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1 Abstract

The MAPK signaling pathway is a major focus of current cancer research. About 30 % of all
cancers show activating mutations in the MAPK signaling pathway (Nandan and Yang 2011,
Hoshino et al. 1999). A major example of tumors in which MAPK pathway mutations are
important is colorectal cancer (CRC). CRC is the third most common cause of death by cancer in
Germany (Robert Koch-Institute 2019). The MEK isoforms play a central role between ERK and
Raf in the MAPK signaling pathway. Mutations in the MEK1 gene have been shown to alter the
proliferation of cell (Jindal et al. 2017). By genome panel sequencing it was found that a

colorectal cancer cell line harbours a MEK [5?12N

mutation. This cell line was derived from a
hereditary non-polyposis colorectal cancer (HNPCC) of a patient who suffered from Lynch
syndrome.

The aim of the present thesis was to characterize the hitherto uncharacterized MEKI5*?N
mutation in order to assess if it may be implicated in the development of CRC. The central
questions were if mutations of MEK1 are present in tumors, and if the expression of MEK[5??N
in vitro leads to increased activation of the downstream protein, ERK1/2.

To address this question, the MEKI1 gene of a cohort of carcinomas was sequenced.
Furthermore, different constructs of MEK1 mutants were generated and cloned into lentiviral
plasmids. These transgenes were then introduced in Hek293 and 208F cells, and the effect of the
synthesis of mutant MEKI1 proteins was subsequently investigated using biochemical and
morphological methods.

The data presented in this thesis shows that MEK/[5?/?N was detected in a few carcinomas.
Furthermore, it was possible to generate stable transgene cell lines that significantly express the
MEK constructs. However, with the methods used in this thesis, no change in the activity of the
signaling pathway and no change of the cell morphology due to the expression of MEK[5*?N
could be detected.

With these results, the functional relevance for affected cells and tissues remains unclear.



2 Kurzfassung

Der MAPK-Signalweg ist einer der zentralen Forschungsschwerpunkte in der aktuellen
Krebsforschung. Etwa 30 % der Krebserkrankungen (Nandan und Yang 2011; Hoshino et al.
1999) lassen sich auf Mutationen in diesem Signalweg zuriickfiihren. Darunter befindet sich
auch die Gruppe der kolorektalen Karzinome, die die dritthdufigste Ursache fiir vorzeitige
Todesfille durch Tumoren in Deutschland ausmachen (Robert Koch-Institut 2019).
MEK-Proteine nehmen eine zentrale Stellung innerhalb des MAPK-Signalwegs zwischen Raf
und ERK ein. Mutationen in MEK1 konnen so z. B. die Proliferation einer Zelle stark
beeinflussen (Jindal et al. 2017).

In der Kolonkarzinomzelllinie LIM1215 ist bei einer Panel-DNA-Sequenzierung die MEK5?/?N-
Mutation gefunden worden. Diese Zelllinie ist aus dem HNPCC eines Patienten mit Lynch-
Syndrom generiert worden.

Ziel dieser Arbeit ist es, festzustellen, ob die Mutation eine funktionelle Rolle im Darmkrebs
spielt. Dafiir soll geklart werden, ob eine Expression von MEK1(S212N) in vitro in den eigens
dafiir eingesetzten Zellsystemen zu einer Steigerung von phosphoryliertem ERK1/2 fiihrt und
damit eine konstitutiv aktive Form des MEK1 darstellt. Weiterhin sollen im murinen 208F-
Zellsystem eventuelle Anderungen der Zellmorphologie in Abhiingigkeit der Expression von
MEKI1(S212N) detektiert werden.

Es sind verschiedene MEK1-Konstrukte generiert und in Trdgerplasmide kloniert worden, um
mittels lentiviraler Partikel die Zelllinien Hek293 wund 208F stabil zu transduzieren.
AnschlieBend sind mittels Western Blot und Mikroskopie die Auswirkungen von MEK5?/?N auf
die biochemischen und morphologischen Eigenschaften der Zellen analysiert worden.

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Daten belegen, dass die MEK5?/?N-Mutation in
einzelnen Karzinomen nachgewiesen werden kann. Es ist auBlerdem gelungen, mit den
genannten Methoden stabile transgene Zellen herzustellen, die das MEK 1-Konstrukt ausreichend
stark {iiberexprimierten. Jedoch ist mit den gewidhlten Methoden keine Verdnderung der
Signalwegaktivitdt oder Verdnderung der Zellmorphologie durch eine Expression dieser
Mutation nachgewiesen worden. Die funktionelle Relevanz fiir die betroffenen Zellen und das

Gewebe bleibt unklar.
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3 Einleitung

3.1 Das kolorektale Karzinom

Karzinome des Kolons und des Rektums — zusammen als kolorektale Karzinome bezeichnet —
gehdren zu den hdufigsten Krebserkrankungen beim Menschen. Mit iiber 58.000
Neuerkrankungen im Jahr 2016 sind sie in Deutschland die zweithdufigste Krebsneuerkrankung
bei Frauen und die dritthdufigste bei Ménnern. Zudem stellen sie nach dem Prostatakarzinom bei
Minnern und nach dem Bronchialkarzinom bei Frauen die hdufigste Krebstodesursache dar

(Robert Koch-Institut 2019).

3.2 Tumorentstehung

3.2.1 Begriffsklirung

Jede Schwellung eines Gewebes gilt zundchst als Tumor. Im engeren Sinn handelt es sich dabei
um eine Wucherung von Zellen, die keiner Wachstumskontrolle mehr unterliegen (vgl. Rassow
et al. 2006: 522). Im Gegensatz zu einem benignen Tumor ist ein maligner Tumor in das
umliegende Gewebe hineingewachsen und bildet Absiedlungen — sogenannte Metastasen

(ebda.).

3.2.2 Mechanismus

Voraussetzung fiir die Transformation einer normalen Zelle zu einer Tumorzelle ist eine Reihe
genetischer und epigenetischer Verdanderungen (Hanahan & Weinberg 2000). Dieser Prozess
erstreckt sich in der Regel {iber einen langen Zeitraum und bedarf meist einer grolen Anzahl an
Mutationen unterschiedlicher Gene, die anschlieBend an die Tochterzellen weitergegeben
werden.

Eine Krebszelle besitzt Eigenschaften, die die meisten normalen Zellen nicht aufweisen. Dazu
zdhlen selbstinduziertes Wachstum, Unempfindlichkeit gegeniiber wachstumseinschrinkender
Regulation, unbegrenzte Proliferation, anhaltende Angiogenese, Unempfindlichkeit gegeniiber
Apoptosesignalen und Absiedelung in andere Gewebe (Hanahan & Weinberg 2000).

Beim kolorektalen Karzinom ist das Epithel des Dick- und des Mastdarms das Ausgangsgewebe
fiir die Verdnderungen. Derzeit gibt es u.a. zwei Mechanismen, die hauptsdchlich fiir die
Tumorentstehung verantwortlich sind.

Beim klassischen Mechanismus, der Adenom-Karzinom-Sequenz, entsteht in 80-90 % der
nichthereditdren Tumoren zundchst ein gutartiger Tumor — ein Adenom —, der im Anschluss
maligne zu einem Karzinom entartet (Nowell 1976, Vogelstein 1988). Dabei ist entscheidend,

dass nicht eine, sondern mehrere Mutationen meist iiber Jahre akkumuliert zusammenspielen
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(Vogelstein 1993). Vogelstein geht davon aus, dass die meisten kolorektalen Karzinome iiber
eine stufenweise Akkumulation mehrerer Mutationen ausgehend von einer Mutation im APC-
Gen, einem Tumorsuppressorgen, entstehen. So bildet sich aus einem normal entwickelten
Epithel zundchst ein Adenom. Dessen Zellen rufen nach weiterer genetischer Modifikation
Atypien im Gewebe hervor, die schlieflich weiter entarten und ein Karzinom formen.
Hohepunkt der Entartung ist die Entstehung eines invasiven Karzinoms mit Metastasierung in

ferne Gewebe.

NORMAL COLON MUCOSA AT RISK ADENOMAS CARCINOMA

Mucosa | L PURNTARY AT
Submucosa S E 00 S ee S
Muscularis (= B
propria
Germline (inherited) Methylation Protooncogene Homozygous loss of Additional mutations
or somatic (acquired) abnormalities mutations additional cancer Gross chromosomal
mutations of cancer Inactivation of suppressor genes alterations
suppressor genes normal alleles Overexpression of
(“first hit") ("second hit") COX-2

TP53at 17p13
APC Telomerase
APC at 5g21 ' K-RAS at 12p12 LOH at 18921 !
f-oatenin (SMAD 2and 4) Many genes

Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz nach Vogelsteins Modell (Kumar et al. 2018: 631)

An der Tumorentstehung sind verschiedene Mutationsformen beteiligt. Einerseits gibt es
Mutationen in Tumorsuppressorgenen wie dem Gen fiir APC (70-80 % der Fille), das das
Zellwachstum reguliert, oder dem Gen fiir p53, das an der Wachstumshemmung abnormaler
Zellen beteiligt ist (Rassow et al. 2006: 527). Um in einem Tumorsuppressorgen einen
Funktionsverlust zu erleiden, miissen beide dazugehorigen Allele von deaktivierenden
Mutationen betroffen sein. Es handelt sich also um rezessive Mutationen. Andererseits gibt es
Mutationen in Protoonkogenen, die an den Signalkaskaden fiir Wachstum, Uberleben und
Proliferation beteiligt sind (Markowitz und Bertagnolli 2009). Einer der bedeutendsten
Signalwege ist die Ras-Raf-MAP-Kinasen-Kaskade (auch Ras-Raf-MEK-ERK-Weg genannt),
wobei Mutationen an K-Ras am hiufigsten vorkommen (Karnoub und Weinberg 2008). Schon
bei einer einzelnen aktivierenden Mutation auf einem der beiden Allele, kommt es zur Forderung
der Zellproliferation. Diese Mutationen sind also dominant. Beide Mutationsformen begilinstigen

ein Ungleichgewicht in Richtung Proliferation.
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Beim zweiten Tumorentstehungsmechanismus begiinstigen Mutationen in Genen, die fiir DNA-
Reparatur-Enzyme kodieren, die Entartung der Zellen. Keimbahnmutationen in den
MMR(Mismatch Repair)-Genen MLHI, MSH2, MSH6 und PMS2 sind fiir 70-85 % der
hereditéren nichtpolypdsen Kolonkarzinome (HNPCC) verantwortlich (Cox et al. 2018). Diese
Mutationen konnen allerdings auch sporadisch auftreten. Die MMR-Enzyme sind fiir die
Reparatur der DNA verantwortlich. Sie erkennen bei der DNA-Replikation entstehende falsche
Basenpaarungen und schneiden sie heraus (Fukui 2010). Die herausgeschnittenen Elemente
werden durch die DNA-Polymerase wieder ergiinzt. Kommt es durch Zufall zu einer Mutation in
dem ‘gesunden’ Allel dieser Reparaturgene, so entfillt die Synthese korrekt gebauter DNA-
Reparatur-Enzyme und das Risiko fiir das Fortbestehen fehlerhafter DNA-Replikationen steigt
(Hsieh und Yamane 2008). Als Folge entstehen Zellen mit neuen Mutationen, die ein
Ungleichgewicht in Richtung Proliferation verursachen und eine maligne Entartung des

Gewebes nach sich ziehen konnen.

3.2.3 Die Signalkaskade der MAP-Kinasen

Der Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg {iibersetzt extrazelluldre Signale von Rezeptoren auf der
Zelloberfliche in Genexpression und Genregulation (Busca et al. 2016). Je nach Zelltyp und
Stimulus kann iiber diesen Signalweg das Fortbestehen der Zelle oder der Zelluntergang
kontrolliert werden (Chang et al. 2003), da der Eingriff in den Zellzyklus {iber Proliferation,
Differenzierung und Apoptose bestimmt (Arkun und Yasemi 2018). Abweichungen in diesem
Signalweg konnen das Gleichgewicht der regulierenden Prozesse innerhalb der Zelle in eine
proproliferative Richtung beeinflussen.

Das Ras-Protein ist Produkt eines Protoonkogens. Es ist iiber einen Lipidanker an die
Zellmembran (siehe Abbildung 2) gebunden und ruht dort in Form von Ras-GDP (Meloche und
Pouysségur 2007). Uber eine Rezeptortyrosinkinase, die ihrerseits durch extrazelluldre
Wachstumsfaktoren wie EGF aktiviert wird, erfolgt tiber diverse Zwischenschritte die Bindung
von GTP an Ras (Kolch 2000). Sobald Ras aktiv ist aktiviert es seinerseits Raf (Orton 2001),
eine MAPKKK, die wiederum iiber eine Phosphorylierung von MEK, einer MAPKK, die
Aktivierung einer MAP-Kinase (MAPK) nach sich zieht (Fischmann et al. 2009). Die Targets
dieser MAP-Kinase sind vorwiegend Transkriptionsfaktoren, die — ebenfalls {iiber eine
Phosphorylierung aktiviert — die Transkription von Genen im Zellkern initiieren (Katz et al.
2007).

Die fiir diese Arbeit bedeutendste MAP-Kinase ist ERK. Es hat zwei Isoformen: ERK1 und

ERK2. Diese gleichen sich zu 90 % und werden von MEK, einer Tyrosin-Threonin-Kinase, an
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den Resten der Aminosduren Tyrosin (Y204/187) und Threonin (T202/185) phosphoryliert
(Bromberg-White et al. 2012). Um aktiv zu sein, miissen beide Reste phosphoryliert werden.

—— — — Zellkern
—— —_— /

// -——->Transkrlptlon \\

N

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweges
(Abbildung modifiziert nach: Bollag et al. 2012)

3.3 Eigenschaften von MEK

3.3.1 Aufbau und Arbeitsweise von MEK

Die Kinase MEK beeinflusst im Rahmen des Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweges zahlreiche
fundamentale Zellfunktionen. MEK spielt u. a. eine entscheidende Rolle bei der Angiogenese,
bei Immunreaktionen, bei der Organogenese und bei der Extremitidtenentwicklung (Bromberg-
White et al. 2012).

MEKI1 und MEK2 werden iiber eine Phosphorylierung von Serin und Threonin aktiviert. MEK1
hat eine Liange von 393, MEK2 eine Linge von 400 Aminoséduren. Beide Kinasen gleichen sich
zu 80 % (Bromberg-White et al. 2012).

Im Folgenden wird der Aufbau von MEK1 beispielhaft erklért (nach Fischmann et al. 2009). Auf

die Abweichungen zu MEK2 soll hier nicht weiter eingegangen werden.
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Am N-Terminus (siche Abbildung 3) von MEK1 befindet sich die D-Domine (AS 1-32). Dies
ist die Andockstelle (docking site) fiir ERK. Deletionen oder Mutationen in diesem Bereich
filhren iiber eine behinderte Bindung an ERK zu einer reduzierten Phosphorylierung dessen
(Fukuda et al. 1997, Xu et al. 2001). Daran schlief3t sich die Kern-Export-Sequenz (KES) an (AS
33-44, Bromberg-White et al. 2012). Diese bestimmt die Lokalisation von MEKI1 im
Zytoplasma. Darauf folgt die Region fiir die negative Regulation (NRR) (AS 44-51). Diese ist
essenziell fiir die Aktivitit von MEKI1. Die hier wirkenden Aminosduren beeinflussen die
Molekiilkonformation dahingehend, dass die ATP-Bindungsstelle blockiert und die
enzymatische Aktivitdit von MEKI1 reduziert wird (Fischmann et al. 2009). Entfdllt durch
genetische Verdnderung diese negative Regulation, steigt die Enzymaktivitdt deutlich an
(Mansour et al. 1996).

Daran anschlieBend findet sich die katalytische Kerndomine. Anderungen der
Aminosdurensequenz in diesem Abschnitt haben aufgrund dessen zentraler Bedeutung
weitreichende Folgen fiir die Aktivitdit von MEKI. Die katalytische Kerndomine enthélt
folgende separat zu erwihnenden Regionen: eine ATP-Bindungsstelle (AS 143-146), einen
katalytischen Loop (AS 192-195) mit dem Mg?*-Loop (AS 208-210), ein Aktivierungssegment
(AS 208-233) und eine prolinreiche Region (AS 262-307 ). Letztere ist vor allem fiir die

Bindung an ERK und dessen Aktivierung essenziell.
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Abbildung 3: Lineares Modell von MEK1 (schematisch)

Die verschiedenfarbig markierten Abschnitte stehen fiir die im Text erwdhnten funktionellen Regionen des Enzyms.
Dariiber sind die jeweiligen Aminosiuren zu finden. Die auf der oberen Linie markierten Aminosiuren zeigen die
Position der vorhergesagten (ohne Oval) und experimentell bestétigten (mit Oval) Phosphorylierungsstellen von

MEKI1 (Abbildung modifiziert nach Bromberg-White et al. 2012).

Die Aktivierung von MEK1 erfolgt tiber die Phosphorylierung von S218 und S222 durch Raf im
Aktivierungssegment (Zheng und Guan 1994). Daraufhin erfolgt eine Konformationsdanderung,

sodass die katalytische Kerndomine ihre Funktion aufnehmen kann. Infolgedessen wird ERK
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gebunden und am Tyrosinrest phosphoryliert. Anschlieend dissoziiert es wieder und wird fiir
die Phosphorylierung am Threoninrest erneut gebunden.

Innerhalb der prolinreichen Region befinden sich mehrere Bereiche zur Auto- und
Retrophosphorylierung (Brunet et al. 1994), die fiir eine Reihe an Regulationsmechanismen von
Bedeutung sind. Einen weiteren Bereich dieser Art stellt die Aminoséure Serin an Stelle 212 dar.
Gopalbhai et al. zeigten 2003, dass MEK1 in intakten Zellen an dieser Stelle phosphoryliert
wird. Eine Substitution dieser Aminosdure mit Alanin zog dabei eine Verstirkung der
Enzymaktivitit nach sich, eine Substitution mit einer phosphomimetischen Aminosdure
hingegen inaktivierte das Enzym vollstdndig (Gopalbhai et al. 2003). S212 stellt damit eine

wesentliche Schnittstelle zur negativen Regulation dar.

3.3.2 MEK-assoziierte Erkrankungen

Im Vergleich zu Ras und Raf wurde das MEK-Molekiil weniger intensiv untersucht und spielte
aus Sicht der klinischen Forschung fiir die Ursache von Krebserkrankungen bisher eine
untergeordnete Rolle. Verdnderungen im MEK-Molekiil sind jedoch ebenso folgenschwer.

Die Isoform MEKI ist in 76 % der kolorektalen Karzinome verstiarkt aktiv (Lemieux et al.
2009). Somit wird tiiber eine vermehrte Aktivierung von ERKI1/2 die Aktivierung von
proproliferativen Transkriptionsfaktoren ausgelost. Eine direkte Mutation von MEKI bzw.
MEK? tritt jedoch nur in etwa 3 % der Fille auf. Die durch genomische Screenings gefundenen
MEK[-Mutationen waren R201H, E203K, Y134C (Bentivegna et al. 2008) und D67N (Murugan
et al. 2009). Letztere ist eine konstitutiv aktivierende Mutation, die die Kinase also grundlegend
anschaltet und ihre Aktivitit damit steigert. In MEK2 konnte die R388Q-Mutation ermittelt
werden (Bromberg-White et al. 2012).

Weitere Erkrankungen oder Syndrome, bei denen das Auftreten von MEK-Mutationen erforscht
wurde, sind folgende:

Beim Cardio-Facio-Cutanen(CFC)-Syndrom konnten durch Rodriguez-Viciana et al. 2006
Mutationen in MEKI (F53S, Y130C) und MEK2 (F57C) nachgewiesen werden. In weiteren
Untersuchungen wurden in 20-25% der CFC-Syndrome MEK-Mutationen nachgewiesen. Dabei
treten diese entweder in dem Bereich fiir die negative Regulation oder in der katalytischen
Domine auf. Stets ist eine erhohte MEK-Aktivitit die Folge. Fir die MEKIY3°"-Mutation
konnte bestitigt werden, dass es sich um eine konstitutiv aktivierende Mutation handelt (Hao et
al. 2008).

Beim malignen Melanom konnten durch Nikolaev et al. 2011 vier isolierte Mutationen in MEK

(P124S, E203K, F53L und N382H) und eine isolierte Mutation in MEK?2 (S154F) nachgewiesen
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werden. Die MEKI/2-Mutationen E203K und E207K traten hingegen auch kombiniert mit
BRAF-Mutationen auf. Fiir die MEKI-Mutationen P124S, E203K und F53L konnte
nachgewiesen werden, dass auch diese MEK 1 konstitutiv aktivieren (Nikolaev et al. 2011).

Fiir das Non-small-Cell-Lungenkarzinom konnte 2008 durch Marks et al. und 2010 durch Sasaki
et al. eine Mutation fiir MEK2 (P298L) und eine fiir MEK (K57N) nachgewiesen werden, wobei
letztere nicht von anderen Mutationen im MAPK-Signalweg begleitet wird. AuBBerdem bringt
auch diese eine konstitutiv aktive MEK1-Variante hervor (Marks et al. 2008).

In Ovarialkarzinomzelllinien konnte die bereits oben erwdhnte MEK/-Mutation D67N

nachgewiesen werden (Estep et al. 2007).

3.4 Klinische Einordnung und Bedeutung fiir die Forschung

MEK hat nicht nur bei der Entstehung von Karzinomen eine grole Bedeutung erlangt, sondern
auch in der Therapie maligner Erkrankungen.

Da MEK1/2 im MAPK-Signalweg u. a. eine wichtige signalvermittelnde Stellung hinter Ras
einnimmt, stieg in den letzten Jahren die Bedeutung von MEK-Inhibitoren als Werkzeug in der
medikamentosen Therapie von Karzinomen. Beispielsweise konnten beim malignen Melanom
verschiedene BRAF-Mutationen gefunden werden. Die wohl bedeutendste und bekannteste ist
die V60OE-Mutation. Sie sorgt durch eine Aktivierung von BRAF fiir eine positive Verstirkung
des MAPK-Signalwegs. Die Hemmung von BRAF und seinem nachgeschalteten Enzym
MEK1/2 kann die von diesem Signalweg ausgehenden Wachstumssignale unterdriicken und
somit die Proliferation der Tumorzellen verhindern oder verlangsamen.

Derzeit werden einige MEK-Inhibitoren klinisch eingesetzt oder befinden sich in der klinischen
Erprobung. Bisher wurden drei Inhibitoren zugelassen: Trametinib, Cobimetinib und
Binimetinib. Sie werden in Kombination mit einem BRAF-Inhibitor zur Therapie des malignen
Melanoms eingesetzt verlingern so das progressionsfreie Uberleben betroffener Patienten
(Flaherty et al. 2012b). Der Einsatz von Dabrafenib, einem BRAF-Inhibitor, in Kombination mit
Trametinib fiihrt beim nicht operablen oder metastasierten malignen Melanom laut Long et al.
2014 zu einer Verldngerung des Gesamtiiberlebens und zu einer verspiteten Progression der
Symptome im Vergleich zur alleinigen Therapie mit dem BRAF-Inhibitor. Eine &hnlich
vorteilhafte Wirksamkeit gegeniiber einer Monotherapie mit einem BRAF-Inhibitor wurde fiir
die spiter zugelassenen Kombinationen Encorafenib und Binimetinib (Dummer et al. 2018),
sowie Vemurafenib und Cobimetinib (Ascierto et al. 2016) nachgewiesen.

Seit Mérz 2017 ist der kombinierte Einsatz von Dabrafenib und Trametinib auch fiir die Therapie

des NSCLC zugelassen (Gemeinsamer Bundesausschuss 2017). Dabei wird diese Kombination
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bei Patienten eingesetzt, deren untersuchter Tumor ebenfalls die BRAF-Mutation V600E
aufweist. Laut Planchard et al. (2017) konnte bei unbehandelten Tumoren dieser Entitit mit
dieser Medikamentenkombination ein medianes progressionsfreies Uberleben von etwa zehn
Monaten erzielt werden.

Ein weiterer Inhibitor mit groem Nutzen ist Selumetinib. Die Wirkung von Selumetinib in
Patienten mit Neurofibromatose Typ 1 konnte bereits nachgewiesen werden (Dombi et al. 2016).
Selumetinib wurde von der Européischen Arzneimittelagentur 2018 ein Orphan-Status erteilt und
darf demzufolge fiir seltene Erkrankungen eingesetzt werden (European Medicines Agency
2018). In der Anwendung von Selumetinib beim Schilddriisenkarzinom konnte die Aufnahme
von Radiojod und damit dessen therapeutische Wirkung vergroBert werden (Alan et al. 2013).
Dies stellte besonders in Fillen von metastasierten Schilddriisenkarzinomen eine grof3e
Herausforderung dar. Aktuell wird der vorteilhafte Einsatz von Selumetinib in Phase-II-Studien
untersucht (Brown et al. 2019).

Es wird deutlich, dass MEK-Inhibitoren in Kombinationstherapien klinisch relevante Wirkungen
entfalten konnen. Bisher werden MEK-Inhibitoren als Monotherapeutika in Ausnahmefillen
eingesetzt, da sie gegeniiber Chemotherapeutika zwar eine bessere klinische Wirkung erzielen
konnen, jedoch im Vergleich zu aktuell besser erprobten Therapeutika — beispielsweise BRAF-
Inhibitoren — kein besseres Outcome fiir die Patienten bedeuten (Flaherty et al. 2012a). Am
Beispiel des malignen Melanoms wird bei einer Monotherapie der Einsatz von Dabrafenib
gegeniiber Trametinib bevorzugt, da es mit dessen Nebenwirkungsprofil mehr Erfahrung gibt als
bei Trametinib und fiir einen Zusatznutzen keine ausreichende Datenlage existiert (Institut fiir
Qualitdt und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen 2016). Eine Monotherapie mit dem MEK-
Inhibitor ist jedoch eine Alternative fiir Patienten, bei denen eine Therapie mit BRAF-
Inhibitoren nicht infrage kommt. Daher sind Trametinib, Cibimetinib und Binimetinib auch als
Monotherapeutikum zugelassen, werden aber in dieser Form nicht in der Erstlinientherapie
eingesetzt.

Langfristig wird sowohl die Rolle der MEK-Inhibitor-Monotherapie als auch die Rolle der
Kombinationstherapie mit anderen Inhibitoren des MAPK-Signalwegs weiter zunehmen. Etliche
klinische Studien sind dafiir bereits gestartet worden.

Das Auftreten von MEK-Mutationen hat dabei zwei Bedeutungen: Einerseits bilden sie, wie
eingangs erwihnt, den Grundstein fiir bestimmte Erkrankungen und dienen damit sowohl als
Grundlage fiir die Erforschung dieser Erkrankungen als auch als Ansatz flir ma3geschneiderte
Therapien. Andererseits erschweren diese Mutationen die Wirkung bereits vorhandener

Therapieprinzipien (Gao et al. 2019). Die beobachtete Resistenz der mutierten Zellen gegeniiber
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den Medikamenten und das Auftreten von Nebenwirkungen sind Griinde fiir die Einschrankung

der Therapie durch Inhibitoren.

3.5 Zielsetzung der Arbeit

Wihrend einer genomischen Untersuchung auf Mutationen bei verschiedenen Zelllinien der
Arbeitsgruppe ‘Molekulare Tumorpathologie’ von Prof. Christine Sers (Institut fiir Pathologie,
Charité — Universitdtsmedizin Berlin) und Prof. Nils Bliithgen (Institut fiir Pathologie, Charité —
Universititsmedizin Berlin) wurde ein single nucleotide polymorphism (SNP) im Gen
MAPK2K1 der kolorektalen Karzinomzelllinie LIM1215 gefunden. Diese wurde urspriinglich
aus einem am Lynch-Syndrom erkrankten Patienten isoliert und ist dafiir bekannt, keine
Mutationen in den BRAF- und KRAS-Genen zu tragen. Durch den Nukleotidaustausch von
Guanin zu Adenin an der Position 1110 kommt es auf Proteinebene zu einem
Aminosdurenaustausch an Position 212 im MEKI-Protein, bei dem das Serin durch ein
Asparagin ausgetauscht wird (S212N). Da sich diese Aminosdure inmitten des
Aktivierungssegments befindet, konnte sie einen Einfluss auf die Regulierung des Enzyms haben

(Gopalbhai et al. 2003).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen folgende Fragen beantwortet werden:
e Besitzt die MEK5?/?N-Mutation klinische Relevanz?

» Da die Mutation nur in einer Zelllinie der Arbeitsgruppe gefunden wurde, soll {iberpriift
werden, ob diese Mutation in Darmkrebspatienten auftritt. Dazu soll das Tumorgewebe
von 96 Patienten untersucht werden, die nachweislich an einem Kolonkarzinom
erkrankt waren. Das Material entstammt dem Archiv des Instituts fiir Pathologie der
Charité Berlin.

e Welche Auswirkungen hat MEKIS?!?N auf die biochemische Funktion des MAPK-

Signalwegs?

» Da Serin an Position 212 in MEK1 phosphoryliert werden kann (Gopalbhai et al. 2003),
soll mittels molekularbiologischer Methoden in einem geeigneten MEKI1-Konstrukt
eine Aminosédure substituiert werden, die diesen Zustand imitiert. Hierfiir wird Serin
(S212) in MEK1 durch Asparaginsdure (D) ausgetauscht (S212D). Mit Hilfe der
generierten Konstrukte soll ermittelt werden, ob die MEK/5/?N-Mutation im MEK1-
Enzym eine gesteigerte Phosphorylierung von Erkl oder Erk2 nach sich zieht, um so

die Bedeutung der Mutation in Hinsicht auf den MAPK-Signalweg ableiten zu konnen.
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Dafiir werden die generierten MEKI-Expressionskonstrukte mit den Mutationen
S212N, S212D und geeignete Kontrollen durch lentivirale Transduktion in Hek293-
Zellen eingebracht.

Beeinflusst MEK15?/?N den Phinotyp?

» Dazu werden die MEKI-Expressionskonstrukte in Zellen der Linie 208F, eine
Rattenfibroblastenlinie, lentiviral eingebracht, um mdgliche Verdnderungen der
Zellmorphologie iiberpriifen zu kdnnen, wie sie von Schéfer et al. fiir die Aktivierung

des MAPK/ERK-Signalwegs beschrieben wurden (Schifer et al. 1988)
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4 Material und Methoden
4.1 Material

4.1.1 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Gerite und Verbrauchsmaterialien

Gerit/Verbrauchsmaterial Hersteller

0,5-ml-, 1,5-ml- und 2-ml-Eppendorf-Tubes Eppendorf/Sarstedt
15-ml-, 50-ml-Falcon-Tubes BD Falcon
6-Well-Platten BD Falcon/Sarstedt
12-Well-Platten BD Falcon/Sarstedt
96-Well-Platten BD Falcon/Sarstedt
Blotgerét PreQLab
Brutschrank Zellkultur Hera

Cell Culture Tubes Cellstar
Elektrophoresekammer + Zubehor Bio-Rad
ELISA-Reader Bio-Rad
Eppendorfpipetten + Zubehor Eppendorf
FACS-Zytometer BD Accuri
Filterpapier Whatman
Fluoreszenzmikroskop Keyence
Fluoreszenzscanner LI-COR
Hamilton-Pipette Hamilton
Heizblock (Thermomixer) Eppendorf
Inkubationsschiittler IKA

Kamera Canon

Kryobox Nalgene
Kryordhrchen Cellstar
Kulturflaschen fiir Zellkultur BD Falcon




Fortsetzung Tabelle 1:

Magnetriihrer IKAMAG
Mehrkanalpipetten Eppendorf
Mikroskop Leica DMIL
Mikrowelle Samsung
Nanodrop Implen
Nitrozellulosemembranen Whatman

Schiittler Stuart Scientific
Spannungsgerit Bio-Rad
Ultraschallbad Bioruptor
Vortex Assistant
Wirmeschrank Heraeus
Waage Sartorius
Wasserbad GFL 1092
YM-3 Millipore-Saulen Microcon
Zihlkammer Neubauer
Zellschaber TPP
Beckman Coulter AvantiTM J25
Zentrifugen Beckman Coulter OptimaTM-TL

Beckman Coulter Allegra X-15R
Eppendorf 5415C
Eppendorf 5417R
Eppendorf 5810R
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4.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz Hersteller
Lysepuffer Bio-Rad
Blotting-Puffer LI-COR
Blocking-Puffer LI-COR
10-kb-Leiter (Smartladder, fiir Agarosegele) Eurogentec
Acrylamid (30 %) Roth
Agarose Serva
Amidoschwarz Merck
APS Merck

BCA-Puffer-Komponenten

Thermo Fisher Scientific

Bio-Rad-Lysereagenz Bio-Rad
Bromphenolblau Sigma
BSA Serva
Chloroform Sigma Aldrich
Complete Roche
Desinfektionsmittel Meliseptol Braun
DMEM Lonza
DMSO Sigma
DTT Sigma
EDTA Merck
Eisessig Merck
Entwickler Kodak
Ethanol J.T. Baker
Ethidiumbromid Sigma
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Fortsetzung Tabelle 2:

Fixierer Kodack
FCS Biochrom
Glycerol (Glycerin) Merck
Glucose Sigma
HCI Merck
Hepes Sigma
Isoamylalkohol Sigma
Isopropanol J.T. Baker
KCl Merck
KH>PO4 Merck

Ladepuffer fiir DNA-Gele (6 x)

Thermo Fisher Scientific

Lipofectamine 2000

Invitrogen

LiCl

Sigma

Marker (fiir SDS-PAGE)

PageRuler, Fermentas

Methanol J.T. Baker
Na,HP

(Di2natr(i)u4mhydrogenphosphatdihydrat) Merck
NaCl (Natriumchlorid) Merck
NaOH Merck
Natrium-Acetat Merck
Natriumdesoxycholat (DOC) Sigma
Natriumjodat Merck
Natriumzitrat Merck
Nonidet NP40 (10 %) Calbiochem

Opti-MEM

Thermo Fisher Scientific

Pelletpaint

Novagen
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Fortsetzung Tabelle 2:

Phenol Fluka
Phosphataseinhibitor Pierce
PMSF (Phenylmethansulfonséurefluorid) Sigma
Proteinase K Roche
SDS (Natriumdodecylsulfat) Serva
TEMED (N,N,N',N'- o Sigma
Tetramethylethylenediamine)

Trireagent Invitrogen
Tris Base Merck
Triton X 100 Sigma
Trizol Invitrogen
Trypsin/EDTA (fiir Zellkultur) Biochrom AG

Tryptone BD Biosciences
Tween 20 Serva
Ultraglutamine Lonza

Yeast extract

BD Biosciences
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4.1.3 Stammlésungen und Puffer

Tabelle 3: Stammlosungen und Puffer

Stammlosung/Puffer Zusammensetzung
Amidoschwarz (400 ml) Amidoschwarz 0,4 g

Methanol 90 ml

Eisessig 20 ml

bi-destilliertes Wasser (ddH>O) 290 ml
10 % APS (10 ml) 1 g APS

- geldst in 10 ml ddH20

2,5 x Blotpuffer (1 L)

Methanol 500 ml

Tris 14,5 g

Glycerol 7,3 g

10 % SDS 9,37 ml

- mit ddH,O auf 1 L auffiillen

10 % SDS (100 ml)

10 g SDS
- gelost in 100 ml ddH>O

1,5 M Tris-HCL (pH 8,6) (1 L)

Tris-Base 181,71 g

- mit ddH»O auf 800 ml auffiillen

- tropfenweise 37 % HCI 38 ml hinzufiigen
bis pH 8,6

- mit ddH,O auf 1 L auffiillen

0,5 M Tris-HCL (pH 6,8) (1 L)

Tris-Base 60,57 g

- mit ddH»O auf 800 ml auffiillen

- tropfenweise 37 % HCIl 40 ml hinzufiigen
bis pH 6,8

- mit ddH,O auf 1 L auffiillen
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Fortsetzung Tabelle 3:

SDS-Lysepuffer (50 ml)

5ml 10 % SDS

0,5ml 1 M Tris pH 7,5

0,2ml 0,5M EDTA pH 8

- mit ddH>O auf 50 ml auffiillen

S.0.C.-Medium

2 % Tryptone

0,5 % Yeast extract
8,6 mM NaCl

2,5 mM KCl

20 mM MgSO4

20 mM Glucose

in ddH»O, autoklaviert

LB-Medium (1 L)

10 g Tryptone

5 g Yeast extract

10 g NaCl

- pH 7,5 mit NaOH einstellen

mit dH>O auf 1 L auffiillen, autoklavieren

LB-Agar (L)

800 ml dH>O

10 g Tryptone

5 g Yeast extract

10 g NaCl

- pH 7,5 mit NaOH einstellen
- 15 g Agar, erwérmen

mit dH>O auf 1 L auffiillen, autoklavieren

D10-Medium (D10) (500 ml)

440 ml DMEM
50 ml FCS

5 ml Penicillin-Streptomycin (100 U/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin)
2 mM Ultraglutamine
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Fortsetzung Tabelle 3:

D10+G-Medium

D10
Glucose

Endkonzentration ¢ = 4,5 g/

50 x TAE-Puffer (1 L)

242 g Tris-Base
57,1 ml Eisessig
100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0

mit dH>O auf 1 L auffiillen, autoklavieren

4 x Gelladungspuffer fiir SDS-Page

200 mM Tris-Cl (pH 6.8)
400 mM DTT

8 % SDS

0,4 % Bromophenol Blau
40 % Glycerol

1 x PBST (0,1 %) (1 L)

800 ml dH>O

8 g NaCl

0,2 g KCl

1,44 g Na2HPOq4

0,24 g KH2PO4

2 ml Tween-20

- mit HCl pH 7,2 einstellen

mit dH>O auf 1 L auffiillen, autoklavieren

10 x PBS (1 L)

800 ml dH>O

80 g NaCl

2 g KCl

14,4 g Na2HPOq4

2,4 g KHoPOq

- mit HCl pH 7,4 einstellen

mit dH>O auf 1 L auffiillen, autoklavieren
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Gele fiir SDS-Page

Reagenz 6 % 8 % 10 % 12 % 15 % 4%
Trenngel Sammelgel
H>O 53ml |4,6ml 4,0 ml 3,3 ml 23ml |6,1 ml
30 % Acrylamid 20ml |2,7ml 3,3ml 4,0 ml 50ml | 1,33 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml -
0,5 M Tris (pH 6,8) - 2,5 ml
10 % SDS 100 ul 100 ul
10 % APS 100 ul 50 pul
TEMED 8 ul 6 ul 4 ul 4 ul 4 ul 10 pl
Tabelle 5: Zusammensetzung der Agarose-Gele
Reagenz 0,7 % 0,8 % 1%
1 x TAE 60 ml
Agarosepulver 0,42 ¢ 0,48 ¢ 0,6 g
Ethidiumbromid 3ul
4.1.4 Antibiotika
Tabelle 6: Eingesetzte Antibiotika
Antibiotikum Hersteller
Penicillin/Streptomycin Calbiochem
Kanamycin-Sulfat Roche
Ampicillin Roche
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4.1.5

Molekularbiologische Kits

Bei der Verwendung von molekularbiologischen Kits wurden die jeweils vom Hersteller

empfohlenen und mitgelieferten Losungen und Puffer eingesetzt.

Tabelle 7: Angewandte Kits

Name Hersteller Verwendung

QIAquick Gel Extraction | Quiagen Isolation und Aufreinigung von

Kit DNA aus Agarosegelen

QIAGEN Plasmid Mini Kit | Quiagen Isolation und Aufreinigung von
DNA aus Bakterienkulturen, fiir bis
zu 20 ug DNA

QIAGEN Plasmid Maxi Kit | Quiagen Isolation und Aufreinigung von
DNA aus Bakterienkulturen, fiir bis
zu 500 png DNA

QIAprep Spin Miniprep Kit | Quiagen Isolation und Aufreinigung von
DNA aus Bakterienkulturen, fiir bis
zu 30 ng DNA

QIAamp DNA Mini Kit Quiagen Isolation und Aufreinigung von
genomischer DNA aus LIM1215

QuikChange Site-Directed | Agilent Technologies | DNA-Modifikation, Einbau einer

Mutagenesis Kit Punktmutation

Fast-Link DNA Ligation | Biozym/Epicentre Ligation

Kit

CalPhos™ Mammalian Clontech Transfektionsreaktionen und

Transfection Kit

lentivirale Transduktion

BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher

Scientific

Bestimmung der

Proteinkonzentration
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4.1.6 Enzyme

Tabelle 8: Eingesetzte Enzyme

Name Typ Hersteller
BamHI Restriktionsenzym New England Biolabs
Swal Restriktionsenzym New England Biolabs
Nhel Restriktionsenzym New England Biolabs
Ncol Restriktionsenzym New England Biolabs
EcoRI Restriktionsenzym New England Biolabs
Pstl Restriktionsenzym New England Biolabs
Xbal Restriktionsenzym New England Biolabs
Dpnl Restriktionsenzym Agilent Technologies
Klenow DNA-Polymerase New England Biolabs
Pfu-Turbo DNA-Polymerase Agilent Technologies
CIP Alkalische Phosphatase New England Biolabs
4.1.7  Antikorper
Tabelle 9: Eingesetzte Antikorper
Name Detektiertes Hersteller Verdiinnung | Spezies
Protein
MEKI1 (9124) MEK1 New England Biolabs | 1:500 Rabbit
p-Erk1/2 p-Erkl und p- | New England Biolabs | 1 : 500 Rabbit
(Thr202/Tyr204) | Erk2
(9101)
GAPDH GAPDH Ambion 1:10.000 Mouse
Anti-Mouse IgG | Mouseantigen | Abcam 1:10.000 Goat
Anti-Rabbit I[gG | Rabbitantigen | Abcam 1:10.000 Goat
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4.1.8

Primer

Tabelle 10: Eingesetzte Primer

Bereich von

MEK]1 ab)

Bezeichnung Verwendung Besonderheiten Sequenz 5°¢-3¢
MEK1 D L Insertmodifikation Forward Primer CTCTGTGACTTTGGGG
von MEK 512N zu TCGACGGGCAGCTCA
MEK[5212P TCGACTCCATGGCC
MEK1 D R Insertmodifikation Reverse Primer GGCCATGGAGTCGAT
von MEK 512N zu GAGCTGCCCGTCGAC
MEK[5212P CCCAAAGTCACAGAG
MEK1 6R Sequenzierung von | Reverse Primer, ATGACCAGGCCAGAA
MEK1 (deckt Beginn GGCTT
von MEK1 ab)
MEK1 3L Sequenzierung von | Forward Primer AATAAAAAACCCCGC
MEK1 (deckt Ende von AGAGA
MEK1 ab)
MEK]1 1L Sequenzierung von | Forward Primer GTTCTGCATGAGTGC
MEK1 (deckt mittleren AACTCTC
Bereich von
MEK1 ab)
MEK]1 1R Sequenzierung von | Reverse Primer ACAGAGTAATGAGTC
MEK1 (deckt mittleren CCCTGGA
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Fortsetzung Tabelle 10:

MEKmutfor 01 Sequenzierung von | Forward Primer GCTGTAATAAAAGG
MEK1 (deckt mittleren CCTGACA
Bereich von

MEK]1 ab)

MEKmutrev 01 Sequenzierung von | Reverse Primer ATCAGCTCCAGCTCC

MEK1 (deckt mittleren TTGGCATCTGG
Bereich von
MEKI1 ab)
Christine- Sequenzierung von | Forward Primer ATGTCAAGCCCTCC
Primer MEK1 (deckt mittleren AACATC

Bereich von

MEK]1 ab)

4.1.9 Plasmide

Tragerplasmid fiir die MEK1-Konstrukte

Name: pMEV-MEK1

Hersteller:  Biomyx Technology, Kalifornien

Alle im Folgenden aufgelisteten MEKI1-Konstrukte wurden innerhalb eines Trigerplasmids
genutzt. Bei dem urspriinglichen Triagerplasmid handelt es sich um das pMEV-2HA-Plasmid,
das sich ideal fiir die Untersuchung der Genexpression in Sdugetierzellen eignet. Die MEK1-
Konstrukte wurden dabei innerhalb der multiple cloning site (MCS) in das Plasmid integriert

(siche Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau des Plasmids pMEV-2HA

Im folgenden Abschnitt werden die einzelnen MEK 1-Varianten néher beschrieben.
PMEV-MEKI1-WT: Hierbei handelt es sich um das Trigerplasmid fiir die
Wildtypform des MEK1.

PMEV-MEKI1-DN: Dieses Plasmid trigt die Sequenz fiir ein MEK1-Konstrukt, das
durchgehend inaktiv ist. Dabei sind die drei Mutationen K97R, S218A und S222E
dafiir verantwortlich, dass MEK 1 nicht aktiv werden kann. Dementsprechend endet an
dieser Stelle die Aktivierungskaskade und ERK wird nicht von MEK1 phosphoryliert.
PMEV-MEKI1-CA: Bei diesem fiir MEKI sequenzierenden Plasmid sind eine
Deletion der Aminosaduren 32 bis 51 und die Mutationen S218E und S222E vorhanden,
sodass MEKI1 nicht mehr inhibitorisch reguliert werden kann. Somit ist MEKI1
dauerhaft (konstitutiv) aktiv und sorgt fiir eine mehr als 300-fach gesteigerte
Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 (Fischmann et al. 2009).
pPMEV-MEKI1-212N: Hierbei handelt es sich um das Trigerplasmid mit dem zu
untersuchenden Konstrukt von MEK1 mit der Mutation S212N, das von Raphaela

Fritsche aus dem oben gelisteten MEK 1-Wildtyp-Konstrukt generiert wurde.
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Expressionsplasmid

Name: pCDH-EF1-MCS-IRES-copGFP

Hersteller:  SBI — System Biosciences, Kalifornien

Hierbei handelt es sich um das Plasmid pCDH-EF1-MCS-IRES-copGFP, ein lentivirales

Expressionsplasmid.

Die einzelnen, fiir diese Arbeit bedeutendsten Abschnitte des Plasmids werden im Folgenden
erklért:

EF1: Elongation factor 1 (EF1) ist ein Promotor fiir das einzubauende Zielgen, bei dem es sich
um die MEK 1-Konstrukte handelt.

MCS: Die multiple cloning site (MCS), flexible Klonierungsstelle, ist ein Oligonukleotid mit 34
Basen, das geeignete Restriktionsschnittstellen fiir den Einbau der MEK 1-Konstrukte bietet.
IRES: Die internal ribosome entry site (IRES) ist ein Abschnitt der mRNA, durch den diese
ohne erneute Initiation mithilfe einer 5’-cap-Struktur an das Ribosom gebunden werden kann.
Somit kann die Translation des dahintergelegenen Genabschnittes starten, ohne dass eine erneute
klassische Bindung durch Initiationsfaktoren erfolgen muss (Sachs et al. 1997). Im Rahmen der
Arbeit wird dies fiir die Koexpression des Reportergens gfp genutzt.

copGFP: Dies ist der Abschnitt fiir das Reportergen, das fiir GFP (green fluorescent protein)
kodiert. GFP ist ein Protein aus dem Ruderfullkrebs Pontellina plumata, das bei Anregung mit
blauem oder ultraviolettem Licht griin fluoresziert. Dies wird im Rahmen dieser Arbeit genutzt,

um die Zielzellen im Fluoreszenzmikroskop detektieren zu kdnnen.

RSy  5LTR
P
Ampf

cPPT

pCDH-EF1a-MCS-IRES-GFP
pUC ORI Cat.# CD530A-2 EFla
MCS
IRES

SV40 ORl ' u Y

SV40 poly-A
PV gaTR WRRE

GFP

Abbildung S: Schematischer Aufbau des Plasmids pCDH-EF1-MCS-IRES-copGFP
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Verpackungsplasmide zur Erstellung der viralen Partikel
Zur Erstellung viraler Partikel war der FEinsatz zweier Helferplasmide zusdtzlich zum

eigentlichen Expressionsplasmid notwendig.

psPAX2: Hierbei handelt es sich um ein Verpackungsplasmid 2. Generation. Hauptaufgabe
dieses Plasmids ist die Kodierung fiir die viralen Strukturproteine Gag und Env und fiir Enzyme
mit Polymeraseaktivitit (Pol) (Abbildung 6).

Hersteller:  Addgene, Cambridge (Addgene plasmid # 12260)

pMD2.G: Hierbei handelt es sich um ein Hillplasmid. pMD2.G kodiert fiir das
Glykoprotein G des vesikuldren Stomatitisvirus, das fiir die Bindung des Virus an die
Rezeptoren der Zielzellen und der anschlieBenden Fusion beider Membranen verantwortlich ist
(Abbildung 7).

Hersteller:  Addgene, Cambridge (Addgene plasmid # 12259)
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau des Plasmids psPAX2
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau des Plasmids pMD2.G
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4.1.10 Zelllinien

Wenn nicht anders angegeben, erfolgte die Kultivierung in D10-Medium bei 37 °C und
5% COsz.

LIM1215 ist eine humane Kolonkarzinomzelllinie, die urspriinglich von einem HNPCC-
Patienten stammt (Whitehead et al. 1985). Diese Zelllinie ist wildtypisch fiir BRAF- und KRAS-
Mutationen (sequenziert/analysiert von Christine Sers (Charité Berlin, Institut fiir Pathologie,
Molekulare Tumorpathologie) und freundlicherweise bereitgestellt durch Professor John

Mariadason (Ludwig Institute for Cancer Research, Austin Hospital, Melbourne, Australia)).

Hek293 (bereitgestellt durch die American Type Culture Collection) ist eine humane
embryonale Nierenzelllinie (Graham et al. 1977). Sie wurde im Jahr 1977 durch Transformation
mit DNA-Fragmenten vom Adenovirus Typ 5 generiert. Damit ist sie besser der dauerhaften
Kultur in Laboren zugéngig und ldsst sich zudem leicht transfizieren.

Ihre verwandte Zelllinie Hek293T ist besonders fiir Einsdtze in der Virologie geeignet. Diese
Variante exprimiert das ,SV40-T-Antigen‘ (Lebkowski et al. 1985) und erlaubt die episomale
Replikation von transfizierten Plasmiden, die den SV40-origin-of-replication besitzen. Mit dieser
Zelllinie lassen sich hohe Expressionslevel des gewiinschten Transgens erreichen. Hek293T-
Zellen eignen sich damit gut zur Herstellung von Viren, darunter auch Lentiviren. Thre

Kultivierung erfolgte in glukosehaltigem Medium D10 + G.

208F (bereitgestellt durch Professor Reinhold Schifer) ist eine Fibroblastenzelllinie, die aus
Ratten stammt (Topp 1981). Sie ist einfach zu kultivieren, ldsst sich aber schwer transfizieren.
Bei induzierten Verdnderungen, die zu einer Transformation fithren sollen, sind bei dieser

Zelllinie friih sichtbare Morphologieverdnderungen zu erwarten (Schéfer et al. 1988).

4.1.11 Bakterienstimme

Tabelle 11: Eingesetzte Bakterienstimme

Bakterienstamm Verwendung

Stbl3 chemically competent E. coli | Zur Transformation der MEK 1-Expressionsplasmide

XL1-Blue supercompetent E. coli Zur Transformation des Ligationsproduktes nach dem
Mutagenesis-Experiment
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4.1.12 Software

Tabelle 12: Angewandte Software

Software Verwendung Hersteller

Vector NTI® Primerdesign Thermo Fisher Scientific
Keyence Application Fluoreszenzmikroskopie Keyence

Software und Fotodokumentation

Odyssey Application Westernblot-Scan LI-COR

Software 3.0

Image Studio Lite 4.0 Westernblot-Analyse LI-COR

BD Accuri C6 Software FACS BD
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4.2 Methoden
4.2.1 Zellkultur

Auftauen

Beim Auftauen der Zellen musste moglichst schnell gearbeitet werden, um den zelltoxischen
Effekten des DMSO entgegenzuwirken. Nach dem Entnehmen der Kryor6hrchen aus fliissigem
Stickstoff wurden diese bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Sobald sich die Zellen ldsten,
konnten sie in ein 15-ml-Roéhrchen {iberfiihrt werden. AnschlieBend wurden 5 ml Medium
zugegeben und die Zellen 2 min bei 200 g zentrifugiert, um den DMSO-haltigen Uberstand
herauszufiltern. Dieser wurde abgesaugt und die Zellen in 1 ml frischen Medium resuspendiert.
Die Suspension wurde in eine mit 9 ml Medium befiillte 75-cm?-Flasche tiberfiihrt und sanft
verteilt.

Uber Nacht wurden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Am niichsten

Tag erfolgte ein Mediumwechsel, um das restliche DMSO zu entfernen.

Kultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO.. Zum Passagieren
der Zellen wurden diese mit 1 x PBS gespiilt und mit 3 ml (fiir T75 = 75-cm?-Flaschen) bzw.
S5ml (fiir T175 = 175-cm?-Flaschen) Trypsin abgeldst und 1 : 10 verdiinnt. Das Ablosen der
Zellen in 6-Well-Platten erfolgte mit 500 pl Trypsin pro Well.

Nach vollstindiger Zellablosung wurde mittels des fiir den Zelltyp erforderlichen Mediums die
Wirkung des Trypsins gestoppt. Dabei betrug die Menge des Mediums mindestens das doppelte
Volumen der eingesetzten Trypsinmenge. AnschlieBend wurden die Zellen 5 min bei 200 g
zentrifugiert, das iiberschiissige Medium wurde abgesaugt und in 10 ml (bei 75-cm?-Flaschen)
bzw. 15 ml (bei 175-cm?-Flaschen) neuen Mediums aufgenommen bzw. weiterbehandelt. Es
wurde darauf geachtet, das Zellpellet durch sanftes Auf- und Abpipettieren vorsichtig zu

resuspendieren.

Zellzahlung

Fiir weitergehende Experimente war stets eine bestimmte Dichte der Zellen notwendig. Zur
Zellzdhlung wurden Zdhlkammern vom Typ Neubauer verwendet. Dafiir wurde nach dem
Zentrifugieren (2 min bei 200 g) das Zellpellet zunichst in 10 ml Medium resuspendiert und
anschlieBend 1: 10 verdiinnt. Von dieser Verdiinnung wurden 20 pl fiir die Zadhlkammer

verwendet. Es war darauf zu achten, dass die Zellsuspension direkt nach dem Resuspendieren
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pipettiert wurde, um eine gleichméBige Verteilung in der Zahlkammer zu gewihrleisten. Die
Zellzahl wurde anschlielend folgendermafen berechnet:

Zellzahl/ml = Mittelwert * Verdiinnungsfaktor * 10* Zellen/ml

Einfrieren

Um Zellen iiber einen lédngeren Zeitraum aufzubewahren, wurden, wie unter Punkt,
Kultivierung® beschrieben, die Zellen zundchst abgelost und zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde das Pellet in 1 ml Medium/DMSO (900 ul Medium + 100 ul DMSO)
resuspendiert und in ein Kryordhrchen iiberfithrt. DMSO wird bendétigt, um Gefrierschiden
vorzubeugen. Aus einer 90-100 % konfluenten 75-cm?-Flasche konnten zwei Kryordhrchen
gewonnen werden.

Die stufenweise Abkiihlung der Zellen erfolgte in Kryoboxen, gefiillt mit Isopropanol bei -
80 °C. Diese Losung kiihlt das Rohrchen pro Stunde um 1 °C ab, wodurch die Zellen schonend
eingefroren werden konnten. AnschlieBend wurden sie im fliissigen Stickstoff (bei -196 °C)

gelagert.

4.2.2  Molekularbiologische Methoden
4.2.2.1 Transformation kompetenter E.-coli-Stimme

Bei einer Transformation handelt es sich in erster Linie um die Féhigkeit von Bakterien, freie
DNA aus der Umgebung aufzunehmen. In der Molekularbiologie wird dieser Begriff benutzt,
um das Einbringen von DNA in dafiir geeignete, superkompetente Bakterien zu beschreiben. Die
Transformation stellt ein Standardverfahren dar, um gewiinschte DNA in ausreichender Menge
von den Bakterien vervielfdltigen zu lassen. Zur Selektion der plasmidhaltigen Bakterien wurde
mit verschiedenen, zu dem gewiinschten Plasmid passenden Antibiotika gearbeitet. Die
Transformation selbst erfolgte mittels Hitzeschock (Hanahan 1983).

Die im Folgenden aufgefiihrten Angaben gelten, wenn nicht anders erwihnt, fiir beide
verwendeten Bakterienstimme. Eingeklammerte Werte beziehen sich nur auf den Umgang mit
den Stbl3-Zellen. Die Bakterien wurden vorsichtig aus -80 °C aufgetaut. AnschlieBend wurde zu
je 25 pul (30 pl) Bakteriensuspension 1 pl (1,5 pl) der zu transformierenden DNA gegeben und
behutsam vermischt. Auf die anschlieBende Inkubation von 30 min auf Eis folgte ein

Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 s (30 s).
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Danach wurden die Zellen fiir 2 min auf Eis gelagert, anschlieBend mit 500 pl (150 pl)
vorgewdrmtem S.0.C.-Medium versetzt und bei einer Temperatur von 37 °C (30 °C) fiir 1 h

(1,5 h) auf dem Schiittler bei 180 rpm (190 rpm) inkubiert.

4.2.2.2 Kultivierung der kompetenten E.-coli-Stimme

Agarplatten

Nach der Transformation wurden je 250 pl (70 ul) der Bakteriensuspension mit sterilen
Drygalski-Spateln auf LB(Luria Bertani)-Agarplatten iibertragen, die mit dem jeweils bendtigten
Antibiotikum versetzt waren. Fiir alle Stbl3-Zellen wurde zur Selektion der plasmidhaltigen
Kolonien Ampicillin (¢ = 50ug/ml) benutzt. AnschlieBend wurden die Platten mit dem Boden
nach oben bei 37 °C (30 °C) fiir 17 h inkubiert.

Fliissigkultur

Zum Animpfen groferer LB-Medienmengen wurden Kolonien mittels steriler, gestopfter
Pipettenspitzen aufgenommen und in das Medium iibertragen. Dabei wurde mit 200 ml
autoklaviertem 1 x LB-Medium gearbeitet, das mit dem jeweils bendtigten Antibiotikum versetzt
war. Das Wachstum erfolgte fiir 17 h tiber Nacht bei 37 °C (30 °C) auf dem Schiittelinkubator
bei 180 rpm (190 rpm).

4.2.2.3 Insertmodifikation mittels site-directed mutagenesis

Um aus dem Ausgangsplasmid fiir MEK1-S212N das Tréagerplasmid fir MEK1-S212D zu
generieren, musste die Basenfolge fiir Asparagin (Basenfolge: AAC) an Position 212 in das
Triplet GAC umgeschrieben werden. Dafiir wurde mit der Methode der site-directed
mutagenesis, einer gesteuerten Mutagenese, gearbeitet. Sie stellt eine Methode zum Einbau von
Punktmutationen und anderer Verdnderungen der Sequenz fiir Aminosdureabfolgen in Plasmide
dar.

Fiir die Insertmodifikation wurde mit dem QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma
Agilent Technologies gearbeitet. Die im Folgenden beschriebenen durchgefiihrten Schritte
orientierten sich an dessen Herstellerprotokoll.

Das Prinzip der gerichteten Mutagenese ist folgendes: Mithilfe selbst generierter Primer, die die
gewlinschte Mutation enthalten, wird das neue Plasmid in einer Amplifikationsreaktion mittels
PCR hergestellt. Wird dieses neue, noch gedffnete Plasmid anschlieend in Bakterien iiberfiihrt,
schlieBen diese die Liicke im Strang, die durch die Arbeit der DNA-Polymerase vor dem

jeweiligen Primer entstanden ist, und vervielfiltigen das Produkt.
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Die Reaktion erfolgte im Thermo-Cycler. Dabei wurden die Reaktionsansétze erhitzt, um eine
Trennung beider Plasmidstrdnge zu erreichen. Die Temperatur wurde nach einem bestimmten
Rhythmus gesenkt (siche Tabelle 14), sodass die Primer sich mit den freien Plasmidstringen
verbinden konnten. Detektierte die PfuTurbo DNA-Polymerase komplemente Primer-Plasmid-
Paarungen, verband sie hinter dem Primer die im dNTP-Mix enthaltenen Basen (dATP, dTTP,
dCTP und dGTP) zu einem neuen DNA-Strang, der entsprechend der komplementdren
Basenpaarung eine genaue Kopie des parentalen Stranges darstellte und sich nur im Bereich der
Mutation davon unterschied.

Fiir die Amplifikation wurden zwei Reaktionsansétze vorbereitet. Der Ansatz fiir die Kontrolle
erfolgte genau nach den Angaben des mitgelieferten Protokolls. Der Ansatz fiir die Probe ist im

Folgenden aufgefiihrt.

Reaktionsansatz fiir MEKI5?72P;
5 ul 10 x reaction buffer
0,842 ul (125 ng) oligonucleotide forward-Primer fiir MEK [51°P
0,842 ul (125 ng) oligonucleotide reverse-Primer fiir MEK[52/%P
1 pul NTP-Mix
X1 ul des dsDNA-Templates (5 bis 50 ng)
X5 ul ddH20
1 pl PfuTurbo DNA-Polymerase (2,5 U/ul)

Die eingesetzten dsDNA(xi)- und ddH»>O(x2)-Volumina konnen der folgenden Tabelle

entnommen werden. Das Totalvolumen des Reaktionsansatzes betrug stets 51 pl.

Tabelle 13: dsDNA- und ddH20O-Volumina fiir die site-directed mutagenesis

DNA-Menge [ng] x1 = dsDNA-Losung [pl] X2 =ddH20 [ul]
5 0,509 41,807
10 1,018 41,298
20 2,036 40,280
30 3,054 39,262
40 4,072 38,244
50 5,090 37,226
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Die Cycling-Parameter sind Tabelle 14 zu entnehmen.

Tabelle 14: Cycling-Parameter fiir die PCR

Schritt Ansatz Zyklen Temperatur Zeit
1 Kontrolle 1 95 °C 30s
Probe
2 Kontrolle 18 95 °C 30s
55 °C 1 min
68 °C 5 min
Probe 16 95 °C 30s
55 °C 1 min
68 °C 2 min

Die Zyklenanzahl in Schritt 2 in Tabelle 14 orientiert sich jeweils an der Art der Mutation und
wird vom Hersteller mit 16 vorgegeben. Die Zyklenanzahl des Kontrollreagenz® wird mit 18
vorgegeben. Die Dauer der 68-°C-Phase soll nach Angabe von Agilent Technologies 1 min je
1000 Basen des Plasmids betragen.

Nach der PCR im Thermo-Cycler wurden die Ansétze fiir 2 min auf Eis gelegt und anschlieBend
bei -20 °C gelagert.

Am nichsten Tag erfolgte ein Restriktionsverdau des Amplifikationsproduktes mit 1 pl der
Endonuklease Dpn I. Dafiir musste das Amplifikationsreagenz 1 h bei 37 °C inkubieren. Ziel
dieses Schrittes war, die parentale DNA zu verdauen, die zu Beginn der Amplifikation eingesetzt
wurde. Da die parentale DNA im Gegensatz zur amplifizierten DNA methyliert war, verdaute
die auf methylierte und teilmethylierte DNA spezialisierte Dpn I ausschlieBlich die parentale
DNA. So blieb anschlieBend das reine Amplifikationsprodukt funktionsfahig und konnte fiir die
Transformation in XL1-Blue superkompetente Bakterien eingesetzt werden (sieche dazu 4.1.11).
Die zur Kultivierung genutzten Medien waren zur Selektion der konstrukthaltigen Kolonien mit
Kanamycin (¢ = 50 pg/ml) versetzt. Die Kultivierung des Kontrollansatzes erfolgte nach dem
Protokoll des Herstellers.

Das Primerdesign der hier eingesetzten Primer erfolgte von Raphaela Fritsche (Max-Delbriick-

Centrum Berlin) unter Anwendung des Programms Vector NTI® und nach den von Agilent

44



Technologies angegebenen Kriterien. Die Primer mit der Mutation wurden so entworfen, dass

die Mutation jeweils von 10-15 bp flankiert wurde (siehe 4.1.8).

4.2.2.4 Enzymatische Modifikation von DNA

Restriktionsverdau von DNA
Bei einem Restriktionsverdau von DNA kommen sogenannte Restriktionsendonukleasen zum
Einsatz, die spezifische Abschnitte der DNA erkennen, daran binden und durch ihre
proteolytische Aktivitdt mittels Hydrolyse spalten konnen (Danna und Nathans 1971; Smith und
Wilcox 1970). Diese Methode wird gern bei der Klonierung, Ligation und Analyse von DNA
benutzt, da hierdurch gezielt Bereiche ausgeschnitten, ersetzt und neu verbunden werden
konnen. Bei einem Restriktionsverdau kdnnen Restriktionsenzyme zum Einsatz kommen, die
sich zum Teil wesentlich in ihren Eigenschaften unterscheiden. Sie kdnnen beispielsweise eine
oder mehrere Schnittstellen besitzen oder iiberhdngende Enden (engl.: sticky ends) oder stumpfe
Enden (engl.: blunt ends) erzeugen, wobei erstere bei einer Ligation wiinschenswert sind, da die
Verbindung der DNA-Fragmente leichter erreicht wird.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde beim Einsatz von Restriktionsenzymen mit einem leichten
Enzymiiberschuss gearbeitet. Dabei wurde stets darauf geachtet, dass der Anteil der
Enzymlosung 10 % des gesamten Ansatzvolumens nicht iiberschreitet, da das in der
Enzyml6sung vorhandene Glycerin inhibitorisch auf die Enzymaktivitat wirkt.
= Analytischer Restriktionsverdau: Hierfiir wurden Restriktionsansidtze in 20 pl
Endvolumen mit ca. 200-500 ng Plasmid-DNA und jeweils 1 U der jeweiligen
Restriktionsenzyme hergestellt. Puffer und PSA wurden stets nach Angaben des
Enzymherstellers eingesetzt. Die Inkubation erfolgte je fiir 1h bei 37 °C (ebenfalls nach
Angabe des Enzymherstellers). Nach dem Verdau wurden die Restriktionsansitze im
Agarosegel (1 %) aufgetrennt und analysiert.
= Priparativer Restriktionsverdau: Fir die Klonierung von DNA  wurden
Restriktionsansitze in 20 pl Endvolumen mit 5 pg Plasmid-DNA und 5 U des jeweiligen
Enzyms durchgefiihrt. Der Einsatz von Puffern und PSA erfolgte stets nach Angaben des
Enzymherstellers. Die Ansédtze wurden einer 90-miniitigen Inkubation bei der fiir das
jeweilige Enzym geeigneten Temperatur unterzogen und die Reaktion wurde
anschlieBend bei 65 °C fiir 20 min durch Inaktivierung der Enzyme gestoppt.

Alle Ansdtze wurden mit sterilem Wasser auf das entsprechende Endvolumen aufgefiillt.
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Blunting — Herstellung von stumpfen Enden

Bei der Erstellung der Expressionsplasmide fiir die MEK1-Konstrukte war es nicht fiir alle
Plasmide moglich, geeignete Endonukleasen zu verwenden, die komplementire iiberhdngende
Enden generieren. Daher war es notwendig, diese Enden in stumpfe Enden umzuwandeln. Dies
wurde durch den Einsatz des grofen (Klenow-)Fragments der DNA-Polymerase I erreicht. Bei
diesem Enzym handelt es sich um ein proteolytisch entstandenes Proteinfragment der DNA-
Polymerase I aus E. coli, das seine Aktivitdt als Exonuklease in 5°-3°-Richtung verloren, die
Aktivitdt als Polymerase in 5°-3°-Richtung und Exonuklease in 3°-5°-Richtung jedoch behalten
hat (Jacobsen et al. 1974). Somit werden 5‘-Uberhiinge aufgefiillt und 3‘-Uberhiinge entfernt und
ein stumpfes Ende entsteht.

Fir das Blunting wurden zum jeweiligen Ansatz des vorherigen Restriktionsverdaus 5 U
Klenowenzym und 2 pl dNTP-Mix (33 uM fiir jede Base) hinzugefiigt und der neue
Reaktionsansatz fiir 15 min bei 25 °C inkubiert. AnschlieBend wurde zum Stoppen der Reaktion
EDTA (Endkonzentration: 10 mM) hinzugegeben und das Reagenz fiir 20 min bei 75 °C erhitzt.

Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um eine Ringbildung der Plasmide und damit eine Religation zu verhindern, wurde das
linearisierte pCDH-EF1-MCS-IRES-GFP-Plasmid mittels CIP (calf intestine alkaline
phosphatase) dephosphoryliert. Bei diesem Schritt wurden 5’P-Enden eliminiert und die DNA-
Enden konnten nicht miteinander reagieren. Dazu wurden je Mikrogramm Plasmid-DNA 2 U
CIP eingesetzt. Der Ansatz enthielt aulerdem die vom Hersteller empfohlenen Mengen an

Puffer. AnschlieBend erfolgte die Inkubation bei 37 °C fiir 1h.

Ligation von DNA-Fragmenten

Vor der Ligation wurde die Plasmid-DNA in einem 0,8%igen Agarosegel aufgetrennt und
mithilfe des QIAquick gel extraction Kits aufgereinigt. Dabei wurde nach Protokoll des
Herstellers gearbeitet.

Bei der Ligation wurde mit den Puffern und Enzymen aus dem Fast-Link Ligation Kit gearbeitet.
Hierfiir wurden 100 ng Plasmid und die 3-fache Menge an MEK 1-Insert eingesetzt. Die Menge
ergab sich nicht aus dem eingesetzten Gewicht der vorbereiteten MEK1-Konstrukte, sondern
wurde so gewihlt, dass auf ein linearisiertes Zielplasmid drei MEK1-Inserts kamen. So sollte
eine erfolgreiche Ligation gewdhrleistet werden. Zur Kontrolle der Ligationseffizienz wurden
aullerdem je Insert eine Insert-Ligationskontrolle, bei der die Plasmid-DNA fehlte, und eine
Plasmid-Ligationskontrolle, bei der die Insert-DNA fehlte, angesetzt. Zu allen Ansdtzen wurden

entsprechende Mengen sterilen Wassers, 1,5 pl Puffer, 0,75 ul ATP und 1 pl Ligase gegeben,
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sodass die Reaktionsansitze ein Endvolumen von 15 pul erreichten. Anschlieend erfolgte eine
Inkubation iiber Nacht bei Raumtemperatur. Zur Inaktivierung der Ligase wurden alle Ansétze
fiir 15 min bei 75 °C erhitzt. Danach erfolgte die Transformation von Stbl3-Bakterien mit 1,5 pl
Ligat und die iibrigen Mengen wurden bei -20 °C aufbewahrt.

4.2.2.5 Isolation und Aufreinigung der Plasmid-DNA aus E. coli

Fiir die weitere Arbeit mit den Plasmiden war es notwendig, saubere, von Nukleotidresten und
anderen Fremdkorpern befreite DNA zu isolieren und zu konzentrieren. Dies erfolgte mithilfe
des QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Die Methode basiert auf dem Prinzip der alkalischen
Lyse (Birnboim und Doly 1979; Le Gouill et al. 1994) und der anschlieBenden Bindung der
Plasmid-DNA an das QIAGEN-Anionenaustausch-Granulat, das in den QIAGEN-tips (S&ulen)
enthalten ist. AnschlieBend wurde das Lysat gewaschen und von RNA, Proteinen und anderen
niedermolekularen Verunreinigungen befreit. Die aufgereinigte DNA wurde dann vom Granulat
gelost, konzentriert und mittels Isopropanol entsalzt und ausgefillt. (Alle Schritte, die mithilfe
der QIAGEN:-tips ausgefiihrt wurden, erfolgten ausschlieBlich unter Nutzung der Schwerkraft.)
Die gereinigte DNA konnte anschlieend in Elution-Buffer gelost und bei -20 °C aufbewahrt

werden.

4.2.2.6 Auftrennung von DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde fiir die Analyse des Restriktionsverdaus, zur Kontrolle
von PCR-Reaktionen und fiir die Praparation von DNA eingesetzt. Dabei wandern DNA-
Fragmente entlang eines elektrischen Feldes durch das Agarosegel, trennen sich je nach Grofe
und Form voneinander und konnen dann fiir das entsprechende Protokoll extrahiert und
weiterverwendet werden. Wenn nicht anders angegeben, wurden 0,7-1%ige Agarosegele
verwendet. Die Agarosemenge richtete sich dabei nach der GroBe der gesuchten DNA-
Fragmente.

Fiir die Herstellung wurde 1 x TAE-Puffer mit der entsprechenden Menge Agarosepulver (siche
Methodenteil Tabelle 5) in der Mikrowelle erwédrmt, bis die Agarose vollstindig gelost war.
Anschliefend wurde die Losung sanft auf 60 °C abgekiihlt, mit Ethidiumbromid versetzt und in
eine vorbereitete Gelkammer gegossen. Nach Erstarren wurden bei analytischen Gelen 2—200 ng
DNA, bei priparativen Gelen 5 pg DNA eingesetzt. Alle Proben wurden mit 6 x Loading Dye
DNA-Puffer versetzt und in die Geltaschen aufgetragen. Als DNA-GroBenstandard wurden 5 pl
SmartLadder-Marker verwendet. AnschlieBend wurden alle Proben bei einer Spannung von 50—

70 V fiir 30—60 min unter Verwendung von 1 x TAE als Laufpuffer aufgetrennt. Die Préparation
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des Gels erfolgte an einem UV-Leuchttisch und die Dokumentation mithilfe eines

Geldokumentationssystems.
4.2.2.7 Sequenzierung von DNA nach Sanger

Alle in dieser Arbeit sequenzierten Proben wurden im Labor von Herrn Dr. Martin Meixner (HU

Berlin) nach Sanger sequenziert. Die dabei verwendeten Primer sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.
4.2.2.8 Sequenzierung von Patientenmaterial aus Karzinompatienten

Alle 96 Proben wurden von MitarbeiterInnen der AG Molekulare Tumorpathologie (Institut fiir
Pathologie der Charité Berlin) zur Sanger-Sequenzierung mit den Primern MEK1 1L (Primer
fiir die Vorwértssequenzierung der DNA) und MEK1 1R (Primer fiir die Sequenzierung des
rickwirtigen DNA-Stranges) vorbereitet.

Zur Validierung des FErgebnisses wurden vom Paraffinblock des Indexpatienten erneut
Gewebeschnitte angefertigt, um daraus Material fiir eine weitere Sanger-Sequenzierung zu
gewinnen. Nachdem die DNA aus den markierten Bereichen isoliert werden konnte, wurde eine
Sanger-Sequenzierung mit den Primern MEKmutfor 01 (Vorwértssequenzierung der DNA) und

MEKmutrev_ 01 (Sequenzierung des riickwartigen DNA-Stranges) durchgefiihrt.
4.2.3  Virologische Methoden

4.2.3.1 Lentivector Packaging

Fir die Herstellung der lentiviralen Partikel wurden Hek293T-Zellen verwendet. Es wurde
darauf geachtet, dass in der Kultivierung keine hoheren Passagezahlen als 15 erreicht wurden.
Zur Vorbereitung wurde eine 80 % konfluente T175-Kulturflasche trypsiniert, zentrifugiert, in
Medium resuspendiert und gleichmiBig auf sieben T75-Kulturflaschen (je Konstrukt und
Kontrolle eine Flasche) mit je 12,5 ml Gesamtvolumen verteilt, um fiir den nichsten Tag eine
60%ige Konfluenz zu gewihrleisten. Fiir die Transfektion der Hek293T wurden die Reagenzien
des CalPhos Mammalian Transfection Kits (Clontech) verwendet und es wurde sich an dessen
Protokoll orientiert. Fiir jedes zu transfizierende Plasmid wurde ein 1,5-ml-Eppendorf-Tube mit
folgenden Reagenzien vorbereitet: 6 pug psPAX2-Plasmid, 3,6 ng pMD2.G-Plasmid und 8,4 pg
des Zielplasmids. Um ein Endvolumen von 526 pl zu erreichen, wurden alle Proben mit dem
vom Hersteller mitgelieferten HoO aufgefiillt und mit 74 pl 2M-Kalziumlosung ergidnzt. Als
nichstes wurde fiir jede Transfektion ein 15-ml-Tube mit 600 ul 2 x HBS vorbereitet.

Anschliefend wurde in dieses tropfenweise die zuvor beschriebene Plasmidlosung unter sanftem
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Schiitteln hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 20 min bei Raumtemperatur wurde jeder
Transfektionsansatz ~ vollstindig (1,2 ml) zur entsprechenden vorbereiteten Hek293T-
Kulturflasche hinzugefiigt. Die Flaschen wurden bis zum nichsten Morgen bei 37 °C und 5 %
COsz inkubiert, gefolgt von einem Mediumwechsel. Dabei musste mit grof8er Vorsicht gearbeitet
werden, da die Zellen nur locker am Boden hafteten. Das Medium wurde 48 h nach der
Transfektion geerntet, in einem 50-ml-Falcon-Tube gesammelt und bei 4 °C aufbewahrt. Die
Kulturflaschen wurden mit 12,5 ml neuen Mediums befiillt. Am néchsten Morgen wurde erneut
das Medium gesammelt und zusammen mit der Ernte vom Vortag unter Verwendung eines 0,45-
um-Filters filtriert. Der virushaltige Uberstand wurde anschlieBend in 5-ml-Aliquots aufgeteilt

und bei -80 °C aufbewahrt.

4.2.3.2 Lentivirale Transduktion

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Zielzellen in Vorbereitung fiir die Transduktion einen
Tag zuvor mit 1*10° (fiir Hek293) bzw. 1,25*10° (fiir 208F) Zellen pro Well in 6-Well-Platten
ausgesit, sodass die Konfluenz am Folgetag bei ca. 60 % lag. Der beim lentiviralen Packaging
hergestellte, unkonzentrierte Virusiiberstand wurde bei Raumtemperatur aufgetaut. Vor der
Transduktion wurde das Medium entfernt, die Zellen wurden vorsichtig mit 1 x PBS gespiilt und
es wurde zundchst 1 ml Medium pro Well hinzugefiigt. Bei der Transduktion der Hek293-Zellen
wurden 500 pul und bei der Transduktion der 208F-Zellen wurden 700 pl Virusiiberstand
eingesetzt. Das Endvolumen im Well betrug 2 ml und enthielt 8 pg/ml Protaminsulfat zur
Verbesserung der Transduktionseffizienz. Dabei wurde der virushaltige Uberstand stets zuletzt
hinzugefiigt. Nichttransduzierte Zellen dienten der Kontrolle und wurden jedem Schritt des
Protokolls unterzogen, auBer dass statt des virushaltigen Uberstands normales Kulturmedium
eingesetzt wurde. Am nichsten Tag wurde das virushaltige Medium entfernt, die Zellen wurden

zweimal vorsichtig mit 1 x PBS gespiilt und ihre Vitalitdt wurde unter dem Mikroskop tiberpriift.

4.2.4  Fluoreszenzaktivierte Durchflusszytometrie (FACS)

Zellpopulationen, die mit den fiir GFP kodierenden Plasmiden transduziert wurden, wurden
mittels FACS (fluorescence-activated cell sorting) analysiert, um den Anteil der Zellen zu
ermitteln, die GFP synthetisieren. Die fluoreszenzaktivierte Durchflusszytometrie beruht darauf,
dass Zellen aufgrund ihrer unterschiedlichen physikalischen Charakteristika voneinander
getrennt und gemessen werden konnen. Dazu werden die Zellen vom Geriét in eine Kiivette

gesaugt, einem Laserstrahl ausgesetzt und das emittierte Licht wird von verschiedenen
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Detektoren aufgefangen und gemessen. Die Lichtstreuung ldsst dabei Riickschliisse auf die
Grofle, Gestalt und Fluoreszenz der Zellen zu.

Um die FACS-Analyse durchzufiihren erfolgte zunichst die Ernte der Zellen. Die 208F-Zellen
wurden nach zwolf und die Hek293-Zellen nach 14 Tagen geerntet. Dazu wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen wurden, wie in Punkt ,Zellzdhlung‘‘ (Kapitel 4.2.1) beschrieben,
trypsiniert und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden mit einem
Ansatz aus 1 x PBS mit 1 % FCS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation fiir 2 min bei 200 g
wurden die Zellen je nach GroBe des entstandenen Zellpellets in 500—1000 ul des PBS/FCS-
Ansatzes aufgenommen, resuspendiert und 175 pl der Zellsuspension zur Messung im FACS-
Gerdt genutzt. Zur Positivkontrolle dienten Zellen, die mit dem Originalplasmid pCDH-EF1-
MCS-IRES-GFP transduziert wurden. Als Negativkontrolle wurden nichttransduzierte Zellen
verwendet.

Alle Messungen erfolgten am FACS Accuri (Becton Dickenson BD, Heidelberg). Je Probe
wurden 20.000 Ereignisse (Events) gezédhlt. Die erhaltenen Daten wurden mit der Software
Accuri C6 (BD) ausgewertet. In dem SSC-A/FSC-A-Punktdiagramm (dot plof) kénnen die
Zellen entsprechend ihrer Vorwérts- und Seitenstreuprofile einander zugeordnet und gruppiert
werden (SSC-A: Side Scatter im Messkanal A, FSC-A: Forward Scatter im Messkanal A). Um
verschiedene Subgruppen der Messung (hier Zelltriimmer und andere Unreinheiten) von den zu
untersuchenden Zellen zu unterscheiden, wurde das Gating im SSC-A/FSC-A-dot-plot
vorgenommen. Hierzu wurde die Region mit den zytometrischen Events im SSC-A/FSC-A-dot-
plot mittels Markierung ausgewihlt, die die zu untersuchenden Zellen widerspiegelte. Fiir die
Analyse der Fluoreszenz wurde an drei nichttransfizierten Proben ein Grenzwert fiir die
Fluoreszenz festgelegt. Bei diesen Proben konnte von hdochstens 3 % Eigenfluoreszenz
ausgegangen werden. Fiir die Grenzwertfestlegung wurde im Fenster fiir die Fluoreszenz und
den Cellcount (Count/FL1-A-plof) die Grenzmarkierung so gesetzt, dass bei allen drei Proben
die Fluoreszenz bei maximal 3 % lag. Mit diesen Rahmenmarkierungen wurden die Events

analysiert.
4.2.5 Proteinchemische Methoden

4.2.5.1 Proteinextraktion

Zur Extraktion der Proteine wurde der Uberstand im Well abgesaugt und verworfen, der Boden
vorsichtig mit kaltem 1 x PBS gespiilt und mit Lysereagenz (ca. 100 ul/6-Well) versetzt. Als

Lysereagenz wurden SDS-Lysepuffer oder Bio-Rad-Lysereagenz verwendet. Bei Verwendung
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des SDS-Lysepuffers wurde die Suspension nach dem Abschaben mit einem Schaber gleich in
ein Eppendorfgefa} iibertragen und fiir 30 min bei 4 °C geschiittelt. Bei der Verwendung des
Bio-Rad-Lysereagenz’ wurden die Platten 20 min bei 4 °C geschiittelt, abgeklebt und
anschlieBend mindestens iiber Nacht bei -80 °C gelagert. Am néchsten Tag wurde die
Suspension in ein 1,5-ml-Eppendorfgefil} libertragen. Bei beiden Methoden wurden die Proben
anschlieBend zentrifugiert und der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefiB pipettiert. Bei

allen Arbeitsschritten befanden sich die Gefélle, wenn moglich, auf Eis.

4.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die BCA-Reaktion (Bicinchoninsédure-
Reaktion) genutzt. Hierbei handelt es sich um eine Methode zur quantitativen, photometrischen
Bestimmung von Proteinen. Dabei wird die Gesamtheit der Proteine gemessen. Der eingesetzte
Puffer enthélt zweiwertige Kupferionen, die quantitativ mit Protein zu einwertigen Kupferionen
reagieren. Zusammen mit der Bicinchoninsdure bilden sie einen violetten Farbstoff, dessen
Lichtabsorption bei einer Wellenldnge von 562 nm photometrisch am ELISA-Reader (Bio-Rad)
ausgewertet werden kann.

Die Vorbereitung des BCA-Puffers (aus dem BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific)
erfolgte direkt vor der Erstellung der BSA-Standardreihe. Dazu mussten die beiden vom
Hersteller mitgelieferten Komponenten frisch miteinander gemischt werden.

Um einen Vergleichswert zu haben, wurden verschiedene Konzentrationen einer BSA-Losung
(BSA in 1 xPBS 10ug/ul, 5ug/ul, 1 ug/ul, 0,1 ug/ul und 0,05 ug/ul) angesetzt. Von dieser
Standardreihe wurden je Standardwert 2 pl und je 2 pl der zu ermittelnden Proben auf eine 96-
Well-Platte in Duplikaten aufgetragen. AnschlieBend wurden 100 ul des BCA-Puffers
hinzugefiigt und die Platte wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Zeit
erfolgte der Farbumschlag entsprechend der Konzentration.

Nach erfolgter Reaktion wurden die Absorptionswerte der 96-Well-Platte im ELISA-Reader mit

dem Microplate-Manager photometrisch bei 625 nm gemessen.

4.2.5.3 SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine molekularbiochemische Methode zur Auftrennung
von Proteingemischen.

Das Grundprinzip ist, dass Proteine das anionische Tensid SDS binden und damit ihre
Eigenladung verdeckt wird. Damit herrschen innerhalb des Proteins verdnderte

Krifteverhéltnisse und die Bildung von Quartirstrukturen wird unterdriickt. Bei der Herstellung
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der Polyacrylamidgele wurde mit dem System nach Laemmli gearbeitet. Hierbei setzt sich das
Gel aus einem Sammelgel und einem Trenngel zusammen. Beide unterscheiden sich hinsichtlich
ihres pH-Wertes, ihrer lonenstirke und ihrer Porengrofe. Die Zusammensetzung der Gele kann
Kapitel 4.1.3 entnommen werden. Meist wurden 10%ige und 12%ige Gele eingesetzt.

Nach dem Auftragen der Proben wurde eine Spannung an das Geld angelegt. Darauthin konnten
sie entlang des elektrischen Feldes im Polyacrylamidgel nach molekularer Masse aufgetrennt
werden, da sich die Molekiile je nach MolekiilgroBBe unterschiedlich schnell fortbewegten. Diese
Trennung wird durch die gitterformige Struktur des Acrylamids, die durch Polymerisierung
wihrend der Gelherstellung entsteht, ermdglicht. Durch dieses ,Wandern® im Gitternetzwerk
werden klar voneinander abgrenzbare Proteinbanden erzeugt, die zur quantitativen Analyse
herangezogen werden konnen. Der Vorteil beim Einsatz des Systems nach Laemmli besteht
darin, dass die Proben im Sammelgel zunédchst konzentriert werden, bevor sie sich im Trenngel
auftrennen. Dieses fiihrt zu schirferen Banden und erlaubt gréere Probenvolumina als in Gelen
ohne Sammelgel (Laemmli 1970).

Vor der Auftragung in die Geltaschen mussten die Proben im Eppendorfgefdl wie folgt
vorbereitet werden:

Die Proben wurden mit 4 x bzw. 6 x Gelladungspuffer versetzt und auf einheitliche Volumina
von 30-40 pul mit einheitlichen Proteinmengen von 30-50 pg verdiinnt, sodass der
Gelladungspuffer am Ende in einfacher Konzentration vorlag. Danach erfolgten die
Denaturierung bei 95 °C im Heizblock fiir 5 min und die Lagerung auf Eis bis zum Zeitpunkt des
Auftragens. Um einen Fliissigkeitsverlust durch am Deckel gesammelte Tropfchen und damit ein
verandertes Mischungsverhaltnis zu vermeiden, erfolgte eine kurze Zentrifugation der Proben.
AnschlieBend wurde die erste Geltasche mit 4 ul Marker befiillt (PageRuler Prestained™).
Dieser enthielt ein Proteingemisch, dessen Bestandteile bekannt und je nach Grofe bereits
vorgefarbt waren. Dies diente dazu, den Fortschritt der Wanderung der Proben zu verfolgen.
AnschlieBend wurden die librigen Geltaschen mithilfe einer Hamilton-Pipette mit den Proben
befiillt. Sind Geltaschen unbefiillt geblieben, wurden diese mit 1 x Gelladungspuffer gefiillt, um
eine Verzerrung der Lauflinie zu vermeiden.

Fiir die Gelelektrophorese kam zundchst eine geringe Spannung (65 V) zum Einsatz, um das
diinnere Sammelgel nicht schmelzen zu lassen. Sobald die Proben das Trenngel erreicht hatten,
wurde die Spannung auf 100—150 V erhoht.

Die Trennung der Proteine erfolgte so lange, bis die gewiinschte Hohe erreicht und eine sichere

Auftrennung der gesuchten Banden absehbar war.
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4.2.5.4 Western Blot

Der Western Blot diente der Analyse von extrahierten, aufgetrennten Proteinen. Dazu musste
nach der SDS-PAGE zunichst das ,Blotten® erfolgen. Dabei wurden die aufgetrennten Proteine
mittels eines elektrischen Feldes auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen, worauf sie
anschlieend detektiert werden konnten.

Hierfiir wurden drei Lagen Whatman-Filterpapier, eine Nitrozellulose-Membran, das Gel (ohne
den Sammelgelanteil) und nochmals drei Lagen Filterpapier in einem Blotter
iibereinandergeschichtet. Um eine artefaktfreie Ubertragung zu erhalten, wurden zuvor alle
Bestandteile in Blotting-Puffer getrédnkt und der Aufbau wurde blasenfrei erstellt. AnschlieSend
wurde der Blotter gleichmiBig verschlossen. Die Gele wurden dann fiir 1 h bei 100 mA pro Gel
(2 mA/cm?) und maximal 40 V geblottet. Dabei transferierten die Proben entsprechend ihrer
Ladung entlang des elektrischen Feldes in die Membran.

Nach diesem Vorgang erfolgte die Immunodetektion der Proteine unter dem FEinsatz von
spezifischen Antikdrpern. Dabei bedient man sich einem oder mehrerer Primérantikorper und
jeweils dazu passenden Sekundirantikorpern, die iiber eine Farbreaktion detektiert werden
konnen. Die Primérantikdrper gehen dabei mit den antigenen Epitopen der fixierten Zielproteine
Verbindungen ein. Diese Antikorper-Antigen-Reaktion bedarf einer speziellen Vorbereitung:
Nach dem Transfer wurden die Membranen in Blockingreagenz, bestehend aus 1 : 1 Blocking-
Puffer (LI-COR) und 1 x PBS, fiir 1 h bei Raumtemperatur auf dem Schiittler gespiilt, um freie,
unspezifische Proteinbindestellen zu blockieren.

Anschliefend erfolgte die Bindung des Primérantikorpers. Dazu wurden Blocking-Puffer und
PBST [0,1 %] im Verhéltnis 1:1 gemischt und mit den Antikdrpern versehen und zu den
Membranen gegeben. Die Antikorper-Antigen-Reaktion erfolgte tiber Nacht bei 4 °C auf einem
Schiittler. Die Konzentrationen der Antikorper entsprachen stets den vom Hersteller
empfohlenen Angaben. Waren die zu detektierenden Proteinbanden nah beieinander, wurden
Primérantikorper unterschiedlicher Spezien eingesetzt, um eine unterschiedliche Firbung
ermOglichen zu konnen. Vor der Bindung des Sekundérantikdrpers wurden alle Membranen
dreimal fiir je 5 min mit 1 x PBST gewaschen. Der Sekundérantikdrper wurde in einem Ansatz
aus Blocking-Puffer und PBST [0,1 %], gemischt im Verhéltnis 1:1, vorbereitet. Alle
Sekundérantikdrper waren infrarot-gelabelt und kamen in den zwei Wellenldngen 680 nm und
800 nm zum Einsatz.

Die Bindung des zweiten Antikorpers erfolgte mindestens 1h und abgedunkelt bei

Raumtemperatur, da es sich bei den an die Antikorper gebundenen Infrarotfarbstoffe um
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lichtempfindliche Substanzen handelte. Danach erfolgten drei weitere Waschungen fiir je 5 min
in 1 x PBST.

Nach abgeschlossener Reaktion konnten die Membranen in PBS gelagert und am
Fluoreszenzscanner (Odyssey-Scanner von LI-COR) gescannt werden. Dabei kamen zwei Laser
zum Einsatz, um verschiedene Antikdrpergruppen darstellen zu konnen.

Die Auswertung erfolgte in der Odyssey Application Software Version 3.0 oder im Programm
Image Studio Lite Version 4.0. Zum Messen der Banden wurde je eine Bande markiert, die
integrierte Intensitdt abziiglich der mittleren Hintergrundintensitdt im markierten Bereich
bestimmt und mit der Fldche der markierten Bande multipliziert. Die so ermittelten Intensitdten

wurden gegeniiber der Kontrolle normalisiert.
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5 Ergebnisse

Zunichst erfolgt die Auswertung der genomischen Sequenzierung von Patientenmaterial. Im
Anschluss wird auf die Herstellung der Zelllinien eingegangen, die die MEKIS??N-Mutation
tragen. Es folgen die Analyse der Verdnderungen auf Proteinebene und zuletzt die Untersuchung

der morphologischen Eigenschaften.

5.1 Sequenzierung von Patientenmaterial aus Karzinompatienten

Zur Sequenzierung wurde Gewebe von 96 Patienten mit einem Kolonkarzinom aus dem Archiv
des Instituts fiir Pathologie (Charit¢é — Universitdtsmedizin Berlin) herangezogen. Alle 96
Sequenzierungen ergaben eine interpretierbare Sequenz an der Stelle der Mutationen. Unter den
96 Patienten fand sich ein Patient, dessen Tumor-DNA die MEKI5?’N-Mutation enthielt. Im
Folgenden sind die Sequenzierungsergebnisse dieses Patientengewebes dargestellt.

Da die Sanger-Sequenz in Abbildung 8 (links) auf Hohe der Mutation auf die Anwesenheit drei
verschiedener Aminosduren hinweist und starke unspezifische Signale aufweist, ist davon
auszugehen, dass die Sequenzierung fehlerhaft war oder die verwendeten Reagenzien
verunreinigt waren. Aus diesem Grund wurde eine zweite Sequenzierung der Probe mit dem
Primer fiir den riickwértigen Strang durchgefiihrt. Diese diente als Kontrolle (Abbildung 8,
rechts). Hierbei zeigte sich auf Hohe der Mutation deutlich die Anwesenheit von Cytosin und
Thymin. Die Hintergrundsignale waren deutlich schwécher, sodass von einer erfolgreichen
Sequenzierung ausgegangen werden kann. Die Sequenz bestétigte somit die Heterozygotie fiir

die Mutation MEK 5?12V,

260 0
G GG GTClaa CIG G GC AG CT GCCC|GT T|G ACCCC

Abbildung 8: Auszug aus der Sanger-Sequenz von MEK1 eines Patienten mit einem Kolonkarzinom

Links: Sanger-Sequenz mit dem Primer MEK1 IL. Rechts: Sanger-Sequenz mit dem Primer MEK1 1R. Die
MEK 522N _Mutation mit der Basensequenz AAC (bzw. GTT am riickwirtigen Strang) ist markiert.

schwarz: G — Guanin, blau: C — Cytosin, rot: T — Thymin, griin: A — Adenin.
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Die zur Validierung des obigen Ergebnisses erstellte Sequenzierung bestétigte, dass die in der

Probe enthaltenen Zellen heterozygot fiir die MEK5?/?N-Mutation waren (siche Abbildung 9).

Abbildung 9: Auszug aus der Sanger-Sequenz von MEK1 des Patienten mit einem Kolonkarzinom

Links: Sanger-Sequenz mit dem Primer MEKmutfor 01. Rechts: Sanger-Sequenz mit dem Primer MEKmutrev 01.
Die Position der MEK I5?/?N-Mutation ist markiert.

schwarz: G — Guanin, blau: C — Cytosin, rot: T — Thymin, griin: A — Adenin.

5.2 Herstellung von Zelllinien mit der MEKI5*?N-Mutation

Um die strukturelle Bedeutung der MEK/5?/?N-Mutation untersuchen zu konnen, wurden
folgende Schritte durchgefiihrt: Zundchst erfolgte die Herstellung geeigneter Konstrukte fiir
MEKI1. Dabei handelte es sich um Plasmidabschnitte auf einem Trigerplasmid, die die
kodierende Sequenz von MEK trugen und mit verschiedenen Mutationen ausgestattet waren. Es
folgte die Klonierung dieser Konstrukte in einem Expressionsplasmid. AnschlieBend wurden
daraus lentivirale Partikel generiert, die zur Transduktion der Konstrukte in Hek293- und 208F-
Zellen genutzt wurden. Nach Uberpriifung der Transduktionseffizienz der Partikel erfolgte die
Analyse der Verdnderungen auf Proteinebene mit genauerer Betrachtung der MEKI1- und p-

ERK1/2-Level. Abschlieend wurde die Morphologie der transduzierten 208F-Zellen untersucht.
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Infektion von Hek293 und 208F
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Abbildung 10: Schematische Gliederung der Ergebnisse

5.2.1 Klonierung der MEK1-Trigerplasmide

Um die Rolle der MEKI5*?N-Mutation fiir die Aktivitdit von MEKI1 besser untersuchen zu
konnen, war es notwendig, mehrere Expressionsplasmide mit unterschiedlichen Mutationen mit
bekannten Auswirkungen sowie dem Wildtyp zu generieren. Dies diente in erster Linie der
Kontrolle bei der Analyse der Proteinfunktion.
Zur Verfiigung standen dabei zunichst die folgenden MEKI-Konstrukte, die in dem
Tragerplasmid pMEV-2HA integriert vorlagen:

=  Der MEK1-Wildtyp (MEK1-WT): Hierbei handelt es sich um die kodierende Sequenz
der Wildtypform von MEKI.

= Ein dominant-negatives MEK1 (MEK1-DN): Dieses Konstrukt tragt die Sequenz fiir ein
MEKI1, das konsekutiv inaktiv ist. Dabei trigt die Sequenz die drei Mutationen K97R,
S$2184 und S222F, die die Kinaseaktivitit von MEK1 unterbinden. Dementsprechend
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endet an dieser Stelle die Aktivierungskaskade und ERK wird nicht von MEKI1
phosphoryliert.

= Ein konstitutiv aktives MEK1 (MEK1-CA): Bei diesem Konstrukt sind eine Deletion der
Aminosduren 32 bis 51 und die Mutationen S2/8E und S222FE vorhanden, sodass MEK 1
an diesen Stellen nicht mehr inhibitorisch reguliert werden kann. Somit ist MEKI1

vermehrt aktiv und sorgt fiir eine gesteigerte Phosphorylierung von ERK.

Aus dem Trégerplasmid fiir den MEK1-Wildtyp wurde von Raphaela Fritsche (Max-Delbriick-
Centrum Berlin) bereits die S212N-Mutation mithilfe der site-directed mutagenesis durch den
Einbau einer Punktmutation hergestellt. Dabei wurde in dem Codon fiir Serin (S212) die Base

Guanin durch die Base Adenin ausgetauscht, um so das Codon fiir Asparagin (N) zu generieren.
AGC — AAC = S212N

Anschlieend wurde daraus im Rahmen dieser Arbeit mit der gleichen Methode die MEKI>-
Mutation generiert. Hierbei wurde im Codon fiir Asparagin (212N) das erste Adenin durch ein

Guanin ausgetauscht, sodass daraus das Codon fiir Asparaginsédure (D) entstand.
AAC — GAC = N212D

Asparaginsdure ist eine phosphomimetische Aminosdure. Sie dhnelt einem phosphorylierten
Serin. Der Austausch von Asparagin durch Asparaginsidure diente der Herstellung eines MEK1-
Konstrukts, das eine dauerhafte Phosphorylierung an dieser Position imitiert. Die detaillierten
Schritte dazu sind im Kapitel 4.2.2.3 angegeben.

Zur Kontrolle wurden die beiden Plasmide nach Sanger sequenziert. Die
Sequenzierungsergebnisse bestitigten den erfolgreichen Einbau der Punktmutationen (sieche
Abbildungen 11 und 12).
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A 90 100

A A G C & G
B 160 70
T G C G T T c

/\ A[\/\/\/\" 1\ AA/\/\

Abbildung 11: Ausschnitt aus der Sanger-Sequenz fiir pMEV-MEK1-S212N

A: Sanger-Sequenz fir pMEV-MEK1-S212N, erstellt mit dem MEKmutfor 01 Primer. B: Sanger-Sequenz fiir
PMEV-MEK1-S212N, erstellt mit dem MEKmutrev_01 Primer. Der rote Kasten markiert die Mutation MEK 5212V,
schwarz: G — Guanin, blau: C — Cytosin, rot: T — Thymin, griin: A — Adenin.

A 90 100
G A
/\,_I l[‘l" Il"lll ‘
ANNANNANAASNANNAANAA
B 160 170
C T G C C C G T G 5 C C C C

AhAAAAAJAA AAAA

Abbildung 12: Ausschnitt aus der Sanger-Sequenz fiir pMEV-MEK1-S212D

A: Sanger-Sequenz fir pMEV-MEK1-S212D, erstellt mit dem MEKmutfor 01 Primer. B: Sanger-Sequenz fiir
pMEV-MEK1-S212D, erstellt mit dem MEKmutrev_01 Primer. Der rote Kasten markiert die Mutation MEK [5?/2P,
schwarz: G — Guanin, blau: C — Cytosin, rot: T — Thymin, griin: A — Adenin.

5.2.2 Klonierung der MEK1-GFP-Expressionsplasmide

Fiir die Herstellung der MEK 1-Expressionsplasmide wurden die MEK1-Trigerplasmide pMEV-
MEK1-WT, pMEV-MEK1-212N, pMEV-MEK1-212D, pMEV-MEK1-DN und pMEV-MEKI1 -
CA unter der Verwendung der Restriktionsendonuklease BamHI geschnitten. Dabei entstanden
zwei DNA-Fragmente, wobei jenes mit der Basenldnge von 1209 bp (kleineres Fragment fiir
MEKI1-CA) den gewiinschten Plasmidabschnitt mit der Expressionskassette fiir MEK1 enthielt.
Nach dem gleichen Prinzip wurde das Ausgangs-Expressionsplasmid pCDH-EF1-MCS-IRES-
GFP unter der Verwendung von Swal — fiir den Einsatz den Inserts MEK1-CA — und Nhel — fiir
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den Einsatz der restlichen Konstrukte — geschnitten. Die resultierenden DNA-Fragmente wurden
anschlieend fiir die Ligation vorbereitet. Dazu wurden alle mit Nhel geschnittenen Plasmide
dem Blunting unterzogen, da Nhel iiberhdngende Enden erzeugte, Swal jedoch nicht. Aulerdem
wurde das geschnittene Ausgangsplasmid dephosphoryliert, damit bei der anschlieBenden
Ligation keine vorzeitige Ringbildung durch die 5°’P-Enden des Plasmids zustande kommt.
Danach erfolgten die Auftrennung, Aufreinigung und Ligation aller Ansdtze. Daran schloss sich
die Transformation chemisch kompetenter Stbl3-E.-coli-Bakterien an. Das Endplasmid bestand
anschlieBend aus dem pCDH-EF1-MCS-IRES-GFP Plasmid mit je einem Insert fiir das jeweilige
MEK1-Konstrukt anstelle der MCS, wobei der Abschnitt fiir das GFP hinter der
Expressionskassette fiir MEK1 lag (siche Abbildung 13).

BamHI BamHI
MEK1
PMEV-MEK1 PCDH-EF1-MCS-IRES-GFP
Restriktior?sverdau l Restriktionsverdau mit
mit BamHI Nhel oder Swal
MEK1

-

&:I

T
e

pCDH-MEK1-GFP

Abbildung 13: Klonierung des Expressionsplasmids fiir die MEK1-Konstrukte, schematisch dargestellt
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Zur Kontrolle der Orientierung der Inserts bei der Ligation wurden die Endplasmide mit Pstl
verdaut und in einem 0,7%igen Agarosegel aufgetrennt. Die Restriktionsschnittstellen wurden
dabei so gewdhlt, dass deutlich voneinander unterscheidbare DNA-Fragmente entstehen. Bei
korrekter Orientierung betrugen die Fragmentlingen 290 bp, 2016 bp und 6661 bp. Die
GroBenabweichung des MEKI-CA-Konstrukts war dabei vernachldssigbar gering. Bei
verkehrter Orientierung der MEKI-Inserts wiren Fragmente mit den Léngen von 290 bp,
2812 bp und 5865 bp zu erwarten gewesen. Fiir jeden MEK1-Typ konnte mindestens eine Probe
ermittelt werden, deren Insertorientierung korrekt war.

Die erwarteten Fragmente konnten so durch einen Kontrollverdau erfolgreich identifiziert und

die korrekte Integritidt der MEK 1-Konstrukte konnte bestitigt werden (siche dazu Abbildung 14).

Marker WT S212N $212D DN CA  Original
10000bp ~_

6661bp \l- h
6000bp ~ [ QS -

2016 bp

pCOH-Mek1-GFP —
8967bp ———
2016b
2016bp —__
\\ PUNReRp— § - .

2000bp ~

Abbildung 14: Kontrollverdau der Ligation der Expressionsplasmide

Links: Die Zusammensetzung der Plasmidfragmente und ihrer Fragmentgrofen ist auf der linken Seite schematisch
dargestellt.

Rechts: Gelfoto des Agarosegelscans mit Banden der DNA-Fragmente der Expressionsplasmide. Die Banden des 1-
kb-DNA-Markers sind mittig dargestellt.

WT: pCDH-EF1-MEK1-WT-IRES-GFP geschnitten, S212N: pCDH-EF -MEK1-212N-IRES-GFP geschnitten,
S212D: pCDH-EF1-MEK1-212D-IRES-GFP geschnitten,

DN: pCDH-EF1-MEK1-DN-IRES-GFP, CA: pCDH-EF1-MEK1-CA-IRES-GFP,

Original: pPCDH-EF1-MCS-IRES-GFP geschnitten.

Im Anschluss daran wurden alle pCDH-EF1-MEKI1-IRES-GFP-Plasmide zur Kontrolle nach
Sanger sequenziert. Diese konnte eine korrekte Insertorientierung und die Vollstdndigkeit der

MEK1-Sequenz validieren (hier nicht dargestellt).
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5.2.3 Lentivirale Transduktion von Hek293 und 208F

Fiir die Herstellung von Zellpopulationen, die die verschiedenen MEK1-Varianten exprimieren,
wurden lentivirale Partikel hergestellt. Die Produktion der Viren wurde im Methodenteil
dargestellt. Unter Anwendung eines Standardprotokolls, das dem Methodenteil entnommen
werden kann, wurde je Konstrukt bzw. Kontrolle ein Well einer 6-Well-Platte mit einem 60%ig-
konfluenten Zellrasen lentiviral transduziert.

Bei den Zielzellen handelte es sich um Hek293- und 208F-Zellen, die im Material- und
Methodenteil bereits vorgestellt wurden. Die bei der lentiviralen Transduktion eingesetzten
Mengen an Virusiiberstand wurden zuvor experimentell fiir den jeweiligen Zelltyp optimiert.
Dazu wurden verschiedene Verhiltnisse von virushaltigem Uberstand und Medium eingesetzt
und die Zellen im Verlauf im Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Die fiir Folgeexperimente
eingesetzte Menge an virushaltigem Uberstand wurde anhand der stirksten Fluoreszenz der
Zellen ausgewéhlt und betrug fiir Hek293-Zellen 500 pl pro Well und fiir 208F-Zellen 700 pl pro
Well (siche Methodenteil).

5.2.4  Analyse der Transduktionseffizienz der lentiviralen Transduktion

5.2.4.1 Fluoreszenzmikroskopie

Nach Infektion der Zielzellen mit den lentiviralen Partikeln fiir die einzelnen MEK 1-Konstrukte
und mit dem pCDH-EF1-MCS-IRES-GFP-Plasmid als Kontrolle wurden alle 6-Well-Platten
iiber mehrere Tage ab dem zweiten Tag nach der lentiviralen Transduktion tdglich im
Fluoreszenzmikroskop begutachtet, um den Erfolg der Methode optisch festzuhalten und die
transduzierten Zellen einer strukturierten Auszdhlung zugéngig zu machen. GFP-
synthetisierende Zellen waren durch ihre griine Farbe erkennbar. Somit konnte ihr Anteil an der
Gesamtpopulation im Mikroskop eingeschdtzt und damit ein Riickschluss auf die Effizienz der

Transduktion gezogen werden.
Transduktion in Hek293-Zellen

Die erste Betrachtung der Hek293-Zellen im Fluoreszenzmikroskop erfolgte nach 48 h. So
konnte davon ausgegangen werden, dass sich die Zellen nach der Behandlung mit den viralen
Partikeln ausreichend erholt haben und erste Kopien des GFP angefertigt wurden. Als
Negativkontrolle dienten nichttransduzierte Hek293-Zellen und als Positivkontrolle wurden mit

dem pCDH-EF1-MCS-IRES-GFP-Plasmid infizierte Hek293-Zellen benutzt.
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Bei allen transduzierten Zell-Populationen stieg der Anteil griin fluoreszierender Zellen im
Verlauf langsam an. Die nachfolgende Abbildung zeigt die transduzierten Hek293-Zellen nach
96 h.

MEK1-WT MEKI1-S212N

MEK1-S212D MEK1-DN MEKI1-CA

~

Abbildung 15: Hek293-Zellen 4 Tage nach lentiviraler Transduktion

Fortsetzung auf der ndchsten Seite.
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Positivkontrolle, GFP

Fortsetzung Abbildung 15:

Gezeigt sind mikroskopische Aufnahmen der lentiviral transduzierten
Hek239-Populationen 4 Tage nach lentiviraler Infektion. Fiir jede
Zellpopulation ist oben die Phasenkontrastaufnahme dargestellt. Unterhalb
davon sind die Fluoreszenzaufnahmen der entsprechenden Bildausschnitte
abgebildet. Alle Bilder wurden zur deutlicheren Darstellung mittels digitaler
Bildbearbeitung (IrfanView) kontrastiert (MaBstabbalken: 50 pm).

Das Optimum zur Erkennung griin fluoreszierender Zellen war
nach acht Tagen erreicht (Abbildung 16).

Nach acht Tagen lag die Konfluenz der Zellen zwischen 40 und
80 %. Dabei zeigte vor allem die Hek293-MEKI-CA-

Population eine deutlich geringere Konfluenz (ca. 40 %) als die

restlichen transduzierten Zellen und die Negativkontrolle (je zwischen 70 und 80 %). Die

Kulturschalen enthielten auferdem vereinzelte im Medium schwimmende oder locker

anhaftende Zellen, die in Form kugelformiger Artefakte erkennbar waren und sich deutlich vom

restlichen Zellbild unterschieden. Dabei handelte es sich in den meisten Fillen um tote Zellen,

die ihre Integritdt verloren haben und anschliefend im Medium schwammen. Beim Vergleich

der Fluoreszenzintensititen wurde beachtet, dass tote Zellen eine hohere Autofluoreszenz als

vitale Zellen haben und dementsprechend nicht mit in die Auswertung einflieBen konnten.

Negativkontrolle, unbehandelt

MEK1-WT MEKI1-S212N

[S)

Abbildung 16: Hek293-Zellen 8 Tage nach lentiviraler Transduktion

Fortsetzung auf der ndchsten Seite.
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MEKI1-CA

Positivkontrolle, GFP Fortsetzung Abbildung 16: Gezeigt sind mikroskopische Aufnahmen der
lentiviral transduzierten Hek239-Populationen 8 Tage nach lentiviraler
Infektion. Fiir jede Zellpopulation ist oben die Phasenkontrastaufnahme
dargestellt. Unterhalb davon sind die Fluoreszenzaufnahmen der
entsprechenden Bildausschnitte abgebildet. Alle Bilder wurden zur
deutlicheren Darstellung mittels digitaler Bildbearbeitung (IrfanView)
kontrastiert (MaBstabbalken: 50 pm).

Bei den nichttransduzierten Zellen (Negativkontrolle) sind in der
Fluoreszenzaufnahme keine griinen Zellen zu erkennen.
Hingegen zeigt die Aufnahme der Positivkontrolle eine fast

100%ige Fluoreszenz der Zellen. In den MEKI-tragenden

Populationen sind deutlich weniger griin und weniger intensiv
leuchtende Zellen erkennbar als in der Positivkontrolle. Fiir die Darstellung der Fluoreszenz
dieser Zellen mussten die Aufnahmen mittels digitaler Bildbearbeitung stark kontrastiert werden.
Bei genauerer Betrachtung sind im Hintergrund weitere griine Zellen schemenhaft zu erkennen.
Jedoch reicht diese Fluoreszenzintensitidt nicht aus, um zu entscheiden, ob es sich hierbei
wirklich um GFP-tragende Zellen handelt.

Damit erwies sich die Fluoreszenzmikroskopie unter dem Einsatz von GFP als nicht sensitiv
genug, um den Anteil an griin fluoreszierenden Zellen ausreichend dokumentieren zu konnen.
Aus diesem Grund wurde an dieser Stelle auf eine prozentuale Auswertung der fluoreszierenden

Zellen verzichtet.
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Zur Kontrolle wurde je lentiviraler Transduktion ein biologisches Replikat, eine zweite
Population, erzeugt. Auch bei diesem stieg der Anteil an griin fluoreszierenden Zellen nicht {iber
das in der Abbildung 16 aufgezeigte Maf3. Daher wird hier auf eine Darstellung der Aufnahmen

der zweiten Population verzichtet.

Transduktion in 208F-Zellen
Die fiir die Hek293-Zellen beschriebene Vorgehensweise wurde auch bei den 208F-Zellen
angewandt. Jedoch zeigten sich auch hier nur schwache GFP-Signale, sodass auf eine

quantitative Auswertung verzichtet werden musste.

5.2.4.2 Durchflusszytometrie (FACS)

Da mit der Fluoreszenzmikroskopie keine genaue Aussage iiber die Transduktionseffizienz
getroffen werden konnte, wurde fiir beide Zellsysteme der Anteil der GFP-synthetisierenden
Zellen mittels Fluoreszenzaktivierter Durchflusszytometrie (FACS) ermittelt. Wurden mit dem
FACS-Gerit fluoreszierende Zellen gefunden, konnte nach Festlegung eines Grenzwertes davon
ausgegangen werden, dass alle dariiber hinaus fluoreszierenden Zellen mindestens eine Kopie
von gfp erstellt hatten und damit als erfolgreich infiziert galten.

Wie bereits im Methodenteil (4.2.4) erldutert, wurde anhand der nicht behandelten Zellen der
Grenzwert fiir die Fluoreszenz festgelegt. Je Zellart wurden drei Negativkontrollen verwendet,
davon ist je eine exemplarisch dargestellt (siche Abbildung 17 und Abbildung 18). Als
Positivkontrolle dienten erneut die mit dem pCDH-EF1-MCS-IRES-GFP-Plasmid transduzierten
Zellen. Alle Populationen wurden anhand des Gatings (P1 in Abbildung 17 und Abbildung 18)
der nicht behandelten Population analysiert. Im SSC-A/FSC-A-dot-plot, dem Diagramm fiir die
Darstellung der GroBe und Granularitit der Zellen, erschienen zunichst zwei Subgruppen.
Daraufhin wurde die Markierung (P1) beim Gating, wie in Abbildung 17 erkennbar, platziert.
Bei den zytometrischen Events aullerhalb von P1 handelte es sich am ehesten um tote Zellen und

Zellfragmente. Diese wurden aus der Analyse der Fluoreszenz ausgeschlossen.
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Negativkontrolle, unbehandelt MEKI-WT MEKI1-S212N
[=] [=] [=]
3 3 3
L= =] L=
3 3 3
o~ o~ o~
<3 <3 <3
w0 = ] O e
P=T =1 P
=] =] =]
Q T T T Q T T T Q T T 1
0 5000000 10.000.000  16.777.215 0 5000000 10.000.000  16.777.215 0 5000000 10.000.000  16.777.215
FSC-A FSC-A FSC-A
(=1
¥ WL VIR
53,4% 46,6%
= = =
2 2 2
o o k=3
Q [} Q
D TR S R S S B DR TR N R S S R D% TR S S R S R
FLA-A FLA-A FLA-A
MEK1-S212D MEK1-DN MEK1-CA
=] =] ' =]
3 3 3
L= =1 =1
=1 =1 =1
< < ]
o~ o~ o~
<3 <3 <3
(A (A (Al
L= [=] [=]
“ 8 “ 8 @35
e — T T e 3 T T T e o T T T
0 5000000 10000000  16.777.215 0 5000000 10.000.000  16.777.215 0 5.000.000 10.000.000  16.777.215
FSC-A FSC-A FSC-A
(=] [=] 8
¥ AL VI-R T T VIR & L VIR
45,4% 54 6% 51,1% 48,9%) 85,1% 14,9%
=1
S -
b=} -
- - -
[ o [=
2 2 2
o = L=
Q (&) o
L=
g -
o 4
w02 w3 wd WS B T2 wl W W Wt WS W W72 W w? wd wd WS P W72
FL1-A FL1-A FL1-A

Abbildung 17: FACS-Analyse fiir Hek293-Populationen 14 Tage nach lentiviraler Transduktion

Fortsetzung auf der nidchsten Seite.

67



Fortsetzung Abbildung 17: Oben ist jeweils das iibertragene Gating der

Positivkontrolle, GFP
— — Grundpopulation P1 zu sehen. Unten findet sich der Anteil an

fluoreszierenden Ereignissen (Zellen).

SSC-A: Achse fiir den Side Scatter im Messkanal A, FSC-A: Achse fiir den

2.000.000
1

Forward Scatter im Messkanal A, FL1-A: Achse fir die Fluoreszenz im

Messkanal A, count: Anzahl der Zellen.

SSC-A
1.000.000
1

Die Bestimmung der Transduktionseffizienz basierte auf der

Annahme, dass alle fluoreszierenden Zellen -erfolgreich
transduziert wurden. Die FACS-Analyse ergab, dass fiir die
Hek293-Zellen im Mittel eine Transduktionseffizienz von

44,9% (Median 48,9 %) fir die MEKI-tragenden Plasmide

Count

erzielt wurde. Es wurden Transduktionsraten von 14,9 % bis
59,5 % erreicht (siche dazu Abbildung 17), wobei lediglich der
Wert fiir die pCDH-EFI-MEKI-CA-IRES-GFP-tragende

FL1-A

Population mit 14,9 % stark vom Mittelwert abwich. Die

Transduktionseffizienz der Positivkontrolle betrug 99,8 %.

Die Analyse der FACS-Daten fiir die 208F-Zellen erfolgte nach den gleichen Prinzipien, wie fiir
die Hek293-Zellen beschrieben. Die Auswertung ergab filir die 208F-Zellen geringere
Transduktionsraten als fiir die Hek293-Zellen. Im Mittel wurden 38,1 % (Median 39,4 %) der
Zellen mit den MEKI1-tragenden Plasmiden transduziert. Die Transduktionseffizienz fiir die
MEKI1-Expressionsplasmide betrug zwischen 28,1 % und 48,3 % (siehe dazu Abbildung 18) und
die der Positivkontrolle 94,6 %.
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Abbildung 18: FACS-Analyse fiir die 208F-Populationen 12 Tage nach lentiviraler Transduktion

Fortsetzung auf der ndchsten Seite.
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Positivkontrolle, GFP Fortsetzung Abbildung 18: Oben ist jeweils das iibertragene Gating der

Grundpopulation P1 zu sehen. Darunter findet sich der Anteil an
. F1 ' & o _ fluoreszierenden Ereignissen (Zellen).

SSC-A: Achse fiir den Side Scatter im Messkanal A, FSC-A: Achse fiir den
Forward Scatter im Messkanal A, FL1-A: Achse fiir die Fluoreszenz im

Messkanal A, count: Anzahl der Zellen.
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5.3 Analyse der Eigenschaften der MEKI5?/?N-tragenden Zellen auf Proteinebene

Nachdem in der FACS-Analyse die Effizienz der lentiviralen Transduktion bestimmt wurde,
sollte mittels Western Blot die Proteinbiosynthese von MEK1 der klonierten MEK 1-Konstrukte

gepriift werden.

5.3.1  Uberpriifung der MEK1-Proteinbiosynthese

MEKI1-Proteinbiosynthese in Hek293-Zellen

Fiir die Analyse der MEK1-Proteinbiosynthese wurden von den transduzierten Hek293-Zellen
der ersten und zweiten Population nach vier Tagen Proben genommen und mittels Western Blot
analysiert. Als Negativkontrolle dienten nichttransduzierte Zellen. Als Ladekontrolle wurde
GAPDH gewihlt, mit der Annahme, dass es von allen Zellen in nahezu gleicher Konzentration
synthetisiert wird.

Die Auswertung der Western Blots aus Abbildung 19 ergab fiir alle mit MEK1-Konstrukten
transduzierten Hek293-Zellen eine deutlich gesteigerte Synthese von MEK1 im Vergleich zur
Negativkontrolle (unbehandelte Zellen). Bei den Zellen der ersten Hek293-Population zeigte
sich fir MEK1-WT, MEK1-S212N, MEK1-S212D und MEKI1-DN e¢ine 7,7- bis 11,6-fache
Proteinbiosynthese. Beim MEK1-CA-Konstrukt ergab sich gemessen an der Kontrolle eine 49,4-
fache Synthese.
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Abbildung 19 : Relative MEK1-Proteinbiosynthese in Hek293-Zellen 4 Tage nach lentiviraler Transduktion

Oben: Western Blot mit 25 pg Gesamtprotein, A) erste Population, B) zweite Population. Zur besseren Darstellung
wurden die Aufnahmen der Fluoreszenz mittels digitaler Bildbearbeitung (IrfanView) kontrastiert.

ut: unbehandelt, WT: MEK1-WT, S212N: MEK1-S212N, S212D: MEK1-S212D, DN: MEK1-DN, CA: MEK1-

CA.

Unten: C) Auswertung des Western Blots aus A, D) Auswertung des Western Blots aus B. Die Auswertung erfolgte
mittels der Odyssey Software und Excel. Fiir die Berechnung der Proteinbiosynthese (Fold change) wurden die
gemessenen Intensitdten fiir MEK1 durch GAPDH normiert und auf die Negativkontrolle bezogen.

unbehandelt: nichttransduzierte Zellen (Negativkontrolle).

Bei den Zellen der zweiten Population zeigte sich ebenfalls eine deutlich gesteigerte
Proteinbiosynthese von MEK1 (siehe Abbildung 20). Fiir MEK1-WT, MEK1-S212N, MEK1-
S212D und MEK1-DN konnte eine 10,6- bis 17,5-fache Produktion erreicht werden. MEK1-CA
wurde 36,1-fach synthetisiert.

Im Gegensatz zur ersten Hek293-Population wurde fiir die zweite Hek293-Population eine

Analyse der MEK1-Werte im zeitlichen Verlauf angefertigt. Dazu wurden die Proben 6, 9, 13

71



und 18 Tage nach der lentiviralen Transduktion entnommen. Dieser Schritt diente der
Beobachtung der gesteigerten Proteinbiosynthese. So konnte die Stabilitdt der MEK1-Produktion
nachvollzogen werden. Die Analyse mittels Western Blot zeigte, dass auch 13 Tage nach der
Infektion mit lentiviralen Partikeln alle MEK1-Proteinvarianten vermehrt synthetisiert wurden.

Die Uberproduktion betrug das 4,1- und 9,5-Fache.
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Abbildung 20: Relative MEK1-Proteinbiosynthese in Hek293-Zellen 13 Tage nach lentiviraler Transduktion
(zweite Population)
A) Western Blot mit 25 ug Gesamtprotein. Zur besseren Darstellung wurden die Aufnahmen der Fluoreszenz mittels

digitaler Bildbearbeitung (IrfanView) kontrastiert.
ut: unbehandelt, WT: MEK1-WT, S212N: MEK1-S212N, S212D: MEK1-S212D, DN: MEK1-DN, CA: MEK1-

CA.
B) Auswertung des Western Blots aus A. Die Auswertung erfolgte mittels der Odyssey Software und Excel. Fiir die
Berechnung der Proteinbiosynthese (Fold change) wurden die gemessenen Intensititen fiir MEK1 durch GAPDH

normiert und auf die Negativkontrolle bezogen. unbehandelt: nichttransduzierte Zellen (Negativkontrolle).

MEKI1-Proteinbiosynthese in 208F-Zellen
Fiir die 208F-Zellen wurden vier und neun Tage nach der Infektion mit den lentiviralen Partikeln

Proben zur Uberpriifung der MEK1-Proteinproduktion gewonnen und einer Analyse mittels
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Western Blot unterzogen. In allen transduzierten Zellen war eine deutlich gesteigerte
Proteinbiosynthese von MEKI1 erkennbar. Die Synthese war zwischen 12,9- und 19-fach
gesteigert. Mit zunehmender Kultivierungsdauer nahm diese jedoch ab, sodass nach neun Tagen
die Proteinbiosynthese 6,2-fache bis 11,1-fache Werte erreichte (sieche Abbildung 21).

Es wurden die gleichen Antikorper und Berechnungsansitze wie fiir die Proteinanalyse der

Hek293-Zellen verwendet.

A B
ut  WT S2I2N S212D DN CA ut  WT S212N S212D DN CA
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Abbildung 21: Relative MEK1-Proteinbiosynthese in 208F-Zellen 4 und 9 Tage nach lentiviraler
Transduktion

Oben: Western Blot mit 25 pg Gesamtprotein, A) 4 Tage, B) 9 Tage nach lentiviraler Transduktion. Zur besseren
Darstellung wurden die Aufnahmen der Fluoreszenz mittels digitaler Bildbearbeitung (IrfanView) kontrastiert.

ut: unbehandelt, WT: MEK1-WT, S212N: MEK1-S212N, S212D: MEK1-S212D, DN: MEK1-DN, CA: MEK1-
CA.

Unten: C) Auswertung des Western Blots aus A, D) Auswertung des Western Blots aus B. Die Auswertung erfolgte
mittels der Odyssey Software und Excel. Fiir die Berechnung der Proteinbiosynthese (Fold change) wurden die
gemessenen Intensitdten fiir MEK1 durch GAPDH normiert und auf die Negativkontrolle bezogen.

unbehandelt: nichttransduzierte Zellen (Negativkontrolle)

73



5.3.2  Analyse der Phosphorylierung von ERK1 und ERK2

Nachdem in allen transduzierten Zellen eine gesteigerte Synthese der MEK1-Proteinvarianten
nachgewiesen werden konnte, sollte der Anteil an phosphoryliertem ERKI und ERK2 in
Hek293-Zellen iiberpriift werden, um einen Riickschluss auf die Aktivitéit der einzelnen MEK1-
Proteinvarianten ziehen zu konnen. Die Proben zur p-ERK1/2-Analyse wurden zusammen mit
den Proben fiir die MEK1-Analyse (in 5.3.1 dargestellte Blots) generiert. Als Negativkontrolle

dienten auch hier nichttransduzierte Zellen und als Ladekontrolle wurde GAPDH gewéhlt.

ut  WT S212N S212D DN CA ut WT S212N S212D DN CA
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Abbildung 22: Relative p-ERK1/2-Proteinmenge in Hek293-Zellen 4 Tage nach lentiviraler Transduktion
Oben: Western Blot mit 25 pg Gesamtprotein, A) erste Population, B) zweite Population. Zur besseren Darstellung
wurden die Aufnahmen der Fluoreszenz mittels digitaler Bildbearbeitung (IrfanView) kontrastiert.

ut: unbehandelt, WT: MEK1-WT, S212N: MEK1-S212N, S212D: MEK1-S212D, DN: MEK1-DN, CA: MEK1-
CA.

Unten: C) Auswertung des Western Blots aus A, D) Auswertung des Western Blots aus B. Die Auswertung erfolgte
mittels der Odyssey Software und Excel. Fiir die Berechnung der Proteinmengen (Fold change) wurden die
gemessenen Intensitédten fiir pPERK1/2 durch GAPDH normiert und auf die Negativkontrolle bezogen.

unbehandelt: nichttransduzierte Zellen (Negativkontrolle).
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Wie in Abbildung 22 erkennbar, ergab der Western Blot fiir p-ERK1 und p-ERK 2 lediglich in
den mit dem EF1-MEK1-CA-IRES-GFP-Plasmid transduzierten Zellen erhohte Werte. Der fold
change betrug 37 fiir die erste Population und 19 fiir die zweite Population. In allen anderen
MEKI1-Konstrukt-tragenden Zellen waren keine signifikant erhohten Level erkennbar. Der
erhohte Anteil an p-ERK1 und p-ERK2 in der Probe des MEK1-CA-Konstrukts erklédrt sich
durch die erhohte Aktivitidt des mutierten MEK1 und stellt fiir den Vergleich mit den anderen

Konstrukten eine Positivkontrolle dar.

5.4 Morphologische Eigenschaften der MEK15?'?N-tragenden 208F-Zellen

Zur Beobachtung morphologischer Verdnderungen wurden die 208F-Zellen 48 h im Anschluss
an die Infektion mit den lentiviralen Partikeln und iiber mehrere Tage im Mikroskop beobachtet.
Die optimale Konfluenz der Zellen zur Dokumentation war jeweils nach drei und nach sieben
Tagen erreicht und betrug zwischen 50 und 80 %. Als Negativkontrolle dienten
nichttransduzierte Zellen. Als Positivkontrolle kam die Population zum Einsatz, die mit dem
MEKI1-CA-Konstrukt transduziert wurde. Da diese Zellen ein konstitutiv aktives MEKI1
synthetisierten, wurde davon ausgegangen, dass erhohte p-ERK1/2-Level hier eine

morphologische Anderung nach sich ziehen wiirden.
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A Negativkontrolle, unbehandelt B MEKI-WT C MEKI-S212N

D MEK1-S212D E MEKI1-DN F MEKI-CA

Abbildung 23: Morphologie der 208F-Zellen 3 Tage nach lentiviraler Transduktion

A-F): Gezeigt sind mikroskopische Aufnahmen der mit den verschiedenen MEK 1-Konstrukten transduzierten 208F-Populationen und der
Negativkontrolle. Zur besseren Darstellung wurden die Aufnahmen mittels digitaler Bildbearbeitung (IrfanView) kontrastiert.
(Maf3stabbalken: 50 um)
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Abbildung 24: Morphologie der 208F-Zellen 7 Tage nach lentiviraler Transduktion

A-F): Gezeigt sind mikroskopische Aufnahmen der mit den verschiedenen MEK 1-Konstrukten transduzierten 208F-Populationen und der
Negativkontrolle. Zur besseren Darstellung wurden die Aufnahmen mittels digitaler Bildbearbeitung (IrfanView) kontrastiert.

(MaBstabbalken: 50 um)
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Wie in den Abbildungen 23 und 24 erkennbar, zeigte sich bei allen zu untersuchenden
Populationen, die nicht zur Kontrolle dienten, die gleiche Morphologie wie bei den
nichttransduzierten Zellen. Die Rattenfibroblasten der Negativkontrolle (Abbildungen 23.A und
24.A) zeigten einen groflen, spindelformigen bis dreieckigen Zellkérper und bildeten
untereinander Netzstrukturen mit kurzen Zellfortsdtzen aus. Die Rattenfibroblasten der
Populationen mit dem MEK1-S212N- und dem MEK1-S212D-Konstrukt (Abbildungen 23.C-D
und 24.C-D) hatten die typische Form der 208F-Zellen nicht erkennbar verdndert. Die
Verdnderungen in der Positivkontrolle (Abbildungen 23.F und 24.F) duBerten sich vorwiegend
durch vergroBerte Liicken im Zellverband, langgestreckte Zellkdrper mit Verschmailerung des
Zentrums und spitz zulaufende Membranausldufer. Bei den auBerdem erkennbaren
kugelig/sphédrisch erscheinenden Zellen handelte es sich um abgestorbene 208F-Zellen, die im
Medium schwammen und bei der Mikroskopie die Zellen am Boden optisch iiberlagerten. Alle
genannten Morphologiednderungen waren in der Negativkontrolle und den {ibrigen

Konstrukttridgern nicht zu finden. Auf eine Auszéhlung der verdnderten Zellen wurde verzichtet.
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6 Diskussion

6.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Der Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, die in der Kolonkarzinomzelllinie LIM1215
gefundene MEK5?!?N-Mutation hinsichtlich ihrer klinischen Relevanz unter Darmkrebspatienten
zu ermitteln und ihre Auswirkungen auf die biochemische Funktion des Signalwegs und dadurch
induzierte zellmorphologische Anderungen zu untersuchen. Daraus sollten Riickschliisse auf die
Bedeutung der Mutation fiir die kolorektalen Karzinome gezogen werden.

Dabei konnte im Rahmen dieser Arbeit bestitigt werden, dass MEKI5?!?N vereinzelt unter
kolorektalen Karzinomen aufzufinden ist. Mit den gewdihlten Methoden konnte jedoch nicht
gezeigt werden, dass diese Mutation zu einem messbaren Anstieg von phosphoryliertem ERK1
oder ERK?2 fiihrt. Eine morphologische Transformation der mutationstragenden Zellen war im

Rahmen der gewihlten Zellsysteme ebenso nicht nachweisbar.

6.2 Kritische Betrachtung der Ergebnisse

Wertung der Sanger-Sequenzierung

Die in Kapitel 5.1 gezeigte Vorwirtssequenzierung nach Sanger (Abbildung 8) weist an
Aminosdurenstelle 212 (entspricht der Nukleotidposition 1110 im MEKI-Gen) drei
verschiedenfarbige Peaks in der Sanger-Sequenz auf. Dies deutet auf das Vorhandensein dreier
DNA-Basen hin. Neben den Zielzellen konnte die Probe in diesem Fall mit anderen, nicht die
Mutation tragenden Zellen verunreinigt worden sein oder die Sequenzierung nicht korrekt
verlaufen sein. Es ist in Betracht zu ziehen, dass die Proben im Labor der Arbeitsgruppe
kontaminiert worden sein konnten. Dies konnte durch Verunreinigungen bei der Amplifikation
der Proben durch im Labor vorhandene Nukleotidsequenzen der Plasmide oder PCR-Produkte
bei der Klonierung geschehen sein, auch wenn alle Arbeiten mit groBer Sorgfalt durchgefiihrt
worden sind. Somit besteht die Mdglichkeit, dass es sich bei dem Nachweis der Mutation im
erwdhnten Patientenmaterial um ein falsch-positives Ergebnis handelt. Zum Ausschluss solcher
Kontaminationen wére es sinnvoll, Patientenmaterial und geeignete Primer in einem anderen
Labor fiir die Sanger-Sequenzierung vorzubereiten und erneut zu sequenzieren.

Zur Validierung der Ergebnisse wurden jedoch sowohl der riickwértige DNA-Strang desselben
Patientenmaterials sequenziert als auch eine weitere Materialentnahme mit anschlieBender
Sequenzierung nach Sanger mit anderen Primern durchgefiihrt. Fiir diese zweite Sequenzierung

konnte die Heterozygotie fiir die MEK/5?/?N-Mutation bestitigt werden. Auch hier kann die
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Moglichkeit der Verunreinigung bestehen, da auch diese Proben im Labor der Arbeitsgruppe

vorbereitet worden sind.

Zusammenhang zwischen Plasmidexpression und Fluoreszenz

In der Fluoreszenzmikroskopie fiel auf, dass die Fluoreszenz derjenigen Hek293-Populationen
deutlich geringer war, deren transduziertes Plasmid das Transgen (MEK1-Variante) enthielt. In
der Positivkontrolle hingegen, die ebenfalls mit lentiviralen Partikeln transduziert worden war,
konnte in der Fluoreszenzmikroskopie ein deutliches Leuchten detektiert werden. Somit kann
davon ausgegangen werden, dass in allen MEK]1-tragenden Zellen weniger GFP synthetisiert
worden ist als in der Positivkontrolle. Innerhalb der MEKI1-tragenden Gruppe waren keine
deutlichen Unterschiede in der GFP-Produktion zwischen den einzelnen Varianten zu erkennen.
Da die Positivkontrolle eine deutliche Fluoreszenz aufwies, kann die Methode der lentiviralen
Transduktion als erfolgreich gewertet werden. Eine mogliche Erklarung fiir die unterschiedlich
starke Fluoreszenz ist, dass die Effizienz der Virusproduktion durch die groBeren Plasmide, die
die MEK-Sequenzen tragen, reduziert wurde und somit eine geringere Integration des Transgens
innerhalb der Hek293-Zellen vermittelt werden konnte.

Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie lieB sich demnach lediglich eine ungenaue Aussage
dariiber treffen, in welchem Malle die Zellen transduziert worden sind, auch wenn die
Positivkontrolle deutlich mehr Fluoreszenz aufwies. Daher stellte die manuelle Auszidhlung der
leuchtenden Zellen keine Option zur quantitativen Bestimmung der Transduktionseffizienz dar.
Aus diesem Grund wurde zur besseren Analyse der Fluoreszenz eine Auswertung mittels FACS
gewihlt.

Die FACS-Analyse bestitigte, dass in den Hek293-Mutanten weniger GFP vorhanden war als in
der Positivkontrolle. Dennoch war in allen transduzierten Zellreihen eine signifikant erhohte

Fluoreszenz gegeniiber der Negativkontrolle detektierbar (siche Abbildungen 17 und 18).

Interpretation von MEK1-Proteinbiosynthese und ERK-AKktivierung

Die mittels SDS-Page bzw. Western Blot ermittelte Uberproduktion von MEKI in den
transduzierten Zellpopulationen bestétigte, dass alle Plasmide zur Expression des Transgens
fiihrten. Lediglich die gesteigerte Proteinbiosynthese von MEKI1-CA entsprach nicht den
Erwartungen. Allerdings konnte auf Basis der vorliegenden Daten keine eindeutige Erkenntnis
dariiber gewonnen werden, ob dies Ausdruck einer starken Uberexpression von MEK1-CA oder
einer verstirkt ablaufenden Signalkaskade war, einen Mangel an negativer Regulierung der

MEK1-Mutante darstellte oder auf mRNA-Ebene eine Stabilisierung erfolgte.
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Die fiir p-ERK1/2 ermittelten Werte wiesen darauf hin, dass in den transduzierten Zellen — mit
Ausnahme der MEKI1-CA-Mutante — keine verstirkte ERK1/2-Aktivierung in Form von
detektierbarem pERK1/2 erfolgte. Der oben beschriebene Zusammenhang zwischen dem Aufbau
der MEK1-CA-Mutante und ihrer Fahigkeit, vermehrt ERK zu aktivieren, ohne dabei einer
negativen Riickkopplung zu unterliegen, konnte auch den deutlichen Anstieg von

phosphoryliertem ERK1/2 erkldren.

Zusammenhang zwischen Mutation und Morphologie der Zellen

In der Zellkultur fiel auf, dass unter allen mutierten Zellpopulationen lediglich die Population der
MEKI1-CA-Mutante Verdnderungen im Wachstumsverhalten aufwies. Zudem mussten die
Proben mit dieser Mutation haufiger gesplittet werden, weil die Konfluenz der Zellen deutlich
schneller anstieg als die der anderen Populationen. Dieses — wenn auch hier nicht dokumentierte
— gesteigerte Wachstum lésst sich durch die vermehrte Aktivierung von ERK1/2 und die damit
beschleunigte Proliferation erkldren. Das Wachstum der anderen Populationen zeigte keine
Auffilligkeiten.

In der Lichtmikroskopie konnten keine morphologischen Abweichungen der mutierten
Populationen — mit Ausnahme der MEKI-CA-Mutante (Positivkontrolle) — von der

Zellmorphologie der Negativkontrolle nachgewiesen werden.
6.3 Methodische Limitationen und Anregungen zur Optimierung/Weiterfithrung

Auswahl der Zelllinien

Hek293 wurde als Zelllinie fiir die biochemischen Untersuchungen ausgewdhlt, weil sie
unstimuliert nur geringe Mengen an phosphorylierten ERK1 und ERK2 aufweist und zugleich
fiir die Einschleusung fremder DNA in Form von Transfektion und viraler Transduktion geeignet
ist. Allerdings weisen die Zellen zwar eine niedrige, aber immer noch eine detektierbare Menge
von phosphoryliertem ERK1 und ERK2 auf. Fiir eine sensitivere Darstellung mdglicher
Erhohungen des phosphorylierten ERK1- und ERK2-Levels wire es daher sinnvoll, andere
Zelllinien zu wihlen, bei denen die Mengen an phosphorylierten ERK1 und ERK2 noch geringer
sind oder gar nicht detektierbar sind.

Zudem sollte iiberlegt werden, ob bei der Verwendung von Kolonzellreihen, die das Zielgewebe
deutlich besser reprédsentieren als Hek293-Zellen, eine bessere Anndherung an die Natur
stattfinden wiirde. Somit ist fiir weiterfiihrende Arbeiten zu empfehlen, die vorgestellte Mutation
in einem Kolonmodell zu untersuchen. Die Zellreihe LIM1215 ist zwar sowohl der Ursprung der

Mutation als auch eine Kolonzellreihe, jedoch ist sie durch das Auftreten mehrerer Mutationen
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fiir die explizite und ungestorte Analyse der biochemischen und morphologischen Eigenschaften
von MEKI%?N nicht geeignet. Ein neues, reines Kolonmodell — beispielsweise eine

Organoidkultur des Normalgewebes — wiirde sich hingegen eignen.

Optimierung der lentiviralen Transduktion und Herstellung stabiler Zellreihen

Um eine weitere Optimierung der lentiviralen Transduktion zu erreichen, konnten verschiedene
Verpackungsplasmide untersucht werden. Da die Plasmide mit dem MEK1-Gen deutlich grofer
waren als das Kontrollplasmid, das nur die IRES und das copGFP-Gen enthielt, sollte fiir
zukiinftige Arbeiten in Erwidgung gezogen werden, ein anderes Verpackungssystem, das groflere
Plasmide effizienter aufnehmen kann, vorzuziehen.

Weiterhin konnte durch Anwendung eines Antibiotikumresistenzgens eine bessere Ausbeute an
Zellen mit Transgenexpression erreicht werden, da so die transduzierten Zellen selektiert werden
konnten.

SchlieBlich sollten die Generierung und Untersuchung eines Maus-Modells in Betracht gezogen
werden. Durch das Einschleusen der Mutation in einen funktionierenden Organismus kdnnten
realistische Bedingungen fiir das eventuelle Wachstum eines Tumors geschaffen werden. Jedoch

ist ethisch abzuwégen, ob der Einsatz von Versuchstieren gerechtfertigt wire.

6.4 Klinische Einordnung und Bedeutung fiir die Forschung

Die in dieser Arbeit untersuchte MEK[5?/?N-Mutation hatte mit den ausgesuchten Methoden in
den gewdhlten Modellen keine signifikante Auswirkung auf nachfolgende Prozesse im MAPK-
Signalweg. Dennoch ist vorstellbar, dass eine Konformationsdnderung im Molekiil Folgen fiir

die Wirksamkeit von Inhibitoren haben kann.

6.5 Schlussfolgerung

Anhand der hier vorgestellten Daten wurde die MEKI5?/?N-Mutation in einzelnen Karzinomen
nachgewiesen. Es konnte jedoch keine Verdanderung der Signalwegaktivitit oder Verdnderung
der Zellmorphologie durch eine Expression dieser Mutation belegt werden. Die Relevanz fiir die

betroffenen Zellen und das Gewebe bleibt daher unklar.
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