 200 x g. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet in einem geeigneten Volumen serumhaltigem Kulturmedium resuspendiert und

auf neue Kulturschalen verteilt.

Trypsin-EDTA-Losung: 0,5 g Trypsin/l
0,2 g EDTA/I
1 x PBS
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
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5.3.3 Bestimmung der Zellzahl

Damit die Zellzahl bestimmt werden konnte, wurden die Zellen wie in 5.3.2. beschrieben
vom Boden der Kulturschale abgelost und nach Zentrifugation in serumhaltigem
Kulturmedium resuspendiert. Von dieser Suspension wurden 10 pl in eine Neubauer
Zihlkammer pipettiert und die Zellen unter dem Mikroskop ausgezéhlt.

Die Anzahl der Zellen in einem grofen Quadrat mit einem Volumen von 0,1 mm?

berechnete sich nach folgender Formel:
Zellzahl x 10*= Zellen/ml Medium

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden mindestens zwei Quadrate ausgezdhlt und der

Mittelwert gebildet.

5.3.4 Einfrieren und Auftauen eukaryontischer Zellen

Das Einfrieren eukaryontischer Zellen - zur Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff -
erfolgte in serumhaltigem Kulturmedium 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 Polypropylenréhrchen mit 9 ml serumhaltigen Kulturmedium verdiinnt
und bei 200 x g fiir 2 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet in 3 ml serumhaltigen Kulturmedium resuspendiert und die Zellen in

Zellkulturschalen (& 60 oder 100 mm) ausgesiit.
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5.3.5 Transiente Transfektion mit DMRIE-C-Reagenz

Eine transiente Transfektion ist dadurch gekennzeichnet, dass die aufgenommene Plasmid-
DNA nicht ins eukaryontische Genom integriert wird, sondern als Plasmid gesondert im
Zellkern vorliegt und dort exprimiert wird.

Das Transfektionsreagenz DMRIE-C (Invitrogen, Leek, Holland) enthdlt das Lipid
1,2-Dimyristyloxopropyl-3-dimethyl-hydroxy-ethyl-ammoniumbromid sowie Cholesterin
in wassriger Losung. Das Lipid bildet mit der DNA einen Komplex, welcher durch die

Zellmembran ins Zellinnere und dann in den Zellkern gelangt.

Fiir eine Transfektion wurden 3 x 10° Zellen in einer 10 cm Kulturschale ausgesit und
iiber Nacht bei 37 °C und 10 % CO, im CO,-Inkubator kultiviert. Pro Transfektion wurden
zwel Ansitze vorbereitet, im ersten Ansatz wurden 50 ul DMRIE-C Reagenz mit 450 pl
DMEM ohne Zusétze gemischt, im zweiten Ansatz wurden 8 pg DNA und 500 ul DMEM
ohne Zusitze gemischt. Die Ansdtze wurden fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert,
danach vereinigt und fiir weitere 30 min inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit DMEM
ohne Zusidtze gewaschen und mit 4 ml DMEM {iberschichtet, danach wurde der
Transfektionsansatz zugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 4 bis 5 h im CO,-Inkubator.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit CMF-PBS gut gewaschen und mit 10 ml
serumhaltigen Kulturmedium iiberschichtet. Nach ca. 24 Stunden wurde das
Kulturmedium abgesaugt und durch DMEM ohne Zusétze ersetzt. Die Zellen wurden
anschliefend fiir 4 h in einen Ruhezustand versetzt. AnschlieBend konnten die Zellen

geerntet oder Stimulationsexperimente durchgefiihrt werden.
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5.4 Proteinbiochemische Methoden

5.4.1 Herstellung von Zelllysaten

5.4.1.1 Ras-RIPA-Extrakte zur Bestimmung der Ras-Aktivitat

Fiir Stimulationsexperimente wurden die Zellen {iber Nacht fiir 16-20 h in DMEM-
Medium ohne Zusétze inkubiert. Anschliefend wurde das Medium von den Zellen
abgesaugt und die Zellen in DMEM mit 30 ng/ml EGF fir 5 min inkubiert. Die
Stimulation wurde durch zweimaliges Waschen mit 5 ml eiskaltem CMF-PBS gestoppt.
Das CMF-PBS wurde vollstindig von den Zellen abgesaugt und danach 500 pl Ras-RIPA-
Puffer hinzugefiigt. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Kulturschale
abgeschabt und in ein kaltes Eppendorf-Gefal tibergefiihrt. Durch mehrmaliges Aufziehen
in einer Spritze mit Kaniile (Nr. 18; 0,5 mm x 25 mm; Becton/Dickinson) wurde das
Zelllysat homogenisiert. Unldsliche Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation fiir 20
min bei 4°C und 14000 x g abgetrennt und der Uberstand in ein neues Eppendorf-Gefil3

iibergefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine Proteinkonzentrationsbestimmung (s. 5.4.2.).

Ras-RIPA-Puffer : 50 mM Tris/HCI, pH 7,2; 150 mM NacCl;
0,1 % (m/V) SDS; 0,5 % (m/V) Natrium-
desoxycholat; 1 % (V/V) Triton X-100; 0,1
puM  Aprotinin; 0,1 uM  Leupeptin;
1 mM PMSF
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5.4.1.2 RIPA-Extrakte zur Bestimmung der ERK2-Aktivitit

Die Stimulation der Zellen sowie die Herstellung der Zelllysate erfolgte wie in 5.4.1.1.
beschrieben. Allerdings wurden dem RIPA-Puffer diesmal die Phosphatase-Inhibitoren
(Natriumpyrophosphat, -Glycerophosphat, Natriumorthovanadat) zugesetzt.

RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,2; 150 mM NacCl;
0,1 % @mV) SDS; 0,5 % (m/V)
Natriumdesoxycholat; 1 % (V/V) Triton X-
100; 10 mM Natriumpyrophosphat;
25 mM B-Glycerophosphat;
2 mM Natriumorthovanadat;

2,1 pg/ml Aprotinin; 1 uM Leupeptin

5.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach der colorimetrischen BCA-Methode
(bicinchoninic acid) nach Smith et. al., 1985.

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass Cu®" konzentrationsabhiingig zu Cu”
reduziert wird, welches mit Bicinchoninsdure einen Komplex bildet, der bei 562 nm
spektroskopisch nachweisbar ist. Zur Erstellung einer Eichkurve wurden 10 pl, 20 pl,
30 pl, 40 pl und 50 pl einer Rinderserumalbumin-Losung (BSA) (2 mg/ml, Sigma,
Taufkirchen) eingesetzt. Von der zu bestimmenden Proteinlésung wurden 10 pl eingesetzt.
Sowohl fiir die Eichwerte als auch fiir die Proben wurden Doppelbestimmungen

durchgefiihrt.

BCA-Reagenz: 10 ml BCA-Protein Assay Reagent A
(Pierce, Sankt Augustin)
200 pl BCA-Protein Assay Reagent B
(CuSO4 Losung) (Sigma, Taufkirchen)

Alle Proben wurden mit H>O auf ein Endvolumen von 50 pl aufgefiillt und anschlie8end je

1 ml BCA Reagenz hinzugefiigt. Nach einer 30miniitigen Inkubation bei 37°C wurde die
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Extinktion bei 562 nm gemessen. Die Proteinkonzentration wurde iiber lineare Regression

ermittelt.

5.4.3 Ras-GTP-Bindungsassay

Zur spezifischen Prézipitation von Ras-GTP wurde das Fusionsprotein GST-RBD
verwendet, welches aus Glutathion-S-Transferase und der Ras-Bindungsdoméine RBD
besteht.

Zur Prézipitation von Ras-GTP wurden 50 pl Glutathion-Sepharose™ 4B zweimal mit
500 pl Ras-RIPA-Puffer gewaschen und dabei zur Sedimentation der Glutathion-
Sepharose™ 4B jeweils fiir 1 min bei 2700 x g bei RT zentrifugiert. Anschlieend wurden
150-200 ul GST-RBD-enthaltendes E. coli-Lysat (s. 5.2.3.) hinzugefiigt und fiir 30 min bei
RT und end-over-end Rotation inkubiert. In einem weiteren Ansatz wurden 50 pl
Glutathion-Sepharose™ 4B mit 150-200ul GST-enthaltenden E. coli-Lysat versetzt, um
eine unspezifische Bindung des Ras-GTP an GST zu tiberpriifen.

Nachdem ungebundenes GST-RBD durch dreimaliges Waschen mit je 300 pl Ras-RIPA-
Puffer entfernt worden war, wurden jeweils 0,5-2 mg/ml Ras-RIPA-Zelllysat hinzugefiigt
und fiir 2 h bei 4°C und end-over-end Rotation inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit
je 300 ul Ras-RIPA-Puffer wurde das Préizipitat mit einer Hamilton Spritze trockengesaugt
und mit 20 pl Probenpuffer versetzt. Die Detektion von Ras-GTP erfolgte durch
Auftrennung der Proteinproben in einem 12,5 % SDS-Polyacrylamid-Gel, die Proteine
wurden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und im Immunoblot mit anti-pan-Ras
und anti-Maus-HRP Antikérper und darauf folgender ECL-Entwicklung (s. 5.5.6.)
detektiert.
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Ras-RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,2; 150 mM NacCl;
0,1 % (m/V) SDS; 0,5 % (m/V) Natrium-
desoxycholat; 1 % (V/V) Triton X-100; 0,1
puM  Aprotinin; 0,1 uM  Leupeptin;
1 mM PMSF

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

5.4.4 ERK-2-Phosphorylierungsassay

Mit Hilfe eines in vitro-Phsophorylierungsassays wurde die Aktivitdt immunprézipitierter

MAP Kinase ERK-2 bzw. HA-ERK-2 bestimmt.

5.4.4.1 Immunprizipitation:

Zur Immunprézipitation der nach Transfektion (siehe 5.3.5.) transient in PANC-1 Zellen
exprimierten HA-ERK-2 wurden 1 pg des Anti-HA 12CAS Antikorpers mit 30 pl Protein-
G-Agarose in 500 pl RIPA-Puffer aufgenommen und fiir 30 min bei 4°C und end-over-end
Rotation inkubiert. Nicht gebundener Antikdrper wurde durch dreimaliges Waschen in 300
ul RIPA-Puffer und anschlieSender Zentrifugation (1 min bei 2700 x g) entfernt. Je nach
Transfektionseffizienz wurden anschlieBend 0,5-2 mg des RIPA-Lysats von PANC-1
Zellen in 500 pl RIPA-Puffer zugefiigt und flir 2 h bei 4°C und end-over-end Rotation
inkubiert. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Das Prizipitat wurde einmal mit
300 pl RIPA und zweimal mit Kinase-Puffer gewaschen (Zentrifugation fiir 1 min, 4°C,
2700 x g). AnschlieBend wurden die Protein-G-Agarose-beads mit einer Hamilton-Spritze
trocken gesaugt und in 30 pl Kinase-Puffer aufgenommen. Zur Kontrolle der
Immunprézipitation wurden jeweils 10 pl des Ansatzes in einem 10 % SDS-
Polyacrylamid-Gel analysiert (s.a. 5.4.5.ff). ERK-2 wurde im Immunoblot mittels anti-
ERK-2-Antikorper und anti-Kaninchen-Antikdrper und anschlieBender alkalische
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Phosphatase-Entwicklung detektiert. Die verbleibende Menge des Prézipitationsansatzes

wurde fur die Kinase-Reaktion verwendet.

Kinase-Reaktion:

Die Kinase-Reaktion wurde durch Zugabe von 5,2 pl des radioaktiven Reaktionsmixes
gestartet. Die Ansétze wurden fiir 10 min bei 37°C inkubiert und dabei das ERK-Substrat
MPB(myelin basic protein)-S5-Peptid von aktivierter ERK-2 phosphoryliert und dadurch
radioaktiv markiert. Der Reaktionsansatz wurde anschlieBend auf p81-Phosphozellulose-
Papier aufgetropft und getrocknet. Ungebundene Aktivitit wurde durch dreimaliges
Waschen (5 min, 30 min, 5 min) in 250 ml 180 mM Orthophosphorsédure entfernt.
Nachdem die Filter kurz in Aceton gespiilt wurden, wurden sie in Szintillationsrohrchen

iiberfiihrt und die Aktivitit im B-Counter als counts per minute gemessen.

RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,2; 150 mM NacCl;
0,1 % @mV) SDS; 0,5 % (m/V)
Natriumdesoxycholat; 1 % (V/V) Triton X-
100; 10 mM Natriumpyrophosphat; 25 mM
B-Glycerophosphat; 2 mM  Natrium-
orthovanadat; 2,1 mg/ml Aprotinin;

1 uM Leupeptin

Kinase-Puffer: 15 mM Tris/HCI, pH 7,2; 15 mM MgCly;
100 mM DTT
Reaktionsmix: 2 pl ATP (20 puM); 0,2 ul [y-*P]JATP

(10pnCi); 3 ul MBP-S5-Peptid (10 mg/ml in
100 mM Tris/HCI, pH 7,4)

Peptidsequenz MBP-S5: Ala-Pro-Arg-Thr-Pro-Gly-Gly-Arg-Arg
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5.4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient zur Auftrennung von Proteinen gemall ihrem Molekulargewicht.
Durch die Zugabe von SDS und durch das Kochen der Proteinproben bei 95°C werden die
Ladungen der Proteine neutralisiert und die Konformation zerstort. Die Proteine erhalten
durch SDS eine negative Nettoladung und wandern somit in einem elektrischen Feld zur
Anode. Das Gel setzt sich aus zwei Gelstrukturen zusammen, dem eigentlichen Trenngel,
in welchem die Proteine aufgetrennt werden und dem dariiber liegenden Sammelgel,
welches die Geltaschen zur Auftragung der Proteinproben enthélt und zur Konzentrierung
der Proteine an der Grenze zum Trenngel dient.

Zunichst wurde das Trenngel zwischen zwei Glasscheiben gegossen und anschlieend
zum Abschluss von Sauerstoff mit H,O-geséttigten 1-Butanol iiberschichtet. Nachdem das
Gel auspolymerisiert war, wurde das 1-Butanol entfernt, das Sammelgel dariiber gegossen
und mit einem 10 oder 14 Taschenkamm versehen. Das Pipettierschema fiir zwei kleine
Gele der GroBBe 8 x 5 x 0,1 cm und fiir ein groBes Gel der GroBe 13 x 15 x 1,5 cm ist in

Tabelle 7 wiedergegeben. Es wurden sowohl 10%ige als auch 12,5%ige Gele verwendet.

Tabelle 6: Pipettierschema zur Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen

Losungen 10 % (ml) 12,5 % (ml) Sammelgel (ml)

30 % (m/V) Acrylamid 2,7 3,37 0,38

2 % (m/V) Bisacrylamid 1,08 1,35 0,15
3 M Tris/HCI, pH 8.8 1 1

1 M Tris/HCL, pH 6,8 0,38

10 % (m/V) SDS 0,08 0,08 0,03

H,O 32 2,16 1,3

60 % (m/V) Saccharose 0,75

10 % (m/V) APS 40 pl 40 pl 30 ul

TEMED 4 ul 4 ul Sul
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Den Proteinproben wurde mindestens 1/5 Volumen SDS-Probenpuffer (5x konz.) zugefiigt
und die Proteine fiir 10 min bei 95°C denaturiert. Vor dem Auftragen der Proben wurden
die Geltaschen griindlich mit Tris-Glycin-Puffer gespiilt. Damit die Proteine geméal ihrer
GroBle zugeordnet werden konnten, wurde zusétzlich zu den Proben eine Spur mit 10 pl
Molekulargewichtsmarker beladen. Der Gellauf erfolgte bei einer konstanten Spannung

von 100 V und je nach Acrylamidgehalt fiir 1-1,5 h.

Tris-Glycin-Puffer (1 x konz.): 2 M Glycin; 0,25 M Tris/HCI, pH 8,5;
0,5 % (m/V) SDS
SDS-Probenpuffer (5 x konz.): 200 mM Tris/HCI, pH 8,8; 5 mM EDTA;

1 M Saccharose;
0,1 % (m/V) Bromphenolblau; 1 mM DTT;
2 % (m/V) SDS

5.4.6 Coomassie-Blau-Fiarbung von SDS-Polyarylamid-Gelen

Nach der Gelelektrophorese wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel entweder
iber mehrere Stunden bei RT oder fir 30-60 min bei 60°C in Coomassie-Blau-
Farbelosung gefarbt. Zum Entfernen des gefarbten Hintergrundes wurde das Gel
anschlieffend solange in Entfarbelosung eingelegt, bis der Hintergrund nicht mehr sichtbar
und die Proteinbanden gut dargestellt waren. Die Entfarbung wurde ebenfalls {iber mehrere

Stunden bei Raumtemperatur oder bei 60°C im Wasserbad durchgefiihrt.

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

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

Eisessig
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5.4.7 Immunoblot

Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden beim Immunoblot in einem elektrischen Feld
auf eine Nitrocellulosemembran (Protran BASS, 0,45 um, Schleicher & Schuell, Dassel)
iiberfiihrt und immobilisiert. AnschlieBend konnten einzelne Proteine mittels

entsprechender Antikorper nachgewiesen werden.

Tankblot:

Nach der Gelelektrophorese wurden sowohl das Gel als auch die Nitrozellulose fiir kurze
Zeit in Transferpuffer eingelegt. AnschlieBend wurden das Gel und die Nitrozellulose
luftblasenfrei zwischen jeweils zwei Lagen ebenfalls in Transferpuffer getrinkte Whatman
Filter Papiere gelegt und mit Hilfe von zwei Plastikhalterungen in die Tankblot-Kammer
(Renner GmbH, Dannstadt) gehidngt. Der Transfer erfolgte bei einer Stromstarke von 125
mA fiir 12 h. Die negativ geladenen Proteine wanderten dabei durch das Gel in Richtung

Anode auf die Nitrozellulosemembran und wurden dort immobilisiert.

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

Semi-dry-blotting

Bei diesem Blotverfahren floss der Strom in der Horizontalen zwischen zwei
Graphitelektroden. Gel und Nitrozellulosemembran wurden ebenfalls wie beim Tankblot in
Transferpuffer eingelegt und anschlieBend zwischen vier Lagen Whatman-Filterpapier
(0,37 mm Dicke, Schleicher&Schuell, Dassel) gelegt, etwaige Luftblasen wurden zur
Verbesserung des Proteintransfers und des Stromflusses entfernt. Der Transfer bendtigte 1-

2 h bei einer Stromstirke von 2,5 mA/cm?.

Transferpuffer: 25 mM Tris/HCI pH 8,3; 1,5 % (m/V)
Glycin, 0,1 % (m/V) SDS; 20 % Methanol
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Anfarben der Nitrozellulosemembran mit Ponceau S

Um die Molekulargewichtsmarkerbanden markieren zu kénnen, wurde die Membran nach
dem Blotten zunichst in H,O gewaschen, dann fiir einige Minuten in Ponceau S-Losung
gefarbt und danach wieder in H,O entférbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren. Die
Molekulargewichtsmarkerbanden wurden mit einem permanenten Stift auf der
Nitrozellulosemembran markiert. AnschlieBend erfolgte die vollstindige Entfiarbung des

Hintergrundes in alkalischer Losung (H,O mit einer kleinen Menge Tris/HCI, pH 9,5).

Ponceau S-Losung (Sigma, Taufkirchen): 0,2 % Ponceau S; 3 % TCA;

3 % Sulfosalicylsdure

Absiitticen der Membran und Bindung des priméren Antikorpers

Unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran wurden vor der
Verwendung des ersten Antikorpers abgesittigt, indem die Membran 1 h bei RT in 5 %
(m/V) Magermilchpulver (Gliicksklee) in CMF-PBS inkubiert wurde. Die anschlieBende
Inkubation mit dem spezifischen Antikorper (in entsprechender Verdiinnung) erfolgte in
0,5 % (m/V) Magermilchpulver in CMF-PBS fiir 3-5 h bei RT oder bei 4°C iiber Nacht auf
einer Wippe. Nicht gebundener Antikérper wurde durch dreimaliges Waschen fiir jeweils
5-10 min mit 0,5 % (m/V) Magermilchpulver in CMF-PBS entfernt. Die Inkubation mit
dem sekunddren Antikorper erfolgte fiir 1 h bei RT auf einer Wippe.

Nachweis immunreaktiver Proteine mittels alkalischer Phospatase-gekoppelter

Antikorper

Nach Inkubation mit alkalische Phosphatase-gekoppeltem sekunddren Antikérper wurde
die Membran zunichst 5-10 min in 0,5 % (m/V) Magermilchpulver in CMF-PBS und
danach in CMF-PBS gewaschen. Somit wurden etwaige Milchpulverreste entfernt. Die
alkalische Phosphatase wurde durch Inkubation in Puffer fiir alkalische Phosphatase
aktiviert. Die Detektion des nachzuweisenden Proteins erfolgte in einem Farbreagenz aus
100 Teilen (V/V) Puffer fiir alkalische Phosphatase und jeweils 1 Teil (V/V) BCIP und
NBT. Die Reaktion erfolgte im Dunkeln bis deutliche Proteinbanden sichtbar waren,

danach konnte die Membran mit H,O gewaschen und an der Luft getrocknet werden.

Puffer fiir alkalische Phosphatase: 50 mM Tris/HCI, pH 9,5; 50 mM MgCl,
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Nachweis mittels HRP-gekoppelter Antikorper

Nach Inkubation mit sekundaren HRP (horse radish peroxidase) -gekoppelten Antikdrper
erfolgten zwei Waschschritte in 0,5 % (m/V) Milchpulver in CMF-PBS, danach in CMF-
PBS ohne Zusitze. Die Aktivierung der horse radish-peroxidase (HRP) erfolgte durch
Inkubation in einem 1:1 Gemisch der ECL-Losungen 1 und 2 (Pierce, Sankt Augustin) fiir
ca. 5 min. Danach wurde auf die mit Frischhaltefolie abgedeckte Nitrozellulosemembran
ein Rontgenfilm in der Dunkelkammer je nach Signalstirke fiir 1-30 min aufgelegt und

anschlielend entwickelt.

5.5 Statistik und verwendete Computerprogramme

5.5.1 Statistik

In allen Versuchen wurden die Werte durch Mehrfachbestimmungen ermittelt (n > 2).

Aus den Mehrfachbestimmungen wurde der standard error of the mean (SEM) wie folgt

ermittelt:

SD

o

SEM =

SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Bestimmungen

Die Standarabweichung (SD) quantifiziert die Variabilitét. Sie wurde wie folgt berechnet:

SD = Z (yl B ymean)
n-1

yi entspricht einem Einzelwert, ymean ist der Mittelwert aus allen y;.



METHODEN 51

5.5.2 Verwendete Computerprogramme

5.5.2.1 Densitometrische Auswertungen von gescannten Immunoblots

Die Bandenintensititen wurden zur Analyse der Expression der unterschiedlichen Proteine

mit Hilfe des ImageQuant Programms der Firma Amersham, Freiburg ausgewertet.

5.5.2.2 Errechnung der Standardabweichung

Die Errechnung der Standardabweichung und des Standard of the mean erfolgte mit Hilfe
von GraphPad Prism® Version 2.01 der Firma GraphPad Software, San Diego,
Californien, USA.

5.5.2.3 Bearbeitung der Abbildungen

Die Bearbeitung und Darstellung der Abbildungen erfolgte mit Hilfe von Micrografx

Designer 7.0 und Micrografx Picturr Publisher der Firma Micrografx Inc., Miinchen.
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6 Ergebnisse

6.1 Klonierungen

6.1.1 Klonierung der cDNA von K-Ras in pcDNA3.1/HA

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die cDNA von humanem K-Ras4B am 5’-Ende mit der
Erkennungssequenz fiir einen HA-Antikorper zu versehen und in einen eukaryontischen
Expressionsvektor zu klonieren. AnschlieBend sollten Zellen der humanen
Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 mit diesem Plasmid transient transfiziert werden und
die Expression und Funktionalitit der transient exprimierten Proteine iiberpriift werden.
Zundchst wurde die cDNA-Sequenz fiir K-Ras4B, im weiteren mit K-Ras bezeichnet,
mittels der Restriktionsenzyme Ndel und BamHI aus pVL1393/K-Ras herausgeschnitten
und anschlieBend in den pBlueskript Vektor pKS/HA ligiert, welcher ebenfalls mit oben
genannten Restriktionsenzymen geschnitten worden war. Die Insertion der K-Ras cDNA in
den Vektor wurde durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung iiberpriift. Anschliefend
wurde das HA-K-Ras Fragment nach Hindlll/BamHI-Restriktionsverdau aus pKS/HA-K-
Ras isoliert und in den mit Hindlll/BamHI hydrolysierten eukaryontischen
Expressionsvektor pcDNA3.1(+) ligiert. Die Abbildung 2 zeigt die mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen hydrolysierten Plasmid-DNAs nach Auftrennung in einem 1%igen

Agarosegel.
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Abbildung 2: Restriktionsanalyse von pcDNA3.1(+)/HA-K-Ras. Zur Generierung des Expressionsvektors
pcDNA3.1(+)/HA-K-Ras wurde die cDNA fiir K-Ras aus pVL1393/K-Ras mit Hilfe der Restriktionsenzyme
Ndel und BamHI herausgeschnitten (Spur 1). AnschlieBend wurde das K-Ras-Fragment in den Vektor
pKS/HA kloniert, mittels der Restriktionsenzyme HindIll und BamH] aus diesem Vektor herausgeschnitten
(Spur 2) und in pcDNA3.1(+)/HindI1l/BamHI kloniert (Spur 3). Zur Uberpriifung der pcDNA3.1(+)/HA-K-
Ras-Klonierung wurde das Plasmid mittels HindIIl und BamHI gespalten (Spur 4). Fiir jede Hydrolyse wurde
1 png Plasmid-DNA eingesetzt, die DNA anschlieBend in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt und in
Ethidiumbromid angefirbt. Als Groenstandard diente der DNA-Marker Lambda DNA/EcoRI+HindIIl.

6.1.2 Klonierung von HA-K-Ras in pEGFP-C3

Da sich im Verlauf der Transfektionen von PANC-1 Zellen herausstellte, dass nach
transienter Expression des pcDNA3.1(+)/HA-K-Ras Plasmids nur eine geringe Expression
des HA-K-Ras-Proteins in den Zellen nachweisbar war, wurde die Klonierung eines
zweiten Expressionssplasmids vorgenommen. Hierbei handelte es sich um einen Vektor,
der fiir das fluoreszierende Protein EGFP (enhanced green fluorescent protein) kodiert und
die Expression eines EGFP-HA-K-Ras-Fusionsproteins ermoglicht. Bei der Klonierung
von pEGFP-C3/HA-K-Ras wurde das HA-K-Ras-Fragment nach Hydrolyse mit PsfI und
BamHI aus pcDNA3.1(+)/HA-K-Ras isoliert und in pEGFP-C3/Pstl/BamH]I eingefiigt. Die
Insertion der HA-K-Ras cDNA wurde mittels Sequenzierung iiberpriift.

Die Abbildung 3 stellt das HA-K-Ras Fragment und den Vektor pEGFP-C3 nach
Hydrolyse mit PstI und BamHI in einem 1%igen Agarosegel dar.
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Abbildung 3: Restriktionsanalyse von pEGFP-C3/HA-K-Ras Zur Klonierung von pEGFP-C3/HA-K-Ras
wurde die HA-K-Ras cDNA nach PstI-BamHI-Spaltung von pcDNA3.1(+)/HA-K-Ras die HA-K-Ras cDNA
isoliert und in pEGFP-C3/Pstl/BamH] eingefiigt. Zur Uberpriifung der Klonierung wurden 1 pg der pEGFP-
C3/HA-K-Ras Plasmid-DNA mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten, in einem 1%igen
Agarosegel aufgetrennt und die DNA in Ethidiumbromid angefiarbt. Als GroSenstandard diente der DNA-
Marker Lambda DNA/EcoRI+Hindlll. Es stellen sich die charakteristischen Banden von 5148 bp fiir
pEGFP-C3 und 564 bp fiir HA-K-Ras dar.

Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung der beiden Klonierungen.
pcDNA3.1(+)/HA-K-Ras
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pEGFP-C3/HA-K-Ras
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Klonierung von pcDNA3.1(+)/HA-K-Ras und pEGFP-
C3/HA-K-Ras. Die cDNA fiir HA-K-Ras wurde als Hindlll/BamHI-Fragment in pcDNA3.1(+) und als
Pstl/BamHI in pEGFP-C3 ligiert. Die genaue Beschreibung findet sich im Text. Die Lokalisation des HA-

Epitops, des Start- und des Stopkodons sowie einiger Restriktionsenzyme ist angegeben.
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Um die Eigenschaften von EGFP-HA-K-Ras mit anderen Ras-Isoformen und Mutanten zu
vergleichen, wurden im weiteren Verlauf der Arbeit folgende in Tabelle 8 aufgefiihrten

Ras-Expressionsplasmide verwendet.

Tabelle 7: Plasmide, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

pVL1393/K-Ras pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12V)
pKS/HA pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12D)
pKS/HA-K-Ras pEGFP-C2/K-Ras (S17N)
pcDNA3.1(+) pEGFP-C3/HA-H-Ras (S17N)
pcDNA3.1(+)/HA-K-Ras pEGFP-C3/HA-N-Ras (G12)
pEGFP-C3 pEGFP-C3/HA-N-Ras (G12V)
pEGFP-C3/HA-K-Ras
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6.2 Transiente Transfektion von PANC-1 Zellen

6.2.1 Lokalisation von transient exprimierten EGFP-HA-Ras-

Fusionsproteinen in PANC-1 Zellen

Nachdem die cDNAs fiir die EGFP-HA-K-Ras-Fusionsproteine wie im vorherigen Kapitel
beschrieben, kloniert worden waren, wurde die Expression und anschliefend die
Funktionalitit dieser und weiterer K-Ras Fusionsproteine iiberpriift. Hierzu wurden die
Plasmide transient in PANC-1 Pankreaskarzinomzellen transfiziert. Es wurden 5 x 10°
PANC-1 Zellen pro Loch einer 6-Lochplatte ausgesit und jeweils mit 0,5 pg, 1 pg und 2
ug pEGFP-C3/HA-K-Ras, pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12V), pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12D)
und pEGFP-C2/K-Ras (S17N) transient transfiziert. Die Zellen wurden 4 bis 5 Stunden im
Transfektionsreagenz-Ansatz inkubiert und dann in serumhaltigem Kulturmedium weiter
inkubiert. Nach einer Expressionszeit von 24 Stunden in serumhaltigem Kulturmedium
wurden die Zellen in einer 4%igen Paraformaldehyd-Losung fixiert. Die Abbildung 5 zeigt

die fixierten Zellen in der Fluoreszenzdarstellung und im Phasenkonstrast.

Nach Anregung der Zellen bei 488 nm mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
fluoreszierten die PANC-1 Zellen, welche die EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine
exprimierten griin, nicht exprimierende Zellen waren unter diesen Bedingungen nicht
sichtbar. Die Plasmamembran der EGFP-HA-Ras-Fusionsprotein-exprimierenden PANC-1
Zellen leuchtete heller als das Zytoplasma, was auf eine membranidre Lokalisation der
EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine  hindeutete. Die membrandre Lokalisation dieser
Fusionsproteine wurde in der Arbeitsgruppe in weiterfiihrenden Versuchen bestétigt

(U. Dreifligacker, Dissertation Universitidt Ulm).
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EGFP-Fluoreszenz Phasenkontrast

EGFP-HA-K-Ras

EGFP-HA-K-Ras (G12V)

EGFP-HA-K-Ras (G12D)

EGFP-K-Ras (S17N)

10 pm

Abbildung 5: Fluoreszenz- und Phasenkontrastdarstellung von PANC-1 Zellen nach transienter
Expression von EGFP-HA-Ras-Fusionsproteinen. Es wurden 5 x 10* PANC-1 Zellen pro Loch einer
6-Lochplatte ausgesit und mit 2 pug pEGFP-C3/HA-K-Ras, pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12V), pEGFP-C3/HA-
K-Ras (G12D) und pEGFP-C2/K-Ras (S17N) transient transfiziert. Der Transfektions-Ansatz wurde nach
4 Stunden von den Zellen entfernt und die Zellen in serumhaltigem Kulturmedium inkubiert. Nach einer
Expressionszeit von 24 Stunden wurden die Zellen in einer 4%igen Paraformaldehyd-Losung fixiert. Die
linken Abbildungen zeigen die Zellen in Fluoreszenzdarstellung, die rechten Abbildungen stellen die Zellen
im Phasenkontrast dar. Die Fluoreszenz der Plasmamembran der PANC-1 Zellen demonstriert die
vorwiegende Lokalisation der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine an der Plasmamembran. Die

Phasenkontrastaufnahmen stellen alle Zellen im Bildausschnitt dar. Maf3stab 10 pm.
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6.2.2 Nachweis der = EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine in
Zelllysaten

Im nichsten Schritt wurde die Expression und Funktionalitidt der verwendeten EGFP-HA-
Ras-Fusionsproteine analysiert. Hierzu wurden transiente Transfektionen von PANC-1

Zellen durchgefiihrt und die Ras-Expression mittels Immunoblot-Verfahren dargestellt.

Zur Uberpriifung der transienten Expression wurden pEGFP-C3, pEGFP-C3/HA-K-Ras,
pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12V), pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12D), pEGFP-C2/K-Ras (S17N),
pEGFP-C3/HA-H-Ras (S17N), pEGFP-C3/HA-N-Ras und pEGFP-C3/HA-N-Ras (G12V)
mittels liposomenvermittelter Transfektion in zwei parallelen Versuchsansitzen transient
in PANC-1 Zellen eingebracht. Nach einer Expressionszeit von 24 Stunden wurden die
Zellen durch Inkubation in DMEM ohne Zusitze fiir 4 Stunden in einen Ruhezustand
versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen aus einem Versuchsansatz in RIPA-Puffer
lysiert, die Zellen des zweiten Ansatzes wurden vor der Zelllyse fiir 5 min mit 30 ng/ml
EGF behandelt. Danach wurden 50 ug Gesamtprotein der Zelllysate in einem 12,5%igen
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
tibertragen und mittels eines anti-Pan-Ras (OP40) Antikorpers und anschlieBender ECL-

Entwicklung nachgewiesen.

Abbildung 6 stellt die Expression der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine und der endogenen

Ras-Proteine nach einer exemplarischen transienten Expression dar.
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Abbildung 6: Nachweis der transienten Expression der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine in PANC-1
Zellen. PANC-1 Zellen wurden mit 8 pg pEGFP-C3, pEGFP-C3/HA-K-Ras, pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12V),
pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12D), pEGFP-C2/K-Ras (S17N), pEGFP-C3/HA-H-Ras (S17N), pEGFP-C3/HA-
N-Ras und pEGFP-C3/HA-N-Ras (G12V) in zwei parallelen Versuchsansitzen transient transfiziert. Nach
einer 24stiindigen Inkubation in DMEM mit 10 % FCS wurden die Zellen fiir 4 h in DMEM ohne Zusitze in
einen Ruhezustand versetzt. Ein Versuchsansatz wurde direkt nach dem Aushungern lysiert, der zweite
Ansatz wurde vor der Zelllyse fiir Smin mit 30 ng/ml EGF behandelt. AnschlieBend wurden jeweils 50 pg
Gesamtprotein in einem 12,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Ras wurde im Immunoblot mit anti-
Pan-Ras (OP40) und anti-Maus HRP Antikorper sowie anschlieBender ECL-Entwicklung detektiert. Die

Position der Markerbanden ist gekennzeichnet.

Die Abbildung zeigt, dass PANC-1 Zellen die heterologen EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine
unterschiedlich stark exprimieren. Am stirksten wurde HA-H-Ras (S17N) exprimiert,
gefolgt von HA-N-Ras. Die konstitutiv aktiven Mutanten HA-K-Ras (G12V) und HA-K-
Ras (G12D) wurden stirker von PANC-1 Zellen produziert als die konstitutiv aktive
Mutante HA-N-Ras (G12V). Die dominant negative Mutante K-Ras (S17N) zeigte die
schwichste Expression in PANC-1 Zellen nach transienter Transfektion. Ferner zeigen die
Ergebnisse, dass die Behandlung der PANC-1 Zellen mit 30 ng/ml EGF keinen
signifikanten Einfluss auf die Expression der heterologen und endogenen Ras-Proteine
hatte. Die endogenen Ras-Proteine wurden bei Transfektion mit den EGFP-HA-Ras-

Fusionsproteinen gleichméBig exprimiert und zeigten keine Unterschiede.

Aufgrund der fluoreszierenden FEigenschaften konnten die mit EGFP-HA-Ras-

Fusionsproteinen transfizierten PANC-1 Zellen nach Anregung bei 488 nm unter dem
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Fluoreszenzmikroskop analysiert werden, so dass die Transfektionseffizienz bestimmt
werden konnte. Hierzu wurde die Anzahl der Zellen, welche das EGFP-HA-Ras-
Fusionsprotein exprimierten, zur Anzahl der nicht exprimierenden und somit nicht
fluoreszierenden Zellen zum Quotienten gesetzt. Die daraus resultierende
Transfektionseffizienz wurde in Prozent angegeben. Durch Variation der Expressionszeit
konnte gezeigt werden, dass die hochste Ausbeute an EGFP-HA-Ras-Fusionsprotein-
exprimierenden Zellen bei einer Expressionszeit von 24 Stunden erzielt werden konnte, die

Transfektionseffizienz entsprach 15-20 % (Daten nicht dargestellt).

6.2.3 Expressionsanalyse

Zur Quantifizierung der Expression der verschiedenen EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine
wurde eine densitometrische Messung der Bandenintensititen durchgefiihrt, welche der
Expression der unterschiedlichen EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine entsprachen. Hierzu
wurden entsprechenden Immunoblots die Expression von 4 unabhingigen transienten
Transfektionen verwendet. Die jeweiligen Bandenintensitdten, welche der Expression der
unterschiedlichen Proteine entsprachen, mit Hilfe des ImageQuant-Programms
densitometrisch vermessen. Die Intensitidt der Bande, welche der Expression von EGFP-
HA-K-Ras entsprach, wurde als Referenz verwendet. Die Intensititen der tibrigen EGFP-
HA-Ras-Fusionsproteine wurden bestimmt, der Referenz zum Quotienten gesetzt und
somit konnten die jeweiligen Expressionsfaktoren fiir die einzelnen Versuche bestimmt
werden. AnschlieBend wurden aus den erhaltenen Werten die Mittelwerte und
Standardabweichungen (+ SD) der unterschiedlichen Expressionsfaktoren ermittelt und
graphisch als Balkendiagramm (s. Abb. 7) dargestellt. Am stirksten wurde EGFP-HA-H-
Ras (S17N) mit einem Expressionsfaktor von 3,30 (+ 3,25) in PANC-1 Zellen transient
exprimiert, EGFP-HA-N-Ras erhielt den Expressionsfaktor 1,45(%+ 0,92), fiir EGFP-HA-K-
Ras (G12D) betrugen die Werte 1,43 (+ 0,76), fir EGFP-HA-K-Ras (G12V) 1,32 (£ 0,40),
fir EGFP-HA-N-Ras (G12V) 1,27 (x 0,99) und fir EGFP-K-Ras (S17N) betrug der
Expressionsfaktor 0,66 (£ 0,50). Damit konnte folgende Reihenfolge fiir die Expression
der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine erstellt werden:

transiente Expression von H-Ras (S17N) > N-Ras > K-Ras (G12D) > K-Ras (G12V) >
N-Ras (G12V) > K-Ras > K-Ras (S17N).
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Die Abbildung 7 demonstriert die Analyse der Expression der EGFP-HA-Ras-Proteine von

4 transienten Expressionen.
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Abbildung 7: Quantifizierung der transienten Expression der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine in
ruhenden PANC-1 Zellen. Die Bandenintensititen der entsprechenden Fusionsproteine wurden
densitometrisch vermessen. Als Referenz (Expressionsfaktor = 1) wurde die Intensitit der Bande, welche der
Expression von EGFP-HA-K-Ras entsprach, verwendet. Die iibrigen Intensititen wurden der Referenz zum
Quotienten gesetzt und damit die entsprechenden Expressionsfaktoren fiir die jeweiligen EGFP-HA-Ras-
Fusionsproteine bestimmt. Aus 4 Versuchsreihen wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen (+ SD)

ermittelt.

Die zuvor dargestellten Ergebnisse zeigten, dass die EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine in
unterschiedlichen Mengen in PANC-1 Zellen exprimiert wurden. Diese Unterschiede
konnen durch die leicht unterschiedlichen Transfektionseffizienzen (15-20 %) oder
verschiedene zelluldre Regulationsmechanismen der Expression oder der Proteinstabilitit
erkliart werden. Die zugrunde liegenden Mechanismen wurden in der vorliegenden Arbeit
jedoch nicht nédher analysiert. Damit quantitative Vergleiche in den anschlieBenden Ras-
GTP-Bindungsassays gezogen werden konnten, wurden die Bandenintensititen der
Isoformen nach Darstellung der Proteine im Immunoblot densitometrisch und visuell
miteinander verglichen und die Expressionsverhéltnisse der EGFP-Ras-Proteine bestimmt.
AnschlieBend wurden die auf einen einheitlichen Ras-Gehalt angeglichenen Proteinlysate

erneut in einem 12,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die Proteine im
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Immunoblot dargestellt. Waren die Bandenintensititen der EGFP-Ras-Isoformen gleich, so
konnten daraus die Gesamt-Proteinmengen abgeleitet werden, die im nachfolgenden Ras-
GTP-Bindungsassay eingesetzt wurden. Abbildung 8 zeigt die Proteine nach der
Angleichung der EGFP-HA-Ras-Menge.
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Abbildung 8: Expression der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine nach Angleichen der Proteinmengen am
EGFP-HA-Ras-Gehalt. Um quantitative Vergleiche im Ras-GTP-Bindungsassay ziehen zu konnen, wurde
die Proteinmenge der transient transfizierten PANC-1 Zellen, welche in Ras-RIPA-Puffer lysiert wurden, auf
einen einheitlichen EGFP-HA-Ras-Gehalt angeglichen. Nach densitometrischem Angleich der EGFP-HA-
Proteinmengen wurden die entsprechenden Gesamtproteinmengen in einem 12,5%igen SDS-Polyacrylamid-
Gel aufgetrennt und Ras im Immunoblot mit anti-Pan-Ras (OP40) und anti-Maus HRP und darauffolgender
ECL-Entwicklung detektiert. Somit konnte iiberpriift werden, ob alle aufgetragenen Proben die gleiche

Menge EGFP-HA-Ras-Protein aufwiesen.
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6.2.4 Nachweis der EGFP-HA-Ras-Aktivitat in transient
transfizierten PANC-1 Zellen

6.2.4.1 Expression und Aufreinigung von GST-RBD

Zum Nachweis der Funktionalitit der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine wurden Ras-GTP-
Bindungsassays durchgefiihrt. Grundlage dieser Experimente ist, dass GTP-gebundenes
und damit aktiviertes Ras eine etwa 100fach hohere Affinitit zur Ras-Bindungsdomine
seines Effektors Raf hat als die GDP-gebundene Form. Um aktiviertes GTP-gebundenes
Ras aus einem Zelllysat zu isolieren, wurde ein Fusionsprotein aus GST (Glutathion-S-
Transferase) und der Ras binding domain (RBD) von c-Raf-1 rekombinant in E. coli
exprimiert. Dieses GST-RBD-Fusionsprotein wurde an Glutathion-Sepharose gekoppelt
und anschlieBend mit einem PANC-1 Zelllysat inkubiert, um GTP-gebundenes, aktives
Ras zu isolieren. GST-RBD wurde in den E. coli Stimmen DHS5a oder BL21(DE3)
exprimiert und anschlieBend durch Bindung an Gluthathion Sepharose aus dem Lysat
aufgereinigt. Vergleichende Analysen der Expression des Fusionproteins in diesen beiden
E. coli-Stimmen zeigen, dass in BL21(DE3) eine hohere Konzentration des GST-RBDs
erreicht werden konnte als in DHSa-Kulturen. Dariiber hinaus zeigte sich, dass die starkste
Expression bei einer Inkubation von 2 Stunden nach Induktion mit 0,1 mM IPTG bei 30°C
erzielt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Zur Uberpriifung der Expression von GST-
RBD und seiner Bindung an Gluthathion-Sepharose wurden jeweils 50 pl Glutathion-
Sepharose mit unterschiedlichen Mengen GST-RBD-exprimierenden E. coli-Lysat
inkubiert und das Prizipitat anschlieBend nach mehrmaligen Waschen in einem SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Durch Vergleich der Bandenstirken erfolgte eine
semiquantitative Mengenbestimmung fiir den Einsatz im Ras-GTP-Bindungsassay. In
einem Ras-GTP-Prizipitationsassay wurden etwa 30 pg GST-RBD eingesetzt. In
Abbildung 9 ist die GST-RBD-Expression in einem E. coli-Lysat in einem SDS-
Polyacrylamid-Gel und Glutathion-Sepharose-prizipitiertes GST-RBD nach dem Transfer

auf Nitrozellulose und Ponceau-S-Firbung dargestellt.
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Abbildung 9: SDS-Polyacrylamid-Gel der Expression und Prizipitation von GST-RBD. GST-RBD-
Fusionsproteine wurden in dem E. coli-Stamm BL21 (DE3) exprimiert. Zur Analyse der Expression wurden
vor Induktion der Expression mit 0,1 mM IPTG sowie nach 2stiindiger Expression jeweils 1 ml
Bakterienkultur entnommen, die Bakterien sedimentiert, mit SDS-Probenpuffer versetzt und die Proteine
anschliefend in einem 12,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde anschliefend mit
Coomassie-Blau gefirbt. Die linke Abbildung zeigt ein exemplarisches Gel. Die Expression von GST und
GST-RBD ist anhand der zusitzlichen Proteinbanden deutlich zu erkennen. Die rechte Abbildung zeigt
exemplarisch die Bindung von GST-RBD an Gluthathion-Sepharose. Hierzu wurden jeweils 50 pl
Glutathion-Sepharose mit 50 pl, 100 pl, 150 pl und 200 pl GST-RBD-haltigen E. coli-Lysat inkubiert und
anschliefend im 12,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden anschliefend auf
Nitrozellulose transferiert und die Membran mit Ponceau-Rot gefirbt. Die anschlieBenden Versuche wurden
bei Verwendung mit der dargestellten GST-RBD-Préiparation mit 150 ul E. coli-Lysat durchgefiihrt. Die

Position der Markerbanden ist gekennzeichnet.
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6.2.4.2 Bestimmung der Ras-Aktivitit in ruhenden Zellen

Nachdem belegt werden konnte, dass die EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine in PANC-1
Zellen transient exprimiert wurden, wurde die Aktivitéit dieser Proteine tiberpriift. Hierzu
wurde der Ras-GTP-Bindungsassay durchgefiihrt. Der spezifischen Prizipitation von Ras-
GTP liegt zugrunde, dass GTP-gebundenes und damit aktives Ras mit einer 100fach
hoheren Bindungsaffinitit an die Effektordomidne RBD von c-Raf-1 bindet als GDP-
gebundenes, inaktives Ras. Um den Ras-GTP-Gehalt der PANC-1 Zellen zu iiberpriifen
und um damit einen Hinweis auf die Aktivitdt der unterschiedlichen EGFP-HA-Ras-
Fusionsproteine zu gewinnen, wurden PANC-1 Zellen jeweils mit pEGFP-C3/HA-K-Ras,
pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12V), pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12D), pEGFP-C2/K-Ras (S17N),
pEGFP-C3/HA-N-Ras, pEGFP-C3/HA-N-Ras (G12V), pEGFP-C3/HA-H-Ras (S17N)
sowie pEGFP-C3 transient transfiziert. Nach 24 Stunden Expressionszeit in serumhaltigem
Kulturmedium wurden die Zellen fiir 4 Stunden durch Inkubation in DMEM ohne Zusitze
in einen Ruhezustand versetzt. AnschlieBend wurden RIPA-Lysate hergestellt und die
Expression der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine in 50 pg Gesamtprotein im Immunoblot
mittels anti-Pan-Ras (OP40) Antikorpers detektiert. Da PANC-1 Zellen die EGFP-HA-
Ras-Fusionsproteine nach transienter Transfektion unterschiedlich exprimierten, mussten
die Proteinmengen vor der Durchfiihrung des Ras-GTP-Bindungsassays so aneinander
angeglichen werden, dass gleiche Mengen EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine im Ras-GTP-

Bindungsassays eingesetzt wurden (s.a. 6.2.3.).

Fiir den Ras-GTP-Bindungsassay wurden 0,5 bis 1,5 mg des Gesamtproteins verwendet.
Aktive, GTP-gebundene EGFP-HA-Ras-Proteine wurden durch Inkubation mit GST-RBD,
welches zuvor an Glutathion-Sepharose gebunden wurde, aus den RIPA-Zelllysaten
isoliert. Die Prizipitate wurden in einem 12,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt
und das durch Bindung an GST-RBD prizipitierte Ras-GTP im Immunoblot
nachgewiesen. Als Kontrolle wurden Zelllysate von Zellen verwendet, die zum einem nur
mit dem leeren Vektor und zum anderen nicht transfiziert worden waren. Zur Priifung, dass
gleiche EGFP-HA-Ras-Proteinmengen im Assay verwendet wurden, wurde ein Aliquot
(jeweils ein Zehntel der im Ras-GTP-Bindungsassay verwendeten Proteinmenge) in einem

12,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und Ras im Immunoblot detektiert.

In Abbildung 10 sind die Ergebnisse eines repridsentativen Ras-GTP-Bindungsassays
dargestellt.
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Abbildung 10: Nachweis der Aktivitit der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine im Ras-GTP-
Bindungsassay. 3 x 10° PANC-1 Zellen wurden mit jeweils 8 pg pEGFP-C3, pEGFP-C3/HA-K-Ras,
pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12V), pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12D), pEGFP-C3/HA-N-Ras und pEGFP-C3/HA-
N-Ras (G12V) transient transfizert. Nach einer Expressionszeit von 24 Stunden im serumhaltigen
Kulturmedium wurden die Zellen fiir 4 h in DMEM ohne Zusétze inkubiert und anschliefend in RIPA-Puffer
lysiert. Pro Ansatz wurden 30 pg GST-RBD an 50 pl Glutathion-Sepharose gebunden und mit 0,5-1,5 mg
PANC-1 Gesamtprotein inkubiert. Die Proben wurden anschlieBend in einem 12,5%igen SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine im Immunoblot mit anti-Pan-Ras
(OP40) und anti-Maus HRP Antikorper, bzw. anti-GFP und anti-Kaninchen HRP Antikorper, sowie
darauffolgender ECL-Entwicklung detektiert. Als Kontrolle wurden 1 mg eines Lysats von nicht
transfizierten PANC-1 Zellen (PANC-1) und von Vektor-transfizierten PANC-1 Zellen (EGFP) verwendet.
Dargestellt ist in (A) ein exemplarischer Bindungsassay. In (B) ist der dazugehorige Immunoblot abgebildet,
auf welchem jeweils ein Zehntel der im Ras-GTP-Bindungsassay verwendeten Lysate aufgetrennt ist. Die
EGFP-HA-Ras-Proteine und die endogenen Ras-Proteine wurden im Immunoblot mit oben genannten

Antikorpern detektiert.
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Im Ras-GTP-Bindungsassay konnte dargestellt werden, dass der Ras-GTP-Gehalt in
PANC-1 Zellen, welche die konstitutiv aktiven EGFP-HA-Ras-Mutanten K-Ras (G12V),
-K-Ras (G12D) und -N-Ras (G12V) exprimieren, hoher ist als der Ras-GTP-Gehalt der
wildtypischen EGFP-HA-Ras-Fusionsprotein-exprimierenden PANC-1 Zellen. Somit
weisen die konstitutiv aktiven EGFP-HA-Ras-Mutanten K-Ras (G12V), -K-Ras (G12D)
und -N-Ras (G12V) einen hoheren Aktivititszustand auf als die wildtypischen Formen.
AuBerdem zeigt die Abbildung, dass die Aktivitit von K-Ras (G12D) vergleichbar mit der
Aktivitdt von K-Ras (G12V) ist. Die Aktivitéit der konstitutiv aktiven Form N-Ras (G12V)
ist hoher als die der wildtypischen Form von N-Ras und hoher als die Aktivitdt der
konstitutiv aktiven Mutanten K-Ras (G12V) und K-Ras (G12D). Zusitzlich konnte gezeigt
werden, dass die dominant negativen Mutanten der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine K-Ras
(S17N) und H-Ras (S17N) nicht an GST-RBD binden und somit nicht in GTP-gebundener
Form in der Zelle vorliegen (siehe Abbildung 10). Im Kontroll-Immunoblot, in welchem
ein Aliquot der im Assay eingesetzten Proteine aufgetragen wurde, konnte gezeigt werden,
dass der unterschiedliche GTP-Gehalt in den verschiedenen PANC-1 Zellen nicht auf
unterschiedlichen Proteinmengen beruhte, da die immunreaktiven Banden in Hohe 48 kDa,

die den EGFP-HA-Ras-Fusionsproteinen entsprachen, gleich intensiv gefédrbt waren.

Die Ergebnisse der Ras-GTP-Bindungsassays zeigen, dass sich die wildtypischen und
mutierten EGFP-HA-Ras-Proteine in ihrer Aktivitdt entsprechend ihrer Mutationen

verhalten.
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6.2.4.3 Bestimmung der Ras-Aktivitit nach Stimulation der Zellen mit

Wachstumsfaktoren

Nachdem die Aktivitit der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine in ruhenden PANC-1 Zellen
nach transienter Transfektion untersucht und nachgewiesen worden war, wurde die
Aktivierbarkeit der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine in PANC-1 Zellen durch
Wachstumsfaktoren bestimmt. Hierzu wurden die Zellen transient mit pEGFP-C3, pEGFP-
C3/HA-K-Ras, pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12V), pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12D), pEGFP-
C2/K-Ras (S17N), pEGFP-C3/HA-H-Ras (S17N), pEGFP-C3/HA-N-Ras und pEGFP-
C3/HA-N-Ras (G12V) in zwei parallelen Versuchsreihen transfiziert und fiir 24 Stunden in
serumhaltigem Kulturmedium inkubiert. Nach vierstiindigem Aushungern in DMEM ohne
Zusitze wurden die Ansitze einer Versuchsreihe fiir 5 Minuten mit 30 ng/ml EGF
behandelt, die Ansitze der anderen Versuchsreihe blieben unbehandelt. Anschlieend
wurden RIPA-Zelllysate hergestellt und jeweils 50 pug Gesamtprotein in einem 12,5%igen
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die Expression der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine
wurde mit Hilfe des anti-Pan-Ras (OP40) Antikorpers im Immunoblot dargestellt.

Nach Angleichung der EGFP-HA-Ras-Proteinmengen in den unterschiedlichen Ansitzen
auf einen einheitlichen EGFP-HA-Ras-Gehalt wurden Ras-GTP-Bindungsassays
durchgefiihrt. Hierbei wurde GTP-gebundenes, aktiviertes Ras mit Hilfe von GST-RBD
aus den Zelllysaten isoliert. Die Proteine wurden anschlieend in einem 12,5%igen SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die Ras-Proteine im Immnunoblot mit einem anti-Pan-
Ras (OP40)- und anti-Maus-Antikorper, sowie darauffolgender ECL-Entwicklung
detektiert. Um zu kontrollieren, ob pro Probe die gleiche Ras-Proteinmenge eingesetzt
worden war, wurde ein Zehntel der im Assay eingesetzt Proteinmenge in einem SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die Ras-Proteine ebenfalls mit anti-Pan-Ras (OP40)-

und anti-Maus-Antikérpern im Immunoblot nachgewiesen.

Die Abbildung 11 zeigt die Ergebnisse eines repridsentativen Ras-GTP-Bindungsassays

und die dazugehorigen Lysat-Kontrollen.
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Abbildung 11: Nachweise von Ras-GTP nach Behandlung transient transfizierter PANC-1 Zellen mit
EGF. 3 x 10° PANC-1 Zellen wurden mit den unterschiedlichen EGFP-HA-Ras-Expressionsplasmiden in

zwei parallelen Versuchsreihen transient transfiziert. Nach 24stiindiger Inkubation in serumhaltigem

Kulturmedium wurden die Zellen fiir 4 Stunden in serumfreien DMEM inkubiert. AnschlieBend wurde der

Ansatz einer Versuchsreihe direkt lysiert, der Ansatz der zweiten Versuchsreihe wurde fiir 5 min mit

30 ng/ml EGF behandelt und danach lysiert. GTP-gebundenes Ras wurde mit Hilfe von GST-RBD aus den

Zelllysaten isoliert und anschlieBend im Immunoblot mit Hilfe von anti-Pan-Ras (OP40)- und anti-Maus

Antikorpern und darauffolgender ECL-Detektion dargestellt. Spalte A zeigt den Ras-GTP-Gehalt der

verschiedenen EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine. Spalte B stellt die Immunoblots dar, die jeweils ein Zehntel

der im Ras-GTP-Bindungasassay verwendeten Proteinmenge enthalten. Die Position der Markerbanden ist

gekennzeichnet.
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Durch die Behandlung der Zellen mit 30 ng/ml EGF konnte die Bindung der wildtypischen
Proteine EGFP-HA-K-Ras und EGFP-HA-N-Ras an GST-RBD und damit die Aktivitédt der
Proteine gesteigert werden. Die Bandenintensitdt der konstitutiv aktiven Formen EGFP-
HA-K-Ras (G12V), EGFP-HA-K-Ras (G12D) und EGFP-HA-N-Ras (G12V) dagegen
blieb unverdndert. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass die Aktivitit der konstitutiv
aktiven Mutanten EGFP-HA-K-Ras (G12V), -K-Ras (G12D) und N-Ras (G12V) nicht
durch den Wachstumsfaktor EGF gesteigert werden kann. Die dominant negativen Formen
EGFP-HA-H-Ras (S17N) und EGFP-K-Ras (S17N) interagierten nicht mit GST-RBD,
eine Behandlung mit 30 ng/ml EGF bewirkte keine Anderung des Aktivititszustands. Im
Kontrollgel, in welchem ein Zehntel der im Ras-GTP-Bindungsassay verwendeten EGFP-
HA-Ras-Protein-Menge aufgetragen wurde und die EGFP-HA-Ras-Proteine mittels
entsprechender Antikérper im Immunoblot dargestellt wurden, konnte nachgewiesen
werden, dass die Unterschiede der Bindungsaffinitit der EGFP-HA-Ras-Proteine an RBD
verschiedenen Aktivititszustinden zugrunde lagen und nicht durch unterschiedliche

Proteinmengen verursacht wurden.

Zusammenfassend konnte durch diese Versuche gezeigt werden, dass die transient
exprimierten EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine in PANC-1 Zellen aktiv waren. Im Ras-GTP-
Bindungsassay konnten mutations- und isoformabhéngige Bindungen an rekombinantes
GST-RBD  festgestellt ~werden. Die verschiedenen Bindungen entsprachen
unterschiedlichen Aktivitdtszustanden. Der Anteil GTP-gebundener EGFP-HA-Ras-
Proteine und damit die Aktivitdt der wildtypischen Formen von EGFP-HA-K-Ras und —N-
Ras konnte im Gegensatz zu den konstitutiv aktiven Mutanten K-Ras (G12V) und K-Ras
(G12D) und N-Ras (G12V) durch die Behandlung ruhender PANC-1 Zellen mit 30 ng/ml
EGF gesteigert werden. Dominant negative EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine interagieren

nicht mit GST-RBD und liegen somit nicht im GTP-gebundenen Zustand vor.
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6.3 Einfluss von EGFP-Ras auf die Aktivitit von ERK-2

6.3.1 Nachweis der Expression von EGFP-HA-Ras-Isoformen
und HA-ERK-2 in RIPA-Lysaten

Um den Einfluss einer transienten Expression von wildtypischen und mutierten EGFP-HA-
K-Ras und EGFP-HA-N-Ras auf die Aktivitit der MAP Kinase ERK-2 zu {iiberpriifen,
wurden pEGFP-C3, pEGFP-C3/HA-K-Ras, pEGFP-C3/HA-K-Ras (G12V), pEGFP-
C3/HA-K-Ras (G12D), pEGFP-C2/K-Ras (S17N), pEGFP-C3/HA-N-Ras sowie pEGFP-
C3/HA-N-Ras (G12V) jeweils gemeinsam mit pcDNA3/HA-ERK-2 in PANC-1 Zellen

kotransfiziert und die Proteine fiir 24 Stunden exprimiert (siche auch 6.2.1.).

Zunachst wurde die Expression der HA-Ras-Konstrukte und der MAP Kinase HA-ERK-2
in den Zelllysaten mittels Immunoblot analysiert. Dazu wurden 50 pg des entsprechenden
Zelllysats in einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die Proteinexpression mit
anti-Pan-Ras (OP40) bzw. anti-ERK-2 Antikorper im Immunoblot nachgewiesen.

Abbildung 12 zeigt die Expression der koexprimierten Proteine.
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Abbildung 12: Nachweis von HA-ERK-2 und EGFP-HA-Ras-Isoformen nach transienter Expression
im Immunoblot. 3 x 10° PANC-1 Zellen wurden jeweils mit 8 ug pcDNA3.1(+)/HA-ERK-2 und 8 g der
unterschiedlichen EGFP-HA-Ras-Expressionsplasmide kotransfiziert. Nach 24stiindiger Inkubation in
serumhaltigem Kulturmedium wurden die Zellen durch Inkubation in DMEM ohne Zusitze fiir 4 h in einen
Ruhezustand versetzt. Anschlieend erfolgte die Lyse der Zellen. Jeweils 50 ug Gesamtprotein wurden in
einem 10%igen (HA-ERK-2) bzw. 12,5%igen (EGFP-HA-Ras) SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die
entsprechenden Proteine im Immunoblot detektiert. In (A) wurden HA-ERK-2 (schmale Bande) und
endogene ERK-2 (dicke Bande) im Immunoblot mit anti-ERK-2 und anti-Kaninchen alkalische Phosphatase
Antikorpern detektiert. Abbildung B zeigt die EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine, die im Immunoblot mit anti-
Pan-Ras (OP40) und anti-Maus HRP sowie ECL-Entwicklung nachgewiesen wurden. Die Position der

Markerbanden ist gekennzeichnet.
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Entsprechend der Expressionsanalyse der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine  bei
Monotransfektion wurden die Expressionsfaktoren der Proteine bei Kotransfektion mittels
densitometrischer Auswertung bestimmt. Die Intensitit der Bande, welcher der Expression
von EGFP-HA-K-Ras entsprach, wurde als Referenz verwendet (Expressionsfaktor = 1).
Die Intensitidten der iibrigen EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine wurden der Referenz zum
Quotienten gesetzt und somit die jeweiligen Expressionsfaktoren fiir die einzelnen
Transfektionen bestimmt. Aus 4 transienten Transfektionen wurden die Mittelwerte und
die Standardabweichungen (+ SD) der jeweiligen Expression der EGFP-HA-Ras-
Fusionsproteine bestimmt und graphisch in einem Balkendiagramm (siehe. Abb. 13)

dargestellt.

Abbildung 13 demonstriert die Expressionsfaktoren der HA-Ras-Isoformen nach

Auswertung von 4 transienten Kotransfektionen.
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Abbildung 13: Analyse der Expression der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine bei Kotransfektion mit
HA-ERK-2 in PANC-1 Zellen. Zur Analyse der Expressionsfaktoren der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine
bei Kotransfektion mit HA-ERK-2 wurden die Bandenstirken der unterschiedlichen EGFP-HA-Ras-
Fusionsproteine densitometrisch mittels des ImageQuant-Programms bestimmt. Der Wert fiir EGFP-HA-K-
Ras wurde fiir jeden Versuch als Referenz verwendet und gleich 1 gesetzt. Die densitometrischen Werte der
anderen EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine wurden der Referenz zum Quotienten gesetzt und damit die
Expressionsfaktoren fiir die einzelnen Proteine bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SD) aus 4

unabhingigen transienten Transfektionen.
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Die Analyse zeigt, dass EGFP-HA-H-Ras (S17N) mit einem Expressionsfaktor von 3,0
(£ 0,37) in PANC-1 Zellen am stirksten exprimiert wurde, gefolgt von EGFP-HA-N-Ras
mit einem Faktor von 2,0 ( 0,95), EGFP-HA-N-Ras (G12V) 1,8 (+ 0,81), EGFP-HA-K-
Ras (G12D) 1,7 (x 0,73), EGFP-HA-K-Ras (G12V) 1,6 (+ 0,48). Am schlechtesten wurde
EGFP-K-Ras (S17N) mit einem Expressionsfaktor von 0,8 (+ 0,37) in PANC-1 Zellen
transient exprimiert. Zusammenfassend konnte bei der Analyse der transienten Expression
der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine bei Kotransfektion mit HA-ERK-2 in PANC-1 Zellen
folgende Reihenfolge aufgestellt werden:

Expression von HA-H-Ras (S17N) > HA-N-Ras > HA-N-Ras (G12V) >
HA-K-Ras (G12D) > HA-K-Ras (G12V) > HA-K-Ras > K-Ras (S17N).

Somit werden bei Koexpression mit HA-ERK-2 H-Ras-Proteine in der dominant negativen
Form und N-Ras-Proteine in der wildtypischen und konstitutiv aktiven Form stédrker
transient in PANC-1 Zellen exprimiert als die wildtypischen und konstitutiv aktiven

Formen des K-Ras-Proteins.

Die Analyse der transienten Expression der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine bei
Kotransfektion mit HA-ERK-2 in PANC-1 Zellen ergab vergleichbare relative Werte zu
den entsprechenden Monotransfektionen, aber eine abweichende Reihenfolge denn N-Ras
(G12V) wurde in der Kotransfektion stiarker exprimiert als in der Monotransfektion. Eine
Analyse der HA-ERK-2 Expression bei Kotransfektion mit den EGFP-HA-Ras-
Fusionsproteinen war aufgrund der geringen Expression nur bedingt auswertbar, es konnte
aber kein deutlicher Einfluss der EGFP-HA-Fusionsproteine auf die Expression der HA-
ERK-2 bei Kotransfektion festgestellt werden.
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6.3.2 Einfluss von EGFP-HA-Ras auf die Aktivitit von HA-
ERK-2 in ruhenden Zellen

Nachdem die Expression der EGFP-HA-Ras-Isoformen und HA-ERK-2 iiberpriift worden
war, wurde der Einfluss der EGFP-HA-Ras-Proteine auf die ERK-2 Aktivitidt durch
Messung der radioaktiven in vitro Phosphorylierung eines Peptids aus dem myelin basic

protein (MBP) untersucht.

Da die Expression der HA-ERK-2-Proteine in allen Transfektionsansitzen einheitlich war,
wurde fiir diese Versuche die gleiche Proteinmenge von allen Zelllysaten verwendet. Zur
Bestimmung der HA-ERK-2-Aktivitit wurde dieses Protein mit Hilfe von anti-HA-
Antikorpern aus den RIPA-Proteinlysaten immunprizipitiert. Um zu iiberpriifen, ob in
jeder Probe die gleiche Menge HA-ERK-2 immunprézipitiert worden war, wurde jeweils
1/3 des Prizipitats vor der Kinasereaktion entnommen und die HA-markierte Kinase im
Immunoblot mit einem ERK-2 Antikorper nachgewiesen. Die verbleibenden 2/3 des
Prézipitats wurden zur Bestimmung der HA-ERK-2-Aktivitit verwendet. Als Mal fiir die
Aktivitdt der MAP Kinase ERK-2 wurde die radioaktive Phosphorylierung des MBP-
Peptids in counts per minute (cpm) gemessen. Die Ergebnisse eines reprisentativen

Experiments sind in Abbildung 14 abgebildet.

In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass eine Kotransfektion der konstitutiv aktiven
Mutanten EGFP-HA-K-Ras (G12V) und K-Ras (G12D) mit HA-ERK-2 die Aktivitit der
HA-ERK-2 in PANC-1 Zellen um den Faktor 5,0 im Vergleich zu EGFP-exprimierenden
PANC-1 Zellen steigern konnte. Eine Kotransfektion mit der konstitutiv aktiven Mutante
EGFP-HA-N-Ras (G12V) steigerte die HA-ERK-2-Aktivitit um den Faktor 6,1. Bei
Kotransfektion mit der wildtypischen Form EGFP-HA-N-Ras wurde die HA-ERK-2-
Aktivitdit um den Faktor 3,6 angehoben, bei einer Kotransfektion mit der wildtypischen
Form EGFP-HA-K-Ras wurde die Aktivitit um den Faktor 2,4 erhoht. Die Kotransfektion
mit der dominant negativen Mutante EGFP-K-Ras (S17N) fiihrte zu einer leicht geringeren
Phosphorylierung des MBP-Peptids als in den EGFP-exprimierenden Kontroll-PANC-1
Zellen. Der Faktor betrug 0,9. Zur Kontrolle der eingesetzten EGFP-HA-Ras- und HA-
ERK-2-Mengen wurden jeweils ein Drittel des HA-ERK-2-Prizipitats sowie 50 pg
Gesamtprotein Die in Abbildung 14 dargestellten Immunoblots zeigen, dass zwar die
prazipitierten HA-ERK-2 Proteinmengen pro Probe nahezu gleich waren, die EGFP-HA-

Ras-Fusionsproteine in den einzelnen Proben jedoch unterschiedlich exprimiert wurden.
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Abbildung 14: Einfluss von EGFP-HA-Ras-Isoformen auf die HA-ERK-2 Aktivitit in transient
transfizierten PANC-1 Zellen. 3 x 10° PANC-1 Zellen wurden transient mit je 8 pug pcDNA3.1 (+)/HA-
ERK-2 und 8 pg der entsprechenden pEGFP-HA-Ras-Expressionsplasmide transfiziert. Nach einer
Inkubation von 24 h in serumhaltigem Kulturmedium wurden die Zellen fiir weitere 4 h durch Inkubation in
DMEM ohne Zusitze in einen Ruhezustand versetzt und anschliefend lysiert. (A) HA-ERK-2 wurde mit
Hilfe von anti-HA-Antikorpern aus RIPA-Zellysaten (1,7 mg Gesamtprotein pro Probe) immunpréazipitiert
und die Aktivitit der HA-ERK-2 im in-vitro-Phosphorylierungsassay mit MBP-Peptid und [’P]ATP
bestimmt. Die Darstellung der HA-ERK-2 Aktivitit erfolgte als counts per minute (cpm) nach Messung der
emittierten B-Strahlung im B-Counter. (B) Zum Nachweis der EGFP-HA-Ras-Expression wurden 50 ug
Gesamtprotein in einem 12,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die EGFP-HA-Ras-
Fusionsproteine im Immunoblot mit anti-Pan-Ras (OP40) und anti-Maus HRP und ECL-Entwicklung
nachgewiesen. Zur Kontrolle der im in vitro-Phosphorylierungsassay eingesetzten HA-ERK-2 Menge wurde
ein Drittel des Immunprizipitationsansatzes in einem 10%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und
anschliefend HA-ERK-2 mit anti-ERK-2 und anti-Kaninchen Alkalische Phosphatase im Immunoblot
dargestellt.
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Zur quantitativen Analyse des Einflusses einer Kotransfektion von EGFP-HA-Ras-
Fusionsproteinen mit HA-ERK-2 auf die Aktivitit von HA-ERK-2 in PANC-1 Zellen,
wurden die Stimulationsfaktoren der durchgefiihrten Aktivitdsassays berechnet. Hierzu
wurde die MBP-Phosphorylierung als count per minute jeder Probe pro Versuch zum
Quotienten des Wertes der MBP-Phosphorylierung von EGFP-exprimierenden PANC-1
Zellen gesetzt und damit der Stimulationsfaktor fiir jede Probe bestimmt. Aus mindestens 3
Aktivitatsassays wurden die Mittelwerte und die Standardabweichungen (£ SD) ermittelt

und graphisch als Balkendiagramm (siehe Abbildung 15) dargestellt.
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Abbildung 15: Analyse der Stimulationsfaktoren zur Ermittlung des Einflusses von EGFP-HA-Ras-
Isoformen auf die HA-ERK-2-Aktivitidt in PANC-1 Zellen nach transienter Transfektion. Zur Analyse
der Stimulationsfaktoren wurden die MBP-Phosphorylierungen [gemessen als count per minute (cpm)] der
jeweiligen EGFP-HA-Ras-Isoformen zum Quotienten der MBP-Phosphorylierung von EGFP-
exprimierenden PANC-1 Zellen gesetzt. Die Mittelwerte und die Standardabweichungen (+ SD) wurden aus
mindestens 3 durchgefiihrten Phosphorylierungsexperimenten ermittelt und als Balkendiagramm graphisch

dargestellt.
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Die quantitative Auswertung aller durchgefiihrten MBP-Phosphorylierungsassays ergab,
dass eine Kotransfektion der PANC-1 Zellen mit der konstitutiv aktiven Mutante EGFP-
HA-K-Ras (G12D) und HA-ERK-2 eine Steigerung der HA-ERK-2-Aktivitit um den
Faktor 3,4 (£ 0,76) im Vergleich zu EGFP-exprimierenden PANC-1 Zellen erbrachte. Bei
einer Kotransfektion der Zellen mit EGFP-HA-K-Ras (G12V) und HA-ERK-2 wurde die
Aktivitdt der HA-ERK-2 um nahezu den gleichen Faktor 3,3 (+ 0,37) wie durch HA-K-Ras
(G12D) gesteigert. Die zweitstédrkste Steigerung der HA-ERK-2-Aktivierung erfolgte bei
Kotransfektion mit der konstitutiv aktiven Mutanten EGFP-HA-N-Ras (G12V), die HA-
ERK-2-Aktivitdt wurde um den Faktor 2,8 (+ 0,16) gesteigert. Eine Kotransfektion mit den
wildtypischen Formen EGFP-HA-K-Ras und -N-Ras verursachte eine vergleichbar starke
Aktivierungssteigerung um den Faktor 1,5 (£ 0,2) fiir wildtypisches K-Ras und 1,6
(£ 0,19) fiir wildtypisches N-Ras. Bei Kotransfektion mit der dominant negativen Mutante
EGFP-K-Ras (S17N) wurde eine HA-ERK-2-Aktivierung um das 1,4fache (£ 0,21) im
Vergleich zu EGFP-exprimierenden Zellen erreicht. Entsprechend der inaktivierenden
Mutation wire eine Erniedrigung der Aktivitit oder keine Anderung der Aktivitit zu
erwarten. Zusitzlich miissen die Aktivierungen der HA-ERK-2 im Hinblick auf die
unterschiedlichen Expressionen der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine betrachtet werden.
Obwohl EGFP-HA-N-Ras und EGFP-HA-N-Ras (G12V) bei Kotransfektion mit HA-
ERK-2 am stédrksten in PANC-1 Zellen exprimiert wurden, wurde die stirkste Aktivierung
der HA-ERK-2 bei Kotransfektion mit den konstitutiv aktiven Mutanten EGFP-HA-K-Ras
(G12V) und -K-Ras (G12D) erreicht, welche geringer exprimiert wurden als die N-Ras
Formen. Die wildtypische Form von K-Ras stimulierte die HA-ERK-2-Aktivitit
vergleichbar gleich stark wie der Wildtyp von N-Ras bei jedoch geringerer Expression von

K-Ras im Vergleich zu N-Ras.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass wildtypische, konstitutiv
aktive und dominant negative EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine aktiv in PANC-1
Pankreaskarzinomzellen exprimiert werden. Die Expressionsstirke der einzelnen EGFP-
HA-Ras-Fusionsproteine ist abhédngig von der Isoform un der Mutation. Die Aktivitdt der
transient exprimierten Ras-Proteine ist dabei abhingig von der Mutation. In Bezug auf die
Aktivierung der koexprimierten MAP Kinase HA-ERK-2 konnte festgestellt werden, dass
diese Kinase in PANC-1 Zellen, die bereits endogen konstitutiv aktives K-Ras (G12D)
exprimieren, durch die transiente Expression von konstitutiv aktivem und wildtypischen
EGFP-HA-K-Ras und —N-Ras aktiviert wird. EGFP-HA-K-Ras Proteine aktivieren ERK-2
dabei stirker als EGFP-HA-N-Ras Proteine.
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7 Diskussion

Derzeit steht das Pankreaskarzinom an 4. Stelle der tumorbedingten Todesursachen der
USA (Jemal ef al., 2002) und seine Inzidenz hat eine steigende Tendenz (DiMagno et al.,
1999; Bardeesy und DePinho, 2002). Diese Tumorentitidt ist gekennzeichnet durch
reduzierte diagnostische Moglichkeiten und wenige Therapieoptionen, welche damit auch
die schlechte Prognose bestimmen. Aus diesem Grund besteht ein gro3es Interesse an der
Untersuchung der molekulargenetischen Verdnderungen des Pankreaskarzinoms, damit
sowohl die diagnostischen, als auch therapeutischen Moglichkeiten und in diesem Sinne
die Prognose verbessert werden kdnnen.

Eine der hiufigsten molekulargenetischen Verdnderungen im Pankreaskarzinom ist die
Mutation im K-ras-Gen (Almoguera et al., 1998; Hruban ef al., 2000). Ras-Gene kodieren
fiir 4 Ras-Proteine, N-Ras, H-Ras und K-Ras4A und K-Ras4B, die ubiquitir exprimiert
werden. Die besondere Bedeutung der Ras-Proteine liegt in ihrer Funktion als
Schliisselproteine in der Signaltransduktion von intrazelluliren Funktionen wie
Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose (Marshall, 1995; Clark und Hynes,
1996; Howe und Juliano, 1998; Gille und Downward, 1999). Deregulation der genannten
Funktionen sind wesentliche Ereignisse der Karzinogenese (zusammengefasst in Evan und
Vousden, 2001). Im Bezug auf das Pankreaskarzinom koénnen in bis zu 90 % aller Fille
aktivierende Mutationen im K-ras Gen nachgewiesen werden (Longnecker und Terhune,
1998; Hilgers et al., 1999). Vor diesem Hintergrund und der Tatsache, dass bereits 30 %
aller friihen Pankreasldsionen eine K-ras-Mutation aufweisen (Terhune et al., 1998; Hilger
und Kern, 1999; Apple et al., 1999; Hruban et al., 2000), wurde bereits versucht, die K-
ras-Mutation als diagnostischen Marker (Okada et al., 1998) oder als therapeutischen
Ansatzpunkt zu verwenden (zusammengefasst in Adjei, 2001).

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde die Expression von Ras-Isoformen in der
humanen Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 und ihr Verhalten beziiglich der
Signalweiterleitung auf Effektorproteine untersucht. Hierzu wurden die unterschiedlichen
Ras-Isoformen, im besonderen K- und N-Ras, im Bezug auf ihre Funktionalitit und ihre
Signaltransduktionseigenschaften nach ektopischer Expression in Pankreaskarzinomzellen
untersucht. Diese Versuche wurden in der Zelllinie PANC-1 durchgefiihrt. PANC-1 Zellen
entstammen einem humanen duktalen Pankreaskarzinom und enthalten eine
monoallelische K-ras Mutation [K-Ras (G12D)] (Madden und Sarras, 1988; Giehl et al.,
2000).
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7.1 Expression und Funktionalitit von EGFP-HA-Ras-
Fusionsproteinen in PANC-1 Zellen

Zur transienten Expression der Ras-Isoformen H-Ras, K-Ras4B und N-Ras in PANC-1
Zellen und zur Darstellung eventueller  Unterschiede  wurden  zunichst
Expressionsplasmide der unterschiedlichen Ras-Isoformen generiert. Im Anschluss daran
wurde die Funktionalitit der Proteine untersucht.

Die Herstellung von EGFP-HA-Ras-Fusionsproteinen brachte mehrere Vorteile mit sich.
Zum einen konnten die EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine aufgrund ihres hoheren
Molekulargewichtes von 48 kDa gut von den endogenen Ras-Proteinen mit einem
Molekulargewicht von 21 kDa unterschieden werden. Zum anderen erlangten die
Fusionsproteine durch die Fusion mit dem Enhanced Green Flourescent Protein (EGFP)
fluoreszierende Eigenschaften, wodurch die Expression der Fusionsproteine in lebenden
Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop nach Anregung bei 488 nm beobachtet werden
konnte. Darliber hinaus ergab sich so die Moglichkeit der Beobachtung der intrazelluldren
Verteilung der Proteine (Soderqvist et al., 1997; Nakagawa et al., 2001). Den grofiten
Nutzen brachte jedoch die hohere Transfektionseffizienz und Proteinausbeute im Vergleich
zu Versuchen mit pcDNA-Konstrukten, die die Verwendung wesentlich groBerer
Proteinmengen filir die anschlieBenden biochemischen Versuche zulieB. Eine mogliche
Ursache dieser erhohten Proteinexpression der pEGFP-C3-Konstrukte konnte in den
unterschiedlichen Promoter- und Enhancer-Strukturen der Expressionsplasmide liegen.
Wihrend die pEGFP-C3-Plasmide iiber eine Kosak-Sequenz direkt vor dem EGFP-
Startkodon verfligen und damit eine verbesserte Translation verbunden mit einer erhdhten
Expression der Proteine gewihrleistet wird, ist in den pcDNA3.1(+)-Konstrukten keine
Kosak-Sequenz enthalten.

Die transiente Transfektion der PANC-1 Zellen mit den entsprechenden EGFP-HA-Ras-
Expressionsplasmiden  fiihrte zu  folgenden  Ergebnissen: mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops, bedingt durch fluoreszierende Eigenschaften des EGFP-Proteins,
lieBen sich die EGFP-HA-Ras-Fusionsprotein-exprimierenden PANC-1 Zellen nach
Anregung bei 488 nm darstellen. Die Expression der entsprechenden Fusionsproteine
konnte in Immunoblots bestitigt werden. Die densitometrische Auswertung der Expression
dieser Proteine nach Immunoblotanalyse ergab folgende Reihenfolge in der

Expressionsstirke der Proteine:
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H-Ras (SI7N) > N-Ras (G12) > K-Ras (G12D) > K-Ras (G12V) > N-Ras (G12V) > K-Ras
(G12) > K-Ras (S17N) bei Monotransfektion bzw.

H-Ras (S17N) > N-Ras (G12) > N-Ras (G12V) > K-Ras (G12D) > K-Ras (G12V) > K-Ras
(G12) > K-Ras (S17N) bei Kotransfektion mit HA-ERK-2.

Obwohl die gleiche Menge DNA und die gleiche Anzahl an Zellen fiir die Versuche
verwendet worden war, konnte somit eine unterschiedliche Expression der Ras-Proteine
nachgewiesen werden. Die Bedeutung dieser unterschiedlichen Expression ist unklar. Es
stellt sich die Frage, ob die Unterschiede isoformspezifische Funktionen der Proteine
widerspiegeln und diese daher in unterschiedlichen Mengen in den Zellen produziert
werden. Direkte Vergleiche der Expression der Ras-Isoformen in einer Zelllinie wurden
bisher noch nicht beschrieben und somit konnen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
nicht mit anderen Versuchsergebnissen verglichen werden. Vorhergehende
Expressionsexperimente unserer Arbeitsgruppe demonstrierten bereits eine hohere
Expression des dominant negativen Proteins H-Ras (S17N) nach transienter Transfektion
von PANC-1 Zellen im Vergleich zu konstitutiv aktiven K- und N-Ras (B.Skripczynski,
Dissertation Universitdt Ulm), ohne dass eine eindeutige Erkldrung hierfiir gegeben
werden konnte. Es wird jedoch angenommen, dass die unterschiedliche Expression der
Ras-Proteine mit isoformspezifischen Funktionen zusammenhéngt. Unter diesem Aspekt
finden sich in der Literatur zahlreiche FErgebnisse, welche die Hypothese einer
isoformspezifischen Funktion von Ras-Proteinen unterstiitzen. Wird das Vorkommen der
verdnderten Ras-Proteine in den unterschiedlichen Tumorentititen genauer betrachtet, so
stellt sich eine besondere Verteilung der Ras-Mutationen dar. Mutationen im K-ras Gen
lassen sich vor allem in soliden Tumoren, insbesondere des Pankreas, des Kolon und der
Lungen nachweisen (Bos, 1989). Wihrenddessen sind H-ras-Mutationen selten in
Karzinomen zu finden. Sie sind vor allem im Gallenblasen-Karzinom zu beobachten
(Adjei, 2001). Mutationen des N-ras Gens sind typisch fliir Hdmatoblastosen, maligne
Melanome oder Neuroblastome (Bos, 1989). Da Mutationen im K-ras Gen am hiufigsten
auftreten, wird eine besondere Empfindlichkeit dieses Gens gegeniiber Mutationen
diskutiert, welche wiederum die Entstehung von Tumoren erleichtern. Dariiber hinaus wird
eine besondere Bedeutung von K-Ras bei der Entwicklung und Erhaltung von Karzinomen
erortert. Zu dieser Erkenntnis tragen zum einen die Untersuchungen von Johnson und

Mitarbeitern bei, die zeigen, dass bei transgenen Méausen mit onkogenen K-Ras-Proteinen
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vermehrt Tumore, insbesondere Lungentumore auftreten (Johnson et al., 2001). Dariiber
hinaus konnte in transgenen Mausmodellen, welche onkogene K-Ras-Proteine in sich
tragen, eine Entwicklung von letalen myeloproliferativen Storungen in diesen Méusen
dargestellt werden. Dies fiihrte zu der Erkenntnis, dass onkogenes K-Ras die Entstehung

von Leukdmien der myeloischen Reihe in Miusen erleichtern kann (Braun et al., 2004).

Eine isoformspezifische Funktion der Ras-Proteine lésst sich auch aus den Untersuchungen
von knockout Méiusen ableiten. K-Ras defiziente Méuse verstarben am 12. bis 14.
embryonalen Tag aufgrund von Herzversagen bei schwerer myokardialer Schidigung. Als
Ursache hierfiir wurde eine verminderte Proliferation der Myokardiozyten nachgewiesen,
die in einer Atrophie der Ventrikelwand und damit einer reduzierten Ejektionsfraktion im
Sinne eines Herzversagens resultierte. Zudem wurde bei K-Ras defizienten Mausen eine
vermehrte Rate der Apoptose von Motoneuronen des Riickenmarks dokumentiert. Auch
waren Schidigungen in der fetalen Leber und damit Storungen in der Entwicklung des
fetalen hdmatopoetischen Systems nachweisbar. Als eine weitere mdgliche Todesursache
wird eine Andmie diskutiert, da die totgeborenen Embryos typische Zeichen einer Anédmie
aufwiesen (Koera et al., 1997; Johnson et al., 1997). Im Gegenzug hierzu konnte eine
fehlerfreie embryonale Entwicklung und Geburt von N-Ras und H-Ras-defizienten Méusen
beobachtet werden. Diese genetisch verdnderten Méuse wiesen aulerdem eine regelrechte
Fortpflanzung auf (Umanoff er al., 1995). Als Erklirung werden {iiberlappenden
Funktionen der Ras-Proteine diskutiert, so dass die fehlende Funktion von N- oder H-Ras-
Proteinen durch die vorhandenen Ras-Proteine kompensiert werden kann. Nur K-ras
scheint fiir essentielle Funktionen wéhrend der Entwicklung zu kodieren. Untersuchungen
von Maiusen mit fehlender N-Ras Funktion und heterozygoter K-ras-Deletion zeigten
auerdem, dass beide Ras-Isoformen genetisch miteinander interagieren. Ein Grossteil der
Tiere verstarb bereits zwischen dem 10. und 12. embryonalen Entwicklungstag. Nur
wenige Tiere wurden lebend geboren, diese wurden allerdings vom Muttertier verstof3en
und verstarben wenige Tage nach der Geburt. Histologische Untersuchungen der
verdnderten Tiere ergaben schwere andmische Zustinde und verlangsamte embryonale
Entwicklung im Vergleich zu normalen Tieren und zu N-Ras defizienten Tieren (Johnson
et al., 1997). Diese Untersuchungen bekriftigen die Annahme, dass K-ras fiir einzigartige
essentielle Funktionen kodiert, die nicht durch H- und N-ras kompensiert werden kénnen.

Im Gegenzug dazu vermag jedoch K-Ras das Fehlen von H- und N-Ras-Proteinen
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auszugleichen (Johnson ef al., 1997). Somit konnte ein deutlicher Hinweis auf

isoformspezifische Funktionen dargestellt werden.

Weitere Anhaltspunkte auf funktionelle Unterschiede werden in Untersuchungen beziiglich
der Lokalisation der Ras-Isoformen gegeben. Im Rahmen von Untersuchung zur
Membranassoziation der einzelnen Ras-Isoformen konnte eine unterschiedliche Verteilung
der Ras-Proteine in der Plasmamembran nachgewiesen werden (Simons und Toomre,
2000). Hierbei handelt es sich um verschiedene Mikrodominen der Membran mit
unterschiedlicher Lipid- und/oder Proteinkomposition. Wiahrend sich K-Ras4B
hauptsichlich in non-raft Dominen befindet (Apolloni ef al., 2000; Chen und Resh, 2001;
Prior et al., 2001; Niv et al., 2002), ist H-Ras sowohl in non-raft als auch in raft Doménen
der Plasmamembran verteilt. N-Ras-Proteine wurden sowohl in Kolokalisation mit H-Ras
in der Plasmamembran als auch in Caveolae gefunden. Caveolae sind in der
Plasmamembran invaginierte und durch Caveolin aggregierte /ipid rafts. Zudem konnte N-
Ras in zelluldren Ausldufern und Filopodien identifiziert werden (Rebollo et al., 1999).
Aus diesen unterschiedlichen Mikrodoménen heraus konnen die Ras-Isoformen mit
verschiedenen Effektorproteinen interagieren, verschiedene Signale in die Zelle
weiterleiten und somit unterschiedliche Funktionen ausiiben (Hancock, 2003). Es zeigte
sich allerdings, dass die funktionellen Unterschiede der Ras-Isoformen je nach Zellsystem
bzw. Tumor divergieren. Wihrend eine besondere Bedeutung der K-Ras Mutation in der
Entstehung humaner Tumorentititen im Besonderen des Pankreas- und Magenkarzioms
(Brembeck et al., 2003) dargestellt wurde, konnte nachgewiesen werden, dass onkogenes
H-Ras in Ratten die Entwicklung von Mamma-Karzinom stirker induzierte als onkogenes
K-Ras. Damit stellt sich ein hoheres Tumor-induzierendes Potential von H-Ras als von K-
Ras in Ratten-Brustdriisen heraus (Kim et al., 2002), wobei die Erkldrung nicht in der
unterschiedlichen Expression der Proteine, sondern in den Proteinen, im genaueren in der
Aminosduresequenz der Proteine liegt. Ahnliche Ergebnisse liefern
Transformationsstudien von Maher und Mitarbeitern. In diesen Studien wurden die
transformierenden Eigenschaften von H-, N- und K-Ras in verschiedenen Zellsystemen
untersucht (Maher et al., 1995). Wihrend onkogenes H-Ras (G12V) in murinen Rat-2 und
NIH3T3 Fibroblasten eine 4mal stirkere Transformation dieser Zellen verursachte als
onkogenes N- und K-Ras (G12V), hatte onkogenes N-Ras (G12V) in der humanen
himatopoetischen Zelllinie TF-1 ein mindestens dreifach hoheres Transformationspotential

als onkogenes K- und H-Ras. Diese Untersuchungen bestitigen die Abhéngigkeit der
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biologischen Funktion der Ras-Isoformen von Zelltypus, Organismus und Spezies. Sowohl
Kim als auch Maher betonten jedoch, dass die Spezifitit der Ras-Isoformen nicht der
unterschiedlichen Expression der Proteine in der jeweiligen Zelllinie zugrunde liegt,

sondern im Protein selbst (Maher et al., 1995; Kim et al., 2002).

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die unterschiedlichen transformierenden
Eigenschaften liegt in der Tatsache, dass die Aktivierung der Ras-Proteine durch GEFs
isoformspezifische Unterschiede aufweist. Es zeigte sich in einer Vielzahl von
Experimenten, dass verschiedene GEFs putative Priaferenzen beziiglich der Aktivierung der
Ras-Isoformen aufweisen: RasGRF1 aktiviert vornehmlich H-Ras, nicht jedoch N-Ras
oder K-Ras4B (Jones und Jackson, 1998). Letztere werden dagegen von RasGRF2 selektiv
aktiviert (Gotoh et al., 2001). Ebenso zeigen SOS1 und SOS2 sowohl in vivo als auch in
vitro unterschiedliche Vorziige in der Ras-Aktivierung: SOS1 aktiviert alle vier Ras-
Isoformen, wihrend SOS2 selektiv H-Ras stimuliert (Liu ez al., 1993; Ohba et al., 2000;
Nielsen et al., 2001). Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse der
unterschiedlichen Expression der Ras-Proteine in PANC-1 Zellen konnten ebenfalls auf

eine isoformspezifische Funktion der Ras-Proteine in PANC-1 Zellen hinweisen.

Die Darstellung der unterschiedlichen Expression der Ras-Proteine in transient
transfizierten PANC-1 Zellen liefert jedoch keine Aussage iiber die Funktionstiichtigkeit
der Proteine. Daher erfolgten zur Uberpriifung der Funktionalitit der Ras-Proteine Ras-
GTP-Bindungsversuche. Diese Experimente beruhen auf der Tatsache, dass GTP-
gebundenes Ras eine 100fach hohere Affinitdt zu der Ras Binding Domain (RBD) von
c-Raf aufweist als GDP-gebundenes Ras (Herrmann et al., 1995). De Rooij und Bos
unternahmen analog den Arbeiten von Hermann und Mitarbeitern Experimente mit A14
Zellen, welche mit onkogenen und damit GTP-gebunden H-RasL61 und dominant
negativen GDP-gebundenen H-Ras (S17N) transfiziert wurden. Mit Hilfe eines GST-RBD-
Fusionsproteins konnte das GTP-gebundene aktive H-RasL61 prézipiziert werden, nicht
jedoch das inaktive GDP-gebundene H-Ras (S17N). Auch die Stimulationsversuche mit
Insulin und GDNF in Al4 Zellen bestitigten die Nachweisbarkeit selbst geringer
Aktivitatssteigerungen von Ras durch GST-RBD-Prizipitation. Dieses System konnte
somit als Nachweismoglichkeit aktiver, GTP-gebundener Ras-Proteine etabliert werden
(de Rooij und Bos, 1997). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte das GST-RBD-

Fusionsprotein exprimiert und Ras-GTP aus Zellextrakten prazipitiert und im Immunoblot
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nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Versuche zeigten, dass die transient exprimierten EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine in den
Zellen aktiv vorlagen und in vitro Bindungen mit rekombinantem GST-RBD eingingen.
Die Auswertung der Ras-GTP-Bindungsexperimente ergab, dass der Gehalt der GTP-
gebundenen Proteine je nach Mutation im Ras-Protein unterschiedlich war. Die konstitutiv
aktiven Mutanten K-Ras (G12V), K-Ras (G12D) und N-Ras (G12V) wurden in einer
groleren Menge in GTP-gebundener Form aus den Zelllysaten prézipitiert als die
wildtypischen Formen. Dieses Verhalten der Proteine entspricht den aktivierenden
Mutationen. Punktmutationen in der Ras-GTP-Bindungsstelle, zum Beispiel in Kodon 12
oder 13, flihren zu einer erhohten Affinitdt von Ras zu GTP und zu einer erniedrigten
Affinitdt zu GDP (Trahey und McCormick, 1987; Bos, 1988; Clark und Der, 1993).
Zusitzlich bewirkt die Mutation im Kodon 12 eine reduzierte intrinsische GTPase-
Aktivitdt der Proteine (Downward, 1992), was mit einer verminderten Hydrolyse von GTP
zu GDP am Ras-Protein und damit mit einer lingeren Aktivitdt dieses Proteins verbunden
ist. Als Folge liegt das Protein ldnger im GTP-gebundenen und somit im aktiven Zustand
in der Zelle vor. Konsekutiv erfolgt eine dauerhafte Stimulation der nachfolgenden
Effektoren und ihren spezifischen Wirkung in der Zelle (Barbacid, 1987; Bos, 1997). Die
durchgefiihrten Ras-GTP-Bindungsversuche zeigten dariiber hinaus, dass die dominant
negativen Formen H-Ras (S17N) und K-Ras (S17N) vorwiegend im GDP-gebundenen
Zustand in der Zelle vorliegen. Im Ras-GTP-Bindungsexperiment konnte keine Bindung
mit GST-RBD nachgewiesen werden. Durch den mutationsbedingten Austausch von Serin
gegen Asparagin in Position 17 erhalten die dominant negativen Ras-Proteine eine hohere
Affinitiat zu GEFs, die aber nicht zum Nukleotidaustausch fiihrt. Zudem konnen sie nicht
mit den nachgeschalteten Effektoren interagieren, sondern gehen ,,unproduktive®, inaktive
Komplexe ein (Feig, 1999).

Verschiedene Experimente mit den dominant negativen Ras-Proteinen zeigten, dass diese
zum Nachweis der Funktion der Ras-Proteine eingesetzt werden kdnnen, da die dominant
negativen Mutanten mit den aktiven Ras-Proteinen um die Bindung mit GEFs konkurrieren
und aufgrund ihrer hoheren Affinitdt zu GEFs die Aktivierung wildtypischer Ras-Proteine
inhibieren kénnen. Auch hier konnte eine isoformspezifische Prdvalenz demonstriert
werden. In Versuchen mit den dominant negativen Mutanten H-Ras (S17N) konnten alle
drei Ras-Isoformen inhibiert werden. Bei Kotransfektion mit K-Ras (S17N) wurden
lediglich die Wildtypen der K- und H-Ras-Proteine beeinflusst, wihrend N-Ras (S17N) nur
die Wirkung der Funktion des wildtypischen N-Ras auftheben konnte (Matallanas et al.,
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2003). Eine Erklérung hierfiir liegt in der Lokalisation der Proteine in der Plasmamembran.
H-Ras-Proteine sind in allen Mikrodoméinen der Plasmamembran lokalisiert und kénnen
somit mit einer Vielzahl an GEFs und anderen Proteinen interagieren und diese

inaktivieren (Matallanas et al., 2003).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Stimulierbarkeit des GDP-GTP-
Austausches der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine zeigten, dass lediglich die Aktivitat der
wildtypischen Formen von K-Ras und N-Ras durch die Applikation von EGF oder FCS
gesteigert werden konnte. Die konstitutiv aktiven Formen K-Ras (G12V), K-Ras (G12D)
und N-Ras (G12V) sowie die dominant negativen Formen K-Ras (S17N) und H-Ras
(S17N) zeigten keine Aktivititsinderungen. Diese Ergebnisse stimmen mit den
aktivierenden bzw. inaktivierenden Mutationen und den daraus resultierenden Affinititen
zu GTP bzw. GDP und der verdnderten intrinsischen GAP-Aktivitdt {iberein. Bedingt
durch die aktivierende G12V-Mutation befinden sich diese Ras-Proteine bereits in einem
maximal aktivierten Zustand, so dass auch durch extrazelluldre Liganden keine weitere
Steigerung der Aktivitdt erfolgt. Reziprok verhilt es sich mit den dominant negativen
S17N-Proteinen. Durch ihre verminderte Affinitdt zu GEF und die erhohte Affinitdt zu
GDP kann ihre Aktivitdt auch durch Zugabe von extrazelluldren Liganden wie EGF oder
FCS nicht gesteigert werden. Auch hier werden die dargestellten Ergebnisse durch Daten
in der Literatur bestitigt. Niv und Mitarbeiter untersuchten die stabile Expression von
GFP-K-Ras (G12V) in Rat-1 Fibroblasten und die transiente Expression dieses Proteins in
COS-7 Epithelzellen. Mittels Ras-GTP-Bindungsexperimenten wurde der vermehrte
Gehalt an GTP-gebundenen Ras in den Zellen nachgewiesen. Zusétzlich bestitigte sich die
Aktivitét dieser Fusionsproteine durch deren transformierende Eigenschaften, die zu einem
substratunabhéngigen Wachstum von Rat-1 Zellen in Soft-Agar fiihrte. Ferner bildeten
sich in Nacktmdusen nach Implantation der GFP-K-Ras exprimierenden Rat-1 Zellen
deutlich mehr subkutane Tumore aus als in den Kontrolltieren. Durch die Behandlung der
EGFP-Ras (G12V) transformierten COS-7 Zellen mit Wachstumsfaktoren konnte keine
Aktivitatssteigerung der konstitutiv aktiven Mutanten, wohl aber eine Aktivitétssteigerung
der wildtypischen Formen erreicht werden, ohne dass es zu Verdnderung des Gehalts an
Ras-Proteinen in den Zellen kam (Niv ef al., 1999; Niv et al., 2002). Die Ergebnisse von
Niv und Mitarbeitern und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die
Verwendung von EGFP-Ras-Fusionsproteinen zur Untersuchung der Expression und

Funktionalitdt von EGFP-HA-Ras-Fusionsproteinen geeignet ist.
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7.2 Einfluss von Ras auf ERK-2 in ruhenden Zellen

Nachdem die Expression und die Funktionalitit der ektopen EGFP-HA-Ras-
Fusionsproteine in PANC-1 Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde die Funktionalitét
der EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine hinsichtlich ihrer Signalweiterleitung auf den Raf-
MEK-ERK-Signalweg analysiert. Die Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade ist eine der am besten
charakterisierten = Kaskaden (Chong et al., 2003). Mutationen in diesem
Signaltransduktionsweg sind mit transformierenden Eigenschaften und unkontrolliertem
Zellwachstum verbunden (Barbacid, 1987; Bos, 1995) und Ras-Proteine besitzen vor allem
in ihren konstitutiv aktiven Formen onkogene Wirkungen (Seger und Krebs, 1995). Eine
aberrante Raf-MEK-ERK-Signalweiterleitung wurde in Verbindung mit einigen Tumoren
gebracht. So konnten aktivierte B-raf Allele in Kolonkarzinomzellen aber auch in
Melanomzellen nachgewiesen werden (Davies et al., 2002). Zudem zeigte sich, dass die
Aktivierung des Raf-MEK-ERK-Signalweges ausreichend ist, um eine Transformation von
NIH3T3 Maus Fibroblasten zu bewirken (Khosravi-Far et al., 1998). Und auch der
Nachweis von metastatischem Wachstum von Ras-transformierten NIH3T3 Zellen nach
Injektion in die Schwanzvenen von Méusen (Webb et al., 1998) betont die Bedeutung der
Raf-MEK-ERK-Signaltransduktionskaskade in der Karzinogenese, aber auch Progression
und Erhaltung von Tumoren.

Um den Einfluss der Ras-Proteine auf die ERK-2-Aktivitdt zu tiiberpriifen, wurden
transiente Kotransfektionen mit EGFP-HA-Ras-Fusionsproteinen und der MAP Kinase
HA-ERK-2 durchgefiihrt. Hierzu wurden radioaktive in vitro
Phosphorylierungsexperimente mit [**P]JATP und MBP-Peptiden als Substrat durchgefiihrt.
Bei der Untersuchung der Expression der ektopen Proteine zeigte sich, dass die HA-ERK-2
Proteine gleichméBig in PANC-1 Zellen exprimiert wurden. Die verschiedenen Ras-
Isoformen wurden vergleichbar der Monotransfektion in unterschiedlichem Ausmal}
exprimiert. Die dominant negative Mutante EGFP-H-Ras (S17N) stellte sich als das
Protein mit der stirksten Expression dar. Die Isoformen N-Ras (G12) und N-Ras (G12V)
wurden stirker von den Zellen produziert als K-Ras (G12D), K-Ras (G12V) und der
Wildtyp von K-Ras. Die dominant negative Mutante K-Ras (S17N) wurde am geringsten
in PANC-1 Zellen nach Kotransfektion exprimiert.

Im Bezug auf die Untersuchung der MBP-Phosphorylierung der HA-ERK-2 konnten
mehrere Ergebnisse erzielt werden. Zum einen stellte sich heraus, dass eine
Aktivititssteigerung der HA-ERK-2-Proteine durch Kotransfektion mit HA-Ras-

Fusionsproteinen auftrat. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass die konstitutiv aktiven
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Ras-Proteine eine stirkere Aktivierung der HA-ERK-2-Proteine verursachten als die
wildtypischen Formen. Bei genauerer Analyse manifestierten sich isoformspezifische
Unterschiede beziiglich der Aktivierungssteigerung. Die konstitutiv aktiven Mutanten K-
Ras (G12D) und K-Ras (G12V) wiesen eine stiarkere Aktivierung der HA-ERK-2 auf als
N-Ras (G12V). Letzteres wiederum hatte ein hoheres Aktivierungspotential als die
wildtypischen K-Ras- und N-Ras-Proteine, welche eine vergleichbar gleich starke HA-
ERK-2 Aktivierung verursachten. Eine Kotransfektion der PANC-1 Zellen mit den
dominant negativen Mutanten H-Ras (S17N) und K-Ras (S17N) bewirkte sogar eine
Reduktion der HA-ERK-2 Aktivitdt. Aus diesen Ergebnissen lédsst sich schlieBen, dass
ERK-2 in PANC-1 Zellen trotz vorhandener K-Ras (G12D) Mutation nicht maximal aktiv
vorliegt, sondern durch die ektope Koexpression von Ras-Proteinen stimuliert werden
kann. Aufgrund der konstitutiv aktiven K-Ras (G12D) Mutation in PANC-1 Zellen wiirde
man eine chronische Stimulation der ERK-Proteine und damit eine dauerhaft erhdhte
Aktivitdit erwarten. Dies ist allerdings nicht der Fall. In weiteren Studien unserer
Arbeitsgruppe konnte bestatigt werden, dass die ERK-2-Aktivitdt in PANC-1 Zellen nicht
konstitutiv erhoht ist, sondern durch die Expression von konstitutiv aktiven Ras-Proteinen
und auch durch die Behandlung mit Wachstumsfaktoren gesteigert werden konnte
(B.Skripczynski, Dissertation Universitit Ulm; Giehl et al., 2000). Auch Berger und
Mitarbeiter konnten in ihren Untersuchungen mit Pankreaskarzinomzellen, welche
konstitutiv aktive K-Ras-Proteine enthielten, im Vergleich zu Zellen ohne konstitutiv
aktiven K-Ras-Proteinen keine konstitutiv aktiven ERK-Proteine nachweisen (Berger, et
al., 2002). Buard und Mitarbeiter publizierten vergleichbare Ergebnisse fiir Kolon-
Karzinom-Zellen mit einer Uberexpression von K-Ras-Proteinen und einem daraus
resultierenden erhohten Ras-GTP-Gehalt. Auch hier konnte die Aktivitdt der ERK-Proteine
durch Stimulation mit Wachstumsfaktoren gesteigert werden (Buard et al., 1996). Die
bedeutende Rolle der ERK-Aktivierung in der Regulation der Proliferation von Zellen ist
bereits seit langem bekannt (Khosravi-Far et al., 1998), doch scheint es intrazelluldre
Regulationsmechanismen zu geben, welche eine dauerhafte Stimulation der ERK-Proteine
und somit eine dauerhafte Fehlregulation ERK-abhingiger Signaltransduktionsprozesse
verhindern. Ein moglicher Regulationsmechanismus ist die Induktion von MAP-Kinase-
Phosphatasen (MKPs), welche die ERK inaktivieren (Reffas und Schlegel, 2000). Die
Expression der MKPs kann durch Serum induziert werden. Uber einen negativen feedback-
Mechanismus wird die Aktivitit von ERK durch Dephosphorylierung reduziert (Cobb,

1999). Es gibt Hinweise dafiir, dass bereits wahrend der onkogenen Transformation die
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Expression von MKPs induziert wird. Diese hemmen die ERK-Aktivitidt und verhindern
damit eine dauerhafte Stimulation ERK-regulierter Signalwege (Yip-Schneider et a.l,
2001). Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte transiente Expression von Ras-
Proteinen in PANC-1 Zellen kommt es kurzzeitig zu einer starken Uberexpression der
ektopen Proteine und Aktivierung der ERK-2 Proteine, die vermutlich nicht oder nur in
einem geringen Masse durch feedback-Mechanismen beeinflusst wird. Matallanas und
Mitarbeiter zeigten, dass die Inhibition der wildtypischen Ras Proteine, welche durch die
Kotransfektion mit dominant negativen Ras-Mutanten verursacht wurde, durch eine
Uberexpression der wildtypischen Ras-Proteine wieder aufgehoben werden konnte
(Matallanas et al., 2003). So scheint es, dass die Uberexpression der ektopen Ras-Proteine
bei transienter Transfektion von PANC-1 Zellen, wie sie in der vorliegenden
Promotionsarbeit durchgefiihrt wurde, die Expression bzw. die Wirkung der MKPs
inhibieren und damit eine Aktivititssteigerung der ERK-2 Proteine verursachen kann. Zur
Bestititgung der Hypothese wire ein Nachweis der Expression der MKPs in PANC-1
Zellen, welche EGFP und EGFP-Ras-Fusionsproteine exprimieren, und in parenteralen

PANC-1 Zellen notwendig gewesen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass konstitutiv aktive Ras(G12V)-
Proteine eine hohere Aktivierungssteigerung der HA-ERK-2-Proteine bewirken als die
wildtypischen Ras-Proteine. Die Erkldrung hierfiir liegt in der aktivierenden Mutation in
der GTP-Bindungsstelle dieser Proteine und der daraus resultierenden erhohten
Bindungsaffinitit der Proteine an GTP, welche dadurch langer im GTP-gebundenen
Zustand verbleiben und somit vermehrt mit Effektorproteinen, z.B. c-Raf-1 interagieren
konnen. Interessant ist dariiber hinaus, dass bei Betrachtung der Aktivitdtssteigerung der
HA-ERK-2 unter Ras-isoformspezifischen Aspekten ein spezifisches Muster erkennbar ist.
K-Ras (G12D) und K-Ras (G12V) bewirken eine hohere HA-ERK-2 Aktivierung als N-
Ras (GI12V). Die Wildtypen K-Ras und N-Ras unterscheiden sich nicht in ihrer
Aktivitatssteigerung. Onkogenes, konstitutiv aktives EGFP-K-Ras fiihrt bei transienter
ektoper Expression in PANC-1 Zellen zu einer stirkeren ERK-2-Aktivierung als
konstitutiv aktives EGFP-N-Ras.

Voice und Mitarbeiter untersuchten die Funktionsunterschiede der Isoformen hinsichtlich
der Aktivierung von c-Raf-1 in vivo (Voice et al., 1999). In transient kotransfizierten COS-
1 Zellen mit Wildtyp Raf-1 und konstitutiv aktiven H-Ras (G12V), N-Ras (G12V), K-
Ras4A (G12V) und K-Ras4B (G12V) stellte sich K-Ras4B (G12V) als stiarkerer Aktivator
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von c-Raf-1 als N-Ras (G12V) und H-Ras (G12V) dar. Ergebnisse von Yan und
Mitarbeitern zeigen darliber hinaus, dass die Aktivierung der PI3K in COS-1 Zellen
ebenfalls durch Ras reguliert wird. Dabei zeigte sich, dass H-Ras ein stirkerer PI3K-
Aktivator ist als K-Ras. Letzteres aktiviert jedoch c-Raf-1 potenter als H-Ras (Yan et al.,
1998). Auch Li und Mitarbeiter wiesen isoformspezifische Unterschiede beziiglich der
ERK-Aktivierung nach (Li ef al., 2004). In NIH3T3 und RIE-1 Zellen erfolgte eine héhere
ERK-Aktivierung durch konstitutiv aktives N-und K-Ras (G12V) als durch H-Ras (G12V).
Neben der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen zur Beeinflussung der
Aktivitit von ERK-2 durch transiente Uberexpression von konstitutiv aktiven Ras-
Proteinen zeigten weitere Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe, dass wildtypisches N-Ras die
Wachstumsfaktor-induzierte Proliferation von PANC-1 Zellen iiber die Aktivierung von
ERK vermittelt (Giehl et al., 2000; Stéhle et al., 2003). Dariiber hinaus fiihrt die stabile
Expression von EGFP-K-Ras (G12V) in PANC-1 Zellen nicht zu einer erhéhten
Aktvierung von ERK-2, sowie c-Raf-1 und MEK-1/2 (M. Miiller, Dissertation Universitét
Ulm). In weiteren Versuchen zeigte sich, dass wiltypisches N-Ras die Wachstumsfaktor-
induzierte ERK-2 Aktivierung vermittelt (Giehl et al., 2000). Auch die Arbeit von
Sorrentino und Mitarbeitern wies einen Zusammenhang zwischen N-Ras und erhohter
ERK-2 Aktivitit in verschiedenen Tumorzellen nach (Sorrentino et al., 2001). Durch die
Verwendung von Antisense-Oligodeoxyribonukleotiden (AS-ODN) konnte die Expression
von N-Ras reduziert werden, die mit einer verminderten ERK-2 Aktivitit und einer
reduzierten Proliferationsrate verbunden war. Demnach scheint N-Ras iiber die
Aktivierung von ERK-2 einen Einfluss auf die Zellproliferation auszuiiben. Auch
Wolfman und Wolfman konnten diesen Sachverhalt nachweisen. Sie arbeiteten mit N-Ras
knockout ~ Fibroblasten und den korrespondierenden N-Ras-liberexprimierenden
Fibroblasten. Die N-Ras defizienten Fibroblasten gingen nach Zellschdadigung vermehrt in
die Apoptose iiber, wahrend die N-Ras iiberexprimierenden Zellen trotz Zellschidigung
langer iiberlebten als die Kontrollzellen (Wolfman und Wolfman, 2000). Hier wird die
Bedeutung von N-Ras in Bezug auf das Uberleben der Zellen und somit eine starke
Aktivierung von ERK-2 durch N-Ras hervorgehoben. Diese Befunde stehen jedoch im
Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Promotionsarbeit, in welcher eine stérkere
Aktivierung der ERK-2 durch die konstitutiv aktiven Formen von K-Ras dargestellt
werden konnte. Allerdings miissen in diesem Fall die zugrundeliegenden Methoden
betrachtet werden, die zu diesen Ergebnissen flihrten. Im Rahmen der Promotionsarbeit

wurden transiente Transfektionsstudien durchgefiihrt. Die Ergebnisse oben genannter
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Arbeitsgruppen wurden durch stabile Transfektionen erreicht. Die erzielten Effekte nach
transienter Transfektion spiegeln die Situation innerhalb kurzer Zeit nach Transfektion (24
bis 48 Stunden nach Transfektion) wider. Im Gegenteil dazu wird das Fremd-Gen bei der
stabilen Transfektion in das Genom integriert, bei der Zellteilung weitergegeben und somit
das entsprechende Protein iiber einen ldngeren Zeitraum exprimiert. Die Zelle hat folglich
die Moglichkeit, auf die neuen Begebenheiten in Form von Anpassungsmechanismen zu
reagieren, z.B. mit der bereits weiter oben angefiihrten Expression von MKPs. Zudem
wurden von W. Koélch negative feedback-Mechanismen auf der Ebene von c-Raf-1
beschrieben (Kolch, 2000). Durch eine chronische Aktivierung von c-Raf-1 kommt es zur
selbstinduzierten Inhibition von c-Raf-1 mit daraus resultierenden Reduktion der ERK-2
Aktivierung. Hier scheint eine autoinhibitorische Doméne von c-Raf-1 fiir die
inhibierenden Effekte hauptverantwortlich zu sein (Tran und Frost, 2003). Diese
autoinhibitorische Domine blockiert die katalytische Einheit von c-Raf-1 und verhindert
damit die Phosphorylierung von MEK und ERK Proteinen. Yeung und Mitarbeiter
charakterisierten die Expression von weiteren inhibitorisch wirkenden Proteinen (Yeung ef
al., 2000). Die sogenannten Raf-Kinase-Inhibitor Proteine (RKIPs) greifen in den c-Raf-1-
MEK-Komplex ein, 16sen ihn auf und inhibieren folglich die Weiterleitung des Signals an
ERK. Diese und weitere Anpassungsmechanismen konnen die fehlende Steigerung der
ERK-2 Aktivitit trotz des dauerhaften Vorhandenseins von konstitutiv aktiven Ras-
Proteinen erkldren. Die Entstehung von Anpassungsmechanismen kdnnte auch erkliren,
weshalb ein Tumor auf eine bestimmte antitumorale Therapie zunéchst gut anspricht, im
Verlauf der Therapie jedoch resistent wird.

Die gegensitzlichen Ergebnisse aus transienten und stabilen Transfektionen zeigen, dass
bei der transienten Transfektion lediglich die prinzipielle Funktion eines Proteins
nachgewiesen werden kann. Beim Vorgang der transienten Transfektion werden die
Akutreaktionen der Zelle auf die erzeugten Verdanderungen dargestellt.

Grundsitzlich zeigen die FErgebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die transiente
Expression von EGFP-HA-Ras-Fusionsproteinen in der Pankreaskarzinomzelllinie PANC-
1 zu einer Aktivititssteigerung der HA-ERK-2 Proteine fithren, obwohl diese Zellen
bereits ein konstitutiv aktives K-Ras (G12D)-Protein exprimieren. Das Ausmall der
Aktivititssteigerung hingt von der Ras-Isoform bzw. von der vorhandenen Mutation des

entsprechenden Proteins ab.
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8 Zusammenfassung

Ras-Proteine spielen eine wesentliche Rolle in einer Vielzahl von zelluldren Prozessen,
zum Beispiel der Regulation der Proliferation, der Migration, der Apoptose oder der
onkogenen Transformation. Obwohl die Isoformen H-Ras, N-Ras, K-Ras4A und K-Ras4B
in liber 85 % eine identische Aminosduresequenz aufweisen, finden sich zahlreiche
Hinweise auf isoform-spezifische Funktionen. Und so konnte fiir das Auftreten onkogener
Mutationen in Ras-Proteinen eine Korrelation zwischen der Ras-Isoform und dem tumords
verdndertem Gewebe dargestellt werden. Am hiufigsten treten Ras-Mutationen in
Adenokarzinomen des Pankreas auf. In iiber 90 % aller Pankreaskarzinome werden
aktivierende Mutationen im K-ras-Gen nachgewiesen. Zur Charakterisierung eines
moglichen unterschiedlichen Verhaltens einzelner Ras-Isoformen wund Mutanten
hinsichtlich ihrer Expression und Signalweiterleitung auf die mitogen-activated protein
kinase  ERK-2 m  PANC-1 Pankreaskarzinomzellen, = wurden  transiente
Transfektionsstudien und vergleichende Proteinaktivititsstudien durchgefiihrt. Hierzu
wurden zundchst Expressionsplasmide fiir wildtypische, konstitutiv aktive und dominant
negative EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine generiert und die kodierten Proteine transient in
PANC-1 Zellen exprimiert. Vergleichende Expressionsanalysen zeigten, dass die einzelnen
Ras-Isoformen und Mutanten in unterschiedlicher Stirke in PANC-1 Zellen exprimiert
wurden. Fiir die Monotransfektion zeigte sich folgende Reihenfolge: H-Ras (S17N) > N-
Ras (G12) > K-Ras (G12D) > K-Ras (G12V) > N-Ras (G12V) > K-Ras (G12) > K-Ras
(S17N).

Fir die Kotransfektion mit HA-ERK-2 konnte folgende Reihenfolge erarbeitet werden:
H-Ras (S17N) > N-Ras (G12) > N-Ras (G12V) > K-Ras (G12D) > K-Ras (G12V) > K-Ras
(G12) > K-Ras (S17N).

Mittels Ras-Aktivititsstudien konnte gezeigt werden, dass die transient exprimierten
EGFP-HA-Ras-Fusionsproteine aktiv in den Zellen vorlagen. Die konstitutiv aktiven
Formen K-Ras (G12D), K-Ras (G12V) und N-Ras (G12V) wiesen eine hohere Aktivitét
auf als die wildtypischen K-Ras (G12) und N-Ras (G12) Proteine. In
Stimulationsversuchen konnten die wildtypischen Ras-Proteine durch Applikation von
EGF und FCS in ihrer Aktivitit gesteigert werden, nicht jedoch die konstitutiv aktiven
Proteine. Die Untersuchungen zum Einfluss der EGFP-HA-Ras-Isoformen auf die
Aktivitdt der transient exprimierten mitogen-activated protein kinase HA-ERK-2 zeigten
zum einen, dass die HA-ERK-2 Aktivitét trotz der endogenen Expression von konstitutiv

aktiven K-Ras (G12D) nach Kotransfektion mit wildtypischen und konstitutiv aktiven
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EGFP-HA-Ras-Fusionsproteinen gesteigert wurde. Zum anderen konnte nachgewiesen
werden, dass die konstitutiv aktiven Proteine K-Ras (G12D) und K-Ras (G12V) in
PANC-1 Zellen eine hohere Aktivitétssteigerung der HA-ERK-2 bewirken als N-Ras
(G12V). Die wildtypischen Proteine K-Ras (G12) und N-Ras (G12V) unterschieden sich in
Bezug auf die Aktivitétssteigerung der HA-ERK-2 nicht. Die dominant negativen Formen
H-Ras (S17N) und K-Ras (S17N) hatten keinen stimulierenden Einfluss auf die Aktivitét
der kotransfizierte HA-ERK-2. Die Ergebnisse der Arbeit zeigen somit, dass die transiente
Expression von EGFP-HA-Ras-Fusionsproteinen in PANC-1 Pankreaskarzinomzellen zu
einer Aktivierung der MAP Kinase ERK-2 fiihrte, obwohl diese Zellen bereits endogen
konstitutiv aktives K-Ras (G12D) exprimieren. Das Ausmal3 der Aktivierung ist dabei

abhingig von der verwendeten Ras-Isoform und der Mutation im Protein.
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