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Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation untersucht die Rolle akzessorischer Proteine im RTK-KRAS-
MAPK-Signalweg mit besonderem Fokus auf IQGAP1 in KRAS-mutierten Zelllinien.
IQGAP1 ist u.a. ein Geristprotein, das durch seine Interaktion mit einer Vielzahl von
Signalwegkomponenten die zellulare SignalUbertragung moduliert. Besonders in Zellen mit
einer KRAS-gain-of-function-Mutationen an Position Glycin-12, die eine konstitutive
Aktivierung des KRAS-Proteins verursachen, kénnte IQGAP1 eine entscheidende Rolle bei
der Verstarkung oder Modulation der Signalweiterleitung zur Kontrolle der Proliferation und
Migration spielen. Ein zentrales Problem der Krebstherapie ist die rasche Ausbildung von
Wirkstoff-Resistenzen bei zielgerichteten Therapien, die direkt gegen Hauptakteure der
Signalwege gerichtet sind. Daher kdnnte die gezielte Modulation akzessorischer Proteine
eine vielversprechende Strategie zur Umgehung solcher Resistenzen darstellen und eine
effektive Kombinationstherapie ermdglichen.

Das Hauptziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung des akzessorischen
Proteins IQGAP1 und dessen Einfluss auf KRAS-mutierte Tumorzellen. Durch CRISPR-
Cas9 vermittelten knockout wurde untersucht, wie IQGAP1 Signalwege, Zellproliferation
und Migration beeinflusst. Somit soll herausgefunden werden, ob IQGAP1 als potenzielles
therapeutisches Ziel zur Uberwindung von Resistenzen infrage kommt.

Der Knockout von IQGAP1 in den KRAS-mutierten Zelllinien CAPAN1, SW480 und
HEK293 wurde erfolgreich durchgefuhrt und validiert. In CAPAN1-Zellen zeigte sich, dass
der Knockout weder die Zellmigration noch die Proliferation signifikant beeinflusst. Jedoch
fuhrte der Verlust von IQGAP1 zu einer deutlichen Erhéhung der AKT-Phosphorylierung an
den Stellen T308 und S473, was auf eine verstarkte Aktivierung des AKT-Signalwegs
hindeutet. Andere untersuchte Signalwege, darunter STAT3, YAP, JNK und ERK, blieben
hingegen unverandert.

Die Ergebnisse zeigen, dass IQGAP1 in KRAS-mutierten Zellen eine modulierende Rolle
spielt, insbesondere in Bezug auf den AKT-Signalweg. Interessanterweise hatte der
Knockout keinen Einfluss auf Migration oder Proliferation, was darauf hindeutet, dass
mdglicherweise kompensatorische Mechanismen aktiv sind, die weiter untersucht werden
mussen. Diese Erkenntnisse verdeutlichen die Komplexitdt der Signalnetzwerke in
Tumorzellen. Weitere Untersuchungen mit zusatzlichen Zellmodellen und funktionellen
Rettungsexperimenten sind erforderlich, um die genaue Rolle von IQGAP1 und anderen
akzessorischen Proteinen besser zu verstehen und ihr Potenzial flir neue Therapieansatze

in der Onkologie, beispielsweis im Rahmen von Kombinationstherapien zu bewerten.



Summary

This dissertation investigates the role of accessory proteins in the RTK-KRAS-MAPK
signaling pathway, with a particular focus on IQGAP1 in KRAS-mutated cell lines. IQGAP1
is a scaffold protein that modulates cellular signal transduction through its interaction with
various signaling components. In the context of cells with a KRAS gain-of-function mutation
at position glycine-12, which leads to constitutive activation of the KRAS protein, IQGAP1
may play a crucial role in enhancing or modulating signal transmission to regulate
proliferation and migration. A major challenge in cancer therapy is the rapid development
of drug resistance in targeted therapies directed against key signaling pathway players.
Therefore, the selective modulation of accessory proteins could represent a promising
strategy to circumvent such resistance and enable effective combination therapy.

The primary goal of this study was the functional characterization of the accessory protein
IQGAP1 and its impact on KRAS-mutated tumor cells. Using CRISPR-Cas9-mediated
knockout, the effects of IQGAP1 on signaling pathways, cell proliferation, and migration
were examined to determine whether IQGAP1 could serve as a potential therapeutic target
for overcoming resistance.

The knockout of IQGAP1 was successfully performed and validated in the KRAS-mutated
cell lines CAPAN1, SW480, and HEK293. In CAPAN1 cells, the knockout did not
significantly affect cell migration or proliferation. However, the loss of IQGAP1 resulted in a
substantial increase in AKT phosphorylation at positions T308 and S473, indicating
enhanced activation of the AKT signaling pathway. Other examined pathways, including
STAT3, YAP, JNK, and ERK, remained unchanged.

The results suggest that IQGAP1 plays a modulatory role in KRAS-mutated cells,
particularly concerning the AKT signaling pathway. Interestingly, the knockout did not
influence migration or proliferation, suggesting the presence of compensatory mechanisms
that require further investigation. These findings highlight the complexity of signaling
networks in tumor cells. Further studies with additional cell models and functional rescue
experiments are necessary to better understand the precise role of IQGAP1 and other
accessory proteins and to assess their potential for novel therapeutic approaches in

oncology, such as combination therapies.
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1. Einleitung
1.1 Krebs

Der Begriff Krebs leitet sich vom lateinischen Begriff cancer ab, da man in der Antike eine
Ahnlichkeit zwischen der Schere des Krebses und der Krankheit, die sich im gesunden
Gewebe ausbreitet, sah. Krebs ist somit die laienhafte Bezeichnung fiir maligne oder
bdsartige Erkrankungen. Diese umfassen alle Erkrankungen in denen Zellen ohne Kontrolle
oder Richtung wachsen, sich ausbreiten und dabei unerwiinscht Schaden anrichten.
Lebewesen brauchen sich teilende Zellen, um zu wachsen und sich zu entwickeln.
Normalerweise unterliegt der Prozess der Zellteilung und des Gewebswachstums
komplexer genetischer Kontrollen. Krebszellen entziehen sich dieser Kontrolle und

unterscheiden sich funktionell und strukturell von den Ursprungszellen (Aigner et al., 2016).

Als Grundlage fur diese Entziehung genetischer Kontrolle sind Schaden der
Desoxyribonukleinsdure oder desoxyribonucleic acid (DNA). Dadurch wird die Funktion und
Expression von sogenannten Protoonkogenen verandert oder Tumorsuppressorgene
deaktiviert. Protoonkogene werden als dominant beschrieben und wirken durch gain-of-
function Mutationen, wahrend Tumorsuppressorgene als rezessiv angesehen werden und
durch loss-of-function zur Tumorentstehung beitragen (Liu and Weissman, 1992). Es wird
davon ausgegangen, dass die Zelle als klonalen Ursprungs des Tumors mehrere solcher
Mutationen durchgemacht haben muss (Ma et al., 2012). Somit ist Krebs im Alter haufiger
durch Akkumulation solcher Mutationen und es gibt eine familidare Haufung bei Personen
mit Keimbahnmutationen, welche schon bei der Geburt eine Pradisposition haben.
Weiterhin ist der Lebensstil von entscheidender Bedeutung. Haufige Griinde flir Mutationen
sind krebserregende Stoffe, auch Karzinogene genannt, wie beispielsweise viele
Inhaltsstoffe von Tabak, Alkohol oder UV-Licht, radioaktive Strahlung, Hormone, Viren und
viele mehr. Alle I6sen Veranderungen der DNA aus und somit kann ein direkter kausaler

Zusammenhang gefunden werden (Aigner et al., 2016, Siemiatycki et al., 2004).

1.1.1 Epidemiologische Daten
Im Jahr 2018 gab es fast 500 000 Krebsneuerkrankungen in Deutschland mit einer rohen
Inzidenz von 554,1/100 000 bei den Frauen und 648,2/100 000 bei den Mannern. Es
starben knapp 230 000 Menschen mit roher Mortalitdt von 249,5/100 000 Frauen und
303,8/100 000 Manner (Erdmann et al., 2021). Somit erkranken jedes Jahr Gber 5% der
Gesamtbevdlkerung an Krebs und sterben ca. 3 %o, das sind ein Viertel aller Todesfalle in
Deutschland (Arndt et al., 2021). Bdsartige Neubildungen ist die zweithaufigste
Todesursache in der deutschen Gesamtbevodlkerung hinter Erkrankungen des Herz-

Kreislaufsystems, sind aber die Hauptursache fur years of life lost (Wengler et al., 2021).



Durch moderne Therapien Uberleben durchschnittlich 50 % aller Personen mit Krebs ihre
Erkrankungen, jedoch mit sehr unterschiedlichen Werten fiir verschiedene Tumorentitaten.
Beispielsweise haben Menschen mit Tumoren am Hoden oder malignem Melanom eine 5-
/10-Jahres Uberlebensrate von ca. 90 %, wahrend Personen mit Mesotheliom oder
Pankreaskarzinom nur eine Uberlebensrate von ca. 10 % Uber 5 Jahre und 5 % Uber
10 Jahre haben (Erdmann et al., 2021).

1.1.2 Krebsentstehung

Zur Entstehung von Krebs gibt es mehrere Hypothesen. Zu den Urspringen einer
Tumorentitat kann man unterscheiden zwischen den monoklonalen Hypothesen und denen
die von mehreren Ursprungszellen ausgehen. Die monoklonalen Hypothesen beschreiben,
dass der Tumor aus einer einzigen mutierten Zelle entsteht, welche einen Vorteil im Sinne
der Theorie Darwins hat. Diesen Hypothesen gehen dann von einer klonalen Divergenz
aus, dass Abkdémmlinge der Primarzelle verschiedene weitere Mutationen akquirieren und
so eine intratumorale Heterogenitat entsteht (Marusyk and Polyak, 2010). Andere
Hypothesen gehen von mehreren Ursprungszellen (Polyklonalitat) aus, welche dann
konvergieren und eine sekundare Oligo- oder Monoklonalitat zur Folge hat. Aus der
sekundaren Oligo- oder Monoklonalitédt kann dann wieder eine Divergenz erfolgen. (Fanale
et al., 2021)

Natirliche Zellen, sowie Tumorzellen, bilden Netzwerke und probieren das Uberleben
sicher zu stellen. Wahrend Erstere dies in einer organisierten und kontrollierten Weise
machen, fehlt Zweiteren diese Kontrolle. In der Theorie der Tumorentstehung verlieren
Zellen immer mehr Eigenschaften, die sie mit den umliegenden gesunden Zellen teilen, und
mutieren zugunsten undifferenziertem, unkontrolliertem Wachstum, Migration und
Ausbreitung der Zellen (Grizzi et al., 2006). Der Tumor wird durch verschiedene Mutationen

dabei zunehmend heterogener (Fanale et al., 2021).

Eine weitere bekannte Hypothese zur Tumorentstehung von Adenokarzinome ist die
Adenom-Karzinom Sequenz. Beispielhaft wird diese an dem kolorektalen Karzinom erklart.
Von der normalen Kolonschleimhaut kommt es zuerst zu einem tubularen Adenom, dann
zu einem Adenom mit schweren Atypien bis hin zu einem Adenokarzinom. Der Ubergang
von einer Phase in die Nachste ist gekennzeichnet durch eine typische Abfolge von
Mutationen. Zuerst Inaktivierung des adenomatous polyposis coli (APC)-Tumorsupressor-
Gens des wingless/integrated (WNT)-Signalweges, gefolgt von Mutation des
Protooonkogens Kirsten Rat Sarcoma (KRAS) und weitere Mutationen, wie von
Zellzyklusregulierenden Genen, z.B. p53 (Fearon and Vogelstein, 1990). Von ersten
adenomatdsen Veranderungen bis zur Adenokarzinom-Entstehung vergehen bis zu

20 Jahre (Sievers et al., 2017). Somit besteht viel Zeit fir Erkennung der Krebsvorstufen
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und deshalb wird auch eine Koloskopie alle zehn Jahre bei Patienten Giber 50 empfohlen

(Deutsche Gesellschaft flr Gastroenterologie, 2021).

Andere Adenom-Karzinom Sequenzen gehen schneller, wie beispielsweise des
Adenokarzinoms des Pankreas, bei dem oft als eine der ersten Mutationen schon eine
KRAS-Mutation auftritt (Luo, 2021). Bei Pankreas-Karzinomen ist eine schnelle Progression
zu beobachten (Yu et al., 2015). In myeloproliferativen Erkrankungen konnte somit gezeigt
werden, dass die Reihenfolge von somatischen Mutationen essenziell fur die Entwicklung
der Erkrankung ist (Kent and Green, 2017).

1.1.3 Hallmarks of cancer und Signalwege

Bei der Transformation von gesunden Zellen zu Krebszellen erreichen die Zellen die
Hallmarks of cancer. Die Hallmarks bestehen aus: Aufrechterhaltung proliferativer Signale,
Unempfindlichkeit zu wachstumshemmenden Signalen, Gewebeinvasion und
Metastasierung, unbegrenztes Replikationspotential, anhaltende Angiogenese und
Entgehen des Zelltodes (Hanahan and Weinberg, 2000). In den letzten Jahren sind jedoch
neue Erkenntnisse dazu gekommen, weshalb die beiden Autoren 2011 die neue Generation
der Hallmarks veroffentlichten. Dazu kamen Umgehung der Immunabwehr, tumorférdernde
Entziindung, Genominstabilitit und Mutation, sowie die Reprogrammierung des

Energiestoffwechsels (Hanahan and Weinberg, 2011).

Die Hallmarks werden erreicht durch Veranderungen in den jeweils zugehérigen Signal-
und Kommunikationswegen (Hanahan and Weinberg, 2011). Beispielsweise ist die
Aufrechterhaltung der mitogenen Aktivitat eines der bekanntesten Merkmale von
Tumorzellen. Dies kann durch Wachstumsfaktoren (Witsch et al., 2010), Rezeptoren
(Lemmon and Schlessinger, 2010), Mutationen in Signalproteinen beispielsweise RAS (rat
sarcoma) oder des mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Singalwegs (Davies and
Samuels, 2010) oder auch Mutationen im Phospohatidolinositol 3-Kinase (PI3K-) -
Proteinkinase B (AKT-) — Signalweg (Jiang and Liu, 2009, Yuan and Cantley, 2008)
passieren. Negative Feedback-Mechanismen wie beispielsweise Ubiquitinierungen (Wertz
and Dixit, 2010) und Endozytose (Mosesson et al., 2008) spielen zudem eine wichtige Rolle

in der Veranderung von Signalwegen (Amit et al., 2007).

Bei den anderen Hallmarks gibt es auch eine breite Spanne an Wegen wie diese erreicht
werden kénnen und es gibt auch Uberlappungen zwischen Signalwegen die einen Einfluss
auf mehrere Hallmarks haben, auch wenn es noch keinen definitiven Konsens zu den
Zugehdrigkeiten gibt (Chen et al., 2021).



1.1.4 Therapieansatze
Aktuell ist die Krebstherapie auf drei Saulen aufgestellt: Der Chemotherapie, der Chirurgie
oder Resektion und der Radiotherapie. Die Chemotherapie ist im 20. Jahrhundert
entstanden als in den beiden Weltkriegen auffiel, dass Soldaten, die Senfgas ausgesetzt
waren erniedrigte Leukozytenwerte aufwiesen. Somit wurde Stickstoff-Senfgas das erste
Chemotherapeutikum und wurde 1943 in der Behandlung von Lymphomen eingesetzt. In
der Gruppe der Alkylanzien folgten in den darauffolgenden Jahren Cyclophosphamid und
Chlorambucil. 1948 konnte mit Methotrexat, ein Folsdure-Analogon, Leuk&mien bei Kindern
in Remission gebracht werden. Es folgten viele weitere Chemotherapeutika in

verschiedenen neuen Gruppen. (Arruebo et al., 2011)

In der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts wurde die chirurgische Resektion sowie die
Radiotherapie, die Anfang des 20. und Ende des 19. Jahrhunderts erstmals gezielt
verwendet wurden in der Krebsbehandlung weiterentwickelt und auch mit
Chemotherapeutika kombiniert. Adjuvant, nach der OP, oder neoadjuvant, vor der OP. Im
Anschluss kam es aber meist nur zu einem Plateau der Heilungsraten oder leichte
Besserungen durch gezielte randomisierte Studien fur Kombinationstherapien. (Arruebo et
al., 2011)

Ein Aufschwung kam erneut in den 90ern des letzten Jahrhunderts durch die Entwicklung
von spezifischer Therapie auf molekulare Ziele. Als Beispiel sind hier Kinasehemmer zu
nennen (Spada and Myers, 2008). Die Immuntherapie nutzt Anteile des Immunsystems in
der Therapie, wie beispielsweise Antikdrper (AK), Zytokine und Immunzellen. Rituximab,
ein Anti- cluster of differentiation 20 (CD20)-AK, war der erste AK, der in der Tumortherapie
von der Food and Drug Administration (FDA) zugelassen wurde, zur Therapie von B-Zell-
Lymphomen (Arruebo et al., 2011). Heute sind AK-Therapien nicht mehr aus onkologischen
Therapien wegzudenken, wie beispielsweise Trastuzumab, ein AK gegen den human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2), eine Rezeptortyrosinkinase (RTK), in der
Brustkrebstherapie (Jeyakumar and Younis, 2012), Cetuximab, ein epidermal growth factor
receptor (EGFR)-AK in der Behandlung von Kolonkarzinomen (Vincenzi et al., 2010) oder
Pembrolizumab und weitere Immuncheckpoint-Inhibitoren, welche eine weite Anwendung

bei vielen verschiedenen Tumorentitaten finden (Webb et al., 2018). (Arruebo et al., 2011)

Aktueller Teil der Forschung sind unter anderem Nanokorper (Arruebo et al., 2011) und AK-
Wirkstoff Konjugate, wie beispielsweise Enfortumab-Vedotin, welches seit Kurzem
Erstlinientherapie beim metastasiertem Urothelkarzinom der Harnblase ist (Muller, 2024).
Es ist ein AK gegen Nektin 4, ein Oberflachenprotein der auf Urothelkarzinomzellen
exprimiert wird, verbunden mit einem Zytotoxin, um dieses gezielt in die gewlnschten

Zellen zu schleusen (Hoffman-Censits and Maldonado, 2022).



Durch gezielte Therapien kénnen sich aber auch schnell Resistenzen in den Tumoren
bilden, weshalb eine Suche nach weiteren méglichen therapeutischen Zielen essenziell ist!
(Aldea et al., 2021)

1.2 RTK-RAS-MAPK-Signalweg
Mutationen der RTKs und Proteine des RAS-MAPK-Signalwegs sind einer der haufigsten
Mutationen, die in Krebs gefunden werden und sind oft von entscheidender Bedeutung in
der Entstehung des Tumors aus dem gesunden Gewebe (Transformation) (McDonell et al.,
2015, Hymowitz and Malek, 2018, Vogelstein et al., 2013).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des RTK-RAS-MAPK-Signalwegs: Zu sehen ist ein
dimerisierte Rezeptortyrosinkinase (RTK) mit gebundenem Wachstumsfaktor (WF). Der RTK liegt in
phosphoryliertem Zustand vor. Uber das Adapterprotein GRB2 (growth factor receptor bound protein
2) und dem Guanine-exchange-factor (GEF) SOS (sons of sevenless) wird RAS (rat sarcoma)
aktiviert, indem es ein Guanosintriphosphat (GTP) bindet (Chardin et al., 1993). Dies flihrt zur
kaskadenartigen Aktivierung (durch Phosphorylierung) von RAF (rapidly accelerating fibrosarcoma),
MEK (mitogen activated protein) und ERK (extracellular regulated kinase) (Hattori et al., 1992).
Aktiviertes ERK gibt der Zelle, unter anderen, das Signal zur Proliferation (Lu and Malemud, 2019).
Diese Abbildung ist abgewandelt aus (Pudewell et al., 2021).

1.2.1 RTKs und EGFR

RTKs sind eine Unterklasse der Tyrosinkinasen, die an der Zell-Zell-Kommunikation
involviert sind und viele zellulare Prozesse kontrollieren. Beispielsweise das Wachstum, die
Motilitat, den Metabolismus, aber auch die Differenzierung (Du and Lovly, 2018). Es gibt 58
humane RTKs (Manning et al.,, 2002), die alle aus einer extrazellularen
Ligandenbindedomane, einer einzelnen membranspannenden Helix und einem
intrazellularen Teil aufgebaut sind. Letzterer beinhaltet eine regulatorische Region, der

Tyrosinkinasedomane, sowie einem Carboxyl (C-) terminalen Ende (Hubbard, 1999).



RTKs werden durch spezifische Liganden aktiviert. Die Ligandenbindung verursacht eine
Dimerisierung der Rezeptoren (Ullrich and Schlessinger, 1990). Dies verursacht eine
Konformationsveranderung, wodurch die Tyrosinkinasedomanen nicht langer inhibiert
werden und sich autophosphorylieren (Lemmon and Schlessinger, 2010). Damit befinden

sich die RTKs in ihrem aktiven Zustand.

Die erythroblastic leukemia viral oncogene (ERBB)-Familie ist eine Familie von RTKs die
mit Wachstumsfaktoren (growth factor) stimuliert werden. Der EGFR ist der Hauptrezeptor
fur den epidermal growth factor (EGF) und war der erste, der in der ERBB-Familie entdeckt
wurde. Da alle Rezeptoren der Familie ahnlich zum EGFR sind, werden sie auch Human

epidermal growth factor receptor (HER) 1-4 genannt (Wagener and Miller, 2010).

Proteine mit einer Src homology 2 (SH2)-Domane oder phosphotyrosine binding (PTB)-
Domane binden an den phosphorylierten oder aktiven EGFR (Cantor et al., 2018). Die
Spezifitat der Proteine flir den richtigen Rezeptor wird durch die variable Region der
Domanen bestimmt, die nur gewisse Aminosduren erkennen, die C-terminal der
Phosphorylierungsstelle liegen (Peter C. Heinrich, 2014). Growth-factor receptor bound
protein 2 (GRB2) bindet mit seiner SH2-Doméane an den EGFR und rekrutiert son of
sevenless (SOS), welcher ein RAS-spezifischer Nukleotidaustauschfaktor ist (Cantor et al.,
2018).

1.2.2 KRAS
KRAS gehdrt zur Familie der RAS-Proteine innerhalb der Superfamilie der small GTP-

binding proteins oder kleinen GTPasen. Weitere Familien innerhalb der Superfamilie sind
RHO (RAS-homology), ARF (ADP-ribosylation factor), RAB (RAS-like in brain) und RAN
(RAS-like nuclear) (Colicelli, 2004). Diese Familien sind in allen Eukaryonten zu finden und
haben ihre Hauptfunktionen innerhalb der Signaltransduktion. Beispielsweise RAS in der
Zellproliferation, RHO in der Regulation des Zytoskeletts oder RAB in der Vesikelfusion und
in dem -transport (Reiner and Lundquist, 2018).

Kleine GTPasen hydrolysieren Guanin-Triphosphat (GTP) zu Guanin-Diphosphat (GDP)
durch die intrinsische GTPase Aktivitat. Dies kann unterstutzt werden durch ein GTPase-
aktivierendes Protein (GAP) (z.B. Neurofibromin 1). Um erneut ein GTP binden zu kénnen
muss das Protein sich von dem GDP I6sen, welches durch guanine exchange factors (GEF)
(z.B. SOS) bewerkstelligt wird. Das nun freie G-Protein kann schnell ein neues GTP

aufnehmen, dank der hohen Affinitat zu diesem (Peter C. Heinrich, 2014).

RAS ist aktiv in der GTP-gebundenen Form und inaktiv nach der Hydrolyse. Somit sind
GEFs und GAPs wichtige Regulatoren der kleinen GTPasen. Sie sind grofte Proteine mit



mehreren Doménen, die mit vielen anderen Molekilen interagieren kénnen (Bos et al.,
2007).

Innerhalb der RAS-Familie gibt es die sogenannten klassischen RAS-Proteine. Diese sind
HRAS (Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog), NRAS (neuroblastoma RAS viral
oncogene homolog) und die beiden splice-Varianten von KRAS (KRAS4A und KRAS4B)
(Madaule and Axel, 1985). Diese RAS-Varianten sind zu 90% homolog auferhalb ihrer
hypervariablen Region (HVR). Letztere beinhaltet die CAAX-Box bestehend aus Cystein
(C), zwei aliphatischen Aminosauren (A) und eine beliebige Aminosaure (X), die die Art der
C-terminalen posttranslationalen Modifikation des Proteins und somit auch die Assoziierung
mit der Zellmembran bestimmt (Cox and Der, 2002, Wennerberg et al., 2005). Die beliebige
Aminosaure der CAAX-Box bestimmt, wie das Protein isoprenyliert wird (Farnesylierung
oder Geranylgeranylierung) (Kato et al., 1992). Dies ist notwendig fur die Signaltransduktion
(Cox et al., 2015, Zhou et al., 2018).

RAS aktiviert Effektoren indem es Diese an die Membran rekrutiert (Leevers et al., 1994,
Simanshu et al., 2017, Stokoe et al., 1994, Ferro and Trabalzini, 2010, Castellano and
Downward, 2011). Beispielsweise rekrutiert RAS RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma),
eine MAP3-Kinase, welche den Beginn des ersten kanonischen Signalwegs von RAS
darstellt, an die Membran durch die RAS-bindende Doméne (RBD) und Cystein-reiche
Domane (Hibino et al., 2011, Tran et al.,, 2021). Die Lokalisation an der Membran ist
essenziell fur die RAF-Aktivierung (Stokoe et al., 1994). An der Membran wird ein Tyrosin

von RAF phosphoryliert und das Protein somit aktiviert (Jelinek et al., 1996).

In 27 % aller Krebserkrankungen wird eine Missense gain-of-function Mutation von RAS
gefunden, welche dafiir sorgt, dass RAS konstitutionell aktiv ist und somit sich jeglicher
Kontrolle entzieht und Effektoren unabhangig aktivieren kann. 98 % dieser Mutationen sind
an der Stelle G12, G13 oder Q61 zu finden. KRAS ist mit 85 % die am haufigsten mutierte
RAS-Isoform in Krebszellen, gefolgt von NRAS und HRAS mit jeweils ca. 10 % und 5 %.
(Hobbs et al., 2016)

1.2.3 MAP-Kinasen Kaskade

Die MAP-Kinasen Kaskade ist ein hoch konservierter Signalweg bestehend aus drei
aufeinanderfolgenden aktivierten Proteinkinasen: MAP3K, MAP2K und MAPK (L'Allemain,
1994). Die Kaskade nimmt eine zentrale Rolle in vielen wichtigen zellularen Prozessen wie
Wachstum, Differenzierung, Stress und Apoptose ein (Keshet and Seger, 2010). Die
Kaskade verhalt sich wie ein hochkooperatives Enzym mit einer steilen Stimulus-Antwort-
Kurve. Diese Eigenschaften eignen ihn, um auf diskrete zellulare Zustandsanderungen zu

reagieren. (Huang and Ferrell, 1996)



Die drei Hauptfamilien der MAPK kdnnen eingeteilt werden in die zellwachstumsférdernde
Kaskade mit ERK (extracellular signal regulated kinase) und in die zwei Stress-aktivierten
Kaskaden mit p38 oder JNK (c-Jun-N-terminale Kinasen) am Ende (Ji et al., 2009, Munshi
and Ramesh, 2013). Dysregulierung der Kaskaden spielt eine wichtige Rolle in, unter
anderem, neurodegenerativen und malignen Erkrankungen (Kim and Choi, 2010). In
Letzteren kann der MAPK/ERK Signalweg sowohl als Tumorsuppressor als auch

tumorférdernd wirken, abhangig von Signalintensitat und Gewebe (Burotto et al., 2014).

RAF ist eine Serin/Threonin-Kinase und existiert in drei Isoformen ARAF, BRAF und CRAF
(Wellbrock et al., 2004). ARAF ist weniger gut untersucht und zeigt eine niedrigere
Kinaseaktivitdt gegenliber mitogen-activated protein (MEK) / ERK und fungiert dadurch
wahrscheinlich als Regulator der MAPK-Kaskade (An et al., 2015). BRAF ist in den letzten
Jahren besonders als therapeutisches Ziel aufgefallen, da es in vielen Tumore mutiert ist.
Beispielsweise bei Melanomen ist BRAF oft V60OE mutiert, welches die Voraussetzung der
Dimerisierung fur die Aktivierung umgehen kann (Karasarides et al., 2004, Poulikakos et
al., 2011). Neue gezielte Therapien, alleine oder in Kombination, zeigen gute Wirksamkeit
in der Tumortherapie (Huang et al., 2013, Bollag et al., 2010). CRAF spielt eine wichtige
Rolle bei mitochondrialen Prozessen der Apoptose (Galmiche et al., 2008), aber auch in
der Entstehung Resistenzen gegen RAF-Inhibitoren (Roskoski, 2010) und in der
Entstehung von einigen RAS-abhangigen Tumoren (Karreth et al., 2011). RAF wird im
ersten Schritt durch GTP-gebundenes RAS, wie oben beschrieben, an die Zellmembran
rekrutiert und dimerisiert anschlieRend als Homo- oder Heterodimer. Eine Reihe von De-
/Phosphorylierungen fihrt dann zur Aktivierung (Jambrina et al., 2014, Hu et al., 2013,
Jambrina et al., 2016, Zhang et al., 2021)

MEK1 und MEK2 werden aktiviert, indem sie durch RAF an den Positionen Ser218/Ser222
(MEK1) und Ser222/Ser226 (MEK2) phosphoryliert werden. Im Anschluss bilden diese
Proteine ebenfalls Hetero- oder Homodimere. MEK1 knockout (KO) ist letal im Maus-
Modell, wahrend MEK2-KO zu lebensfahigen und fertilen Mausen flhrt. Somit kdnnen
MEK1-Homodimere den Verlust von MEK2-Homodimeren kompensieren und suggeriert,
dass MEK1 eine wichtigere Rolle spielt (Giroux et al., 1999, Belanger et al., 2003, Cseh et
al., 2014).

ERK1/2 wird aktiviert durch die Phosphorylierung zweier Aminosauren (Payne et al., 1991).
Die erste Phosphorylierung findet durch Enzym-Substrat-Komplexbildung zwischen
MEK1/2 und ERK1/2 an der Position Tyr204/187 statt, wahrend die Zweite direkt im
Anschluss oder nach Dissoziation erst nach erneuter Assoziation an Thr202/185 ablauft
(Burack and Sturgill, 1997, Roskoski, 2019).



Durch Phosphorylierung von ERK werden zellulare Prozesse in Gang gesetzt, um
Zellproliferation und -Uberleben aufrecht zu erhalten: nukledre Prozesse wie Uber ELK1
(ETS Like-1 protein) und NFkappaB (nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer” of
activated B-cells) (Zhao and Lee, 1999) oder zytosolische Prozesse Uber RSK (90 kDa
ribosomal S6 kinase) (Gonzalez et al., 1993, Mendoza et al., 2010, Wortzel and Seger,
2011). Der MAPK-Signalweg ist in >30 % aller humanen malignen Tumoren Uberaktiv und
ist deshalb ein Hauptziel der modernen Forschung in der Krebstherapie (Sinkala et al.,
2021)

1.3 Akzessorische Proteine

Es zeigt sich immer mehr, dass Signale in Zellen durch hochspezialiserte Proteinkomplexe
weitergeleitet werden, die rdumlich und zeitlich aufeinander abgestimmt sein missen.
Dadurch kann die Enzymaktivitat, -spezifitat und die Zellantwort auf Stimuli beeinflusst und
angepasst werden (Hlavacek et al., 2003, Kholodenko et al., 2010). Der Transport von
membranstandigen Proteinen zur Membran Uber den sekretorischen Weg ist gut
verstanden (Omerovic and Prior, 2009, Xu et al., 2022). Zytosolische Proteine hingegen
organisieren sich in membranlosen oder membrannahen Kompartimenten und
biomolekularen Kondensaten mittels liquid-liquid phase separation (LLPS) (Wang et al.,
2021, Tong et al., 2022). Die lokale Konzentration von Proteinen kann durch LLPS um das
mehrfache erhoht werden, indem zuerst eine Phasentrennung von multivalenten Proteinen
entsteht und im Anschluss weitere Proteine in die Phase einwandern, ohne dessen
Stabilitat zu beeinflussen (Xu et al., 2023, Su et al., 2016).

Fur die raumliche und zeitliche Organisation von Signalwegen gibt es die akzessorischen
Proteinen, die meist keine eigene enzymatische Aktivitat besitzen, jedoch durch besondere
Bindungsdoméanen und deren Form Proteinkomplexe organisieren, und somit die
Signalweitergabe fordern koénnen (Pudewell et al., 2021). Sie binden mindestens 2
Komponenten des Signalwegs, erhdéhen deren Konzentration lokal und bringen die
interagierenden Komponente in raumliche Nahe (Hunter, 2000, Tian et al., 2007, lvakhno
and Armstrong, 2007).

Akzessorische Proteine kénnen in 4 Gruppen anhand deren Funktion und Struktur eingeteilt
werden. Gerlst- oder scaffold Proteine sind zytosolische Mehrdomanen Proteine die
mindestens zwei unterschiedliche Komponenten des Signalwegs binden, zu einem
Komplex organisieren und so deren Funktion modulieren. Adapterproteine verknlpfen Gber
SH2 und/oder SH3-Domanen zwei Partner und kénnen so auch den weiteren Verlauf des
Signalwegs regulieren. Anker- oder anchor Proteine binden an die Membran, und lenken

weitere Interaktionspartner (meist Kinasen) zum Wirkort. Die letzte Gruppe sind die Andock-



oder docking Proteine, welche Komplexe bilden, indem sie Effektoren, und G-Proteine oder
RTKs, an der Membran binden. (Pudewell et al., 2021)
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Beispiel Adapterproteine:
GRB2, SHP2

Beispiel Ankerproteine:
CNK1

Beispiel Andockproteine: Beispiel Geriistproteine:

3-Arrestini CaM, Erbin, FHL1, IQGAP1,
MORG1, MP1, NPM1,
Paxillin, SPRED1, SHOC2

Abb. 2: Einteilung der akzessorischen Proteine anhand von Beispielen des RTK-RAS-MAPK-
Signalwegs: Schematische Darstellung des Signalwegs vergleichbar mit Abb. 1. Ankerproteine
binden an die Membran und bringen weitere Proteine zum Wirkort. Andockproteine bilden Komplexe
mit G-Proteinen oder RTKs und Effektoren. Adapterproteine verknipfen SH2- und/oder SH3-
Domaénen zweier Partner. Gerustproteine sind zytosolische Mehrdoméanenproteine die mindestens
zwei Partner eines Signalwegs binden und in rAumliche Nahe zueinander bringen. Diese Abbildung

ist abgewandelt aus (Pudewell and Ahmadian, 2021).

1.3.1 Akzessorische Proteine im RTK-RAS-MAPK-Signalwegs
In dem RTK-RAS-MAPK-Signalweg gibt es viele akzessorische Proteine, die die

Funktionen des Signalwegs ermdglichen und/oder regulieren. Im Folgenden werden nur

einige aufgegriffen und kurz erklart.

Um das Signal vom Transmembranrezeptor (der Rezeptortyrosinkinase) zu RAS zu bringen
kommt das Adapterprotein GRB2 ins Spiel. Dieses 25 kDa grofe Protein besitzt zwei SH3-
Domanen und eine SH2- Domane und kann so SOS1 (ein RAS-GEF) aktivieren (Cantor et
al., 2018, Wang et al., 2024). Das Protein SH2 domain-containing tyrosine phosphatase 2
(SHP2) ist ein weiteres solcher Adapterproteine, welches an spezifischen Orten der RTK
Dephosphorylierungen durchflihren kann, somit die RAS-GAP-Bindung unterbindet und
dadurch die Halbwertszeit des aktivierten RAS erhdht (Agazie and Hayman, 2003, Zhou
and Agazie, 2009). AuRerdem kann SHP2 RAS direkt an Tyr32 dephosphorylieren und
infolgedessen die Assoziierung mit RAF fordern. Dadurch wird SHP2 zu einem
interessanten Ansatzpunkt in der Therapie von RAS-angetriebenen Tumoren (Chou and
Bivona, 2022, Bunda et al., 2015).
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RAS wird durch GEFs und GAPs wie bereits beschrieben reguliert. Es gibt jedoch auch
weitere Proteine, die an der Regulierung beteiligt sind. Sprouty-related, EVH1 domain-
containing protein 1 (SPRED1) rekrutiert Neurofiboromin1 an die Zellmembran, wo es durch
die GAP-Funktion die RAS-Aktivitat supprimiert (McClatchey and Cichowski, 2012, Stowe
et al., 2012). Das Moesin-Ezrin-Radixin-Like Protein (Merlin) kooperiert mit SPRED1 und
Neurofibromin, indem es als ,selektive RAS-Barriere® fungiert und die RAS-CRAF
Interaktion hemmt (Cui et al., 2021).

Nucleophosmin (NPM1) lokalisiert sich an die Zellmembran, wo es spezifisch mit KRAS
interagiert und dort die Konzentration von KRAS, und dessen nanoclustering erhéht. Somit
wird der geclusterte Anteil von GTP-RAS erhéht und das MAPK-Signal verstarkt (Inder et
al., 2009). NPM1-Mutationen sind haufig zu finden in akuten myeloischen Leukamien des
Erwachsenen (Federici and Falini, 2013). Calmodulin interagiert spezifisch mit KRAS und
verringert die Aktivierung von RAS in Fibroblasten, indem es verhindert, dass die
Proteinkinase C RAS aktiviert (Villalonga et al., 2001, Villalonga et al., 2002).

Suppressor of clear homolog 2 (SHOC?2) ist ein Leucin-reiches Gertiistprotein, welches die
Assoziation und Dissoziation von RAS und RAF unterstutzt und somit den Signalweg uber
ERK beschleunigt (Kwon and Hahn, 2021, Matsunaga-Udagawa et al., 2010). Es kann als
Onkogen oder Tumorsuppressor agieren je nachdem, ob der MAPK- oder mTORC1
(mammalian target of Rapamycin Complex 1)- Signalweg uberwiegt (You et al., 2024).
ErbB2-binding protein (Erbin) ist ein negativer Modulator der kardialen Hypertrophie, indem
es das ERK-Signal durch die Interaktion mit SHOC2 inhibiert (Rachmin et al., 2014). Erbin
stort die scaffolding-Funktion von SHOC2 bei der RAS-RAF-Interaktion (Harmon et al.,
2013).

CNK1 (Connector enhancer of kinase suppressor of ras 1) ist ein Anker-Protein welches N-
terminal mit RAS und C-terminal mit RAF kooperiert und so RAS-RAF-Interaktion fordert
(Rocheleau et al., 2005, Pudewell and Ahmadian, 2021). Auflerdem kann es durch
Acetylierung an Lys414 vermehrt an der Zellmembran assoziieren und kreiert so ein
positives Feedback im RAF/ERK-Signalweg. Das ERK-Signal induziert die Acetylierung,

was wiederum das ERK-Signal verstarkt (Fischer et al., 2017).

Eine grofRe Gruppe an akzessorischen Proteinen des RTK-RAS-MAPK-Signalwegs sind die
scaffolding- oder Gerustproteine der MAP-Kinasen. Diese binden zwei bis drei Partner des
Signalwegs, bringen sie in raumliche Nahe, regulieren deren Aktivitat und bestimmen die
Lokalisierung (Pudewell et al., 2021). MP1 (MEK-binding partner 1) assoziiert mit p14 an
spaten Endosomen und Lysosomen, wo es MEK1 und ERK1 bindet (Wunderlich et al.,
2001, Lunin et al., 2004, Kurzbauer et al., 2004). In Drosophila reguliert es beispielsweise

das ERK-Signal bei der Fligelentwicklung (Mouchel-Vielh et al., 2011). Kinase suppressor
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of RAS (KSR) wurde erst selbst als Kinase betrachtet, jedoch zeigte sich schnell, dass es
ein Gerustprotein ist, welches RAF1, MEK1/2 und ERK1/2 binden kann, deren
Signaltransduktion vereinfacht, jedoch nicht dafir essenziell ist (Nguyen et al., 2002). Es
koordiniert die Bildung des Membran-lokalisierten Multiprotein MAP-Kinasen Komplexes
(Morrison, 2001, Raabe and Rapp, 2002). Mitogen-activated protein kinase organizer 1
(MORGH1) erleichtert die ERK-Aktivierung im Komplex mit MP1 wenn stimuliert durch
Lysophosphatidsaure, Phorbol-12-myristat-13-acetat oder Serum (Vomastek et al., 2004).
Paxillin Ist ein fokales Adhasionsprotein und bindet weitere Proteine neben dem RAF-MEK-
ERK-Komplex und moduliert somit dessen Aktivitdt, kontrolliert den Umbau des
Zytoskeletts und spielt somit eine wichtige Rolle in der Zelladhdsion, Migration und
Signaltransduktion (Deakin and Turner, 2008, Lopez-Colome et al., 2017, Crowe and
Ohannessian, 2004). Das four and a half LIM-domain protein FHL1 ist ein GerUstprotein zu
RAF/MEK/ERK an N2B-Domanen des Proteins Titin auf Muskelzellen von Saugetieren und
ist Teil eines biomechanischen Dehnungssensors in Kardiomyozyten und dient als positiver
Regulator bei der druckbedingten hypertrophen Kardiomyopathie (Sheikh et al., 2008,
Liang et al., 2018). Das IQ-motif containing GTPase activating protein IQGAP1 bindet RAF,
MEK und ERK direkt in Assoziation mit dem EGF-Rezeptor (McNulty et al., 2011, Roy et
al., 2004, Roy et al., 2005).

1.3.2 1QGAP1

IQGAP1 ist ein 190 kDa, 1657 Aminosauren groRes Protein welches 1994 entdeckt wurde
(Weissbach et al.,, 1994, Weissbach et al., 1998). Es spielt eine wichtige Rolle in der
Zytoskelettregulation sowie in der Signaltransduktion (Briggs and Sacks, 2003). Es hat
mehrere Protein-Erkennungsmotive, wodurch die vielen Proteininteraktionen bewerkstelligt
werden. Die N-terminale Calponin homology-domain (CHD) bindet Aktin (Mateer et al.,
2004). Weiter C-terminal gehend findet sich die coiled-coil domain (CC), dessen Funktion
noch nicht genauer bekannt ist. Weiter ist die WW-Domane zu finden mit hochkonservierten
Tryptophan-Aminosauren. Friher wurde gedacht, dass diese Domane ERK1/2 binden
wirde, jedoch zeigte sich, dass diese Doméane dazu nicht ausreichend in der Lage ist
(Bardwell et al., 2017), aber es zeigte sich, dass es direkt mit der p110alpha-Untereinheit
von PI3K interagiert (Bardwell et al., 2023). Darauffolgend sind vier Isoleucin/Glutamine
containing motifs (IQ-Motive), die mit MEK1/2, ERK1/2 (Roy et al., 2004, Roy et al., 2005,
Bardwell et al., 2017) , Myosin-Leichte Ketten (Weissbach et al., 1998), S100B (Mbele et
al., 2002) und Calmodulin (Joyal et al., 1997, Ho et al., 1999) interagieren. Die GTPase-
activating protein-related domain (GRD) beschleunigt untypischerweise nicht die Hydrolyse
des GTP in den Proteinen cell division control protein 42 homolog (CDC42) und RAS-
related C3 botulinum toxin substrate 1 (RAC1), sondern stabilisiert die GTP-gebundene
Form (Nouri et al., 2016, Kurella et al., 2009). Die RASGAP C-terminal domain (RGCT)
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interagiert spezifisch mit der switch-region von CDC42 (Nouri et al., 2016). Die sehr C-
terminal gelegene Domane (CT) kann auch CDC42 binden (Elliott et al., 2012)

IQGAP1 co-immunprazipitiert mit dem EGFR. Die Assoziation von IQGAP1 mit dem EGFR
ist EGF-unabhangig und entsteht zwischen dem I[Q-Motiv von IQGAP1 und der
Kinasedoméne des Rezeptors, jedoch schwéacht Ca?*/Calmodulin die Verbindung ab. Durch
EGF-Stimulation wird IQGAP1 an Ser1443 phosphoryliert, welches im Zusammenhang mit
dem Proteinkinase C (PKC) -Signalwegs steht (McNulty et al., 2011). AuRerdem konnte
gezeigt werden, dass in Zellen ohne IQGAP1, EGF-Stimulation nicht mehr zu einer BRAF-
Aktivierung fuhrt (Ren et al., 2007). Des Weiteren unterstutzt IQGAP1 die Oligomerisierung
des EGFR, fordert die Assoziation zu Phosphodatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) und

hemmt den lysosomalen Abbau des Rezeptors (Yerramilli et al., 2024).

Die Interaktion von IQGAP1 zu KRAS bleibt umstritten. Wahrend es Quellen gibt die eine
Interaktion beschreiben (Matsunaga et al., 2014), gibt es weitere die dies verneinen
(Morgan et al., 2019). Gezeigt werden konnte jedoch, dass IQGAP1 ein scaffold von BRAF,
MEK1/2 und ERK1/2 ist Giber das IQ-Motiv ist und, dass ERK-Bindung, die Assoziation zu
MEK férdert. AuRerdem moduliert IQGAP1 die EGF-stimulierte Aktivierung von MEK und
ERK (Roy et al., 2005).

IQGAP1 interagiert mit den RHO-GTPasen CDC42 und RAC1 und spielt eine
entscheidende Rolle bei Zelladhasion, Polaritat und Migration. Es stabilisiert die RAC1-GTP
und CDC42-GTP Bindung wie oben beschrieben (Nouri et al., 2016, Nouri et al., 2020,
Kurella et al., 2009). Aktiviertes RAC1 und CDCA42 reguliert die IQGAP1 Funktion negativ,
sodass die Interaktion zu R-Catenin inhibiert und der Cadherin-Catenin-Komplex stabilisiert

wird und es somit zu einer besseren Zell-Zelladhasion kommt (Fukata et al., 1999).

3-Catenin spielt auch eine entscheidende Rolle als Transkriptionsfaktor im WNT-
Signalweg. Normalerweise liegt es in einem Komplex, dem destruction complex, vor,
welches die Ubiquitinierung von R-Catenin beglinstigt und somit den proteasomalen Abbau.
Gibt es jedoch ein Signal, I6st sich der Komplex und es liegt vermehrt 3-Catenin in freier
Form vor. Somit kann es in den Zellkern translozieren, wo es als Transkriptionsfaktor fir
beispielsweise Cyclin D und andere Gene fungiert, die wichtig fur die Zellteilung sind (Liu
et al., 2022). IQGAP1 interagiert mit mehreren Proteinen und unterstitzt die Losung aus

dem destruction complex und die nukledre Akkumulation (Goto et al., 2013).

Der Hippo-Signalweg ist wichtig in der Differenzierung und Regeneration von Geweben.
Das Kinasemodul besteht aus mammalian sterile 20-like Kinase (MST1/2) und large tumor
suppressor (LATS1/2). Wenn aktiv hemmen sie yes-associated Protein (YAP) und dessen

Koaktivator  Transcriptional Co-activator with PDZ-binding motif (TAZ) durch
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Phosphorylierung und Inaktivierung. Somit wird im transkriptionellen Modul des Signalwegs
YAP/TAZ durch 14-3-3-Proteine im Zytosol gehalten. Bei inaktivem Kinasemodul bindet
YAP/TAZ mit dem Transkriptionsfaktor transcription enhanced associate domain (TEAD)
im Zellkern und fUhrt zur vermehrten Transkription spezifischer Gene, die dann die oben
aufgefuhrten Funktionen ausfihren. (Tollot et al., 2020). IQGAP1 interagiert mit MST1/2
und LATS1/2 uber seine 1Q-Motive und hemmt deren Kinaseaktivitat (Quinn et al., 2021).
AulBerdem bindet IQGAP1 mit seinem IQ-Motiv YAP an dessen TEAD-Bindedoméane.
Knockdown von IQGAP1 zeigt erhohte Bildung des YAP/TEAD-Komplexes und somit
erhohte Transkription der YAP-abhangigen Gene (Sayedyahossein et al., 2016).

CHD: Calponin homology domain
CC: coiled-coil repeat region MEK 1/2
WW: Tryptophan-containing Prolin.reiches Motiv

1Q: Isoleuzin/Glutamin-containing Motiv ERK 1/2
GRD: RASGAP-related Doméane BRAF
CT: C-terminale Doméane MST1/2
LATS1/2
Myosin Leichte Kette
S1008 E-Cadherin
CaM R-Catenin
CaM/Ca™ HER2  CDC42-GDP RAC 1/2/3  APC
F-?ktin FO?O1 P|3TK (KTRAS) NW;FSP CDCT42 %DC42
IQGAP1 | |CHD CEC g | 1Q GRD RGCT ||CT

/

Phosphoryliert
an S1443

Abb. 3: Der Aufbau von IQGAP1 und eine Auswahl an Interaktionspartner: IQGAP1 ist ein
1657 AS grolRes Mehrdomanenprotein mit vielen Interaktionspartnern (Weissbach et al., 1994,
Weissbach et al., 1998, Smith et al., 2015). Dargestellt ist IQGAP schematisch in ganzer Lange mit
den einzelnen bekannten Domanen und Interaktionspartnern, die in dieser Arbeit besprochen

werden.

1.4RASopathien
RASopathien sind eine Gruppe von Erbkrankheiten die durch Keimzellmutation in Proteinen
die dem RTK-RAS-MAPK-Signalwegs angehéren auftreten (Rauen, 2013). Eine grofe
Anzahl an Erkrankungen wird durch Mutationen in akzessorischen Proteinen ausgeldst. Die
meisten RASopathien haben Ahnlichkeiten wie Kleinwiichsigkeit, Gesichtsdysmorphie und
kardiale Fehlbildungen jedoch haben alle eigene Charakteristika die von kutanen Lasionen
bis hin zu umfassend einschrankenden Symptomen reichen kénnen (Cizmarova et al.,
2013). Alle haben die Dysregulation des MAPK-Signalwegs als pathophysiologische
Grundlage und haben teilweise auch ein erhohtes Lebenszeitrisiko fir das Auftreten von

Krebserkrankungen (Rauen, 2013). Die meisten RASopathien werden unter verschiedenen
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Syndromen zusammengefasst, also Krankheitsbilder, die durch die gleichen Symptome
und Auffalligkeiten charakterisiert werden (Lilienfeld, 2013). Dabei kann das gleiche
Syndrom durch verschiedene Mutationen verursacht werden, besitzt jedoch &ahnliche
Charakteristika.

Das Noonan Syndrom ist eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung und basiert meist
auf einer Mutation des Proteins protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11
(PTPN11) und ist charakterisiert durch u.a. Pterygium colli, spezielle Gesichtsdysmorphie,
Herzfehlern (es ist die zweithaufigste genetische Ursache flr angeborene Herzfehler)
(Siegrist et al., 2020) und Kryptorchismus (Allanson et al., 1985). Noonan-like syndrome
werden ausgel6st durch beispielsweise SHOC2-Mutationen (Komatsuzaki et al., 2010).
Das Syndrom hat auch Uberlappungen zum Costello-Syndrom (ausgeldst durch eine
HRAS-Mutation) und dem Kardio-fazio-kutanem Syndrom (meist ausgelést durch BRAF-
Mutation) (Rauen, 2013).

Neurofibromatose Typ1 wird durch eine Mutation im NF1-Gen verursacht, wahrend Typ2
durch eine Mutation im Merlin-Gen verursacht wird. Beide sind gekennzeichnet durch unter
anderem Café-au-lait Flecken und Neurofibromen (Jafry and Sidbury, 2020, Evans et al.,
2016). Weitere RASopathien sind Legius-Sydnrom (ausgelost meist durch SPRED1-
Mutation) (Jafry and Sidbury, 2020) und die hereditére gingivale Fibromatose (ausgeldst
durch SOS1-Mutation) (DeAngelo et al., 2007).

1.5 PI3K-AKT-Signalweg
AKT oder Proteinkinase B steht am Ende von 2 Signalwegen und wird hauptsachlich an
zwei verschiedenen Stellen (T308 und S473) phosphoryliert. AKT-Aktivierung fuhrt
hauptsachlich zu Zelliberleben und Proliferation tGber FOXO und reguliert weitere

metabolische Prozesse (Miricescu et al., 2019, Latronico et al., 2004)

PI3K besteht aus zwei Untereinheiten. Die Domane p85 ist regulatorisch und besitzt zwei
SH2 Doménen und assoziiert so mit phosphorylierten RTK. Mit der katalytischen
Untereinheit p110 wird Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu PIP3 phosphoryliert
(Vivanco and Sawyers, 2002). PIP3 interagiert mit der pleckstrin homology (PH) Domane
von AKT und rekrutiert AKT zur Membran, welches der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt in dessen Aktivierung ist (Carnero et al., 2008, Ebner et al., 2017). Die PI3K-
Untereinheit p110 kann auch direkt durch einen G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR)
oder RAS aktiviert werden. Letzteres macht PI3K einen wichtigen Effektor des RAS-
Signalwegs (Castellano and Downward, 2011). Phosphoinositide-dependent protein-
kinase-1 (PDK1) ist PIP3-abhangig und phosphoryliert AKT an Stelle Thr308 (Stokoe et al.,
1997).
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Zur kompletten Aktivierung von AKT muss jedoch zusatzlich Ser473 phosphoryliert werden
(Toker and Newton, 2000). Dies geschieht durch den mammalian Target of rapamycin
complex 2 (mTORC2) (Sarbassov et al., 2005, Jacinto et al., 2006). mTORC2 besteht aus
vier Hauptproteinen: mammalian target of rapamycin (mTOR), dies ist die Kinase des
Komplexes; mammalian lethal with SEC13 protein 8 (mLST8), welches mit mTOR ein
Heterodimer bildet; Rapamycin-insensitive companion of mTOR (RICTOR) und stress-
activated MAP kinase-interacting protein 1 (SIN1) (Chen et al., 2018). Letzteres ist wichtig
fur die Komplexbildung und besitzt eine RBD. SIN1-KO fiihrt zu erniedrigter AKT-
Aktivierung und ist embryonal lethal. mTORC2 wird Uber RTKs aktiviert, insbesondere
durch den Insulin like growth Factor (IGF) (Tato et al., 2011). Der Komplex wird an die
Membran durch PIP3 Interaktion rekrutiert und dadurch verringert sich die hemmende
Aktivitat von SIN1 auf die Kinaseaktivitat des Komplexes (Liu et al., 2015). Phosphoryliertes
AKT an Stellen Thr308 und Ser473 kann dann in einer Art positiven Feedback SIN1
phosphorylieren und die Aktivitat des Komplexes weiter steigern (Yang et al., 2015). SIN1
interagiert Uber seine atypische RAS-Bindungsdomane (RBD) mit RAS-Proteinen,
insbesondere mit der KRAS4A-Isoform. Diese Interaktion beeinflusst jedoch weder die
Assemblierung noch die Aktivitdt von mTORC2, was darauf hindeutet, dass SIN1
moglicherweise mTORC2-unabhangige Funktionen in der RAS-Signallibertragung besitzt
und koénnte so fur Wechselwirkungen zwischen dem RAS-MAPK- und dem PI3K-AKT-

Signalweg verantwortlich sein (Pudewell et al., 2022).

Wenn AKT nicht an beiden Phosphorylierungsstellen phosphoryliert ist, wird es vermehrt

abgebaut durch den Ubiquitin-Proteasom-Weg (Wei et al., 2019).

1.6 Ziele der Arbeit

Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem groRen Feld der akzessorischen Proteine und deren
Rolle in Signalwegen von Tumorzellen. Als Modellsystem wird der RTK-KRAS-MAPK-
Signalweg untersucht, um akzessorische Proteine und deren regulatorische Funktionen in
diesem Kontext zu analysieren. Ziel ist die funktionelle Charakterisierung des
akzessorischen Proteins IQGAP1, insbesondere im Zusammenhang mit KRAS-gain-of-
function-Mutationen. Dabei soll untersucht werden, inwiefern IQGAP1 die
Signalweiterleitung beeinflusst und welche biologischen Prozesse, wie Proliferation oder

Migration, dadurch moduliert werden.

Zunachst wird eine Expressionsanalyse relevanter akzessorischer Proteine durchgefihrt,
um ein Kandidatenprotein fur weiterfihrende Untersuchungen zu identifizieren. Aufgrund
unter anderen seiner bekannten Interaktion mit dem KRAS-Signalweg wurde IQGAP1 als
Zielprotein ausgewahlt. In weiteren Experimenten soll durch einen CRISPR-Cas9-
vermittelten Knockout die Funktion von IQGAP1 untersucht werden. Der Knockout wird
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durch Western Blot, Inmunhistochemie und gPCR Uberpriift. Die Aktivierung relevanter
Signalwege wird anhand der Phosphorylierung spezifischer Signalproteine mittels Western
Blot-Analyse analysiert. Um die funktionellen Auswirkungen des Knockouts auf
Zellproliferation und Migration zu bestimmen, werden Zellviabilitatstests und Scratch-Tests

durchgeflhrt.

Obwohl akzessorische Proteine eine zentrale Rolle in der Signalwegregulation spielen,
wurden sie in der Krebsforschung bislang wenig untersucht. Langfristig soll diese Arbeit zu
einem besseren Verstandnis der Signalnetzwerke unter Einbeziehung akzessorischer
Proteine beitragen, um neue Ansatze zur Uberwindung von Therapieresistenzen zu

ermoglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zelllinien

CAPANT1 ist eine Zellinie entnommen aus Leber von metastatischen duktalen Pankreas

Adenokarzinom eines 40-jahrigen weilen Mannes mit homozygoter KRAS(G12V)-

Mutation. Die Zellen exprimieren den Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) und sekretieren gastrische Muzine. (ATCC: HTB-79)

SW480 ist eine Zelllinie aus primaren Adenokarzinom des Kolons mit homozygoter
KRAS(G12V)-Mutation eines 50 jahrien, weillen, mannlichen Patienten. (ATCC: CCL-228)

HEK293 ist eine Zelllinie mit epithelialer Morphologie, enthommen aus einer humanen
embryologischen Niere mit KRAS-Wildtyp. (ATCC: CRL-1573)

2.1.2 Zellkulturmedien und —zusatze

Name

Firma

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM) with HEPES

Lonza Group Ltd, Basel, Schweiz & Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Karlsruhe

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) — high Glucose

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Penicillin / Streptomycin f.c. 100U/ml

Life Technology, Darmstadt

Fetales Bovines Serum (FBS)

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Tabelle 1: Zellkulturmedien und -zusétze

2.1.3 Puffer und Losungen

Puffer / Losung

Zusammensetzung

Blockierlésung Licor (Western blotting)

1:3 Odyssey Blocking Buffer in TBS

Elektrophoresepuffer (Laufpuffer)

250 mM Tris-HCI pH 8
1,92 M Glycin
1% (v/v) SDS

FISH-Puffer

50 mM Tris-HCI pH 7,5
100 mM NacCl

2 mM MgCl2

1% IGEPAL CA-630

10% Glycerol

20 mM R-Glycerolphosphat
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1 mM Natriumorthovanadat
1 Tablette Protease-Inhibitor (in 50 ml)
+100ml dH20

Laemmli-Puffer 5x (SDS-PAGE)

10% (m/V) SDS

5% (m/V) beta-Mercaptoethanol
50% (m/V) Glycerol

125 mM Tris-HCI pH6,8

0,1% Bromphenolblau

Phosphat gepufferte Salzlosung
pH 7,4

(PBS

-/-)

1,5 mM KH2PO4
2,7 mM KCI

8,1 mM NazHPO4
137 mM NaCl

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris-HCI pH 6,8
0,4% (m/V) SDS

Transferpuffer

250 mM Tris-HCI pH 8
192 mM Gilycerol
0,01% (m/V) SDS
20% Methanol

Trenngelpuffer

250 mM Tris-HCI pH 8.,0
1,92 mM Gilycerol
1% (v/v) SDS

Tris gepufferte Salzlésung (TBS)

10 mM Tris-HCI pH 7,4
150 mM NaCl

TBS-T

1% Tween-20 in TBS

Tabelle 2: Puffer und Losungen

2.1.4 Antikorper und immunhistochemische Farbung

Primérer Antikorper Organismus | Verdiinnung | Hersteller

IQGAP1 (#NBP1-06529) Kaninchen 1:1000 Novus Biologicals, Wiesbaden
Nordernstedt

SHOC2 (#HPA009164) Kaninchen 1:1000 Sigma Aldrich, Steinheim

Paxillin (#MAB3060) Maus 1:1000 Sigma Aldrich, Steinheim

FHL1 (ab133661) Kaninchen 1:1000 Abcam, Cambridge, UK

SH-PTP2 (#sc-7384) Maus 1:1000 Santa Cruz  Biotechnology,
Heidelberg

CNK1 (#sc-514607) Maus 1:1000 Santa  Cruz  Biotechnology,
Heidelberg

KSR1 (#sc-515924) Maus 1:1000 Santa Cruz  Biotechnology,
Heidelberg

SPRED1 (#94063) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA

GAPDH (#218S) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
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GAPDH (#39-8600) Maus 1:1000 ThermoFisher Scientific,
Karlsruhe
alpha-Tubulin (#ab52866) Kaninchen 1:1000 Abcam, Cambridge, UK
ERK 1/2 (#9102) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
pERK 1/2 (Thr202/Tyr204) | Maus 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
(#9106S)
AKT (#2920S) Maus 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
pAKT (Thr308) (#2965S) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
pAKT (Serd73) (#9271) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
STAT3 (#9139) Maus 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
pSTAT3 (Tyr705) (#4324) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
SAPK/JINK (#9252S) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
pSAPK/pJNK Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
(Thr183/Thy185) (#9251)
YAP (#4912) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
PYAP (Ser127) (#4911) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danver, USA
Sekundare Antikorper fiir
Western Blot
IR®Dye 800CW anti-rabbit | Esel 1:10 000 Licor, Lincoln, USA
(#926-32213)
IR®Dye 680RD anti-mouse | Esel 1:10 000 Licor, Lincoln, USA
(#926-68072)
Immunhistochemie
Alexa Fluor 546 (#A22283) | Phalloidin 1:500 Thermo Fisher Scientific,
Labeling Karlsruhe
Probe
Alexa Fluor 488 conjugated | Esel 1:500 Thermo Fisher Scientific,
Anti-rabbit 1IgG (#A-21206) Karlsruhe
DAPI (#D1306) 4" 6-Diamidin- | - Thermo Fisher Scientific,
2-phenylindol, Karlsruhe
Dihydrochlorid
Tabelle 3: Antikérper und immunhistochemische Farbung
2.1.5 Biochemikalien und Chemikalien
Chemikalien Hersteller

Aceton

Roth, Karlsruhe

Acrylamid

Merck, Darmstadt

Ammonium persulfat (APS)

Merck, Darmstadt

Beta-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

Blockierldsung

Licor, Lincoln, USA

20



Bromphenolblau

Carl Roth, Karlsruhe

Bovines Serum Albumin (BSA)

Carl Roth, Karlsruhe

CellTiter® Blue

Promega, Madison, USA

Chloroform 99+%

Thermo Fisher scientific, Karslruhe

Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)

Qiagen, Hilden

Dithiothreitol (DTT)

Gerbu Biotechnik, Wieblingen

Ethanol

Roth, Karlsruhe

Gene Ruler 100bp DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Glutathione Agarose 4B

Macherey-Nagel, Diren

Glycerol

Roth, Karlsruhe

GTP

Merck, Darmstadt

IGEPAL CA-630

Merck, Darmstadt

Insulinlésung, human

Merck, Darmstadt

Isopropanol

Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid (MgCl2)

Merck, Darmstadt

Methanol

VWR, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl)

Merck, Darmstadt

Natrium Orthovanadat

Merck, Darmstadt

PageRuler Prestained

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS +/+) pH 7,4

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Protease Inhibitor Tabletten

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

RNAse ZAP

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Salzsaure (HCI)

Roth, Karlsruhe

Stickstoff, flissig

Linde, Pullach

Tetramethylethylenediamine (TEMED)

Merck, Darmstadt

Tris Roth, Karlsruhe

Triton X-100 Merck, Darmstadt

TRIzol™ Thermo Fisher Scientific Karlsruhe
Tween-20 Merck, Darmstadt
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Trypan Blau

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Tabelle 4: Biochemikalien und Chemikalien

2.1.6 Kit-Systeme und Proteine

Kit System

Ziel

Hersteller

Cell Line Nucleofector Kit V

Nukleofektion

Lonza, Koln

ImProm-Il
system

reverse transcriptase

cDNA-Synthese

Promega, Madison, USA

PCR Mycoplasma Test Kit I/C

Mykoplasmen PCR

PromoCell GmbH, Heidelberg

SYBR®-Green Master Mix gqPCR Eurogentec, Seraing, Belgien
Protein Hersteller
True Cut Cas9-Protein v2 (#A36497) Thermo  Fisher  Scientific,
Karlsruhe
Tabelle 5: Kit-Systeme und Proteine
2.1.7 Oligonukleotide
Gen Vorwarts Primer Ruckwarts Primer
SHOC?2 GGTCTCGTTTCTCTTGAGGTTCT TGGGAAGAGTGGTCAACTGG
SPRED1 | GATGAGCGAGGAGACGGCGAC GTCTCTGAGTCTCTCTCCACGGA
MORG1 TCTCACGGGCTATGAAGACG TGAAGTGGTGTGCTTGGGTC
CaM ACTTCATCAGCTTTCTATTAGGACT GCAATCTGTTCTTCGGTCAGC
Erbin TAGAAAAGAAGCATCCCCAGACAT GCCCATCTGTCCATTACTCAAA
FHL1 ACAATCCTGGCACGACTA AAAATGGGAGAAAAGACG
HPRT1 AAGTGTTGGATACAGGCCAGA GGCTTTGTACTTGGCTTTTCC
IQGAP1 TCCAATAAGATGTTTCTGGGAGAT GATGATTTCACCAATGGAAATGTA
KSR1 AGTTTCTCCAGCATGTCCATC GAATGAAGCGTGTCCTGACT
MP1 ACCAGGTGGTTCAATTTAATCG CTTCAAACAATGGAGCAAGTTC
Paxillin ACGTCTACAGCTTCCCCAACAA AGCAGGCGGTCGAGTTCA
SHP2 AAGGTTGGACAAGGGAATACGG ACAATGAACGTCCCTGTCCG
CNK1 AAAGTGGACATGATCAGAAGAAGAAA | GTTCTGTGGAGTCAGAGGTCAAGAT
TATG
IQGAP2 | GTGTAGGAAGGAGTTGTGGCAA AAACTCCATTCCGGAGCCCT
IQGAP3 | GATGAGCAGAGCCGGCAGAAT GAACCACGGAGGGTGCAAAAC
Guide RNA fiir CRISPR-Cas9-KO mit Produktname | Hersteller
IQGAP1 CRISPR1045365_SGM (#A35533) Thermo Fisher Scientific, Karslruhe

Tabelle 6: Oligonukleotide
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2.1.8 Verbrauchsmaterialen

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Cell culture plates and dishes

TPP, Trasadingen, Schweiz

Cryo tubes VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Eppendorf tubes (0,5 ml,
2 ml)

1,5 ml,

Eppendorf GmbH, Hamburg

Falcon tubes (15 ml, 50 ml)

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Handschuhe Nitra-Tex

Ansell Healthcare, Brissel, Belgien

MicroAmp Optical 96-Well Reaction
Plate

Applied Biosystems, Warrigton, UK

Nitrozellulose Memban (0,45 uM
pore size)

Roth, Karlsruhe

Stripette Costar

Corning Incorporated, Coming, USA

TC10 System Counting Slides Dual
Chamber

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Transwell Corning Costar cell

culture inserts TC treated

Merck, Darmstadt

Whatman Paper

VWR, Darmstadt

Tabelle 7: Verbauchsmaterialien

2.1.9 Gerate

Gerat

Hersteller

Biacore X100 Plus

GE Healthcare, Freiburg

Zentrifuge 5427 R

Eppendorf GmbH, Hamburg

Zentrifuge 5804 R

Eppendorf GmbH, Hamburg

Konfokales Mikroskop LSM-510

Zeiss, Jena

Konfokales Mikroskop LSM-550

Zeiss, Jena

Elektrophorese Kammer

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Kihlschrank +4°C

Liebherr GmbH, Rostock

Gefrierschrank -20°C

Liebherr GmbH, Rostock

Heating Dri-block DB3

Techne, Staffordshire, UK

Heracell VIOS 250i CO2 Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Herasafe Cleanbench

Thermo Fisher Scientific, Karslruhe

INTAS iX imager

INTAS Science Imaging Instruments GmbH, Géttingen

Licor Odyssey Fc imager

Licor, Bad Homburg

Lonza 4D Nucleofector

Lonza, Basel, Schweiz

Mastercycler

Eppendorf GmbH, Hamburg

Milli-Q

Merck, Darmstadt
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Mini-PROTEAN Tetra System

Bio-RAD Laboratories GmbH, Miinchen

NanoDrop ND-2000

Peqglab, VWR Liefe Science Competence Center, Erlangen

pH Meter

WTW, Weilheim

Pipetus-Akku

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

Pipetten 1000pl, 200y, 20l, 2,54l

Eppendorf GmbH, Hamburg

Photometer Eppendorf GmbH, Hamburg
Power pac 300 Bio-RAD Laboritories GmbH, Minchen
Shaker KS15A Edmund Bihler, Bodelshausen

Shaker Infors HT

Biotron Labortechnik GmbH, Hilden

TC 10 CellCounter

Bi-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Tecan infinite M200 PRO reader

Tecan, Crailsheim

Ultracentrifuge Optima Max-XP

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

UV spectrometer

Eppendorf GmbH, Lauda Kdénigshofen

Zeiss Primovert microscope

Carl Zeiss GmbH, Géttingen

7500 REAL-time PCR System

Applied Biosystems, Warrington, UK

Tabelle 8: Gerate
2.1.10 Programme

Programm

Hersteller

Word

Microsoft, Redmond, USA

Excel

Microsoft, Redmond, USA

Image Studio Lite

Licor, Lincoln, USA

Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Prism 9

GraphPad, La Jolla, USA

Prism 10

GraphPad, La Jolla, USA

Zen 3.4 Blue edition

Carl Zeiss GmbH, Géttingen

CorelDRAW

Corel Corporation, Ottawa, Kanada

EndNote 20

Clarivate Analytics, Philadelphia, USA

Tabelle 9: Programme
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1  RNA Extraktion
Der Arbeitsplatz wird mit RNAse ZAP gereinigt. Alle Arbeitsschritte werden bei 4°C oder

auf Eis durchgeflhrt. 3x108 Zellen werden in drei Zyklen mit PBS gewaschen, um das Rest
Medium auszuwaschen. Im Anschluss werden 1 ml TRIzol™ hinzugegeben. 200 pl
Chloroform werden hinzugegeben und sechs- bis siebenmal hin und her gedreht. Bei RT
wird die Lésung fur zwei bis drei Minuten stehen gelassen und im Anschluss fir 15 min bei
1200 g zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues Gefal pipettiert. Eiskalte 500 pl
Isopropanol werden hinzugefligt und geschiittelt. Dies wird flir zehn Minuten inkubiert. Im
Anschluss wieder bei 1200 g zentrifugiert. Danach wird 1 ml eiskaltes 70%iges Ethanol
dazugegeben und das Pellet durch Schutteln geldst. Erneute Zentrifugation fur 5 min. Der
Uberstand wird entfernt und bei Raumluft trocknen gelassen. Bei komplett trockenem
Zustand werden 40 yl RNAse-freies Wasser hinzugegeben. Mittels Spektrophotometrie
(Nanodrop) wird die Konzentration bestimmt. Die RNA wird dann unmittelbar durch cDNA-

Synthese in cDNA umgeschrieben.

2.2.1.2 cDNA-Synthese
DNAse behandelte RNA wird in die komplementare DNA (cDNA) transkribiert mittels

reverser Transkriptase Polymerasenkettenreaktion mit dem ImProm-Il reverse
transcriptase system (Promega, USA) anhand des dazugehérigen Protokolls.
Mittels Nanodrop wird die Konzentration der cDNA bestimmt und in eine feste Konzentration

verdunnt.

2213 gPCR

Zuerst wird ein Mastermix erstellt mit 10 yl SYBR-Green, je 1 pl 10 ymol Forward und
Reverse Primer, 6 uyl Wasser, um ein Gesamtvolumen von 18 pl fiir jedes verwendete well
zu erhalten. In einer 96-well-Platte werden je 18 pl Mastermix gegeben sowie 2 ul cDNA
(50 ng). Es gibt je 3 wells mit dem gleichen Inhalt, um ein Triplikat zu untersuchen. Neben
den zu untersuchenden Genexpressionen wird auch fiir jede zu untersuchende Zellvariante
ein Triplikat auf ein Referenzgen untersucht, um sie untereinander vergleichbar zu machen.

Aulerdem wird ein Triplikat ohne cDNA untersucht als Non-template control (NTC).

Im Anschluss wird die 96-well-Platte mit einem durchsichtigen und klebenden Plastik
verschlossen. Die Proben werden kurz auf den Boden der wells zentrifugiert. Die fertige
Platte wird in das Applied Biosystems 7500 Real-time PCR-Instrument gestellt. Dort
durchlauft es 35 Zyklen mit den Einstellungen: 60°C in der Annealing 95°C in der
Denaturierungsphase, 72°C in der Elongationsphase. Im Programm Applied Biosystems
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7500 Real-Time PCR System wird der ACt-Wert und die Schmelzkurve angezeigt und

analysiert.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.21 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) (Shapiro et al., 1967, Laemmli,
1970) wird durchgefuhrt, um Proteinen analytisch aufzutrennen anhand ihres
Molekulargewichts. Die aufzutrennenden Proteine liegen ohne Quartar-, Tertidr- oder
Sekundarstruktur, also denaturiert als ellipsoide Strukturen vor. Dies wird durch den
Laemmli-Probenpuffer erreicht. Die Proben werden versetzt mit 5-fach Laemmli-
Probenpuffer und zunachst fur einige Minuten bei 95°C vollstandig denaturiert. Der
Probenpuffer enthalt das Detergenz SDS. Es trennt intra- und intermolekulare
Wechselwirkungen auf, indem es an die Proteine bindet. AulRerdem besitzt das SDS eine
negative Kopfgruppe, welches die Eigenladung der Proteine maskieren kann. Somit wird
gesichert, dass ein fast konstantes Verhaltnis von Ladung und Molekulargewicht erreicht
wird. Dies fuhrt dazu, dass Eigenladungen der Proteine vernachlassigbar werden. Dem
Puffer werden Reduktionsmittel beigesetzt (3-Mercaptoethanol, DTT oder DTE) welches fir
die Spaltung der Disulfidbriicken verantwortlich ist. Durch die Verwendung des Laemmli-
Puffers und den Molekularsiebeigenschaften des Polyacrylamidgels sind die relativen

Mobilitaten der Proteine umgekehrt proportional zum Logarithmus des Molekulargewichts.

Die Herstellung der Gele wird mit dem in Tabelle 10. gezeigten Rezept durchgefihrt. Je
héher die Prozentzahl an Acrylamid, desto langsamer werden die Proteine aufgetrennt und
somit sind auch kleinere Proteine besser aufzutrennen. Die Co-Polymerisation von
Acrylamid und N,N‘-Methylen-Bisacrylamid wird durch eine radikalische Kettenreaktion mit
Ammoniumpersulfat (APS) als Radikalstarter und Tetramethylethylendiamin (TEMED) als
Katalysator bewerkstelligt. Bevor die denaturierten Proteine durch das Trenngel laufen,
durchlaufen sie in dem diskontinuierlichen SDS-PAGE, ein grobporiges Sammelgel, um

eine Scharfung der Proteinbanden zu erzeugen.

Die Proteinproben werden in die Taschen gefiillt, sowie in eine Tasche eine Proteinleiter
(PageRuler von Thermo Fisher Scientific), um das Molekulargewicht ablesen zu kénnen.
Dann wird zuerst bei 70 V die lonen im Sammelgel zu sortieren, damit sie zusammen in

das Trenngel eintreten. Anschlieffend durchlaufen die Banden das Trenngel bei 100 V.
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12,5%

Losung Sammelgel 7,5% Trenngel [10% Trenngel 15% Trenngel
Trenngel

H20 1,25 ml 1,5 ml 1 ml 0,5 ml -

Acrylamid-

) 0,3 ml 1,5 ml 2 ml 2,5 ml 3 ml

I6sung

Trenngelpuffer | 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml

Sammelgelpuffer(1,5 ml = - - -

10% (w/v) APS 20 pl 45 ul 45 ul 45 45

TEMED 10 15 pl 15 ul 15 15

Tabelle 10: Rezepte Gele fir SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese
2.2.2.2 Western Blot
Aufgetrennte Proteine werden aus dem SDS-Gel auf eine Nitrozellulosemembran

transferiert entlang eines elektrischen Gefalles.
Semidry Blotting:

In die Vorrichtung des Trans-Blot Turbo Transfer Systems (BioRad, Miinchen) werden drei
in Transferpuffer (20% Methanol) eingeweichte Whatman Paper (VWR, Darmstadt) gelegt.
Darauf in Transferpuffer (20% Methanol) eingeweichte Nitrozellulose Membran (Roth,
Karlsruhe) gelegt, dann das SDS-Gel und zum Schluss wieder 3 eingeweichte Whatman
Paper. Der Transfer findet statt bei 100 V tber 30min.

Wet Blotting:

Fur den Transfer von kleinen Proteinen wird das Wet-blotting Verfahren verwendet. Das
SDS-Gel mit Nitrozellulose Membran zwischen 3 Whatman Paper (VWR, Darmstadt) auf
jeder Seite eingespannt und in eine Kammer Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-RAD
Laboratories GmbH, Minchen) mit einem Liter Transferpuffer (10% Methanol). Der Transfer
wurde flr 40 Minuten bei 100 V durchgefiihrt

2.2.2.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen (Immunoblotting)
Nach dem Transfer von den Proteinen auf eine Nitrozellulose Membran, werden die
Membranen geblockt mit 1 ml Odyssey blocking solution (Licor) und 2 ml TBS Uber 1 h.
Primarantikdrper werden in 1 ml Odyssey blocking solution (Licor) und 2 ml TBST verdunnt
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

AnschlieBend wird die Nitrozellulose Membran dreimal fir je 5 Minuten mit TBS-T

gewaschen.
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Daraufhin werden die Sekundarantikérper in 1ml Odyssey blocking solution (Licor) und 2ml

TBS-T verdiunnt und auf die Membranen gegeben und fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Blots werden mithilfe Licor Odyssey Fc imager visuell aufgenommen und mit dem
Programm Image Studio lite analysiert. Die Aufnahmen des Western Blots kénnen getrennt
in den zugehdrigen Farbkandlen des Sekundarantikdrpers gedffnet werden. Mittels des
Rectangle tools wird die Region of Interest (ROI) festgelegt. Die Signalstarke kann dann

relativ zum Hintergrund bestimmt und als Wert notiert werden.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Zellkultivierung
Alle eukaryotischen Zellen wurden bei 37°C und 5% CO. kultiviert.

CAPAN1 in IMDM (Lonza, Basel, Schweiz oder Gibco, Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe)
mit 20% FBS (Life Technology, Darmstadt) und 1% Penicillin/Streptomycin (Life
Technology, Darmstadt)

SW480 und HEK293 in DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe) mit 10% FBS
(Life Technology, Darmstadt) und 1% Penicillin/Streptomycin (Life Technology, Darmstadt).

2.2.3.2 Auftauen von Zellen

Kryoeppis werden aus dem Flissigen Stickstoff genommen und unter Schwenken im
warmen Wasserbad aufgetaut. Sobald die Suspension mit Zellen aufgetaut ist, wird sie in
15 ml Medium resuspendiert und in ein 50 ml Falcon gegeben. Anschlielend wird fir drei
Minuten bei 1200 g zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und das Zellpellet in neuem
Medium resuspendiert und auf eine Platte gegeben. Uber Nacht werden die Zellen inkubiert

und am nachsten Tag wird das Medium gewechselt.

2.2.3.3 Passagieren von Zellen

Sobald die Zellen ca. 80% Konfluenz erreicht haben, missen sie passagiert werden, in
neue Schalen oder Flaschen Ubertragen werden. Zuerst wird der Uberstand abgesaugt.
Daraufhin einmal mit PBS -/- gewaschen. Danach wird 2-5 ml Trypsin/EDTA auf die Zellen
gegeben (Life Technology, Darmstadt) und fir 5-10 min bei 37°C inkubiert. Sobald die
adharenten Zellen vom Boden abgeldst sind, wird mindestens das doppelte an Medium
dazugegeben, um Trypsin zu hemmen. Die Zellen werden aufgenommen und in ein 50 mi
Zentrifugenréhrchen gegeben und fiir 3 min bei 1200 g zentrifugiert. Der Uberstand (iber
dem Zellpellet wird abgesaugt und die Zellen in neuem Medium resuspendiert. Die Zellen

werden in neuer Schale oder Flasche in niedrigerer Konzentration ausgesat.
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2.2.3.4 Zellzahlbestimmung
Die Anzahl an gebrauchten Zellen wird durch den automatisierten Zellzahler TC10 (BioRad)
ermittelt. Dafir wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 yl Trypan Blau vermischt und in

TC10 System Zahlobjekttrager geladen.

2.2.3.5 Kryokonservierung von Zellen
Zellen in Kultur werden einmal mit PBS -/- gewaschen und trypsiniert wie unter
.Passagieren von Zellen“ beschrieben. Das Zellpellet wird in einer vorher vorbereiteten
Lésung resuspendiert und in ein Kryoeppi geflllt. Ldsung besteht aus 70% FBS, 20%
Medium und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO). Pro eine 10cm Schale Zellen wird ein Milliliter
Lésung verwendet. In einem Eppi wird ein Milliliter Losung mit resuspendierten Zellen
gegeben. Die Eppis werden anschlielfend in eine Box (Nalgene™ Cryo 1°C freezing
container) getan mit Isopropanol. Die Zellen frieren somit kontrolliert im -80°C

Gefrierschrank ein.

2.2.3.6 Zelllyse

Fur die Lyse von adharenten Zellen wird zuerst das Medium entfernt und die Zellen mit
PBS -/- gewaschen. AnschlieRend werden die Zellen in der Schale mit FISH-Puffer lysiert.
Daraufhin werden die Zellen mit einem Zellschaber aus Gummi von der Platte geldst und
in ein Eppi Ubertragen. Die Zell-Puffermischung bleibt auf Eis fur 15 Minuten und das Eppi
wird mehrfach in diesem Zeitraum gevortext. Im Anschluss wird das Lysat fiir zehn Minuten
bei 16 000 g zentrifugiert. Der Uberstand ist das fertige Zelllysat, welches in ein neues Eppi

gegeben wird.

2.2.3.7 Proliferations-Assay

Es werden 5*10° Zellen pro Well in 96-Well Platten ausgeséat. Zu dem Zeitpunkt wen
gemessen werden soll, wird 20 pl Cell-Titer Blue (Promega, Madison, USA) in das Medium
hinzugegeben und die Fluoreszenz bei 560 / 590 nm im Tecan infinite M200 PRO reader
gemessen. Die Zellen werden in den Inkubator gestellt und nach 2 h erneut die Fluoreszenz
gemessen. Der Unterschied in Fluoreszenz ist direkt proportional zur Anzahl lebender

Zellen.

2.2.3.8 Migrations-Assay
Es werden 1,5*10° Zellen pro Well in einer 12-Well Platte ausgesat und bis knapp 100%

Konfluenz anwachsen lassen. Dann wird mit Hilfe einer 200 pl Pipettenspitze ein Kreuz in

den Zellteppich geritzt.
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Lichtmikroskopisch werden Bilder gemacht zu den Zeitpunkten O h, 3 h, 6 h, 9 h und 24 h.
Der Abstand zwischen den Randern des Scratches wird mit dem Progamm CoreDraw
gemessen und mit dem Zeitpunkt 0 h verglichen. Die Analyse wird mithilfe der Programme

Excel und Prism 10 durchgefuhrt.

2.2.3.9 Stimulations-Assay
Es werden 2,5*10° Zellen ein 6-Well Platten ausgeséat und anwachsen lassen. Am néchsten
Tag werden die Zellen mit PBS -/- gewaschen und mit dem entsprechenden Medium ohne
Zusatz von fetalen Kalberserum Uber Nacht inkubiert (Starving). Im Anschluss wird die
gewunschte Konzentration eines Stimulus, bspw. Insulin, auf die Zellen gegeben. Nach der
gewlnschten Zeit wird das Medium abgesaugt und einmal mit PBS -/- gewaschen und wie

beschrieben lysiert.

2.2.3.10 CRISPR-Cas9
Die sgRNA wird in 15 pl Wasser suspendiert. 82 ul der Nucleofection Lésung und 18 pl der

Supplement Lésung von Lonza werden mit 1 yl (5mg/ml) Cas9 Protein von Thermo Fisher
Scientific und 2 uyg sgRNA gemischt und fur 30 min inkubiert. Es werden eine Millionen
Zellen in der fertigen Losung resuspendiert. Im Anschluss wird eine Elektroporation am
Gerat Lonza 4D Nucleofector durchgefiihrt. Es werden die Zellen nach der Elektroporation

mit vorgewarmtem Medium vermischt und Gber Nacht inkubiert.

2.2.3.11 Konfokale Mikroskopie

Jeweils 20 000 Zellen werden in 24-well Platten gegeben und Uber Nacht inkubiert, damit
sie anwachsen. Das Medium wird am nachsten Tag entfernt und die Zellen einmalig mit
PBS +/+ gewaschen. Im Anschluss wird 1 ml 4% PFA hinzugegeben und fur 20 min
inkubiert. Danach wird mit PBS +/+ einmalig gewaschen und danach 500 pl 0,25% Triton
X-100 hinzugefligt und flir 5 min stehen gelassen. Im Anschluss wird ein weiteres Mal mit
PBS +/+ gewaschen und danach 500 pl 3% BSA in 0,25% Triton X-100 in PBS ein bis 2 h
bei Raumtemperatur und langsamen Schwenken gelassen. Die Lésung wird entfernt. Uber
Nacht werden die Zellen mit 3 ml 1% BSA und dem primaren Antikorper inkubiert. Am
darauffolgenden Tag werden die Zellen dreifach mit PBS-/- gewaschen und im Anschluss

zwei Stunden bei Raumtemperatur und 150 pl sekundaren Antikorper inkubiert.

Die konfokale Mikroskopie wird dann mit dem Zeiss Mikroskop LSM 510 oder 550

durchgefuhrt. Die Bilder werden mittels des Programms Zen 3.4 Blue edition verwertet.
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3. Resultate

3.1 RNA-Expression akzessorischer Proteine des RTK-RAS-MAPK-
Signalwegs

Es wurden verschiedene bekannte akzessorischen Proteine des RTK-KRAS-MAPK-
Signalwegs ausgesucht und Primer bestellt. Mittels gPCR wurde dann die RNA-Expression
festgestellt. Hierflir wurden nur die Zelllinien CAPAN1 sowie SW480 verwendet, da diese
eine KRAS(G12V)-Mutation aufweisen und die Expression bei diesen Zelllinien zur Auswahl
eines Proteins flir die weiteren Untersuchungen in der ersten Phase des Projektes am
wichtigsten waren. Als Referenzgen wurde hier die Expression von Hypoxanthin

Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) gewahlt. Alle Daten als technisches Triplikat.

Die Resultate sind der Abb. 4 zu entnehmen. Hier konnten alle untersuchten Proteine auf
mRNA-Ebene nachgewiesen werden. IQGAP1 zeigte die héchste Expression in beiden

Zelllinien.

1.5+ Il CAPAN1
[ sw4so

ACt

Abb. 4: Vergleich der RNA-Expressionen verschiedener akzessorischer Proteine in den
Zelllinien CAPAN1 und SW480. Hier wurde der ACt-Wert (cycle threshhold) der einzelnen Proteine
dargestellt, verglichen mit dem Ct-Wert des Referenzgens HPRT1. Primer sind Tabelle 6 zu
entnehmen. Durchgeflihrt in zwei Zelllinien (CAPAN1 in blau; SW480 in grin) und vergleichend

dargestellt. Die Balken zeigen den Mittelwert eines technischen Triplikats £ Standardabweichung.
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3.2 Western Blot Expressionsanalysen verschiedener Akzessorischer

Proteine
Zur weiteren Expressionsanalysen wurden Laemmli-Proben der Zelllinien CAPAN1 sowie
SW480 mittels Western Blot und Immunblottingnachweis auf die Expression der Proteine
CNK1, FHL1, IQGAP1, SHP2, SHOC2 und SPRED1 untersucht. Die Auswahl der Proteine
stitzte sich auf den Ergebnissen der gPCR-Analyse sowie der Verfiigbarkeit von
Antikérpern. Die Antikorper konnten so auch auf dessen Funktion geprift werden. Als

Referenzgen wurde hier Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet.

Resultate in Abb. 5. Eine ausreichende Expression ist nur fiir die Proteine IQGAP1 sowie
SHOC2 zu sehen. SHP2 wies eine niedrige Expression laut Western Blot Analyse in beiden
Zelllinien auf. Die anderen, untersuchten Proteine waren teils nur in einer der untersuchten

Zelllinien nachweisbar mit den vorhandenen Antikdrpern.
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Abb. 5: Western Blot Analyse verschiedener akzessorischer Proteine. Zu sehen sind die

&
a

Ergebnisse der Analyse fir die beiden Zelllinien vergleichend nebeneinandergestellt. Das
zugehorige Referenzprotein (GAPDH) ist unter den Proteinen zu sehe. Es wurden je 20 ug Zelllysat

geladen. Antikérper sind Tabelle 3 zu entnehmen.

3.3 Mykoplasmen-PCR
Alle drei Zelllinien (CAPAN1, HEK293 und SW480) wurden mehrfach mit und nach
Anweisungen des Kits von PromoKine aus Heidelberg PCR Mycoplasma Test Kit I/C auf
Mykoplasmenverunreinigungen untersucht und es konnte keine Kontamination festgestellt

werden.
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3.4 Knockout-Validierung mittels Western Blot
Zur Untersuchung der Rolle eines akzessorischen Proteins wurde ein Knockout (KO) mittels
CRISPR-Cas9 des Proteins IQGAP1 durchgeflhrt. Nach Durchfiihrung des Knockouts wie
im Methodenteil beschrieben, wurde eine Validierung des Knockouts mittels Western Blot
und Immunoblot-Verfahren durchgefuhrt. Dafir wurde im Falle von CAPAN-1 Laemmli-
Proben vom Wildtyp CAPAN1, Zelllysat in Laemmli der Zellen nach CRISPR-Cas9-
Durchfuihrung, sowie Zellysat in Laemmli weiterer Zelllinien verglichen. Fur alle Spuren des
Blots wurden 20 ug-Protein geladen, wenn nicht anders angegeben. Fir HEK293 und

SW480 wurden nur wildtypische und behandelte Zellen als Lysate in Laemmli verglichen.

Wie in Abb. 6 zu sehen konnte in allen drei Zelllinien eine polyklonale Zellpopulation nach
Knockout validiert werden. Im Vergleich beider Zellpopulation der jeweiligen Zelllinie wiesen
die behandelten Zelllinien eine Expression von IQGAP1 von <10% auf im Vergleich zu den

wildtypischen Zellen
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NN ,\\. & O A
SN o> £ o
RNy &£ P s &
XSS SEY <& & W W kD
WT KO WT WT WTWT kDa kDa S S a

& oy
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Abb. 6: Knockout-Validierung auf Proteinebene: 20 ug von Laemmli-Proben der Zelllysate (wenn

nicht anders angegeben) mit oder ohne Knockout wurden geladen und dann mit IQGAP1-Antikorper
und dem Referenzgen (links: alpha-Tubulin far CAPAN1; Sonstige: GAPDH fir mittig HEK293 und

rechts SW480) analysiert. AntikGrper sind Tabelle 3 zu entnehmen.
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3.5 Knockout-Validierung mittels gPCR

Zur weiteren Validierung des Knockouts wurde eine qPCR-Analyse vergleichend beider
Zellpopulation jeder Zelllinie durchgefuhrt. Dafiir wurde die gleiche Anzahl an Zellen
verwendet fur die RNA-Extraktion. AnschlieRend wurde die RNA mittels cDNA-Synthese zu
DNA umgeschrieben. Die DNA wurde fir die qPCR-Analyse verwendet. Neben der KO-
Validierung wurden die Proben auch auf die Isoform von IQGAP1, IQGAP2 und IQGAP3,
untersucht, um herauszufinden, ob eine Hochregulierung nach Verlust von IQGAP1
stattfand. Auferdem sollte ausgeschlossen werden, dass die Isoformen durch die

Behandlung mit CRISPR-Cas9 ausgeknockt wurde.

Wie in Abb. 7 zu sehen, zeigte sich in den Ergebnissen der KO-Zellen eine auf das
Referenzgen HPRT1 normalisierte signifikant erniedrigte Expression von IQGAP1 im
Vergleich zu WT-Zellen in CAPAN1. Bei der Isoform IQGAP3 zeigte sich kein
Expressionsunterschied zwischen den KO- und WT-Zellen in den untersuchten Zelllinien
CAPAN1, HEK293, SW480. Die Ergebnisse fir IQGAP2 waren teilweise undefiniert oder
zeigten einen Ct-Wert >35 in KO- und WT-Zellen.

A: CAPAN1: WT vs KO gPCR B: HEK293 WT vs. KO gPCR C: SW480 WT vs. KO qPCR
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Abb. 7: Knockout-Validierung gPCR: Die Proben von WT- und KO-Zellen wurden quantitativ auf
IQGAP1-, IQGAP2-, IQGAP3- und dem Referenzgen HPRT1-RNA untersucht. Dargestellt sind die
ACt-Werte fir IQGAP1, IQGAP3 in den Zelllinien, A: CAPAN1, B: HEK293 und C: SW480 (jeweils
WT: blau, KO: rot), im Vergleich zum Referenzgen HPRT1 als Durchschnitt des technischen
Triplikats + Standardabweichung. Es zeigte sich nur bei CAPAN1 eine signifikant niedrigere
Expression von IQGAP1. IQAP3 war in den untersuchten Zelllinien nicht signifikant verandert.

Signifikanz mittels Welch-t-Test ermittelt (p<0.05: *). Primer sind Tabelle 6 zu entnehmen.
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3.6 IQGAP1-Knockout-Validierung mittels konfokaler Mikroskopie und
IQGAP1 kolokalisiert mit Aktin zellgrenznah

Wie im Methodenteil beschrieben wurde eine immunzytochemische Untersuchung der
Zellen durchgeflihrt. Hierbei zeigte sich kaum nachweisbare IQGAP1 Proteine in der Probe
der KO-Zellen. In Abb. 8 zu sehen konnte IQGAP1 in WT-CAPAN1-Zellen gut

nachgewiesen werden, kolokalisierend mit Aktin. In KO-Zellen sah man fast kein Signal.

WT KO
IQGAP1 IQGAP1

10

10

10 pm

" Mehrkanalbild

" Mehrkanalbild

Abb. 8: Knockout-Validierung und Lokalisation von IQGAP1: Mittels konfokaler Mikroskopie
wurde IQGAP1 (griin), Aktin (rot) angefarbt, sowie DAPI (blau) zur Darstellung der DNA in WT und
KO-CAPAN1-Zellen benutzt. Gleiche Einstellungen der Farbkanale wurden im Programm Zen 3.4
Blue edition verwendet. Jeweils eine reprasentative Zelle wurde fiir den WT und KO ausgesucht. Die
verschiedenen Farbkanale wurden einzeln dargestellt und zusammengefihrt (Mehrkanalbild).

Antikdrper sind Tabelle 3 zu entnehmen. Gréfienangabe unten rechts 10 pm.
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3.7 IQGAP1-Knockout hat keinen signifikanten Einfluss auf die

Proliferationsrate von CAPAN1-Zellen
Es wurden je 5 000 WT- und KO-CAPAN1-Zellen in einer 96-well Platte ausgesaht. 6h
spater wurde zu je 3 wells je 20 pl CellTiter-Blue hinzugegeben. Im Gerat Tecan infinite
M200 PRO reader wurde die Fluoreszenz zum Zeitpunkt null gemessen. Nach 2h wurde
eine weitere Messung vorgenommen. Fur 7 Tage wurde jeden Tag je 3 weitere wells in

gleicher Weise untersucht.

Wie in Abb. 9 zu sehen ergab sich kein signifikanter Unterschied in Proliferation wischen
WT- und KO-Zellen.
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Abb. 9: Proliferations-Analyse: Je 5000 Zellen wurde in eine 96-well Platte gegeben und die
Veranderungen der Fluoreszenz mit CellTiter®-Blue Uber die Zeit graphisch dargestellt. Links in
absoluten Zahlen der Fluoreszenz und rechts relativ zu Tag 0. Wildtypische CAPAN1-Zellen in blau,
KO-Zellen in rot. Beide zeigen den Durchschnittswert des technischen Triplikats =+

Standardabweichung
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3.8 IQGAP1 Knockout hat keinen Einfluss auf die Migration in CAPAN1-
Zellen

Die gleiche Menge an Zellen wurden in je ein well einer 12-well-Platte gegeben und
gewartet bis sich ein geschlossener Zellteppich bildete. Ein standardisiertes Kreuz wurde
in den Zellteppich geritzt. Unter dem Mikroskop wurde zur verschiedenen 0 h, 3 h, 6 h, 9 h,
und 24 h ein Foto gemacht und der Abstand, der durch das Ritzen entstanden ist
gemessen. Graphisch wurde dann dargestellt, wie schnell sich dieser Abstand verringerte,

um die Migrationsgeschwindigkeit der Zellen darzustellen.

Es zeigte sich, wie in Abb. 10 zu entnehmen, kein signifikanter Unterschied in der
Migrationsfahigkeit zwischen den IQGAP1 WT- und KO- CAPAN1-Zellen.
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Abb. 10: Scratch Assay: Links die mikroskopischen Bilder der Scratches mit eingetragener Breite
mit Angabe der Zeit seit dem Scratch der WT- und KO-Zellen. Rechts die graphische Darstellung
des technischen Triplikats mit + Standardabweichung. Wildtypische CAPAN1-Zellen in blau, KO-
Zellen in rot.
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3.9 IQGAP1 Knockout fuhrt zu einer erhohten Phosphorylierung von AKT
an den Phosphorylierungsstellen T308 und S473 in CAPAN1-Zellen

Die gleiche Anzahl an Knockout und wildtypischen CAPAN-1 Zellen wurden ausgesat in
10 cm Platten und Uber Nacht anwachsen lassen. Am nachsten Tag wurden die Zellen
lysiert und die Proteine wurden per Gelektrophorese mit einer Proteinleiter getrennt und auf
eine Nitrozellulosemembran mittels Western Blot lbertragen. Im Anschluss wurden die
Proteine wie in Abb. 11 mittels Immunoblotting nachgewiesen. Die Banden mittels Image
Studio lite analysiert und im Anschluss die Aktivitat bestimmt, indem die Starke des Signals
der phosphorylierten Proteine mit der Gesamtstarke des Proteins verglichen wurde. Dieser
Anteil an phosphorylierten Anteil der Proteine konnte dann zwischen den KO- und WT-

Zellen verglichen werden. Dieses Experiment wurde technisch tripliziert.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied am Anteil von phosphorylierten Proteinen bei
STAT3, YAP und ERK. Jedoch zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Zellen beim Anteil der phosphorylierten Proteine an beiden Phosphorylierungsstellen des
Proteins AKT.
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Abb. 11: Western Blots der Phosphorylierung von Proteinen verschiedener Signalwege: Links
eine reprasentative Darstellung der Western Blot Ergebnisse. Rechts statistische Auswertung des
technischen Triplikats des Grades der Phosphorylierung an AKT-Phosphorylierungsstellen
verglichen zwischen den WT- (blau) und KO-Zellen (rot) + Standardabweichung und Signifikanz

(durch t-Test ermittelt > p<0.05: * und p<0.01: **). Antikdrper sind Tabelle 3 zu entnehmen.
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4. Diskussion

IQGAP1 ist ein groRes Protein mit Gber 100 Interaktionspartnern und ist somit in vielen
Prozessen und Signalwegen involviert (Smith et al.,, 2015). KRAS ist eines der am
haufigsten mutierten Onkogenen und ist in seiner Funktion nicht nur auf die wichtigsten
Signalproteine, sondern auch auf akzessorische Proteine angewiesen, welche die
Signalkaskaden beeinflussen. Um die Rolle und den Einfluss des akzessorischen Proteins
IQGAP1 auf KRAS mutierte Zellen zu untersuchen, wurde in dieser Dissertation ein
knockout mittels CRISPR-Cas9 in den Zellinien CAPAN1, SW480 und HEK293
durchgefuhrt. Es entstanden stabile, polyklonale IQGAP1-KO Zellen. In CAPAN1 konnte
dann die Kolokalisation von IQGAP1 mit Aktin gezeigt werden, jedoch kein signifikanter
Einfluss auf Migration oder Proliferation. Die Untersuchung verschiedener RAS-abhangiger
Signalwege in CAPAN1 zeigte eine signifikant erhdhte Phosphorylierung von AKT an
beiden Phosphorylierungsstellen, T308 und S473, was auf eine gesteigerte AKT-Aktivitat
hinweist. Zur gleichen Zeit zeigte sich interessanterweise keine signifikante Anderung in

der Aktivitat anderer untersuchter Signalwegen.

Zu Beginn des Projekts wurde die Expression einer grof3en Bandbreite an akzessorischen
Proteinen mittels gPCR untersucht. Die Proteine, die eine gute Expression in beiden KRAS-
mutierten Zelllinien, CAPAN1 und SW480, zeigten, wurden dann mittels Western Blot auf
Proteinebene untersucht. Hier zeigten sich schon interessanterweise sehr unterschiedliche
Expressionen der akzessorischen Proteine vergleichend in beiden Zelllinien. Hier stellt sich

die Frage, wie diese akzessorischen Proteine gewebespezifisch reguliert werden.

Es wurde sich dann fiir den KO des Proteins IQGAP1 entschieden, da die Expression des
Proteins in beiden Zelllinien, sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene, hoch war und
die Qualitat der Primer und des AK waren gut. Auflerdem wurden in der Arbeitsgruppe
schon verschiedene Domanen des Proteins untersucht und somit konnte auf schon
vorhandenes Wissen zurlckgegriffen werden (Mosaddeghzadeh et al., 2022). Des
Weiteren wurde die Funktion und Relevanz von IQGAP1 als Gerustprotein der RAF-MEK-

ERK-Kaskade noch nicht eingehend untersucht.

Der polyklonale Knockout konnte in den Zelllinien CAPAN1, SW480 und HEK293 auf
Proteinebene bestatigt werden. Auf mRNA-Ebene zeigte sich jedoch nur eine leicht
verringerte Expression von IQGAP1. Eine mdgliche Erklarung fur diese Diskrepanz ist, dass
der CRISPR-Cas9-Knockout zu Frameshift-Mutationen oder vorzeitigen Stopp-Codons
fuhrt. Dadurch wird zwar weiterhin eine fehlerhafte mRNA transkribiert, jedoch kein
funktionelles Protein mehr synthetisiert. Dies konnte daran liegen, dass entweder der
Nonsense-Mediated Decay (NMD) ineffizient wirkt oder ein verkirztes, instabiles Protein

entsteht, das rasch abgebaut oder vom verwendeten Antikorper nicht erkannt wird. Des
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Weiteren konnte eine kompensatorische Erhéhung der Expression der Isoform IQGAP3
mittels gPCR nicht nachgewiesen werden, wahrend die Ct-Werte fur IQGAP2 entweder
undefiniert blieben oder >35 lagen. Somit ist die Expression von IQGAP2 in diesen Zelllinien
entweder vor und nach dem KO fast nicht nachweisbar, oder das Primerpaar funktionierte
nicht. Obwohl alle Isoformen ahnlich aufgebaut sind, ben sie verschiedene Funktionen
aus. IQGAP?2 ist stark in Leberzellen exprimiert und es zeigte sich, dass es die Funktion
eines Tumorsuppressors in hepatozellularen Karzinome einnimmt (White et al., 2009,
Schmidt, 2012). IQGAP1 und IQGAP3 weisen, im Gegensatz dazu, eine positive
Korrelation mit der Tumorigenese auf (Song et al., 2023, White et al., 2009).

Die Rolle von IQGAP1 in MAPK- und PI3K-AKT-Signalwegen ist besonders interessant in
den Zellen mit konstitutiv aktivem KRAS. Wahrend die direkte Interaktion von IQGAP1 mit
KRAS noch unklar ist (Matsunaga et al., 2014, Morgan et al., 2019), ist IQGAP1 ein
Gerustprotein fur die MAP-Kinasen. Wir fanden durch IQGAP1-KO in CAPAN1-Zellen eine
unveranderte ERK-Phosphorylierung, aber eine vermehrte Phosphorylierung an beiden
Phosphorylierungsstellen AKT(T308) und AKT(S473).

In einer Studie konnte in IQGAP1-KO Mausen eine erniedrigte ERK- und AKT-
Phosphorylierung in Kardiomyozyten nach Stress im Vergleich zu wildtypischen Mausen
gezeigt werden (Sbroggio et al., 2011b). Die Unterschiede aus diesem Modell und unseren
Ergebnissen kénnte damit erklart werden, dass IQGAP1 ein Bestandteil des Melusin-
Komplexes ist, welcher MAPK bindet und so ERK-Aktivierung als Antwort auf eine
Druckuberlastung bewerkstelligt (Sbroggio et al., 2011a). Dies tritt jedoch nicht in der in
vitro Kultivierung unserer KO-Zellen auf. AuRerdem unterstutzt wird diese These weiter
damit, dass unter normalen Umstanden die ERK- und AKT-Phosphorylierung sich nicht in
IQGAP-KO Kardiomyozyten im Vergleich zu Wildtypen unterschiedlich zeigte (Sbroggio et
al., 2011b).

Li et al. hat 2019 eine erniedrigte ERK-Phosphorylierung und keine Anderungen der
Phosphorylierung von AKT in CAPAN1- und PANC1-Zellen nach IQGAP1 knockdown
feststellen kdnnen (Li etal., 2019). Die erniedrigte ERK-Phosphorylierung konnte auch nach
Nutzung von WW-Domanen Peptiden erzielt werden. Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Hier konnte die unterschiedliche
Art der IQGAP1-Reduktion eine Rolle spielen. Wahrend Li et al. small hairpin RNA (ShRNA)
nutzte und somit in der Zelle nur eine unvollstdndige Reduktion der Genexpression auf
mMmRNA-Ebene erreichen konnte, wurde in dieser Arbeit ein durchgehender, polyklonaler
Knockout mittels CRISPR-Cas9 auf DNA-Ebene hergestellt. Da die Zelllinie in unserer

Arbeit  Uber viele Generationen einen stabilen  Knockout zeigte, sind
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Kompensationsmechanismen hier als mogliche Erklarung der Unterschiede in den

Ergebnissen anzusehen (Li et al., 2019).

AKT wird dber PI3K und den mTORC2-Komplex phosphoryliert. Nur durch
Phosphorylierungen an beiden Stellen, T308 und S473, ist es vollstandig aktiv (Toker and
Newton, 2000). IQGAP1 ist nicht nur ein Gerustprotein fir RAF, MEK und ERK Uber seine
IQ-Motive (Bardwell et al., 2017), sondern auch fir Bestandteile des PI3K-AKT-Signalwegs
insbesondere Uber das IQ3-Motiv. Deletion dieses Motivs hemmt IQGAP1-Bindung an
Komponenten des PI3K-AKT-Signalwegs, wahrend es die Bindung an die genannten
MAPK nicht beeinflusst (Chen et al., 2019). IQGAP1 bindet PI3Ka mit der WW-Domane
und unterstitzt so den PI3K-AKT-Signalweg (Bardwell et al., 2023).

AKT wird an S473 durch den mTORC2 phosphoryliert (Yang et al., 2015). Wahrend keine
direkten Interaktionen von IQGAP1 mit dem mTORC2 bekannt sind, gibt es gut
beschriebene Interaktion mit dem mTORC1. Es wurde auch ein negativer Feedback-loop
durch das EGFR phosphorylierte IQGAP1 entdeckt. pIQGAP1 hemmt p70S6Kinase
(pS6K), welches wiederum die AKT-Phosphorylierung an S473 hemmt (Tekletsadik et al.,
2012). Somit kdnnte ein Wegfall von IQGAP1 die Phosphorylierung von AKT(S473) durch

die Hemmung der Hemmung verstarken.

Es wurde angenommen, dass IQGAP1 als Schalter zwischen ERK- und AKT-Signalwegen
fungiert, indem es phosphoryliertes forkhead box transcription factors 1 (FOXO1) bindet
und sich die Konformation so andert, dass die Bindung und Funktion als Gerustprotein zu
den MAP-Kinasen erschwert wird. FOXO1 wird durch AKT aktiviert (Choi and Anderson,
2017). Der RAF-MEK-ERK- Signalweg, sowie der PISK-AKT-Signalweg konkurrieren um
IQGAP1 und dessen Konzentration kénnte somit die Aktivitdt beider Signalwege
bestimmen. Choi und Anderson (2017) beschreiben, wie eine hohe IQGAP1-Konzentration
den AKT-Signalweg bevorzuge und ERK hemme. Bei niedriger Konzentration sei es
andersherum (Choi and Anderson, 2017). In unserer Arbeit zeigte sich jedoch kein
Unterschied im ERK-Signal bei IQGAP1-KO, aber ein verstarktes AKT-Signal. Ursachlich
kdénnte das konstitutiv aktive KRAS sein. In KRAS-mutierten Zellen konnte IQGAP1 durch
das starke ERK-Signal den AKT-Signalweg hemmen. Durch Wegfall des ,Schalters® ware
auch der Wegfall der Hemmung des AKT-Signalwegs moglich. Es sollte weiter untersucht
werden, ob dann akzessorische Proteine wie CaM, das beispielsweise KRAS und PI3K
bindet und somit PI3K in KRAS-gesteuerten, aber nicht in NRAS- oder HRAS-gesteuerten
Krebszellen vollstdndig aktiviert (Nussinov et al., 2018), den PI3K-AKT-Signalweg

verstarken.

Anhand des Zellviabiltédts-assays konnte auf keinen signifikanten Unterschied der

Proliferation zwischen KO und wildtypischen Zellen geschlossen werden. Andere Studien
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zeigten jedoch einen Unterschied in der Proliferation (Jadeski et al., 2008, Li et al., 2019),
jedoch nutzte keine der benannten Studien den gleichen Versuchsaufbau. In der
vorliegenden Arbeit zeigten die wildtypischen Zellen trotz gleicher Anzahl, von Tag 0 an,
einen hdheren Metabolismus des CellTiter®-Blues. Der CellTiter-Blue® Assay bestimmt
die Zellviabilitat, indem er die Umwandlung von Resazurin in das fluoreszierende Resorufin
durch metabolisch aktive Zellen misst. Diese Reduktion erfolgt durch zellulare Enzyme, die
in lebenden, aber nicht in toten Zellen aktiv sind, und dient als indirekter Indikator flr die
ATP-Produktion und damit fur den Zellstoffwechsel, die Proliferation und die allgemeine
Zellgesundheit. Ein erniedrigter Metabolismus bei IQGAP1-Verlust deckt sich mit Studien
von IQGAP1-KO Mausen. In einer Studie zum Beispiel zeigte sich eine erniedrigte Ketose
in Leberzellen (Erickson and Anakk, 2018). Die Aussagekraft der Ergebnisse unserer Arbeit
sind aber kritisch zu diskutieren bei unterschiedlichen Ergebnissen schon an Tag 0, sowie

kein Fokus auf die Untersuchung des Metabolismus bei der Planung des Versuchs.

Die Kolokalisation von IQGAP1 mit Aktin deckt sich mit dem aktuellen Stand der Forschung.
Schon 2002 konnte Mateer et al. dies zeigen, einmal in vivo, die Kolokalisation am
Zellkortex, sowie in vitro Bindung von IQGAP1 an F-Aktin. Diese Bindung wird durch
CaM/Ca?* reguliert. Je hoher das intrazellulare Kalzium, desto mehr Bindung von CaM an
IQGAP1 und dadurch eine erniedrigte Assoziation mit kortikalen Aktinfilamenten (Mateer et
al., 2004).

IQGAP1 spielt eine wichtige Rolle in der Regulierung der Zellmotilitdt und Aktindynamik. Es
stimuliert Aktinpolymerisation durch den N - Wiskott-Aldrich Syndrome protein (NWASP) —
actin related protein (ARP2/3) — Signalweg (Le Clainche et al., 2007). Aul3erdem beeinflusst
IQGAP1 Zelladhasion, -polaritat und Migration Gber seine Interaktion mit CDC42 und RAC1
(Nouri et al., 2016, Nouri et al., 2020).

In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied in der Zellmigration in einem Scratch-
Test zwischen den KO-Zellen und den wildtypischen Zellen erkannt werden. Das gleiche,
schon oben beschriebene Paper, von Li et al., welches shRNA nutzte, um einen IQGAP1
knockdown durchzufiihren, konnte eine erniedrigte Migration mittels Scratch-Tests und
Transwell-Migrations-Assay in CAPAN1, jedoch nichtin PANC1, eine KRAS G12D-mutierte
Pankreasadenokarzinomzelllinie, beobachten (Li et al., 2019). Dies steht im Widerspruch
zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Der Grund dafiir kbnnte, wie oben schon
argumentiert, an der Art der Runterregulierung und damit gegebenenfalls unterschiedliche
Kompensationsmechanismen liegen. Auch zu hinterfragen sind die unterschiedlichen
Ergebnisse in den beiden untersuchten Zelllinien des Papers, obwohl beide KRAS gain-of-
function-Mutationen aufweisen und ihren Ursprung in Pankreasadenokarzinomen haben (Li
etal., 2019).
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Trotz der neuen Erkenntnisse zur Rolle vonIQGAP1 in KRAS-mutierten

Pankreaskarzinomzellen gibt es einige Limitationen, die bertcksichtigt werden missen.

Ein zentraler Punkt ist die Zelllinienspezifitat der Ergebnisse. In dieser Arbeit wurde primar
die CAPAN1-Zelllinie (KRAS G12V-mutiert) verwendet, wodurch unklar bleibt, inwiefern die
beobachteten Effekte in anderen Pankreaskarzinomzelllinien oder Tumorentitaten anderer
Gewebe reproduzierbar sind. Eine Validierung in weiteren Zelllinien mit unterschiedlichen
KRAS-Mutationen, wie PANC1 (mit G12D-Mutation), oder anderen Geweben, wie SW480
(Kolonkarzinom mit G12V-Mutation), kann zur besseren Einordnung der Ergebnisse

beitragen.

Ein weiterer Aspekt ist die polyklonale Natur der erzeugten Knockout-Zelllinie. Der
Knockout wurde durch CRISPR-Cas9 vermittelt und sowohl auf Proteinebene (Western
Blot, Immunfluoreszenz) bestatigt. Eine klonale Selektion einzelner Zellen kann helfen,
potenzielle Heterogenitat innerhalb der polyklonalen Population auszuschlieRen und
Effekte spezifischer zu validieren. Jedoch sollte angemerkt werden, dass real auch eher

polyklonale Tumore vorliegen und Einzelklone zu untypischen Artefakten fihren kénnen.

Hinsichtlich der Validierungsmethoden wurden alternative Ansatze genutzt, jedoch nicht in
allen Bereichen. Wahrend der KO von IQGAP1 experimentell auf Proteinebene bestatigt
wurde, erfolgte die gPCR-Analyse der IQGAP-Familie nur sicher fur IQGAP3, jedoch nicht
ausreichend flr IQGAP2. Um Kompensationsmechanismen durch
Expressionsveranderung der Isoformen sicher auszuschlie®en, missen die polyklonalen

IQGAP1-KO Zelllinien dahingehend erneut untersucht werden.

Ein kritischer Punkt ist die Analyse der Zellmigration. Wahrend keine signifikanten
Veranderungen festgestellt wurden, bleibt offen, ob andere Migrations-Tests
(z.B. Einzelzell-Tracking oder Live-Cell-Imaging) mdglicherweise feinere Unterschiede
sichtbar machen. Zusatzlich ist eine Ergédnzung durch funktionelle Rettungs-Experimente,
beispielsweise durch Re-Expression von IQGAP1, interessant, um die spezifischen Effekte

des Knockouts in Zukunft weiter zu validieren.

Ahnlich verhalt es sich mit der Proliferationsanalyse. Es wurde anhand der
Verstoffwechslung von CellTiter®-Blue in einem Zellviabilitats-assay auf die Proliferation
geschlossen. Trotz gleicher Anzahl an Zellen zeigte sich an Tag 0 ein Unterschied. Somit
kann gegebenenfalls auf einen Unterschied im Metabolismus geschlossen werden, jedoch
ist im Verlauf dadurch die Aussagekraft gegentber der Proliferation eingeschrankt. Eine
direkte Analyse der Proliferation beispielsweise mittels einer Neubauer-Zahlkammer sollte

durchgefiihrt werden.
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Zusammenfassend bietet diese Arbeit neue Einblicke in die Rolle von IQGAP1 in KRAS-
mutierten Pankreaskarzinomzellen, jedoch mit bestimmten methodischen
Einschrankungen. Es  zeigt wie komplex Signalnetzwerke und  deren
Kompensationsmechanismen sind und, dass selbst methodische Unterschiede Ursachen
fur abweichende Ergebnisse sein kdnnten. Weitere Untersuchungen in zusatzlichen
Zelllinien, mit funktionellen Rescue-Experimenten und detaillierteren Signalweganalysen,
sowie die Untersuchung anderer involvierter akzessorischer Proteine kdnnten die

Ergebnisse weiter starken und ihre Ubertragbarkeit auf andere Modelle verbessern.
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