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1. Einleitung

1.1 Ras-Proteine

Die Ras-Superfamilie umfasst mehr als 150 kleine GTP-bindende Proteine, die in
sechs Unterfamilien kategorisiert werden: Ras, Rho, Arf, Rab, Ran und Rad [1]. Die
drei ubiquitar exprimierten Ras-Gene (K-Ras, H-Ras und N-Ras) codieren fur die Ras-
Proteine H-Ras, N-Ras und fur die zwei Spleivarianten K-Ras4A und K-Ras4B. Ras-
Proteine konnen sich in einem aktiven GTP-gebundenen Zustand und in einem inakti-
ven GDP-gebundenen Zustand befinden. Extrazellulare Stimuli aktivieren Rezeptoren,
wie zum Beispiel Rezeptortyrosinkinasen (RTK) oder G-Protein-gekoppelte-Rezepto-
ren (GPCR), welche daraufhin verschiedene Proteine aktivieren, die zu den sogenann-
ten Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF) gehoéren und fur den Austausch von
gebundenem GDP zu GTP verantwortlich sind [2]. Das aktive GTP-gebundene Ras-
Protein vermittelt an der Plasmamembran eine Aktivierung von downstream-Proteinen
verschiedenster Signalwege, die unter anderem Prozesse wie Proliferation, Migration,
Differenzierung, Uberleben und Transformation beeinflussen [3, 4]. GTPase-aktivie-
rende-Proteine (GAPs) sorgen im Anschluss fur die Stimulation der intrinsischen
GTPase-Aktivitat von Ras, was letztlich zur Hydrolyse des GTP und somit zum inakti-
ven GDP-gebundenen Zustand von Ras fuhrt [5]. Die intrinsische GTPase Aktivitat von
Ras liegt in vielen bekannten Ras-Mutanten (Mutationen im Codon 12, 13 oder 61)
stark reduziert vor, sodass Ras nicht mehr in den inaktiven GDP-gebundenen Zustand
ubergehen kann. Diese Punktmutationen von Ras finden sich in vielen humanen
Krebsarten, unter anderem im Pankreaskarzinom. Dort liegt die G12V-Mutation von
K-Ras mit einer Abundanz von 90 % vor [6]. Dies bedeutet, dass ein Grolteil der Ras-
Proteine im GTP-gebundenen Zustand an der Plasmamembran verbleibt und dort un-
kontrolliert downstream-Proteine verschiedenster Signalwege aktiviert. Diese Tatsa-
che begunstigt in manchen Zellarten die oben genannten Prozesse, wie zum Beispiel
Proliferation, Migration, Differenzierung, Uberleben und Transformation [3, 4]. Es sei
erwahnt, dass soweit nicht anders gekennzeichnet im Folgenden die Bezeichnung

K-Ras mit der Isoform K-Ras4B gleichgesetzt wurde.

1.1.1 Struktur von Ras-Proteinen
Die vier Ras-Proteine H-Ras, N-Ras, K-Ras4A und K-Ras4B besitzen eine Lange von

188 bzw. 189 Aminosauren (Abb. 1.1). Die ersten 85 Aminosauren der einzelnen Ras-
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Proteine verfugen Uber eine Homologie von 100 %, wahrend die Aminosauren 85-165
nur noch eine Homologie von ungefahr 90 % aufweisen. Diese sogenannte G-Domane
(Aminosauren 1-165) ist aus sechs B-Faltblattstrukturen aufgebaut, welche von funf a-
Helices umgeben wird [7]. Die letzten 23 bzw. 24 Aminosauren weisen nur noch eine
Sequenzhomologie von 8 % auf, weswegen diese Region auch als hypervariable Re-
gion (HVR) bezeichnet wird [8].

Innerhalb der G-Domane sind zwei sogenannten Switch-Regionen (Switch-I: Amino-
saure 30-40; Switch-lI: Aminosaure 60-76) vorhanden, die eine erhdhte Flexibilitat auf-
weisen, sodass eine Konformationsanderung des Ras-Proteins auftritt, je nachdem,
ob Ras im GDP- oder GTP-gebundenem Zustand vorliegt. Ein aktiver Austausch von
GDP zu GTP wird Uber GEFs vermittelt. GEFs interagieren mit der Switch-Il- und einer
P-loop-Struktur und fiihren aufgrund der Flexibilitat der Switch-l1-Struktur zur Offnung
der GDP-bindenden Tasche. Daraus folgt ein Austausch des GDP zu einem GTP, da
innerhalb der Zelle die Konzentration an GTP zehnfach hoher ist, als die des GDP [3].
Die P-loop-Struktur sorgt fur die Stabilitat des Sauerstoffatoms des y-Phosphates von
GTP, sodass Ras im GTP-gebundenen Zustand aufgrund der Konformationsanderung
Uber spezifische Aminosduredomanen mit downstream-Effektorproteinen interagiert
und die Signaltransduktionskaskade aktiviert wird [9]. GAPs sorgen im Anschluss flr
eine beschleunigte intrinsische Hydrolyse des GTP zu GDP [5].

Mutationen innerhalb der G-Doméane von Ras-Proteinen treten haufig auf. Die bekann-
testen Mutationen finden sich an den Aminosauren G12, G13 und Q61 [3]. Eine der
haufigsten Mutationen ist die G12V-Mutation, die in allen drei Ras-Isoformen nachge-
wiesen werden konnte. Diese fuhrt dazu, dass die GAP-vermittelte Hydrolyse von GTP
nicht stattfinden kann, sodass Ras im GTP-gebundenen und somit aktiven Zustand
verbleibt, was zu schwerwiegenden Fehlregulationen in diversen Signalwegen fuhrt
[10].

Am C-Terminus der Ras-Aminosauresequenz befindet sich die HVR, welche in einem
CAAX-Motiv endet. Das Cystein dieses Motivs ist essentiell fur die posttranslationale
Modifikation von Ras, welche im folgenden Kapiteln genauer beschrieben. Eine wei-
tere strukturelle Doméane stellt die polybasische Domane (PBD) dar, welche nur in K-
Ras4B zu finden ist und aus sechs aufeinanderfolgenden Lysinen (Einbuchstaben-
code: K) besteht. Innerhalb der C-terminalen Aminosauresequenz von H- und N-Ras
finden sich statt der Lysine weitere Cysteine, welche posttranslational modifiziert wer-

den konnen [11].
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Abb. 1.1: Struktur von Ras-Proteinen. Ras-Proteine bestehen aus einer hochkonservierten G-Do-
mane und einer hypervariablen Region (HVR) am C-Terminus, welche eine Aminosauren-Sequenzho-
mologie von nur 8 % aufweist. Die HVR zeichnet sich durch eine polybasische und eine farnesylierte
Domane aus. Fur letztere ist das CAAX-Motiv, bestehend aus den letzten vier Aminosauren eines jeden
Ras-Proteins, essentiell. Innerhalb der G-Domane finden sich zwei Switch-Regionen, die durch ihre
Flexibilitdt nach Interaktion mit GEFs fiir einen Austausch von GDP zu GTP sorgt, sodass Ras im akti-
ven Zustand vorliegt. Durch haufig auftretende Mutationen, wie zum Beispiel der G12V Mutation, ist ein
Ubergang von einem aktiven, GTP-gebundenen Zustand in einen inaktiven, GDP-gebundenen Zustand
nicht mehr méglich, da die Offnung der Switch-I-Region beeintrachtig ist (verandert nach [8]).

1.1.2 Posttranslationale Modifikation von Ras-Proteinen

Nach Genexpression und Translation der Ras-Proteine werden diese in mehreren
Schritten posttranslational modifiziert. Der C-Terminus der Ras-Proteine endet mit ei-
nem CAAX-Motiv, wobei C die Aminosaure Cystein, A eine aliphatische Aminosaure
und X eine beliebige Aminosaure darstellt. Abhangig von der letzten Aminosaure des
CAAX-Motivs findet entweder eine Bindung der cytosolischen Farnesyltransferase
(FTase, bei X=S oder M) oder eine Bindung der Geranylgeranyltransferase 1
(GGTase, bei X=L) statt. Eine 15-Kohlenstoff Farnesyl- bzw. eine 20-Kohlenstoff Ge-
ranylgeranylgruppe wird Uber eine Thioether-Bindung an das Cystein des CAAX-Mo-
tivs angehangt [12]. Studien, die einen Farnesyltransferase-Inhibitor einsetzten, haben

belegt, dass Ras-Proteine, die in einem Serin oder einem Methionin terminieren und
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somit ein klassisches Farnesyltransferase-Substrat darstellen, unter Umstanden auch
posttranslational geranylgeranyliert werden kdnnen [13]. Farnesyliertes Ras akkumu-
liert an der cytosolischen Oberflache des endoplasmatischen Retikulums (ER) [14] und
wird dort vom Ras-converting-enzyme 1 (RCE1) weiter modifiziert. Die RCE1 entfernt
die letzten drei Aminosauren des CAAX-Motivs durch eine carboxyl-terminale Proteo-
lyse [15]. Ras verbleibt weiterhin am ER. Dort wird eine Methyl-Gruppe mittels Vereste-
rung an der a-carboxyl-Gruppe des farnesylierten Cysteins angebracht. Diese Reak-
tion wird durch das Enzym Isoprenylcysteincarboxylmethyltransferase (ICMT) kataly-
siert [16]. Durch die beschriebenen Modifikationen andert sich die hydrophile Eigen-
schaft des C-Terminus der Ras-Proteine in eine hydrophobe. Uber diesen hydropho-
ben C-Terminus ist z.B. eine Lokalisation von Ras an der Plasmamembran mdoglich,
die von entscheidender Bedeutung fur viele Signaltransduktionsprozesse ist [16]. Die
Farnesylierung alleine resultiert allerdings nur in einer schwachen Membranbindungs-
kapazitat, sodass die Farnesylierung nur im Zusammenspiel mit sogenannten second
signals die korrekte intrazellulare Lokalisation der Ras-Proteine ermoglicht. Fur K-
Ras4B ist das second signal eine aus sechs Lysinen bestehende Aminosaureabfolge,
die als polybasische Doméane (PBD) bezeichnet wird (Abb. 1.1). Zusatzlich befinden
sich in unmittelbarer Nahe zwei weitere Lysine, sodass insgesamt acht Lysine inner-
halb der HVR von K-Ras4B vorhanden sind. Aufgrund der positiven Ladungseigen-
schaft der Lysine findet eine elektrostatische Interaktion mit den negativ-geladenen
Kopfgruppen der Phosphatidylserinen an der inneren Seite der Plasmamembran statt
[17]. Die Farnesylierung, zusammen mit den positiv-geladenen Lysinen, resultiert in
einer ausreichend starken Affinitat von K-Ras4B an Lipidmembranen [18]. Die weiteren
Ras-Isoformen werden in Form von Palmitoylierung Uber Palmitoylacyltransferasen
(PAT) posttranslational modifiziert. Die PAT DHHC domain-containing 9-Golgi com-
plex associated protein of 16 kDa (DHHC9-GPC16) wurde als bislang einziges Enzym
identifiziert, welches H-, N- und K-Ras4A an der cytosolischen Oberflache des Golgi-
Apparates palmitoyliert. Die zwei Cysteine in H-Ras (Position 181 und 184, C181 und
C184) bzw. ein Cystein in N-Ras (Position 181, C181) und in K-Ras4A (Position 180,
C180), welche upstream des farnesylierten Cysteins liegen, kdnnen palmitoyliert vor-
liegen. Die Cysteine des H-Ras stellen den Sonderfall dar, dass entweder das Cystein
an Position 181 oder an Position 184 palmitoyliert werden oder beide Cysteine [17].
Obwohl DHHC9-GPC16 die bislang einzig identifizierte PAT von Ras-Proteinen ist,

fuhrte ein knockdown von DHHC9-GPC16 nicht zu einer Mislokalisation oder einem



Einleitung 5

Ausbleiben der Palmitoylierung der Ras-Proteine [19]. Die Palmitoylierung von Ras-
Proteinen ist durch zellulare Acylproteinthioesterasen (APTs) reversibel. Die Regula-
tion der Depalmitoylierung von Ras-Proteinen erfolgt Uber APT1 und APT2 [20], sowie
uber die kurzlich identifizierte ABHD17A [21]. Dies resultiert in einen nicht-vesikularen
Austausch von H- und N-Ras von der Plasmamembran zu Endomembranen, dem ER

oder dem Golgi, wo sie Uber PATs erneut palmitoyliert werden kdnnen [22].

1.1.3 Lokalisation und Transport von Ras-Proteinen

Nach Palmitoylierung besitzen H- und N-Ras eine etwa 100-fach hohere Membran-
affinitat, sodass diese an der zytosolischen Oberflache der Membran des Golgi akku-
muliert vorliegen. Von dort werden H-Ras und N-Ras mittels klassischem vesikularem
Transport zu Endomembranen oder direkt zur Plasmamembran transportiert [23]. Stu-
dien zeigten, dass die Palmitoylierung von H- und N-Ras an C181 ausreichend ist, um
Uber den klassischen vesikularen Transport zur Plasmamembran transportiert zu wer-
den. Die weitere Palmitoylierung von H-Ras an C184 spielt keine Rolle fir den Trans-
port zur Plasmamembran, ist aber fir die korrekte laterale Segregation von H-Ras im
GTP-gebundenen Zustand notwendig (s. Kap. 1.1.6) [24]. Die Palmitoylierung von K-
Ras4A ist nicht notwendig fur eine korrekte Lokalisation an der Plasmamembran, da
Lysine, ahnlich wie bei K-Ras4B, eine stabile elektrostatische Interaktion zwischen K-
Ras4A und den negativ-geladenen Kopfgruppen der Phospholipide an der Plasma-
membran ermdglichen [25].

Der Transport von posttranslational farnesylierten K-Ras4B zur Plasmamembran
konnte bislang nicht vollstandig charakterisiert werden. FUr andere posttranslational
modifizierte Proteine, wie zum Beispiel die Rho-Proteine, welche posttransiational ge-
ranylgeranyliert werden, wurden sogenannte RhoGDlIs (Rho-Protein GDP disscocia-
tion inhibitor) identifiziert und charakterisiert, welche den Transport der Rho-GTPasen
vom Golgi zur Plasmamembran regulieren kénnen [26]. Weiterhin kdnnen RhoGDlIs
aufgrund einer prenyl-bindenden Tasche die hydrophobe Geranylgeranyl-Gruppe am
terminalen Cystein von Rho-Proteinen binden [27] und somit einen Verbleib von Rho
im Zytoplasma ermdglichen [26]. Auf Basis dieses Wissens wurden flr Ras ebenfalls
prenyl-bindende Proteine beschrieben, wie zum Beispiel VPS35, PRA1 und SmgGDS
[28—-30]. Das bekannteste Protein, welches in der Lage ist, die Prenylierung von Ras
zu binden, ist die Phosphodiesterase Type 66 (PDEGJ). Die Kristallstruktur der PDEGd

zeigt eine strukturelle Homologie zur prenyl-bindenden Tasche von RhoGDI, welche
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zwischen zwei B-Faltblattstrukturen gelegen ist. Dies ermdglicht die Interaktion zwi-
schen PDEG® und K-Ras4B in der Zelle und den Transport zur Plasmamembran. Die
Interaktion ist dabei unabhangig vom gebundenen Guaninnukleotid [31]. Ein knock-
down oder eine Inhibition von PDEGd durch siRNA bzw. dem PDEG66-Inhibitor Delta-
rasin fuhrt zu einer fehlerhaften Lokalisation von K-Ras4B von der Plasmamembran
Richtung Zytoplasma [22]. Kontroverserweise sind PDE6d-knockdown Mause lebens-
fahig und fertil [32], wahrend ein KRAS-knockdown in Mausen embryonal todlich ist
[33].

K-Ras4B wird durch Endozytose, spontane Dissoziation, Phosphorylierung oder uber
einen Ca?*-Calmodulin abhangigen Signalweg von der Plasmamembran gelost [34].
Abgelost von der Plasmamembran interagiert K-Ras4B im Zytoplasma erneut mit
PDEGD. Zusatzlich dazu wird die GTP-gebundene Arf-like 2 (Arl2) rekrutiert, welche
den Komplex aus K-Ras4B/ PDE66/Arl2 zur negativ-geladenen Membran der Recyc-
ling-Endosomen dirigiert. Von diesen kann K-Ras4B Uber einen vesikularen Transport

zurtck an die Plasmamembran gefuhrt werden [35].

1.1.4 Ras-vermittelte Signaltransduktion

Liegt Ras an der Plasmamembran gebunden vor, kann es durch extrazellulare Stimuli
aktiviert werden. Diese kdnnen Wachstumsfaktoren, Cytokine, Hormone, Stressfakto-
ren und Neurotransmitter sein, die Rezeptoren wie RTKs, GPCRs, Cytokinrezeptoren
und Integrine binden [36]. Der bekannteste und am besten analysierte Ras-vermittelte
Signaltransduktionsweg ist der Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK) Signalweg (Abb. 1.2, linker
Teil, rot/orange). In diesem werden Rezeptortyrosinkinasen, wie der epidermale
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR), von extrazellularen Liganden, wie dem epiderma-
len Wachstumsfaktor (EGF), stimuliert. Die Bindung von EGF an den EGFR aktiviert
die intrinsische Kinaseaktivitat auf der zytoplasmatischen Seite des Rezeptors. Dies
fuhrt zu einer Autophosphorylierung des EGFR, die von einer SH2 Domane innerhalb
eines GRB2-docking-Proteins erkannt und gebunden wird. GRB2 rekrutiert den GEF
Son of Sevenless (SOS). Dies fuhrt zur Aktivierung von SOS, welches das GDP-ge-
bundene und somit inaktive Ras durch Austausch von GDP zu GTP aktiviert [37]. Dies
resultiert in einer Konformationsanderungen innerhalb von Ras, sodass eine hochaf-
fine Interaktion mit Effektorproteinen, wie zum Beispiel Raf, ermdglicht wird. Das ak-
tive, GTP-gebundene Ras interagiert mit dem Effektorprotein Raf Uber eine der beiden
Ras binding domains (RBD) von Raf und aktiviert dieses [38]. Dadurch ist die Raf-
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Kinase in der Lage MEK1/2 zu phosphorylieren. Die Aktivierung von MEKSs flhrt wie-
derum zur Phosphorylierung von ERK1/2. Die phosphorylierte MAPK ERK1/2 kann
nun eine Vielzahl von downstream-Zielproteinen aktivieren oder Transkriptionsfakto-
ren beeinflussen, sodass Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Uberleben,
Apoptose und Migration beeinflusst werden kdnnen [4, 36]. Negative feedback-loops
innerhalb des Ras/Raf/MEK/ERK Signalwegs kontrollieren die Aktivitat und die Dauer
des aktiven Signalings. Aktives ERK ist in der Lage, SOS, Raf und MEK1 zu inhibieren
und wirkt damit regulierend auf die Menge an aktiviertem ERK. Weiterhin beeinflusst
ERK die Expression von Sprouty Proteinen, welche die Raf-vermittelte Aktivierung von
MEK und weiteren Phosphatasen inhibiert [39].

Neben der Aktivierung von MAPK kann GTP-gebundenes Ras auch den PI3K/Akt Sig-
nalweg stimulieren (Abb. 1.2, rechter Teil, blau), indem es direkt mit einer RBD-ahnli-
chen Domane innerhalb der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) interagiert [40]. Dartber
hinaus kénnen Hormone, Wachstumsfaktoren und Komponenten der extrazellularen
Matrix die Signaltransduktion Uber Rezeptortyrosinkinasen, G-Protein gekoppelte
Transmembranrezeptoren und Integrine aktivieren [41]. Nach Stimulation der Rezep-
toren wird die PI3K aktiviert, welche die Addition einer Phosphat-Gruppe an das 3'OH-
Ende eines Inositolrings innerhalb von PIP2 katalysiert, sodass PIP2 zu PIPs umge-
wandelt wird. PIP3 ist in der Lage, Akt und PDK1 in unmittelbare Nahe zur Plasma-
membran zur rekrutieren, sodass PDK1 Akt an Tyr308 phosphoryliert und aktiviert [41].
Uber PIP3 wird auch mTORC2 aktiviert. Dieser Komplex ist eine weitere Kinase fiir die
Phosphorylierung von Akt an Ser473. Im aktivierten Zustand kann Akt eine Vielzahl an
Substraten aktivieren, aber auch inhibieren, was sich letztlich auf Prozesse wie Prolife-
ration, Metabolismus, Migration und Uberleben auswirkt [42]. Auch im PI3K/Akt Sig-
nalweg sind negative feedback-loops vertreten. S6K phosphoryliert nach Aktivierung

beispielsweise Rictor, was die Akt Aktivitat reduziert [43].
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Abb. 1.2: Der Ras/Raf/MEK/ERK und der PI3K/Akt Signalweg. Uber membransténdige Rezeptoren,
wie den Rezeptortyrosinkinasen (RTK) oder den G-Protein-gekoppelten Transmembranrezeptoren
(GPCR), werden Adapterproteine aktiviert, die Ras bzw. Akt aktivieren. Auf der linken Seite ist der
Ras/Raf/MEK/ERK Signalweg dargestellt (orange/rot), in dem aktives, GTP-gebundenes Ras Uber eine
sukzessive Aktivierung von Raf, MEK und ERK diverse Prozesse wie Proliferation, Differenzierung,
Uberleben, Apoptose und Migration beeinflusst. Auf der rechten Seite ist schematisch der PI3K/Akt
Signalweg gezeigt, der Uber eine aktivierte PI3-Kinase die Umwandlung von PIP2 zu PIPs katalysiert.
Dies fiihrt zur weiteren Aktivierung von downstream-Effektoren, wie PDK1 und mTORC2, die Akt an
Tyr308 bzw. Ser473 phosphorylieren. Dadurch werden Akt Substrate beeinflusst, die Prozesse wie
Proliferation, Metabolismus, Migration und Uberleben regulieren (verandert nach [36, 41-43]) .

Die Signalkaskaden Uber Ras/Raf/MEK/ERK bzw. Gber PI3K/Akt sind keine unidirekti-
onalen Aktivierungskaskaden. Stattdessen konnte gezeigt werden, dass beide Signal-
wege untereinander kommunizieren und sich gegenseitig stimulieren, aber auch inhi-
bieren. Man spricht von pathway cross-talk und unterscheidet zwischen Cross-Inhibie-
rung, Cross-Aktivierung und Signalweg-Konvergenz. Zum Beispiel ist ERK nach Akti-
vierung in der Lage, das Protein GAB1 zu phosphorylieren und somit zu inhibieren,
welches fur die Rekrutierung von PI3K an die Plasmamembran essentiell ist [44]. Wei-
terhin konnte gezeigt werden, dass Akt nach IGF1 Stimulation die ERK-Aktivierung
negativ beeinflusst, indem Akt Raf an spezifischen inhibitorischen Stellen innerhalb
des N-Terminus von Raf phosphoryliert (Abb. 1.2) [45]. Allerdings kénnen beide Sig-
nalwege auch auf ein spezifisches Zielprotein den gleichen aktivierenden oder inhibie-
renden Einfluss haben. So wirken aktives ERK und Akt gleichermalen inhibitorisch
auf BAD-Proteine ein und sichern somit das Uberleben der Zelle, da BAD-Proteine die
Bindung zwischen Bax und Bcl-2/Bcl-xL unterbrechen und somit bei Existenz von BAD
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zur Apoptose fuhren [46]. Dies zeigt, dass die beiden Ras-vermittelten Signaltransduk-
tionskaskaden Ras/Raf/MEK/ERK und PI3K/Akt ein enges Netzwerk ausbilden, wel-
ches weitreichend ineinander verzweigt vorliegt und von der Aktivitat von Ras gesteu-

ert werden kann.

1.1.5 Ras-Signaling an Endomembranen

Neben der Ras-vermittelten Signaltransduktionskaskade an der Plasmamembran,
welche Uber extrazellulare Stimuli und entsprechende Rezeptoren aktiviert wird, wurde
die Ras-vermittelte Signaltransduktionskaskade auch ausgehend von Kompartimen-
ten des Endomembran-Systems nachgewiesen, die im Folgenden beschrieben wird.
Als Endomembran-System werden membranare Strukturen bezeichnet, die am intra-
zellularen Transport von Proteinen beteiligt sind. Zu diesen gehoren das ER, der Golgi,
Vesikel, die Plasmamembran und die nukledare Membran. Die einzelnen Komparti-
mente sind hierbei als dynamische Einheiten zu verstehen, die Membranabschnitte in
vesikulare oder tubulare Strukturen abschnuren und auch wieder aufnehmen kénnen.
Hierbei transportieren die vesikularen oder tubularen Strukturen eine Vielzahl von Pro-
teinen unter anderem auch Proteine der Rab-GTPasen, welche als wichtige Regula-
toren fur die spezifische raum-zeitliche Regulation des vesikularen Transportes gelten.
In Abhangigkeit davon, welche Rab-Proteine auf den vesikularen oder tubularen Struk-
turen vorhanden sind, entscheidet sich, welche Lokalisation die endosomale Struktur
besitzt. So finden sich an Membranen der Early-Endosomen unter anderem Rab5-
Proteine, an Late-Endosome Rab7-Proteine und an Recycling-Endosomen Rab11-
Proteine. Die Abschnurung der Endosome wird Uber Rab-Proteine initiiert und wird
uber Coating-Proteine, wie z.B. Clathrin realisiert. Im Zytoplasma findet das Uncoating
der Clathrin-Coated-Vesikel und der weitere Lebenszyklus als Early-Endosome statt.
Im Stadium des Early-Endosoms entscheidet sich, ob dieses in das Stadium des Late-
Endosoms oder des Recycling-Endosoms ubergeht. Dies ist abhangig davon, welche
Rab-Proteine sich auf den Early-Endosomen befinden. Es ist beschrieben, dass die
verschiedenen Status der Endosome auch unterschiedliche Lokalisationen innerhalb
der Zelle aufweisen. Abhangig von dieser Lokalisation entscheidet sich auch, welche
Signalwege Uber die endosomalen Strukturen beeinflusst werden kénnen [47].

An den zwei Kompartimenten ER und Golgi des Endomembran-Systems konnten fur

H-Ras und N-Ras Signaltransduktionen bereits bestatigt und auch gut charakterisiert
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werden [48, 49]. Fur K-Ras konnten Lu und seine Kollegen zeigen, dass eine Lokali-
sation an endosomalen Membranen, wie dem Late- und dem Early-Endosom, vorliegt.
Bezuglich der Fahigkeit von K-Ras Signaling ausgehend von diesen Kompartimenten
zu kaskadieren, existieren aktuell nur wenige Studien [22, 50]. Ein aktuelles Modell,
basierend auf Immunfluoreszenzstudien, beschreibt das K-Ras-Signaling an Early-
und Late-Endosomen. Es konnte gezeigt werden, dass der stimulierte EGF-Rezeptor
K-Ras an der Plasmamembran aktiviert. Es folgt eine Abschnurung der Plasmamemb-
ran mit den daran befindlichen EGFR- und K-Ras-Proteinen in einen Clathrin-coated-
Vesikel. Nach erfolgten Uncoating des Vesikels werden Effektor-Proteine von Ras, wie
zum Beispiel Raf, an den Early-Endosomen rekrutiert. Im anschlieRenden Stadium des
Late-Endosoms konnte gezeigt werden, dass K-Ras Raf1 aktiviert. Daruber hinaus
konnten die phosphorylierten MEK und ERK-Proteine an den Late-Endosomen nach-
gewiesen werden. Dies spricht daflr, dass eine vollstandig, Ras-vermittelte Signal-
transduktion Gber Raf1//MEK/ERK an den Late-Endosomen ablauft [50].

1.1.6 Ras-Nanocluster

In den vorangehenden Kapiteln wurde beschrieben, wie Ras posttranslational modifi-
ziert wird, zur Plasmamembran transportiert wird und welche Signaltransduktionen
durch ein aktives Ras-Protein an der Plasmamembran initiiert werden. In diesem Ka-
pitel soll beschrieben werden, wie Ras innerhalb der Plasmamembran organisiert vor-
liegt, welche Faktoren eine solche Organisation beeinflussen und welchen Effekt eine
Organisation von Ras innerhalb der Plasmamembran auf Signaltransduktionskaska-
den besitzt.

Studien der Arbeitsgruppe von John Hancock haben gezeigt, dass Ras-Proteine ent-
gegen vorherigen Annahmen nicht ausschlieflich als einzelne Proteine innerhalb der
Plasmamembran diffundieren, sondern in raumlichen Strukturen, bestehend aus etwa
5 — 6 Ras-Proteinen, organisiert sind, den sogenannten Ras-Nanoclustern [51]. Etwa
44 % der Ras-Proteine liegen in Ras-Nanoclustern mit einem Durchmesser von ca.
16 nm organisiert vor. Die einzelnen Nanocluster sind dynamische Strukturen mit einer
Lebensdauer von circa 0.1 — 1 Sekunde, was einen sehr schnellen Aufbau, aber auch
einen schnellen Zerfall ermdéglicht [52]. Es konnte gezeigt werden, dass die Ras-Pro-
teine abhangig von ihrer posttranslationalen Modifikation sowie ihrer elektrostatischen

Eigenschaften in bestimmte Regionen innerhalb der Plasmamembran lokalisiert vor-
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liegen, die eine fur die jeweilige Ras-Isoform individuelle Plasmamembranlipid-Kom-
position aufweisen. Beispielsweise liegt K-Ras.GTP ausschliel3lich in Phosphatidylse-
rin(PtdSer)- und Phosphatidsaure(PA)-reichen Nanoclustern vor. Interessanterweise
sind eine PtdSer- und eine PA-Bindestelle auch in Raf-Proteinen detektiert worden,
was eine unmittelbare raumliche Nahe von aktivem K-Ras.GTP und Raf im Nanoclus-
ter ermdglicht [53]. Weiterhin sind Ras-Proteine nach Isoformen, sowie abhangig vom
gebundenen Guaninnukleotid in einzelne, raumlich voneinander getrennten und somit
nicht-Uberlappenden Nanoclustern sortiert [54]. Durch diese raumliche und zeitliche
Organisation von Ras-Proteinen und ihren downstream-Effektoren wird ein effizientes
und sehr schnelles Signaling ermoglicht, was sich zum Beispiel auch in der Nachweis-
barkeit von phosphoryliertem ERK innerhalb von Minuten nach Stimulation der Zellen
mit einem Wachstumsfaktor widerspiegelt [55].

Die Stabilitat von Ras-Nanoclustern wird neben dem Aktinzytoskelett [51] Uber weitere
sogenannte Gerustproteine erhalten. Solche Gerustproteine kdnnen zum Beispiel Nu-
cleolin, Nucleophosmin oder aber Galektine sein, wie Galektin-1 (Gal-1) und Ga-
lektin-3 (Gal-3) [56]. In Bezug auf Ras-Nanocluster konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von Gal-1 in einer Akkumulation von H-Ras.GTP-Nanoclustern resul-
tiert. In reziproker Art flhrt eine Aktivierung von H-Ras zu einer Rekrutierung von Gal-1
in H-Ras.GTP-Nanoclustern [57, 58]. Weiterhin haben Experimente von Shalom-Feu-
erstein gezeigt, dass K-Ras.GTP-Nanoclustern uber Gal-3 stabilisiert wird. Auch hier
konnte durch Uberexpression bzw. durch knockdown von Gal-3 eine Akkumulation
bzw. eine Reduktion von K-Ras.GTP-Nanoclustern erwirkt werden [59, 60]. Zusam-
menfassend stellt das Zusammenspiel aus Galektinen, dem Aktinzytoskelett, der Kom-
position der Lipide in der Plasmamembran und weiteren stabilisierenden Gerustprote-
inen die Grundlage fur eine rdumliche und zeitliche Verteilung von Ras-Proteinen an

der Plasmamembran wahrend der Signaltransduktion dar.

1.2 Galektine

Galektine sind kleine, I6sliche Proteine, die spezifisch mit f-Galaktosid-haltigen Prote-
ine Uber eine carbohydrat-bindende Doméane (CRD) interagieren konnen. Dies kdnnen
intrazellulare Proteine sein, die am Golgi sowie am ER Uber eine N- oder O-Glykosy-
lierung an spezifischen Aminosauren, zumeist an Asparaginen (N-Glykosylierung) o-
der Serinen/Threoninen (O-Glykosylierung), glykosyliert wurden [61]. Weitaus detail-

lierter untersucht ist die extrazellulare Funktion von Galektinen. Extrazellular lokalisiert
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kénnen Galektine Glykokonjugate auf der Zelloberflache miteinander verbinden, so-
dass dies eine Transmembran-Signaltransduktionskaskade auslésen kann [62]. Auf-
grund dieser beschriebenen Funktionalitat sind Galektine an Prozessen wie Zellmig-
ration, Autophagie, Signaltransduktion, Entzindungsreaktionen, Metastasierung und
Angiogenese beteiligt und zeichnen sich auch durch die Interaktionsfahigkeit mit diver-
sen weiteren Proteinen uber Protein-Protein Interaktion aus [62, 63].

Die Familie der Galektine besteht aus aktuell 15 identifizierten Mitgliedern, welche ent-
weder eine oder zwei CRDs besitzen und in prototypische
(Gal-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 und -15), chimare (Gal-3) und tandem-repeat Ga-
lektine (Gal-4, -6, -8, -9 und -12) klassifiziert werden. Prototypische Galektine verfigen
strukturell Gber eine CRD, kdnnen sich aber zu Homodimeren zusammenlagern. Das
chimare Gal-3 besitzt nach der CRD eine kurze Polypeptidkette, welche reich an Pro-
linen, Glycinen und Tyrosinen ist und Uber die es sich zu oligomeren Strukturen ver-
binden kann. Tandem-repeat Galektine zeichnen sich durch zwei CRDs aus, welche
uber eine Peptidsequenz miteinander verbunden sind (hinge-Region), die eine Lange
von funf bis mehr als 50 Aminosauren aufweisen kann. Die CRDs aller Galektine be-
stehen strukturell aus einer B-Sandwich- bzw. Jelly-Roll-Konfiguration, die aus funf-
und sechs-strangigen antiparallelen B-Faltblattern aufgebaut ist. Uber Wasserstoffbrii-
ckenbindungen, elektrostatische Interaktionen und Uber van-der-Waals-Krafte sind
Galektine in der Lage, mit Glykanen zu interagieren. Jedes Galektin besitzt hierbei
eine Praferenz gegenlber eines bestimmten Glykans. Tandem-repeat Galektine, wie
Gal-8, sind in der Lage, Uber ihre N-terminale CRD a2-3-sialylierte Glykane und Uber
die C-terminale CRD GalB1,4GlcNAc (LacNAc) zu binden, kdnnen also zwei unter-
schiedliche Glykane direkt miteinander verknupfen.

Galektine sind im Nukleus, im Zytoplasma, an Endomembranen und in der extrazellu-
laren Matrix lokalisiert und besitzen keine klassische Signalsequenz flr eine Lokalisa-
tion am ER, welches ein Startpunkt flr einen klassischen sekretorischen Signalweg
darstellt. Stattdessen werden sie Uber nicht-klassische Mechanismen exozytiert [64,
65]. Fur Gal-1 konnte ein Prozess namens Ectozytose fur die Sekretion ausgemacht
werden. Ectozytose beschreibt einen Prozess, bei dem Vesikel an der auf3eren Seite
der Plasmamembran als Ectosome abgeschniirt werden und die im Vesikel befindli-
chen Galektine freisetzen [66]. Vollstandig verstanden ist die nicht-klassische Sekre-

tion von Galektinen aber weiterhin nicht.
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Galektine werden in nahezu allen Geweben und Zellen exprimiert, unterscheiden sich
allerdings gewebespezifisch im Muster der Expression. In der hier vorliegenden Arbeit
wurden Gal-1, -3 und -8 analysiert. In unserer Arbeitsgruppe wurden in neun der ana-
lysierten Pankreaskrebszelllinien nahezu ubiquitar Gal-1, -3 und -8 nachgewiesen, wo-
bei die Starke der Expression schwankte. Lediglich PaTu8988s wies keine Gal-1 Ex-
pression auf. In den 11 analysierten Lungenkarzinomzelllinien zeigte sich hingegen ein
sehr heterogenes Expressionsmuster, in dem keinerlei Korrelationen festzustellen sind
(Tab. 1) [67, 68].

Uberexpressionen bzw. eine verringerte Expression diverser Galektine wird mit malig-
nen Tumoren in Verbindung gebracht, sodass Galektine in der aktuellen Forschung
einerseits als prognostische Marker, andererseits als Ziele fur diverse Therapiean-

satze genutzt werden [62, 63, 69].

Tab. 1: Ubersicht der Expression von Galektin-1, -3 und -8 in Pankreas- und Lungenkarzinom-
zelllinien (Daten basieren auf [67, 68]; publiziert in: [70])

Pankreaskarzinomzelllinien Lungenkarzinomzelllinien
Zelllinie Gal-1 | Gal-3 | Gal-8 | Zelllinie Gal-1 | Gal-3 | Gal-8
PANC-1 + + + HTB-55 + + +
AsPC-1 + + + H-2122 - + +
MiaPaCa-2 + + + H-23 + - +
BxPC-3 + + + A427 + - +
Capan-1 + + + Colo699 + + +
Capan-2 + + + H1688 - - +
PaTu8902 + + + SCLC-21H + + +
PaTu8988t + + + HCC44 + + +
PaTu8988s - + + A549 + - +

H358 + + +
H1299 + + -

1.2.1 Galektin-8
Galektin-8 (Gal-8) gehdrt zu den tandem-repeat Galektinen und verfugt Gber eine N-
terminale, sowie eine C-terminale CRD (N-CRD und C-CRD), welche uber eine hinge-

Region miteinander verbunden vorliegen (Abb. 1.3) [71]. Identifiziert wurde das
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LGALS8-Gen als prostate carcinoma tumor antigen-1 (PCTA-1), da es in grol3en Men-
gen in humanen und invasiven Prostatakarzinomen nachgewiesen werden konnte
[72].

Das LGALS8-Gen kann aufgrund von alternativen Spleil3prozessen mindestens 10 un-
terschiedliche Transkripte generieren. Die zwei auf Protein-Ebene bislang nachgewie-
senen Isoformen sind als Gal-8 short (Gal-8s) und Gal-8 long (Gal-8l) definiert und
verfugen uber eine Grolde von 35.8 und 40.4 kDa [68]. Diese unterscheiden sich in-
nerhalb der hinge-Region durch ein alternatives Exon 11, welches nur im Gal-8I-Tran-
skript vorhanden ist.

Abhangig von der extrazellularen Mikroumgebung kann Gal-8 die Zelladhasion beein-
flussen. Es wird vermutet, dass Gal-8 an der Aggregation von B1-Integrin-Untereinhei-
ten beteiligt ist und somit an der Focal adhesion kinase (FAK)-Signaltransduktion be-
teiligt sein kann, wenn es extrazellular lokalisiert vorliegt [73]. Weiterhin konnte die
Aktivitat von Gal-8 direkt mit migratorischen und metastasierenden Prozessen in Ver-

bindung gebracht werden [69, 73].

Galectin-8

Abb. 1.3: Struktureller Aufbau von Gal-8 (PDB: 3VKL). Die N-terminale CRD (rot) ist (iber eine hinge-
Region (blau) mit der C-terminalen CRD (griin) verbunden. Die Lange der hinge-Region ist nicht maf-
stabsgetreu, da in Kristallstrukturen die hinge Region nicht ausreichend stabilisiert werden kann [71].
Die Abbildung wurde unter Verwendung von UCSF Chimera 1.13.1rc auf Basis der PDB-Struktur 3VKL
erstellt [71, 74].

Intrazellular sind bislang nur wenige Funktionen von Gal-8 bekannt. Kirzlich erschie-
nene Publikationen verweisen auf eine Beteiligung von Gal-8 bei der Detektion von
Beschadigungen an Lysosomen in HEK293T- und HeLa-Zellen. Gal-8 reprimiert dabei
die mTOR-Aktivitat Uber einen Komplex der von Jia und ihren Kollegen als GALTOR-
Komplex bezeichnet wird. Uber diesen wird die Autophagie des beschadigten Lyso-
soms eingeleitet [75]. Weiterhin ist Gal-8 an der antibakteriellen Autophagie beteiligt,
indem es NDP52 rekrutiert. Die Versuche von Thurston konnten zeigen, dass Gal-8
innerhalb von einer Stunde nach einer bakteriellen Infektion von Salmonella typhimu-

rium in HeLa-Zellen akkumuliert. Durch diese Akkumulation wird die Rekrutierung von
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NDP52 eingeleitet. NDP52 ist ein Effektor-Protein der Galektin-8-vermittelten Erken-
nung von Membran-Beschadigungen der Zelle, welche durch ein Eindringen von in-
fektiosen Pathogenen verursacht wird, sodass im Folgenden die Proliferation des in-
fektiosen Pathogens durch NDP52 verhindert wird [76]. Auf Grundlage dessen wird
angenommen, dass Gal-8 intrazellular ein versatiler Rezeptor fur Vesikel-schadigen-
den Pathogene ist [75, 76].

In unserer Arbeitsgruppe konnte Monika Unger erstmalig Gal-8 als bisher unbekannten
Isoform-spezifischen Ras-Interaktionspartner identifizieren [77]. Die Arbeit von
Andreea Porr konnte die Interaktion zwischen beiden Proteinen reproduzieren und
zeigten weiterhin, dass Gal-8 sowohl in der zytosolischen als auch in der membrana-
ren Fraktion nach einer Praparation von partikularen und Iéslichen Proteinen vorliegt
[68]. Sarah-Jane Barnard wies in ihrer Arbeit nach, dass Gal-8 mit Ras unabhangig
von dessen Aktivierungszustand interagiert. Darluber hinaus konnte sie zeigen, dass
ein Fehlen der posttranslationalen Farnesylierung von Ras dazu fuhrt, dass Gal-8 nicht
mehr im Komplex mit K-Ras ko-prazipitiert werden konnte. Aus dieser Erkenntnis re-
sultierten in silico Analysen, die hydrophobe Bindungstaschen flr die Farnesylgruppe
des K-Ras identifizierten [67]. Auf Ebene der Ras-abhangigen Signaltransduktions-
wege Raf/MEK/ERK und PI3K-Akt konnte Frau Barnard zeigen, dass eine Inhibition
der Expression von Gal-8 Uber spezifische siRNA zu einer gesteigerten Phosphorylie-
rung von Akt2 und ERK1/2 fuhrt. Weiterhin liegt nach einem knockdown von Gal-8
auch die Migration von PANC-1-Zellen reduziert vor. Diese Ergebnisse zeigen, dass
Gal-8 eine wichtige Rolle flr intrazellulare Signaltransduktionskaskaden besitzt, die
vermutlich aus der Interaktion mit K-Ras resultiert und sich in einer erhdhten Phospho-
rylierung von Akt2 und ERK1/2 auldert sowie physiologische Prozesse, wie zum Bei-

spiel die Migration, beeinflusst.

1.2.2 Galektin-1 und Galektin-3

Im Gegensatz zu Gal-8 sind die Funktionen von Gal-1 und Gal-3 bereits recht gut cha-
rakterisiert. Gal-3 konnte im Zytoplasma, im Nukleus, an endosomalen Kompartimen-
ten, in Mitochondrien und an der Plasmamembran lokalisiert werden, wahrend Gal-1
bislang nur im Zytoplasma, an der Plasmamembran und im Nukleus identifiziert wurde.
Beide Galektine wurden als Modulatoren diverser Prozesse, wie zum Beispiel der Zel-
ladhasion, Migration, Zelltransformation, Apoptose, Angiogenese, Tumorwachstum,

Invasion und Metastasierung charakterisiert [62, 63, 78].
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1.2.3 Interaktion von Galektinen mit Ras-Proteinen

Wie bereits in Kapitel 1.1.6 beschrieben, wurde Gal-1 auf Basis der Arbeit von Rotblat
und seinen Kollegen als neuer Interaktionspartner von Ras-Proteinen identifiziert, wel-
ches uber eine farnesyl-bindende Tasche verfugt. Computer-gestitzte Modelle sugge-
rieren, dass die Farnesylgruppe von Ras-Proteinen in die farnesyl-bindende Tasche
von Gal-1 inkorporieren kdnnte, sodass eine Protein-Protein-Interaktion ermdglicht ist
[27]. Diese Experimente bildeten die Grundlage, auch weitere Galektine auf ihre Fa-
higkeit zur Interaktion mit Ras-Proteinen zu analysieren. Asherey und seine Mitarbeiter
haben einen ahnliche hydrophobe und somit potentiell farnesyl-bindende Tasche in-
nerhalb der CRD von Gal-3 identifiziert [79]. Obwohl Kristallstrukturanalysen eines
Komplexes aus Galektinen und Ras bislang noch nicht vorliegen, konnten die Interak-
tionen mittels Immunprazipitationsanalysen belegt werden [59, 67, 80-82]. Eine di-
rekte Interaktion Uber eine Inkorporation der Farnesylgruppe von Ras in die hydro-
phobe Bindungstasche von Gal-1, wie sie Rotblat vermutete, scheint den Ergebnissen
von aktuellen Studien von Blazevit$ und Kollegen nach nicht vorzuliegen [27, 83]. Die
Ergebnisse der Studie von BlaZevits zeigen, dass aktives H-Ras an der Plasmamem-
bran von Ras-Effektorproteinen gebunden wird. Statt der direkten Interaktion von Gal-1
mit aktivem H-Ras, vermutet BlazevitS, dass Gal-1-Homodimere tUber die RBD mit
Ras-Effektorproteinen interagieren und somit in indirekter Art die Stabilitat der H-Ras-
Nanocluster beeinflusst [83]. Dies lasst vermuten, dass eine indirekte Interaktion zwi-
schen Galektinen und Ras-Proteinen moglich ist. Dennoch ist eine direkte Interaktion
zwischen Galektinen und Ras-Proteinen weiterhin denkbar, da diverse Eigenschaften
der Ras-Proteine (Farnesylierung und Palmitoylierung) dafur sprechen, dass eine di-
rekte Interaktion mit der farnesyl-bindenden Tasche von Galektinen ermdglicht wird.
Dies konnte vor allem in Hinsicht auf eine Chaperon-ahnliche Funktion der Galektine
madglich sein, welche vergleichbar mit PDE66 oder RhoGDls ist. Die Tatsache, dass
Galektine an der Nanocluster Formierung beteiligt sind und das Signaling von Ras-
Proteinen beeinflussen [58, 60], wird aktuell fur die Entwicklung von Therapeutika ver-
wendet. Kombinationstherapien aus Gal-1 und Gal-3 Inhibitoren (OTX008 bzw. GSC-
100, modified citrus pectin) gepaart mit mTORC1 Inhibierung unter Verwendung von
Rapamycin scheinen vielversprechende Ansatzpunkte fur klinische Studien in Bezug

auf die Therapie von Ras-induzierten Tumoren zu sein [84-87].
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

In unserer Arbeitsgruppe wurde Gal-8 als Interaktionspartner von K-Ras identifiziert,
sowie grundlegende Studien zur Charakterisierung der Spezifitat der Interaktion durch-
gefuhrt.

Die Aufklarung der Interaktionsdomane beider Proteine ist bereits von Frau Dr. Sarah-
Jane Barnard begonnen worden und wurde nun in der hier vorliegenden Arbeit weiter
fortgesetzt [67]. Gal-8 gehort zu den tandem-repeat Galektinen und besitzt eine N-
terminale und eine C-terminale CRD. Durch vergleichende Strukturanalysen der CRDs
von Gal-1, Gal-3 und Gal-8 konnten Ahnlichkeiten in der raumlichen Orientierung der
Aminosauren identifiziert werden, welche fur die Ausbildung einer hydrophoben Bin-
dungstasche notwendig sind (Kooperation: Prof. Dr. Katja Becker; Strukturmodelling:
Dr. Karin Fritz-Wolf).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktionsdomane zwischen Gal-8 und
K-Ras spezifisch zu charakterisieren. Durch einen schrittweisen Austausch von posi-
tiv-geladenen Aminosauren unmittelbar angrenzend am posttranslational modifizierten
Cystein Uber in vitro Mutagenese wurden Ras-Mutanten erzeugt, die Uber in vitro-In-
teraktionsassays auf die Fahigkeit zur Interaktion mit Gal-8 gepruft wurden. Weiterhin
wurden Gal-8-Mutanten erzeugt, die ebenfalls in in vitro-Interaktionsassays eingesetzt
wurden.

Versuche von Monika Unger und Sarah-Jane Barnard zeigen, dass Gal-8 einen Ein-
fluss auf Ras-vermittelte Signaltransduktionskaskaden, wie den Ras/Raf/MEK/ERK-
sowie den PI3K/Akt-Signalwegs besitzt. Daher wurde Uber eine spezifische siRNA-
vermittelte Inhibition von Gal-8 in einer humanen Adenokarzinomzelllinie des exokri-
nen Pankreas (PANC-1) sowie in einer epitheloiden Adenokarzinomzelllinie der Lunge
(Colo699) analysiert, welchen Effekt ein knockdown von Gal-8 auf die Phosphorylie-
rung von wichtigen Signaltransduktionsproteinen der beiden genannten Signalwege
sowie auf physiologische Prozesse, wie Migration und Proliferation hat.

Da eine Ko-Prazipitation von K-Ras und Gal-8 in Arbeiten unserer Gruppe bereits ge-
zeigt wurden und auch eine Ko-Lokalisation nach Praparation von partikularen und
|6slichen Proteinen nachgewiesen wurde, wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der
Immunfluoreszenz-Methode die Lokalisation von Gal-8 und K-Ras in PANC-1-Zellen

charakterisiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Tab. 2: Verwendete Chemikalien.

Produkt

Hersteller

2 % Bisacrylamid (Rotiphorese® Gel B)

Roth, Karlsruhe

30 % Acrylamid (Rotiphorese® Gel A)

Roth, Karlsruhe

BCA Protein Assay Reagent A (Pierce)

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold

Bovine Serum Albumin, Fraction V (BSA)

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund

Fetal Bovine Serum (FBS)

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund

LB Agar Kapseln Q-Biogene, Heidelberg
Membrane Blocking Agent GE Healthcare, Frankfurt am Main
Milchpulver Roth, Karlsruhe

SuperSignal® West Pico Chemilumines-
cent Substrate

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold

Alle verwendeten und hier nicht aufgefuhrten Chemikalien wurden in analysenreiner

Qualitat von den Firmen Applichem (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich

(Taufkirchen), Serva (Heidelberg) oder Merck Millipore (Darmstadt) bezogen.

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tab. 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Produkt Hersteller Bestellnummer
Amersham Protran GE Healthcare, #106000002
0.45 pm Nitrocellulose Frankfurt am Main
Deckglaser Menzel Glaser, Braun- #9.161 061
(9@ 15 mm und 20 x 20 mm) | schweig #9.161 020
Microlance 20G Nr.1 Becton Dickinson, Frankfurt | #301300

am Main
Microlance 25G Nr.18 Becton Dickinson, Frankfurt | #300400
am Main
Millex-GS Sterilfilter Merck Millipore, Darmstadt | #SLGS033SB
(0.22 ym)
Objekttrager (76 x 26 mm) | Brand GmbH, Wertheim #4747 02
PCR Tubes (0.2 ml) Biozym, #711000
Hessisch-Oldendorf
TC-Platten fur Migrations- | Greiner Bio-One, #657160
und Proliferationsassays Frickenhausen #665180
assays (6-well und 12 well)
Whatman® Chromatog- GE Healthcare, Frankfurt #3030-931
raphy Paper am Main




Material und Methoden 19

Produkt | Hersteller |  Bestellnummer
Zellkulturschalen Sarstedt, Nurnbrecht #83.3920.005,
(6-well, 12-well, 60 mm und #83.3921, #83.3901
10 cm) #83.3902

Alle hier nicht aufgefiihrten Materialien wurden in Standard-Qualitat vom aktuellen Lie-

feranten bezogen.

2.1.3 Reagenzien, Marker, Enzyme und molekularbiologische Kits

Tab. 4: Verwendete Reagenzien, Marker, Enzyme und molekularbiologische Kits.

Komponente Hersteller Bestellnummer
1 kb DNA ladder New England Biolabs, #N3232L
Frankfurt am Main
100 bp DNA ladder New England Biolabs, #N3231L
Frankfurt am Main
Alkaline Phosphatase, New England Biolabs, #M0290S
Calf Intestinal (CIP) Frankfurt am Main

CloneJET PCR Cloning Kit | Thermo Fisher Scientific, | #K1231
Langenselbold

Deoxyribonucleotides Sigma-Aldrich, Taufkir- #D7295
(dNTPs) chen
DNA-midi™ GT Plasmid iNtRON Biotechnology, #17254

DNA Extraction Kit (Gravity) | Seongnam, KOR
DNA-spin™ Plasmid DNA iNtRON Biotechnology, #17096
Purification Kit Seongnam, KOR
NucleoBond® Finalizer Macherey-Nagel, Duren #740519.20
NucleoSpin® Gel and PCR Macherey-Nagel, Diren | #740609.50
Clean-Up Kit

PageRuler™ Prestained Thermo Fisher Scientific, | #26616
Protein Ladder Langenselbold

ProEasy Baculovirus DNA LuBioScience, Zirich #A10S
ProGreen Baculovirus DNA | LuBioScience, Zurich #A1

Q5 Hot Start High-Fidelity New England Biolabs, #M0493S
Polymerase Frankfurt am Main

QuikChange Il XL Site- Agilent Technologies, #200521
Directed Mutagenesis Kit Frankfurt am Main
Restriktionsenzyme und New England Biolabs, diverse
Puffer Frankfurt am Main

RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, Hilden #74136
T4 DNA Ligase und Puffer New England Biolabs, #M0202

Frankfurt am Main
ZeroBlunt™ PCR Cloning Thermo Fisher Scientific, | #K270020
Kit Langenselbold
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2.1.4 Geriate

Tab. 5: Verwendete Gerite.

Gerat

Hersteller

ELx800 Absorbance microplate reader

Biotek, Bad Friedrichshall

Fusion SL4-3500.WL, Chemilumines-
cence Imaging System

Vilber Lourmat, Eberhardzell

Leica DMi8 S Mikroskop

Leica, Wetzlar

LICOR Odyssey® CLx

LI-COR Inc., Lincoln, USA

LICOR Odyssey® Sa Infrared Imaging
System

LI-COR Inc., Lincoln, USA

Nanodrop 1000 Spektrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold

Olympus 1X81, Fluoreszenzmikroskop

Olympus, Hamburg

Optima™ MAX-E

Beckman-Coulter, Krefeld

SensoQuest labcycler (PCR)

SensoQuest, Goéttingen

UV-Transilluminator GeneFlash

2.1.5 Software

Tab. 6: Verwendete Software.

Software/Version

Syngene Bio Imaging, Cambridge, UK

Hersteller

cellSens Dimension 1.6

LEAD Technologies, Charlotte, USA

Citavi (Version 6.3.0)

Swiss Academic Software GmbH,
Wadenswil, Schweiz

Fusion (Version 15.18)

Vilber Lourmat, Eberhardzell

Gen5 (Version 2.00)

Biotek, Bad Friedrichshall

GraphPad Prism5

GraphPad Software, La Jolla, CA, USA

Image Studio (Version 5.2)

LI-COR Inc., Lincoln, USA

Fiji/lmaged (Version 1.52i)

National Institute of Health, USA, [88,
89]

Inkscape (Version 0.48.5)

Free Software Foundation, Boston, USA

LAS X 3.6.20104.0

Leica, Wetzlar

Microsoft® Excel 2016

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft® PowerPoint 2016

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft® Word 2016

Microsoft Corporation, Redmond, USA

NanoDrop 1000 (Version 3.8.1)

PeglLab, Erlangen

SnapGene (Version 4.2.11)

GSL Biotech LLC, IL, USA

UCSF Chimera 1.13.1rc

UCSF Resource for Biocomputing, [74]
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2.1.6 Plasmide

Plasmidkarten der wichtigsten hier aufgeflihrten Plasmide finden sich im Anhang (Kap.

8.1).

Tab. 7: Verwendete Plasmide. Kommerziell erworbene, sowie in friiheren Arbeiten erzeugte Plasmide

sind entsprechend markiert.

Plasmid

Erzeugt von / Hersteller /
aus dem Labor von

pCGN/HA-C-CRD

Meinohl (2015), [90]

pCGN/HA-C-CRD-hinge

im Rahmen dieser Arbeit

pCGN/HA-N-CRD

Meinohl (2015), [90]

pCGN/HA-N-CRD-hinge

im Rahmen dieser Arbeit

pEGFP-C1/Cdc4?2

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pEGFP-C1/Rac1

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pEGFP-C1/Rac1b

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pEGFP-C1/RhoC

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pEGFP-C2/RhoA

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pEGFP-C3

Clonetech, Saint-Germain-en-Laye,
FRA

pEGFP-C3/HA-K-Ras wt

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V)

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V,K185P)

im Rahmen dieser Arbeit

pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V,S183K)

im Rahmen dieser Arbeit

pEGFP-C3/K-Ras(G12V)

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,C185S)

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K182S)

im Rahmen dieser Arbeit

pEGFP-C3/
K-Ras(G12V,K182S,K184P)

im Rahmen dieser Arbeit

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K184P)

im Rahmen dieser Arbeit

pEGFP-C3/
K-Ras(G12V,KKKKKK175-180DGTQGC)

im Rahmen dieser Arbeit

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,KKKKKK175-
180DGTQGC,K182S,K184P)

im Rahmen dieser Arbeit

pEGFP-C3/
K-Ras(G12V,KKKKKK175-180ESGPGC)

im Rahmen dieser Arbeit

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,KKKKKK175-
180ESGPGC,K182S,K184P)

im Rahmen dieser Arbeit

pEGFP-C3/K-Ras(S17N)

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V)

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pEGFP-C3/
HA-N-Ras(G12V,G183K,P185K)

im Rahmen dieser Arbeit

pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V,P185K)

im Rahmen dieser Arbeit

pET15b/EGFP-K-Ras(G12V)

im Rahmen dieser Arbeit

pSNAPf/Galectin-8 long

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pVL1393/HA-Galectin-8 long

Prof. Dr. Klaudia Giehl

pVL1393/His-Galectin-8 long

im Rahmen dieser Arbeit

pVL1393/His-K-Ras(G12V)

im Rahmen dieser Arbeit
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2.1.7 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma biomers.net

GmbH (Ulm) erzeugt und in einer Konzentration von 100 uM in Aqua ad iniectabilia als

Stammldsung vor der weiteren Verwendung angesetzt. Fur die Verwendung in PCRs

o. A. wurde die Stammlésung 1:10 in Aqua ad iniectabilia verdinnt (= 10 uM).

Tab. 8: Primer, die in dieser Arbeit fiir in vitro Mutagenese verwendet wurden.

Primer Sequenz
K-Ras 5 Primer
(G1 2V K18 4P) 5'-GAAGTCAAAGACACCATGTGTAATTATGTAAGGATCCACCGGATCTAG-3
’ 3’ Primer
5-TCAGATCCGGTGGATCCTTACATAATTACACATGGTGTCTTTGACTTC-3’
K-Ras 5’ Primer
(G1 2V K182 S) 5'-GAAAAAGAAGTCAAGCACAAAGTGTGTAATTATGTAAGGATCCACCGG-3
’ 3’ Primer
5'-CCGGTGGAACCTTACATAATTACACACTTTGTGCTTGACTTCTTTTTC-3"
K-Ras 5' Primer
(G1 2VV.K182S 5'-GAAAAAGAAGTCAAGCACACCATGTGTAATTATGTAAGGATCCACCGGATCTAGATAACTG-3'
’ ’ 3’ Primer
K1 84P) 5-CAGTTATCTAGATCCGGTGGATCCTTACATAATTACACATGGTGTGCTTGACTTCTTTTTC-3'
H-Ras 5' Primer
(G12V,K185P) 5'-CCCGGCTGCATGAGCTGCCCATGTGTGCTCTCC-3
’ 3’ Primer
5'-GGAGAGCACACATGGGCAGCTCATGCAGCCGGG-3
H-Ras 5' Primer
(G12V,3183K) 5'-CCCGGCTGCATGAAGTGCAAGTGTGTGCTCTCC-3’
’ 3’ Primer
5'-GGAGAGCACACACTTGCACTTCATGCAGCCGGG-3
N-Ras 5‘ Primer
(G12V,G183K 5-GGGACTCAGGGTTGTATGAAGTTGAAGTGTGTGGTGATGTAAGGATCCACCGG-3’
) ’ 3’ Primer
P185K) 5-CCGGTGGATCCTTACATCACCACACACTTCAACTTCATACAACCCAGAGTCCC-3
N-Ras 5' Primer
(G1 2V P18 5K) 5-GACTCAGGGTTGTATGGGATTGAAGTGTGTGGTGATGTAAGGATC-3

3’ Primer
5-GATCCTTACATCACCACACACTTCAATCCCATACAACCCAGAGTC-3

N-CRD(ABamHI)

5 Primer
5-CACCATTCCTGATCAGCTCGATCCTGGAACTTTGATTG-3'
3’Primer
5-CAATCAAAGTTCCAGGATCGAGCTGATCAGGAATGGTG-3'

Tab. 9: Primer, die in dieser Arbeit fiir PCR verwendet wurden.

Primer Sequenz
K-Ras(G12V)PL-H | 5 Primer
5-GGGCTGCAGCATATGACTGAATATAAAC-3
3’ Primer

5-CCCCCCGGATCCTTACATAATTACACACTTTGTCTTTGAGCAGCCGGGGCCACTCTCACCA-
TCTT
TGC-3

K-Ras(G12V)PL-N

5' Primer

5-GGGCTGCAGCATATGACTGAATATAAAC-3’

3’ Primer
5-CCCCCCGGATCCTTACATAATTACACACTTTGTCTTTGAACAACCCTGAGTCCCATCACCA-
TCTT

TGC-3

K-Ras
(G12V,K182S,
K184P)PL-H

5' Primer

5-GGGCTGCAGCATATGACTGAATATAAAC-3’

3’ Primer
5'-CCCCCCGGATCCTTACATAATTACACATGGTGTGCTTGAGCAGCCGGGGCCACTCTCAC-
CATCTT

TGC-3
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Primer Sequenz
K-Ras 5' Primer
(G1 2V K182S 5'-GGGCTGCAGCATATGACTGAATATAAAC-3’
| ’ 3’ Primer
K1 84P)PL_N 5-CCCCCCGGATCCTTACATAATTACACATGGTGTGCTTGAACAACCCTGAGTCCCATCACCA-

TCTTTGC-3

His-K-Ras(G12V)

5 Primer
5'-CCCATCGAATTCCTGCAGATGCATCACCATCACCATCACCATCACGCCCATATGACTGAATA-
TAAACTTG-3-3’

3’ Primer

5'-GGGGGATCCTTACATAATTACACACTTTGT-3’

HA-N-CRD

5 Primer

5-GGGGGATCCATGATGTTGTCCTTAAACAACCTACAGAAT-3'

3’ Primer
5'-GGGGATCCGCGGCCGCCTACGAGCTGAAGCTAAAACCAATTGAGTG-3

HA-C-CRD

5 Primer
5'-GGGAATTCCGGATCCATGAGGCTGCCATTCGCTGCAAGGTTG-3'
3’ Primer

5'-GGGGATCCCTACCAGCTCCTTACTTCCAGTAAGTG-3'

HA-N-CRD-hinge

5’ Primer
5-GGGGGATCCATGATGTTGTCCTTAAACAACCTACAGAAT-3'

3’ Primer
5'-CCCGCGGCCGCCTACTTTGACACATAGTTCATAGGTGGTAT-3

HA-C-CRD-hinge

5’ Primer
5-GGGGGATCCATGGACTTACAAAGTACCCAAGCATCT-3’

3’ Primer
5-CCCGCGGCCGCCTACCAGCTCCTTACTTCCAGTAAGTGGAT-3

2.1.8 siRNA
Tab. 10: Ubersicht iiber die verwendeten siRNAs.
siRNA Hersteller Bestellnummer
ON-TARGETplus Horizon Discovery, L-010607-00-0005

LGALSS8 siRNA SMARTpool | Cambridge UK

ON-TARGETplus
Non-targeting pool

Horizon Discovery, D-001810-10-05
Cambridge UK

2.1.9 Prokaryotische und eukaryotische Zellen

2.1.9.1 Escherichia coli Stamme

Tab. 11: Ubersicht iiber die verwendeten E. coli Stimme

E. coli Stamm | Hersteller

OneShot® TOP10F ‘Compentent Cells | Thermo Fisher Scientific
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2.1.9.2 Liste der verwendeten eukaryotischen Zelllinien
Tab. 12: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten eukaryotischen Zelllinien.
ATCC-Nr./
Zelllinie Beschreibung
DMSZ-Nr.
HEK293 Humane embryonale Nierenzelllinie, welche den | CRL-1573
linken Arm des viralen Genoms des Adenovirus
Typ 5 permanent auf Chromosom 19 inkorporiert
hat, wodurch eine Immortalisierung der Zellen
ermaoglicht wurde [91].
PANC-1 Zelllinie des humanen Adenokarzinoms des | CRL-1469
exokrinen Pankreas mit epithelialem Charakter
[92], die Uber ein konstitutiv aktives K-Ras-Pro-
tein aufgrund einer monoallelischen Punktmuta-
tion im Kodon 12 (Glyzin - Asparaginsaure) des
K-ras-Gens verfugen [93].
PANC-1/ PANC-1-Zellen, die stabil mit pEGFP-C3/K- | Prof. Dr.
EGFP-K-Ras | Ras4B(G12V) transfiziert wurden und ein Fusi- | Klaudia Giehl,
(G12V) onsprotein aus EGFP und K-Ras produzieren. | [6]
Klon 4.1 K-Ras besitzt hier eine Punktmutation, sodass
die Aminosaure an Position 12 (Glyzin) durch
Valin ersetzt vorliegt und K-Ras dauerhaft GTP
gebunden vorliegt.
PANC- PANC-1-Zellen, die stabil mit pEGFP-C3 trans- | Prof. Dr.
1/EGFP-14 fiziert wurden und ein EGFP-Protein produzie- | Klaudia Giehl,
ren. [6]
COLO-699 Humane adharente, epitheloide Adenokarzi- | ACC 196

nomzelllinie der Lunge, die 1986 aus der Pleura
Flussigkeit einer 57-jahrigen Frau gewonnen
wurde [94].

2.1.10 Antikorper

2.1.10.1 Primare Antikorper

Tab. 13: Verwendete Primérantikorper.
(1) TBS (1 x); (2) 5 % MP/TBS-T; (3) 3 % BSA/TBS-T. x'F = fir Immunfluoreszenz verwendete Verdln-
nung des Antikorpers x.

Antikorper Verdiinnung | Spezies | Hersteller Bestellnummer

AKT1 (2H10) 1:1000 in (2) | mouse Cell Signaling | #2967
Technology

AKT2 (D6G4) 1:1000 in (2) | rabbit Cell Siganling | #3063
Technology

AKT3 (L47B1) | 1:1000in (2) | mouse Cell Signaling | #8018
Technology
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Antikorper Verdiinnung | Spezies | Hersteller Bestellnummer
Caveolin 1:2000 in (1) | rabbit Becton Di- #610059
ckinson
Galectin-1 1:500 in (1) goat R&D Systems | #AF1152
Galectin-3 1:2000in (1) | goat R&D Systems | #AF1154
Galectin-8 1:50'F mouse R&D Systems | #MAB1305
Galectin-8 1:500 in (1) mouse Santa Cruz #sc-377133
Biotechno-
logy
GAPDH 1:5000 in (1) | rabbit Rockland Im- | #600-401-A33
munochemi-
cals Inc.
GAPDH (6C5) | 1:5000 in (1) | mouse OriGene #ACRO01PS
Technologies
GmbH
GFP (7.1/13.1) | 1:1000in (1) | mouse Roche #118144600001
GFP (FL) 1:500 in (1) rabbit Santa Cruz #sc-8334
Biotechno-
logy
GFP-HRP 1:3000 in (1) | mouse Miltenyi Bio- | #130-091-833
tec
HA (C29F4) 1:3000 in (1) | mouse Cell Signaling | #3724
Technology
HA-HRP 1:3000 in (1) | mouse Miltenyi Bio- | #130-091-972
tec
His 1:1000 in (2) | rabbit Proteintech #10001-0-AP
H-Ras 1:1000in (1) | mouse Merck #OP25
K-Ras(F234) 1:500 in (3) mouse Santa Cruz #sc-30
Biotechno-
logy
K-Ras2B 1:500 in (2) rabbit Proteintech #16155-1-AP
K-Ras2B 1:50'F rabbit Proteintech #16155-1-AP
N-Ras 1:1000in (1) | mouse Merck #MAB3291
p44/42 MAPK 1:1000 in (3) | mouse Cell Signaling | #4696
(ERK1/2) Technology
(L34F12)
pAKT (Serd73) | 1:1000 in (3) | rabbit Cell Signaling | #9271
Technology
panAKT (40D4) | 1:1000 in (3) | mouse Cell Signaling | #2920
Technology
panRas 1:1000 in (2) | rabbit Proteintech #12063-1-AP
panRas(Ab-3) 1:500 in (1) mouse Merck #0OP40
phospho- 1:1000 in (3) | rabbit Cell Signaling | #4370
p44/42 MAPK Technology
XP® (ERK1/2)
(Thr202/Tyr204)
Rab11 (D4F5) | 1:100'F rabbit Cell Signaling | #5589
XP® Technology
Rab5 (C8B1) 1:100'F rabbit Cell Signaling | #3547

Technology
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Antikorper Verdiinnung | Spezies | Hersteller Bestellnummer
Rab7 (D95F2) 1:100'F rabbit Cell Signaling | #9367
XP® Technology
B-Catenin 1:2000 in (1) | rabbit Sigma-Aldrich | #C2206
2.1.10.2 Sekundare Antikorper
Tab. 14: Verwendete Sekundarantikorper angesetzt in TBS (1 x).
Antikorper Verdunnung | Spezies | Hersteller Bestellnum-
mer
Anti-mouse IgG (H+L) | 1:150000 goat Biotrend #20065
CF™ 680
Anti-mouse IgG (H+L) | 1:150000 goat Biotrend #20077
CF™ 770
Anti-rabbit IgG (H+L) 1:150000 goat Biotrend #20067
CF™ 680
Anti-rabbit IgG (H+L) 1:150000 goat Biotrend #20078
CF™ 770
Anti-mouse IgG, HRP- | 1:5000 horse New England | #7076
linked Biolabs
Anti-rabbit IgG, HRP- 1:5000 goat New England | #7074
linked Biolabs

2.1.10.3 Sekundare Antikorper fiir die Imnmunfluoreszenz

Tab. 15: Verwendete Sekundarantikorper fir die Immunfluoreszenz in PBS-CMF (1 x).

Antikorper Verdiinnung | Spezies | Hersteller Bestellnum-
mer

Anti-mouse IgG (H+L), | 1:1000 goat Dianova #115-165-003

Cy3-linked

Anti-mouse IgG (H+L) 1:1000 goat Thermo #A-11001

AlexaFluor® 488-linked Ef'is(‘:hef Scien-

Anti-rabbit IgG (H+L), | 1:1000 goat Dianova #111-166-045

Cy3-linked

Anti-rabbit IgG (H+L), | 1:1000 goat ;_hirmos _ #A-11008

AlexaFluor® 488-linked tif'isc er scien-
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2.1.11 Rekombinante Proteine

Tab. 16: Verwendete rekombinante und kommerziell erworbene Proteine.

Rekombinantes Protein

Hersteller

Bestellnummer

Humanes Galektin-1

R&D Systems

#1152-GA-050

Humanes Galektin-1 CF

R&D Systems

#1152-GA-050/CF

Humanes Galektin-3

R&D Systems

#1154-GA-050

Humanes Galektin-3 CF

R&D Systems

#1154-GA-050/CF

Humanes Galektin-8 short

R&D Systems

#1305-GA-050

Humanes Galektin-8 short
CF

R&D Systems

#1305-GA-050/CF

Humanes K-Ras"'s (Amino-
sauren 1-163)

Jena Bioscience

#PR-239
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2.2 Methoden

Soweit nicht anders erwahnt, wurden alle Losungen in ddH20 angesetzt.

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.21.1 Herstellung von Lysogeny Broth (LB)-Medium nach Miller
Lysogeny Broth (LB)-Medium nach Miller wurde unter Verwendung von 25 LB-Medium
Kapseln (MP-Biomedicals, Eschwege) zu einem Liter ddH20 zugegeben und nach Au-
toklavierung fur die Kultivierung von Escherichia coli (E. coli) verwendet.
Lysogeny Broth-Agar Platten wurden unter Verwendung von 40 LB-Agar-Kapseln (Q-
Biogene, Heidelberg) pro einem Liter ddH20 hergestellt, autoklaviert und unter Zugabe
eines entsprechenden Antibiotikums (Kap. 2.2.1.2) in sterile Petrischalen (10 cm) ge-
gossen.
LB-Fliissigmedium-Kapseln
1% Trypton (m/V)
0.5 % Hefeextrakt (m/V)
1.0 % NaCL (m/V)

LB-Agar-Medium
1% Trypton (m/V)
0.5 % Hefeextrakt (m/V)
1.0 % NaCl (m/V)
1.5 % Agar (m/V)
pH 7.5

2.21.2 Antibiotika versetztes LB-Medium bzw. LB-Agar-Medium zur Selektion
transformierter Bakterien

Zur Selektion von transformierten Bakterien wurde LB-Medium bzw. LB-Agar-Medium

mit Antibiotika versetzt. Ampicillin (Roth, Karlsruhe) und Kanamycin (Sigma-Aldrich,

Taufkirchen) wurden in einer finalen Konzentration von 100 pg/ml bzw. 50 pg/ml ein-

gesetzt.

2.21.3 Herstellung kompetenter Escherichia coli Bakterien
Escherichia coli (E. coli) wurden zur Transformation von Plasmiden verwendet und

werden in unserer Arbeitsgruppe zu chemisch kompetenten Bakterien modifiziert. One
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Shot® TOP10F‘ Competent E. coli (Invitrogen) wurden auf eine LB-Agar Platte ohne
Antibiotikum ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Eine
Einzelkolonie wurde mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze in 3 ml LB-Medium ohne
Antibiotikum-Zusatz Uberfuhrt und Uber Nacht bei 37 °C sowie 180 rpm im Orbitalsha-
ker inkubiert. Diese Vorkultur wurde in 100 ml LB-Medium ohne Antibiotika-Zusatz
uberfuhrt, sodass die optische Dichte eine ODsoonm von 0.1 aufwies. Es erfolgte eine
Inkubation der Bakteriensuspension bei 37 °C und 180 rpm im Orbitalshaker bis die
optische Dichte eine ODsoonm von 0.6 erreicht hat. Die Bakteriensuspension wurde bei
2000 x g und 4 °C fiir 10 min sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Bakterienpellet in 25 ml eiskalter, steriler Calciumchlorid-Lésung (100 mM) resuspen-
diert und auf Eis fur 60 min inkubiert. Die Suspension wurde erneut bei 2000 x g und
4 °C far 10 min sedimentiert und das entstandene Bakterienpellet in 5 ml eiskalter,
steriler Calciumchlorid-Lésung (100 mM) mit 30 % (V/V) Glyzerin resuspendiert. Die
somit chemisch kompetenten Bakterien wurden in Aliquots in einem Ethanol-Trocken-

eisbad schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.21.4 Transformation kompetenter Escherichia coli Bakterien
Zur Transformation von kompetenten E. coli wurden 200 pl eiskalte Bakteriensuspen-
sion mit 100 pl eiskaltem TCM-Puffer (1 x) versetzt und 0.1 - 0.2 pg des zu transfor-
mierenden DNA-Plasmids bzw. 10 ul eines Ligationsansatzes (Kap. 2.2.2.4) zugege-
ben. Nach 30-minutiger Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock fiir 3 min bei 42 °C.
Nach AbklUhlung des Transformationsansatzes auf Eis fur 1 min wurden 700 ul LB-
Medium (RT) zugegeben und der Ansatz fur 45 min bei 300 rpm und 37 °C inkubiert.
Bei einer Retransformation eines Plasmides werden 80 ul des Transformationsansat-
zes auf eine LB-Agar-Platte (versetzt mit dem entsprechenden Antibiotikum) mit Hilfe
eines Drigalskispatels ausgestrichen. Wird ein Ligationsansatz transformiert, wird der
Ansatz fiir eine Minute bei 3800 x g sedimentiert, der Uberstand verworfen, in 50 pl
LB-Medium resuspendiert und auf einer LB-Agar-Platte (versetzt mit dem entspre-
chenden Antibiotikum) ausgestrichen. Die LB-Agar-Platten wurden Uber Nacht bei
37 °C inkubiert.
TCM-Puffer (1 x)

10 mM Tris HCI, pH 7.5

10 mM CaClz

10 mM MgCl2
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2.2.1.5 Kultivierung der transformierten Escherichia coliin LB-Medium

Eine auf den LB-Agar-Platten gewachsene E. coli Kolonie (Kap. 2.2.1.4), wurde in 4
ml LB-Medium (versetzt mit dem entsprechenden Antibiotikum) Gberfuhrt, bei 180 rpm
und 37 °C auf dem Orbitalshaker Uber Nacht inkubiert und ggf. in einem groReren

Volumen LB-Medium weiter kultiviert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.21 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde nach Anleitung des Herstellers mit Hilfe der kommerziell erhaltli-
chen Kits DNA-spin™ Plasmid DNA Purification Kit oder DNA-midi™ GT Plasmid DNA
Extraction Kit isoliert (Intron Biotechnology). Ersteres wurde fur Bakterienpellets, die
aus etwa 1.5 — 3 ml Bakteriensuspension resultieren, nach Protokoll des DNA-spin™
Plasmid DNA Purification Kits genutzt, letzteres fur Bakterienpellets aus 150 ml Bak-
teriensuspension nach Protokoll des DNA-midi™ GT Plasmid DNA Extraction Kits.
Hierbei ist zu beachten, dass die Aufreinigung der Plasmid-DNA unter Verwendung
des DNA-midi™ GT Plasmid DNA Extraction Kits nach Schritt 11 des ,General Proto-
col* mit Hilfe des Kits ,Plasmid DNA concentration and desalting“ (Macherey-Nagel)
fortgesetzt wird. Das ,Protocol for DNA concentration and desalination“ (Macherey-
Nagel) wurde angewandt, um die prazipitierte Plasmid-DNA aus dem Isopropanol/DNA

Gemisch aufzureinigen.

2.2.2.2 Spaltung der DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen
Zur Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurde DNA mit einem Restrik-
tionspuffer (10 x, NEB) versetzt, auf 9 yl mit ddH20 aufgefllt und 1 - 5 Units der ent-
sprechenden Restriktionsendonuklease zugesetzt (NEB). Der Ansatz wurde bei ge-
eigneter Temperatur (It. Datenblatt NEB) fur 1 h inkubiert.
Restriktionsansatz
0.5-1puyg Plasmid DNA
1 ul Restriktionspuffer (10 x)
0.5 -1 ul Restriktionsendonuklease
X Ml ddH20

S 10 pl
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2.2.2.3 Dephosphorylierung von 5’ Phosphatgruppen
Spaltungsreaktionen von bestimmten Restriktionsendonukleasen resultieren in ge-
spaltene DNA, die eine 5° Uberhangende Phosphatgruppe aufweist. Dies ermdglicht
z.B. eine Re-Ligation eines gespaltenen Plasmides. Zur Vermeidung werden die Phos-
phatgruppen unter Verwendung einer alkalinen Phosphatase (NEB) fir 30 Minuten bei
37 °C abgespalten.
Dephosphorylierung

1 ug hydrolysierte DNA

2yl CutSmart Buffer (10 x)

1yl Alkaline Phosphatase, calf instestinal (CIP) (10 U/pl)

X Ml ddH20

S 20 pl

2.2.24 Ligation von DNA-Fragmenten
Zur Ligation von einem DNA-Fragment in einen gespaltenen DNA-Vektor wurde eine
kommerziell erhaltliche T4-DNA Ligase (M0202S, NEB) verwendet. Die Vektor-DNA
und das Insert wurden zunachst in gleichen Volumina auf ein Agarose-Gel aufgetra-
gen. Dadurch wurde ein geeignetes Verhaltnis aus Vektor-DNA zu Insert bestimmt,
welches im Ligationsansatz verwendet wurde. Die entsprechenden Mengen von Vek-
tor-DNA und Insert wurden mit 1 ul T4 DNA-Ligase Puffer (10 x, NEB) versetzt, mit
ddH20 auf 9 ul Volumen aufgefillt und im Anschluss 1 ul T4 DNA-Ligase (NEB) zuge-
geben und U. N. bei 16 °C inkubiert.
Ligationsansatz

x ul Vektor-DNA

X Ml Insert

1yl T4 DNA-Ligase Buffer (10 x)

0.5 yl T4 DNA-Ligase (400 U/ul)
Xyl ddH20

S 10 pl

2.2.2.5 In vitro-Mutagenese
Zur zielgerichteten Mutation einzelner Basenpaare wurde das kommerziell erhaltliche

QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent, Frankfurt am Main) verwen-
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det. Geeignete Primer (Tab. 8) fur die in vitro-Mutagenese wurden nach Protokoll ,Pri-
mer Design Guideline“ erstellt, von der Firma biomers.net erworben und unter Verwen-
dung des Herstellerprotokolls ,Mutant Strand Synthesis Reaction (Thermal Cycling)”
verwendet. Es folgte eine Transformation des mutierten Plasmids in kompetente E.
coli Bakterien (Kap. 2.2.1.4).

2.2.2.6 Polymerase-Kettenreaktion

Um definierte DNA-Fragmente zu erzeugen wurde die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) verwendet. Hierzu wurden entsprechende Primer designt (Tab. 8 und Tab. 9)
und von der Firma biomers.net synthetisiert. Die kommerziell erhaltliche Q5 Poly-
merase (NEB) wurde verwendet, um die PCR nach Herstellerprotokoll ,Reaction
Setup” durchzuflhren. Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden im Anschluss mittels

Agarose Gelelektrophorese analysiert (Kap. 2.2.2.7).

2.2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten
Zur Analyse der GrofRe von DNA-Fragmenten aus einer Restriktion von Plasmid-DNA
oder einem PCR-Ansatz wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefuhrt. Je
nach Grolde des zu analysierenden Fragments wurde eine Agarosekonzentration von
0.7 - 1.5 % (m/V) in TAE-Puffer verwendet. Dieses Gemisch wurde in einer Mikrowelle
zum Kochen gebracht und unter Schwenken solange homogenisiert, bis sich die Aga-
rose vollstandig im TAE-Puffer 16ste. Nach Zugabe von 4 ul Midori Green Advance
(Biozym) pro 100 ml Gel wurde das Gemisch in eine Gelelektrophorese Kammer ge-
gossen und ein geeigneter Probenkamm eingesteckt. Nach Polymerisation des Aga-
rosegels konnte die Probe, welche mit DNA-Probenpuffer (10 x) versetzt worden ist,
in die entsprechenden Probenkammern im Gel aufgetragen werden. Der Gellauf er-
folgt je nach Grofde des Gels bei einer Spannung von 80 - 100 V. Die anschlielende
Visualisierung erfolgt im GeneFlash UV-Transilluminator (Syngene Bio Imaging,
Cambridge, UK).
TAE Puffer (1 x)
40 mM Tris/HCI pH 8.0
20 mM Essigsaure
1mM EDTA
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Probenpuffer (10 x)
0.25 % (m/V) Orange G
50 % (V/V) Glycerin
1mM EDTA

2.2.2.8 DNA-Aufreinigung

Die DNA-Fragmentisolierung aus Agarosegelen, sowie die DNA-Aufreinigung nach ei-
ner PCR erfolgte mit Hilfe des kommerziell erhaltlichen NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-Up Kit (Macherey-Nagel, Diren) nach Protokoll des Herstellers ,5.2 DNA

extraction from agarose gels* sowie ,5.1 PCR clean-up®.

2.2.2.9 DNA-Konzentrationsbestimmung

Um die Konzentration von DNA zu bestimmen wurde das NanoDrop ND-1000 Spectro-
photometer (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Als Blank-Wert wurde der Puffer
verwendet, in welchem die DNA gel6st vorliegt. 1 pl der Probe wurde im Folgenden in

der Messung mittels NanoDrop eingesetzt.

2.2.3 Zellbiologische Methoden
2.2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

2.2.311 Kultivierung humaner eukaryotischer Zellen
Die adharent wachsenden Zelllinien PANC-1, HEK293 und COLO-699 wurden in
DMEM complete bei 37 °C und 8 % relativer Luftfeuchte kultiviert. Zu den stabil mit

Plasmiden transfizierten PANC-1-Zellen wurde G-418 in einer Konzentration von 1.0

mg/ml in DMEM complete zugesetzt. Lag ein vollstandig konfluenter Zellrasen vor,
wurden das Medium von den Zellen entfernt, die Zellen mit CMF-PBS (1 x) gewaschen
und 2 ml Trypsin-EDTA flir ca. 3 min bei 37 °C zugegeben. Die Zellen wurden in DMEM
complete aufgenommen, bei 1000 x g flr 3 min sedimentiert, in DMEM complete auf-
genommen und in gewunschter Zellzahl wieder ausgesat. Alternativ konnte mittels der
Neubauer-Zahlkammer eine exakt definierte Anzahl an Zellen ausgesat werden (Kap.
2.2.3.2).
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DMEM complete
10 % (V/V) Fotales Kalberserum
1% (VIV) Minimum Essential Medium Non-Essential Amino Acids
(100x)
1% (VIV) GlutaMAX™-| (100x)
CMF-PBS pH 7.4 (1 x)
140 mM NaCl
2.7mM KCI
8 mM Naz2HPO4 x 2 H20
1.5mM KH2PO4
Trypsin-EDTA-L6sung
0.5g Trypsin
0.2g EDTA

in 1 Liter Puck’s Kochsalzlésung

22312 Kultivierung von eukaryotischen Insektenzellen

Die Insektenzelllinien Spodoptera frugiperda (Sf) 9 (Thermo Fisher Scientific) wurden
in Grace’s Insect Medium (Sf9, Sigma-Aldrich) bei 27 °C kultiviert. Trichoplusia ni High-
Five™ (H5, BTI-Tn-5B1-4, ThermoFisher Scientific) wurden zur Kultivierung entweder
auf Zellkulturplatten in Ex-Cell 405 SFM Medium (Sigma Aldrich) bei 27 °C oder in
Suspension in Ex-Cell 405 SFMSus? Medium (Sigma-Aldrich) bei 27 °C und 80 rpm in
einem Fernbach-Kolben kultiviert. Alle hier dargestellten Arbeiten mit eukaryotischen
Insektenzellen wurden von Stefanie Wirth durchgefuhrt.
Zum Passagieren der schwach adharent wachsenden Insektenzellen, wurde das Me-
dium der Zellen entfernt und die Zellen in 8 ml Graces' Insect Medium oder Ex-Cell
405 SFM Medium aufgenommen. In gewlnschter Verdunnung wurden die Zellen im
Anschluss auf Zellkulturschalen ausplattiert oder unter eine definierte Zellzahl unter
Verwendung der Neubauer Zahlkammer ausgesat (Kap. 2.2.3.2).
Grace’s Insect Medium (Sf9)
10 % (VIV) Fotales Kalberserum
10 pg/ml Gentamicin
2mM L-Glutamin
Ex-Cell 405 SFM Medium (H5)
50 yg/ml  Gentamicin
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Ex-Cell 405 SFMSusP Medium (H5)
10 % (V/V) Poloxamer 188
2.5 ug/ml  Fungizone® Amphotericin B
50 pyg/ml  Gentamicin

2.23.2 Bestimmung der Zellzahl unter Verwendung der Neubauer-Zahlkam-
mer

Mittels der Neubauer-Zahlkammer kann die Anzahl an Zellen bestimmt werden. Hierzu
wurden Zellen mit Trypsin-EDTA Losung von Wachstumsplatten gelost, in DMEM
complete resuspendiert und sedimentiert. Die Zellen wurden in DMEM complete re-
suspendiert und 10 pl der Suspension unter das Deckglas der Neubauer-Zahlkammer
transferiert. Mittels Inversmikroskop wurde im Anschluss die Zellzahl pro Zahlfeld der
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Diese Anzahl wurde fur alle vier Zahlfelder be-
stimmt, durch vier geteilt und mit 1 x 10* multipliziert. Die errechnete Zahl entspricht

der Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension.

2.2.3.3 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen mit PEI

Zur Transfektion von HEK293 mit Polyethylenimin (PEI) wurden 7 x 106 HEK293-Zel-
len am Vortag der Transfektion ausgesat (10 cm Zellkulturschale). Am folgenden Tag
wurden 500 yl DMEM pur mit 27.5 pl PEI (1 pug/pl) versetzt und 5 ug des zu transfizie-
renden Plasmides zugegeben. Der Ansatz wurde gut durchmischt und 10 min bei RT
inkubiert. Das Medium der HEK293-Zellen wurde entfernt und 3 ml DMEM complete
zugegeben, bevor das Transfektionsgemisch tropfenweise appliziert wurde. Die
Schale wurde kreuzférmig geschwenkt und fir 3 h bei 37 °C, 8 % CO2 und 90 % rel.
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Danach wurden 6 ml DMEM complete zugeben. 24 h nach

Transfektion erfolge ein Mediumwechsel.

2.2.3.4 siRNA Transfektion von PANC-1-Zellen mit DMRIE-C bzw.
Lipofectamine 2000

Zur Transfektion von siRNA in PANC-1-Zellen wurde das Transfektionsreagenz

DMRIE-C (Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) sowie Lipofectamine 2000

(Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) genutzt.

PANC-1-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 8 x 10° (6-well) bzw. 1.4 x 10® (60 mm)

bzw. 5.5 x 10% (10 cm) am Vortag der Transfektion ausgesat. Zur Transfektion von
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PANC-1-Zellen mit DMRIE-C bzw. Lipofectamine 2000 wurden die Lésungen A und B
in OptiMEM hergestellt (Tab. 17 und Tab. 18), 10 min bei RT inkubiert und im An-
schluss Losung A in B dberfuhrt. Nach grundlicher Durchmischung, sowie 10
(DMRIE-C) bzw. 25-minutiger (Lipofectamine 2000) Inkubation bei RT wurde das
Transfektionsgemisch zu den Zellen gegeben, deren Medium zuvor auf die in Tab. 17
sowie Tab. 18 aufgelisteten Volumina reduziert worden ist. Die Schalen wurden kreuz-
formig geschwenkt und fur 6 h bei 37 °C, 8 % CO2 und 90 % rel. Luftfeuchtigkeit inku-
biert. Nach 6 h erfolgte ein Wechsel des Mediums auf DMEM complete.

Tab. 17: Pipettierschema fiir siRNA Transfektionen in PANC-1 unter Verwendung von DMRIE-C

Ansatz- . . DMEM complete siRNA
. Lésung A Ldsung B ) )
gréle reduziert auf Konzentration
100 pl OptiMEM + 100 pl OptiMEM +
6-well

5 ul SiRNA (10 pM) 10 ul DMRIE-C

‘ 400 pl ‘ 80 nM

Tab. 18: Pipettierschema fiir siRNA Transfektionen in PANC-1 unter Verwendung von Lipofecta-
mine 2000.

Ansatz- siRNA
) Lésung A Lésung B DMEM complete ]
gréle Konzentration
100 pl OptiMEM +
100 pl OptiMEM +
6-well 7.5 pl Lipofectamine 1.3 ml 35 nM
5 pl siRNA (10 pM)
2000
230 pl OptiMEM + 230 pl OptiMEM +
60 mm 12 pl siRNA 20 pl Lipofectamine 2ml 35 nM
(10 pM) 2000
600 pl OptiMEM +
600 pl OptiMEM +
10 cm 25 ul siRNA 6 ml 35nM
40 pl Lipofectamin 2000
(10 uM)
2.2.3.5 siRNA Transfektion von Colo699-Zellen mit DharmaFECT 1

Zur transienten Transfektion von Colo699-Zellen wurde das Transfektionsreagenz
DharmaFECT 1 (Horizon Discovery, Cambridge, GroRbritannien) verwendet.

9 x 10° (6-well) bzw. 7 x 106 (10 cm) Colo699-Zellen wurden am Vortag der Transfek-
tion ausplattiert. Zur Transfektion wurden die Losungen A und B (Tab. 19) angesetzt
und fur 10 min bei RT inkubiert. Beide L6sungen wurden vereint, gemischt und 20 min

bei RT inkubiert. Das Medium der Zellen wurde auf 1.3 ml bzw. 6 ml reduziert und das
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Transfektionsgemisch tropfenweise zugegeben. Die Schalen wurden kreuzférmig ge-
schwenkt und fir 6 h bei 37 °C, 8 % CO2 und 90 % rel. Luftfeuchtigkeit inkubiert. Im

Anschluss erfolgte ein Mediumwechsel unter Verwendung von DMEM complete.

Tab. 19: Pipettierschema fiir siRNA Transfektionen in Colo699 unter Verwendung von Dharma-
FECT 1.

Ansatz- . . DMEM complete siRNA
. Lésung A Lésung B ] ]
grolRe — reduziert auf Konzentration
100 ul DMEM + 100 pl DMEM +
6-well 1.3 mi 35 nM
5 yl siRNA (10 yM) 7.5 pl DharmaFECT 1
600 yl DMEM +
. 600 pyl DMEM +
10 cm 15 ul siRNA 6 ml 25 nM
25 yl DharmaFECT 1
(10 uM)

2.2.3.6 Migrationsassay

Zur Analyse des Migrationsverhaltens von PANC-1 und Colo699-Zellen, wurden 8 x
10° (PANC-1 pro 6well) bzw. 1 x 10° Zellen (Colo699 pro 6well) am Vortag der siRNA
Transfektion ausplattiert. Je nach Versuchsaufbau wurden die Zellen mit siGal-8 oder
siControl (Tab. 10) transfiziert (Kap. 2.2.3.4 und 2.2.3.5) und flr 24 h inkubiert. Die
Zellen wurden mit 10 pg/ml (PANC-1) bzw. mit 1 pg/ml (Colo699) Mitomycin-C fur 2 h
behandelt, um die Proliferation der Zellen zu unterbinden. Drei parallele Scratches
wurden mit Hilfe einer Pipettenspitze (10 ul) in den Zellrasen gezogen und abge-
schabte Zellen durch dreimaliges Spulen mit DMEM ohne Zusatze entfernt. 2 ml
DMEM pur wurden zugegeben und das 6well im EVOS FL Auto 2 (Thermo Fisher
Scientific, Langenselbold) fur die nachsten 48 h inkubiert. Dabei wurden Aufnahmen
von 6 zufallig ausgewahlten Punkten an jedem Scratch eines wells in dreistindigen
Abstanden getatigt. Der Versuch wurde 72 h nach Transfektion beendet, die Aufnah-
men gesichert, mit Hilfe der Fiji Software ausgewertet (Kap. 2.2.5.3) und die Zellen in

Kloog-Puffer inklusive Protease und Phosphatase Inhibitoren lysiert (Kap. 2.2.4.1).

2.2.3.7 Proliferationsassay

Zur Analyse der Proliferation wurden PANC-1-Zellen in 6wells ausgesat und mit siCon-
trol oder siGal-8 siRNA (Tab. 10) transfiziert (Kap. 2.2.3.4). 24 h nach Transfektion
wurden die transfizierten Zellen in einer Zellzahl von 5 x 104 in 12wells ausgesat und
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fur weitere 12 - 72 h inkubiert. Aufnahmen von 5 - 6 zufallig gewahlten Punkten inner-
halb der wells wurden in 12 h Intervallen getatigt und anschlieRend mit Hilfe der Fiji

Software ausgewertet (Kap. 2.2.5.4).

2.2.3.8 Transfektion von Sf9-Zellen mit Baculovirus DNA

Sf9-Insektenzellen (1 x 106 Zellen pro 6well) wurden eine Stunde vor Transfektion aus-
gesat und bei 27 °C inkubiert. Eine Losung aus 2 ug pVL1393-Plasmid-DNA, 5 ul Pro-
Green bzw. ProEasy-Baculovirus-DNA (LuBioScience, Zirich, Schweiz) und 100 pl
Grace’s Insect Medium ohne Zusatze wurde zu einer Lésung aus 10 ul Geneduice-
Transfektionsreagenz (Merck, Darmstadt) und 100 pl Grace’s Insect Medium ohne Zu-
satze gegeben. Die Losung wurde gemischt und 15 min bei RT inkubiert. Das Medium
wurde aus den 6wells entfernt und 800 ul Grace’s Insect Medium ohne Zusatze zuge-
geben. Der Transfektionsmix wurde tropfenweise zugegeben und die Zellen flir 48 h
bei 27 °C inkubiert. Nach 48 Stunden wurde der Baculovirus-haltige Uberstand steril

abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

2.2.3.9 Amplifikation von Baculoviren

Zur Amplifikation von Baculoviren wurde der Uberstand der mit Baculovirus-DNA
transfizierten Sf9-Zellen abgenommen. Nach Sedimentation bei 161 x g fur 3 min
wurde der Uberstand abgenommen und 1.5 ml zu 6 x 108 Sf9-Zellen in 8 ml Grace’s
Insect Medium pro 10 cm Zellkulturschale zugegeben. Die Zellen wurden fur 7 — 9
Tage kultiviert, der Mediumiberstand gesammelt, sedimentiert und der Uberstand fiir
eine weitere Amplifikation genutzt (Lagerung bei 4 °C). Insgesamt wurden je nach
transfiziertem Plasmid 4-5 Amplifikationen durchgefihrt, bis eine Infektion von nahezu
allen Zellen mittels Fluoreszenzmikroskop aufgrund des zusatzlich exprimierten
EGFP-Proteins oder nach Herstellung von Proteinlysaten und Analyse des entspre-

chenden Proteins im Western Blot nachweisbar gewesen ist.

2.2.3.10 Behandlung von H5-Insektenzellen mit Baculovirus-haltigem
Uberstand

Um eine groRere Ausbeute an rekombinantem Protein zu erhalten, wurden H5-Insek-

tenzellen in einer Suspensionskultur verwendet, da diese Zellen im Vergleich zu den

Sf9-Zellen deutlich mehr Protein nach Virusinfektion produzieren. H5-Zellen (1 x 10°)

wurden zusammen mit 10 ml einer potenten Viruslésung fur 1 h bei 27 °C und 80 rpm
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in einem Fernbach-Kolben inkubiert. 150 ml Ex-Cell 405 SFMSUs? wurden zugegeben
und die Zellen bei 27 °C und 80 rpm fur 96 h inkubiert.
Zum Ernten der Zellen wurde die Zellsuspension bei 161 x g fur 6 min sedimentiert,
mit TBS gewaschen und portioniert. Nach erneuter Sedimentation bei 161 x g fur 6
min wurden die Zellpellets in beliebigem Puffer aufgenommen oder bei -80 °C gelagert.
TBS (1 x)
10 mM Tris HCI, pH 7.4
150 mM NaCl

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2241 Herstellung von Proteinlysaten
Proteinlysate fur Proteininteraktionsstudien wurden in Gold-Lyse-Puffer (500 pl/ 10 cm
Zellkulturschale), Proteinlysate flir Phosphorylierungsstudien in Kloog-Puffer (500 pl /
10 cm Zellkulturschale) lysiert. Hierzu wurden die Zellen mit 5 ml TBS gewaschen, im
entsprechenden Puffer aufgenommen und durch 5 — 8 Zige durch eine Kanule (25G)
homogenisiert. Zur Sedimentation von Zelldebris wurde das Zelllysat bei 16100 x g fur
15 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein Reaktionsgefal auf Eis zur wei-
teren Verwendung uberfluhrt.
Gold-Lyse-Puffer (1 x)
20mM Tris HCI, pH 7.9
50 mM NaCl
10 % (V/V) Glyzerin
1% (V/V) Triton™ X-100
0.05 % (m/V) Natriumdesoxycholat
1 % (VIV) Proteaseinhibitormix
Kloog-Puffer (1 x)
20 mM Tris HCI, pH 7.6
200 mM NaCl
20 mM MgCl2
0.5 % (VIV) Igepal CA-630 (NP-40)
0.5 % (m/V) Natriumdesoxycholat
1mM DTT
1 % (VIV) Proteaseinhibitormix
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10 mM Natriumpyrophosphat
25 mM B-Glycerophosphat

2 mM Natriumorthovanadat

Proteaseinhibitormix (100x)
1.39 mM Pefabloc
15 yM  Aprotinin
21 uM  Leupeptin
50 uM Trypsin-Inhibitor (Sojabohne)

2.2.4.2 Praparation von partikularen und Iéslichen Proteinen

Zur Praparation von partikularen (membranésen, P100) und I6slichen (cytosolischen,
S100) Proteinen wurde das Proteinlysat bei 100000 x g fraktioniert. Dazu wurden eine
konfluente 60 mm Schale mit 5 ml TBS (1 x) gewaschen, 250 yl HEPES Puffer auf die
Zellen gegeben und fur 10 min zum Quellen auf Eis gestellt. Das Zelllysat wurde in
ReaktionsgefalRe Uberfihrt und mit einer Pipettenspitze (1000 pl) und durch 5-8 Zige
mit einer Kanule (20G) homogenisiert. Zur Abtrennung von Zelldebris und Zellkernen
wurde das Zelllysat fir 10 min bei 600 x g und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde
in Ultrazentrifugationsgefale Uberfuhrt und flr 1 h bei 100000 x g und 4 °C pelletiert.
Die l6slichen Proteine der S100 Fraktion, welche sich im Uberstand befinden wurden
in ein Reaktionsgefall auf Eis Uberfuhrt, das Pellet der partikularen Fraktion wurde mit
250 yl HEPES Puffer Uberschichtet und fur weitere 15 min bei 100000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 50 yl Gold-Lyse-Puffer
aufgenommen.

HEPES-Puffer (1 x)
50 mM HEPES pH 7.6
8.6 % (m/V) Saccharose
5mM MgCl2
1 % (V/V) Proteaseinhibitormix

2.24.3 Proteinbestimmung mittels des BCA Protein Assays
Zur Bestimmung des Proteinlysatkonzentration wurde die kommerziell erhaltliche BCA

Protein Assay Reagent A (Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) Losung verwen-
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det. Unter Verwendung einer BSA-Stammlésung mit der definierten Proteinkonzentra-
tion von 2 mg/ml wurde eine Standardreihe mit aufsteigender BSA-Konzentration (von
0 pg — 25 ug pro well) in eine 96well Platte pipettiert (Volumen pro well: 20 pl). 5 pl des
Proteinlysates wurde mit 45 yl ddH20 vermischt und je 20 ul in zwei wells der 96well
Platte flr eine Doppelbestimmung der Probe pipettiert. Zu 50 Volumenteilen BCA Pro-
tein Assay Reagent A wurde ein Volumenteil 4 % (m/V) Kupfer-(Il)-Sulfat Lésung zu-
gefugt, vermischt und je 180 pl zu den wells der 96well Platte gegeben. Die Platte
wurde far 30 min bei 37 °C inkubiert und im Anschluss im ELx800 Absorbance
Microplate Reader analysiert. Uber die Standardreihe konnte mittels der gemessenen

ODes2nm der Proteinlysate die Konzentration dieser mathematisch bestimmt werden.

2244 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Unter Verwendung von verschiedenen Verhaltnissen aus Acrylamid, Bisacrylamid und
Wasser kann eine unterschiedliche Auftrennung von Proteinen in einem Polyac-
rylamidgel erfolgen. Werden kleinere Prozentigkeiten (7.5 - 10 %) verwendet, werden
groliere Proteine (> 40 kDa) aufgetrennt. Wird eine hohe Prozentigkeit genutzt (12.5 —
15 %), werden Proteine unter 40 kDa effizient aufgetrennt. Die entsprechenden Zu-
sammensetzungen des Sammel- und Trenngels fur die SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese (SDS-PAGE) sind in Tab. 20 dargestellt. Ein Zeitraum von = 3 h wurde fir die
Polymerisation des Trenngels eingehalten, wahrend das Sammelgel fir etwa 20 min
polymerisierte.

Far die Durchfuhrung der SDS-PAGE wurde ein Sammelgel anhand von Tab. 20 auf
das Trenngel gegossen und ein Kamm zur Erzeugung von Probentaschen eingefuhrt.
Nach Polymerisation wurde der Kamm gezogen, das Gel in eine Laufkammer (Sigma-
Aldrich) eingespannt und mit SDS-Laufpuffer befllt.

Die Proteinlysatproben wurden mit mindestens 20 % (V/V) SDS-Probenpuffer (5x) ver-
setzt und fur 5 min bei 95 °C aufgekocht. Nach Auftragen der Proben erfolgte bei 80 V
fur 15 min eine Konzentration der Proben im Sammelgel, bevor die Elektrophorese bei
110 V fir ca. 60-90 min (abhangig von der Prozentigkeit des Gels) fortgesetzt wurde.
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Tab. 20: Zusammensetzung des Polyacrylamidtrenn- und Sammelgels.

SDS-Gel Sammel-
(4 Kleine Gele, 8 x 5 cm) 7.5% 10 % 125% 13.5% 15 % gel

30 % (m/V) Acrylamid 10 ml 13 ml 16.25 ml 17 ml 19.5 mi 0.76 ml
2 % (m/V) Bisacrylamid 4 ml 5mi 6 mi 6.5 ml 8 mi 0.3 ml
3 M Tris/HCI pH 8.8 5 mi 5 mi 5mi 5mi 5mi -
1 M Tris/HCI pH 6.8 - - - - - 0.76 ml
10 % (m/V) SDS 0.4 ml 0.4 ml 0.4 ml 0.4 ml 0.4 ml 0.06 ml
60 % (m/V) Saccharose - - - - - 1.5 mi
ddH20 205ml  16.5ml 1225 ml 11 ml 7ml 2.6 ml
TEMED 0.04ml  0.04 ml 0.04ml  0.04 mi 0.04 mi 0.008 ml
10 % (m/V) APS 025ml  0.25ml 025ml  0.25ml 0.25 mi 0.08 mi

SDS Laufpuffer (1 x)
50 mM Tris/HCI
500 mM Glycin
0.1 % (m/V) SDS
SDS Probenpuffer (5x)
200 mM Tris HCI
5mM EDTA
1M Saccharose
1mM DTT
2% (m/V) SDS
0.1 % (m/V) Bromphenolblau

2245 Coomassie-Blau Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Fir eine Farbung von Proteinen, die in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt vorliegen,
wurde die Coomassie-Blau Farbung genutzt. Nach erfolgter SDS-PAGE wird das Sam-
melgel vom Trenngel abgetrennt und das Trenngel Uber Nacht in Coomassie Brilliant
Blau Lésung eingelegt. Am folgenden Tag wurde die Lésung entfernt und gegen eine
Entfarbeldsung ersetzt. Nach etwa 4 - 6 h wurde das Gel mittels eines handelstblichen

Flachbettscanners dokumentiert.
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Coomassie Brilliant Blau Losung
0.1 % (m/V) Coomassie® Brilliant Blue R-250 (Merck, Darm-
stadt)
20 % (V/V) Methanol
10 % (V/V) Essigsaure
Entfarbelosung
10 % (V/V) Eisessig
12.5 % (V/V) Isopropanol

2.24.6 Western Blot
Um aufgetrennte Proteine aus einem Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulosemem-
bran zur Detektion mit spezifischen Antikérpern zu tberflihren, wurde die Western Blot
Technik angewandt. Hierzu wurden zwei in Transferpuffer getrankte Whatman-Pa-
piere (0.34 mm) auf zwei Schwammtucher gelegt. Auf das Whatman Papier wurde die
Amersham Protran Nitrocellulosemembran (0.45 um, GE Healthcare) gelegt und auf
diese das Polyacrylamidgel. Es folgten erneut zwei Schichten Whatman-Papier und
zwei abschlieliende Lagen Schwammtiicher. Dieses sogenannte Sandwich wurde mit
Orientierung der Nitrocellulosemembran in Richtung der positiven Elektrode in die Blot-
Kammer eingeflhrt. Das Blotten der Proteine erfolgte bei 70 V fur 45 min (endogene
Ras-Proteine und Proteine < 30 kDa), bei 70 V flr 1 h (Proteine zwischen 30 und 70
kDa) oder bei 20 V fur 12 h (Proteine > 70 kDa).
Im Anschluss wurde die Nitrocellulosemembran in ddH20 von den Resten des Trans-
ferpuffers befreit und in eine Ponceau-Rot Losung Uberfuhrt. Die Membran wurde flr
zwei Minuten in MilliQ Wasser gewaschen und die Proteinfarbung mittels eines Flach-
bettscanners protokolliert. Mit Hilfe von TBS (1 x) wurde die Ponceau-Rot Farbung
entfernt und die Membran wurde in die gewunschte Blockierldsung fur eine Stunde bei
RT Uberfihrt.
Transferpuffer (1 x)
25mM Tris HCI
0.1 % (m/V) SDS
1.5 % (m/V) Glycin
20 % (V/V) Methanol
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Ponceau-Rot Losung
0.2 % (m/V) Ponceau S

3 % (m/V) Trichloressigsaure

2.24.7 Detektion von Proteinen mit spezifischen primaren Antikorpern
Zur Detektion von Proteinen Uber spezifische primare Antikorper wurde die in Blockier-
I6sung inkubierte Nitrocellulosemembran mit TBS (1 x) gewaschen und Uber Nacht in

definierter Antikdrperlésung (Tab. 13) bei 4 °C auf einer Wippe inkubiert.

2.2.4.8 Nachweis der primdren Antikorper mittels sekundarer Antikorper
Um primare Antikorper zu detektieren, wurden sekundare Antikorper verwendet, die
gegen die Spezies des primaren Antikorpers gerichtet sind. In dieser Arbeit wurden
zum einen Fluorochrom-gekoppelte sekundare Antikdrper verwendet, die mittels des
LICOR Odyssey CLx Systems analysiert wurden oder zum anderen HRP-gekoppelte
sekundare Antikorper genutzt, die unter Verwendung einer Mischung aus Luminol und
stabiler Peroxidlésung im Fusion SL4-3500.WL nachgewiesen wurden.
Die Primarantikorperlosung wurde entfernt und die Nitrocellulosemembran zweimal mit
TBS-T (1 x) und einmal mit TBS (1 x) fur jeweils 5 min gewaschen. Im Anschluss wurde
die Nitrocellulose mit dem sekundaren Antikérper (Tab. 14) fir 1 h bei RT inkubiert.
Danach wurde die Membran erneut zweimal mit TBS-T (1 x) und einmal mit TBS (1 x)
fur jeweils 5 min gewaschen.
Bei Verwendung von Fluorochrom-gekoppelten sekundaren Antikorpern wurde der
Blot auf die Glasplatte des LICOR Odyssey CLx gelegt und mit automatischen Inten-
sitatseinstellungen der Software ImageStudio Version 5.2.5 gescannt.
Wurde hingegen ein HRP-gekoppelter Antikorper verwendet, wurden SuperSignal
West Pico PLUS Luminol/Enhancer und SuperSignal West Pico PLUS Stable Peroxide
(Thermo Fisher Scientific) in gleichen Teilen gemischt und die Membran fur zwei Mi-
nuten in der Lésung inkubiert. Im Anschluss wurde die Lichtemission, die bei Oxidation
des Luminols durch die Meerrettichperoxidase entsteht unter Verwendung der Licht-
sensitiven Kamera des Fusion SL4-3500.WL nachgewiesen.
TBS-T (1 x)
10 mM Tris HCI, pH 7.4
150 mM NaCl
1% (VIV) Tween®-20
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2249 Ras-Aktivitatsassay
Zur Bestimmung der Aktivitat von endogenen und ektop exprimierten Ras-Proteinen
wurden Ras-Aktivitatsassays nach Stahle et al. [95] von Marisa Heipel in unserer Ar-
beitsgruppe durchgefuhrt. Hierzu wurden HEK293-Zellen mit Plasmiden und PANC-1-
Zellen mit siRNA transfiziert und die Ras-Aktivitat ermittelt.
Die Zellen wurden Uber Nacht in serumfreien Medium inkubiert, anschlielend in Ras-
RIPA-Puffer lysiert (bei HEK293: Ras-RIPA Puffer ohne Na-Deoxycholat), mit Hilfe von
funf bis acht Huben einer Kanule (18G) homogenisiert und Zelldebris bei 16100 x g
sedimentiert. FUr den Assay wurden 25 ul Glutathion-Sepharose4B beads zweimal mit
je 200 ul Ras-RIPA-Puffer gewaschen. Die in E. coli produzierte GST-Ras-binding-
domain (GST-RBD) wurde je nach Quantitat der Expression in E. coli in einer Menge
von 50 - 100 pg zugegeben und fur 30 min bei 4 °C end-over-end rotierend inkubiert.
Die beads wurden erneut zweimal mit 300 yl Ras-RIPA Puffer gewaschen, bevor 0.5 —
1 mg des HEK293- bzw. PANC-1-Lysates zugegeben wurde. Nach 1 h bei 4 °C end-
over-end rotierend wurden die beads dreimal mit je 300 pl Ras-RIPA Puffer gewaschen
und die beads nahezu restlos mit einer Hamiltonspritze trocken gesaugt. 20 pyl SDS-
Probenpuffer (5x) wurden zugegeben, die Proben bei 95 °C flir 8 min aufgekocht und
danach auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und mittels Western Blot Verfahren
weiter analysiert.
Ras-RIPA Puffer (1 x)
50 mM Tris HCI, pH 8.0
150 mM NaCl
0.5 % (VIV) Na-Desoxycholat
1% (VIV) NP-40
0.1 % (V/V) SDS

1 % Proteaseinhibitormix (100x)

2.2.410 Ko-Immunoprazipitation und in vitro-Interaktionsstudien unter Ver-
wendung des pMacs Isolation Kits

In der hier vorliegenden Arbeit wurden diverse Ko-Immunoprazipitation- und in vitro-

Interaktionsstudien unter Verwendung von pMacs Isolation Kits (Miltenyi Biotec) durch-

geflhrt.
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Zur Prazipitation von EGFP-getaggten- bzw. HA-getaggten-Proteinen wurde das
MMacs GFP lIsolation Kit bzw. das uMacs HA lIsolation Kit verwendet. Nicht-getaggte-
Proteine konnten unter Verwendung von pMacs Protein A/G Microbeads und einem
entsprechenden Antikdrper prazipitiert werden.
Bei allen Ko-Prazipitationen erfolgte die Inkubation aus Proteinlysat, yMacs Microbe-
ads (25 ul pro Ansatz) und ggf. des Antikdrpers (2 ug) fur 2 h bei 4 °C und end-over-
end Rotation.
Wurde eine in vitro-Interaktionsstudie durchgefuhrt, so wurde zunachst das Proteinly-
sat, welches das zu prazipitierende Protein beinhaltet mit den entsprechenden uMacs
Microbeads fur 30 min bei 4 °C end-over-end rotierend inkubiert. Im Anschluss wurden
2 mg des Proteinlysates, welches den Interaktionspartner des prazipitierten Proteins
beinhaltet, zu dem Gemisch zugegeben und fur weitere 2 h end-over-end rotierend
inkubiert.
Fir alle Prazipitationsvarianten wurden uColumns (Miltenyi Biotec) mit 200 pl Gold-
Lyse-Puffer equilibriert und das Proteinlysat/Microbeads Gemisch nach Anleitung des
Herstellers auf die Saule gegeben. Zum Waschen der Saule wurde viermal 200 pl
Waschpuffer 1 und zweimal 100 pl Waschpuffer 2 zugegeben.
Zur Elution der prazipitierten Proteine wurde die Saule mit 20 pl Elutionspuffer (95 °C)
fur 5 min inkubiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Weitere 35 ul Elutionspuffer
(95 °C) wurden zugegeben, der Durchfluss in einem Reaktionsgefall gesammelt, mit
8 ul SDS-Probenpuffer versetzt und flir 5 min bei 95 °C aufgekocht. Die Analyse des
Prazipitats erfolgte mit Hilfe der SDS-PAGE und des Western Blots.
Waschpuffer 1 (1 x)
50 mM Tris HCI, pH 8.0
150 mM NaCl
1% (V/V) Igepal CA-630 (NP-40)
0.5 % (m/V) Natriumdeoxycholat
0.1 % (V/V) SDS

Waschpuffer 2 (1 x)
20 mM Tris HCI, pH 7.5
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Elutionspuffer (1 x)
50 mM Tris HCI, pH 6.8
50mM DTT
1% (VIV) SDS
1mM EDTA
0.005 % (V/V) Bromphenolblau
10 % (V/V) Glyzerin

2.2.411 Aufreinigung von His-getaggten Proteinen unter Verwendung von
Nickel-NTA Agarose
H5-Insektenzellen wurden wie in Kap. 2.2.3.10 beschrieben mit Baculovirus-haltigem
Uberstand infiziert, um die beiden Proteine His-K-Ras(G12V) und His-Galectin-8 long
zu exprimieren. Zur Aufreinigung der His-getaggten Proteine wurde ein Pellet aus 50
ml H5-Zellsuspension in 1 ml KloogHs-Puffer aufgenommen und mit einer Kanile
(25G) homogenisiert. Im Anschluss wurden unldsliche Proteine und Zellbestandteile
bei 16100 x g fur 10 min und 4 °C sedimentiert. Pro Ansatz wurden 200 ul Nickel-NTA
(Ni-NTA) Agarose Suspension (SERVA, Heidelberg) entnommen, bei 500 x g fur 2 min
sedimentiert und mit 1 ml Bindungspufferts equilibriert. Nach Zentrifugation fiir 2 min
bei 500 x g wurde der Uberstand des H5-Proteinlysates zugegeben. Die Suspension
wurde vorsichtig durchmischt und fr 60 min end-over-end rotierend bei 4 °C inkubiert.
Die Agarosematrix wurde viermal mit je 1 ml Waschpuffertsfiir je 15 min end-over-end
gewaschen. Imidazol-haltiger Elutionspuffers wurde fiir die Elution der Proteine von
der Agarosematrix verwendet. Hierzu wurde die Agarosematrix dreimal mit Elutions-
puffertis fiir je 10 min end-over-end rotierend bei RT inkubiert und im Anschluss flr 2
min bei 500 x g sedimentiert. Im Uberstand ist nun das eluierte Protein vorhanden,
dessen Reinheit nach Auftragen auf ein Polyacrylamidgel mittels Coomassie-Blau Far-
bung Uberprift wurde.
KloogHis-Puffer (1 x)
50 mM Tris HCI, pH 7.6
200 mM NaCl
20 mM MgCl2
0.5 % (V/V) Igepal CA-630 (NP-40)
1mM DTT
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0.5 mM
0.5 % (VIV)
10 mM

1% (VIV)

GDP
Natriumdesoxycholat
Imidazol

Proteaseinhibitormix

Bindungspuffertis (1 x)

50 mM
200 mM

20 mM

0.5 % (VIV)
1 mM

0.5 mM

10 mM

1% (VIV)

Waschpuffertis (1 x)

50 mM
200 mM
20 mM
0.5 mM
20 mM
1% (VIV)

Tris HCI, pH 7.6
NaCl
MgCl2

Igepal CA-630 (NP-40)

DTT
GDP
Imidazol

Proteaseinhibitormix

Tris HCI, pH 7.6
NaCl

MgCl2

GDP

Imidazol

Proteaseinhibitormix

Elutionspuffertis (1 x)

50 mM
200 mM
20 mM
0.5 mM
250 mM
1% (VIV)

Tris HCI, pH 7.6
NaCl

MgCl2

GDP

Imidazol

Proteaseinhibitormix



Material und Methoden 49

2.2.4.12 Dot-Blot

Mit Hilfe des Dot-Blots kann die Interaktionsfahigkeit von zwei Proteinen analysiert
werden.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde posttranslational modifiziertes His-K-Ras(G12V)
bzw. His-Gal-8 long in Mengen von 0.2 — 200 bzw. 0.1 — 100 ng auf eine Amersham
Protran Nitrocellulosemembran (0.45 ym, GE Healthcare) in einem Gesamtvolumen
von je 3 pl pro Dot aufgetropft. Bei Verwendung von His-K-Ras(G12V) im Dot-Blot
Versuch wurden Kontrollen in Form von rekombinanten, nicht-posttranslational modi-
fiziertem His-K-Ras (50 und 100 ng; JenaBiosciences, #PR-239), rekombinanten Ga-
lectin-8 short (1, 10 und 25 ng; R&D, #1305-GA-050/CF) und rabbit-IgG (50 ng; Dako,
#X0903) auf die Nitrocellulosemembran aufgetropft. Bei Verwendung von His-Gal-8|
im Dot-Blot Versuch wurden folgende Kontrollen verwendet: rekombinantes Galectin-
8 short (25 und 100 ng; R&D, #1305-GA-050/CF), rekombinantes, nicht-posttranslati-
onal modifiziertes His-K-Ras (1, 10 und 50 ng; JenaBiosciences, #PR-239) und rabbit-
IgG (50 ng; Dako, #X0903). Diese Vorgange wurden auf einer zweiten Nitrocellulose-
membran wiederholt. Im Anschluss wurde die Membranen fur 1 h in 3 % BSA/TBS-T
blockiert. 1 ug eines zweiten gereinigten Proteins — rekombinantes Gal-8 (R&D, #1305-
GA-050/CF) bzw. HA-K-Ras(G12V) (Prof. Dr. Klaudia Giehl, [77]) — wurde in Kloog-
Puffer (1 x) zu der entsprechenden Nitrocellulosemembran zugegeben und tUber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran zweimal mit TBS-T (1 x) und
einmal mit TBS (1 x) fur je 5 min gewaschen. Wurde His-K-Ras(G12V) auf die Nitro-
cellulosemembran aufgetropft wurde auf eine der Nitrocellulosemembranen ein anti-
Galectin-8- auf die andere ein anti-Ras-Antikorper appliziert. Wurde His-Gal-8 long
aufgetropft, so wurde eine der Nitrocellulosemembranen mit anti-HA/anti-Ras- und die
andere mit einem anti-Galectin-8 Antikdrper fur 2 h bei 4 °C inkubiert. Nach einer
Stunde dieser Inkubationszeit wurde dieser Lésung ein HRP-gekoppelter bzw. flu-
orochrom-gekoppelter sekundarer anti-mouse Antikorper zugegeben. Die Membran
wurde erneut zweimal mit TBS-T (1 x) und einmal mit TBS (1 x) fur je 5 min gewaschen
und im Anschluss mittels LICOR Odyssey CLx bzw. Fusion SL4-3500.WL analysiert.

2.2.4.13 Immunfluoreszenz
Zur intrazellularen Lokalisation von Proteinen wurden PANC-1-Zellen in einer Zellzahl
von 1 x 10° Zellen pro well eines 6well ausgesat. In jedem well befanden sich drei

Deckglaser (@ 13 mm). 24 h nach Aussaat der Zellen, wurde das Medium entfernt, die



Material und Methoden 50

Zellen einmal mit CMF-PBS (1 x) gewaschen und zum Fixieren mit 2 % Paraformalde-
hyd in CMF-PBS flr 10 min Uberschichtet. Die Zellen wurden einmal mit CMF-PBS
(1 x) gewaschen und unter Verwendung von 0.05 % Triton-X100 in CMF-PBS fur
10 min permeabilisiert. Erneut wurden die Zellen mit CMF-PBS (1 x) gewaschen und
im Anschluss mit 3 % BSA in CMF-PBS fiur 1 h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit CMF-PBS (1 x) wurde der primare Antikoérper (Tab. 13) in 0.3 % BSA/CMF-PBS
verdunnt und fur 1 h in einer feuchten Kammer direkt auf das Deckglas appliziert. Der
Antikorper wurde grundlich abgesaugt, die Zellen mit CMF-PBS (1 x) gewaschen und
der fluorochrom-gekoppelte sekundare Antikdrper (Tab. 14) in 0.2 % BSA/CMF-PBS
verdunnt fir 1 h in einer feuchten Kammer auf die Deckglaser gegeben. Nach grind-
lichem Absaugen des Antikorpers wurden die Deckglaser einmal mit 0.02 % Tween-
20 in CMF-PBS (1 x) und zweimal mit CMF-PBS (1 x) gewaschen, bevor diese in
ddH20 von Salzen befreit wurden und mit Hilfe von Elvanol auf Objekttrager eingede-
ckelt wurden.
Die Praparate wurden mit dem Leica DMi8 S Mikroskop (Leica, Wetzlar) analysiert.
Hierbei wurde die spezielle Software ,THUNDER Imager 3D Live Cell & 3D Cell Cul-
ture in Kombination mit der LAS X 3.6.20104.0 verwendet. Als Kamera wurde die
Leica DFC9000GTC (Leica, Wetzlar), als Lichtquelle SPECTRA-X (Lumencor, Beaver-
ton, USA) und als Objektiv das 63x/1.4 HC PL APO OI-Objektiv (Leica, Wetzlar) ge-
nutzt.
Elvanol-Losung

10 % (m/V) Mowiol 4-88 (Merck)

25 % (VIV) Gilyzerin

50 % (V/V) 0.2 M Tris/HCI, pH 8.5

2.2.5 Datenanalyse und Statistik

In dieser Arbeit wurde die Bearbeitung von Rohdaten in Microsoft Excel 2016 durch-
geflhrt. Die prozessierten Rohdaten wurden in GraphPad Prism (Version 5.03) impor-
tiert und graphisch dargestellt, sowie statistisch mittels zweiseitigem Einstichproben t-
test auf Signifikanz Gberpruft. Hierbei gelten die folgenden Signifikanzstufen: * p <0.05;
**p<0.01; ** p<0.001.
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2.2.51 Densitometrische Bestimmungen
In der hier vorliegenden Arbeit wurden densitometrische Intensitatswerte, die mit Hilfe
der LICOR ImageStudio Software erzeugt wurden, unter Verwendung von Microsoft

Excel 2016 weiterverarbeitet und auf eine Kontrolle normalisiert.

2.2.5.2 Aminosauresequenz-Analyse

Um die Aminosauresequenzen verschiedener Proteine untereinander zu vergleichen,
wurde das online zugangige Tool ,MultAlin — Multiple sequence alignment by Florence
Corpet” verwendet [96]. Die Aminosauresequenzen der Proteine K-Ras4B, H-Ras, N-
ras, Rac1, Rac1b, RhoA, RhoC und Cdc42 wurden aus der uniprot.org Datenbank
extrahiert (Tab. 21).

Tab. 21: Verwendete Aminosauresequenzen und deren UniProtKB-Nummer.

Protein  UniProtKB | Protein  UniProtKB
K-Ras4B P01116 Rac1b Q59FQ0
H-Ras P01112 RhoA P61586
N-Ras P0O1111 RhoC P08134
Rac1 P63000 Cdc42 P60953

2.2.5.3 Auswertung von Migrationsassays

Zur Analyse der Migration von PANC-1-Zellen nach siGal-8 Transfektion im Vergleich
zu einer mock Transfektion wurden die Zellen wie in Kap. 2.2.3.6 dargestellt ausplat-
tiert, transfiziert, mit Mitomycin-C behandelt und drei Scratche pro well in den Zellrasen
gezogen. Pro well wurden 6 Aufnahmen in Abstanden von 3 h flr einen Zeitraum von
51 h mittels des EVOS FL Auto 2 erzeugt (Kap. 2.2.3.6).

Die somit erhaltenen 17 Aufnahmen wurden zunachst mittels einer Batch-Datei (Maxi-
milian Brell, Universitat Wurzburg, Wirtschaftsinformatik) bezlglich des entsprechen-
den wells, der Position im Scratch und dem Zeitpunkt der Aufnahme vorsortiert. Mit
Hilfe von Fiji (Version 1.52i, [89]) wurden die sortierten Aufnahmen zu chronologisch
geordneten stacks verarbeitet. Die Berechnung der Flache der gesamten Spaltbreite
eines jeden Scratches erfolgte mittels des Scratch Assay Analyzer Plugins von MiToBo
(Universitat Halle, Release 1.8.14, [97]) in Fiji. Das Plugin ermittelte die Flache in Pixel?
fur jede einzelne Aufnahme eines stacks, welche nicht von Zellen eingenommen ist.

Anhand der totalen Abmessung einer jeden Aufnahme (b * h = 1328 px * 1048 px)
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konnte der Quotient aus Flache und Hohe bestimmt werden, um somit die mittlere
Breite des Scratches zu bestimmen. Da 1 px eines Bildes laut Definition von Thermo
Fisher Scientific im 10 x Objektiv 0.8708 um entspricht, konnte eine Migration pro
Stunde in ym in Bezug auf ton errechnet werden. Eine gewisse /lag-Phase in den ersten
0 — 3 Stunden begrindete unsere Analysestrategie die mittlere Zellwanderung zwi-
schen 6 und 15 Stunden als Mal® zu verwenden um die Migration der Zellen zu be-
rechnen. Nach 15 h liel3 die Wirkung von Mitomycin-C offensichtlich deutlich nach, da
auch Proliferationseffekte zu beobachten waren. Die mittlere Zellwanderung zwischen
6 und 15 h wurde aus allen Messpunkten eines wells kalkuliert. Zum Schluss wurden
die erhaltenen Werte auf die jeweiligen mock-Kontrollen der einzelnen Zelllinien nor-

malisiert und graphisch dargestellit.

2.25.4 Auswertung von Proliferationsassays

Zur Auswertung der Proliferationsassays wurden Aufnahmen des EVOS FL Auto 2
verwendet (Kap. 2.2.3.7). Die Zellzahl in jedem Bildausschnitt wurde zu den Zeitpunk-
ten ton und tssnh unter Verwendung von Fiji (Version 1.52i, [89]) manuell bestimmt. Der
Quotient aus Zellen zum Zeitpunkt t4snh und ton wurde flr alle Messpunkte gemittelt. Ein
weiterer Quotient aus 48 h und dem berechneten Quotienten der Zellzahlen zum Zeit-
punkt tasn/ton stellt die Verdopplungszeit dar. Die Verdopplungszeit wurde unter allen

Versuchsansatzen gemittelt und graphisch dargestelit.

2.25.5 Auswertung von Immunfluoreszenz-Aufnahmen

Um die Signalstarken zweier Fluoreszenz-Kanale Uber einen bestimmten linearen Ab-
schnitt innerhalb einer Immunfluoreszenz-Aufnahme zu quantifizieren wurde die Op-
tion ,Plot Profile” der Fiji Software (Version 1.52i) verwendet. Ein merge-Bild, eine Auf-
nahme des Cy-3-Kanals und eine des GFP-Kanals wurden in Fiji gedffnet und mittels
des Tools ,Sync Windows" miteinander so synchronisiert, dass in allen drei Bildern
eine exakt gleiche Aktion ausgefihrt werden kann. Somit konnte eine exakt gleiche
,Straight line“ in allen drei Bildern an der exakt gleichen Position mit einer Lange von
286 px (£ 30 ym) gezogen werden. Mittels der Funktion ,Plot Profile“ wurde die Inten-
sitat der Grauwerte Uber den 30 um langen Abschnitt quantifiziert und die erhaltenen
Daten in einem XY-Liniendiagramm in GraphPad Prism (Version 5.03) visualisiert. Die
Zusammenstellung und Beschriftung der Bilder erfolgten mit der Inkscape-Software
(Version 0.48.5).
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3. Ergebnisse
3.1 Interaktionsstudien von Ras und Gal-8

3.1.1 Erzeugung von Gal-8-Mutanten

Gal-8 besteht aus drei strukturellen Domanen, die N- und die C-terminale CRD sowie
die hinge-Region (Abb. 3.1A). Diese Domanen wurden verwendet, um Gal-8-Mutanten
zu erzeugen, sodass die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras charakterisiert werden
kann. Die HA-getaggten Gal-8-Mutanten HA-N-CRD- und HA-C-CRD wurden bereits
in vorherigen Arbeiten erzeugt und liegen im pCGN-Vektor kloniert vor [90].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die cDNA der Gal-8-Mutanten HA-N-CRD-hinge und
HA-C-CRD-hinge in den pCGN-Vektor, sowie die cDNA von Gal-8 long in den
pVL1393-Vektor kloniert (Abb. 3.1B). Die erzeugten Plasmide und Sequenzen sind im
Anhang als Plasmidkarten zu finden (Kap. 8.1.1 - 8.1.3).

C-CRD

B Galectin-8

In dieser Arbeit erzeugt:

pCGN/HA-N-CRD-hinge
pCGN/HA-C-CRD-hinge
pVL1393/His-Galectin-8 long

Abb. 3.1: Struktureller Aufbau von Gal-8 und Ubersicht iiber die verwendeten Gal-8-Mutanten.
(A) Gal-8 besteht aus einer N-terminalen (N-CRD) und einer C-terminalen CRD (C-CRD), die mit einer
hinge-Region untereinander verbunden sind (PDB: 3VKL, [71]). (B) Darstellung der im Rahmen der
Klonierungen in dieser Arbeit erzeugten Gal-8 Mutanten.

3.1.2 Erzeugung von Ras-Mutanten

Zur ldentifikation der Interaktionsdomane zwischen Ras und Galektin-8 wurden di-
verse EGFP-getaggte Ras-Mutanten im Rahmen dieser Arbeit erzeugt. Diese Plas-
mide wurden fiur die Transfektion in HEK293-Zellen verwendet, sodass die ektop ex-
primierten Proteine in in vitro-Interaktionsassays eingesetzt werden konnten.

Die Plasmide pEGFP-C3/K-Ras(G12V), pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V) und pEGFP-
C3/HA-N-Ras(G12V) (Kap. 8.1.4 - 8.1.6) wurden Uber in vitro-Mutagenese oder mittels
PCR unter Verwendung spezifischer Primer (Tab. 8 und Tab. 9; Kap. 2.2.2.5 und
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2.2.2.6) mutiert, sodass die in Abb. 3.2 gelisteten Plasmide erzeugt wurden. Hierbei
sei erwahnt, dass flr alle Plasmide, die ausgehend von den Plasmiden pEGFP-C3/HA-
H-Ras(G12V) und pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V) erzeugt wurden, im weiteren Verlauf
dieser Arbeit auf die Angabe des zusatzlich vorhandenen HA-Tags verzichtet wird, um
eine einheitliche Darstellung von Ergebnissen zu ermdglichen. Die exprimierten Pro-
teine dieser Plasmide resultieren in EGFP-HA-getagten H-Ras sowie N-Ras Mutanten.
Auch bei der Erwahnung dieser Proteine bzw. bei der Beschriftung dieser Proteine in
den folgenden Ergebnisabbildung wurde auf die Angabe des zusatzlich vorhandenen

HA-Tags verzichtet.

A | Hypervariable Region |

Polybasische Doméne

K-Ras4B HKEKMSKDGKKKKKKSKTKCVIM

175 188
H-Ras HKLRKLNPPD:EESGPGCMSCK VLE9
N-Ras YRMKKLNSSDDGTQGCMGLPCVVM
176 189\
’ Farnesylierte Doméane ‘
B Farnesyldomdnen-Mutanten (181/182-188/189)
pEGFP-C3/K-Ras(G12V) GKKKKKKSKTKCVIM
pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K184P) GKKKKKKSKTPCVIM
pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K182S) GKKKKKKSSTKCVIM
pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K182S,K184P) GKKKKKKSSTPCVIM
pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V) DESGPGCMSCKCVLS
pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V,K185P) DESGPGCMSCPCVLS
pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V,S183K) DESGPGCMKCKCVLS
pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V) DDGTQGCMGLPCVMM
pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V,G183K,P185K) DDGTQGCMKLKCVMM
pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V,P185K) DDGTQGCMGLKCVMM
C Polybasische Doméane Mutanten (175-180)
pEGFP-C3/K-Ras(G12V) GKKKKKKSKTKCVIM
pEGFP-C3/K-Ras(G12V)PL-H GESGPGCSKTK "VIM
PEGFP-C3/K-Ras(G12V,K182S,K184P)PL-H GESGPGCSSTP -VIM
pEGFP-C3/K-Ras(G12V)PL-N GDGTQGCSKTKCVIM
PEGFP-C3/K-Ras(G12V,K182S,K184P)PL-N GDGTQGCSSTPCVIM
D

Weitere Ras-Plasmide

pVL1393/His-K-Ras(G12V)

Abb. 3.2: Darstellung aller in dieser Arbeit verwendeten Ras-Mutanten. (A) Die hypervariable Do-
mane von Ras ist in eine polybasische und eine farnesylierte Domane unterteilt. (B) Darstellung der
Farnesyldomanen-Mutanten sowie (C) der polybasischen Domanen Mutanten. Mutationen sind in rot
dargestellt, wahrend die Lysine in unmittelbarer Nahe zum farnesylierten Cystein fett dargestellt sind.
Die zur polybasischen Domane von K-Ras4B korrespondierenden Aminosauren sind farbig hinterlegt.
(D) Auflistung des im Rahmen dieser Arbeit erzeugten pVL1393/His-K-Ras(G12V) Plasmides.
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Daruber hinaus wurde im Rahmen dieser Arbeit auch das Plasmid pET15b/EGFP-K-
Ras(G12V) erzeugt, welches nach Transformation in E. coli und Kultivierung in LB-
Medium als Quelle fur nicht posttranslational modifiziertes EGFP-K-Ras(G12V) diente.
Weiterhin wurde die cDNA codierend fur His-K-Ras(G12V) uber PCR unter Verwen-
dung von spezifischen Primern (Tab. 9) erzeugt und in den Vektor pVL1393 inseriert.
Aufgrund der Vielzahl der verwendeten Plasmide und der Ahnlichkeit der einzelnen
Mutationen, sind die verwendeten Gal-8- und Ras-Mutanten mit der jeweils spezifi-
schen Besonderheit innerhalb der Aminosauresequenz in Abb. 3.2 dargestellt. In die-
ser sind weiterhin die Uber in vitro Mutagenese oder PCR eingeflihrten Mutationen
farbig hervorgehoben (Abb. 3.2, rot). Das farnesylierte Cystein ist in grin dargestellt.
Die positiv-geladenen Lysine in unmittelbarer Nahe des farnesylierten Cysteins sind
fett markiert, die polybasische Domane in den entsprechenden Mutanten farbig hinter-

legt.

3.1.3 In vitro-Interaktion von EGFP-Ras und endogenen Galektinen
aus PANC-1-Proteinlysaten

In den hier dargestellten Versuchen wurde die in vitro-Interaktion zwischen ektop ex-
primiertem EGFP-Ras und endogenem Gal-8 aus PANC-1-Zellen unter Verwendung
von anti-GFP pMacs beads analysiert. Hierzu wurden Plasmide kodierend fur EGFP-
K-Ras(G12V), EGFP-H-Ras(G12V), EGFP-N-Ras(G12V) und EGFP in HEK293 trans-
fiziert und fir 48 Stunden exprimiert. Gleiche Mengen an EGFP-getaggtem K-
Ras(G12V), H-Ras(G12V), N-Ras(G12V) und EGFP wurden uber yMacs anti-GFP be-
ads prazipitiert. 2 mg PANC-1-Lysat wurde als Quelle endogener Galektine fur 2 h der
in vitro-Interaktion zugegeben. Die Prazipitate wurden Uber yColumns aufgereinigt und

mittels Western Blot die Interaktion zwischen Ras-Proteinen und Galektinen analysiert.
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Abb. 3.3: In vitro-Interaktion von EGFP-Ras und endogenen Galektinen. (A) EGFP-Ras wurde nach
Transfektion von entsprechenden Plasmiden fiir 48 Stunden in HEK293-Zellen exprimiert und die Zellen
in Gold-Lyse-Puffer lysiert. Mittels anti-GFP yMacs beads wurden die EGFP-markierten Proteine prazi-
pitiert und im Anschluss ein PANC-1-Lysat als Quelle fur endogene Galektine flir 2 Stunden der in vitro-
Interaktion zugegeben. yColumns wurden zur Aufreinigung des Prazipitationsgemisches gemaf Kap.
2.2.4.10 verwendet. Die Analyse der Prazipitate erfolgte im Western Blot. Auf der linken Seite der Blots
sind die in vitro-Interaktionsassays zwischen EGFP-Ras-Proteinen und endogenen Galektinen darge-
stellt, die Uber anti-GFP, und spezifische anti-Galektin-Antikbrper nachgewiesen wurden. Alle EGFP-
Ras-Proteine wurden in dhnlichen Mengen prézipitiert. Unten dargestellt sind die Entwicklungen der
Blots, die als Kontrolle fur die eingesetzten Menge an endogenen Galektinen dienen. Auf der rechten
Seite sind in allen dargestellten Blots rekombinante Galektine dargestellt (Gal-1: 40 ng; Gal-3: 10 ng;
Gal-8s: 30 ng). (B) Densitometrische Analyse der Interaktion zwischen EGFP-Ras und den Galektinen.
Das densitometrische Verhaltnis aus EGFP-Ras zu prazipitiertem Galektin wurde unter Verwendung
der bekannten, aufgetragenen Mengen an rekombinanten Galektinen (Gal-1: 40 ng; Gal-3: 10 ng; Gal-
8s: 30 ng) quantifiziert und auf das Verhaltnis von Gal-8 short zu EGFP-K-Ras(G12V) normalisiert. Das
Balkendiagramm zeigt die Resultate von mehr als 2 unabhangig durchgefiihrten Experimenten (£ SD;
n=2).

Die oberen vier Blots von Abb. 3.3A zeigen die spezifischen Nachweise auf EGFP-
Ras, Galektin-8, -3 und -1 nach Prazipitation Uber anti-GFP uMacs beads dar. In den
unteren drei Blots sind zur Kontrolle Galektin-8, -3 und -1 in den eingesetzten PANC-1-
Lysaten nachgewiesen (1/20 der in der in vitro-Interaktion eingesetzten Lysatmenge).
Zur Kalkulation von Verhaltnissen aus ko-prazipitiertem Galektin und Ras-Protein wur-
den rekombinante Proteine bekannter Menge (Gal-1: 40 ng; Gal-3: 10 ng; Gal-8s:
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30 ng) aufgetragen. Das Balkendiagramm zeigt die densitometrischen Mittelwerte +
SD von mindestens zwei unabhangigen Experimenten (Abb. 3.3B). Hierbei wurde der
Quotient aus ko-prazipitiertem Galektin und prazipitierten EGFP-Ras gebildet und auf
die Interaktion zwischen Gal-8s zu EGFP-K-Ras(G12V) normalisiert, sodass die Inter-
aktion zwischen Gal-8s und EGFP-K-Ras(G12V) 100 % Interaktionsstarke entspricht.
Verglichen dazu interagierte Gal-3 nur zu 6.79 % £ 2.92 %, Gal-1 zu 71.56 % £ 11.29 %
mit EGFP-K-Ras(G12V). Ebenfalls in Relation zur 100 %-igen Interaktion zwischen
EGFP-K-Ras(G12V) und Gal-8s konnten die Interaktionsstarken zwischen EGFP-H-
Ras(G12V) und den Galektinen determiniert werden. EGFP-H-Ras(G12V) interagierte
zu 33.78 % = 15.14 % mit Gal-8s, zu 2.06 % * 1.90 % mit Gal-3 und zu 1.69 % *
1.27 % zu Gal-1 konnte nachgewiesen werden. Wahrend fur Gal-3 und Gal-1 keine
Interaktion mit EGFP-N-Ras(G12V) nachgewiesen werden konnte, zeigte Gal-8s mit
3.44 £ 5.12 % eine geringe Fahigkeit zur Interaktion. Aufgrund der schwachen Nach-
weisbarkeit von Gal-8| wurde von einer Quantifizierung der Interaktion zwischen Gal-8l
und EGFP-Ras abgesehen.

Gal-8s interagiert somit pradominant mit EGFP-K-Ras(G12V), in geringerem Ausmalf
mit EGFP-H-Ras(G12V) und nicht mit EGFP-N-Ras(G12V). Verglichen mit der Inter-
aktion zwischen endogenen Gal-8s und EGFP-K-Ras(G12V) interagiert endogenes
Gal-1 in deutlich geringeren Mengen mit EGFP-K-Ras(G12V). Eine sehr schwache
Interaktion zwischen Gal-3 und EGFP-K-Ras(G12V) konnte ebenfalls detektiert wer-
den. Die Gal-3 Nachweisbande ist hierbei speziell markiert (*), da weitere Banden auf
ahnlicher Héhe, die nicht Gal-3 darstellen, zu finden sind. Des Weiteren interagierten
Gal-3 und Gal-1 in kaum nachweisbaren Mengen mit EGFP-H-Ras(G12V) und nicht
mit EGFP-N-Ras(G12V). Verglichen mit Gal-8s interagierte Gal-81 mit EGFP-K-
Ras(G12V) und EGFP-H-Ras(G12V), aber nicht mit EGFP-N-Ras(G12V).

3.1.4 Ko-Immunoprazipitation von endogenem K-Ras und Gal-8 in
PANC-1-Zellen

Nachdem in Kapitel 3.1.3 die in vitro-Interaktion zwischen K-Ras und endogenem

Gal-8 nachgewiesen wurde, wurde im Folgenden der endogene Komplex aus K-Ras

und Gal-8 Uber spezifische anti-Ras-Antikérper unter Verwendung von PANC-1-Lysa-

ten prazipitiert und ko-prazipitiertes Gal-8 nachgewiesen.

Fir die Prazipitation von endogenem Ras wurde der anti-pan-Ras Antikorper bzw. fur

die Prazipitation von endogenem K-Ras der anti-K-Ras2B Antikdrper verwendet.
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MMacs Protein G bzw. A beads sowie 1 mg bzw. 5 mg (Abb. 3.4A) oder 8 mg (Abb.
3.4B) PANC-1-Lysat wurden zugegeben und wie in Kap. 2.2.4.10 inkubiert. Im An-
schluss wurde das Prazipitat aufgereinigt. Auf der jeweils linken Seite der unteren dar-
gestellten Blots ist die Prazipitation von Ras/K-Ras Uber den anti-pan-Ras- (Abb. 3.4A)
bzw. Uber den anti-K-Ras2B-Antikorper (Abb. 3.4B) dargestellt. Die oberen Blots zei-
gen das ko-prazipitierte Gal-8 short und long. Auf der rechten Seite der Blots sind die
entsprechenden Proteine in einem Aliquot des eingesetzten PANC-1-Lysat nachge-
wiesen.

Unter Verwendung von 5 mg PANC-1-Lysat konnte ein Ko-Prazipitat zwischen Gal-8
und Ras nachgewiesen werden (Abb. 3.4A, oberer Blot). Bei Zugabe von 1 mg
PANC-1-Lysat konnte ko-prazipitiertes Gal-8 nur schwer detektiert werden. Die einge-
setzte Menge von 1 mg PANC-1-Lysat reicht hierbei offensichtlich nicht aus, um eine
Ko-Prazipitation nachzuweisen. Dies wird auch deutlich, wenn der rechte Teil der Ab-
bildung betrachtet wird, in der Gal-8 bei Verwendung von 1 mg nur schwer nachweis-
bar ist, wahrend Gal-8 bei Verwendung von 5 mg deutlich zu detektieren ist.

Nach Prazipitation von endogenem K-Ras Uber den anti-K-Ras2B Antikorper (Abb.
3.4B, unterer Blot) konnte Gal-8 als Ko-Prazipitat nachgewiesen werden (Abb. 3.4B,
oberer Blot). In der Kontrolle ist eine leichte unspezifische Bindung von Gal-8 an die
MMacs Protein A beads identifizierbar. Dies bedeutet, dass Gal-8 unspezifisch an die
Matrix der yMacs Protein A beads bindet. Diese unspezifische Bindung ist verglichen

mit der Menge an ko-prazipitiertem Gal-8 deutlich geringer.
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Abb. 3.4: Ko-Immunoprazipitation von Ras-Proteinen und Gal-8 aus PANC-1-Lysaten. PANC-1-
Lysat wurde zusammen mit Antikbrpern, die spezifisch (A) Ras bzw. (B) K-Ras prazipitieren, sowie
MMacs Protein G bzw. A beads fiir zwei Stunden inkubiert. Die Prazipitate wurden Uber yColumns auf-
gereinigt und mittels Western Blot analysiert. Der jeweils untere Blot der Teilabbildungen zeigt auf der
linken Seite das prazipitierte Ras- bzw. K-Ras-Protein. Die oberen Blots zeigen den Nachweis von ko-
prazipitiertes Gal-8. Auf der rechten Seite aller Blots sind die Farbungen von Ras bzw. K-Ras und Gal-
8 der in den Ko-IPs eingesetzten PANC-1-Lysate dargestellt. In der letzten Spur der dargestellten Blots
wurde rekombinantes Gal-8s nachgewiesen.

3.1.5 Nachweis der Interaktion von K-Ras und Gal-8 mittels Dot-Blot

Die Dot-Blot-Methode kann zum Nachweis der direkten Interaktion zwischen zwei Pro-
teinen verwendet werden [98]. Mit Hilfe dieser Methode wird ein gereinigtes Protein,
z.B. Ras, auf einer Nitrocellulosemembran aufgetropft, mit einer Blockierlésung ge-
blockt und im Anschluss mit einer Pufferldsung, welche z.B. gereinigtes Gal-8 enthalt,
inkubiert. Findet eine direkte Interaktion der beiden aufgereinigten Proteine statt, so
kann das in Interaktion stehende Protein mittels spezifischer Antikdrper detektiert wer-
den.

Da zur Durchfihrung der Methode reine Proteine bendtigt werden, wurden die His-
getaggten K-Ras(G12V) und Gal-8 long Proteine in H5-Insektenzellen nach Transfek-
tion/Infektion der Zellen exprimiert (Kap. 2.2.3.8 und 2.2.3.10) und anschliel3end Uber
Ni-NTA Agarose gereinigt (Kap. 2.2.4.11).
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3.1.5.1 Nachweis und Konzentrationsbestimmung von His-K-Ras(G12V) und His-
Gal-8 long
Im Rahmen ihrer Dissertation verwendete Monika Unger bereits gereinigte HA-K-
Ras(G12V) Proteine [77], deren Konzentration mit Hilfe eines Standards auf 100 ng/ul
bestimmt wurde (Daten nicht gezeigt).
Zur Expression von His-K-Ras(G12V) bzw. His-Gal-8 long wurden H5-Insektenzellen
mit den entsprechenden Baculoviren infiziert (Kap. 2.2.3.10, 3.1.1 und 3.1.2). Die infi-
zierten H5-Insektenzellen wurden nach 72 h lysiert. His-K-Ras(G12V) und His-
Gal-8 long wurden Uber Ni-NTA Agarose gereinigt (Kap. 2.2.4.11). Die gereinigten Pro-
teine (Eluat 1-3), das Proteinlysat, der Uberstand nach Inkubation mit der Ni-NTA Aga-
rose und der Durchfluss des ersten Waschschrittes wurden tber SDS-Polyacrylamid-
gele aufgetrennt und Uber eine Coomassie-Blau bzw. mittels spezifischer Antikorper
im Western Blot detektiert (Abb. 3.5).
Die Abbildungen 3.5A und D zeigen die Coomassie-Blau Farbungen nach Aufreini-
gung von His-K-Ras(G12V) (Abb. 3.5A) bzw. His-Gal-8 long (Abb. 3.5D). Die Abbil-
dungen 3.5B und E stellen die spezifischen Antikdrpernachweise von His-K-
Ras(G12V) (Abb. 3.5B) bzw. His-Gal-8 long (Abb. 3.5E) dar. Die drei Eluate von His-
K-Ras(G12V) zeigen auf Hohe von etwa 22 — 24 kDa eine Doppelbande, welche Uber
den pan-Ras-Antikorper als Ras identifiziert wurde. Dies zeigt, dass im Eluat His-K-
Ras(G12V) aufgereinigt vorhanden ist. Die Doppelbanden lassen sich durch die post-
translationale Modifikation des Ras-Proteins erklaren, die das Laufverhalten von Ras-
Proteinen bestimmt. Oberhalb von 55 kDa finden sich in der Coomassie-Blau Farbung
in den drei Spuren, in denen das Eluat aufgetragen wurde, weitere Proteine, welche
durch die Aufreinigungsschritte nicht vollstandig entfernt werden konnten und moglich-
erweise unspezifisch an die Ni-NTA Agarose gebunden haben.
In den drei Eluaten von His-Gal-8 long zeigen auf Hohe von ca. 42 kDa eine Bande,
die in der Coomassie-Blau (Abb. 3.5D) und auch in der Antikdrper-Farbung (Abb. 3.5E)
zu erkennen ist. Diese Bande ist in Abb. 3.5E bereits im Lysat, im Uberstand und auch
nach Waschen der Proben zu erkennen. Es finden sich analog zur Reinigung von His-
K-Ras(G12V) weitere Proteine ober- und unterhalb der Gal-8 long Bande in der
Coomassie-Blau Farbung. Dies bedeutet, dass Proteine vermutlich unspezifisch an die
Ni-NTA Agarose gebunden haben und nun noch im Eluat vorliegen.
Um nun abschatzen zu kénnen, wie viel His-K-Ras(G12V) bzw. His-Gal-8 long sich in

Eluat 1 der Ni-NTA Agarose Aufreinigung befindet, wurden aufsteigende Volumina des
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Eluat 1 von His-K-Ras(G12V) (Abb. 3.5C) bzw. His-Gal-8 long (Abb. 3.5F) auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Weiterhin wurde als Mengenstandard eine bekannte
Menge an kommerziell erworbenem rekombinanten K-RasH's bzw. Gal-8 short aufge-
tragen. Uber eine densitometrische Analyse wurde die Konzentration von 20 ng/ul His-
K-Ras(G12V) in Eluat 1 bzw. von 200 ng/ul Gal-8 long in Eluat 1 berechnet.
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Abb. 3.5: Nachweis und Konzentrationsbestimmung der gereinigten His-K-Ras(G12V)- und His-
Gal-8 long-Proteinen. H5-Insektenzellen wurden zur Expression von His-K-Ras(G12V) bzw. His-Gal-
8 long mit den entsprechenden Baculoviren infiziert und fir 72 Stunden kultiviert. Die H5-Insektenzellen
wurden lysiert und die His-markierten Proteine wurden tber Ni-NTA Agarose aufgereinigt. Die Eluate,
das Proteinlysat, der Uberstand nach Inkubation der Ni-NTA Agarose mit dem Lysat und der Durchfluss
nach Waschen der Agarose wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Gele wurden ent-
weder mit einer Coomassie-Blau-Ldsung gefarbt (A und D) oder His-K-Ras(G12V) und His-Gal-8 long
mit spezifischen Antikbrpern gegen Ras und Gal-8 nachgewiesen (B und E). Eine aufsteigende Reihe
an Volumina des Eluats 1 jedes His-Proteins wurde zusammen mit rekombinanten Proteinen bekannter
Mengen auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und mittels spezifischer Antikérper His-K-
Ras(G12V) (C) und His-Gal-8 long (F) im Western Blot nachgewiesen. Mittels Densitometrie konnte
ungefédhre Menge an His-Protein pro Mikroliter Eluat berechnet werden (C und F).
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3.1.5.2 Dot-Blot

Um die direkte Interaktion zwischen K-Ras und Gal-8 nachzuweisen, wurde die Dot-
Blot-Methode gemal} der methodischen Erklarung in Kap. 2.2.4.12 angewandt.

In Abbildung 3.6A sind die Blotentwicklungen der beiden Nitrocellulosemembranen
dargestellt, auf denen His-K-Ras(G12V) inklusive der in Kap. 2.2.4.12 dargestellten
Kontrollen aufgetropft wurden. Auf der linken Seite ist der Nachweis auf Gal-8 sichtbar,
rechts ist der Nachweis auf Ras abgebildet. Proportional zur Menge des aufgetropftem
His-K-Ras(G12V) interagiert Gal-8 mit His-K-Ras(G12V). Vergleicht man densitomet-
risch die Intensitat der Gal-8 Nachweise zwischen den aufgetropften Gal-8 short Kon-
trolle (Abb. 3.6A, links untere Reihe) und den in Interaktion mit His-K-Ras(G12V) ste-
henden Gal-8 long Mengen, so kann abgeschatzt werden, dass etwa 25 ng Gal-8 an
20 ng His-K-Ras(G12V) gebunden vorliegen. Bereits ab 2 ng immobilisierten His-K-
Ras(G12V) ist eine Bindung von Gal-8 long nachweisbar. Aufgrund der schwachen
Nachweisbarkeit von His-K-Ras(G12V) Uber den anti-pan-Ras-Antikorper auf der rech-
ten Seite von Abbildung 3.6A wurde fur den Nachweis der aufsteigenden Mengen an
His-K-Ras(G12V) eine langere Belichtungszeit gewahlt, als fur die in der unteren Reihe
dargestellten Kontrollen von K-Ras"s. Daher wurde die Abbildung in der Mitte getrennt
und die Blotentwicklung in unterschiedlichen Belichtungszeiten dargestellt.

Parallel dazu sind in Abb. 3.6B die beiden Entwicklungen der Blots abgebildet, auf
denen His-Gal-8 long inklusive der in Kap. 2.2.4.12 dargestellten Kontrollen aufgetropft
wurden. Auf der linken Seite ist der Nachweis auf HA-K-Ras(G12V) uber einen anti-
HA-Antikérper und auf der rechten Seite auf Ras-Proteine Uber den anti-pan-Ras-An-
tikorper abgebildet. Da die verwendeten Proteinmengen gering sind und eine langere
Belichtungszeit bei Entwicklung mittels HRP-gekoppelten sekundaren Antikorpern er-
fordern, wurde zum Nachweis von HA-K-Ras(G12V) statt des anti-pan-Ras-Antikor-
pers auf der linken Seite von Abbildung 3.6B der anti-HA-Antikorper verwendet. Auf
der rechten Seite ist der Nachweis auf Gal-8 long Uber den anti-Gal-8-Antikérper dar-
gestellt. Entsprechend zu Abb. 3.6A ist auch hier — reziprok zum dargestellten Versuch
in Abb. 3.6A — eine proportionale Interaktion von His-Gal-8 long und HA-K-Ras(G12V)
zu identifizieren. Da unterschiedliche Belichtungszeiten fir den Nachweis von HA-K-
Ras(G12V) vorliegen, kann hier keine Aussage getroffen werden, wie viel HA-K-
Ras(G12V) in Interaktion mit His-Gal-8 long vorliegt. Bereits ab 1 ng His-Gal-8 long
kann eine Interaktion mit HA-K-Ras(G12V) Uber den anti-HA-Antikdrper nachgewiesen

werden.
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Aus diesen Ergebnissen ist zu schlussfolgern, dass K-Ras-Proteine bereits in sehr ge-
ringen Mengen mit Gal-8 long direkt interagieren kdnnen, ohne ein Adapterprotein zu

bendtigen.

A His-K-Ras His-K-Ras
ingllo.2 2 20 2001 & (02 2 20 2001

N
langere Belichtung
@ o|®®

[ng] |50 100][1 10 25| |50 1001 10 25|
E. coli: K-RasHs  Gal-8s K-RasHis Gal-8s

B His-Gal-8l His-Gal8l
ingll0.1 1 101001 01 1 10 100]O

L o0omeee
langere Belichtun

[ng] |25 100][1 10 50|25 100|[1 10 50|
E. coli: Gal-8s K-RasHis Gal-8s K-RasHis

aGal-8
seyn

8-leon

aRas aHA

Abb. 3.6: Dot-Blot zur Analyse der direkten Interaktion zwischen K-Ras und Gal-8. Auf jeweils zwei
Nitrocellulosemembranen wurden His-K-Ras(G12V) und His-Gal-8 long in den angegebenen Mengen
aufgetropft. Rekombinantes K-Ras"s, sowie Gal-8 short in definierten Mengen diente als Mengenver-
gleichskontrolle der aufgetropften Proteine (untere Reihe). Die Membranen wurden mit BSA abgesattigt
und Uber Nacht mit 1 ug rekombinanten (A) Gal-8 short bzw. (B) HA-K-Ras(G12V) inkubiert. Der Nach-
weis der immobilisierten und der daran gebundenen Proteine erfolgte mit Hilfe des anti-Gal-8- und anti-
pan-Ras-Antikérpers (A) bzw. der anti-HA/anti-pan-Ras- und anti-Gal-8-Antikérper (B). Die hier abge-
bildeten Dot-Blots zeigen die reprasentativen Ergebnisse von zwei durchgeflihrten Experimenten.

3.1.6 In vitro-Interaktion von EGFP-Ras und Gal-8-Mutanten

Gal-8 besteht aus einer N- und einer C-terminalen CRD, die Uber eine hinge-Region
miteinander verbunden sind. Bereits in meiner Master-Thesis konnte ich zeigen, dass
die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras(G12V) uber die N-terminale CRD von Gal-
8 vermittelt wird [90]. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte Uberpruft wer-
den, ob die hinge-Region einen zusatzlichen verstarkenden oder abschwachenden Ef-
fekt auf die Interaktion zwischen den beiden Proteinen besitzt. Hierzu wurden in dieser
Arbeit mittels PCR HA-markierte-Mutanten (N-CRD-hinge [NH] und C-CRD-hinge
[CH]) zusatzlich zu den aus der Master-Thesis vorhandenen Mutanten (HA-N-CRD [N]
und HA-C-CRD [C]) generiert (Abb. 3.1).

HEK293-Zellen wurden mit den entsprechenden Plasmiden fur die Gal-8-Mutanten so-
wie fur EGFP-K-Ras(G12V) transfiziert und 48 h spater lysiert. Die HA-markierten

Gal-8-Mutanten wurden auf die Interaktionsfahigkeit mit ektop exprimiertem EGFP-K-
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Ras(G12V) Uberprift, indem die einzelnen HEK293-Lysate in einer in vitro-Interaktion
kombiniert wurden. Hierbei wurde EGFP-K-Ras(G12V) Uber anti-GFP pMacs Micro-
beads prazipitiert und mit einem Gal-8-haltigem Lysat inkubiert (Kap. 2.2.4.10).

Im oberen Blot der Abb. 3.7A sind die ko-prazipitierten HA-CRDs dargestellt, wahrend
der untere den HA-CRD-Input zeigt. Im mittleren Blot ist prazipitiertes EGFP-K-
Ras(G12V) zu sehen. Fur die densitometrischen Analysen wurden die Quotienten aus
ko-prazipitiertem HA-Protein und Input des HA-Proteins gebildet und zu EGFP-K-
Ras(G12V) in Relation gesetzt. Diese Werte wurden auf die Werte der Interaktion zwi-
schen HA-N-CRD und EGFP-K-Ras(G12V) normalisiert und sind als Interaktionsindex
abgebildet in einem Balkendiagramm als Mittelwert + SD von drei unabhangigen Ex-
perimenten dargestellt (zweiseitiger Einstichproben t-test; *** p < 0.001). Verglichen
mit der Interaktion zwischen HA-N-CRD und EGFP-K-Ras(G12V) liegt der Interaktion-
sindex der HA-N-CRD-hinge und EGFP-K-Ras(G12V) bei 0.95 £ 0.17. Der Interakti-
onsindex von HA-C-CRD bei 0.004 + 0.002, von HA-C-CRD-hinge bei 0.19 + 0.038.
Sowohl die HA-N-CRD, als auch die HA-N-CRD-hinge interagieren in etwa gleicher
Starke mit EGFP-K-Ras(G12V). Eine leichte Interaktion der HA-C-CRD-hinge mit
EGFP-K-Ras(G12V) konnte nachgewiesen werden, wahrend die HA-C-CRD nicht mit
EGFP-K-Ras(G12V) interagiert

Abb. 3.7B zeigt die Interaktion zwischen Ras-Isoformen und der N-CRD (N) bzw. N-
CRD-hinge (NH). Wahrend der mittlere Blot prazipitiertes Ras Uber spezifische Anti-
korper nachweist, zeigt der obere Blot die interagierende N-CRD bzw. N-CRD-hinge
durch Nachweis mit einem HA-Antikdrper. Ebenfalls mit diesem Antikorper wurde der
HA-CRD Input nachgewiesen. Vergleichbar mit den dargestellten Ergebnissen in Abb.
3.3 ist eine Praferenz in der Interaktion der N-CRD bzw. der N-CRD-hinge mit EGFP-
K-Ras(G12V) zu erkennen. In deutlich geringerem Mal3e interagieren die CRD-Mutan-
ten mit EGFP-H-Ras(G12V). Keine Interaktion ist mit EGFP-N-Ras(G12V), sowie der
EGFP-Kontrolle nachweisbar. Die hier abgebildeten Blots sind reprasentativ flr einen

von zwei durchgeflhrten Versuchen.
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Abb. 3.7: In vitro-Interaktion von EGFP-Ras und Gal-8-Mutanten. Plasmide, die fiir die einzelnen
HA-markierten Gal-8-Mutanten bzw. die Ras-Isoformen kodieren, wurden in HEK293 transfiziert und die
Zellen nach 48 Stunden in Gold-Lyse-Puffer lysiert. (A) Im mittleren Blot ist das prazipitierte EGFP-K-
Ras(G12V) dargestellt. Der obere Blot zeigt die ko-prazipitierten HA-markierten Gal-8-Mutanten: HA-N-
CRD [N], HA-N-CRD-hine [NH], HA-C-CRD [C] und HA-C-CRD-hinge [CH]. Der untere Blot zeigt ein
Aliquot der Lysate mit den eingesetzten HA-markierten Gal-8-Mutanten (HA-CRD-Input), die in der in
vitro-Interaktion eingesetzt wurden und unter Verwendung eines spezifischen anti-HA-Antikorpers nach-
gewiesen wurden. Uber densitometrische Bestimmungen wurden die Intensitaten der HA-markierten
ko-prazipitierten sowie im Lysat vorhandenen Gal-8 Mutanten und die Intensitdt von EGFP-K-
Ras(G12V) ermittelt. Der Quotient der ermittelten Intensitat aus ko-préazipitierter HA-CRD und HA-CRD-
Input wurde gebildet. Dieser wurde in Relation zu EGFP-K-Ras(G12V) gesetzt und auf die Interaktion
zwischen der HA-N-CRD und EGFP-K-Ras(G12V) normiert (Mittelwert + SD; zweiseitiger Einstichpro-
ben t-test; *** p < 0.001; n = 3). (B) Im mittleren Blot ist prazipitiertes EGFP-K-Ras(G12V), EGFP-H-
Ras(G12V), EGFP-N-Ras(G12V) und EGFP uber einen anti-GFP-Antikdrper nachgewiesen. Der obere
Blot zeigt die ko-prazipitierte HA-N-CRD-hinge [NH] und die HA-N-CRD [N], wahrend der untere Blot
den Lysat-Input der HA-markierten Gal-8-Mutanten abbildet. Ein reprasentativer Versuch von zwei un-
abhangig durchgefiihrten Versuchen ist dargestellt.

3.1.7 Abhangigkeit der Interaktion zwischen K-Ras und Gal-8 vom gebundenen
Guaninnukleotid

Fir Gal-1 und Gal-3 konnten Praferenzen der Interaktion mit GTP- statt GDP-gebun-

denem Ras festgestellt werden. Auch Gal-8 kdnnte eine solche Praferenz aufweisen.

Es wurden daher Ras-Mutanten verwendet, die konstitutiv aktiv GTP-gebunden
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(K-Ras(G12V)-Mutante [K-G12V]), dominant-negativ und somit GDP-gebunden
(K-Ras(S17N)-Mutante [K-S17N]) und als wildtypisches K-Ras vorliegen (K-Ras(wt)
[K-wt]). Plasmide wurden in HEK293-Zellen transfiziert und die Zellen nach 48 Stunden
lysiert. Die einzelnen EGFP-markierten Ras-Mutanten enthaltenden Lysate wurden im-
munprazipitiert und mit 2 mg PANC-1-Lysat als Quelle von endogenem Gal-8 inkubiert.
Abb. 3.8 zeigt die Nachweise des interagierenden Gal-8, prazipitierten EGFP-K-Ras
und im Lysat vorliegenden Gal-8. Prazipitiertes EGFP-K-Ras liegt in allen drei Spuren
in vergleichbaren Mengen vor (mittlerer Blot). Ko-prazipitiert konnte Gal-8 an allen drei
EGFP-K-Ras-Varianten in vergleichbaren Mengen detektiert werden (oberer Blot). Im
unteren Blot ist der Nachweis auf Gal-8 in einem Aliquot des eingesetzten PANC-1-
Lysates abgebildet. Unabhangig von der prazipitierten EGFP-Ras-Mutante und somit
unabhangig vom Guaninnukleotid-Zustand findet die Interaktion zwischen Gal-8 und
Ras in vergleichbarer Starke statt.

Zuséatzlich dazu wurde ein Ras-Aktivitatsassay durchgefiihrt (Abb. 3.8B). Uber diesen
kann nachgewiesen werden, ob ein Ras-Protein im GTP-gebunden Zustand vorliegt
(Kap. 2.2.4.9). Fur den Ras-Aktivitatsassay wurden die oben beschriebenen GTP- und
GDP-gebundenen sowie die wildtypische EGFP-Ras-Mutanten verwendet, die in
HEK293 exprimiert und in Ras-RIPA-Puffer lysiert vorliegen. Es findet ein pull-down
von GTP-gebundenem Ras Uber ein RBD-Protein statt, sodass dieses im Western Blot
uber einen spezifischen GFP-Antikorper nachgewiesen werden kann. In Abbildung
3.8B ist dieser Nachweis des GTP-gebundenen EGFP-Ras-Proteins dargestellt. Es
zeigt sich, dass der Nachweis auf das konstitutiv aktive, GTP-gebundene EGFP-K-
Ras(G12V) die starkste Bande aufweist, wahrend der Nachweis auf das dominant ne-
gative EGFP-K-Ras(S17N) keine Bande zeigt. Der Nachweis von EGFP-K-Ras(wt)
zeigt eine leichte Bande auf Hohe von EGFP-K-Ras. Dies spricht dafur, dass EGFP-
K-Ras(wt) partiell GTP-gebunden vorliegt. Verglichen mit EGFP-K-Ras(G12V) aber in

deutlich geringerem Ausmal.
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Abb. 3.8: Abhédngigkeit der K-Ras/Gal-8 Interaktion von der Guaninnukleotid-Bindung. Die kon-
stitutiv aktive Ras-Mutante EGFP-K-Ras(G12V) [K-G12V], die dominant negative und somit GDP-ge-
bundene EGFP-K-Ras(S17N) Mutante [K-S17N] und EGFP-K-Ras(wt) [K-wt] wurden nach Transfektion
entsprechender Plasmide in HEK293 fiir 48 Stunden exprimiert. EGFP-markierte Ras-Mutanten wurden
Uber uMacs anti-GFP beads prazipitiert und mit 2 mg PANC-1-Lysat inkubiert. (A) Der obere Blot zeigt
das ko-prazipitierte Gal-8, der mittlere Blot das prazipitierte EGFP-K-Ras und der untere Blot den Gehalt
an Gal-8 im eingesetzten Proteinlysat. Gal-8 interagiert mit allen drei EGFP-K-Ras-Proteinen in glei-
chem Male, unabhangig vom gebundenen Guaninnukleotid. Die dargestellten Blots stehen reprasen-
tativ fur insgesamt finf unabhangige Experimente. (B) Der obere Blot stellt den Nachweis auf EGFP-K-
Ras unter Verwendung eines anti-GFP-Antikdrpers nach einem durchgeflihrten Ras-Aktivitadtsassay
dar. K-Ras.GTP konnte in groBen Mengen im EGFP-K-Ras(G12V)-Lysat und in deutlich geringeren
Mengen im EGFP-K-Ras(wt)-Lysat detektiert werden. Im EGFP-K-Ras(S17N)-Lysat ist kein EGFP-K-
Ras nachweisbar. Der untere Blot zeigt den Nachweis auf EGFP-K-Ras unter Verwendung eines Ali-
quots des eingesetzten Proteinlysates fiir den Ras-Aktivitatsassay. Die dargestellten Blots stehen re-
prasentativ fir insgesamt zwei unabhangige Experimente.

3.1.8 Abhangigkeit der K-Ras/Gal-8 Interaktion von der posttranslationalen
Prenylierung von K-Ras

Die Hypothese, dass die Interaktion zwischen K-Ras und Gal-8 Uber eine Inkorporation
der Farnesyl-Gruppe am terminalen Cystein von Ras in eine hydrophobe Tasche von
Gal-8 stattfinden konnte, wurde in diesem Versuch untersucht. Hierzu wurde eine Mu-
tante von EGFP-K-Ras(G12V) verwendet, dessen terminales Cystein gegen ein Serin
mutiert wurde [K-G12V,C185S)]. Zusatzlich wurde ein in E. coli exprimiertes EGFP-K-
Ras(G12V) genutzt [rek. K-G12V]. Dieses wird in E. coli nicht posttranslational farne-
syliert.

Die Proteine wurden in HEK293 bzw. E. coli exprimiert und die in vitro-Interaktion wie
bereits ausfuhrlich beschrieben mit 2 mg PANC-1-Lysat als Quelle von endogenem
Gal-8 (Abb. 3.9A), 0.5 mg HA-N-CRD (Abb. 3.9B) oder 0.5 mg HA-C-CRD (Abb. 3.9C)
durchgefuhrt. Der jeweils mittlere Blot in Abb. 3.9 zeigt die prazipitieren EGFP-Ras-
und EGFP-Proteine. Im jeweils oberen Blot sind interagierendes Gal-8, HA-N-CRD o-
der HA-C-CRD dargestellt, wahrend der untere Blot den Gehalt der jeweiligen Proteine

im Lysat darstellt.
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Full-length Gal-8 und die N-CRD interagieren ausschlie3lich mit der posttranslational
farnesylierten Variante von EGFP-K-Ras(G12V) (Abb. 3.9A und B, Spur 1). Die HA-C-
CRD interagiert mit keiner der EGFP-K-Ras(G12V)-Varianten (Abb. 3.9C). Die Inter-
aktion ist somit abhangig von der Farnesylierung von EGFP-K-Ras(G12V). Weiterhin
konnte erneut gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras Uber
die N-CRD und nicht Gber die C-CRD vermittelt wird (Abb. 3.9B und C).
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Abb. 3.9: Abhangigkeit der K-Ras/Gal-8 Interaktion von der posttranslationalen Prenylierung von
Ras. Posttranslational farnesyliertes EGFP-K-Ras(G12V) [K-G12V], sowie das farnesyl-defiziente
EGFP-K-Ras(G12V,C185S) [K-G12V,C185S] wurden in HEK293 nach Transfektion entsprechender
Plasmide exprimiert. Rekombinantes, nicht farnesyliertes EGFP-K-Ras(G12V) wurde in E. coli
exprimiert [rek. K-G12V]. Die EGFP-K-Ras-Proteine wurden mittels uMacs anti-GFP beads in gleichen
Mengen préazipitiert und mit PANC-1-Lysat oder HA-N-CRD bzw. HA-C-CRD enthaltende HEK293-
Lysate flr 2 Stunden inkubiert. Nach Aufreinigung wurden die Prazipitate mittels Western Blot analysiert.
Die oberen Blots der Abbildung zeigen in Interaktion stehendes (A) Gal-8, (B) HA-N-CRD bzw. (C) HA-
C-CRD, wahrend die unteren Blots die Proteinmenge im zugehdrigen Lysat darstellt.

3.1.9 Interaktion von Ras-Lysin-Mutanten mit Galektinen

Vergleichende Strukturanalysen, die von Dr. Karin Fritz-Wolf durchgefuhrt wurden (AG
Prof. Dr. Katja Becker) zeigen, dass Gal-8 zwei hydrophobe Bindungstaschen besitzt
uber die eine Interaktion mit K-Ras durch Inkorporation des Farnesylrestes vermittelt
werden konnte. Eine dieser hydrophoben Bindungstaschen weist negativ-geladene
Aminosauren auf, welche mit den positiv-geladenen Lysinen der hypervariablen Re-
gion von K-Ras elektrostatisch die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras stabilisieren
konnten. Auf Grundlage dieser Vermutung wurden diverse Ras-Lysin-Mutanten (Abb.
3.2B) erstellt: (a) K-Ras-Lysin-Mutanten, dessen letzten beiden Lysine an Position 182

bzw. 184 mit den korrespondierenden Aminosauren von H-Ras bzw. N-Ras an diesen
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Positionen ersetzt wurden und (b) H- und N-Ras-Mutanten, deren Aminosauren an
Position 183 und 185 sukzessive gegen Lysine mutiert wurden, sodass der Aufbau der
Farnesyldomanen im Anschluss der von K-Ras ahnelt. Die Interaktion dieser Ras-Ly-

sin-Mutanten mit Gal-8 und mit Gal-1 wurden im Folgenden analysiert.

3.1.9.1 Interaktion von Ras-Lysin-Mutanten mit Gal-8

Die Ras-Lysin-Mutanten wurden in HEK293 exprimiert und unter Zugabe von 2 mg
PANC-1-Lysat in einer in vitro-Interaktion eingesetzt.

In den mittleren Blots der Abb. 3.10 sind die gleichmaRig prazipitierten Ras-Mutanten
abgebildet. In den oberen Blots ist ko-prazipitiertes Gal-8 dargestellt, die unteren Blots
zeigen den Nachweis von Gal-8 im eingesetzten PANC-1-Proteinlysat. Abhangig von
der eingesetzten Ras-Lysin-Mutante liegt die Interaktion mit Gal-8 verstarkt bzw. ver-
ringert vor. Mittels densitometrischer Analyse wurden die Mengen an ko-prazipitiertem
Gal-8 short und long quantifiziert und als Quotient mit dem densitometrischen Werten
von prazipitiertem EGFP-Ras verrechnet. Dieser wurde nach Normalisierungen auf die
Interaktion zwischen Gal-8 und EGFP-K-Ras(G12V), EGFP-H-Ras(G12V) oder
EGFP-N-Ras(G12V,G183K,P185K) als Interaktionsindex [a.u.] definiert, mit dem Zah-
lenwert von 1 gleichgesetzt und als Mittelwert £ SD aus drei bis funf unabhangig von-
einander durchgeflhrten Experimenten dargestellt. Zur Vereinfachung der komplexen
Mutanten-Bezeichnungen, sind die Ras-Isoformen als K, H und N abgekulrzt. Nach
dem Bindestrich folgen die in der Aminosauresequenz vorliegenden Mutationen.
Gal-8 short und long interagieren in vergleichbaren Mengen mit EGFP-markiertem K-
Ras(G12V), K-Ras(G12V,K184P) und K-Ras(G12V,K182S). Nach Austausch beider
Lysine in der Farnesyldomane von K-Ras(G12V), ist die Interaktion zwischen K-
Ras(G12V,K182S,K184P) und Gal-8 um etwa 50 % reduziert (Abb. 3.10A). Die Muta-
tion von H-Ras an Position 183 fuhrt zum Vorliegen von zwei Lysinen innerhalb der
Farnesyldomane von H-Ras. Der Interaktionsindex von Gal-8 short und long mit H-
Ras(G12V,S183K) ist in diesem Falle um den Faktor 1.8 £ 0.058 (Gal-8s) bzw. 1.64 +
0.072 (Gal-8l) gestiegen (Abb. 3.10B). Eine Interaktion von Gal-8 mit EGFP-N-
Ras(G12V) ist nicht quantifizierbar. Allerdings kann nach Insertion von zwei Lysinen
an Position 183 und 185 der Farnesyldomane von N-Ras eine leichte Interaktion mit
Gal-8 nachgewiesen werden. Bereits die Mutation N-Ras(G12V,P185K) flhrt zu einer
sehr schwachen Interaktion von Gal-8 short mit N-Ras (Abb. 3.10C). Aufgrund der all-
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gemein geringeren Expression von Gal-8 long in PANC-1-Lysaten wurde auf eine den-
sitometrische Analyse von Gal-8 long in Interaktion mit N-Ras verzichtet. Die hier ab-
gebildeten Blots stehen reprasentativ fur funf (K-Ras-Mutanten), drei (H-Ras-Mutan-
ten) bzw. vier (N-Ras-Mutanten) durchgefihrte Experimente.

Der Versuch zeigt, dass die Interaktion von Ras mit Gal-8 abhangig von den in der
Farnesyldomane von Ras vorhandenen positiv-geladenen Lysinen ist. Werden Lysine
der Farnesyldomane von H-Ras bzw. N-Ras zugefugt ist die Interaktion mit Gal-8 star-
ker bzw. findet Uberhaupt statt. Werden hingegen Lysine entfernt, so ist eine Reduktion
der Interaktion zwischen Gal-8 und Ras erkennbar. Die zu Beginn dieses Kapitels auf-
gestellte Hypothese, dass negativ-geladene Aminosauren in unmittelbarer Nahe der
hydrophoben Bindungstasche von Gal-8 mit den positiv-geladenen Lysinen der Far-

nesyldomane von Ras die Interaktion positiv beeinflussen kdnnen, hat sich bestatigt.
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Abb. 3.10: Interaktion von Ras und Gal-8 in Abhéngigkeit von der Farnesyldoméne von Ras. Die
oberen Blots zeigen ko-prazipitiertes Gal-8 short und long nach erfolgter in vitro-Interaktion, wahrend
die unteren Blots den Gehalt an Gal-8 im verwendeten Proteinlysat darstellen. Die mittleren Blots zeigen
den Nachweis auf prazipitiertes EGFP-Ras. Der Quotient aus den densitometrisch quantifizierten Inten-
sitdten von Gal-8 short bzw. long in Relation zur Intensitat von prazipitiertem EGFP-Ras wurde kalku-
liert, auf die Interaktion zwischen Gal-8 und EGFP-K-Ras(G12V) (A), EGFP-H-Ras(G12V) (B) und
EGFP-N-Ras(G12V,P183K,P185K) (C) normalisiert, als Interaktionsindex definiert und unter den jewei-
ligen Blots dargestellt. In allen drei Teilabbildungen ist ein reprasentativer Blot von drei bis funf durch-
gefuhrten Experimenten dargestellt. Die statistische Analyse der densitometrischen Bestimmungen er-
folgte mittels zweiseitigem Einstichproben t-test (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; Mittelwert + SD;
n = 3-5).
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3.1.9.2 Interaktion von Ras-Lysin-Mutanten mit Gal-1

Vergleichbar zur Versuchsdurchfihrung in Kapitel 3.1.8 sind in diesem Kapitel die Er-
gebnisse der Interaktion der in HEK293 exprimierten K-Ras-Lysin-Mutanten mit endo-
genem Gal-1 aus PANC-1-Lysaten dargestellt. Das Resultat dieses Versuches unter-
scheidet sich in zwei Punkten zu der Interaktion von Gal-8 mit den K-Ras-Lysin-Mu-
tanten. Wahrend die Interaktion von Gal-1 mit EGFP-K-Ras(G12V) und EGFP-K-
Ras(G12V,K182S) eine ahnliche Starke aufweist, ist die Interaktion mit EGFP-K-
Ras(G12V,K184P) um etwa 50 % schwacher. Der Interaktionsindex liegt hier bei ei-
nem Faktor von 0.5 verglichen zur Interaktion von Gal-1 mit EGFP-K-Ras(G12V). Wei-
terhin zeigt die K-Ras-Lysin-Mutante EGFP-K-Ras(G12V,K182S,K184P) keine Inter-
aktion mit Gal-1.

Dies bedeutet, dass Gal-1 mdglicherweise einen anderen Interaktionsmechanismus
oder eine anders aufgebaute hydrophobe Tasche besitzt als Gal-8. Die positiv-gela-
denen Lysine scheinen hier eine noch wichtigere Rolle zu spielen, als bei der Interak-

tion zwischen Gal-8 und K-Ras.
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Abb. 3.11: Interaktion von Ras-Lysin-Mutanten mit Gal-1. Die zwei unteren Blots zeigen im PANC-
1-Lysat vorhandene Mengen an endogenem Gal-8 bzw. Gal-1. Die oberen zwei Blots stellen ko-prazi-
pitiertes Gal-8 bzw. Gal-1 dar. Der mittlere Blot zeigt den Nachweis der vier prazipitierten K-Ras-Mutan-
ten. In der rechten Spur ist das rekombinante Gal-1 bzw. Gal-8s aufgetragen. Densitometrisch wurden
die Intensitaten von Gal-8s, Gal-1 und den EGFP-Ras-Mutanten ermittelt. Der Quotient aus Gal-8s bzw.
Gal-1 zur jeweiligen EGFP-Ras-Mutante wurde berechnet, auf die Interaktion zwischen Gal-8s bzw.
Gal-1 und EGFP-K-Ras(G12V) normalisiert und im Balkendiagramm als Interaktionsindex (Mittelwert +
SD, n=5) dargestellt. Die statistische Analyse der densitometrischen Bestimmungen erfolgte mittels
zweiseitigem Einstichproben t-test (* p £ 0.05; ** p £0.01; *** p < 0.001; Mittelwert + SD; n = 3-5).
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3.1.10 Interaktion von Mutanten der polybasischen Domane von K-Ras mit Gal-8
Neben den zwei Lysinen in unmittelbarer Nahe zum farnesylierten Cystein der Ras-
Proteine, findet sich upstream in der Aminosauresequenz von K-Ras eine sechs Ly-
sine umfassende, sogenannte polybasische Domane. Da auch diese Lysine einen Ein-
fluss auf die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras haben kdnnten, wurde die polyba-
sische Domane des K-Ras durch die entsprechende Aminosauresequenz von H-Ras
(PL-H) oder N-Ras (PL-N) ersetzt. Zusatzlich dazu, wurden die beiden Lysine an Po-
sition 182 und 184 in der Aminosauresequenz von K-Ras durch ein Serin bzw. Prolin
ersetzt. Zur Vereinfachung der Bezeichnung der Mutanten sind nur noch die einzelnen

Punktmutationen von EGFP-K-Ras in der Abbildung als Beschriftung angefiihrt.
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Abb. 3.12: Mutanten der polybasischen Doméane von K-Ras in Interaktion mit Gal-8. Der obere
Blot zeigt ko-prazipitiertes Gal-8 short und long, wahrend der untere Blot Gal-8 im eingesetzten Protein-
lysat nachweist. Der mittlere Blot zeigt die prazipitierten EGFP-K-Ras-Mutanten nach Detektion tber
einen anti-GFP Antikdrper. Der Quotient aus den densitometrischen Bandenintensitaten der EGFP-Ras-
Mutanten und Gal-8 short und long wurde berechnet, auf die Interaktion von EGFP-K-Ras(G12V) zu
Gal-8 short bzw. long normalisiert und als Interaktionsindex [a.u.] im Balkendiagramm graphisch abge-
bildet. Die statistische Analyse erfolgte Uber einen zweiseitigen Einstichproben t-test (*** p < 0.001;
Mittelwert £ SD; n = 3).

Die EGFP-K-Ras-Mutanten wurden in HEK293-Zellen exprimiert, die Zellen lysiert,
EGFP-K-Ras prazipitiert und ko-prazipitiertes Gal-8 aus PANC-1-Zelllysaten mittels
Western Blot nachgewiesen. Der obere Blot in Abb. 3.12 zeigt ko-prazipitiertes Gal-8
short und long, wahrend der untere Blot die Menge an Gal-8 im eingesetzten Protein-
lysat nachweist. Der mittlere Blot zeigt den Nachweis der prazipitierten K-Ras-Mutan-

ten. Densitometrische Bestimmungen der Bandenintensitat der prazipitierten EGFP-
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K-Ras-Mutanten sowie des ko-prazipitierten Gal-8 short und long wurden durchge-
fuhrt. Der Quotient aus beiden wurde auf die Interaktion von EGFP-K-Ras(G12V) zu
Gal-8 short bzw. long normalisiert und als Interaktionsindex [a.u.] graphisch darge-
stellt.

Die Analysen zeigen, dass die Interaktion zwischen EGFP-K-Ras(G12V) und Gal-8
short bzw. long am starksten detektiert werden konnte. Ist die polybasische Domane
von K-Ras gegen die korrespondierende Aminosauresequenz von H-Ras (PL-H) oder
von N-Ras (PL-N) ausgetauscht, sinkt die Interaktion von Gal-8 short und long auf
unter 30 %. Die zusatzliche Mutation der zwei verbleibenden Lysine fuhrt zu einem
kompletten Verlust in der Interaktion mit Gal-8 fir die beiden untersuchten K-Ras-Mu-
tanten. Nach Austausch der polybasischen Doméane von K-Ras zu der korrespondie-
renden Aminosauresequenz von H- und N-Ras wurde die Anzahl an positiv-geladenen
Lysinen in der polybasischen Domane reduziert. Dies fuhrt dazu, dass die Interaktion
der EGFP-K-Ras(G12V)-PL-H bzw. PL-N Mutanten und Gal-8 deutlich reduziert vor-
liegt, aber dennoch im Vergleich zur Interaktion mit EGFP-K-Ras(G12V) zu etwa 30 %
detektiert werden kann. Dies begrindet sich durch die beiden verbliebenen, positiv-
geladenen Lysine K182 und K184. Liegen diese ebenfalls gegen korrespondierende
Aminosauren von H- und N-Ras ausgetauscht vor, so ist die Interaktion zwischen den
Ras-Mutanten und Gal-8 vollstandig inhibiert. Dies zeigt die enorme Bedeutung der

positiv-geladenen Lysine fur die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras.

3.1.11 Interaktion von Gal-8 mit Rho-GTPasen

Neben Ras-Proteinen werden weitere Proteine, die zur Ras-Superfamilie gehoéren
posttranslational prenyliert. Rac1, Rac1b, RhoA, RhoC und Cdc42 werden dabei am
Cystein des CAAX-Motivs geranylgeranyliert, wahrend K-Ras farnesyliert wird [99]. Die
Geranylgeranylierung ist der Farnesylierung ahnlich und unterscheidet sich lediglich in
der Lange der Kohlenstoffkette. Wahrend die Geranylgeranylierung 20-Kohlenstoffe
besitzt verflgt die Farnesylierung tUber 15 Kohlenstoffe. Somit kénnte durch Inkorpo-
ration der Geranylgeranylgruppe der Rho-GTPasen in die hydrophobe Tasche von
Gal-8 ebenfalls eine Interaktion mdglich sein.

Um diese Hypothese zu prifen, wurden EGFP-markierte Rho-GTPasen in HEK293
exprimiert und im Anschluss unter Verwendung von PANC-1-Lysat in in vitro-Interak-

tionsstudien eingesetzt.
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Abb. 3.13A zeigt im oberen Blot ko-prazipitiertes Gal-8, wahrend der untere Blot den
Gehalt an Gal-8 im PANC-1-Lysat darstellt. Der mittlere Blot zeigt den Nachweis der
prazipitierten GTPasen uber einen anti-GFP Antikorper nach. Zur Quantifizierung wur-
den densitometrische Analyse durchgefuhrt, die bereits in Kap. 3.1.10 beschrieben
sind. Abb. 3.13B zeigt die vergleichende Aminosauresequenz-Analyse der letzten 17
Aminosauren der in diesem Versuch verwendeten GTPasen. Posttranslational preny-
lierte Cysteine sind grun gefarbt.

Die Ergebnisse zeigen, dass Gal-8 mit EGFP-K-Ras(G12V), -Rac1, -Rac1b
und -Cdc42 interagiert. Der densitometrisch kalkulierte Interaktionsindex zeigt in etwa
gleiche Bindungspraferenzen von Gal-8 mit diesen GTPasen, verglichen zur Interak-
tion von Gal-8 mit EGFP-K-Ras(G12V). Der Interaktionsindex von Gal-8s bzw. Gal-8l
mit RhoA bzw. RhoC sinkt auf Werte von unter 0.1043 + 0.07. In vorangehenden Ver-
suchen wurden die beiden Lysine 182 und 184 in der C-terminalen Aminosaurese-
quenz von K-Ras als essentiell flr die Interaktion mit Gal-8 beschrieben. Rho-GTPa-
sen, bei denen eine Interaktion mit Gal-8 nachgewiesen worden ist, weisen an den
korrespondierenden Aminosauresequenzen ebenfalls Lysine auf. In den Aminosau-
resequenzen von RhoA und RhoC fehlen diese (Abb. 3.13B).
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Abb. 3.13: Interaktion von Gal-8 mit weiteren GTPasen. (A) EGFP-markierte GTPasen wurden in
HEK293-Zellen transient exprimiert, die Zellen lysiert und gleiche Mengen an EGFP-GTPasen uber
MMacs anti-GFP beads prazipitiert. PANC-1-Lysat wurde als Quelle von endogenem Gal-8 hinzugefligt.
Das Prazipitat wurde im Western Blot mittels spezifischer Antikdrper analysiert. Der obere Blot zeigt ko-
prazipitiertes Gal-8, der untere im PANC-1-Lysat befindliches Gal-8. Der mittlere Blot zeigt die prazipi-
tierten EGFP-GTPasen. Die Daten der densitometrische Analyse sind rechts dargestellt. Die dargestell-
ten Blots sind reprasentativ fur drei unabhangig voneinander durchgefihrte Experimente. Die statisti-
sche Analyse erfolgte Uber einen zweiseitigen Einstichproben t-test (** p < 0.01; *** p < 0.001; Mittelwert
+ SD; n = 3). (B) Vergleichende Aminosauresequenz-Analysen von K-Ras und Rho-GTPasen. In grin
ist das posttranslational prenylierte Cystein abgebildet. In rot sind die Lysine in unmittelbarer Nahe zum
prenylierten Cystein hervorgehoben.
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3.1.12 Zusammenfassung der Ergebnisse der Interaktionsstudien von Ras und
Gal-8
Die im Kapitel 3.1 beschriebenen Interaktionsstudien zwischen Ras und Gal-8 haben
eine direkte Interaktion zwischen endogenem K-Ras und Gal-8 Uber verschiedene in
vitro-Interaktionsassays und Ko-Prazipitationsstudien nachgewiesen. In geringerem
Malde konnte auch eine Interaktion von H-Ras mit Gal-8 nachgewiesen werden, wah-
rend N-Ras nicht in der Lage ist, mit Gal-8 zu interagieren.
Die Interaktion der beiden Proteine ist direkt abhangig von der posttranslationalen Far-
nesylierung von K-Ras am terminalen Cystein des CAAX-Motivs. Das gebundene Gu-
aninnukleotid von K-Ras spielt fir eine Interaktion, anders als es fir Gal-1 und Gal-3
gezeigt wurde, keine Rolle.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die N-CRD die Interaktion von Gal-8 mit Ras
vermittelt und dass die hinge-Region hierbei keinen zusatzlichen Effekt auf die Inter-
aktion zeigt. Allerdings konnte eine leichte Bindung der C-CRD-hinge an K-Ras gezeigt
werden, obwohl die C-CRD keine Interaktion mit K-Ras zeigt.
In den zuletzt dargestellten in vitro-Interaktionsassays konnten insgesamt acht Lysine
innerhalb der Farnesyldomane und der polybasischen Domane von Ras bestimmt wer-
den, die essentiell fur die Interaktion von K-Ras mit Gal-8 sind. Fehlen die Lysine aus
der polybasischen Domane oder die zwei Lysine in unmittelbarer Nahe des posttrans-
lational farnesylierten Cysteins, so ist die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras stark
vermindert.
Zuletzt konnten GTPasen mit vergleichbarem C-Terminus zu K-Ras mittels in vitro-

Interaktionsassays detektiert werden, die mit Gal-8 interagieren.
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3.2 Einfluss von Gal-8 auf den Ras/Raf/MEK/ERK und PI3K/Akt-Sig-
nalweg in PANC-1- und Colo699-Zellen

Auf Grundlage der in unserer Arbeitsgruppe erzielten Daten, konnte ein Einfluss von
Gal-8 auf den PI3K-Akt-Signalweg bereits beschrieben werden [67, 77]. In Verbindung
mit den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit, dass eine direkte Interaktion zwischen
Gal-8 und K-Ras besteht, wurde der Effekt eines Gal-8-knockdowns auf die zwei am
besten charakterisiertesten und von Ras beeinflussten Signalwege - dem
Ras/Raf/MEK/ERK Signalweg sowie dem PI3K-Akt Signalweg — analysiert.

Hierzu wurden PANC-1- bzw. Colo699-Zellen mit spezifischen Gal-8 siRNAs bzw.
Kontroll-siRNAs transfiziert und im Anschluss lysiert. Unter Verwendung von spezifi-
schen Antikorpern wurde die Phosphorylierung von ERK und Akt analysiert und die

erhaltenen Signale wurden zur Auswertung densitometrisch quantifiziert.

3.2.1 Die Depletion von Gal-8 fiihrt zu einer erhohten Phosphorylierung von
ERK1/2

PANC-1-Zellen und PANC-1-Zellen, die stabil EGFP-K-Ras(G12V) (K-Ras-4.1) bzw.
EGFP (EGFP-14) Gberexprimieren, sowie Colo699-Zellen, wurden mit einem Pool aus
4 siRNAs gegen Gal-8 bzw. mit Kontroll-siRNAs transfiziert und die Phosphorylierung
von ERK1/2 unter Verwendung spezifischer Antikdrper im Western Blot nachgewie-
sen.

In Abb. 3.14A ist der knockdown von Gal-8 in den PANC-1-, K-Ras-4.1- und EGFP-
14-Zellen mittels eines Gal-8 Antikdrper nachgewiesen. Die Effizienz des knockdowns
liegt nach densitometrischer Analyse der Bandenintensitat bei mehr als 75 % flur die
beiden Gal-8 Isoformen short und long in allen drei Zelllinien. Ein Anstieg der Phos-
phorylierung von ERK1/2 an Threonin202 und Tyrosin204, ist nach Gal-8-knockdown
zu verzeichnen. Die Phosphorylierung von ERK1/2 steigt hier auf Faktoren 2.0 + 0.22
(PANC-1), 1.8 £ 0.23 (K-Ras4.1), und 2.0 £ 0.37 (EGFP-14) (Abb. 3.14B). Auffallig ist,
dass die basale Phosphorylierung von ERK in den K-Ras-4.1-Zellen im Vergleich zu
den PANC-1- und EGFP-14-Zellen erhoht vorliegt, wahrend die Expression von
ERK1/2 zwischen den Zelllinien vergleichbar ist. Die in Abbildung 3.14A und B darge-
stellten Western Blots stehen reprasentativ fir mehr als sechs durchgefuhrte Versu-

che. Die Balkendiagramme zeigen Mittelwerte £+ SEM.
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Abb. 3.14C zeigt den knockdown von Gal-8 in Colo699-Zellen und den dazugehorigen
Anstieg der Phosphorylierung von ERK1/2 nach Gal-8-knockdown. Die densitometri-
sche Analyse zeigt einen Gal-8-knockdown auf einen Faktor von 0.2 + 0.03 fur Gal-8s
und auf 0.382 £ 0.023 fur Gal-8Il. Der Anstieg der ERK1/2-Phosphorylierung liegt bei
Faktor 2.15 + 0.29 und ist damit vergleichbar zum Anstieg der ERK1/2-Phosphorylie-
rung in PANC-1 nach Gal-8-Depletion.

9
A & N & N & N O%I
) (3 QO v [¢) v
o QO Q 0 Q QO N —
kba] & & & & & & & 3 Dmock MsiGal-8; Gal-8s msiGal-8; Gal-8l
43+ s,
R -~ — & I Gal-8l E é
3 |G - 0 e |- Gal-8s %6
L
———— | e - GAPDH ¢
34 £0
PANC-1  K-Ras-41 EGFP-14 2
PANC-1 K-Ras-4.1 EGFP-14
B &
® ® ® o — .
F & & & & F \f = Omock msiGal-8 i
kba] & & & & & & & 89 *k .
sX
43 —= ERK1/2 T ¥ 24
ﬂ — |:p ok
_ S~
= N
R IR UL
>
PANC-1  K-Ras-4.1 EGFP-14 =
E o
PANC-1 K-Ras-4.1 EGFP-14
& ¥
[¢) 0
koa] & 8 .
B Gal-8 — - moc —_ 0 mock
= 3 WsiGal-8; Gal-8s 5, 3 msiGal-s
-— | Gal-8s S |=siGal-8; Gal-8l o< *
34 To 11 5%
o L =
34 = £a
43+ —— pERK1/2 f‘zj 8 1 k%% g é 1
% *kk % "g_
431 - el ERK1/2 @ - (12
[— 0 0-
Colo699 Colo699

Abb. 3.14: Einfluss der Gal-8 Depletion auf die Phosphorylierung von ERK1/2 in PANC-1- und
Colo699-Zellen. (A) Der obere Blot zeigt den Nachweis auf Gal-8 in PANC-1, K-Ras-4.1 und EGFP-14
Zellen unter Verwendung eines siGal-8-Pools (siGal-8) oder Kontroll-siRNAs (mock). Der untere Blot
zeigt den Nachweis auf GAPDH als Ladungskontrolle. Auf der rechten Seite ist die densitometrische
Analyse abgebildet (Mittelwerte £+ SEM; zweiseitiger Einstichproben t-test; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p
< 0.001; n = 6). (B) Der obere Blot der Abbildung zeigt den Nachweis auf pERK1/2, der untere auf
ERK1/2 mittels spezifischer Antikdrper. Auf der rechten Seite ist die zugehdrige densitometrische Aus-
wertung dargestellt (Mittelwerte + SEM; zweiseitiger Einstichproben t-test; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p
< 0.001; n 2 6). (C) Der obere Blot zeigt den Nachweis auf Gal-8 in Colo699-Zellen unter Verwendung
eines siGal-8-Pools (siGal-8) oder Kontroll-siRNAs (mock). Die darauffolgenden Blots zeigen die Nach-
weise auf GAPDH, pERK1/2 und ERK1/2. Auf der rechten Seite sind die densitometrischen Auswertun-
gen der Gal-8 Depletion und des Verhaltnisses aus pERK1/2 zu ERK1/2 dargestellt (Mittelwerte + SEM;
zweiseitiger Einstichproben t-test; * p < 0.05; *** p < 0.001; n = 4).
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Die Ergebnisse zeigen, dass nach einem knockdown von Gal-8 in den getesteten Zell-
linien die Phosphorylierung von ERK1/2 an Threonin202 und Tyrosin204 erhéht vor-
liegt, wahrend kein Einfluss des knockdowns auf die Expression von ERK1/2 nachge-

wiesen wurde.

3.2.2 Die Depletion von Gal-8 beeinflusst die Proteinmenge von
EGFP-K-Ras(G12V) in PANC-1-Zellen

Im Zuge der siRNA-vermittelten knockdown-Experimente von Gal-8 konnte eine er-
hohte Proteinmenge von EGFP-K-Ras(G12V) in stabil transfizierten PANC-1/EGFP-
K-Ras(G12V)-Zellen (K-Ras-4.1) detektiert werden. Dieser Einfluss ist in den folgen-
den drei Kapiteln dargestellt und beschreibt tiefergehend die Lokalisation von EGFP-
K-Ras(G12V) sowie die Beteiligung des Proteasoms auf die erhdhte Proteinmenge
von EGFP-K-Ras(G12V) nach Gal-8-knockdown.

3.2.2.1 Beeinflussung der Expression von EGFP-K-Ras(G12V) nach Depletion
von Gal-8 in PANC-1-Zellen

PANC-1-, K-Ras-4.1- und EGFP-14-Zellen wurden mit Gal-8 bzw. mit Kontroll-siRNA
transfiziert. In diesen Versuchen wurden die siRNAs in unterschiedlichen Konzentrati-
onen (20, 40 und 80 nM) verwendet und die Lysate mittels Western Blot auf den Pro-
teingehalt von EGFP-K-Ras(G12V) und Gal-8 untersucht. Parallel dazu wurde die Ex-
pression und die Phosphorylierung von ERK1/2 analysiert. Die densitometrische Ana-
lyse erfolgte wie in Kapitel 3.2 beschrieben und zeigt die Mittelwerte £+ SEM als Bal-
kendiagramm (n = 3).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Western Blot Analysen zeigen einen Anstieg von
EGFP-K-Ras(G12V) bei gleichzeitiger siRNA-vermittelten Reduktion von Gal-8 (Abb.
3.15). Parallel zum Anstieg von EGFP-K-Ras(G12V) ist eine erhdhte Phosphorylierung
von ERK1/2 nachweisbar. Der Proteingehalt von EGFP-K-Ras(G12V) steigt auf bis zu
3.39 + 1.09 bei Verwendung von 80 nM siGal-8 verglichen zur Kontrolle an. Gleichzei-
tig ist eine Erhdhung von pERK1/2 bis auf einen Faktor von 2.52 + 0.8 bei Einsatz von
40 nM siRNA verglichen zur Kontrolle erkennbar.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Reduktion des Proteingehalts von Gal-8 zu einem
Anstieg von EGFP-K-Ras(G12V) in PANC-1-Zellen abhangig von der Konzentration
der siRNA fuhrt. Parallel zum Anstieg der EGFP-K-Ras(G12V)-Expression steigt auch
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die Phosphorylierung von ERK1/2 an, wahrend der Proteingehalt von ERK1/2 unver-

andert vorliegt.
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Abb. 3.15: Beeinflussung der Expression von EGFP-K-Ras(G12V) nach Gal-8-Depletion in
PANC-1-Zellen. EGFP-K-Ras(G12V) Uberexprimierenden PANC-1-Zellen (K-Ras-4.1) wurden mit an-
steigenden Konzentrationen an Gal-8 siRNA oder Kontroll-siRNA (mock) transfiziert und 72 Stunden
spater in Kloog-Puffer lysiert. Die Expression von EGFP-K-Ras(G12V), pERK1/2, ERK1/2, Gal-8 und
GAPDH als Ladungskontrolle wurde Uber spezifische Antikdrper nachgewiesen. Die densitometrische
Analyse der Verhaltnisse aus EGFP-K-Ras(G12V) zu GAPDH und von pERK1/2 / ERK1/2 sind auf der
rechten Seite dargestellt. Die Blots stehen reprasentativ fur drei unabhangig voneinander durchgefiihrte
Experimente, deren Ergebnisse als Mittelwerte + SEM im Balkendiagramm zusammengefasst wurden
(n=23).

3.2.2.2 Subzellulare Lokalisation und Aktivitat von EGFP-K-Ras(G12V) nach
Depletion von Gal-8 in PANC-1-Zellen

Um zu Uberprifen, ob der erhdhte EGFP-K-Ras(G12V)-Gehalt nach einer Depletion
von Gal-8 mit einer erhdhten Menge an membrangebundenem EGFP-K-Ras(G12V)
korreliert oder ob die erhohte Proteinmenge von EGFP-K-Ras(G12V) im Zytosol vor-
liegt, wurde eine Praparation von partikularen und léslichen Proteinen gemaR Kap.
2.2.4.2 durchgefuhrt. Des Weiteren soll mit den Versuchen geklart werden, ob neben
dem erhdhten Proteingehalt an EGFP-K-Ras(G12V) auch eine erhdhte K-Ras-Aktivitat
in den stabil transfizierten PANC-1-Zellen nachgewiesen werden kann.

Zu Beantwortung der ersten Frage wurden stabil EGFP-K-Ras(G12V)- bzw. EGFP-
exprimierende PANC-1-Zellen (K-Ras-4.1 bzw. EGFP-14) mit Gal-8 siRNA bzw. einer
Kontroll-siRNA (mock) transfiziert und eine Praparation der partikularen (P100) sowie
der I6slichen Fraktion (S100) bei 100000 x g durchgefuhrt (Kap. 2.2.4.2). In Abb. 3.16
sind die Ergebnisse der subzellularen Lokalisation dargestellt. Eine Reduktion der
Gal-8-Proteinmenge ist nach knockdown von Gal-8 sowohl in den K-Ras-4.1-, als auch
in den EGFP-14-Zellen in der I6slichen und in der partikularen Fraktion nachweisbar.
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In den 25 ug der P100-Fraktion ist mehr Gal-8 identifizierbar als in den 50 ug der S100-
Fraktion. Erneut ist eine inverse Beziehung zwischen der Reduktion im Gehalt an Gal-
8 und einem gleichzeitigem Anstieg von EGFP-K-Ras(G12V) zu verzeichnen. In der
membranaren P100-Fraktion ist der Gehalt an EGFP-K-Ras(G12V) und Gal-8 grofRer
als in der S100-Fraktion. Nach knockdown von Gal-8 steigt vor allem die Menge an
EGFP-K-Ras(G12V) in der membranaren Fraktion an, wahrend nur ein geringflgiger
Ansteig in der zytosolischen S100-Fraktion vorliegt. Der Gehalt an EGFP-Protein nach
Gal-8-knockdown andert sich hierbei nicht. Weiterhin ist EGFP nicht in der P100-Frak-
tion nachweisbar.

Dies bedeutet, dass der in Kap. 3.2.2.1 identifizierte Anstieg von EGFP-K-Ras(G12V)
nach einem knockdown von Gal-8 vor allem in der membranaren Fraktion der Zellen
nachweisbar ist. Dies wirft die Frage auf, ob die erhdhte Menge an EGFP-K-
Ras(G12V) auch aktiv, an der Signaltransduktion beteiligt vorliegt. Diesbezuglich wur-
den die Ergebnisse eines Ras-Aktivitatsassays nach einem knockdown von Gal-8 in
PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V)-4.1 (K-Ras-4.1) mit den Ergebnissen einer mock-trans-
fizierten Kontrolle verglichen. Mit Hilfe des Ras-Aktivitatsassays wurde aktives EGFP-
K-Ras(G12V) prazipitiert und kann Uber einen anti-GFP-Antikérper nachgewiesen
werden. Abb. 3.16B zeigt diesen Nachweis auf aktives, GTP-geladenes EGFP-K-
Ras(G12V) nach Transfektion einer Kontroll-siRNA und einer siGal-8 siRNA (Abb.
3.16B, links). Die nachsten beiden Blots zeigen den Proteingehalt an EGFP-K-
Ras(G12V) (mittlerer Blot) und an Gal-8 (rechter Blot) im Lysat, welches fir den Ras-
Aktivitatsassay verwendet wurde. Der erhdhte Proteingehalt an EGFP-K-Ras(G12V)
nach einem knockdown von Gal-8 korreliert hier mit der gesteigerten EGFP-K-
Ras(G12V) Aktivitat, welche durch den Ras-Aktivitatsassay nachgewiesen wurde. Das
bedeutet, dass die erhoht vorliegende Menge an EGFP-K-Ras(G12V) zum einen in
der membranaren Fraktion nachweisbar ist und zum anderen dort im aktiven, GTP-

gebundenen Zustand vorliegt und daher an der Signaltransduktion beteiligt ist.
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Abb. 3.16: Subzellulare Lokalisation und Aktivitat von EGFP-K-Ras(G12V) nach Gal-8-Depletion
in PANC-1-Zellen.Stabil EGFP-K-Ras(G12V)- bzw. EGFP-exprimierende PANC-1-Zellen wurden mit
einer siRNA gegen Gal-8 bzw. einer Kontroll-siRNA (mock) transfiziert, nach 72 Stunden lysiert und
eine Praparation von partikuldren (P100) und loslichen (S100) Proteinen bei Zentrifugation mit
100000 x g durchgefihrt. 50 ug der S100- und 25 ug der P100-Fraktion wurden auf ein SDS-Polyac-
rylamidgel aufgetragen, geblottet und mit Hilfe spezifischer Antikérper Gal-8, EGFP-K-Ras(G12V) und
EGFP nachgewiesen. Ein reprasentatives Experiment von insgesamt vier durchgefiihrten Versuchen ist
abgebildet. (B) Die EGFP-K-Ras(G12V)-Aktivitdt in PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V)-Zellen wurde nach
Transfektion mit einer Kontroll-siRNA und der Gal-8 siRNA mit Hilfe eines Ras-Aktivitatsassays be-
stimmt. Der Gehalt an GTP-gebundenem EGFP-K-Ras(G12V) wurde tber einen GFP-Antikérper nach-
gewiesen (linker Blot). In der Mitte ist der totale Gehalt an EGFP-K-Ras(G12V) dargestellt, rechts der
Proteingehalt an Gal-8, nachgewiesen lber einen spezifischen Gal-8 Antikorper. Die Abbildung zeigt
einen reprasentativen Blot von insgesamt vier unabhangig voneinander durchgefiihrten Versuchen.

3.2.2.3 Einfluss einer Gal-8-Depletion auf den proteasomalen Abbau von EGFP-
K-Ras(G12V) in PANC-1-Zellen

Der Proteingehalt an EGFP-K-Ras(G12V) steigt mit abnehmendem Proteingehalt an
Gal-8 an (Kap. 3.2.2.1). Um zu klaren, ob die erhdhte Proteinmenge von EGFP-K-
Ras(G12V) auf eine Inhibition der Proteindegradation rickzufihren ist, wurde der Pro-
teasominhibitor MG132 in Kombination mit einem knockdown von Gal-8 verwendet.

Hierzu wurden PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V)-Zellen mit einer Kontroll-siRNA (mock)
bzw. mit einer Gal-8 siRNA transfiziert. Die Zellen wurden nach 72 h lysiert. Ein Teil
der Zellen wurde zuvor fir 24 bzw. 48 h mit dem Proteasominhibitor MG132 (5 pM)
zusatzlich zur Transfektion mit der Kontroll-siRNA bzw. der Gal-8 siRNA behandelt.

Abbildung 3.17 ist in Kontrolle, 24 und 48 h MG132 Behandlung unterteilt und zeigt die
Nachweise auf EGFP-K-Ras(G12V), Gal-8, B-Catenin und GAPDH nach Gal-8-knock-
down und nach mock-Transfektion der Zellen. In der dargestellten Kontrolle steigt der
Gehalt von EGFP-K-Ras(G12V) nach Gal-8-knockdown auf 2.79 + 1.29 verglichen zur

mock-Kontrolle an. Wird der Proteasominhibitor MG132 flr 24 h verwendet, so liegt
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die relative densitometrische Intensitat von EGFP-K-Ras(G12V) der mock-Kontrolle
bei 2.73 + 0.38, also vergleichbar mit der Kontrolle nach siGal-8-knockdown ohne
MG132. Ein knockdown von Gal-8 in Kombination mit einer 24-stindigen MG132-Be-
handlung steigert die relative Intensitat von EGFP-K-Ras(G12V) auf einen Wert von
3.89 £ 0.50. Bei 48-stundiger Behandlung der PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V)-Zellen mit
MG132, steigen die relativen Intensitatswerte von EGFP-K-Ras(G12V) auf 8.99 + 2.67
fur die mock-Kontrolle und auf 10.17 £ 2.47 nach Gal-8-knockdown an.

Sowohl bei Verwendung des MG132-Inhibitors fur 24, als auch fur 48 h konnte eine
Doppelbande im Nachweis auf B-Catenin identifiziert werden. Dies ist als Positivkon-
trolle zu verstehen, da B-Catenin in der Zelle diversen Modifikationen ausgesetzt ist,
die zur Degradation fuhren [100]. Liegt das Proteasom inhibiert vor, kann das modifi-
zierte B-Catenin zusatzlich zu B-Catenin in Form einer Doppelbande nachgewiesen
werden.

Der Versuch zeigt, dass unter Verwendung des Proteasom-Inhibitors MG132 eine ahn-
lich starke, zeitabhangige Akkumulation von EGFP-K-Ras(G12V) in den PANC-1-Zel-
len verglichen mit einer Gal-8-Depletion in diesen Zellen eintritt. Auf Basis dieser Ver-
suche ist es denkbar, dass Gal-8 auch an der Proteasom-vermittelten K-Ras Degra-
dation beteiligt ist. Dies musste durch weitere Analysen und Versuche detailliert unter-

sucht werden.
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Abb. 3.17: Depletion von Gal-8 in Kombination mit der Inhibition des Proteasoms fiihrt zu einem
Anstieg von EGFP-K-Ras(G12V) in PANC-1-Zellen. Panc-1/EGFP-K-Ras(G12V) wurden transient mit
siGal-8 oder einer Kontroll-siRNA transfiziert. Alle Zellen wurden 72 h nach Transfektion in Kloog-Puffer
lysiert, allerdings wurde ein Teil der Zellen zuvor 24 bzw. 48 h mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 (5
MM) behandelt. 50 ug der Proteinlysate wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, geblottet
und mittels spezifischer Antikorper die Proteine EGFP-K-Ras(G12V), Gal-8, 3-Catenin als Positivkon-
trolle der Funktionalitdt des Proteasominhibitors und GAPDH als Beladungskontrolle nachgewiesen.
Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + SEM der relativen Intensitat von EGFP-K-Ras(G12V) nor-
malisiert zur mock-Kontrolle ohne MG132-Behandlung aus vier unabhangig voneinander durchgefihr-
ten Experimenten.
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3.2.3 Die Depletion von Gal-8 inhibiert die Expression und die Phosphorylie-
rung von Akt
Der zweite, sehr gut charakterisierte Signalweg, der unter anderem von Ras aktiviert
werden kann, ist der PI3K/Akt-Signalweg. Um den Einfluss einer Depletion von Gal-8
auf die Expression und die Phosphorylierung von Akt zu untersuchen, wurden
PANC-1-Zellen, sowie stabil transfiziete PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V) und
PANC-1/EGFP-14 Zellklone mit siGal-8 siRNA transfiziert.
Abb. 3.18 zeigt den Nachweis auf pAkt, Akt, Gal-8 und GAPDH nach Gal-8-knockdown
bzw. nach einer Kontroll-siRNA Transfektion. In allen Zelllinien konnte eine Reduktion
von Gal-8 nach Gal-8-knockdown nachgewiesen werden. Parallel hierzu liegt die
Phosphorylierung von Akt, sowie die Menge von Akt reduziert vor. Die relative Intensi-
tat der Phosphorylierung von Akt im Verhaltnis zu GAPDH sinkt auf 0.52 £ 0.08
(PANC-1), 0.46 + 0.02 (K-Ras-4.1) und 0.50 + 0.07 (EGFP-14) nach knockdown von
Gal-8 verglichen mit der jeweiligen mock-Kontrolle. Gleichzeitig liegt auch der Protein-
gehalt von Akt nach Gal-8-knockdown verglichen mit der mock-Kontrolle reduziert vor
(PANC-1: 0.63 £ 0.06; K-Ras-4.1: 0.58 + 0.08; EGFP-14: 0.73 £ 0.06). Die dargestell-
ten Blots stehen reprasentativ fir vier unabhangig voneinander durchgefiihrte Experi-
mente, die auch Basis flir die densitometrischen Analysen waren.
Die Ergebnisse zeigen, dass ein Gal-8-knockdown in den analysierten PANC-1-Zellli-
nien zu einer Reduktion der Expression und damit auch der Phophorylierung von Akt
fuhrt.
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Abb. 3.18: Die Depletion von Gal-8 inhibiert die Expression und die Phosphorylierung von Akt.
PANC-1, sowie die beiden PANC-1-Zellklone K-Ras-4.1 und EGFP-14 wurden transient mit einer Kon-
troll-siRNA (mock) bzw. mit einer Gal-8 siRNA transfiziert, fir 72 h kultiviert, in Kloog-Puffer lysiert und
50 pg der Proteinlysate auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach Durchfiihrung des Western
Blots wurden spezifische Antikdrper zum Nachweis der Phosphorylierung von Akt an Ser473, sowie
zum Nachweis von Akt, Gal-8 und GAPDH als Ladungskontrolle verwendet. Die densitometrische Quan-
tifizierung wurde mittels ImageStudio Software realisiert und die Verhaltnisse von pAkt zu GAPDH bzw.
von Akt zu GAPDH kalkuliert und gegen die mock-Kontrolle der jeweiligen Zelllinie normalisiert. Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + SEM von vier unabhangig durchgeflhrten Experimenten (zwei-
seitiger Einstichproben t-test; * p < 0.05; ** p < 0.01;** p < 0.001; n = 4).
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3.2.4 Der knockdown von Gal-8 inhibiert die Proteinexpression von Akt2

In einer nachsten Versuchsreihe wurden die Proteinexpression von Akt1, Akt2, Gal-8
und GAPDH der drei Zellklone nach einem Gal-8-knockdown bzw. nach mock-Trans-
fektion Uber spezifische Antikorper analysiert. Abbildung 3.19 zeigt die jeweiligen
Nachweise flur die drei Zelllinien. Nach einem Gal-8-knockdown liegt die Expression
von Akt2 reduziert vor, wahrend kein Einfluss auf die Expression von Akt1 nachweisbar
ist. Dies zeigt auch das Balkendiagramm, welches die Mittelwerte + SEM der densito-
metrischen Analyse der Expression von Akt1 bzw. Akt2 in Relation zu GAPDH norma-
lisiert auf die Kontrolle der jeweiligen Zelllinie darstellt. Nach einem knockdown von
Gal-8 ist festzustellen, dass die Proteinexpression von Akt2 in allen drei analysierten
Zelllinien reduziert vorliegt (PANC-1: 0.54 + 0.04; K-Ras-4.1: 0.59 = 0.03; EGFP-14:
0.67 = 0.05). Vergleicht man die Proteinexpression der Akt-Isoformen unter den ver-
wendeten Zelllinien, so sind die Akt2-Proteinexpressionen vergleichbar. Die Protein-
expression von Akt1 liegt in den PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V)-4.1-Zellen und in den
PANC-1/EGFP-14-Zellen im Vergleich zu den parentalen PANC-1-Zellen reduziert vor.
Dabei ist die Expression von Akt1 in den K-Ras-4.1 Zellklonen geringer als in den
EGFP-14 Klonen.
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Abb. 3.19: Die Depletion von Gal-8 inhibiert Akt2. Gal-8 wurde in den drei analysierten Zelllinien Gber
spezifische siRNA ausgeknockt, die Zellen fir 72 Stunden kultiviert und in Kloog-Puffer lysiert. 50 pg
der Proteinlysate wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, geblottet und tber Akt-Isoform-
spezifische Antikorper die Proteinexpression von Akt1 und Akt2, sowie von Gal-8 und GAPDH detek-
tiert. Die Abbildung zeigt, dass Akt2 in allen drei analysierten Zelllinien nach einem knockdown von Gal-
8 in der nachweisbaren Proteinmenge deutlich reduziert vorliegt. Dies ist nicht der Fall bei Betrachtung
der Proteinexpression von Akt1.Vergleicht man die Proteinexpressionen von Akt1 und Akt2 in den mock-
Kontrollen unter den einzelnen getesteten Zelllinien, so zeigt sich, dass Akt1 in den K-Ras-4.1-Zellen
stark und in den EGFP-14-Zellen leicht reduziert verglichen zu der Proteinexpression in den PANC-1-
Zellen vorliegen. Die Proteinexpression von Akt2 ist in den PANC-1-, K-Ras-4.1- und EGFP-14-Zellen
vergleichbar. Das Balkendiagramm zeigt die densitometrische Auswertung von drei (Akt1) bzw. sechs
(Akt2) unabhangig voneinander durchgeflhrten Experimenten (Mittelwert £+ SEM; zweiseitiger Einstich-
proben t-test; ** p < 0.01; *** p < 0.001).
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3.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse des Einflusses von Gal-8 auf den
Ras/Raf/MEK/ERK- und den PI3K-Akt-Signalweg

In Kapitel 3.2 wurde der Einfluss von Gal-8 auf den Ras/Raf/MEK/ERK- und den PI3K-
Akt-Signalweg in PANC-1 und auf den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg in Colo699-Zel-
len analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass nach einem knockdown von Gal-8
die Phosphorylierung von ERK1/2 zunimmt, wahrend die Phosphorylierung von Akt
reduziert vorliegt. Parallel dazu sinkt auch die Expression von Akt. Diese Reduktion
konnte unter den analysierten Akt-Isoformen auf die Akt-Isoform Akt2 nach Gal-8-
knockdown zurlickgefihrt werden, wahrend die Menge von Akt1 nach Gal-8-knock-
down unverandert vorlag.

Weiterhin konnte ein Anstieg von EGFP-K-Ras(G12V) nach einem Gal-8-knockdown
nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass eine Beteiligung von Gal-8 am
proteasomalen Abbau von EGFP-K-Ras(G12V) wahrscheinlich ist, da unter Verwen-
dung von MG132 und gleichzeitigem knockdown von Gal-8 die Proteinmenge von
EGFP-K-Ras(G12V) weiter ansteigt. Die Ergebnisse zeigten, dass der Abbau von
EGFP-K-Ras(G12V) unter Beteiligung von Gal-8 vom Proteasom vermittelt wird, da
bei Vorliegen von Gal-8 und gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit dem MG132 Pro-
teasom-inhibitor der Gehalt an EGFP-K-Ras(G12V) verglichen zur mock-Kontrolle
ohne MG132 gesteigert vorliegt. Dies bedeutet, dass Gal-8 den Abbau Uber das Pro-
teasom nach dessen Inhibition nicht mehr vermitteln kann und daher der Gehalt an
EGFP-K-Ras(G12V) steigt. Auch konnte gezeigt werden, dass die erhdht vorliegende
Menge an exprimiertem EGFP-K-Ras(G12V) in der membranaren Fraktion nachweis-

bar ist und dort GTP-gebunden vorliegt.
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3.3 Einfluss von Gal-8 auf die Migration und Proliferation von
PANC-1- und Colo699-Zellen

3.3.1 Effekt der Depletion von Gal-8 auf die Migration von PANC-1 und Colo699-
Zellen

PANC-1, Colo699 und die stabil transfizierten Zellklone PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V)-
4.1, PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V)-4.4 und PANC-1/EGFP-14 wurden transient mit ei-
ner Kontroll-siRNA, sowie mit Gal-8 siRNA transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen
fur zwei Stunden mit Mitomycin-C (PANC-1: 10 ug/ml; Colo699: 1 ug/ml) behandelt,
um proliferative Effekte durch Inhibition der DNA-Synthese auszuschlief’en. Im An-
schluss wurden drei parallel verlaufende Scratches in den konfluenten Zellrasen ge-
zogen. Sechs zufallig gewahlte Punkte innerhalb des Scratches wurden alle drei Stun-
den fur die nachsten 48 h mittels automatisierter Aufnahmetechnik fotografiert. Die
Migration der Zellen wurde berechnet und normalisiert auf die Kontrolle der Zelllinie,
die auf einen Wert von 100 % Migration gesetzt wurde. Die Balkendiagramme zeigen
somit die Migration der Zellen in Prozent verglichen zur Kontrolle.

Abb. 3.20A zeigt die Auswertung der Migrationsassays flur die PANC-1-Zellen bzw.
Zellklone. Das Balkendiagramm stellt die Ergebnisse der Migrationsassays als Mittel-
werte + SEM von drei bis vier unabhangig voneinander durchgefihrten Migrationsas-
says dar (PANC-1: 69.88 + 5.4; K-Ras-4.1: 79.29 + 2.73; K-Ras-4.4: 67.31 = 4.7;
EGFP-14: 72.01 £ 8.3). Oberhalb dieser Auswertung ist der knockdown von Gal-8 ei-
nes reprasentativen Assays dargestellt. Auf der rechten Seite sind beispielhaft fir die
genutzten Zelllinien die Scratches zum Zeitpunkt t = Oh und nach Ende des Migration-
sassays zum Zeitpunkt t = 48h dargestellt. In allen hier abgebildeten Zelllinien ist eine
Reduktion der Fahigkeit zur Migration nach einem knockdown von Gal-8 festzustellen.
In Abb. 3.20B sind die Resultate der Migrationsassays unter Verwendung von
Colo699-Zellen dargestellt. Auch hier zeigt die Auswertung eine Reduktion der Fahig-
keit zur Migration in Colo699-Zellen nach knockdown von Gal-8 (Colo699: 0.79 + 0.04).
Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, dass eine Depletion von Gal-8 die Migration
von PANC-1- sowie von Colo699-Zellen inhibiert. Im Umkehrschluss bedeutet dies,
dass Gal-8 unter physiologischen Bedingungen die Migration von PANC-1- und

Colo699-Zellen positiv beeinflusst.
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Abb. 3.20: Effekt der Depletion von Gal-8 auf die Migration von PANC-1 und Colo699-Zellen.
PANC-1- bzw. Colo699-Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA bzw. einer Gal-8 siRNA transfiziert und
fur 24 h kultiviert. Die Zellen wurden fur 2 h mit Mitomycin-C (PANC-1: 10 pg/ml; Colo699: 1 ug/ml)
behandelt, um proliferative Effekte im angewandten Assay auszuschlie3en. Im Anschluss wurden drei
parallele Scratches in den konfluenten Zellrasen gezogen. Sechs zufallig gewahlte Punkte entlang der
Scratches wurden fur die kommenden 48 h alle drei Stunden lber automatisierte Aufnahmetechniken
abgelichtet. (A) Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + SEM der Auswertung von 3-4 unabhangig
voneinander durchgefiihrten Migrationsassays der abgebildeten PANC-1-Zellen bzw. PANC-1-Zell-
klone (zweiseitiger Einstichproben t-test; * p < 0.05; ** p < 0.01). Oberhalb des Balkendiagramms ist der
Nachweis auf Gal-8 nach einem knockdown von Gal-8 bzw. nach Transfektion einer Kontroll-siRNA
dargestellt. Die Lysate fur diesen Nachweisen wurden nach Abschluss des Migrationsassays erstellt.
Auf der rechten Seite sind Scratches zum Start- (ton) und Endzeitpunkt (t4sn) des Migrationsassays nach
Transfektion mit einer Kontroll-siRNA (mock) und einer Gal-8 siRNA (siGal-8) fur alle genutzten Zellli-
nien abgebildet. (B) Das hier dargestellte Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + SEM der Auswertung
von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Migrationsassays (zweiseitiger Einstichproben t-test;
* p < 0.05). Oberhalb ist wie in (A) exemplarisch der Nachweis auf Gal-8 nach knockdown von Gal-8
bzw. mock-Transfektion dargestellt. Ebenfalls sind auf der rechten Seite die Scratches zum Zeitpunkt
ton und tssn nach einer Kontroll-siRNA (mock) bzw. Gal-8 siRNA (siGal-8) Transfektion dargestellt.

3.3.2 Effekt der Depletion von Gal-8 auf die Proliferation von PANC-1-Zellen
Neben des Gal-8-vermittelten Effektes auf die Migration von PANC-1-Zellen wurde

auch der Effekt von Gal-8 auf die Proliferation untersucht. Hierzu wurden PANC-1-
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Zellen und stabil transfizierte PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V) (K-Ras-4.1) und
PANC-1/EGFP (EGFP-14) transient mit Gal-8 siRNA bzw. mit einer Kontroll-siRNA
(mock) transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen in geringen
Zellzahlen erneut ausplattiert. Ein Abheften der Zellen an das Zellkulturplastik wurde
fur die folgenden 12 Stunden ermdoglicht. Im Anschluss wurden 5-6 zufallig gewahlte
Bereiche innerhalb der wells fur die kommenden 48 Stunden in einem Abstand von 12
Stunden automatisiert fotografiert. Die Zellen wurden gezahlt und die Verdopplungs-
zeit wurde kalkuliert. Das Balkendiagramm in Abb. 3.21 zeigt die Auswertung von vier
unabhangig voneinander durchgeflihrten Proliferationsassays als Mittelwerte der Ver-
dopplungszeit + SEM der einzelnen getesteten Zelllinien. Auf der rechten Seite der
Abbildung ist exemplarisch ein Western Blot der Lysate der einzelnen getesteten Zell-
linien nach einem knockdown von Gal-8 und Nachweis Uber einen spezifischen Gal-8
bzw. GAPDH Antikorper dargestellt.
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Abb. 3.21: Effekt des Gal-8-knockdowns auf die Proliferation von PANC-1-Zellen. PANC-1-Zellen,
sowie die K-Ras-4.1 und EGFP-14 Zellklone wurden transient mit einer Kontroll-siRNA (mock) bzw.
einer Gal-8 siRNA transfiziert. 24 Stunden spater wurden die Zellen dinn ausplattiert, fur 12 Stunden
die Anheftung an das Zellkulturplastik ermdglicht und danach alle 12 Stunden ein Foto von 5-6 zufallig
definierten Bereichen innerhalb des wells aufgenommen. Die Verdopplungszeit wurde flr vier unabhan-
gig voneinander durchgeflhrten Experimente berechnet und als Mittelwert + SEM dargestellt. Auf der
rechten Seite ist exemplarisch ein Nachweis auf Gal-8 bzw. GAPDH im Western Blot nach knockdown
von Gal-8 in den drei getesteten Zelllinien nach durchgefuhrtem Proliferationsassay dargestellt. Das
hier dargestellte Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + SEM der Auswertung von vier unabhangig
voneinander durchgeflhrten Migrationsassays (zweiseitiger Einstichproben t-test; * p < 0.05).

Abb. 3.21 zeigt, dass nach einem knockdown von Gal-8 die Verdopplungszeit der ein-
zelnen getesteten PANC-1 Zelllinien ansteigt (PANC-1: von 21.485 h + 2.190 h auf
32.775 h + 4.053 h; K-Ras-4.1: von 26.825 h + 3.336 h auf 33.768 h £ 4.105 h;
EGFP-14: von 20.455 h + 3.126 h auf 33.755 h + 3.863 h). Dies geschieht signifikant
fur die PANC-1 und PANC-1/EGFP-14 Zelllinie, sowie tendenziell fur die
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PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V)-4.1 Zelllinie und zeigt somit einen Effekt eines Gal-8-

knockdowns auf die Proliferation von PANC-1 Zelllinien.

3.4 Lokalisation von Gal-8 in PANC-1-Zellen

In den vorangehenden Kapiteln konnte eine direkte Interaktion zwischen Gal-8 und K-
Ras gezeigt werden. Mittels Immunfluoreszenz sollte die Lokalisation von Gal-8 in
PANC-1-Zellen analysiert werden. Ko-Farbungen mit einem spezifischen K-Ras-Anti-
korper und einem spezifischen Gal-8-Antikorper wurden durchgefuhrt, um die Ko-Lo-
kalisation der in Interaktion stehenden Proteine nachzuweisen. Zum Nachweis der
madglichen Lokalisation von Gal-8 an Early, Late und Recycling Endosomen wurden
die spezifisch an diesen Endomembranen befindlichen Proteine Rab5, Rab7 und
Rab11 Uber AntikOrper nachgewiesen.

Die Praparate wurden mit Hilfe des Leica DMi8 S Mikroskops unter Verwendung eines
63x/1.4 HC PL APO OI-Objektiv analysiert. Die Bilder wurden mit der speziellen, neu-
artigen Software ,THUNDER Imager 3D Live Cell & 3D Cell Culture* (Leica, Wetzlar)

verarbeitet.

3.4.1 Analyse der Lokalisation von Gal-8 und K-Ras in PANC-1-Zellen

Unter Verwendung der beiden spezifischen Antikorper anti-Gal-8 und anti-K-Ras2B
wurde die Lokalisation der beiden Proteine in PANC-1-Zellen mittels Immunfluores-
zenz nachgewiesen. Hierzu wurden sekundare, fluorochrom-gekoppelte Antikorper
genutzt, um Gal-8 mit dem mouse-Cy3 und K-Ras2B mit dem rabbit-Alexa488 Antikor-
per detektieren zu kdnnen. Es konnte eine eindeutige Ko-Lokalisation zwischen Gal-8
und K-Ras in PANC-1-Zellen nachgewiesen werden.

Die linke Spalte der Abb. 3.22 zeigt eine Ubersichtsaufnahme der Lokalisation von
Gal-8 und K-Ras. Das untere Bild zeigt eine merge-Aufnahme beider Bilder. Eine Ver-
groRerung eines Ausschnittes der Ubersichtsaufnahme ist in der mittleren Spalte zu
sehen. Auf der rechten Seite wurden die Signalintensitaten der beiden aufgenomme-
nen Kanale Uber eine Strecke von 30 um quantifiziert. Abschnitte, in denen beide Pro-
teine innerhalb der quantifizierten 30 um Strecke ko-lokalisiert vorliegen sind mit *', *2,
*3 und *# markiert und in der mittleren Spalte der Abbildung die Lokalisation dieser
Abschnitte mit Pfeilen gekennzeichnet. Unter den Fluoreszenzaufnahmen ist das XY-

Liniendiagramm der Quantifizierung beider Kanéle dargestellt. Die erwahnenswerten
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Abschnitte *1, *2, *3 und ** sind in das Diagramm eingezeichnet. Die Abbildung und die
Quantifizierung der aufgenommenen Fluoreszenzbilder zeigen eine Ko-Lokalisation
von Gal-8 und K-Ras an der Plasmamembran von PANC-1-Zellen. Vor allem in den
analysierten Bildausschnitten **, *3 und *4 liegt eine klar zu detektierende Ko-Lokalisa-
tion vor, die sich in fast absoluter Deckung der beiden Linien des XY-Diagramms au-
Rert.
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Abb. 3.22: Analyse der Lokalisation von Gal-8 und K-Ras in PANC-1-Zellen. PANC-1-Zellen wur-
den mit Hilfe der primaren Antikérper anti-Gal-8 (obere Reihe) bzw. anti-K-Ras2B (mittlere Reihe) ge-
farbt und Uber fluorochromgekoppelte sekundare Antikdrper (Gal-8: mouse-Cy3; K-Ras2B: rabbit-
Alexa488) nachgewiesen. Die linke Spalte zeigt eine Ubersichtsaufnahme, die mittlere einen vergréRer-
ten Ausschnitt der Ubersichtsaufnahme. Rechts wurde ein interessanter 30 um langer Abschnitt mit
Hilfe der Fiji Software in der Intensitat des Cy3- und GFP-Kanals (Wellenlange: 568 nm, rot und 525
nm, grun) quantifiziert. Die Evaluation der Quantifizierung ist im XY-Liniendiagramm dargestellt. Ab-
schnitte von besonderem Interesse wurden als *1, *2, *3 und *# markiert (unten und rechts in der Quan-
tifizierung). Diese Bildabschnitte sind aus Grinden der Sichtbarkeit in der mittleren Spalte als Pfeile
eingezeichnet. Ein Mal3stab ist unten links dargestellt (= 10 uym).
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3.4.2 Analyse der Lokalisation von Gal-8 und Rab5, Rab7 sowie Rab11 in
PANC-1-Zellen
Vergleichbar zum Nachweis von K-Ras und Gal-8 (Kapitel 3.4.1) wurden die Nach-
weise auf Rab5, Rab7 bzw. Rab11 in Kombination mit Gal-8 durchgefihrt. Hierzu wur-
den in den Immunfluoreszenz-Versuchen die spezifischen Rab Antikoérper unter Ver-
wendung eines sekundaren, fluorochrom-gekoppelten rabbit-Cy3 nachgewiesen, wah-
rend Gal-8 Uber sekundare, fluorochrom-gekoppelte mouse-Alexa488 Antikorper de-
tektiert wurde. Es konnte eine eindeutige Ko-Lokalisation zwischen Gal-8- und Rab7-
Proteinen nachgewiesen werden. Weiterhin konnte eine Ko-Lokalisation zwischen
Gal-8 und Rab11 detektiert werden, die allerdings im Vergleich zur Ko-Lokalisation
zwischen Gal-8 und Rab7 schwacher ist. Eine Ko-Lokalisation zwischen Gal-8 und
Rab5 konnte nicht gezeigt werden.
Abb. 3.23, Abb. 3.24 und Abb. 3.25 zeigen die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Auf-
nahmen anhand von jeweils einer reprasentativen Abbildung. In der linken Spalte jeder
Abbildung ist die Ubersichtsaufnahme, in der Mitte ein Ausschnitt der Ubersichtsauf-
nahme und rechts die Quantifizierung eines interessanten Bildabschnittes dargestellt.
Die obere Reihe zeigt den Nachweis auf Rab5, Rab7 bzw. Rab11, die mittlere Reihe
auf Gal-8 und die untere Reihe eine merge-Aufnahme beider Kanale. Das XY-Linien-
diagramm stellt die Quantifizierung der relativen Intensitat des Cy3- und des GFP-Ka-
nals dar (Abb. 3.23, Abb. 3.24 und Abb. 3.25, unten).
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Abb. 3.23: Analyse der Lokalisation von Gal-8 und Rab5 in PANC-1-Zellen. Die primaren Gal-8-
und Rab5-Antikérper wurden Uber sekundare, fluorochrom-gekoppelte Antikorper nachgewiesen (obere
und mittlere Reihe; Gal-8: mouse-Alexa488, griin; Rab5: rabbit-Cy3, rot). Die Aufnahmen beider Kanale
sind in der unteren Reihe Ubereinandergelegt. Die mittlere Spalte zeigt einen Ausschnitt der Ubersichts-
aufnahme der Rab5 bzw. Gal-8 Farbung (linke Spalte). In der rechten Spalte wurde eine Quantifizierung
der relativen Intensitaten des Cy3- und des GFP-Kanals (Wellenlange: 568 nm, rot und 525 nm, grun)
entlang eines 30 uym langen Abschnitts vorgenommen. Die Resultate der Quantifizierung sind in Form
eines XY-Diagrammes unten dargestellt. Ein MaRstab ist unten links dargestellt (2 10 pm).

Die Aufnahmen in Abb. 3.23 zeigen, dass Rab5 in kleinen Vesikeln innerhalb des Zy-
toplasmas vorhanden ist. Auch Gal-8 ist in kleinen vesikelartigen Strukturen nachweis-
bar. Die Quantifizierung beider Kanale in einem Bereich, in dem sowohl Rab5, als auch
Gal-8 in vesikelartigen Strukturen nachweisbar sind, weist allerdings keine Ko-Lokali-

sation von Rab5 und Gal-8 nach.
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Abb. 3.24: Analyse der Lokalisation von Gal-8 und Rab7 in PANC-1-Zellen. Uber spezifische Anti-
korper und fluorochrom-gekoppelte, sekundare Antikérper wurde Rab7 (obere Reihe) und Gal-8 (mitt-
lere Reihe) detektiert (Gal-8: mouse-Alexa488, griin; Rab7: rabbit-Cy3, rot). In der unteren Reihe ist
eine Uberlagerung beider Kanale (merge) dargestellt. Die linke Spalte zeigt eine Ubersichtsaufnahme,
die mittlere einen Ausschnitt der Ubersichtsaufnahme. In der rechten Spalte wurde (iber eine Strecke
von 30 um ein besonders interessanter Bildausschnitt in der Fluoreszenzintensitat quantifiziert. Die Er-
gebnisse der Quantifizierung sind in unten abgebildetem XY-Liniendiagramm dargestellt. Die Bildab-
schnitte *' und *2 weisen hierbei nahezu identische Kurvenverlaufe auf und sind speziell in den Fluores-
zenzaufnahmen markiert (*'; *2), sowie als korrespondierende Pfeile in der mittleren Spalte dargestellit.
Ein Mafstab ist unten links in den Fluoreszenzaufnahmen dargestellt (& 10 uym).

Rab7 findet sich auf kleinen bis recht gro3en Vesikelstrukturen innerhalb des Zyto-
plasmas (Pfeile, Abb. 3.24). Auch Gal-8 lasst sich in diesen Strukturen nachweisen.
Dies bestatigt auch die Intensitatsiiberlagerungsanalyse der Bereiche *' und *?, die

nahezu deckungsgleiche Peaks zeigen.
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Abb. 3.25: Analyse der Lokalisation von Gal-8 und Rab11 in PANC-1-Zellen. Rab11 (obere Reihe)
und Gal-8 (mittlere Reihe) wurden Uber spezifische primare und sekundare Antikérper detektiert (Gal-8:
mouse-Alexa488, griin; Rab11: rabbit-Cy3, rot). Eine exemplarische Ubersichtsaufnahme (linke Spalte),
ein Ausschnitt aus dieser (mittlere Spalte) und eine Quantifizierung der Fluoreszenzintensitaten beider
Kanale eines 30 um langen Bildabschnittes (rechte Spalte) sind abgebildet. Unten findet sich das XY-
Liniendiagramm der Quantifizierung der Fluoreszenzintensitaten. Ein MaRstab ist unten links dargestellt
(210 pym).

Rab11 Iasst sich in kleinen Vesikeln im Zytoplasma von PANC-1-Zellen nachweisen
(Abb. 3.25). Gal-8 ist ebenfalls in solch kleinen vesikularen Strukturen detektierbar.
Die Uberlagerung der beiden Kanale der Quantifizierungsanalyse zeigt Ko-Lokalisie-
rungen von Gal-8 und Rab11 an einigen Strukturen im Zytoplasma (*? und *3), aller-
dings gibt es im beprobten Bildabschnitt auch viele Unterschiede in der Lokalisation
der beiden Proteine (z.B. *'). Die korrespondierenden Bildabschnitte zu *', *2 und *3

sind in der mittleren Spalte als Pfeile dargestellt.

Die Immunfluoreszenz-Analysen zeigen, dass Gal-8 mit K-Ras2B, Rab7 und zumin-

dest teilweise mit Rab11 ko-lokalisiert. Eine Ko-Lokalisation mit Rab5 konnte nicht
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festgestellt werden. Gal-8 befindet sich in den Analysen an membranaren Komparti-
menten wie der Plasmamembran und an Endomembranen, die Uber die Ko-Lokalisa-

tion mit den Rab-Proteinen genauer eingegrenzt wurden.
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4. Diskussion
4.1 Interaktionsstudien von Gal-8 und K-Ras

4.1.1 In vitro-Interaktionsstudien von Gal-8 und K-Ras

In vorangehenden Studien unserer Arbeitsgruppe wurde Gal-8 als Interaktionsprotein
von K-Ras4B identifiziert [67, 68]. In diesen Studien konnte erstmals eine Interaktion
der beiden Gal-8 Isoformen short und long mit K-Ras(G12V) tUber Ko-Immunoprazipi-
tationsstudien nachgewiesen werden. Die Isoformen unterscheiden sich in einem zu-
satzlichen Exon 11, welches fur 42 Aminosauren codiert und innerhalb der hinge-Re-
gion zwischen der C-terminalen und der N-terminalen CRD von Gal-8 lokalisiert ist.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Plasmide flr die ektope Expression von EGFP-
markierten K-Ras(G12V)-, H-Ras(G12V)- und N-Ras(G12V)-Proteinen in HEK293-
Zellen verwendet, um diese Proteine in in vitro-Interaktionsstudien mit endogenem
Gal-8 aus PANC-1-Lysaten auf die Fahigkeit zur Interaktion zu analysieren. In diesen
Versuchen wurde bestatigt, dass EGFP-K-Ras(G12V) mit endogenem Gal-8 short und
long interagiert. EGFP-markiertes H-Ras(G12V) zeigte ebenfalls eine Interaktion mit
Gal-8, allerdings in deutlich geringerem Ausmal}, wahrend EGFP-N-Ras(G12V) nicht
mit Gal-8 interagierte. Ebenfalls konnte eine Interaktion zwischen Gal-1 und EGFP-K-
Ras(G12V) sowie eine leichte Interaktion zwischen Gal-3 und EGFP-K-Ras(G12V) ex-
perimentell belegt werden (Abb. 3.3). Eine Interaktion zwischen Gal-1 bzw. Gal-3 und
den Ras-Isoformen EGFP-H-Ras(G12V) und EGFP-N-Ras(G12V) konnte nicht nach-
gewiesen werden. Dies steht auf den ersten Blick im Widerspruch zu Resultaten, die
von Galit Elad-Sfadia und Ariella Paz in 2001, 2002 und 2004 publiziert wurden [80—
82]. Paz konnte nachweisen, dass Gal-1 mit H-Ras(G12V) und in geringerem Male
mit K-Ras(G12V) interagiert. Die Experimente von Paz wurden allerdings nicht als in
vitro-Interaktionen oder Ko-Immunoprazipitationen durchgefuhrt. Stattdessen wurden
Crosslinking Protein Interaction Assays in Kombination mit einer zweistufigen SDS-
Gelelektrophorese angewandt. Hierzu wurden membranare Fraktionen von transfor-
mierten Rat-1(EJ)-Zellen verwendet, die K-Ras, H-Ras und N-Ras sowie Gal-1 in gro-
Ren Mengen uberexprimierten. Zusatzlich dazu wurden die Zellen mit dem sogenann-
ten Lomant’s Reagenz behandelt, was ein cross-linking aller momentanen in der Zelle
vorhandenen Strukturen bewirkt. Daher unterscheiden sich die im Rahmen dieser Ar-

beit verwendeten Methoden und Puffer von den Bedingungen, die in den Studien von
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Paz gewahlt wurden, sodass die Unterschiede im identifizierten Interaktionsverhalten
der Galektine im Rahmen dieser Arbeit zu den Ergebnissen von Paz erklarbar sind.

Im Vergleich zu den Versuchen von Paz beruhen die Versuche von Elad-Sfadia auf
Ko-Immunprazipitationen. Nach Ko-Transfektion von COS-7-Zellen mit Plasmiden, die
fur Gal-1 bzw. Gal-3 in Kombination mit K-Ras(G12V), H-Ras(G12V) und N-
Ras(G12V) kodieren, wurden Ko-IPs durchgefiihrt und eine Interaktion zwischen Gal-1
und K-Ras(G12V) bzw. H-Ras(G12V) sowie zwischen Gal-3 mit allen drei verwende-
ten Ras-Isoformen nachgewiesen [81]. In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine In-
teraktion zwischen Gal-1 bzw. Gal-3 mit K-Ras(G12V), aber nicht mit den weiteren
Ras-Isoformen nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur Arbeit von Elad-Sfadia wur-
den in den Versuchen der vorliegenden Arbeit die EGFP-Ras-Proteine in HEK293-
Zellen exprimiert und dann eine Interaktion mit endogenen Galektinen aus PANC-1-
Lysat in einer in vitro-Interaktion durchgeflhrt. Erst bei Durchfiihrung der in vitro-Inter-
aktionsassays wurde beiden ektop exprimierten Proteinen ermoglicht zu interagieren.
Moglicherweise fuhrten diese gewahlten Interaktionsbedingungen zu einem Ausblei-
ben der Interaktion zwischen Gal-1 bzw. Gal-3 und H-Ras(G12V) bzw. N-Ras(G12V).
Das Ausbleiben einer Interaktion zwischen den genannten Proteinen harmonisiert mit
den Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe, die eine Interaktion zwischen EGFP-N-
Ras(G12V) bzw. EGFP-H-Ras(G12V) und Gal-8s bzw. Gal-8| nach Uberexpression
beider Plasmid-Konstrukte in HEK293-Lysaten nachweisen, wahrend die in vitro-Inter-
aktionsassays der vorliegenden Arbeit eine solche Interaktion nicht nachweisen kann
[70]. Weiterhin kdnnte der Mengenfaktor des eingesetzten Proteinlysates in den Inter-
aktionsassays eine wichtige Rolle spielen. Statt einer Verwendung von 7 mg eines
Ras- und Galektin-haltigen COS-7-Zelllysates, welches von Elad-Sfadia verwendet
wurde [80, 81], wurden in den hier vorliegenden Versuchen lediglich 2 mg PANC-1-
Lysat als Quelle der endogenen Galektine verwendet sowie 0.3 bis 1 mg HEK293-
Lysat, welches die Uberexprimierten EGFP-Ras-Proteine beinhaltete. Aufgrund dieser
Mengenunterschiede und der gewahlten Inkubationszeit von zwei Stunden, in denen
eine Interaktion stattfinden kann, kdnnte ein Unterschied in der Nachweisbarkeit der
Interaktion zwischen den Ras-Proteinen und den Galektinen in den Versuchen von
Elad-Sfadia und den hier durchgefiuhrten Versuchen bestehen. Des Weiteren wurde
statt humaner cDNA von Gal-1 in den Versuchen von Elad-Sfadia die Gal-1-cDNA von

Ratten genutzt [81]. Zwar ahneln sich die beiden Aminosauresequenzen sehr stark,
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allerdings sind 13 der 135 Aminosauren unterschiedlich zur jeweiligen anderen Se-
quenz, was eine Abweichung in der Struktur von 9.6 % ergibt. Ob dies eine Auswirkung
auf die Interaktionsfahigkeit mit H-Ras und K-Ras begrundet, ist rein spekulativ und
musste durch Strukturanalysen belegt werden.

Trotz der unterschiedlichen Analysenmethoden konnte die Interaktion zwischen Gal-1
bzw. Gal-3 mit K-Ras(G12V), welche bereits in der Literatur beschrieben sind, bestatigt
werden. DarlUber hinaus konnte die Interaktion von Gal-8 mit EGFP-K-Ras(G12V) so-
wie mit EGFP-H-Ras(G12V) beschrieben und in Bezug auf die friheren Resultate un-

serer Arbeitsgruppe bestatigt werden.

4.1.2 Interaktionsstudien von Gal-8 und K-Ras in der Zelle

Im Rahmen der Versuche zum Nachweis der Interaktion zwischen Ras und Gal-8
konnte erstmals eine Ko-Prazipitation von endogenem Gal-8 an K-Ras nachgewiesen
werden (Abb. 3.4). Aufgrund der Tatsache, dass eine indirekte Interaktion GUber mogli-
che Adapterproteine in einer Ko-IP nicht ausgeschlossen werden kann, wurde die Dot-
Blot Methode zum Nachweis der direkten Interaktion unter Verwendung von gereinig-
ten His- und HA-markierten Proteinen sowie kommerziellen rekombinanten Proteinen
angewandt. Eine direkte Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras konnte sowohl nach
Immobilisation von Galektin-8 als auch von K-Ras(G12V) in mengenabhangigen Ver-
haltnissen detektiert werden (Abb. 3.6). Allerdings muss erwahnt werden, dass die His-
markierten Proteine Uber Ni-NTA Agarose nicht absolut sauber aufgereinigt werden
konnten (Abb. 3.6). Da die Expression der Proteine in H5-Insektenzellen durchgefuhrt
wurde, ist nicht bekannt, ob eventuelle Adapterproteine innerhalb der Lysate enthalten
sind. Stringentes Waschen der Ni-NTA Agarose und wiederholte Aufreinigungsschritte
sollten es ermdglich, die His-markierten Proteine in einer hdheren Reinheit zu eluieren.
Um die erhaltenen Ergebnisse zu bestatigen bietet sich die Methode der Oberflachen-
plasmonenresonanzspektroskopie unter Verwendung von hochreinen Proteinen an.
Als Basis flr die Erzeugung von Kristallstrukturen des Komplexes aus Gal-8 und K-
Ras4B sind hochreine Proteine ebenfalls notwendig.

Zusammenfassend konnte mittels proteinbiochemischer Methoden die direkte Interak-

tion zwischen Gal-8 und K-Ras4B ermittelt werden.
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4.1.3 Eingrenzung der Interaktionsdomane in Gal-8

Im Gegensatz zu Gal-1 und Gal-3 besitzt Gal-8 als tandem-repeat Galektin zwei CRDs,
die Uber eine hinge-Region miteinander verbunden sind. In vorangehenden Analysen
konnte die N-CRD von Gal-8 bereits als interagierende Domane von Gal-8 mit K-Ras
identifiziert werden, wahrend die C-CRD nicht mit K-Ras interagiert [90]. Die in dieser
Arbeit zusatzlich verwendeten Gal-8-Mutanten N-CRD-hinge (NH) und die C-CRD-
hinge (CH) zeigten in in vitro-Interaktionsassays, dass die Interaktion zwischen der N-
CRD und EGFP-K-Ras(G12V) nicht zusatzlich durch das Vorhandensein der hinge-
Region verstarkt wird (Abb. 3.7). Allerdings zeigt sich, dass die C-CRD inklusive der
hinge-Region eine schwache Interaktion mit EGFP-K-Ras(G12V) aufweist, obwohl flr
die C-CRD keine Interaktion mit EGFP-K-Ras(G12V) nachgewiesen wurde (Abb. 3.7).
Um diese Ergebnisse interpretieren zu kdnnen, wurden vergleichende Strukturanaly-
sen der CRDs von Gal-8 von Frau Dr. Karin Fritz-Wolf (Heidelberg, Kooperation mit
der Gruppe von Frau Prof. Dr. Katja Becker) durchgeflhrt und kurzlich veroffentlicht
[70]. Diese Strukturanalysen zeigen eine Ahnlichkeit in der raumlichen Anordnung der
Aminosauren innerhalb der CRDs von Gal-8 im Vergleich zu den CRDs von Gal-1 und
Gal-3, welche fur die Ausbildung einer hydrophoben Tasche von Bedeutung sind. Wie
bereits in Kapitel 1.2.1 und 1.2.3 dieser Arbeit beschrieben, zeigen in silico Analysen
von Rotblat, Ashery und Barnard, dass eine Interaktion zwischen Galektinen und post-
translational prenylierten Ras-Proteinen Uber die Inkorporation der Prenyl-Gruppe in
die hydrophobe Tasche der Galektine denkbar ist [27, 67, 79]. In den von Dr. Karin
Fritz-Wolf durchgeflhrten Strukturanalysen zeigte sich, dass innerhalb der N-CRD von
Gal-8 zwei mdgliche hydrophobe Taschen vorhanden sind, in die eine Prenyl-Gruppe
inkorporieren konnte (Abb. 4.1, Pocket A und Pocket B; [70]). Fir die Insertion einer
Prenyl-Gruppe mussen die hydrophoben Taschen leicht expandieren. Ein ahnliches
Verhalten wurde bereits fur die Insertion der Geranylgeranyl-Gruppe von RhoGDls in
Gal-1 identifiziert [27]. Da in Pocket A mehr strukturelle Veranderungen in der Konfor-
mation bei Insertion der Prenyl-Gruppe stattfinden muissten, als in Pocket B, ist eine
Insertion in Pocket B energetisch sinnvoller. Wir vermuten, dass die Interaktion der N-
CRD von Gal-8 mit der Prenyl-Gruppe von Ras Uber Pocket B vermittelt wird. Unter-
strichen wird dies durch die Tatsache, dass ein negatives Cluster von sechs Amino-
sauren in der Nahe der Pocket B vorhanden ist, welches aus den Aminosauren D25,
D28, E133 und D136 innerhalb der N-CRD und aus D156 und E166 innerhalb der
hinge-Region besteht (Abb. 4.2, rot bzw. hellblau). Abb. 4.2 zeigt die Aminosauren



Diskussion 100

K182 bis K184 sowie das farnesylierte Cystein185 von K-Ras4B (PDB-Struktur: 5tar).
Die aus den sechs Lysinen (K175-K180) bestehende polybasische Domane liegt up-
stream zur Aminosaure K182. In der hier vorliegenden Abbildung ist die polybasische
Domane allerdings aufgrund der hypervariablen Beweglichkeit mittels eines theoreti-
schen Modellings in der Lokalisation nicht zu analysieren und somit nicht mit einge-
zeichnet. Die insgesamt acht positiv-geladenen Lysine von K-Ras4B liegen alle in
moglicher raumlicher Nahe zum negativen Cluster der Pocket B der N-CRD von Gal-
8. Die hydrophobe Tasche innerhalb der N-CRD wird hierbei von den Aminosauren
F19, 123, Q26, L27, 1135 und L138 definiert (Abb. 4.2, lila). Ein solches negatives Ami-
nosaure-Cluster ist in der C-CRD von Gal-8 nicht zu identifizieren (personliche Korres-
pondenz mit Dr. Karin Fritz-Wolf, [70]), daher ist nicht davon auszugehen, dass Uber
die C-CRD eine Interaktion mit K-Ras vermittelt wird. Dies unterstitzt die Hypothese,
dass die negativ-geladenen Aminosauren (D156, E166; Abb. 4.2) innerhalb der hinge-
Region von Gal-8 bei der Stabilisierung der Interaktion von K-Ras und Gal-8 Uber Po-
cket B der N-CRD teilhaben. Auf Basis dieser Uberlegungen kdnnte es sich bei der im
Rahmen der in vitro-Interaktionsstudien nachgewiesene Interaktion zwischen der C-
CRD-hinge und EGFP-K-Ras(G12V) um eine rein elektrostatische Interaktion der ne-
gativ-geladenen Aminosauren der hinge-Region mit den positiv-geladenen Lysinen
der hypervariablen Region von Ras handeln. Dies wirde auch erklaren, warum diese
Interaktion im Vergleich zur Interaktion zwischen der N-CRD und K-Ras(G12V) deut-
lich schwacher ist und eine Interaktion zwischen der C-CRD und K-Ras(G12V) nicht
nachgewiesen werden kann.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche bildeten die Grundlage fur das
vorgeschlagene Interaktionsmodell. Das Modell ist in zukunftigen Versuchen durch

Kristallstrukturen eines K-Ras(G12V)/Gal-8 Komplexes zu bestatigen.
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N-terminal Domain C-terminal Domain

Abb. 4.1: Darstellung von zwei potentiellen Prenyl-bindenden Taschen innerhalb der N-termina-
len Doméne von Gal-8. Strukturanalysen, in denen die N-terminalen CRD von Gal-8 mit der Struktur
von Gal-1 verglichen wurde, zeigen, dass innerhalb der N-terminalen Domane von Gal-8 zwei potenti-
elle Prenyl-bindende Taschen vorhanden sind, uber die eine Inkorporation der Prenyl-Gruppe von K-
Ras-Proteinen stattfinden konnte. Diese sind als Pocket A und B gekennzeichnet. Bei Insertion der
Prenyl-Gruppe muss die hydrophobe Tasche leicht expandieren. Diese Konformationsanderung ist in
Pocket B mit deutlich geringerem energetischem Aufwand verbunden. Daher wird vermutet, dass die
Prenyl-Gruppe von K-Ras eher in Pocket B inkorporiert (verwendete Strukturen aus der PDB-Daten-
bank: Gal-8 - 4han, dunkel lila; K-Ras4B - 5tar; Gal-1 - 3t2t (helles lila); Modelling durchgefiihrt von: Dr.
Karin Fritz-Wolf, Heidelberg; [70]).

[E133] K184 (K-Ras) K182 (K-Ras)

Abb. 4.2: Modell der Farnesyl-Bindungstasche der N-terminalen CRD von Gal-8. Der hydrophobe
Charakter der putativen Farnesyl-Bindungstasche wird durch die Aminosauren F19, 123, Q26, L27, 1135
und L138 (lila) innerhalb der hier abgebildeten N-terminalen Pocket B definiert. Die Farnesyl-Modifika-
tion ist an dem terminalen Cystein von K-Ras4B Uber eine Thioether-Bindung angebracht (gelb). Zwei
der acht positiv-geladenen Lysine (K182 und K184) sind dargestellt und befinden sich in unmittelbarer
raumlicher Nahe zum negativen Cluster der Pocket B, welche durch die negativ-geladenen Aminosau-
ren D25, D28, E133 und D136 (rot) innerhalb der N-CRD und den zwei Aminosauren D156 und E166
(hellblau) innerhalb der hinge-Region gebildet wird (abgebildete PDB-Strukturen: Gal-8 — 4han;
K-Ras4B, modifiziert — 5tar; Modelling durchgefiihrt von: Dr. Karin Fritz-Wolf, Heidelberg; [70]).
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4.1.4 Eingrenzung der Interaktionsdomane von K-Ras

Mutanten von K-Ras wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt und verwendet, deren
terminales Cystein zu einem Serin mutiert vorlag (C185S), sodass eine posttranslatio-
nale Modifikation von Ras nicht mehr stattfand. Gal-8 sowie die HA-markierte N-CRD
von Gal-8 interagierten beide ausschliel3lich mit posttranslational modifiziertem K-Ras
und nicht mit der farnesyl-defizienten Ras-Mutante (Abb. 3.9). Dies zeigt, dass die
hydrophobe Farnesyl-Gruppe von K-Ras in Gal-8 entscheidend flur die Interaktion ist.
Ein moglicher Interaktionsmechanismus stellt die oben beschriebene Inkorporation der
Farnesyl-Gruppe von K-Ras in die hydrophobe Farnesyl-bindende Tasche von Gal-8
dar, welche aus den Aminosauren F19, 123, Q26, L27, 1135 und L138 besteht. Ahnliche
Aminosauren bilden auch die hydrophoben Taschen in Gal-1, Gal-3 und in RhoGDI
aus [27, 79, 101]. Eine solche Farnesyl-Gruppen-abhangige Interaktion von Galekti-
nen mit Ras-Proteinen konnte bereits fur Gal-1 und Gal-3 gezeigt werden. Weiterhin
ist die Farnesylierung von Ras essentiell fur die biologische Aktivitat und die korrekte
Bindung von Ras an die Plasmamembran und kann durch Zugabe eines Farne-
syltransferase-Inhibitors verhindert werden [80, 82, 102, 103]. Ahnlich wie PDEGS
kénnten auch Galektine eine entscheidende Rolle beim Transport von Ras-Proteinen
zur Plasmamembran haben. PDEGS ist neben VPS35, PRA1 und SmgGDS das ein-
zige sehr gut charakterisierte Protein, welches K-Ras Uber die Farnesyl-Gruppe bindet
und somit die Diffusion durch das Zytoplasma aufgrund der Abschirmung der Hydro-
phobizitat ermoglicht [28—30]. Verschiedene Experimente haben gezeigt, dass bei An-
stieg der intrazellularen zytosolischen Konzentration von Gal-1 und Gal-3 auch ein
verstarktes nanoclustering von H-Ras und K-Ras identifiziert wurde [58, 60]. Dies lasst
die Schlussfolgerung zu, dass neben PDEG auch die Interaktion von Galektinen mit
Ras-Proteinen Uber die Farnesylierung von Ras entscheidend fur einen korrekten
Transport und somit letztlich fr ein korrektes Ras-Signaling ist. Liegt Gal-3 beispiels-
weise Uber einen knockdown reduziert in der Zelle vor, konnte auch eine Reduktion
von K-Ras.GTP-Nanoclustern nachgewiesen werden [59, 60].

Unabhangig davon, ob Ras im GTP- oder im GDP-gebundenen Zustand vorliegt, liegt
eine Interaktion zwischen PDE66 und der Farnesyl-Gruppe von Ras-Proteinen vor. Ein
gleiches Resultat konnte in den hier durchgefiihrten Experimenten fir die Interaktion
zwischen Gal-8 und K-Ras belegt werden. Die konstitutiv-aktive K-Ras(G12V)-Mutante
liegt im GTP-gebundenen Zustand vor, wahrend die dominant-negative K-Ras(S17N)-

Mutante GDP gebunden hat. Diese Guaninnukleotid-Bindung konnte Uber einen Ras-
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Aktivitatsassay bestatigt werden. Eine Interaktion von Gal-8 findet sowohl mit der GTP-
als auch mit der GDP-gebundenen Ras-Mutante statt. Ebenso interagiert Gal-8 mit K-
Ras in der Wildtyp-Konformation, in der K-Ras entweder GTP- oder GDP-gebunden
vorliegt (Abb. 3.8). Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass Gal-8 ebenfalls eine ahnli-
che Transportprotein-Funktion wie PDE6d einnehmen konnte. Eine Depletion von
PDEG®S fluhrt allerdings zu einer Reduktion von K-Ras an der Plasmamembran [104],
wahrend eine Depletion von Gal-8 zu einem Anstieg von EGFP-K-Ras(G12V) an der
Plasmamembran fuhrt (Abb. 3.16). Dies zeigt, dass der Transportmechanismus von
K-Ras zur Plasmamembran Uber PDE66 gesteuert sein konnte, wahrend Gal-8 eine
gegenteilige Funktion einnimmt und K-Ras von der Plasmamembran in das Zellplasma
rekrutiert.

In der Literatur finden sich Studien, die naher auf die Praferenz der Interaktion von
Galektinen mit GTP- oder GDP-gebundenen Ras-Proteinen eingehen. Wahrend Gal-
3 praferentiell mit GTP-gebundenem K-Ras interagiert, besteht flir Gal-1 eine Prafe-
renz zur Interaktion mit H-Ras.GTP. Innerhalb von Ras Nanoclustern konnte fur Gal-1
bzw. Gal-3 keine weitere Interaktion mit einem anderen Ras-Protein identifiziert wer-
den als den zuvor genannten Varianten [54, 57, 105—-109]. Dies zeigt, dass Gal-1 bzw.
Gal-3 hoch spezifisch innerhalb von Nanoclustern mit definierten Ras-lIsoformen inter-
agieren [110]. Somit konnte anhand der erzielten Ergebnisse dieser Arbeit Gal-8 als
erstes Galektin identifiziert werden, welches sowohl mit GTP- als auch mit GDP-ge-
bundenem K-Ras zu interagieren. Dies resultiert in der Fragestellung, ob Gal-8 als
erstes Galektin an der Bildung von Ras-Nanoclustern unabhangig vom gebundenen
Nukleotid beteiligt ist oder ob Gal-8 moglicherweise keine Rolle bei der Ras-Nanoclus-
ter Bildung spielt, da die Spezifitat in der Bindung mit Ras Proteinen fehlt. Anhand der
im Rahmen dieser Arbeit vorliegenden Daten kann eine Beteiligung an der Ras-Nano-
cluster Bildung nicht ausgeschlossen werden, da Ko-Lokalisationsstudien zeigen,
dass Gal-8 und EGFP-K-Ras(G12V) an der Plasmamembran ko-lokalisiert vorliegen
(Abb. 3.22).

In weiterfihrenden Versuchen wurde der Einfluss der Lysine innerhalb der HVR von
K-Ras auf die Interaktion mit Gal-8 analysiert. Hierzu wurden die Lysine der HVR nach
und nach gegen korrespondierende Aminosauren der HVR von H- bzw. N-Ras ausge-
tauscht, die allesamt keine Lysine darstellen (Abb. 3.2). Parallel hierzu wurden Lysine

in die entsprechenden Positionen innerhalb der HVR von H- und N-Ras eingebracht.
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Unter Verwendung dieser K-, H- oder N-Ras-Mutanten wurden zunachst in vitro-Inter-
aktionsassays durchgefuhrt, bei denen ausschlie3lich die Farnesyldomanen Mutanten
eingesetzt wurden (Abb. 3.2B). Diese beinhalten Mutationen an den Lysinen 182 und
184 im K-Ras sowie an den Positionen 183 und 185 im H- und N-Ras, sodass an den
genannten Positionen entweder zwei, eine oder keine der dort vorhandenen Amino-
sauren ein Lysin ist (Abb. 3.2B). Die Mutation K182S,K184P in der Farnesyldoméane
von K-Ras fuhrte dazu, dass der Interaktionsindex von Gal-8 short in Interaktion mit
K-Ras(G12V,K182S,K184P) auf 0.56 + 0.16 sank verglichen zur Interaktion mit
K-Ras(G12V) (Abb. 3.10A). Bei einem Lysinaustausch an Position 182 bzw. 184 ist
allerdings kein Effekt auf die Interaktion zwischen Gal-8 und der jeweiligen K-Ras-Mu-
tante identifizierbar. Auch fuhrte der Austausch des einzigen Lysins in der Farnesyldo-
mane von H-Ras nicht zu einer Reduktion des Interaktionsindex. Allerdings erbrachte
die Insertion eines Lysins anstelle des Serins an Position 183 im H-Ras eine verstarkte
Interaktion mit Gal-8 (Interaktionsindex: 1.8 + 0.06; Abb. 3.10B). H-Ras ist die einzige
Ras-Isoform, die neben der Farnesylierung am terminalen Cystein noch an zwei wei-
teren Cysteinen palmitoyliert wird. Die zusatzliche Palmitoylierung an Cys181 ist es-
sentiell fir eine korrekte Sortierung vom Golgi zur Plasmamembran. Die zweite Palmi-
toylierung an Cys184 spielt hingegen eine wichtige Rolle bei der lateralen Segregation
innerhalb der Plasmamembran [24]. Mdglicherweise kdnnten diese second signals zu-
satzlich auf die Interaktion von H-Ras mit Gal-8 einwirken. Daher konnte ein Wegfall
des letzten positiv-geladenen Lysins in der H-Ras(G12V,K185P)-Mutante keinen gra-
vierenden Einfluss auf die Interaktion mit Gal-8 haben. Auch ist denkbar, dass H-Ras
nicht mit Pocket B sondern mit Pocket A von Gal-8 interagieren konnte.
Interessanterweise konnte bei Insertion von zwei Lysinen an die entsprechenden Po-
sitionen im C-Terminus von N-Ras eine Interaktion mit Gal-8 short nachgewiesen wer-
den. Aufgrund der allgemein niedrigeren Expression von Gal-8 long in PANC-1-Lysa-
ten [68, 77], konnte die Interaktion zwischen N-Ras(G12V,G183K,P185K) und Gal-8
long allerdings nicht nachgewiesen werden.

Neben der Interaktionsfahigkeit von K-Ras mit Gal-8 wurden auch die Galektine Gal-1
und Gal-3 in Interaktion mit den Farnesyldomanen-Mutanten von K-Ras charakteri-
siert. Aufgrund der allgemein sehr schwachen Nachweisbarkeit von Gal-3 in den
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durchgefuhrten Experimenten konnte in dem gewahlten Versuchssetup (Kap. 3.1.9.2)
keine Aussage Uber eine Interaktion mit den K-Ras-Mutanten getroffen werden.

Far Gal-1 in Interaktion mit den vier K-Ras-Mutanten konnte gezeigt werden, dass
nach Austausch von Lysin 184 zu Prolin [K-Ras(G12V,K184P)] der Interaktionsindex
mit Gal-1 bei nur noch 0.47 + 0.05 verglichen zur Interaktion mit K-Ras(G12V) liegt.
Nach Entfernung beider Lysine ist kaum noch eine Interaktion zwischen Gal-1 und der
K-Ras(G12V,K182S,K184P)-Mutante nachweisbar (Abb. 3.11). Die hydrophobe Ta-
sche von Gal-1, die von Rotblat und seinen Kollegen identifiziert wurde und von den
Aminosauren L9, L11, L17, L32, F30 und 1128 ausgebildet wird, weist ebenfalls nega-
tiv-geladene Aminosauren an der Offnung der Tasche auf (Abb. 4.3, eigene durchge-

fuhrte Strukturanalysen basierend auf [27]).

Galektin-1

Abb. 4.3: Die hydrophobe Bindungstasche von Gal-1. Auf Basis der PDB-Struktur 3t2t (Gal-1) und
den Ergebnissen von Rotblat und seinen Kollegen wurden die Aminosauren L9, L11, L17, L32, F30 und
1128 eingezeichnet (orange). Diese definieren die hydrophobe Tasche von Gal-1. Das Modeling von
Rotblat ging hypothetisch davon aus, dass die Geranylgeranyl-Gruppe von Cdc42 (rot), welche fur die
Strukturanalysen verwendet wurde, von links oben in die hydrophobe Tasche von Gal-1 inkorporiert.
Eigene Strukturanalysen zeigten, dass am Ausgang der hydrophoben Tasche drei negativ-geladene
Aminosauren (grin) — ahnlich wie bei Gal-8 — vorhanden sind, die die Interaktion mit K-Ras Uber die
positiv-geladene HVR vermitteln kdnnten. Die dargestellten Analysen wurden mit UCSF Chimera
1.13.1rc im Rahmen dieser Arbeit erstellt [27, 74, 111, 112].

Die Ergebnisse der Interaktion zwischen Gal-8 und den Farnesyldomanen-Mutanten
von K-Ras bestatigen, dass positiv-geladene Lysine innerhalb der farnesylierten Do-
mane von Ras (Abb. 3.2) von Bedeutung flr die Interaktion mit Gal-8 sind. Dies kdnnte

durch das negative Aminosaurecluster in unmittelbarer Nahe der hydrophoben Pocket
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B von Gal-8 erklart werden, sodass es hier zu einer elektrostatischen Interaktion zwi-
schen den beiden Aminosauredomanen kommt. Es zeigt sich, dass bei Verlust der
beiden positiv-geladenen Lysine 182 und 184 innerhalb der Farnesyldomane von K-
Ras die Interaktion mit Gal-8 drastisch reduziert vorliegt. Bei Vorhandensein beider
Lysine in den Farnesyldomanen von H- und N-Ras wird die Interaktion mit Gal-8 ver-
starkt bzw. erstmalig ermdglicht.

Eine weitere, aus sechs Lysine bestehende Domane innerhalb der Aminosaurese-
quenz von K-Ras befindet sich an Position 175-180. Aus diesen Griunden ist es nahe-
liegend, dass uber diese die elektrostatische Interaktion noch weiter stabilisiert wird.
Daher wurde in einem weiteren Versuch die polybasische Domane von K-Ras gegen
korrespondierende Aminosauredomanen von H-Ras (PL-H) und N-Ras (PL-N) ersetzt.
Gepaart mit der zusatzlichen Mutation der Lysine 182 und 184 bewirkte dies, dass
Gal-8 nicht mehr mit K-Ras interagieren kann (Abb. 3.12). Liegen allerdings die zwei
Lysine 182 und 184 bei Mutation der polybasischen Domane weiterhin vor, so ist eine
schwache Interaktion zwischen Gal-8 und den entsprechenden Mutanten mdoglich
(Abb. 3.12). Dies zeigt, dass nach Mutation aller acht Lysine innerhalb der hypervari-
ablen Region von K-Ras eine Interaktion mit Gal-8 vollstandig inhibiert vorliegt. Kom-
biniert mit den Ergebnissen, die in Abschnitt 3.1.8 dargestellt sind und die Bedeutung
der posttranslationalen Prenylierung von K-Ras fur die Interaktion mit Gal-8 zeigen,
ermoglicht somit die Farnesylierung von Ras in Kombination mit der Anordnung der

Lysine in der HVR eine Interaktion von Gal-8 und K-Ras.

4.1.5 In vitro Interaktionsstudien von Gal-8 und weiteren GTPasen

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Rac1, Rac1b und Cdc42 mit Gal-8 in den durchge-
fuhrten in vitro-Interaktionsassays miteinander interagieren konnen. RhoA und RhoC
konnen hingegen nicht mit Gal-8 interagieren (Abb. 3.13A). Vergleichende Aminosau-
resequenzanalysen ergaben, dass alle in unseren Versuchen verwendeten GTPasen,
welche mit Gal-8 interagieren, zwei Lysine an denselben Positionen relativ zum pre-
nylierten Cystein verglichen mit K-Ras4B besitzen. RhoA verfugt lediglich an der Po-
sition drei Aminosauren upstream des prenylierten Cysteins Uber ein Lysin, wahrend
RhoC kein Lysin an den korrespondierenden Positionen besitzt (Abb. 3.13B). Aller-
dings besitzen RhoC und auch RhoA mehrere Arginine, die ebenfalls positiv-geladene

Aminosauren sind. Deshalb bleibt hier die Frage offen, warum RhoA bzw. RhoC nicht
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mit Gal-8 interagiert, obwohl positiv-geladene Aminosauren innerhalb der Aminosau-
restruktur der GTPasen vorhanden sind. Moglicherweise ist dies auf die Unterschiede
in der Struktur der positiv-geladenen Aminosauren Lysin und Arginin zurtickzufihren.
Ein Lysin direkt neben dem prenylierten Cystein — wie in K-Ras — ist in der Aminosau-
resequenz von RhoA und RhoC nicht vorhanden, auch ist keine weitere positive La-
dung in Form eines Arginins direkt angrenzend zu diesem Cystein identifizierbar. Mog-
licherweise ist das Lysin an der Position direkt upstream zum prenylierten Cystein von
entscheidender Bedeutung fur die Interaktion mit Gal-8, unabhangig von weiteren po-
sitiven Aminosauren. Letztere kdnnen eine Interaktion dann nur noch verstarken. Dafur
spricht, dass H-Ras lediglich das Lysin in unmittelbarer Nahe zum prenylierten Cystein
aufweist. Eine Interaktion mit Gal-8 konnte in diesem Fall auch nachgewiesen werden.
Dagegen spricht, dass die K-Ras(G12V,K184P)-Mutante weiterhin mit Gal-8 interagie-
ren kann, obwohl ihr das Lysin direkt upstream zum Cystein fehlt.

Die identifizierte Interaktion zwischen Gal-8 und Rac1, Rac1b bzw. Cdc42 resultiert in
der Fragestellung, welche biologische Funktion die Interaktion zwischen Gal-8 und den
identifizierten GTPasen besitzt. Aktuelle Studien haben gezeigt, dass auch Rac-Pro-
teine in Nanoclustern vorhanden sein knnen [113, 114]. Somit herrscht innerhalb der
Plasmamembran eine strikte Grundordnung der GTPasen, die durch Proteine, wie
zum Beispiele Galektine, stark beeinflusst werden [56-58, 60, 110]. Moglicherweise
konnen im Zusammenhang mit den neu identifizierten Rac-Nanoclustern auch Ga-
lektine eine Rolle spielen und somit auch die im Rahmen dieser Arbeit dargestellte

Interaktion zwischen Rac1 und Gal-8.

4.2 Bedeutung von Gal-8 im Ras/Raf/MEK/ERK- und im PI3K/Akt-

Signalweg
Die Bedeutung der Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras(G12V) auf physiologische,
K-Ras-vermittelte Signaltransduktionskaskaden, wurden im Rahmen von siRNA ver-
mittelten knockdown Experimenten von Gal-8 untersucht, um den Einfluss auf wichtige
downstream-Faktoren der Ras/Raf/MEK/ERK- und PI3K/Akt Signalkaskaden zu ana-
lysieren. Es wurden humane Adenokarzinomzellen des exokrinen Pankreas (PANC-1)
sowie stabil mit den Expressionsplasmiden fir die Proteine EGFP-K-Ras(G12V) und
EGFP transfizierte PANC-1-Zellen verwendet [77]. Weiterhin wurde als zweite Zelllinie

eine epitheloide Adenokarzinomzelllinie der Lunge (Colo699) verwendet [94].
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4.2.1 Die Depletion von Gal-8 fiihrt zu einer erhéhten Phosphorylierung von
ERK1/2 bei gleichzeitiger Zunahme der EGFP-K-Ras(G12V)-Proteinmenge
In allen verwendeten Zelllinien konnte die Expression von Gal-8 nach einem siRNA-
vermittelten knockdown um 60 — 90 % reduziert werden (Abb. 3.14A und C). Nach
einem 72-stlindigen knockdown von Gal-8 konnte in PANC-1-Zellen sowie in den
PANC-1-Zellklonen und auch in den Colo699-Zellen ein Anstieg in der Phosphorylie-
rung von ERK1/2 auf etwa das Doppelte detektiert werden (Abb. 3.14B und C). Inte-
ressanterweise ist die Proteinmenge von EGFP-K-Ras(G12V) in den PANC-1/EGFP-
K-Ras(G12V)-4.1-Klonen nach einem knockdown von Gal-8 deutlich angestiegen
(Abb. 3.15). Dies ist Ubereinstimmend mit dem Anstieg in der Phosphorylierung von
ERK1/2. Da EGFP-K-Ras(G12V) konstitutiv aktiv (Abb. 3.16) und zusatzlich an der
Plasmamembran gebunden vorliegt, kdnnte es von dort aus die RaffMEK/ERK-Signal-
transduktion stimulieren [6]. Auch konnte in subzellularen Lokalisationsversuchen eine
erhohte Menge EGFP-K-Ras(G12V) in der membranaren Fraktion von K-Ras-4.1-Zel-
len nach Depletion von Gal-8 nachgewiesen werden (Abb. 3.16A). Die Versuche von
Dreissigacker haben gezeigt, dass eine kurzzeitige Anderung der Expression von Ras-
Proteinen, beispielsweise nach transienter Expression, zu einem Anstieg der Phos-
phorylierung von ERK1/2 flhrt, wahrend eine stabil Uberexprimierende Zelle vergli-
chen mit den parentalen PANC-1-Zellen keine Aktivierung des Ras/Raf/MEK/ERK-Sig-
nalwegs aufweist [6]. Daher zeigt sich in Abb. 3.14 kein grofer Unterschied in der
Phosphorylierung von ERK1/2 zwischen den parentalen PANC-1-Zellen und den stabil
EGFP-K-Ras(G12V) Uberexprimierenden PANC-1-Zellen. Nach einem knockdown
von Gal-8 liegt eine Steigerung der Menge von EGFP-K-Ras(G12V) in den Zellen vor,
sodass es hierdurch zu einer Aktivierung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges kom-
men konnte.
Versuche, endogenes K-Ras mittels spezifischer Antikdrper nachzuweisen und einen
Anstieg auf den Gehalt von endogenem K-Ras nach Depletion von Gal-8 darzustellen,
schlugen aufgrund der aullerst geringen Nachweisbarkeit im Western-Blot fehl (nicht
abgebildet). Ebenso konnte nach Praparation der partikularen Fraktion von
PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V)-4.1- und PANC-1/EGFP-14-Zellen nur in einem von drei
durchgefiihrten Versuchen ein Anstieg von endogenem K-Ras nach knockdown von
Gal-8 verzeichnet werden (Abb. 8.8). In den beiden anderen Versuchen blieb die

Menge an nachweisbarem endogenem K-Ras unverandert (nicht abgebildet).



Diskussion 109

4.2.2 Potentielle Beteiligung von Gal-8 an der Proteasom-vermittelten Degrada-
tion von K-Ras

MG132 ist ein potenter, Zell-permeabler Proteasominhibitor, der die Degradation von
ubiquitinierten Proteinen durch die proteolytische Aktivitat des 26S Komplex des Pro-
teasoms inhibiert ohne dabei die ATPase oder Isopeptidase Aktivitat des Proteasoms
zu beeinflussen [115, 116]. Die Inhibition des Proteasoms unter Verwendung des
MG132-Inhibitors fuhrte dazu, dass der Proteingehalt von EGFP-K-Ras(G12V) auf ein
Niveau anstieg, welches vergleichbar mit dem Proteingehalt nach Gal-8 knockdown ist
(Abb. 3.17). Ein ahnlicher Effekt ist nach 48-stlindiger Behandlung mit MG132 identi-
fizierbar: die Proteinmenge an EGFP-K-Ras(G12V) ist stark angestiegen.

Der exakte Mechanismus der Degradation von Ras-Proteinen ist aktuell nicht bekannt,
allerdings gibt es mehrere Hinweise darauf, wie die Degradation von Ras vermittelt
werden konnte [117-119]. Der sogenannte destruction complex, bestehend aus den
Proteinen Casein Kinase 1a (CK1a), Glykogensynthasekinase 33 (GSK3p), APC und
Axin [117] kann Uber GSK3[3 Ras an den hoch konservierten Phosphorylierungsstellen
Thr144 und Thr148 phosphorylieren [118, 120, 121]. Die Phosphorylierung fuhrt zur
Rekrutierung des B-TrCP-E3-Linker Proteins und somit zur Polyubiquitinierung von
Ras sowie letztendlich zu dessen proteasomalen Degradation. Durch den proteaso-
malen Abbau von Ras kann somit kein weiteres Signaling erfolgen. Bei knockdown
von Gal-8 findet eine Akkumulation von EGFP-K-Ras(G12V) in den stabil Uberexpri-
mierenden K-Ras-4.1-Zellen statt (Abb. 3.15 und Abb. 3.17). Daher kénnte Gal-8 an
der Degradation von K-Ras potentiell beteiligt sein. Gal-8 kénnte hier — wie oben be-
reits diskutiert — als ein Transportprotein fungieren, welches K-Ras von der Plasma-
membran extrahiert und zur GSK33-vermittelten Phosphorylierung fuhrt. Da diese Pro-
zesse im Zytoplasma der Zelle ablaufen, wiurde Gal-8 gleichermalen die Funktion ei-
nes Chaperons einnehmen, um den hydrophoben C-Terminus von K-Ras gegen die
hydrophile Umgebung des Zytoplasmas abzuschirmen. K-Ras wird im Folgenden uber

B-TrCP polyubiquitiniert und proteasomal degradiert.

4.2.3 Die Depletion von Gal-8 fuihrt zu einer Reduktion der Akt-Proteinmenge

Neben dem Einfluss von Gal-8 auf den Ras/Raf/MEK/ERK Signalweg, konnte auch ein
Effekt eines knockdowns von Gal-8 auf die Phosphorylierung und den Proteingehalt
von Akt identifiziert werden (Abb. 3.18). In allen drei analysierten PANC-1-Zelllinien
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bzw. Klonen konnte nach einem knockdown von Gal-8 eine verringerte Phosphorylie-
rung von Akt einhergehend mit einer verringerten Proteinmenge von Akt detektiert wer-
den. Genauere Analysen, welche der drei Akt-Isoformen fur die verringerte Protein-
menge in den PANC-1-Zellen verantwortlich ist, ergaben, dass Akt2 um etwa die Halfte
im Proteingehalt reduziert vorliegt, verglichen mit der mock-Kontrolle (Abb. 3.19). Da
die Phosphorylierung von Akt gleichermal3en wie der Proteingehalt an Akt sinkt, ist
anzunehmen, dass aufgrund des geringeren Proteingehaltes von Akt auch die Menge
an phosphoryliertem Akt reduziert vorliegt. Die Gen-Regulation von Akt ist zum aktu-
ellen Zeitpunkt in der einschlagigen Literatur nicht gut charakterisiert. Eine aktuelle
Studie konnte belegen, dass die AKT-Gene Uber miRNAs reguliert werden kénnen
[122]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von K-Ras zur Re-
duktion von Akt2 in PANC-1-Zellen fuhrt [123]. Ein knockdown von Gal-8 fuhrt eben-
falls zu einer groReren Proteinmenge an EGFP-K-Ras(G12V). Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde nach Depletion von Gal-8 eine verringerte Akt2 Menge detektiert werden.
Diese Beobachtung konnte durch die erhdhte Proteinmenge an EGFP-K-Ras(G12V)
erklart werden. In PANC-1-Zellen wird Akt2 auf Proteinebene stark exprimiert [124,
125]. Da Gal-8 auch im Nukleus der Zelle lokalisiert ist [126], kdnnte Gal-8 Uber Tran-
skriptionsfaktor-abhangige Mechanismen den Proteingehalt von Akt beeinflussen. Zu-
kinftige Experimente in unserer Arbeitsgruppe werden die mRNA Expression der
AKT-Gene nach einem Gal-8-knockdown in PANC-1-Zellen analysieren. Hierzu liegen
zum momentanen Zeitpunkt allerdings noch keine aktuellen Daten vor.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, existieren Crosstalks zwischen dem
Ras/Raf/MEK/ERK- und dem PI3K/Akt-Signalweg. Eine zu erwahnende Cross-Inhibie-
rung wird durch aktiviertes ERK vermittelt. Dieses phosphoryliert das Protein GAB1,
welches fur die Rekrutierung von PI3K an die Plasmamembran von Bedeutung ist,
sodass die Phosphorylierung von Akt inhibiert wird. Aufgrund des Anstiegs an phos-
phoryliertem ERK nach Gal-8-knockdown konnte dies — zusatzlich zur Reduktion des
Proteingehaltes von Akt — die Reduktion der Phosphorylierung von Akt erklaren [44].
Auch kann aktives ERK Uber die Rekrutierung von p90RSK und den mTORC1 Kom-
plex auf S6K einwirken, welches nach Aktivierung Rictor in mTORC2 phosphoryliert.
Dies fuhrt letztlich zu einer Reduktion von phosphoryliertem und damit aktivem Akt [43,
127-129].
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4.3 Bedeutung von Gal-8 fir die Migration und die Proliferation in

PANC-1-Zellen und Colo699-Zellen
In PANC-1-, sowie in PANC-1-Zellen, die stabil EGFP-K-Ras(G12V) und EGFP Uuber-

exprimieren und in Colo699-Zellen fuhrt ein knockdown von Gal-8 Uber einen Zeitraum
von 72 h zu einer Reduktion der Migration verglichen mit der Kontrolle (Abb. 3.20).
Des Weiteren ist die Verdopplungszeit in den drei PANC-1-Zelllinien nach einem Gal-
8-knockdown erhdht (Abb. 3.21). Dies bedeutet, dass hier eine reduzierte Proliferation
vorliegt.

Wird Gal-8 in den Extrazellularraum sekretiert, kann es mit Integrinen interagieren und
dadurch die Zelladhasion modulieren [69, 73, 130]. Durch die Interaktion mit Integrinen
kénnen der Ras/Raf/MEK/ERK- und der PI3K-Signalweg aktiviert werden, was die
Zellproliferation und die Zellmigration steuert [131, 132]. Studien von Carcamo in Jur-
kat-Zellen zeigen, dass Gal-8 die Rho-GTPase Rac1 aktivieren kann und dazu fuhrt,
dass Zellen sich ausbreiten und Lamellipodien durch Aktinzytoskelett-Umordnungen
ausbilden und dies zu einer erhéhten Migration der Zelle fihrt [133]. Eine Interaktion
zwischen der Rho-GTPase Rac1 und Gal-8 konnte in vitro in der hier vorliegenden
Arbeit bereits bestatigt werden (Abb. 3.13). Ein knockdown von Gal-8 wurde diese ge-
nannten Effekte folglich reduzieren, weshalb auch eine Reduktion der Migrations- und
Proliferationsrate nachweisbar sein konnte. In verschiedenen Studien konnte gezeigt
werden, dass Akt2 in PANC-1-Zellen essentiell fur die Migration der Zellen ist [77, 125].
Akt2 liegt nach einem knockdown von Gal-8 drastisch reduziert vor und konnte einen
Grund fur die verringerte Migration der Zellen darstellen. Fur einen Gal-8/Integrin ver-
mittelten Effekt kdnnte auch sprechen, dass Akt2 die Motilitat und Invasivitat durch
Induktion von B1-Integrinen fordert [134]. Durch diese Interaktion werden fokale Kon-
takte ausgebildet, die fur die Protrusion und die Zelladhasion von motilen Zellen es-
sentiell sind. In Ovarialkarzinomzellen konnte nach Inhibition von Akt2 eine Reduktion
der Zellproliferation detektiert werden, wahrend eine Inhibition von Akt1 keinen Ein-
fluss auf die Proliferation hat [135]. Auch in Lungenkarzinomzelllinien konnte nach ei-
nem knockdown von Akt2 eine Reduktion in der Proliferation sowie der Motilitat der
Zellen detektiert werden [136].

Dies zeigt, dass die Effekte eines knockdowns von Gal-8 auf Migration und Prolifera-
tion durch die Reduktion des Akt2-Proteingehaltes erklarbar sein konnten. Dennoch

sollte erwahnt sein, dass aktives ERK1/2 diverse Faktoren der Zellmotilitdtsmaschine-
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rie Uber direkte Phosphorylierung positiv beeinflusst [137]. Die im Rahmen dieser Ar-
beit nachgewiesene erhdhte Phosphorylierung von ERK1/2 zeigt aber keinen Einfluss
auf die durchgefuhrten Migrations- und Proliferationsversuche und fuhrt nicht zu einer
erhohten Motilitat der Zellen. Eine Begrundung fur diese Tatsache bedarf weiterer Ana-

lysen.

4.4 Lokalisation von Gal-8 in PANC-1-Zellen

Gal-8 wurde in vorangehenden Arbeiten bereits in der I6slichen und in der membrana-
ren Fraktion nach einer Fraktionierung mittels Western Blot Analyse detektiert [67, 90].
In diversen Datenbanken und Publikationen ist Gal-8 als Protein gelistet, welches im
Zytosol, in zytoplasmatischen Vesikeln, im Zellkern und im extrazellularen Raum de-
tektiert wurde [69, 76, 126]. Wahrend die hauptsachliche Lokalisation von K-Ras in der
Plasmamembran nicht angezweifelt wird, kann es auch in anderen Kompartimenten
der Zelle, vor allem in vesikularen Strukturen, dem ER und dem Golgi nachgewiesen
werden [6, 50, 138]. Die Ergebnisse von Thurston und ihren Kollegen weisen darauf
hin, dass Gal-8 an endosomalen Strukturen vorliegt [76]. Lu et al. beschreiben, dass
auch K-Ras an endosomalen Strukturen nachweisbar ist [50], sodass eine Ko-Lokali-
sation zwischen K-Ras und Gal-8 an endosomalen Strukturen maoglich ist. Als Marker-
protein fur Early Endosomen wurde Rab5, fur Late Endosomen Rab7 und fur Recycling
Endosomen Rab11 verwendet [47].

Immunfluoreszenzaufnahmen von Gal-8 und K-Ras zeigen eine klare Ko-Lokalisation
der beiden Proteine an der Plasmamembran (Abb. 3.22). Die Quantifizierung mittels
der Fiji Software legt eine nahezu 100 %-ige Ubereinstimmung der relativen Intensi-
tatskurven in dem gewahlten Bildausschnitt nahe, wodurch die Interaktion zwischen
Gal-8 und K-Ras nochmals bestatigt wird. Es zeigt sich allerdings, dass eine Ko-Loka-
lisation nicht Uber den gesamten analysierten Bereich, sondern lediglich innerhalb von
gewissen Bereichen stattfindet. Dazwischen ist eine Ko-Lokalisation nicht nachweis-
bar. Dies kdnnte einerseits mit der dreidimensionalen Auffaltung der Plasmamembran
innerhalb einer Immunfluoreszenzaufnahme, andererseits aber auch mit der zeitlichen
und raumlichen Verteilung von Ras-Proteinen innerhalb der Plasmamembran erklart
werden. In weiteren Analysen konnte in einigen analysierten Strukturbereichen eine
Ko-Lokalisation von Gal-8 mit Rab11 und eine Ko-Lokalisation von Gal-8 mit Rab7
belegt werden (Abb. 3.24 und Abb. 3.25). Eine Ko-Lokalisation mit Rab5 liegt hingegen

nicht vor (Abb. 3.23). Dies zeigt erstmals, dass Gal-8 und K-Ras gemeinsam an Late-
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sowie Recycling-Endosomen ko-lokalisiert vorliegen. Wie bereits oben erwahnt,
konnte Gal-8 die Funktion als Chaperon-ahnliches Transportprotein von K-Ras ein-
nehmen. Hierzu wirde das an den Late- und Recycling-Endosomen lokalisierte K-Ras
von Gal-8 extrahiert werden, indem die hydrophobe Prenylierung von K-Ras in Gal-8
inkorporiert. Dies flhrt zu einer Abschirmung der hydrophilen Umgebung im Zyto-
plasma und kdnnte im Folgenden zum Transport von K-Ras zur Degradation Uber den
destruction complex fihren. Da Gal-8 an der Plasmamembran als auch an vesikularen
Strukturen nachgewiesen werden kann und gezeigt wurde, dass K-Ras an der Plas-
mamembran und an Endomembranen ein Raf/MEK/ERK-vermitteltes Signaling indu-
zieren kann [50, 108], kdnnte Gal-8 in der Tat als regulatorisches Protein flr die Sta-
bilitat von K-Ras wirken. Diesbezlglich miussen detailliertere Analysen den genauen

potentiellen Mechanismus der Ras/Gal-8-Interaktion an Endomembranen aufklaren.

4.5 Therapeutische Einsatzmoglichkeiten

Als direkter Interaktionspartner von K-Ras ist Gal-8 und allgemein die Gruppe der Ga-
lektine ein geeigneter Ansatzpunkt fir eine gezielte Tumortherapie. Aufgrund der ge-
ringen Wirksamkeit bzw. der hohen Toxizitat diverser Therapeutika, die alle auf Ras-
assoziierte-Proteine wirken oder die Lokalisation von Ras an der Plasmamembran ver-
hindern, ist ein Durchbruch in den Therapie-Moglichkeiten bei Ras-induzierten Tumo-
ren bislang nicht erzielt worden [139—-148]. Galektine werden in der aktuellen For-
schung aufgrund ihres Expressionsprofils in malignen Tumoren als prognostische Mar-
ker und andererseits als Ansatzpunkte fur diverse Therapieansatze genutzt [63, 69,
149, 150]. Studien beschreiben Gal-1 als einen geeigneten prognostischen Marker fur
ein frihes Stadium von NSCLC, da der Proteingehalt an Gal-1 in malignen Zellen er-
hoéht vorliegt [151]. Auch ein erhoéhter Gal-3-Proteingehalt wurde bereits als ein Indika-
tor fur schlechte Prognosen von NSCLC-Patienten identifiziert [152]. Bereits vor mehr
als 20 Jahren wurde Gal-8 als prognostischer Marker von Prostatakrebs identifiziert.
Nicht ohne Grund wird Gal-8 auch als Prostate Cancer Tumor Antigen-1 bezeichnet,
da es nur in neoplastischen Gewebeabschnitten und nicht im gesunden Prostatage-
webe exprimiert wird [153]. In Pankreas- und Lungenkarzinomzelllinien liegt die Ex-
pressionsverteilung von Gal-8 homogen vor. In allen von uns getesteten Zelllinien, mit
Ausnahme von H1299-Zellen, konnte Gal-8 nachgewiesen werden (Tab. 1). In der hier
vorliegenden Arbeit konnte Gal-8 mit der Stabilitdt von K-Ras in Verbindung gebracht

werden. Ein knockdown von Gal-8 flhrte zu einer erhéhten Proteinmenge von ektop
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exprimiertem EGFP-K-Ras in den Zellen und zu einer erhdhten Phosphorylierung von
ERK1/2, bei gleichzeitiger Reduktion des Proteingehaltes von AKT. Weiterhin bewirkte
ein knockdown von Gal-8 eine Reduktion der Migrations- und Proliferationsrate von
PANC-1-Zellen. Trotz des Anstiegs von EGFP-K-Ras und der Phosphorylierung von
ERK1/2 kénnte somit ein knockdown von Gal-8 fur einen Therapieansatz in Pankreas-
zellen erwogen werden. Zukinftige Studien mussten unter Verwendung der
CRISPR/Cas-Methode Gal-8 vollstandig depletieren, sodass analysiert werden kann,
ob es Anpassungsprozesse innerhalb der Zelle gibt, die einem knockdown von Gal-8
entgegenwirken oder ob die Effekte auf Migration und Proliferation bestehen bleiben.
Nur wenige Studien fokussieren sich momentan auf den Einfluss von Gal-8 auf diverse
Krankheitsbilder. Eine Studie von Evelyn Pardo und ihren Kollegen zeigt, dass Gal-8
eine immunsuppressive und protektive Rolle gegen Autoimmunentzindungserschei-
nungen des zentralen Nervensystems bei Multipler Sklerose aufweist [154]. Weitere
Studien sind zwar verfuigbar, beschreiben aber lediglich das Expressionsmuster von
Gal-8 in diversen Geweben, nicht aber die funktionelle Rolle von Gal-8 [155].

FUr Gal-1 und Gal-3 sind mittlerweile erste Versuchsreihen gestartet, die darauf abzie-
len, die Proliferation von Tumoren zu inhibieren. Eine Studie von Lynda Vuong nutzt
den Gal-3 Inhibitor GB1107, welcher die Proliferation von menschlichen und murinen
Lungenadenokarzinomzellen reduziert und die Metastasierung blockiert [156]. Ein mo-
difiziertes Zitruspektin kann an die CRD von Gal-3 binden und die Gal-3-vermittelten
Funktionen dadurch antagonisieren. Die Behandlung mit dem modifizierten Zitruspek-
tin bei akuten Nierenverletzungen flihrt zu einer reduzierten renalen Zellproliferation.
Auch konnten Entzindungsreaktionen reduziert werden, die alleinig uber Gal-3 ver-
mittelt werden [85]. Weiterhin spielt Gal-3 eine bedeutende Rolle wahrend der akuten
myeloischen Leukamie (ALM). Eine Kombinationstherapie aus dem Gal-3-Inhibitor
GCS-100 und ABT-737 oder ABT-199, welche beide auf den anti-apoptotischen Faktor
Bcl-2 wirken, konnte effektiv primare AML-Vorlauferzellen inhibieren [86]. Aufgrund der
Tatsache, dass Studien eine Interaktion von H-Ras und Gal-1 nachgewiesen haben,
wurde mittels des Therapeutikums OTX008 versucht H-Ras zu inhibieren. In Studien
konnte eine Abhangigkeit zwischen einer erhohten Proteinmenge von H-Ras zu einer
erhéhten Proteinmenge von Gal-1 bzw. in umgekehrtem Male zwischen Gal-1 und H-
Ras identifiziert werden [57, 58]. Der Wirkstoff OTX008 ist in der Lage, die H-Ras-
vermittelte Signaltransduktion Uber den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg zu inhibieren.
Wird zusatzlich zu OTX008 der PI3K-Signalweg-Inhibitor Rapamycin verwendet, so
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kann nahezu die gesamte H-Ras-vermittelte Tumorproliferation eingeschrankt werden
[84].

Die vorliegenden Ergebnisse sowie die dargestellten Therapieansatze zeigen das
groRe Potential, welches in der Anwendung von Galektin-Inhibitoren vorhanden ist.
Dies wird mit groRer Wahrscheinlichkeit in zukinftigen Studien naher analysiert und
zu einigen Erfolgen fuhren. Daflir sprechen die aktuell bei clinicaltrials.gov angemel-

deten 101 Galektin-bezogenen klinischen Studien [157].



Zusammenfassung 116

5. Zusammenfassung

Die vier Ras-Isoformen H-Ras, N-Ras, K-Ras4A sowie K-Ras4B gehoren zur Familie
der Ras-Proteine. Diese Membran-assoziierten monomeren GTPasen wechseln zwi-
schen einem GTP-gebundenen, aktiven und einem GDP-gebundenen, inaktivem Zu-
stand. Das aktive GTP-gebundene Ras-Protein vermittelt an der Plasmamembran eine
Aktivierung von Effektorproteinen, die Uber verschiedene Signalwege Proliferation,
Migration, Differenzierung, Uberleben und Transformation von Zellen beeinflussen.
Die intrinsische und die durch GTPase-aktivierende-Proteine(GAP)-vermittelte
GTPase Aktivitat von Ras liegt in vielen bekannten, onkogenen Ras-Mutanten stark
reduziert vor, sodass Ras im GTP-gebundenen Zustand an der Plasmamembran ver-
bleibt und dort unkontrolliert Effektor-Signalwege aktiviert.

In Pankreas- und Lungenkarzinomen liegt das KRAS-Onkogen pradominant mutiert
vor. Versuche, onkogenes K-Ras zu inhibieren oder die Lokalisation von K-Ras zu
verandern waren aufgrund der Toxizitat bzw. Ineffektivitat der pharmakologischen In-
hibitoren erfolglos.

Galektin-8 wurde in unserer Arbeitsgruppe als ein neuer Interaktionspartner von K-
Ras4B beschrieben. In friheren Analysen konnte die N-terminale carbohydrate recog-
nition domain (CRD) von Galektin-8 bereits als interagierende Doméane mit K-Ras iden-
tifiziert werden. Um die Bedeutung der Farnesylierung von K-Ras4B flr die Interaktion
mit Galektin-8 zu analysieren, wurden Farnesyldomanen-Mutanten von K-Ras4B
ektop exprimiert und in vitro-Interaktionsstudien mit endogenem Galektin-8 aus PANC-
1-Lysaten durchgeflhrt. Es konnte gezeigt werden, dass farnesyl-defizientes K-Ras4B
nicht mit Galektin-8 interagiert. Weiterhin wurde der Einfluss der positiv-geladenen Ly-
sine im C-Terminus von K-Ras4B auf die Interaktion mit Galektin-8 untersucht. Lysine
an den Positionen 182 bzw. 184 in der Aminosauresequenz von K-Ras4B wurden ge-
gen Serin bzw. Prolin ausgetauscht. Es zeigte sich, dass bei einer Mutation beider
Lysine an den Positionen 182 und 184 die Interaktion mit Galektin-8 eingeschrankt ist.
Werden daruber hinaus zusatzlich die Lysine innerhalb der polybasischen Doméane
von K-Ras4B mutiert, so kommt es zu einem nahezu vollstandigen Verlust der Inter-
aktion der beiden Proteine. Im Gegensatz zur Interaktion von Galektin-1 und Galektin-
3 mit Ras-Proteinen ist die Interaktion von Galektin-8 mit K-Ras4B unabhangig von
dem gebundenen Guaninnukleotid. Weitere GTPasen, wie Rac1, Rac1b und Cdc42,
die posttranslational geranylgeranyliert vorliegen, konnten in in vitro-Interaktionsstu-

dien ebenfalls als Interaktionspartner von Galektin-8 identifiziert werden. Dabei zeigte
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sich, dass Lysine in unmittelbarer Nahe des prenylierten Cysteins erneut einen stabi-
lisierenden Einfluss auf die Interaktion dieser GTPasen mit Galektin-8 haben.

Auf Basis dieser Erkenntnisse wurden Strukturanalysen in Zusammenarbeit mit Frau
Dr. Karin Fritz-Wolf (Institut fir Ernahrungswissenschaften, Giel3en) erstellt. Es konnte
eine hydrophobe Tasche innerhalb der N-CRD von Galektin-8 identifiziert werden, die
ein negativ-geladenes Aminosaure-Cluster enthalt, welches mit der polybasischen Do-
mane von K-Ras elektrostatisch interagieren und somit die Interaktion zwischen den
beiden Proteinen stabilisieren konnte.

Untersuchungen zu den Effekten eines siRNA-vermittelten knockdowns von Galektin-
8 auf den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg, zeigten, dass der Proteingehalt von EGFP-
K-Ras(G12V) nach knockdown von Galektin-8 zunimmt. Ebenfalls konnte eine erhdhte
Phosphorylierung von ERK1/2 nachgewiesen werden, welche durch den Anstieg des
Proteingehaltes von EGFP-K-Ras(G12V) begriindet sein kdnnte. Analysen hinsichtlich
des PI3K/Akt-Signalwegs zeigten, dass nach einem knockdown von Galektin-8 der
Proteingehalt von Akt sowie die Phosphorylierung von Akt verringert ist. Uber Akt-lso-
form-spezifische Antikorper konnte nachgewiesen werden, dass die Akt-Isoform Akt2
als einzige der drei analysierten Akt-Isoformen nach Galektin-8 knockdown reduziert
vorliegt. Die Depletion von Galektin-8 flihrte aul’erdem zu einer Reduktion der Migra-
tions- und Proliferationsrate von PANC-1-Zellen. Des Weiteren zeigten Immunfluores-
zenz-Analysen, dass Galektin-8 mit K-Ras an der Plasmamembran ko-lokalisiert. Es
konnte an einigen der analysierten Strukturen eine Ko-Lokalisation von Gal-8 mit Rab7
sowie eine Ko-Lokalisation von Galektin-8 mit Rab11 an Late- und Recycling-Endoso-
men detektiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig die direkte Interaktion von K-Ras und Ga-
lektin-8 nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von K-Ras und
Galektin-8 abhangig von der Farnesylierung von K-Ras, den Lysinen 182 und 184 am
C-Terminus von K-Ras sowie abhangig von der polybasischen Doméane von K-Ras ist.
Weiterhin konnte dargestellt werden, dass Galektin-8 die beiden bedeutenden, tumor-
relevanten Signaltransduktionswege Ras/Raf/MEK/ERK sowie den PI3K/Akt beein-
flusst und bei Depletion zu einer Reduktion der Migration und Proliferation von PANC-
1-Zellen fuhrt. Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Daten weisen weiterhin darauf
hin, dass Galektin-8 als Chaperon-ahnliches Transportprotein K-Ras von der Plasma-
membran oder von endosomalen Strukturen extrahieren und im Folgenden zur protea-

somalen Degradation geleiten kdnnte.
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6. Summary
The four Ras proteins H-Ras, N-Ras, K-Ras4A as well as K-Ras4B belong to the family

of Ras proteins. These membrane-associated monomeric GTPases cycle between a
GTP-bound, active and a GDP-bound, inactive state. The active, GTP-bound Ras-pro-
teins mediate the activation of downstream effector proteins, thereby influencing pro-
cesses like proliferation, migration, differentiation, survival and transformation. The in-
trinsic and the GTPase-activating protein (GAP)-mediated GTPase activity of Ras is
reduced in many Ras-mutants rendering the proteins in a predominantly GTP-bound
state which subsequently lead to a permanent activation of downstream signal trans-
duction pathways.

The KRAS-oncogene is frequently mutated in many pancreatic and lung carcinoma
cells. Many approaches to directly inhibit oncogenic Ras or target its localization at the
plasma membrane fail due to the high toxicity and low efficiency of diverse pharmaco-
logical inhibitors.

Our group identified Galectin-8 as a novel interaction partner of K-Ras4B. Previous
studies revealed that the N-terminal carbohydrate recognition domain (CRD) of Galec-
tin-8 interact with K-Ras4B. To identify the role of the farnesylation of K-Ras4B in me-
diating the interaction with Galectin-8, in vitro interaction assays with farnesyl-domain
mutants of K-Ras were performed. Therefore, these mutants were expressed ectopi-
cally and subsequently incubated with endogenous Galectin-8 isolated from PANC-1-
cells. It was shown, that farnesyl-deficient K-Ras4B was not able to interact with Ga-
lectin-8. Furthermore, the impact of the positively charged lysines in close proximity to
the C-terminus of K-Ras4B were analyzed regarding their influence on the interaction
with Galectin-8. Lysines at position 182 and 184, respectively, were replaced by serine
and proline. By mutating both lysines the interaction with Galectin-8 was impeded. Mu-
tating further lysines within the polybasic domain of K-Ras4B led to an almost complete
loss of the interaction between both proteins. In contrast to the interaction of Galectin-1
or Galectin-3 with Ras-proteins, the interaction of Galectin-8 and K-Ras4B is independ-
ent of the type of bound guanine nucleotide. Further in vitro interaction assays re-
vealed, that other GTPases, like Rac1, Rac1b and Cdc42, which are posttranslationally
geranylgeranylated, also interact with Galectin-8. Again, lysines close to the prenylated
cysteine might stabilize the interaction between the respective GTPase and Galectin-8.
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Based on these studies, structure analyses were performed in cooperation with Dr.
Karin Fritz-Wolf (Institute of Nutritional Sciences, Giessen). We identified a hydropho-
bic pocket within the N-CRD of Galectin-8 containing a cluster of negatively charged
amino acids, which might interact electrostatically with the polybasic domain of K-Ras,
thereby stabilizing the interaction between both proteins.

Additionally, siRNA-mediated depletion experiments were performed to elucidate pos-
sible effects of a knockdown of Galectin-8 on the Ras/Raf/MEK/ERK pathway. The
protein content of EGFP-K-Ras(G12V) was increased after depletion of Galectin-8.
Furthermore, the phosphorylation of ERK1/2 was enhanced, which might be caused
by the elevated amounts of EGFP-K-Ras(G12V). Analyses of the PI3K/Akt signaling
pathway showed, that the protein amounts as well as the phosphorylation levels of Akt
were reduced after Galectin-8 depletion. By using Akt-isoform-specific antibodies, it
was discovered, that only the protein levels of Akt2 but not that of Akt1 or Akt3 was
reduced upon depletion of Galectin-8. A knockdown of Galectin-8 also led to a reduc-
tion of the migration and proliferation rate of PANC-1-cells. Immunofluorescence stud-
ies showed, that Galectin-8 co-localizes with K-Ras in PANC-1-cells. Furthermore, a
co-localization of Galectin-8 with the endosomal marker proteins Rab7 as well as
Rab11 on late and recycling endosomes was revealed, respectively.

The studies performed in the scope of this work uncovered a novel direct interaction
of K-Ras with Galectin-8. This interaction depends on the farnesylation of lysine resi-
dues 182 and 184 located at the C-terminus of K-Ras within the polybasic domain.
Furthermore, the data presented in this work revealed an influence of Galectin-8 on
the tumor-relevant pathways Ras/Raf/MEK/ERK and PI3K/Akt. Moreover, a depletion
of Galectin-8 led to a reduction of the migration and proliferation rate of PANC-1-cells.
Altogether, the data obtained in this work indicate a role of Galectin-8 as a chaperon-
like transport protein, which might extract K-Ras from the plasma membrane or other
endomembranes leading to its subsequent transport from these compartments to-

wards the proteasomal degradation machinery.
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8. Anhang

8.1 Plasmide

Im Folgenden finden sich alle in dieser Arbeit erzeugten Plasmide mit ihren spezifi-
schen Restriktionsschnittstellen, sowie essentiellen strukturellen Merkmalen, wie zum
Beispiel ein EGFP-Tag oder eine Antibiotika Resistenz. Aus Griinden der Ubersicht-
lichkeit sind nur die gangigsten Restriktionsenzyme dargestellt. Alle Abbildungen wur-
den mit SnapGene (Version 4.2.11, GSL Biotech, verfugbar unter snapgene.com

[158]) erstellt und liegen in digitaler Form dieser Arbeit bei.

8.1.1 pCGN/HA-N-CRD-hinge
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Abb. 8.1: Das Plasmid pCGN/HA-N-CRD-hinge. Die N-CRD-hinge wurde mit Hilfe von spezifischer
Primer (Tab. 9) aus dem Plasmid pSNAPf/Galectin-8 long (zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Klaudia
Giehl) erzeugt und Uber BamHI/Notl-Schnittstellen in den BamHI/Notl gespaltenen pCGN-Vektor ligiert.



128

Anhang

8.1.2 pCGN/HA-C-CRD-hinge
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Abb. 8.2: Das Plasmid pCGN/HA-C-CRD-hinge. Mittels spezifischer Primer (Tab. 9) wurde die C-
CRD-hinge aus dem pSNAPf/Galektin-8 long per PCR erzeugt. Die anschlieRende Ligation in erfolgte

nach BamHI/Notl-Restriktion des PCR-Fragmentes und des Vektors.
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8.1.3 pVL1393/His-Galectin-8 long
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Abb. 8.3: Das Plasmid pVL1393/His-Galectin-8 long. Das Plasmid pVL1393/HA-Galectin-8 long (zur
Verfugung gestellt von Prof. Dr. Klaudia Giehl) wurde Uber in vitro-Mutagenese und unter Verwendung
spezifischer Primer (Tab. 8) zum pVL1393/His-Galectin-8 long modifiziert.
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8.1.4 pEGFP-C3/K-Ras(G12V)
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Abb. 8.4: Das pEGFP-C3/K-Ras(G12V) Plasmid. Die Klonierung erfolgte Uber Insertion einer
Ndel/BamHI-geschnittenen K-Ras(G12V) cDNA aus einem pKS/K-Ras(G12V) Plasmid (Prof. Dr. Klau-

dia Giehl) in einen Ndel/BamHI geschnittenen pEGFP-C3 Vektor (zur Verfigung gestellt von Prof. Dr.
Klaudia Giehl).
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8.1.5 pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V)

Ndel (234)

‘Neol (360)

'NheI (591)
_NcoT (611}

Scal (1330)

/BgIII (1335)
/- Xhol (1339)
~~ Sacl (1346)
~Z HindIII (1348)
—_“ EcoRI (1355)
0 PStL (1364)
\Ndel (1397)
HindIIl (1411)

pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V)
5310 bp

(3766) Neol~ \

%\\ u 6\,5,0
SN \E@ZF,,‘B-F\"".GR promoter
3 iy R o
(3155) Stul ) {00g \;(‘ ] (- s -
(3063) Neol == =

Abb. 8.5: Das Plasmid pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V). Dieses Plasmid wurde im Rahmen von voran-
gehenden Arbeiten in unserer Arbeitsgruppe erstellt (Prof. Dr. Klaudia Giehl).
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8.1.6 pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V)
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Abb. 8.6: Das Plasmid pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V). Das Plasmid wurde in friheren Arbeiten der Ar-
beitsgruppe von Frau Prof. Dr. Klaudia Giehl erzeugt und in dieser Arbeit verwendet.
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8.1.7 pVL1393/His-K-Ras(G12V)
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Abb. 8.7: Das Plasmid pVL1393/His-K-Ras(G12V). Das His-K-Ras(G12V) Fragment wurde mittels
PCR unter Verwendung spezifischer Primer (Tab. 9) erzeugt. Nach Restriktion des pVL1393-Vektors
und des PCR-Fragmentes mit BamHI wurden beide Fragmente miteinander ligiert.
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8.2 Erganzende Abbildungen

8.2.1 Einfluss des Gal-8-knockdowns auf den Proteingehalt von endogenem K-

Ras

P100-Fraktionierung

L N
S & & &
g & & 5

(kDal [ Ras4.1 | | EGFP-14 |
26—
WS S e e |- ond. K-Ras

17—
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Abb. 8.8: Einfluss des Gal-8-knockdowns auf den Proteingehalt von endogenem K-Ras. Stabil
EGFP-K-Ras(G12V)- bzw. EGFP-exprimierende PANC-1-Zellen wurden mit einer siRNA gegen Gal-8
bzw. einer Kontroll-siRNA (mock) transfiziert, nach 72 Stunden lysiert und eine Praparation von partiku-
laren (P100) Proteinen bei Zentrifugation mit 100000 x g durchgefihrt. 25 ug der P100-Fraktionen wur-
den auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, geblottet und mit Hilfe spezifischer Antikbrper endoge-
nes K-Ras nachgewiesen. Die Abbildung zeigt den Nachweis auf endogenes K-Ras nach Transfektion
einer Kontroll-siRNA im Vergleich zu einem knockdown von Gal-8.

8.3 Rohdaten

Aufgrund der grof3en Anzahl an Daten und der daraus resultierenden Datenmenge
konnen dieser Arbeit nicht alle Rohdaten beigelegt werden. Auf der beigelegten Da-
tendisk sind Zusammenstellungen aller Versuche pro Experiment in einer PowerPoint-
Datei zusammengefasst. Hierbei sind die Folien der PowerPoint-Date grin hinterlegt,
wenn diese Experimente im Rahmen dieser Arbeit fur die Erstellung der jeweiligen
Abbildung genutzt wurden. Sollten Berechnungen durchgefiuhrt worden sein, liegt eine
entsprechende Excel-Tabelle sowie die GraphPad Prism Datei bei. Sollte Bedarf an
der Einsicht von weiteren Rohdaten bestehen, sind diese bei Prof. Dr. Klaudia Giehl
einzusehen.

Die Sortierung der Daten folgt der Nummerierung der einzelnen Kapitel dieser Arbeit
und untergliedert sich darauffolgend in die jeweilige Nummer der Abbildung aus der
vorliegenden Arbeit.

Daruber hinaus wurde die vorliegende Arbeit als PDF- und Word-Datei mit abgespei-
chert.
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