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I. Kurzdarstellung

1.1.  Aufgabenstellung

Die Ziele dieses Projekt (Teilprojektes 3) sind die strukturelle und biochemische Untersuchung
neu identifizierter Mutationen bei RASopathie-Patienten mit Noonan-Syndrom und &hnlichen
Erkrankungen, sowie die Identifizierung und Validierung neuartiger krankheitsrelevanter
Zielstrukturen und deren Interaktionsflachen. Wir haben verschiedene Varianten von CDC42,
KRAS, HRAS, RRAS1, RRAS2, MRAS, RIT1, ARF3, RAF1, und SOS1 strukturell und funktionell
charakterisiert. Diese Studien haben uns neue Erkenntnisse geliefert, auf die wir aufbauen, um
unser wissend grundlegend zu erweitern und die damit verbundene Ideen zur ldentifizierung von
neuartigen Wirkstoffzielstrukturen zu prifen.

Das Dusseldorfer Teilprojekt 3 beschaftigte sich mit der Frage, wie sich die identifizierten
Genmutationen auf die Proteinfunktionen auswirken und damit zur Krankheitsentstehung
beitragen.

1.2 Voraussetzungen
In diesem Teilprojekt wurden die Starken von zwei verschiedenen Ansatzen in einem einheitlichen
Rahmen kombiniert und voll ausgeschopft:

a) In einem zellbasierten Ansatz haben wir die in unserem Labor etablierten Methoden
genutzt, um RASopathie-Genmutationen zu untersuchen.

b) In einem zellfreien Ansatz haben wir RASopathie-relevante native Proteinkomplexe
prapariert, deren Komponenten identifiziert, um die krankheitsrelevanten
Interaktionsnetzwerke zu bestimmen und die Interaktionsflachen als potentielle
Zielstrukturen funktionell zu validieren.

1.3 Planung und Ablauf
In diesem Teilprojekt wurden die Auswirkungen spezifischer RASopathien-assoziierter
Mutationen auf die Signalkaskaden, Kontrollmechanismen patientenspezifischer Kardiomyozyten
nach Etablierung innovativer Organoid-Technologien eingehend untersucht und dabei
a) der Mechanismus der Aufrechterhaltung der Pluripotenz von iPSC aufgeklart,
b) 47 Tage gereifte 3D-Kardiac Bodies in héherer Qualitdt und Quantitat flr detaillierte
Untersuchungen bereitgestellt,
c) eine Hyperaktivierung des MAPK-Signalwegs identifiziert und
d) eine kardiale Hypertrophie durch einen niedermolekularen Inhibitor gegen MEK ein RAF1-
Substrat, selektiv wiederhergestellt.

Darlber hinaus wurden die Auswirkungen spezifischer, mit RASopathien assoziierter Mutationen
auf die molekulare Struktur und Funktion von RAS-Proteinen und ihren Netzwerken nach
Etablierung innovativer biochemisch-biophysikalischer Technologien eingehend untersucht und
dabei

a) die RAS-Lipidmembran-Interaktion bestimmt,

b) das Aktivierungspotential des RAS-MAPK-Signalwegs bestimmt,

c) native Proteinkomplexe isoliert und identifiziert und

d) RAS-Effektor-Interaktionen und Effektoraktivierung charakterisiert.

Damit haben wir die RAS-Signalkaskade funktionell charakterisiert, die entsprechenden
pathobiochemisch relevanten nativen Proteinkomplexe analysiert und die fir die RAS-Pathologie
relevanten RAS-Interaktionsnetzwerke mechanistisch untersucht.

1.4.  Wissenschaftlicher/technischer Stand

In diesem Teilprojekt wurden Technologien zur Aufrechterhaltung der Pluripotenz von iPSCs
sowie zur Differenzierung von RAS-pathogen-spezifischen iPSCs in 3D-Herzkdrper hoherer
Qualitat und Quantitat entwickelt und weiter optimiert, verschiedene Methoden zur
Charakterisierung von 3D-Herzkdrpern etabliert, die zu einem besseren Verstandnis der
pathogenetisch-molekularen ~ Mechanismen  gefihrt  haben.  Zur  Aufkldrung  der
Kontrollmechanismen intrazellularer Signalnetzwerke und zur systemischen Rekonstruktion
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therapeutisch relevanter Proteinnetzwerke, vorzugsweise an der Lipidmembran, haben wir
verschiedene Methoden entwickelt und weiter optimiert, darunter die fluoreszenzbasierte
Bestimmung von Protein-Protein-Interaktionen an synthetischen Liposomen und die
Anreicherung von Zellfraktionen zur Identifizierung RAS-pathogener intakter Proteinkomplexe, die
fur die Charakterisierung RAS-pathogener therapeutischer Targets von zentraler Bedeutung sind.

1.5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Dieses Teilprojekt hat sehr erfolgreich mit anderen Verbundpartnern, u.a. Marco Tartaglia (Rom;
TP1), Martin Zenker (Magdeburg; TP2), und Bruce Gelb (New York; assoziierter Partner)
zusammengearbeitet, wie es aus der Publikationsliste unter I1.6. deutlich wird.
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Il. Eingehende Darstellung

Das Noonan-Syndrom, die haufigste und klinisch variabelste der RASopathien, wird Gberwiegend
dominant vererbt und ist genetisch heterogen mit Mutationen in mehr als 10 Genen, die fur
Proteine kodieren, die in der RAS-MAPK-Signalkaskade eine Rolle spielen (PTPN11, SOS1,
SOS2, NRAS, KRAS, RRAS2, MRAS, RAF1, BRAF, LZTR1, RIT1 und MAP2K1), die mit der
Erkrankung assoziiert sind. Zu den Hauptmerkmalen von NS gehéren Gesichtsdysmorphien,
Kleinwuchs, verschiedene kognitive Defizite, angeborene Herzfehler (AHF) und hypertrophe
Kardiomyopathie (HCM), ektodermale/muskulo-skelettale Defekte, hamatologische/lymphatische
Anomalien und ein unterschiedliches Risiko fur bestimmte maligne Erkrankungen. Die
Lebenserwartung bei NS ist normal, wenn keine schweren Herzfehler vorliegen. Es wurde jedoch
Uber eine erhdhte Sterblichkeit im Vergleich zur Allgemeinbevoélkerung berichtet, wobei die Halfte
der Todesfalle im Kindesalter auftritt.

Die meisten dieser Proteine sind Signaltransduktoren, die die RAS-MAPK-Kaskade positiv
modulieren und komplexe autoinhibitorische Mechanismen besitzen, die durch Mutationen
beeintrachtigt werden. In den meisten Fallen dhneln die molekularen Mechanismen, die zur
funktionellen Dysregulation dieser Signaltransduktoren fuhren, denen, die fur das onkogene
Verhalten dieser Proteine verantwortlich sind. Im Allgemeinen sind die NS-verursachenden
Mutationen in diesen Proto-Onkogenen weniger aktivierend als die entsprechenden
krebsassoziierten Lasionen. Screeningbemihungen und Studien zur Untersuchung von Genotyp-
Phanotyp-Korrelationen haben gezeigt, dass eine erhebliche klinische Variation, die fir NS
charakteristisch ist, dem mutierten Gen und sogar der spezifischen molekularen Lasion
zugeordnet werden kann. Trotz der groRen Anzahl beteiligter Gene weisen jedoch bis zu 20 %
der klinisch diagnostizierten NS-Patienten keine Mutationen in bekannten RASopathie-Genen
auf, was darauf hindeutet, dass Mutationen in zusatzlichen, noch nicht identifizierten Genen an
der Pathogenese der Erkrankung beteiligt sind.

Weitere Anstrengungen sind jedoch erforderlich, um die molekularen Ursachen von NS und
anderen RASopathien aufzuklaren. Obwohl die hochregulierte Signaltransduktion durch den
RAS-MAPK-Signalweg als Hauptursache fur die meisten RASopathien bekannt ist, hat die
Verwendung hypothesenfreier Ansatze, die auf der Sequenzierung des gesamten Exoms bzw.
Genoms basieren, in letzter Zeit zur Entdeckung neuer RASopathie-Gene gefuhrt (z.B. CDC42,
RRAS2, LZTR1, FBXW11, RIT1), die fur Signaltransduktoren oder Modulatoren kodieren, die
nicht zum "klassischen" RAS-MAPK-Signalnetzwerk gehdéren und deren Funktion in der RAS-
Signaltransduktion noch unzureichend charakterisiert ist. Die funktionelle Dysregulation dieser
Proteine kdnnte die RAS-Signaltransduktion direkt oder indirekt Uber neue Schaltkreise, die die
RAS- und MAPK-Funktion kontrollieren, beeinflussen. Diese Ergebnisse legen jedoch nahe, dass
auch andere zelluldre Signalwege (z.B. Signale, die die Restrukturierung und Dynamik des
Zytoskeletts kontrollieren) zur Pathogenese von RAS-Erkrankungen beitragen kdénnen und
unterstreichen die Notwendigkeit, die Bedeutung von Uberlappungen mit anderen Signalwegen,
inhibitorischen  Rickkopplungsmechanismen und nicht-autonomen Effekten in der
Krankheitspathogenese zu verstehen. Angesichts der zunehmenden Verflgbarkeit von
Molekulen, die auf die beiden wichtigsten intrazelluldren Signalwege abzielen, die bei
RASopathien eine Rolle spielen, ist ein tieferes und genaueres Verstandnis der molekularen
Mechanismen, durch die einzelne Mutationen die Proteinfunktion und die intrazellulare
Signaltransduktion beeinflussen, ein wichtiger Schritt zur Entwicklung wirksamer Therapien.
Ebenso wurden erste Erkenntnisse Uber die Pathophysiologie gewonnen, wenngleich wir noch
weit von einem umfassenden Verstandnis der zellularen und systemischen Prozesse entfernt
sind, die die evolutionaren Komplikationen dieser Erkrankungen auslésen.

I.1. Ergebnisse

Folgende Resultate wurden innerhalb des Berichtsraums erarbeitet:

Il.1.1. Pathophysiologie der evolutiondren Komplikationen bei RASopathien. In
Zusammenarbeit mit P1, P2 und assoziierten Partnern in den USA haben wir uns zum Ziel
gesetzt, den molekularen Mechanismus der NS-assoziierten HCM in Form von RAF1(S257L)
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aufzuklaren. Dazu haben wir induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs) von RAF1(S257L)-
Patienten generiert und diese in zwei verschiedene dreidimensionale zellbasierte Modelle des
menschlichen Herzens differenziert, namlich Herzkérper (CBs) und bioartifizielles Herzgewebe
(BCTs) (Nakhaei-Rad et al., 2023). Unsere Ergebnisse in dieser Studie sind wie folgt
a) Patientenspezifische iPSC-Kardiomyozyten mit hochregulierter RAF1-Funktion
rekapitulieren verschiedene Krankheitsmerkmale der kardialen Hypertrophie (Bazgir et
al., 2023).
b) RAF1S257L erhdht die MAPK-, p38- und YAP-Signaltransduktion in Kardiomyozyten.
c) RAF1S257L moduliert die wichtigsten Regulatoren der Kalzium-Signaltransduktion
negativ.
d) Die Verkirzung des sarkomerischen I|-Bandes ist mit einer abnormalen Herzfunktion
verbunden.
e) Es ist wichtig, dass die kritischen strukturellen Befunde der In-vitro-Modelle mit den
Ergebnissen von Myokardbiopsien des menschlichen Herzmuskels Ubereinstimmen.

I.1.2. Die komplexe Rolle von SHOC2, MRAS und PPP1CB in der MAPK-Funktion.
Erhebliche Fortschritte wurden beim Verstandnis der raumlich-zeitlichen Eigenschaften der
einzelnen Mitglieder des RAS-MAPK-Signalwegs erzielt, die durch eine Vielzahl von
akzessorischen Proteinen, einschliellich SHOC2, miteinander verknipft und moduliert werden.
Obwohl die meisten dieser akzessorischen Proteine inzwischen als attraktive therapeutische
Zielmolekule gelten, sind nur sehr wenige von ihnen funktionell charakterisiert (Pudewell et al.,
2021). SHOC2 zum Beispiel bildet einen Komplex mit MRAS und aktiviert PP1, das wiederum
RAF1 an Ser259 dephosphoryliert, ein Prozess, der dazu flihrt, dass RAF1 aus seiner
Selbsthemmung befreit und anschliefend im Komplex mit KRAS an der Plasmamembran aktiviert
wird. In Zusammenarbeit mit P1 untersuchen wir die strukturellen Kontaktstellen zwischen
SHOC2 und seinen Bindungspartnern wie RAF1 und MRAS. Es ist uns gelungen, gereinigte
Proteine wie die regulatorischen Regionen von RAF1 (ARAF und BRAF dienten als Kontrollen)
und verschiedene Varianten von MRAS zu erhalten. Die Aufreinigung von SHOC2-Varianten aus
heterologen bakteriellen Systemen war nicht ganz erfolgreich. Neue Expressionssysteme wie das
Baculovirus-Insektenzellsystem und weitere Modifikationen der SHOC2-Domanen sind in Arbeit.
In &hnlicher Weise wird derzeit an der Etablierung eines Expressionssystems fiir die Aufreinigung
von PP1-Proteinen gearbeitet. Dies und die Aufreinigung von SHOC2 wird es uns nicht nur
ermdglichen, die Interaktion dieser Proteine mit MRAS bzw. RAF1 zu analysieren, sondern auch
ein Fenster fur die Charakterisierung der jeweiligen RAS-pathologischen Varianten dieser Gene
zu offnen.

11.1.3. Posttranslationale Prozessierung von RAS-Proteinen. Ein Modulationsmechanismus,
der die Funktion von HRAS durch reversible Phosphorylierung von Tyr32 kontrolliert, scheint die
Bindung von HRAS an RAF signifikant zu reduzieren, die Bindung an GAPs zu erhéhen und
dadurch HRAS zu inaktivieren. HRAS wird durch SRC an Tyr32 phosphoryliert und durch SHP2
dephosphoryliert. Obwohl man annimmt, dass diese Aminosaure eine entscheidende Rolle bei
der Konformationsanderung von RAS spielt, die fur die Bindung an Effektoren notwendig ist,
wurde eine Mutation dieses Restes bisher nicht bei menschlichen Krebserkrankungen oder RAS-
Opathien gefunden. In Zusammenarbeit mit P1 haben wir mehrere HRAS Varianten (Tyr32Asp,
Tyr32Phe, Tyr32Asp/Gly13Glu und Gly13Glu) charakterisiert. Diese Arbeit wird demnachst zur
Veroffentlichung eingereicht (Flex, Bazgir, et al., in Vorbereitung).

I.1.4. Funktionelle Charakterisierung der CDC42-Varianten. Die bei Patienten mit
Entwicklungsstérungen identifizierten CDC42-Mutationen (Lys16Arg, Tyr23His, Pro34Leu,
Asp118Gly, Gly164Arg und Asp170Asn) wurden in Zusammenarbeit mit P1 strukturell und
funktionell eingehend untersucht (Coppola, Mosaddeghzadeh, et al., in Vorbereitung). Die
Varianten Lys16Arg, Pro34Leu und Gly164Arg heben insbesondere die GAP-vermittelte
Inaktivierung von CDC42 auf und beeintrachtigen die Interaktion von CDC42 mit seinen
Effektoren WASP, PAK1 und IQGAP1.



Schlussbericht 01GM1921B-TP3

11.1.5. Funktionelle Charakterisierung der  ARF3-Varianten. ARF3-Varianten
(Leu12Val/Asp67Val, Thr32Asn, Pro47Ser, Asp93Asn und Lys127Glu) wurden hinsichtlich ihrer
Nukleotidbindung und des ARFGEF BIG2-vermittelten Nukleotidaustausches, der GTP-Hydrolyse
und der Interaktion mit dem ARF-Effektor GGA3 funktionell charakterisiert (Fasano, et al. 2022).
Unsere bisherigen Daten zeigen, dass die K127E- und D93N-Varianten eine deutlich erhdhte
intrinsische Nukleotidaustauschrate aufweisen (bis zu 40-fach im Vergleich zu ARF3 WT), was
darauf hindeutet, dass diese schnell zyklischen Varianten hdchstwahrscheinlich im GTP-
gebundenen Zustand in den Zellen vorliegen. Um die Effektorbindungsaktivitdten von ARF3-
Varianten mit GGA3 zu evaluieren, wurde ein Pull-Down-Assay mit GST-GGA3-GAT und
Zelllysaten mit Gberexprimierten ARF3-Varianten durchgeflinrt. Unsere Daten zeigten eine
beeintrachtigte Effektorinteraktion fur Leu12Val/Asp67Val und Thr32Asn.

1.1.6. Molekulare Basis der SIRT4-C-RAF Interaktion. Unsere Studie liefert neue
mechanistische Erkenntnisse Uber die Regulation des MAPK-Signalwegs durch SIRT4, ein
Sirtuin-Protein  und Tumorsuppressor, als negativer Regulator und Interaktor der
(proto)onkogenen Kinase C-RAF (Mehrabipour et al., 2024). Wir kartieren die SIRT4-C-RAF-
Interaktion auf molekularer Ebene und zeigen, dass SIRT4 spezifisch an die inaktive Form von
C-RAF bindet, was zu einer signifikanten Reduktion der ERK-Phosphorylierung flhrt. Unsere
Daten weisen somit auf eine neuartige extra-mitochondriale Rolle des Tumorsuppressors SIRT4
hin.

I.2. Positionen:
Personal: Zwei Doktoranden (TVL E13/65%) sind im Rahmen dieses Projekt eingestellt.

Gerate: Keine

I.3. Notwendigkeit:

Die anvisierten Hauptziele dieses Projekt wurden innerhalb der angesetzten Zeit erreicht. Dazu
zahlen u.a. (a) Verstandnis der molekularen Ursache der Kardiomyopathie durch Untersuchung
der RAF1-Netzwerke und -Signalwege sowohl in induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC)-
abgeleiteten Kardiomyozyten von primaren Fibroblasten von RASopathie-Patienten, sowei (b)
Einsatz eines niedermolekularen Inhibitors gegen MEK, ein RAF1-Substrat, der eine selektive
Reversion der kardialen Hypertrophie bei 3D-Cardiac Bodies mit einer RAF1525"--Mutation bewirkt
haben.

Il.4. Nutzen:

Mit dem Abschluss dieses Teilprojekts haben wir in enger Zusammenarbeit mit NSEuroNet-
Verbundpartner, v.a. TP1 und TP2, die molekulare Details einiger fehlregulierter RASopathie-
spezifische Signalwege aufgeklart und dabei neuer funktionale Kontrollmechanismen postuliert,
welche von groer Bedeutung fur die Definition neuer Zielstrukturen sind und zuklnftig essentiell
fur die rationale Entwicklung hochselektiver Pharmaka (z.B. Inhibitoren des RAS-MAPK-
Signalweges) sein kénnen.

Aus iPSCs, die von RASopathie-Patienten stammen, differenzierte Herzkranzgefalle stellen ein
wertvolles menschliches in vitro 3D-Modellsystem nicht nur flr pathomechanistische Studien,
sondern auch flir pharmakologische Untersuchungen dar. Die funktionelle Analyse einzelner
Mutationen, die funktionelle Charakterisierung von RASopathie-Proteinen tber die RAS-Paraloge
hinaus und die Identifizierung von RASopathie-relevanten Protein-Interaktionsnetzwerken
er6ffnen neue Moglichkeiten zur weiteren Erforschung der molekularen und zelluldren
Pathomechanismen von RASopathien. Um Uber das derzeitige Verstandnis der RAS-
Signaltransduktion und das Paradigma der Arzneimittelentdeckung hinauszugehen, ist ein viel
tieferes Verstandnis des RAS-Interaktionsnetzwerks an der Plasmamembran erforderlich. Zu
diesem Zweck kombiniert dieses interdisziplindre Teilprojekt mehrere innovative und
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vielversprechende Instrumente und Strategien, um die mechanismusbasierte Identifizierung
neuer Targets mit selektiven RASopathie-Medikamenten zu verbinden.

Auch wenn eine wirtschaftliche Verwertung der Ergebnisse des Vorhabens derzeit nicht absehbar
ist, steht im Vordergrund die Suche und folglich mechanismus-basierte ldentifizierung von
RASopathie-relevanten Proteinkomplexen, die uns entscheidende Einblicke in die fir die
RASopathie-abhangigen Signalkaskaden wichtiger Proteininteraktionsoberflachen liefern.
Wohldefinierte Grenzflachen von Protein-Komplexen werden folglich der Wirkstoffentdeckung in
der RASopathie-Forschung dienen.

IL5. Fortschritt:

Die Forschungsansatze dieses Teilprojekts sind hochkompetitiv, so dass uns andere Gruppen bei
einer Patentanmeldung zuvorkommen kénnten. Es ist jedoch zu erwdhnen, dass unsere
Arbeitsmethoden fachspezifische Expertise und hohe Reproduzierbarkeit voraussetzen, die in
dieser Qualitat nicht haufig vorzufinden ist.

I.L6. Veroffentlichungen (ausschlieBlich aus dem Vorhaben entstandene
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