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Initiations-Faktor
Immunglobulin G
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lle
IR

J

Jun

K12

kb

kDa
KH,PO,
K-ras
Krev-1
KSR

lac

lacl
LB
Leu
leu2
LEU2
leu2-3,112
LEU3
LTH
Lys
lys2
LYS2

<

MgCl,
min

Isoleucin
Infrarot

Genprodukt des avian sarcoma-Virus Protoonkogens 17
(jun = japanisch fur 17)

Lysin

E. coli-Sicherheitsstamm
Kilobasen

Kilodalton
Kaliumdihydrogenphosphat
Kirsten-ras
K-Rasrevertierend

Kinase Suppressor of Ras

Liter

Leucin

Lactose-Operon; 3 fir den Lactose-Stoffwechsel kodierende Gene
(lacZ, lacY und lacA)

fur das Repressor-Protein des lac-Operons kodierendes Gen (Inhibitor)
Luria Bertani

Leucin

fur das LEU2-Protein kodierendes Gen

3-1sopropylmal atdehydrogenase (Enzym in der Leucin-Biosynthese)
(=leu2-3leu2-112) +1 frameshifi-Mutation im leu2-Gen
Transkriptionsfaktor in der Leucin-Biosynthese

ohne Leucin, Tryptophan und Histidin

Lysin

fur das LY S2-Protein kodierendes Gen

Aminoadipatsemial dehyddehydrogenase

(Biosynthese von Aminosauren, u.a. Lysin)

Meter

Methionin

Molar = 1mol/Il

mit anderen Worten

UM

Milliampere = 10 Ampere

Mitogen Activated Protein Kinase

Mitogen Activated Protein Kinase Kinase

Mitogen Activated Protein Kinase Kinase Kinase

mating type locus (Paarungstyp-Locus) mit den Allelen

aunda (al, a2, al, a2)

hier: Maltose Binding Protein, aber auch: Myelin Basic Protein
Mitogen- or Extracellular-regulated Kinase (MAP/ERK Kinase)
mitogen extracellular activated kinase kinase (MEK-Kinase)
Modified Eagle’'s Medium

Methionin

Milligramm = 10 Gramm

Magnesiumion

Magnesiumchlorid

Minute(n)
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ml
mm
mM
mmol
mol

M-ras
mMRNA
Myc

N

N

N_
Na,HPO,
NaCl
NaF
NaOH
ng
NIH3T3
nl

nm

nM

nmol
NMR
Nr.
N-ras
NTMD

O

ochre
oD
ONPG
opal

P

P

PA
Pak
PBS
PC12
PCR
PDGF
PE
PEG
Pfu
pH

Phe
PI3K
PKa
PKA
PKp
PKC
PKD
PMA
PMSF
PP2A

Milliliter = 10°° Liter

Millimeter = 10° Meter

millimolar = mmol/|

Millimol = 10°® mol

1Mol @Stoffmenge von 6,022045~ 10% Teilchen

@Avogadrosche Zahl N(X)

molare Masse (g/mol)

Muscle- / microspikes-ras

messenger RNA (Boten-RNA) = komlementére RNA-Kopie der DNA
Genprodukt des avian myel ocytomatosis-Virus Protoonkogens

Asparagin

Amino-

Dinatriumhydrogenphosphat Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumchlorid

Natriumfluorid

Natriumhydroxyd

Nanogramm = 10°° Gramm

embryonale Fibroblasten-Zellinie aus der Maus
Nanoliter = 10° Liter

Nanometer = 10° Meter

nanomolar = nmol/|

Nanomol = 10°° mol

Nuclear Magnetic Resonance

Nummer

Neuroblastoma-ras

N-terminale TransMembran-Doméne

UAA-Stop-Codon

Optische Dichte
o-Nitrophenyl-b-D-gal actopyranosid
UGA-Stop-Codon

Prolin

Phosphatidic Acid (Phosphatidylsiure)

P21-activated protein kinase

Phosphate Buffered Saline

Pheochromocytoma-Zellen

Polymerase Chain Reaction (Polymerase-K ettenreaktion)
Platelet Derived Growth Factor (Blutpléttchen-Wachstumsfaktor)
Phosphatidylethanolamin

Polyethylenglykol

Pyrococcus furioso

pH-Wert (negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionen-K onzentration)

Phenylalanin

Phosphatidylinositol-3-Kinase

negativer dekadischer Logarithmus der Sdure-Konstante K
Proteinkinase A

negativer dekadischer Logarithmus der Basen-K onstante K,
Proteinkinase C

Proteinkinase D (PKCp)

Phorbol-12-myristat-13-acetat (Phorbolester)
Phenylmethansulfonyl fluorid

Proteinphosphatase 2A



ABKURZUNGSVERZEICHNIS Xiii

Pro
proA

proB

PS
PVDF

Q

Q

R

R
Rab
Rad
Raf
Ran
Ras
recA

relA

RF
Ral
Rheb
Rho
Rit
RK13
RIf
RNA
RNase
RNS
rpm
R-Ras
RT
RTK

S

S

S. cerevisiae
st

SAP
SBEG
SC-Medien
SDS

Ser

Sf9

SH2, SH3
Shc

SOS

Src

SRP
SupE

Prolin

Gen der Prolin-Synthese, kodiert fur g-Glutamyl phosphat-Reduktase
Glutamat-5’ -semia dehyd-dehydrogenase)

Gen der Prolin-Synthese, kodiert fur g-Glutamyl-Kinase
(Glutamat-5’ -kinase)

Phosphatidylserin

Polyvinyldifluorid

Glutamin

Arginin

Ras-like proteins from rat brain

Ras associated with diabetes

Rapid fibrosarcoma, Genprodukt des menschlichen c-raf-Protoonkogens

Ras related nuclear proteins

rat sarcoma, Genprodukt des menschlichen c-H-ras-Protoonkogens
recombination, fur das recA-Protein kodierendes Gen

(Funktion bei der Rekombination)

flr den sog. stringenten Faktor (GTP-Pyrophosphokinase = (p)ppGpp-Synthetase)
kodierendes Gen; Mutationen dieses Gens fihren zu relaxierten Mutanten, die bei
Aminosduremangel keine stringente Reaktionen zeigen (Verminderung der rRNA- und
tRNA-Synthese, erhdhte Protein-Degradation, Stoffwechsel-Anpassungen (Reduktion
der Nucleotid-, Kohlenhydrat-, Lipid-Synthese etc.)

Releasing Factor

RaGDS like

Ras homolog enriched in brain

Ras homology

Ras-like protein in tissue

Rabbit Kidney 13-Z€llinie, epitheliale Zellen aus der Kaninchenniere
RaGDSlike factor

Ribonucleic acid (Ribonucleinsdure)

Ribonuklease

Ribonucleinsdure

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

Related-ras

Raum-Temperatur

Rezeptor-Tyrosin-Kinase

Serin

Saccharomyces cerevisiae (Bierhefe)

Us

Shrimp Alkaline Phosphatase (alkalische Phosphatase aus Krabben)
Sorbitol Bicine Ethylenglykol

synthetisches Komplettmedium

Sodiumdodecylsulfat (Natriumdodecylsulfat)

Serin

Spodoptora frugiperda, Z€ellinie 9 (klona), aus dem Ovar

Src Homology

Src homology 2 domain-containing protein

Son of Sevenless (Austauschfaktor)

Genprodukt des sarcoma-induzierenden Protoonkogens des

Rous sarcoma-Virus

Signal Recognition Particle

amber-Suppressor-tRNA; mutierte tRNA, welche das amber Stop-Codon (UAG) durch
den Einbau von Glutamin supprimiert
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SUR-8

T

T
Taq
TBS
TEMED
tet®

thi

Thr
Tnl0
TPA

tra

Tricine

Tris

Triton X-100
Trp

trpl

TRP1

trp1-901

TSS
Tween 20
Ty

Tyr

U

U

u.a
UAS
UN
ura3
URA3

ura3-52

uT

\%

\%

\%
viv
Val
Vav
vgl.
Vol.

wiv
Wit

Suppressor of Ras

Threonin

Thermophilus aquaticus

Tris Buffered Saline

N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylendiamin

Gen fur Tetracyclin-Resistenz

Gen der Thiamin-Synthese

Threonin

bakterielles Transposon (ca. 9,3 kb), vermittelt Tetracyclin-Resistenz
Tetradecanoyl-phorbol-acetat (Phorbol ester)

tra-Gene kodieren fir Proteine welche fur die Aushildung der Pili des
Konjugationsapparats und damit fir den Gen-Transfer von Zelle zu Zelle essentiell sind
N-[Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-glycin

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan

Alkylphenylpolyethylenglykol

Tryptophan

fur das TRP1-Protein kodierendes Gen
Phosphoribosylanthranilatisomerase

(Aminosaure-Metabolismus, u.a. Tryptophan-Biosynthese)
(=trplDO01); 1,45 kb-EcoRl | EcoRI-

Deletion (-102 bis +1352) im trp1-Gen

Transformation Storage Solution

Polyoxyethylen-Sorbitan-Monol aurat

transposon yeast (Hefe-Transposon)

Tyrosin

Unit (Einheit fUr die enzymatische Aktivitét)

unter anderem

Upstream Activating Sequence

iiber Nacht iiber Nacht

fir das URA3-Protein kodierendes Gen
Orotidin-5'-phosphatdecarboxylase

(Biosynthese von Pyrimidin-Nucleotiden, u.a. Uracil)
Tyl-Insertion im ura3-Gen

(Transkription von links nach rechts, beginnend an Position 121)
iiber Tag

valin

Volt

volume per volume (Volumen pro Volumen)
Valin

Rac-Austauschfaktor

vergleiche

Volumen

Tryptophan
weight per volume (Gewicht pro Volumen)
Wildtyp
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X
X beliebige Aminosaure
X-Gd 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranosid
X laevis Xenopus laevis (Krallenfrosch)
Y
Y Tyrosin
YPD Yeast Peptone Dextrose Yeast Peptone Dextrose
Z
z.B. zum Beispiel
Zn* Zinkion
zzgl. zuzUglich
Der genetische Code
1. Position 2. Position 3. Position
(5'-Ende) (3'-Ende)
U C A G
Phe Ser Tyr Cys U
Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Stop (ochre) | Stop (opal) A
Leu Ser Stop (amber) Trp G
Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
lle Thr Asn Ser U
lle Thr Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Va Ala Asp Gly U
Va Ala Asp Gly C
Va Ala Glu Gly A
Va Ala Glu Gly G

(entnommen aus Stryer 1979)
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XVi
Einbuchstaben-Code
Dreibuchstaben-Code Codon

Aminosiure
A Ala Alanin GCA GCC GCG GCU
C Cys Cystein UGC UGU
D Asp Aspartat (Asparaginsdure) |GAC GAU
E Glu Glutamat (Glutaminsdure) | GAA GAG
F Phe Phenylalanin UUC UUU
G Gly Glycin GGA GGC GGG GGU
H His Histidin CAC CAU
I Ile Isoleucin AUA AUC AUU
K Lys Lysin AAA AAG
L Leu Leucin UUA UUG CUA CUC CUG Cuu
M Met Methionin AUG (Start)
N Asn Asparagin AAC AAU
P Pro Prolin CCA CCC CcG ccu
Q Gln Glutamin CAA CAG
R Arg Arginin AGA AGG CGA CGC CGG CGU
S Ser Serin AGC AGU UCA UCC UCG UCU
T Thr Threonin ACA ACC ACG ACU
\ Val Valin GUA GUC GUG GUU
W Trp Tryptophan UGG
Y Tyr Tyrosin UAC UAU

Stop UAG (ambre) UAA (ochre) UGA (opal)

Aminosauren-Charakteristika
S Masse | Hiufigkeit| Hydro- |Volumen | L *

Aminosiure | Formel | M, D42 [%]gg phobizitit* ( As) (bl; 25a°C)
Alanin C;H,NO, 89,1| 71,0 9,0 2,1 92
Arginin CHN,O, | 1742 1572 4,7 4,2 202 12,5
Asparagin C,HgN,O; | 132,1| 114,1 4,4 7,0 135
Asparaginsiure | C;H,NO, 133,1| 114,0 5,5 10,0 125 3,9
Cystein C;H,NO,S 121,2 103,1 2.8 1,4 106 8.3
Glutamin CsHo\N,O; | 146,2| 128.,1 39 6,0 161
Glutaminsiure | CsH,NO, 147,1| 128,1 6,2 7.8 155 4,1
Glycin C,HsNO, 75,1 57,0 7,5 5,7 66
Histidin CeHoN;0, | 1552 137,11 2,1 2,1 167 6,0
Isoleucin CH;NO, | 131,2] 113,1 4,6 -8,0 169
Leucin CH;;NO, | 131,2] 113,1 7,5 9,2 168
Lysin * CH.N,0, | 146,22 129,1 7,0 5,7 171 10,8
Methionin © [ CsH;;NO,S | 149,2| 131,1 1,7 -4,2 117
Phenylalanin ' | C,H;;NO, | 1652] 147,1 3,5 9,2 203
Prolin CsH,NO, 1151 97,1 4,6 2,1 129
Serine C;H,NO; 105,1 87,0 7,1 6,5 99
Threonin C.H,NO, 119,1| 101,1 6,0 5,2 122
Tryptophan = |C;;H;,N,O,| 204,2| 186,2 1,1 -10,0 238
Tyrosin C,H,;NO; | 181,2| 163,1 3,5 -1,9 204 10,1
Valin CsH,,NO, | 117,2| 99,1 6,9 -3,7 142
A 136,9| 118,84 bei Beriicksichtigung der relativen Haufigkeiten = 109,45

"1 essentielle Aminoséuren (unentbehrlich, nicht vom menschlichen Kérper synthetisierbar); 2 bezogen auf den jeweiligen Aminosaurerest,
die Masse der entsprechenden Aminosdure liegt um 18 Da hoéher (Masse von H,0), die Masse der jeweiligen Seitenkette ist um 56 Da
niedriger (Masse einer Peptidgruppe) (Voet und Voet 1990); = abgeschétzt aus den Zusammensetzungen von 207 nicht verwandten
Proteinen (Voet und Voet 1990); * artifizielle Einheiten; > bezogen auf die jeweilige Seitenkette (Chothia 1984; Parker ef al. 1986).
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Restriktionsendonukleasen

Aat 11 Acetobacter aceti 5 GACGTRC 3

3 CYTGCAG 5

Agel Ruegeria gelatinovora 5 ARCCGGT &

3 TGGCCYyA 5

Apa 1 Acetobacter pasteurianus sub. Pasteurianus 5 G G G C CprC 3

3 CYCCGGG 5

BamH 1  Bacillus amyloliquefaciens H 5 GRGATCC &

3 CCTAGYG 5

Bgl 1 Bacillus globigii 5 GCCNNNNNGGC 3

3 CGGNYNNNNCCG &

Bgl 11 Bacillus globigii 5 AgGAaTCT 3

3 T CTAGyA &5

Bsm 1 Bacillus stearothermophilus 5 GAATGCNy 3

3 CTTACYGN 5

BsrG 1 Bacillus stearothermophilus GR75 5 TRG TACA 3

3 ACATGYT 5

BstX 1 Bacillus stearothermophilus 5 CCANNNNNRNTGG 3

3 GGTNYNNNNNACC 5

Clal Caryophanon latum ( = BspD 1) 5 ATRCGAT 3

3 TAGCYTA 5

EcoR 1 Escherichia coli RY 13 5 GRAATTC 3

3 CTTAARAYG &

EcoRYV  Escherichia coli 5 GATRATC 3

(trégt das EcoRV-Gen des J62pL G74-Plasmids) 3 CTAYTAG 5

Hind II1  Haemophilus influenzae Rd 5 ARAGcTT 3

3 T TCGAyA 5

Kpn 1 Klebsiella pneumonia 5 GGTACRC 3

3 CYCATGG 5

Mfel Mycoplasma fermentans (= Mun 1) 5 CRAATTG &

3 GTTAAyC &5

Miu 1 Micrococcus luteus 5 ARCGCGT &

3 TGCGCYyA 5
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Nar 1 Nocardia argentinensis 5 GGere GccCc 3
37 CCGCyG G 5

Nde 1 Neisseria denitrificans 5 CARTATG 3
3 GTATYAC 5

Not 1 Nocardia otitidis-caviarum 5 cGecrecccGece I
37 CGCCGGYCG 5

Nru 1 Nocardia rubra 5 TCGrC G A 3
3 AGCYGCT 5

Pst1 Providencia stuartii 5 CTGCARG 3
3 GYACGTC 5

Pvu 1 Proteus vulgaris 5 CGATRC G 3
3 GCyTAGC 5

Pyu 11 Proteus vulgaris 5 CAGRC TG 3
3 GTCYGAC 5

Sac1 Streptomyces achromogenes 5 GAGCTRC 3
3 CYTCGAG 5

Sac 11 Streptomyces achromogenes 5 ccecepe e 3
3 GGyCc g CC 5

Sal 1 Streptomyces albus G 5 GRT CGAC &
33 CAGCTG 5

Sma 1 Serratia marcescens 5 ccclececGe 3
3 G6GGyccc 5

Spe 1 Sphaerotilus species 5 Agc TAGT 3
3 T GATCyA 5

Sph 1 Streptomyces phaeochromogenes 5 GCATGRC 3
3 CcyeTACG 5

Ssp 1 Sphaerotilus species 5 AATRATT 3
3 TTAYTAA 5

Tth1111  Thermus thermophilus (= PfIF 1) 5 GACNpRNNGTC 3
3 CTGNNYNCAG 5

Xba 1 Xanthomonas badrii 5 TRC TAGA 3
3 AGATCyYT 5

Xho 1 Xanthomonas holcicola 5 CRT CGAG &
33 GAGCTYC 5



EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Signaltransduktion

Alle Lebewesen bestehen aus Zellen, wobei die einfachsten Lebensformen aus einzelnen
Zellen bestehen, die kontinuierlich in unmittelbarem Kontakt zur Umgebung stehen und sich
durch Zweiteilung fortpflanzen. Die Zelle kommuniziert permanent mit der Umwelt und ist
fahig, auf veranderte chemische oder physikalische Reize flexibel zu reagieren und in Ande-
rungen intrazellulérer Reaktionen umzusetzen. In prokaryontischen Einzelzellen werden als
Konsequenz Gene an- und abgeschaltet sowie Enzyme aktiviert oder inaktiviert. Hohere
Organismen gleichen Zellverbanden, in denen Gruppen von Zellen auf bestimmte Funktionen
spezialisiert und durch komplexe Kommunikationssysteme verbunden sind. Im Zellverband
der Metazoen sind die meisten Zellen gegeniber der Umwelt abgeschirmt; nur wenige
spezidisierte Zellen stehen in direktem Kontakt zum umgebenden Milieu und sind fir die
Registrierung der Umgebungsreize verantwortlich, welche daraufhin den anderen Zellen des
Zellverbandes im Rahmen einer interzelluldaren Kommunikation mitgeteilt werden. In der
Zielzelle wird das Signal empfangen, in intrazelluléren Signalketten weiterverarbeitet (Signal-
transduktion) und letztlich in eine biochemische Antwort umgesetzt, die sich in Anderungen
von Enzymaktivitaten oder der Genexpression aulern kann. Resultat der interzellul&ren Kom-
munikation ist die Regulation von Zellwachstum, Zellteilung, Zelldifferenzierung und des
programmierten Zelltods (Apoptose). Zellen hoherer Organismen besitzen ein wohl auf-
einander abgestimmtes System von Proteinen, mit dem sie auf Signale von anderen Zellen
antworten. Zu diesem System gehotren Zelloberflachen-Rezeptoren, intrazelluldre Rezeptor-
proteine, Proteinkinasen, Proteinphosphatasen, GTP-bindende Proteine, regulierende Proteine
wie Austauschfaktoren, Nucleotid-Dissoziations-Inhibitoren und GTPase-aktivierende Prote-
ine sowie zahlreiche intrazelluldre Protein wie Adapterproteine, mit denen diese Signal-
proteine wechselwirken (Boguski und McCormick 1993; Fauman und Saper 1996; Geyer und
Wittinghofer 1997; Pelech 1996). Im Rahmen der interzellul&ren Kommunikation binden
extrazelluldre Signalmolekiile an extrazellulére Doméanen transmembranaler Rezeptoren. Die
aktivierten Rezeptoren leiten das Signal durch die Plasmamembran an eine Kaskade intra-
zellulérer Komponenten weiter, die ihrerseits aktiviert werden und das Signal dabei beispiels-
weise durch Amplifizierung modulieren. Die Vorstellung von linearen und hierarchisch auf-
gebauten Signalwegen wird zunehmend durch die eines komplexen Signalnetzwerkes ersetzt
(Dhanasekaran 1998), da verschiedene Signale auf unterschiedlichen Ebenen innerhalb der

Signalkaskaden integriert werden. Die funktionellen Mechanismen der intrazellulé&ren Signal-
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weiterleitung sind Protein/Protein-Interaktionen, Konformationsanderungen und kovalente
Modifikationen von Proteinen, speziell durch reversible Phosphorylierung von Serin-,
Threonin- oder Tyrosinresten. Der inter- und intrazelluléren Signalverarbeitung kommt eine
grol®e medizinische Bedeutung zu, da zahlreiche Krankheiten des Menschen auf Stérungen
zellulérer Regulationsprozesse sowie der Signalverarbeitung beruhen. Ein prominentes
Beispiel ist die Krebsentstehung, bei der die Regulationsmechanismen fir Zellteilung und
-differenzierung durch Akkumulation von Mutationen in verschiedenen Protoonkogenen und
Tumorsuppressorgenen gestort sind und es so zu ungehemmtem Wachstum der Zellen kommt
(Hunter 1991; Vogelstein und Kinzler 1993).

1.2 GTP-bindende Proteine als molekulare Schalter

GTP-bindende Proteine sind an den verschiedensten zelluldren Prozessen beteiligt. So etwa
bei der Signaltransduktion an Membranen, der Regulation der ribosomalen Proteinbiosynthe-
se, der Translokation von Proteinen durch Membranen und beim Transport von Proteinen und
Nucleinséuren innerhab der Zelle. Die GTP-bindenden Proteine werden in funf verschiedene

Superfamilien unterteilt (Bourne et al. 1990; Bourne et al. 1991):

Transl okationsfaktoren der Proteinbiosynthese (IF-2, EF-Tu, EF-G, RF-3)

Ga-Untereinheiten der heterotrimeren G-Proteine (Gs, Gi, Gt, Go, Gg)

Ras-verwandte Proteine

Signalerkennungspartikel (SRP) und dessen Rezeptor (SR)

Grof3e GTP-bindende Proteine (GBP, Mx, Dynamin)
Regulatorische GTP-bindende Proteine kommen in einer inaktiven GDP-gebundenen oder
einer aktiven GTP-gebundenen Form vor, wodurch sie eine regulative Schalterfunktion in
zentralen Signaltransduktionsprozessen eukaryontischer Zellen austiben. Abbildung 1.1 zeigt
den unidirektionalen GTPase-Zyklus am Beispiel des Ras-Proteins, dem prominentesten Ver-
treter der kleinen GTP-bindenden Proteine. Im Bereich der in allen GTP-bindenden Proteinen
vorkommenden strukturell konservierten G-Domane erfolgt die Bindung und Hydrolyse des
Nucleotids, wobei sowohl GDP als auch GTP mit hoher Affinitat von 107 bis 10* M™ gebun-
den werden (Bourne et al. 1991). Guaninnucleotid-Austauschfaktoren (GEFs) katalysieren die
Dissoziation des GDP von dem inaktiven Ras: GDP-Komplex und stabilisieren den nucleotid-
freien Zustand des Ras-Proteins. Dadurch kann das im Vergleich zu GDP in einer ca. 10-fach
hoheren intrazelluléren Konzentration vorliegende GTP an den nucleotidfreien GTPase/GEF-
Komplex binden und Ras in die aktive GTP-gebundene Form dberfihren. Ohne
Austauschfaktoren liefe der Austausch von GDP gegen GTP nur sehr langsam ab, so dal3 den
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GEFs die Funktion eines positiven Regulators fur Ras zukommt (Lenzen ef al. 1998). In der
nun aktiven GTP-gebundenen Form kann Ras das Signal durch Interaktion mit nachge-
schalteten Effektor-Molekilen weiterleiten (Wittinghofer und Herrmann 1995). Die relativ
langsame intrinsische GTPase-Aktivitdt des Ras-Proteins bewirkt die hydrolytische Ab-
spaltung des g-Phosphates des gebundenen GTPs, wodurch Ras wieder in die inaktive GDP-
gebundene Form Uberfihrt und die Signalweiterleitung so terminiert wird (Wittinghofer 1998;
Wittinghofer und Pai 1991). Die Interaktion mit einem GTPase-aktivierenden Protein (GAP)
als weiteren modulierenden Faktor beschleunigt die normalerweise langsam ablaufende GTP-
Hydrolyse durch die intrinsische GTPase-Aktivitédt von Ras (Trahey und McCormick 1987)
in vitro um das 10° fache (Gideon et al. 1992), wodurch die Lebensdauer der signaliibertra-
genden Form stark verkirzt wird. Somit kommt den GAPs die Funktion eines negativen

Regulators fir Ras zu.

Ras-GDP
Pi inaktiv GDP

N
GTP

Effektoren

Abbildung 1.1  Schalterfunktion regulatorischer GTP-bindender Proteine

Im GDP-gebundenen Zustand ist das GTP-bindende Protein inaktiv; in der GTP-gebundenen Form ist
es aktiv und es erfolgt eine Signalweiterleitung durch die Interaktion mit Effektoren. Der unidirektio-
nale GTPase-Zyklus wird durch Guaninnucl eotid-Austauschfaktoren (GEFs) und GTPase-aktivierende
Proteine (GAPs) reguliert.

1.3 Die Ras-Superfamilie

Die Ras-Superfamilie GTP-bindender Proteine umfaldt samtliche Ras-verwandten Proteine,
die aufgrund ihres Mol ekulargewichtes von 20 kDa bis 35 kDa auch als , kleine GTPasen* be-
zeichnet werden. Der Vergleich der Aminosauresequenzen sowie der zelluléren Funktionen
der Proteine erlaubt eine Unterteilung der Ras-Superfamilie in mittlerweile acht Subfamilien
(Abbildung 1.2).
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Ras-Superfamilie kleiner GTPasen
[ | | I I | | I
Ras Rab Rho Arf Rad Ran Rheb Rit
H-Ras Rab1A RhoA Arfl Rad Ran Rheb Rit
K-RasA Rab1B  RhoB Arf2 Gem TC4 Rin
K-RasB Rab2 RhoC Arf3 Rem
N-Ras Rab3A RhoD Arf4 Rem2
R-Ras Rab3B  RhoE Arf5 Kir
TC21 (R-Ras2) Rab4 RhoG Arf6
M-Ras (R-Ras3) Rab5A  Rho6 Arf7
Rap1A (Krev-1/smgP?') Rab5B  Rho7
Rap1B Rab6 Rac1
Rap2A Rab7 Rac2
Rap2B Rab8 Rac3
RalA Rab9  CDC42
RalB Rab10  TC10
Ypt TTF
etc.

Abbildung 1.2 Die acht Subfamilien der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen
(Verandert nach Boguski und McCormick 1993; Clark et al. 1997b; Herrmann und Nassar 1996; Lee
et al. 1996; Y ee und Worley 1997).

Ras (Rat sarcoma)-Proteine besitzen wichtige Funktionen bel der Kontrolle der Zellproli-
feration und Zelldifferenzierung (Harvey 1964; Kawata et al. 1988; Kimmelman et al.
1997; Kirsten und Mayer 1967; Kitayama et al. 1989; Matsumoto et al. 1997; Ohmori
et al. 1989; Pizon et al. 1988; Scolnick et al. 1979).

Rab (Ras-like proteins from rat brain)-Proteine sind in den vesikuléren Transport invol-
viert (Brennwald und Novick 1993; Pfeffer 1992; Schimmoller er al. 1997; Simons und
Zeria 1993).

Rho (Ras homology)-Proteine sind hauptséchlich an der Reorganisation des Cytoskel ettes
beteiligt, haben jedoch auch Funktionen bel der Regulation der Genexpression und der
Kontrolle des Zellwachstums (Mackay und Hall 1998; Ridley und Hall 1992; Van Aelst
und D'Souza-Schorey 1997).

Arf (ADP ribosylation factor)-Proteine sind fur die Vesikelbildung und die Regulation
des Vesikeltransportes vom ER zum Golgi-Apparat verantwortlich (Donaldson und Klaus-
ner 1994; Moss und Vaughan 1998; Palmer et al. 1993).

Rad (Ras associated with diabetes)-Proteine wurden in Muskelzellen von Diabeteskran-
ken gefunden; ihre Funktion ist noch nicht geklart (Bilan ef al. 1998; Garvey et al. 1997,
Reynet und Kahn 1993).

Ran (Ras related nuclear proteins)-Proteine sind mal3geblich am Kerntransport beteiligt
(Drivas et al. 1990; Moore 1998).

Rheb (Ras homolog enriched in brain)-Proteine sind Antagonisten des Ras-Signalweges
(Clark et al. 1997b; Y ee und Worley 1997).



EINLEITUNG 5

Rit (Ras-like protein in tissue)-Proteine binden an Calmodulin und sind wahrscheinlich an
der Ca’*-vermittelten Signaltransduktion beteiligt (Lee ez al. 1996).

Samtliche Mitglieder der Ras-Superfamilie verfligen Uber eine Konsensussequenz innerhalb
der ca. 160 Aminosauren umfassenden G-Domane, welche die Bindung des GDP bzw. GTP
und die GTPase-Aktivitdt vermittelt. In der Tabelle 1.1 sind die konservierten Sequenzmotive
der G-Doméane zusammengefaldt (Vaenciaer al. 1991). Die verschiedenen Motive sind an der
Bindung des Phosphats und des Mg®* (PM1 bis PM3) oder an Wechselwirkungen mit der
Guanin-Base (G1 bis G3) beteiligt (vgl. auch Abbildung 1.4).

Motiv Name Konsensussequenz Wechselwirkung mit

PM1 p-loop GxxxxGK (S/T) Phosphattell

Gl FIY Guanin-Base

PM2 switch I, Effektor-Region T Mg? und g-Phosphat (GTP)

PM3 switch IT DxxG Mg?* und g-Phosphat (GTP)

G2 (N/T)(K/Q)xD Guanin-Base

G3 SA(K/L) Guanin-Base

Tabelle 1 Konservierte Sequenzen innerhalb der G-Domine von GTPasen der Ras-
Superfamilie

PM = Phosphat- und Mg*-Bindungsmotiv; G = Guanin-Bindungsmotiv; Aminosiuren sind im Ein-
buchstabencode angegeben, x = beliebige Aminoséure.

Mit Ausnahme der Ran- und Rad-Proteine werden alle Mitglieder der Ras-Superfamilie durch
kovalente Bindung hydrophober Gruppen an spezifische Aminosauren der jeweiligen GTPase
posttrandlational modifiziert. Dazu werden Myristinsdure-, Palmitinsaure-, Cjs-Farnesyl-,
oder Cyo-Geranylgeranylreste durch spezifische Transferasen mit der GTPase verknipft. Die
Lipidmodifikationen vermitteln die Membranlokalisation der Proteine und sind daher fur ihre
biologische Funktion essentiell (Brown und Goldstein 1993). Arf-Proteine werden an ihrem
N-Terminus myristoyliert, wobei die Myristinsdure (n-Tetradecansaure) in ener stabilen
Saureamidbindung an die Aminogruppe des N-terminalen Glycinrestes angehangt ist (Kahn
et al. 1988). Die Konsensussequenz fur die Myristoylierung ist MGxxxS/T (x = beliebige
Aminosaure), wobel die auf das Glycin folgende Aminosdure oft Cystein ist (Resh 1996). Die
Modifizierung der Ras- und Rheb-Proteine in Form einer Farnesylierung und die
Geranylgeranylierung der Rho- und Rit-Proteine erfolgt durch Isoprenylierung eines
C-terminalen Cysteinrestes unter Ausbildung einer stabilen Thioetherbindung. Als Signal fir
die posttrandationale Isoprenylierung fungiert das C-terminal lokalisierte CaaX-Motiv
(C = Cystein, a= aiphatische Aminosaure, X = beliebige Aminosaure) (Bourne et al. 1991),
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wobel die letzte Aminosaure (X) die Art der Isoprenylierung determiniert (Goldstein
etal 1991; Marshal 1993; Moores efal 1991; Reiss etal 1991; Seabra efal 1991;
Yokoyama et al. 1991). Liegt ein Methionin oder Serin vor, so fungiert das Protein als
Substrat der Farnesyltransferase (FTase); ein Leucin bewirkt eine Modifizierung durch die
Geranylgeranyltransferase| (GGTasel). Im Fall der Ras- und Rho-Proteine werden nach
erfolgter Modifizierung des Cysteins die drei C-terminalen Aminosduren (aaX) proteolytisch
abgespalten und die Carboxylgruppe des isoprenylierten Cysteins methyliert (Gutierrez et al.
1989; Hancock et al. 1991a). Haufig werden Proteine mehrfach posttrandational modifiziert.
So efolgt beispielsweise bei H-Ras und N-Ras nach der Farnesylierung zusétzlich eine
Palmitylierung zweier N-terminal des CaaX-Motivs gelegener Cysteine (Hancock ef al. 1989,
Hancock et al. 1990; Hancock et al. 1991b). Dies ist fur eine stabile Insertion des Proteins in
der Membran essentiell (Choy et al. 1999; Magee und Marshall 1999; Volkert et al. 2001).
Abbildung 1.3 zeigt exemplarisch die posttrandlationale M odifzierung von H-Ras.

181 184

181 184 186 181 184
c c
e e
Farnesylierung -

Membran

Insertion

Proteolytische
Spaltung

88

CwvsCkC CvsCkCj-c
Ras Ras
- I
Palmitylierung Carboxy-

methylierung

Abbildung 1.3  Schematische Darstellung der posttranslationalen Modifizierungen von H-Ras
(Nahere Erlauterungen im Text).

Die Thioesterbindung des Palmitinsdure-Ankers ist weniger stabil as die Saureamidbindung
des Myristin-Ankers und hat deshalb einen dynamischen, reversiblen Charakter, wodurch die
Regulierbarkeit der Membranverankerung ermoglicht wird. Das K-Ras-Protein wird nicht
palmityliert; eine zusétzliche Verankerung mit der Membran erfolgt hier durch elektrostati-
sche Wechselwirkungen einer C-terminalen, polybasischen Sequenz aus Lysinen mit negativ
geladenen Kopfgruppen von Phospholipiden.
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1.4 Signaliibertragung durch Ras-Proteine

Das Ras-Protein ist das am besten untersuchte Mitglied der Ras-Superfamilie. Das erste ras-
Gen wurde als Onkogen des Harvey-Sarcom-Retrovirus der Ratte identifiziert, welches dort
Tumore vom Sarcomtyp auslost (Ellis er al. 1981) und wird entsprechend als H-ras bezeich-
net. Mittlerweile sind fur Saugetiere finf verschiedene ras-Gene bekannt (H-ras, K-ras, N-ras,
R-ras und M-ras; vgl. Abbildung 1.6), die untereinander eine hohe Homologie aufweisen und
aufgrund ihres Molekulargewichtes von 21 kDa auch als p21™ bezeichnet werden. Ras-Gene
werden ubiquitér exprimiert und spielen eine wichtige Rolle bei der Weiterleitung von Signa-
len fir Wachstum, Teilung und Differenzierung normaler und transformierter Zellen (Bos
1997; Macara et al. 1996; Wiesmiller und Wittinghofer 1994). Die besondere Bedeutung des
Ras-Proteins as Signalmolekil kommt auch dadurch zum Ausdruck, dal3 in etwa 30 % aller
menschlichen Tumore eine Mutation in einem der ras-Gene zu finden ist (Barbacid 1987; Bos
1988; Bos 1989; Grand und Owen 1991; Lowy und Willumsen 1993). Fiur das H-Ras-Protein
existieren die meisten strukturellen, biochemischen und funktionellen Daten. Aufgrund der
hohen Homologien innerhalb der Ras-Subfamilie kann angenommen werden, daf3 sich grund-
legende Erkenntnisse Uber Struktur und Funktion des H-Ras-Proteins auf andere Vertreter
dieser Familie Ubertragen lassen. Nachfolgend wird der Einfachheit halber das H-Ras-Protein

als Ras bezeichnet.

Die dreidimensionale Struktur des Ras-Proteins in der GDP- und GTP-gebundenen Form
wurde mittels Rontgen-Kristallstrukturanalyse bestimmt (Milburn ez al. 1990; Pai et al. 1989,
Tong et al. 1989). Abbildung 1.4 zeigt die Tertiarstruktur von H-Rasu.16) komplexiert mit
dem nicht hydrolysierbaren GTP-Analogon GppNHp (glmido-GTP) (Pai et al. 1989). Die
etwa 160 Aminosduren umfassende katalytische G-Domaéne, bestehend aus fuinf Helices und
einem zentralen sechsstrangigen b-Faltblatt, weist zwel Regionen auf, deren Konformationen
sich zwischen der GDP- und der GTP-gebundenen Form des Proteins unterscheiden (Milburn
et al. 1990; Schlichting et al. 1990; Wittinghofer und Pai 1991). Diese Regionen werden
daher als switchl und switchll bezeichnet. Jene die Aminosauren 30 bis 37 umfassende
switch I-Region beginnt im loop2 und reicht bis in das b,- Faltblatt hinein. Dabei Uberlappt sie
mit der Effektor-Region, bestehend aus den Aminosauren 32 bis 40, welche an der Bindung
von Ras-Effektoren beteiligt ist. Die switch II-Region besteht aus den Aminosauren 60 bis 76
und umfaldt den loop4 und die a,-Helix. Ein weiteres fur die Schalterfunktion des Ras-
Proteins bedeutendes Strukturelement ist der auch als p-loop bezeichnete loopl, welcher die

Aminosauren 10 bis 17 umfalit.
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(loop1)

Abbildung 1.4  Tertidrstruktur von Rasg._;6,-GppNHp

Das gebundene Nucleotid und das Mg®*-lon sind as Kugel-Stab-Modell dargestellt. Die Bezeich-
nungen der Sequenzmotive entsprechen Tabelle 1 und sind gelb hervargehoben. Die Abbildung wurde
mit dem Programm WebL abViewer 4.0 erstellt (verdndert nach Pai et al. 1990).

Alle ras-Protoonkogene kdnnen durch Mutationen zu Onkogenen aktiviert werden; onkogenes
Ras verursacht ein konstitutives Wachstumssignal, das tber Effektor-Proteine weitergeleitet
zur Transformation von Saugerzellen fuhrt (Hall 1990). Substitutionen des Glycins 12 durch
jede beliebige andere Aminosdure, mit Ausnahme von Prolin, und Mutationen in den fur Gly-
cin 13 und Glutamin 61 kodierenden Tripletts, fuhren zu einer Erhhung des tumorausl dsen-
den Potentials (Barbacid 1987; Bos 1989; Reddy et al. 1982; Tabin et al. 1982). So ist das
Glycin 12 die in K-Ras am haufigsten durch Punktmutationen des entsprechenden Tripletts
veradnderte Aminosdure menschlicher Tumorzellen. Alle genannten Aminosduren mit tumor-
ausl6sendem Potential sind in stark konservierten Sequenzmotiven der G-Domaéne, im p-loop
und der switchIl-Region, lokalisiert (vgl. Tabelle 1). Die Onkogenité der Mutationen ist
durch den Verlust der GTPase-Aktivierung begrindet, dessen Mechanismus durch die Auf-
klarung der Struktur von Ras im Komplex mit der GTPase-aktivierenden Domane von
p120°"P (GAP-334) in Anwesenheit von Aluminiumfluorid gezeigt werden konnte
(Scheffzek et al. 1997). Die simultane Bindung von Aluminiumfluorid und GDP imitiert
dabei den Ubergangszustand der GTP-Hydrolyse. Die Peptidkette von Ras im Bereich des
Glycins 12 ist in raumlicher Néhe zur Seitenkette des auch als , Argininfinger® bezeichneten
Arginins 789 von GAP-334 positioniert. Eine Aminosaure-Substitution in Position 12 von
Ras bewirkt eine sterische Hinderung des fiir die Ausbildung des Ubergangszustandes der

GTP-Hydrolyse essentiellen Arginins 789. Somit inhibiert eine Mutation des Glycins 12 die
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GAP-katalysierte GTP-Hydrolyse (Adari etal 1988; Gideon eral 1992; Trahey und
McCormick 1987). Das in der switchII-Region lokalisierte Glutamin 61 ist ebenfalls in die
Katalyse involviert, indem es den Ubergangszustand der GTP-Hydrolyse stabilisiert (Bourne
et al. 1991; Mittal er al. 1996), weshalb eine Mutation dieser Aminoséure ebenfalls zu einer

Steigerung des onkogenen Potentials des Ras-Proteins fihrt.

1.4.1 Ras-Effektoren

Ras-Effektoren sind definitionsgemal} Proteine, die spezifisch an die aktivierte, GTP-gebun-
dene Form von Ras binden. Die Interaktion der verschiedenen Effektor-Molekile mit der
Ras-Effektor-Region fuhrt dabei zu deren Aktivierung und des weiteren zur Ubertragung des
empfangenen Signals auf weitere nachgeschaltete Molekile des jeweiligen Signaltransduk-
tionsweges (Marshall 1996b; Marshall 1995b; McCormick und Wittinghofer 1996). Der
prominenteste und am besten charakterisierte Ras-Effektor ist die Serin/Threonin-Kinase
c-Raf 1. Weitere bekannte Ras-Effektoren sind die Raf-1soformen A-Raf und B-Raf, sowie
die pll0-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), die Proteinkinase Cz
(PKCz), das GTPase-aktivierende Protein fir Ras (RasGAP), der Ral-Guanosinnucleotid-
Austauschfaktor (RalGEF), MEKK, AF6, Rinl und Norel. Die Ras-Effektoren und deren
nachgeschaltete Signalwege sind in Abbildung 1.5 dargestellt, wobel diese unterschiedliche
zellulére Antworten auf die Ras-Aktivierung bewirken.

Rap Ras (H, N, K) R-Ras/TC21
Rin1 PKC¢ p120GAP MEKK Raf AF6 RalGEF PI3K Nore1
(byr2) (c, A, B) p110 (o.B,7)
ANy v v A v ¢
Abl ? IkB p190GAP SEK MEK ? Ral ? PIP3
v \' ¢ ¥ X / ¢ \
Rac Rho JNK ERK1/2 PLD1 RalBP1 Vav SOS1  Akt/PKB
N\ ¥\ %\// N
NF-xB SRF ATF2 Jun EIk1 Cdc42 Rac IKK Bad aspase-9° AFX
| ; | ; P""‘3 Il ; |
Genexpression Reorganisation des Uberleben
Actin-Zytoskeletts der Zellen

Abbildung 1.5

Interaktion von Ras (H-, N-, K-), Rap und R-Ras/TC21 mit verschiedenen

Effektoren und deren nachgeschalteten Signalwegen
(Veréndert nach Herrmann und Nassar 1996; King et al. 1998; Marshall 1996b; Marshall 1995b;
Rebollo und Martinez 1999; Shields et al. 2000; Sun et al. 2000; Li et al. 2001; Vojtek und Der 1998;
Wittinghofer und Herrmann 1995; Corbett und Alber 2002).
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Die Abbildung 1.5 macht des weiteren deutlich, dal3 nicht nur Ras selbst, sondern auch ande-
re Mitglieder der Ras-Subfamilie (vgl. Abbildung 1.2), wie Rap oder R-Ras, an die Ras-
Effektoren binden. Diese Promiskuitét ist, wie die Abbildung 1.6 verdeutlicht, dadurch zu er-
kléren, dal3 die Kerneffektor-Region, welche fir die Interaktion mit den Effektoren verant-
wortlich ist, unter den Mitgliedern der Ras-Subfamilie stark konserviert ist. Beiderseits der
hochkonservierten Kerneffektor-Region sind jedoch Bereiche lokalisiert, von denen ange-
nommen wird, dal3 sie fur die Spezifitdt und die Modulation der Affinitdt fir verschiedenen
Effektoren verantwortlich sind (Herrmann und Nassar 1996; Nassar ef al. 1996). Deshalb

wird dieser Bereich auch a's Aktivierungs-Region bezeichnet.

al b2
G = | »
20 30 40
K-, N-, H-Ras Tl QLI QNHFVDEYDPTIEDSYREKQVYV
RaplA, RaplB TVQFVQGI FVEKYDPTIEDS SYREKOQVE
Rap2A, Rap2B TVQFVTGTFI EKYDPTIEDFYRKEI E
R-Ras TI QFI QSYFVSDYDPTIEDSYTEKI CT
R-Ras2 (TC21) TI QFI QSYFVTDYDPTIEDSYTEKQCYV
R-Ras3 (M-Ras) TI QFFQKI FVPDYDPTIEDSYLKHTE
Modulation der Kerneffektor- Modulation der
Affinitat Region Affinitat
Ral TLQFMYDEFVEDYEPTKADSYREKKVYV

Abbildung 1.6  Vergleich der Aminosiuresequenzen von Mitgliedern der Ras-Subfamilie
(Verandert nach Herrmann und Nassar 1996); ndhere Erlauterungen im Text.

An dieser Stelle soll auf die starke Homologie zwischen Ras- und Rap-Proteinen (speziell von
H-Ras und RaplA) hingewiesen werden, da dies an anderer Stelle von Bedeutung sein wird
(Bos 1998; Zwartkruis und Bos 1999). Bei der Suche nach Ras-verwandten GTPasen stiefd
man 1988 bel dem screening einer humanen cDNA-Bank aufgrund ihrer starken Sequenz-
Homologie zu Ras auf die Rap-Proteine (Pizon et al. 1988). RaplA ist dabei u.a. durch seine
Fahigkeit zur Suppression des durch onkogenes Ras induzierten, transformierten Phanotyps
charakterisiert, weshalb es auch als Krev-1 bezeichnet wird (Kitayama ef al. 1989; Sakoda
et al. 1992). Die Ras-supprimierende Wirkung von Krev-1/RaplA wurde zunéchst als die
hauptsachliche Funktion dieses Proteins angenommen. Als moglicher Mechanismus wurde
diskutiert, dal3 Rap die as Ras-Effektor fungierende Raf-Kinase in einem inaktiven Zustand
halt. Da Krev-1/RaplA eine deutlich starkere Affinitét zu RasGAP zeigt as Ras selbst, wurde
vermutet, da3 Rap die Ras-Funktion inhibiert, indem das as Ras-Effektor fungierende
RasGAP préferentiell an Rap bindet (Frech e al. 1990; Hata e al. 1990). Die Blockierung der
Inaktivierung von Ras durch fehlendes RasGAP sollte bei genauerer Uberlegung jedoch eher

zur Aktivierung von Ras fuhren. Andere Experimentatoren identifizierten (in Analogie zu
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Ras/c-Raf 1) B-Raf as einen weiteren Rap-Effektor (Ohtsuka er al. 1996; Vosser et al
1997). Dies wird jedoch, wie auch die beschriebene ,, Suppressor-Theorie*, kontrovers disku-
tiert. Ferner konnten verschiedene auch als Ras-Effektoren fungierende RaGEFs (RalGDS,
Ral, RIf) sowie weitere Proteine als Rap-Effektoren charakterisiert werden (Bos et al. 2001,
Kishida ef al. 1997; Wolthuis et al. 1996; Zwartkruis et al. 1998). Dariliber hinaus wurde ge-
zeigt, dal3 eine intrazelluldre Erhéhung des cAMP-Spiegels zu einem Anstieg der intrazellul &
ren RaplB- GTP-Konzentration und damit zur Aktivierung von RaplB fuhrt (Altschuler ef al.
1995). Dabei wird dieser Effekt nicht durch die cAMP-abhangige Proteinkinase A, sondern
durch den cAMP-regulierten Rap-Austauschfaktor Epac vermittelt (de Rooij et al. 1998; Ka
wasaki et al. 1998). Die Proteinkinase A ist anderen Autoren zufolge jedoch an der Phospho-
rylierung von Rap bzw. SmgP?
C-terminal lokalisierte Serin 180 bzw. Serin 179 als Substrat identifiziert wurde (Altschuler
und Lapetina 1993; Hata et al. 1991; Hoshijima et al. 1988; Hu et al. 1999; Itoh et al. 1991,
Kawata et al. 1989; Lerosey et al. 1991; Siess et al. 1990); vgl. auch Abbildung 3.16. Die

Phosphorylierung soll Einflul3 auf die Prozessierung bzw. Membranlokalisation (Altschuler

beteiligt, wobel fur RaplA bzw. RaplB das jewells

und Lapetina 1993) oder auf die Interaktion mit anderen Proteinen, speziell der Raf-Kinase,
haben (Hu efal 1999). Auch fir H-Ras bzw. K-Ras konnten Phosphorylierungen der
Serine 177 bzw. 181 durch PKA und PKC festgestellt werden (Ballester er al. 1987; Jeng
et al. 1987; Sailkumar et al. 1988).

Der hohe Grad der Sequenz-Homologie zwischen Ras- und Rap-Proteinen, welcher bezogen
auf deren vollsténdige Lange etwa 50 % und innerhalb der Kerneffektor-Region sogar 100 %
betragt, warf die Frage nach den fir die jeweilige spezifische Funktion der beiden Proteine
relevanten Aminosauren auf. Zu diesem Zweck wurden weltwelit in zahlreichen Arbeitsgrup-
pen sowohl chimare Ras/Rap-Proteine (Maruta et al. 1991; Zhang et al. 1990; Zhang et al.
1991) als auch Ras-Proteine mit Rap-homologen Aminosdure-Austausche unterschiedlicher
Anzahl und Kombination untersucht (Marshall et al. 1991; Nur-E-Kamal et al. 1992; Shirou-
ZU et al. 1992). Quintessenz dieser Untersuchungen ist, dal3 die identische Kerneffektor-
Region fur die molekulare GTPase/Effektor-Erkennung verantwortlich ist, wahrend Amino-
saurereste aul3erhalb dieser Region fur die Spezifitédt dieser Interaktion relevant sind. Untersu-
chungen an einem Rap-Protein mit Aminosdure-Substitutionen zu Ras in den Positionen 30
und 31 (RapE30D/K31E) haben gezeigt, dal’ die zwischen Ras und Rap divergierenden
Aminosauren der Position 31 aufgrund ihrer entgegengesetzten Ladungen eine der Hauptde-
terminanten fur die Spezifitdt der Interaktion darstellen (Nassar et al. 1996; Shirouzu et al.
1992).
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1.4.2 Die MAPK-Kaskade

Die Aktivierung des Ras-Proteins kann durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK), durch Re-
zeptoren mit assoziierter Tyrosin-Kinase und durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren erfol-
gen. Einer der prominentesten und am besten charakterisierten Signal Ubertragungswege durch
Ras ist die in der Abbildung 1.7 schematisch dargestellte Ras/Raf/M EK/ERK-Kaskade, die
auch al's MAPK-Kaskade bezeichnet wird.

& O\

extrazelluléres
Signal

extrazelluldrer Raum

Abbildung 1.7  Schematische Darstellung der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade
(Verandert nach Vojtek und Der 1998); nahere Erlauterungen im Text.

Die Bindung eines extrazelluldren Signals, wie beispielsweise EGF, an die adaquate
Rezeptor-Tyrosin-Kinase induziert deren Dimerisierung und resultiert in der Transphosphory-
lierung cytoplasmatischer Tyrosinreste. Nach Uberwindung der Plasmamembran wird das
Signal durch den nun aktivierten Rezeptor Uber eine Kaskade verschiedener Proteine durch
deren sukzessive Phosphorylierung vom Cytoplasma zu Transkriptionsfaktoren im Zellkern
weitergeleitet. Zundchst binden Adapterproteine wie Grb2, Shc, Ash, Nck oder Crk Uber ihre
SH2-Domanen an das phosphorylierte Tyrosin und angrenzende Bereiche des Rezeptors
(Moran et al. 1990; Gale et al. 1993; Pawson et al. 1993; Rozakis-Adcock et al. 1993). Diese
Adapterproteine binden dann ihrerseits tber SH3-Doménen an prolinreiche Regionen der
Austauschfaktoren a's regulatorische Proteine (Ren ez al. 1993). In Sdugern konnten mSOS
und mCdc25 als Austauschfaktoren identifiziert werden (Boguski und McCormick 1993;
Egan er al. 1993; Li et al. 1993; Tanaka et al. 1991). Die Austauschfaktoren binden Ras und

stellen so die Verbindung zwischen aktiviertem Rezeptor und membransténdigem Ras her
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(Buday und Downward 1993; Egan et al. 1993; Gale et al. 1993; Li et al. 1993). Daraufhin
beschleunigen sie den sonst nur sehr langsam ablaufenden Austausch von GDP gegen GTP
durch Stabilisierung des nucleotidfreien Zustandes von Ras (Lenzen et al. 1998). In der akti-
vierten GTP-gebundenen Form interagiert Ras mit nachgeschalteten Effektor-Molekllen, wie
beispielsweise der Raf-Kinase im Fall der MAPK-Kaskade, die ihrerseits aktiviert werden.
Die MAPK-Kaskade ist eine Signalkette von sequentiell hintereinander geschalteten Protein-
kinasen. Die aktivierte Raf-Kinase, auch a's MAPKKK bezeichnet, phosphoryliert und akti-
viert die dual-spezifische Kinase MEK, eine MAPKK. MEK wiederum aktiviert durch Phos-
phorylierung von Threonin- und Tyrosinresten ERK, die als MAPK fungiert (Ahn et al. 1992;
Crews et al. 1992; Crews und Erikson 1993; Dent ef al. 1992; Howe et al. 1992; Kyriakis
et al 1992; Moodie et al. 1993; Zwerger und Hirt 2001). Die aktivierte ERK gelangt in den
Zellkern, wo sie verschiedene Transkriptionsfaktoren wie Elk, Fos, Jun und Myc durch
Phosphorylierung aktiviert. Durch die geregelte Aktivierung der Transkription bestimmter

Gene wird die Proliferation und Differenzierung der Zelle gesteuert.

Dieser hier vereinfacht linear dargestellte Signaltransduktionsweg stellt sich in der Zelle we-
sentlich komplexer dar. Auf allen Ebenen der Kaskade greifen anderer Faktoren regulierend
ein und parallele Signalwege werden miteinander verknlpft (crosstalk; Hunter 1997; Same-
ron et al. 1996; Treisman 1996). So gibt es beispielsweise eine Verbindung zwischen dem
Raf/ERK- und dem PI3K/Akt-Signalweg. Die Akt-Kinase phosphoryliert und inaktiviert Raf
und reguliert auf diese Weise ebenfalls die MAPK-Kaskade (Rommel et al. 1997; Rommel
et al. 1999; Zimmermann und Moelling 1999). Durch diesen crosstalk der beiden Signalwege
koénnen divergierende biologische Effekte tGber die Aktivierung von Ras erzielt werden (Jun
et al. 1999).

1.5 Die Raf-Kinase

Das erste als Ras-Effektor identifizierte Protein ist die Raf-Kinase, welche spezifisch an Ras:
GTP bindet (Koide et al. 1993; Moodie et al. 1993; Van Aelst et al. 1993; Vojtek et al. 1993;
Warne et al. 1993; Wittinghofer und Nassar 1996; Zhang et al. 1993). Das Raf-kodierende
Gen wurde zunéchst als Onkogen in transformierenden 3611-Maussarkom-Retroviren identi-
fiziert (v-raf) (Rapp et al. 1983b). Von seinem zelluldren Homolog, dem Protoonkogen c-raf,
unterscheidet sich das virale Protein dadurch, daf3 ein fur 200 bis 300 Aminosduren
kodierender Abschnitt des N-Terminus durch eine virale gag-Sequenz substituiert ist (Rapp
et al. 1983a; Schultz et al. 1985). Da der N-Terminus fur die Regulation der Kinaseaktivitat
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von c-Raf-1 essentiell ist, fuhrt dessen Deletion zum Verlust der Autoinhibition der Kinaseak-
tivitdt und resultiert in einer konstitutiven Aktivitét des Enzyms (Heidecker et al. 1990; Stan-
ton er al. 1989). AulRerdem vermittelt die virale gag-Sequenz die Myristoylierung der Kinase-

Domane der Raf-Kinase und bewirkt damit deren (Ras-unabhangige) Membranlokalisation.

Raf-Proteine spielen in der MAPK-Kaskade eine zentrale Rolle und sind sowohl in Vertebra-
ten als auch in Invertebraten essentiell fir Wachstum und Entwicklung (Avruch et al. 1994,
Daum et al. 1994; Rapp et al. 1988). Die Raf-Kinasen sind gleich den verschiedenen Ras-
Proteinen evolutiv stark konserviert, wobel in Invertebraten wie C. elegans und D. melanoga-
ster jeweils nur ein Raf-Protein exprimiert wird (Dickson und Hafen 1994). In Sdugerzellen
konnten jedoch drei verschiedene Raf-l1soformen identifiziert werden, namlich das ubiquitar
exprimierte c-Raf und das praferentiell nur in bestimmten Gewebetypen exprimierte A-Raf-
und B-Raf-Protein (Storm et al. 1990). Sie werden durch drei funktionelle raf-Gene kodiert,
die auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind (Naumann et al. 1996). Alle drei Raf-
Isoformen zeigen in bezug auf ihre Aminosduresequenz einen hohen Grad an Homologie,
werden aber unterschiedlich reguliert und tUben verschiedenen Funktionen aus (Antonelli
et al. 2000; Bosch et al. 1997; Hagemann und Rapp 1999; Kolch 2001; Marais et al. 1997,
Mason et al. 1999; Ohtsuka et al. 1996; Okada et al. 1996; Papin et al. 1998; Vosder et al.
1997; York etal 1998). Das Genprodukt des 3,4 kb grof3en c-raf 1-Gens, welches Ge-
genstand der Untersuchungen dieser Arbeit ist, kodiert fir die Serin/Threonin-spezifische
Kinase c-Raf 1, bestehend aus 648 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 74 kDa.

1.5.1 Dominenstruktur der Raf-Kinase

Samtliche Raf-Proteine zeigen eine vergleichbare Struktur und besitzen drei hoch konser-
vierte, als CR1, CR2 und CR3 bezeichnete Regionen (Rapp et al. 1988). Die Doménenstruk-
tur dieser Kinasen ist in Abbildung 1.8 anhand der c-Raf-Kinase exemplarisch dargestellt.

1 62 194 256 269 330 627 648

51 131 139184 \ /

| [ |

3 CR3
CR1
Ser/Thr-
| reich ”
N-terminal e regul atorische Doméne C-terminale Kinase-Doméane

Abbildung 1.8  Schematische Darstellung der Doméinenstruktur der c-Raf-Kinase
CR = conserved region, RBD = ras binding domain, C1 = protein kinase C homology 1.
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Raf-Proteine konnen strukturell in zwei funktionelle Regionen unterteilt werden. Die
N-terminale Doméane umfaldt die Regionen CR1 (Aminosduren 62 bis 194) und CR2 (Amino-
sauren 251 bis 269), welche eine regulatorische Funktion besitzen (Bruder et al. 1992,
Heidecker et al. 1990). Die C-terminale Kinase-Doméne entspricht etwa der CR3-Region
(Aminosauren 330 bis 627) und erfullt die katalytische Funktion des Enzyms, wobei sie
sowohl ATP a's auch das Substrat bindet (Daum et al. 1994; Goldsmith und Cobb 1994).

Die CR1-Region umfald zwel Doménen, die als Raf RBD bezei chnete Ras-bindende Doméne
(Aminosauren 51 bis 131) (Vojtek et al. 1993; Warne et al. 1993; Zhang et al. 1993) und die
cysteinreiche, Zink-bindende Raf C1-Doméne (Aminosauren 139 bis 184) (Ishikawa et al.
1988). Die Terminologie C1 beruht auf der Homologie dieser Region zur Proteinkinase C
(Hurley et al. 1997). In der Literatur findet sich aber auch die Bezeichnung CRD flr cystein
rich domain (Morrison et al. 1988) und CRR fUr cystein rich region (Hu et al. 1995). Auf-
grund der Ahnlichkeit der C1-Doméne zu DNA-bindenden Zinkfinger-Motiven von Trans-
kriptionsfaktoren wie etwa TFIIIA wird diese auch as ,Zinkfinger” bezeichnet (Luo et al.
1997).

Die CR2-Region ist reich an Serin- und Threoninresten, von denen einige regulatorische
Phosphorylierungsstellen darstellen, welche die Aktivierung der Kinase beeinflussen (Daum
et al. 1994; Morrison et al. 1988). Die N-terminale Doméne hat eine autoinhibitorische Funk-
tion auf die Kinaseaktivitdt, wobei angenommen wird, dal? diese regulatorische Region die

Kinase in einer inaktiven Konformation halt.

1.5.2 Interaktion zwischen c-Raf und Ras

Die Signaltibertragung von Ras auf Raf basiert auf einer spezifischen Interaktion der beiden
Proteine. Durch Untersuchungen der Ras/Raf-Bindung mittels Two-Hybrid-System konnte
eine minimale Ras-Bindungsdoméne (Raf RBD) identifiziert werden (Vojtek et al. 1993). Die
aus 80 Aminosduren bestehende RBD ist eine kompakt gefaltete Doméane und ist in seiner
Struktur der des Ubiquitin &hnlich (Chuang ef al. 1994; Emerson et al. 1994; Fridman
et al. 1994; Scheffler et al. 1994). Die GTP-abhangige Bindung von Ras an die regulatorische
Domaéne von Raf konnte sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt werden (Herrmann et al.
1995; Koide et al. 1993; Moodie et al. 1993; Van Adlst et al. 1993; Vojtek et al. 1993; Warne
et al. 1993; Wittinghofer 1998; Zhang et al. 1993; Zhang et al. 1995b). Die Rekrutierung der
cytoplasmatischen Raf-Kinase an die Plasmamembran wird durch Bindung an das membran-

sténdige Ras vermittelt. Die dreidimensionale Struktur der c-Raf RBD im Komplex mit dem
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Ras-homologen RaplA-Protein konnte durch Rontgenstrukturanalyse gelost werden (Nassar
et al. 1995). RaplA und Ras sind hinsichtlich ihrer Aminosduresegquenzen zu 50 % identisch.
Im Bereich der fur die Ras/Raf-Interaktion essentiellen Effektor-Region besteht sogar vollige
Ubereinstimmung (vgl. Abbildung 1.6). Daher kann die Kontaktflache zwischen Ras und der
Raf RBD aus der in Abbildung 1.9 gezeigten Struktur des RaplA/Raf RBD-Komplexes ab-
geleitet werden.
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Abbildung 1.9  Tertidrstruktur des Rapl1A/Raf RBD-Komplexes
Die Abbildung wurde mit dem Programm WebL abViewer 4.0 erstellt (gemald Nassar et al. 1995).

Die Interaktion beider Proteine wird durch ein zentrales, antiparalleles b-Faltblatt vermittelt,
bestehend aus den b-Stréngen b1 und b2 der Raf RBD und b2 und b3 des RaplA. Die Kom-
plexbildung wird durch Haupt- und Seitenketteninteraktionen von Aminosauren der Effektor-
Region des Rap1A vermittelt. Genetische und biochemische Untersuchungen ergaben, dald die
Mutation der Aminosdure Arginin 89 der Raf RBD zu Leucin (R89L) die Ras-Bindung und
die Raf-Aktivierung unterbindet (Block ez al. 1996; Fabian et al. 1994). Gestutzt auf die Kri-
stallstruktur des RaplA/Raf RBD-Komplexes wurden einzelne Aminoséuren der RBD durch
Alanin substituiert und der Beitrag der entsprechenden Seitenketten zur Ras/Raf-Bindungs-
affinitét in vitro und der Ras/Raf-regulierten Genexpression in vivo bestimmt (Block et al.
1996). Seitens der Raf RBD wird die Bindungsaffinitat hauptséchlich durch die Aminosauren
GIn66, Lys84 und Arg89 vermittelt. Die Ubereinstimmung zwischen den Dissoziationskon-
stanten respektive den Bindungsaffinitéaten und den Raf-vermittelten Genaktivitéaten zeigt, dal3
die Stérke der Ras/Raf-Interaktion das Ausmal’ der Ras-induzierten Raf-Aktivierung entschei -
dend beeinfluf3t.
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1.5.3 Aktivierung und Regulation der Raf-Kinase

Der Mechanismus der Raf-Aktivierung ist ein komplexer und bis heute nicht vollstandig ver-
standener Prozef3. Alsinitialer Schritt kann die Rekrutierung der Raf-Kinase vom Cytoplasma
an die Plasmamembran durch aktiviertes, GTP-gebundenes Ras angesehen werden. Danach
finden an der Membraninnenseite eine Reihe von Aktivierungsereignissen statt. Dazu gehéren
Phosphorylierungen, Dephosphorylierungen, Aufhebung intramolekularer Interaktionen,
Assoziation mit weiteren Proteinen und Komplexbildung mit nachgeschalteten Effektoren
(Morrison und Cutler 1997). Die Vielzahl der mit Raf interagierenden Proteine (Kolch 2000)

erschwert dabel das Verstandnis des Aktivierungsprozesses erheblich.

Raf konnte in vitro weder mit gereinigtem Ras GTP, noch mit gereinigter Src-Kinase akiti-
viert werden. Dagegen konnte jedoch festgestellt werden, dal3 Zellmembranen von Zellen, die
konstitutiv aktives H-RasG12V und/oder Src-Kinase exprimieren, beli Vermischung mit der
cytosolischen Fraktion Raf-Kinase exprimierender Zellen zu einer Erhdhung der Raf-Kinase-
aktivitat auf das 10- bis 20-fache flhren. Das Ausmal? dieser Aktivierung entspricht dem,
welches durch farnesyliertes, GTP-gebundes K-Ras erzielt wird. GDP-beladenes K-Ras oder
nicht farnesyliertes K-Ras: GTP flhrten dagegen nicht zu einer gesteigerten Raf-Aktivierung
(Dent et al. 1995a; Dent und Sturgill 1994; Stokoe und McCormick 1997; Traverse et al.
1993). Des weiteren kann bei der Koexpression von Ras und Raf in vivo eine Aktivierung der
Raf-Kinase beobachtet werden (Fabian ef al. 1993; Marais et al. 1995; Williams et al. 1992).
Diese Experimente zeigen, dal3 neben Ras weitere membranstandige Komponenten fir den
Raf-Aktivierungsprozeld essentiell sind. So wird die inaktive Raf-Kinase beispielsweise im
Cytosol in einem grof3en Komplex mit den Chaperon-Proteinen Hsp90 und p5S0 (cdc37) und
mit 14-3-3-Proteinen gefunden (Aitken 1996; Grammatikakis ef al. 1999; Silverstein et al.
1998; Stancato et al. 1993; Wartmann und Davis 1994).

Ein wichtiges Kriterium fir die Regulation der Raf-Kinaseaktivitét ist der Phosphorylierungs-
zustand der Raf-Kinase. Es konnten zahlreiche Phosphorylierungsstellen sowohl mit inhibito-
rischem als auch mit aktivierendem Charakter identifiziert werden (Abbildung 1.10). Die
Aktivierung durch Wachstumsfaktoren fuhrt hauptsachlich zur Phosphorylierung von Serinen,
wahrend Phosphothreonin und Phosphotyrosin nur in geringen Mengen nachzuweisen sind
(Heidecker et al. 1992; Troppmair et al. 1992). Die Phosphorylierungen erfolgen durch Auto-
phosphorylierung oder durch Serin/Threonin- oder Tyrosin-spezifische Kinasen (Daum et al.
1994; Morrison et al. 1988). Die Serine 43, 259 und 621 stellen die wichtigsten Phosphorylie-
rungsstellen dar und werden im Gegensatz zu Serin 268 nicht durch Autophosphorylierung
phosphoryliert. Die Serine 43 und 621 werden sowohl in nicht stimulierten as auch in PDGF-
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stimulierten Zellen phosphoryliert, wahrend das Serin 259 nur nach PDGF-Stimulation
phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung des Serins 259 fuhrt zu einer Reduktion der Raf-
Kinaseaktivitét, wogegen die Phosphorylierung des Serins 43 keinen Einflufd auf die Aktivitét
der Kinase hat. Das Serin 621 schliefdlich ist, wahrscheinlich durch kotranslationale Phospho-
rylierung bedingt, konstitutiv phosphoryliert und fur die Ausbildung der korrekten, strukturel-
len Konformation der katalytischen Doméne und damit fur die Aktivierung der Raf-Kinase
essentiell (Morrison et al. 1993).

14-3-3-Bindungsstellen RSASEP
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Abbildung 1.10 Phosphorylierungsstellen der c-Raf 1-Kinase

Phosphorylierungen mit inhibierenden Effekten sind rot, solche mit aktivierenden Effekten grin und
solche ohne Einflul auf die Kinaseaktivitéat blau hervorgehoben; nach (Avruch et al. 2001; Morrison
und Cutler 1997; Slupsky et al. 1998; Yip-Schneider et al. 2000); ndhere Erlduterungen im Text.
1) (Chuang et al. 1994; Marshall 1995a; Ramstad et al. 2000; Wu et al. 1993) 2) (Rommel et al. 1999;
Zimmermann und Moelling 1999; Reusch et al. 2001) 3) (Abraham et al. 2000; Jaumot und Hancock
2001) 4) (Mischak et al. 1996) 5) (Morrison et al. 1993) 6) (Kolch et al. 1993) 7) (Sendoh et al. 2000;
Sozeri et al 1992) 8) (Xing und Kolesnick 2001; Yao etal 1995) 9) (King et al. 1998; King
et al. 2001; Sun et al. 2000); 10) (Chiloeches et al. 2001) 11) (Xiaet al. 1996) 12) (Fabian et al. 1993;
Marais et al. 1995) 13) (Carroll und May 1994) 14) (Mason et al. 1999) 15) (Diaz et al. 1997)
16) (Thorson et al. 1998) 17) (Suhasini et al. 1998).
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Entgegen den Ergebnissen von Morrison et al. konnen Kolch ez al. eine Autophosphorylie-
rung des Serins 259 feststellen, welche fir die Raf-Aktivierung wichtig ist und fir die eine
vorausgehende Phosphorylierung des Serins499 durch PKCa wesentlich ist (Kolch et al.
1993). Die von Schonwasser et al. publizierten Daten zeigen dagegen, dal? die Raf-Aktivie-
rung unabhéngig von der Phosphorylierung der Serine 259 und 499 ist. Die Phosphorylierung
des Serins 621 durch PKA oder durch langsame Autophosphorylierung fihrt gemald Mischak
et al. zu einer Abnahme der Raf-Kinaseaktivitat. Thorson et al. stellen eine Autophosphory-
lierung des Serins 621 fest, welche fur die Raf-Aktivierung essentiell ist. Die Resultate zur
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Phosphorylierung und Funktion des Serins 621 sind damit widersprichlich. Dies gilt auch fir
das Serin 259, welchem einerseits bedingt durch Autophosphorylierung (Kolch ef al. 1993)
oder aufgrund TPA-induzierter Phosphorylierung durch PKC (Sendoh ef al. 2000; Sozeri
et al. 1992) ein aktivierender Effekt zugeschrieben wird, andererseits aufgrund der Phospho-
rylierung durch Akt/PKB jedoch zu einer Inhibierung der Kinaseaktivitét fihrt (Rommel
et al. 1996; Rommel et al. 1997; Zimmermann und Moelling 1999).

Die Phosphorylierung von Tyrosinresten durch die pp60v-Src-Kinase (Fabian et al. 1993;
Marais et al. 1995) oder von Serin-/Threoninresten durch KSR/CAP-Kinase (Therrien et al.
1995; Therrien et al. 1996; Xing und Kolesnick 2001; Yao et al. 1995; Zhang et al. 1997)
fuhrt zu einer Erhdhung der Raf-Kinaseaktivitdt in vivo. Die Phosphorylierung sowohl der
Serine 338, 339 (Chiloeches et al. 2001; Diaz et al. 1997; King et al. 1998; King et al. 2001,
Mason et al. 1999; Sun et al. 2000), 497, 499 und 619 (Carroll und May 1994; Kolch et al.
1993; Sozeri et al. 1992) as auch der Tyrosine 340 und 341 (Fabian et al. 1993; Marais et al
1995; Marais et al. 1997; Mason et al. 1999; Xia et al. 1996) wurden als unabdingbar fur die
Raf-Aktivierung charakterisiert, wobei die Phosphorylierung des Tyrosins 341 fir eine maxi-
male Aktivierung von Bedeutung ist. Interessanterweise besitzt B-Raf in den zu 340 und 341
von c-Raf 1 aquivalenten Positionen keine Tyrosine, sondern Aspartate (D447 und D448).
Die sauren Aspartate von B-Raf imitieren dabel in einer Art ,,molekularen Mimikry* die im
Fall von c-Raf 1 durch Phosphorylierung der Tyrosine eingefihrten negativen Ladungen. Dies
deutet darauf hin, dal3 Tyrosin-Kinasen (im Gegensatz zur c-Raf 1-Aktivierung) an der Akti-
vierung von B-Raf nicht beteiligt sind. Dies zeigt sich auch dadurch, daf? fur die Aktivierung
von c-Raf 1 die Phosphorylierung des Tyrosins 341 durch Src essentiell ist, wahrend B-Raf
zwar durch onkogenes Ras, nicht jedoch durch Src aktiviert werden kann (Marais und
Marshall 1996; Mason et al. 1999). King et al. und Sun et al. zeigen, dal3 die durch Pak3
vermittelte Phosphorylierung des Serins 338 Uber eine Aktivierung von PI3K verlauft.
Chiloeches er al. hingegen finden eine Pak3- und PI3K-unabhéngige Phosphorylierung des
Serins 338. Die Serine 497 und 499 sind in der Aktivierungs-Schleife der Kinase-Doméane
lokalisiert und werden wie das Serin 619 durch PKC phosphoryliert (Carroll und May 1994;
Kolch et al. 1993; Sozeri et al. 1992). Andere Arbeitsgruppen kénnen dagegen jedoch keinen
Beitrag der Serine 497 und 499 zur Raf-Aktivierung feststellen (Barnard et al. 1998; Chong
et al. 2001; Schonwasser et al. 1998).

Die Phosphorylierung des N-terminal, nahe der RBD lokalisierten Serinrestes 43 durch die
Proteinkinase A (PKA) bzw. G-Kinase hat einen inhibitorischen Effekt, indem sie die Affini-
tét von Raf zu Ras reduziert und damit die Ras-vermittelte Raf-Aktivierung beeintréchtigt
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(Chuang et al. 1994; Marshall 1995a; Ramstad ef al. 2000; Suhasini et al. 1998; Wu et al.
1993). Andere Autoren zeigen dagegen, dal3 die Inhibition der Raf-Kinase nicht von der Phos-
phorylierung des Serins 43 durch PKA abhangig ist (Sidovar et al. 2000).

Die Serinreste 259 bzw. 621, in der CR2-Region bzw. C-terminal der katalytischen Doméane
lokalisiert, stellen im phosphorylierten Zustand Bindungsstellen fir 14-3-3-Proteine dar
(Morrison et al. 1993). 14-3-3-Proteine bilden 60 kDa-Dimere (Toker et al. 1990) und spielen
eine Rolle bei der zelluldren Signaltransduktion (Aitken et al. 1992; Aitken 1995), indem sie
Phosphoserine im Kontext eines spezifischen Konsensusmotivs erkennen (Mudlin et al.
1996). 14-3-3-Proteine sind an der Raf-Aktivierung beteiligt (Fantl ef al. 1994; Irie et al.
1994; Li et al. 1995; McPherson et al. 1999) und unabhéngig vom Aktivierungszustand der
Raf-Kinase kongtitutiv an dieser gebunden (Freed et al. 1994). Die Funktion der Serine 259
und 621 fur die Raf-Aktivierung ist umstritten. Die bivalente Bindung von 14-3-3-Proteinen
an diese phosphorylierten Serine scheint die Raf-Kinase in elner inaktiven Konformation zu
halten (Rommel ez al. 1997; Rommel und Hafen 1998; Tzivion et al. 1998). Die Phosphory-
lierung von Serin 259 reduziert die enzymatische Aktivitét der Raf-Kinase durch FOrderung
der Assoziation mit 14-3-3-Proteinen (Morrison und Cutler 1997). Kirzlich konnte gezeigt
werden, dal3 c-Raf einen stabilen Komplex mit der Proteinphosphatase 2A (PP2A) bildet,
welche durch Dephosphorylierung des Serins 259 die Raf-Kinase aktiviert (Abraham et al.
2000; Jaumot und Hancock 2001). Im Gegensatz dazu hat die Phosphorylierung des
Serins 621 einen aktivierenden Effekt auf die Kinaseaktivitét (Morrison et al. 1993). Die kon-
tinuierliche Bindung von 14-3-3-Proteinen an Phosphoserin 621 ist fur die Aufrechterhaltung
der Aktivitét der aktivierten Kinase notwendig (Yip-Schneider ef al. 2000). Einem Modell zu-
folge bleibt das 14-3-3-Protein, nach Verdrangung von Phosphoserin 259, an Phospho-
serin 621 (bedingt durch Autophosphorylierung) gebunden, wodurch die Dephosphorylierung
durch Phosphatasen verhindert und die aktive Konformation der Raf-Kinase stabilisiert wird
(Thorson et al. 1998). Einer anderen Studie zufolge ist die Raf/14-3-3-Interaktion fir die Re-
krutierung an die Plasmamembran wichtig. Nach Dephosphorylierung der Serine 259 und 621
dissoziiert das 14-3-3-Protein von diesem Komplex. Die kontinuierliche Bindung von 14-3-3-
Proteinen an Raf ist zur Aufrechterhaltung der Kinaseaktivitdt an der Plasmamembran nicht
notwendig. Rephosphorylierung der beiden Serine und nachfolgende Bindung von 14-3-3-
Proteinen inaktiviert die Raf-Kinase und sorgt durch Dissoziation des Raf/14-3-3-Komplexes
von der Plasmamembran fur die Rekrutierung des inaktiven Komplexes in das Cytoplasma
(McPherson et al. 1999; Roy et al. 1998). In zwei Artikeln (Fu et al. 2000; Kolch 2000) wird
hinsichtlich der in der Literatur teilweise kontrovers diskutierten Funktion der 14-3-3-Proteine

fur die Raf-Aktivierung ausfthrlich eingegangen.
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Als weiterer Beitrag zur Raf-Aktivierung wird die Dimerisierung bzw. Oligomerisierung dis-
kutiert (Marshall 1996a). Dazu wurde eine GyrB-Sequenz der bakteriellen DNA-Gyrase
C-terminal an die Raf-Kinase fusioniert (Gilbert und Maxwell 1994). Da GyrB Coumermycin
(aus Streptomyces) mit einer Stochiometrie von 1:2 bindet, werden zwei Raf/GyrB-Fusions-
proteine durch die Bindung von Coumermycin dimerisiert. Diese Dimerisierung fuhrt zu einer
Ras-unabhangigen Aktivierung von Raf (Farrar et al. 1996). In einer anderen Studie erfolgte
eine Oligomerisierung der Raf-Kinase durch N-terminale Fusion des FK506-Bindungsprotein
FKBP12 an Raf. Die Dimerisierung zweier FKBP/Raf-Molekile erfolgt hier mit Hilfe des
dimeren FK506-Derivats FK1012A (Luo et al. 1996). Die Aktivierung bleibt in diesem Fall
jedoch Ras GTP-abhangig. In der Zelle kdnnten auch 14-3-3-Proteine eine Dimerisierung von
Raf vermitteln. Weitere, aktuellere Resultate belegen, dal? eine Dimerisierung von Ras fir die
Aktivierung von c-Raf essentiell ist (Inouye et al. 2000). Neueste Untersuchungen zeigen, daf
eine durch aktiviertes Ras induzierte Heterodimerisierung von c-Raf 1 und B-Raf fir die
Aktivierung wichtig ist, wobei ebenfalls eine Involvierung von 14-3-3-Proteinen angenom-
men wird (Weber er al. 2001; Mizutani et al. 2001). Diese Resultate werden unterstiitzt durch
die Beobachtung, dal3 die Koexpression von B-Raf und c-Raf im Vergleich zu deren separater
Expression sowohl zu einer htheren basalen, also Ras-unabhangigen Aktivierung als auch zu
einer stéarkeren RasG12V-vermittelten Transaktivierung fuhrt (Lucas 2001). Die Interpretation
dieser Ergebnisse ist jedoch schwierig, wenn man die, hinsichtlich der Gewebespezifitét,
unterschiedliche Expression der beiden Raf-1soformen berticksichtigt (Storm ez a/l. 1990). Die
Arbeiten zur Raf-Dimerisierung, -Heterodimerisierung bzw. -Oligomerisierung kénnten aber
darauf hindeuten, dal? eine der Dimerisierung folgende Transphosphorylierung an dem Raf-

Aktivierungsprozel3 beteiligt ist.

Des weiteren konnte gezeigt werden, dal3 auch Phosphatidylsdure (PA) fur die Membrantrans-
lokation und die Aktivierung der Raf-Kinase wichtig ist. Der PA-Bindungsbereich konnte
durch Deletions-Mutagenese-Untersuchungen auf eine Region zwischen Aminosdure 389 und
423 eingegrenzt werden (Ghosh ef al. 1996).

Raf kann auch durch Fusion der 17 C-terminalen, das CaaX-Motiv umfassenden Amino-
sauren von K-Ras an den C-Terminus von Raf artifiziell an die Plasmamembran rekrutiert
und aktiviert werden (Leevers et al. 1994; Stokoe et al. 1994). Fur die vollstandige Aktivie-
rung werden jedoch zusétzlich Wachstumsfaktoren (Hall 1994) bzw. die physikalische Inter-
aktion mit Ras (Mineo et al. 1997) bendtigt. Die Experimente unterstreichen jedoch die grof3e
Bedeutung der Membrantranslokation als einen der ersten Schritte des Raf-Aktivierungspro-

ZESSES,
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Die Deletion der CR1- und CR2-Domane des regulatorischen N-Terminus der Raf-Kinase
fuhrt zu deren konstitutiver Aktivierung (Heidecker et al. 1990). Der N-Terminus unterdriickt
die Raf-Kinaseaktivitét in unstimulierten Zellen. Diese Inhibition wird nach Stimulierung des
MAPK-Signaweges aufgehoben (Bruder eral 1992). Der autoinhibitorische Effekt des
N-Terminus auf die katalytische Aktivitét erklart auch, dal3 der N-Terminus von Raf (Raf;.257)
dominant-negativ auf die Rezeptor-Tyrosin-Kinase-stimulierte Mitogenese (Kolch ef al.
1991) und die MAPK-Aktivierung (Troppmair et al. 1994) wirkt. Essentiell fur die Regula-
tion der Raf-Kinase ist auch die CR2-Doméne. So bewirken sowohl Phosphorylierungen von
Serinen und Threoninen als auch Mutationen in dieser Region eine Aktivierung der Raf-
Kinase (Heidecker er al. 1990; Michaud ef al. 1995; Morrison et al. 1993). Der Beitrag der
C1-Domaéne fir die Aktivierung und Regulation der Raf-Kinase und speziell deren Wechsal-
wirkung mit dem Membranlipid Phosphatidylserin soll spéter erléutert werden (siehe 1.5.4.2).

Der genaue Mechanismus der Raf-Aktivierung ist wie bereits dargelegt noch nicht vollig
verstanden. In der Literatur finden sich zahlreiche schematische Darstellungen hypothetischer
Aktivierungsmechanismen, welche in zum Teil unterschiedlich starkem Mal3 auf die Betelli-
gung von 14-3-3-Proteinen, Kinasen, Phosphatasen, Adapterproteinen, Kofaktoren ezc. bei
dem Raf-Aktivierungsprozefd abheben (Campbell er al. 1998; Daum et al. 1994; Fu et al.
2000; Jaumot und Hancock 2001; Morrison und Cutler 1997; Sternberg und Alberolaila 1998;
Thorson et al. 1998; Tzivion et al. 1998; Zhang und Guan 2001). Abbildung 1.11 zeigt das
zur Zeit gangige Modell der Raf-Aktivierung.

Membranbereiche

Abbildung 1.11 Modell der Raf-Aktivierung
cdc37 wird auch al's p50 bezeichnet; weitere Erklarungen im Text (verandert nach Kolch ez al. 2000).
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1.5.4 Die c-Raf C1-Domiine

Die c-Raf C1-Doméne ist eine cysteinreiche, Zink-bindende Doméne, die unmittelbar
C-terminal der RBD lokalisiert ist. Sie umfaldt die Aminoséuren 139 bis 184 (vgl. Abbildung
1.8) und bindet zwei Zn**-lonen in zwei Koordinationszentren, bestehend aus jeweils drei
Cysteinen und einem Histidin (Ghosh et al. 1994; Mott et al. 1996). Die C1-Doméne stellt
damit eine zweite unabhangige Faltungsdoméne innerhalb des regulatorischen N-Terminus
dar. Die C1-Doméne wurde zuerst bei Mitgliedern der PKC-Familie beschrieben. Die Zink-
bindenden Domanen der Raf-Kinasen und der PKCs stimmen in ihrer Gesamttopol ogie stark
Uberein, haben jedoch weder strukturelle, noch funktionelle Ahnlichkeit mit den klassischen,
Nucleinsdure-bindenden Zinkfingern. Die PKCs sind Serin/Threonin-Kinasen, die fur ihre
Aktivierung Kofaktoren wie Ca*, Phospholipide und Diacylglycerol (DAG) benétigen. Die
C1-Domanen der PKC-Isoenzyme werden in typische und atypische C1-Doménen unterteilt,
je nachdem ob sie DAG und dessen strukturelles Analogon, den Tumorpromotor Phorbol ester
(TPA), binden oder nicht. Abbildung 1.12 zeigt den Vergleich verschiedener PKC C1-
Domaénen und der c-Raf C1-Domaéne (Zhang et al. 1995a).

PKCal HRFI ARFFKQPTFCSHETDFI WEFCKQEFQEWECFVWEKREHEFVTESC
PKCb1l HKFTARFFKQPTFCSHETDFI WEFCKQGFQCQVECFVWEKRCEHEFVTESC
PKCgl HKFTARFFKQPTFCSHETDFI WA GKQGL QCQVESFVWERRCHEFVTFEC
PKCz HL FQAKRFNRGAYCGCQCSERI WEL SRQGYRCI NCKLLVEKRCHVLVPLTC
c-Raf 1 HNFARKTFLKLAFCDI CQKFLL- - - - NGFRCQTCGYKFEEHCSTKVPTME

139 165 168 184

(bomp (62  [G5) (55 (s
Abbildung 1.12 Vergleich der Aminosiuresequenzen verschiedener C1-Doménen

Die Zn*"-bindenden Histidine und Cysteine sind fett gedruckt; die griin bzw. rot numerierten Amino-
siuren binden das erste bzw. zweite Zn**-lon. Die Numerierung der Aminoséuren und die Darstellung
der Sekundarstrukturelemente bezieht sich auf c-Raf 1. Die oberen drel Sequenzen reprasentieren
typische C1-Doménen und stammen vom Rind (PKCal) bzw. von der Ratte (PKCb1 und PKCgl).
Die atypische PKCz1-Sequenz stammt von der Maus; die c-Raf C1-Sequenz ist humanen Ursprungs
(veréndert nach Zhang et al. 19954).

Die Bindungsstelle des nattrlichen Aktivators DAG (Nishizuka 1988; Nishizuka 1992) bzw.
des Tumorpromotors TPA (Castagna et al. 1982; Hannun und Bell 1986) wird in PKC von
den Schleifen zwischen b1l und b2 und zwischen b3 und b4 gebildet. Diese zwel Schleifen
bilden eine Bindungstasche auf der Oberflache der C1-Doméne der PKC. Abbildung 1.12
zeigt, dal? die an der Phorbolester- bzw. DAG-Bindung beteiligten Aminosauren der Schleife
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zwischen den b-Faltblattstrangen b3 und b4 in der c-Raf C1-Domaéne fehlen. Die c-Raf C1-
Domane ist daher nicht zur Bindung von DAG oder TPA beféhigt und stellt somit eine atypi-

sche C1-Domane dar.

Das saure Phospholipid Phosphatidylserin (PS) wird von den Cl-Doméanen aller PKC-
Isoformen sowie der c-Raf C1-Doméane gebunden (McPherson et al. 1999). Den PKC Cl1-
Domanen kommt durch deren Interaktion mit Phospholipiden der Plasmamembran eine wich-
tige Funktion bei der Translokation und Aktivierung der Kinase zu (Cho 2001). Die Bindung
von in der Plasmamembran lokalisiertem DAG an die PKC C1-Doméane induziert eine Ande-
rung der Oberflache dieser Doméane und erméglicht eine hydrophobe Interaktion mit der
Membran (Zhang et al. 1995a). Eine dhnliche, wenn auch DAG- bzw. TPA-unabhangige
Funktion ist auch fir die Raf-Kinase denkbar. Neuesten Untersuchungen zufolge sind
PKC C1-Domanen auch an der Detektion der physikalischen Eigenschaften der aulReren Zell-
membran, insbesondere der durch Membran-destabilisierende Lipide wie Phosphatidyletha-
nolamin (PE) und Cholesterin bedingten Verénderungen der Plasmamembran-Krimmung be-
teiligt (Ho ez al. 2001).

C1-Doméanen kommen auf3er in der Raf-Kinase und den PKCs noch in weiteren an der Signal-
transduktion beteiligten Proteinen vor (Ron und Kazanietz 1999). So etwa in DAG-Kinasen
(Schaap et al. 1990), PKD/PKCu (Johannes et al. 1994; Vaverde et al. 1994; Van Lint et al.
1995), Vav (Coppola et al 1991), al(n)-Chimerin (Hal etal 1990; Lee et al 1992),
b-Chimerin (Caoca et al. 1997), RasGRP (Ebinu et al. 1998), Unc-13 (Maruyama und
Brenner 1991), und KSR/CAP-Kinase (Zhang et al. 1997). Samtliche C1-Doméanen binden
Phosphatidylserin, nicht alle sind jedoch zur Bindung von DAG bzw. Phorbolester beféhigt
(Ahmed ef al. 1991).

1.5.4.1 Struktur der c-Raf C1-Domane

Die Struktur der c-Raf C1-Doméne konnte durch NMR-Analyse gelost werden (Mott et al.
1996). Die Sekundérstruktur dieser Doméane wird von finf b-Faltblattstrangen und von einer
sehr kurzen a-Helix gebildet. Die C1-Domane besteht aus zwel b-Faltbléttern, dieaus bl, b4
und b5 respektive aus b2 und b3 gebildet werden. Die erste Zn**-Bindungsstelle wird von
Aminosaureresten der Schleife zwischen b2 und b3 und Aminosdureresten der Schleife
zwischen b5 und der C-terminalen Helix gebildet. Die C-terminale Helix befindet sich in
réaumlicher N&he des b1-Strangs, so dal? der N- und der C-Terminus nahe beieinander liegen
und die zweite Zn?*-Bindungsstelle bilden. (vgl. Abbildung 1.12 und Abbildung 1.13). Die
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Aminosauren 146 bis 150 und die C-terminale Helix zeigen innerhalb der Struktur ein er-
hohtes Mal3 an Flexibilitét, aufgrund dessen diese an einer Liganden-Interaktion beteiligt sein

konnten.

Abbildung 1.13  Struktur der c-Raf C1-Doméne

A: Gezeigt ist das Protein-Riickgrat der C1-Doméne. Die fiir die Komplexierung der Zn**-lonen (gelb)
verantwortlichen Cysteine (Cys) und Histidine (His) sind entsprechend der Farbgebung der Abbil-
dung 1.12 griin und rot dargestellt. B: Oberflachenmodell der C1-Doméne (rot = negatives Potential,
blau = positives Potential, weil3 = neutral). Die Abbildung wurde mit dem Programm WebL abViewer
4.0 erstellt (veréndert nach Mott et al. 1996).

Die Strukturen zwel weiterer C1l-Domanen konnten gelést werden. Die der PKCa Cl1-
Domane durch NMR-Analyse (Ichikawa et al. 1995) und die der PKCd C1-Doméne (Zhang
et al. 1995a) mittels Rontgen-Kristallographie. Die drei C1-Domanen besitzen ein hohes Mal3
an Homologie, zeigen aber speziell in den ungefateten Schleifen auch erhebliche Unter-
schiede. Dies wird bel einem Vergleich der Strukturen der C1-Domanen von c-Raf 1 und
PKCd deutlich (Abbildung 1.14). Die zwischen b1 und b2 lokalisierte Schleife beider C1-
Domaénen ist strukturell sehr dhnlich. Im Gegensatz dazu ist die zweite, zwischen b3 und b4
befindliche Schleife in c-Raf deutlich kirzer und im Vergleich zu PKCd weniger flexibel.
AulRerdem sind einige der mit Phorbolester interagierenden Aminosaurereste in c-Raf nicht
vorhanden. Aus diesem Grund ist die C1-Domane von c-Raf nicht in der Lage, Phorbolester

oder DAG zu binden, was sie als atypische C1-Doméne auszei chnet.
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Raf1-C1 PKC-C1

Abbildung 1.14  Vergleich der Struktur der C1-Dominen von c-Raf 1 und PKCd
Die C1-Doménen sind als MOL SCRIPT-Bandermodell (KRAULIS 1991) dargestellt (veréndert nach
Mott et al. 1996 und Zhang et al. 1995a).

1.5.4.2 Interaktion und Funktion der c-Raf C1-Domane

Die Interaktion der c-Raf C1-Doméne mit Ras und damit deren Funktion hinsichtlich der
Ras-abhéngige Raf-Aktivierung wird in der Literatur kontrovers diskutiert.

Ein N-terminales, sich bis zur CR2-Domane erstreckendes, nicht katalytisch aktives Raf-
Fragment (Raf1.57) zeigt einen dominant-negativen Effekt in einem CAT-Assay, der ver-
gleichbar mit dem durch die Raf-Kinase-Mutante K375W hervorgerufenen Effekt ist. Die
Integritét der C1-Doméne ist fur diesen Effekt essentiell. So bewirkt die Substitution des fur
die Strukturgebung der C1l-Doméne wichtigen Cysteins zu Serin in der Position 168 von
Raf(1.057y €eine starke Abnahme dieses dominant-negativen Effekts. Das Raf(1.257C168S-
Konstrukt zeigt eine partiell erhdhte Basalaktivitét, die einerseits durch konstitutiv aktives
Ras, TPA oder Serum-Stimulation nicht weiter erhoht und andererseits durch dominant-
negative Ras-Mutanten nicht inhibiert werden kann (Bruder et al. 1992). Die C1-Domaéne ist
demnach fir die Regulation der Raf-Kinaseaktivitdt bzw. flr eine negative, regulatorische
Funktion essentiell. Gemal3 Bruder e al. interagiert die C1-Domane mit einem unbekannten
Faktor der die Ras-vermittelte Raf-Aktivierung potenziert oder sie trégt zur korrekten Faltung
des N-Terminus bei, welcher direkt mit Ras interagiert. Die beobachtete Inhibition der Ras-
vermittelten Raf-Aktivierung bei Uberexpression des Raf(;.257-Fragmentes konnte jedoch
auch durch eine Konkurrenz endogener Raf-Kinase um die Ras-Bindung begriindet sein
(Vojtek et al. 1993).
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Die Denaturierung des Raf;.o57-Fragmentes in Gegenwart eines Zn*-bindenden Chelators
bewirkt eine Depletion des fiir die Strukturgebung der C1-Doméne essentiellen Zn?*. Renatu-
rierung des Raf1.257)-Fragmentes in Gegenwart von Zn®* fiihrt in vitro zu einer besseren Re-
konstitution der Bindung dieses Raf-Fragmentes an GST-Ras GTP as die Renaturierung
ohne Zn*, was die Notwendigkeit einer intakten C1-Domane firr die Ras/Raf-Interaktion
unterstreicht (Warne et al. 1993).

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dal’ sowohl posttrandational modifiziertes als auch
unmodifiziertes Ras an das Raf-2s7—Fragment bindet, die Lipidmodifikationen fir eine
Bindung also nicht essentiell sind. Dabel zeigen beide Ras-Formen eine Bindung an Raf (1-257)
bzw. Raf(1.257)C168S, jedoch mit deutlicher Préferenz fur Raf(12s7. Die C168S-Mutation
verhindert eine Interaktion des Raf-Fragmentes mit Ras im Two-Hybrid-Assay und inhibiert
teilweise die Bindung von rekombinantem (prozessiertem) Ras aus Sf9-Zellen mit
GST-Réf (1.257) in vitro. Weiterhin ist die Bindung von Raf(1.257y an Ras GTP-abhéngig, also
abhéangig von dem an Ras gebundenem Nucleotid. GST-Raf 1257) inhibiert dartiber hinaus die
durch pl20GAP induzierte Ras-GTPase-Aktivitdt, wdahrend diese Inhibition durch
Raf 1.257/C168S deutlich geringer ist (Zhang et al. 1993).

Studien unter Verwendung der Doppelmutante Raf-C165S/C168S zeigen, dal3 in vivo und
in vitro eine intakte C1-Domane wichtig fur die Bindung von Ras- GTP durch Interaktion mit
einem von der Effektor-Region verschiedenen Ras-Epitop ist. Dieses Epitop ist jedoch nur bei
prenyliertem, d.h. posttranslational modifiziertem Ras vorhanden (Luo et al. 1997).

In den Untersuchungen von Luo et al. wird jedoch nicht deutlich, ob die beobachteten Effekte
auf eine verringerte Rekrutierung von Raf an die Plasmamembran oder auf eine Beeintrachti-
gung des Raf-Aktivierungsprozesses zuriickzuftihren ist. Weitere Experimente mit Raf-
C1655/C168S, artifiziell in der Plasmamembran inseriertem Raf-CaaX-C165S/C168S und
weiteren Varianten dieses Konstruktes zeigten, dal3 Die C1-Domane fur die Membranre-
krutierung entbehrlich ist, die Raf-Aktivierung jedoch auf 25% reduziert ist (Roy
et al. 1997).

Die Interpretation der im Kontext des Raf-C165S5/C168S-Konstrukts und dessen Varianten
sowie durch Zn**-depletierte Raf-Fragmente erhaltenen Daten ist schwierig. Die Resultate
konnten Artefakte sein, die auf einer unspezifischen Faltung des N-Terminus beruhen,
verursacht durch die beeintréchtigte Zn?*-Komplexierung der verénderten C1-Doméane (vgl.
Abbildung 1.12). Als Folge kommt es zu einem Verlust spezifischer intra- und inter-
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molekularer Interaktionen. Dies kdnnte eine Erklarung fir die oft widersprtichlichen Resultate

verschiedener Studien sain.

Untersuchungen legen nahe, dal3 Aminosduren der sogenannten Aktivierungs-Region, welche
C- und N-terminal der mit der switch I-Domane Uberlappenden Effektor-Region lokalisiert ist,
an der Interaktion der Raf C1-Doméne mit Ras involviert sind (vgl. Abbildung 1.6). Dabei
wird speziell die Beteiligung der Aminosduren der Positionen 26, 27 und 45 diskutiert
(Akasaka et al. 1996; Chuang et al. 1994; FujitarYoshigaki et al. 1991; Fujita-Y oshigaki
et al. 1995; Hu et al. 1995; Hu et al. 1997; Shinkai ef al. 1996; Shirouzu et al. 1994; Tamada
et al. 1997). Die Resultate sind zuwellen gegensétzlich, was wahrscheinlich auf die
Unterschiedlichkeit der verwendeten Systeme und Methoden zurickzufiihren ist.
Veranderungen der Aminosduren 26 und 45 fuhren in allen Féllen zu einer Inhibition der
Aktivierung bzw. Verlust der Transformationsféhigkeit. Dies geht jedoch nicht in alen
Untersuchungen mit einer Beeintréchtigung der Ras/Raf-Interaktion einher. In einigen
Untersuchungen wurden auch Mutationen in der Effektor-Region miteinbezogen (Chuang
et al. 1994; Shirouzu et al. 1994). Auch Aminosauren der switch II-Region werden in einigen
Studien eine bedeutende Rolle zugewiesen. So werden in einer Studie die Effekte von Muta
tionen der switch I und switch II-Region untersucht (Drugan et al. 1996); in einer anderen wird
je eine Ras-Mutante aus der switch I-Region (Effektor-Region), der switch II-Region und der
Aktivierungs-Region untersucht (Shinkai ef al. 1996).

Die Ansicht der verschiedenen Arbeitsgruppen, ob die Interaktion zwischen Ras und der
C1-Domane vom nucleotidgebundenen Zustand des Ras-Proteins abhéngt, d.h. ob Ras in der
GTP- bzw. GDP-gebundenen Form vorliegt, ist ebenfalls teilweise gegensétzlich. Brtvaet al.
konnen eine GTP-Abhangigkeit der Interaktion feststellen; diese scheint jedoch indirekt, as
da3 die GTP-abhéngige Ras/Raf RBD-Interaktion Voraussetzung fir die nachfolgende
Ras/Raf C1-Interaktion ist. Auch Druganeral. stellen eine Abhangigkeit vom nucleotid-
gebundenen Zustand fest. Dies ist jedoch zu erwarten, da sie Mutationen der switchl- und
switch II-Region untersuchen, deren Konformation vom nucleotidgebundenen Zustand ab-
hangig ist. Andere Studien zeigen eine GTP-Abhangigkeit bel Verwendung von nicht
farnesylierten Ras; jedoch eine Unabhangigkeit vom nucleotidgebundenen Zustand bei
Verwendung von lipidmodifiziertem Ras (Williams et al. 2000). Hu et al. zeigen, dal3 die
Ras/Raf C1-Interaktion GTP-unabhangig ist, die posttransationalen Modifikationen des Ras-
Proteins jedoch wichtig sind. Andere Autoren gehen auf die Abhangigkeit der Interaktion von

dem jeweils gebundenen GTP bzw. GDP nicht explizit ein.
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Des weiteren ist strittig, ob die posttranslationalen Lipidmodifikationen des Ras-Proteins und
hier insbesondere die Farnesylierung fur diese Interaktion essentiell ist. Zahlreiche
Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen unterstreichen die Notwendigkeit der Ras-
Lipidmodifikationen fir die Ras/Raf C1-Interaktion (Hu et al. 1995; Hu ef al. 1997; Luo et al.
1997; Tamada et al. 1997; Williams et al. 2000). Bel Luo et al. ist das interagierende Ras-
Epitop nur bel prenyliertem Ras vorhanden. Andere Experimentatoren konnen keine
Beteiligung der Ras-Lipidmodifikationen hinsichtlich einer Interaktion feststellen (Shinkai
et al. 1996; Zhang et al. 1993).

Chuang et al. zeigen, dal3 einerseits die Mutationen N26G/H271 und V45E der Aktivierungs-
Region keine Reduktion der Ras/Raf-Bindungsaffinitdt bewirken, andererseits jedoch nicht
mehr zur Transformation féhig sind. Die Autoren vermuten eine Wechselwirkung dieser
Aminosdurereste mit einem dritten, noch unbekannten Faktor, der die Ras/Raf-
Komplexierung und Raf-Aktivierung beeinflufdt, schlief3en jedoch eine Rolle fir die unmittel-
bare Ras/Raf-Bindung aus. Die Deletion der C1-Doméne fihrt in diesen Untersuchungen
nicht zu einer Reduktion der Ras/Raf-Bindungsaffinitdt. Der Vergleich zweier unterschied-
licher Raf-Fragmente (Rafs;.131 und Rafs;.149) Weist die Aminosaurereste 51-131 als minimale
Ras-Bindungs-Doméne (Raf RBD) aus, wobei die ersten 16 N-terminalen Aminosauren der
Raf C1-Doméane (Rafs;-149) die hochaffine Bindung deutlich erhéhen. Andere Untersuchungen
zeigen ebenfalls, dal’ die Aminosduren 131-147 der Raf-Kinase fur eine Ras/Raf-Bindung mit
hoher Affinitét essentiell sind (Ghosh et al. 1994; Ghosh und Bell 1994). Im Gegensatz dazu
weisen die Resultate der Arbeitsgruppe um Gorman diese Aminosaurereste als nicht essentiell
fUr die Interaktion aus (Gorman et al. 1996). Gemal? den Ergebnissen von Vojtek er al. ist die

C1-Doméne fir eine Ras/Raf -1 nteraktion sowohl in vivo als auch in vitro nicht essentidll.

In diesem Zusammenhang soll erwahnt sein, dal3 neben Proteinen auch Lipide as Kofaktoren
fir die Raf-Aktivierung in Betracht kommen. So konnte gezeigt werden, dal3 die
c-Raf C1-Domane analog zur C1-Domane von PKCg mit Phosphatidylserin (PS)-enthaltenden
Liposomen in einer PS-Konzentration-abhéngigen Weise interagiert (Ghosh ef al. 1994,
Ghosh et al. 1996). Fur die PS-Interaktion konnten die auf der Oberflache der C1-Doméne
lokalisierten, basischen Aminoséuren R143, K144 und K148 als essentiell identifiziert werden
(Improta-Brears et al. 1999), vgl. Abbildung 1.11.

Die Funktion basischer, aber auch aliphatischer und aromatischer Aminosduren fur die
Membran/Protein-Interaktion ist in zahlreichen neueren Studien genauer analysiert und
verifiziert worden (Gelb efal 1999; Han eral 1999; Stahelin und Cho 2001; Yau



EINLEITUNG 30

et al. 1998). Untersuchungen von Winkler et al. zufolge soll die Substitution von R143 und
K144 durch andere Aminosauren (R143Q, R143W und K144E) die fir die negative Regula-
tion essentielle Interaktion zwischen dem C- und N-Terminus der Raf-Kinase beeintrachtigen
(Winkler et al. 1998). Diese Interaktion kann intra- oder intermolekular sein und die Inter-
aktion eines weiteren Faktors, eventuell von 14-3-3-Proteinen einschlief3en. Die genannten
Mutationen beeintréchtigen die Interaktion und damit die negative Regulation, wodurch die
Raf RBD besser zuganglich und daraus resultierend die Raf-Kinaseaktivitdt erhoht wird.

Wahrend es zahlreiche und ausgedehnte Studien Uber den Beitrag verschiedener, einzelner
Aminosauren der verschiedenen Ras-Regionen (switchl | Effektor-Region, switchIl und
Aktivierungs-Region) hinsichtlich ihrer Betelligung an der Raf-Bindung und Raf-Aktivierung
gibt, sind solche Untersuchung auf seiten der Raf-Kinase selten. Neben den oben dargestellten
Resultaten von Ghosh et al. und Winkler et al., sind die von Daub et al. erzielten Ergebnisse
von besonderer Bedeutung. In letzterer Arbeit konnten durch ausgedehnte Alanin-Scanning-
Mutagenese oberflachenexponierter Aminosaurereste der Raf C1-Domane mehrere distinkte,
funktionelle Epitope charakterisiert werden. Drel inhibitorische Epitope sind fur den Erhalt
der Autoinhibition der Kinaseaktivitat essentiell. Eines der drei aktivierenden Epitope wird
von den C-terminalen Aminosauren S177, T182 und M183 der C1-Domane gebildet und stellt
ein potentielles Ras-Bindungsepitop dar.

Im Gegensatz dazu konnten Williams ez al. mit L149 und F151 zwei hydrophobe Amino-
sauren innerhalb eines hydrophoben Bereichs der Raf C1-Doméne identifizieren, die bei
Substitution durch polare Aminosduren (L149T/F151Q) die Fahigkeit der Bindung an Ras
und die der Aktivierung durch Ras aufheben. Die Interaktion mit 14-3-3-Proteinen und
Phosphatidylserin ist jedoch nicht beeintrachtigt. Bei den Experimenten bleibt unklar, ob die
Farnesylgruppe des posttrandational modifizierten Ras-Proteins unmittelbar mit der Raf C1-
Domane interagiert oder nicht. Moéglicherweise strukturiert die Farnesylgruppe erst zusam-
men mit einer anderen Region des Ras-Proteins, beispielsweise mit dem C-Terminus von Ras,
ein Epitop, dal3 zu einer Erhdhung der Bindungsaffinitét beitragt. Der mogliche Beitrag der
letzten 20 C-terminalen, in der Kristallstruktur fehlenden Aminosduren muf3 hier in Betracht
gezogen werden. Williams et al. benutzen in ihren Experimenten zum Teil unmodifiziertes,
weil C-terminal verkirztes Rasu.166) Und zum Teil in vitro-farnesyliertes full length RasS(-1s9),

was eine Beurteilung der Resultate erschwert.
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1.6 Zielsetzung

Die unter 1.5.4.2 angefthrten und zum Teil widerspriichlichen Resultate erschweren die
Formulierung eines genauen Mechanismus fur die Ras-Aktivierung. Die damit verknipften
Problematiken sollen nachfolgend in sechs, sich teilweise tberschneidende Fragenkomplexe

untergliedert werden:

1. Welche Uber die initiale und essentielle Membranlokalisierung des Ras-Proteins und
damit der Bildung des Ras/Raf-Komplexes hinausgehende Funktion haben die post-
trandationalen Lipidmodifikationen des Ras-Proteins hinsichtlich des Raf-Aktivierungs-
prozesses?

2. Sind die C-terminalen Lipidmodifikationen, und hier insbesondere die Farnesylgruppe des
Ras-Proteins, an einer Interaktion mit der Raf-Kinase, speziell mit der c-Raf C1-Domane
beteiligt?

3. Exidtiert ein mit der C1-Doméane der Raf-Kinase interagierendes Ras-Epitop auf3erhalb der
Effektor-Region, beispielsweise in der Aktivator- oder der switch II-Region, welches so
eine zweite Interaktion neben der bereits bekannten Ras’RBD-Wechsalwirkung definiert?

4. Fals ein zweiter Interaktionsbereich seitens des Ras-Proteins identifiziert werden kann,
welches sind die fur diese Interaktion relevanten Aminosaurereste auf der Seite der Raf-
Kinase bzw. der c-Raf C1-Doméne?

5. Inwiefern ist die Interaktion eines solchen zweiten Interaktionsbereichs abhéngig von den

posttrandl ationalen L pidmodifikationen des Ras-Proteins?

Die vorliegende Arbeit zur Klérung der aufgefiihrten Punkte beitragen. Zur Untersuchung der
beiden ersten Fragestellungen soll ein artifizielles Ras-Protein eingesetzt werden, dessen
Membranlokalisation durch eine N-terminale Fusion einer Transmembran-Domane statt durch
die C-terminalen, posttranslationalen Lipidmodifikationen erfolgt. Die Frage nach einem
weiteren mit der Raf-Kinase interagierenden Ras-Epitops soll durch eine ausgedehnte Muta-
genese oberflachenexponierter Aminosaurereste des Ras-Proteins geklart werden, wobei sich
die Untersuchungen auf die Aktivierungs-Region konzentrieren. Dabei sollen in vivo sowonhl
Bindung as auch Aktivierung analysiert werden. Des weiteren soll untersucht werden, ob das
von Daub et al. charakterisierte potentielle Ras-Bindungsepitop S177/T182/M183 an einer
solchen Interaktion betelligt ist. Die Abhangigkeit von dem jeweils durch das Ras-Protein
gebundenem Nucleotid kann aus experimentellen Griinden nicht néher untersucht werden, da
ale in den in vivo Experimenten analysierten Mutanten den konstitutiv aktiven RasG12V-
Hintergrund aufweisen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Biologisches Material

2.1.1.1

DHb5a:

XL1-blue:

TGIL:

2.1.1.2

Y 190:

2.1.1.3

Bakterien-Stimme (E. coli)

F, endAl, hsdR17 (v, m;f), supE44, thi-1, |, recAl, gyrA96, relAl, D(argF-
laczya) U196, F 80dlacZDM15
(Hanahan 1983)

Bezugsquelle: American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, Maryland, USA,
Katalog-Nr.: 53868

endAl, hsdR17 (ri, my'), supE44, thi-1, | °, recAl, gyrA96, reldl, D(lac), [F’,
ProAB, lacl’, lacZDM15, Tnl0(tet)]
(Hanahan 1983)

K12(lac-pro), thi-1, supE, hsdD5 (F traD36, proABt lacl’, lacZDM15)

(Carter et al. 1985)

Bezugsquelle: American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, Maryland, USA,
Katalog-Nr.: 39078

Hefe-Stamme

MATa, leu2-3,112 , ura3-52, trp1-901, his3-D200, ade2-101, GAL4-Dgal80-D,
URA3::GAL-lacZ, LYS2::GAL-HIS3, cyh®

(Harper et al. 1993)

Bezugsquelle: American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, Maryland, USA,
Katalog-Nr.: 96400 oder 201448

Siugerzellen

RK13-Zellen: adhérente, epitheliale Zellen aus der Niere des Wildkaninchens (O. cuniculus)

(Bede 1963)
Bezugsquelle:  American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, Maryland,
USA, Katalog-Nr.: CCL-37

2.1.2 Nihrmedien

2.1.2.1

Bakterien

L B-Flissigmedium: 59 Hefeextrakt

10g Bacto-Trypton
10g NaCl
auf 1 1 mit dH,O auffillen
pH 7,4 einstellen und autoklavieren
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LB-Agarplatten:

59
109
159
109

Hefeextrakt

Bacto-Trypton

Bacto-Agar

NaCl

auf 11 mit dH,O auffillen

pH 7,4 einstellen, autoklavieren und gief3en

LB/Amp-Flissigmedium und -Agarplatten:  Nach dem Autoklavieren und Abkthlung der

2.1.2.2 Hefen

SC-Medien: 6,79
2.9
2 %
SC-"-Medium:
0,1g/l
SC-™-Medium:
25mM
SC-Agarplatten: 209
Y PD-Medium: 109
209
40 ml
Y PD-Agarplatten: 209

2.1.2.3 Saugerzellen

Kulturmedium:;

10 %
5000 U/ml
5000 U/ml

Hungermedium:

0,3%

N&hrmedien auf ca. 65°C wurde Ampicillin in
einer Endkonzentration von 50 pg/ml zuge-
setzt.

Hefe-Nitrogenextrakt ohne Aminosauren
Aminosauremix ohne

Leucin (L), Histidin (H) und Tryptophan (T)
Glucose

SC-Medium mit
Histidin (H)

SC-Medium mit
3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT)

Agar (Difco, Augsburg)
mit SC-Medium auf 1 | auffillen

Bacto-Y east (Difco, Augsburg)

Bacto-Pepton (Difco, Augsburg)

auf 960 ml mit Wasser auffillen

autoklavieren und abkuhlen lassen

50 %ige (w/v) Glucose-L 6sung zuftigen, sterilfiltriert

Agar (Difco, Augsburg)
mit SC-Medium auf 1 | auffillen

MEM (Modified Eagle’s Medium)

mit Glutamax-1 und Earle’s Salzen (Gibco BRL, Paidey)
(v/v) fotales Kéberserum (FCS)

Penicillin

Streptomycin

Kulturmedium mit
(v/v) fotalem Kéalberserum (FCS)
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2.1.3 Chemikalien

Soweit nicht in den Methodenbeschreibungen gesondert vermerkt, wurden Chemikalien von
hochstem Reinheitsgrad der folgenden Firmen verwendet: Aldrich (Steinheim), Amersham
(Braunschweig), Boehringer Mannheim (Mannheim), Fluka (Neu-Ulm), Gibco BRL
(Eggenstein), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden), Riedel de Haen
(Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen) und Stratagene
(Heidelberg); [¢-*2P]-ATP: ICN Biomedicals Inc. (Irvine, USA).

2.1.4 Antibiotika

Die Antibiotika Ampicillin bzw. Kanamycin wurden nach dem Autoklavieren der
Nahrmedien fir Bakterien in einer Konzentration von 100 pg/ml bzw. 25 pug/ml zugesetzt.

2.1.5 Antikorper

Anti-FLAG® M5, monoklonal, aus Maus Sigma (Deisenhofen)
Anti-Maus-1gG, HRP-gekoppelt, aus Schaf Amersham (Braunschweig)

Anti-Raf (C-12), 1gG;, polyklonal, aus Kaninchen Santa Cruz Biotech. Inc. (USA)
Anti-H-Ras (259), 1gG;, monoklonal, aus Ratte Santa Cruz Biotech. Inc. (USA)
Anti-Raf 1, 1gG;, monoklonal, aus Maus BD Transduction Laboratories (USA)
Anti-Ras, 1gG;, monoklonal, aus Maus BD Transduction Laboratories (USA)
Anti-Maus-1gG, AP-gekoppelt Western Breeze?-Kit NOVEX (San Diego, USA)
Anti-Kaninchen-1gG, AP-gekoppelt  Western Breeze‘?-Kit NOVEX (San Diego, USA)
Anti-Ratte-1gG, AP-gekoppelt Western Breeze®-Kit NOVEX (San Diego, USA)

2.1.6 Enzyme

Pfu-Turbo-Polymerase (25 U/ul) Stratagene (Heidelberg)
Taqg-DNA-Polymerase 5 U/m) Qiagen (Hilden)
Restriktionsendonukleasen (5-20 U/m) New England Biolabs (Schwalbach)
T4-DNA-Ligase 1 uU/m) Boehringer Mannheim (Mannheim)
T4-Polynucleotidkinase (10 U/ul) New England Biolabs (Schwalbach)
RNase A (10  mg/ml) Qiagen (Hilden)

Alkalische Phosphatase, CIP 1 U/m) Boehringer Mannheim (Mannheim)
Alkalische Phosphatase, SAP (1  U/n) USB (Ohio, USA)

2.1.7 Puffer und Losungen

Acrylamid-Ldsung: 30 % Acrylamid
(L&ammli-Gele) 0,8 % Bisacrylamid
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38,7 %
1,3%

Acrylamid-Ldsung:
(Tricin-Gele)

Agarose-Losung fur DNA-Gele: 0,8-2 %

0,001 %
Anoden-Puffer: 200 mM
(Tricin-Gele)
Anoden-Puffer: 300 mM
(Semi-Dry-Blotting) 100 mM
APS: 10 %
ATP-Stock-L 6sung: 10 mM
100 mM
50 mM
10 mM
b-Gal-Puffer:
(Luciferase-Reportergen-Assay) 1mM
Blockierungs-Puffer: 5 %
0,1%
Blot-Puffer: 25mM
250 mM
200 ml
Coomassie-Farbel 6sung: 40 %
10 %
0,2 %
6~ DNA-Probenpuffer: 0,25 %
0,25 %
30 %
Elektrophorese-Puffer: 25 mM
(Lammli-Gele) 190 mM
0,2%
Entfarber-Losung: 20%
10 %
Ethidiumbromid-L 6sung: 10 pg/ml

Acrylamid
Bisacrylamid

(w/v) Agarose
(w/v) Ethidiumbromid in
1° TAE

Tris/HCl;
pH 8,9 einstellen

Tris/HCI
Tricin
pH 8,7 — 8,8 einstellen

(w/v) Amoniumperoxodisulfat in
dH.O

ATP

Tris/HCI; pH 7,5
MgC|2

DTE

Z-Puffer mit
ONPG

(w/v) Magermilchpulver und
(v/v) Tween 20in
1° TBS

Tris

Glycin

Methanol

mit dH,O auf 1 | auffillen, Lagerung bei 4°C

(v/v) Ethanal
(v/v) Essigséaure
Serva Blue R250

(w/v) Bromphenolblau
(w/v) Xylencyanol
(v/v) Glycerinin

1" TAE

Tris
Glycin
SDS

(v/v) Methanol
(v/v)Essigsaure

Ethidiumbromid in
1" TAE
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Gel-Puffer:
(Tricin-Gele)

3 M
0,3%
pH 8,45 einstellen

2" HEPES-Puffer: 140 mM
1,5mM

50 mM

K athoden-Puffer:
(Tricin-Gele)

100 mM
100 mM
0,1%

Kathoden-Puffer: 300
(Semi-Dry-Blotting) 30

mM
mM

2 Kinase-Puffer: 50 mM
300 mM

50 mM

20 mM

2 mM

2" Kinase-Puffer: 20 mM
(alternativ) 300 mM
20 mM

0,5mM

Kinase-Reaktions-L dsung:
(pro Ansatz)

0,3 ul
05-1,0ul
0,5-3,0ug

15 ul

50 mM
25 mM
10 mM

Losung | (Glucose-Mix):

Losung Il (NaOH-SDS-Mix): 02M

1 %

3M
10 %

Losung Il (Acetat-Mix):

L uciferase-Assay-Reagenz: 20 mMm
1,07 mM
2,67 mM
01 mM
333 mM
270 uM
470 uM
530 uM
1 M

TrisHCI
SDS

NaCl

NaHPO,

Hepes

pH 7,05 einstellen

Tris
Tricin
SDS

Capronsaure
Tris
pH 8,6 — 8,7 einstellen

HEPES; pH 7,5
NaCl
b-Glycerophosphat
M gC| 2

DTE

Tris, pH 7,4
NaCl

MgCl,

DTT

ATP-Stock-Ldsung (10 mM)
[¢-32P]-ATP (10uCi/pl)
Kinase-inaktive MEK mit dH,O auf
auffdllen.

Glucose
Tris/HCI, pH 8,0
EDTA, pH 8,0

NaOH
SDS

Kaliumacetat
(v/v) Eisessig; pH 4,8 einstellen

Tricin

(MgCO3)sMg(OH)

MgSO,

EDTA, pH 8,0

DTT

Coenzym A

Luciferin

ATP mit

Tris-Base auf pH 7,8 einstellen
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Lysis-Puffer:
(Luciferase-Reportergen-Assay)

Lysis-Puffer:
(Kinase-Aktivitéts-Assay)

Lysis-Puffer:
(Kinase-Aktivitéts-Assay, alternativ)

NB-Puffer:

10" PBS:

1" PBS:
(Zellkultur)

PBST:

25 mM  Tris/H3PO,, pH 7,8
2mM EDTA

10 % (v/v) Glycerin
1% (v/v) Triton X-100
2mM DTT

25 mM TrigHCI, pH 8,0
1 % Triton X-100
150 mM NaCl
25 mM  Natriumpyrophosphat
50 mM  b-Glycerophosphat
50 mM NaF (optional)
1 mM  Natrium-ortho-vanadat (NagV O,)
2 mM EDTA
2 mM EGTA
10 % Glycerin
1 mM PMSF
0,1% b-Mercaptoethanol
1 Tablette Boehringer Complete pro 50 mli
(statt 5 mM Benzamidin, 0,4 mg/ml Leupeptin
und 0,5 mg/ml Aprotinin)

10 mM Tris,pH 7,4
1 % Triton X-100
0,5% Nonidet P-40
150 mM NaCl
20 mM NaF (optional)
0,2mM  Natrium-ortho-vanadat (NagV O,)
1 mM EDTA
1 mM EGTA
02mM PMSF
1 Tablette Boehringer Complete pro 50 mi
(statt 5 mM Benzamidin, 0,4 mg/ml Leupeptin
und 0,5 mg/ml Aprotinin)

150 mM  NaCl
10 mM  Bicin, pH 8,35

160 mM NaHPO,
40 mM  NaH,PO,
15M NaCl
pH 7,5 einstellen und autoklavieren

137 mM NaCl
26mM KCl
10 mM NaHPO,
1.5mM  KHyPO4
pH 7,2 - 7,4 einstellen und autoklavieren

0,1% Tween 20in
1" PBS
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PBSMT:

PEG-L 6sung:

Ponceau S.

Puffer A:

Puffer B :

Restriktionspuffer 2:
(New England Biolabs)

RIPA-Puffer:

Sammel gel-Puffer:

SBEG:

5" SDS-Probenpuffer:

Stripping-Puffer:

0,5%
0,1%

40 %
200 mM

0,1 %
5 %

20 mM

500 mM

10 mM
50 mM

1mM
10 mM

150 mM
0,5 %
1 %
0,1 %
0,1 pM
1 uM
1 mM

04 %
05M

1M
10 mM
3%

108 mM
17 %
3 %
8 %
0,0015 %

100 mM
2 %
62,5 MM

(w/v) Magermilchpulver und
(v/v) Tween 20in
1° PBS

PEG 1000 in
Bicin; pH 8,35 einstellen und sterilfiltrieren

(w/v) Ponceau S
(v/v) Essigséaure

Imidazol in 1~ PBS
pH 7,5 einstellen

Imidazol in 1~ PBS
pH 7,5 einstellen

MgCl,
NaCl
DTT
Tris/HCI
pH=7,9

NaCl
Natriumdesoxycholat
Nonidet P-40

SDS

Aprotinin

L eupeptin

PMSF in

1" TBS; pH 8,0 einstellen

SDS
Tris’HCI
pH 6,8 mit H3PO, einstellen und autoklavieren

Sorbitol
Bicin, pH 8,35
Ethylenglykal

Tris’/HCI, pH 6,8

(v/v) Glycerin

(w/v) SDS

(v/v) b-Mercaptoethanol
(w/v) Bromphenolblau

b-Mercaptoethanol
SDS

Tris’HCI

pH 6,7 einstellen
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50" TAE-Puffer:

1" TBS:

TBST:

TBSMT:

TE-Puffer:

Trenngel-Puffer:

TSS-Puffer:

Trypsin/EDTA-LAsuNg:

10" T4-DNA-Ligasepuffer:

Waschpuffer:

X-Gal-Stock-L dsung:

X-Gal-Puffer:
(Qualitativer Two-Hybrid-Assay)

Z-Puffer:

(Semiquantitativer Two-Hybrid-Assay)

2M
50 mM

10 mM
150 mM

0,1%

0,5%
0,1%

10 mM
1mM

0,4 %
15M

10 %
5%
50 mM

500 mM
100 mM
100 mM
10 mM
250 pg/mi

0,1%

100 mg/ml

0,75 mg/ml

60 mM
40 mM
10 mM
1mM
2mM

Tris
EDTA
pH 8,0 mit Essigsaure einstellen

Tris-HCl, pH 8,0
NaCl

Tween 20in
1° TBS

(w/v) Magermilchpulver und
(v/v) Tween 20in
1° TBS

Tris/HCI, pH 8,0
EDTA
autoklavieren

SDS
TrisHCI
pH 8,8 mit H3PO, einstellen und autoklavieren

PEG 8000

DMSO

MgCly; pH 6,5 mit

LB-Medium

(ohne Antibiotikum und ohne NaOH) auffillen

(GIBCO BRL, Paisley)

TrisHCI; pH 7,5
MgC|2
Dithiothreitol
ATP

BSA

(v/v) Tween 20in
1° TBS

X-Gal in N,N’-Dimethylformamid

Z-Puffer mit
X-Gal (aus Stock-Ldsung)

NapHPO4
NaH,PO,, pH 7,0
KCI

MgSO,

DTT
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2.1.8 Oligodesoxynucleotide

Die Synthese der verwendeten Oligodesoxynucleotide wurde von der Firma MWG-Biotech
durchgefiihrt (MWG-Biotech AG, Ebersberg).

Primer fiir
Hybridisierungen

Sequenz (5® 3")
5 10 15 20
50 55 60 65

25 30 35 40 45

pPC-M CSy;,-Sense

GICGACGAATTCCCCGGEGAGATCT CTAGAACTAGT

pPC-M CSy;,-antisense

ACTAGI TCTAGAGATCTCCCGGGGAATTCGT CGAC

M CS,e-SENSE

CGCCACCATGGGAT CCGAGACGAAGCT TGT CGACCCCGEEGEEAAT T
CCTGEA -

M CS,q,-antisense

GGAAT TCCCCGEEGT CGACAAGCT TCGT CTCCGATCCCATGGT GG
CGGTAC

Xba | Mun-sense

CTAGATCATGTTCCCCTCACAACAGT GGACTGGAGTAACATCAGA
C

Mun / Xba-antisense

AATTGTCTGATGI TACTCCAGI CCACTGI TGTGAGGGGAACATGA
-

Kpn/Eco FO-sense

CAGATCTCAATTGCCACCGGTCa

Eco/Kpn FO-antisense

AATTCGACCGGT GGCAATTGAGATCTGGTAC

Kpn/Mun F1-sense

CCCCATGTCTAACGAGACTAACT GTACACTCGATTTCGAACAGTC
CGITE

Mun /Kpn Fl-antisense

AATTGAACGGACTGI TCGAAATCGAGI GTACAGT TAGTCTCGI TA
GACATGGCEETAC

Mun / Age F2-sense

AATTGTTCAAGGAATATAACTTGTTCATCACTGCATTCA

Age/Mun F2-antisense

CCGGTGAATGCCAGTGATGAACAAGI TATATTCCTTGAAC

Bsm /Eco F3-sense

CATTCCTCCTGITCCTCACTATCATCCTCATCTATGGATACGCCA
CACGATCTGGATCCE

Eco/Bsm F3-antisense

AATTCGCGATCCAGATCGT GT GGCGTATCCATAGATGAGGATGATA
GI GAGGAACAGGAGEAATGEA

Bgl/Bam LF4-sense

GATCTGGITCTTCTGGT TCTTCTGECTCTTCTG

Bam /Bgl LF4-antisense

GATCCAGAAGAGCCAGAAGAACCAGAAGAACCA

Primer fiir Sequenz (5® 3°)

Sequenzierungen 5 10 15 20 25 30 35
5°-Seg-pPC86 TACCACTACAATGGATG
3’-Seq-pPC86 CCAAACCTCTGGCGAAGAAGTC
5°-Seg-pPC97 TAACATTGAGACAGCATAGA
3’-Ras C-term EcoRl CCGAATTCTCATTAGGAGAGCACACACTTGCAGCT
5°-Seg-pcDNA3 CCCACTGCTTACTGGCTTATCGAA
3’-Seg-pcDNA3 (1) GCCGCCAGTGTGATGGATATCTGC
3’-Seg-pcDNA3 (2) CGAGCTCTAGCATTTAGGTGACAC
5°-Seq-pSVK3 (T7-Primer) | TAATACGACTCATTATAGGG
3’-Seg-pSVK3 TGCCACTCATCGCAGICGAGCTCG
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Primer fiir Sequenz (5® 3°)
Klonierungen 5 10 15 20 25 30 35 40
5°-Ras N-term " Sa/l ACGCGTCGACCATGACAGAATACAAGCTTG
3-Rasvk = Bglll GAAGATCTTAGIGCTGCCGGATCTCAC
5’-Ras N-term BamHl CGGGATCCATGACAGAATACAACCTTGITGITG
3’-Ras C-term EcoR| CCGAATTCTCATTAGGAGAGCACACACTTGCAGCT
3’-Ras C-term 151 Smal | TCCCCCGGGTTACTAGCAGCCGGEEECCACTCTCATC
3’-Ras C-term 171 Psil AAACTGCAGGCGATTACTACAGCT TCCGCAGCCT TGTGCTGCCG
3’-Ras C-term 166 Smal | GTCCCCCGGGCGATTACTAGT GCTGCCGGATCTCACGGAC
5'-RapRas BamH|/BsiX| | CGGGATCCCATGGTGCIGGTTGGCAATAAATGTG
Primer fiir Sequenz (5® 3°)
PCR-Mutagenese 5 10 15 20 25 30 35 40 45

5’-Ras N-term Nar |

GITGT TeeceCCElBGGT GTGGGC

3’-Ras C-term Clal

CCATCGATGACCACCTGCTTCCGG

3’-Ras (/a| Q43R

CCATCGATGACCACCCGCTTCCGG

3’-Ras (/a| Q43W

CCATCGATGACCACCCACTTCCGG

3’-Ras Clal V45R

CCATCGATGCGCACCTGCTTCCGG

3’-Ras Clal VASW

CCATCGATCCACACCTGCTTCCGG

5’-Ras Clal TSOR

GGTCATCGATGCEEGAGRGGTGCCTGT TGS

5’-Ras Cla| TS50W

GGTCATCGATGEEGAGIGGTGCCTGT TGS

5’-Ras Clal E4A9R

GGTCATCGATGEERAGGACGTIGCCTGT TGS

5’-Ras Cla| EAOW

GGTCATCGATGEAETGGACGTI GCCTGT TGS

5’-Ras Clal L52R

GGTCATCGATGEEGAGACGT GCCGGTTGG

5’-Ras Clal L52W

GGTCATCGATGCEEGAGACGT GCTGGTTGG

3’-Ras &k DATR

GCACGTCTCCCCACGGATGACCACC

3’-Ras &kt DATW

GCACGTCTCCCCCCAGATGACCACC

3’-Ras (/a| Q43A

CCATCGATGACCACCGCCTTCCGG

3’-Ras Clal VA5A

CCATCGATTGCCACCTGCTTCCGG

3’-Ras Clal TS0A

CCAACAGGCACGCCTCCCCATCGATGACC

3’-Ras Clal Q43/V45A

CCATCGATGGCCACCGCCTTCCGG

. Achtung: Dam-Methylierung an dem drei Nucleotide nach der Cial-Schnittstelle lokalisiertem Cystein

ATG = Start-Codon; TTA, CTA, TCA = Stop-Anticodons (ochre, ambre, opal); lila = Schnittstellen fur die
Restriktionskontrollen; griin = flankierende Restriktionsschnittstellen; orange hinterlegt = mutierte Basen-
Tripletts; [Bll@ = G12V-Triplett.
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2.1.9 Vektoren und Plasmide

2.1.9.1 Hefe-Vektoren

pPC86  (Fusions-Vektor mit GAL4-Aktivierungsdoméne)  (Chevray & Nathans 1992)
pPC97  (Fusions-Vektor mit GAL4-DNA-Bindungsdomane) (Chevray & Nathans 1992)

pPPC86ss (Jaitner 1997)
pPPC86xa (siehe2.2.4.5.3)
pPPC97ss (Jaitner 1997)
PPC97xpa (siehe2.2.4.5.3)
pPC9753- RasGlZV(l_ 166) (Jal tner 1997)
PPC97xpa RasG12V(1.166-Mutanten (siehe2.2.4.5.3)
pPC86ss-c-Raf (W) (Jaitner 1997)
pPC86ss-c-Raf (DC1) (siehe2.2.4.5.3)

2.1.9.2 Sauger-Expressionsvektoren

pBluescriptSK* Stratagene (Heidelberg)
pPEQL76 (b-Galactosidase-Expression) (Janknecht et al. 1993a)
pPE74s-tkgo-luc  (Luciferase-Reportergen) (Janknecht et al. 1993b)
p44MAPK (ERK1-Expression) (Meloche et al. 1992)
psG-ER81 (Ets-Transkriptionsfaktor ER81-Expression) (Janknecht 1996)
pcDNA3 Invitrogen (Leek, NL)
PCDNA3vcs (sehe2.2.5.9)
pCDNASDMXB (SI ehe 2259)

PCDNA 3pvmx 'C'Raf(Wt)

PCDNA 3pmx -FLAG-Raf (W)

pCD NA3DMX -C-RHf(DCl)
PcDNA3pvx -c-Raf C1-Mutanten
pCD NASDMX -c-Raf RBD-Mutanten
PCDNA 3pux -RasG12V(Clal)
PCDNA 3puxs-Ql-RasG12V.3S
PCDNA 3puxe- QI-RasG12V.3C
PCDNA 3puxs- QI-RasG12V.181
PcDNA3puxe- Ql-RasG12V.171
PcDNA3puxe- Ql-RasG12V.166
pSVK3

PSVK3ucs

pSV K 3ycs-RaswWt(Clal)

PSVK 3ycs-RasG12V
pSVK3|V|cs-RaSG]_2V(Cla |)
pPSVK3ucs-RasG12V.3S

pPSV K 3ucs-Ql-RasG12V.3S
pPSVK3ucs-Ql-RasG12V.3C
pSVKSMCSDBam Hi-RasG12V.3S

PSV K 3ucspsamni-Ql-RasG12V.181
pSV K3wvicspBamHI- Q| -RasG12V.171
pSV K3wvicspBamHI- Q| -RasG12V.166

(Block et al. 1996)
(Daub et al. 1998)
(siehe 2.2.5.9)
(Daub et al. 1998)
(Jaitner 1997)
(Daub et al. 1998)
(siehe 2.2.5.9)
(siehe2.2.5.9)
(siehe2.2.5.9)
(siehe 2.2.5.9)
(siehe 2.2.5.9)
(Mongkolsuk 1988)
(siehe 2.2.5.9)
(siehe2.2.5.9)
(Block et al. 1996)
(siehe2.2.5.9)
(Block et al. 1996)
(siehe2.2.5.9)
(siehe2.2.5.9)
(siehe2.2.5.9)
(siehe2.2.5.9)
(siehe2.2.5.9)
(siehe2.2.5.9)
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PSV K 3ucspaamni-Ql-RasG12V.V45E.3C
PSV K 3ucspsamni-Ql-RasG12V .V45E.3S
pPSVK3ucs-RasG12V-Mutanten
pSVKSMCS-Ra5612V.E37G

(siehe2.2.5.9)
(siehe2.2.5.9)
(siehe 2.2.5.9)
(Jaitner 1997)

Bemerkung: die Zusétze ,MCS*, ,DMX", ,DMXB" und ,MCSDBamHI*“ werden in den dem Materia- und
Methodenteil folgenden Kapiteln zur Vereinfachung weggelassen.

2.1.10 DNA- und Proteinstandards

2.1.10.1 DNA-Standards

1 kb-DNA-Leiter
| -111-Marker (EcoRI/Hindl11)

2.1.10.2 Proteinstandards

SDS-6H-Proteinmarker
SDS-7-Proteinmarker
Prestained Proteinmarker,” broad range*

2.1.11 Reagenziensets (,,Kits*)

ABI PRISM® BigDye™"
Terminators v3.0 Cycle Sequencing Kit
BCA Protein Assay Reagent

Coomassie® Protein Assay Reagens

ECL Plus Western blotting detection system
Galacto-Star ™

JETstar Plasmid Maxiprep Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Spin Gel Extraction Kit
QIAquick Spin PCR Purification Kit

TOPO TA-Cloning Kit

Western Breeze®-Kit

2.1.12 Verbrauchsmaterialien

Autoradiographiefilm Kodak X-OMAT-AR
Falcon-Réhrchen (15 ml und 50 ml)
Hybond-P, PV DF Membranen

Hyperfilm™ , ECL™

Gibco BRL (Paidey)
Gibco BRL (Paidey)

Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
NEB (Schwalbach)

Applied Biosystems

(ABI, Foster City, USA)
Pierce Chemical Company
(Rockford, USA)

BioRad (M linchen)
Amersham (Braunschweig)
Tropix Inc.(Bedford, USA)
Genomed (Bad Oeynhausen)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Leek, Niederlande)
NOVEX (San Diego, USA)

Sigma (Deisenhofen)

BD Falcon™ (Heidelberg)
Amersham (Braunschweig)
Amersham (Braunschweig)
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L uminometer-Rohrchen

Mikrotiterplatten (96 wells)
Reaktions-Rohrchen (14 ml)

Sterilfilter 0,2 um

Whatman 2 MM Papier

Zéellkulturflaschen (70 ml, 250 ml und 750 ml)
Zdllkulturschalen (£5,5 cm und 9 cm)

2.1.13 Laborgerite
ABI PRISM® 373A DNA-Sequencer

Brutschrank WTB Binder

Brutschrank Function line
Brutschrank IR Autoflow
Elektrophorese Mini Protean |1 Gelsystem
EL | SA-Photometer MR 5000
Fast-Blot-Apparatur B44

Feinwaage METTLER

Gelscanner Bioprofil 5.0

Heizblock Thermomixer 5436
Inkubationsschittler Multitron
Luminometer Lumat LB 9501

M ehrkanal-Pipette Titerman® 4908
Multipette® pro

Netzgerét, Elektrophoresis-EPS 3500
pH-Meter 761 Calimatic
Phosphoimager FLA3000

Pipetus® -junior

Power PAC 3.000

Research® -Pipetten (variabel)
Sonikator Sonifier 450
Spektralphotometer Uvikon 933 UVA/VIS
Sterilbank HERA Safe

Thermocycler, Mastercycler
TRIO-Thermoblock

Zahlkammern (Neubauer oder Thoma)

Zentrifugen: RC-3B, Rotor HG000A
J2-HC
J2-HS
Avanti J-30 |
Rotoren: JS4.3,JA 10, JA 12, JA 14, JA 17
Zentrifuge: Avanti" 30
Rotoren: F0650, C0650
Tischzentrifuge: Biofuge 13
Centrifuge 5417
Biofuge primo
V akuumkonzentrator 5301

Sarstedt (NUmbrecht)

Becton Dickenson (Heidelberg)
Greiner (Frickenhausen)
Schleicher & Schuell (Dassal)
Schleicher & Schuell (Dassel)
BD Falcon™ (Heidelberg)
Greiner (Frickenhausen)

Applied Biosystems

(ABI, Foster City, USA)

Heraeus I nstruments (Duissel dorf)
Heraeus Instruments (Duissel dorf)
NUAire

BioRad (M linchen)

Dynatech (Denkendorf)
Biometra (Gottingen)

Mettler (Giel3en)

Frobel (Lindau)

Eppendorf (Hamburg)

Infors (Bottmingen, CH)
Berthold (Wildbad)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)
Pharmacia (Freiburg)

Knick (Berlin)

Fuji Photo Film (Tokyo, Japan)
Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe)
BioRad (Munchen)

Eppendorf (Hamburg)

Branson Ultra. (Danbury, USA)
Kontron (Neu-Fahrn)

Heraeus I nstruments (Duissel dorf)
Eppendorf (Hamburg)

Biometra (Gottingen)
LO-Laboroptik (Friedrichsdorf)
Sorvall,Dupont (Newtown, USA)
Beckman (Palo Alto, USA)
Beckman (Palo Alto, USA)
Beckman (Palo Alto, USA)
Beckman (Palo Alto, USA)
Beckman (Palo Alto, USA)
Beckman (Palo Alto, USA)
Heraeus Instruments (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Heraeus Instruments (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
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2.1.14 Computer-Software

Acrobate Reader® 4.0
AIDA
Berkeley enhanced-RasMol 2.6-ucb-b

Corel Draw 7'

Corel Photo-Paint 7™
GCG

Graphit 3.01
Reference Manager 9.5
WebLabViewer 4.0
Word 2000

2.1.15 Internet-Adressen

http://www.embl .de/

http://www.mpg.de/

http://www.rcsb.org/pdb/

http://www.expasy.ch/
http://www.med.hokudai.ac.jp/~c-cell-w/links.htm
http://www.nih.go.jp/~jun/research/body.html
http://www.cells.de/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://www.bi bliothek.uni-regensburg.de/ezeit/
http://www.cbs.dtu.dk/gorm/model organisms.html
http://www.atcc.org/

http://www.bel spo.be/beem/

http://cgsc.biology.yale.edu/top.html
http://www.ccug.gu.se/
http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/
http://genprotec.mbl.edu/start

http://ecocyc.PangeaSystems.com/ecocyc/ecocyc.html

Adobe Systems Inc. (San Jose, USA)

Raytest Inc (Wilmington, USA)

MultiCHEM Facility, (Berkeley, USA)
University of California, Berkeley, USA)
Corel Corporation (Ottawa, Ontario, Kanada)
Corel Corporation (Ottawa, Ontario, Kanada)
AccelrysInc. (San Diego, USA)

Erithacus Software Ltd (Stainer, USA)

ISl ResearchSoft (Berkeley, USA)

Accelrys (Madison, USA)

Microsoft® Corporation (Redmond, USA)

European Molecular Biology Laboratory
(EMBL)

Max-Planck-Gesellschaft

zur Forderung der Wissenschaften elV.
Brookhaven Protein Data Bank
Molecular Biology Server

Molecular Biology Bookmarks

Research Tools

online-Dienst zur Zellbiologie

National Center for Biotechnology
Information

Elektronische Zeitschriften

WWW Resources for Model Organisms
American Type Culture Collection (ATCC)
Belgian Coordinated Collections of
Microorganisms (BCCM)

E.coli Genetic Stock Center (CGSC)
Culture Collection, University of Géteborg
Saccharomyces Genome Database
E.coli Genome und Proteome Database
Encyclopedia of E. coli Genes und

http://www.nmsu.edu/~mol bi o/bicABACUShome.htm

Metabolism
Database of Abbreviations und Acronyms in

http://www.hum-mol gen.de/compani es/index5.html

http://gdbwww.qgdb.org/gdb
http://www.sigma-aldrich.com/

http://mc2.CChem.Berkeley.EDU/Rasmol/v2.6/

http://www.accel rys.com/downl oad/

Biotechnology

Biomedical Companies

The Genome Database

online-Kataloge von Aldrich, Fluka, Riedel-
de-Haen, Sigma und Supelco

Download von  Berkeley enhanced-

RasMol 2.6-uch-b
WebLabViewer Lite
WebLabViewer Pro

Download von
und
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 DNA-Konzentrationsbestimmung

2.2.1.1.1 Photometrisch

Die Konzentration von Nucleinsaure-Ldsungen kann durch spektral photometrische Messung-

en unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes ermittelt werden:

c=F

o f-

1
xg E spezifischer Extinktionskoeffizient E =log—

¢ molare Konzentration der Losung (mol/l)

e molarer Extinktionskoeffizient (1000 cm?mol)
d Schichtdicke der Klivette (cm)

I, Intensitét deseinfalenden Lichts

I Intensitét des austretenden Lichts

Bel einer Schichtdicke von d=1cm und der Wellenlange | =260 nm gelten folgende
Naherungswerte:

doppelstrangige DNA: 1 OD2gp = 50 pg/mil
einzelstrangige  DNA/RNA: 1 OD2g0 = 40 pg/ml
Oligonucleotide: 1 ODggp = 33 pg/mil

Fir die Konzentrationsbestimmung doppel strangiger DNA ergibt sich:
Extinktion ~ 50pupg/ml *~  Verdinnungsfaktor = Konzentration in pg/mi

Das Verhdtnis der Absorptionswerte bei | =260 nm und | =280 nm kann als Mal fur die
Reinheit der DNA gelten. Bei reiner DNA liegt dieses Verhdltnis bei 1,8 bis 2,0. Des weiteren
lassen sich bei | =270 nm Verunreinigungen, die auf Phenol zuriickzufihren sind, detek-
tieren; die auf solchen Verunreinigungen beruhende Extinktion Uberlagert die Absorption bei
| =260 nm (,, Phenol-Schulter) und fihrt dadurch zur Ermittlung héherer (falscher) Konzen-
trationen. Die Messungen wurden, abhangig von der zur Verfligung stehenden DNA-Menge,
mit einem Uvikon 933 UVA/VIS-Spektral photometer in einer 100 pl bzw. 1 ml-Quarzkiivette
durchgefihrt.

2.2.1.1.2 Gelelektrophoretische Abschatzung

Die Konzentration von Nucleinsdure-L dsungen kann nach el ektrophoretischer Auftrennung in

einem Agarose-Gel durch einen Vergleich der Bandenintensitdt mit Markerbanden von
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definierter Menge abgeschétzt werden (vgl. 2.2.1.10.1). Hierzu eignet sich unter anderem der
| Hindlll- oder | Hindlll/EcoRI-Marker; auch definierte Mengen an unverdauter, geno-

mischer E. coli- oder | -DNA koénnen zum Vergleich herangezogen werden.

2.2.1.2 DNA-Restriktion mit Restriktionsendonukleasen des Typs II

Restriktionsendonukleasen erkennen doppelstrangige DNA-Sequenzen und schneiden diese
spezifisch. Dabei kdnnen je nach Enzym 3'- bzw. 5’ -Uberh&ngende oder glatte DNA-Enden
entstehen (blunt ends). Allgemein gilt, dal3 1 pg | -DNA unter optimalen Bedingungenin 1 h
von 1 U Enzym bei 37°C verdaut wird. Die Restriktion von DNA wird im allgemeinen mit
1-10U Enzym/ugDNA unter den vom Hersteller angegebenen Temperatur- und
Pufferbedingungen fur 2—3h durchgefihrt; bel Verwendung ineffizienter Restriktions-
endonukleasen, d.h. Enzymen mit naturbedingt geringer Aktivitéat kénnen die Restriktions-
zeiten optional bis auf 12 h und mehr (UN) verlangert werden. Auch der EinfluR der die
Restriktionsstelle umgebende DNA-Sequenz muf3 hinsichtlich ihrer Léange und Basenabfolge
sowie potentieller Dam-Methylierungsstellen analysiert werden. Bel extrem terminal lokali-
sierten Restriktionsschnittstellen (z.B. bei hybridisierten Oligodesoxynucleotiden) muf3 der
Einflud 5- oder 3 -Uberhdngender Enden im Hinblick auf deren Grof3e und Zusammen-
setzung beriicksichtigt werden. Die Enzyme befinden sich zur Stabilisierung in einem Puffer
mit einem Glycerin-Gehalt von 50 %. Das Volumen des Reaktionsansatzes wird so gewéhlt,
dal3 eine Glycerin-Konzentration von 5 % nicht Gberschritten wird und betragt 20 — 60 pl. Ist
die Restriktion mit zwel verschiedenen Enzymen erforderlich, welche unterschiedliche
Pufferbedingungen bendtigen, wird ein Puffer gewahlt, der bezlglich der unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen eine gute Anndherung fir beide Komponenten darstellt. Bel stark ab-
weichenden, unvereinbaren Reaktionsbedingungen wird zunéchst das Enzym mit niedrigeren
Salzbedingungen eingesetzt und anschlieffend die Pufferbedingungen fir das zweite Enzym
eingestellt. Alternativ kann die DNA vor einem zweiten Restriktionsverdau gefélt, ge-
waschen, lyophilisiert und in dH,O resuspendiert werden; noch einfacher erfolgt die
Aufreinigung der DNA-Fragmente tber die Silica-Saulchen des ,, PCR Purification Kits” bzw.
des “Gel Extraction Kits’. Je nach Verwendungszweck der geschnittenen DNA schlief3t sich
eine Aufreinigung und Fallung der DNA an (vgl. 2.2.1.5). Der Erfolg der Restriktion wird
mittels Gelelektrophorese kontrolliert (vgl. 2.2.1.10.1). Die DNA-Restriktion wurde ange-
wandt, um doppelstrangige DNA zu klonieren und die korrekte Insertion eines DNA-
Fragmentes in ein Plasmid nachzuwei sen.
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2.2.1.3 Dephosphorylierung von DNA

Um die intramolekulare Religation eines restringierten Vektors wahrend einer Ligation
(vgl.2.2.1.7) zu verhindern, werden die endstandigen 5’ -Phosphatgruppen des linearen DNA-
Doppelstranges entfernt. Diese sogenannte Dephosphorylierung wird durch eine akalische
Phosphatase (CIP oder SAP, vgl. 2.1.6) bewirkt. Der restringierte Vektor wird dazu in einem
Endvolumen von 50 ul mit dem empfohlenen Reaktionspuffer gelést und nach Zugabe von
1l des Enzyms fur 1 h bel 37°C inkubiert. Die Restriktion und Dephosphorylierung der
Plasmid-DNA kann bei Zeitmangel auch simultan durchgefthrt werden und erfolgt dann
unter ausschliefdicher Verwendung des DNA-Restriktionspuffers. Bei Verwendung von CIP
schliefdt sich zum Zweck der Beseitigung der Phosphatase-Aktivitat eine Aufreinigung der
DNA durch Agarose-Gelelektrophorese mit anschliefiender Gelelution an (vgl. 2.2.1.10.2).
Alternativ kann die Aufreinigung auch unter Verwendung des ,PCR Purification Kits'
erfolgen (vgl.2.1.11). Bei ener Dephosphorylierung durch SAP erdbrigt sich eine
langwierige Aufreinigung; das Enzym kann durch eine Inkubation des Ansatzes von 1 h bel
65°C vollstandig inaktiviert werden. Der Ansatz kann direkt nach der Hitzeinaktivierung in
die Ligation einsetzt werden (vgl. 2.2.1.7).

2.2.1.4 Beseitigung iiberhiingender DNA-Einzelstringe (blunt ending)

In einigen Falen ist aufgrund der erstellten Klonierungs-Strategie die Beseitigung einer be-
stimmten Restriktionsschnittstelle des zu verwendenden Vektors erforderlich. Hierzu wird das
Plasmid mit dem entsprechenden Restriktionsenzym restringiert (vgl. 2.2.1.2). Je nach ge-
wéhlter Endonuklease entstehen glatte DNA-Enden (blunt ends) oder kohasive 3'- bzw. 5'-
Uberhéngende DNA-Strénge (sticky ends). Letztere werden wie folgt enzymatisch aufgefullt
und so in glatte DNA-Enden Uberfihrt:

x DNA-L6sung (Restriktionsansatz) Inkubation: 15 min, 25°C
6,6 pl dNTP-Mix (jeweils 200 uM

dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Inaktivierung: Zugabe von

y u dH0 2 1l EDTA-
3 u 10" Klenow-Puffer Losung (0,1 M)
15 ul Klenow-Fragmen

30 pl Gesamtvolumen

Bei 5 -Uberhang kann statt des Klenow-Fragments optional auch Pfi-Polymerase (mit dem
entsprechendem Puffer) verwendet werden. Bei 3'-Uberhang kann dagegen ausschliefich das
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Klenow-Fragment eingesetzt werden, welches die Uberhdngenden 3'-Enden durch seine
3 ® 5’-Exonuklease-Aktivitédt abbaut. Die dargestellte Methode wird auch angewendet, wenn

die Ligation von blunt ends mit sticky ends erforderlich ist.

2.2.1.5 DNA-Extraktion

Zur Entfernung von Verunreinigungen durch Proteine wird die DNA-hatige Ldsung
sukzessiv mit ¥4/olumen Phenoal, %3/olumen Phenol/Chloroform (1:1) und abschlief3end mit
A/olumen Chloroform extrahiert. Zur Trennung der waldrigen (oberen) und phenolischen
(unteren) Phase erfolgt jeweils eine Zentrifugation von 5 min in einer Tischzentrifuge bei RT
und 13.000 rpm. Optional kann noch ein zusdtzlicher Aufreinigungsschritt angeschlossen
werden, welcher der Entfernung von Resten des organischen Losungsmittels Chloroform
dient. Dazu wird die wal¥rige Phase des letzten Arbeitsschrittes mit Ether im Verhdltnis 1:1
versetzt und gemischt. Nach erneuter Phasentrennung durch Zentrifugation kann die obere
Ether-Phase durch eine an einer Wasserstrahlpumpe angeschlossene Kanile vorsichtig

abgesaugt werden.

2.2.1.6 DNA-Ethanolprazipitation

Ziel dieser Methode ist die Fallung von DNA als Natriumsalz aus waldrigen Losungen. Die
DNA wird durch Zugabe von 0,1 Volumen 3M NaAc-L6sung (pH 5,2) sowie 2,5 Volumen
eiskaltem 96 %igem Ethanol fir mindestens 20 min bei -20°C gefdlt. Die Pelletierung der
DNA efolgt durch Zentrifugation fur 45 min bei 13.000 rpm und 4°C. Das resultierende
DNA-Pellet wird mit ca. 500 ul eiskaltem 70 %igen Ethanol gewaschen, erneut fur 5 min bei
13.000 rpm und 4°C zentrifugiert und anschlieffend an der Luft oder unter Vakuum
getrocknet. Das DNA-Pellet wird in 20—-60 pl TE-Puffer oder dH,O resuspendiert und
gegebenenfalls mit RNase A (vgl. 2.1.6) in einer Endkonzentration von 20 pg/ml fir 60 min
bei 37°C inkubiert.

2.2.1.7 DNA-Ligation

Der Einsatz von T4-DNA-Ligase ermdglicht die Verknupfung zweier Uberhdngender,
zueinander komplementéarer DNA-Strange oder zweler stumpfer DNA-Enden (blunt end-

Ligation) durch Bildung einer Phosphodiesterbindung. Die Ligation erfolgt in einem kleinen
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Endvolumen von maximal 10 - 20 pl unter Verwendung von etwa 15 - 20 ng des dephos-
phorylierten Vektors. Nach Zugabe des Inserts in einem im Verhaltnis zum Vektor 5- bis 10-
fach molaren Uberschul? und von 1 U Ligase erfolgt die Ligation standardmaiRig UN bei
16°C. In Ausnahmefdlen kann die Ligation auch durch eine Inkubation fur ca. 1 h bis 3 h bel
RT durchgefuhrt werden. Allgemein gilt flr die bei einer Ligation einzusetzende Menge an

Insert:

Insert[kb] *ektor [ng] xmolarer Uberschuf3
Vektor [kb]

Insert[ng] =

In einem gesonderten Ansatz wird zusétzlich die Vollstandigkeit der Dephosphorylierung des
Vektors durch Kontrolle seiner verbliebenen Féhigkeit zur intramolekularen Religation
getestet. Der komplette Ligations- und Religationsansatz wird nachfolgend in kompetente
Bakterien transformiert (vgl. 2.2.3.4). Je hoher das Verhdtnis der Anzahl von Kolonien auf
der Ligations-Platte zur Anzahl von Kolonien auf der Religations-Platte, desto grof3er ist die
Wahrscheinlichkeit, dal3 die Kolonien der Ligations-Platte tatsachlich rekombinante Plasmide
enthaten. Der Erfolg der Ligation wird entweder nach Isolation der Plasmid-DNA durch
DNA-Restriktionen (vgl. 2.2.1.2) oder durch PCR-Schnelltests (vgl. 2.2.1.13) mit anschlie-
Render gelelektrophoretischer Auftrennung der Ansétze kontrolliert. Fir eine intramoleku-
lare Ligation (Religation) darf der Vektor im Voraus nicht (!) dephosphoryliert werden; zur
Unterbindung der Bildung von DNA-Concatemeren ist des weiteren auf eine geringe DNA-
Konzentration im Religations-Ansatz zu achten, die 4 ng/ul nicht Uberschreiten sollte. Der
Zusatz von PEG oder Hexamminkobalt(l11)-trichlorid wirkt einer intramolekularen Reaktion
entgegen (Sambrock ef al. 1989). Bel einer blunt end-Ligation ist auf eine niedrige ATP-
Konzentration (Ferretti und Sgaramella 1981) von maximal 0,5 mM und auf die Abwesenheit
von Polyaminen wie Spermidin zu achten; welterhin erfordert diese Reaktion eine hohe
Konzentration an blunt ends und an Ligase (0,05 Weiss-units/ ul; 0,015 Weiss-units = 1 U).
FUr eine intramolekulare blunt end-Ligation gilt zusammenfassend: keine Polyamine, PEG
oder Hexamminkobalt(l11)-trichlorid, eine geringe DNA-Konzentration und eine hohe Ligase-

Konzentration.

2.2.1.8 Hybridisierung komplementirer Oligodesoxynucleotide

Die Hybridisierung synthetisch hergestellter Oligodesoxynucleotide erfolgt durch Einsatz von

jeweils 1 pg der beiden komplementaren Oligodesoxynucleotide in Restriktionspuffer 2 mit
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einem Endvolumen von 20 pl. Der Ansatz wird 2 min auf 94°C erhitzt und danach langsam

auf Raumtemperatur abgektihlt, wobei die Hybridisierung der DNA-Einzelstrénge erfolgt.

2.2.1.9 Phosphorylierung von Oligodesoxynucleotiden

Die 5'-Enden hybridisierter Oligonucleotide (vgl. 2.2.1.8) missen vor der Ligation (vgl.
2.2.1.7) in einen dephosphorylierten Vektor (vgl. 2.2.1.3) an ihren 5'-Enden mit Phosphat-
gruppen verknipft werden. Dies geschieht mit Hilfe einer Polynucleotidkinase. Dieses Enzym
Ubertrégt das g-Phosphat des ATPs auf das 5 -Hydroxylende von Polynucleotiden. In einen
Ansatz mit 1 ug DNA und einem Endvolumen von 20 pl wird die entsprechende Menge
10-fach T4-Polynucleotid-Kinase-Puffer und 1 pl T4-Polynucleotidkinase (10 U) gegeben.
Nach Inkubation von 1 h bei 37°C erfolgt die Termination der Reaktion durch Inkubation fir
10 min bei 65°C.

2.2.1.10 DNA-Gelelektrophorese

Methode zur Auftrennung von DNA und DNA-Restriktionsfragmenten zum Zweck der
Kontrolle mittels PCR amplifizierter DNA-Sequenzen (vgl.2.2.1.12) sowie zur DNA-
Mengenabschéatzung und -GrofReneinschédtzung (vgl. 2.2.1.1.2). Die entsprechende, von der
GroRe und der Prozentigkeit des Gels abhangige Menge Agarose wird in 1~ TAE-Puffer bis
zur vollstandigen Auflésung gekocht und nach Abkiihlung auf etwa 60°C mit 0,001 % (w/v)
Ethidiumbromid versetzt. Die heil3e, flissige Agarose wird in eine sorgfétig abgedichtete
Flachbett-Gelkammer gegossen und ein entsprechend der jeweiligen Anwendung gestalteter
Kamm senkrecht am oberen Ende der Gelkammer plaziert. Nach ca. 40 min wird das erkaltete

und erhértete Agarose-Gel mit 1~ TAE-Puffer Uberschichtet und der Kamm vorsichtig ent-

fernt. Nach Versetzung der aufzutragenden DNA-Proben mit 6~ DNA-Probenpuffer werden
diese sowie ein geeigneter DNA-Standard (vgl. 2.1.10.1) mit Hilfe einer Pipette in separate
Geltaschen gefillt und 20 - 40 min bei 100 - 120 V aufgetrennt. Je nach Anwendung und der
zu erwartenden Grof3e der DNA-Fragmente werden Gele mit Prozentigkeiten von 0,8 - 2,5 %
hergestellt. Aufgrund der DNA-Interkalation des Ethidiumbromids ist die DNA durch die

unter UV-Licht auftretende Fluoreszenz detektierbar.
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2.2.1.10.1  Analytische DNA-Gelelektrophorese

Nach erfolgter Auftrennung der DNA-Proben wird das Agarose-Gel auf einem UV-
Transilluminator (I =312 nm) betrachtet und mit einem Gelscanner dokumentiert. Durch
Vergleich mit dem zusétzlich aufgetragenen, aus verschiedenen DNA-Fragmenten definierter
Grole bestehenden DNA-Standards kann die Lange der aus einer Restriktion oder PCR-
Amplifikation resultierenden DNA-Fragmente abgeschétzt werden.

2.2.1.10.2  Praparative DNA-Gelelektrophorese

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der DNA-Proben werden die zur Welterverwen-
dung benttigten DNA-Fragmente représentierenden Banden tber einem UV-Transilluminator
(I =312 nm) mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Reaktions-
gefal Uberfuhrt. Die Extraktion der DNA aus dem Gel-Fragment erfolgt mit Hilfe des ,, Gel
Extraction Kit* (vgl. 2.1.11) gemal? den Angaben des Herstellers. Das Reinigungsprinzip
beruht auf der Fahigkeit der DNA, bei hohen Salz-Konzentrationen an die Silica-Membran
der Séule zu binden. Da Verunreinigungen nicht an das Saulen-Material binden, kann nach
einem Waschschritt unter Niedrigsalz-Bedingungen saubere DNA von der Saule eluiert

werden.

2.2.1.11 TOPO TA-Klonierung

Die Abspaltung von wenigen endstéandigen Basenpaaren eines PCR-Fragmentes durch DNA-
Restriktionsenzyme ist haufig sehr problematisch oder zumindest unvollstandig, was den
Erfolg einer Klonierung stark minimiert. Um dieses Problem zu umgehen, wurde das
TOPO TA-Cloning Kit verwendet (vgl. 2.1.11). Bei diesem wird das PCR-Produkt, das re-
stringiert werden soll, zun&chst ungerichtet in den pCR2.1-TOPO-V ektor kloniert. Dabel wird
die terminale Transferase-Aktivitét der Tag-Polymerase ausgenutzt, die dazu fuhrt, dal3 an das
3'-Ende der PCR-Produkte jeweils ein einzelnes Desoxyadenosin angehdngt wird. Der
pCR2.1-TOPO-Vektor liegt linearisiert vor und besitzt an beiden 5’ -Enden ein tberhéngendes
Desoxythymidin. Der Vektor ist auf3erdem bedingt durch die Ligase-Aktivitét der an beiden
seiner Enden kovalent gebundenen Topoisomerase| aktiviert. Bei der Ligation kénnen die
Uberhdngenden Desoxyadenosine der PCR-Produkte mit den Uberhéngenden Desoxy-
thimidinen des Vektors hybridisieren. Die Topoisomerase | katalysiert dann die Ligations-

Reaktion, wodurch die Ligation aul3erst effizient verlauft, und dissoziiert anschlief3end vom
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Vektor. Die TOPO TA-Klonierung und die anschliel3ende Transformation der in dem
Reagenzienset enthaltenen und bel -80°C gelagerten kompetenten E. coli-Zellen (, TOP 10%)
erfolgt strikt nach der Anleitung des Herstellers. Zum Schiul3 werden 100 pl des Trans-
formationsansatzes auf LB/Amp-Agarplatten, auf denen zuvor jeweils 40 pl ,Bluo-Gal*
(40 mg/ml; BIOMOL, Hamburg) verteilt wurden, gleichmal3ig ausgestrichen. Anschlief3end
werden die Platten UN bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am néchsten Tag konnen weilRe
Kolonien weiter analysiert werden. Bei diesen wird, im Gegensatz zu den blauen Kolonien,
der Leserahmen des lacZ-Gens infolge einer DNA-Insertion zerstort, aufgrund dessen das
farblose ,Bluo-Gal“ nicht in einen blauen Farbstoff umgesetzt werden kann. Einige der
weiRRen, putativ positiven Kolonien werden zur Animpfung einer UN-Kultur (vgl. 2.2.3.1.1)
zwecks Isolierung von Plasmid-DNA (vgl. 2.2.3.6) herangezogen. Das zunéachst ungerichtet
klonierte PCR-Fragment kann nun durch die Restriktionsenzyme effizient aus dem TOPO-
Vektor geschnitten und aufgrund der in den Bakterien erfolgten Amplifikation des Vektors

auch in groféerer Menge gewonnen werden.

2.2.1.12 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion) ist ein in vitro-Verfahren zur
selektiven Amplifizierung von Nucleinsaure-Bereichen definierter Lange und definierter Se-
quenz (Mullis et al. 1986; Mullis und Faloona 1987; Saiki et al. 1988). Das Verfahren basiert
auf der Nutzung thermostabiler DNA-Polymerasen, die von chemisch synthetisierten Oligo-
desoxynucleotiden (,, Primer*) ausgehend einen Einzel- zum Doppelstrang vervollstandigen
koénnen. Die PCR ist ein zyklischer Prozef3 bestehend aus Denaturierung einer DNA-Matrize
(template), der Primer-Hybridisierung (annealing) und der Synthese des komplementéren
DNA-Stranges unter Einbau von dNTPs und fuhrt zu einer exponentiellen Zunahme des ge-
winschten DNA-Fragments. Die aus den thermophilen Bakterien 7. aquaticus bzw. P. furioso
gewonnene Tagq- bzw. Pfu-Polymerase Ubersteht die zur Denaturierung notwendigen Tempe-
raturen von Uber 90°C weitgehend unbeschadet. Die Tag-Polymerase zeichnet sich im Ver-
gleich zur Pfu-Polymerase durch eine erhdhte Prozessivitét aus, was besonders fir die Ampli-
fikation langer DNA-Sequenzen gunstig ist. Die Spezifitat der Primer-Bindung ist abhangig
von der Hybridisierungs-Temperatur, dem GC-Gehalt der Sequenz und der Anzahl an Basen.
Die Primer sollten mindestens 18 bp lang sein; eine hhere Anzahl an Basen steigert bei nicht
degenerierten Primern die Spezifitdt. Weiterhin durfen die Primer nicht zur Ausbildung
interner , hairpin“-Strukturen bzw. Primer-Dimere befahigt sein, da dies zur Verringerung der



MATERIAL UND METHODEN 54

Konzentration an freien Primern im Ansatz fihren wirde. Mit folgender ,,Laborformel® kann
die spezifische Bindungs-Temperatur (Annealing-Temperatur) abgeschétzt werden. Diese
muf3 jedoch meist durch zahlreiche experimentelle Ansdtze genauer bestimmt werden:

T.(°C) = 244 +7T) + 44G + C)

m

Die Neusynthese der DNA durch die Tag- bzw. Pfu-Polymerase erfolgt bei 72°C, da die
Aktivitat der Enzyme bel dieser Temperatur ihr Optimum besitzt. Die Hohe der Annealing-
Temperatur und die Dauer der einzelnen Phasen sind je nach Experiment, Intention des
Versuchs und dem verwendeten Thermocycler unterschiedlich. Nach 25 bis 35 Wieder-
holungen des Zyklus kann sich optional ein terminaer Elongations-Schritt von 5 min bel
72°C anschlief¥en. Ein typischer Reaktionsansatz von 50 pl setzt sich wie folgt zusammen,; die
PCR findet in einem Thermocycler mit einem Temperatur-Profil dhnlich dem nachstehend

angegebenen statt:

x DNA als template (200 pg) Denaturierung (initale): 5 min 96°C
y Ml 5 -Primer (250 pmol)

y ul - 3-Primer (250 pmol) ] 1-2 min 96°C

5 ul dNTP-Mix (jeweils 2 mM 25 -35 Zyklen: | X min _X°C
dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Iy min 72°C

52 ﬁ: (iglgOPolymerasePuffer Elongation (optional): 5 min 72°C

5 pl DMSO

1 ul Taq- bzw. Pfu-Polymerase

50 pl Gesamtvolumen

Bel Benutzung von Thermocyclern ohne beheizten Deckel werden die Ansétze mit sterilem
Mineraldl Uberschichtet, um eine Verdampfung der Ansdtze zu unterbinden. Aliquots der
PCR-Ansétze von 5 pl bis 10 pl werden auf einem Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt

und die Amplifikations-Produkte so nachgewiesen.

2.2.1.13 PCR-Schnelltest

Vor der Aufarbeitung groRerer Mengen Bakterien ist eine Uberprifung des Erfolgs der
durchgefihrten Ligation einschliefdlich der nachfolgenden Transformation durchzufihren um
zu gewdhrleisten, dal? die transformierte DNA den korrekten VVektor mit dem entsprechenden
Insert représentiert. Hierzu konnen die nachstehend beschriebenen Methoden angewendet
werden: durch eine Isolation von Plasmid-DNA in kleinem Mal3stab (vgl. 2.2.3.6) mit an-
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schlief3ender Restriktionskontrolle (vgl. 2.2.1.2), einer DNA-Sequenzierung mit geeigneten
Primern (vgl. 2.2.1.15) oder durch einen PCR-Schnelltest. Fir letzteren werden einzelne
putativ positive Kolonien mit einer sterilen Einmalspitze von der Agarplatte abgenommen
und ein kleiner Teil der Zellen in ein steriles PCR-Reaktionsgefald tberfihrt. Die
Einmal spitze selbst wird dann parallel zur Animpfung einer UN- oder UT-Kultur eingesetzt.
Die PCR wird unter den nachfolgenden Bedingungen durchgeftihrt:

1 Kolonie DNA dstemplate Denaturierung (initale): 5 min 96°C

X 5 -Primer (40 pmol)

Xl 3'-Primer (40 pmol) ] 30s 9°C

2 dNTP-Mix (jeweils 2 mM 25Zyklen: | 30 s 56°C
dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1 min 72°C

y dH,O

2l 10" Polymerase-Puffer Elongation (optional): 5 min 72°C

0,15 pl Tag-Polymerase
20 u Gesamtvolumen

Bel den Primern handelt es sich um Oligodesoxynucleotide, die mit dem Vektor bzw. dem
Insert hybridisieren. Daher kann die PCR nur bei Vorhandensein des Vektors sowie des
Inserts in der korrekten Orientierung ablaufen. Der Erfolg der PCR-Amplifikation wird durch
gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Ansdize in einem Agarose-Gel Uberprift
(vgl. 2.2.1.10). Die UT- bzw. UN-Kulturen der auf diese Art als positiv identifizierten
Kolonien werden nachfolgend aufgearbeitet (vgl. 2.2.3.6). Durch den PCR-Schnelltest kann
eine grof3e Anzahl Kolonien einfach und schnell getestet werden.

2.2.1.14 PCR-in vitro-Mutagenese

Zur gezielten Einflhrung von Punktmutationen in das Ras-Gen wurde eine in Abbildung 2.1
dargestellte Mutagenese-Methode, bestehend aus zwel aufeinander folgenden PCR-Schritten,
angewendet (Barettino er al. 1994). Fur diese Methode wird ein 3'-Mutagenese-Primer und
jeweils ein 5'- und 3 -flankierender Primer (Primer A und Primer B) benétigt. Weiterhin muf3
die zu verandernde DNA-Sequenz in zwe verschiedenen Vektoren vorliegen, so dald der
5 -Primer des ersten PCR-Schrittes nicht mit der template-DNA des zweiten PCR-Schrittes
hybridisieren kann. Der erste Amplifikationsschritt dient der Erzeugung eines sogenannten
~Mega-Primers‘. In diesem ersten Schritt wird der mit dem DNA-Insert hybridisierende
3’ -Mutagenese-Primer und der mit dem Vektor 1 (hier pcDNA3) hybridisierende 5 -Primer

eingesetzt. Der so entstehende, die gewiinschte Mutation aufweisende ,Mega-Primer” wird
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mittels praparativer DNA-Gelelektrophorese (vgl. 2.2.1.10.2) isoliert und gereinigt. In die
zweite PCR wird der das DNA-Insert enthaltende und als femplate-DNA fungierende
Vektor 2 (hier pSVK3), der ,Mega-Primer* und der flankierende 5'- und 3'-Primer einge-
setzt. In den ersten 10 Zyklen der zweiten PCR wird aufgrund einer langen Annealing-Phase
von 10 min die Bindung des langen ,,Mega-Primers* ermoglicht; es erfolgt zundchst eine
exponentielle Amplifikation von DNA-Stréngen, welche die Sequenz des ,,Mega-Primers"
inklusive der Punktmutation und des 3'-Primers umfassen; diese fungieren in den folgenden
25 Zyklen als DNA-Matrize. DNA-Strange, welche in den sich anschlief3enden Zyklen nicht
als template-DNA fungieren konnen und folglich den Hintergrund bilden, werden in dieser
ersten Phase der zweiten PCR lediglich linear amplifiziert. In den folgenden 25 Zyklen wird
aufgrund der stark verkirzten Annealing-Phase die Hybridisierung des kirzeren 5 -Primers,
welcher keine Sequenz-Komplementaritdt mit dem Vektor 2 aufweist, gegenuber der des
langeren ,,Mega-Primers* bevorzugt, so dal3 es nun ausschliefdlich zu einer exponentiellen
Amplifikation des gewiinschten Sequenz-Bereichs ohne stérende Hintergrund-Amplifikation

kommt.

5’-Primer A
—_—

Vektor 1 | RasG12v | PCDNA3

R

3’-Mutagenese-
Primer

1.PCR]

5’-Mega-Primer —

\ 5’-Mega-Primer \ 5’-Mega-Primer
d g

<« <

Vektor 2 [ RasG12V [ pSVK3 Vektor2 [T RasG12V ] PcDNA3
3’-Primer B 3’-Primer B
5°-Primer A 5’-Primer A
—— ——
[ [ | RasG12V [ [ | RasG12V 1
3’-Primer B 2 = Pc R 3’-Primer B
| | RasG12V | RasG12V ]

Abbildung 2.1  Schematische Darstellung der PCR-Mutagenese

Die gezielte Einflihrung von Punktmutationen in das RasG12V-Konstrukt erfolgte in zwei PCR-
Schritten (verandert nach Barettino et al.); Primer A =5-Seg-pcDNA3/ Primer B = 3'-Seg-pSVK3
bzw. 3'-Ras C-term EcoRI (vgl. Abbildung 2.10); ndhere Erléuterungen im Text.
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Liegt die zu verandernde DNA-Sequenz nicht in zwei verschiedenen Vektoren vor, so kannin
die zweite PCR as DNA-Matrize alternativ auch die durch DNA-Restriktion wupstream
(5'-waérts) des DNA-Inserts im Bereich des Vektors linearisierte remplate-DNA der ersten
PCR verwendet werden. Voraussetzung ist die Existenz einer Erkennungs-Sequenz fur eine
Restriktionsendonuklease in diesem Bereich, welche jedoch nicht innerhalb des zu ampli-
fizierenden DNA-Inserts vorkommt. Typische Reaktionsansdtze von 50 yl fur die beiden
PCR-Schritte setzen sich wie folgt zusammen,; fir beide PCR-Amplifikationen wird die Pfu-
Polymerase verwendet, welche sich im Vergleich zur Tag-Polymerase durch eine deutlich
geringere Fehlerrate auszeichnet; die PCRs finden in einem Thermocycler mit den

nachstehend angegebenen Temperatur-Profilen statt:

1. PCR

X Wl Vektor 1 (template-DNA, 200 pg) Denaturierung (initale): 5 min 96°C

y Ml 5-Primer A (200 pmol)

y'" ul 3 -Mutagenese-Primer (200 pmol) 1 1 min 96°C

5 upl dNTP-Mix (jeweils 2 mM 30Zyklen: ] x min 53-62°C
dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Iy min 72°C

z ul dHO

5 pl 10" Polymerase-Puffer

5 yul DMSO

1 pyl Pfu-Polymerase

50 ul Gesamtvolumen

2. PCR

X Ml Vektor 2 (template-DNA, 200 pg) Denaturierung (initale): 5 min 96°C

y ul 5 -Primer A (200 pmol)

y' ul 3'-Primer B (200 pmol) i 1 min 96°C

y"' ul ,Mega-Primer aus der 1. PCR 10Zyklen: | 10 min 53°C

5 ul dNTP-Mix (jeweils 2 mM I 2 mn 72°C
dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 20 - 25 Zyklen: i % m;g ggog

z ul dH0 | 2 min 72°C

5 upl 10" Polymerase-Puffer

5 pl DMSO Elongation (optional): 5 min 72°C

1 pyl Pfu-Polymerase

50 ul Gesamtvolumen

2.2.1.15 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte mittels zyklischer Sequenzierung unter Be-
nutzung des , ABI PRISM® BigDye" Terminators v3.0 Cycle Sequencing Kits* (vgl. 2.1.11)
mit fluoreszenzmarkierten ddNTPs und beruht auf der Kettenabbruch-Methode (Sanger ef al.
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1977). Die Sequenzierungs-Ansétze setzen sich wie folgt zusammen; die Sequenzierungs-

Reaktion fand in einem Thermocycler mit nachstehendem Temperatur-Profil statt:

X Ml Plasmid-DNA (0,5 ug) Denaturierung: 30 s 96°C
2,0 pl ,Terminator-Mix" 1 30 s 96°C
y ul dHO 25Zyklen: | 15 s 50°C
I 4 min 60°C

20 pl  Seguenzierungs-Primer [3,2 pmol/ul]
10 I Gesamtvolumen

Der Terminator-Mix enthét neben den vier verschiedenen fluoreszenzmarkierten ddNTPs die
thermostabile AmpliTaqFS-DNA-Polymerase und dNTPs. Nicht eingebaute fluoreszenz-
markierte ddNTPs werden im Anschlul3 an die Sequenzierungs-Reaktion durch eine Ethanol-
Prézipitation der DNA-Produkte entfernt. Dazu werden die Sequenzierungs-Ansatze mit 1 pl
Dextran-Blau als Féalungshilfe, 2 ul 3M NaAc (pH 5,2) sowie 50 pl absolutem Ethanol
(-20°C) versetzt und 20min bel 13.000rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert.
Anschlief3end wird das DNA-Prézipitat zur Entfernung koprazipitierter Salze, welche das
Laufverhalten der Proben bel der spateren gelelektrophoretischen Auftrennung stark
beeintréchtigen wuirden, dreimal durch Zugabe von 70 %igem Ethanol und erneuter
Zentrifugation gewaschen. Die DNA wird durch Inkubation fir 2 min bei 65°C oder unter
Vakuum getrocknet. Die Sequenzanalysen wurden mit dem ABI PRISM® 373A DNA-
Sequencer der Firma Applied Biosystems (ABI) in der ,Zentralen Einrichtung Synthese und
Sequenzierung® des Max-Planck-Ingtituts fur Molekulare Physiologie, Dortmund durch-
gefuhrt.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Protein-Konzentrationsbestimmung

2.2.2.1.1 mit Bicinchoninsiure (BCA)

Zur Bestimmung der Protein-Konzentration wurde unter anderem das BCA Protein Assay
Reagent verwendet (vgl. 2.1.11). Das a's wasserl 6sliches Natriumsalz vorliegende BCA bildet
mit Cu**-lonen in einer Stéchiometrie von 2:1 einen stabilen, wasserléslichen, violetten
Komplex, der bel 562 nm ein Absorptionsmaximum besitzt. Peptidbindungen und die Amino-
séuren Cystein, Cystin, Tryptophan sowie Tyrosin sind in alkalischen Protein-Ldsungen fir
die Reduktion des zweiwertigen Cu** zu Cu' verantwortlich. In dem Reagenz A sind
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NaCO3;, NaHCO; BCA-Detektions-Reagenz und Natriumtartrat (pH 11,25) enthalten;
Reagenz B ist eine 4 %ige CuSO4-Losung. Die Arbeitddsung wird durch Mischen von
Reagenz A und Reagenz B im Verhdltnis 50: 1 hergestellt. Danach werden 2 ml der Arbeits-
[6sung mit 0,1 ml der Protein-L&sung gemischt und 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Ab-
kihlung der Proben auf Raumtemperatur wird die ODsg, der Proben bestimmt. Die Auswer-
tung erfolgt gegen eine Blindprobe und anhand einer fir jeden Test neu erstellten Eich-
geraden. Hierzu wurde mittels BSA-Standard eine Konzentrationsreihe von 15, 30, 60 und
120 pg BSA/ml  hergestellt und wie oben beschrieben behandelt (Smith er al. 1985;
Wiechelman et al. 1988).

2.2.2.1.2 nach Bradford

Zur Bestimmung der Protein-Konzentration nach Bradford wurde das Coomassie Protein
Assay Reagens verwendet (vgl. 2.1.11). Diese Bestimmungs-Methode beruht auf den Absorp-
tionseigenschaften des Farbstoffes Coomassie®-Brilliant Blue G250, dessen Absorptions-
maximum sich bei der Bindung an Proteine von 465 nm nach 595 nm verschiebt. Zu 1 ml
Bradford-Ldsung werden 1 - 10 pl der zu messenden Protein-Ldsung gegeben, gemischt und
nach 5 min die Absorption der Proben bei 595 nm gemessen. Die Auswertung erfolgt gegen
eine Blindprobe und anhand einer fur jeden Test neu erstellten Eichgeraden. Hierzu wurde
mittels BSA-Standard eine Konzentrationsreihe von 15, 30, 60 und 120 pug BSA/ml herge-
stellt und wie oben beschrieben behandelt (Bradford 1976).

2.2.2.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

2.2.2.2.1 SDS-PAGE

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen aus Zell-Lysaten unter denaturie-
renden Pufferbedingungen wurde unter anderem das System nach Lammli (Lammli 1970)
verwendet. Hierbel werden Proteine proportional ihres Molekulargewichtes in einem
elektrischen Feld vertikal aufgetrennt. Es werden Stufen-Gele mit den Abmessungen 9 cm ”
6cm ”~ 1 mm hergestellt. In die Apparatur wird bis etwa 1 cm unterhalb der Unterkante des
spéter einzusetzenden Probenkamms Trenngel-Losung eingefillt und mit einer 0,1 %igen
SDS-Ldsung oder 70 %igem Ethanol Uberschichtet, welcher nach Beendigung der Polymeri-
sation entfernt wird. In den noch verbleibenden, mittels Filterpapier getrockneten Spalt, wird
die Sammelgel-Losung eingefillt und der Probenkamm unmittelbar eingesteckt. Nach er-
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folgter Aushartung des Sammelgels wird der Probenkamm vorsichtig entfernt, das Gel in die
Elektrophoresekammer eingespannt und die Probentaschen nach der Beflllung der oberen
Pufferkammer mit Elektrophorese-Puffer mit Hilfe einer Hammilton-Spritze sorgféltig aus-
gespult. Die Probentaschen werden nun jeweils mit bis zu maximal 35 ul der proteinhaltigen
Proben, welche kurz zuvor mit 5° SDS-Probenpuffer versetzt und durch Inkubation fur
10 min in einem 96°C-Heizblock denaturiert wurden, beladen. Zum Zweck der spéteren Be-
stimmung des Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine wird ein Protein-Standard mit
aufgetragen. Die aufgetragenen Proben 183 man nun zundchst bel einer Stromstérke von
20 mA/Gel in das Gel einlaufen, um danach die Elektrophorese mit einer Stromstérke von
35 mA/Gel fortzusetzen. Die nachfolgende Tabelle zeigt ein Pipettierschema zur Herstellung
von Sammel- und Trenngelen verschiedener Prozentigkeiten. Durch Zugabe von APS wird
die Polymerisierung gestartet. Daher wird dieses erst unmittelbar vor dem Gief3en des Gels
zugegeben.

Sammelgel-Losung Trenngel-Losung
[ml] (10 ml) (30 ml)
3% |36%|39%|45%])65%| 7% [75%| 8% | 9% |10% | 11% | 12% | 15% | 18%

AA 10 |12 | 13 | 15]})65 | 70| 75|80 | 90 |100) 110|120 | 150 | 18,0

Puffer | 25 | 25 | 25 | 2575 | 75| 75| 75|75 |75 | 75| 75| 75|75

dH,0 65 | 63 | 62 | 60 | 158|153 |148|143|133|123|113]|103| 73 | 43

TEMED | 0,003 0,003 |0,003|0,003] 0,01 | 001 | 0,01 | 001|001 |001]001]|001|001)|0,01

APS 1005|005]005]005)02|02|02)|02)02)|02]|02]|02]02] 0,2

Tabelle 2.1 SDS-PAGE (nach Limmli ez al.)
Pipettierschema zur Herstellung von Sammel- und Trenngelen verschiedener Prozentigkeiten. AA =
Acrylamid-L6sung; Puffer = Sammelgel- bzw. Trenngel-Puffer.

2.2.2.2.2 Tricin-Gele

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen aus Zell-Lysaten unter denaturie-
renden Pufferbedingungen wurde unter anderem das System nach Schagger und Jagow
(Schagger und Von Jagow 1987) verwendet. Wie bei der SDS-PAGE (vgl. 2.2.2.2.1) werden
auch hier Proteine proportional zu ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld verti-
kal aufgetrennt. Dieses Gel-System unterscheidet sich von dem nach Lammli (vgl. 2.2.2.2.1)
vor alem durch seine abweichenden Pufferbedingungen bzw. -systeme. Hier wird zur Her-
stellung von Sammelgel- und Trenngel-Losung ein einheitlicher Gel-Puffer verwendet; bei
der Elektrophorese jedoch werden zwe unterschiedliche Elektrophorese-Puffer (Anoden-
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Puffer und Kathoden-Puffer) benutzt. Die Auftrennung der proteinhaltigen Proben erfolgt bei
30V fur 1 h und danach etwa weitere 5h bei 110V. Das Ubrige Prozedere stellt sich wie
unter 2.2.2.2.1 beschrieben dar. Tricin-Gele liefern im Vergleich zu der SDS-PAGE deutlich
scharfere Protein-Banden; der zeitliche Aufwand ist jedoch betréachtlich héher. Die nachfol-
gende Tabelle zeigt ein Pipettierschema zur Herstellung des Sammelgels und der Trenngele

verschiedener Prozentigkeiten.

Sammelgel-Losung Trenngel-Losung
(12 ml) (20 ml)

[mi] 4% 6 % 9 % 12 % 15 % 18 %
Acrylamid-L 8sung 1,2 3,0 45 6,0 7,5 9,0
Gel-Puffer 3,0 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7
Glycerin (86 %) - 31 31 31 31 31
dH,O 7,8 72 57 4,2 2,7 1,2
TEMED 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
APS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tabelle 2.2 Tricin-Gele (nach Schagger und Jagow)

Pipettierschema zur Herstellung von Sammel- und Trenngelen verschiedener Prozentigkeiten.

2.2.2.3 Coomassie-Fiarbung von Protein-Gelen

Die SDS- bzw. Tricin-Gele werden zur Farbung Uber Nacht in Coomassie-Farbel6sung
bewegt und am nachfolgenden Tag durch Schwenken in Entfarbel6sung bel Raumtemperatur
sukzessive bis zur deutlichen Sichtbarkeit der Proteinbanden und gleichzeitiger Minimierung
der blauen Hintergrundférbung entfarbt. Dazu wird die EntfarbelGsung regelméfdig gegen
unverbrauchte, farblose oder Uber Aktivkohle regenerierte Losung ersetzt. Der Vorgang der
Entfarbung kann durch vorsichtige Erwarmung des in der Entférbel 6sung befindlichen Gelsin
der Mikrowelle beschleunigt werden, wobel das Einatmen der entstehenden Methanol-
Dampfe zu vermeiden ist.

2.2.2.4 Protein-Transfer auf Membranen (Western-Blot)

Zur weiteren Untersuchung der mittels Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine kdnnen
diese unter Anwendung des sogenannten Western-Blot-Verfahrens auf eine Nitrocellulose-
oder PVDF-Membran transferiert werden. Die auf der Membran fixierten Proteine sind dort

immunol ogischen Nachwei sverfahren zuganglich.
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2.2.24.1 Tank-Blotting

Fir den Protein-Transfer wurde unter anderem eine standardmél3dige Blot-Apparatur (Biorad)
verwendet. Die PVDF-Membran wird nach eindeutiger, randstdndiger Beschriftung mit
Kugelschreiber und einer der Orientierung dienenden Abtrennung eines kleinen Eckstlickes
der Membran bis zur ihrer vollstdndigen Benetzung in Methanol geschwenkt. Im Anschluf
erfolgt eine jeweilige Inkubation fur 5min in dH,O und zur Aquilibrierung in Blot-Puffer.
Bel der Handhabung der Membran sind Handschuhe zu tragen. Die Whatman-Papierfilter
sowie die Kunststoffnetze der Blot-Apparatur werden vor dem Aufbau mit Blot-Puffer
durchtrénkt. Auf der Kathodenseite der Haltekassette wird zundchst ein Kunststoffnetz
gefolgt von einem Whatman-Papierfilter positioniert. Anschlief3end wird das Protein-Gel
gefolgt von der Membran vorsichtig und luftblasenfrei aufgelegt. Auf die Membran wird
wiederum ein Whatman-Papierfilter und ein weiteres Kunststoffnetz gelegt. Nach dem
Verschliel3en der Haltekassette wird diese in die Blot-Apparatur eingespannt und der Tank
mit vorgekuhltem Blot-Puffer geflllt, wobel innerhalb des Tanks plazierte, mit Eis geflllte
50 ml-Falcon-Rohrchen eine ausreichende Kiihlung wahrend des fir 1 h bei 96 V ablaufenden
Transfers gewahrleisten. Zusétzlich kann die gesamte Blot-Apparatur in einem 4°C-Kuhlraum
aufgebaut werden. Zur Kontrolle der Vollstandigkeit des Protein-Transfers kann die Membran
nach Beendigung der Prozedur mit Ponceau S geféarbt werden (vgl. 2.2.2.5). Zur zusétzlichen
Kontrolle ist parallel auch die Farbung des Protein-Gels durch Coomassie mdglich
(vgl. 2.2.2.3).

2.2.24.2 Semi-Dry-Blotting

Fur den Protein-Transfer wurde unter anderem eine Fast-Blot-Apparatur (vgl. 2.1.13) benutzt.
Die Handhabung der Apparatur sowie die Anordnung der verschiedenen Blot-Komponenten
erfolgt dabei gemdald den Angaben des Herstellers. Wie beim Tank-Blotting (vgl. 2.2.2.4.1)
werden die Whatman-Papierfilter und die PVDF-Membran durch Benetzung mit Methanol
und anschlieffender Inkubation in dH,O vorbehandelt. Zum Abschlul? dieser Vorbehandlung
wird eine Hafte der Whatman-Papierfilter sowie die PVDF-Membran in Anoden-Puffer, die
andere Héalfte der Whatman-Papierfilter in Kathoden-Puffer aquilibriert. Auf die als Anode
fungierende untere Graphit-Plaite werden zwei in Anoden-Puffer getrankte Whatman-
Papierfilter positioniert und anschlief3end die quilibrierte PVDF-Membran, gefolgt von dem
Protein-Gel, vorsichtig und luftblasenfrel aufgelegt. Nachfolgend werden die Ubrigen, in
Kathoden-Puffer getrénkten Whatman-Papierfilter aufgelegt und die Apparatur durch Auf-
legen der oberen Kathoden-Platte geschlossen. Der Transfer erfolgte abhangig vom Moleku-
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largewicht der zu transferierenden Proteine fUr 15 - 30 min mit einer konstanten Stromstéarke
von 5 mA/cm? Gelflache. Wahrend des gesamten Transfers wird die Apparatur durch ein auf-
gelegtes -20°C-K uihlkissen gekihlt. Zur Kontrolle der Vollstandigkeit des Protein-Transfers
kann die Membran nach Beendigung der Prozedur mit Ponceau S gefarbt werden (vgl.
2.2.2.5). Zur zusétzlichen Kontrolle ist paralel auch die Farbung des Protein-Gels durch
Coomassie moglich (vgl. 2.2.2.3). Das Semi-Dry-Blotting ist verglichen mit dem Tank-
Blotting bei vergleichbarer Qualitét des Protein-Transfers wesentlich schneller und von der
Handhabung deutlich bequemer.

2.2.2.5 Ponceau S-Firbung membrangebundener Proteine

Zur Kontrolle der Vollstandigkeit des Protein-Transfers kann die Membran nach Beendigung
der Prozedur fir etwa 5 min mit Ponceau S geférbt und anschlief3end bis zur vollstéandigen
Entfernung der Hintergrundférbung und des deutlichen Hervortretens der Protein-Banden mit
dH,O entféarbt werden. Soweit bei der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proben kein
vorgefarbter Marker verwendet wurde, wird der mit aufgetragene Protein-Standard nun
ebenfalls sichtbar und kann durch Kugelschreiber nachgezeichnet werden.

2.2.2.6 Immundetektion membrangebundener Proteine

Nach dem Transfer von Proteinen aus einem Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrocellulose- oder
PVDF-Membran kdnnen diese selektiv durch Antigen-spezifische Antikdrper immunologisch

nachgewiesen werden.

2.2.2.6.1 mittels ,,ECL Plus Western blotting detection system”

Zur Verhinderung unspezifischer Bindung von Antikorpern an die Membran mussen freie
Bindungsstellen zunéchst durch Inkubation in Blockierungs-Puffer tber Nacht bel 4°C
abgeséttigt werden. Nach Entfernung des Blockierungs-Puffers wird die Membran am
néchsten Tag fur 1 h bei RT mit dem 1:10000 in Blockierungs-Puffer verdinntem Erst-
Antikorper inkubiert. Zur Erhohung der Spezifitét der Antikorper-Bindung und damit zur
Minimierung des Hintergrundes, kann aternativ auch eine UN-Inkubation bei 4°C erfolgen.
Nachfolgend wird die Membran dreimal kurz, dreima 5min und nochmals dreimal fur
15 min mit PBSMT gewaschen. Im Anschluf3 wird die Membran wiederum fir 1 h bei RT mit
einem gpezifisch gegen den ersten Antikorper gerichteten, Peroxidase-gekoppelten und
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1:2000 in Blockierungs-Puffer gelosten Zweit-Antikorper inkubiert. Auch hier kann bel
Problemen mit stérendem Hintergrund die Stringenz der Antikorper-Bindung durch eine
verlangerte Inkubationszeit bei 4°C erhoht werden. Uberschiissige, nicht gebundene Zweit-
Antikorper werden durch einen ausgiebigen Waschschritt durch PBST mit mindestens
funfmaligem Losungswechsel entfernt. Die Detektion der gebundenen Antikdrper geschieht
unter Verwendung des ,ECL Plus Western blotting detection systems” und gemda3 den
Anweisungen des Herstellers. Die Membran wird mdoglichst vollstdndig, ohne jedoch
anzutrocknen, von dem sie benetzenden Puffer befreit. Im Anschlul® wird die proteinstandige
Seite der Membran gleichmaldig mit einer 1: 40-Mischung der beiden Reaktions-Reagenzien
Uberschichtet. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei RT wird die Flussigkeit wiederum
moglichst vollstdndig und ohne Antrocknung entfernt. Die Membran wird daraufhin in
Klarsichtfolie eingeschlagen und mit der proteinstandigen Seite nach oben weisend in eine
Expositions-K assette gelegt. In einer Dunkelkammer wird nachfolgend ein ECL-Hyperfilm™
aufgelegt und dieser nach einer variablen Expositionsdauer von etwa 10 s bis 10 min ent-
wickelt. Dazu wird der Film 5 min in Entwickler gelegt, mit Wasser gewaschen, fir weitere
5min in Fixierer gehdngt und nach erneutem Waschen mit Wasser und abschlief3endem
Abspilen mit dH,0 an der Luft getrocknet. Das Erscheinungsbild des entwickelten Films &3t
sich auch durch Verkirzung der Entwickler-Inkubationszeit beeinflussen. Das hier verwen-
dete System basiert auf der enzymatischen Erzeugung eines Acridinium-Esters, der mit
Peroxiden in einem schwach akalischen Milieu hydrolysiert wird und eine intensive
Chemilumineszenz mit maximaler Emission bel 430 nm erzeugt. Das emitierte Licht fuhrt zur

Belichtung und nachfolgend zur Schwérzung eines aufgelegten Rontgenfilms.

2.2.2.6.2 mittels ,,Western Breeze-Kit“

Fur die Immundetektion membrangebundener Proteine wurde unter anderem auch das
»Western Breeze®-Kit* benutzt. Die Prozedur entspricht grundsétzlich der unter 2.2.2.6.1
geschilderten, wobei hier jedoch die im Lieferumfang enthaltene Blockierungs-, Wasch- und
Zweit-Antikorper-L6sung verwendet wurde. Der Zwei-Antikorper dieses Detektions-Systems
ist jedoch an alkalische Phosphatase gekoppelt. In der Praxis hat sich gezeigt, dal’ die durch
Verwendung des ,Western Breeze®-Kit" produzierten Resultate im Vergleich zu den bel
Nutzung des ,ECL Plus Western blotting detection systems’ in Kombination mit eigenen

Komponenten erzielten Ergebnissen von deutlich htherer Qualitét sind.
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2.2.2.7 Entfernung proteingebundener Antikorper

Fals eine zweite Inkubation einer Membran mit Antikorpern erforderlich ist, knnen die
Antikorper des vorausgegangenen Experiments von der Membran entfernt werden. Dazu wird
die Membran mindestens 30 min bei 60°C in Stripping-Puffer bewegt. Zur Kontrolle der
Vollsténdigkeit der Antikorper-Ablésung wird die Membran vor einer erneuten Antikorper-
Inkubation nochmals mit ECL-Plus-Detektionsreagenz behandelt (vgl. 2.2.2.5) und ein Film
zur Exposition Uber Nacht aufgelegt, welcher am néchsten Tag entwickelt wird.

2.2.3 Arbeiten mit Bakterien

2.2.3.1 Anzucht von Bakterien

2.2.3.1.1 Vorkultur / UN-Kultur

Von ener bei 4°C gelagerten Stammplatte oder aus einer bel -80°C gelagerten Glycerin-
Kultur werden Bakterien mit einer sterilen Impfdse in ein Reagenzglas mit 5 ml LB-Medium
oder einen Glaskolben mit 10 ml LB-Medium, dem das entsprechende Antibiotikum in ge-
eigneter Konzentration zugesetzt wurde (vgl. 2.1.2.1), tberfuhrt. Die Kulturgefél3e werden
uber Nacht (UN) bei 37°C geschiittelt. Bei Verwendung des E. coli-Stammes TG1 ist eine
deutlich geringere Inkubationszeit von ca. 6 - 8 h zu wahlen.

2.2.3.1.2 Hauptkultur

Bel Bedarf grofRRerer Bakterienmengen konnen wenige pl einer Vorkultur zur Animpfung
eines grofderen Kulturvolumens von 100 ml bis 500 ml verwendet werden. Die Inkubation
erfolgt tber Nacht bel 37°C auf einem Schiittler.

2.2.3.2 Lagerung von Bakterien

Zur langfristigen Aufbewahrung von (rekombinanten) Bakterienstdmmen werden Glycerin-
stocks angelegt. Dazu werden 150 ul steriles Glycerin in en sterilisiertes Serumgléaschen

gegeben, mit 850 pl einer Ubernacht-K ultur gemischt und bei -80°C eingefroren.
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2.2.3.3 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetenter Bakterien wird ausgehend von einer 5ml-Vorkultur (vgl.
2.2.3.1.1) eine 100 ml-Hauptkultur angeimpft. Dazu wird 1 ml der Vorkultur in 100 mi
LB-Medium (ohne Antibiotikum) Uberfuhrt. Die Kultur wird auf einem Schiittler bei 37°C
inkubiert bis die ODgy = 0,4 oder 0,95 betragt und anschlief3end fir 20 min auf Eis gestellt.
Nach ca. 5 min wird die Bakterien-Suspension mit 1200~ g fur 5 min bei 4°C abzentrifugiert.
Die pelletierten Bakterien werden in 10 ml frisch hergestelltem, eiskaltem TSS-Puffer
resuspendiert, mit 15 % Glycerin versetzt und in Aliquots von 100 ul bel -80°C eingefroren
(Chung et al. 1989; Tang et al. 1994). Die Kompetenz der Zellen zur Aufnahme von Plasmid-
DNA wird anschlief3end mit einigen der Aliquots Uberprift (vgl. 2.2.3.5).

2.2.3.4 Transformation kompetenter Bakterien

Ziel der Transformation ist das Einschleusen rekombinanter Plasmid-DNA in das Bakterium.
Dazu wird ein 100 pl-Aliquot kompetenter E. coli-Zellen (vgl. 2.2.3.3) auf Eis aufgetaut und
mit 5- 20 pl des Ligationsansatzes (vgl. 2.2.1.7) bzw. mit 1-5ng Plasmid-DNA (super-
coiled) versetzt und fur 45 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fir 2 min bei 42°C
und anschlieflender Abkuhlung auf Eis fur 5min werden 1 ml LB-Medium (ohne Anti-
biotikum) zugegeben und die Zellen unter leichtem Schitteln fur mindestens 1 h bei 37°C
inkubiert. Im Anschlul® werden die Zellen in einer Tischzentrifuge fir 2 min bei 8000 rpm
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die pelletierten Bakterien in 50 pl LB-Medium
vorsichtig resuspendiert. Der gesamte Ansatz wird mit Hilfe eines Drigal sky-Spatels auf einer
LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Das zu transformierende
Plasmid besitzt ein als Selektionsmarker fungierendes Antibiotika-Resistenzgen, das aus-
schliefdlich den positiv transformierten Bakterien das Wachstum auf dem antibiotikahaltigen
Medium erméglicht. Nach Inkubation der Agarplatten bel 37°C Uber Nacht kdonnen die
positiven Transformanden aufgrund ihres Wachstums identifiziert werden. Die Agarplatten
werden mit Parafilm versiegelt und bei 4°C gelagert (Sambrock et al. 1989).

2.2.3.5 Bestimmung der Transformationseffizienz

Die Effizienz, mit der kompetente Zellen transformiert werden konnen, wird durch Aus-
zahlung der aus der Transformation eines Aliquots kompetenter Zellen erhaltenen Anzahl an

Transformanden ermittelt. Dazu werden aguivalente Volumina kompetenter Zellen mit 0,1-



MATERIAL UND METHODEN 67

10 ng Plasmid-DNA (supercoiled) transformiert (vgl. 2.2.3.4). Die Transformationsrate ergibt
sich wie nachstehend dargestel It und sollte zwischen 107 cfu/pg und 108 cfu/pg liegen:

Kolonienzahl [cfu]

Transformationsrate =
transformierte Plasmid - DNA [rrg]

2.2.3.6 Isolation von Plasmid-DNA in kleinem Maf}stab

2.2.3.6.1 ohne Reagenzienset

Die plasmidhaltigen Bakterien-Zellen einer unter Selektionsbedingungen angezogenen 5 mi-
UN-Kultur (vgl. 2.2.3.1.1) werden fur 5min bei 1000~ g und 4°C abzentrifugiert. Der Uber-
stand wird vorsichtig abgezogen und das Bakterien-Pellet in 100 pl Loésung | (Glucose-Mix)
resuspendiert. Nachfolgend werden die osmotisch geschockten Zellen zwecks Lyse mit 200 pl
der Losung Il (NaOH-SDS-L6sung) versetzt und vorsichtig gemischt. Nach maximal 5 min
Inkubation bel RT wird die Denaturierung durch Zugabe von 150 pl der Losung Il (Acetat-
Mix) terminiert. Aufgrund der schnellen Folge von Denaturierung und Renaturierung fallt die
chromosomale Bakterien-DNA als Netzwerk aus, wahrend die kleinen Plasmide renaturieren.
Direkt im Anschlul® werden die Ansétze zur Entfernung von Verunreinigungen durch Proteine
mit je 200 pl Chloroform versetzt und mit einem Vortexer kurz gemischt. Nach der Phasen-
trennung durch Zentrifugation von 5 min bei 15000~ g wird die obere plasmidhaltige Phase
abgenommen und mit 1 ml eiskaltem 96 %igen Ethanol versetzt. Zur Prézipitation der
Plasmid-DNA werden die Ansédtze mit einer Tischzentrifuge fir 5 min bel maximaler Um-
drehungsgeschwindigkeit zentrifugiert. Das resultierende Nucleinsure-Pellet wird mit ca
500 ul eiskaltem 70 %igem Ethanol gewaschen, erneut fir 5 min wie oben zentrifugiert und
anschlief3end an der Luft oder unter Vakuum getrocknet. Nach Resuspendierung in 20 - 60 pl
TE-Puffer oder dH,O werden die Ansétze zum Abbau der koprézipitierten RNA mit RNase A
in einer Endkonzentration von 20 pg/ml versetzt und fur 60 min bel 37°C inkubiert (Birnboim
und Doly 1979; Le Gouill et al. 1994).

2.2.3.6.2 mit Reagenzienset

Die Isolierung von bis zu 20 ug Plasmid-DNA aus E. coliZellen erfolgte mit Hilfe des
»QIAprep Spin Miniprep Kit“ (vgl. 2.1.11) und basiert zum einen wie auch die Isolierung
ohne Reagenzienset (vgl. 2.2.3.6.1) auf der alkalischen Lyse und zum anderen auf der selek-
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tiven Bindung der Plasmid-DNA an eine Silika-Matrix. 2”2 ml einer 5 ml-UN-Kultur, ange-
impft durch eine vereinzelte E. coli-Kolonie (vgl.2.2.3.1.1), werden in einem sterilen
Eppendorf-Reaktionsgeféald durch Zentrifugation in einer Tischzentrifuge fur 30s bei
13.000 rpm pelletiert. Die weitere Isolation erfolgt gemél’ den Angaben des Herstellers. Die
durch diese Methode gewonnene Plasmid-DNA ist aufgrund ihres hohen Reinheitsgrades sehr
gut fir weitere Anwendungen wie unter anderem Restriktionen, Ligationen und Sequen-

zZierungen geeignet.

2.2.3.7 Isolation von Plasmid-DNA in grolem Maflstab

Zur Isolierung grofRerer Mengen Plasmid-DNA, wie sie beispielsweise fir die Transfektion
eukaryontischer Zellen benttigt wird (vgl. 2.2.5.3), wurde das ,JETstar Plasmid Maxiprep
Kit* (vgl. 2.1.11) verwendet. Dazu werden 200 - 400 ml LB-Medium mit einem geeigneten
Antibiotikum versetzt, mit 100 pl einer UN-Kultur (vgl. 2.2.3.1.1) angeimpft und liber Nacht
bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. Durch Zentrifugation fir 10 min bei 6000 rpm und
4°C werden die Bakterien am néchsten Tag pelletiert und anschlief?end in 15 ml E1-Puffer
resuspendiert. Die weitere Prozedur erfolgt gemald den Angaben des Herstellers mit den ent-
sprechend angepaliten, grofderen Volumina an Losungen. Nach der 1sopropanol-Prézipitation
der Plasmid-DNA wird die DNA kurz mit 5ml 70 %igem Ethanol gewaschen und durch
Zentrifugation bei 3600 rpm im Ausschwing-Rotor (JS 4.3) pelletiert. Nach der Trocknung
kann die saubere Plasmid-DNA je nach Ausbeute in einer adaquaten Menge TE-Puffer oder
dH,0 (pH = 7,5 - 8,5) aufgenommen werden.

2.2.4 Arbeiten mit Hefe

2.2.4.1 Anzucht von Hefen

2.2.4.1.1 Vorkultur / UN-Kultur

Die nicht transformierten Hefen einer bel 4°C gelagerten Stammplatte oder eines bei -80°C
gelagerten Aliquots werden mit einer sterilen Impfose in ein Reagenzglas mit 5ml YPD-
Medium oder einen Glaskolben mit 10 ml Y PD-Medium tberfihrt. Die Kulturgeféie werden
UN bei 30°C geschiittelt. Erfolgreich transformierte Hefen konnen bei Bedarf auch auf den
entsprechenden SC-Medien (SC-" - bzw. SC-™-Medium) wachsen (vgl. 2.2.4.4).
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2.24.1.2 Hauptkultur

Bei Bedarf grof3erer Menge von Hefen kdnnen wenige ml einer Vorkultur zur Animpfung
eines grof3eren Kulturvolumens von 100 - 250 ml verwendet werden. Die Inkubation erfolgt
Uber Nacht bei 30°C auf einem Schuittler.

2.24.2 Lagerung von Hefen

Zur langerfristigen Aufbewahrung von Hefen konnen diese in SBEG suspendiert bel -80°C
eingefroren und gelagert werden (vgl. 2.2.4.3). In SC-™"-Medium gel6ste Hefen kénnen in
dieser Form in Eppendorf-Reaktionsgeféden bei 4°C mittelfristig aufbewahrt werden und
spéter gegebenenfalls flr eine erneute Ausplattierung herangezogen werden (vgl. 2.2.4.5). Fur
eine dauerhafte Aufbewahrung ist aul3erdem die Anlegung einer Stammplatte empfehlens-
wert, die jeweils nach zwel bis drei Monaten umgestrichen werden sollte. Dazu wird eine
einzelne Kolonie der alten Stammplatte mit einer sterilen Impfdse abgenommen und in etwas
YPD-Medium verdinnt. Von dieser verdinnten Suspension oder von einem Aliquot
kompetenter Hefen ausgehend wird eine neue Stammplatte angelegt. Dazu werden die vier
Viertel einer unterteilten YPD-Agarplatte in charakteristischer Weise sukzessiv von der

Peripherie zum Zentrum hin zickzackartig mit der Impfése bestrichen.

2.2.4.3 Herstellung kompetenter Hefen

Von einer Stammplatte wird zunéchst eine einzelne Kolonie des Hefe-Stammes Y190 zur
Animpfung einer Vorkultur in 5ml YPD-Medium uberfuhrt und UT bei 30°C auf einem
Schittler inkubiert. Diese Vorkultur wird am Abend in 15 ml YPD-Medium Uberimpft und
UN bei 30°C auf einem Schiittler kultiviert. Am folgenden Tag wird die UN-Kultur mit
250 ml vorgewdrmtem Y PD-Medium versetzt und bis zum Erreichen einer ODggo von 0,6 auf
einem Schittler bei 30°C bewegt. Die Hefe-Zellen werden anschlief3end durch Zentrifugation
fir 5min bei 8000~ g in 50 ml-Falcon-Rohrchen abzentrifugiert und die Zell-Pellets nach-
folgend in jewells 25 ml sterilem SBEG vorsichtig resuspendiert und nochmals wie zuvor
pelletiert. Die Hefe-Zellen werden zum SchlulR in 2,5 ml SBEG geldst und in 100 pl-Aliquots
bei -80°C eingefroren (Klebe et al. 1983).
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2.2.4.4 Transformation kompetenter Hefen

Die entsprechenden benétigten Aliquots kompetenter Hefen werden in einem Thermoblock
bei 30°C zlgig aufgetaut. Jeweils 1,5 ug der gemeinsam zu transformierenden Plasmide
(beispielsweise von pPC86- und pPC97-Konstrukten) werden in ein steriles Eppendorf-
Reaktionsgefald vorgelegt und mit 50 pl der aufgetauten kompetenten Hefen vorsichtig
vermischt. Die Ansdtze werden mit jewells 750 pl PEG-L 6sung versetzt, vorsichtig gemischt
und bei zeitwelliger Invertierung fur 1h be 30°C in einem Thermoblock inkubiert.
Anschlieflend erfolgt ein Hitzeschock von 5 min bei 45°C. Nach Zentrifugation fir 2 min bei
4000 rpm in einer Tischzentrifuge werden die sedimentierten Hefen in sterilem NB-Puffer
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation fir 2min bei 4000 rpm werden 900 pl des
Uberstandes mit einer Pipette vorsichtig abgenommen und die Hefen in der restlichen, im
Eppendorf-Reaktionsgeféal zurtickgebliebenen Flissigkeit resuspendiert. Im Anschlul® werden
mit Hilfe steriler Glaskiigelchen jeweils 20 pl eines jeden Transformations-Ansatzes auf einer
LT -Platte und die jeweils verbleibenden 80 pl auf einer LTH -Platte verteilt. Die Platten
sollten dazu vorgewd&rmt sein und werden anschlieffend fur etwa 3-6Tage bel ener
Temperatur von 30°C inkubiert, bis Kolonien identifiziert werden konnen. Wachstum auf den
LT -Platten zeigt die erfolgreiche Kotransformation der zwei verschiedenen Plasmide an.
Wachstum auf den LTH -Platten zeigt dagegen, dal? die von den beiden kotransformierten

V ektoren kodierten Proteine miteinander interagieren.

2.2.4.5 Two-Hybrid-Interaktions-Assay

Das GAL4-Two-Hybrid-Systems der Hefe S. cerevisiae ermoglicht die Untersuchung von
Protein/Protein-Interaktionen in vivo und basiert auf dem aus zwel verschiedenen, physisch
getrennten Protein-Doméanen bestehenden Aufbau eukaryontischer Transkriptionsfaktoren.
Die DNA-bindende Doméne (GAL4-DB) interagiert mit dem als “Upstream Activating
Sequence” (UAS) bezeichneten DNA-Bereich. Die as “Activation Domain* (GAL4-AD)
bezeichnete zweite Doméne aktiviert die Transkription durch Interaktion mit dem RNA-
Polymerasekomplex. Im Hefe-Stamm Y 190 wurde ein Teil des GAL4-Locus deletiert, so dal3
kein funktioneller Transkriptionskomplex gebildet werden kann. Fusioniert man die
N-terminalen Aminosduren 1-147 des GAL4-Proteins mit einem zu untersuchenden Protein
X im korrekten Leserahmen und in gleicher Weise die C-terminalen Aminosauren 768 - 881
mit einem zwelten Protein Y, so entsteht nur dann ein funktioneller Transkriptionskomplex,

wenn Protein X und Protein Y mit ausreichender Affinitét interagieren (Chien et al. 1991,
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Fields und Song 1989; Fields und Sternglanz 1994; Iwabuchi ef al. 1993; Li und Fields 1993).
Der gebildete Transkriptionsaktivator ist dann in der Lage, die Expression eines oder
mehrerer Reportergene zu initiieren (Abbildung 2.2). In dem in der vorliegenden Arbeit an-
gewandten Two-Hybrid-System sind dies die Gene GAL-HIS3 und GAL-lacZ. Das HIS3-Gen
ermoglicht Hefen des Stammes Y 190 bei Interaktion der exprimierten, putativ interagierenden
Proteine X und Y das Wachstum auf Medien ohne Histidin. Dem Medium wird zum Zweck
der Kompensation der latenten, minimalen endogenen Transkription (leaky promoter) des
HIS3-Reportergens 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol), ein kompetitiver Inhibitor der HIS3-
kodierten Imidazolglycerol phosphatdehydrogenase, zugesetzt. So kann mit héherer Stringenz
auf eine putative Protein/Protein-Interaktion hin selektiert werden. Das lacZ-Gen kodiert fur
das Enzym b-Galactosidase und ermoglicht es, die Aktivitdt dieses Enzyms als Indikator fur
die Starke einer Protein/Protein-Interaktion zu nutzen. Die haufigste Anwendung dieses
Systems ist die Suche nach neuen Protein/Protein-Interaktionen durch die Untersuchung der
Genprodukte einer cDNA-Bank hinsichtlich ihrer mdglichen Interaktion mit einem
sogenannten Kdderprotein. In einem modifizierten Verfahren kénnen beispielsweise Effekte
von Punktmutationen im Bereich von Protein/Protein-Kontaktflachen auf die Affinitét zweier
Proteine untersucht werden. Diese Effekte kdnnen dabei anhand der durch das Reportergen
vermittelten b-Galactosidase-Aktivitét qualitativ oder semiquantitativ bestimmt werden (Daub
et al. 1998; Jaitner et al. 1997).

Raf-
?
4
Konstrukt
GAL4-DB
A) | | UAS | | his3/lacZ - Reportergen |
E?asG12V(1_1ss) - Raf-
Konstrukt onstrukty) GAL4- L
[ GAL4-DB AD ,:} Transkription
B) | | UAS | his3 /lacZ - Reportergen |

Abbildung 2.2 Schematische Darstellung des GAL4-Two-Hybrid-Systems
A) Interagieren das Raf-Konstrukt und das RasG12V,.165-Protein nicht miteinander, erfolgt keine
Transkription des Reportergens. B) Im Falle einer Interaktion der beiden Proteine wird das Reporter-
gen transkribiert und exprimiert. GAL4-DB = DNA-bindende Domane (pPC97-V ektor), GAL4-AD =
transaktivierende Domane (pPC86-V ektor), UAS = upstream activating sequence.
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Bis Ende der 80er Jahre war man fir die Charakterisierung von Protein/Protein-Interaktionen
auf zeitaufwendige biochemische Methoden angewiesen. Das GAL4-Two-Hybrid-System re-
prasentiert ein in vivo-System mit diversen methodischen Vorteilen, u.a. einem stark reduzier-
ten Zeitaufwand.

2.2.4.5.1 Qualitativer Two-Hybrid-Assay

Die Stérke einer Protein/Protein-Interaktion spiegelt sich im Expressionsniveau der Reporter-
gene wider. Bei positiver Interaktion der beiden Proteine wird die durch das lacZ-Gen des
Hefe-Stammes Y 190 kodierte Enzym b-Galactosidase exprimiert, welche b-D-Galactoside zu
hydrolysieren vermag. Durch die Umsetzung des chromogenen Substrates 5-Brom-4-Chlor-3-
indoyl-b-D-Galactopyranosid (X-Gal) zu dem blauen Farbstoff 5-Brom-4-Chlor-Indigo kann
die Aktivitét der b-Galactosidase detektiert werden. Nach der Hefe-Transformation mit zwei
verschiedenen Two-Hybrid-Vektoren ist im Falle einer positiven Protein/Protein-Interaktion
ein adaquates Wachstum der entsprechenden Hefe-Kolonien festzustellen. Dem Protokoll von
Chevray et al. (1992) folgend, wird ein Filterpapier vorsichtig aber mit leichtem Druck auf
die Hefe-Kolonien aufgelegt. Bel Abziehen des Filters bleiben die Hefen an diesem haften.
Der Filter wird einige Sekunden in flUssigen Stickstoff getaucht, um die Permeabilitét der
Zellen fur die exprimierte b-Galactosidase zu erhthen. Der getrocknete Filter wird mit den
Hefe-Kolonien nach oben weisend auf ein Whatman-Papierfilter gelegt, das sich in einer
vollstandig mit X-Gal-Puffer geséttigten Farbekammer befindet. Es folgt eine Inkubation des
Filters fur mindestens 30 min, léngstens jedoch 12 h im Dunkeln bei 37°C. Je nach Zeitpunkt
des Auftretens und der Intensitét der Blauférbung, ist eine Aussage Uber die Starke der

Protein/Protein-Interaktion moéglich.

2.24.5.2 Semiquantitativer Two-Hybrid-Assay

Zur Quantifizierung der exprimierten, durch das lacZ-Reportergen kodierten b-Galactosidase
wurde das ,, Galacto-Star ™ Kit* (vgl. 2.1.11) benutzt. Hierbel wird ein Chemilumineszenz-
Substrat (Galacto-Star™) in Verbindung mit einem Lumineszenz-Verstarker (Sapphire-11™)
eingesetzt. Der Assay ermoglicht laut Angabe des Herstellers eine Detektion von 2 fg bis
20 ng b-Galactosidase (Martin et al. 1997). Von den etwa funf Tage nach der Transformation
auf den Interaktions-Platten (LTH -Platten) wachsenden Hefe-Kolonien werden ca. 10
Kolonien unterschiedlicher Grole mit einer sterilen Einmalspitze abgenommen und in 1 ml

LTH -Medium Uberfihrt. Nach der vollstandigen Resuspendierung der Zellen durch mehr-
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maliges Auf- und Abziehen mit einer Pipette werden jewells etwa 50 ul auf vier neue,
vorgewarmte LTH -Platten (mit 25 mM 3-AT) ausplattiert. Von den nach etwadrei Tagen bei
30°C dicht bewachsenen LTH -Platten werden die Hefe-Zellen von etwa 15 cm? geerntet und
in 20ml LTH -Medium resuspendiert. Zur Bestimmung der Zelldichte werden jewelils
2" 1ml jeder Hefe-Suspension in einem Spektralphotometer bei einer Wellenléange von
600 nm gemessen. Der bestimmte ODgpo-Wert sollte dabel zwischen 0,4 und 0,7 liegen; ist
der Wert zu hoch, wird mit LTH -Medium nachverdiinnt, ist er zu niedrig, so werden nach-
tréglich Hefe-Kolonien von der entsprechenden LTH -Platte abgetragen und resuspendiert.
Die fur jeden der zu quantifizierenden Ansétze einzusetzende Zellzahl soll der von 6 ml einer
Hefe-Suspension mit einer ODggo = 0,6 entsprechen. Daraus ergibt sich fir das jeweils abzu-

nehmende Volumen einer Zell-Suspension mit einer ODggo = X wie folgt:

6[mi]x06[0Dw] _ 36 [m]

Volumen [ml] = X[OD ]
600

Jeweils zwei 10 ml-Corex-Réhrchen werden mit dem jeweils fir die verschiedenen Ansétze
ermittelten VVolumen gefillt. Die Réhrchen werden mit einem entsprechenden Volumen an
LTH -Medium auf das gleiche Gesamtvolumen eingestellt und in einem Ausschwing-Rotor
(JS4.3) fiir 20 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig aber moglichst
vollstéandig mit einer Pasteur-Pipette und einer Wasserstrahl pumpe abgezogen. Die sedimen-
tierten Hefe-Zellen werden in 800 ul Z-Puffer resuspendiert und anschlief3end mit 50 pl
0,1 %iger SDS-Losung und 50 pl Chloroform versetzt. Nachfolgend werden die Ansétze fir
exakt 30 s durch heftiges Vortexen aufgeschlossen. Nach erfolgter Lyse der Hefe-Zellen
werden aus jedem Corex-Rohrchen jeweils 2° 60 pl Lysat in Luminometer-Rohrchen (ber-
fuhrt. Nach Zugabe von 300 pl des das Substrat enthaltenen Reaktionspuffers, erfolgt eine
Inkubation fur mindestens 30 min bei RT. Im Anschluf kann die jeweilige Lichtemission in
einem Luminometer gemessen werden. Pro geernteter LTH -Platte werden letztlich2™ 2=4
Mef3werte erhalten und entsprechend gemittelt. Da ausgehend von jeder durchgefihrten Hefe-
Transformation zuvor jedoch jeweils vier neue LTH -Platten angelegt wurden und samtlich
aufgearbeitet wurden, werden pro Transformation jedoch insgesamt vier solcher gemittelten
Werte erhaten. Sowohl die Auswertung as auch die graphische Darstellung der ermittelten
Daten erfolgte mit Hilfe des Programms Graphit (vgl. 2.1.14).
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2.24.5.3 DNA-Konstrukte fiir das GAL4-Two-Hybrid-System

pPC86x1a /pPCI7xpa

Zur Einfuhrung einer fir zukinftige Klonierungen ben6tigten Xbal-Schnittstelle in den
pPC86- und pPC97-Vektor, wurden die urspriingliche MCS (Polylinker) dieser Vektoren
durch eine neue MCS ersetzt (Abbildung 2.3 und Abbildung 2.4).

GAL4 GAL4
880 881 880 881
1¥S GLU GLY GLY SER THR PRO GLY ILE GLN ILE TYR END 1YS GLU GLY gl.g%mwmu_mnhmc
AMA GAG GGT GGGITCGACC CCG GGA ATT CAG ATC TACITAG TGCGGCCGS ARA GAG GGT TCG AGG AAT TCC CCG GGA GAT CTC TAG TAG TGCGGCCGC
Sal] Smalgcory Belll gpey Notl Sall EcoRI gma1 BelIlxpa1 Spel Notp
END END END END END END TADCI

Abbildung 2.3 Schematische Darstellung des pPC86- und des pPC86xy,,-Vektors
GAL4 GAL4
146 147 146 147
VAL SER SER ARG SER THR VAL SER ILE SER LEU ILE SER ASN SER CYS SER VAL SER SER ARG SER THR A
GTA TCG TCG AGEIECGIAGG GTA TCG ATA AGC TTG ATA TCG MTTCCTGCNSE GTA TCG TCG AGEITCGIAG
Sall Clal Hingim EcoRV Ecorp Pstl

Tanc:

Abbildung 2.4 Schematische Darstellung des pPC97- und des pPC97x,,-Vektors
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Dazu wurden zunéchst die beiden synthetischen Desoxyoligonucleotide pPC-M CSxpa-Sense
und pPC-MCSxpe-antisense hybridisiert (vgl. 2.2.1.8). Nach erfolgter Hybridisierung wurde
sowohl der entstandene doppelstrangige MCSxpa-Polylinker als auch der pPC86- bzw.
pPC97-Vektor separat mit den Restriktionsenzymen Sall und Spel verdaut. Danach wurde der
neue Polylinker gerichtet in die Sall /Spel-linearisierten pPC-Vektoren kloniert (vgl.
2.2.1.7). Nach erfolgreicher Transformation der Ligationsansatze in kompetente E. coli-Zellen
(vgl. 2.2.3.4) und Reisolation der Plasmid-DNAs (vgl. 2.2.3.6) erfolgte die Kontrolle der
Klonierung anhand der mit der neuen MCS eingefiihrten Xbal-Restriktionsschnittstelle durch
Linearisierung der Vektoren mittels der Restriktionsendonuklease Xbal und durch anschlie-

ende Sequenzierung putativ positiver Klone (vgl. 2.2.1.15).

pPC97xpa-RasG12V(1_166-Mutanten

Samtliche RasG12V-Mutanten wurden zunédchst in Sduger-Expressionsvektoren as Voll-
langenkonstrukte erzeugt (vgl. 2.2.5.9) und anschlief3end in den pPC97xps-V ektor wie nach-
stehend beschrieben umkloniert, wobei eine C-terminale Verkirzung der Ras-Konstrukte bis
zur Aminosaure 166 stattfand. Die pSVK3-RasG12V-Mutanten wurden als DNA-Matrize in
standardisierte PCR-Ansétze (vgl. 2.2.1.12) eingesetzt und das jeweilige RasG12V-Insert
durch Verwendung des 5'-Ras N-term * Sall- und des 3'-Rasvk ~ Bglll-Primers amplifiziert
(vgl. 2.1.8 und Abbildung 2.10). Nachfolgend wurde sowohl der pPC97xpa-Vektor als auch
die durch préparative DNA-Gelelektrophorese (vgl. 2.2.1.10.2) isolierten PCR-Produkte mit
den Restriktionsenzymen Bgl/Il und Sa/l verdaut (vgl. 2.2.1.2). Danach wurden die restrin-
gierten und gereinigten PCR-Fragmente gerichtet in den Sall / Bgl11-linearisierten pPCO7xpa-
Vektor kloniert (vgl. 2.2.1.7). Nach erfolgreicher Transformation der Ligationsansédtze in
kompetente E coli-Zellen (vgl. 2.2.3.4) und Reisolation der Plasmid-DNAs (vgl. 2.2.3.6),
erfolgte die Kontrolle tGber den Erfolg der Klonierungen durch Restriktion mit den Restrik-
tionsendonukleasen Sall und Bglll, wobei die ca 500 bp groen RasG12V/(i1.166)- INnserts frei-
gesetzt werden. Nachfolgend wurden die als wahrscheinlich positiv charakterisierten Klone
einer DNA-Sequenzanayse unterzogen (vgl. 2.2.1.15). Alle in den Vektoren pPC97xp, re-
spektive pPC97ss vorliegenden RasG12V 1166 -Konstrukte werden nachfolgend vereinfachend
mit dem verkirzten Préfix pPC97 bezeichnet.

pPC86ss-c-Raf(DC1)

Das c-Raf(DC1)-Konstrukt wurde zunéchst in dem Sauger-Expressionsvektor pcDNAS3 er-
zeugt (vgl. 2.2.5.9) und anschliefiend in den pPC86ss-Vektor wie folgt umkloniert. Das
pcDNA3-Raf (DC1)-Konstrukt wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI| und Sall verdaut
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(vgl. 2.2.1.2) und durch préparative DNA-Gelelektrophorese (vgl. 2.2.1.10.2) isoliert. Im
Anschlul? wurde das restringierte DNA-Fragment gerichtet in den Bglll / Sall-linearisierten
pPC86ss-Vektor kloniert (vgl. 2.2.1.7). Nach erfolgreicher Transformation des Ligations-
ansatzes in kompetente FE coli-Zellen (vgl. 2.2.3.4) und Reisolation der Plasmid-DNA
(vgl. 2.2.3.6), erfolgte die Kontrolle tGber den Erfolg der Umklonierung durch Restriktion mit
den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Sa/l, wobei das ca 1,9 kb grof3e c-Raf(DC1)-
Inserts freigesetzt wird. So identifizierte, potentiell positive Klone wurden im Anschluf3
sequenziert (vgl. 2.2.1.15). Die in dem pPC86ss-V ektor vorliegenden Raf-Konstrukte werden
nachfolgend vereinfachend mit dem verkurzten Préfix pPC86 bezeichnet.

2.2.5 Arbeiten mit Sidugerzellen

2.2.5.1 Zellkultur-Bedingungen

Die Kultivierung der RK13-Zellen erfolgt in 250 ml-ZelIkulturflaschen (ca. 75 cm?) mit 15 ml
Kulturmedium oder in 5,5 cm- bzw. 9 cm-Zellkulturschalen (ca. 20 cm? bzw. 60 cm?) mit
5ml bzw. 8 ml Kulturmedium. Die Zellen werden in einem Brutschrank bei 37°C und
7,5 % CO; bel ener relativen Luftfeuchtigkeit von 90 % kultiviert. Die Kultivierung zur Auf-
rechterhaltung der Zellen und die Anzucht grofRerer Mengen an Zellen erfolgt in den Zell-
kulturflaschen; die Zellkulturschalen werden fur die Transfektion der Zellen zur Durch-
fuhrung von in vivo-Experimenten verwendet (vgl.2.2.5.7 und 2.2.5.8). Kurz vor dem
Erreichen vdlliger Konfluenz, nach zwei bis drel Tagen Kultivierung, wird eine Subkultivie-
rung der Zellen durchgefiihrt. Diese erfolgte durch Passagieren, das heif3t durch eine Uber-
fuhrung der Zellen unter Verdinnung in neue Kulturgefdle. Fur diese Subkultivierung
werden die Zellen zunachst zweimal mit 1~ PBS (ohne Ca&* und Mg®") gewaschen und
anschlieffend zwecks Abldsung der Zellen mit 1,5ml einer Trypsin/EDTA-L6sung Uber-
schichtet und fir etwa 5 min bel 37°C in einem Brutschrank inkubiert. Den trypsinisierten
Zellen werden 8,5 ml Kulturmedium zugesetzt und durch heftiges Auf- und Abziehen mit
einer elektrischen Pipettier-Hilfe bis zur moglichst vollstandigen Vereinzelung der Zellen
resuspendiert. Je nach Zelldichte werden 0,5 ml bis 1,5 ml in neue 250 ml-Zellkulturflaschen
mit vorgelegten 15 ml Kulturmedium Gberflhrt. Vor Ausplattierung einer definierten Menge
an Zellen kann ihre Konzentration in der Zell-Suspension unter Zuhilfenahme einer

Neubauer-Zahlkammer (Thoma-Zahlkammer) genauer bestimmt werden (vgl. 2.2.5.2).
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2.2.5.2 Zellzahl-Bestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung der resuspendierten Zellen (vgl. 2.2.5.1) wird eine Neubauer-
Zahlkammer mit einem durch Anhauchen befeuchteten Deckglas bedeckt. Nachfolgend wird
mittels einer Pipette ein Tropfen der Zell-Suspension seitlich des Deckglasrandes positioniert,
welcher sich aufgrund von Kapillarkr&ften unter dem Deckglas verteilt. Unter dem Mikroskop

erkennt man die in Abbildung 2.5 dargestellte Felderung.

0,25 mm Abbildung 2.5
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Die Anzahl an Zellen von mindestens vier einzelnen 1 mm>Feldern wird bestimmt und der
Mittelwert berechnet. Bei einer Schichtdicke des unter dem Deckglas befindlichen Flissig-
keitsfilms von 0,01 mm ergibt sich ein erfaltes Flissigkeitsvolumen von 0,01 mm?®=
10°° cm® bzw. 10> ml. Die Multiplikation der gemittelten Zellzahl pro 1 mm? mit dem Faktor
10° ergibt folglich die Zellzahl pro ml Zell-Suspension.

2.2.5.3 Transiente Transfektion von Siugerzellen

Zur transienten Transfektion der RK13-Zellen wurde eine nach Jordan et al. modifizierte
Calciumphosphat-Methode verwendet (Graham und van der Eb 1973; Jordan et al. 1996;
Urabe et al. 2000). Diese beruht auf der Koprazipitation von DNA und Calciumphosphat,
welches bei der Vermischung einer Calciumchlorid-Lésung (2,5 M CaCl,) und einer phos-
phathaltigen Losung (2~ HEPES-Puffer) ausfallt. Unter sterilen Bedingungen werden 200 pl
2~ HEPES-Puffer in sterilen 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefélen vorgelegt und in einen
Thermoblock mit konstanter Temperatur Uberfihrt. Die im Vorfeld aus den Losungen | und 1
erstellten DNA-haltigen Lésungen (vgl. 2.2.5.7) von je 200 pl werden nun sukzessive und
unter sténdigem Schiitteln des Thermoblocks zligig zugesetzt und durch mehrmaliges Auf-
und Abziehen mit der Pipette grindlich gemischt. Die Einmalspitze wird nicht abgeworfen,
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sondern mit dem Kulturmedium der bereitstehenden, die zu transfizierenden Zellen ent-
haltenden Zellkulturschale durch zweifaches Auf- und Abziehen mit der Pipette gespllt, so
dai3 auch die aufgrund der erhdhten Viskositdt an der Innenwand der Einmal spitze haftende
DNA-L6sung uberfihrt wird. Das Flussigkeitsgemisch von nunmehr 400 pl, in dem sich nun
ein Calciumphosphat/DNA-Prazipitat bildet, wird mittels einer auf 450 ul eingestellten
Pipette vollstandig aufgenommen und in das Kulturmedium derselben Zellkulturschale ge-
geben. Auch hier wird die Einmalspitze nicht abgeworfen, sondern aus dem bereits geschil-
derten Grund, wie zuvor beschrieben, durch zweifaches Auf- und Abziehen mit der Pipette
grundlich ausgesplilt. Zur Verteilung des Préazipitats in der Kulturschale sollte diese mehrfach
und ausschliefdlich lateral bewegt werden; kreisende Bewegungen flhren zu einer verstarkten
Konzentrierung des Prézipitats im Zentrum der Kulturschale und so zu einer ungleichméidigen
Verteilung. Der Zeitraum von der Durchmischung der beiden Lésungen bis zur Ubertragung
in das Kulturmedium sollte nicht mehr als 1 min betragen, da die Grof3e des Prazipitats mit
der Zeit zunimmt und die Transfektionseffizienz dadurch verringert wird. Die erfolgreiche
Bildung des Calciumphosphat/DNA-Prézipitats kann unter einem Mikroskop beobachtet und
kontrolliert werden. Die Zellkulturschalen werden nach erfolgter Transfektion in einem
Brutschrank bei 37°C und 5,0 % CO, bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 % flr
mindestens 6 h inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit werden die Zellen durch heftige
rotierende und laterale Bewegungen der Zellkulturschalen einfach mit 5ml 1° PBS (ohne
Ca™ und Mg?) griindlich gewaschen und nach Entfernung des PBS-Puffers mittels einer an
einer Pumpe angeschlossenen, sterilen Pasteur-Pipette je nach experimentellem Vorgehen mit
Kultur- oder Hungermedium Uberschichtet. Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgt in
einem Brutschrank bel 37°C und 7,5 % CO, bel einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 %.
Die DNA-haltigen Ldsungen setzen sich aus den Losungen | und Il zusammen, wobei die
Losung | fur die entsprechende Anzahl von Proben als master-mix angesetzt und nach dem
Vorlegen der individuell erstellten Ansdtze (L6sung I1) mit Hilfe einer automatischen Pipette
auf die Ansétze verteilt wird (siehe auch 2.2.5.7). Bei Benutzung von 9 cm- statt 5,5 cm-
Kulturschalen erhthen sich sémtliche der einzusetzenden DNA-Mengen und Volumina um
den Faktor 2,5.
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2.2.5.4 Ernte adharenter Saugerzellen
2.2.54.1 durch mechanische Ablosung

Die 5,5cm- bzw. 9 cm-Kulturschalen werden nach Abziehen des Ubersténdigen Mediums
zweifach mit 1° PBS gewaschen. Nachfolgend werden die Zellen durch Zugabe von 300 pl
bzw. 800 ul des gemald nachfolgender Experimente zu verwendenden adaguaten Lysis
Puffers pro Kulturschale, gefolgt von einer Inkubation fir mindestens 10 min bel RT, lysiert.
Im Anschlul® werden die Zellen und Zell-Fragmente mit Hilfe eines Gummischabers von der
Kulturschale abgeldst und in Eppendorf-Reaktionsgefa3e Uberfihrt. Die Zell-Lysate werden
anschliefiend geklart, indem die Proben-Gefal’e zur Sedimentierung unléslicher zelluléarer

Fragmente fur 5 min bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert werden.

2.2.54.2  durch Trypsin-Behandlung

Die 5,5cm- bzw. 9 cm-Kulturschalen werden nach Abziehen des Ubersténdigen Mediums
einma mit 5ml bzw. 10ml 1~ PBS gewaschen und die Zellen nachfolgend durch Zugabe
von 400 pl bzw. 1 ml Trypsin/EDTA-L6sung pro Kulturschale abgel6st. Die Zellen werden
nach kurzer Inkubationszeit durch Zugabe von 2,5 ml bzw. 5 ml Kulturmedium pro Schale
und durch mehrfaches Auf- und Abziehen des Mediums sorgféltig resuspendiert. Die Zell-
Suspension wird in vorgekihlte und auf Eis stehende 15 ml-Falcon-Réhrchen tberfihrt und
die Schale nochmals mit dem gleichen Volumen Kulturmedium abgespuilt, welches nach-
folgend mit den zuvor geernteten Zellen vereinigt wird. Im Anschlufd werden die Zellen durch
Zentrifugation der 15 ml-Falcon-Roéhrchen in einem Ausschwing-Rotor bei 2000~ ¢ und 4°C
vorsichtig sedimentiert. Nachfolgend werden die Rohrchen wieder auf Eis gestellt, das
Uberstandige Kulturmedium behutsam dekantiert und die Restfllissigkeit mit einer an einer
Pumpe angeschlossenen Pasteur-Pipette vorsichtig und moglichst restlos abgezogen. An-
schliefend werden die Zell-Pellets in jeweils 7,5 ml eiskaltem 1~ PBS resuspendiert und je
zwei aus identischen Transfektionsansétzen hervorgegangene Zell-Suspensionen gegebe-
nenfalls zu einem Gesamtvolumen von 15 ml vereinigt. Es erfolgt eine erneute Zentrifugation
unter den obigen Bedingungen und nachfolgend, wie bereits geschildert, das Abziehen der
Uberstdndigen Flussigkeit. Im Anschluld daran werden die Zell-Pellets in jewells 5ml eis-
kaltem 1~ PBS resuspendiert und wiederum aus identischen Transfektionsansdtzen hervor-
gegangene Zell-Suspensionen gegebenenfalls zu einem Gesamtvolumen von 10 ml vereinigt.
Nach nochmaliger Zentrifugation und vollsténdigem Abziehen des Puffers werden die Zellen

bis zu ihrer spateren Verwendung in flissigem Stickstoff eingefroren und bel -80°C gelagert



MATERIAL UND METHODEN 80

oder alternativ zwecks Zell-Lyse gemal? der nachfolgenden experimentellen Verwendung in

der addguaten Menge des entsprechenden Lysis-Puffers resuspendiert.

2.2.5.5 Bestimmung der Transformationseffizienz

Die Effizienz, mit der Saugerzellen transfiziert wurden, wird durch einen b-Galactosidase-
Aktivitats-Assay gesondert ermittelt. Zu diesem Zweck werden jeweils 2 20 pl Zell-Lysate
von jedem Ansatz in die Vertiefungen einer 96-Loch-Mikrotiterplatte Uberfohrt und an-
schliefiend mit je 200 pl b-Gal-Puffer versetzt. Nachdem sich aufgrund der durch die
b-Galactosidase vermittelten Umsetzung des Substrats eine deutliche Gelbfarbung der Proben
zeigt, wird die Absorption bei 405 nm in einem ELISA-Photometer bestimmt. Der Abgleich
erfolgt dabei gegen 4 20 ul des ebenfals mit je 200 ul b-Gal-Puffer versetzten Lysis-
Puffers. Die beiden fur die einzelnen Ansatze ermittelten individuellen Werte der Doppel be-

stimmung (b; und b,) werden gemittelt (ELZ ) und konnen als Korrekturfaktor dienen:

Ay, =L,db,)"  (v9.2257) und e, = per, iz (vgl.2.258)

2

2.2.5.6 Immunprizipitation von Proteinen aus Zell-Lysaten

Ausgehend von durch Zentrifugation geklarten Zell-Lysaten (vgl. 2.2.5.4), werden deren
Protein-Konzentrationen bzw. Transfektionseffizienzen bestimmt (vgl. 2.2.2.1 und 2.2.5.5),
gleiche Protein-Mengen bzw. Transfektions-Aquivalente reprasentierende Volumina entnom-
men und mit Lysis-Puffer auf ein identisches Gesamtvolumen gebracht. Das entsprechende
Zielprotein wird nun mittels Protein-Agarose und spezifischer Antikorper prézipitiert. Auf
ein Volumen von etwa 800 ul Zell-Lysat erfolgt die Zugabe von je 25 pl Protein G- oder
Protein A-Agarose-Suspension, was 12,5l reinen Protein-Agarose-beads entspricht. 25 pl
Protein-Agarose-Suspension vermogen 25 pg Antikérper zu binden. Ob die Verwendung von
Protein A-Agarose oder von Protein G-Agarose angezeigt ist, hangt von dem im folgenden
verwendeten Antikorper ab und ist den Produktbeschreibungen zu entnehmen. Nach der
Zugabe von 20 ug Antikorper pro Ansatz erfolgt eine Inkubation der Reaktionsgefalie fir 2 h
bei 4°C auf einer vertikal rotierenden Plattform (Sonnenrad). Alle nun folgenden Arbeits-
schritte sollten unter moglichst kiihlen Bedingungen ablaufen, d.h. alle Ldsungen sollten auf

Eis vorgekthlt sein und auch die Reaktionsgefale soweit mdglich auf Eis inkubiert werden.
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Im Anschlul? an die zweistindige Inkubation wird die Agarose durch Zentrifugation der An-
sétze in einer Tischzentrifuge fir 3 min bei 2.500 rpm pelletiert. Der Uberstéandige Puffer wird
nachfolgend mit einer in geeigneter Weise gebogenen und an einer Pumpe angeschlossenen
Injektionsnadel vorsichtig abgezogen. Die Agarose-beads werden nun zweimal mit Lysis-
Puffer gewaschen. Dazu werden diese in je 800 pl eiskatem Lysis-Puffer durch sanftes
Vortexen vorsichtig resuspendiert und im Anschlul3 wiederum durch Zentrifugation in einer
Tischzentrifuge fur 3 min bei 2.500 rpm pelletiert. Die beads werden durch die nun folgende

Resuspendierung in 800 pl 1~ Kinase-Puffer (ohne DTE!) &quilibriert. Nach der sich wieder-

um anschlieRenden Pelletierung der Agarose-beads werden diese in 15 ul 2~ Kinase-Puffer
(mit DTE!) resuspendiert. Die Ansdtze kdnnen nachfolgend in einen Kinase-Aktivitdts-Assay
eingesetzt werden (vgl. 2.2.5.8).

2.2.5.7 Luciferase-Reportergen-Assay

Mit Hilfe des Luciferase-Reportergen-Assays wurde analysiert wie sich verschiedene Muta
tionen in c-Raf 1 sowie in onkogenem RasG12V auf die Aktivierung des MAPK-Moduls
(Ras/Raf/IMEK/ERK-Kaskade) auswirken. Dazu wurden eukaryontische RK13-Zellen unter
Anwendung der Calciumphosphat-Methode (vgl. 2.2.5.3) mit den entsprechenden Plasmid-
DNAs transient transfiziert. Samtliche Arbeitsschritte erfolgten unter einer Sterilbank. Die

Durchfihrung eines Luciferase-Reportergen-Assays erstreckt sich Uber vier Tage:

1. Tag: Ausplattierung der Zellen

Die in entsprechender Menge in Zellkulturflaschen herangezogenen Zellen werden durch eine
Trypsin-Behandlung abgeldst und sorgfaltig vereinzelt (vgl. 2.2.5.1). Nach Bestimmung der
exakten Konzentration der resuspendierten Zellen (vgl. 2.2.5.2), werden pro 5,5 cm-Kultur-
schale, in der 4 ml Kulturmedium vorgelegt wurden, jeweils 3,75 10° Zellen tberfiihrt. Zur
Verteilung der Zellen in der Kulturschale sollte diese mehrfach und ausschliefdlich lateral
bewegt werden; kreisende Bewegungen fuhren aufgrund einer verstarkten Konzentrierung der
Zellen im Zentrum der Kulturschale zu einer ungleichméldigen Verteilung der Zellen.
Waéhrend des gesamten Zeitraums der Ausplattierung mufd das die resuspendierten Zellen
enthaltene Gefal? (50 ml-Falcon-Rohrchen oder -Kulturflasche) in regelmalligen Abstanden
mehrfach invertiert oder heftig bewegt werden, um einer Sedimentierung der Zellen entgegen-
zuwirken und so eine Ausplattierung gleicher Zellzahlen zu gewahrleisten. Die Kulturschalen
werden fir ca. 18 h (Uber Nacht) in einem Brutschrank bei 37°C und 7,5 % CO, bel einer

relativen Luftfeuchtigkeit von 90 % kultiviert.
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2. Tag: Transfektion der Zellen

Die am Vortag ausplattierten Zellen werden bel einer Konfluenz von nunmehr etwa 25 % wie
unter 2.2.5.3 beschrieben transient transfiziert. Die dazu eingesetzten, DNA-haltigen Ldsun-
gen setzen sich aus den Losungen | und Il zusammen, wobel die Losung | fur die entspre-
chende Anzahl von Proben as master-mix angesetzt und nach dem Vorlegen der individuell
erstellten Ansétze (L6sung 1) mit Hilfe einer automatischen Pipette auf die Ansétze verteilt
wird (Tabelle 2.3 und Tabelle 2.4).

Losung I Volumen / Menge
(master-mix) Konzentration pro ®) Ansitze (A) Volumen
DNA gesamt = 8,1 g Ansatz
Gesamtvolumen 200 pl - Vo =170 pl A 170l = Xy ml
PE745-tkgo-luc Konz., [ug/pl] 2,0 ug A~ 2,0ug: Konz, = X;
p44MAPK Konz., [pug/ul] 1,5ug A~ 15ug:Konz,= X, pl
psG-ER81 Konz. 5 [ug/pl] 1,5ug A~ 15ug:Konz.;= X; pl
PEQ176 Konz. 4 [pg/ul] 0,5ug A~ 05ug: Konz.,= Xyl
pBluescriptSK* Konz. s [ug/pl] 2,6 g A~ 26ug: Konz.s= Xspl
CaCl, 25M 20 pl A 20ul = X, pl
DH>O (vorlegen) Xo=(X1+ X+ ...+ Xg) = X7 ml
Tabelle 2.3 Losung I der Transfektions-Losung des Luciferase-Reportergen-Assays
)X Ansétze zzgl. ein bis zwei Volumina Reserve zum Ausgleich systemimmanenter Pipettier-Fehler
e B el I G
Konstrukte Konstrukte
DNA gem = 1,9 pg Konz. [ug/ul] | Konz. [ug/ul] | Konz. [pg/pl] | Konz. [pg/pl] | Konz. [ug/pl]
Ansatz Vo =30l Menge | Vol. | Menge | Vol. | Menge | Vol. | Menge | Vol. | Menge | Vol.
Nr. | a0 | ol | [ndl | [W] | [wdl | [ | [wdl | (WD | [wdl | (WD | [wal | [W]
1+1 [ Vo-S(Vq) | S(V1) 1,5( Vi1 0,4 Vi,
2+2 [ Vo-S(V) | S(V>) 1,5| Vi 032 [ V.| 0,08 | V,s
3+3 | Vo- S(Va) [ S(Va) 1,5] Vaa 0,4 [ Vi
4+4 | Vo- S(Va) | S(Va) 1,5 |[Vai| 04 | Vi
5+5 | Vo- S(Vs) [ S(Vs) 1,5 | Vsi| 032 [ Vs, | 0,08 [ Vss
6+6 | Vo- S(Ve) | S(Ve) 1,5 | Ves 04 | Ve
etc. etc.

Tabelle 2.4 Losung II der Transfektions-Losung des Luciferase-Reportergen-Assays

Die Erstellung der DNA-L6sungen erfolgt aus Praktikabilitdtsgriinden bereits am Vortag. Die
Losung | enthdlt neben dem Luciferase-Reportergen-Plasmid und dem Vektor fur die
b-Galactosidase-Expression samtliche, fur die verschiedenen der Raf-Kinase innerhalb der

Signalkaskade folgenden Komponenten, kodierende Plasmide (vgl. 2.1.9.2); ausgenommen ist
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lediglich die intrazelluldr abundant vorliegende MEK (Abbildung 2.6). Die individuellen
Ansédtze der LoOsung Il enthalten jeweils identische Mengen an pcDNA3- bzw. pSVK3-
Konstrukten; Mengenunterschiede werden durch die Zugabe einer addquaten Menge des ent-
sprechenden Leervektors ausgeglichen (vgl. Tabelle 2.4). Der b-Galactosidase-Expressions-
Vektor (pEQL76) dient der spéteren Bestimmung der algemeinen Transfektionseffizienz
jeder einzelnen der durchgefihrten Transfektionen und der Ermittlung eines fir die jeweilige
Transfektion individuellen Korrekturfaktors. Aus der Tabelle 2.4 geht hervor, dal jede indivi-
duelle Transfektion zur statistischen Absicherung doppelt durchgefiihrt wird. Zum Schluf? der
Transfektions-Prozedur werden die Zellen mit jeweils 4 ml Hungermedium Uberschichtet
(vgl. 2.2.5.3) und fur 16 h (Uber Nacht) in einem Brutschrank bei 37°C und 7,5 % CO; bei
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 % kultiviert. Alle gemachten Angaben beziehen sich
auf das Prozedere bei Verwendung von 5,5 cm-Kulturschalen. Bei Benutzung von 9 cm-
Kulturschalen erhthen sich sémtliche der einzusetzenden DNA-Mengen und Volumina um
den Faktor 2,5.

Cay (PO DNA | ‘

RK13-
Zellen 2 x HEPES Losung | + 11

pSVK3-RasG12V ... RasG12v- >

Konstrukt ‘PCDNA-?'C'Raf 1 ‘

Konstrukt

e

Luciferin—3» Oxyluciferin
\J)
+
__psG—ER81
V'/ ‘ PE 743-tk80-luc‘
ER81 Luciferase
[ 1 [ [ thgy |

E74, luc \

Abbildung 2.6 Schematische Darstellung des Luciferase-Reportergen-Assays
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3. Tag: Medium-Wechsel

Die Uber Nacht in Hungermedium kultivierten, transfizierten Zellen werden nach ca. 16 h
einem Medium-Wechsel unterzogen. Dazu wird dieses mit einer an einer Pumpe ange-
schlossenen, sterilen Pasteur-Pipette abgezogen und durch jeweils 4 ml Kulturmedium ersetzt.
Es folgt eine weitere UN-Inkubation fir ca. 14 h in einem 37°C-Brutschrank mit 7,5 % CO,

und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 %.

4. Tag: Zellernte, Zellaufschluf3, Durchfithrung des Assays und Auswertung der Daten
Die Uber Nacht fur ca 14 h in Kulturmedium inkubierten und so stimulierten Zellen werden
wie unter 2.2.5.4.1 beschrieben geerntet, aufgeschlossen und die Zell-Lysate nachfolgend
durch Zentrifugation geklart.

Jeweils 2 20 ul der geklarten Zell-Lysate werden in Luminometer-Rohrchen tberfihrt und
diese einzeln und nacheinander in die Mef3kammer des Luminometers eingefiihrt. Nach
Schlieffen der Mef3kammer erfolgt die automatische Injektion von 100 pl Luciferase-Assay-
Reagenz und die simultane Messung der aus der Luciferase-vermittelten, enzymatischen
Umesetzung ihres Substrats resultierenden Lichtemission fir eine Zeitdauer von jewells 15s.
Die Menge der emittierten Lichtquanten ist dabel proportional zur Luciferase-Aktivitét. Die

gemessenen Werte einer Doppelbestimmung (L, und L,) sowie der daraus errechnete

Mittelwert (L ,,) wird von dem Luminometer ausgegeben.

Da die mefdbare Luciferase-Aktivitat der verschiedenen Transfektionsansdtze abhangig von
der jeweiligen Transfektionseffizienz ist, wird letztere in einen b-Galactosidase-Aktivitéts-
Assay durch Verwendung von jeweils 2~ 20 ul Zell-Lysate von jeder Probe gesondert
ermittelt (vgl. 2.2.5.5). Die beiden Werte der Doppel bestimmung (b; und b,) werden gemittelt
und flief3en in die weiter unten angefiihrte Berechnung ein. Durch den b-Galactosidase-
Aktivitdts-Assay wird sichergestellt, dal3 ermittelte Unterschiede in der Luciferase-Aktivitét
reelle Veranderungen in der Aktivierung der Signalkaskade widerspiegeln und nicht auf eine
durch uneinheitliche Transfektionseffizienzen bedingte, verschieden starke Expression der
Luciferase zurtickzufiihren sind. Die nachfolgende Auswertung und graphische Darstellung
der ermittelten Daten erfolgte mit Hilfe des Programms Graphit (vgl. 2.1.14). Die Berechnung
der um die aus dem b-Galactosidase-Aktivitéts-Assay ermittelten Korrekturfaktoren (b ,, )

korrigierten Luciferase-Aktivitaten (A ) erfolgt durch Multiplikation der jeweiligen ge-
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mittelten Luciferase-Aktivitét (L ,,) mit dem korrespondierenden Kehrwert der entsprechen-

den b-Galactosidase-Aktivitéat:

_ - B - 1 _ 1
A4, =L, X(b 1,2)1 mit b1,2 =§>‘(b1+b2) und L1,2 =§>‘(L1+D2)

Die relative Luciferase-Aktivitdt (A ,,;) wurde as das jeweils Mehrfache der Aktivitét der
L eervektor-Kontrolle (pcDNA3) berechnet:

. A, (X)

ol Fur die Vektor-Kontrolle ergibt sich: A, (pcDNA3) =1
4y, (pcDNA3)

Zum besseren Vergleich der teilweise aus verschiedenen Experimenten stammenden Daten
und zur Mittelung von Resultaten dreier unabhangiger Experimente, werden die Ergebnisse
jedes einzelnen Assays meist auf die jewells durch RasG12V vermittelte c-Raf(Wt)- oder
gegebenenfalls auf die c-Raf (DC1)-Aktivierung normiert:

Arel. (X)

= «100%  Fir Raf(Wt) ergibt sich: A o (Raf(WE)) = 100%
A rel. (Raf(Wt) )

bzw.

40 (X) o006 Fir Raf(DC1) ergibt sich: A o, (Raf(DCL)) = 100 %

o= 4 (Raf (DCY))

2.2.5.8 Kinase-Aktivitats-Assay

Mit Hilfe des Kinase-Aktivitéts-Assays wurde die Fahigkeit des artifiziellen QI-RasG12V.3S-
Konstruktes zur Aktivierung der Kinase c-Raf 1 durch Untersuchung der direkten, durch
c-Raf 1 bewirkten Phosphorylierung des nachgeschalteten Effektors MEK ermittelt. Der
Kinase-Aktivitéts-Assay wurde mit in Sf9-Zellen exprimierter, rekombinanter, Kinase-
inaktiver MEK as Substrat durchgefuhrt (Flory et al. 1998). Dazu wurden eukaryontische
RK13-Zellen unter Anwendung der Calciumphosphat-Methode (vgl. 2.2.5.3) mit den entspre-
chenden Plasmid-DNAS transient transfiziert. Samtliche Arbeitsschritte erfolgten unter einer
Sterilbank. Die Durchfiihrung eines Kinase-Aktivitats-Assays erstreckt sich tber vier bis flnf
Tage, wobei die Arbeitsschritte der ersten drei Tagen (Ausplattierung der Zellen, Transfektion
der Zellen und Medium-Wechsel) mit Ausnahme der nachstehenden Aspekte im wesentlichen
denen des L uciferase-Reportergen-Assays entsprechen (vgl. 2.2.5.7).
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Fir die Durchfihrung des Kinase-Aktivitats-Assays wird eine grél3ere Zahl an Zellen
bendtigt, weshalb bei Ausplattierung der Zellen 9 cm-Kulturschalen benutzt werden. Nach
Vorlegen von 8 ml Kulturmedium werden jeweils 1,2 10° Zellen pro Kulturschale tiberfiihrt.
Aufgrund der erhdhten Zellzahl erhdhen sich auch samtliche der einzusetzenden Volumina
und DNA-Mengen um den Faktor 2,5 (Tabelle 2.5 und Tabelle 2.6). Der b-Galactosidase-
Expressions-Vektor (pEQ176) dient der spateren Bestimmung der allgemeinen Transfektions-
effizienz jeder einzelnen der durchgefihrten Transfektionen und der Ermittlung eines fir die
jeweilige Transfektion individuellen Korrekturfaktors, mittels dessen die weiter zu verarbei-
tenden Volumina an Zell-Lysaten bestimmt werden. Aus der Tabelle 2.6 geht hervor, daf3
jede individuelle Transfektion zur statistischen Absicherung doppelt durchgefihrt wird.

Losung I Volumen / Menge
(master.mix) Konzentration pro () Ansitze= 13 Volumen
DNA et = 14,5 g Ansatz
Gesamtvolumen 500 pl - Vo = 460 pl 137 460 ul =| 5,98 ml
CaCl, 25M 50 pl 13" 50l =| 0,65 ml
PEQ176 Konz.; [ug/ul] 1,25 ug 13" 1,25ug: Konz.; = X
pBluescriptSK™ | Konz., [pg/l] 13,25 ug 13" 13,25 ug: Konz., = X; ul
dH>0 (vorlegen) 598 ml —(0,65ml + X1 + Xz) = X3 ul
Tabelle 2.5 Losung I der Transfektions-Losung des Kinase-Aktivitits-Assays
)12 Volumina zzgl. einem Volumen Reserve zum Ausgleich systemimmanenter Pipettier-Fehler
. pcDNA3 pPcDNAS3- pcDNA3- pcDNA3-
N AL"S“‘[glgIS RasG12V QI-RasG12V.3S | FLAG-Raf(Wt)
gesamt = LU, HJ Konz. [ug/pl] Konz. [pg/ul] Konz. [ug/ul] Konz. [pg/ul]
Ansatz Vo=40ul Menge | Vol. | Menge | Vol. | Menge | Vol. | Menge | Vol
N [ aH,0wotegey | Vol | [ugl | [W] | [wgl | [W0] [ug] (W] [ug] (W]
1+7 Vo‘ S(V]_) S(Vl) 10,5 Vl,l
242 | Vo-S(Vo) [S(Vo) | 104] Vou | 01 [ Va
3+3 | Vo-S(Vy) [S(vo | 100] Vi, 0.5 [ Vi
4+4 | Vo-S(Va) | S(Va) 0S| Vaa 10,0 Va2
5+5 | Vo-S(Vs) | S(Vs) 04] Vsi | 0,1 | Vs 10,0 | Vss
6+6 | Vo-S(Ve) | S(Ve) 05 | Vei | 10,0 | Ve,
Tabelle 2.6 Losung II der Transfektions-Losung des Kinase-Aktivitits-Assays

4. Tag: Zellernte, Zellaufschluf3, Durchfithrung des Assays und Auswertung der Daten
Die gemal} 2.2.5.4.2 geernteten Zellen bzw. im Vorfeld geernteten und bei -80°C gelagerte
Zell-Pellets werden in 800 pl Lysis-Puffer resuspendiert, in Eppendorf-Reaktionsgefélde tber-

fuhrt und zwecks Zell-Lyse fur 10 min auf Eis inkubiert und zwischenzeitlich einmal kurz
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und vorsichtig mit einem Vortexer gemischt. Die Zell-Lysate werden nachfolgend durch
Zentrifugation fur 20 min bel 14.000 rpm und 4°C geklart und anschlief3end etwa 780 i
(Vol 4.) der klaren Uberstande in neue, vorgekiihlte Eppendorf-Reaktionsgefale tiberfiihrt.
Die jewellige Transfektionseffizienz der verschiedenen Transfektionsansdtze wird in einem
b-Galactosidase-Aktivitats-Assay durch Verwendung von jeweils 2° 20 ul der Zell-Lysate
jeder Probe gesondert ermittelt (vgl. 2.2.5.5). Die beiden Werte aus der Doppel bestimmung
(b1 und by) werden gemittelt (b_l,z) und flief3en als Korrekturfaktoren in die nachstehende

Berechnung ein, wodurch sichergestellt wird, dal3 in der folgenden Kinase-Reaktion pro
Reaktionsansatz aquivalente Mengen an durch die transfizierten Plasmide exprimierten
Proteine eingesetzt werden (Transfektions-Aquivalent). Die Berechnung der um die aus dem
b-Galactosidase-Aktivitats-Assay ermittelten Transfektions-Aquivalenten korrigierten einzu-
setzenden Volumina an Zell-Lysaten (Vol 4,.) erfolgt gemaf3:

= Vol,,, XM mit Vol ye.  maximales Volumen an Zell-Lysat pro Ansatz

kor. — T

Vol

1,2

HLZ win,  MiNimalster der gemessenen b, -Werte

b

1,2 Min.

- Transfektions-Aquivalent

12

Das berechnete Volumen (Vol 4,.) wird dem entsprechenden Ansatz entnommen, in neue,
vorgekihlte Eppendorf-Reaktionsgefal3e tUberfihrt und die Volumina mit Lysis-Puffer auf je
800 ul Gesamtvolumen aufgeflllt. Die an einem FLAG-tag fusionierte Raf-Kinase wird
gemdl3 2.2.5.6 mit je 25 pl Protein G-Agarose-Suspension (Boehringer Mannheim, Mann-
heim) und je 20 pg Anti-FLAG® M5-Anti korper pro Ansatz aus den Zell-Lysaten prézipitiert.
Zum SchluR der Prozedur werden die Agarose-beads in je 15ul 2~ Kinase-Puffer (mit
DTE!) resuspendiert und in der nachfolgenden Kinase-Reaktion eingesetzt. Dazu werden die
resuspendierten Agarose-beads mit je 15 pl Kinase-Reaktions-Lésung aus einem entspre-
chend der Anzahl an Ansdtzen hergestellten master-mix versetzt, indem diese auf der
Innenseite der Deckel der getffneten Eppendorf-Reaktionsgefélde positioniert werden und die
Kinase-Reaktionen durch gleichzeitige, kurze Zentrifugation der Ansdtze simultan gestartet
werden. Sofort im Anschlufd werden die Ansétze fur 20 min in einem Thermoblock bei 30°C
und maximaler Schittel-Frequenz inkubiert. Nachfolgend werden die Reaktionen durch
Zugabe von je 6 ul 5~ SDS-Probenpuffer auf die bereits beschriebene Weise simultan termi-

niert. Die Ansétze werden daraufhin fur 5 min in einem Thermoblock bei 95°C denaturiert,
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fur 5min bei 13.000 rpm zentrifugiert und die Uberstdnde anschliefend auf einem
Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (vgl. 2.2.2.2). Alternativ kdnnen die Ansétze
auch bis zu einem spéteren Gelauftrag bei -20°C eingefroren werden. Nach Beendigung des
Gellaufes werden die separierten Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert (vgl.
2.2.2.4.2). Die Membran wird unter IR-Licht sorgfdtig getrocknet, in einer Expositions-
Kassettte positioniert, ihre Radioaktivitat qualitativ mit einem Flachenzahler grob bestimmt
und letztlich mit einem Phosphoimager-Screen bedeckt, welcher je nach Stérke der gemesse-
nen Radioaktivitét fur 4 h bis 18 h (Uber Nacht) exponiert wird. Anschlief3end wird der screen
mit einem Phosphoimager gemessen und mit Hilfe der AIDA-Software (vgl. 2.1.14) die je-
weilige eingebaute Menge Radioaktivitédt des phosphorylierten Substrats quantifiziert.

2.2.5.9 DNA-Konstrukte fiir den Luciferase-Reportergen-Assay und den
Kinase-Aktivitiits-Assay

PSVK3nmcs

Aus Grunden der Klonierungs-Strategie wurde in der vorliegenden Arbeit anstatt des
originalen pSVK3-Plasmids ein Derivat mit veranderter MCS verwendet, das wie nach-
folgend beschrieben hergestellt wurde. Zunachst wurde die singulére, in der MCS lokalisierte
EcoRI-Restriktionsschnittstelle eliminiert. Hierzu wurde der pSVK3-Vektor durch die
Restriktion mit EcoRI linearisiert und die entstandenen Uberhdngenden, einzelstréngigen
Enden des DNA-Doppelstranges (sticky ends) mittels Klenow-Fragment aufgefillt
(blunt ends, vgl. 2.2.1.4). Der so modifizierte, linearisierte pSV K 3-V ektor wurde nachfolgend
durch intramolekulare Ligation zirkularisert (vgl. 2.2.1.7, Abbildung 2.7). Anschlief3end
wurden die beiden synthetischen Desoxyoligonucleotide M CS,g-sense und M CS;e-antisense
hybridisiert (vgl. 2.2.1.8). Nach erfolgter Hybridisierung besitzt das doppelstrangige DNA-
Fragment an seinen Enden eine Kpnl- und eine Pstl-Restriktionsschnittstelle. Der pSVKS3-
Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Pstl verdaut. Im Anschlufld wurde der
neue Polylinker gerichtet in den Kpnl/ Pstl-linearisierten pSVK3-Vektor kloniert (vgl.
2.2.1.7). Nach erfolgreicher Transformation des Ligationsansatzes in kompetente E. coli-
Zdellen (vgl. 2.2.3.4) und Reisolation der Plasmid-DNA (vgl. 2.2.3.6), erfolgte die Kontrolle
der Klonierung anhand der durch die neue MCS eingefuhrte Hindlll-Restriktionsschnittstelle
mittels Linearisierung des Vektors durch die Restriktionsendonuklease Hirdlll und durch an-

schlief3ende Sequenzierung putativ positiver Klone (vgl. 2.2.1.15).
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Abbildung 2.7 Schematische Darstellung des pSVK3- und des pSVK3ycs- Vektors

pcDNA3ycs

Aus Grinden der Klonierungs-Strategie wurde in der vorliegenden Arbeit anstatt des
originalen pcDNA3-Plasmids ein Derivat mit veranderter MCS verwendet, das wie nach-
folgend beschrieben hergestellt wurde. Zunéchst wurden die beiden synthetischen Desoxy-
oligonucleotide M CS;ei-sense und MCS,g,-antisense hybridisiert (vgl. 2.2.1.8). Nach erfolgter
Hybridisierung wurde das doppelstrangige DNA-Fragment mit der Endonuklease EcoRI
restringiert, so dal3 an dessen Enden nun eine Kpnl- und eine EcoRI-Restriktionsschnittstelle
lokalisiert ist. Der pcDNA3-Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen Kpnl und EcoRI
geschnitten und im Anschluf® daran die neue MCS gerichtet in den Kpnl / EcoRI-linearisierten
pcDNA3-Vektor kloniert (vgl. 2.2.1.7, Abbildung 2.8). Nach erfolgreicher Transformation
des Ligationsansatzes in kompetente E coli-Zellen (vgl. 2.2.3.4) und Reisolation der Plasmid-
DNA (vgl. 2.2.3.6), erfolgte die Kontrolle tber den Erfolg der Klonierung mittels der durch
die neue MCS eingefihrte zweite Smal-Restriktionsschnittstelle. Die Restriktion mit der
Restriktionsendonuklease Smal fuhrt bei gelungener Modifizierung statt zu einer Linearisie-
rung der Plasmid-DNA zur Erzeugung von DNA-Fragmenten der Groéf3e 1,16 kb und 4,3 kb.
Anschlief3end wurden die auf diese Weise als putativ positiv charakterisierten Klone einer
DNA-Sequenzanalyse unterzogen (vgl. 2.2.1.15).

pCDNA3DM_XB
Zur Herstellung des artifiziellen QI-RasG12V-Konstruktes in dem pcDNA3-Vektor war im

Vorfeld eine sukzessive Eliminierung drei verschiedener singulérer Restriktionsschnittstellen
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erforderlich (Munl, Xbal und Bsml). Hierzu wurde das pcDNA3ycs-Plasmid mit einem der
drei Endonukleasen restringiert (vgl. 2.2.1.2), die entsprechende Schnittstelle durch blunt
ending beseitigt (vgl. 2.2.1.4) und der so behandelte, linearisierte Vektor einer intramoleku-
laren Ligation (Religation) unterzogen (vgl. 2.2.1.7). In analoger Weise wurden nachfolgend
auch die beiden anderen Restriktionsschnittstellen sukzessive beseitigt (Abbildung 2.8). Als
intermedidres Produkt bel diesem Prozel3 entstand u.a. das nachfolgend aufgefihrte
PCDNA 3pux-Plasmid.

AAGCTTIGETACE| AGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTG - AAGCTT[GGTACEGCCACCATGGGATCGGAGACGAAGCTTGTCGACCCCGGGIGAATIC]
Hind 11l

| I | L
BamH | BstX | T Hind 111 W‘ BamH | W‘W‘ EcoR |
TGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCC TGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGCTAGAGGGCCC
| L ———
Not | I Xba | Not | I Xbd]

BstX | Xho | Apa | Xho | L Apal

* There is an ATG upstream

here is an ATG upstream
of the Xba | site. L M

T
of the Apa | site.

Abbildung 2.8 Schematische Darstellung des pcDNA3- und des pcDNA3pyxs - Vektors

pcDNA3puvx-c-Raf(DC1)

Zur Erzeugung eines c-Raf-Konstruktes mit kompletter Deletion der C1-Doméne wurde das
PCDNA 3pmx-C-Raf (Wt)-Plasmid mit den Restriktionsendonukleasen Xbal und Munl restrin-
giert, wodurch ein ca. 190 bp grof3es DNA-Fragment freigesetzt wird, das die Aminosauren
der Position 130 bis 191 der c-Raf-Kinase umfaldt und damit die vollstandige C1-Doméne
(Position 139 bis 184) impliziert (vgl. Abbildung 1.12 und Abbildung 3.10). Die beiden syn-
thetischen Desoxyoligonucleotide Xba/ Mun-sense und Xba/ Mun-antisense wurden hybridi-
siert (vgl. 2.2.1.8), woraus ein doppelstrangiges DNA-Fragment resultiert, an dessen Enden
eine Xbal- und eine Munl-Restriktionsschnittstelle lokalisiert ist. Das DNA-Fragment wurde
anschlief3end in den Xba/ Mun-linearisierten Vektor gerichtet kloniert. Als Resultat wurde
ein c-Raf-Konstrukt erhalten, bei dem sich dem Threonin 138 unmittelbar das Valin 185 an-
schlief3t und somit die Aminosduren 139 bis 184 vollstandig deletiert sind.
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pcDNA3pyxp-QI-RasG12V.3S

Die Herstellung des chiméren, artifiziell Gber eine N-terminale Transmembran-Doméne in der
Plasmamembran inserierten QI-RasG12V.3S-Konstruktes und seiner Derivate (vgl.
Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2) begann mit der Klonierung der N-terminal der Ras-
Sequenz lokalisierten Doméane durch sukzessive Ligation mehrerer hybridisierter, syn-
thetischer Oligodesoxynucleotide (vgl. 2.1.8, Abbildung 2.9). Die Klonierung der DNA-
Fragmente FO bis F3 erfolgte gerichtet und wurde nach jedem Schritt jeweils anhand der
durch das jeweilige Fragment neu eingefihrten, singuléren Restriktionsschnittstelle identi-
fiziert (Munl, BsrGl, Bsml und BamH]I). Das LF4-Fragment besitzt an seinen Enden eine
BamHI- bzw. Bgl11-Schnittstelle, welche identische, kompatible 5 -Uberhéange bilden. Daher
erfolgte nach der ungerichteten Klonierung dieses Fragmentes in die BamHI-Schnittstelle des
F 0123-Intermediates eine Kontrolle der Klonierungs-Produkte durch eine Doppel-Restriktion
mit den Enzymen Ndel und BamHI. Die Hybridiserung eines BamHI- und eines Bglll-
Uberhanges fiihrt zur Bildung einer chimaren Restriktionsschnittstelle, welche weder von
BamHI noch von Bglll geschnitten werden kann. Je nach Orientierung des einklonierten
Fragmentes zeigt sich nach der Kontroll-Restriktion der Klonierungs-Produkte in einem
analytischen DNA-Gel ein 589 bp bzw. 555 bp grofies DNA-Fragment. Konstrukte, welche
bei dieser Kontrolle ein 589 bp-Fragment freisetzten, wurden fir den nachfolgenden
Klonierungs-Schritt eingesetzt, der wiederum aus der ungerichteten Klonierung des LF4-
Fragmentes bestand. Analog zur obigen Darstellung erfolgte die Uberprifung der Orientie-
rung des einklonierten DNA-Fragmentes durch doppelte Restriktion mit den Enzymen Ndel
und BamHI, wobel in diesem Fal 589 bp bzw. 622 bp grof’e DNA-Fragmente entstehen.
Konstrukte, die zur Freisetzung von 622 bp-Fragmenten fuhren, umfassen die komplette
artifizielle Transmembran-Domane einschliefdlich des 24 Aminosauren langen, aus multiplen
GSS-Repetitionen bestehenden linkers, an dessen C-terminalem Ende eine BamHI- und eine
EcoRI-Schnittstelle in direkter Folge lokalisiert sind und werden mit dem Prafix NTMD,
F 012344 oder QI- bezeichnet.

Zur Amplifikation des RasG12V.3S-Fragmentes wurden der 5'-Ras N-term BamHI- und der
3'-Ras C-term EcoRI-Primer (vgl. 2.1.8 und Abbildung 2.10) sowie das pSVK3ucs
RasG12V.3S-Plasmid als template in eine standardisierte PCR (vgl. 2.2.1.12) eingesetzt. Die
resultierenden RasG12V.3S-Amplifikationsprodukte wurden mit den Enzymen BamHI| und
EcoRI doppelt restringiert und anschlieffend in das in gleicher Weise geschnittene pcDNA3-
NTMD-Konstrukt gerichtet kloniert. Das so erhatene DNA-Konstrukt wird nachfolgend a's
pPcDNA3-QI-RasG12V .3S bezeichnet.
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ml- Domgne linker BamHl  EcoRl
MSNETNCTLDFEQSVQLFEKE|YNLFITAFLLFLTIILIYGYATRS
F 01 2344 . .AAGCTTGGTACCGCCATGTCTAACGAGACTAAC \CTCGATTTCGAACAGT COGT TCAATTGT TCAAGGAATATAACT TGT TCATCAC! 'CTCCTGTTCCTCACTATCATCCT CATCTATGGATACGCCACACGATCTGGATCT TCTTCTGGTTCTTCTGGCTCTTC TCTTCTGGITCTTCTGGCTCTTC GCAGATATCCATCACACT GGCGBOCGCTCGAG .
(NTMD) .. .TTCGAACCATGGCGGTACAGATTGCTCTGAT TG ‘GAGCTAAAGCT TGT CAGGCAAGTTAACAAGT TCCTTATAT TGAACAAGTAGT G- ‘GAGGACAAGGAGT GATAGT AGGAGT AGATACCT ATGCGGT GT GCTAGACC TAGACCAAGAAGACCAAGAAGACCGAGAA( CTAGACCAAGAAGAC@AJGAAGACCGAGAAGM:CTAG ICTTAAGACK \GT GT GACOGOOGGCGAGCTC .

GATCTGGITCTTCTGGTTCTTCTGGCTCTTCTG
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F 01234 - ACAGATTGCTCTGATTG ‘GAGCTAAAGCT TGTCAGGCAAGTTAACAAGT TCCT TATATTGAACAAGTAGT G GAGGACAAGGAGT GATAGT AGGAGTAGATACCT wmcrs:msdccmmm@m@m ACCAAGAAGACCAAGAAGACCGAGAAGACCTAG

@WA@@HM@A@@WMCN

Bgl/Bam 1LLF4

'/ GATCTGGITCTTCTGGTTCTTCTGGCTCTTCTG
. CGOCATGTCTAACGAGACTAAC (CTCGATTTOGAACAGTCOGT TCAATTGTTCAAGGAATATAACTTGT TCATCA CTCCTGTTOCTCACTATCATCCTCATCTATGGAT ACGOCAL GCAGATATCCATCACACTGGCGGCOGCTCGAG.
F 0123 . TTCGAACCATGGCGGTACAGATTGCTCTGATTG GAGCTAAAGCTTGTCAGGCAAGT TAACAAGT TCCTTATATTGAACAAGTAGT GAGGAC/ TAGT AGAGT AGATACCTAT GOGST O CCT ACACCTAGGC T AACACGTCTATAGGTAGT GT GACGROCOR0RAGETC. ACCAAGAAGACCAAGAAGACCGAGAAGACCTAG

Bgl/Bam LF4
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F 012 e T A T G AT AT AT T T A A A AT TG AT CACARCTAT A AGACHT CTATAGGTAGTCT OGO aaaere. GAGGACAAGGAGT GATAGT AGGAGTAGATACCT AT GCGGT GTGCTAGACCTAGGCTTAA|

Bsm/Eco F3

F o1 . CGOCATCTCTARCGAGACTAAC CTOGATTTOGARCAGTOOGT cmTT%CA;;@TMWW G... HATTGT AATRACT TCU AT A
. I TTCGANCCATGGOGGTACAGATTCCTCTGATTG GAGCTAAAGCTTGTCAGGCAAGT TAA GCTTAAGACGTCTATAGGTAGT GTGACCGCOGGOGAGCTC . - . CAAGTTCCTTATATTGAACAAGTAGTG
——\ Mun/Age F2

CGCCATGTCTAACGAGACTAAC CTCGATTTCGAACAGTCOGT TC
FO . e oceesenecne: | CATGGOGGTACAGATTGCTCTGATTG GAGCTAAAGCTTGTCAGGCAAGTTAA
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_ ‘ CAGATCTCAATTGCCACCGGTCG
s vter CATGGTCTAGAGTTAACGGIGGCCAGCTTAR
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GGCCACCATGGGATCCGAGACGAAGCTTGTCGACCCCGGAE ]

BamH | W‘W EcoR|
Abbildung 2.9 Schematische Darstellung der Klonierung der artifiziellen N-terminalen Transmembran-Doméine

F O, F 01, F 012, etc. bezeichnen die verschiedenen intermediaren Zwischenprodukte der Klonierung, welche aus der sukzessiven Klonierung der Fragmente FO, F1,
F2, F3 und LF4 resultieren (F = Fragment, LF = linker-Fragment). Das F 012344-K onstrukt wird auch mit NTMD (N-terminale TransMembran-Doméne) bezeich-
net. Konstrukte mit dieser N-terminalen Fusion sind nachfolgend durch das Préfix ,, QI-“ gekennzeichnet; ndhere Erlauterungen im Text.
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PSVK3nmcs-QI-RasG12V.3S

Zur Herstellung des pSVK3ycs-Ql-RasG12V.3S-Konstruktes wurde QI-RasG12V.3S aus dem
PCDNA3puxs-Ql-RasG12V.3S-Vektor durch Kpnl/ EcoRI-Restriktion herausgeschnitten und
mittels préparativer DNA-Gelelektrophorese (vgl. 2.2.2.1.10.2) isoliert. Nachfolgend wurde
dieses Kpnl | EcoRI-Fragment in das bereits existente und ebenfalls Kpnl / EcoRI-restringierte
pSVK3ucs-RasG12V.3S-Plasmid gerichtet kloniert (Abbildung 2.7 und Abbildung 2.9). Das
durch  Umklonierung aus dem pcDNA3puxs-Vektor hervorgegangene pSVK3ucs
QI-RasG12V.3S-Konstrukt wird, wenn nicht explizit anderweitig angegeben, nachfolgend as
QI-RasG12V .3S bezeichnet.

pcDNA3pyxs-QI-RasG12V.3C

Zur Amplifikation des RasG12V.3C-Fragmentes wurden der 5 -Ras N-term BamHI- und der
3'-Seq-pSVK3—Primer (vgl. 2.1.8) sowie das bereits existente pSVK3ycs-RasG12V-Plasmid
als template in eine standardisierte PCR (vgl. 2.2.1.12) eingesetzt. Die resultierenden
RasG12V.3C-Amplifikationsprodukte wurden mit den Enzymen BamHI| und EcoRI doppelt
restringiert und anschlief3end in das in gleicher Weise geschnittene pcDNA 3pyxg-NTMD-
Konstrukt (vgl. Abbildung 2.9) gerichtet kloniert. Das so erhaltene DNA-Konstrukt wird
nachfolgend als pcDNA3-QI-RasG12V .3C bezeichnet

PSVK3nmcs-QI-RasG12V.3C

Zur Herstellung des pSVK3ycs-Ql-RasG12V.3C-Konstruktes wurde QI-RasG12V.3C aus dem
PCDNA 3puxs-Ql-RasG12V.3C-Vektor durch Kpnl /[ Xhol-Restriktion herausgeschnitten und
mittels praparativer DNA-Gelelektrophorese (vgl. 2.2.2.1.10.2) isoliert. Nachfolgend wurde
dieses Kpnl/Xhol-Fragment in das ebenfalls Kpnl/Xhol-restringierte pSVK3ycs-Plasmid
gerichtet kloniert (Abbildung 2.7 und Abbildung 2.9). Das durch Umklonierung aus dem
PcDNA3puxs-Vektor hervorgegangene pSVK3ycs-QI-RasG12V.3C-Konstrukt wird, wenn
nicht explizit anderweitig angegeben, nachfolgend als QI-RasG12V.3C bezeichnet.

PSVK3ncs pBamni-RasG12V.3S

In sdmtlichen pSVK3ycs-Ql-RasG12V-Konstrukten ist RasG12V Uber die Restriktions
schnittstellen BamHI/EcoRI hinter die NTMD-Sequenz kloniert. Eine spatere Nutzung der
BamHI - Schnittstelle macht die Beseitigung der pSVK3-eigenen BamHI -site (Position 1401
bzw. 1429, vgl. Abbildung 2.7) erforderlich. Zu diesem Zweck wurde das BamHI-
restringierte pSVK3ucs-RasG12V.3S-Plasmid nach Auffillen der Uberhéangenden 5 -Enden
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mittels Pfu-Polymerase religiert (vgl. 2.2.1.4) und der Erfolg der Prozedur durch eine
BamHI - Restriktion kontrolliert.

pcDNA3pvxp-QI-RasG12V.181, -QI-RasG12V.171, QI-RasG12V.166

Zur Herstellung der drei C-terminal unterschiedlich verkirzten QIl-RasG12V-Konstrukte
wurden diese zunéachst mittels einer Standard-PCR (vgl. 2.2.1.12), in welche das pSVK3ycs
RasG12V.3S-Plasmid als template, der 5'-RasN-term BamHI|-Primer sowie ener der
3 -Primer (3 -Ras C-term g1 Smal, 3'-Ras C-term 71 Pstl bzw. 3’ -Ras C-term 155 Smal) einge-
setzt wurden, amplifiziert (vgl. Abbildung 2.10). Die Pfu-Polymerase fihrt zur Erzeugung
von blunt ends, so dal3 die resultierenden RasG12V-Amplifikationsprodukte nach Restriktion
mit BamHI| in das BamH|/EcoRV-geschnittene und dephosphorylierte (vgl. 2.2.1.3)
PCDNA3pmxg-NTMD-Konstrukt (vgl. Abbildung 2.9) gerichtet kloniert werden konnten
(EcoRV erzeugt blunt ends). Der Erfolg der Klonierung wurde mittels diagnostischer
BamHI [ Xhol- bzw. Kpnl | Xhol-Restriktion kontrolliert.

PSVK3nmcs pBamni-QI-RasG12V.181, -QI-RasG12V.171, QI-RasG12V.166

Zur Herstellung dieser drei Konstrukte wurden QI-RasG12V.181, Ql-RasG12V.171 und
QI-RasG12V.166 aus dem entsprechenden pPcDNA3pvxs-Vektor durch Kpnl/Xhol-
Restriktion herausgeschnitten und mittels préparativer DNA-Gelelektrophorese (vgl.
2.2.2.1.10.2) isoliert. Nachfolgend wurden die so gewonnenen, ca. 700 bp grof3en Kpnl / Xhol-
Fragmente in das ebenfalls Kpnl / Xhol-restringierte pSVK3wvcspsamni-RasG12V.3S-Plasmid
gerichtet umkloniert, wobei letzteres durch Gelelektrophorese und Gelelution von dem
RasG12V.3S-Insert getrennt wurde (Abbildung 2.7 und Abbildung 2.9). Die durch Umklo-
nierung aus dem pcDNA3pvxs-Vektor hervorgegangenen pSVK3ycs-Ql-RasG12V.3C-
Konstrukte werden, wenn nicht explizit anderweitig angegeben, nachfolgend kurz mit
QI-RasG12V.181, QI-RasG12V.171 und QI-RasG12V.166 bezeichnet.

pPSVK3mcs-RasG12V (Clal)

Fur die spétere Klonierung einiger RasG12V-Mutanten war zunéchst die Herstellung eines
RasG12V-Konstruktes mit einer Clal-site im Bereich der Basenpaare 136 bis 141 der Ras-
Sequenz erforderlich (aquivalent den Aminosauren der Positionen 46 und 47). Zu diesem
Zweck wurde zundchst ein 121 bp umfassendes DNA-Fragment mittels einer Standard-PCR
(vgl. 2.2.1.12), in welche das bereits existente pSVK 3y cs-RasWt(Clal)-Plasmid als template
sowie die Primer 5'-Ras N-term Nar| und 3'-Ras C-term Clal eingesetzt wurden, amplifiziert

(vgl. Abbildung 2.10). Die resultierenden PCR-Fragmente wurden mittels préparativer DNA-
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Gelelektrophorese (vgl. 2.2.2.1.10.2) isoliert, anschlief?end sequentiell mit Narl und Clal
restringiert und abschlief3end gerichtet in den ebenfalls Narl/Clal-geschnittenen pSVK3ycs-
RasWt(Clal)-Vektor einkloniert.

PSVK3nmcs-RasG12V-Mutanten

Die verschiedenen RasG12V-Konstrukte mit Mutationen im Bereich um Aminosduren der
Positionen 43 bis 52 wurden durch die drei unterschiedlichen, nachstehend dargestellten
Klonierungs-Strategien redlisiert; die Konstrukte pSVK3ycs-RasWt(Clal), pSVK3wmcs-
RasG12V.V45E und pSVK3mcs-RasG12V.Y 64W waren schon vorhanden.

I) pSVK3wucs-RasG12V.V45R, -RasG12V.V45W, -RasG12V.Q43R und -RasG12V.Q43W

Zur Herstellung dieser drei RasG12V-Mutanten wurden die verschiedenen und entsprechend
mutierten, 121 bp grof’en DNA-Fragmente zundchst mittels separater Standard-PCRs
(vgl.2.2.1.12), in welche das pSVK3ucs-RasWt(Clal)-Plasmid als Matrize, der
5 -Ras N-term Narl-Primer sowie einer der 3'-Mutagenese-Primer (3'-Ras Clal Q43R,
3'-Ras Clal Q43W, 3'-Ras Clal V45R, 3'-Ras Clal V45W) eingesetzt wurden, amplifiziert
(vgl. Abbildung 2.10). Die resultierenden PCR-Fragmente wurden mittels préparativer DNA-
Gelelektrophorese (vgl. 2.2.2.1.10.2) isoliert, anschlief?end sequentiell mit Narl und Clal
restringiert und nachfolgend gerichtet in den ebenfals Narl/Clal-geschnittenen pSVK3ycs-
RasWt(Clal)-Vektor einkloniert.

Die Klonierung von DNA-Fragmenten mit scheinbar inkompatiblen Narl- bzw. Clal-
Uberhangen erwies sich in der Praxis als duRerst schwierig, da entgegen den Erwartungen
Narl- und Clal-Enden hybridisieren und ligiert werden, was zu einer Vielzahl von artifi-
ziellen Konstrukten mit Inserts falscher Orientierung oder zu Mehrfach-Insertionen fihrte.
Daher wurde fur die Konstruktion weiterer RasG12V-Mutanten andere, nachstehend beschrie-

bene Strategien angewandt.

IT) pSVK3wucs-RasG12V.T50R, -RasG12V.T50W, -RasG12V.E49R, -RasG12V.E49W,
-RasG12V.L52R und -RasG12V.L 52W

Die Konstruktion dieser unterschiedlichen RasG12V-Mutanten erfolgte Uber separate,
standardisierte PCRs (vgl. 2.2.1.12 und Abbildung 2.10), in welche das zuvor hergestellte
pPSVK3ucs-RasG12V (Clal)-Plasmid als Matrize, jewells ener der 5 -Mutagenese-
Primer (5-RasCial TSOR, 5'-RasClal T50W, 5'-RasClal E49R, 5'-RasClal E49W,
5-Ras Clal L52R und 5'-RasClal L52W) sowie der 3'-Seg-pSVK3-Primer eingesetzt
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wurden. Die resultierenden, 494 bp grofen PCR-Fragmente wurden mittels praparativer
DNA-Gelelektrophorese (vgl. 2.2.2.1.10.2) isoliert, anschliefiend sequentiell mit Clal und
EcoRI restringiert und nachfolgend gerichtet in den ebenfalls Clal/EcoRI-geschnittenen
pPSVK3ucs-RasG12V (Clal)-Vektor einkloniert.

IT1) pSVK3wucs-RasG12V.V45A, -RasG12V.D47R, -RasG12V.DA7TW, -RasG12V.Q43A,
-RasG12V.T50A und RasG12V.Q43/V45/T50A

Diese RasG12V-Mutanten wurden Uber PCR-in vitro-Mutagenese hergestellt (vgl. 2.2.1.14
und Abbildung 2.1 und Abbildung 2.10). In die erste PCR wurde der 5'-Seq-pcDNAS-
Primer, der addguate 3 -Mutagenese-Primer (3'-RasClal V45A, 3'-Ras&let DATR,
3'-Ras &lek DA7TW, 3 -RasClal Q43A, 3I-RasClal T50A) sowie der pcDNA3pyx-
RasG12V(Clal)-Vektor as template eingesetzt. Die erzeugten, zwischen 171 und 188 bp
grolen PCR-Fragmente wurden mittels préparativer DNA-Gelelektrophorese (vgl.
2.2.2.1.10.2) isoliert und anschliefRend neben dem 3'-Seg-pSVK3- und dem 5 -Seg-pcDNA3-
Primer as ,,5 -Mega-Primer® in die PCRs des zweiten Schrittes eingesetzt; als DNA-Matrize
diente in diesen Reaktionen das pSVK3ycs-RasG12V -Plasmid. Die aus diesen PCRs resul-
tierenden, 695 bp grof3en DNA-Fragmente wurden nach erneuter Isolation durch praparative
DNA-Gelelektrophorese (vgl. 2.2.2.1.10.2) sequentiell mit Narl und EcoRI restringiert und
nachfolgend in den gleichfals Narl/EcoRI-geschnittenen pSVK3ycs-RasG12V (Clal)-
Vektor gerichtet einkloniert.

Das dreifach mutierte RasG12V.Q43/V 45/ T50A-Konstrukt wurde im wesentlichen analog zu
den vorangegangenen RasG12-Mutanten hergestellt, wobei in der ersten PCR der Primer
3'-Ras Clal Q43/V45A eingesetzt wurde; der durch diese Amplifikation resultierende
5'-Ras Clal Q43/V45A-Mega-Primer wurde in eine zweite PCR eingesetzt, in welche jedoch
der zuvor erzeugte pSVK3ycs-RasG12V. T50A-Vektor als DNA-Matrize fungierte.

Mit Ausnahme der Konstrukte pSVK 3y cs-RasG12V.D47R und pSVK 3y cs-RasG12V.D47W
verfigen alle RasG12V-Mutanten Uber eine Clal-Restriktionsschnittstelle im Bereich der

Aminosauren der Position 46 und 47.
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Ras N-Terminus

5’-Ras Clal L52W ° ° ° ° ° ° o o . GGTCATCGATGGCGAGACGT GCTGG T T GG i
5-RasClal LB2R - -+« « « - ..o GGTCATCGATGECGAGACGT GCCGET T GO mii——
5’-Ras Clal TSOW - > . . . . - GGTCATCGATGGCGAGEGGTGCCT GT T GG mumii—
5’-Ras Clal TSOR GGTCATCGATGGGGAGAGGT GCCT GT T GG mu—g——

GGTCATCGATGGAIGEACGT GCCT GT T GG mu——

PREEHIZE o o o 0o o 0o o 09 595 oo oo oo oo oo o oo oo oo ooo oo o9 oo oo oo oo oo o000
5°-Ras Clal EA9R 0 0 ° ° o GGTCATCGATGCGRAGGACGTGCCTGT T GG i

5’-Ras N-term Nar| o o GTTGTTGGCECCHMBGGT GT GOGC mu——

5-RasN-term BamHI - - - - - - - oo CGGGATCGATGACAGAATA@A(X:TTGTTGTT(‘-

§-RasN-term X Sall - - - - o .- - ACGCETCGACCATGACAGAATACAAGCT TG-— i

SH DNA3 CCCACT GCTTACTGGCT TAT CGAA mumi—— : Yo

Setpe Met. — . va,  Clal
P
5 - ... CCCACTGCTTACTGGCTTATCGAA. GGTACC@CACqATGACAGAATACAAGCTTGTTGTTGTTGGCGCCGGCGSTGTG(XSC . CCGGAAGCAGGTGGTCATCGATGGCGAGACGTGCCTGTTGG. .

pcDNA3 Kpnl Hindlll Na7| pe— GGOCTTCGTCCACCAGTAGCTACC | 3-Ras C-term Ca|

3-Ras (lal Q43R
- 3"-Ras Clal Q43W
3-Ras Clal V45R
3*-Ras (lal VASW

ey GGCCT TCGCCCACCAGTAGCTACC

——mem— GGCCT TCACCCACCAGTAGCTACC -
——eegm— GGCCT TCGTCCACGCGTAGCTACC -
——— GGCCTTC‘ET(I‘AO-\CCTAGCTACC °

——e— CCACCAGTAGGCACCCCT CT G(ACG ------ 3’-Ras €/t DATR
——— OCA(X:AGTAGACCCCCCTC_TW\OG - - 3-Rascfat DATW
——smpmmmm— CGCCTTCCGCCACCAGIAGCTACC - i - i« = o o o o 3’-Ras Clal Q43A lll
———— GGZC'I_I'CGT(I‘AO:GTTAGCTACC g o 8 - - 3-RasClal V45A
————— GGZC'I'I'CCGCCA@GGTAGCTACC HO - - 3’-Ras Clal Q43/V45A
————— CCAGI‘AGCTACCCCTCCGCACGEACAACC - - 3-Ras Clal TS0A
5'-RapR / e GGI'*,G;‘J,-\A*, Arare SVK3
'-RapRas BamHI/BstX1 - - - GATGCCA 'GGTGCIGGTTH \TAAAT! —— i
His Leu,, Cys,, Ser,, EcoRI| p
.. GACGT! GOCCATGGTGCTGGTGG&‘AA(AAGT GTG. . . GTGCGT GAGATCCGGCAGCACAAGCT GCGGAAGCTGAACCCT CCTGAT GAGAGT GGCCCCGGCTGCATGAGT TGCAAGT GTGT GCT! OI'CCTAA.T GAGAATTCCT . . . CGAGCTCGACTGCGATGAGT GGCA. . -3 !
BstX] e i — —etepm— GCTCGAGCTGACGCTACTCACCGT - - - 3*-SeqrpSVK3
LR ——— TOGACGT TCA(ACACGAGAG@TTACTCTTAAGCC ----------------- 3’-Ras C-term £coR|
i — CTACTCTORCOGG@;‘OCACG&TCATTGGGCCCCCT <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<< 3’-Ras C-term 181 Smal

e — mCGrGrTCGAQ}:CW(:GAG\TCATTAGEACGTCMA ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ 3’-Ras C-term 171 Psl

—— (‘AG(IACTCTAGGJCGTCGT(MATTAGEGGGCCCCCTG ................................................
e CACTCTAGGOCGTCGTGATTCTAGRAG - - - - - - = - = = = =+« o = o o o o o

3’-Ras C-term 16 Sat
3-Rasvk X Bglll

Ras C-Terminus

Abbildung 2.10 Schematische Darstellung der Position diverser zur Herstellung der RasG12V-Konstrukte verwendeter Oligodesoxynucleotide
I =Klonierung Uber Narl/Clal-Restriktionsschnittstellen, TI = Klonierung Uber Clal /EcoRI-Restriktionsschnittstellen, TIT = Klonierung Uber Narl /EcoRI-

Restriktionsschnittstellen (PCR-in vitro-Mutagenese). ATG = Start-Codon; orange hinterlegt = mutierte Basen-Tripletts; [Bl@ = G12V-Triplett; TTA, CTA, TCA =
Stop-Anticodons (ochre, ambre, opal); griin = flankierende Restriktionsschnittstellen. * = singulére Nucleotid-Austausche; *’ = stille Mutationen.
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PSVK3nmcspBamn1-QI-RasG12V.V45E.3C

Dieses Konstrukt wurde als intermedidres Produkt zur Erzeugung das nachfolgend dar-
gestellten pSVK3ycspgamni-Ql-RasG12V.V45E.3S-Plasmids hergestellt. Zu diesem Zweck
wurden die Vektoren pSVK3ycs-RasG12V.V45E und pSVK3ucspsamti-Ql-RasG12V.3S
parallel einer Hindlll/EcoRI-Doppel-Restriktion unterzogen. Dadurch entsteht in beiden
Falen neben dem jeweiligen HindIll/EcoRI-restringierten Vektor (pSVK 3ycs-Rasasi-4 bzw.
PSVK3ucspsamni-Ql-Rasasi-4) €n Hindlll/EcoRI-RasG12V-Fragment von ca. 560 bp,
welches einem die Aminosauren 5 bis 189 des RasG12V.V45E- bzw. RasG12V-Konstruktes
umfassenden Bereich entspricht. Das RasG12V.V45E- und das pSVK3wvcspsamHi-
Ql-Rasasi-4-Fragment wurden mittels praparativer DNA-Gelelektrophorese isoliert (vgl.
2.2.2.1.10.2) und anschlief3end miteinander ligiert.

PSVK3nmcspBamn1-QI-RasG12V.V45E.3S

Dieses Konstrukt wurde durch Austausch des ,,normalen” RasWt C-Terminus gegen den
C-Terminus des dreifach mutierten QIl-RasG12V.3S-Konstruktes (C181S/C184S/C186S)
hergestellt. Dazu wurde zunéchst das zuvor klonierte Plasmid pSVK3wvcspamHi-
QI-RasG12V.V45E.3C sequentiell mit BstX1 und EcoRI restringiert, wodurch zum einen ein
250 bp grof3es DNA-Fragment freigesetzt wird, welches einem die Aminoséuren 110 bis 189
des Ras-Proteins umfassenden Bereich entspricht; zum anderen entsteht ein durch eine BstXI-
und EcoRI-Schnittstelle flankiertes pSVK3ucspzamHi-Ql-RasG12V .V 45Eas;-100-Fragment,
welches durch prgparative DNA-Gelelektrophorese (vgl. 2.2.2.1.10.2) isoliert wird. Der die
drei Serin-Substitutionen aufweisende Ras C-Terminus wurde durch eine Standard-PCR, in
welche die Primer 5-RapRas BamHI/BstX|l und 3'-Seqg-pSVK3 sowie pSVK3ycs-
QI-RasG12V.3S as DNA-Matrize eingesetzt wurde, amplifiziert (vgl. Abbildung 2.10). Im
Anschlul® wurde das 303 bp grofe PCR-Fragment ebenfalls sequentiell mit BszX1 und EcoRl
restringiert; nach Isolation mittels préparativer DNA-Gelelektrophorese wurde das so
gewonnene 250 bp grof3e Ras3Sasi10-189-Fragment in den zuvor isolierten pSV K 3ycspsamHi-
QI-RasG12V .V45Easi-100-Vektor gerichtet kloniert. Das so entstandene pSVK3wcspzamHi-
QI-RasG12V.V45E.3S-Konstrukt weist vier stille Mutationen im Bereich der Aminosauren
Val114 bisLys; 19 auf.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Funktion der Lipidmodifikationen
von H-Ras fiir die Aktivierung von c-Raf 1

Die Aktivierung der Raf-Kinase ist ein mehrstufiger, komplexer Prozef3, dessen Details bis
heute nicht vollstandig verstanden sind. Ein essentieller Schritt in diesem Prozef ist die
Rekrutierung der inaktiven, cytoplasmatischen Raf-Kinase an die Innenseite der Plasma
membran, wo weitere Aktivierungsschritte stattfinden. Diese Translokation wird von der
kleinen GTPase Ras vermittelt. Das Ras-Protein enthalt eine C-terminale CaaX-Sequenz, die
posttrandlational modifiziert wird. Der Cysteinrest der CaaX-Sequenz wird durch kovalente
Verknipfung mit einem Farnesylrest modifiziert. Nach Abspaltung der letzten drei
Aminosauren (aaX) und anschlief3ender Carboxymethylierung des nun C-terminalen, farne-
gylierten Cysteins, erfolgt im Fall von H-Ras die zusétzliche Palmitylierung der beiden
N-terminal gelegenen Cysteine (vgl. Abbildung 1.3). Durch die C-terminaen, hydrophoben
Lipidmodifikationen ist das Ras-Protein in der Innenseite der Plasmamembran verankert.
Aktiviertes (GTP-gebundenes) Ras bindet mit hoher Affinitét an die RBD der Raf-Kinase und
bewirkt dadurch die Translokation der Raf-Kinase aus dem Cytoplasma an die Innenseite der
Plasmamembran. C—terminal verkirztes und dadurch unmodifiziertes Ras ist nicht in der

Lage, diese essentielle Transokation und damit die Raf-Aktivierung zu vermitteln.

Waéhrend die Rolle der hydrophoben Modifikationen fur die Raf-Rekrutierung unumstritten
ist, werden in der Literatur weitere Funktionen der Lipidmodifikationen des Ras-Proteins
kontrovers diskutiert. So wird vermutet, dal3 der Farnesylrest neben der Verankerung in der
Plasmamembran zusétzlich an der Bindung zwischen Ras und der Raf-Kinase beteiligt und
damit flr den Aktivierungsprozeld von Bedeutung ist. Als Bindungsstelle der Farnesylgruppe
wird insbesondere die C1-Doméne der Raf-Kinase diskutiert.

Dieser Teil der vorliegenden Arbeit soll diese Kontroverse ndher untersuchen. Dazu wurden
Ras-Konstrukte konzipiert, welche die membranale Lokalisation des Ras-Proteins unabhangig
von C-terminalen Lipidmodifikationen gewdahrleisten (Abbildung 3.1). Hierfr wurden die 44
N-terminalen Aminosauren des E1-Proteins des avian Coronavirus an den N-Terminus des
konstitutiv aktivierten RasG12V-Proteins fusioniert. Diese Aminosauresequenz besteht aus
einer kurzen aminoterminalen Doméane mit zwel Glykosylierungsstellen und einer als ml

bezeichneten Transmembran-Domane. In der Wildtyp-Form fuhrt die m1-Doméne aufgrund
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eines Retentionssignals zur Lokalisation des Proteins an die cis-Seite der Golgi-Membran.
Die Mutation der Aminosaure 37 von Glutamin zu Isoleucin (QI) bewirkt eine Aufhebung des
Golgi-Retentionssignals und einen Transport des Proteins an die Plasmamembran. Des weite-
ren wurden zwischen der m1-Doméne und dem N-Terminus des Ras-Proteins ein /inker von
24 Aminosauren eingeflgt, bestehend aus mehreren Wiederholungen eines Serinrestes und
zweler Glycinreste (GSS-repeats). Experimente haben gezeigt, dal3 eine Insertion von min-
destens 11 Aminosduren fur eine Aktivierung durch ein solch chiméres Konstrukt essentiell
ist (Hart und Donoghue 1997; Machamer et al. 1990; Machamer und Rose 1987). Dieses
Konstrukt wird im folgenden mit QI-RasG12V.3C bezeichnet. Durch zusétzliche Mutation
der drel C-terminalen Cysteine (3C) zu Serinen (3S), wird die posttranslationale Modifikation
des Ras-Konstruktes verhindert. Dieses Konstrukt wird im folgenden als QI-RasG12V.3S
bezeichnet.

1]

1 X%k Xk 10 20 30 37 40
MSNETNCTL DFEQSVQLFKE'YNLFITAFLLFLTI | LQYGYAT‘RS

mll- Domémne

181 184 186

CmsCkCvLs-¢€

vy

N2 ml [linker] RasGI2V

Abbildung 3.1  Schema der Konzeption der QI-RasG12V-Konstrukte

Die 44 N-terminalen Aminosauren des E1-Proteins des avian Coronavirus (oben) wurden, verbunden
Uber mehrere as linker fungierende GSS-repeats, an den N-Terminus des konstitutiv aktivierten
RasG12V-Proteins fusioniert. Durch Mutation der drei C-terminalen Cysteine (3C) zu Serinen (3S)
entsteht aus dem QI-RasG12V.3C- das QI-RasG12V.3S-Konstrukt. * = Glykosylierungsstellen,
m1 = Transmembran-Domane, Q—>1 = Mutation von Glutamin zu Isoleucin, C—S = Mutation von
Cystein zu Serin.

Die Abbildung 3.2 zeigt vergleichend die in diesem Teil der Arbeit verwendeten Ras-
Konstrukte und deren Lokalisation an der Plasmamembraninnenseite. Das unverdnderte
RasG12V-Konstrukt besitzt die intakte CaaX-Sequenz und ist deshalb durch eine Farnesyl-
und zwei Pamitylgruppen in der Plasmamembran verankert. Das QI-RasG12V.3S-Konstrukt
ist aufgrund der mutierten drei C-terminalen Cysteine nicht lipidmodifiziert. Statt dessen ist
dieses artifizielle Ras-Protein durch eine N-terminale Transmembran-Helix in der Plasma-
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membran inseriert. Das QI-RasG12V.3C-Konstrukt ist sowohl durch die aminoterminae
Transmembran-Helix als auch durch die herkémmlichen Lipidmodifikationen des unveran-

derten C-Terminus zweifach in der Plasmamembran verankert.

lipidmodifiziertes nicht modifiziertes lipidmodifiziertes

RasG12V RasG12V.3S RasG12V.3C

L\)
*

Abbildung 3.2  Schematische Darstellung der verwendeten Ras-Konstrukte

Links: unverandertes, lipidmodifiziertes RasG12V ist durch eine Farnesyl- und zwei Palmitylgruppen
in der Plasmamembran verankert. Mitte: QI-RasG12V.3S ist durch eine N-terminale Transmembran-
Helix in der Plasmamembran inseriert; aufgrund der mutierten C-terminalen Cysteine fehlen die
Lipidmodifikationen. Rechts: die Verankerung von QI-RasG12V.3C in der Plasmamembran erfolgt
durch die herkdmmlichen Lipidmodifikationen des C-Terminus und durch eine aminoterminale
Transmembran-Helix. % = Carboxymethylgruppe, ¥ = Glykosylierungen.

3.1.1 Aktivierung von c-Raf(Wt) durch QI-RasG12V.3S

Nach erfolgter Klonierung des chiméren Ql-RasG12V.3S-Konstruktes (vgl. 2.2.5.9) muldte
zuné&chst Uberprift werden, ob die Raf-Kinase durch dieses artifizielle Ras-Protein aktiviert
werden kann, und wie effizient die potentielle Aktivierung ist. Dazu wurden Luciferase-
Reportergen-Assays und Kinase-Aktivitéts-Assays durchgefuhrt.

3.1.1.1 Aktivierung im Luciferase-Reportergen-Assay

RK13-Zellen wurden mit dem pcDNAS3-Leervektor, 80 ng des RasG12V-Plasmids bzw. mit
steigenden Plasmidmengen von 80ng, 160ng, 240ng, 320ng und 400ng des
QI-RasG12V.3S-Konstruktes ohne bzw. zusétzlich mit einem c-Raf(Wt)-Plasmid transient

transfiziert. Nach Zellernte und —aufschlu® wurden die Zell-Lysate in einem Luciferase-
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Reportergen-Assay eingesetzt (vgl. 2.2.5.7). Abbildung 3.3 zeigt die gemittelten Daten von
drei unabhéangigen Experimenten in Prozent der RasG12V-vermittelten c-Raf(\Wt)-

Aktivierung.

? s | } 0 - Abbildung 3.3
2 B c-Rafwy QI-RasG12V.3S-vermittelte Transaktivie-
= i 50 - rung durch c-Raf(Wt) im Luciferase-
$2 Reportergen-Assay
23 1 RK13-Zellen wurden mit pcDNA3-
2S 60- Leervektor, 80ng des RasG12V-Plasmids
g = l bzw. mit steigenden Plasmidmengen des
g2 QlI-RasG12V.3S-Konstruktes  (80ng  bis
g5 40 400 ng) transient transfiziert. Wo angezeigt
53 erfolgte eine zusétzliche Kotransfektion des
) c-Raf (Wt)-Plasmids. Die Daten zeigen den
% 20 1 Mittelwert von drel unabhangigen Experi-
3 menten.
g, o I"Iﬂ i F1E A
¥ 2 2 2 2 2
58 8 8 § § 3
o

Ql-RasG12V.3S

RasG12V, 80 ng

Die QI-RasG12V.3S-vermittelte c-Raf(Wt)-Aktivierung steigt proportional mit der trans-
fizierten Plasmidmenge und betragt fir die eingesetzten Mengen von 80 ng bis 420 ng 9 %,
27 %, 47 %, 66 % bzw. 81 % der RasG12V-vermittelten c-Raf (Wt)-Aktivierung. Die Aktivie-
rung bei aleniger Transfektion des QI-RasG12V.3S-Konstruktes betrégt abhangig von der
jewelilig transfizierten Plasmidmenge zwischen 3,7 % und 4,7 % und ist damit nicht signifi-
kant hoher als die Aktivierung bei Transfektion des pcDNA3-Leervektor von 3,4 %. Auch die
durch endogenes Ras-Protein bedingte c-Raf (Wt)-Aktivierung ist mit 5,5 % kaum hoher. Die
basale Aktivierung endogener Raf-Kinase durch RasG12V betragt 23,5% der RasG12V-
vermittelten c-Raf (Wt)-Aktivierung.

Zusammenfassend 183t sich feststellen, dal3 eine im Vergleich zu RasG12V ca. funffach
hohere Menge an QI-RasG12V.3S-Plasmid transfiziert werden muf3, um etwa 80 % der
RasG12V-vermittelten c-Raf(Wt)-Aktivierung zu erzielen. Obwohl scheinbar die Effizienz
der durch QI-RasG12V.3S induzierten Raf-Aktivitat geringer ist bleibt festzuhalten, dal3 die
C-terminalen Lipidmodifikationen des Ras-Proteins per se fur eine Aktivierung nicht essen-
tiell sind.
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3.1.1.2 Aktivierung im Kinase-Aktivitits-Assay

Als weitere Methode zum Nachweis der Fahigkeit zur Aktivierung der Raf-Kinase wurde das
QI-RasG12V.3S-Konstrukt in einem Kinase-Aktivitéts-Assay eingesetzt. Bei dieser Methode
wird als Mal3 der Raf-Aktivierung die direkte Phosphorylierung von MEK as natlrlichem
Substrat der Raf-Kinase gemessen. Der Kinase-Aktivitéts-Assay erlaubt im Gegensatz zum
Luciferase-Reportergen-Assay einen direkteren Nachweis der Raf-Aktivierung.

Fur die Durchfiihrung des Kinase-Aktivitdts-Assays wurden RK13-Zellen mit pcDNA3-
Leervektor, c-Raf(Wt)-Vektor und 100 ng des RasG12V-Plasmids bzw. mit 500 ng des
QI-RasG12V.3S-Konstruktes jeweils ohne und mit zusétzlichem c-Raf (Wt)-Vektor transient
transfiziert. Nach Zellernte und —aufschlu® wurden die Zel-Lysate in einem
Kinase-Aktivitdts-Assay eingesetzt (vgl. 2.2.5.8), dessen Resultat in Abbildung 3.4 darge-
stellt ist.

- 20

15 4

10 4

P-MEK =—> W
5 |
c-Raf(W1) mmp . o e
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Abbildung 3.4 QI-RasG12V.3S-vermittelte Transaktivierung durch c¢-Raf(Wt) im

Kinase-Aktivitits-Assay
RK13-Zellen wurden mit pcDNA3-Leervektor, 100 ng des RasG12V-Plasmids bzw. mit 500 ng des
QI-RasG12V.3S-Konstruktes transient transfiziert. Wo angezeigt erfolgte eine zusétzliche Ko-
transfektion des c-Raf (Wt)-Plasmids. Die linke Abbildung zeigt im oberen Teil die Phosphorylierung
des eingesetzten MEK-Substrates. Darunter ist die Immundetektion der exprimierten Raf-Kinase
gezeigt. Die Quantifizierung der MEK-Phosphorylierung ist in der rechten Abbildung dargestelit.

Die linke Abbildung zeigt im oberen Tell qualitativ die durch die aktivierte Raf-Kinase
bedingte Phosphorylierung des in die Kinase-Reaktion eingesetzten MEK-Substrates. Nur in
Ansdtzen, bei denen eine Kotransfektion des c-Raf(Wt)-Plasmids und eines der fir ein konsti-
tutiv aktives Ras-Protein codierenden Vektors erfolgte, kann eine deutliche Phosphorylierung
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festgestellt werden. Dabel zeigt sich, da3 im Vergleich zu der RasG12V-vermittelten
c-Raf (Wt)-Aktivierung die durch QI-RasG12V.3S-vermittelte Aktivierung zu einer deutlich
geringeren Substrat-Phosphorylierung fuhrt. Die mittels Phosphoimager durchgefiihrte
Quantifizierung der Phosphorylierungssignale ist in der rechten Teilabbildung dargestellt.
QI-RasG12V.3S fiuhrt zu einer Aktivierung von c-Raf(Wt) um das 7-fache, wahrend
RasG12V eine Steigerung der c-Raf(Wt)-Aktivitat um das 17-fache induziert. Im unteren Teil
der linken Abbildung ist der immunologische Nachweis der in den transfizierten Zellen ex-
primierten und im Verlauf des Kinase-Aktivitéis-Assays immunprézipitierten Raf-Kinase

mittels Western-Blot gezeigt.

Zusammenfassend |83t sich sagen, dal3 eine im Vergleich zu RasG12V ca. funffach hthere
Menge an QI-RasG12V.3S-Plasmid zu etwa 40 % der RasG12V-vermittelten c-Raf(Wt)-
Aktivierung fuhrt. Die Resultate des Kinase-Aktivitats-Assays bestdtigen damit die Ergeb-
nisse des Luciferase-Reportergen-Assays, auch wenn die Effizienz der durch QI-RasG12V.3S
induzierten c-Raf (Wt)-Aktivitét im Kinase-Aktivitéts-Assay um etwa 50 % geringer ist. Die
C-terminalen Lipidmodifikationen des Ras-Proteins sind demnach per se fur eine Aktivierung
der Raf-Kinase nicht essentiell.

3.1.1.3 Expressionskontrolle des QI-RasG12V.3S-Konstruktes

Die Resultate des Luciferase-Reportergen-Assays und des Kinase-Aktivitéts-Assays haben
gezeigt, dal3 die Transfektion einer im Vergleich zu RasG12V ca. funffach hthere Menge an
QI-RasG12V.3S-Plasmid zu etwa 80 % bzw. 40 % der RasG12V-vermittelten c-Raf(\Wt)-
Aktivierung fuhren. Es stellt sich die Frage, ob die gezeigten Aktivierungen durch
QI-RasG12V.3S auf eineim Vergleich zu RasG12V erhdhten Uberexpression zuriickzufiihren
sind. Deshalb wurde zur Kontrolle ein Vergleich der Expressionsniveaus des RasG12V- und
des QI-RasG12V .3S-Proteins durchgefiihrt.

RK13-Zellen wurden mit pcDNAS3-Leervektor, 100 ng des RasG12V- bzw. 500 ng des
QI-RasG12V.3S-Plasmids transient transfiziert. Nach Zellernte und -aufschlul® wurden, ge-
mal3 der unterschiedlichen Transfektionseffizienz der verschiedenen Ansétze, entsprechende
Volumina an Zell-Lysaten auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Nach Transfer der
separierten Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte die Immundetektion der Ras-Proteine
durch einen gegen H-Ras gerichteten priméren Antikorper. Das Ergebnis des Western-Blots
ist in Abbildung 3.5 dargestellt.
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Q/\,% Abbildung 3.5 Vergleich der Expression von
B G, RasG12Vund QI-RasG12V.3S
‘907 <L Zur Kontrolle der Expression von RasG12V und
) QI-RasG12V.3S wurden RK13-Zellen mit 100ng bazw.
'Oco g 700 1 500 500 ng des entsprechenden Konstruktes transient transfiziert.
4{73 /)@ 0, Zell-Lysate wurden auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel

aufgetragen und die Proteine nach Auftrennung auf eine

| PVDF-Membran transferiert. Die Immundetektion der Ras-

Proteine erfolgte durch einen gegen H-Ras gerichteten pri-

28 —» - méaren Antikorper. Das RasG12V-Protein hat ein Molekular-

gewicht von 21 kDa; wéhrend das QI-RasG12V.3S-Protein

aufgrund der zusétzlichen N-terminalen Fusion ein héheres
Molekulargewicht von 28 kDa besitzt.

21 — -

Da das chimére QI-RasG12V.3S-Protein aufgrund der zusatzlichen N-terminalen Fusion ein
um etwa 7 kDa hoheres Molekulargewicht als das RasG12V-Protein besitzt, konnte die
Expression der beiden Proteine unabhangig vom Hintergrund an endogenen Ras-Proteinen
durch direkten Vergleich der Gberexprimierten Proteine kontrolliert werden. Der Western-Blot
zeigt, dal3 es auch bel Transfektion einer funffach hoheren Menge des QI-RasG12V.3S-
Vektors zu keiner hoheren Expression des Ql-RasG12V.3S-Proteins im Vergleich zur
Expression des RasG12V-Proteins kommt. Endogenes Ras-Protein konnte unter den hier
gewdhlten V ersuchsbedingungen nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 eine héhere Menge an Ql-RasG12V.3S-
Plasmid notwendig ist, um eine &guivalente Expression im Vergleich zu RasG12V zu erzie-
len. Dies bedeutet dariber hinaus, dal? die in 3.1.1.1 und 3.1.1.2 gezeigte QI-RasG12V.3S
vermittelte c-Raf (Wt)-Aktivierung nicht auf eine im Vergleich zu RasG12V hohere Expres-

sion zuruckzufihren ist.

3.1.2 Aktivierung von c-Raf C1-Mutanten durch QI-RasG12V-
Konstrukte

In vorausgegangenen Arbeiten konnten durch extensive Alanin-Scanning-Mutagenese ober-
flachenexponierter Aminosduren der c-Raf C1-Domane zahlreiche Aminosduren mit aktivie-
renden und inhibierenden Effekt auf die RasG12V-vermittelte c-Raf(Wt)-Aktivierung identi-
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fiziert werden (Daub ef al. 1998). Die so ermittelten Aminosduren konnten zu verschiedenen
funktionellen Epitopen gruppiert werden (Abbildung 3.6). Ein aktivierendes Epitop wird aus
den Aminosauren N140, Q166 und T167 gebildet, welche in unmittelbarer Nahe der Znl-
koordinierenden Aminosduren lokalisiert sind. Ein zweites aktivierendes Epitop, bestehend
aus den Aminosauren R143 und T145, befindet sich auf dem b1-Strang der C1-Domaéne. Ein
drittes aktivierendes Epitop wird durch die Aminosauren F151, D153, Q156, K157, K171 und
H175 gebildet und ist auf den Strangen b2, b3, b5 und der al-Helix lokalisiert. Ein inhibi-
torisches Epitop wird von den C-terminalen Aminosauren S177, T182 und M 183 gebildet; ein
zweites von den auf den Strangen b1 und b4 lokalisierten Aminosauren K144 und R164. Die
Aminosaure L160 ist eine separiert lokalisierte Aminosaure mit inhibierendem Effekt, die
keinem der Epitope zugeordnet werden kann und befindet sich an einer Position, die zu der
Phorbol ester-Bindungsstelle der PKC C1-Doméne homolog ist.

Lys157

Thr145

G
Arg 143 2

GIn166

His175 Ser177

Thr182 Met183

Abbildung 3.6  Funktionelle Epitope der c-Raf C1-Domiine

Die Struktur der c-Raf C1-Doméane wurde durch NMR-Analyse bestimmt (Mott et al. 1996); Die
Oberflache wurde mittels GRASP modelliert (Nicholls ef al. 1991). Aminosduren, die zu Alanin
mutiert einen aktivierenden Effekt auf die Transaktivierung zeigen sind gelb, solche die einen
inhibierenden Effekt zeigen rot hervorgehoben. Links: Sicht auf den N-terminalen Bereich der
c-Raf C1-Doméne unter Berlicksichtigung der aktivierenden C1-Mutanten. Die Aminosauren bilden
zwei Epitope, bestehend aus den Aminosauren Asn140, GIn166 und Thr167 bzw. Argl43 und Thrl145.
Mitte: Sicht auf den C-terminalen Bereich der c-Raf C1-Doméane mit einem dritten aktivierenden
Epitop bestehend aus den Aminosduren Phel5l, Aspl53, GIn156, Lysl57, Lysl71 und Hisl75.
Rechts: zwei inhibitorische Epitope werden von den C-terminalen Aminosduren Serl77, Thrl82 und
Met183 bzw. von den Aminosauren Lys144 und Argl164 gebildet. Leul60 ist eine separiert lokalisierte
Aminosaure mit inhibierendem Effekt, die keinem Epitop zugeordnet ist.

Die dargestellten Resultate der Aktivierung der verschiedenen c-Raf C1-Mutanten wurden
durch Luciferase-Reportergen-Assays unter Verwendung von RasG12V ermittelt. Nachdem
eine Aktivierung von c-Raf (Wt) nachweislich auch durch nicht lipidmodifiziertes Ras-Protein
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erfolgen kann (vgl. 3.1.1), stellt sich die Frage, ob die von Daub et al. erhatenen Ergebnisse
bei Verwendung des artifiziellen, unmodifizierten QI-RasG12V .3S-Proteins reproduziert wer-
den kénnen. Dies gébe Aufschlul? Uber die Abhangigkeit der aktivierenden und inhibierenden
Effekte der diversen c-Raf C1-Mutanten von den posttranslationalen Lipidmodifikationen des

Ras-Proteins.

3.1.2.1 Aktivierung aktivierender C1-Mutanten durch QI-RasG12V.3S

RK13-Zellen wurden mit dem pcDNA3-Leervektor, dem c-Raf(Wt)-Plasmid und den ver-
schiedenen Konstrukten der von Daub ef al. charakterisierten aktivierenden Einfach- und
Mehrfachmutanten der c-Raf C1-Domaéne transient transfiziert. In allen Féllen erfolgte jewelils
eine Kotransfektion der Zellen mit 400 ng des QI-RasG12V.3S-Konstruktes. Nach Zellernte
und -aufschlufd wurden die Zell-Lysate in einem Luciferase-Reportergen-Assay eingesetzt
(vgl. 2.2.5.7). Abbildung 3.7 zeigt die gemittelten Daten von drel unabhangigen Experimen-
tenin Prozent der QI-RasG12V .3S-vermittelten c-Raf (Wt)-Aktivierung.

200 - 1 11

100 b esneaponthadbadtan/danfefontfontfadbadtaafdaafaahloaploathe

Relative Luciferase-Aktivitit (% der c-Raf(wt)-Aktivierung)
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R143/Q
F151/D

N140/R
F151/D153/Q

Abbildung 3.7  QI-RasG12V.3S-vermittelte Transaktivierung durch aktivierende c-Raf C1-
Mutanten im Luciferase-Reportergen-Assay

RK13-Zellen wurden mit pcDNA3-Leervektor, c-Raf(Wt)-Plasmid bzw. Konstrukten verschiedener

aktivierender c-Raf C1-Alanin-Mutanten transient transfiziert. In allen Féllen erfolgte die Kotransfek-

tion des QI-RasG12V.3S-Konstruktes. Die Daten zeigen den Mittelwert von drei unabhangigen Expe-

rimenten. Die Nebengraphik zeigt zum Vergleich die von Daubetal unter Verwendung von

RasG12V erhaltenen Resultate.
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Die Transaktivierung der unterschiedlichen c-Raf C1-Alaninmutanten durch QI-RasG12V.3S
betragt in allen Fallen zwischen 150 % und 200 % der c-Raf (Wt)-Aktivierung. Diese Resulta
te sind nahezu kongruent mit jenen, welche bei Aktivierung dieser mutierten c-Raf-Proteine
durch farnesyliertes und pamityliertes RasG12V-Protein erhalten wurden (Daub et al. 1998).
Die aktivierenden Effekte der analysierten c-Raf C1-Mutanten sind demnach unabhangig von
jedweden Ras-Lipidmodifikationen beobachtbar. Weiterhin unterstreichen die Ergebnisse die
generelle Potenz des artifiziellen QI-RasG12V.3S-Proteins zur Aktivierung der Raf-Kinase,
wenn von der allgemein niedrigeren Effizienz bei der Aktivierung einmal abgesehen wird
(val. 3.1.1).

3.1.2.2 Aktivierung inhibierender C1-Mutanten durch QI-RasG12V.3S

RK13-Zellen wurden mit dem pcDNAS3-Leervektor, dem c-Raf(Wt)-Plasmid und den
verschiedenen Konstrukten der von Daub et al. charakterisierten inhibierenden Einfach- und
Mehrfachmutanten der c-Raf C1-Domaéne transient transfiziert. In allen Fallen erfolgte jewelils
eine Kotransfektion der Zellen mit 400 ng des QI-RasG12V.3S-Konstruktes. Nach Zellernte
und -aufschlufd wurden die Zell-Lysate in einem Luciferase-Reportergen-Assay eingesetzt
(vgl. 2.2.5.7). Abbildung 3.8 zeigt die gemittelten Daten von drel unabhangigen Experimen-
tenin Prozent der QI-RasG12V .3S-vermittelten c-Raf (Wt)-Aktivierung.

Der inhibitorische Effekt der c-Raf C1 Einzelmutanten S177A, T182A und M183A bewirkt
eine Reduktion der Aktivierung auf ca. 65 % bis 70 % der Raf(Wt)-Aktivierung und ist damit
etwas starker als bei der RasG12V-induzierten Transaktivierung. Die Kombination dieser drel
Einzelmutanten bzw. die Doppelmutante S177/T182A fihrt zu einer Aktivierung durch
QI-RasG12V.3S von 35% bzw. 65 % und ist damit gleich der durch lipidmodifiziertes
RasG12V-Protein erzielten Aktivierung. Die Inhibierung durch die Einzelmutanten K144A,
L160A und R164A ist be Vewendung von QI-RasG12V.3S zur Stimulation mit
20% bis30 % deutlich stérker als bel Induzierung durch RasG12V, be der fur diese
mutanten c-Raf-Proteine Werte von 70 % bis 80 % verglichen mit c-Raf (Wt) erhalten wurden.
Auch die Kombination von K144A mit R164A bzw. L160A fihrt bei QI-RasG12V.3S
vermittelter Transaktivierung mit weniger als 10 % zu einer starkeren Reduzierung der Akti-
vierung as bei Stimulation durch RasG12V, bei der 32 % bzw. 15 % erhalten wurden, und
liegt damit im Bereich der Leervektor-Kontrolle. Die Vierfachmutante K144/R164/T182/
M183A fihrt zur kompletten Inhibierung der Raf-Aktivierung, unabhangig, ob die Stimu-
lation durch RasG12V oder durch QI-RasG12V.3S erfolgte.
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Abbildung 3.8  QI-RasG12V.3S-vermittelte Transaktivierung durch inhibierende c-Raf C1-
Mutanten im Luciferase-Reportergen-Assay

RK13-Zellen wurden mit pcDNA3-Leervektor, c-Raf(Wt)-Plasmid bzw. Konstrukten verschiedener
inhibierender c-Raf C1-Alanin-Mutanten transient transfiziert. In alen Fallen erfolgte die K otransfek-
tion des QI-RasG12V.3S-Konstruktes. Die Daten zeigen den Mittelwert von drei unabhéngigen Ex-
perimenten. Dunkel hervorgehoben: signifikant geringere Transaktivierung als bei Stimulation mit
RasG12V (Daub et al. 1998). Die Nebengraphik zeigt zum Vergleich die von Daub ef al. unter Ver-
wendung von RasG12V erhaltenen Resultate.

Auch die fur die inhibierenden c-Raf C1-Mutanten erbrachten Resultate stimmen weitest-
gehend mit denen Uberein, die bei Aktivierung dieser mutierten c-Raf-Proteine durch farnesy-
liertes und palmityliertes RasG12V-Protein erhaten wurden (Daub ef al. 1998). Die inhibie-
renden Effekte der analysierten c-Raf C1-Mutanten sind demnach ebenfalls unabhangig von
jedweden Ras-Lipidmodifikationen beobachtbar. Die Rolle der in Abhangigkeit des jewells
eingesetzten Ras-Proteins am stérksten differierenden ¢-Raf C1-Mutanten bzw. deren Kombi-
nationen werden unter 3.1.2.3 ndher analysiert. Zusammenfassend unterstreichen auch diese
Ergebnisse die generelle Potenz des artifiziellen QI-RasG12V.3S-Proteins zur Aktivierung
der Raf-Kinase.
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3.1.2.3 Aktivierung inhibierender C1-Mutanten durch QI-RasG12V.3C

Speziell die inhibierenden c-Raf C1-Mutanten K144A, L160A und R164A und deren Kombi-
nationen zeigen bei Stimulation durch QI-RasG12V.3S eine deutlich stéarkere Reduzierung
der Transaktivierung als bei Stimulation durch RasG12V (vgl. 3.1.2.2). Zur naheren Untersu-
chung dieses Phdnomens sollte analysiert werden, wie sich die inhibierenden c-Raf C1-
Mutanten bei Vermittlung der Aktivierung durch ein Ras-Protein verhalten, das zusétzlich zu
der aminoterminalen Transmembran-Helix Uber die konventionellen C-terminalen Lipidmodi-

fikationen verfigt und damit eine doppelte Verankerung in der Plasmamembran aufweist.

Dazu wurden RK13-Zellen analog zu den unter 3.1.2.2 beschriebenen Experimenten transient
transfiziert, wobei jedoch in allen Fallen eine Kotransfektion der Zellen mit 400 ng des
QI-RasG12V.3C-Konstruktes (vgl. Abbildung 3.2) erfolgte. Nach Zellernte und —aufschluf3
wurden die Zell-Lysate in einem Luciferase-Reportergen-Assay eingesetzt (vgl. 2.2.5.7).
Abbildung 3.9 zeigt die gemittelten Daten von drei unabhangigen Experimenten in Prozent
der QI-RasG12V .3C-vermittelten c-Raf (Wt)-Aktivierung.

Abbildung 3.9
1004 —
QI-RasG12V.3C-vermittelte Transaktivie-
rung durch inhibierende c-Raf C1-Mutan-
L= ten im Luciferase-Reportergen-Assay
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i vektor, c-Raf (Wt)-Plasmid bzw. Konstrukten
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Fadlen efolgte die Kotransfektion des
B I QI-RasG12V.3C-Konstruktes. Die Daten zei-
gen den Mittelwert von drel unabhangigen
Experimenten. Dunkel hervorgehoben: signi-
fikant stérkere Transaktivierung als bei Sti-
mulation mit QI-RasG12V.3S (vgl. 3.1.2.2).
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Die Inhibition durch die c-Raf C1 Einzelmutanten S177A, T182A und M183A betragt bei
Aktivierung durch QI-RasG12V.3C zwischen 75 % und 80 % und ist damit minimal geringer
as bel Induzierung durch QI-RasG12V.3S. Das Aktivierungsniveau ist damit vergleichbar
mit dem, das bei Stimulation durch RasG12V beobachtet wird. Auch die Dreifachmutante
S177/T182/M183A zeigt bel Kotransfektion des QI-RasG12V.3C-Konstruktes eine um etwa
10 % starkere Aktivierung als bei Kotransfektion des QI-RasG12V.3S-Plasmids. Die durch
die Doppelmutante S177/T182A erzielte Transaktivierung liegt bel gut 60 %, unabhangig, ob
die Induzierung durch das QI-RasG12V.3C- oder das QI-RasG12V.3S-Konstrukt erfolgte.
Die Aktivierungen der Einzelmutanten K144A, L160A und R164A zeigen, verglichen mit der
QI-RasG12V.3S-vermittelten Transaktivierung bei der das Niveau der Aktivierung zwischen
20% und 30 % liegt, mit ca. 70%, 65% und 40% den starksten Anstieg. Auch die
QI-RasG12V.3C—vermittelte Transaktivierung der Doppelmutanten K144/R164A und
K144/L.160A zeigt im Vergleich zu den in 3.1.2.2 dargestellten Resultaten einen etwa drei-
fachen Anstieg der Transaktivierung. Die erzielten stdrkeren Aktivierungen bel Verwendung
des QI-RasG12V.3C-Konstruktes kénnen nicht durch eine Wechselwirkung der bel diesem
Ras-Protein vorhandenen Lipidmodifikationen erklart werden, da die potentiellen fir diese
Interaktion relevanten Aminosauren zu Alanin mutiert sind und diesbeziiglich nicht den Wild-
typ reprasentieren. Fur die beobachteten Abweichungen scheint vielmehr die unterschiedliche
Art der Membranverankerung der verschiedenen Ras-Konstrukte und deren unterschiedliche
Orientierung bzw. Distanz zur Plasmamembran verantwortlich zu sein. Auch die Interaktio-

nen zu anderen Proteinen der Signalkaskade kann davon beeinfluft werden.

Zusammenfassend |3t sich sagen, dal3 auch das zweifach in der Plasmamembran inserierte
QI-RasG12V.3C—Protein zur Aktivierung der Raf-Kinase fahig ist. Damit scheint vielmehr
die generelle Membranlokalisation des Ras-Proteins als die Art und Weise der Verankerung
fur die Raf-Aktivierung von Bedeutung zu sein.

3.1.3 Aktivierung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) durch verschie-
dene RasG12V-Konstrukte

In den vorausgegangenen Abschnitten konnte gezeigt werden, dal3 sowohl ¢-Raf(Wt) als auch
zahlreiche c-Raf-Konstrukte mit inhibierenden oder aktivierenden Mutationen in der C1-
Domaéne durch nicht farnesyliertes und palmityliertes RasG12V aktiviert werden kénnen. In

dem folgenden Abschnitt soll die in der Literatur kontrovers diskutierte Hypothese einer
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potentiellen Interaktion der Farnesylgruppe mit der C1-Doméne der Raf-Kinase weiter ent-
kraftet werden. Zu diesem Zweck wurde ein c-Raf-Konstrukt konzipiert, dessen C1-Doméne
vollstandig deletiert ist (Abbildung 3.10).

1 62 254 269 330 627 648
51| 131 139 184 \ /
| | 1 1
3 CR3
CR1 ©
N-terminal e regul atorische Doméne C-terminale Kinase-Domane

Abbildung 3.10 Schematische Darstellung des c-Raf(DC1)-Konstruktes

Das c-Raf(DC1)-Konstrukt unterscheidet sich von c-Raf(Wt) durch die Deletion (D) der Aminosduren
139 bis 184 und damit der kompletten C1-Doméne. RBD = Ras-Bindungsdomane; C1 = C1-Domaéne;
CR1, CR2 und CRS3 = conserved region 1, 2 und 3. Die Zahlen geben die Position der die jeweiligen
Doménen flankierenden Aminosduren an.

Dieses als c-Raf(DC1) bezeichnete Konstrukt mul3 zundchst auf seine Aktivierbarkeit durch
konventionelles, d.h. lipidmodifiziertes Ras-Protein gepriift werden. Erweist sich c-Raf(DC1)
im zellul&ren System als aktiv, soll analysiert werden, ob Unterschiede in der Aktivierbarkeit
von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) durch die verschiedenen Ras-Proteine und deren unterschied-

lichen Modi der Membranverankerung feststellbar sind.

3.1.3.1 Aktivierung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) durch RasG12V

RK13-Zellen wurden mit dem pcDNAS3-Leervektor, dem c-Raf(Wt)- bzw. c-Raf(DC1)-
Konstrukt ohne bzw. zusédtzlich mit einem RasG12V-Plasmid transient transfiziert. Nach
Zellernte und -aufschluf® wurden die Zell-Lysate in einem Luciferase-Reportergen-Assay
eingesetzt (vgl. 2.2.5.7). Abbildung 3.11 zeigt die gemittelten Daten von drei unabhangigen
Experimenten. Das c-Raf(DC1)-Konstrukt weist eine hohe Basalaktivitdt auf. Diese ist ge-
genuiber der basalen Aktivitat des c-Raf(Wt)-Proteins um das funffache erhéht und betragt
etwa 50 % der durch RasG12V-vermittelten c-Raf(Wt)-Aktivierung. Die Koexpression des
c-Raf(DC1)- und des RasG12V-Proteins bewirkt eine Erhdhung der c-Raf(DC1)-Aktivierung
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Uber die Basalaktivitat hinaus auf ein Niveau von ca. 100 % der RasG12V-induzierten
c-Raf (Wt)-Aktivierung. Die erhdhte Basal aktivitét von etwa 50 % der RasG12V-vermittelten
c-Raf(DC1)-Aktivierung zeigt, dal} die c-Raf C1-Doméane eine wichtige Funktion bei der
negativen Regulation der c-Raf-Kinaseaktivitdt besitzt. Die Deletion der C1-Doméne verur-
sacht offensichtlich eine teilweise Aufhebung eines inhibierenden Regulationsmechanismus,
so dal3 c-Raf (DC1) auch ohne Stimulation durch konstitutiv aktives RasG12V aktiv ist.

z: . Abbildung 3.11
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3.1.3.2 Bindung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) an RasG12V

Die in 3.1.3.1 dargestellten Resultate zeigen, dal3 das artifizielle c-Raf(DC1)-Protein durch
RasG12V erfolgreich aktiviert werden kann, wobei es eine relativ hohe Basalaktivitdt von
etwa 50 % der Ras-vermittelten c-Raf(DC1)-Aktivierung aufweist. Hier stellt sich die Frage,
inwiefern die Deletion der c-Raf C1-Doméne die Ras/Raf-Interaktion beeinfluf3t. Zur Unter-
suchung dieser Fragestellung wurde das unter 2.2.4.5 ausfihrlich dargestellte GAL4-Two-
Hybrid-System in S. cerevisiae angewendet. Dieses System ermoglicht sowohl eine quali-
tative als auch semiquantitative Bestimmung der Interaktion zweier Proteine in einem
eukaryontischen in vivo-System. Fiur die in diesem Abschnitt der Arbeit durchgefuhrten
Experimente wurden das c-Raf(Wt)-, das c-Raf(DC1)- und das RasG12V-Konstrukt in die
entsprechenden Hefe-Vektoren kloniert. Bel letzterem handelt es sich um C-termind

verklrztes RasG12V(i-166), das posttranslational nicht modifiziert wird. Dadurch erfolgt keine
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Insertion des Proteins in die Plasmamembran, sondern die fir diese Methode unabdingbare
Trandokation in den Zellkern.

S. cerevisiae-Zellen des Stammes Y 190 wurden mit dem RasG12V/(1.166)-Plasmid und jeweils
einem der beiden c-Raf-Konstrukte transformiert und auf LTH -Platten ausgestrichen. Nach
ca. funf Tagen Wachstum konnten auf beiden Selektionsplatten zahlreiche Kolonien identi-
fiziert werden, was zunéchst qualitativ eine Interaktion der in den Hefen exprimierten Ras-
und Raf-Proteine anzeigt. Zwecks Quantifizierung wurden jeweils drei Kolonien auf neuen
LTH -Platten replattiert und fir etwa drei weitere Tage inkubiert. Nach Aufschluf? der jeweils
gleichen Anzahl an Hefe-Zellen wurde die Aktivitédt der in den Hefen exprimierten
b- Galactosidase als Parameter der Ras/Raf-Interaktion semiquantitativ bestimmt. Abbil-
dung 3.12 zeigt die gemittelten Daten der drei unabhéngigen Experimente.

160000 Abbildung 3.12
S [] |+ RasG12v
140000 - Semiquantitative Bestimmung der Bindung
. von H-Ras an c-Raf(Wt) bzw. c-Raf(DC1)
b 120000 4 im Two-Hybrid-System
-‘E S. cerevisiae-Zellen des Stammes Y190
i 100000 - wurden mit dem pPC86c-Raf(Wt)- bzw.
< pPC86 c-Raf (DC1)-Konstrukt  transformiert.
g In  beiden  Fdlen  efolge  die
g 80000 - Kotransformation des pPC97 RasG12V .1¢6
B 1 Plasmids. Nach erfolgreichem Wachstum auf
i) 60000 - LTH -Platten wurden gleiche Mengen an
c_% ] Hefe-Zellen aufgeschlossen und die b-
A 40000 1 — Galactosidase-Aktivitét als Mal der Ras/Raf-
S Interaktion semiquantitativ gemessen
20000 (vgl. 2.2.4.5.2). Die Daten zeigen den Mittel-

wert von drei unabhéngigen Experimenten.
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Die fur die Bindung von RasG12V und c-Raf(DC1) bestimmte relative b-Galactosidase-
Aktivitét betragt 3,9 10* und damit etwa 26 % der fiir die Interaktion von RasG12V und
c-Raf(Wt) gemessenen Enzym-Aktivitat von 1,5  10°. Die Resultate kénnen als Indiz firr die
Beteiligung der c-Raf C1-Doméne an der Ras/Raf-Interaktion gewertet werden und korrelie-
ren mit Ergebnissen vorausgegangener Arbeiten, bei denen der die Aminoséuren S177, T182
und M183 der C1-Doméane umfassende Bereich as potentielles Ras-Bindungsepitop identi-
fiziert wurde (Daub et al. 1998). Im Two-Hybrid-System zeigt die Mehrfachmutante S177/
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T182/M183A gegenuber c-Raf(Wt) eine auf etwa 10 % bis 35 % reduzierte b-Galactosidase-
Aktivitdt. Auch wenn in vorausgegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte, dal3 eine
guantitative Korrelation zwischen der in vitro gemessenen Bindungsaffinitét verschiedener
c-Raf RBD-Einzelmutanten und der b-Galactosidase-Aktivitdt im Two-Hybrid-System be-
steht (Jaitner et al. 1997), ist eine Abnahme der b-Galactosidase-Aktivitdt um 75 % nicht
aquivalent zu einer invitro gemessenen Abnahme der Bindungsenergie im Sinne eines
Kp-Wertes. Der Beitrag der c-Raf C1-Doméne zur Gesamtbindungsenergie der Ras/Raf-

Interaktion ist eher als gering einzuschéatzen.

3.1.3.3 Aktivierung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) durch QI-RasG12V.3S
und QI-RasG12V.3C
Zur weiteren Funktionsanalyse der c-Raf C1-Doméne und deren potentieller Interaktion mit
den C-terminalen Lipidmodifikationen des Ras-Proteins wurden transiente Transfektionen
von RK13-Zellen mit dem entsprechenden c-Raf (Wt)- respektive c-Raf(DC1)-Plasmid vor-
genommen, jeweils allein bzw. bel zusétzlicher Transfektion des QI-RasG12V.3S- bzw. des
QI-RasG12V.3C-Konstruktes. Die Zell-Lysate wurden nach Zellernte und —aufschluf in
einem Luciferase-Reportergen-Assay eingesetzt (vgl. 2.2.5.7). Abbildung 3.13 zeigt die ge-

mittelten Daten von drei unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 3.13 Vergleich der QI-RasG12V.3S- und QI-RasG12V.3C-vermittelten Transakti-

vierung durch c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) im Luciferase-Reportergen-Assay
RK 13-Zellen wurden mit c-Raf (Wt)- bzw. c-Raf(DC1)-Plasmid transient transfiziert. Wo angezeigt er-
folgte eine zusétzliche Kotransfektion des QI-RasG12V.3S- bzw. des Ql-RasG12V 3C-Konstruktes.
Die Daten zeigen den Mittelwert von drei unabhéngigen Experimenten.
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Die Abbildung zeigt zunéchst die reproduzierbar hohe Basalaktivitdt des c-Raf(DC1)-
Konstruktes. Die Koexpression des QI-RasG12V .3S-Konstruktes fuhrt zu einer Erhéhung der
c-Raf(DC1)-Aktivierung um das 1,7-fache der Basalaktivitdt. Das Aktivierungsniveau ent-
spricht damit etwa der durch das QI-RasG12V.3S-Konstrukt induzierten c-Raf(Wt)-
Aktivierung. Die Aktivierbarkeit eines Raf-Proteins mit deletierter C1-Doméane durch ein
konstitutiv aktives Ras-Konstrukt ohne die konventionelle C-terminale Farnesylierung und
Palmitylierung zeigt, dal? eine Interaktion der c-Raf C1-Doméne mit den Lipidmodifikationen
des Ras-Proteins auszuschlief3en ist. Das QI-RasG12V.3C-Konstrukt, welches durch eine
N-terminale Transmembran-Helix und zusétzlich durch die C-terminaen Ras-Lipidmodifi-
kationen in der Plasmamembran verankert ist, fihrt verglichen mit der Stimulation durch das
QI-RasG12V.3S-Konstrukt zu einem signifikanten Anstieg der c-Raf(Wt)-Aktivierung um
das 1,6-fache. Eine vergleichbare Erhdhung der Ql-RasG12V.3C-induzierten Aktivierung
kann auch bei Verwendung des c-Raf (DC1)-Konstruktes gemessen werden. Diese experimen-
tellen Ergebnisse kdnnen in der Weise interpretiert werden, as dal3 die unzuléangliche raum-
liche Orientierung des artifiziellen QI-RasG12V.3S-Konstruktes an der Plasmamembran, be-
dingt durch die aminoterminale Fusion der Transmembran-Helix und des 24 Aminosiure
langen linkers, durch eine zusétzliche C-terminale Insertion zumindest teilweise kompensiert

werden kann.

3.1.3.4 Aktivierung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) durch QI-RasG12V.3S
und C-terminal verkiirzte QI-RasG12V-Konstrukte
Die durch Rontgenstrukturanalyse bestimmte dreidimensionale Struktur des H-Ras-Proteins
(Pai et al. 1989) umfald nicht das Protein in seiner vollen Lange, sondern gibt ein C-terminal
um 23 Aminosauren verkirztes H-Ras-Konstrukt wieder (H-Rasi-166)). Die Schwierigkeiten
bei der Expression und Kristalisation des kompletten H-Ras-Proteins deuten auf einen
flexiblen und unstrukturierten C-Terminus hin. Die meisten der zu H-Ras durchgefihrten Ex-
perimente wurden deshalb aus historischen Grinden mit diesem verkirzten Konstrukt unter-
nommen. Dennoch wird zeitweilig diskutiert, ob den letzten ca. 20 Aminosauren des H-Ras-
Proteins, abgesehen von der posttranglationalen Modifikation und der dadurch bedingten
Lokalisation des Ras-Proteins an der Plasmamembran, eine weitergehende Funktion zu-
kommen. Auch wenn die C-terminalen Lipidmodifikationen des Ras-Proteins offensichtlich
nicht mit der C1-Doméane der Raf-Kinase interagieren, ware denkbar, dald3 eine Wechsal-

wirkung zwischen den letzten 23 C-terminalen Aminosduren und der c-Raf C1-Doméane
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bestehen und so fir die Ras-vermittelte c-Raf-Aktivierung von Bedeutung sind. Um diese
Fragestellung ndher zu untersuchen, wurden mehrere RasG12V-Konstrukte mit C-terminalen
Verkirzungen unterschiedlicher Lange konzipiert (Abbildung 3.14). Die Insertion in die
Plasmamembran wird bei diesen Proteinen wie im Falle des QI-RasG12V.3S-Konstruktes

durch die aminoterminale Fusion einer Transmembran-Helix gewéhrleistet.
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Abbildung 3.14 Schematische Darstellung C-terminal verkiirzter QI-RasG12V-Konstrukte
Oben: Darstellung des bereits beschriebenen QI-RasG12V.3S-Proteins. Darunter die Konstrukte
QI-RasG12V.181, QI-RasG12V.171 bzw. QI-RasG12V.166 mit Deletion der letzten 8, 18 bzw. 23
C-terminalen Aminosauren (C—>S = Mutation von Cystein zu Serin).

Im folgenden soll vergleichend analysiert werden, ob Unterschiede in der Aktivierbarkeit von
c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) durch die verschieden verkirzten Ras-Konstrukte festzustellen
sind, aus denen eine potentielle Interaktion zwischen dem RasC-Terminus und der
Raf C1-Doméne abgeleitet werden konnte. Dazu wurden RK13-Zellen mit RasG12V bzw.
mit jeweils 400 ng der verschiedenen Ql-RasG12V-Konstrukte transient transfiziert. Dabel
erfolgte jeweils die Koexpression des c-Raf(Wt)- bzw. des c-Raf(DC1)-Proteins. Die Zéll-
Lysate wurden nach Zellernte und —aufschlufd in einem Luciferase-Reportergen-Assay ein-
gesetzt (vgl. 2.2.5.7). Abbildung 3.15 zeigt die gemittelten Daten von drei unabhangigen

Experimenten.

Die Ergebnisse zeigen zundchst die Reproduzierbarkeit der Aktivierung des c-Raf (Wt)- und
des c-Raf(DC1)-Proteins durch das QI-RasG12V.3S-Konstrukt. Die Koexpression der ver-
schiedenen verkirzten Ql-RasG12V-Konstrukte mit c-Raf(Wt) fuhrt zu Werten zwischen
99% und 131 % der RasG12V-induzierten c-Raf(Wt)-Aktivierung. Die Stimulation von
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c-Raf(DC1) durch dieselben Ras-Konstrukte fhrt zu vergleichbaren Aktivierungsniveaus und

liegen zwischen 98 % und 116 % bezogen auf die RasG12V-vermittelte Aktivierung. Die ten-

denziell hoheren Aktivierungen sind durch erfahrungsgemald unterschiedlich starke Ex-

pression der eingesetzten Ras-Konstrukte bedingt (C. Block, personliche Mitteilung). Ent-

scheidend ist, dal’3 keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Aktivierbarkeit von
c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) durch die diversen C-termina verkirzten Ras-Konstrukte fest-

stellbar sind. Ein EinflulR der letzten 23 C-terminalen Aminosauren des Ras-Proteins auf die

Raf-Aktivierung kann, zumindest mit der hier benutzten Methode, nicht beobachtet werden.
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Abbildung 3.15

Vergleich der Transaktivierung durch
c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) vermittelt
durch QI-RasG12V.3S und C-terminal
verkiirzte QI-RasG12V-Konstrukte im
Luciferase-Reportergen-Assay
RK13-Zellen wurden mit RasG12V-, Ql-
RasG12V.3S-Plasmid bzw. QI-RasG12V-
Konstrukten mit C-terminalen Verkir-
zungen unterschiedlicher Grof3e transient
transfiziert. Wo angezeigt erfolgte eine
zusétzliche Kotransfektion des c-Raf (Wt)-
bzw. des c-Raf(DC1)-Plasmids. Die Daten
zeigen den Mittelwert von drei unabhang-
igen Experimenten.
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3.2 Identifizierung eines mit der c-Raf C1-Domaéane inter-
agierenden Ras-Epitops

Die Ras-Subfamilie umfaldt neben den namengebenden Ras-Proteinen weitere Mitglieder, so
etwa verschiede Isoformen der Rap-Proteine. Abbildung 3.16 zeigt exemplarisch den Ver-
gleich der Aminosiuresequenz des H-Ras- und des RaplA-Proteins. Bezogen auf ihre Ge-
samtheit zeigen die beiden Proteine eine Identitét von 50 %. Im Bereich der Effektor-Region,
auch als Kerneffektor-Region bezeichnet (Aminosduren 32 bis 40), sind die Sequenzen sogar
vallig identisch. Dieser Bereich ist fur die Interaktion mit Effektor-Proteinen essentiell und ist
weitestgehend mit der switch I-Domane identisch. N- und C-terminal dieser Region ist eine
Aktivierungs-Region lokalisiert, von deren Bereichen angenommen wird, dal? sie fur die Ver-
mittlung der Effektorspezifitdt und fUr die Modulation der Affinitéen zu verschiedenen
Effektoren von Bedeutung sind. Die Aktivierungs-Region erstreckt sich auf die Aminosauren
25 bis 31 und 41 bis53 (Okada et al. 1999; Tamada et al. 1997), wobei die Angaben in der
Literatur zur Ausdehnung der zweiten Region sehr unterschiedlich sind. So wurden auch Ein-
grenzungen dieses Bereichs bis zu den Aminosauren 54, 59 oder 49 getroffen (Hu et al. 1995;
Shirouzu et al. 1994; Zhang et al. 1990). Innerhalb dieser Aktivierungs-Region, an den Posi-
tionen 26, 27 und 45, liegen drei prominente Aminosaurereste, fir die eine Beteiligung an der
Ras/Raf-Interaktion diskutiert wird.

Effektor-Reglon
26 27 32 40 45 64
H-Ras 1 MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVMIDGETCLLDILDTAGQEEY|
Rap 1A 1 MREYKLVVLGSGGVGKSALTVQFVQGIFVEKYDPTIEDSYRKQVEVDCQOCMLEILDTAGTEQE
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Abbildung 3.16 Vergleich der Aminosiuresequenz von H-Ras und Rapl1A

Die switchI- und switch II-Domanen der beiden GTPasen sind gelb, die Effektor-Region (auch
Kerneffektor-Region genannt) hellblau unterlegt. N- und C-terminal der Effektor-Region liegt die
Aktivierungs-Region (grin markiert), die hinsichtlich der Effektorspezifitdt und der Modulation der
Affinitdt zu verschiedenen Effektoren eine Rolle spielt. Total konservierte Aminosauren sind mit
einem Stern gekennzeichnet. Fiir die Untersuchungen dieses Teils der Arbeit wichtige Aminosauren
sind dunkelblau umrahmt. Die fir die posttranslationale Lipidmodifikation relevante, C-terminal loka-
lisierte CaaX-Box ist lilafarben hervorgehoben. Die Serine 177 bzw. 180 stellen potentielle Phosphor-
ylierungsstellen dar.



ERGEBNISSE 120

So fuhren die Mutationen N26G und V45E zu einem Verlust der Ras/Raf-Interaktion (Hu
et al. 1995; Hu et al. 1997) und zur Inhibition der Raf-Aktivierung (Akasaka et al. 1996;
FujitarY oshigaki et al. 1991; Shirouzu et al. 1994; Tamada et al. 1997). Hinweise flr eine be-
sondere Bedeutung der Aminosdure an Position 45 wurden auch durch weitere voraus-
gegangene Experimente erhalten; bel der schrittweisen Transformation von H-Ras zu RaplA
durch sukzessive Mutation der zwischen den beiden Proteinen divergierenden Aminosauren,
bzw. durch artifiziell hergestellte Ras/Rap-Chiméren konnte Valin 45 in Ras als ein kritischer
Rest fur die Ras-Funktion identifiziert werden (Marshall et al. 1991; Zhang et al. 1990). Es
wird vermutet, dal3 Valin 45 an der Interaktion zwischen Ras und der Raf-Kinase beteiligt ist
und eventuell zusammen mit anderen Aminosauren ein weiteres Raf-Bindungsepitop neben
der bereits charakterisierten Effektor-Region darstellt. Als weiterer Aminosdurerest fur die
Ras/Raf-Bindung wird das Tyrosin 64 des Ras-Proteins diskutiert, wenngleich dieses sich in
der switch II-Doméane und damit aul3erhalb der Aktivierungs-Region befindet. Zum besseren
Versténdnis sind in der Abbildung 3.17 die diskutierten Bereiche und Aminosaurereste in der

dreidimensionalen Struktur des H-Ras-Proteins dargestellt.

Abbildung 3.17

Val 45 «

Lokalisation der Aminosiduren Asn260,
His27, Val45 und Tyr64 in der drei-
dimensionalen Struktur von H-Ras_1
Die fur die Effektor-Interaktion essentielle
Effektor-Region ist dunkelblau hervorge-
hoben. Die angrenzenden Bereiche der
Aktivierungs-Region sind griin markiert. Die
diskutierten Aminosduren Asn26, His27,
Vad45 und Tyre4 sind gelb dargestellt
(ndhere Erlauterungen im Text). Das ge-
bundene GTP ist as Stabmodell wieder-
gegeben. Die Abbildung wurde mit dem
Programm WebLabViewer 4.0 erstellt (ver-
andert nach Schlichting et al. 1990).

Auch auf seiten der Raf-Kinase wird neben der RBD ein zweiter Interaktionsbereich mit
geringer Affinitdt fur die Ras/Raf-Bindung diskutiert. Daub et al. konnten beispielsweise ein
putatives interagierendes Epitop, bestehend aus den Aminosduren S177, T182 und M183 der
c-Raf C1-Domaéne, identifizieren. Andere Autoren vermuten in den Aminoséuren L149 und
F151 einen ebensolchen Interaktionsbereich (Williams et al. 2000), wobei hier jedoch die
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Farnesylgruppe des posttranslational modifizierten Ras-Proteins bei der Wechselwirkung von
zusétzlicher Bedeutung sein soll. Die Betelligung der Ras-Lipidmodifikationen bei einer
solchen Interaktion ist jedoch umstritten und konnte in der vorliegenden Arbeit nicht

verifiziert werden (siehe 3.1).

In diesem Teil der Arbeit soll zundchst der Effekt von Aminosdure-Substitutionen der
Position 45 des Ras-Proteins auf die Ras-vermittelte c-Raf(Wt)-Aktivierung untersucht
werden. Sollten sich dabei inhibierende Effekte zeigen, stellt sich hinsichtlich einer putativen
Interaktion mit der Raf C1-Doméne die Frage, wie sich eine Transaktivierung des unter
3.1.3.1 charakterisierten c-Raf(DC1)-Konstruktes mit vollsténdiger Deletion der C1-Doméne
darstellt. Dartiber hinaus soll der Einflul® weiterer Aminoséuren der Aktivierungs-Region auf
die Ras-induzierte Aktivierung der beiden Raf-Proteine analysiert werden. Fir die durch
Luciferase-Reportergen-Assays ermittelten Aktivierungsdaten soll paralel mittels Two-
Hybrid-System nach Divergenzen bezlglich der Bindung zu c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1)
gefahndet werden. Durch Bestimmung von Ras-Mutanten, die eine Diskriminierung zwischen
diesen beiden Raf-Konstrukten zeigen, soll in folgendem ein zweites Raf-Bindungsepitop auf
seiten des Ras-Proteins charakterisiert werden. Zuletzt wird der Versuch unternommen, einem
solchen identifizierten zweiten Bindungsepitop enen interagierenden Bereich seitens der Raf-

Kinase respektive der c-Raf C1-Doméne, gegeniiberzustellen.

3.2.1 Aktivierung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) durch ver-
schiedene RasG12V.V45-Mutanten

In diesem Teil der Arbeit soll der Effekt verschiedener Aminosdure-Substitutionen in der
Position 45 des konstitutiv aktiven H-Ras-Proteins auf die Ras-vermittelte Aktivierung von
c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) im Luciferase-Reportergen-Assay untersucht werden. Dazu wurde
zun&chst ein RasG12V-Konstrukt konzipiert, welches anstatt der in H-Ras an dieser Position
befindlichen Aminoséure Valin die zu RaplA analoge Aminosdure Glutamat besitzt (V45E).
Die Substitution eines kleinen hydrophoben Aminosdurerestes durch einen sterisch
anspruchsvollen, negativ geladenen Rest |8 in diesem Fall einen starken Effekt auf die
Aktivierung der Raf-Kinase erwarten. Um eine differenziertere Aussage Uber die Relevanz
der unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der Aminosauren in dieser Position machen
zu konnen, wurden weitere Konstrukte erstellt. Durch die Mutation V45R wird ein ebenfalls

sterisch anspruchsvoller Aminosdurerest an dieser Position eingefuhrt, der jedoch ene



ERGEBNISSE 122

positive Ladung aufweist. Das RasG12V.V45W-Konstrukt besitzt bedingt durch einen
Tryptophanrest eine ebenfalls raumlich anspruchsvolle Seitenkette, jedoch mit hydrophobem
Charakter. Um zu Uberpriifen, ob auch weniger drastische Veranderungen noch zu
detektierbaren Effekten im Aktivierungs-Assay fuhren, wurde mit der Mutante V45A dariiber
hinaus ein Konstrukt geschaffen, das in der Position 45 Uber eine nur moderate Substitution

durch ein Alanin verfigt (vgl. 2.2.5.9).

Fir die Untersuchungen wurden RK13-Zellen mit den verschiedenen mutierten RasG12V-
Konstrukten separat transfiziert. Dabei erfolgte in jeweils einem Drittel der Ansdtze durch
Kotransfektion der entsprechenden Plasmide eine zusétzliche Expression des c-Raf (Wt)- bzw.
c-Raf(DC1)-Proteins. Die Lysate der geernteten und aufgeschlossenen Zellen wurden in
einem Luciferase-Reportergen-Assay eingesetzt und die Luciferase-Aktivitdaten bestimmt
(vgl. 2.2.5.7). Die Abbildung 3.18 zeigt die aus drei unabhangigen Experimenten erhaltenen
und gemittelten Daten fur die durch die verschiedenen Ras-Proteine vermittelten c-Raf(Wt)-
bzw. c-Raf (DC1)-Aktivierungen.
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Abbildung 3.18  Vergleich der Transaktivierung durch c-Raf(Wt) bzw. c-Raf(DC1) unter Ver-

mittlung verschiedener RasG12V.V45-Konstrukte im Reportergen-Assay
RK13-Zellen wurden mit Plasmiden der verschiedenen RasG12V.V45-Mutanten transient transfiziert.
In A) bzw. B) erfolgte eine zusétzliche Kotransfektion des c-Raf(Wt)- bzw. c-Raf(DC1)-Konstruktes.
Die Daten zeigen den Mittelwert von drei unabhéngigen Experimenten.



ERGEBNISSE 123

Die Substitution des Valin45 in Ras durch die sterisch anspruchsvollen Aminosauren
Glutamat (V45E), Arginin (V45R) bzw. Tryptophan (V45W) flhren ungeachtet der
unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der Aminosdurereste zu ener drastischen
Inhibition der Transaktivierung durch c-Raf(Wt) auf 13%bis19% der RasG1l2V-
vermittelten c-Raf(Wt)-Aktivierung (Abbildung 3.18 A). Die Alanin-Mutation (V45A),
welche eine relativ moderate Aminosauresubstitution darstellt, flhrt zu einer weniger starken
Inhibition und betrégt ca. 36 % der durch RasG12V induzierten c-Raf(Wt)-Aktivierung.
Samtliche RasG12V.V45-Mutanten zeigen bei alleiniger Transfektion eine sehr niedrige
basale Aktivierung von etwa 50 % bis 80 % der RasG12V-bedingten Basalaktivitét. Die
inhibierenden Effekte der verschiedenen RasG12V.V45-Mutanten sind bel Aktivierung von
c-Raf(DC1) allgemein deutlich geringer (Abbildung 3.18 B). So vermittelt RasG12V.V45E
verglichen mit RasG12V eine Transaktivierung durch c-Raf(DC1) von ca. 92 %. Die Ubrigen
RasG12V.V45-Mutanten bewirken jeweils eine Transaktivierung von etwa 67 % der
RasG12V-vermittelten c-Raf (DC1)-Aktivierung.

Es lal%t sich feststellen, dal? die Substitution des Vain45 in Ras durch die ausgewéhlten
Aminosauren zu einer deutlichen Diskriminierung zwischen der Aktivierung von c-Raf (Wt)
und c-Raf (DC1) fuhren. Fur die sterisch anspruchsvollen Aminosdurereste Glutamat, Arginin,
und Tryptophan ist diesbezliglich ein Faktor von ca. 5 mef3bar; fir den gemaliigten Alanin-
Austausch betragt der Faktor knapp 2. Selbst unter Berticksichtigung der unter den Versuchs-
bedingungen zu beobachtenden Basalaktivitét des c-Raf(DC1)-K onstruktes von etwa 50 % der
RasG12V-vermittelten c-Raf(DC1)-Aktivierung (vgl. Abbildung 3.11), wirden sich fur die
Mutanten V45E und V45R bzw. V45W Faktoren von 4,5 bzw. 3 ergeben. Fir die V45A-
Mutante wére hinsichtlich der Diskriminierung zwischen den beiden c-Raf-Konstrukten unter

dieser Betrachtung kein signifikanter Unterschied mehr zu ermitteln.

Damit 183t sich zusammenfassend sagen, dal3 die beobachteten Inhibitionen hauptséchlich auf
sterische Hinderung der eingefiihrten Aminosaurereste mit der C1-Doméne der Raf-Kinase
zurtickzuftihren zu sein scheinen, wobei die EinfUhrung einer negativen Ladung in der
Position 45 eine signifikante Verstéarkung des inhibierenden Effektes bewirkt. Die gezeigten
Ergebnisse stiitzen Vermutungen, nach denen das Valin 45 an der Interaktion mit der Raf-

Kinase und speziell deren C1-Doméane beteiligt ist.

Nachfolgend soll untersucht werden, ob der stark inhibierende Effekt der V45E-Substitution
auch im Kontext der unter 3.1 charakterisierten artifiziellen Membraninsertion reproduziert
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werden kann. Zu diesem Zweck wurde ein QI-RasG12V.3S-Konstrukt mit der entsprechen-
den V45E-Mutation geschaffen (vgl. 2.2.5.9) und dieses dann analog zu den zuvor dargestell-
ten Experimenten in Luciferase-Reportergen-Assays eingesetzt. Die Abbildung 3.19 zeigt die
aus drei unabhangigen Experimenten erhaltenen und gemittelten Luciferase-Aktivitaten fir
die durch die verschiedenen Ras-Proteine vermittelten c-Raf(Wt)- bzw. c-Raf(DC1)-

Aktivierungen.
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Abbildung 3.19 Vergleich der Transaktivierung durch c-Raf(Wt) bzw. c-Raf(DC1) unter
Vermittlung von QI-RasG12V.3S und QI-RasG12V.V45E.3S im Luciferase-

Reportergen-Assay
RK13-Zellen wurden mit dem QI-RasG12V.3S- bzw. dem Ql-RasG12V.V45E.3S-Konstrukt transient

transfiziert. In A) bzw. B) erfolgte eine zusétzliche Kotransfektion des c-Raf (Wt)- bzw. c-Raf(DC1)-
Konstruktes. Die Daten zeigen den Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten.

Die Stimulierung von c-Raf(Wt) durch das QI-RasG12V.V45E.3S-Konstrukt fohrt in
Relation zu der Aktivierung durch QI-RasG12V.3S zu einer um 71 % geringeren relativen
Luciferase-Aktivitét von 26 % (Abbildung 3.19 A); damit ist die ermittelte Abnahme der
Aktivitdt nahezu identisch mit der zuvor fur RasG12V.V45E ermittelten von 74 %
(Abbildung 3.18 A). Fir c-Raf(DC1) ergeben sich hinsichtlich der Aktivierung durch die
gleichen Ras-Proteine weniger deutliche Unterschiede. Im Vergleich zur Aktivierung durch
QI-RasG12V.3S nimmt die relative Luciferase-Aktivitdt bei Stimulierung durch
QI-RasG12V.V45E.3S nur um 21 % auf 79 % ab (Abbildung 3.19 B). Die Inhibition ist hier
zwar grofer als bel Verwendung von RasG12V .V45E, bel der die Abnahme etwa 8 % betragt
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(Abbildung 3.18 B), bei Einbeziehung der Fehlerabweichungen ist diese jedoch nicht

signifikant.

Es 1&% sich also festhalten, dal3 die Fahigkeit der RasG12V.V45E-Mutante zur Diskrimi-
nierung zwischen c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) unabhéngig von der Art ihrer Membraninsertion
ist; anders ausgedriickt sind die im Normalfall vorliegenden C-terminalen Modifikationen des

Ras-Proteins fur die durch die V45E-M utation hervorgerufene Inhibition nicht relevant.

3.2.2 Bindung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) an verschiedene
RasG12V.V45-Konstrukte

Die im vorausgegangenen Abschnitt dargestellten Resultate zeigen, dal’3 verschiedenen
RasG12V.V45-Mutanten beziglich der von ihnen im Luciferase-Reportergen-Assay
vermittelten Aktivierung eine deutliche Diskriminierung zwischen c-Raf(Wt) und c-Raf (DC1)
zeigen. Hier stellt sich die Frage, ob die inhibierenden Effekte in der Aktivierung auch auf der
Ebene der Bindung beobachtet werden konnen und so durch eine Reduzierung der
Bindungsaffinitdt begrindet sind. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde das
Two-Hybrid-System in S. cerevisiae angewendet. Dazu wurden die RasG12V.V45-
Konstrukte zundchst in den adéguaten Hefe-Vektor kloniert. Zur Reduzierung des
experimentellen Aufwandes wurden aufgrund der Resultate des Luciferase-Reportergen-
Assays (vgl.3.2.1) fur Aminosaure-Substitutionen durch sterisch anspruchsvolle
Aminosauren in den Two-Hybrid-Experimenten représentativ die Konstrukte RasG12V .V 45E
und RasG12V.V45R untersucht. Samtliche Ras-Konstrukte kodieren fir C-terminal um
23 Aminosduren verkirzte Proteine, so dald3 die posttransationalen Lipidmodifikationen
unterbleiben. Dies ist fur eine unabdingbare und effiziente Transokation der Ras-Proteine in
den Zellkern der Hefe essentiell.

S. cerevisiae-Z€llen des Stammes Y 190 wurden mit den verschiedenen verkirzten RasG12V -
Plasmiden und jeweils einem der beiden c-Raf-Konstrukte transformiert und auf LTH -
Platten ausgestrichen. Nach ca. funf Tagen Wachstum bei 30°C konnten auf allen Selektions-
platten zahlreiche Kolonien identifiziert werden, was zunéchst qualitativ eine Interaktion der
in den Hefen exprimierten Ras- und Raf-Proteine anzeigt. Zwecks Quantifizierung wurden je-
wells vier Kolonien auf neuen LTH -Platten replattiert und fir etwa drei Tage bei 30°C

inkubiert. Nach Aufschlufd der jewells gleichen Anzahl an Hefe-Zellen wurde die Aktivitéat
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der in den Hefen exprimierten b- Galactosidase als Parameter der Ras/Raf-Interaktion semi-

quantitativ bestimmt. Abbildung 3.20 zeigt die gemittelten Daten der vier unabhangigen

Experimente.
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Abbildung 3.20 Semiquantitative Bestimmung der Bindung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) an
verschiedene RasG12V.V45-Konstrukte im Two-Hybrid-System

S. cerevisiae-Z€llen des Stammes Y 190 wurden mit dem pPC97 RasG12V ;.165-Plasmid respektive mit
Plasmiden der verschiedenen, ebenfalls verkirzten RasG12V.V45-Mutanten transformiert. In A) bzw.
B) erfolgte eine zuséizliche Kotransformation des pPC86c-Raf(Wt)- bzw. pPC86 c-Raf(DC1)-
Konstruktes. Nach erfolgreichem Wachstum auf LTH -Platten wurden gleiche Mengen an Hefe-Zel-
len aufgeschlossen und die b-Galactosidase-Aktivitét als Mal3 der Ras/Raf-Interaktion semiquantitativ
gemessen (vgl. 2.2.4.5.2). Die Daten zeigen den Mittelwert von vier unabhangigen Experimenten.

Die Substitution des Valin45 in Ras durch die sterisch anspruchsvollen Aminosauren
Glutamat (V45E) bzw. Arginin (V45R) fuhrt im Vergleich zu RasG12V zu einer drastischen
Reduzierung der b-Galactosidase-Aktivité und damit Bindung von c-Raf(Wt) auf ca. 6 %
(Abbildung 3.20 A). Eine relativ moderate Aminosduresubstitution in dieser Position zu
Alanin (V45A) bewirkt eine weniger starke Abnahme der Ras/Raf-Bindung auf etwa 18 %.
Der Effekt der verschiedenen RasG12V.V45-Konstrukte auf die Interaktion mit c-Raf(DC1)
ist allgemein deutlich geringer (Abbildung 3.20 B). So wird die b-Galactosidase-Aktivitét
durch RasG12V.V45E und RasG12V.V45A bzw. RasG12V.V45R auf lediglich ca. 90 %
bzw. 78 % der RasG12V-vermittelten Aktivitét reduziert.
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Es kann festgestellt werden, dal? die Substitution des Valin 45 in Ras durch die ausgewahlten
Aminosauren zu einer deutlichen Diskriminierung hinsichtlich der Bindung von c-Raf(Wt)
und c-Raf(DC1) fuhren. Fur die sterisch anspruchsvollen Aminoséurereste Glutamat und
Arginin ist diesbeziiglich ein Faktor von 15 bzw. 13 mef3bar; fur den gemaligten Alanin-
Austausch betragt der Faktor etwa 5. Die verminderte Interaktion der untersuchten Ras-
Mutanten mit c-Raf(Wt) scheint hauptséchlich auf sterische Hinderung der entsprechenden
Aminosaurereste mit der C1-Doméne der Raf-Kinase zuriickzufthren zu sein. Bei einer
Interaktion von Valin 45 mit Aminoséuren auf3erhalb der C1-Doméne der Raf-Kinase sollte
ansonsten auch bel Verwendung des ¢-Raf(DC1)-Konstruktes eine stark verminderte Bindung
mit den mutierten RasG12V-Proteinen zu detektieren sein. Die dargestellten Resultate zeigen
starke Parallelen zu den bereits ermittelten Aktivierungsdaten (vgl. 3.2.1) und stiitzen
zusatzlich die Vermutung, nach der das Valin 45 an der Interaktion mit der Raf-Kinase und
speziell mit deren C1-Domane beteiligt ist. Aufgrund der bisherigen Resultate kann ein
Arbeitshypothese postuliert werden, nach der Verdnderungen in der Position 45 zu einem
partiellen Verlust der Ras/Raf-Interaktion und infolgedessen zu einer Inhibition der Ras-
vermittelten Raf-Aktivierung fuhren. Die abgeleitete Arbeitshypothese ist in Abbildung 3.21
graphisch dargestellt.

Abbildung 3.21 Schematische Darstellung der Arbeitshypothese

Links: regulére Interaktion zwischen RasG12V und c-Raf(Wt). Mitte: Substitution des Valin 45 durch
einen sterisch anspruchsvollen, negativ geladen Glutamatrest bewirkt aufgrund sterischer Hinderung
mit der c-Raf C1-Domane einen partiellen Verlust der Rasg/Raf-Interaktion und infolgedessen eine
Inhibition der Ras-vermittelten Raf-Aktivierung. Rechts. bei Deletion der c-Raf C1-Domane wirkt
sich der sterische Effekt des Glutamat 45 kaum auf die Ras/Raf-Bindung aus. Daher ist auch die
Ras-induzierte Aktivierung des c-Raf (DC1)-K onstruktes kaum beeintréchtigt.



ERGEBNISSE 128

3.2.3 Aktivierung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) durch
verschiedene RasG12V-Konstrukte mit Aminosiaure-
Substitutionen in der Aktivierungs-Region

In den vorausgegangenen beiden Abschnitten konnte gezeigt werden, dal3 Aminosdure-
Substitutionen in der Position 45 von H-Ras zu einer Diskriminierung zwischen c-Raf(Wt)
und c-Raf(DC1) sowohl hinsichtlich der Aktivierung als auch der Bindung fuhren. In diesem
Abschnitt der Arbeit soll untersucht werden, ob weitere Aminosiure-Substitutionen in der
Aktivierungs-Region von H-Ras, C- und N-terminal von Valin 45 einen vergleichbaren Effekt
im Sinne der in Abbildung 3.21 dargestellten Arbeitshypothese zeigen. Dazu wurden einige
oberflachenexponierte Aminosauren der Aktivierungs-Region ausgewdhit (Q43, D47, E49,
T50 und L52) und die jeweilige Aminosaure zu Arginin und Tryptophan mutiert. Auch en
Konstrukt mit einer Substitution des Tyrosin 64 zu Tryptophan wurde in die Untersuchungen
mit einbezogen, dain der Literatur eine Interaktion dieses Tyrosins mit der c-Raf C1-Doméne
diskutiert wird (Moodie 1995; Drugan 1996). Abbildung 3.22 zeigt die ausgewahlten

Aminosauren in der dreidimensionalen Struktur des H-Ras-Protein.

Abbildung 3.22

Thr50  yai4s

Lokalisation verschiedener Aminosiuren
der Aktivierungs-Region sowie des Tyro-
sins 64 in der dreidimensionalen Struktur
von H-Ras(l_m)

Die fur die Effektor-Interaktion essentielle
Effektor-Region ist dunkelblau hervorge-
hoben. Die angrenzenden Bereiche der
Aktivierungs-Region sind griin markiert. Die
diskutierten Aminosauren GInd3, Asp47,
Glu49, Thr50, Leu52 sind griin, das aul3er-
halb der Aktivierungs-Region lokalisierte
Tyr64 ist gelb dargestellt. Als Orientierungs-
hilfe ist das Valin 45 (Val45) ebenfalls gelb
markiert. Das gebundene GTP ist als Stab-
modell wiedergegeben. Die Abbildung wur-
de mit dem Programm WebLabViewer 4.0
erstellt (verandert nach Schlichting et al.
1990).

Fir die Untersuchungen wurden RK13-Zellen mit den verschiedenen mutierten RasG12V-
Konstrukten separat transfiziert. Dabel erfolgte in jewells einem Drittel der Ansdtze durch
Kotransfektion der entsprechenden Plasmide eine zusétzliche Expression des c-Raf (Wt)- bzw.
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c-Raf(DC1)-Proteins. Die Lysate der geernteten und aufgeschlossenen Zellen wurden in
einem Luciferase-Reportergen-Assay eingesetzt und die Luciferase-Aktivitdaten bestimmt
(vgl. 2.2.5.7). Abbildung 3.23 zeigt die aus drei unabhangigen Experimenten erhaltenen und
gemittelten Daten fir die durch die verschiedenen Ras-Proteine vermittelten c-Raf(Wt)- bzw.
c-Raf (DC1)-Aktivierungen.
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Abbildung 3.23 Vergleich der Transaktivierung durch c-Raf(Wt) bzw. c-Raf(DC1) unter
Vermittlung verschiedener RasG12V-Konstrukte mit Mutationen in der
Aktivierungs-Region im Reportergen-Assay

RK13-Zellen wurden mit Plasmiden der verschiedenen RasG12V-Mutanten transient transfiziert. In

A) bzw. B) erfolgte eine zusétzliche Kotransfektion des c-Raf (Wt)- bzw. c-Raf(DC1)-K onstruktes. Die

Daten zeigen den Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten.

Der Vergleich der in den beiden Teilabbildungen gezeigten Daten &3t abhéngig vom Grade
der Diskriminierung zwischen c-Raf (Wt) und c-Raf(DC1) eine Unterteilung der untersuchten
Ras-Mutanten in drei Gruppen zu. Zur ersten Gruppe gehdren die Aminosaure-Substitutionen
in Position 43 (Q43R und Q43W), welche eine starke Inhibition der Transaktivierung durch
c-Raf(Wt) auf 16 % bzw. 27 % der RasG12V-vermittelten c-Raf(Wt)-Aktivierung bewirken.
Im Vergleich dazu zeigen die gleichen Ras-Konstrukte bei Koexpression von c-Raf(DC1) eine
deutlich geringere Inhibition. Diese betragt ca. 82 % bzw. 77 % der RasG12V-induzierten
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c-Raf(DC1)-Aktivierung und ist damit um das funf- bzw. dreifache niedriger. Die zweite
Gruppe von Aminosaure-Substitutionen zeigt lediglich moderate Effekte in bezug auf die
Diskriminierung zwischen den beiden Raf-Konstrukten. Hierzu zahlen die Arginin- und
Tryptophan-Austausche in Position 50 von Ras (T50R und T50W). Diese Ras-Mutanten
fihren zu einer Reduktion auf durchschnittlich etwa 49 % der RasG12V-vermittelten
c-Raf (Wt)-Aktivierung. Der inhibierende Effekt dieser Ras-Mutanten auf die c-Raf(DC1)-
Aktivierung ist mit durchschnittlich 80 % der RasG12V-induzierten Aktivierung deutlich
geringer. Daraus ergibt sich fur die T50-Mutanten hinsichtlich der Diskriminierung zwischen
c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) ein Faktor von ca. 1,6. Die Ubrigen analysierten Ras-Konstrukte
gehdren zu der dritten Gruppe und zeigen hinsichtlich der Diskriminierung zwischen
c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) keine signifikanten Unterschiede. Exemplarisch sei hier das
Resultat fur die RasG12V.L52R-Mutante erlautert. Der Austausch von Leucin zu Arginin in
der Position 52 fiihrt, unabhéngig welches der beiden Raf-K onstrukte koexprimiert wurde, zu
einer Reduktion auf ca. 74 % der jeweiligen RasG12V-vermittelten Aktivierung. Vergleich-
bare Werte wurden auch fur das RasG12V.Y 64W-Konstrukt ermittelt. Dies ist insofern inter-
essant, als dal3 diese Ergebnisse die in der Literatur diskutierte Interaktion des Tyrosin 64 mit
der c-Raf C1-Doméne nicht stiitzen. Andererseits ist dieses Resultat nicht Uberraschend, da
das Tyrosin 64 weit auflerhalb der Aktivierungs-Region lokalisiert ist und damit eine
deutliche Distanz zur Position 45 aufweist, fir die ein deutlicher Effekt auf die C1-Doméne
der Raf-Kinase gezeigt werden konnte (vgl. 3.2.1). Das RasG12V.D47R-Konstrukt fihrt
interessanterweise als einziges der analysierten Ras-Mutanten zu einer signifikanten Erho-
hung der Basalaktivitét, die mit ca 30 % der RasG12V-vermittelten Raf(Wt)-Aktivierung
etwa das Doppelte der RasG12V -bedingten Basal aktivitét betragt.

Zusammenfassend |&M3t sich feststellen, dal3 auch Aminosauren-Substitutionen in den Posi-
tionen 43 und 50 eine, im Vergleich zur Position 45 zwar graduell geringere, aber dennoch
signifikante Diskriminierung zwischen c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) zeigen. Damit wéren
Glutamin 43 und Threonin 50, neben dem bereits untersuchten Valin 45, zwel weitere poten-
tielle mit der c-Raf C1-Domaéne interagierende Aminosauren, die ein funktionelles Ras-Epitop
definieren konnten. Dies wére auch aus strukturellen Uberlegungen heraus plausibel, da die
drei Aminosauren Q43, V45 und T50 eine dhnliche rdumliche Orientierung aufweisen, die
sich von der Ausrichtung der Ubrigen untersuchten Aminosauren deutlich unterscheidet (vgl.
Abbildung 3.22).
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3.2.4 Bindung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) an verschiedene
RasG12V-Konstrukte mit Aminosiure-Substitutionen in
der Aktivierungs-Region

Die im vorausgegangenen Abschnitt dargestellten Resultate zeigen, dal3 die RasG12V-
Konstrukte mit den Mutationen Q43R, Q43W, T50R und T50W beztglich der von ihnen im
Luciferase-Reportergen-Assay vermittelten Aktivierung eine deutliche Diskriminierung
zwischen c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1l) zeigen. FUr die Ubrigen untersuchten RasG12V-
Mutanten mit Aminosdure-Substitutionen in der Aktivierungs-Region und fir das
RasG12V.Y 64W-Konstrukt konnte ein solcher Effekt nicht festgestellt werden. Im folgenden
wére zu zeigen, ob dieser Diskriminierungs-Effekt auch auf der Ebene der Bindung
beobachtet werden kann. Eine Korrelation der Aktivierungs- und Bindungsdaten wirde
darauf hinweisen, dal3 eine Reduzierung der Bindungsaffinitét eine Inhibition der Aktivierung
bewirkt. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde analog zur Analyse der
RasG12V.V45-Konstrukte (vgl. 3.2.2) das Two-Hybrid-System in S. cerevisiae angewendet.
Dazu wurden die in 3.2.3 verwendeten RasG12V -Konstrukte zunéchst in den adédquaten Hefe-
Vektor kloniert. Da sowohl Arginin- as auch Tryptophan-Substitutionen im Luciferase-
Reportergen-Assay zu einer vergleichbar starken Inhibitionen fohren (vgl. 3.2.3), wurden im
folgenden zwecks Minimierung des experimentellen Aufwandes nur Konstrukte mit Arginin-
Substitutionen  untersucht. Samtliche Ras-Konstrukte kodieren fir C-termina  um
23 Aminosduren verkirzte Proteine, so dal3 die posttrandationalen Lipidmodifikationen
unterbleiben. Dies ist fir eine unabdingbare und effiziente Translokation der Ras-Proteine in
den Zellkern der Hefe essentiell.

S. cerevisiae-Z€ellen des Stammes Y 190 wurden mit den verschiedenen verkirzten RasG12V-
Plasmiden und jeweils einem der beiden c-Raf-Konstrukte transformiert und auf LTH -
Platten ausgestrichen. Auf alen Selektionsplatten konnten nach einigen Tagen Wachstum
zahlreiche Kolonien identifiziert werden, was zunéchst qualitativ eine Interaktion der in den
Hefen exprimierten Ras- und Raf-Proteine anzeigt. Zwecks Quantifizierung wurden nach
Replattierung von jeweils vier Kolonien auf neue LTH -Platten und adaquatem Wachstum
jewells die gleiche Anzahl an Hefe-Zellen aufgeschlossen und die Aktivitét der in den Hefen
exprimierten b- Galactosidase als Parameter der Ras/Raf-Interaktion semiquantitativ be-

stimmt. Abbildung 3.24 zeigt die gemittelten Daten der vier unabhangigen Experimente.

Die Substitution des Glutamin 43 durch Arginin bewirkt verglichen mit RasG12V eine
drastische Reduzierung der b-Galactosidase-Aktivitdt und damit Bindung von c-Raf(Wt) auf
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ca. 3% (Abbildung 3.24 A). Die Abnahme der Bindung dieses Konstruktes an c-Raf(DC1)
ist wesentlich geringer und betrégt im Vergleich zu RasG12V 62 % (Abbildung 3.24 B).
Damit zeigt diese Ras-Mutante eine deutliche Diskriminierung zwischen c-Raf(Wt) und
c-Raf(DC1) mit deletierter C1-Doméne etwa um den Faktor 20. Das RasG12V.T50R-Protein
zeigt ebenfalls eine signifikante, wenn auch weniger starke Diskriminierung hinsichtlich der
Bindung der beiden unterschiedlichen c-Raf-Konstrukte. In diesem Fall betragt die Bindung
zu c-Raf(Wt) bzw. c-Raf(DC1), jeweils in Relation zur Bindung von RasG12V, 33 % bzw.
69 %. Damit ergibt sich ein Unterschied um den Faktor 2. Ein vergleichbarer Faktor 1813 sich
auch fur das RasG12V.D47R-Konstrukt ermitteln. Die c-Raf(Wt)-Bindung ist auf 51 %, die
c-Raf(DC1)-Bindung auf 86 % gegeniber RasG12V reduziert. Fur die Ubrigen Konstrukte
werden, unabhangig vom exprimierten Raf-Protein vergleichbare Werte erhalten, so dal3 fur
eine Aminosaure-Substitution in den Positionen 49, 52 und 64 keine signifikante Diskriminie-

rung zwischen c-Raf (Wt) und c-Raf (DC1) festgestellt werden kann.
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Abbildung 3.24 Semiquantitative Bestimmung der Bindung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) an
verschiedene RasG12V-Konstrukte mit Aminosidure-Substitutionen in der
Aktivierungs-Region im Two-Hybrid-System

S. cerevisiae-Z€llen des Stammes Y 190 wurden mit dem pPC97 RasG12V ;.165-Plasmid respektive mit

Plasmiden der verschiedenen, ebenfalls verkiirzten RasG12V-Mutanten transformiert. In A) bzw. B)

erfolgte eine zusétzliche K otransformation des pPC86 c-Raf (Wt)- bzw. pPC86 c-Raf (DC1)-K ontruktes.

Nach erfolgreichem Wachstum auf LTH -Platten wurden gleiche Mengen an Hefe-Zellen aufgeschlos-

sen und die b-Galactosidase-Aktivitét als Mal3 der Ras/Raf-Interaktion semiquantitativ gemessen

(vgl. 2.2.4.5.2). Die Daten zeigen den Mittelwert von vier unabhangigen Experimenten.
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Es la% sich zusammenfassend feststellen, dal3 die im Two-Hybrid-System ermittelten
Resultate weitestgehend mit den Aktivierungsdaten des Luciferase-Reportergen-Assays
Ubereinstimmen (vgl. Abbildung 3.23), d.h. Aminosdure-Substitution in den Positionen 43,
45 und 50 fuhren zu einer deutlich reduzierten Bindung und Aktivierung von c-Raf (Wt), aber
zu einer wesentlich weniger starken reduzierten Bindung und Aktivierung von c-Raf(DC1).
Damit konnten diese drei Aminosduren ein potentielles, mit der C1-Doméne der Raf-Kinase
interagierendes Ras-Epitop definieren. Eine Ausnahme von der weitreichenden Uber-
instimmung zwischen Bindungs- und Aktivierungsdaten bildet die Arginin-Substitution in
Position 47 (D47R). Dieses Konstrukt zeigt eine deutliche Diskriminierung zwischen
c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) hinsichtlich der Aktivierung, aber nicht in bezug auf die Bindung
(vgl. Abbildung 3.23 und Abbildung 3.24). Nachfolgend werden jedoch ausschliefdlich Kon-

trukte analysiert, die in Hinsicht auf beide Kriterien wesentliche Parallelen aufweisen.

3.2.5 Aktivierung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) durch ver-
schiedene RasG12V-Konstrukte mit Alanin-Substitutionen
in den Positionen 43, 45 und 50

In den beiden vorausgegangenen Abschnitten konnten durch Untersuchungen diverser
RasG12V-Konstrukte mit Arginin- bzw. Tryptophan-Mutationen im Bereich der
Aktivierungs-Region von H-Ras die Aminosduren Q43, V45 und T50 als wichtige potentielle
Interaktionspartner fur eine Wechselwirkung von H-Ras mit der c-Raf C1-Doméne
identifiziert werden. In diesem Teil der Arbeit soll analysiert werden, inwieweit die fir diese
drei  Aminosduren gezeigten Effekte im Falle einer moderateren Alanin-Substitution
reproduziert werden konnen. Zu diesem Zweck wurden RasG12V-Konstrukte mit Alanin-
Mutationen in der Position 43 bzw. 50 konzipiert. Um die Effekte aller drei Aminosauren im
Gesamtkontext analysieren zu koénnen, wurde zusétzlich die Alanin-Dreifachmutante
RasG12V.Q43/V45/T50A erstellt. RK13-Zellen wurden mit den verschiedenen RasG12V-
Alanin-Mutanten separat und in Kombination mit dem c-Raf(Wt)- bzw. c-Raf(DC1)-
Konstrukt transient transfiziert. Nach Zellernte und —aufschlul® wurden die Zell-Lysate in
einem Luciferase-Reportergen-Assay eingesetzt (vgl. 2.2.5.7). Abbildung 3.25 zeigt die ge-
mittelten Daten von drei unabhangigen Experimenten. Die RasG12V.Q43A-Mutante bewirkt
eine im Vergleich zu RasG12V relativ mallige Reduzierung der c-Raf (Wt)-Aktivierung auf
87 %. Die Aktivierung des c-Raf(DC1)-Konstruktes durch dieselbe Ras-Mutante ist hingegen



ERGEBNISSE 134

O -
A) [ + c-Raf(Wt) B) [ +c-Raf(DC1)

100

.
.
.
Kl IS 1 IS

Abbildung 3.25 Vergleich der Transaktivierung durch c-Raf(Wt) bzw. c-Raf(DC1) unter Ver-
mittlung verschiedener RasG12V-Konstrukte mit Alanin-Mutationen in den
Positionen 43, 45 und 50 im Reportergen-Assay

RK13-Zellen wurden mit Plasmiden der verschiedenen RasG12V-Mutanten transient transfiziert. In

A) bzw. B) erfolgte eine zusétzliche Kotransfektion des c-Raf (Wt)- bzw. c-Raf (DC1)-Konstruktes. Die

Daten zeigen den Mittelwert von drei unabhéngigen Experimenten.
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kaum verringert und betragt 98 % der RasG12V-induzierten Aktivité. Damit fihrt ein
Alanin-Austausch in der Position 43 zu einer nur sehr schwachen Diskriminierung zwischen
den beiden c-Raf-Konstrukten. Fir die RasG12V.T50A-Mutante ist kein Unterschied in
bezug auf die Aktivierung von c-Raf(Wt)- und c-Raf (DC1) detektierbar. Unabhangig von dem
jewells koexprimierten Raf-Protein kann eine Reduktion der Transaktivierung auf durch-
schnittlich 80 % ermittelt werden. Der inhibierende Effekt der Q43-Mutante auf die
Aktivierung von c-Raf(Wt) ist auch bei einer Alanin-Substitution etwas stérker als der der
entsprechenden T50-Mutante. Dies konnte auch schon fir die entsprechenden Arginin- und
Tryptophan-Mutanten beobachtet werden (vgl. Abbildung 3.23 A). Die Alanin-Dreifach-
mutante RasG12V.Q43/V45/T50A fihrt zu einer Reduzierung auf 70 % der durch RasG12V
induzierten c-Raf(Wt)-Aktivierung und ist damit etwas stérker als die Inhibition durch die
beiden Alanin-Einzelmutanten. Unter Berlicksichtigung der durch das RasG12V.V45A-
Konstrukt bewirkten Inhibition auf 36 % (vgl. Abbildung 3.18 A) muR3 festgestellt werden,



ERGEBNISSE 135

dal3 sich die Effekte der drei einzelnen Alanin-Mutanten nicht additiv verhalten. Dennoch
fuhrt die Kombination der drei Mutanten bel Koexpression von c-Raf(DC1) zu einer im
Vergleich zu RasG12V nur minimaen Reduzierung der Aktivierung auf 95 %. Somit zeigt
auch das RasG12V.Q43/V45/T50A-Konstrukt eine Diskriminierung zwischen c-Raf (Wt)- und
c-Raf(DC1). Insgesamt |3t sich feststellen, dal? die moderateren Alanin-Mutationen generell
auch zu geméalligteren Effekten auf die Aktivierung fihren. Es ist zu vermuten, daf3
hinsichtlich des Nachweises schwacher Effekte die Grenze der Sengitivitét dieser Methode

erreicht ist.

3.2.6 Bindung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) an verschiedene
RasG12V-Konstrukte mit Alanin-Substitutionen in den
Positionen 43, 45 und 50

In diesem Teil der Arbeit sollen die im vorherigen Abschnitt hinsichtlich der Aktivierung von
c-Raf(Wt)- und c-Raf(DC1) analysierten Ras-Mutanten im Two-Hybrid-System auf ihre
Fahigkeit zur Bindung der beiden Raf-Konstrukte untersucht werden. Zu diesem Zweck
wurden die entsprechenden RasG12V-Konstrukte zunéachst in die entsprechenden Hefe-
Vektoren umkloniert, wobel diese fur C-terminal um 23 Aminosauren verkirzte Proteine
kodieren um die posttranslationalen Modifikationen zu unterbinden. Dies ist notwendig um
eine Lokalisation der Proteine an der Plasmamembran zu verhindern und eine effiziente

Translokation der Ras-Proteine in den Zellkern der Hefe zu gewahrleisten.

S. cerevisiae-Zellen des Stammes Y 190 wurden mit den verschiedenen verkirzten RasG12V-
Plasmiden und jeweils einem der beiden c-Raf-Konstrukte transformiert und auf LTH -
Platten ausgestrichen. Dal3 nach wenigen Tagen zu beobachtende Wachstum zahlreicher
Kolonien auf samtlichen Selektionsplatten zeigte zunéchst die qualitative Interaktion der in
den Hefen exprimierten Ras- und Raf-Proteine an. Fur eine Quantifizierung wurden nach Re-
plattierung von jeweils vier Kolonien auf neue LTH -Platten und entsprechendem Wachstum
jeweils die gleiche Anzahl an Hefe-Zellen aufgeschlossen und die Aktivitdt der in den Hefen
exprimierten b- Galactosidase als Parameter der Ras/Raf-Interaktion semiquantitativ be-
stimmt. Abbildung 3.26 zeigt die gemittelten Daten der vier unabhangigen Experimente. Die
gemessenen b- Galactosidase-Aktivitdten zeigen, dal3 RasG12V.Q43A mit gleicher Stérke an
c-Raf(Wt) bzw. c-Raf(DC1) bindet. In beiden Féllen kann im Vergleich zu RasG12V eine
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Abbildung 3.26 Semiquantitative Bestimmung der Bindung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) an
verschiedene RasG12V-Konstrukte mit Alanin-Mutationen in den Positionen
43, 45 und 50 im Two-Hybrid-System
S. cerevisiae-Z€llen des Stammes Y 190 wurden mit dem pPC97 RasG12V ;.165-Plasmid respektive mit
Plasmiden der verschiedenen, ebenfalls verkirzten RasG12V-Mutanten transformiert. In A) bzw. B)
erfolgte eine zusdizliche Kotransformation des pPC86c-Raf(Wt)- bzw. pPC86 c-Raf(DC1)-
Konstruktes. Nach erfolgreichem Wachstum auf LTH -Platten wurden gleiche Mengen an Hefe-
Zellen aufgeschlossen und die b-Galactosidase-Aktivitét als Mal3 der Ras/Raf-Interaktion semiquan-
titativ gemessen (vgl.2.2.4.5.2). Die Daten zeigen den Mittelwert von vier unabhangigen Experi-
menten.

Reduktion der Bindung auf etwa 80 % ermittelt werden. Im Gegensatz zu der untersuchten
Arginin-Mutante kann also bel einer Alanin-Substitution in der Position 43 keine
Diskriminierung zwischen den verschiedenen c-Raf-Konstrukten festgestellt werden.
RasG12V.T50A zeigt mit 108 % bzw. 77 % der entsprechenden Bindung an RasG12V
entgegen den Erwartungen eine starkere Interaktion mit c-Raf(Wt) as mit c-Raf(DCL).
Moglicherweise bewirkt eine Substitution des Threonin 50 durch Alanin im Ras-Protein
sekundére strukturelle Konformationsanderungen und beeinflul3t dadurch in irgendeiner
Weise die Wechselwirkung mit den beiden Raf-Konstrukten. Die Alanin-Dreifachmutante
RasG12V.Q43/V45/T50A fuhrt, jeweils bezogen auf die Bindung von RasG12V, zu einer
Bindung zu c-Raf(Wt) bzw. c-Raf(DC1) von 79 % bzw. 103 % und zeigt damit eine signifi-

kante Diskriminierung zwischen den beiden c-Raf-Konstrukten, was mit den Resultaten des
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Luciferase-Reportergen-Assays gut korreliert. Wie bereits bel den Aktivierungs-Experimen-
ten, zeigt die Dreifachmutante auch auf der Ebene der Bindung keinen additiven Effekt der
jeweiligen Alanin-Einzelmutanten. Wie schon fur den Luciferase-Reportergen-Assay, so muf3
auch fur das Two-Hybrid-System angenommen werden, dal3 hinsichtlich des Nachweises
schwacher Effekte die Grenze der Sensitivitét dieser Methode erreicht ist.

Summa summarum kann aus den bisherigen Resultaten geschlossen werden, dal3 Aminosaure-
Substitutionen in den Positionen 43, 45 und 50 von H-Ras, speziell zu sterisch anspruchs-
vollen Aminosdureresten wie Arginin und Tryptophan, sowohl in den Aktivierungs- als auch
in den Bindungsstudien eine deutliche Diskriminierung zwischen dem c-Raf(Wt)- und dem
c-Raf(DC1)-Konstrukt zeigen. Damit konnte durch diese drel Aminosdurereste, neben der
Effektor-Region von Ras, ein zweites potentielles Raf-Bindungsepitop identifiziert werden,
dal? jedoch mit der C1-Doméne der Raf-Kinase wechselwirkt.

3.2.7 Untersuchung der potentiellen Interaktion des identifi-
zierten Ras-Epitops mit einem funktionellem Epitop der
c-Raf C1-Doméne

Nachdem in den vorangegangenen Teilen dieser Arbeit ein putatives Raf-Bindungsepitop in
H-Ras, bestehend aus den Aminosduren Q43, V45 und T50, identifiziert werden konnte, soll
nachfolgend der Versuch unternommen werden, diesem ein interagierendes Epitop auf seiten
der Raf-Kinase zuzuordnen. Ein potentieller, interagierender Bereich konnte das von
Daub ef al. charakterisierte funktionelle Epitop, bestehend aus den Aminosauren S177, T182
und M183 der c-Raf Cl-Domane, darstellen (vgl. Abbildung 3.6). Dazu soll das
c-Raf 177/182/183A- und das RasG12V.43/45/50A-Konstrukt in  einem Luciferase-
Reportergen-Assay analysiert werden. Um die auftretenden Effekte dieser Konstrukte und
deren Effekte aufeinander besser einordnen und bewerten zu konnen, sollen in diesem
Kontext ein weiteres Ras-Konstrukt mit Mutation in der Effektor-Region (RasG12V.E37G)
und diverse Raf-Konstrukte mit Mutationen in der Raf RBD eingesetzt werden. Somit stehen
sowohl fur Ras as auch fir Raf Konstrukte mit Mutationen in jeweils zwei distinkten,
funktionellen Bereichen zur Verfiugung. Auf der Seite von Ras sind dies die Konstrukte
RasG12V.E37G bzw. RasG12V.43/45/50A mit Mutationen in der Effektor- bzw.
Aktivierungs-Region. Auf der Seite der Raf-Kinase sind dies verschiedene RBD-
Einzelmutanten (R59A, R67A, Q66A und T68A) bzw. Konstrukte mit Veranderungen der
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C1-Doméne (c-Raf(DC1) bzw. c-Raf 177/182/183A). Durch Kombination der verschiedenen
Ras- und Raf-Konstrukte untereinander soll in einer Art ,Kreuzexperiment* die Hypothese
einer potentiellen Interaktion des identifizierten Raf-Bindungsepitops mit dem von Daub ez al.
beschriebenen Ras-Bindungsepitop der C1-Domane Uberpriift werden. Die Einbeziehung von
bereits sowohl durch Strukturaufklérung als auch durch zahlreiche in vivo- und in vitro-
Experimente untersuchten Interaktionen soll dabel als Vergleich dienen (Block et al. 1996;
Jaitner et al. 1997; Nassar et al. 1995; Nassar et al. 1996). Die verschiedenen nachfolgend
verwendeten Ras- und Raf-Mutanten und deren Wechselwirkungen sind vereinfachend in der
Abbildung 3.27 graphisch dargestellt. Die Tabelle 3.1 gibt Aufschlul3 Uber die bei den
durchzufiihrenden Experimenten zu erwartenden Resultate, die nachfolgend kurz erldutert
werden. Die Mutation E37G in Ras sollte aufgrund der Aufhebung der Interaktion mit

Abbildung 3.27  Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen verschiedenen funk-
tionellen Bereichen von H-Ras und c-Raf

Dargestellt sind die verschiedenen fur die nachfolgenden Experimente ausgewahlten Aminosauren in
Ras- bzw. Raf und deren Zuordnung zu distinkten funktionellen Bereichen innerhalb des entsprechen-
den Proteins. Charakterisierte Interaktionen sind blau und griin hervorgehoben. Die fragliche Wechsel-
wirkung zwischen der Aktivierungs-Region von Ras und der c-Raf C1-Doméne ist rot markiert. Die
Abbildung gibt die komplexe Interaktion zwischen der Raf RBD und Ras nur unvollstandig wieder
und bezieht sich nur auf die in diesem Zusammenhang rel evanten Aminosauren.
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den Aminosauren R67 und R59 der Raf RBD zu einer Reduzierung der c-Raf(Wt)-
Aktivierung fuhren. Aus den gleichen Grinden sollte umgekehrt auch eine Mutation der
Aminosauren R67 bzw. R59 der Raf RBD eine entsprechende Inhibition bewirken. Bel
Kombination einer der beiden RBD-Mutanten mit der RasG12V.E37G-Mutante sollte es zu
keiner welteren Reduzierung der Aktivierung kommen, da es sich hierbei um korrespon-
dierende Aminosauren handelt, die beide dieselbe Interaktion betreffen. Dagegen sollte die
Kombination dieser Raf-Konstrukte mit der RasG12V .43/45/50A-Mutante zu einer weiter-
gehenden Reduzierung der Aktivierung fuhren, da nun simultan zwei verschiedene
Wechselwirkungen aufgehoben werden. Aus analogen Uberlegungen heraus sollte sich der
inhibierende Effekt der Raf RBD-Mutante Q66A bzw. T68A sowohl bel Koexpression von
RasG12V.E37G as auch von RasG12V.43/45/50A verstarken. Aufgrund dieser Uber-
legungen wére hinsichtlich einer Interaktion von RasG12V.43/45/50A und c-Raf 177/182/
183A eine Inhibition durch die jeweiligen einzelnen Dreifachmutanten zu erwarten, die sich
jedoch bei der Kombination der beiden Mutanten nicht verstérkt. Bei Aktivierung von
c-Raf 177/182/183A durch RasG12V.E37G kéme es jedoch bedingt durch die zusétzlich
aufgehobene Interaktion zwischen E37 in Ras und R67/R59 in Raf zu einer starkeren Ab-
nahmen der Transaktivierung. Ein qualitativ vergleichbares Resultat sollte auch bel Ko-
transfektion des c-Raf(DC1)-Konstruktes erhalten werden, da hier die vollstandige Deletion
der C1-Domane in Raf einen Verlust der potentiellen Wechselwirkung mit dem Ras-Epitop,
bestehend aus den Aminosauren 43, 45 und 50, bewirkt.

‘HRas——CRaf DC1 177/182/183A 68A
y y y
c1zv 43/45/50A ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ +3
or2v \ \ +
Tabelle 3.1 Schematische Darstellung der bei den ,,Kreuzexperimenten“ zu erwartenden
Resultate

Zusammenfassung der fir die Kombination der verschiedenen Ras- und Raf-Mutanten prognostizier-
ten Resultate. Erwartete inhibierende Effekte auf die Aktivierung sind durch einzelne Pfeile, stérkere
Inhibitionen durch Aufhebung von zwei unterschiedlichen Interaktionen durch zwei Pfeile dargestellt.
Zum besseren Verstdndnis korrespondieren die gewahiten Farben zu denen der Abbildung 3.27
(néhere Erléauterungen im Text und in der Legende zu Abbildung 3.27).

Fir die nachfolgenden Experimente wurden RK13-Zellen mit den verschiedenen oben

beschriebenen Raf-Konstrukten transient transfiziert. Zusétzlich erfolgte eine Kotransfektion
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mit RasG12V, RasG12V.43/45/50A bzw. RasG12V.E37G. In Vorversuchen wurde fir jedes
der drei verschiedenen Ras-Konstrukte digenige einzusetzende Plasmidmenge ermittelt,
welche zu einer Raf(Wt)-Aktivierung fuhrt die der durch RasG12V-vermittelten Aktivierung
von Raf(Wt) anndhernd aguivalent ist (ohne Abbildung). Hierdurch wird gewahrleistet, dal3
trotz der durch die verschiedenen Ras-Mutanten bewirkten inhibierenden Effekte weltere,
durch die diversen Raf-Mutanten bedingten Inhibitionen detektierbar sind. Die Lysate der ge-
ernteten und aufgeschlossenen Zellen wurde in einem Luciferase-Reportergen-Assay einge-
setzt und die Luciferase-Aktivitéten bestimmt. In Abbildung 3.28 sind die aus vier unab-
héngigen Messungen erhaltenen und gemittelten Daten dargestellt.
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Abbildung 3.28 Vergleich der Transaktivierung verschiedener c-Raf-Konstrukte unter Ver-
mittlung von RasG12V, RasG12V.43/45/50A und RasG12V.E37G im
Reportergen-Assay

RK13-Zellen wurden mit Plasmiden der verschiedenen Raf-Konstrukte transient transfiziert. In drei

verschiedenen Ansétzen erfolgte eine zusétzliche Kotransfektion von 80 ng, 145 ng bzw. 320 ng des

RasG12V-, RasG12V.43/45/50A- bzw. des RasG12V .E37G-Plasmids. Die Daten zeigen den Mittel-

wert von vier unabhangigen Experimenten. Die fir das jeweilige Ras-Konstrukt vermittelte

c-Raf(Wt)-Aktivierung wurde auf 100 % normiert. Aliquots der verschiedenen Zell-Lysate wurden
einer Western-Blot-Analyse unterzogen um die Expressonsstérke der verschiedenen Ras- und Raf-

Proteine bewerten zu kénnen. Die Ergebnisse der Immundetektion sind im unteren Teil der Abbildung

dargestellt. Die gewahlten Farben korrespondieren zu denen der Abbildung 3.27 und der Tabelle 3.1.
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Um die Ergebnisse besser miteinander vergleichen zu koénnen, wurde die fir das jeweilige
Ras-Konstrukt vermittelte c-Raf(Wt)-Aktivierung auf 100 % normiert. Die ermittelten
Aktivierungen sind in Tabelle 3.2 zusammengefal% und den zu erwartenden Resultaten der
Tabelle 3.1 gegenubergestellt. Generell ist festzustellen, dald die prognostizierten und die
tatsachlich gemessenen Ergebnisse qualitativ gut korrelieren. Eine Substitution des Arginin
59 bzw. 67 der Raf RBD zu Alanin fihrt im Falle der Aktivierung durch RasG12V zu einer
Inhibition auf 50%bzw.57%. Be  Stimulation derselben Konstrukte durch
RasG12V .43/45/50A wird eine stéarkere Reduzierung der Aktivierung von 29 % bzw. 31 %
festgestellt. Dies ist durch die Aufhebung einer zweiten, durch die Aminoséuren Q43, V45
und T50 vermittelten Interaktion bedingt. Die Koexpression des RasG12V.E37G-Proteins
bewirkt eine geringere Inhibition, die mit 49 % bzw. 63 % von der GrofRenordnung im
Bereich der Aktivierung durch RasG12V liegt. Da die RasG12V .E37G-vermittelte c-Raf (Wt)-
Aktivierung auf 100 % normiert wurde (bel der ja bereits die Interaktion zwischen E37 und
R59/R67 aufgehoben ist), sollte die Veranderung der Arginine59 und 67 der Raf RBD zu
keiner weiteren Reduzierung der Aktivierung fuhren, d.h. sie sollte im Idealfal nahe 100 %
liegen. In diesem Punkt konnten die von Jaitner ez al. fur diese Kombinationen ermittelten
Aktivierungen von 86 % bzw. 90 % nicht reproduziert werden (Jaitner et al. 1997). Fir die
Stimulation durch RasG12V konnten hingegen nahezu identische Werte ermittelt werden.
Diese Abweichungen sind nicht plausibel erkldrbar und eventuell durch eine leicht
unterschiedliche Behandlung der transfizierten Zellen, durch eine differierende Dichte der
ausplattierten Zellen oder durch verénderte Inkubationszeiten begriindet. Die Beseitigung der
durch Q66 der Raf RBD vermittelten Wechselwirkung mit Ras durch eine entsprechende
Alanin-Substitution bewirkt eine Inhibition der Aktivierung auf 32 %.

HRas—<Raf | DC1 177/182/183A 68A

o12v v 86 % ¥ 299 50 % 57 % 2% ¥ 715%
cuv 43/45/50A( g9 oy, Vot ¥t 290 vd 319 ¥4 29| ¥4 40%
c1v v 62% V6% 49 % 63 % 3% V¥ 279%

Tabelle 3.2 Gegeniiberstellung der fiir die ,,Kreuzexperimente* prognostizierten und der tat-
sichlich gemessenen Resultate

Zusammenfassung der fir die Kombination der verschiedenen Ras- und Raf-Mutanten prognostizier-
ten Resultate aus Tabelle 3.1 und der tatschlich gemessenen Werte aus Abbildung 3.28. Erwartete
inhibierende Effekte auf die Aktivierung sind durch einzelne Pfeile, stérkere Inhibitionen durch Auf-
hebung von zwei unterschiedlichen Interaktionen durch zwei Pfeile dargestellt. Zum besseren Ver-
stdndnis korrespondieren die gewahlten Farben zu denen der Abbildung 3.27 und 3.28 (n&here Erléau-
terungen im Text).
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Gemal3 der vorausgesagten Erwartungen sinkt das Aktivierungsniveau bei Induzierung durch
RasG12V.43/45/50A bzw. RasG12V.E37G weiter auf Werte von 12 % bzw. 3 %. Dies ist
durch eine zusétzliche Beseitigung der Interaktion der Aminosduren Q43, V45 und T50 mit
der c-RafC1-Doméne bzw. durch die Aufhebung der Wechselwirkung zwischen E37 in Ras
und R59/R67 der Raf RBD bedingt. Diese Erklarung gilt analog auch fir die qualitativ ver-
gleichbaren Resultate der RBD-Mutante T68A. Hier betrégt die Aktivierung durch RasG12V
75 %; bei Stimulation durch RasG12V.43/45/50A bzw. RasG12V.E37G ist die Aktivierung
deutlich geringer und liegt bei 40 % bzw. 27 %. Die Transaktivierung durch c-Raf(DC1)
betragt bei Induktion durch RasG12V bzw. RasG12V.43/45/50A 86 % bzw. 89 % der jewei-
ligen c-Raf(Wt)-Aktivierung. Bei Stimulation durch RasG12V.E37G ist dagegen eine ge-
ringere Aktivierung von 62 % mefdbar. Ein qualitativ dhnliches Ergebnis kann fir die
c-Raf C1-Mutante S177/T182/M183A festgestellt werden. Bel Stimulierung durch RasG12V
kann eine starke Inhibition der Aktivierung von 29 % gemessen werden. Damit konnte der
von Daub et al. gezeigte inhibierende Effekt dieser Raf-Mutante eindeutig reproduziert wer-
den, wobel dort ein Aktivierungsniveau von 35 % ermittelt wurde (Daub ef al. 1998). Bel
Kombination mit RasG12V.E37G wird die Aktivierung weitaus stérker reduziert und betragt
ca. 6 %, da zwei verschiedene Ras/Raf-Interaktionen aufgehoben werden, namlich zum einen
die zwischen E37 in Ras und R59/R67 der Raf RBD und zum anderen zwischen den
potentiell korrespondierenden Epitopen Q43/V45/T50 in Ras und S177/T182/M183 der
c-Raf C1-Doméne. RasG12V.43/45/50A vermittelt eine Aktivierung des Raf 177/182/183A-
Konstruktes von 27 %. Diese ist damit nahezu identisch zu der durch Stimulierung durch
RasG12V erhatenen Aktivierung. Eine Interaktion dieser beiden Epitope vorausgesetzt, ware
eigentlich eine deutlich geringere Inhibition, idealerweise von anndhernd 100 %, zu erwarten
gewesen, da die RasG12V.43/45/50A-vermitttelte c-Raf(Wt)-Aktivierung, bel der diese
Interaktion bereits aufgehoben ist, auf 100 % normiert wurde. Dieses Phdnomen konnte schon
hinsichtlich der Untersuchungen der Wechselwirkung von E37 in Ras mit R59/R67 der
Raf RBD beobachtet werden und sollte deshalb hier nicht Uberinterpretiert werden. Als
entscheidend soll  hier festgehalten werden, dal3 die durch die Mutanten
RasG12V.Q43/V45/T50A und c-Raf 177/182/183A aufeinander ausgelibten Effekte qualitativ
vergleichbar mit denen sind, die durch Kombination von RasG12V.E37G und c-RafR57A
bzw. c-RafR67A auftreten, deren Interaktion bereits durch zahlreiche Experimente als
gesichert gilt. Aufgrund der Paralldlitét dieser Ergebnisse kann die Interaktion zwischen dem
Epitop der Aktivierungs-Region von Ras, bestehend aus den Aminosduren Q43, V45 und T50
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und dem Ras-Bindungsepitop der c-Raf C1-Doméane definiert durch die Aminosduren S177,
T182 und M 183 als ebenfalls real angesehen werden.

Um sicherzustellen, dal3 die gemessenen Aktivierungen nicht auf eine unterschiedlich starke
Expression der verschiedenen Ras- und Raf-Proteine zuriickzufiihren sind, wurden zur Kon-
trolle dartiber hinaus Western-Blot-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden, gemal3 der unter-
schiedlichen Transfektionseffizienz der verschiedenen Transfektionsansétze, entsprechende
Volumina an Zell-Lysaten auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Nach Transfer der
separierten Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte die Immundetektion der Ras- bzw.
Raf-Proteine durch einen entsprechenden priméren Antikorper. Die in der Abbildung 3.28
dargestellten Western-Blot-Resultate zeigen nahezu identische Expressionsniveaus fur samt-
liche Ras- und Raf-Konstrukte.
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4 Diskussion

4.1 Untersuchung der Funktion der Lipidmodifikationen
von H-Ras fiir die Aktivierung von c-Raf 1

In dem ersten Tell der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern den posttrans-
lationalen Lipidmodifikationen des Ras-Proteins, insbesondere der Farnesylgruppe, eine Uber
die reine Funktion fur die Membranrekrutierung der Raf-Kinase hinausgehende Rolle in dem
Raf-Aktivierungsprozefd zukommt. So finden einige Autoren, dal3 die Lipidmodifikationen
essentiell fur die Aktivierung von c-Raf und B-Raf sind (Kikuchi und Williams 1994; Okada
et al. 1996). Durch Untersuchungen mit verschiedenen chiméren Proteinen konnte gezeigt
werden, dal’ diese durch eine N-terminale Fusion einer aus dem E1-Protein des avian Corona-
Virus abgeleiteten Transmembran-Domane artifiziell an die Plasmamembraninnenseite diri-
giert werden konnen (Swift und Machamer 1991). Experimente mit einem auf diese Weise
erzeugten transmembranalen, onkogenen RasQ61L-Konstrukt (TM-RasQ61L-3S), welches
nicht C-terminal modifiziert ist, haben gezeigt, dal3 dieses zur Transformation von NIH3T3-
Zéllen in vivo féhig ist (Hart und Donoghue 1997). Die Autoren folgern daraus, dai3 die Ras-
Lipidmodifikationen fur die Transformation eukaryontischer Zellen nicht essentiell sind,
solange das Ras-Protein in der Plasmamembran lokalisiert ist. In der vorliegenden Arbeit soll
unter Anwendung der von Hart ef al. beschriebenen Strategie detaillierter analysiert werden,
ob die Raf-Kinase as prominentester, dem Ras-Protein nachgeschalteter Effektor bzw. die
Raf/IMEK/ERK-Signalkaskade unabhdngig von den Ras-Lipidmodifikationen aktiviert
werden kann (Abbildung 3.1 und 3.2).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 c-Raf (Wt) durch ein solch artifizielles,
transmembranales und konstitutiv aktives Ras-Konstrukt (QI-RasG12V.3S) im Luciferase-
Reportergen-Assay erfolgreich aktiviert werden kann (Abbildung 3.3). Dabei mul? jedoch
eine etwa funffach hohere Menge des zu transfizierenden Plasmids eingesetzt werden, um ca.
90 % der durch ,normales’ RasG12V induzierten Raf(Wt)-Aktivierung zu erreichen. Die
aleinige Transfektion von steigenden Mengen an QI-RasG12V.3S fihrt nicht zu einer
Erhohung der durch dieses Konstrukt bedingten Basalaktivitét und liegt in jedem Fall im
Bereich der Leervektor-Kontrolle und damit deutlich unter der durch RasG12V vermittelten
Basalaktivitét. Es scheint, als sei QI-RasG12V.3S zur Aktivierung endogener Raf-Kinase
nicht befdhigt; eine Beobachtung, welche beispielsweise auch fir die Ras-Mutante
RasG12V/E37G gemacht werden kann (Jaitner etal 1997). Die Féahigkeit des
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QI-RasG12V.3S-Konstruktes zur Stimulation der Raf-Kinase als nachgeschalteter Effektor
konnte auch durch Nachweis der unmittelbaren Phosphorylierung von MEK als Substrat der
aktivierten Raf-Kinase in einem Kinase-Aktivitdis-Assay gezeigt werden (Abbildung 3.4).
Auch hier ist die zu beobachtende Aktivierung durch QI-RasG12V.3S deutlich geringer als
die durch RasG1l2V induzierte und betrégt, obwohl auch hier eine finffach hohere
Plasmidmenge eingesetzt wurde, im Vergleich zur Aktivierung durch RasG12V nur 41 %.
Eine Erkldrung fir das im Vergleich zum Luciferase-Reportergen-Assay niedrigere
Aktivierungsniveau besteht darin, dald es innerhalb einer Signakaskade wie dem
Ras/Raf/MEK/ERK-Modul (Abbildung 1.7) zu einer Amplifikation des eingehenden initialen
Signals kommt. Die Aktivierung im Luciferase-Reportergen-Assay ist folglich grofier, well
dort die Transkriptionsaktivitdt am Ende der Kaskade gemessen wird. Western-Blot-
Experimente haben gezeigt, dal3 eine im Vergleich zu RasG12V flunffach hthere Menge des
QI-RasG12V.3S-Plasmids eingesetzt werden mul3, um eine annahernd aquivalente Expression
zu erzielen (Abbildung 3.5). Das QI-RasG12V.3S-Protein wird zwar weniger effizient
exprimiert, ist jedoch zur Aktivierung der Raf-Kinase sowie der nachgeschalteten
Signalkaskade fahig. Als Fazit bleibt festzuhalten, dal? die Ras-Lipidmodifikationen fur die
Aktivierung der Raf-Kinase und der nachfolgenden Aktivierungsschritte nicht essentiell sind.
Dies erklart auch die von Hart et al. beobachtete Transformation von NIH3T3-Zellen durch

Expression von transmembranalem RasQ61L .

Die hier vorgestellten Daten wurden bereits 1998 vertffentlicht (Daub ef al. 1998) und spéter
durch Hart et al. reproduziert und somit bestétigt (Hart et al. 2000). Hart ef al. zeigen neben
Resultaten aus Reportergen- und Kinase-Aktivitéts-Assays, dald transmembranales, konstitu-
tiv aktives Ras (TM-RasQ61L-3S) zur Induzierung von Differenzierungsprozessen wie dem
Neuritenwachstum in PC12-Zellen fahig ist. Darliber hinaus kann dieses Ras-Konstrukt auch
weitere Signalwege wie etwa den PI3-Kinase- und den Rac/Rho-Signalweg, stimulieren.
TM-RasQ61L-3S zeigt im Luciferase-Reportergen-Assay eine Aktivierung von ca. 30 % und
im Kinase-Aktivitats-Assay eine Aktivierung von 42 %, jeweils verglichen mit RasQ61L.
Letzteres Resultat stimmt mit den in dieser Arbeit vorgestellten Werten Uberein, wobei im
Gegensatz zu Hart et al. jedoch wie erwahnt hdhere Plasmidmengen eingesetzt wurden. Um
eine von Harteral erzielte Aktivierung von 30 % im Luciferase-Reportergen-Assay zu
erreichen, mufden unter den hier geschilderten Bedingungen etwa die doppelte Menge an
Plasmid eingesetzt werden. Die Aktivierung durch TM-RasQ61L-3S wie auch durch
QI-RasG12V.3S ist jedoch im allgemeinen deutlich geringer as die durch RasQ61L bzw.
RasG12V.
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Abweichungen zwischen den Resultaten dieser Arbeit und denen von Hart ez al. publizierten
koénnen durch diverse Faktoren begriindet sein. So werden neben verschiedenen Vektoren, die
sich unter anderem durch unterschiedliche Promotoren auszeichnen, je nach Experiment auch
unterschiedliche Zellinien eingesetzt. Fir den Luciferase-Reportergen-Assay benutzen
Hart et al. NIH3T3-Zélen, fur den Kinase-Aktivitéts-Assay jedoch COS-1-Zellen und in
weiteren Versuchen 293T-Zellen. Darliber hinaus bestehen auch Abweichungen hinsichtlich
der Zellkultur-Bedingungen, der Inkubationszeiten erc. Auch Hart ef al. schluf3folgern aus
ihren Untersuchungen, dal3 die Aktivierung der Raf-Kinase generell auch ohne Ras-Lipid-
modifikationen respektive der Ras-Farnesylierung moglich ist. Die Autoren schlief3en jedoch
nicht vallig aus, dal? die posttranslationalen Modifikationen des Ras-Proteins die Mdglichkeit
der Aktivierung von bzw. die Interaktion mit nachgeschalteten Effektoren verstérken. Dies
konnte ihrer Ansicht nach durch Lipid/Protein-Interaktion oder auch durch eine durch den
C-Terminus von Ras induzierte, spezielle Konformation vermittelt werden. Auch der Einfluld
der Lipidmodifikationen auf die zellulére und membranale Lokalisation des Ras-Proteins
kann hier von Bedeutung sein. In der Tat gibt es neben einer unterschiedlichen Expressions-
rate zahlreiche Aspekte, welche die Signallibertragung beeinflussen und so Erklarungs-
moglichkeiten dafUr bieten, dal3 eine Stimulation von Raf durch QI-RasG12V.3S im Ver-
gleich zur Induzierung durch RasG12V nicht vdllig identische Resultate liefert. Einige dieser
die Signaltbertragung beeinflussenden Aspekte sollen im folgendem ausfihrlicher erl&utert
werden, da sie auch in Hinblick auf die Beurteilung der zahlreichen anderen publizierten

Arbeiten mit zum Teil kontroversen Resultaten wichtig sind.

Obwohl zahlreiche fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen gezeigt haben, dald artifi-
zielle, chimére Proteine wie TM-RasQ61L-3S (und folglich auch QI-RasG12V.3S) in der
Plasmamembran lokalisiert sind (Hart und Donoghue 1997; Machamer et al. 1990; Machamer
und Rose 1987; Swift und Machamer 1991), muf3 bedacht werden, dal? die Plasmamembran
einer Zelle keinen homogenen lipid bilayer darstellt. So ist der Aufbau der Zellmembran auf
der basalen und apikalen Seite oft deutlich verschieden; auch (laterale) Zell/Zell-Kontakte
beeinflussen die Membranstruktur und -zusammensetzung. So lassen sich in der Plasmamem-
bran bei spielsweise cholesterinreiche, auch as lipid rafts bezeichnete Membranbereiche iden-
tifizieren (Simons und Ikonen 1997; Simons und Ikonen 2000; Simons und Toomre 2000;
Kranenburg er al. 2001; Rizzo et al. 2001). Ein morphologisch identifizierbarer Subtyp der
lipid rafts stellen die sogenannten Caveolae dar. Diese enthalten das namengebende Struktur-
protein Caveolin, welches die Aggregation der (planaren) lipid rafts bewirkt und nachfolgend

zu einer Einstllpung der Plasmamembran fuhrt (Hooper 1999; Kurzchalia und Parton 1999;
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Masserini und Ravasi 2001). Die korrekte Lokalisation von Signalproteinen in oder aul3erhalb
solcher Membranbereiche ist von grof3er Bedeutung (Mineo et al. 1996; Parton und Hancock
2001) und héngt u.a. von den posttranslationalen Lipidmodifikationen ab. So lassen sich in
den lipid rafts vor alem acetylierte (= pamitylierte und myristoylierte) Proteine, jedoch kaum
prenylierte (= farnesylierte und geranylgeranylierte) Proteine finden (Melkonian et al. 1999;
Moffett ef al. 2000). Unverédndertes H-Ras, welches einfach farnesyliert und zweifach
palmityliert ist, findet sich demzufolge vorwiegend in den lipid rafts, wahrend nur einfach
farnesyliertes K-Ras hauptsachlich aul3erhalb dieser lokalisiert ist. Es konnte gezeigt werden,
dal3 dominant-negatives Caveolin die Funktion von H-Ras beeintrachtigt, indem dieses die
cholesterinreichen Membrandoménen zerstort (Roy et al. 1999). Des weiteren verursacht
dominant-negatives Caveolin eine Imbalance der intrazelluldren Cholesterin-Konzentration
(Pol et al. 2001). Die C-terminae, polybasische Region von K-Ras bewirkt eventuell eine
Rekrutierung bzw. Konzentrierung saurer Membranlipide und schafft so in der Plas
mamembran neue, speziadisierte Zentren fur die SignalUbertragung. Die zweite posttransla-
tionale Modifikation (Palmitylierung) respektive die polybasische Sequenz ist wahrscheinlich
fur die Mikrolokalisation der verschiedenen Ras-I1soformen entscheidend. Die ca. 20 letzten
C-terminalen Aminosauren, welche die sogenannte hypervariable Region (HVR) bilden, sind
fUr die exakte Lokalisierung ebenfalls von Bedeutung (Booden ef al. 2000; Prior und Hancock
2001; Reuther und Der 2000). Berticksichtigt man den Einflul spezieller Membranbereiche
bei der Signaltransduktion, 183 sich fur nicht lipidmodifiziertes, transmembranales
QI-RasG12V.3S bzw. TM-RasQ61L-3S im Gegensatz zu H-Ras und K-Ras eine anndhernd
gleichmaliige Verteilung Uber die gesamte Plasmamembran erwarten. Diese unterschiedliche
Distribution beeinfluf3 u.a. das Zusammentreffen vor- und nachgeschalteter Komponenten
eines Signalweges und damit natiirlich die Signal Gbertragungsprozesse im allgemeinen. Das
Szenario wird noch komplexer, wenn man weiter berlicksichtigt, dal} die Raf-Kinase
zwischen den strukturierten Caveolae und den unstrukturierten Membranbereichen zwar
anndhernd gleichvertellt ist, jedoch vorwiegend in letzteren und nicht in den lipid rafts
aktiviert wird (Prior et al. 2001). Die Mikrolokalisierung membranstéandiger Proteine ist stark
von deren, nach der Trandation eingeschlagenem Weg durch das Cytoplasma zur
Plasmamembran abhangig. Wéhrend H-Ras und N-Ras dem klassischen, sekretorischen Weg
folgen, also Uber Vesikel vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) Uber den Golgi-Apparat
zur Plasmamembran gelangen (Apolloni et al. 2000; Choy et al. 1999; Prior und Hancock
2001), ist K-Ras kaum in Membranen des Golgi-Apparates nachweisbar und scheint damit
einen Golgi-unabhéngigen Weg zur Plasmamembran zu nehmen. Mdglicherweise dissozi-

iert K-Ras vom ER und gelangt, getrieben von der Wechselwirkung der C-terminalen, poly-
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basischen Sequenzen und den sauren Membranlipiden, durch freie Diffusion passiv an die
Plasmamembran (Roy et al. 2000). Dies wirde zu einer gleichméidigen Vertellung von K-Ras
in der Plasmamembran, bzw. in deren ungeordneten Bereichen flhren, wahrend H-Ras préfe-
rentiell in den lipid rafts lokalisiert wére. Dies konnte erkléren, warum die Raf-Kinase besser
durch K-Ras as durch H-Ras aktiviert werden kann (Ellis und Clark 2000; Y an ef al. 1998).
Dennoch wird in den meisten Arbeiten, so auch in der vorliegenden, H-Ras zur Raf-
Aktivierung verwendet. Da die verschiedenen Ras-Isoformen eine starke Identitét zeigen, die
im Bereich der Effektor-Region und den angrenzenden Regionen sogar 100 % betragt
(Abbildung 1.6), wird im allgemeinen jedoch davon ausgegangen, dal3 H-Ras und K-Ras zur
Vermittlung @hnlicher bzw. nahezu gleicher Effekte befahigt sind.

Der Einflul3 der Mikrolokalisation verschiedener Komponenten einer Signalkaskade auf den
Aktivierungsprozel3 verdeutlicht die durch H-Ras bzw. RaplA vermittelte Aktivierung von
Ral durch dessen spezifischen Austauschfaktor RaAGDS (auch RalGDF genannt). Sowohl
H-RasGTP als auch RaplAGTP binden an die RBD von RalGDS, wobe die Affinitét von
RaplA GTP zur RAGDS-RBD im Vergleich zu H-RasGTP etwa um den Faktor 100 hoher ist
(Herrmann et al. 1996). Dies legt zundchst nahe, dal3d RalGDS weniger einen Ras-, as viel-
mehr einen Rap-Effektor darstellt. Die unterschiedlichen C-terminalen Lipidmodifikationen
der beiden GTPasen bewirken jedoch eine Lokalisation von Ras an der aulReren Plasma
membran, wahrend Rap in intrazellularen Membranen inseriert ist (Matsubara et al. 1999).
Die Aktivierung von Ras fiuhrt folglich zu der Rekrutierung von RalGDS an die Plasma-
membran, wahrend aktiviertes RaplA eine Lokalisierung von RaGDS an innere Membranen
bewirkt. Da Ral jedoch ausschliefdlich an der Plasmamembran lokalisiert ist, kann dessen
Aktivierung demzufolge nicht durch RaplA, sondern nur durch Ras erfolgen, obwohl die
Affinitdt zwischen RaplA und RalGDS hoher ist als die von H-Ras und RalGDS.
Moglicherweise bewirkt die Aktivierung von RaplA die hochaffine Bindung von RaGDS in
einem stabilen Rap/RalGDS-Komplex, wodurch die Ras-vermittelte Signaltransduktion Uiber
RalGDS und Ral unterbunden wird. Dies kdnnte die antagonistische Wirkung von Rap auf die

durch onkogenes Ras verursachten zellul&ren Effekte erkléren (Linnemann ez al. 2002).

Bel der Beurtellung der durch QI-RasG12V.3S vermittelten Effekte muf3 des weiteren be-
ricksichtigt werden, dal3 dieses Protein zum einen ein hoheres Molekulargewicht als
RasG12V hat und zum anderen N-termina zweifach glykosyliert wird. Dadurch kann der
zeitliche Verlauf der Trandation und der Modifikation fir QI-RasG12V.3S und RasG12V
trotz Benutzung desselben intrazellul&ren Weges verschieden sein.
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Nicht nur die Geschwindigkeit der Expression, sondern auch die der Degradation (durch Ubi-
guitinierung) von Proteinen bzw. das Verhdtnis dieser beiden gegensétzlichen Prozesse, kann
die Signaltibertragung beeinflussen. Die Stabilitét eines Proteins wird vorwiegend durch sei-
nen aminoterminalen Aminosaurerest bestimmt (N-end rule). Da die in dieser Arbeit verwen-
deten Ras-Konstrukte (RasG12V und QI-RasG12V.3S) jedoch beide als erste Aminosaure ein
Methionin besitzen, ist eine unterschiedliche Halbwertszeit dieser beiden Proteine als Er-
kl&rung fur ihre unterschiedlich starke Potenz zur Aktivierung der Raf-Kinase auszuschlief3en
(Bachmair et al. 1986; Ciechanover 1987; Varshavsky 1992; Waxman und Goldberg 1986).

Ein weiterer Punkt, der die Signaltransduktionsprozesse beeinflufdt, stellt die durch die ver-
schiedenen Lipidmodifikationen der Proteine vermittelte, unterschiedliche Dynamik der
Membraninsertion und -dissoziation dar (Johnson und Cornell 1999). So ist die Pamitylie-
rung aufgrund ihrer Reversibilitét dynamisch (Magee er al. 1987; Milligan et al. 1995),
wéhrend die Farnesylierung nicht reversibel ist (Prior und Hancock 2001). Da
QI-RasG12V.3S weder farnesyliert noch pamityliert ist, ist dessen Dynamik mit Sicherheit
von der des RasG12V -Proteins verschieden.

Des weiteren fihrt die im Vergleich zur normalen, C-terminalen Membraninsertion des
RasG12V-Proteins artifizielle, N-terminale Insertion des Ql-RasG12V.3S-Proteins in der
Plasmamembran zu einer unterschiedlichen rdumlichen Orientierung des entsprechenden
Ras-Proteins in bezug auf die Plasmamembran selbst sowie in bezug auf vor- bzw. nachge-
schaltete Komponenten der Signalkaskade (GEFs, Effektoren, Kinasen, Phosphatasen ezc.).

Ahnliche Auswirkungen dirfte auch eine durch die differierende Membraninsertion der bei-
den Ras-Konstrukte bedingte, unterschiedliche Distanz der beiden Proteine zur Plasmamem-
bran haben. Dies zeigt sich auch dadurch, dal3 ein /inker von mindestens 11 Aminosauren
zwischen der Transmembran-Doméane und dem eigentlichen Ras-Protein fir die Funktionali-
t&t des chiméren Proteins essentiell ist (Daub et al. 1998; Hart und Donoghue 1997).

Die vielfaltigen Wechselwirkungen zwischen (Signal-) Proteinen und der Plasmamembran
sowie der daraus resultierenden Effekte, lassen so manche der mit gereinigten Proteinen einer
definierten Konzentration durchgefihrten in vitro-Versuche als kritisch erscheinen. So kann
die lokale Konzentration eines Proteins in bestimmten Membranbereichen (lipid rafis,
Caveolae) deutlich hoher als die auf das Gesamtzellvolumen bezogene Konzentration sein.
Weiterhin mul3 berticksichtigt werden, dal3 cytoplasmatische Proteine eine dreidimensionale

Diffusion zeigen, wéhrend die Diffusion membransténdiger Proteine aufgrund der ausschlief3-
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lich lateralen Diffusion in der Plasmamembran zweidimensional ist. Bei Proteinen, die an
fibrillaren Strukturen lokalisiert sind, ist die Anzahl der Freiheitsgrade fir die Diffusion noch

um einen weiteren Faktor geringer.

Die aktivierenden und inhibierenden Effekte der verschiedenen von Daub et al. durch exten-
sive Alanin-Scanning-Mutagenese identifizierten und charakterisierten c-Raf C1-Mutanten
(Abbildung 3.6) lassen sich ausnahmslos auch durch Stimulation mit QI-RasG12V.3S statt
durch RasG12V reproduzieren (Abbildung 3.7 und 3.8). Die beobachteten Effekte sind also
unabhangig von jedweder Lipidmodifikation des Ras-Proteins. Allein die c-Raf C1-Mutanten
K144A, R164A und L160A sowie deren Kombinationen zu Doppel mutanten zeigen eine hier-
von signifikante Abweichung (Abbildung 3.8). Das Leucin 160 befindet sich in Homologie
zur C1-Domaéne der PKCs in einem fur die DAG/Phorbolester-Bindung relevanten Bereich.
Auch wenn die Raf-Kinase selbst zwar kein DAG bzw. Phorbolester bindet, so konnte das
Leucin 160 aufgrund dieser Homologiebetrachtung jedoch fir eine Interaktion mit einem
noch nicht identifizierten Lipid-Kofaktor von Bedeutung sein. Eine derartige hypothetische,
spezifische Interaktion wirde auch erklaren, warum eine relativ moderate Substitution eines
Leucins durch ein Alanin zu einer verhdltnismaldig starken Inhibition der Raf-Aktivierung
fuhrt. Fur die basischen Aminoséuren Lysin 144 und Arginin 164 wird eine Wechselwirkung
mit sauren Lipiden der Plasmamembran angenommen (Daub et al. 1998). Diesist wie Abbil-
dung 4.1 verdeutlicht gut vorstellbar, insbesondere da das hydrophobe Leucin 160 in der
Membran inseriert ist, was fur eine postulierte Interaktion dieser Aminosaure mit einem hypo-

thetischen lipid messenger essentiell wére.

Abbildung 4.1 Modell fiir die Insertion der c-Raf C1-Domiine in der Plasmamembran
Das hydrophobe, in der Plasmamembran inserierte Leucin 160 ist gelb, die basischen Aminosauren
Lysin 144 und Arginin 164 sind blau dargestellt. Letztere interagieren mit sauren Membranlipiden.
Die Abbildung wurde mit dem Programm WebL abViewer 4.0 erstellt (gemald Mott et al. 1996).
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Die Aminosduren Lysin 144 und Arginin 164 sind aufgrund ihres basischen Charakters
potentielle, mit sauren Membranlipiden interagierende Aminosauren. In zahlreichen Studien
wurde die Funktion basischer, aber auch aliphatischer und aromatischer Aminosauren fir die
Membran/Protein-Interaktion detailiert analysiert (Gelb er al. 1999; Han et al. 1999; Stahelin
und Cho 2001; Yau ef al. 1998). Diese und die hier dargestellten Resultate legen nahe, dal3
zumindest eine Funktion der c-Raf C1-Domaéne in der Vermittlung der Membranlokalisation
der Raf-Kinase besteht. So konnte die Cl-Domane nach der initialen, Ras-vermittelten
Membranrekrutierung der Raf-Kinase fur die Aufrechterhaltung der Membranlokalisation
verantwortlich sein (vgl. Abbildung 1.11). Die initiale Interaktion von Ras mit der RBD der
Raf-Kinase induziert eine Konformationsénderung, infolgedesssen die in der inaktiven Kinase
kryptische C1-Domaéne fur eine Interaktion mit Ras und der Plasmamembran zuganglich wird.
Die Inhibition durch die c-Raf C1-Mutanten K144A, R164A und 160A sowie der
Doppelmutanten K144/R164A und K144/L160A ist bei Stimulation durch QI-RasG12V.3S
deutlich stérker as bel Aktivierung durch RasG12V, d.h. diese Raf-Konstrukte reagieren
systematisch anders auf die Art der Membraninsertion. Dies bedeutet aber nicht, dal3 diese
Aminosauren der c-Raf C1-Doméne an einer Interaktion mit den C-terminalen Lipid-
modifikationen des Ras-Proteins, speziell der Farnesylgruppe, beteiligt sind. Im Gegentell:
wenn diese Aminosaurereste fur eine Bindung der Farnesylgruppe des Ras-Proteins essentiell
waéren, sollten die bei Stimulation mit RasG12V zu beobachtenden, inhibierenden Effekte
dieser c-Raf C1-Mutanten bei Verwendung von QI-RasG12V.3S zur Aktivierung nicht zu
registrieren sein, da ja in diesem Fal bereits durch das Fehlen der Farnesylgruppe eine
potentielle Wechselwirkung seitens des Ras-Proteins beseitigt ist. Die RasG12V-vermittelte
Aktivierung der Doppelmutanten K144/R164A und K144/L160A liegen laut Daub et al. bei
etwa 30 % und 15 %. Die artifizielle Membraninsertion dieser c-Raf C1-Mutanten durch
Fusion der von K-Ras stammenden CaaX-Sequenz (CaaX-ing) kann deren inhibierende
Effekte nicht bzw. kaum kompensieren und fuhrt verglichen mit c-Raf(Wt)-CaaX zu einer
Aktivierung von 15 % bzw. 40 %. Im Vergleich dazu fuhrt beispielsweise das CaaX-ing der
c-Raf C1-Mutante S177/T182/M183A zu einer Reduzierung des durch sie vermittelten
inhibierenden Effektes von 35 % auf anndhernd 100 %. Die Doppel mutanten K144/R164A
und K144/L160A zeigen verglichen mit c-Raf(Wt) im Two-Hybrid-Assay eine relativ geringe
Abnahme der Ras-Bindung auf 70 % und 60 % (Daub et al. 1998). Die Aminosauren K144,
L160 und R164 scheinen demnach essentiell fur die Raf-Aktivierung zu sein, indem sie in

einem der Membranrekrutierung folgenden Aktivierungsschritt involviert sind.
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Eine andere Arbeitsgruppe stellt fir Mutationen im Bereich von R143 bis T145 der ¢c-Raf C1-
Domane und konkret fur die Doppelmutante R143E/K 144E eine Zerstérung der Bindung von
14-3-3z-Proteinen an die C1-Domane und eine Aktivierung der Raf-Kinase in vivo fest, wobel
die Ras/Raf-Interaktion jedoch nicht beeintréchtigt ist. Die Autoren folgern, dal3 14-3-3z-
Proteine mit der C1-Doméne der Raf-Kinase interagieren und so fir die negative Regulation
der Raf-Funktion essentiell sind (Clark et al. 1997a). McPherson et al. zufolge wird die
C1-Domaéne jedoch nicht fur die 14-3-3-Bindung selbst bendtigt, sondern stabilisiert vielmehr
die Raf/14-3-3-Interaktion (McPherson eral 1999). Eine weitere Arbeitsgruppe kann
ebenfalls fir das Lysin 144 und auch fir das benachbarte Arginin 143 eine wichtige Funktion
fur die negative Regulation der Raf-Kinase feststellen, indem diese die Wechselwirkung
zwischen C- und N-Terminus der Raf-Kinase vermitteln und somit fur die Aufrechterhaltung
einer inaktiven Konformation der Raf-Kinase von Bedeutung sind. Diese Wechselwirkung
kann gemal? den Autoren intra- oder intermolekularer Natur sein und die Beteiligung eines
weiteren dritten Faktors, wie etwa von 14-3-3-Proteinen, beinhalten (Winkler ez al. 1998). Die
Resultate von Clark et al. und Winkler ef al. verhalten sich in bezug auf die durch die
Mutation des Lysins144 bewirkten Effekte diametral entgegengesetzt zu denen von
Daub ef al. Wére das Lysin 144 fir eine negative Regulation relevant, hatten Daub et al. flr
die C1-Mutante K144A entgegen ihren Beobachtungen einen aktivierenden Effekt feststellen
mussen. Hinsichtlich einer das Arginin 143 der C1-Domane betreffenden Mutation besteht
dagegen vollige Ubereinsimmung zwischen den drei Arbeitsgruppen, da alle einen
aktivierenden Effekt auf die Raf-Aktivitéat feststellen konnen. Die Arbeitsgruppe um R. Bell
zeigt dagegen, dal? ein Epitop der c-Raf C1-Domane, bestehend aus den ausnahmslos
basischen Aminosduren R143, K144 und K148, fir eine Interaktion mit saurem
Phosphatidylserin der Plasmamembran und damit fir die Assoziation mit dieser und der
nachfolgenden Raf-Aktivierung essentiell ist (Improta-Brears et al. 1999). Abgesehen von der
Ubereingtimmung hinsichtlich eines durch die Mutation des Lysins144 bewirkten
inhibierenden Effekts sind die Resultate von Improta-Brears et al. nicht konform mit denen
von Daub et al. Letztere konnten fur die c-Raf C1-Mutante R143A wie bereits erwahnt einen
aktivierenden Effekt zeigen; die c-Raf C1-Mutante K148A fihrt dagegen weder zu einem
aktivierenden noch zu einem inhibierenden Effekt. Die tellweise widersprichlichen Resultate
der verschiedenen Arbeitsgruppen lassen sich nicht zu einem einheitlichen Modell fir die
Funktion dieser Aminosdurereste vereinigen, auch wenn die Ergebnisse der einzelnen

Arbeiten fur sich betrachtet plausibel erscheinen.
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Der im Vergleich zu den Ubrigen, inhibierenden c-Raf C1-Mutanten systematisch unter-
schiedliche Effekt der Mutanten K144A, L160A und R164A sowie der aus ihnen abgeleiteten
Doppel mutanten K144/R164A und K144/L160A in bezug auf die Abhangigkeit von der Art
der Membraninsertion des stimulierenden Ras-Proteins wurde ndher untersucht, indem zur
Aktivierung samtlicher Raf-Proteine das QI-RasG12V.3C-Konstrukt verwendet wurde.
Dieses artifizielle, konstitutiv aktive Ras-Konstrukt zeichnet sich durch eine zweifache Mem-
braninsertion aus; zum einen Uber eine N-terminale Transmembran-Doméane und zum anderen
aufgrund eines unveranderten C-Terminus Uber die konventionellen Lipidmodifikationen
(vgl. Abbildung 3.2). Die QI-RasG12V.3C-vermittelte Aktivierung der verschiedenen Raf-
Proteine fuhrt, im Vergleich zu einer Aktivierung durch das QI-RasG12V.3S-Konstrukt,
selektiv zu einer Veringerung der durch die Raf-Mutanten K144A, L160A, R164A,
K144/R164A und K144/L160A induzierten inhibierenden Effekte (vgl. Abbildung 3.9 und
Abbildung 3.8). Dieser selektive Effekt kann jedoch nicht auf das Fehlen bzw. das Vorhan-
densein der Lipidmodifikationen der beiden verschiedenen Ras-Proteine zurtickzufihren sein.
Wie bereits erwahnt, waren im Fall einer potentiellen und fir die Raf-Aktivierung essentiellen
Interaktion der Aminosauren K144A, L160A und R164A mit beispielsweise der Farnesyl-
gruppe die bei einer Stimulation mit QI-RasG12V.3C zu beobachtenden, inhibierenden Effek-
te dieser mutierten Aminosaurereste bel Verwendung von QI-RasG12V.3S zur Aktivierung
nicht zu registrieren, da in diesem Fall bereits durch das Fehlen der Farnesylgruppe eine po-
tentielle Wechselwirkung seitens des Ras-Proteins beseitigt ist. Aul3erdem ist zumindest eine
Interaktion des Lysins 143 und des Arginins 164 mit den hydrophoben Lipidmodifikationen
des Ras-Proteins schon aufgrund ihres basischen Charakters respektive ihrer positiven Ladung
aulBerst unwahrscheinlich. Die systematisch unterschiedlichen Effekte der Raf-Mutanten
K144A, L160A, R164A, K144/R164A und K144/L160A in Abhangigkeit von der Art der
Membraninsertion des jewells zur Stimulation eingesetzten Ras-Proteins (QI-RasG12V.3S
bzw. QI-RasG12V.3C) ist wohl eher von generellerer Natur und resultiert wahrscheinlich aus
einer verschlechterten bzw. verbesserten Orientierung, Zuganglichkeit respektive Distanz des
jeweiligen Ras-Proteins und folglich der verschiedenen Raf-Mutanten zur Plasmamembran
und/oder zu vor- bzw. nachgeschalteten Komponenten der Signalkaskade (Abbildung 4.2).
Ungeachtet der unterschiedlichen experimentellen Daten, scheint der vorwiegend basischen
Region um die Aminosauren R143, K144, R164 und K148 eine besondere Funktion oder
mehrere Funktionen hinsichtlich des Raf-Aktivierungsprozesses zuzukommen.
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Abbildung 4.2 Hypothetischer Effekt des QI-RasG12V.3S- und des QI-RasG12V.3C-

Konstruktes auf die c-Raf C1-Mutanten K144A, L160A und R164A
Die Aminosauren K144 und R164 der c-Raf C1-Doméane sind fir eine Interaktion mit sauren Lipiden
der Plasmamembran, wie beispiel sweise Phosphatidylserin, essentiell. L160 ist dagegen an hydropho-
ben Wechselwirkungen beteiligt und eventuell fir die Interaktion mit einem noch zu identifizierenden,
putativen Lipid-Kofaktor relevant. Links: ist eine Aminosaure (z.B. L160) mutiert, fuhrt dies auf-
grund der Beseitigung einer spezifischen Interaktion zu einer Reduktion der RasG12V-vermittelten
Raf-Aktivierung. Die Mutation L160A hat folglich einen inhibierenden Effekt auf die Raf-
Aktivierung. Mitte: bei Stimulation von Raf L160A durch QI-RasG12V.3S kommt es aufgrund einer
suboptimalen, raumlichen Orientierung/Distanz dieses artifiziellen Ras-Konstruktes und infolgedessen
auch des Raf-Proteins zu einer allgemeinen Beeintrdchtigung des Aktivierungsprozesses. Das
Raf L160A-Konstrukt zeigt hier im Vergleich zur Stimulation mit RasG12V deshalb einen deutlich
stérker inhibierenden Effekt, weil neben der vdlligen Aufhebung der durch L160 vermittelten
Wechselwirkung auch die durch K144 und R164 vermittelten Interaktionen zumindest teilweise
beeintrachtigt werden, m.a.W.: die durch die Aminosauren K144 und R164 vermittelten Interaktionen
werden unabhangig von L160 beeintréchtigt. Rechts: der bei Stimulation durch QI-RasG12V.3S zu
beobachtende, systematisch stérker inhibierende Effekt der Raf-Mutante L160A kann durch eine
partielle Widerherstellung der natiirlichen, optimalen Orientierung/Distanz des Ras-Proteins zur
Plasmamembran aufgrund einer zweiten Insertion, vermittelt durch die zusétzlichen C-terminalen
Lipidmodifikationen, zumindest teilweise kompensiert werden. Eine &guivalente Begriindung gilt auch
fir die Raf-Mutanten K144A und R164A. Die Raf-Mutanten S177A, T182A und M183A hingegen
fihren unabhdngig von dem zur Stimulation eingesetzten Ras-Konstrukt zu anndhernd gleichen
Aktivierungen bzw. inhibierenden Effekten, da diese gemal3 Daub et al. zu einem Ras-Bindungsepitop
gehoren, dessen Wechselwirkungen mit dem Ras-Protein unabhéngig von jedweden Membranfaktoren
oder -komponenten sind.
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In diesem Teil der vorliegenden Arbeit wurde as eine weltere Raf-Mutante das als
c-Raf(DC1) bezeichnete Konstrukt untersucht, das durch eine vollsténdige Deletion der
C1-Doméne charakterisiert ist (Abbildung 3.10). Das c-Raf(DC1)-Konstrukt zeichnet sich
durch eine relativ hohe Basalaktivitdt aus, welche etwa 50 % der RasG12V-vermittelten
Raf (Wt)-Aktivierung betrégt (Abbildung 3.11). Obwohl Daub et al. mehrere auf der Ober-
flache der c-Raf C1-Domane lokalisierte, funktionelle Epitope mit zum Teil inhibierenden,
aber auch aktivierenden Effekten identifizieren konnten (Abbildung 3.6), fuhrt die Summe all
dieser Effekte, wie die Aktivierung durch c-Raf(DC1) zeigt, letztlich zu einer basalen Aktivie-
rung. Die erhdhte Basal aktivitét unterstreicht damit die Bedeutung der C1-Doméne fir die ne-
gative Regulation (Autoregulation) der Raf-Kinase (Cutler, Jr. et al. 1998). Scheinbar bewirkt
eine Deletion der Cl-Domane eine zumindest partielle, Ras-unabhdngige Stimulation der
Ras/Raf/MEK/ERK- bzw. einer anderen Signalkaskade. Ungeachtet dessen kann c-Raf (DC1)
durch Koexpression von konstitutiv aktivem RasG12V Uber die Basalaktivitdt hinaus auf ein
Niveau aktiviert werden, da® dem durch RasG12V-vermitteltem Niveau der Raf(Wt)-
Aktivierung nahezu &guivalent ist. Entgegen diesen Resultaten konnen andere Experimen-
tatoren bei der Untersuchung eines Raf-Konstruktes mit Substitutionen der Cysteine 165 und
168 der C1-Doméne gegen Serine (CRM-Raf) keine erhdhte, sondern im Gegenteil eine er-
niedrigte Basalaktivitét feststellen (Pumiglia et al. 1995). Dennoch ist dieses Konstrukt durch
konstitutiv aktives Ras oder durch Src aktivierbar. Spatere Untersuchungen der gleichen
Arbeitsgruppe mit einem Raf-Konstrukt, welches eine Deletion der Aminosauren 133 bis 180
(Raf-d4) aufweist, zeigt zwar im Vergleich zu Raf(Wt) ebenfalls eine deutlich reduzierte
Basalaktivitét; das Konstrukt 183t sich jedoch nur durch Src, nicht jedoch durch onkogenes
Ras aktivieren (Chow et al. 1995). Sowohl CRM-Raf as auch Raf-d4 wurden fir die Ex-
perimente gewahlt, weil sie beide Raf C1-Mutanten reprasentieren, bel denen gleichermalien
die potentielle Funktion der Raf C1-Doméne gestort ist; zum einen durch die Substitution der
fur die Strukturgebung der C1-Doméane wichtigen Cysteine zu Serin in den Positionen 165
und 168 von Raf und zum anderen durch die (nahezu) komplette Deletion der C1-Domane.
Aus struktureller Sicht kann die Mutation der fur die Zn®*-Komplexierung relevanten
Cysteine der C1-Domaéne jedoch eine Fehlfaltung der C1-Domane bewirken, die sich sehr
wahrscheinlich auch auf weitere Bereiche der Raf-Kinase, beispielsweise der fir die Ras/Raf-
Interaktion essentiellen Raf RBD, negativ auswirken. Dieser Aspekt sollte auch bel der Beur-
tellung weiterer Arbeiten, mit zum Teil widerspriichlichen Resultaten berticksichtigt werden
(Bruder et al. 1992; Chow et al. 1995; Dent efal 1995b; Hu et al. 1995; Kikuchi und
Williams 1994; Luo et al. 1997; McPherson et al. 1999; Okada et al. 1999; Pumiglia et al.
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1995; Roy et al. 1997; Zhang et al. 1993). In dieser Hinsicht wére auch zu dem als Raf-d4 be-
zeichneten Konstrukt kritisch anzumerken, dal3 es sich hier im Gegensatz zu dem in der vor-
liegenden Arbeit verwendeten Raf(DC1)-Konstrukt mit einer Deletion der Aminosduren 139
bis 184 um ein Raf-Protein mit einer weit weniger exakten Deletion der C1-Domane handelt.
Im Falle des Raf-d4-Konstruktes wurden zusétzliche sechs N-terminal der C1-Domane lokali-
sierte Aminosauren deletiert, wahrend die vier C-terminalen Aminoséuren der C1-Doméne
einschliefdich des Cysteins 184 nicht entfernt wurden (vgl. Abbildung 1.12). Eigene vor-
bereitende und in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigte experimentelle Resultate zeigen, dal
das c-Raf(DC1)-Konstrukt im Vergleich zu c-Raf (Wt) sehr sensibel auf die jeweiligen in den
Versuchen eingesetzten Zelldichten reagiert. Bei nahezu vollstdndiger Konfluenz der
ausplattierten Zellen zu Beginn der Experimente ist die Transaktivierung sowohl durch
c-Raf(Wt) als auch durch c-Raf(DC1) sehr gering. Kontaktinhibition zwischen den Zellen
vorzeitig abgeschaltet. Bel sehr geringer Dichte der ausplattierten Zellen steigt allgemein die
im Luciferase-Reportergen-Assay zu messende Aktivitét; die Basalaktivitét des c-Raf(DC1)-
Konstruktes steigt jedoch im Vergleich zu der RasG12V-vermittelten Raf(Wt)- und
c-Raf(DC1)-Aktivierung tberproportional und kann im Extremfall sogar nahezu 100 % der je-
weiligen RasG12V-induzierten Aktivitdt der beiden Raf-Konstrukte betragen. Dieses Phano-
men ist zwar nicht befriedigend erklérbar und bedarf weiterer Untersuchungen, zeigt jedoch,
dal3 der c-Raf C1-Doméne eine besondere Bedeutung hinsichtlich der biologischen Funktion
bzw. der Regulation der Aktivierung der Raf-Kinase zukommt.

Die Untersuchung der Bindung von c-Raf(Wt) bzw. c-Raf(DC1) an RasG12V zeigt, dai’ die
Deletion der C1-Doméne eine deutliche Verringerung der Bindungsaffinitét zwischen der
Raf-Kinase und dem RasG12V-Protein auf etwa 26 % bewirkt, auch wenn dieses Resultat
nicht streng aquivalent zu einer in vitro gemessenen Abnahme der Bindungsenergie im Sinne
eines Kp-Wertes ist (Abbildung 3.12). Die Deletion der C1-Doméne fihrt u.a. zur Besai-
tigung des von Daub er al. identifizierten potentiellen zweiten Ras-Bindungsepitops, beste-
hend aus den Aminosauren S177, T182 und M183 (Abbildung 3.6), was die Abnahme der
Ras/Raf-Interaktion zumindest teilweise erklaren konnte. Pumigliaer al. zeigen dagegen, dal3
sowohl Raf-d4 als auch CRM-Raf an Ras binden und schluf¥folgern, dal3 die c-Raf C1-
Domane fur die Ras/Raf-Interaktion nicht essentiell ist; ganz im Gegensatz zu den in der
Abbildung 3.12 gezeigten Ergebnissen und beispielsweise den Resultaten von Luo et al.
(1997). Dazu ware zu bemerken, dal3 eine Interaktion zwischen Ras und der Raf C1-Doméne
bei einer von vielen Autoren prognostizierten geringen Bindungsaffinitdt durch die von den

Experimentatoren gewahlte Methode der Koprézipitation zweier interagierender Proteine auf-
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grund zu geringer Sensitivitét der Methode nicht nachzuweisen wére. Des weiteren ist bel ge-
nauerer Betrachtung der von Pumigliaer al. erzielten Resultate fir CRM-Raf und noch deut-
licher fUr Raf-d4 eine geringe aber signifikante Abnahme der Interaktion festzustellen. Unge-
achtet dessen bleibt die Kritik hinsichtlich der durch Verwendung von Konstrukten wie
CRM-Raf und Raf-d4 erzielten Ergebnisse aus den oben genannten Grinden bestehen.

Weitere vergleichende Untersuchungen von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) zeigen, dal3 beide
Raf-Proteine auch durch das bereits beschriebene Ql-RasG12V.3C-Konstrukt aktivierbar
sind, welches sich durch eine zweifache, C- und N-terminale Membraninsertion auszeichnet
(Abbildung 3.9). Dabel ist der Grad der Aktivierung fur beide Raf-Proteine nahezu gleich
und ist des weiteren deutlich stérker als deren Aktivierung durch QI-RasG12V.3S (Abbil-
dung 3.13). Eine Begrindung hierfir kdnnte darin bestehen, dal3 die aufgrund der unveran-
derten C-terminalen CaaX-Sequenz dieses Ras-Konstruktes stattfindenden Lipidmodifikatio-
nen des C-Terminus zu einer giinstigeren Orientierung und/oder Distanz des Ras-Proteins zur
Plasmamembran fuhren und es so zu eéinem Arrangement an der Plasmamembran, vergleich-
bar dem fur RasG12V zu findenden kommt (Abbildung 3.2 und Abbildung 4.2). Interessan-
terweise verhalten sich die dargestellten Resultate genau entgegengesetzt zu den von Hart
et al. publizierten Ergebnissen. Die Aktivierung von Raf durch zweifach, d.h. C- und
N-terminal in der Plasmamembran inseriertes, onkogenes RasQ61L ist gemal? den Angaben
der Autoren drei- bis viermal geringer als durch einfach, mittels einer N-terminalen Trans-
membran-Doméne inseriertes RasQ61L (Hart und Donoghue 1997). Die Autoren vermuten,
dal3 die doppelte Membraninsertion zu einer Induzierung konformationeller Spannungen in
dem Ras-Molekul fuhrt, welche eine Verringerung der Fahigkeit dieses artifiziellen Ras-

Proteins zur Effektor-Aktivierung nach sich zieht.

Als Fazit kann bis hierher festgehalten werden, dal3 sowohl c-Raf(Wt) als auch diverse Raf-
Mutanten mit aktivierenden oder inhibierenden Mutationen der C1-Doméne oder kompletter
Deletion der Cl-Doméne (c-Raf(DC1)) durch QI-RasG12V.3S in anndhernd aquivalenter
Weise aktiviert werden konnen. Die Resultate unterstiitzen daher nicht eine in der Literatur
kontrovers diskutierte These, wonach eine Interaktion der Lipidmodifikationen des Ras-
Proteins, speziell der Farnesylgruppe mit der C1-Doméne der Raf-Kinase fUr dessen Aktivie-
rung essentiell ist (Hu eral 1995; Hu et al. 1997; Luo et al. 1997, Tamada et al. 1997;
Williams et al. 2000). Dies wird besonders durch die Tatsache unterstrichen, dal? ein Raf-
Konstrukt ohne C1-Domaéne (c-Raf(DC1)) eindeutig durch ein Ras-Protein ohne C-terminale
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Lipidmodifikationen und damit ohne Farnesylgruppe (Ql-RasG12V.3S) in signifikantem Mal3
aktiviert werden kann (vgl. Abbildung 3.13).

Vergleichende Untersuchungen der Ras/Raf-1nteraktion zur Ermittlung eines potentiellen Bel-
trags der Ras-Lipidmodifikationen zur Ras/Raf-Bindung unter Verwendung von lipidmodifi-
ziertem und nicht modifiziertem Ras-Protein sind durch das Two-Hybrid-System in
S. cerevisiae in vivo nicht moglich. Im Gegensatz zu dem nicht lipidmodifizierten Ras-Protein
bewirkt die Farnesylgruppe des posttranslational modifizierten Ras-Proteins dessen préferen-
tielle Rekrutierung an die Plasmamembran und verhindert weitestgehend dessen Transloka
tion in den Zellkern, was jedoch fir die Durchftihrung von Two-Hybrid-Experimenten unab-
dingbar ist. Daher wurden Bindungsstudien in vitro mit Hilfe der stopped-flow-Methode
durchgefthrt (B. Bader, unverdffentlichte Daten). Dazu wurde ein chiméres Fusionsprotein,
bestehend aus der RBD/C1-Region der Raf-Kinase mit N-terminaler Fusion von MBP und
C-terminaler Fusion eines der Aufreinigung dienenden Hiss-tags, in E. coli exprimiert. Dieses
wurde zusammen mit ebenfalls bakteriell exprimiertem, unfarnesyliertem RasG12V bzw.
nach Aufreinigung in vitro farnesyliertem RasG12V in stopped-flow-Experimenten einge-
setzt. Die Untersuchungen haben gezeigt, daid die fur die beiden verschiedenen Protein-
Kombinationen ermittelten kinetischen Parameter anndhernd identisch sind. So betréagt die
Assoziationsgeschwindigkeitskonstante (ko,) fur farnesyliertes bzw. nicht farnesyliertes
RasG12V 3,40  10°s*M™ bzw. 3,48" 10°s'M™; die Dissoziationsgeschwindigkeitskon-
stante (Koif) wurde fiir beide Ras-Proteine mit 0,5s* bestimmt. Die daraus ermittelten
Dissoziationskonstanten (K p) sind nahezu identisch und betragen fir farnesyliertes RasG12V
147 nM und far nicht farnesyliertes RasG12V 144 nM. Dagegen konnten Williamset al.
mittels Fluoreszenzspektroskopie eine Betelligung der Farnesylgruppe des Ras-Proteins an
der Ras/Raf-Interaktion oder vielmehr der Ras/Raf Cl-Interaktion feststellen. Gemal3 den
Autoren bleibt dabei jedoch offen, ob dies eine direkte Interaktion ist, oder ob die Farnesyl-
gruppe erst durch Kooperation mit einem spezifischen Bereich des Ras-Proteins ein mit der
Raf C1-Doméne interagierendes Bindungsepitop auf der Seite des Ras-Proteins strukturiert.
Hier muf3 jedoch kritisch angemerkt werden, dal3 Williams ez al. bei ihren Experimenten zum
einen in vitro farnesyliertes full length RasG12V mit den Mutationen C118S, C181S und
C184S (was sicherstellt, dal3 ausschliefdlich das Cystein 186 farnesyliert wird) und zum ande-
ren C-terminal verkirztes und daher nicht farnesyliertes RasG12V;.166) Verwenden. Falls die
letzten etwa 20 C-terminalen, hinsichtlich ihrer Beteiligung an der Bindung der Raf-Kinase
bzw. deren C1-Doméane wenig untersuchten Aminosauren des Ras-Proteins bel der Ras/Raf-

Interaktion involviert sind, kénnten sich die von Williamser al. erhaltenen Resultate als
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Artefakte herausstellen. Die durchgehende Verwendung von nicht in vitro farnesyliertem
full length RasG12V-C118S/C181S/C184S statt von verklrztem RasG12V(i.166) Wére flr die
Experimente von Williams ez al. angezeigt gewesen. Ein zweiter kritischer, die Arbeiten von
Williams et al. betreffender Aspekt ist, dal? die C1-Doméane von Raf (Wt) mit deutlich hdherer
Affinitét an nicht farnesyliertes Ras binder als die C1-Doméane von Raf L149T/F151Q. Im
Falle einer Interaktion zwischen den Aminosaureresten L 149 und F151 der c-Raf C1-Domane
mit der Ras-Farnesylgruppe, mufdten jedoch beide Varianten der C1-Doméane mit gleicher und
verringerter Affinitdt an das unmodifizierte Ras binden, da in beiden Félen die postulierte

Interaktion bereits durch das Fehlen der Farnesylierung aufgehoben ist.

Die 18 C-terminalen, aufgrund ihrer Flexibilitdt in den verschiedenen Kristallstrukturen des
Ras-Proteins nicht enthaltenen Aminosauren (de Vos et al. 1988; Pai et al. 1989) lassen ver-
muten, dal3 der C-Terminus eine a-helikale Region bildet, die aus der globuléren, kataly-
tischen Region des Ras-Proteins herausragt. Diese a-Helix ist wahrscheinlich als natirlicher
linker fUr die Gewahrleistung einer bestimmten Distanz der katalytischen Doméane zur Plas-
mamembran essentiell. Im Falle des artifiziellen QI-RasG12V .3S-Konstruktes Ubernimmt der
zwischen der m1-Doméne und der katalytischen Region inserierte linker aus 24 Aminosauren
(GSS-repeats) diese Funktion (Abbildung 3.1 und 3.2). Die Anayse der Konformations-
energie der letzten 18 C-terminalen Aminosauren des Ras-Proteins haben gezeigt, dal? dieser
Bereich wahrscheinlich eine Helix-Turn-Helix- bzw. eine Haarnadel-Helix-Struktur ausbildet.
Dadurch wirden der N- und C-Terminus des Ras-Proteins in unmittelbare réaumliche Néhe
kommen, was eine Interaktion des N- und C-Terminus mdglich erscheinen a3t (Brandt-Rauf
et al. 1990). Hart et al. schlief3en eine solche Interaktion jedoch aus und folgen der in dieser
Arbeit dargestellten Argumentation, nach der eine N-terminale, artifizielle Membraninsertion
des Ras-Proteins dessen suboptimale Orientierung/Distanz zur Plasmamembran und/oder
anderen vor- und nachgeschalteten Proteinen/Faktoren der Signalkaskade bewirkt oder auch
dessen Zuganglichkeit beeintréchtigt. Dennoch scheint eine die letzten etwa 20 Aminosauren
umfassende Region des Ras-Proteins, die auch als HVR (hypervariable Region) bezeichnet
wird, fir die Ras-Funktion von Bedeutung zu sein. Sie spielt wahrscheinlich eine Rolle bei
der zelluldren Verteilung, der Mikrolokalisation und der lateralen Dynamik innerhalb der
Plasmamembran der verschiedenen Ras-Isoformen (Booden et al. 2000; Prior et al. 2001).
Sollte dies zutreffen, waren die weiter oben dargestellten von Williamser al. publizierten
in vitro-Resultate um so kritischer zu bewerten. In diesem Zusammenhang ist auch die Art der
posttrandationalen Lipidmodifikationen und die Kombination verschiedener solcher Modifi-

kationen von Bedeutung. So konnte eine Arbeitsgruppe beispielsweise zeigen, dal3 die artifi-
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zielle, N-terminale Myristoylierung von Ras zu einer Transformation von NIH3T3-Zellen
in vivo fuhrt und dies ungeachtet, ob hierflr onkogenes Ras oder Ras(\Wt) verwendet wurde
(Buss et al. 1989). Dies steht im krassen Gegensatz zu Resultaten von Hart et al., welche bel
Verwendung von ebenfalls nicht onkogenem, artifizielem Ras mit N-terminaler
Transmembran-Doméne keine Transformation in vivo feststellen konnten (Hart und
Donoghue 1997). Vielleicht ist dieser Widerspruch dadurch zu erkléren, dal3 die Myristoy-
lierung des Ras-Proteins zu dessen falscher zellularer bzw. membranaler Lokalisation fihrt,
welche jedoch durch eine Transmembran-Doméane nicht vermittelt werden kann. Es mul
aul3erdem kritisch angemerkt werden, dal3 Busser al. und teilweise auch Hart et al. zur Ver-
hinderung der posttrandationaen Palmitylierung Ras-Konstrukte mit einer Mutation des
Cysteins 186 zu Serin (C186S) einsetzen. Die Mutation des Cysteins 186 verhindert dadurch
die as Voraussetzung fur die spéatere Palmitylierung der Cysteine 184 und 181 geltende Far-
nesylierung des Cysteins 186. Anderen Autoren zufolge ist jedoch eine Palmitylierung auch
ohne vorhergehende Prenylierung moglich (Booden et al. 1999; Cadwallader et al. 1994).

Auch wenn man davon ausgeht, dal3 die Lipidmodifikationen des Ras-Proteins primér der
Membranverankerung dienen und fir eine Interaktion mit der Raf-Kinase, speziell deren
C1-Domane, nicht essentiell sind, so kdnnte jedoch eine Beteiligung von Aminosauren der
C-terminalen HVR an einer solchen Wechselwirkung méglich und fur die Raf-Aktivierung
essentiell sein. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden neben QI-RasG12V.3S drei
weiter, C-terminal unterschiedlich stark verkirzte Ras-Konstrukte (QI-RasG12V.181,
QI-RasG12V.177 und QI-RasG12V.166, Abbildung 3.14) in den Luciferase-Reportergen-
Assay eingesetzt und deren Fahigkeit zur Aktivierung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1)
ermittelt. Die Resultate zeigen, dal3 die verschiedenen Ras-Konstrukte zwar zu einer
unterschiedlich starken Aktivierung fuhren, welche jewells verglichen mit der durch
RasG12V-vermittelten zwischen 75 % und 130 % betrégt, die c-Raf(Wt)- und c-Raf(DC1)-
Aktivierungen im Vergleich jedoch keine spezifischen und signifikanten Unterschiede
erkennen lassen (Abbildung 3.15). Daher kann gefolgert werden, dal3 die letzten 20
C-terminalen Aminosauren des Ras-Proteins fur die Raf-Aktivierung, eventuell durch deren
putative Interaktion mit der C1-Doméne der Raf-Kinase vermittelt, nicht relevant sind. Die
unterschiedlichen Aktivierungs-Niveaus sind héchstwahrscheinlich auf Unterschiede in der
jeweiligen Expressionsstarke zuriickzufihren. Da inhibierende bzw. aktivierende Effekte im
Luciferase-Reportergen-Assay fast ausnahmslos mit einer Abnahme bzw. Verstarkung der

Ras/Raf-Bindung korrelieren, wurde aufgrund der ausgebliebenen Unterschiede der verschie-
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denen verkirzten Ras-Konstrukte hinsichtlich der Aktivierung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1)

auf eine Untersuchung dieser Ras-Proteine im Two-Hybrid-System verzichtet.

Als Fazit soll fur diesen Teil der vorliegenden Arbeit zusammenfassend festgestellt werden,
daid die durch Ras-vermittelte Aktivierung der Raf-Kinase sowie sdmtlicher Raf-Mutanten
und der durch diese vermittelten inhibierenden und aktivierenden Effekte weitestgehend un-
abhangig von den Lipidmodifikationen des Ras-Proteins erzielt werden konnen. Zusammen-
genommen mit den Resultaten anderer Arbeitsgruppen kann dartber hinaus festgestellt
werden, dal3 die primére Funktion der Ras-Lipidmodifikationen in der Membraninserierung
liegt und damit fir die Rekrutierung der Raf-Kinase an die Plasmamembran von Bedeutung
ist. Die Art der Ras-Modifikationen scheint jedoch Einflul? auf die allgemeine Verteilung und
Mikrolokalisierung des Proteins zu haben und dessen Dynamik in der Plasmamembran zu be-
einflussen. Eine zusétzliche Betelligung der HVR des Ras-Proteins erscheint moglich; in der
vorliegenden Arbeit konnten hierfir jedoch keine Anhaltspunkte gefunden werden. Der
einzige, signifikante Einflul® der Ras-Lipidmodifikationen ist in bezug auf die Aktivierung der
c-Raf C1-Mutanten 143A, 144A und 160A zu beobachten. Dieser Effekt scheint jedoch von
indirekter Natur zu sein und ist wahrscheinlich auf eine durch das artifizielle QI-RasG12V -
Konstrukt bedingte, veranderte und daher suboptimale Orientierung der Raf-Kinase hinsicht-
lich der Plasmamembran und/oder ihr vor- bzw. nachgeschalteter Komponenten der Signal-
kaskade zuriickzufihren. In den meisten experimentellen Arbeiten, so auch in der vorlie-
genden, wird zur Untersuchung des Raf-Aktivierungsprozesses H-Ras und davon abgeleitete
Konstrukte eingesetzt, obwohl K-Ras nachweislich einen besseren Aktivator der Raf-Kinase
darstellt. Die unterschiedlichen posttrandationalen Modifikationen dieser beiden Ras-
Isoformen und die sich daraus ergebenden, weiter oben diskutierten Konsegquenzen, insbeson-
dere bezogen auf die Mikrolokalisation, sollten bel der andauernden Diskussion Uber den Raf-
Aktivierungsprozeld und insbesondere hinsichtlich der Interpretation von in vitro-Resultaten

nicht aul3er acht gelassen werden.
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4.2 Identifizierung eines mit der c-Raf C1-Domine inter-
agierenden Ras-Epitops

Die Frage nach einem welteren, neben der Effektor-Region, mit der Raf-Kinase interagieren-
den Ras-Epitops soll durch eine ausgedehnte Mutagenese oberfldchenexponierter Amino-
slurereste des Ras-Proteins geklart werden, wobei sich die Untersuchungen auf die
Aktivierungs-Region konzentrieren. Dabei sollen in vivo sowohl Bindung als auch Aktivie-
rung analysiert werden. Des weiteren soll untersucht werden, ob das von Daub et al. charakte-
risierte potentielle Ras-Bindungsepitop S177/T182/M183 an einer solchen Interaktion be-
teiligt ist.

Bereits weit zurlickliegende Experimente mit chiméren Ras/Rap-Konstrukten haben gezeigt,
dal3 die Aktivierungs-Region von Ras respektive Rap fur die jeweilige vollsténdige biologi-
sche Funktion von Bedeutung ist. Solche Untersuchungen zeigten, dal3 die Fahigkeit chimérer
Ras/Rap-Proteine zur Induktion der zelluléaren Transformation maf3geblich durch die Amino-
sauren der Positionen 21 bis 60 von Ras bedingt ist. Da die Aminosaure-Sequenz im Bereich
18 bis 20, 32 bis 44 und 55 bis 60 zwischen Ras und Rap identisch ist, wurde gefolgert, dal
die fur die transformierende Aktivitét von Ras essentiellen Aminosduren in den zwischen Ras
und Rap divergierenden, auch als Aktivierungs-Region bezeichneten Bereichen 21 bis 31 und
45 bis 54 lokalisiert sind (Zhang et al. 1990). In weitergehenden Untersuchungen konnte de-
monstriert werden, dal3 ,, Rap zu Ras-Mutationen® in den Positionen 26, 27, 30, 31 und 45 des
Rap-Proteins zu artifiziellen Rap-Konstrukten fihren, die sowohl in Sduger- als auch in Hefe-
Zellen Ras-Funktionen zeigen (Marshall eral. 1991). Die Autoren postulieren, dald die
Aminosauren der Positionen 26, 27 und 45 fir die Effektor-Aktivierung von Bedeutung sind,
wahrend die Aminosauren 30 und 31 kritisch fir die Protein/Protein-Interaktion sind. Fur den
umgekehrten Fall haben computergestiitzte Modellierungen gezeigt, dal3 Aminosaure-
Substitutionen an diesen Positionen des Rap-Proteins gegen die entsprechenden Ras-
homologen Aminosaurereste zu einer Struktur fhren, welche hinsichtlich der Konformation
eine starkere ldentitdt gegeniber dem Ras- denn dem Rap-Protein aufweist (Chen ez al.
1996). Spétere Arbeiten konnten durch RoOntgenstrukturanalyse, biochemische Untersu-
chungen und in vivo-Experimente zeigen, dal3 hauptséchlich die Aminosauren Asp30 und
Glu31 bzw. Glu30 und Lys31 fir die unterschiedlichen Effektor-Affinitdten von Ras respek-
tive Rap verantwortlich sind; vor allem die Mutation K31E in Rap erzeugt durch die Ladungs-
umkehr in dieser Position eine hthere Komplementaritdt zur Raf RBD und erméglicht eine

bevorzugte Interaktion zwischen der sauren Aminosdure Glu31l und der basischen Amino-
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sdure Lys84 der Raf RBD (Nassar ef al. 1996). Wahrend die Kerneffektor-Region (Amino-
sauren 32 bis 40) fur die molekulare Erkennung verantwortlich ist, vermitteln Aminoséure-
reste aulBerhalb dieser Region die Spezifitét der Interaktion. Die Rap-Doppelmutante
E30D/K31E fuhrt jedoch nicht zu einer vollstandigen Transformation von RaplA zu Ras.
Dies legt nahe, dal3 weitere Aminosauren der Aktivierungs-Region fur die Vermittlung der
Effektorspezifitdt relevant sind. Die Identifizierung solcher Aminosaurereste war bereits Ziel
zahlreicher Studien der Vergangenheit. So wurden mit wenigen Ausnahmen samitliche
Aminosduren des Bereichs 26 bis 31 und 40 bis 53 mit den unterschiedlichsten Methoden
untersucht (Akasaka et al. 1996; Chen et al. 1996; Chuang et al. 1994, Fujita-Y oshigaki et al.
1991; FujitaYoshigaki ef al. 1995; Hu et al. 1995; Hu et al. 1997, Marshall et al. 1991;
Nassar ef al. 1996; Nur-E-Kamal ef al. 1992; Shinkal ef al. 1996; Shirouzu et al. 1992;
Shirouzu et al. 1994; Tamada et al. 1997). Die Resultate sind jedoch sehr heterogen, biswei-
len sogar widerspriichlich. Dies liegt unter anderem daran, dal? durch verschiedene Methoden
erzielte Daten miteinander verglichen werden (Chuang et al. 1994; Shirouzu et al. 1994). Bel
Resultaten aus in vivo-Experimenten, vor allem aus einem Zeitraum in dem Raf als Ras
Effektor noch nicht identifiziert war, handelt es sich ausschliefdlich um Beobachtungen mor-
phologischer Verdnderungen von Zellen wie beispielsweise dem Neuritenwachstum bel
PC12-Zellen, der Focus-Bildung bel NIH3T3-Zellen und der Fahigkeit von NIH3T3-Zellen
zum Wachstum in Soft-Agar. In spéteren Experimenten wird vor allem die direkte Phospho-
rylierung des Effektors bzw. seiner nachgeschalteten Signalproteine gemessen (Kinase-
Aktivitits-Assays) bzw. Reportergen-Assays eingesetzt. Die einzige Ubereinstimmung unter
den diversen Untersuchungen ist hinsichtlich der Bedeutung der Aminosaure 45 des Ras-
respektive Rap-Proteins festzustellen. So zeigen alle Studien, dai3 die Mutation V45E in Ras
zu einer starken Inhibition der Ras-vermittelten Aktivierung bzw. zelluldren Transformation
fuhrt. Daher sollten diese Resultate zunéchst in Hinblick auf die Transaktivierung des MAPK-
Signalweges durch c-Raf(Wt) in einem etablierten und sensitiven Luciferase-Reportergen-

Assay gezielt verifiziert werden.

Abbildung 3.18 A zeigt, dal3 die Substitution des hydrophoben Valins45 durch Glutamin-
saure (V45E) in onkogenem Ras, verglichen mit RasG12V eine um ca. 80 % geringere Trans-
aktivierung durch c-Raf(Wt) bewirkt, was die zumeist durch unterschiedlich gestaltete
Kinase-Assays erzielten Resultate anderer Arbeitsgruppen bestétigt (Fujita-Y oshigaki et al.
1995; Hu et al. 1995; Shinkai et al. 1996; Tamada et al. 1997). Auch die Substitution des
Vains45 durch die basische Aminosaure Arginin (V45R) bzw. hydrophobe Aminosaure
Tryptophan (V45W) flhrt zu ener vergleichbar starken Inhibition auf etwa 12 % der
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RasG12V-induzierten Aktivierung von Raf(Wt). Interessanterweise konnten andere Experi-
mentatoren fur die Mutation V45K (ebenfalls eine Substitution durch eine basische Amino-
séure wie im Fall von V45R) keine Verminderung des Neuritenwachstums bei PC12-Zellen
beobachten (FujitaYoshigaki ef al. 1995). In den Ras-Mutanten V45E, V45R und V45W
wurde die kleine, hydrophobe Seitenkette des Valins 45 jewells durch eine sterisch anspruchs-
vollere Aminosdure sauren, basischen bzw. hydrophoben Charakters substituiert, was nahe
legt, dal? die beobachteten inhibitorischen Effekte vornehmlich durch sterische Hinderung a's
durch elektrostatische Abstol3ung hervorgerufen werden. Da aber selbst eine moderate
Aminosaure-Substitution des Valins 45 durch ein ebenfalls hydrophobes Alanin eine relativ
starke Inhibition auf ca. 36 % der RasG12V-induzierten c-Raf(Wt)-Aktivierung bewirkt,
scheint fur die Aufrechterhaltung der ,normalen” biologischen Funktion spezifisch ein Valin
an der Position 45 unabdingbar zu sein. Fujitaer al. konnen fur die V45A-Mutation keine Be-
eintréchtigung des Neuritenwachstums bei PC12-Zellen feststellen. In diesem System kénnen
die Autoren ausschliefdich fur den Austausch des Valins 45 gegen Glutaminsaure einen sol-
chen Effekt beobachten (Fujita-Y oshigaki et al. 1995). In der Literatur lassen sich zahlreiche
Publikationen finden, in denen Uber die Rolle diverser Aminosauren der Aktivierungs-Region
spekuliert wird. So sind einige Autoren der Ansicht, dal3 das Vain45 (und auch das
Glycin 48) ener erweiterten Effektor-Region zugerechnet werden mufl3 (Fujita-Y oshigaki
et al. 1991). Die Strukturaufklarung des Raf RBD/RaplA-Komplexes hat jedoch gezeigt, dal3
diese Aminosaurereste auf}erhalb des Interaktionsbereichs zwischen Raf RBD und RaplA
respektive Ras lokalisiert sind (Block ef al. 1996; Nassar et al. 1995). Andere Arbeiten
konnten zeigen, dal3 Effektor-Mutanten die Interaktion mit der RBD, nicht jedoch mit der C1-
Domaéne der Raf-Kinase beeintrachtigen. Umgekehrt fihren die Mutationen N26G und V45E
in der Aktivierungs-Region zu einer Zerstérung der Wechselwirkung dieser Ras-Mutanten mit
der Raf C1-Domaéne, wéahrend die Interaktion mit der Raf RBD unbertihrt bleibt. Die Autoren
folgern daraus, dal3 die Aminosauren 26 und 45 der Aktivierungs-Region einem zweiten, von
der Effektor-Region verschiedenen und unabhangigen Raf-Bindungsepitop zuzurechnen sind
(Hu et al. 1995; Hu et al. 1997). Da die Aminosauren 26 und 45 auf3erhalb der switch I- und
switch II-Region lokalisiert sind, ist die direkte Interaktion zwischen Ras und der Raf C1-
Domane unabhéngig vom nucleotidgebundenen Zustand des Ras-Proteins; die C-terminalen
Lipidmodifikationen der GTPase sind den Autoren zufolge jedoch fir eine solche Interaktion
essentiell. Die Kontroverse Uber die Bedeutung der Ras-Lipidmodifikationen fir den Raf-
Aktivierungsprozeld wurde bereits unter 3.1 und 4.1 ausfihrlich behandelt und soll hier nicht

detaillierter diskutiert werden.
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Auch seitens der Raf-Kinase belegen zahlreiche Studien, dal? die C1-Doméne bzw. bestimmte
Aminosauren oder Epitope derselben neben der Raf RBD eine zwelte, unabhdngige Ras-
Bindungsdoméne darstellen (Brtva ef al. 1995; Chow et al. 1995; Daub et al. 1998; Drugan
et al. 1996; Luo et al. 1997; Roy et al. 1997; Williams et al. 2000). Welche Aminosauren der
Raf C1-Doméne an einer solchen Interaktion beteiligt sind und ob diese Bindung von hoher
oder geringer Affinitét ist, wird jedoch kontrovers diskutiert und soll spéter eingehender be-

handelt werden.

Die Annahme einer Wechselwirkung von Aminosauren der Aktivierungs-Region und speziell
des Valins 45 mit der c-Raf C1-Domaéne erscheint aufgrund der bisherigen Resultate plausibel
und sollte zunéchst auf ihre Richtigkeit hin Uberprift werden. Zu diesem Zweck wurde das
c-Raf(DC1)-Konstrukt herangezogen, dessen biologische Funktionalitét und Aktivierbarkeit
bereits unter 3.1.3 demonstriert wurde. Die hypothetische Interaktion des in der Aktivierungs-
Region lokalisierten Valins 45 mit der Raf C1-Doméne wird bel Substitution dieser Amino-
saure durch andere, speziell durch sterisch anspruchsvolle Aminosdurereste stark gestort. Bel
Aktivierung des c-Raf(DC1)-Konstruktes durch die verschiedenen RasG12V.V45-Mutanten,
sollten die durch die sterische Hinderung hervorgerufenen Effekte aufgrund der deletierten
C1-Domane ausbleiben oder zumindest nur in abgeschwéchter Form beobachtbar sein (vgl.
Arbeitshypothese in Abbildung 3.21). Die durch die verschiedenen RasG12V .V 45-Mutanten
im Luciferase-Reportergen-Assay vermittelte Transaktivierung durch c-Raf(DC1) ist in
Abbildung 3.18 B dargestellt. Die Resultate zeigen, verglichen mit den Daten zur Transakti-
vierung durch c-Raf(Wt) (vgl. Abbildung 3.18 A), stark verringerte inhibitorische Effekte,
welche fur V45R, V45W und V45A ca. 33 % und fur V45E nur etwa 8 % betragen. Damit
fuhrt die Deletion der C1-Doméne zu einer nahezu vollsténdigen Aufhebung der durch die
V45E-Mutation bedingten Inhibition. Eine solche Diskriminierung von Ras-Mutanten
zwischen dem c-Raf(Wt)- und dem c-Raf(DC1)-Konstrukt wird in folgendem als eindeutiges
Indiz fUr eine Betelligung der entsprechenden Aminosauren an der Interaktion mit der

C1-Domane der Raf-Kinase gewertet.

Wie bereits vorausgehend erwéhnt, wird im Zusammenhang mit der Interaktion zwischen der
c-Raf C1-Doméane und der Ras-Aktivierungs-Region eine Beteiligung der posttranslationalen
Lipidmodifikationen des Ras-Proteins diskutiert (Hu ez a/. 1995; Kikuchi und Williams 1994,
Luo et al 1997, Williams et al. 2000). Aus diesem Grund soll der durch die V45E-
Substitution verursachte inhibitorische Effekt im Kontext des artifiziellen, N-termina Uber

eine Transmembranhelix in der Plasmamembran inserierten Ql-RasG12V.3S-Konstruktes,
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dessen biologische Funktionalitét und Potenz zur Raf-Aktivierung bereits unter 3.1.1.1 und
3.1.1.2 demonstriert wurde, analysiert werden. Zu diesem Zweck wurde die V45E-Mutation
in das QI-RasG12V.3S-Konstrukt eingefiihrt und dessen Fahigkeit zur Aktivierung von
c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1l) in einem Luciferase-Reportergen-Assay untersucht. Die
QI-RasG12V.V45E.3S-vermittelte Transaktivierung durch c-Raf(Wt) ist im Vergleich zu der
durch QI-RasG12V.3S induzierten um ca. 75 % geringer und damit vergleichbar mit der ca.
80 %igen Inhibition, die durch RasG12V45E erzielt wird (vgl. Abbildung 3.19 A und
Abbildung 3.18 A). Die Aktivierung von c-Raf(DC1) durch QI-RasG12V .V45E.3S fihrt ver-
glichen mit der Stimulation durch QI-RasG12V.3S zu einer nur geringen und dariber hinaus
nicht signifikanten Inhibition von ca. 20 %, was dem durch das RasG12V.V45E-Konstrukt
vermittelten inhibierenden Effekt von etwa 10 % sehr nahe kommt (vgl. Abbildung 3.19 B
und Abbildung 3.18 B). Der durch die V45E-Substitution verursachte inhibierende Effekt ist
also unabhangig von der Art der Membraninsertion des Ras-Proteins; d.h. die Diskriminie-
rung der V45E-Mutante zwischen Raf(Wt) und Raf(DC1) ist unabhéngig von den Lipidmodi-
fikationen des Ras-Proteins. Des weiteren belegen diese Resultate indirekt, dald das Valin 45
nicht mit den Lipidmodifikationen, speziell der Farnesylgruppe des Ras-Proteins, interagiert;
andernfalls hétte zwischen der Aktivierung von Raf(Wt) durch QI-RasG12V.3S und
QI-RasG12V.V45E.3S (vgl. Abbildung 3.19 A) kein signifikanter Unterschied detektiert
werden konnen, da durch die Mutation der drei C-terminalen Cysteine zu Serin (3S) eine

potentielle Wechselwirkung bereits seitens der beiden Ras-K onstrukte aufgehoben ist.

Im Vergleich zu den zahlreichen Aktivierungs-Experimenten, finden sich in der Literatur nur
relativ. wenige Arbeiten, in denen der Einflul der verschiedenen Ras- respektive Rap-
Mutanten auf die Effektor-Bindung untersucht wird (Chuang et al. 1994; Hu et al. 1995;
Shinkai et al. 1996; Shirouzu et al. 1994); auch hier sind die fur die Untersuchungen ge-
wéahlten Methoden verschieden, so dal3 die erzielten Resultate schwer vergleichbar sind. Es
werden neben Two-Hybrid-Assays sowohl kompetitive Kopréazipitations-Assays als auch
nicht-kompetitive |mmunprazipitations-Assays angewandt. Unter diesem Aspekt sollen in der
vorliegenden Arbeit sowohl bereits publizierte Bindungsdaten Uberpriift als auch neue
Resultate zur Ras/Raf-Interaktion dargestellt werden. Zu diesem Zweck wurde ein Two-
Hybrid-Assay in S. cerevisiae eingesetzt, welcher neben einer rein qualitativen Aussage uber
eine Protein/Protein-Interaktion auch deren Quantifizierung ermoglicht. Untersuchungen im
Two-Hybrid-Assay zeigen, dald die Einfuhrung der Mutationen V45E, V45R bzw. V45A zu
einer drastischen Reduzierung der Ras/Raf(Wt)-Bindung auf ca. 6 % bzw. 18 % bewirkt
(vgl. Abbildung 3.20 A). Dagegen ist die Beeintrachtigung durch diese Ras-Mutanten in Hin-
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blick auf die Bindung an c-Raf(DC1) mit etwa 10 %bis 20 % nur margina (vgl. Abbil-
dung 3.20 B). Die V45-Mutanten in Ras zeigen somit nicht nur in bezug auf die Aktivierung,
sondern auch hinsichtlich der Bindung zwischen dem c-Raf(Wt)- und c-Raf(DC1)-Konstrukt
eine deutliche Diskriminierung. Die Parallelitét der Aktivierungs- und Bindungsdaten (vgl.
Abbildung 3.18 und Abbildung 3.20) demonstriert, dal3 Aminosaure-Substitutionen in der
Position 45 des Ras-Proteins zu sterischen Hinderungen bzw. zur Aufhebung einer spezifi-
schen durch das Vain 45 vermittelten Wechselwirkung mit der c-Raf C1-Doméne und als
Konsequenz zu einer stark reduzierten Aktivierung der Raf-Kinase fihren. Dieser
Mechanismus kommt bei c-Raf(DC1) aufgrund der vollsténdigen Deletion der C1-Domane
nicht zur Wirkung; diese Modellvorstellung ist in der Abbildung 3.21 schematisch darge-
stellt. Die fur die V45-Mutanten erhatenen Bindungsdaten decken sich nur teilweise mit den
Resultaten anderer Arbeitsgruppen. So wurde im Two-Hybrid-Assay gezeigt, dal3 die V45E-
Mutation in RasG12V die Interaktion mit einem sowohl die RBD als auch die C1-Doméne
umfassenden Raf-Fragment (Raf1..57) vollsténdig aufhebt (Zhang ef al. 1993). Rekombinan-
tes, in Sf9-Zellen exprimiertes und GTPgS-gebundenes RasG12V .V45E zeigt einen komplet-
ten Verlust der Interaktion mit einem in E. coli exprimierten, die C1-Doméane umfassenden,
chimaren MBP-Raf13,.206-Protein, wahrend die Bindung an die Raf RBD (MBP-Rafsp.131) un-
beeintrachtigt bleibt (Hu ez al. 1995). Die Inkubation von rekombinantem, in E. coli expri-
miertem, GTPgS-komplexiertem RasV45E (ohne G12V-Hintergrund) mit Lysaten eukaryon-
tischer BalF3-Zellen fuhrt bei der anschlieffenden Immunprézipitation dieses Ras-Proteins zu
einer, im Vergleich zum Kontrollexperiment mit Ras(Wt), moderaten Koprazipitation
endogener Raf-Kinase (Shirouzu et al. 1994). Chuang et al. stellen dagegen in kompetitiven
K oprézipitations-Experimenten, in denen rekombinantes, in E. coli exprimiertes und GTPgS-
beladenes RasV45E als Kompetitor des im GST-Raf1.,s7/ Ras[g->2P] GTP-Komplex gebunde-
nen Ras-Proteins fungiert, eine Affinitdt von RasV45E an Raf fest, die anndhernd der von
Ras(Wt) entspricht. Kontrollexperimente mit RasG12V.V45E (mit onkogenem Hintergrund)
fihren zu anndhernd identischen Resultaten (Chuang et al. 1994). Auch Shinkai et al.
demonstrieren, dal3 die Ras-Mutation V45E in einem qualitativen Two-Hybrid-Assay in
S. cerevisiae zu keiner Beeintrachtigung der Interaktion mit Raf;.p57 fuhrt. Des weiteren kann
RasG12V.V45E aus Lysaten von Sf9-Zellen, welche RasG12V.V45E und full length Raf
koexprimieren, durch Immunprézipitation von Raf koprézipitiert werden (Shinkai ez al.
1996). Weitere in vitro- und in vivo-Experimente kbnnen keinen negativen Einflul? der V45E-
Substition auf die Ras/Raf-Interaktion feststellen. So ist die Bindung sowohl von GDPgS- as
auch GTPgS-beladenen RasV45E an MBP-Raf1.206 im Vergleich zu Ras(Wt) unverandert. Die
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Koexpression von c-Raf(Wt) und Ras(Wt) bzw. RasV45E in COS7-Zellen zeigt, dal? die Ras-
vermittelte Membrantranslokation der Raf-Kinase durch die V45E-Mutation nicht beein-
trachtigt wird (Tamada et al. 1997). Bezogen auf die Aktivierung von Raf, demonstrieren die
Autoren in derselben Publikation durch verschiedene Kinase-Aktivitéts-Assays sowohl die
direkte Phosphorylierung von MBP (myelin basic protein) durch immunprazipitiertes ERK als
auch die indirekte Phosphorylierung von ERK durch immunprézipitiertes Raf bzw. durch die
Uber Ras koimmunprézipitierte Raf-Kinase. In alen drei Experimenten fihrt die VA45E-
Substitution, verglichen mit Ras(Wt), zu einer Verringerung der Ras-vermittelten Aktivierung
um ca. 70%. Die dargestellten Resultate anderer Arbeitsgruppen verdeutlichen, dald der
Effekt der V45E-Mutation auf die Ras/Raf-Bindung kontrovers diskutiert wird, wahrend die
stark inhibierende Wirkung dieser Mutation auf die zellulére Transformation respektive Akti-
vierung der Raf-Kinase/MAPK-Kaskade unumstritten ist. Die Beurteilung der diversen Bin-
dungsstudien ist schwierig, da sehr unterschiedliche Methoden zur Anwendung kommen; so
u.a. Two-Hybrid-Assays, die lediglich eine rein qualitative Aussage erlauben. Die verschie-
denen, sehr komplexen Experimente mit immunprazipitierten und koimmunprazipitierten
Proteinen sind aulRerst kompliziert und die zahlreichen Arbeitsschritte machen diese Metho-
den sehr anfdllig fur diverse experimentelle Fehler. Dagegen handelt es sich bel dem in dieser
Arbeit verwendeten Two-Hybrid-Assay um ein gut etabliertes und optimiertes System (Jaitner
et al. 1997), das zuverléssig reproduzierbare Resultate liefert und das fUr ein in vivo-System
relativ geringe Schwankungen zeigt.

Es ist zu vermuten, dal3 neben dem Valin45 noch weitere Aminosdurereste in der
Aktivierungs-Region von Ras an einer putativen Wechselwirkung mit der Raf-Kinase respek-
tive der Raf C1-Doméne beteiligt sind. Um dies ndher zu untersuchen, wurden in Analogie zu
den Untersuchungen der RasV45-Mutanten samtliche oberflachenexponierten Aminosauren
des C-termina der Effektor-Region lokalisierten Bereichs der Aktivierungs-Region auf eine
solche Beteiligung hin anaysiert (vgl. Abbildung 3.22). Zusétzlich wurde auch die Ras-
Mutantion Y 64W in die Untersuchungen mit einbezogen, da einige Autoren die These vertre-
ten, dal3 die switch II-Region neben der switch I-Region eine zweite unabhangige RBD dar-
stellt, deren Aminosauren, unter anderem auch das Tyrosin 64, mit der Raf C1-Domane inter-
agieren, wahrend die Aminosauren der switch I-Region (Effektor-Region) mit der Raf RBD
wechselwirken (Drugan et al. 1996). Das Untersuchungskriterium war, wie im Fall der V45-
Mutanten, die Fahigkeit zur Diskriminierung zwischen Raf(Wt) und Raf(DC1); zunéchst
wurden ausschliefdlich Ras-Mutanten mit sterisch anspruchsvollen Arginin- und Tryptophan-
Substitutionen in Luciferase-Reportergen-Assays analysiert. Der Vergleich zwischen Abbil-
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dung 3.23 A und Abbildung 3.23 B zeigt, dal? die RasG12V.Q43-Mutanten mit durchschnitt-
lich 25 % bzw. 80 % und in etwas geringerem Mal3 auch die RasG12V.T50-Konstrukte mit
jewells ca. 50 % bzw. 80 % der RasG12V-induzierten Raf(Wt)- bzw. Raf(DC1)-Aktivierung
eine deutliche Diskriminierung in bezug auf die Aktivierung der beiden Raf-Konstrukte auf-
weisen. Aminosaure-Substitutionen in den Positionen 47, 49, 52 und 64 bewirken quantitativ
sehr unterschiedliche Inhibitionen. Diese reichen von nur marginalen Effekten wie bei D47R
und L52W bis hin zu Inhibitionen von bis zu ca. 40 % wie im Fall von E49W. Entscheidend
ist jedoch, dal3 diese Effekte unabhangig von dem jeweils verwendeten Raf-Konstrukt
gemessen werden konnen. Diese Ras-Mutanten zeigen somit im Gegensatz zu den Q43- und
T50-Varianten des Ras-Proteins keine Diskriminierung zwischen Raf(Wt) und Raf(DC1).
Fujitaer al. demonstrieren anhand des Neuritenwachstums bei PC12-Zellen, dal3 die Ras-
Mutationen V45E und G48C die Fahigkeit der Zellen zu dieser , Differenzierung” aufheben.
Fir die Mutationen E49Q und T50Q sowie fir die Doppelmutante L52M/D54E kdnnen die
Autoren in diesem zellularen Assay jedoch keine Effekte beobachten (Fujita-Y oshigaki
et al. 1991). In einer spéteren Arbeit greift dieselbe Arbeitsgruppe diese Resultate nochmals
auf und ergénzt sie durch zahlreiche weitere, ebenfalls durch die Beobachtung der Neuriten-
Differenzierung in PC12-Zellen gewonnenen Daten (FujitaY oshigaki et al. 1995). Die ermit-
telten Mutationen mit den stérksten Effekten auf das Neuritenwachstum sind ausnahmslos in
den beiden antiparalelen b-Strangen b2 und b3 lokalisiert (K42A, V45E, 146A, G48A,
G48C, E49A und L53A). Den in der vorliegenden Arbeit as besonders relevant fur die Raf-
Aktivierung und die Raf(Wt)/Raf(DC1)-Unterscheidung identifizierten Aminosauren Gluta
min 43 und Threonin 50 kann gemal3 den Resultaten von Fujitaer al. fur die Ausdifferenzie-
rung von Neuriten keine Bedeutung zugemessen werden. Zu den von Fujita und Kollegen
produzierten Ergebnissen sind jedoch einige kritische Anmerkungen zu machen: so ist das
hydrophobe Isoleucin46 bei Betrachtung der Ras-Struktur nicht oberflachenexponiert,
sondern in das Innere des Ras-Proteins gerichtet, wo es zusammen mit den ebenfalls
hydrophoben Aminosduren Valin 44 und Leucin 53 einen hydrophoben Kernbereich bildet,
welcher fur die Aufrechterhaltung der nativen Struktur des Proteins essentiell ist. Eine
Aminosdure-Substitution in diesen Positionen fuhrt aus struktureller Sicht sehr wahr-
scheinlich zu gravierenden Konformationsdnderungen, die sich auf weite Bereiche des Ras-
Proteins auswirken. Die Substitution des hydrophoben Isoleucins 46 durch eine Aminosaure
mit dhnlichen chemischen Eigenschaften, wie beispielsweise ein Valin (146V), stellt eine
relativ moderate Veranderung dar und fuhrt deshalb zu keinen signifikanten Effekten in den
in vivo-Experimenten. Die Ras-Mutante 146A besitzt dagegen in der Position 46 lediglich eine
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Methylgruppe as Seitenkette und fihrt zu einer Reduzierung des Neuritenwachstums um
mehr als 50 %. Die Stéarke der von Fujitaer al. gemessenen Effekte hangen graduell von dem
Ausmal? der Verédnderungen ab. Aminosaure-Substitutionen durch Arginin oder Tryptophan,
wie in dieser Arbeit verwendet, hétten mit Sicherheit zu noch drastischeren Effekten gefthrt.
Aus den dargestellten strukturellen Uberlegungen heraus wurden Ras-Konstrukte mit
Mutationen in der Position 46 in die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit nicht mit ein-
bezogen. Die von Fujitaer al. diesbezliglich produzierten Daten sind also nur indirekte
Effekte und damit als Artefakte anzusehen. Ahnliche Kritik ist auch hinsichtlich der von
dieser Arbeitsgruppe fur die Ras-Mutanten G48C und G48A erzielten Resultate angebracht.
Das Glycin 48 besitzt as , Seitenkette” lediglich ein Wasserstoffatom und ist in dem /loop
zwischen den beiden b-Strangen b2 und b3 lokalisiert. Die Substitution dieses Glycins durch
ein Cystein stellt aus struktureller Sicht eine massive Veranderung dar und induziert sehr
wahrscheinlich konformationelle Veranderungen im Bereich der beiden antiparallelen
b-Strange, wodurch es zu einer indirekten funktionellen Beeintréchtigung des Ras-Proteins
kommt. Auch fir das Glycin 48 sind die gemessenen Effekte graduell von dem Ausmal3 der
durchgefihrten Verdnderungen abhangig. Wahrend die Mutation G48C das Neuriten-
wachstum vollig unterbindet, ist im Falle einer moderaten Alanin-Mutation (G48A) eine nur
um 50% reduzierte Neuriten-Differenzierung zu beobachten. In bezug auf die von
Fujitaer al. ermittelte komplette Inhibition dieses Differenzierungsprozesses durch die Ras-
Mutation L53A, ist die schon fir die Mutationen 146V und 146A dargelegte Kritik anzu-
bringen. Die Veranderung dieser, zu einem hydrophoben Kernbereich gehérenden Amino-
séure fuhrt zu indirekten Effekten und sind als Artefakte zu bewerten. An dieser Stelle soll
noch kritisch bemerkt werden, dal3 die von Fujitaer al. angewandte in vivo-Methode, welche
das Neuritenwachstum in PC12-Zellen as Kriterium fur die Beurteilung der Onkogenitét ver-
schiedener Ras-Proteine heranzieht, schwer zu quantifizieren ist. Weiterhin handelt es sich bei
der Ausbildung von Neuriten aufgrund der Reversibilitét dieses Prozesses streng genommen
nicht um eine echte Differenzierung. An ener solch komplexen morphologischen Veran-
derung sind dariiber hinaus neben der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade noch weitere Signal-
komponenten beteiligt (vgl. Abbildung 1.5), was die Beurteilung der durch dieses System ge-

wonnenen Daten zusatzlich erschwert.

Als weitere wichtige Aminosdure wurde von Fujitaet al. die in der Position 49 lokalisierte
Glutaminsdure identifiziert, welche bel Substitution durch Alanin (E49A) zu einer Reduktion
des Neuritenwachstums in PC12-Zellen auf ca. 20 % fuhrt; ein Austausch gegen Glutamin
(E49Q) hat jedoch keinen Effekt. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dal3 die Mutante
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RasG12V .E49R bzw. RasG12V.E49W eine Reduzierung der durch sie vermittelten Raf (Wt)-
Aktivierung auf ca. 80 % bzw. 60 % bewirkt (vgl. Abbildung 3.23 A). Obwohl hier durch die
Substitution einer sauren Aminosaure gegen eine basische bzw. sterisch anspruchsvolle,
hydrophobe Aminosaure ein drastischer Eingriff vorgenommen wurde, sind die gemessenen
Inhibitionen deutlich geringer als die durch Fujitaer al. ermittelten. Da die beiden Ras-
Mutanten zwischen der Aktivierung von c-Raf(Wt) und c-Raf(DC1) jedoch keinen signifikan-
ten Unterschied zeigen, wird die Glutaminsaure 49 zumindest als fur die Ras/Raf C1-Inter-
aktion nicht relevante Aminosdure eingestuft. Da selbst massive Veranderungen in der
Position 49 zu keinen starken Effekten fihren, wurde eine weitergehende Untersuchung einer
moderaten Alanin-Mutante (E49A) nicht in Betracht gezogen. Eine gravierende Inhibition der
Raf (Wt)-Aktivierung durch die E49A kann zwar nicht vollig ausgeschlossen werden, darf

jedoch a's wenig wahrscheinlich angesehen werden.

Der Abbildung 3.23 ist zu entnehmen, dal3 die Mutante RasG12V.D47R sowohl die Aktivie-
rung von Raf(Wt) as auch Raf(DC1) nicht beeintréchtigt. Im Fall von RasG12V.D47W kann
beztglich beider Raf-Konstrukte eine Inhibition auf durchschnittlich etwa 65 % der jeweili-
gen durch RasG12V-vermittelten Aktivierung festgestellt werden. Da fir beide Ras-Mutanten
keine Fahigkeit zur Diskriminierung zwischen den beiden Raf-Konstrukten detektierbar ist,
wird die Asparaginsdure 47 wie die Glutaminsdure49 als irrelevant fur die Ras/Raf C1-
Interaktion angesehen. Auch Fujitaeral. konnen fir die Ras-Mutation D47A keine
signifikante Reduzierung des Neuritenwachstums beobachten. Interessanterweise zeigt
RasG12V.D47R im Gegensatz zu RasG12V.D47W in reproduzierbarer Weise elne gegentiber
RasG12V deutlich erhthte Basalaktivitdt (vgl. Abbildung 3.23.A), welche jedoch nicht

erklarbar ist.

Die Ras-Mutanten RasG12V.L52R und RasG12V.L52W fihren unabhangig von dem jeweils
eingesetzten Raf-Konstrukt zu einer Reduzierung der durch sie vermittelten Aktivierung, die
durchschnittlich ca. 80 % der jeweiligen durch RasG12V induzierten entspricht (vgl. Abbil-
dung 3.23). Dies deckt sich im wesentlichen mit dem von Fujitaer al. beobachteten Effekt
der Ras-Doppelmutante L52M/D54E.

Das Ras-Konstrukt RasG12V.Y64W zeigt wie die Ras-Mutanten RasG12V.L52R und
RasG12V.L52W keine Diskriminierung zwischen Raf(Wt) und Raf(DC1); fur beide Raf-
Varianten wird eine im Vergleich zu RasG12V um ca. 25 % reduzierte Aktivierung auf etwa
75 % gemessen (vgl. Abbildung 3.23).
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Die Untersuchung séamtlicher Ras-Arginin-Mutanten sowie von RasG12V.Y64W im Two-
Hybrid-Assay zeigt, dal3 die Ras-Konstrukte RasG12V.Q43R und RasG12V.T50R auch hin-
sichtlich der Bindung zwischen Raf(Wt) und Raf(DC1) diskriminieren (vgl. Abbildung 3.24).
Dies korreliert gut mit den zuvor fir die Aktivierung gezeigten Daten. Wie schon fir die
Aktivierung ist auch hier der Effekt des Q43R-Konstrukts auf die Interaktion deutlich grofer
as der des T50R-Konstruktes. Die Ras-Mutanten E49R, L52R und Y64W zeigen hingegen
keinen Unterschied in bezug auf die durch sie bedingte Beeintrachtigung der Interaktion zu
Raf (Wt) und Raf(DC1). Auch dies korreliert sehr gut mit den in Abbildung 3.23 dargestellten
Aktivierungsdaten. E49, L52 und Y64 stellen also Aminosduren dar, welche im Fall einer
Substitution die Raf-Bindung respektive die Raf-Aktivierung in unterschiedlich starken Mal3
beeintrachtigen, dies jedoch unabhéngig von der Raf C1-Doméne bewirken. Damit wider-
legen diese Resultate die von Drugan et al. vertretene Auffassung, dal’ das in der switch II-

Region lokalisierte Tyrosin 64 an einer Interaktion mit der c-Raf C1-Domaéne beteiligt ist.

Bel Betrachtung der in Abbildung 3.22 dargestellten Struktur des Ras-Proteins ist besonders
auffallig, dal’3 sdmtliche fir eine potentielle Interaktion mit der Raf C1-Doméne relevanten
Aminosauren (Q43, V45 und T50) im Gegensatz zu den dbrigen untersuchten Aminosaure-
resten unmittelbar benachbart lokalisiert sind und eine vergleichbare raumliche Orientierung
aufweisen. Fir das Tyrosin 64 sowie fir weitere Aminosauren der switch 1I-Region konnte
durch andere Arbeitsgruppen gezeigt werden, dal3 diese fur die GAP-induzierte GTPase-
Aktivitét des Ras-Proteins essentiell sind (Antonny et al. 1991; Moodie et al. 1995; Nur-E-
Kamal et al. 1992; Polakis und McCormick 1993). Die Struktur des Ras/GAP-Komplexes
zeigt, dal3 das Tyrosin 64 durch hydrophobe Interaktion mit dem invariablen Leucin 910 von
GAP-334 an der Aushildung eines hydrophoben Interaktionsbereichs zwischen Ras und GAP
beteiligt ist. Darliber hinaus vermittelt das Tyrosin 64 eine polare Wechselwirkung mit der
Carbonylgruppe der Hauptkette des ebenfalls invarianten Leucins 902 (Scheffzek er al. 1997).
Andere Arbeitsgruppen demonstrieren, dal3 das Tyr64 in Ras, aber auch das Phe64 in Rap fir
die Interaktion mit Austauschfaktoren (GEFs) von Bedeutung sind (Quilliam et al. 1996; van
den Berghe et al. 1999). Die Kristallstruktur des Ras/SOS-Komplexes zeigt, dal’ die Seiten-
ketten des Tyr64, Met67 und Tyr71 der switch II-Region ein hydrophobes cluster bilden,
welches von einem Bereich planarer und geladener Ras/SOS-Interaktionen umgeben ist
(Boriack-Sodin et al. 1998). Das Tyr64 vermittelt den wichtigsten Kontakt innerhalb des
Ras/SOS-Komplexes, indem es mit den Aminosauren 11e825, Leu872 und Phe929, welche
eine hydrophobe Vertiefung bilden, interagiert. So fuhrt die Mutation Y 64A durch Verlust der
hydrophoben Interaktion zu einer 50-fachen Abnahme der Ras/SOS-Bindung (Hall ez al.
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2001). Die moderatere Auswirkung der Y 64W-Substitution (vgl. Abbildung 3.24) liegt ver-
mutlich weniger in einer Beeintrachtigung der hydrophoben Wechselwirkung, alsin einer ste-
rischen Hinderung durch das im Vergleich zum Tyrosin réaumlich anspruchsvollere Trypto-
phan begrindet. Die durch die Y64W-Mutation hervorgerufenen Effekte sind demzufolge
nicht durch eine reduzierte Ras/Raf-Interaktion, als vielmehr durch die Beeintrdchtigung der
Wechselwirkung des Ras-Proteins mit den vorgeschalteten GEFs und nachgeschalteten GAPs
bedingt. Des weiteren haben neuere Untersuchungen gezeigt, dald das Tyrosin 64 auch fir die
Aktivierung des Ras-Effektors RalGDS, ein Ral-spezifischer Austauschfaktor, von Bedeutung
ist (Linnemann et al. 2002).

Das Ras-Konstrukt RasG12V.D47R ist die einzige der bisher diskutierten Ras-Mutanten,
deren Aktivierungs- und Bindungsdaten nicht korrelieren. Wahrend die Arginin-Substitution
in der Position 47 weder auf die Aktivierung von Raf(Wt) noch von Raf(DC1) Einflul3 hat
(vgl. Abbildung 3.23), fuhrt derselbe Austausch im Bindungs-Assay zu einer Verminderung
der Interaktion mit Raf(Wt) um etwa 50 % und zu Raf(DC1) um ca. 15% (vgl. Abbil-
dung 3.24). Damit zeigt diese Ras-Mutante in bezug auf die Bindung, nicht aber in Hinblick
auf die Aktivierung eine Diskriminierung zwischen den beiden Raf-Konstrukten. Vielleicht
stellt dies auch nur vordergrindig einen Widerspruch dar, wenn man in Betracht zieht, daf3
RasG12V.D47R eineim Vergleich zu RasG12V etwa doppelt so hohe Basal aktivitét aufwelst,
welche bei einer Aktivierung von Raf(Wt) durch dieses Ras-Konstrukt impliziert ist. Auch
andere Arbeitsgruppen finden Aktivierungs- und Bindungsdaten, die nicht zu der These
passen, nach der eine verminderte Interaktion eine reduzierte Aktivierung bewirkt (Chuang
et al. 1994; FujitarYoshigaki et al. 1995; Shirouzu et al. 1994). Fujitaet al. bieten als Erkl&
rungsmaglichkeit an, dald eine Mutation in Ras zu einer Verringerung der Bindung zu B-Raf
fuhrt und hieriiber einen Effekt, beispielsweise auf das Neuritenwachstum in PC12-Zellen
ausiibt, wahrend die Interaktion mit c-Raf 1 unbeeintréchtigt bleibt. Ein crosstalk wére jedoch
auch durch andere Signalwege denkbar. So kdnnten Ras-Mutanten Uber PI3K und Akt/PKB
(Jun et al. 1999; Rommeél et al. 1997; Rommel et al. 1999; Zimmermann und Moelling 1999)
oder PISK und Pak3 (Chiloeches et al. 2001; Sun et al. 2000; King et al. 1998) sogar entge-
gengesetzte Effekte auf die Aktivitét der Raf-Kinase austiben. Da bei dem in der vorliegenden
Arbeit angewandten L uciferase-Reportergen-Assay spezifisch eine Uberexpression der an der
Ras/Raf/MEK/ERK-K askade beteiligten Komponenten erfolgt, sollte man jedoch annehmen,
dal’} solche ,Nebenreaktionen* (ber andere, endogene Signalwege, welche nicht durch
Uberexpression artifiziell verstarkt wurden, bei den Messungen lediglich in sehr geringem

Mal3 zum Hintergrund beitragen. Eine Ras-Mutante konnte ihre inhibierenden Effekte aber
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auch Uber eine weltere, dritte Signalkomponente innerhalb eines ternéren Proteinkomplexes
vermitteln ohne notwendigerweise die Wechselwirkung zwischen Ras und Raf zu
beeinflussen. Aber auch die Beseitigung eines Aminosdurerestes, dessen Phosphorylierung
zur Aktivierung eines nachgeschalteten Effektors notwendig ist, der jedoch nicht in einem
Protein/Protein-Interaktionsbereich lokalisiert ist, konnte ein einfaches Beispiel fir ein
solches Szenario darstellen. Im Falle der D47R-Mutante stellt sich die Datenlage alerdings
gerade umgekehrt dar, da durch die Arginin-Substitution zwar die Bindung zu Raf, jedoch
nicht die Aktivierung von Raf beeintrachtigt ist. Letztlich kann der durch die D47R-Mutation
hervorgerufene Widerspruch jedoch nicht zufriedenstellend aufgel0st werden. Generell muf3
somit festgehalten werden, dal3 Aktivierung und Bindung nicht grundsétzlich streng korreliert

sein mussen.

Das Asparagin 26 und das Histidin 27 des Ras-Proteins stellen wie schon das Valin 45
prominente Aminosauren der Aktivierungs-Region dar, fur die ebenfalls eine herausragende
Bedeutung fir die Raf-Aktivierung respektive Effektorspezifitét diskutiert wird (Chen et al.
1996; Chuang et al. 1994; Hu et al. 1995; Marshall et al. 1991; Nur-E-Kamal et al. 1992;
Shirouzu et al. 1994). Untersuchungen der genannten Arbeitsgruppen zeigen tbereinstim-
mend, dal? die Substitution dieser Aminosduren in Ras durch die entsprechenden Amino-
sauren des Rap-Proteins (N26G, H271 und N26G/H271) zu einer Reduzierung der durch
onkogenes Ras vermittelten Aktivitét fuhren. Der inhibierende Effekt dieser Mutationen auf
die Aktivierung der Raf-Kinase ist vergleichbar mit dem durch V45E hervorgerufenen.
Hinsichtlich des Einflusses dieser Mutationen auf die Bindung zu Raf existieren wiederum
nur wenige und teilweise widerspriichliche Daten. So kénnen Chung et al. keine Beeintréch-
tigung der Ras/Raf-Interaktion durch die Doppelmutante N26G/H27I1 feststellen, wéhrend
andere Autoren fur RasG12V.N26G eine partielle Reduzierung der Bindung an Raf finden
(Shirouzu et al. 1994). Hu et al. demonstrieren, dal3 die Mutation N26G (sowie V45E) zu
einem spezifischen Verlust der Interaktion mit der Raf C1-Domane fihrt, wogegen die Inter-
aktion mit der Raf RBD unbeeintréchtigt bleibt (Hu ef al. 1995). Eigene initiale Experimente
mit RasG12V.N26G/H271 im Luciferase-Reportergen-Assay zeigten zunachst eine Verringe-
rung der Aktivierung von Raf(Wt) um ca. 70 % und der von Raf(DC1) um etwa 35 %. Hin-
sichtlich ihres inhibierenden Effektes und ihrer Fahigkeit zur Diskriminierung zwischen den
beiden Raf-Konstrukten wére diese Doppel mutante mit RasG12V.Q43W vergleichbar (Daten
nicht gezeigt). Diese Resultate konnten zu einem spéteren Zeitpunkt nicht erfolgreich repro-
duziert werden. Weiterhin fuhrte die Untersuchung der verschiedenen Einzelmutanten (N26G,
N26R, N26W, H27I, H27R und H27W) in Hinblick auf die Aktivierung von Raf(Wt) und
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Raf(DC1) zu uneinheitlichen und zuweilen auch widerspriichlichen Ergebnissen. Moderate
Alanin-Substitutionen in den Positionen 26 und 27 zeigten keine signifikanten Unterschiede
in bezug auf die Raf(Wt) und Raf(DC1)-Aktivierung. Aufgrund dieser unsicheren Datenlage
wurden weder im Luciferase-Reportergen-Assay noch im Two-Hybrid-Assay weitergehende
Experimente durchgefuhrt. Moglicherweise flihren Aminosaure-Substitutionen in diesem
Bereich der Aktivierungs-Region zu konformationellen Veranderungen, welche sekundére
Effekte, beispielsweise Uber die C-termina angrenzende Effektor-Region, verursachen. Die
Aufmerksamkeit richtete sich zu diesem Zeitpunkt der Arbeit auRerdem zunehmend auf die
Aminosauren GIn43, Val45 und Thr50, fur die eindeutige, signifikante und reproduzierbare
Resultate erzielt wurden und welche in der Ras-Struktur zum einen eine éhnliche réumliche
Ausrichtung zeigen und zum anderen ein kleines, zusammenhangendes Epitop innerhalb der

Aktivierungs-Region des Ras-Proteins definieren (vgl. Abbildung 3.22).

Nachdem durch die Untersuchungen von Arginin- und Tryptophan-Substitutionen in den
Positionen 43, 45 und 50 von Ras eine putative Beteiligung der Aminosauren GIn43, Val45
und Thr50 an der Interaktion mit der c-Raf C1-Domane gezeigt werden konnte, sollte die
Spezifitét der durch diese drei Aminosaurereste vermittelten Wechselwirkungen ndher analy-
siert werden. Dazu wurden Ras-Konstrukte mit moderaten Alanin-Mutationen generiert und
in Luciferase-Reportergen-Assays eingesetzt. Abbildung 3.25 A zeigt, dal3 der inhibierende
Effekt von RasG12V.Q43A und RasG12V.T50A auf die Aktivierung von Raf(Wt) in Relation
zu den entsprechenden Arginin- und Tryptophan-Mutanten (vgl. Abbildung 3.23 A) mit 15 %
bzw. 20 % deutlich schwéacher ist. Auch im Vergleich zu der V45A-Mutation, welche eine
Inhibition der Aktivierung von Raf(Wt) um etwa 65 % bewirkt, ist der Effekt der Q43A- und
T50A-Mutante relativ gering (vgl. Abbildung 3.18 A). Entgegen den Erwartungen fihrt die
Kombination der drei einzelnen Alanin-Substitutionen (RasG12V.43/45/50A) nicht zu einem
Ladditiven Effekt”, d.h. das Ausmald der Inhibition durch RasG12V.43/45/50A entspricht
nicht der Summe der einzelnen Effekte der drel verschiedenen Einzelmutanten. Fir das
RasG12V .43/45/50A-K onstrukt wére eine Inhibition zu erwarten, die mindestens so grofl3 wie
die stérkste durch eine der adaguaten Einzelmutanten hervorgerufene Inhibition ist, also wie
fur RasG12V.V45A mindestens 65 % betragt. Tatséchlich fuhrt die Dreifachmutante jedoch
zu einer nur etwa 30 %igen Reduzierung der Raf(Wt)-Aktivierung. RasG12V.T50A zeigt
keinen Unterschied in Hinblick auf die Aktivierung von Raf(Wt) und Raf(DC1) (vgl. Abbil-
dung 3.25 B); in beiden Féllen betrégt die Inhibition ca. 20 %. Damit zeigt RasG12V.T50A
keine Diskriminierung zwischen den beiden Raf-Varianten. Fur RasG12V.Q43A &% sich be-

zuglich der Aktivierung der beiden Raf-Konstrukte nur ein marginaer Effekt messen, der
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unter Beriicksichtigung der gegebenen Standardabweichungen als nicht signifikant angesehen
werden mul3. Die schon fur die Arginin- und Tryptophan-Substitutionen beobachtete Ten-
denz, dal die durch die verschiedenen Mutanten erzeugten, quantitativen Effekte graduell von
V45R/W Uber Q43R/W bis TS0R/W abnehmen, setzt sich hier auch fur die entsprechenden
Alanin-Austausche fort. RasG12V.43/45/50A zeigt in bezug auf die Fahigkeit zur Aktivie-
rung von Raf(Wt) und Raf(DC1) eine entgegen den Erwartungen niedrige, aber dennoch
deutliche Differenz von ca. 25 % (vgl. Abbildung 3.25 A und Abbildung 3.25 B). Es muf}
angenommen werden, da3 die Sensitivitét des Luciferase-Reportergen-Assays fur die
Detektion nur schwacher, durch einzelne Alanin-Mutanten hervorgerufene Effekte auf die
Raf-Aktivierung nicht ausreichend ist.

Die durch das Two-Hybrid-System gewonnenen Bindungsdaten (vgl. Abbildung 3.26 A und
Abbildung 3.26 B) lassen vermuten, dal? die Nachweisgrenze auch fir dieses System erreicht
ist. RasG12V.Q43A bewirkt ungeachtet des jewells eingesetzten Raf-Konstruktes eine um
ca. 20 % verminderte Bindung und zeigt damit keine Diskriminierung zwischen Raf(Wt) und
Raf(DC1). Dies korreliert gut mit den fur diese Mutante gemessenen Aktivierungsdaten. Die
Substitution des Tyrosins 50 durch Alanin fuhrt in Kombination mit Raf(Wt) zu keinem signi-
fikanten Interaktionsverlust. Die Wechselwirkung mit Raf(DC1) ist durch die TS0A-Mutation
dagegen um etwa 25 % reduziert. Damit zeigen die fir RasG12V.T50A ermittelten Resultate
bezlglich der Diskriminierung zwischen den beiden Raf-Konstrukten sowohl im Vergleich zu
RasG12V.T50R as auch RasG12V.Q43R sowie den diversen RasG12V.V45-Mutanten ein
inverses Verhalten. Dieses Ergebnis &% sich nicht befriedigend erklaren, ist aber im héchsten
Male reproduzierbar. Zusétzliche, eingehendere Untersuchungen der RasG12V.T50A-
Mutante flhrten teilweise sogar zu einer im Vergleich zu RasG12V deutlich stérkeren
Bindung zu Raf(Wst). Dies erscheint zunachst widerspruchlich; ein &nliches Phdnomen kann
jedoch auch fur die RafRBD/Ras-Interaktion gefunden werden. So bewirkt die Substitution
des Ala85 und Va88 der Raf RBD durch basische Aminosduren verglichen mit der
unverdnderten Raf RBD elne stark erhdhte Bindung zu v-Ras GTP (Fridman et al. 2000g;
Fridman et al. 2000b). Die Autoren vermuten, dal3 die durch eine Lysin-Substitution zusétz-
lich eingefuihrte positive Ladung in der Position 85 im Zusammenspiel mit den benachbarten
und ebenfalls basischen Aminosauren Lys84 und Arg89 zu einer Verstarkung von Coulomb-
schen Wechselwirkungen mit Ras fuhrt; wahrscheinlich bedingt durch die Aushildung einer
Salzbriicke zu Asp38 in Ras. Analog fuhrt die Substitution von Val88 durch Arginin (V88R)
zu einer Interaktion mit Glu31 in Ras. Untersuchungen der Doppelmutante 85K/88R zeigen,
dal’ die Effekte der Einzelmutanten hier ebenfalls nicht kumulativ sind. Die Resultate demon-
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strieren, dal3 es aus evolutiver Sicht nicht notwendigerweise zu einer Selektion auf eine maxi-
male Bindung, sondern vielmehr auf eine fir die Vermittlung der jeweiligen biologischen
Funktion optimale Bindung kommt. Ahnliches kénnte wie Abbildung 4.3 graphisch veran-
schaulicht auch fur Aminosdure-Substitutionen in der Position 50 von Ras gelten. Die Ein-
fuhrung eines basischen Arginins kénnte durch dessen positive Ladung respektive raumlich
wesentlich anspruchsvollerer Seitenkette zu einer sterischen Hinderung fuhren, die sich in
einer verminderten Bindung zu Raf ausdriickt (Abbildung 4.3 B). Eine Alanin-Substitution
bewirkt dagegen zum einen durch die im Vergleich zum Tyrosin kleinere Seitenkette des
Alanins und zum anderen durch den hydrophoben Charakter des Alanins zusammen mit dem
benachbarten Valin 45 eine VergroRerung des hydrophoben Interaktionsbereichs und damit
eine starkere Wechselwirkung zwischen Ras und Raf (Abbildung 4.3 C). Bei Deletion der
C1-Doméne bleibt der verstéarkende Effekt der Alanin-Substitution T50A auf die Ras/Raf-
Bindung aus und fuhrt, eventuell bedingt durch strukturelle Veranderungen innerhalb des

Ras/Raf(DC1)-Komplexes, zu einer Verminderung der Interaktion.

Abbildung 4.3 Schematische Detail-Darstellung der hypothetischen Ras/Raf-Interaktion
im b2/b3-Bereich des Ras-Proteins
Nahere Erlauterungen siehe Text.
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Wie bereits fur die Aktivierung von Raf(Wt), fuhrt die Kombination der drei Einzelmutanten
(RasG12V.43/45/50A) auch hinsichtlich der Bindung an Raf(Wt) nicht zu einer Kumulation
der Einzeleffekte. So ist fur diese Tripelmutante, bezogen auf die Interaktion mit Raf(Wt) und
Raf(DC1), eine Differenz von ca. 20 % mef3bar (Abbildung 3.26 A und Abbildung 3.26 B),
wahrend diese fir die V45A-Einzelmutante etwa 70 % betrégt (vgl. Abbildung 3.20 A und
Abbildung 3.20 B).

Zusammenfassend scheint es, als s das Valin 45 an einer spezifischen, hydrophoben Inter-
aktion mit der Raf C1-Domane beteiligt, welche sowohl durch drastische als auch gemaiigte
Aminosaure-Austausche zerstort wird. Die Wechselwirkung von Q43 und in noch starkerem
Mal3 von T50 mit der C1-Domaéne ist dagegen eher unspezifisch und wird nur bel massiven
Aminosaure-Substitutionen beeintrachtigt. Insgesamt definieren die Aminosauren GIn43,
Val45 und Tyr50 jedoch ein zusammenhangendes, oberflachenexponiertes Epitop in der
Aktivierungs-Region von Ras, welches aufgrund der Fahigkeit zur Diskriminierung zwischen
Raf(Wt) und Raf(DC1l) as putatives, mit der Raf C1-Domane interagierendes Epitop

angesprochen werden kann.

Neben den zahlreichen diskutierten Arbeiten zur Bedeutung der Aktivierungs-Region des
Ras-Proteins fur die Raf-Aktivierung, existieren etliche Publikationen, welche sich umgekehrt
mit der Funktion der c-Raf C1-Domane fir die Ras-vermittelte Raf-Aktivierung auseinander-
setzen (vgl. auch 1.5.4). Frihe Arbeiten haben gezeigt, dal die c-Raf C1-Doméne wichtig fur
die Interaktion mit Ras ist (Zhang et al. 1993). Die ersten 17 N-terminalen Aminosauren der
C1-Domane wurden as fir die Ras-Bindung essentieller Teil eines hochaffinen Bindungs-
bereichs charakterisiert (Ghosh ef al. 1994; Ghosh und Bell 1994). Andere Autoren kdnnen
die Bedeutung dieser Aminosauren als kritische Bindungsdeterminante durch unter Gleichge-
wichtsbedingungen durchgefihrte in vitro-Experimente nicht bestétigen (Gorman et al. 1996).
Eine weitere Arbeitsgruppe vertritt die Auffassung, dal3 die C1-Doméane eine zweite, unab-
héngige Ras-Bindungsdoméne darstellt, die wie die Raf RBD eine praferentielle Interaktion
mit GTP-gebundenem Ras zeigt (Brtva ef al. 1995). Weitergehende Studien dieser Autoren
zeigen, dal3 die C1-Domane mit Aminosaureresten der switch II-Region interagiert, wahrend
die RBD mit der switch I-Region wechselwirkt. Da die switch I- und switch II-Region die ein-
zigen Bereiche des Ras-Proteins darstellen, die in Abhangigkeit von dem jeweils gebundenen
Nucleotid konformationelle Strukturanderungen zeigen, erklart dies, weshalb beide Interak-
tionen GTP-abhangig sind (Drugan et al. 1996). Diese Resultate sind jedoch nicht unumstrit-

ten; Huer al. zeigen, dal3 die in der Aktivierungs-Region von Ras lokalisierten Aminosauren
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Asn26 und Val45 fir die Bindung zu Raf essentiell sind. Da die Aktivierungs-Region jedoch
im Gegensatz zu der switch I- und switch II-Region keine nucleotidabhéngige Konformations-
anderung zeigt, ist die Interaktion zwischen der Raf C1-Domane und Ras GTP-unabhangig
(Hu et al. 1995). Eigene Experimente mit der Ras-Mutante RasG12V.Y 64W haben zudem
gezeigt, dal3 das Tyrosin64 der switch I[I-Region nicht an einer Interaktion mit der
C1-Doméne beteiligt ist (vgl. Abbildung 3.24); auf3erdem sind sdmtliche flur eine solche
Wechselwirkungen relevanten Aminosauren in der Aktivierungs-Region lokalisiert worden.

Einige Autoren finden fir die Bindung der Raf C1-Doméne an die Ras-Aktivierungs-Region
eine Abhéangigkeit von den posttrandationalen Lipidmodifikationen des Ras-Proteins. So
zeigen Luo et al., dal3 die C1-Domane mit einem von der Effektor-Region verschiedenen Ras-
Epitop interagieren, welches jedoch nur bel prenyliertem Ras existent ist. Die Bedeutung der
Ras-Lipidmodifikationen fur die Ras/Raf-Interaktion respektive der Raf-Aktivierung ist je-
doch ebenfalls umstritten. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3
nicht nur Raf(Wt), sondern auch ein Raf-Konstrukt mit komplett deletierter C1-Domane un-
abhangig von jedweden Lipidmodifikationen des Ras-Proteins aktiviert werden kann (vgl.
Abbildung 3.13). Des weiteren sind sowohl die durch verschiedene Raf RBD-Mutanten (vgl.
Abbildung 3.7 und Abbildung 3.8) als auch die durch die Ras-Mutation V45E (vgl. Abbil-
dung 3.19) vermittelten Effekte auf die Raf-Aktivierung unabhangig von den posttranslatio-
nalen Lipidmodifikationen des Ras-Proteins. Ob die C1-Doméne eine eigenstandige Bin-
dungsdoméne mit hoher oder niedriger Bindungsaffinitét zu Ras darstellt, oder ob sie die
durch die RBD vermittelte Bindung lediglich verstarkt und damit gleichsam eine Erweiterung
der Raf RBD représentiert, wird ebenfalls kontrovers diskutiert (Brtva et al. 1995; Fujita-
Yoshigaki et al. 1991; Ghosh et al. 1994). Anderen Uberlegungen zufolge ist die C1-Doméne
nicht wie die RBD fir die Membranrekrutierung, sondern fur die diesem Prozef3 folgende
Aktivierung der Raf-Kinase von Bedeutung (Roy et al. 1997). Sowohl Roy et al. as auch
Luo et al. benutzen, wie viele andere Experimentatoren auch, Raf-Konstrukte, in denen die
Zn**-komplexierenden und fiir die Strukturgebung essentiellen Cysteine 165 und 168 durch
Serine substituiert sind. Die durch Einsatz dieser Raf-Konstrukte gewonnenen Resultate sind

daher aufRerst kritisch zu bewerten.

Waéhrend ein Beitrag der C1-Doméne fur die Ras/Raf-Interaktion durch zahlreiche Arbeiten
belegt ist, existieren dagegen kaum experimentelle Daten zu einer ndheren Eingrenzung der
fur diese Wechselwirkung relevanten Aminosdurereste seitens der c-Raf C1Doméne. Gemal}
Williamset al. sind die Aminosauren Leul49 und Phel51 der Cl-Domane fir die
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Ras/Raf C1-Interaktion essentiell. Die Aufhebung einer potentiellen hydrophoben Wechsel-
wirkung dieser Aminosaurereste durch die Doppelmutation L149T/F151Q fihrt zu einer
Reduzierung der Ras/Raf C1-Bindung auf etwa 42 %; dies jedoch unabhéngig davon, ob das
eingesetzte Ras: GDP farnesyliert ist oder nicht. Damit kdnnen die Autoren nicht Uberzeugend
demonstrieren, dal3 die Ras-Lipidmodifikationen in ener Interaktion zwischen H-Ras und der
c-Raf C1-Doméne involviert sind. Im Fall einer Wechselwirkung zwischen den Aminosauren
L 149 und F151 mit der Ras-Farnesylgruppe, mifite jedoch sowohl die Wt-Form als auch die
mutierte Variante der C1-Domane mit gleicher und verringerter Affinitdt an das unmodifizier-
te Ras: GDP binden, dain beiden Kombinationen die postulierte Interaktion bereits durch das
Fehlen der Farnesylierung aufgehoben ist. Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnten den
negativen Effekt der Cl-Doppelmutante L149T/F151Q und L149A/F151A auf die Ras
Bindung reproduzieren; es ergab sich dabel eine Reduzierung auf 45 % und 42 % (Lucas
2001 und eigene, nicht dargestellte Resultate). Ein inhibierender Effekt dieser C1-Mutationen
auf die Raf-Aktivierung konnte im Gegensatz zu den Beobachtungen von Williams ez al.
nicht festgestellt werden. Raf L149T/F151Q bzw. Raf L149A/F151A zeigten sogar eine stark
erhohte Basalaktivitét von 80 % bzw. 60 % der RasG12V-vermittelten Raf(Wt)-Aktivierung.
Bei Stimulation dieser Raf-Konstrukte durch RasG12V ergaben sich im Vergleich zu Raf (Wt)
eine Aktivierung von 205 % bzw. 120 % (Lucas 2001 bzw. eigene, nicht dargestellte Resul-
tate).

Durch eine ausgedehnte Alanin-Scanning-Mutagenese oberflachenexponierter Aminosauren
der c-Raf C1-Doméne, gelang Daub et al. die Identifizierung zahlreicher Aminosauren, wel-
che mehrere distinkte Epitope definieren (vgl. Abbildung 3.6) und aktivierende bzw. inhibie-
rende Effekte auf die Ras-vermittelte Raf-Aktivierung ausiiben. Die Substitution der Amino-
sduren S177, T182 und M183 durch Alanin bewirkt im Luciferase-Reportergen-Assay eine
Reduzierung Ras-induzierten Raf-Aktivierung auf ca. 30 %. Parallel dazu fuhrt die gleiche
Dreifachmutante im Two-Hybrid-Assay verglichen mit Raf(Wt) zu einer drastischen Ver-
ringerung der Ras/Raf-Bindung auf etwa 10 %. Der inhibierende Effekt der S177/T182/
M183A-Mutation auf die Aktivierung der Raf-Kinase wird durch eine artifizielle, Ras-
unabhangige Membranrekrutierung Uber die C-terminale Fusion der aus K-Ras stammenden
CaaX-Box kompensiert. Eine solche Rekonstitution durch CaaX-ing kann fur die inhibitori-
sche Raf-Doppel mutante K144/R164A dagegen nicht beobachtet werden (Daub et al. 1998).
Diese Resultate zeigen, dald den Aminosduren Serl77, Thr182 und Met183 durch die Inter-
aktion mit Ras eine Bedeutung fir die Ras-vermittelte Membranrekrutierung zukommt,

wéhrend die Aminosauren Lysl144 und Argl64 eine der Membraninsertion folgende Funktion
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fur die Raf-Aktivierung besitzen (vgl. 4.1). Die Resultate legen nahe, dal’ es sich bei dem von
Daub et al. identifizierten putativen Ras-Bindungsepitop S177/T182/M183 und dem in dieser
Arbeit charakterisierten Ras-Epitop, bestehend aus den Aminosduren GIn43, Va45 und
Thr50, um zwei korrespondierende Interaktionsbereiche handelt (vgl. Abbildung 3.27). Um
diese Hypothese zu verifizieren, wurden in ,Kreuzexperimenten® die Effekte des
RasG12V .43/45/50A- und des Raf 177/182/183A-Konstruktes aufeinander sowie deren
Auswirkungen auf verschiedene Raf RBD-Mutanten respektive die Effektor-Mutante
RasG12V.E37G anaysiert (vgl. Abbildung 3.28). Der Vergleich der fur die verschiedenen
Raf-Mutanten gemessenen und in unterschiedlichen Farben dargestellten , Aktivitdtsmuster”
zeigt, dal3 sich Raf 177/182/183A und Raf(DC1) in bezug auf RasG12V.43/45/50A verhalten
wie Raf 59A und Raf 67A in Relation zu RasG12V.E37G (vgl. Tabelle 3.2). Die Aktivierung
von Raf(DC1l) und Raf 177/182/183A durch RasG12V.E37G fiuhrt im Vergleich zu der
Aktivierung durch RasG12V.43/45/50A zu einer stérkeren Inhibition, da in dieser Kombi-
nation zwei verschiedene Interaktionen zwischen Ras und Raf beeintréchtigt sind. Fir
Raf 59A und Raf 67A kommt es bei der Aktivierung durch RasG12V.43/45/50A verglichen
mit der Stimulation durch RasG12V.E37G zu einer stérkeren Beeintréchtigung, da in diesem
Fall ebenfalls zwei unterschiedliche Wechselwirkungen zwischen Ras und Raf betroffen sind.
Die in Hinblick auf die gegenseitig aufeinander ausgelibten Effekte starke Paralelitdt von
RasG12V.43/45/50A und Raf 177/182/183A gegeniber RasG12V.E37G und Raf 59A bzw.
Raf 67A, deren Interaktion durch verschiedene Arbeiten als gesichert gilt (Block ef al. 1996;
Jaitner et al. 1997; Nassar et al. 1995; Nassar ef al. 1996), wird als deutliches Indiz fir eine
Wechselwirkung des Ras-Epitops Q43/V45/T50 und des Raf-Epitops S177/T182/M183
gewertet. Die geringen Standardabweichungen der aus insgesamt vier unabhéngigen Experi-
menten resultierenden Daten und die gleichmallige Expression der verschiedenen Ras- und
Raf-Konstrukte belegen die Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit der dargestellten Resul-
tate. Kontrollexperimente mit Raf 66A und Raf 68A zeigen, dal3 sowohl die Stimulation
durch RasG12V.E37G als auch durch RasG12V.43/45/50A zu einer verstarkten Inhibition
fahrt; in beiden Fallen kommt es zur Aufhebung einer zusétzlichen, zweiten Wechselwirkung.
Abbildung 4.4 verdeutlicht das aus den dargestellten Resultaten abgeleitete Modell der Inter-
aktion zwischen der c-Raf C1-Doméne und Ras. Die C1-Doméne ist an der Plasmamembran
lokalisiert, wobei das Leul60 in der Lipid-Doppelschicht inseriert ist und die basischen
Aminosauren Lys144 und Argl64 mit sauren Lipiden der Membran interagieren. Hervorge-
hoben sind aul3erdem die von Daub et al. charakterisierten Aminosauren Ser177, Thr182 und
Met183. Des weiteren zeigt die Abbildung die Struktur des RaplA/Raf RBD-Komplexes
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(stellvertretend fur den Ras/Raf RBD-Komplex) unter Hervorhebung der Aminosduren
GIn43, Va45 und Thr50 der Aktivierungs-Region. Die Abbildung 1&3t bel der gezeigten
Orientierung der C1-Doméane und des RaplA/Raf RBD-Komplexes eine Interaktion zwischen
dem Epitop S177/T182/M 183 der C1-Doméne und dem die Aminosduren Q43, V45 und T50

umfassenden Ras-Epitop als wahrscheinlich erscheinen. Allerdings kann die Moglichkeit

einer zusitzlichen Beteiligung des “*Prolins 181 der C1-Doméne an einer solchen Wechsel-

wirkung nicht ausgeschlossen werden. Das “Sprolin in der Position 181 ist fur die Struktur-

gebung bzw. Aufrechterhaltung der Struktur im C-terminalen Bereich der Cl-Doméne
essentiell und war somit der Untersuchung durch eine Alanin-Scanning-Mutagenese nicht
zuganglich (Daub 1999). Die Raf-Mutante S177/T182/M 183 betreffend soll noch angemerkt
werden, dald der durch diese bewirkte inhibitorische Effekt theoretisch auch Uber eine
beeintrachtigte Wechselwirkung der Aminosduren Serl77, Thrl82 und Met183 mit der
Raf RBD verursacht sein kann, wobel die an einer solchen Interaktion seitens der Raf RBD
beteiligten Aminosduren jedoch von denen des Ras/Raf RBD-Interaktionsbereichs verschie-

den wéren.
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Abbildung 4.4  Modell der Interaktion zwischen der c-Raf C1-Doméne und Ras

Das hydrophobe, in der Plasmamembran inserierte Leucin 160 der c-Raf C1-Doméane (Mott et al.
1996) ist gelb, die basischen Aminosiuren Lysin 144 und Arginin 164 sind blau dargestellt. Letztere
interagieren mit sauren Membranlipiden. Das von Dauberal. identifizierte potentielle Ras
Bindungsepitop (Serl77, Thr182 und Met183) ist griin hervargehoben. In der Struktur des Komplexes
der Raf RBD und des Ras-homologen RaplA-Proteins (Nassar et al. 1995) sind die Aminosduren des
potentiellen mit der c-Raf C1-Doméne interagierenden Ras-Epitops rot markiert. In RaplA ist
verglichen mit Ras in der Position 45 ein Glutaminsdurerest statt eines Valinrestes lokalisiert. Die
Abbildung wurde mit dem Programm WebL abViewer 4.0 erstellt.
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Erste initiale und hier nicht dargestellte Experimente mit den Konstrukten RasG12V.R41E
und RasG12V .K42E zeigen, dal’ die Ras-Mutante K42E, nicht jedoch R41E sowohl in bezug
auf die Aktivierung als auch die Bindung zwischen Raf(Wt) und Raf(DC1) diskriminieren.
Diese vorlaufigen Resultate korrelieren gut mit der aus den Untersuchungen des RaplA/
Raf RBD-Komplexes gewonnenen Erkenntnissen, dal3 Arg4l mit den Aminosduren GIn66
und Asn64 der RBD interagieren, wahrend Lys42 an der RaplA/Raf RBD-Wechselwirkung
nicht beteiligt ist (Nassar et al. 1995). Diese Ergebnisse deuten an, dal? eventuell auch Lys42,
wie schon fir Asn26 und His27 diskutiert, dem identifizierten Ras-Epitop Q43/V45/T50
zugerechnet werden muf3.

Die angefuhrten Unklarheiten kdnnen letztlich nur durch die Strukturaufklarung eines Kom-
plexes zwischen Ras und der Raf-Kinase respektive zwischen Ras und der N-terminalen regu-

latorischen Doméne der Raf-Kinase befriedigend geldst werden.

Im Gegensatz zu den Arbeiten anderer Autoren (Garcia et al. 2001; Kuroda et al. 1996;
Ohtsuka et al. 1996; Okada ef al. 1996; Vossler et al. 1997) konnte in eigenen, hier nicht
dargestellten Experimenten keine Aktivierung von B-Raf durch RaplA festgestellt werden.
Die RasG12V-vermittelte Aktivierung von B-Raf wird jedoch wie die von c-Raf 1 durch die
Mutation VA45E stark beeintrachtigt. Die Untersuchung der durch die Aminosdure-
Substitution in den Positionen 43, 45 und 50 des Ras-Proteins verursachten Effekte auf die
Ras-induzierte Aktivierung von B-Raf respektive B-Raf(DC1) (Lucas 2001) kénnte Gegen-
stand zukinftiger Arbeiten sein. Analog ware auch der Einfluld der entsprechenden Amino-

sauren in Rap auf die Interaktion zwischen Rap und dessen Effektoren zu analysieren.
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S5 Zusammenfassung

Der initiale Schritt des Raf-Aktivierungsprozesses innerhalb der MAPK-Signalkaskade stellt
die Membranrekrutierung der cytoplasmatischen Raf-Kinase durch die aktivierte, Uber

C-terminale Lipidmodifikationen in der Plasmamembran inserierte GTPase Ras dar.

In dem ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern den posttrans ationa-
len Lipidmodifikationen des Ras-Proteins eine Uber die reine Funktion fur die Membrantrans-
lokation der Raf-Kinase hinausgehende Bedeutung in dem Raf-Aktivierungsprozef3 zukommt.
Es konnte demonstriert werden, dal3 die Raf-Kinase durch das artifizielle, chimére, tber eine
N-terminale Transmembran-Doméne in der Plasmamembran inserierte Ql-RasG12V.3S-
Konstrukt aktiviert werden kann. Auch die aktivierenden und inhibierenden Effekte der
diversen von Dauberal. identifizierten Raf C1-Mutanten sind bei Stimulation durch
QI-RasG12V.3S beobachtbar und damit, wie bereits die Aktivierung von Raf(Wt), unab-
hangig von jedweden Ras-Lipidmodifikationen. Des weiteren konnte auch Raf(DC1), ein Raf-
Konstrukt mit kompletter Deletion der Cl-Doméne, durch QI-RasG12V.3S erfolgreich
aktiviert werden. Dies zeigt, dal3 eine Interaktion der Lipidmodifikationen mit der Raf C1-
Domane fir die Raf-Aktivierung nicht essentiell ist. Darlber hinaus kann fir mehrere,
C-terminal unterschiedlich stark verkirzte QI-RasG12V-Konstrukte keine Diskriminierung
hinsichtlich der Aktivierung von Raf(Wt) und Raf(DC1) konstatiert werden, wodurch eine
hypothetische Wechselwirkung der C-terminalen HVR (hypervariable Region) des Ras-
Proteins mit der c-Raf C1-Doméne und damit Funktion fur die Raf-Aktivierung ausge-
schlossen werden kann. Raf-Konstrukte mit Substitutionen der potentiell fur die Membran-
interaktion relevanten Aminosauren Lys144, Leul60 und Argl64 gegen Alanin bewirken bei
Aktivierung durch QI-RasG12V.3S eine im Vergleich zu den Ubrigen inhibierenden Raf C1-
Mutanten Uberproportional starke Inhibition, welche bel Stimulation durch das zusétzlich
C-terminal modifizierte und somit doppelt in der Plasmamembran inserierte Ql-RasG12V.3C-
Konstrukt selektiv rekonstituiert wird. Diese Resultate sowie die, verglichen mit
QI-RasG12V.3S, stéarkere Aktivierung sowohl von Raf(Wt) als auch Raf(DC1) durch
QI-RasG12V.3C zeigen, dal3 die zusétzliche C-terminale Membraninsertion durch die Ras-
Lipidmodifikationen zu einer optimaleren Orientierung bzw. Distanz des Ras-Proteins respek-
tive des Ras/Raf-Komlexes kommt, wodurch der Raf-Aktivierungsprozef3 positiv beeinflufdt
wird. Eine Uber die Membranrekrutierung hinausgehende Funktion der Ras
Lipidmodifikationen fir die Raf-Aktivierung kann somit nicht festgestellt werden.
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Die N- und C-terminal der fur die Effektor-Bindung essentiellen Kerneffektor-Region lokali-
sierte Aktivierungs-Region des Ras-Proteins ist fur die Vermittlung der Effektorspezifitét und
die Modulation der Affinitdten zu verschiedenen Effektoren von Bedeutung, wobei nach all-
gemeiner Auffassung eine Interaktion zwischen bestimmten Aminosauren der Aktivierungs-
Region und der c-Raf C1-Doméane angenommen wird. Zwecks ldentifizierung solcher
Aminosauren wurde in dem zweiten Teil der vorliegenden Arbeit eine ausgedehnte
Mutagenese  oberfldchenexponierter  Aminosiurereste der  Ras-Aktivierungs-Region
durchgefiihrt und die resultierenden Ras-Konstrukte in Reportergen-Assays und Two-Hybrid-
Assays auf ihre Fahigkeit zur Aktivierung von und Bindung an Raf(Wt) respektive Raf(DC1)
hin analysiert. Potentielle, mit der c-Raf C1-Domaéne interagierende Aminosauren fihren im
Fall einer Substitution durch sterisch anspruchsvolle oder geladene Aminosauren wie Arginin
oder Tryptophan in bezug auf Raf(Wt) sowohl zu einer signifikanten Reduzierung der
Aktivierung als auch der Bindung. Hinsichtlich der Aktivierung bzw. Bindung von Raf(DC1)
zeigen dieselben Ras-Mutanten dagegen aufgrund der durch die Deletion der C1-Doméne
ausbleibenden sterischen Hinderung keine oder nur marginale inhibierende Effekte. Durch
diese Diskriminierung zwischen Raf(Wt) und Raf(DC1) konnten die Aminosduren GIn43,
Val45 und Thr50 der Ras-Aktivierungs-Region as fur die Wechselwirkung mit der c-Raf C1-
Domaéne relevante Aminosauren identifiziert werden, wobel fur den durch die V45E-Mutation
vermittelten inhibierenden Effekt eine Unabhangigkeit von den Ras-Lipidmodifikationen
demonstriert werden konnte. GIn43, Val45 und Thr50 zeigen in der Ras-Struktur eine
dhnliche raumliche Ausrichtung und definieren ein  zusammenhangendes, ober-
flachenexponiertes Ras-Epitop, fur das aufgrund der aus weitergehenden, vergleichenden
Experimenten unter Einbeziehung weiterer Ras- und Raf-Mutanten erhaltenen Resultate eine
Interaktion mit dem putativen Ras-Bindungsepitop S177/T182/M183 der c-Raf C1-Domane
postuliert wird.
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