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1.1 Zusammenfassung

Rab Proteine sind Mitglieder der Superfamilie kleiner G-Proteine. Alle Mitglieder dieser Fami-
lie sind monomere Proteine und teilen gemeinsame Strukturmotive, die sie in die Lage ver-
setzen, sowohl GDP als auch GTP zu binden, sowie GTP zu GDP zu hydrolysieren (Bourne
et al., 1991). Die Art des gebundenen Nukleotides definiert die moglichen Interaktionspartner
der kleinen G-Proteine, so dass ihre Grundfunktion als binare molekulare Schalter beschrie-
ben werden kann (Vetter et al., 2001). Um zwischen dem GDP und dem GTP gebundenen
Zustand zu wechseln, sind zwei Klassen von Regulatorproteinen von groRer Bedeutung.
GEFs verringern die Affinitat eines kleinen G-Proteins zu Guanosinnukleotiden und ermégli-
chen so den Austausch von GDP zu GTP und damit die Aktivierung des kleinen G-Proteins
(Schmidt et al., 2002). GAPs hingegen beschleunigen die geringe intrinsische Hydrolyseakti-
vitat der kleinen G-Proteine und Uberfihren sie so in ihren inaktiven, GDP gebundenen Zu-
stand (Bernards et al., 2004).

Die Untergruppe der Rab Proteine sind Regulatoren verschiedener Prozesse des intrazellu-
laren Vesikeltransports (Zerial et al., 2001). Rab Proteine enden C-terminal mit verschiede-
nen, mindestens einem, fast immer jedoch zwei Cysteine enthaltenden Motiven (Takai et al.,
2001). Diese Cysteine werden durch GGTase Typ Il im terndren Komplex zwischen Rab,
REP und GGTase Typ Il mit Geranylgeranyl Gruppen modifiziert (Wu et al., 2009). Die
C-terminale Lipidmodifikation ist unbedingte Voraussetzung der Rab Lokalisation an den
jeweiligen Zielmembranen, wobei die Mechanismen der selektiven Rab Rekrutierung an
Membrane Gegenstand aktueller Diskussion sind (Hutagalung et al., 2011). Im physiologi-
schen Gleichgewicht liegen in der Zelle 10-50 % der Rab Proteine im Zytosol vor (Takai et
al., 2001). Daflrr zeichnet sich eine dritte Klasse von Rab Regulatoren verantwortlich, die
GDI Proteine. GDI bindet mit hoher Affinitdt GDP gebundenes, prenyliertes Rab und ist in
der Lage, dieses von Membranen zu extrahieren. Es schirmt die hydrophoben Lipidanteile
des Rab Proteins in einer Prenyl-Bindetasche vor dem Zytosol ab und ermdglicht so den

Rucktransport von Rab Proteinen zu ihrer jeweiligen Zielmembran (Wu et al., 2007).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Guanosin an der C2 Position des Purinringes mit
1,3-Diaminopropan uber ein sekundares Amin verknupft. Das terminale Amin wurde als Amid
mit Acrylsédure funktionalisiert. Diese Verbindung wird nachfolgend vereinfacht als Acrylgua-
nosin bezeichnet und AcrylG abgekiirzt. Ausgehend von diesem Nukleosid konnten folgende
Nukleotide dargestellt werden: AcrylGMP, AcrylGDP, AcrylGTP und AcrylGppCH,p. Trotz
der Modifikation kénnen die Nukleotide AcrylGDP und AcrylGTP von Rab 1b und Rab 7 wei-
terhin gebunden werden und den Zustand des kleinen G-Proteins als aktiv oder inaktiv fest-

legen.
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Mittels Michael 1,4 Addition konnte die Acrylgruppe des modifizierten Nukleotides mit den
Thiolen durch Mutation eingefuihrter Cysteine in Rablb und Rab7 zur Reaktion gebracht
werden. Dies resultierte in kovalent mit ihrem Substrat verbundenen Rab Proteinen. Es
konnte gezeigt werden, dass die Reaktion zwischen Acrylgruppe und Cystein nur ablaufen
kann, wenn beide Reaktanden in raumlicher N&he zueinander gehalten werden: Die vorheri-
ge Bindung des Nukleotides im aktiven Zentrum des Rab Proteins ist unabdingbare Voraus-
setzung fur die kovalente Modifikation. Es konnten keine Nebenreaktionen an weiteren, na-
ttrlichen Cysteinen (z.B. an den gut zuganglichen C-terminalen Prenylierungsmotiven) fest-
gestellt werden. Alle kovalent modifizierten Rab Proteine wiesen eine intakte Fahigkeit zur
GTP Hydrolyse auf. Nach Einsatz von AcrylGTP zur Modifikation wurde also stets das mit
AcrylGDP modifizierte konstitutiv inaktive Protein erhalten. Durch den Einsatz der Hydrolyse
defizienten Q67L (in Rablb) Mutation sowie das nicht hydrolysierbare AcrylGTP Analog
AcrylGppCH,p wurden auf zwei verschiedenen Wegen konstitutiv aktive Proteine erhalten.
Uber die Hydrolyse von kovalent an Rablb gebundenem AcrylGDP durch Alkalische Phos-
phatase (AP) in Gegenwart des Rablb GEFs DrrA (Schoebel et al. 2009) wurde scheinbar
nukleotidfreies mit AG modifiziertes Rablb erhalten. Alle modifizierten Proteine zeigten in

biophysikalischen Untersuchungen die erwarteten Eigenschaften:

- Keines der Proteine ist mehr zu einem Nukleotidaustausch in der Lage

- Mit AcrylGDP oder AcrylGTP modifiziertes Rab 1b zeigt keine Komplexbildung mehr
mit seinem GEF DrrA

- Das virtuell nukleotidfreie mit AcrylG modifizierte Rablb bildet stabile Komplexe mit
DrrA auch in Gegenwart von GDP

- Das mit AcrylGTP modifizierte Hydrolyse defiziente Rablb Q67L zeigt keine abwei-
chende Interaktion mit dem GAP ThclD20 im Vergleich zum GTP gebundenen
Rablb Q67L

- Mit AcrylGDP maodifiziertes Rablb wird durch REP erkannt und kann durch GGTase
Typ Il prenyliert werden. Ein kovalent AcrylGDP gebundenes Rablb Hybridprotein mit
CaaX Box Motiv kann REP unabhangig durch GGTase Typ | prenyliert werden

- Die Rabl1b-GDI Interaktion von mit NBD-Farnesyl modifiziertem, kovalent AcrylGDP
gebundenem Rablb ist im Vergleich zum identisch prenylierten Rablb wt nicht be-
eintrachtigt

- Die konstitutiv aktiven Rablb Proteine (sowohl Q67L Mutante als auch
AcrylGppCH_p modifiziertes) bilden Komplexe mit den Rablb Effektoren Mical 3 und
OCRL 1. Dies trifft auf das mit AcrylGDP modifizierte Protein nicht zu

- Nach der Injektion von sowohl mit AcrylGDP als auch mit AcryIGTP madifizierten
Rablb-eGFP Fusionsproteinen in HelLa Zellen konnte nach einigen Stunden eine

vollstandige Lokalisation der Proteine an den Membranen des Golgi Apparates beo-
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bachtet werden. Dabei lief die Membranrekrutierung des mit AcrylGDP modifizierten

Proteins deutlich schneller ab.

In dieser Arbeit konnte mit AcrylG ein molekulares Werkzeug dargestellt werden, welches
es ermdglicht, die Aktivierungszustande von kleinen G-Proteinen eindeutig und irreversi-
bel festzulegen. Es konnte gezeigt werden, dass die Modifikation von Rablb mit Acryl-
guanosinnukleotiden die nukleotidabhangigen Wechselwirkungen mit seinen nattrlichen
Interaktionspartnern in vitro nicht nachteilig beeinflusst. Die Ergebnisse eines ersten zell-
biologischen Experiments in HeLa Zellen haben Resultate erbracht, die im Einklang mit
der Theorie stehen und gezeigt, dass kovalent mit Acrylnukleotiden modifizierte kleine G-

Proteine auch in vivo native Eigenschaften aufweisen.
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1.2 Einleitung

1.2.1 Die Ras Superfamilie kleiner G-Proteine

Die Mitglieder der Familie kleiner G-Proteine sind Regulatoren einer Vielzahl von zelluléaren
Prozessen. Grundlage dafir ist ihre Eigenschaft, sowohl Guanosintriphosphat (GTP) als
auch Guanosindiphosphat (GDP) zu binden (Bourne et al., 1990). Die Art des gebundenen
Nukleotides bestimmt Gber den Zustand des jeweiligen kleinen G-Proteins und seine mogli-
che Interaktionspartner (McCormick et al., 1996). GTP gebundene kleine G-Proteine sind
aktiv, GDP gebundene inaktiv. Die Fahigkeit der kleinen G-Proteine, GTP zu GDP zu hydro-
lysieren und signalabh&ngig GTP zurlickbinden zu kdnnen, begrindet ihre Funktion als mo-
lekulare Schalter (Bourne et al., 1990)

Die ersten kleinen G-Protein Gene wurden in den spaten 1970iger Jahren als v-Ha-Ras und
v-Ki-Ras Protoonkogene von Sarkoma Viren identifiziert (Chien et al., 1979). Wenige Jahre
spater wurden diese Protoonkogene im Genom humaner Zellen gefunden, darunter auffal-
lend oft Gene mit Punktmutationen in verschiedenen humanen Karzinomen (Der et al., 1982;
Murray et al.,1983). Mutierte Versionen der humanen Ras Gene werden heute in tber 30 %
humaner Karzinome identifiziert (Takai et al., 2001). Daruber hinaus konnten mutierte For-
men kleiner G-Proteine als Ausloser zahlreicher Krankheiten identifiziert werden, wie dem
Carpenter-Syndrom oder der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit (Hidestrand et al., 2009, Barisic
et al., 2008). Dies begriindet bis heute ein gro3es Interesse an dieser Klasse von Proteinen,
und mittlerweile sind Uber 150 humane Vertreter dieser Familie bekannt (Colicelli, 2004). In
Anlehnung an ihre ersten entdeckten Vertreter wird sie auch als Ras Superfamilie bezeich-
net. Anhand von funktionellen Gemeinsamkeiten sowie Sequenzvergleichen werden die klei-
nen G-Proteine in funf Unterfamilien eingeteilt: Ras, Rho, Rab, Sar / Arf und Ran (Tabelle
1.2.1.1).

Tabelle 1.2.1.1: Funktionen der finf Ras Protein Unterfamilien (Wennerberg et al., 2005)

Ras Wichtige Knotenpunkte in der Weiterleitung extrazellularer Signale.
Regulation der Genexpression, Zelldifferenzierung und Zellproliferation.

Rho / Rac / Cdc42 | Regulatoren extrazellularer Signaltransduktionswege:
Aktin Organisation, Zellzyklus Ablauf, Genexpression

Rab Regulatoren des intrazellularen vesikularen Transports, haufig Identifi-
kation der Zielmembran und Andockprozesse. Proteintransport zwi-
schen Organellen sowie in der Endozytose und Sekretion

Sarl / Arf Regulation des vesikularen Transports: Rekrutierung von Hullproteinen,
Frachtsortierung und Vesikelbildung
Ran RNA und Proteintransport zwischen Zytoplasma und Nukleus. Regula-

tion des mitotischen Spindelapparates, der DNA Replikation und des
Kernhtllen Aufbaus
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Dabei stellen die Rab Proteine mit Giber 60 identifizierten Vertretern in humanen Zellen und
11 in Hefe die grofte bekannte Gruppe dar (Colicelli, 2004). Die Sequenzhomologien inner-
halb der Untergruppen sind vergleichsweise hoch, sie betragen fir verschiedene Ras Protei-
ne untereinander 50-55 % (Valencia et al. ,1991). Vergleiche der Aminosaure Sequenzen
von Rab Proteinen mit denen von Ras Proteinen ergeben ~12 % Sequenziibereinstimmung
(Wittinghofer et al., 2011). Trotz der deutlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Unter-
familien teilen alle kleinen G-Proteine einen Kern konservierter Sequenzen und Strukturmoti-
ve: die G-Domane. Die gesamte G-Domane entspricht im Ras den Aminosauren 5-166. Sie
besteht aus einem sechsstrangigenf -Faltblatt und flinfa -Helices mit einer Masse von 22
kDa (Wennerberg et al., 2005). Ausgehend vom N-Terminus umfasst sie die Motive G1.:
GxXxXxXGKSIT, G2: T, G3: DxxGQ/HI/T, G4: T/INKxD und G5: C/SAK/L/T. Diese konservierten
Sequenzen sind essentiell fur die Erkennung und Bindung von Guaninnukleotiden (Bourne et
al., 1991). Dabei werden GDP und GTP, nicht aber Guonosinmonophosphat (GMP) mit ver-
gleichbar hoher Affinitat gebunden, so dass die Lage des Bindungsgleichgewichts haupt-
séchlich durch die umgebende Nukleotidkonzentration definiert wird (Klebe et al. 1995, 1;
Vetter et al. 2001). Die Aktivierung kleiner G-Proteine erfordert den Austausch von GDP
durch GTP. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist dabei die Nukleotidfreisetzung.
Beobachtete intrinsische kq; Werte liegen in der GroRenordnung von 10° s, das entspricht
einer Halbwertszeit von ~19 h (Klebe et al. 1995, 1). GEFs sind in der Lage, die Nukleotidf-
reisetzung zu beschleunigen, indem sie kleine G-Proteine binden und intermediare ternare
Komplexe zwischen GEF, kleinem G-Protein und GDP/GTP bilden. Die Affinitdt zwischen
Nukleotid und kleinem G-Protein sowie GEF und kleinem G-Protein ist in diesen Komplexen
stark herabgesetzt, und durch Nukleotidfreisetzung werden schlief3lich bindre Komplexe ge-
bildet. Nach Riickbindung von GDP/GTP an den Komplex aus kleinem G-Protein und GEF
kann durch GEF Freisetzung schlie3lich wieder ein bindrer Komplex zwischen kleinem G-
Protein und Nukleotid gebildet werden. Bekannte GEFs verschieben nicht die Lage des
Gleichgewichtes zwischen GDP und GTP gebundenen kleinem G-Protein, sondern wirken
als Katalysatoren, die die Einstellung des Gleichgewichtzustandes beschleunigen (Klebe et
al. 1995, Vetter et al. 2001). Aufgrund der im Vergleich zu GDP héheren GTP Konzentration
in Zellen liegt das Gleichgewicht unter physiologischen Bedingungen auf der Seite des GTP
gebundenen kleinen G-Proteins (Dyke et al., 1977.) Die Bindung von GTP bewirkt insbeson-
dere in zwei Regionen der G-Doméane konformationelle Anderungen, die aufgrund dessen
als Switch 1 und Switch 2 benannt wurden (Milburn et al. 1990). Switch 1 und Switch 2 um-
fassen im Ras die Aminosauren 32-38 sowie 59-67 (Vetter et al. 2001) und enthalten die
Motive G2 (Switch 1) und G3 (Switch 2). In Kristallstrukturen verschiedener GDP gebunde-
ner kleiner G-Proteine liegen diese Regionen ungeordnet vor (Stroupe et al., 2000). In eini-
gen Kiristallstrukturen zeigen diese Regionen auch eine geordnete Konformation, die jedoch
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auf die Kristallpackung zurtickzufiihren ist und deutliche Unterschiede zwischen verschiede-
nen kleinen G-Proteinen aufweist (Lee et al., 2009). Im Gegensatz dazu nehmen beide
Switch-Regionen im GTP gebundenen Zustand stabile Konformationen an (Dumas et al.,
1999), die groRe Ahnlichkeiten zwischen verschiedenen kleinen G-Proteinen aufweisen (Vet-
ter et al., 2001; Lee et al. 2009). Diese konformationellen Anderungen in GTP gebundenen
kleinen G-Proteinen sind direkte Voraussetzung fir die Bindung der jeweiligen Protein-
Effektoren. Die Bindungsmodi zwischen Effektor und kleinem G-Protein sind dabei sehr viel-
faltig und kdnnen sich bereits innerhalb einer Unterfamilie deutlich voneinander unterschei-
den. Der kleinste gemeinsame Nenner ist dabei, dass die Switch-Regionen direkt an der
Bindung beteiligt sind (Vetter et al., 2001; Lee et al. 2009). Die Bindung des Effektors bewirkt
eine Anderung seiner Funktionsweise oder Lokalisation und damit den nachsten Schritt zum

Beispiel in einer Signaltransduktionskette.
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Abb. 1.2.1.1: Ras Zyklus.

Reguliert durch vorgeschaltete Signale katalysiert GEF den Austausch von GDP durch GTP. Das
aktivierte kleine G-Protein (kGP) kann nun seinen Effektor binden. Durch die neue Lokalisation des
Effektors und / oder durch die Bindung hervorgerufene strukturelle Verédnderung kann der Effektor das
vorgeschaltete Signal tGibersetzen bzw. weiterleiten. GAPs terminieren das Signal, indem sie die intrin-
sische GTP Hydrolyse beschleunigen und so das kGP in den inaktiven GDP gebundenen Zustand
zurtckfuhren.

Die Deaktivierung erfolgt durch hydrolytische Spaltung der B,y-Phosphatbindung des gebun-
denen GTPs. Kleine G-Proteine verflgen Uber eine geringe intrinsische Hydrolyseaktivitat,
unter physiologischen Bedingungen wird die Hydrolyse jedoch durch GAPs beschleunigt.

GAPs sind essentielle Regulatoren kleiner G-Proteine, die ihre Aktivitdt nach Erfullung der
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physiologischen Funktion terminieren (Bernards et al., 2004). Der gesamte Vorgang der
Aktivierung, Effektorbindung und Deaktivierung wird auch als Ras-Zyklus bezeichnet (Abb.
1.1.2.2).

1.2.2 Rab Proteine

Da die biochemischen Experimente dieser Arbeit an Rab Proteinen als Vertreter der Familie
kleiner G-Proteine durchgefuhrt wurden, soll in diesem Kapitel auf die Besonderheiten dieser
Unterfamilie eingegangen werden.

Viele kleine G-Proteine werden posttranslational mit Lipiden modifiziert und sind so in der
Lage, mit verschiedenen Membranen zu interagieren. Dazu gehdren Proteine der Ras Unter-
familien Ras, Rho, Rab und einige Mitglieder der Arf Gruppe (Wennerberg et al., 2005). Arf
Proteine werden an einem N-terminalen Glycin myristoyliert (Farazi et al., 2001), wahrend
Ras und Rho Proteine C-terminale Erkennungssequenzen fir verschiedene Prenyltransfera-
sen haben: das CaaX Motiv fur Farnesyltransferase und das Caal/F Motiv fur Geranylgera-
nyltransferase Typ | (GGTase I) (Hancock et al., 1989, Cox et al., 2002, Takai et al. 2001)). a
steht fir eine beliebige aliphatische, und X fir eine beliebige Aminosaure.

Im Gegensatz dazu verfugen Rab Proteine uber keine Erkennungssequenz, sondern tber
ein, meistens jedoch zwei C-terminale Cysteine, die entweder direkt benachbart, oder durch
eine Aminosaure voneinander getrennt sind (Casey et al., 1996). Den Cysteinen vorgelagert
ist eine mindestens neun Aminosauren lange, hypervariable Sequenz, die in einem hydro-
phoben Motiv endet (Wu et al., 2009). Rab GGTase, auch als GGTase Typ |l bezeichnet, ist
im Gegensatz zu anderen Prenyltransferasen nicht in der Lage ihr Substrat direkt zu binden.
Sie bendtigt das Hilfsprotein Rab escort protein (REP) (Goody et al., 2005). REP bindet
hauptséchlich Uber seine Rab-binding platform an die G-Domane von GDP gebundenem
Rab. Eine zweite wichtige Interaktion findet statt zwischen der C-terminal binding region
(CBR) von REP und dem hydrophoben Motiv am C-Terminus des Rab, dem CBR interacting
motiv (CIM). Die Komplexbildung mit Rab erhéht die Affinitéat von REP fir GGTase Il um ca.
Faktor 1000 und ermdglicht die Bildung des eigentlichen katalytischen ternaren Komplexes
zwischen Rab, REP und GGTase Il. Eine besondere Bedeutung in diesem Komplex kommt
der Interaktion von CBR und CIM zu. Die Affinitat von Rab und REP wird durch diese Bin-
dung weiter erhoht, vor allem aber wird der flexible C-Terminus des Rab Proteins zum akti-
ven Zentrum der GGTase Il orientiert. Dies fuhrt zu einer erhthten effektiven Cystein-
Konzentration im aktiven Zentrum und ermoglicht der GGTase Il den Prenyltransfer durchzu-
fuhren. Dieser Mechanismus, der ohne spezifische Erkennungssequenzen auskommt, be-

griindet das weite Substratspektrum der GGTase Il: sie ist in der Lage, Uber 60 verschiedene

19



kleine G-Proteine der Rab Familie mit individuellen C-terminalen Sequenzen zu prenylieren
(Wu et al., 2009).

Die Prenylierung ist unabdingbare Voraussetzung fir die Membranassoziation und damit
Funktionalitat der Rab Proteine in der Regulation vesikularer Transportprozesse. Wie alle
kleinen G-Proteine wechseln sie zyklisch zwischen einem GDP und einem GTP gebundenen
Zustand. Gekoppelt an ihren Zustand wechseln Rab Proteine zusétzlich zwischen dem Zyto-

sol und den Akzeptor- und Donormembranen ihres jeweiligen Transportweges (Abb. 1.2.2.1).

Akzeptormembran

Synthese

U

Donormembran

Abb1.2.2.1: Rab Zyklus

Neu synthetisiertes Rab wird von REP erkannt und gebunden. Im ternaren Komplex mit REP und
GGTase Il wird es posttranslational mit einer oder zwei Geranylgeranylgruppen modifiziert. Nach Akti-
vierung durch GEF kann Rab seine Effektoren rekrutieren und so verschiedene Prozesse im vesikulé-
ren Transport regulieren. Nach Deaktivierung durch GAP wird Rab durch GDI von der Akzeptormemb-
ran gel6st und ins Zytosol Uberfuhrt. Der Mechanismus der Rab Freisetzung an die Donormembran
sowohl aus dem REP als auch aus dem GDI Komplex ist ungeklart.

Im Zytosol liegen Rab Proteine im Komplex mit dem Protein GDP-Dissoziationsinhibitor
(GDI) vor. GDI ist ein zu REP homologes Protein (Alory et al., 2001), das eine hohe Affinitat
zu GDP gebundenen, prenylierten Rab Proteinen hat, unprenylierte und / oder GTP gebun-

dene Rab Proteine jedoch nur mit geringer Affinitat bindet (Shapiro et al., 1995, Alexandrov

et al., 1999). Neben einer Rab binding platform hat GDI eine unpolare Tasche, in der es die
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hydrophoben Geranylgeranylreste von Rab Proteinen vor dem polaren Zytosol abschirmt.
Die Affinitat von GDI zu GDP gebundenem, prenyliertem Rab ist grof3 genug, um membran-
assoziiertes Rab von der Membran zu I6sen und in das Zytosol zu Uberfihren. Es wird von
einem mehrstufigen Prozess ausgegangen, bei dem die G-Doméane des Rab zuerst tber die
Rab binding platform von GDI gebunden wird. Nachfolgend bindet der flexible C-Terminus
des Rab Proteins und bringt die GDI Geranylgeranyl-Bindetasche in die Nahe der C-
terminalen Prenylgruppen. Dies fihrt schliel3lich zu der Extraktion der Prenylgruppen aus der
Membran und ihre Uberfiihrung in die GDI Geranylgeranyl-Bindetasche (Goody et al., 2005).
Die Freisetzung von Rab aus dem Rab-GDI Komplex an seine Zielmembran ist Gegenstand
aktueller wissenschaftlicher Diskussion. Ein alteres Modell propagiert die Existenz von GDI
Dissoziationsfaktoren (GDF), die sowohl die Dissoziation von Rab aus dem Rab-GDI Kom-
plex als auch die Insertion der Rab-Prenylgruppen in die Membran katalysieren sollen (Pfef-
fer et al.,, 2004). Tatsachlich ist gegenwartig ein Protein bekannt, das nachweislich den
Transfer von GDI gebundenen, prenyliertem Rab9 an Membranen katalysiert: das Memb-
ranprotein Yip3 in Hefe aus der Yip Familie und sein humanes Homolog PRAL (Sivars et al.,
2003). In diesem Modell erfolgt die Aktivierung des Rab Proteins nach der Membranassozia-
tion durch GEF katalysierten Nukleotidaustausch (Pfeffer et al., 2004). Da allerdings die Affi-
nitdt von GDI zu GTP gebundenem Rab bedeutend geringer als zu GDP gebundenem ist
und GDF nicht in der Lage ist, GTP gebundenes Rab von Membranen zu extrahieren (Pfeffer
et al., 1995), sollte der Austausch von GDP gegen GTP fir die Dissoziation des Komplexes
genlgen. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass die GEF Aktivitat des bakteriellen Prote-
ins DrrA aus Legionella pneumophila ausreichend ist, um in Gegenwart von GTP den
Rablb-GDI Komplex zu dissoziieren (Schoebel et al., 2009). Beide Modelle schlieRen sich
nicht gegenseitig aus: obwohl GEF Aktivitat fur die Assoziation von Rab aus Rab-GDI Kom-
plexen an Membranen ausreichen kann, ist es durchaus mdoglich, dass GDFs aus kineti-
schen Grinden notwendig sind um den Prozess zu beschleunigen.

Nachfolgend kann Rab mit seinen Effektoren interagieren und sie so ebenfalls an die Memb-

ran rekrutieren. Rab Effektoren wirken in vielen Bereichen des vesikularen Transports:

- Selektion der transportierten Proteine (Lombardi et al., 1993, Diaz et al., 1998)

- Vesikelbildung (Carlton et al., 2005, Frolov et al., 2008)

- Vesikel-/Organelltransport entlang von mikrotubuldren oder Aktin Strukturen
(Lipatova et al., 2008, Itoh et al., 2002)

- Vesikelbindung (Tethering) an Akzeptormembran / Akzeptormembran ldentifizierung
(Schimmoller et al., 1998)

- Fusion der Vesikel mit der Akzeptormembran (Christoforidis et al., 1999)
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Dabei sind die meisten bekannten Rab Effektoren im Vesikeltransport, in der Vesikelbindung
an die Akzeptormembran und der Membranfusion aktiv (Takai et al., 2001).

Nach der Deaktivierung durch GAPs werden Rab Proteine wie oben beschrieben durch GDI
von der Membran extrahiert und kénnen fir einen weiteren Zyklus an ihre Zielmembran zu-
rick gefuhrt werden.

Die ersten zellbiologischen Experimente sollten mit Rablb durchgefihrt werden. Daher soll
an dieser Stelle ein kurzer Uberblick iiber die bekannten Rablb Funktionen im zellularen
Kontext gegeben werden. Rablb hat wichtige Funktionen in der Regulation des vesikularen
Transports vom ER (Endoplasmatisches Retikulum) zum Golgi-Apparat, dem intra-Golgi
Transport und dem Recycling von Membranen durch frilhe Endosomen (Cai et al., 2007,
Hutt et al., 2008). Der vesikulare Transport kann in vier essentielle Schritte unterteilt werden:
Die Knospung (Budding), der Transport, die Bindung (Tethering) und abschlieRend die
Membranfusion (Bonificano et al., 2004). Zwei bekannte Effektoren von Rablb, p115 und
GM130, sind Tethering-Faktoren. Beide Proteine binden aktiviertes Rablb. Am ER wird p115
wahrend der Vesikelknospung durch Rablb an COP Il (Coat protein complex Il) Vesikel re-
krutiert, wo sie mit COP |l Vesikel assoziierten SNARE Proteinen (soluble N-ethylmaleimide
sensitive factor attachment protein receptor) cis-SNARE Komplexe bilden. Durch diese
Komplexe wird der Golgi als Zielregion des Vesikels definiert (Allan et al., 2000). GM130 ist
an Golgi Membranen lokalisiert und interagiert unabhéngig von p115 mit Rablb. Beide Inter-
aktionen sind essentiell fur die Vesikelerkennung am Golgi und die Einleitung der Membran-
fusion. Rablb hat also eine regulierende Funktion sowohl an der Donor- als auch an der Ak-
zeptormembran (Moyer et al., 2001). Bekannte Regulatoren von Rablb in humanen Zellen
sind der TRAPP Komplex (Transport protein particle) und TBC1D20. TRAPP ist ein Multipro-
tein Tethering-Faktor, der an COP Il Vesikel rekrutiert wird. Vier seiner Untereinheiten haben
im Zusammenspiel eine GEF Aktivitat gegenlber Rablb (Barrowman et al., 2010). TBC1D20
ist ein an ER Membranen lokalisiertes GAP, das spezifisch fir Rabl und Rab2 ist. Eine
Uberexpression von TBC1D20 unterbindet durch Inaktivierung von Rablb den Vesikeltrans-

port vom ER zum Golgi bereits am ER (Haas et al., 2007).
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1.2.3 Die G-Domane

Die minimale G-Domane von G-Proteinen enthdlt vier bis finf konservierte Guanosinnukleo-
tid bindende Motive: G1 bis G4/G5 (Bourne et al., 1990, Bourne et al., 1991). Sie hat eine
Grol3e von ~18-22 kDa und besteht aus einem sechsstrangigen, gemischten 3 -Faltblatt, das
beidseitig von insgesamt 5 a-Helices umschlossen ist (Wennerberg et al., 2005, Wittinghofer
et al, 2011), (Abb1.2.3.1). Den G-Motiven kénnen drei Funktionen zugeordnet werden: Erho-
hung der Affinitat des G-Proteins zu Nukleotiden, Erkennung des Nukleotid y-Phosphats und

Diskriminierung zwischen Adenosin- und Guanosinnukleotiden.

G2 (Switch 1)

Abb. 1.2.3.1:

Links: H-Ras (5p21) Struktur im Komplex mit GppNHp (Kristallstruktur: Pai et al., 1990). Die funf G-
Motive sind farbig markiert und beschriftet. Das Magnesiumion ist als Kugelmodell violett dargestellt,
das Nukleotid als Stabmodell.

Rechts: Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen Aminosauren der G-Motive von H-Ras
(5p21) und GTP. Magnesium ist als violettes Kugelmodell dargestellt, die G-Motive sind analog zum
Strukturmodell farbig markiert. Wasserstoffbriicken und ionische Wechselwirkungen sind als gestri-
chelte Linien eingetragen (Pai et al., 1990, Wittinghofer et al., 2011). Ladungen, Wassermolekile und
Wasser vermittelte Aminosaure-Protein-Kontakte sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht abge-
bildet.

Einen grof3en Beitrag zur Nukleotidaffinitat liefert das Motiv G1: GxxxxGKS/T, auch Walker-
Motiv oder P-Schleife genannt (Walker et al., 1982, Saraste et al., 1990) sowie G4: N/TKxD
und G5: SAK (Bourne et al., 1991, Rensland et al., 1995). Die Aminosauren des G1 Motivs
bilden zahlreiche Kontakte zu den Phosphaten des Nukleotides tber ihre Peptidketten NH-
Gruppen sowie Uber die Seitenkette des Lys. Mittels der Ser/Thr Seitenkette wird eine koor-
dinative Bindung mit dem Magnesiumion ausgebildet. Das G4 Motiv vermittelt Uber das Asp
einen stabilen zweifachen Kontakt zum Guanin tber die priméare Aminogruppe sowie die NH-

Gruppe an Position 1 des Purinringes. Weitere Kontakte finden statt zwischen dem Ringsau-
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erstoff der Ribose und der Lysinseitenkette sowie der Asparaginseitenkette und Stickstoff an
der Purinposition 7. Die G5 Sequenz ist Bestandteil vieler G-Proteine, jedoch ist sie das am
wenigsten konservierte Motiv (Bourne et al., 1991, Wennerberg et al. 2005: S1, Wittinghofer
et al., 2005). Das SAK Motiv von H-Ras kontaktiert den Guanin Sauerstoff Uber die
Alaninpeptidketten NH-Gruppe sowie die Lysinseitenkette. Den Motiven G1, G4 und G5 ist
gemein, dass sie unabhéngig vom gebundenen Nukleotid immer dieselbe Konformation ha-
ben (Stroupe et al., 2000, Lee et al. 2009).

Die Motive G2: T und G3: DxxG (Bourne et al., 1991) sind Uber ihre Seitenketten direkt (Thr)
bzw. wasservermittelt (Asp) an der Koordination des Magnesiumions beteiligt (Bourne et al.,
1991, Pai et al., 1990). Die einzigen Kontakte zum Nukleotid finden Uber die Hauptketten
NH-Gruppen von Thr bzw. Gly ausschlie3lich zugn -Phosphat statt. Diese Kontakte sind
stark konserviert und begriinden voraussichtlich einen universellen Mechanismus der Nukle-
otid abhangigen Konformationsanderung in GTP und ATP bindenden Proteinen (Vetter et al.,
2001, Wittinghofer et al., 2011). Die Interaktion mit dem y-Phosphat stabilisiert das G2 und
G3 Motiv sowie ihre Umgebung, was zu den beobachteten geordneten Strukturen der
Switch 1- und Switch 2-Regionen im GTP gebundenen Zustand fuhrt (Dumas et al., 1999).
Es wird angenommen, dass die Bindung des y-Phosphats Uber die Peptidketten NH-
Gruppen die konformationellen Anderungen in diesen Regionen weiter verstarkt, da die In-
teraktion so unmittelbare Auswirkungen auf das Peptidrickgrat hat (Wittinghofer et al.,
2011). Nach der Hydrolyse von GTP zu GDP haben weder das G2 noch das G3 Motiv direk-
te Kontakte zum Nukleotid. Das ordnende Element geht verloren und Switch 1 und Switch 2
entspannen sich in verschiedene ungeordnete Konformationen. Aus diesem Grund wird der
Schaltermechanismus von Nukleotid bindenden Proteinen als ein ,gespannte Feder Mecha-
nismus" beschrieben (Vetter et al., 2001).

Die Motive G1, G2 und G3 sind sowohl in ATP als auch in GTP bindenden Proteinen kon-
serviert (Wittinghofer et al., 2011). Die Motive G4 und G5 hingegen sind spezifisch fur G-
Proteine (Bourne et al, 1991). Sie tragen nicht nur, wie oben beschrieben zur
Guanosinnukleotidaffinitat bei, sondern sind auch wichtige Faktoren in der Diskriminierung
zwischen Adenosin- und Guanosinnukleotiden: Die Interaktionen zwischen der Ala Hauptket-
ten NH-Gruppe im G5 Motiv mit dem Guanin 6 Sauerstoff, sowie die zwei Wasserstoffbri-
cken zwischen der Aspartatseitenkette und der exozyklischen Aminogruppe des Guanins
und dem Guanin 1” Stickstoff kénnen mit Adenin nicht gebildet werden. Desweiteren konnte
an Computermodellen gezeigt werden, dass sich die exozyklische Aminogruppe des Adenins
mit der Hauptketten NH-Gruppe des Alanins im G5 Motiv tiberschneiden wirde. Mit beiden
Effekten, der fehlenden Interaktionen und der sterischen Hinderung, lasst sich die im Ver-
gleich zu GTP um den Faktor 10’ geringere Affinitat von H-Ras zu ATP erklaren (Rensland
et al., 1994).
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1.2.4 Die GTP Hydrolyse

Bereits 1988 wurde durch den Einsatz von y-O',-0' -O*® isotopenmarkierten GTPyS ge-
zeigt, dass die H-Ras (p21) katalysierte Hydrolyse von GTPyS zu einer Inversion des Ste-
reozentrums der freigesetzten isotopenmarkierten Thiophosphorsaure fiihrt (Feuerstein et
al., 1988). Jeder enzymatische Phosphatgruppentransfer geht mit einer Inversion des Ste-
reozentrums einher. Bei einem Mechanismus, der Uber eine Phosphoenzym-Zwischenstufe
abliefe, kdme es zu zwei Inversionen und die Stereochemie bliebe insgesamt nach der Hyd-
rolyse unverandert. Der aus diesem Ergebnis gezogene Schluss, dass die Hydrolyse durch
einen direkten Wassertransfer stattfindet, hat sich durch zahlreiche Kristallstrukturen besta-
tigt (Scheidig et al., 1994, Scheffzek et al., 1997, Scheidig et al., 1999). Ein konserviertes
Glutamin (GIn61 in H-Ras), dass auf das DxxG Motiv folgt ist essentiell fir die Hydrolyse, da
es das nukleophile, angreifende Wasser in der Néhe desy -Phosphats koordiniert (Frech et
al., 1994, Scheidig et al., 1999). Tatsachlich fihrt eine Mutation dieses Glutamins zu einem
Verlust der Hydrolyseaktivitét in G-Proteinen und ist eine haufige Ursache G-Protein assozi-
ierter Erkrankungen (Barbacid, M., 1987, Bos, J. L., 1989).

Der Mechanismus, der dem Angriff des Wassers zu Grunde liegt, ist noch unbekannt. Insbe-
sondere die Frage, ob er (ber einen Sy2 artigen, assoziativen Ubergangszustand mit einem
pentavalenten y-Phosphat, oder einen dissoziativen Ubergangszustand mit einem hochreak-
tiven Monometaphosphatanion PO5” ablauft, ist Gegenstand aktueller Diskussion (Wittingho-
fer, A., 2005)

Wie in Kapitel 1.2.1 erwahnt, ist die Geschwindigkeit der intrinsischen GTP Hydrolyse sehr
langsam, so dass fir physiologische Prozesse GAPs zur Beschleunigung benttigt werden.
Dabei weisen die GAPs fir verschiedene Unterfamilien kleiner G-Proteine deutlich vonei-
nander abweichende Sequenzen, Strukturen und Interaktionsmuster mit ihren jeweiligen
Zielproteinen auf (Rittinger et al., 1997-1, Bernards A., 2003, Vetter et al., 2005). Ras- und
Rho- GAPs verfligen Uber ein sogenanntes Argininfingermotiv (Rittinger et al., 1997-1,
Scheffzek et al., 1997, Bernards A., 2003, Vetter et al., 2005), das ein konserviertes Arg
(Arg85 in RhoGAP) enthalt. In Kristallstrukturen von RhoGAP mit RhoA im Komplex mit GDP
und AIF, konnte gezeigt werden, wie Arg85 den durch GDP und AIF, simulierten Uber-
gangszustand stabilisiert: Das Aluminiumion liegt als oktaedrischer Komplex vor, dabei bil-
den die vier Fluoridionen eine aquatoriale Ebene. Es bildet eine Linie mit einem Sauerstoff
des B-Phosphats und des angreifenden Wassers. Die Seitenkette des Arg bildet Wasser-
stoffbriicken sowohl zu einem Fluoridion des AlF; als auch zu einem Sauerstoff des [3-
Phosphats aus. Dies ermdglicht es der Guanidinium Gruppe des Arg aufkommende negati-
ve Ladungen sowohl des -y Biiickensauerstoffes im Falle eines dissoziativen Mechani s-

mus, als auch der &quatorialen Sauerstoffe in einem pentavalenten, assoziativen Uber-
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gangszustand zu stabilisieren. Die zweite wichtige Interaktion des Arg ist die Stabilisierung
der RhoA GIn63 Seitenkette (Analog zu H-Ras GIn 61) mittels Interaktion des Hauptketten
Carbonylsauerstoffs mit dem GIn63 Seitenketten Amidstickstoffs. Mit der Einschrédnkung der
konformationellen Freiheit der GIn63 Seitenkette wird auch die Beweglichkeit des durch
GIn63 koordinierten, angreifenden Wassers verringert und dieses so in einer Linie mit dem
Aluminiumion und dem B-Phosphatsauerstoff gehalten (Rittinger et al. 1997-1). Die geschil-
derten Interaktionen des RhoGAP Arg85 mit RhoA sind dabei spezifisch fir den simulierten
Ubergangszustand, und kénnen fiir den RhoGAP-RhoA:GppNHp Komplex nicht beobachtet
werden (Rittinger et al., 1997-2). Die gleichen Interaktionsmuster konnten auch fur andere
GAPs mit Argininfingermotiv beobachtet werden, zum Beispiel fir den RasGAP-p21:GDP /
AlF; Komplex (Scheffzek et al., 1997, Bernards, A., 2003).

Die meisten bekannten GAPs fir Rab Proteine enthalten eine TBC Kerndoméane. Benannt
wurde sie nach dem humanen Onkogen Tre2 sowie den Hefeproteinen Bup2p und Cdcl6,
die allesamt Uber eine vergleichbare Kerndomane verfigen (Neuwald, A. F., 1997, Bernards,
A. 2003). Sie enthalten in einem konservierten IxxDxxR Motiv ein Arg analog zu dem
Argininfingermotiv in Rho und Ras GAPs (Rak et al., 2000). Zusatzlich verfiigen sie in einem
YxQ Motiv mit GIn Uber eine weitere konservierte Aminosaure, die direkt an der Hydrolyse
beteiligt ist (Pan et al., 2006). Im Komplex zwischen dem TBC-Doménen GAP Gyplp und
Rab33:GDP/AIF; bildet das Arg aus dem IxxDxxR Motiv @hnliche Kontakte zu dem Uber-
gangszustandsanalog wie von dem RhoGAP-RhoA Komplex bekannt: Die Guanidinium
Gruppe des Arg bildet Wasserstoffbriicken zu je einem Fluoridion und einem Sauerstoff des
B-Phosphats. Das GIn aus dem Rab33 DxxGQ Motiv bildet jedoch weder einen Kontakt zu
einem der &quatorialen Fluoridionen noch zu dem angreifenden axialen Wasser. Stattdessen
kontaktiert die Seitenkette des GIn das Peptidrickgrat des GAPs am YxQ Motivs: Sie bildet
polare Interaktionen mit dem Hauptkettenstickstoff des Tyrosins und der Hauptkettencarbo-
nylgruppe des GIn aus. Dies erméglicht dem GAP GIn nun, ein dquatoriales Fluoridion zu
koordinieren und das angreifende Wasser in axialer Position zum Aluminium zu stabilisieren.
Das YxQ Motiv wird in Analogie zum Argininfinger auch als Glutamindaumen bezeichnet
(Pan et al., 2006). Durch diesen besonderen katalytischen Mechanismus ist es in hydrolyse-
defizienten Rab Mutanten ohne GIn nach dem DxxG Motiv moglich, durch Einsatz von TBC
Doménen GAPs die Hydrolyseaktivitat teilweise zu regenerieren, da das fiir die Hydrolyse
notwendige Glutamin von dem GAP selbst gestellt wird (Pan et al., 2006).
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1.2.5 Effektorinteraktionen

Als Effektoren von G-Proteinen werden im Allgemeinen Proteine bezeichnet, die bevorzugt
mit der GTP-gebundenen Form bestimmter G-Proteine interagieren (Hutagalung et al., 2011,
Vetter et al., 2001). Durch die Bindung des Effektors wird dieser an dem zellularen Kompar-
timent des entsprechenden G-Proteins lokalisiert und/oder im Effektor eine strukturelle Ande-
rung induziert, die zu seiner Aktivierung fuihrt (McCormick et al., 1996). Es gibt vielfaltige Me-
chanismen, welche Effektoren befahigen sowohl zwischen dem aktiven und inaktiven Zu-
stand sowie verschiedenen G-Proteinen zu diskriminieren. Die Effektoren einiger kleiner G-
Protein Unterfamilien wie die Ras Effektoren weisen konservierte Bindedomanen fur ihr je-
weiliges Zielprotein auf und ihre Struktur wird durch die Bindung nur moderat beeinflusst
(McCormick et al., 1996, Herrmann, C., 2003). Viele der bekannten Ras bindenden Doma-
nen (RBD) der Effektoren der Ras Unterfamilie weisen dieselben Sekundarstrukturelemente

BRapBap auf und nehmen damit eine Ubiquitin-Faltung an (Herrmann, C., 2003).

C-Term. ~~._ /

Abb. 1.2.5.1: Rap1A:GppNHp (grau) im Komplex mit der RBD Domaéane von Raf (gelb). (Kristallstruk-
tur: Nassar et al., 1995). Das RBD 2 und das Rap1A (32 Faltblatt sind rot, die Switch Regionen blau
markiert

Auch die Interaktionsmuster der verschiedenen RBD Doménen mit Ras Proteinen ahneln
sich in den bisher geldsten Kristallstrukturen sehr: Grundlage der Effektorbindung ist die In-
teraktion des 32 der RBD mit dem 32 der G-Domane. Das Resultat ist ein intermolekulares,
antiparalleles B-Faltblatt, das im Wesentlichen durch ionische Seitenketten Interaktionen
stabilisiert wird (Nassar et al., 1995, Scheffzek et al., 2001, Herrmann, C., 2003) (Abb.
1.2.5.1).

Im Kontrast dazu bilden andere Effektoren wie der Ran Effektor Importin B mit einem Grol3-
teil ihres Proteinkorpers Interaktionen mit ihrem Zielprotein aus und umgeben es wie eine
Manschette, was einen deutlichen und globalen Einfluss auf die Struktur und Rigiditat des
Importin B hat (Vetter et al 1999).
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Mittels Sequenzvergleichen haben Jose B. Pereira-Leal und Miguel C. Seabra in Rab Protei-
nen finf Regionen definiert, die spezifisch fir diese Ras Unterfamilie sind und sie mit RabF1
bis RabF5 (Rab family motif) bezeichnet. RabF1 liegt in der mutmafilichen Rab Switch 1 Re-
gion (Schleife 2-B2), wahrend die anderen vier Motive in der Umgebung des Switch 2 zwi-
schen den Faltblattern 33 und 34 gebundelt sind (Abb. 1.2.5.2 links) (Pereira et al., 2000). In
fast allen bekannten Kristallstrukturen von Rab Proteinen mit ihren Effektoren sind drei als
hydrophobe Triade bezeichnete, konservierte Aminoséuren direkt an der Effektorbindung
beteiligt: Phenylalanin und Tryptophan aus der Interswitch Region sowie ein Tyrosin aus
Switch 2 (F58, W75 und Y90 in Rab5) (Merithew et al., 2000, Ostermeier et al., 1999,
Kukimoto et al., 2008, Chavas, et al., 2008).

Abb. 1.2.5.2:
Links: Rab3A:GppNHp. Rechts: Rab3A:GppNHp im Komplex mit Rabphilin3A. (Kristallstruktur: Os-
termeier et al., 1999). Rab3A ist grau, Rabphilin3A gelb dargestellt. Die Switch Regionen sind blau,
die RabF Motive rosa, und die CDR Motive griin markiert, das RabF1 Motiv in der Switch 1 Region ist
nicht gesondert gekennzeichnet. Die Aminosadureseitenketten der hydrophoben Triade sind rot her-
vorgehoben.

Desweiteren existieren in Rab Proteinen vier gering konservierte Regionen, die jedoch in-
nerhalb einer Rab Unterfamilie hohe Sequenzibereinstimmungen aufweisen koénnen:
RabSF1-RabSF4 (Rab subfamily motif) (Moore et al., 1995). Dabei enthalten RabSF1,
RabSF3 und RabSF4 die drei Rab CDRs (Complementary determining region), die eine es-
sentielle Funktion in der Effektorerkennung haben (Ostermeier et al., 1999, Pereira et al.,
2000, Kukimoto et al., 2008, Chavas, et al., 2008).

Die Kristallstruktur des Rab3A-Rabphilin3A Komplexes zeigt, dass die hydrophobe Triade
neben der Switch-/Interswitch-Region eine zentrale Position in der Interaktion mit dem Effek-
tor einnimmt (Abb. 1.2.5.2 rechts). Die CDRs (RabSF1, RabSF3 und RabSF4) bilden eine
weitere Interaktionsflache mit der Rabphilin3A RBD (Rab bindende Domane) in Form einer
Bindetasche aus (Ostermeier et al., 1999). Ahnliche Interaktionsmuster wie fir Rab3A und
Rapphilin3A, trotz deutlich verschiedener RBD der jeweiligen Effektoren, konnten fir Rab27
und Rab7 festgestellt werden (Kukimoto et al., 2008, Chavas, et al., 2008, Wu et al., 2005).
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Nicht alle Rab-Effektor Interaktionen beinhalten jedoch die CDR. Die Rab5:Rabaptin5,
Rabl11:FIP2/FIP3, Rab6:GCC185 Interaktionen sowie die von Rab4 und Rab22 mit der
Rabenosyn5 RBD finden in den Kristallstrukturen ausschlief3lich Gber die Switch / Interswitch
Region sowie die hydrophobe Triade statt (Eathiraj et al., 2005, Eathiraj et al., 2006, Zhu, et
al., 2004, Burguete et al., 2008).

Die Frage, welche Wechselwirkungen die Spezifitat eines Rab Proteins zu seinen Effektoren
bestimmen, ist nicht abschlieRend geklart. Die hydrophobe Triade sowie die RabF Motive
sind konserviert, gangige Modelle sehen die Selektivitat daher in den CDR bzw RabSF Moti-
ven (Ostermeier et al., 1999, Huber, et al., 2005) oder in der Sequenzvariabilitat der Switch /
Interswitch Region begriindet (Eathiraj et al., 2005, Kukimoto et al., 2008).

Bei allen Unterschieden ist den bekannten Interaktionen zwischen kleinen G-Proteinen und
ihren jeweiligen Effektoren gemein, dass sie grundsatzlich die Switch 1- und/oder die
Switch 2-Region beinhalten, mutmalfilich als Determinante des G-Protein Zustands (Vetter et
al., 2001).

1.2.6 Steuerung kleiner G-Proteine: Darstellung konstitutiv aktiver/inaktiver Proteine

Die Funktionsweise von kleinen G-Proteinen als molekulare Schalter bedingt zwei Eigen-
schaften, denen bei der zellbiologischen Erforschung dieser Proteinklasse Rechnung getra-
gen werden muss:

1.) Sie kdnnen in Abhangigkeit von inrem gebundenen Nukleotid in zwei verschiedenen Akti-
vierungszustanden vorliegen. Jeder Zustand hat sein eigenes Set an regulatorischen Protei-
nen und Effektoren, mit denen das kleine G-Protein in Wechselwirkung treten kann. Abhan-
gig vom jeweiligen kleinen G-Protein kann auch die Lokalisation in der Zelle vom Zustand
abhangig sein.

2.) Durch Hydrolyse von GTP zu GDP sowie die Freisetzung und Rickbindung von Nukleoti-
den kdnnen kleine G-Proteine zwischen dem aktiven und inaktiven Zustand wechseln.

Die Erforschung kleiner G-Proteine bedarf also der Charakterisierung beider Aktivierungszu-
stande. Dazu ist es erforderlich, gemachte Beobachtungen eindeutig dem aktiven oder dem
inaktiven Zustand zuordnen zu kénnen. Am einfachsten ist dies zu erreichen indem sicher-
gestellt wird, dass das zu beobachtende kleine G-Protein nur in einem Zustand vorliegen
kann. In vitro kann ein definierter Aktivierungszustand erzielt werden, indem die Beladung
des kleinen G-Proteins durch das Medium und die in ihm enthaltenen Nukleotide vorgegeben
wird. Dabei ist zu beachten, dass viele kleinen G-Proteine Uber intrinsische Hydrolyseaktivi-
taten verfigen (in der GréRenordnung von ~10“-10" s™ fiir Ras Proteine (Wittinghofer et al.,
2011)), die bei der Beobachtung aktiver kleiner G-Proteine experimentell nicht vernachlas-

sigbar sind: Halbwertszeiten im Bereich von ~2 h bedeuten bereits nach ~12 min die Hydro-
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lyse von 10 % des Nukleotides und damit eine signifikante Verfalschung der Ergebnisse. Die
Losung in vitro ist der Einsatz von nicht hydrolysierbaren GTP Analoga wie dem B,y-
Imidodiphosphat GppNHp oder der 3,y-Methylendiphosphonsaure GppCH,p (Abb1.2.6.1).

Abb1.2.6.1:
Links: Acrylguanosin 5"-(B,y-Imido)-Triphosphat (GppNHp)
Rechts: Acrylguanosin 5”-(,y-Methylen)-Triphosphat (GppCH.p)

Beide GTP-Analoga enthalten anstelle des B,y-Phosphatestersauerstoffes einen Substituen-
ten, der fur die Hydrolyse durch kleine G-Proteine nicht zuganglich ist. Dabei ahnelt die
P-N-P Struktur im Imidodiphosphat in Bindungswinkel und Lange dem P-O-P Phosphatester:
Die Bindungswinkel fur P-N-P bzw. P-O-P betragen 127,2° und 128,6°, die Bindungsl&ngen
fur eine P-N bzw. eine P-O Bindung 1,68 und 1,63 A (Larsen et al., 1969, Johnson et al.,
2003). Die Abweichungen von der Phosphatesterstruktur sind im Fall des Methylendiphos-
phonats gréRer: Der P-C-P Winkel ist ~10° flacher als der P-O-P Winkel, die Bindungsléange
einer C-P Bindung ist ~0.21 A langer als eine O-P Bindung (Engel, R., 1976, Larsen et al.,
1969). Die strukturellen Unterschiede von Imidodiphosphat und Methylendiphosphonat zu
Pyrophosphat kdnnen zu veranderten Affinitaten der Zielproteine zu ihren derart modifizier-
ten Nukleotiden flihren, ungeachtet dessen resultiert ihre Bindung jedoch in der Aktivierung
kleiner G-Proteine. Beide Substituenten werden daher erfolgreich als nicht hydrolysierbare
Triphosphat-Analoga eingesetzt (Snyder et al., 1979, Sydor et al., 1998, Johnson et al.,
2003).

Im lebenden System ist es schwieriger, einen definierten Aktivierungszustand eines kleinen
G-Proteins zu erreichen: Die zur Bindung verfugbaren Nukleotide werden in vivo durch die
zellulare Umgebung vorgegeben. Dariiber hinaus wird der Aktivierungszustand durch die
gegenwartigen regulatorischen Proteine beeinflusst (Kap.1.2.1).

Da in zellularen Systemen keine manipulative Kontrolle des Mediums maglich ist, werden in
den untersuchten Proteinen durch Mutationen Praferenzen fur bestimmte Nukleotide oder
Aktivierungszustande induziert. Haufig finden dazu in Ras die Mutationen S17N und Q61L
Anwendung, welche das jeweilige Protein praferentiell im inaktiven bzw. aktiven Zustand
halten (Feig et al., 1988, Der et al., 1986, Moodie et al., 1995).

Serl7 ist Uiber seine Seitenketten Hydroxylgruppe an der Koordination des Mg?* lons beteiligt
(Kap. 1.2.3). Substitution von Serl7 durch Asn veréndert die Koordination des Magnesiums

und fihrt eine sterisch anspruchsvolle Gruppe in die phosphatbindende Tasche ein. Dies
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resultiert fir Ras in einer um den Faktor ~25 herabgesetzten Affinitdt zu GTP (Feig, L. A.,
1999, John et al., 1993). Dieser Effekt ist beziiglich der Bindung von GDP schwécher ausge-
préagt, so dass GDP mit einer ~20-fach hoheren Affinitat tber GTP gebunden wird (Feig et
al., 1988, Farnsworth et al., 1991, Feig, L. A., 1999). Der relativ geringe Unterschied der Affi-
nitdten der S17N Mutante zu GDP bzw. GTP lasst die zellularen Nukleotidkonzentrationen
zu einem wichtigen Faktor fir den Aktivierungszustand der Mutante werden. Dabei sind die
Nukleotidkonzentrationen in vielen Zellen Schwankungen unterworfen: In Hefezellen liegt
das Verhéltnis von GTP zu GDP in Abhéngigkeit von dem Wachstumsstadium und Nah-
rungsangebot der Zellen zum Beispiel zwischen 4:1 und 1:1 (Rudoni et al., 2000).

Die Aminosaure GIn61 hat eine essentielle Funktion in der Hydrolyse von GTP zu GDP (Kap.
1.2.4). Mutationen dieser Aminosaure fihren zu einem Verlust der Hydrolysefahigkeit und
sind als Katalysatoren der Entstehung verschiedener Krebsarten bekannt (Burman et al.,
2010). Die Q61L Mutante schaltet die Hydrolysefahigkeit von kleinen G-Proteinen nicht in
jedem Fall vollstandig aus. So ist die Hydrolyserate von Rab5 Q79L im Vergleich zum Rab5
Wildtyp zwar um den Faktor ~100 reduziert, nicht jedoch eliminiert (Stenmark et al., 1994).
Auch die Hydrolysefahigkeit von Rab7 Q67L wird nicht vollstdndig ausgeschaltet (unverof-
fentlichte Daten). Weiter erschwert wird die Verwendung der Q61L Mutante in Rab Proteinen
in vivo durch den besonderen Katalysemechanismus der Rab TBC Domanen GAPs im Ver-
gleich zu Ras und Rho GAPs (Kap. 1.2.4). TBC Domanen GAPs fiihren ein eigenes Gluta-
min in das aktive Zentrum von Rab Proteinen ein und kénnen so das Fehlen des Rab eige-
nen Glutamins kompensieren und die GAP stimulierte Hydrolysefunktion wiederherstellen
(Pan et al., 2006).

Beide Mutanten fuhren in kleinen G-Proteinen also nur zu Praferenzen fir einen bestimmten
Zustand. Sie gewabhrleisten keine absolute Kontrolle tber den Aktivierungszustand eines
kleinen G-Proteins. Zuséatzlich sind beide Mutationen in Regionen lokalisiert, die einen direk-
ten Einfluss auf die Nukleotidbindung und Interaktion mit Proteinregulatoren und Effektoren
haben. Veranderungen in diesen Regionen kénnen schwer vorhersehbare Auswirkungen auf
die Struktur des kleinen G-Proteins und damit auf die Wechselwirkungen mit seinen Interak-
tionspartnern haben.

Von der H-Ras S17N Mutante ist bekannt, dass sie einen inhibitorischen Effekt auf endoge-
ne Ras Aktivitat hat (Powers et al., 1989). Die Ursache dafir ist eine im Vergleich zu nattrli-
chen Ras Proteinen erhdhte Affinitat zu Ras GEFs und damit eine Verringerung des GEF-
Pools, der zur Aktivierung von Ras Proteinen zur Verfigung steht (Feig, L. A., 1999,
Shuliang et al., 2004). Die erhdhte Affinitat der S17N Mutante zu GEFs begriindet sich zum
einen mit der geringeren Affinitdt der Mutante zu Nukleotiden durch den sterisch anspruchs-
volleren Asparaginrest und die veradnderte Koordination des Magnesiumions in der phos-

phatbindenden Tasche. Diese erschwert die durch GDP/GTP induzierte Dissoziation des
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Ras S17N:GEF Komplexes. Zum anderen weisen S17N Mutanten aber auch in nukleotid-
freier Umgebung eine hohere Affinitat zu GEFs auf als die jeweiligen Wildtypen (Lai et al.,
1993, Feig, L. A., 1999).

Obwohl die S17N Mutanten in der Lage sind GTP zu binden, konnte gezeigt werden, dass
GTP gebundenes H-Ras S17N in vitro seinen downstream Effektor adenylyl cyclase nicht
mehr aktivieren kann (Farnsworth et al., 1991). Die veranderte Koordination von Mg®* durch
Asnl7 wirkt sich hier auf die Switch 1 Region aus, die im aktiven Zustand tber Seitenkette
von Thr35 ebenfalls einen direkten Kontakt zum Magnesium ausbildet (Feig, L. A., 1999).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es gegenwartig keine Mdglichkeit zur eindeu-
tigen manipulativen Kontrolle des Nukleotidzustandes von kleinen G-Proteinen in vivo gibt.
Die gegenwartig verwendeten Mutanten weisen nur eine Praferenz fir einen Zustand auf,
sind jedoch prinzipiell in der Lage sowohl GDP als auch GTP zu binden. Damit kénnen sie
auch den Wechsel zwischen den GDP bzw. GTP gebundenen Zusténden in vivo vollziehen.
Die Mutationsstellen befinden sich in den G-Motiven und haben teilweise deutlich vom Wild-
typen abweichende Interaktionsmuster mit ihren Proteinregulatoren und Effektoren.

Durch die Kombination chemischer und biologischer Methoden sollen diese Probleme geldst
werden: Ein mit einer Acrylgruppe modifiziertes Nukleotid soll mit einem durch Mutation in
das Zielprotein eingefuhrtes Cystein zur Reaktion gebracht werden. Die resultierende kova-
lente Verbindung von Nukleotid und Protein wiirde eine Anderung des Aktivierungszustan-
des auch in vivo unterbinden. Damit soll es ermdglicht werden, den Aktivierungszustand des
Zielproteins ohne Beeinflussung der effektor- und regulatorrelevanten Bindungsstrukturen
festzulegen und so die Auswirkungen der Modifikation auf die Proteinstruktur und Funktion

ZU minimieren.
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1.2.7 Kovalente Verbindung von Nukleotid und Protein: Die Michael-1,4-Addition

Ein wichtiges Kriterium fir die Etablierung von Reaktionen an Proteinen ist aufgrund der
Vielzahl an gegenwartigen reaktiven Gruppen ihre Selektivitt. Eine grof3e Zahl von Reaktio-
nen zur kovalenten Modifikation von Proteinen, die absolute Selektivitdt und Bioorthogonali-
tat gewahrleisten, sind heutzutage bekannt. Prominente Vertreter sind die Diels-Alder Reak-
tion (Reaktion zwischen einem konjugierten Dien und einem substituierten Alken (Diels et al.,
1929)), oder die Azid-Alkin Zykloaddition (Cu(l) katalysierte Reaktion zwischen einem Alkin
und einem Azid (Rostovtsev et al., 2002)). Aber auch Reaktionen wie die Oxim-Ligation
(Kondensation eines Oxyamins mit einem Keton oder Aldehyd) und viele weitere (Chen et
al., 2011), sind gut etabliert. Allen diesen Reaktionen ist jedoch gemein, dass im Vorfeld eine
synthetische Gruppe mittels chemischer oder biochemischer Methoden in das Protein einge-
fuhrt werden muss. Um das zu vermeiden, wurde sich in dieser Arbeit fur die Michael-1,4-
Addition entschieden. Im Gegensatz zu den vorher genannten Reaktionen kann sie an der
Seitenkette der natirlichen Aminosaure Cys stattfinden.

Als Michael-1,4-Addition, benannt nach dem amerikanischen Chemiker Arthur Michael
(1853-1942), bezeichnet man die Additionsreaktion von einem Nukleophil mit einem aktivier-
ten Alken oder Alkin unter Ausbildung einer Kohlenstoff-Kohlenstoff Bindung (Michael, A.,
1887). Als Nukleophile, auch Michael-Donor genannt, wurden urspriinglich Enolate verwen-
det, heute sind jedoch eine Vielzahl funktioneller Gruppen mit geeigneter Nukleophilie fur die
Michael-1,4-Addition gebrauchlich. Reaktionen mit Nichtkohlenstoffnukleophilen wie Aminen,
Thiolen oder Phosphinen werden als Michael-artige, oder allgemeiner als konjugierte Additi-
onen bezeichnet (Abb.1.2.7.1) (Mather et al., 2006).

Abb.1.2.7.1: Allgemeines Reaktionsschema einer konjugierten Addition.
Nu: Nukleophil. EzG: Elektronen ziehende Gruppe.

Michael-Akzeptoren sind stets ungesattigte Verbindungen, die eine elektronenziehende
Gruppe (EzG) haben, die Resonanz ermdglicht. Die EzG verringert die Elektronendichte des
B-Kohlenstoffs der Alkenylgruppe und stabilisiert die negative Ladung im Ubergangszustand.
Es gibt eine Vielzahl geeigneter EzG, ihr Spektrum reicht von Ketonen, Aldehyden und Es-
tern Gber Amide bis zu Nitroverbindungen, Cyaniden und Sulfonen. Dabei hat die Starke des
von der EzG induzierten negativen mesomeren Effekts einen entscheidenden Einfluss auf
die Reaktivitat des Michael-Akzeptors (Clayden et al., 2000).
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In der geplanten Modifikationsreaktion fungiert die Acrylgruppe des Acrylguanosin-
nukleotides als Michael-Akzeptor, die Thiolfunktion des durch Mutation in das kleine G-
Protein eingefuhrten Cysteins als Michael-Donor (Abb., 1.2.7.2). Die Carbonylfunktion der
Acrylgruppe induziert durch ihren negativen mesomeren Effekt im 3-Kohlenstoff eine positive
Partialladung. Die deprotonierte Thiolgruppe des Cysteins kann daher am B-Kohlenstoff als
Nukleophil angreifen, die dabei Gibertragene negative Ladung wird durch Delokalisation zwi-
schen dem a-Kohlenstoff und der EzG Mesomerie-stabilisiert. Durch einen Protonentransfer
auf den a-Kohlenstoff wird schlieBlich das thermodynamisch  beglinstigte
1,4-Additionsprodukt gebildet (Clayden et al., 2000).

Abb.1.2.7.2: Konjugierte Addition des Acrylrestes und einer Cystein Thiolgruppe.
K;: Dissoziationskonstante des Thiols
ko/ko: Geschwindigkeitskonstanten der Thioetherbildung/Dissoziation

Die Gleichgewichtkonstanten K; und K, hangen von der Basizitat der Umgebung sowie der
EzG ab: Die Gegenwart starker Basen verlagert das Gleichgewicht K; auf die Seite des de-
protonierten Nukleophils. Eine geringe Elektronendichte am Carbonylkohlenstoff vergréRert
die Elektrophilie des B-Kohlenstoffs und begiinstigt so die Bildung des Ubergangszustandes
im Gleichgewicht K, (Mather et al., 2006). Dieser Effekt kann durch den Einsatz von Lewis
Sauren wie AICI; und ZnCl, vergrof3ert werden: durch Ausbildung koordinativer Bindungen
zur Carbonylgruppe verringern sie die Elektronendichte am Carbonylkohlenstoff (Hauser et
al., 1940).

Durch den Einsatz geeigneter Basen und geschickte Wahl der EzG kann also die Selektivitat
der konjugierten Addition fir bestimmte Nukleophile eingestellt werden. Zusatzlich gibt es
unter biokompatiblen Bedingungen in Proteinen mit Thiolen nur eine Gruppe gut geeigneter
Nukleophile: Da die Partialladung am B-Kohlenstoff der meisten Michael-Akzeptoren nur ge-
ring ausgepragt ist, genlgt die elektrostatische Anziehung zwischen den Reaktanden als
treibende Kraft der Additionsreaktion nicht. Wichtig ist eine groRtmogliche Uberlappung des
hdchsten besetzten Orbitals (HOMO) des Donors mit dem niedrigsten unbesetzten Orbital
(LUMO) des Akzeptors. Reaktionen, die nicht elektrostatisch, sondern durch Orbitaliberlap-
pung angetrieben werden, bevorzugen volumindse, gut polarisierbare Nukleophile wie
Phosphane, lodide, Thiolate und in deutlich geringerem Maf3e Amine und Carbanionen, wah-
rend Alkohole nur schwer und Carbonsauren und Amide effektiv nicht zur Reaktion zu brin-
gen sind (Clayden et al., 2000).
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Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der konjugierten Addition ist der nukleophile An-
griff auf den B-Kohlenstoff des Michael-Akzeptors (Abb.1.2.7.2, Gleichgewicht K;) (Mather et
al., 2006): Die Reaktion 2. Ordnung ist abhéngig von der Konzentration beider Reaktanden.
Die Thiolatkonzentration kann Uber den pH-Wert geregelt werden, wahrend die Acrylylkon-
zentration durch die Nukleotidbindung in der G-Domaéane im Radius der Linkerlange lokal er-
hoht ist. Mittels dieser Konzentrationskontrolle soll die Selektivitdt auch zwischen verschie-
denen Cysteinen gewdhrleistet und eine Mehrfachmodifikation z. B. an den gut zuganglichen
C-terminalen Cys von Rab Proteinen vermieden werden.

Der entscheidende Vorteil der konjugierten Addition gegeniber den bioorthogonalen Metho-
den ist, dass keine synthetische Gruppe in das Protein eingeflihrt werden muss. Es ist die
Kombination aus der gut regulierbaren Reaktivitéat des Michael-Akzeptor-Donor Paares und
die Moglichkeit, eine natirliche Aminosdure als Nukleophil verwenden zu kdnnen, die die

konjugierte Addition zu einem nitzlichen Werkzeug selektiver Proteinmodifikation macht.

1.2.8 Acrylguanosin und Rablb als Akzeptor-Donor Paar

Abb. 1.2.8.1: 9-(B-D-Ribofuranosyl)-((6-ox0-6,9-dihydro-1H-purin-2-ylamino)propyl)acrylamid,
nachfolgend ,Acrylguanosin“ genannt.

In Abb.1.2.8.1 ist Acrylguanosin als Vorstufe der Nukleotide zu sehen, die in dieser Arbeit zur
Modifikation von kleinen G-Proteinen eingesetzt werden sollen. Das Guanosin ist an seiner
Purin 2-Position als Amin mit einem 1,3-Diaminopropyllinker modifiziert. Die funktionelle
Gruppe fir die konjugierte Addition ist ein als Amid gebundener Acrylrest.

Die kovalente Modifikation kleiner G-Proteine mit Acrylguanosinnukleotiden erfordert die Ge-
genwart von Cys im kleinen G-Protein (Kap.1.2.7). Die Seitenkette des Cys muss sterisch
zugéanglich sein und in einer Entfernung zur Purin 2-Aminogruppe des gebundenen Nukleoti-
des liegen, die die Lange des Linkers mit der Acrylgruppe nicht Uiberschreiten, aber auch
nicht wesentlich geringer sein darf. Nur so kann durch die Bindung des Nukleotides eine lo-
kal erhdhte Acrylylkonzentration an der gewlinschten Cysteinseitenkette generiert und die

Selektivitat gegentber anderen Cys im kleinen G-Protein gesteuert werden (Kap. 1.2.7).
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Als aussichtsreiche Positionen fur die Einfiihrung von Cys wurden Leu an Position 125 und
Lys an Position 153 in Rablb gewahlt (Abb. 1.2.8.2).

Abb. 1.2.8.2: Links: Rablb im Komplex mit GppNHp (Kristallstruktur: Miller et al., 2010). Die Struktur
wurde mit PyMOL modifiziert: Die Aminoséuren Leul25 und Lys153 (rot) wurden durch Cysteine er-
setzt, dabei wurde die Orientierung der Seitenketten beibehalten. An die Purin 2-Aminogruppe wurde
der Propyllinker mit der Acrylamidfunktion modelliert. Die Konformation des Linkers wurde so gewabhilt,
dass der Abstand des Acrylyl B-Kohlenstoffs zur Purin 2-Aminogruppe maximal ist.

Rechts: VergroRerter Ausschnitt der Region um beide Mutationsstellen. Trotz Modifikation der Pu-
rin 2-Aminogruppe mit dem Propyllinker ist die fur die Nukleobasenerkennung wichtige Wasserstoff-
brickenbindung zwischen Asp124 und der Purin 2-Aminogruppe theoretisch weiter maglich.

Leul25 ist nicht an der Nukleotidbindung beteiligt und kein Bestandteil eines konservierten
Motivs in Rab Proteinen. Lys153 hingegen ist Teil des G5 SAK Motivs (Bourne et al.,1991,
Rensland et al., 1995), welches Anteil an der Diskriminierung zwischen Adenin- und Guanin-
nukleotiden hat sowie an der Nukleotidbindung beteiligt ist (Kap. 1.2.3) (Rensland et al.,
1994). Keine der beiden Aminosauren ist Bestandteil eines RabF Motivs oder einer CDR, die
Mutationen an diesen Stellen sollten daher keinen Einfluss auf Interaktionen mit Effektoren
haben (Kap. 1.2.5). Die Entfernungen der Schwefelatome von Cys125 und Cys153 zu dem
Stickstoff der Purin 2-Aminogruppe wurde mittels PyMol anhand der Kristallstruktur in Abb.
1.2.8.2 ermittelt. Der Abstand betragt 3,6 A fiir Cys125 und 4,7 A fiir Cys153. Diese Abstén-
de gelten fur den Fall, dass die Cysteinseitenketten dieselbe Konformation annehmen wie
die Seitenketten der Aminosauren Leul25 und Lys153 in der Kristallstruktur. Die tatsachli-
chen Orientierungen der Cysteinseitenketten sind jedoch nicht bekannt, ebenso der Einfluss
der Mutationen auf die Struktur der Schleifen a4-B5 (Cys125) und a5-$6 (Cys153).

Der Linker am Acrylguanosin wurde unter Berlcksichtigung der Tatsache konzipiert, dass
die realen Abstande zwischen den Cys Thiolen und der Purin 2-Position grof3er sein kdnnen
als 3,6 bzw. 4,7 A. Er hat von dem Stickstoff der Purin 2-Aminogruppe zum B-Kohlenstoff
des Acrylylrests eine Lange von 8,7 A. Als Modifikationsstelle zur Einfiihrung des Linkers am

Guanosin wurde die Purin 2-Position gewahlt.
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Eine denkbare Alternative waren die 2° bzw. 3" Positionen der Ribose gewesen, da sie kei-
nerlei Proteinkontakte haben. Die Vorteile der Purin 2-Position liegen zum einen in der raum-
lichen Nahe zu den geplanten Mutationsstellen im Rablb, zum anderen in der Chemie be-
grundet: die 2", 3" Hydroxylgruppen sind sich chemisch sehr &hnlich, Substitutionsreaktionen
resultieren in Gemischen aus 2° und 3" modifizierten Nukleosiden.

Die Purin 2-Aminogruppe bildet Gber eines seiner Wasserstoffe neben dem Wasserstoff des
Purin 1-Stickstoffs des Guanins eine Wasserstoffbriickenbindung zum Aspl124 (Aspl19 in
H-Ras) des G4 NKxD Motivs aus (Pai et al., 1990). Durch Verknlpfung des Propyl-Linkers
mit dem Guanin Uber ein sekundares Amin (Abb. 1.2.8.2, rechts) bleibt jedoch ein Proton der
Aminogruppe erhalten, so dass die Wasserstoffbriickenbindung zum Aspl19 theoretisch

weiter moglich ist.

¥ Switch 1

Abb. 1.2.8.3: Links: Rablb im Komplex mit GppNHp (Kristallstruktur: Muller et al., 2010). Die Struktur
wurde mit PyMOL modifiziert: Die Aminosaure Leu 125 wurde durch Cystein ersetzt und kovalent mit
dem Acrylnukleotid verknipft. Die Struktur wurde mit dem molecular sculpting Algorithmus von
PyMOL simuliert.

Rechts: Vergroerter Ausschnitt der Region um die Cys 125 Mutationsstelle.

Abb. 1.2.8.3 stellt eine mit Hilfe von PyMOL erstellte Simulation der kovalenten Bindung von
AcrylGppNHp an das Cys125 der Rablb L125C Mutante dar.
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1.3 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Acrylguanosinnukleotide AGMP, AGDP, AGTP sowie
das nicht hydrolysierbare AGTP Analog AGppCH,p synthetisiert werden. Am Beispiel von
Rab Proteinen soll untersucht werden, ob durch kovalente Bindung dieser Nukleotide an ein
kleines G-Protein dessen Aktivierungszustand quantitativ und irreversibel definiert werden
kann. Die Charakterisierung der Interaktionen des modifizierten kleinen G-Proteins mit sei-
nen Regulatoren und Effektoren in vitro soll im Vergleich zum Wildtypprotein Aufschluss Uber
den Einfluss der kovalenten Modifikation auf die Eigenschaften des kleinen G-Proteins ge-
ben. Ziel ist es schlie3lich zu prifen, ob das kovalent modifizierte Protein auch in vivo auf
naturliche Weise in Abh&ngigkeit von dem gebundenen Nukleotid mit seinen Interaktions-
partnern in Wechselwirkung tritt.

Im Hinblick auf die zellbiologischen Experimente wurden Rab-Proteine als Modellsystem
ausgewahlt. Ihre Lokalisation in der Zelle ist abh&ngig vom gebundenen Nukleotid, und nur
prenylierte Rab-Proteine kénnen membranassoziiert vorliegen. Die Beobachtung der Lokali-
sation eines Rab-Proteins kann Ruckschlisse Uber eine C-terminale Prenylierung erlauben.
Damit steht ein einfacher Nachweis der C-terminalen Modifikation mit Prenylgruppen durch
zellulare Proteine/Enzyme zur Verfiigung.

Mit Rablb steht flr diese Arbeit ein biochemisch bereits ausgezeichnet charakterisiertes
Protein zur Verfigung: Rablb reguliert den vesikuldren Transport zwischen dem Endoplas-
matischen Retikulum und dem Golgi Apparat (Plutner et al., 1991). Die Kristallstruktur wurde
unter anderem im Komplex mit der GEF Doméne des Legionella pneumophila Proteins DrrA
gelost (Schoebel et al., 2009). Dartber hinaus sind die Mechanismen und beteiligten Protei-
ne der posttranslationalen Prenylierung von Rablb bekannt (Wu et al., 2009) sowie mindes-
tens ein Vertreter aus jeder Gruppe essentieller Interaktionspartner (GDI, GEF, GAP, Effek-
toren) (Machner et al., 2007, Pfeffer et al., 1995, Sklan et al., 2007, Fischer et al., 2005,
Hyvola et al., 2006).

Am Beispiel von Rab1b soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob die kovalente Modifikation
von kleinen G-Proteinen mit Acrylguanosinnukleotiden geeignet ist, den Aktivierungszustand
eines kleinen G-Proteins irreversibel zu definieren, ohne die Proteinfunktionalitat zu beein-
trachtigen. Die Mikroinjektion von kovalent nukleotidgebundenem eGFP-Rablb in HeLa Zel-
len soll schlie3lich Aufschluss geben, ob das Konzept der kovalenten Nukleotidbindung auch
in zellbiologischen Experimenten anwendbar ist.

Das Ziel ist es, mit diesen Daten den Grundstein zu legen fur eine neue Methode zur Mani-
pulation von kleinen G-Proteinen, die nicht auf Mutationen im aktiven Zentrum der Proteine

angewiesen ist und so die natirlichen Proteineigenschaften weitestgehend erhélt.
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2 Synthese des Acrylguanosins

In diesem Kapitel sollen die einzelnen Syntheseschritte dargestellt werden, die zum Acryl-
guanosin als Ausgangsstoff fir nachfolgende Phosphorylierungen gefiihrt haben. Die Reak-
tionskontrollen werden hier nur als HPLC Chromatogramme dargestellt. Die Beschreibung
der Durchfuhrung der Umkehrphasen HPLC und anderer Analysemethoden findet sich im
Kap. 7 ,Material und Methoden“. *H-NMR und **C-NMR Spektren sowie die Ergebnisse von
HR-ESI-MS werden unter den systematischen Namen der einzelnen Zwischenstufen und

Produkte im Kap. 4 ,,Analytik* angegeben.

Abb. 2.1: Retrosyntheseschema

Schlusselreaktion der im Retrosyntheseschema (Abb. 2.1) dargestellten Synthesestrategie
ist eine modifizierte Form der Sandmeyer-Reaktion zur Substitution von aromatischen Ami-
nen durch Brom, Chlor oder Cyan (Sandmeyer, T., 1884). In der durch Kupfer katalysierten
Sandmeyer-Reaktion zwischen einem aromatischen Amin, einem Nitritsalz und Chlor- oder
Bromwasserstoff greift das Amin als Nukleophil ein Nitrosylkation an. Durch Wasserabspal-
tung entsteht aus dem in der Addition entstandenen Nitrosamin ein Diazoniumkation. Reduk-
tion durch Cu (1) fuhrt zum Zerfall in elementaren Stickstoff und die eigentliche reaktive Spe-
zies: ein Arylradikal, welches nun mit dem Halogen in einer radikalischen Addition reagiert
(Kochi, J. K., 1957).
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Die hier verwendete modifizierte Reaktion wurde von J. |. G. Cadogan et al. beschrieben und
ermdglicht die Substitution auch von heterozyklischen Aminen durch Brom ohne die Gegen-
wart von Kupfer (Abb. 2.2).

Abb. 2.2: Substitution der Purin C2 Aminogruppe durch Brom

Als Nitrosylquelle wird Isoamylnitrit anstelle eines Nitritsalzes verwendet und Bromoform an-
stelle von Bromwasserstoff oder einem Bromsalz. Die Zugabe von katalytischen Mengen
Cu () ist nicht notwendig, das Reduktionspotential von Brom ist ausreichend, um das
Diazoniumkation zu reduzieren (Cadogan et al., 1966, Luo et al. 2009).

Als Ausgangssubstanz wird 2,3,5-Triacetylguanosin verwendet. Die Acetylgruppen dienen
nicht als Schutzgruppen, sondern sind ausschlie3lich Loéslichkeitsvermittler wahrend der
Bromierung der Purin C2-Position.

Die aktivierte Purin C2-Position wird in einer nukleophilen Substitution mit dem zwei termina-
le Aminogruppen tragenden Linker, (tert-Butyl-3-Aminopropylcarbamat) zur Reaktion ge-
bracht. Um die Verknipfung zweier Nukleoside Uber einen Linker zu verhindern, ist eine
Aminogruppe mittels einer tert-Butoxycarbonyl Gruppe (Boc) geschtzt.

Die Boc-Schutzgruppe wird sauer in Gegenwart von Trifluoressigsaure (TFA) abgespalten,
die Acetyl-Schutzgruppen basisch durch Ammoniak in Methanol.

Die terminale Aminogruppe des Linkers kann nun selektiv mit dem N-Hydroxysuccinimid-

Ester (NHS-Ester) der Acrylsaure zur Reaktion gebracht werden.
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2.1 Durchfihrung

2.1.1 Aktivierung der Purin C2-Position

In dieser Reaktion soll die Purin C2-Position mittels Sandmeyer Reaktion als Bromverbin-

dung aktiviert und so fir nukleophile Substitutionsreaktionen zugénglich gemacht werden.

Abb. 2.1.1.1: Reaktionsschema der Purin C2 Bromierung.

In  einem Zweihalskolben mit Rudckflusskihler wurden 50g (122 mmol) 2,3,5-
Triacetylguanosin in einer Mischung aus 420 mL (4,88 mol) Bromoform und 206 mL
(1,55 mol) Isoamylnitrit vollstandig gel6st. Die Losung wurde unter Lichtausschluss fur 2 h
bei 90 °C geruhrt. Bereits nach wenigen Minuten farbte sich die Reaktionslosung tiefbraun.
Der Reaktionsfortschritt wurde mittels Umkehrphasen HPLC beobachtet (Abb. 2.1.1.2).
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Abb. 2.1.1.2: Umkehrphasen HPLC (C18) Chromatogramme. Links: Edukt. Rechts: Reaktion nach 90
min.

Nach 2 h war die Reaktion abgeschlossen, und die Lésung wurde auf Raumtemperatur (RT)
abgekihlt. Das Losungsmittel wurde mittels Hochvakuum entfernt. Es blieb eine dunkelbrau-
ne, zahfliissige Masse zurtick.

Das Rohprodukt wurde an 4,5 L Silikagel mit einem Ethylacetat-Methanolgemisch (19:1) bei
einem Fluss von ~40 mL/min (~1,5 bar) aufgereinigt, um 35,8 g (76 mmol) des gewiinschten
Produktes in Form eines orangegelben Pulvers zu erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute

von 62 % nach Reinigung.
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2.1.2 Einfihrung des Aminopropyllinkers an der Purin C2-Position

Mittels nukleophiler Substitution soll der Aminopropyllinker an der Purin C2-Postion Uber ein

sekundares Amin in das Nukleosid eingefiihrt werden

Abb. 2.1.2.1: Reaktionsschema der Einfihrung des Aminopropyllinkers an der Purin C2-Position
durch nukleophile Substitution.

In einem Zweihalskolben mit Ruckflusskihler wurden 4 g Edukt (8,47 mmol) in 65 mL
2-Methoxyethanol vollstandig gelost. Die Losung wurde auf 105 °C erhitzt und Uber einen
Zeitraum von 2h in Intervallen von 10 Minuten insgesamt 2,5mL tert-Butyl-3-
Aminopropylcarbamat (14,39 mmol) zugetropft. Die urspriinglich orangefarbene Lésung farb-
te sich wahrend der Zugabe des tert-Butyl-3-Aminopropylcarbamats zunehmend braun.
Nach vollstandiger Zugabe des Reagenz wurde die Temperatur unter Ruhren fur weitere 3 h
gehalten. Der Reaktionsfortschritt wurde mittels Umkehrphasen HPLC beobachtet (Abb.
2.1.2.2).
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Abb. 2.1.2.2: Umkehrphasen HPLC (C18) Chromatogramme. Links: Edukt. Rechts: Reaktion nach
240 min.

Nach 240 min war kein weiterer Reaktionsfortschritt zu beobachten. Die Reaktionslosung
wurde nach 290 min auf RT abgekuihlt und das Lésungsmittel am Vakuum vollstandig ent-
fernt. Der zahflissige, braune Rickstand wurde in 200 mL H,O/MeCN (7:3) aufgenommen
und lyophilisiert. Es wurden 4,9 g des Rohprodukts als braunes Pulver erhalten. Das Roh-

produkt wurde nicht weiter aufgearbeitet.
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2.1.3 Schutzgruppenabspaltung

Durch die Abspaltung der Aminoschutzgruppe (Boc) wird das Nukleosid fir die Funktionali-
sierung als Acrylamid prapariert. Die Abspaltung der Acetylschutzgruppen vor Einfilhrung der
Acrylgruppe ist notwendig, da Acrylamid gegenuber gangigen Reagenzien zur
Acetylabspaltung nicht inert ist (Greene et al. 1999, Clayden et al. 2000).

Abb. 2.1.3.1: Reaktionsschema der Schutzgruppenabspaltungen.

Zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurden 4,9 g des Rohprodukts aus 2.1.2 in 120 mL
DCM mit 13,7 % (v/v) TFA und 0,6 % (v/v) H,O vollstandig gelost. Die Losung wurde fir
7,5 h bei 33 °C gerthrt. Der Fortschritt der Abspaltung wurde mittels Umkehrphasen HPLC
beobachtet (Abb. 2.1.3.2).
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Abb. 2.1.3.2: Umkehrphasen HPLC Chromatogramme. Links: Edukt. Rechts: Boc-Abspaltung nach
345 min.

Die Boc-Schutzgruppenabspaltung war nach 345 min abgeschlossen. Das Ldsungsmittel
wurde am Hochvakuum vollstandig entfernt. Der braune Rickstand wurde in 60 mL einer
7 M NH; Ldsung in Methanol vollstandig gelést und 6 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der
Fortschritt der Acetylgruppenabspaltung wurde mittels Umkehrphasen HPLC beobachtet

(Abb. 2.1.3.3). Das Lésungsmittel wurde am Hochvakuum entfernt.
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Abb. 2.1.3.3: Umkehrphasen HPLC (C18) Chromatogramme. Links: Edukt. Rechts: Acetylgruppe-

nabspaltung nach 225 min.

Die Reinigung erfolgte an 120 mL Silikagel mit einem Fluss von ~5 mL/min. Verunreinigun-
gen wurden mit MeCN/H,O 9:1 ausgewaschen, das Produkt wurde mit MeCN/H,O 3:1 von
dem Saulenmaterial eluiert. Erhalten wurden 1,96 g (5,76 mmol) des Produkts als schwach
gelbes Pulver. Das entspricht einer Ausbeute nach Reinigung von 68 % flur die Einfihrung

des Aminopropyllinkers und beide Schutzgruppenabspaltungen.

2.1.4 Acrylfunktionalisierung des Linkers

Die Aktivierung der Acrylsdure als NHS-Ester erlaubt die selektive Einfihrung der Acrylgrup-

pe an Aminen gegentber priméaren und sekundéaren Alkoholen.

Abb. 2.1.4.1: Reaktionsschema der Acrylfunktionalisierung des Aminopropyllinkers.

In einem 100 mL Zweihalskolben wurden unter Argonatmosphére 1 g (2,94 mmol) Edukt in
40 mL trockenem Methanol vorgelegt. Das Edukt geht nicht vollstéandig in Lésung tber. Es
wurden 611 pL (4,41 mmol) Gber Phosphorpentoxid getrocknetes und frisch destilliertes
Triethylamin zugegeben. Nach Zugabe von 647 mg (3,82 mmol) Acrylsdure-N-Hydroxy-

succinimidester wurde die Suspension 18 h bei RT gerihrt.
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Weder das Edukt noch das Produkt erfahren wahrend einer HPLC auf C18 funktionalisierten
Kieselgelsaulen eine signifikante Retention. Die Reaktionskontrolle fand daher mittels Dinn-
schichtchromatographie auf Kieselgelplatten mit einem Laufmittelgemisch aus MeCN und
H,O im Verhaltnis 9:1 statt.

Nach 18 h wurde das Ldsungsmittel am Hochvakuum entfernt. Der blass gelbe Ruckstand
wurde an 300 mL Silikagel mit MeCN/H,O 9:1 und 0,1 % TFA bei einem Fluss von
~10 mL/min aufgereinigt. Es wurden 368,1 mg (915 pumol) des Produkts in Form eines wei-

Ren Pulvers erhalten. Das entspricht einer Ausbeute nach Reinigung von 31 %.

3 Phosphorylierung der Ribose 5" Hydroxylgruppe

Abb. 3.1: Retrosyntheseschema der Phosphorylierung nach Ludwigs (B) und mittels Michelson Anio-
nenaustausch (A)

Um das Acrylguanosin an der 5 -Hydroxylgruppe zu phosphorylieren wurden zwei verschie-
dene Verfahren angewandt. Das 5 -Triphosphat B wurde wie von Ludwig (Ludwig, 1981)
beschrieben Uber den direkten Umsatz von Pyrophosphat mit dem 5'-
Phosphoroxydichloridester des Nukleosides dargestellt. Fur die Darstellung des 5°-(B,y-
Methylen)-Triphosphats A wurde das 5°-Monophosphat als dreifach verestertes Pyrophos-
phat aktiviert und durch einen Anionenaustausch mit Methylendiphosphonat das Produkt
gebildet (Michelson, 1964).

Beide Synthesen gehen vom ungeschitzten Acrylguanosin aus. Die erste Phosphorylierung
wird mit Phosphoroxytrichlorid (POCI;) als Reagenz durchgefiihrt. Phosphorchloride reagie-
ren maRig mit Alkoholen. Abhangig vom Alkohol und Losungsmittel werden entweder Phos-
phatester und HCI oder Phosphate und Chloralkane gebildet. Dabei zeigen primére Alkohole
eine grbRere Tendenz zur Bildung von Phosphatestern als sekundare oder tertidre

(Yoshikawa et al., 1969). Durch Verwendung von Trimethylphosphat (TMP) als Losungsmit-
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tel kann mit moderaten Mengen POCI; eine selektive Phosphorylierung der

5"-Hydroxylgruppe von ungeschitzten Nukleosiden erreicht werden (Yoshikawa et al., 1969).

A: Die Synthese von Triphosphaten nach Ludwig sieht die direkte Umsetzung des
5"-Phosphoroxydichloridesters mit Pyrophosphat vor. Um die Reaktion zu beschleunigen und
die Ausbeute zu erhdhen, wird dem Lésungsmittelgemisch N,N-Dimethylformid (DMF) als
Katalysator zugegeben. Formamide bilden mit Phosphorchloriden hochreaktive Imidoylphos-
phate (Abb. 3.2, oben), die mit einer Vielzahl von funktionellen Gruppen spontan reagieren
(Cramer et al., 1960): mit Alkoholen zu Phosphatestern, mit Karbonséuren zu Anhydriden,

mit Aminen zu Phosphoramiden und mit Phosphaten zu Pyrophosphaten.

Abb. 3.2: Oben: Bildung des Imidoylphosphats aus DMF und Phosphoroxychlorid.
Unten: Reaktion zum Pyrophosphat unter Regeneration des DMF.

Nach der Bildung des Triphosphats liegt die Verbindung als 5"-(a-Chlor)-Triphosphat vor. Als
Nebenreaktion wird in einer intramolekularen Kondensation das zyklische Trimetaphosphat
gebildet (Abb. 3.3).

Abb. 3.3: DMF katalysierte intramolekulare Kondensation des 5 -(a-Chlor)-Triphosphats zum zykli-
schen Trimetaphosphat

Diese Verbindung ist hochreaktiv und nur in inerten Lésungsmitteln stabil. In Gegenwart von

Wasser wird sie schnell und guantitativ zum Triphosphat hydrolysiert (Glonek et al., 1974).

B: Fur die weitere Phosphorylierung mittels Michelson Anionenaustausch wird der
5"-Phosphoroxydichloridester zunachst in Triethylammoniumkarbonatpuffer zum Monophos-
phat hydrolysiert. Die Aktivierung der 5 -Phosphatgruppe erfolgt mittels Diphenylphosphoch-
loridat durch Bildung eines dreifach veresterten Pyrophosphats. Uber einen nukleophilen
Angriff am a-Phosphat durch Methylendiphosphonat wird das 5°-(3,y-Methylen)-Triphosphat
unter Abspaltung von Diphenylphosphat gebildet. Die Reaktion wird gesteuert tber die Ab-

gangsgruppeneigenschaften und Saurestarken der beteiligten Reaktanden. Diphenylphos-
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phat ist eine bedeutend starkere Saure als Phosphat, Pyrophosphat oder Nukleotide. Substi-
tution des bestandigeren Anions des Diphenylphosphats durch Methylendiphosphonat fihrt
daher irreversibel zur Bildung eines neuen und stabileren Phosphatesters (Michelson, 1964).
Dabei fihren Substitutionen an dreifach veresterten Pyrophosphaten stets zur Bildung des
einfach veresterten Produkts: Bei Substitutionen an Phosphoranhydriden ist weniger der po-
sitive Charakter der Phosphoratome mafigebend, als die Stabilitat der abgestof3enen Anio-
nen (Cramer et al., 1960-2). Allgemein sind die Triester von Pyrophosphaten im Vergleich zu
anderen Anhydriden verhaltnismafig reaktionstrage. Um den nukleophilen Angriff durch
schwachere Sauren als Diphenylphosphat zu ermdéglichen, ist die Zugabe von Pyridin als

Base notwendig (Cramer et al., 1960-2, Michelson et al., 1963).

3.1 Durchfuhrung

3.1.1 Monophosphorylierung der 5-Hydroxylgruppe

Die Verwendung eines moderaten Uberschusses an POCI; in Trimethylphosphat erméglicht

die bevorzugte Phosphorylierung von primaren Alkoholen gegeniber sekundaren.

Abb. 3.1.1.1: Reaktionsschema zur Phosphorylierung der 5 -Hydroxylgruppe mit POCla.

In einem 50 mL Zweihalskolben wurden unter Argonatmosphéare 316 mg (803 umol) Acryl-
guanosin vorgelegt und in 11 mL Trimethylphosphat ((MeO);PO) aufgenommen. Die
schwach trube, farblose Suspension wurde im Eisbad auf 0 °C gekuihlt. Nach Zugabe von
292 uL (3,2 mmol) POCI; wurde das Eisbad entfernt und die Losung fur eine Stunde geruhrt.
In diesem Zeitraum klarte das Reaktionsgemisch vollstandig auf und nahm eine blass gelbe
Farbe an. Uberschiissiges POCI; wurde am Hochvakuum entfernt.

Die Reaktionskontrolle wurde mittels Umkehrphasen HPLC mit TBA-Br Puffer als Laufmittel

durchgefuhrt. TBA" fungiert als Gegenion zu den Phosphatgruppen (Kap. 7.4.3).
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Abb. 3.1.1.2: Reaktionskontrolle mittels Umkehrphasen HPLC (C18). Isokratische Laufe mit TBA-Br
als Gegenionen.

Links: Edukt. Rechts: Reaktion nach 60 min.

Die Reaktion war nach 60 min weitestgehend abgeschlossen. Fir die Phosphorylierung nach
Ludwig wurde das Rohprodukt nicht weiter aufgearbeitet.

Fur den Michelson Anionenaustausch wurde das Rohprodukt in 50 mM Triethylammonium-
karbonatpuffer aufgenommen und an 200 mL Q-Sepharose FF mittels Anionenaus-
tauschchromatographie aufgereinigt. Die Produktfraktionen wurden vereint und lyophilisiert.
Das Triethylammoniumsalz wurde im Anschluss durch mehrmalige Aufnahme in MeOH und
anschliel3ender Einengung am Rotationsverdampfer entfernt.

3.1.2 Phosphorylierung zum 5°-Triphosphat nach Ludwig

Phosphoroxychloride reagieren nur trage mit Phosphaten. Uber die Bildung hochreaktiver

Imidoylphosphate mit Phosphoroxychloriden kann die Reaktion durch DMF katalysiert wer-
den (Cramer et al., 1960).

Abb. 3.1.2.1: Reaktionsschema zur Phosphorylierung nach Ludwig.

Im Vorfeld der Reaktion wurde das Pyrophosphat vorbereitet: Pyrophosphat Dinatriumsalz

(250 mg, 1,1 mmol) wurden in 20 mL H,O vollstandig geldst. 300 mL Dowex-50 Kationentau-
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schermaterial wurden mit 500 mL Pyridin/Wasser 1:1 in die Pyridiniumform tberfihrt und
grandlich mit Wasser gewaschen, bis ein pH-Wert nahe 7 erreicht wurde. Das Pyrophosphat
wurde langsam in die Saule einlaufen gelassen und Uber einen Zeitraum von 30 min mit
MeOH/Wasser 1:1 eluiert. Mittels Zirkonylchloridfallung wurden die phosphathaltigen Frakti-
onen identifiziert. Die vereinten Fraktionen wurden mit 5 mL TBA versetzt und am Rotations-
verdampfer vollstandig eingetrocknet. Der farblose Riickstand wurde in trockenem Pyri-
din/DMF 1:3 aufgenommen und erneut eingetrocknet. Nur bei vollstdndiger Losung war der
Kationentausch erfolgreich! Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Im Anschluss wurde
der Feststoff in 5 mL trockenem TBA geldst, vollstandig eingetrocknet und in 5 mL trocke-
nem DMF aufgenommen um eine farblose Lésung des Pyrophosphats als TBA Salz zu er-
halten.

Zu 50 pmol des Rohproduktes aus Kap. 3.1.1 in (MeO)sPO wurden unter Argonatmosphare
>10 Aqg. Pyrophosphat TBA Salz in DMF gegeben und 10 min bei RT geriihrt.

Die Reaktionskontrolle wurde mittels Umkehrphasen HPLC mit TBA-Br Puffer als Laufmittel
durchgefihrt.
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Abb. 3.1.2.2: Reaktionskontrolle mittels Umkehrphasen HPLC (C18). Isokratische Laufe mit TBA-Br
als Gegenionen.

Links: Edukt. Rechts: Reaktion nach 10 min. Retentionszeit Edukt: 8,6 min.
Retentionszeit Produkt: 25,6 min

Die DMF katalysierte Reaktion zwischen Pyrophosphat und Phosphoroxychloridester luft
sehr schnell ab: bereits nach 10 min sind mittels HPLC Analyse nur noch Spuren des Edukts
nachweisbar. Obwohl das Edukt vollstdndig umgesetzt wurde, kann Uber die Integration der
Peakflachen nur eine Ausbeute von 28 % ermittelt werden.

Das Rohprodukt wurde in 50 mM Triethylammoniumkarbonatpuffer aufgenommen und an
200 mL Q-Sepharose FF mittels Anionenaustauschchromatographie aufgereinigt. Die Pro-
duktfraktionen wurden vereint und lyophilisiert. Das Triethylammoniumsalz wurde im An-
schluss durch mehrmalige Aufnahme in MeOH und anschlieRender Einengung am Rotati-
onsverdampfer entfernt.
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3.1.3 Phosphorylierung zum 5°-(B,y-Methylen)-Triphosphat mittels Michelson Anione-
naustausch

Die Aktivierung des 5"Monophosphats als dreifach verestertes Pyrophosphat mit Diphenyl-
phosphochloridat ist eine Alternative zur Phosphorylierung nach Ludwig unter milderen
Reaktionsbedingungen.

Abb. 3.1.3.1: Reaktionsschema zur Bildung des dreifach veresterten Pyrophosphats als reaktive Spe-
zies.

A: In einem Zweihalskolben unter Argonatmosphére wurden 76 mg (160 pmol) AcrylGMP
vorgelegt und vollstandig in 2 mL trockenem DMF/THF 1:1 mit 2,5 % TBA geldst. Nach Zu-
gabe von 53 pL (255 umol) Diphenylphosphochloridat wurde die farblose Lésung fir 3 h bei
RT gertuhrt. Im Anschluss wurde das Lésungsmittel am Hochvakuum entfernt und der Ruck-
stand mit 10 mL trockenem Diethylether (DEE) lberschichtet. Die farblose Suspension wur-
de 45 min bei 0 °C geruhrt. Der klare Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und Reste des
DEE am Hochvakuum vollstandig entfernt. Der Rulckstand wurde in 2 mL trockenem
DMF/THF 1:1 vollstandig gelost.

Abb. 3.1.3.2: Reaktionsschema zum Michelson Anionenaustausch.

B: Das Methylendiphosphonat lag als freie Saure vor. 60 mg (340 umol) des Methylendi-

phosphonats wurden in 3 mL trockenem Pyridin/TBA 3:1 vollstandig geldst und am Rotati-
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onsverdampfer eingetrocknet. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Der Rickstand
wurde in 2 mL trockenem Pyridin vollstandig gelost.

Die Losungen aus A und B wurden unter Argonatmosphéare vereint und 12 h bei RT gerihrt.
Die Reaktionskontrolle wurde mittels HPLC mit TBA-Br Puffer als Laufmittel durchgefihrt.

Die Probe nach 12 h wurde am Hochvakuum eingetrocknet, um Pyridin zu entfernen.

1004 83 A 250 nm| 1004 156 A 250 nm|
—A 295 nm| ——A 295 nm|
* 804 £ 80
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S 60 S 60
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< < 12,6
3 201 3 201
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t/ min t/ min
Abb. 3.1.3.3: Reaktionskontrolle mittels Umkehrphasen HPLC (C18). Isokratische Laufe mit TBA-Br
als Gegenionen.
Links: AcrylGMP. Rechts: Reaktion nach 12 h. Retentionszeit Edukt: 8,3 min.
Retentionszeit Produkt: 15,6 min

Nach 8 h ist die Reaktion des aktivierten Pyrophosphats mit Methylendiphosphonat vollstan-
dig abgeschlossen. Es ist kein Edukt mehr nachweisbar, das Monophosphat konnte also
vollstandig aktiviert werden und es ist wahrend der Reaktion keine Hydrolyse des aktivierten
Pyrophosphats zum unreaktiven Monophosphat aufgetreten. Vielmehr fand eine fast voll-
standige Umsetzung zum gewtinschten Produkt statt (Retentionszeit: 15,6 min). Als Neben-
produkt konnte mittels HPLC und ESI-MS AcrylGDP (Retentionszeit: 12,5 min) identifiziert
werden (Abb. 3.1.3.3). Eine Erklarung dafiir sind mégliche Reste von anorganischem Phos-
phat in dem verwendeten AcrylGMP aus Kap. 3.1.1. Die Integration der Peakflachen liefert
eine Ausbeute der Reaktion von 89 %.

Das Rohprodukt wurde am Hochvakuum vollstandig eingetrocknet. der Rickstand wurde in
50 mM Triethylammoniumkarbonatpuffer aufgenommen und an 200 mL Q-Sepharose FF
mittels Anionenaustauschchromatographie aufgereinigt. Die Produktfraktionen wurden ver-
eint und lyophilisiert. Das Triethylammoniumsalz wurde im Anschluss durch mehrmalige Auf-

nahme in MeOH und anschlieBender Einengung am Rotationsverdampfer entfernt.
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4 Analytik

In diesem Kapitel werden die dargestellten Zwischenstufen und Produkte der in Kap.2 und 3
geschilderten Synthesen mittels "H-NMR, **C-NMR und HR-ESI-MS charakterisiert. Fiir die
NMR Spektren wurden jeweils 25 pumol Substanz in 400 pL deuteriertem Ldsungsmittel
(D,O/CD3CN, 1:1) gelost. Als interner Standard wurden 25 pmol 3-(Trimethylsilyl)propion-

2,2,3,3-D4-séure-Natriumsalz zugegeben.

4.1 (2R,3R,4R,5R)-2-(acetoxymethyl)-5-(2-bromo-6-0x0-1H-purin-9(6H)-yl) tetrahydro-
furan-3,4-diyl diacetat

Produkt aus Kap. 2.1.1

Abb. 4.1.1: (2R,3R,4R,5R)-2-(acetoxymethyl)-5-(2-bromo-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl) tetrahydro-furan-
3,4-diyl diacetat. Zur vereinfachten Beschreibung der NMR Spektren wurde eine fortlaufende Numme-
rierung nicht nach IUPAC Regeln gewahilt.
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Abb. 4.1.2: *H-NMR Spektrum, HH-COSY Spektrum.

'H-NMR (400 MHz, D,O/CD;CN 1:1): & [ppm], J [Hz]: 2,09 (s, 6H, 18-H, 19-H), 2,15 (s, 3H, 20-H),
4,28 (s, H,0), 4,39 (ddd, J1: 3,90, J2: 12,38, J3:17,02, 2H, 5-H), 4,51 (dt, J13,19, J2, 4,78, J3, 4,82,
1H, 4-H), 5,65 (t, J1: 5,45, J2: 5,45, 1H, 3-H), 5,87 (dd, J1: 5,09, J2: 5,68, 1H, 2-H), 6,24 (d, J:4,98,
1H, 1-H), 8,15 (s, 1H, 6-H), 8,21 (s, 1H, 13-H)
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Abb. 4.1.3: *C-NMR Spektrum

¥C-NMR (400 MHz, D,O/CD5CN 1:1): & [ppm]: 22,59 (s, 20-C), 22,75 (s, 19-C), 22,99 (s, 18-C), 65,88
(s, 5-C), 73,16 (s, 3-C), 76,11 (s, 2-C), 82,96 (s, 4C), 89,36 (s, 1-C), 121,37 (s, CDsCN), 127,30 (s, 10-
C), 142,65 (s, 13-C), 148,89 (s, 9-C), 151,41 (s, 7-C), 160,72 (s, 11-C), 173,89 (s, 16-C), 174,18 (s,
18-C), 175,09 (s, 17-C)

Mittels HR-ESI-MS konnten folgende Massen ermittelt werden:
473.03031 und 475.02823 Da. Die zwei Massen resultieren aus den beiden stabilen Brom-
isotopen "Br und ®'Br (Verteilung: 50,7 zu 49,3 %). Die theoretischen Massen der einfach
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positiv geladenen lonen sind 473.03025 und 475.02821 Da. Die Abweichungen der Mess-
werte von der Theorie betragen damit 0.12152 und 0.06031 ppm.

4.2 (2R,3R,4R,5R)-2-(acetoxymethyl)-5-(2-(3-(tert-butoxycarbonylamino)propylamino)-
6-0x0-1H-purin-9(6H)-ytetrahydrofuran-3,4-diyl diacetat

Produkt aus Kap. 2.1.2.

Abb. 4.2.1: (2R,3R,4R,5R)-2-(acetoxymethyl)-5-(2-(3-(tert-butoxycarbonylamino)propylamino)-6-oxo-
1H-purin-9(6H)-yl)tetrahydrofuran-3,4-diyl diacetat. Zur vereinfachten Beschreibung der NMR Spek-
tren wurde eine fortlaufende Nummerierung nicht nach IUPAC Regeln gewahilt.
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Abb. 4.2.2: 'H-NMR Spektrum, HH-COSY Spektrum.

'H-NMR (400 MHz, D,O/CD;CN 1:1): & [ppm], J [Hz]: 1,40 (s, 9H, 28-H, 29-H, 30-H), 1,77 (p, J1=J2:
6,56, J3=J4:6,46, 2H, 23-H), 2,03 (s, 1H, 19-H), 2,12 (s, 1H, 18-H), 2,14 (s, 1H, 20-H), 3,12 (t,
J1=J2:6,73, 2H, 24-H), 3,43 (tq, J1=J2: 6,80, J3=J4=J5: 13,78, 2H, 22-H), 4,26 (s, H,0), 4,27 (m, 4-
H), 4,44 (ddd, J1: 3,47, J2: 10,62, J3: 15,24, 2H, 5-H), 5,75 (t, J1=J2: 6,43, 1H, 3-H), 6,00 (dd, J1:
4,00, J2: 5,64, 1H, 2-H), 6,05 (d, J:3,60, 1H 1-H), 7,81 (s, 1H, 13-H)
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Abb. 4.2.3: ®*C-NMR Spektrum

3C-NMR (400 MHz, D,0/CD5CN 1:1): & [ppm]: 22,59 (s, 20-C), 22,66 (s, 19-C), 22,79 (s, 18-C), 30,44
(s, 3C, 28-C, 29-C, 30-C), 41,24 (s, 23-C), 58,14 (s, 22-C oder 24-C), 65,76 (s, 5-C), 72,75 (s, 3-C),
75,53 (s, 2-C), 81,85 (s, 4-C), 89,97 (s, 1-C), 121,31 (s, CDsCN), 140,70 (s, 13-C)
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Mittels HR-ESI-MS konnte folgende Masse ermittelt werden:
567,23065 Da. Die theoretische Masse des einfach positiv geladenen lons betragt
567,24029. Die Abweichung des Messwerts von der Theorie betragt damit 17 ppm und weist

auf eine leichte Verunreinigung des Produkts hin.

4.3 2-(3-aminopropylamino)-9-((2R,3R,4S,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl) tetra-
hydrofuran-2-yl)-1H-purin-6(9H)-on

Produkt aus Kap. 2.1.3.

Abb. 4.3.1: 2-(3-aminopropylamino)-9-((2R,3R,4S,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)  tetra-
hydrofuran-2-yl)-1H-purin-6(9H)-on. Zur vereinfachten Beschreibung der NMR Spektren wurde eine
fortlaufende Nummerierung nicht nach IUPAC Regeln gewabhlt.
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Abb. 4.3.2: 'H-NMR Spektrum, HH-COSY Spektrum.

'"H-NMR (400 MHz, D,O/CDsCN 1:1): & [ppm], J [Hz]: 1,95 (qd, J1=J2: 6,70, J3: 6,58, J4: 13,24, 2H,
23-H), 3,04 (t, 2H, 24-H), 3,44 (t, 2H, 22-H), 3,76 (ddd, J1: 4,04, J2: 12,43, J3: 17,08, 2H, 5-H), 4,10
(td, J1=J2: 3,43, J3: 4,40, 1H, 4-H), 4,28 (s, H,0), 4,34 (dd, J1: 4,58, J2: 5,23, 1H, 3-H), 4,69 (t,
J1=J2: 5,34, 1H, 2-H), 5,84 (d, J:5,34, 1H, 1-H), 7,89 (s, 1H, 13-H)
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Abb. 4.3.3: ®*C-NMR Spektrum

*C-NMR (400 MHz, D,O/CD5CN 1:1): & [ppm]: 29,45 (s, 23-C), 39,89 (s, 24-C), 40,47 (s, 22-C), 64,29
(s, 5-C), 73,19 (s, 3-C), 76,34 (s, 2-C), 87,65 (s, 4-C), 90,68 (s, 1-C), 119,22 (s, 10-C), 121,40 (s,
CD4CN), 140,36 (s, 13-C), 154,18 (s, 9-C), 155,66 (s, 7-C), 161,31 (s, 11-C)

Mittels HR-ESI-MS konnte folgende Masse ermittelt werden:

341,15679 Da. Die theoretische des einfach positiv geladenen lons Masse betragt

341,15718 Da. Die Abweichung des Messwerts von der Theorie betragt damit 1,119 ppm.
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4.4 N-(3-(9-((2R,3R,4S,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-6-oxo-
6,9-dihydro-1H-purin-2-ylamino)propyl)acrylamid

Produkt aus Kap.2.1.4.

Abb. 4.4.1: N-(3-(9-((2R,3R,4S,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-6-oxo-6,9-
di-hydro-1H-purin-2-ylamino)propyl)acrylamid. Zur vereinfachten Beschreibung der NMR Spektren
wurde eine fortlaufende Nummerierung nicht nach [IUPAC Regeln gewahilt.
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Abb. 4.4.2: *H-NMR Spektrum, HH-COSY Spektrum.
'H-NMR (400 MHz, D,O/CDsCN 1:1): & [ppm], J [Hz]: 1,83 (p, J1=J2=J3=J4: 6,90, 2H, 23-H),3,32 (t,
J1=J2: 6,82, 2H, 22-H), 3,39 (dt, J1: 2,09, J2: 6,84, J3: 6,67, 2H, 24-H), 3,77 (ddd, J1: 4,06, J2: 12,39,
J3: 17,01, 2H, 5-H), 4,10 (dd, J1: 4,46, J2: 8,05, 1H, 4-H), 4,26 (s, H,0), 4,36 (dd, J1: 4,41, J2: 5,43,
1H, 3-H), 4,73 (t, J1=J2: 5,29, 1H, 2-H), 5,69 (dd, J1: 1,80, J2: 9,98, 1H, 27-H), 5,85 (d, J: 5,30, 1H, 1-

H), 6,20 (m, 2H, 28-H), 7,89 (s, 1H, 13-H)
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Abb. 4.4.3: *C-NMR Spektrum
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3C-NMR (400 MHz, D,O/CD5CN 1:1): & [ppm]: 30,94 (s, 23-C), 39,56 (s, 24-C), 41,27 (s, 22-C), 64,34
(s, 5-C), 73,16 (s, 3-C), 76,15 (s, 2-C), 87,59 (s, 4-C), 91,00 (s, 1-C), 121,25 (s, CDsCN), 129,43 (s,
27-C), 133,20 (s, 28-C), 140,69, (s, 13-C), 155,49 (s, 9-C), 161,34 (s, 7-C), 170,35 (s, 11-C), 183,89

(s, 26-C)
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Mittels HR-ESI-MS konnte folgende Masse ermittelt werden:
395,16707 Da. Die theoretische Masse des einfach positiv geladenen lons betragt

395,16736 Da. Die Abweichung des Messwerts von der Theorie betragt damit 0,732 ppm.

4.5 ((2R,3S,4R,5R)-5-(2-(3-acrylamidopropylamino)-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)-3,4-
dihydroxytetrahydrofuran-2-yl)methyl dihydrogen phosphat

Produkt aus Kap. 3.1.1.

Abb. 45.1: ((2R,3S,4R,5R)-5-(2-(3-acrylamidopropylamino)-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-yl)methyl dihydrogen phosphat.

Das Produkt wurde mittels Anionenaustauschchromatographie in Triethylammonium-
karbonatpuffer aufgereinigt (Kap. 7.4.4). Das Triethylammoniumkarbonat konnte weitestge-
hend, jedoch nicht vollstandig entfernt werden. Aus diesem Grund lieferte die Analyse mit
NMR spektroskopischen Methoden keine verwertbaren Daten.
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Abb. 4.5.2: Reinheitskontrolle mittels Umkehrphasen HPLC (C18). Isokratischer Lauf mit TBA-Br als
Gegenionen.
Mittels HR-ESI-MS konnte folgende Masse ermittelt werden:
475,13334 Da. Die theoretische Masse des einfach positiv geladenen lons betragt

475,13369 Da. Die Abweichung des Messwerts von der Theorie betragt damit 0,737 ppm.
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4.6 ((2R,3S,4R,5R)-5-(2-(3-acrylamidopropylamino)-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)-3,4-
dihydroxytetrahydrofuran-2-yl)methyl tetrahydrogen triphosphat

Produkt aus Kap. 3.1.2

Abb. 4.6.1: ((2R,3S,4R,5R)-5-(2-(3-acrylamidopropylamino)-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-yl)methyl tetrahydrogen triphosphat.

Das Produkt wurde mittels Anionenaustauschchromatographie in Triethylammonium-
karbonatpuffer aufgereinigt (Kap. 7.4.4). Das Triethylammoniumkarbonat konnte weitestge-

hend, jedoch nicht vollstandig entfernt werden. Aus diesem Grund lieferte die Analyse mit
NMR spektroskopischen Methoden keine verwertbaren Daten.
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Abb. 4.6.2: Reinheitskontrolle mittels Umkehrphasen HPLC (C18). Isokratischer Lauf mit TBA-Br als
Gegenionen.

Weder mittels HPLC noch ESI-MS Analyse konnten Verunreinigungen durch andere Nukleo-
tide, insbesondere AcryIGMP oder AcrylGTP nachgewiesen werden.

Mittels HR-ESI-MS konnte folgende Masse ermittelt werden:

635,06621 Da. Die theoretische Masse des einfach positiv geladenen lons betragt

635,06635 Da. Die Abweichung des Messwerts von der Theorie betragt damit 0,217 ppm.
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4.7  (((((2R,3S,4R,5R)-5-(2-(3-acrylamidopropylamino)-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)-3,4-di-
hydroxytetrahydrofuran-2-yl)methoxy)(hydroxy)phosphoryloxy)(hydroxy)phosphoryl)-
methylphosphonat

Produkt aus Kap. 3.1.3

Abb. 4.7.1: (((((2R,3S,4R,5R)-5-(2-(3-acrylamidopropylamino)-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-yl)methoxy)(hydroxy)phosphoryloxy)(hydroxy)phosphoryl)-methylphosphonat.

Das Produkt wurde mittels Anionenaustauschchromatographie in Triethylammonium-
karbonatpuffer aufgereinigt (Kap. 7.4.4). Das Triethylammoniumkarbonat konnte weitestge-
hend, jedoch nicht vollstandig entfernt werden. Aus diesem Grund lieferte die Analyse mit
NMR spektroskopischen Methoden keine verwertbaren Daten.

1004 156 [ A 250 nm|
—A 295 nm|
< 80
S 60
8
S 40
=
= 20
o
0— o
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Abb. 4.7.2: Reinheitskontrolle mittels HPLC. Isokratischer Lauf mit TBA-Br als Gegenionen.

Mittels HR-ESI-MS konnte folgende Masse ermittelt werden:
633,08729 Da. Die theoretische Masse des einfach positiv geladenen lons betragt

633,08709 Da. Die Abweichung des Messwerts von der Theorie betragt damit 0,325 ppm.
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5 Ergebnisse

In diesem Teil sollen die Ergebnisse der biochemischen Experimente an verschiedenen Klei-
nen G-Proteinen prasentiert werden. Einen schematischen Uberblick (iber die durchgefiihr-
ten Experimente und was in ihnen untersucht werden sollte bietet das Organigramm in
Abb. 5.1.

Abb. 5.1: Organigramm der durchgefihrten Experimente.

Die Synthese der Acrylnukleotide wurde in den Kap. 2 und 3 beschrieben. Die theoretischen
Aspekte bei der Auswahl der Mutationsstellen K153C und L125C in Rablb wurden in Kap.
1.2.8 erortert.

Die Bindung von Nukleotiden ist essentiell fir die Funktionalitdt kleiner G-Proteine. In

Nukleotidaustauschexperimenten sollte untersucht werden, ob die Mutanten eine deutlich
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vom Wildtyp abweichende Fahigkeit zur Nukleotidbindung haben, und wenn nein, ob ein
Austausch von GDP gegen AcrylGTP an ihnen mdglich ist.

Die Experimente zur kovalenten Modifikation sollten Aufschluss geben, ob die konjugierte
Addition selektiv an dem durch Mutation eingefihrten Cys stattfindet. Besonderes Augen-
merk lag dabei auf der Frage, ob das Nukleotid nach der kovalenten Bindung im aktiven
Zentrum gebunden ist, und ob unerwiinschte Mehrfachmodifikationen z. B. an den C-
terminalen Cys zu beobachten sind.

Nach Identifikation einer geeigneten Mutationsstelle in Rablb sollte ihre Anwendbarkeit in
anderen kleinen G-Proteinen Uberprift werden.

Um in zellbiologischen Experimenten aussagekraftige Ergebnisse erzielen zu kénnen, mus-
sen die kovalent modifizierten kleinen G-Proteine in Abh&angigkeit von ihrem gebundenen
Nukleotid auf naturliche Weise mit ihren Effektoren und Regulatoren interagieren. Daher soll-
ten in verschiedenen biochemischen Experimenten die Interaktionen von kovalent modifizier-
tem Rablb exemplarisch mit je einem Vertreter jeder Klasse an natirlichen Interaktionspart-
nern charakterisiert und in direkten Vergleich zu nicht kovalent modifiziertem Rablb gestellt
werden.

Schliellich sollte in einem ersten zellbiologischen Experiment die Prenylierung von konstitu-
tiv aktivem und inaktivem Rablb in vivo beobachtet werden, um einen mdéglichen Einfluss

des gebundenen Nukleotides auf die Prenylierung in vivo zu untersuchen.
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5.1 Intrinsische Nukleotidfreisetzung durch Rablb und seine Mutanten: Bestimmung

von Ky durch Messung der Tryptophanfluoreszenz

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des intrinsischen Nukleotidaustauschs kleiner
G-Proteine ist die Nukleotidfreisetzung (Kap. 1.2.1) (Klebe et al., 1995, 1, 2). Durch Messung
der Tryptophanfluoreszenz&nderung (Goody et al., 2012) sollen die Geschwindigkeitskon-
stanten ko der intrinsischen Nukleotidfreisetzung der beiden Mutanten Rablb L125C und
Rablb K153C ermittelt werden. Der Vergleich mit ko von Rablb wt soll zeigen, ob die Mu-
tanten eine vom Wildtyp abweichende Fahigkeit zur Nukleotidbindung aufweisen. In einer
zweiten Versuchsreihe soll tGberprift werden, ob AcrylGTP durch Rablb wt sowie die beiden
Mutanten gebunden werden kann.

Gemessen wurde die intrinsische Tryptophanfluoreszenz bei 25 °C. Es wurde Proteinstan-
dardpuffer verwendet, das Probenvolumen betrug jeweils 1 mL. Es wurde eine 2 uM Protein-
konzentration eingestellt. Nach Stabilisierung der Emissionsintensitat bei 348 nm wurden
50 nmol (50 uM) GTP zugegeben. Um den Endwert der Fluoreszenz zu ermitteln wurde die
Einstellung des Bindungsgleichgewichts nach 10-15 min durch Zugabe von 20 pmol (20 nM)
DrrAcer beschleunigt.
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e Rab1b wt 07 ——Rab1b L125C
@ @ | ? lati D @ —— Interpolation
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Abb. 5.1.1: Intrinsischer Nukleotidaustausch GDP gegen GTP an Rablb wt, Rablb L125C und

Rablb K153C. Dargestellt ist die Anderung der Tryptophanfluoreszenz bei 348 nm in Abh&ngigkeit
von der Zeit. A: Rablb wt. B: Rablb L125C. C: Rablb K153C

1.) Zugabe von 50 nmol GTP

2.) Zugabe von 20 pmol DrrAggr
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Die Daten wurden im Zeitintervall 250-750 s mit dem Programm GrakFit als einfach exponen-
tielle Funktion interpoliert:

F = Fa . e(_kobs't) + FO

Formel 5.1.2: Konstanten: Fo = Endwert: ermitteltes Fluoreszenzminimum
Parameter: Kobs = beobachtete Geschwindigkeitskonstante des
Nukleotidaustauschs
Fnax = Maximalwert
Fa = Fnax— Fo
Variable: t = Zeit in Sekunden

Mit Formel 5.1.2 wurden folgende Werte flr kops und F, ermittelt:

Kobs [s7]] O Fa [%]
Rablb wt 4,9-10°] 7,3-107]29,0
Rablb K153C|7,9-10°] 8,2-107[25,2
Rablb K153C|3,0:10*] 9,4-107] 24,8

Tabelle 5.1.3: Ergebnisse der Interpolationen der Messdaten des GDP/GTP Austauschs fir kqp,s und
F. mit Formel 5.1.2. gy ist die Standardabweichung.

Beide Mutanten sind zu einem Nukleotidaustausch beféhigt, auch wenn Rablb K153C eine
im Vergleich zum Wildtyp erhdhte Geschwindigkeit der Nukleotidfreisetzung zeigt. Um zu
Uberprifen ob AcrylGTP durch Rablb wt und seine beiden Mutanten gebunden werden

kann, wurde in einer zweiten Messreihe anstelle von GTP 50 nmol AcrylGTP zu den Protei-
nen gegeben.

A B
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Abb. 5.1.4: Intrinsischer Nukleotidaustausch von GDP gegen AcrylGTP an Rablb wt, Rablb L125C
und Rablb K153C. Dargestellt ist die Anderung der Tryptophanfluoreszenz bei 348 nm in Abhangig-
keit von der Zeit. A: Rablb wt. B: Rablb L125C. C: Rablb K153C

1.) Zugabe von 50 nmol AcrylGTP

2.) Zugabe von 20 pmol DrrAggr

Die Daten wurden im Zeitintervall 250-750 s mit dem Programm GrakFit als einfach exponen-
tielle Funktion (Formel 5.1.2) interpoliert.

Kobs [s7]] O Fa [%]
Rablb wt 2,3-10°] 1,2-10°|21,7
Rablb L125C |8,9-10°| 1,0-10°[22,4
Rablb K153C|3,0:10*] 1,4-10°] 23,6

Tabelle 5.1.5: Ergebnisse der Interpolationen der Messdaten des GDP/AcrylGTP Austauschs fur Keps
und F, mit Formel 5.1.2. oy ist die Standardabweichung.

Der Nukleotidaustausch ist ein zweistufiger Prozess: Die beobachtete Geschwindigkeitskon-
stante enthalt also sowohl die Geschwindigkeitskonstante 1. Ordnung k. fur die Dissoziation
von GDP als auch die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung ko, fir die Assoziation von
GTP/AcrylGTP. Die Dissoziationsgleichgewichtskonstanten (kurz: Dissoziationskonstanten)
Kp der Nukleotidfreisetzung liegen fiir kleine G-Proteine in der GréRenordnung von 10 M
(Goody et al., 1991), die ko, Werte wurden in der GréRenordnungen von 10° M™*s™ ermittelt
(John et al., 1990). Die Geschwindigkeit der Assoziation ist also grof3 genug, um Ko, vernach-
lassigen und Keps = Ko SEtZEN ZU KBNNen.

In Tabelle 5.1.3 sind die Ergebnisse des Austauschs von GDP gegen GTP aufgelistet. Der
kot Werte der L125C Mutante unterscheidet sich lediglich um 60 % vom Wildtyp, die Mutation
beeintrachtigt die Affinitdt des Rab Proteins zu GDP also nicht signifikant. Anders verhéalt es
sich mit der K153C Mutante: sie weist eine im Vergleich zum Wildtyp 16-mal schnellere in-
trinsische Austauschrate auf. Die Aminosdure Lys 153 ist Bestandteil des G5 SAK-Motivs. In

H-Ras bildet sie Uber ihre Seitenkettenaminogruppe eine Wasserstoffbriickenbindung zum
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Purin C6 Sauerstoff aus (Abb. 1.2.3.1, Wittinghofer et al. 2011). Eine solche Wechselwirkung
konnte in Kristallstrukturen von Rab1b nicht festgestellt werden. Dennoch zeigen die erhoh-
ten k-Werte der Mutante, dass Lys153 auch in Rablb einen Einfluss auf die Nukleotidbin-
dung hat.

Die Ergebnisse des Austauschs von GDP gegen AcrylGTP in Abb. 5.1.4 und Tabelle 5.1.3
zeigen, dass alle drei Proteine in der Lage sind, AcrylGTP zu binden. Die ermittelten Kqg-
Werte sind beinahe mit denen des Austauschs von GDP gegen GTP identisch. Dies ent-
spricht der Erwartung, da der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die GDP Freisetzung
aus dem Rab:GDP Komplex ist.

Obwohl beide Mutanten in der Lage sind, AcrylGTP zu binden, erscheint die L125C Mutation
aufgrund ihres geringeren Einflusses auf die Nukleotidbindung durch Rablb besser zur Ein-

fuhrung der kovalenten Modifikation geeignet zu sein.
5.2 Kovalente Modifikation von Rablb L125C und Rablb K153C mit AcrylGTP

In dieser Versuchsreihe soll AcrylGTP unter Ausbildung einer kovalenten Bindung mit den
Mutanten Rablb L125C und Rablb K153C zur Reaktion gebracht werden. Kontrollexperi-
mente mit Rablb wt sollen zeigen, dass die Reaktion ausschlie3lich an den durch Mutation
eingefiihrten Cysteinen an den Positionen Leu 125 bzw. Lys 153 stattfindet. In Losung vor-
handenes oder proteingebundenes Mg soll in Chelatkomplexen durch EDTA (Ethylen-
diamintetraacetat) gebunden und so der Nukleotidaustausch von GDP durch AcrylGTP be-
schleunigt werden.

Die Reaktionskontrolle wurde mittels ESI-MS mit vorgeschalteter Umkehrphasen HPLC an
einer analytischen C4-Saule durchgefiihrt. Pro Ansatz wurde eine 50 uM Proteinkonzentrati-
on in 50 uL Gesamtvolumen EDTA-Puffer eingestellt. Nach Zugabe von 10 Ag. AcrylGTP

wurden die Ansatze bei 25 °C in einem Thermoschittler bei 300 U/min inkubiert.

120 Rab1b L125C: Oh 120 Rab1b L125C: 23h
22916
= 1001 22.358 = 1001
E 80 E 80
w w
S 60 S 60
15 15
— 404 — 404
e e
20 204
0 T T ‘L‘ % T 1 0 T T Yll‘ T 1
20000 21000 22000 23000 24000 25000 20000 21000 22000 23000 24000 25000
Masse / Da Masse / Da
Abb. 5.2.1: Reaktionskontrolle der Modifikation von Rablb L125C mit AcrylGTP mittels ESI-MS.
Theoretische Massen: Rablb L125C : 22.355 Da
Rablb L125C-AcrylGDP :22.909 Da
Rablb L125C-AcrylGTP : 22.989 Da
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Abb. 5.2.2: Reaktionskontrolle der Modifikation von Rablb K153C mit AcrylGTP mittels ESI-MS.
Theoretische Massen: Rablb K153C : 22.340 Da
Rablb K153C-AcrylGDP : 22.894 Da
Rablb K153C-AcrylGTP :22.974 Da
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Abb. 5.2.3: Reaktionskontrolle der Modifikation von Rablb wt mit AcrylGTP mittels ESI-MS.
Theoretische Massen: Rablb wt : 22.365 Da
Rablb wt-AcrylGDP :22.919 Da
Rablb wt-AcrylGTP :22.999 Da

Die Reaktionskontrolle der Modifikation von Rablb L125C (Abb. 5.2.1) zeigt nach 23 h nur
noch einen Massenpeak: 22.916 Da. Dies entspricht der Masse von Rablb L125C als Ad-
dukt mit einem Molekul AcrylGDP. Die Reaktion von Rablb K153C ist nach 23 h nur zu ca.
50 % abgeschlossen (Abb. 5.2.2). Neben der Masse von Rablb K153C (22.344 Da) sind
zwei weitere Peaks zusehen, die den Adduktmassen von Rablb K153C-AcrylGDP
(22.344 Da) und Rablb K153C-AcrylGTP (22.977 Da) entsprechen. Rablb wt reagiert nicht
unter Ausbildung kovalenter Bindungen mit AcrylGTP: auch nach 23 h ist keine Adduktmas-
se von Rablb wt mit einem Acrylnukleotid nachweisbar (Abb. 5.2.3).

Die Ergebnisse zeigen, dass AcrylGTP mit beiden Mutanten zur Reaktion gebracht werden
kann. Allerdings ist die Reaktion mit Rablb K153C auch nach 70 h Reaktionszeit nicht voll-
standig abgeschlossen und stagniert schlieZlich bei ca. 80 % Umsatz. Obwohl alle drei Rab-
Varianten Uber zwei C-terminale, gut zugangliche Cysteine verfligen, sind keine Mehrfach-
modifikationen oder eine Modifikation des Rablb wt nachweisbar. Dies spricht dafiir, dass

die Modifikation tatsachlich an den durch Mutation eingefiihrten Cysteinen stattfindet. Die
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kovalent gebundenen Nukleotide liegen nach 23 h vollstéandig (Rablb L125C) bzw. fast voll-
standig (Rablb K153C) als Diphosphate vor. Unter den Reaktionsbedingungen (pH=7,5;
T=25 °C) ist der -y Phosphatester jedoch Uber einen Zeitraum von 23 h stabil. Die Hydroly-
se von AcrylGTP zu AcrylGDP zeigt also, dass das kovalent gebundene Nukleotid im aktiven
Zentrum analog zu GTP koordiniert wird, und die intrinsische Hydrolyseféhigkeit der Rab
Proteine trotz Modifikation erhalten bleibt. Die Struktur der G-Domé&ne scheint durch die Mo-
difikation nicht mafRgeblich beeintrachtigt zu werden.

Die nicht beobachtete Modifikation der C-terminalen Cysteine deutet darauf hin, dass die
konjugierte Addition zwischen den Seitenkettenthiolen von Cysteinen und dem Acrylylrest
von AcrylGTP mit einer sehr geringen Geschwindigkeit stattfindet. Erst die Erhéhung der
lokalen Acrylylkonzentration an der Cysteinseitenkette durch Bindung des Acrylnukleotids
wirde dieser Annahme nach die Reaktionsgeschwindigkeit auf ein MalR anheben, dass die
beobachtete Modifikation ermdglicht. Um diese Annahme zu Uberprifen, wurden zwei Test-
reaktion mit Rab1lb L125C und AcrylGTP durchgefiihrt: eine in Gegenwart von Mg*, eine
ohne Mg* in Gegenwart von EDTA. Pro Ansatz wurde eine 50 uM Proteinkonzentration in
50 uL Gesamtvolumen Proteinstandard-/EDTA-Puffer eingestellt. Nach Zugabe von 10 Aqg.

AcrylGTP wurden die Ansatze bei 25 °C in einem Thermoschuittler bei 300 U/min inkubiert.

1204 Rab1b L125C, ohne Mg®": 18h 1204 Rab1b L125C, mit Mg®": 18h
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Abb.5.2.4: Vergleich der Reaktion von Rablb L125C mit AcrylGTP in An- und Abwesenheit von Mg®*
mittels ESI-MS. Theoretische Massen: Rablb L125C : 22.355 Da
Rablb L125C-AcrylGDP : 22,909 Da
Rablb L125C-AcrylGTP : 22,989 Da

Die in Abwesenheit von Mg** durchgefilhrte Reaktion war nach 18 h vollstandig abgeschlos-
sen (Abb. 5.2.4). Fur den Ansatz in Gegenwart von Mg** zeigt die Integration der Signalin-
tensitdten nach 18 h, das lediglich 42 % des Rab Proteins mit AcrylGTP/AcrylGDP modifi-
ziert worden sind. Diese Ergebnisse zeigen, dass ein direkter Zusammenhang zwischen dem
Nukleotidaustausch und der Modifikation mit AcrylGTP besteht: Eine Beschleunigung der
Nukleotidaustauschrate durch Entzug von Mg hat eine Beschleunigung der Modifikations-
reaktion zur Folge. Dies stiitzt die Annahme, dass eine Bindung von AcrylGTP im aktiven
Zentrum des Rab Proteins und damit verbunden die Herstellung rdumlicher Nahe zwischen

den Reaktionspartnern Bedingung fiir die konjugierte Addition von Acrylylrest und Thiol ist.
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5.3 Kovalente Modifikation von Rablb Q67L L125C mit AcrylGTP: Darstellung von
konstitutiv aktivem Rab1b

Durch Verwendung der hydrolysedefizienten Rablb Q67L L125C Doppelmutante (Kap.
1.2.6, Burman et al., 2010) soll die Hydrolyse von kovalent gebundenem AcrylGTP unter-
bunden und konstitutiv aktives Rab1b dargestellt werden.

Die Reaktionskontrolle wurde mittels ESI-MS mit vorgeschalteter HPLC an einer analyti-
schen C4-Saule durchgefiihrt. Es wurde eine 50 uM Proteinkonzentration in 50 pL Gesamt-
volumen EDTA-Puffer eingestellt. Nach Zugabe von 10 Ag. AcrylGTP wurde der Ansatz bei
25 °C in einem Thermoschuttler bei 300 U/min inkubiert.
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Abb. 5.3.1: Reaktionskontrolle der Modifikation von Rab1lb Q67L L125C mit AcrylGTP mittels ESI-MS.
Theoretische Massen: Rablb Q67L L125C :22.340 Da

Rablb Q67L L125C-AcrylGDP : 22.894 Da
Rablb Q67L L125C-AcrylGTP :22.974 Da

Die Modifikationsreaktion ist nach 20 h vollstandig abgeschlossen. Es ist nur ein Massen-
peak bei 22.977 Da zu sehen, das entspricht der Adduktmasse von Rablb Q67L L125C mit
einem Molekil AcrylGTP. Es ist kein mit AcrylGDP modifiziertes Protein nachweisbar: Die
Rablb Q67L L125C Doppelmutante verfiigt Gber keine relevante intrinsische Hydrolyseakti-
vitdt und eignet sich zur Darstellung von konstitutiv inaktivem Rab1b.
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5.4 Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit der konjugierten Addition von Ac-
rylGTP an Rab1lb Q67L L125C

Uber Integration der Signalintensitaten einer nach der Zeit aufgelésten ESI-MS Messreihe
soll die Reaktionsgeschwindigkeit der konjugierten Addition von AcrylGTP an
Rablb Q67L L125C bestimmt werden. Dazu wurde im Vorfeld ein Screening mit 50 pM
Rablb Q67L L125C Lésungen in EDTA-Puffer nach der optimalen Reaktionstemperatur, pH-
Wert und Aquivalenten AcrylGTP mit folgender Rasterung durchgefiihrt:

Temperatur: 10°C, 15°C, 20 °C, 25°C, 30 °C, 35°C
Aquivalente AcrylGTP: 1,5Aq., 5Aq., 7,5 Aq., 10 Aq.
pH: 7,5und 8,5

ESI-MS Proben wurden ab 14 h Reaktionszeit alle zwei Stunden entnommen. Als optimale
Reaktionsbedingungen unter den Gesichtspunkten einer moglichst kurzen Reaktionszeit und
vollstandiger Modifikation wurden folgende Werte ermittelt:

Temperatur: 25°C
Aquivalente AcrylGTP: 7,5 Aq.
pH: 7,5 oder 8,5

Nur unter diesen Reaktionsbedingungen war eine vollstandige Modifikation nach 18 h zu
beobachten. Niedrigere Temperaturen flhrten zu langeren Reaktionszeiten, hdhere Tempe-
raturen zu unvollstdndigen Reaktionen. Eine Erklarung dafir ist die Denaturierung von Teilen
des Rab Proteins: Bei 35 °C ist nach 18 h Niederschlag zu erkennen. Mehr als 7,5 Ag. Ac-
ryIGTP hatten keinen positiven Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit, die Reaktionen
mit 5 Ag. hingegen liefen langsamer ab, mit 1,5 Ag. war keine vollstandige Modifikation zu
erreichen. Sowohl die Reaktionen bei pH=7,5 und pH=8,5 bei 25 °C mit 7,5 Aq. AcrylGTP
waren nach 18 h vollstandig abgeschlossen. Ein Einfluss des pH-Werts in der Spanne zwi-
schen pH=7,5 und pH=8,5 konnte im Rahmen dieses Versuchsaufbaus nicht nachgewiesen
werden.

Fur die Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeit der konjugierten Addition wurde eine 50 pM
Rablb Q67L L125C Konzentration in 1500 yL Gesamtvolumen EDTA-Puffer eingestellt.
Nach Zugabe von 7,5 Ag. AcrylGTP wurde der Ansatz 30 min bei 25 °C im Thermoschiittler
bei 300 U/min inkubiert und im Anschluss bei 25 °C in der Probenkammer des ESI-MS gela-

gert. Die Reaktionskontrollen mittels ESI-MS wurden mit vorgeschalteter HPLC an einer ana-
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Iytischen C4-Saule durchgefuhrt. Die Signalintensitaten wurden mit Hilfe des Programms
OriginPro8 integriert (Abb. 5.4.1).
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Abb.5.4.1: Auftrag der integrierten ESI-MS Signalintensititen des unmodifizierten
Rablb Q67L L125C gegen die Zeit.

Die Daten wurden im Zeitintervall 50-1000 min mit dem Programm GraFit als einfach expo-

nentielle Funktion fur eine Reaktion pseudoerster Ordnung interpoliert:

E = Ea . e(_kobs't)

Formel 5.4.2: Konstanten: E. = unmodifiziertes Protein bei t,
Parameter: Kobs = beobachtete Geschwindigkeitskonstante der Produktbildung
Variable: t = Zeit in Minuten

Die Daten wurden unter der Annahme interpoliert, dass ab t=50 min der Nukleotidaustausch
abgeschlossen ist und das Rab Protein vollstandig AcrylGTP gebunden vorliegt. Nach 24 h
(1440 min) konnte mittels ESI-MS kein unmodifiziertes Rablb mehr nachgewiesen werden.
Fur die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion pseudoerster Ordnung wurde so folgender
Wert ermittelt:

Kobs = 3,3:10°s™, 0, = 8,1-107

Das entspricht einem halben Formelumsatz der konjugierten Addition nach 5,9 h.

5.5 Kovalente Modifikation von Rab7 Q67L L129C mit AcrylGTP

Die Mutation L129C in Rab7 entspricht der Mutation L125C in Rablb. Mit der Mutante
Rab7 Q67L L129C soll konstitutiv aktives Rab7 dargestellt werden.

Die Reaktionskontrolle wurde mittels ESI-MS mit vorgeschalteter HPLC an einer analyti-
schen C4-Saule durchgefiihrt. Es wurden eine 50 uM Proteinkonzentrationen in je 50 uL Ge-
samtvolumen EDTA-Puffer eingestellt. Nach Zugabe von je 7,5 Ag. AcrylGTP wurden die

Ansatze bei 25 °C in einem Thermoschittler bei 300 U/min inkubiert.
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Abb. 5.5.1: Reaktionskontrolle der Modifikation von Rab7 Q67L L129C mit AcrylGTP mittels ESI-MS.
Theoretische Massen: Rab7 Q67L L129C : 23.689 Da

Rab7 Q67L L129C-AcrylGDP : 24.243 Da
Rab7 Q67L L129C-AcrylGTP :24.323 Da

Nach 21 h sind in der ESI-MS Kontrolle drei Massenpeaks zu erkennen, die dem unmodifi-
zierten Rab7 Q67L L129C (23.693 Da), sowie dem einfach mit AcrylGDP (24.246 Da) und
einfach mit AcrylGTP (24.327 Da) modifizierten Protein zuzuordnen sind. Nach 40 h ist die
Reaktion beinahe abgeschlossen (Abb. 5.5.1). Auch wenn die konjugierte Addition an
Rab7 Q67L L129C langsamer ablauft als an Rablb Q67L L125C, eignet sich die L129C Mu-
tation in Rab7 analog zu der L125C Mutation in Rablb zur kovalenten Modifikation mit Acryl-
nukleotiden. Uberraschenderweise wird das gebundene AcrylGTP jedoch trotz Q67L Mutati-
on im Laufe der Modifikationsreaktion in nicht zu vernachlassigender Weise (~24 % nach
40 h) hydrolysiert. Auch vorherige Dialyse der eingesetzten Rab7 Mutante gegen Mg* -freien

EDTA-Puffer konnte in einem weiteren Experiment die Hydrolyse nicht unterbinden.

5.6 Kovalente Modifikation von Rab7 L129C und Rab1b L125C mit AcrylGppCHzp

Die Rab7 Q67L L129C Mutante ist nicht vollstandig hydrolysedefizient und daher ungeeignet
zur Darstellung von konstitutiv aktivem Rab7. Die Hydrolyseaktivitdt von Rablb Q67L L125C
kann durch das TBC Domanen GAP TBC1D20 teilweise wiederhergestellt werden (Pan et
al., 2006), was sich im Hinblick auf zellbiologische Experimente als nachteilig erweisen kann.
Daher sollen Rab7 L129C und Rab1b L125C in diesem Versuch mit dem nicht hydrolysierba-
ren AcrylGTP Analog AcrylGppCH,p modifiziert werden. Die 5 B,y-Methylengruppe im
AcrylGppCH,p hat vom 5" B,y-Sauerstoff im GTP abweichende Bindungswinkel und Langen
(Engel 1977). Dies fuhrt zu deutlich herabgesetzten Affinititen des AcrylGppCHzp zu
Rab7 L129C und Rablb L125C im Vergleich zu GDP. Das Bindungsgleichgewicht liegt in
Gegenwart von GDP und AcrylGppCH,p auf Seiten des GDP gebundenen Proteins, so dass
eine kovalente Modifikation mit AcrylGppCH,p durch GDP drastisch verlangsamt wird.

Um die Bindung von AcrylGppCH,p zu beschleunigen, soll GDP in situ durch Alkalische

Phosphatase (AP) zu Guanosin abgebaut werden. Die nicht spezifische Phosphomonoeste-
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rase ist ein dimeres Metalloenzym mit zwei Zn** und einem Mg®" lon in jedem seiner aktiven
Zentren (Kim et al., 1990). Um das proteingebundene GDP fiir die AP verfigbar zu machen,
muss die Nukleotidfreisetzung beschleunigt werden. Fir Rablb L125C ist dazu mit DrrAger
ein GEF verfugbar. Rab7 L129C soll gegen EDTA Puffer dialysiert werden. Da der katalyti-
sche Mechanismus der AP Zn** abhangig ist (Kim et al., 1990), muss das EDTA vor der Mo-
difikationsreaktion in Gegenwart von AP wieder entfernt werden.

Rablb L125C: Es wurde eine 50 pM Proteinkonzentrationen in 50 pL Gesamtvolumen Prote-
instandardpuffer eingestellt. Nach Zugabe von 2,5 pmol DrrAges (50 nM), 18,8 nmol
AcrylGppCH.p (375 uM, 7,5 Ag.) und 2 U AP wurde der Ansatz bei 25 °C und 300 U/min im
Thermoschittler inkubiert.

Rab7 L129C: Es wurde eine 50 uM Proteinkonzentration in 100 uL Gesamtvolumen EDTA-
Puffer eingestellt. Die Losung wurde fir 60 min bei RT gegen 50 mL EDTA-Puffer dialysiert.
Im Anschluss wurde das Protein an einer NAP5 Saule mit Mg?* freiem Proteinstandardpuffer
entsalzen. Das gesammelte Eluat wurde konzentriert, bis eine 50 UM Proteinkonzentration
erreicht war. Zu 50 uL der 50 uM Rab7 L129C Lésung wurden 18,8 nmol AcrylGppCH.p
(375 uM, 7,5 Ag.) und 2 U AP gegeben. Der Ansatzwurde bei 25 °C und 300 U/min im Ther-
moschuttler inkubiert.

Die Reaktionskontrollen wurden mittels ESI-MS mit vorgeschalteter Umkehrphasen HPLC an

einer analytischen C4-S&ule durchgefuhrt.
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Abb. 5.6.1: Reaktionskontrolle der Modifikation von Rablb L125C und Rab7 L129C mit AcrylGTP
mittels ESI-MS.

Theoretische Massen: Rablb L125C :22.355 Da
Rablb L125C-AcrylGppCH,p :22.970 Da
Rab7 L129C :23.704 Da

Rab7 L129C-AcrylGppCH,p  :24.336 Da

Nach 20 h sind beide Reaktionen abgeschlossen. Die detektierten Massen entsprechen den
Adduktmassen von AcrylGppCH,p mit Rablb L125C (22.994 Da) und Rab7 L129C
(24.332 Da). Die Modifikation mit AcrylGppCHyp ermdéglicht die Darstellung von konstitutiv
aktivem Rabl1b und Rab7 ohne Q67L Mutation.
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5.7 Kovalente Modifikation von Ypt7, CDC42 und H-Ras mit AcrylGTP

In diesem Experiment soll an Ypt7, CDC42 und H-Ras untersucht werden, ob die Einfihrung
von Cys an Position Leul25 in Rabl einen allgemeinen Ansatz zur kovalenten Modifikation
von kleinen G-Proteinen darstellt.

Ypt7 ist ein Rab7 homolog aus S. cerevisiae, das an der Regulation von endozytotischen
Prozessen beteiligt ist (Wichmann et al., 1992).

CDC42 (cell division controll protein 42) ist ein kleines G-Protein aus S. cerevisiae und Mit-
glied der Rho-Unterfamilie. Es ist beteiligt an der Ausbildung der Zellpolaritat wahrend der
Zellteilung (Gao et al., 2007).

In beiden Proteinen wurden die zu Leu 125 in Rablb analogen Aminosauren durch Cys sub-
stituiert. Die Mutanten Ypt7 A130C und CDC42 L119C sollen mit AcrylGTP modifiziert wer-
den. Das G4 Motiv von H-Ras besteht aus den Aminosauren NKCD L. Das auf Asp folgende
Leu entspricht Leu 125 in Rablb. In einem weiteren Experiment soll Uberprift werden, ob

das Cys im H-Ras G4 Motiv fur die Modifikation mit AcrylGTP zuganglich ist.
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Abb. 5.7.1: Reaktionskontrolle der Modifikation von A: Ypt7 A130C, B: CDC42 L119C und C: H-Ras
mit AcrylGTP mittels ESI-MS.

Theoretische Massen: Ypt7 A130C : 20.363 Da
CDC42 L119C : 20.994 Da
H-Ras :21.298 Da
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Pro Ansatz wurde eine 50 uM Proteinkonzentration in 50 uL Gesamtvolumen EDTA-Puffer
eingestellt. Nach Zugabe von 10 Ag. AcrylGTP wurden die Ansitze bei 25 °C in einem
Thermoschittler bei 300 U/min inkubiert. Die Reaktionskontrollen mittels ESI-MS wurden mit
vorgeschalteter Umkehrphasen HPLC an einer analytischen C4-Saule durchgefihrt.

In keinem der Experimente konnte eine Modifikation des jeweiligen Proteins nachgewiesen
werden (Abb. 5.7.1). Um sicherzustellen, dass ein Nukleotidaustausch stattgefunden hat,
wurden die Proben mittels NAP5 Saulen entsalzen und die im jeweiligen Protein gebunde-
nen Nukleotide mittels Umkehrphasen HPLC analysiert: Fir jeden Ansatz konnte ein 1:9
Verhéltnis von GDP zu AcrylGTP ermittelt werden. Obwohl ein Nukleotidaustausch stattge-
funden hat sind die Seitenketten der Cysteine Cys 130 in Ypt7, Cys 119 in CDC42 sowie
Cys 118 in H-Ras fur eine konjugierte Addition an den Acrylylrest des AcrylGTPs nicht zu-
ganglich.

5.8 Kovalente Modifikation von Rablb L125C mit Acrylguanosin: Darstellung von

nukleosidgebundenem Rablb

Durch Reaktion der Rablb Mutanten Rablb L125C sowie Rablb Q67L L125C mit AcrylGTP
und AcrylGppCH,p ist es mdglich, konstitutiv inaktive und aktive Rablb Proteine darzustel-
len. In diesem Experiment soll Rablb so modifiziert werden, dass es nicht in der Lage ist,
GDP oder GTP zu binden. Durch Modifikation mit Acrylguanosin (AcrylG) oder AcrylGMP soll
virtuell und konstitutiv nukleotidfreies Rablb generiert werden, das weder in der aktiven noch
in der inaktiven Konformation vorliegt. Die Affinitat von kleinen G-Proteinen zu GMP ist deut-
lich geringer als zu GDP/GTP. Der Unterschied zwischen den Dissoziationskonstanten der
Komplexe H-Ras:GMP (Kp=10° M) und H-Ras:GTP (Kp=10™" M) hat den Faktor 10° (Goody
et al., 1991, John et al., 1990, Rensland et al., 1995). Tatsachlich konnte in vorangegange-
nen Versuchen Rablb nicht direkt mit AcryIGMP modifiziert werden. Dies steht mit der Theo-
rie im Einklang, dass die Bindung des Acrylnukleotides am kleinen G-Protein Bedingung fur
die kovalente Modifikation ist. Aus diesem Grund soll Rablb L125C in einem ersten Schritt
mit AcrylGTP modifiziert werden. Das kovalent gebundene Nukleotid soll anschlieend durch
Alkalische Phosphatase zu Acrylguanosin hydrolysiert werden. Durch Zugabe von DrrAcger
soll das Nukleotid fir die AP verfligbar gemacht werden.

Zu 25 pL einer 50 uM Rablb L125C-AcrylGDP (1,25 nmol) Ldsung in Proteinstandardpuffer
wurden 1,25 nmol DrrAger (50 uM) und 10 U AP gegeben. Der Ansatz wurde bei 25 °C in
einem Thermoschuttler bei 300 U/min inkubiert. Die Reaktionskontrollen mittels ESI-MS wur-

den mit vorgeschalteter Umkehrphasen HPLC an einer analytischen C4-Séaule durchgefihrt.
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Abb. 5.8.1: Reaktionskontrolle der Hydrolyse von Rablb L125C-AcrylGDP zu Rablb L125C-Acryl-
guanosin mittels ESI-MS

Theoretische Massen: Rablb L125C-AcrylGDP : 22.909 Da
Rablb L125C-Acrylguanosin . 22.749 Da
DrrAGcer :21.982 Da

Nach 20 h ist die Reaktion vollstandig abgeschlossen. Die mittels ESI-MS detektierten Mas-
sen entsprechen der Masse von DrrAger (21.985 Da) und der Adduktmasse von
Rablb L125C und AcrylG (22.757 Da). Die Analyse des erhaltenen Produkts mittels Gro-
Renausschlusschromatographie (Kap.5.9) zeigt, dass das Rablb L125C-AcrylG nicht frei,

sondern quantitativim Komplex mit DrrAggr vorliegt.

5.9 Nachweis der Komplexstabilitat von Rablb L125C-Acrylguanosin:DrrAger in Ge-
genwart von GDP

In diesem Experiment soll untersucht werden, ob kovalent mit AcrylG modifiziertes Rablb
Nukleotide binden kann oder auch in Gegenwart von GDP in einem nukleotidfreiem Zustand
bleibt. Als Indikator soll die Stabilitdét des Rablb L125C AcrylG:DrrAger Komplexes in Ge-
genwart von GDP verwendet werden: gemessen wird die Retentionszeit des Komplexes bei
einer GrolRenausschlusschromatographie an einer analytischen SD75 Saule. Je starker sich
das Gleichgewicht durch Bindung von GDP auf die Seite der voneinander dissoziierten Pro-
teine verschiebt, desto kiirzer liegen sie im statistischen Mittel als Komplex vor, was sich bei
einer GroRRenausschlusschromatographie in einer Erh6hung des Retentionsvolumens aus-
wirkt.

Als Laufmittel wurde in einer ersten Messreihe Proteinstandardpuffer verwendet, in einer
zweiten Messreihe wurde Proteinstandardpuffer mit 100 uM GDP eingesetzt. Die Flussge-
schwindigkeit betrug 0,5 mL/min. Gemessen wurde im GDP-freien Puffer die Absorption bei
280 nm. Aufgrund der starken Absorption des GDP-haltigen Puffers bei 280 nm wurde in der
zweiten Messreihe die Absorption bei 295 nm gemessen. Es wurden jeweils 120 pL einer

15 pM Proteinldsung im jeweiligen Laufmittel in eine 100 pL Schleife injiziert (1,5 nmol).
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Abb. 5.9.1.: GrolRenausschlusschromatographie an einer analytischen SD75 S&ule mit einem Fluss
von 0,5 mL/min.
A: Laufe in Proteinstandardpuffer ohne GDP. B: L&ufe in Proteinstandardpuffer mit 100 uM GDP.

Sowohl Rablb L125C:GDP als auch Rablb L125C-AcrylG bilden im GDP freien Puffer
Komplexe mit DrrAger (Abb. 5.9.1, A). Beide Komplexe haben in den Chromatogrammen
identische Retentionsvolumen, in keinem Chromatogramm ist freies Rab zu erkennen. Auch
in Gegenwart von 100 pM GDP (Abb. 5.9.1, B) wird der Rab1b L125C:DrrAcer Komplex nicht
vollstandig dissoziiert, es ist weder freies Rab noch DrrAger nachweisbar. Jedoch ist eine
Verschiebung des Retentionsvolumens des Peaks von 9,8 mL hin zu 10,3 mL zu beobach-
ten. Ursache der beobachteten Abnahme der Partikelgréf3e ist die Einstellung eines dynami-
schen Gleichgewichts, in dem Rablb L125C sowohl im Komplex mit GDP als auch mit DrrA-
cer Vorliegt. Der Einfluss von GDP auf den Rablb L125C-AcrylG:DrrAger Komplex ist dage-

gen minimal, das Retentionsvolumen des Komplexpeaks bleibt mit 9,9 mL im Vergleich zu
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9,8 mL im GDP-freien Puffer annahernd gleich. Die Gegenwart von GDP flhrt also nicht zu
einer signifikanten Verschiebung des Dissoziationsgleichgewichts des Rablb L125C-
AcrylG:DrrAger Komplexes. Die kovalente Modifikation mit AcrylG hat einen inhibitorischen
Effekt auf die Bindung von GDP und damit die Dissoziation des Rablb L125C-
AcrylG:DrrAger Komplexes. Die Ergebnisse zeigen, dass mit Rablb L125C-AcrylG ein klei-
nes G-Protein dargestellt werden konnte, das auch in Gegenwart von GDP konstitutiv virtuell
nukleotidfrei vorliegt.

5.10 Inhibition des Nukleotidaustauschs an Rab1b L125C durch kovalente Modifikation
mit AcrylGDP

Durch Messung der Tryptophanfluoreszenz an Rablb L125C-AcrylGDP soll untersucht wer-
den, ob die kovalente Modifikation sowohl den intrinsischen als auch GEF vermittelten Nuk-
leotidaustausch am Rabl1b L125 verhindert.

Gemessen wurde die intrinsische Tryptophanfluoreszenz bei 25 °C (Goody et al., 2012). Es
wurde Proteinstandardpuffer verwendet, das Probenvolumen betrug jeweils 1 mL. Es wurde
eine 2 uM Proteinkonzentration eingestellt. Nach Stabilisierung der Emissionsintensitat bei
348 nm wurden 50 nmol (50 uM) GppNHp zugegeben. Nach ~35 min wurden 20 pmol
(20 nM) DrrAger zugegeben.
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Abb. 5.10.1: Intrinsischer und DrrAger vermittelter Nukleotidaustausch an Rablb L125C:GDP (links)
und Rablb L125C-AcrylGDP (rechts). Dargestellt ist die Anderung der Trp-fluoreszenz bei 348 nm in
Abhéngigkeit von der Zeit.

1.) Zugabe von 50 nmol GppNHp

2.) Zugabe von 20 pmol DrrAggr

In Abb. 5.10.1 ist links der intrinsische und DrrAger vermittelte Austausch von GDP gegen
GppNHp an Rablb L125C zu abgebildet. Im Vergleich dazu ist deutlich zu sehen, dass we-
der die Zugabe von GppNHp noch von DrrAger zu Rablb L125C-AcrylGDP zu einer Fluores-
zenzabnahme fuhrt. Die beiden Trp in Rab1b (Trp62 und Trp102) befinden sich im p-Faltblatt

B3 und der a-Helix a4. Sie liegen damit an der zur Acrylgruppe entgegengesetzten Seite des
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Proteins, womit ein quenchender Effekt der Modifikation auf die Tryptophanfluoreszenz ef-
fektiv ausgeschlossen werden kann.
Die kovalente Modifikation mit AcrylIGDP verhindert sowohl den intrinsischen als auch den

GEF vermittelten Nukleotidaustausch.

5.11 Interaktion von Rablb L125C-AcrylGDP mit DrrA

In Kap. 5.10 konnte gezeigt werden, dass die kovalente Modifikation mit AcrylGDP auch
DrrA katalysierten Nukleotidaustausch unterbindet. In diesem Experiment soll untersucht
werden, ob durch die kovalente Modifikation mit AcrylGDP die Komplexbildung mit DrrA inhi-
biert wird.

Es wurden je 50 pyL einer 100 uM Rablb L125C:GDP bzw. Rablb L125C-AcrylGDP Ldsung
(Proteinstandardpuffer) mit 50 pL einer 100 uM DrrA (Volllange) Losung (Proteinstandardpuf-
fer) vereint und 60 min bei 25 °C und 300 U/min im Thermoschuttler inkubiert. Die Proben
wurden mittels GroRenausschlusschromatographie an einer analytischen SD75 Saule analy-
siert. Als Laufmittel wurde Proteinstandardpuffer bei einem Fluss von 0,5 mL/min verwendet.
Es wurden jeweils 120 pL einer 29 uM Proteinldsung in eine 100 pL Schleife injiziert
(2,9 nmol).
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Abb. 5.11.1: GroéRBenausschlusschromatographie an einer analytischen SD75 Saule mit einem Fluss
von 0,5 mL/min.
A: Rablb L125C:GDP und DrrA (Volllange). B: Rablb L125C-AcrylGDP und DrrA (Volllange).

Im Chromatogramm der Komplexbildung zwischen Rablb L125C:GDP und DrrA ist nur ein
Peak zu sehen. Das Fehlen des DrrA und Rablb L125C:GDP Peaks zeigt vollstindige
Komplexbildung an (Abb. 5.11.1, A). Im Gegensatz dazu ist im Ansatz mit Rablb L125C-
AcrylGDP und DrrA keine Komplexbildung nachzuweisen. Das Chromatogramm zeigt zwei
Peaks, die in Intensitat und Retentionsvolumen mit den Peaks beider Edukte Ubereinstim-
men (Abb. 5.11.1, B). Das Rablb L125C-AcrylGDP verhélt sich damit gegeniber DrrA er-
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wartungsgemal: Komplexe zwischen GEFs und kleinen G-Proteinen sind in der Gegenwart

von Guanosinnukleotiden instabil (Vetter et al.,2001).

5.12 Bestimmung des Einflusses der kovalenten Modifikation von Rablb mit AcrylGTP
auf die Interaktion mit dem Rablb GAP TBC1D20

In diesem Experiment soll untersucht werden, ob die Mutation von Leu 125 zu Cys oder die
kovalente Modifikation mit AcrylGTP einen negativen Einfluss auf die Interaktion von Rablb
mit seinem GAP TBC1D20 hat. Als Indikator der Interaktion soll die TBC1D20 katalysierte
Beschleunigung der GTP Hydrolyse gemessen werden. Die beobachtete Messgréfie ist die
intrinsische Trp-Fluoreszenz von Rablb in Abhangigkeit von der Zeit.

In der Versuchsplanung wurde der direkte Vergleich der TBC1D20 katalysierten Hydrolyse
zwischen Rablb L125C:GTP und Rablb L125C-AcrylGTP angestrebt. Vergleiche der intrin-
sischen Hydrolyseraten verschiedener kleiner G-Proteine (Rab6: 5-10° s (Bergbrede et al.,
2005); Rab5: 5,5:10* s*; Rab7: 4,5-:10° s™ (Simon et al., 1996); Rabib: 4,3-:10° s™* (Milller et
al., 2012); H-Ras (p21): 5,5-10* s (Scheidig et al., 1994)) mit der beobachteten Umsatzrate
der konjugierten Addition an Rab1b L125C (K.ps = 3,26:10° M s, Kap. 5.4) zeigen hier je-
doch ein generelles Problem auf: AuR3er fir Rab6, dass unter den Rab Proteinen aufgrund
seiner geringen intrinsischen Hydrolyserate hervorsticht, ist die Geschwindigkeit der konju-
gierten Addition tendenziell geringer als die bekannten Hydrolyseraten. Dies fuhrt dazu, dass
bei vollstandigem Abschluss der kovalenten Modifikation auch der grof3te Teil des kovalent
gebundenen AcrylGTPs bereits hydrolysiert ware. Dies deckt sich mit den Beobachtungen
aus den kovalenten Modifikationen von Rablb L125C (Abb. 5.12.1) und Rab7 L129C.:
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Abb. 5.12.1: Reaktionskontrolle der Modifikation von Rablb L125C mit 7,5 Aq. AcrylGTP bei 25 °C
nach 17 h mittels ESI-MS.

Theoretische Massen: Rablb L125C 1 22.355 Da
Rablb L125C-AcrylGDP :22.909 Da
Rablb L125C-AcrylGTP :22.989 Da

Die Integration der Peakflachen ergibt, dass die Reaktion nach 17 h zu 88 % abgeschlossen

ist, und bereits 75 % des kovalent gebundenen AcrylGTPs zu AcrylGDP hydrolysiert wurden.
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Versuche, durch Eliminierung von Mg? mittels Dialyse gegen EDTA-Puffer und anschlie-
Rende Entsalzung Gber NAP5 Saulen die Hydrolyse zu unterbinden, waren nicht erfolgreich.
Aus diesem Grund soll in diesem Experiment die hydrolysedefiziente Rablb Q67L L125C
Mutante eingesetzt werden. Mdglich ist dies aufgrund der Besonderheit von TBC-Domanen
GAPs, ein eigenes GIn in das aktive Zentrum von Rab Proteinen einzufiihren und so die
Hydrolysefahigkeit von Q67L (in Rablb) und analogen Mutanten teilweise wiederherzustel-
len (Kap. 1.2.4) (Pan et al., 2006).

Gemessen wurde die intrinsische Tryptophanfluoreszenz bei 25 °C. Es wurde Proteinstan-
dardpuffer verwendet, das Probenvolumen betrug jeweils 1 mL. Es wurde eine 4 uM Protein-
konzentration eingestellt. Nach Stabilisierung der Emissionsintensitat bei 348 nm wurden fir
Rablb wt und Rablb L125C 4 fmol TBC1D20 (4 pM) und fur Rablb Q67L L125C 400 fmol
TBC1D20 (400 pM) zugegeben.
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Abb. 5.12.2: TBC1D20 katalysierte Hydrolyse von GTP und AcrylGTP durch Rablb. Dargestellt ist die
Anderung der Tryptophanfluoreszenz bei 348 nm in Abhangigkeit von der Zeit.

A: Rablb wt:GTP und 0,004 uM TBC1D20. B: Rablb L125C:GTP und 0,004 uM TBC1D20.

C: Rablb Q67L L125C:GTP und 0,4 uM TBC1D20

D: Rab1bQ67L L125C-AcrylGTP und 0,4 uM TBC1D20

1.) Zugabe von TBC1D20
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Die Daten wurden im Zeitintervall 50-3500 s mit dem Programm GrakFit als einfach exponen-

tielle Funktion interpoliert:

F = Fe —_ (Fe — Fa) . e(_kobs't)

Formel 5.12.3: Konstanten: Fe = Endwert
Parameter: Kobs = beobachtete Geschwindigkeitskonstante der Hydrolyse
Fa = Startwert
Variable: t = Zeit in Sekunden

Mit der Formel 5.12.3 wurden folgende Werte fur k,,s und F, ermittelt:

Nukleotid | Konzentration (GAP) | koss [s™]] 0k F, [%]
Rablbwt |GTP 0,04 pM TBC1D20 |9,2:10°|6,6:10° |83,3
GTP 0,004 uM TBC1D20 |8,0-10*|6,0-107 | 82,8
Rabilb GTP 0,04 pM TBC1D20 |1,3-102]4,8:10° | 74,6
L125C GTP 0,004 uM TBC1D20 |1,0-10°]7,6:107 | 76,3
Rablb Q67L|GTP 0,4 upMTBC1D20 |6,0:10*|3,6:107 | 84,4
L125C GTP 0,2 uMTBC1D20 |3,0-10*]|2,5:107 | 84,2
AcrylGTP|0,4 uM TBC1D20 |5,0-10*|4,4-107 | 84,6
AcrylGTP|0,4 uM TBC1D20 |6,0-10*|5,7-:107 | 85,3

Tabelle 5.12.4: Ergebnisse der Interpolationen der Messdaten der TBC1D20 katalysierten Hydrolyse
von GTP/AcrylGTP durch Rab1lb fir ks und F, mit Formel 5.12.3.

Die ersten Messungen an Rablb wt und Rablb L125C wurden bei einer TBC1D20 Konzent-
ration von 0,04 uM durchgefiihrt. Die Hydrolyse fand so schnell statt, dass die Messwerte
des Reaktionsbeginns am FluoroMax-3 nicht erfasst werden konnten. Dies spiegelt sich in
um den Faktor 100 gréReren Standardabweichungen in den kq,s-Werten wieder. Die ermittel-
ten Werte flr kq,s Stimmen jedoch mit den Messungen mit 0,004 uM TBC1D20 Uberein und
sind daher kursiv in Tabelle 5.12.4 angegeben: Die beobachtete Hydrolysegeschwindigkeit
ist direkt abhangig von der Konzentration des Rab1b:TBC1D20 Komplexes und damit pro-
portional zu der Konzentration von TBC1D20.

Die Unterschiede der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten zwischen Rablb wt und
Rablb L125C sind sehr gering. Der Faktor betragt 1,25 fur 0,004 uM TBC1D20 und 1,43 fur
0,04 uM TBC1D20. Der Einfluss der L125C Mutation auf die TBC1D20 katalysierte Hydroly-
se ist minimal.

Es ist flr die Rablb Q67L L125C Mutante die 100-fache Menge TBC1D20 notwendig um die
gleiche Hydrolysegeschwindigkeit wie fir Rablb wt und Rablb L125C beobachtet zu errei-
chen. Der Unterschied der Hydrolysegeschwindigkeiten von GTP und AcrylGTP durch
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Rablb Q67L L125C hat den Faktor 1,1. Dieses Ergebnis zeigt, dass die kovalente Modifika-

tion von Rab1b keinen negativen Einfluss auf die Interaktion mit TBC1D20 hat.

5.13 Interaktion von kovalent mit Acrylnukleotiden modifiziertem Rablb mit seinem
Effektor OCRL1

Durch Beobachtung der Komplexbildung mittels GréRenausschlusschromatographie soll un-
tersucht werden, ob das konstitutiv aktive Rablb Q67L L125C-AcrylGTP in der Lage ist mit
seinem Effektor OCRL1 zu interagieren. Das OCRL1 (oculocerebrorenal syndrome of Lowe)
Protein ist eine 105 kDa grof3e Phosphoinositol-5-Phosphatase, die durch Interaktion mit
Rab Proteinen an Membrane rekrutiert wird (Hou et al., 2011).

Zur Bildung der Komplexe wurden 50 uM Ldsungen angesetzt und aquimolare Mengen
Rablb und OCRL1s539.991 (41,6 kDa) fur 60 min bei 25 °C und 300 U/min im Thermoschiittler
inkubiert. Die Proben wurden mittels GréRenausschlusschromatographie an einer analyti-
schen SD75 Saule analysiert. Als Laufmittel wurde Proteinstandardpuffer bei einem Fluss
von 0,5 mL/min verwendet. Es wurden jeweils 120 uL einer 20 uM Proteinlésung in eine

100 pL Schleife injiziert. Das entspricht einem Auftrag von 2,0 nmol Protein.

175+ 175+
— Rab1b wt:GDP — Rab1b Q67L L125C:GTP und OCRL1
150 — OCRL1 1504 ——Rab1b Q7L L125C:GDP und OCRL1
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125 125
=3 =3
i 100 9.27 10,82 i
E E
o 754 °
<N 50 ] <N
9,60\ 10,78
25
04
9 10 11 12 9 10 11 12
VIimL VIimL
175- 175+
——Rab1b Q67L L125C-AGTP und OCRL1 ——Rab1b L125C-AGppCH:p und OCRL1
1504 ——Rab1b Q67L L125C:GDP und OCRL1 1504 —— Rab1b Q67L L125C:GDP und OCRL1
125 125
= = 9,10
S 100 928 10,86 < 100+ 10,86
E E
< 754 < 754
g 8 9,60
< 50 < 50
9,60
25 25
0- 0-
9 10 11 12 9 10 11 12

V/mL

V/mL

Abb. 5.13.1: GroRRenausschlusschromatographie zur Kontrolle der Komplexbildung zwischen Rablb
und OCRL1 an einer analytischen SD75 Saule mit einem Fluss von 0,5 mL/min.

A: Rablb wt positiv Kontrolle

C: Rablb Q67L L125C-AcrylGTP

85
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D: Rablb Q67L L125C-AcrylGppCH.p



In Abb. 5.13.1 (A) sind die Chromatogramme des Komplexes zwischen Rablb wt:GppNHp
und OCRL1s39.99; SOWie der beiden monomeren Proteine als Positivkontrolle abgebildet. Es
ist ein deutlicher Komplexpeak bei einem Retentionsvolumen von 9,27 mL bei gleichzeitiger
Abnahme der Peakflache des Rablb wt Peaks zu sehen. Im Komplexpeak weist kein
Schenkel auf die Gegenwart von monomerem  OCRL1sg9e; hin.  Auch
Rablb Q67L L125C:GTP zeigt deutliche Komplexbildung mit OCRL1s39.60;, Wéhrend in der
Negativkontrolle mit Rablb Q67L L125C:GDP nur die monomeren Proteine nachweisbar
sind (Abb. 5.13.1, B). Das mit AcrylGTP kovalent modifizierte Rablb Q67L L125C bildet mit
OCRL1s30.901 €benfalls den charakteristischen Komplexpeak bei einem Retentionsvolumen
von 9,28 mL aus (Abb. 5.13.1, C). Gleichzeitig sind der Komplexpeak und der Peak des
monomeren Rablb Proteins jedoch nicht klar voneinander getrennt, sondern durch einen
Schenkel verbunden. Unter der Annahme eines dynamischen Gleichgewichts zwischen
Komplexbildung und Komplexdissoziation wére ein einziger Peak zu erwarten, der je nach
Gleichgewichtslage und damit der mittleren PartikelgréfRe zu héheren Retentionsvolumen
verschoben ist. Dies trifft hier nicht zu. Die Beobachtungen fiihren vielmehr zu dem Schluss,
dass es zwei verschiedene Populationen an Rablb Q67L L125C-AcrylGTP gibt: Ein Teil des
Rablb Q67L L125C-AcrylGTP kann stabile Komplexe mit OCRL1s39.99; bilden, wéhrend ein
bestimmter Anteil des Rablb Q67L L125C-AcrylGTPs in seiner Interaktion mit OCRL 1539 991
beeintrachtigt zu sein scheint und Komplexe mit geringerer Stabilitdt bildet. Das mit dem
nichthydrolysierbaren AcrylGTP Analog AcrylGppCH,p kovalent modifizierte Rablb L125C
zeigt in der Kontrolle der Komplexbildung mit OCRL1s3999; die gleichen Eigenschaften wie
Rablb wt:GppNHp: Es ist ein deutlicher Komplexpeak ohne Schenkel zu sehen
(Abb. 5.13.1, D).

Mittels GrolRenausschlusschromatographie lasst sich weder fur die Q67L Mutation noch die
kovalente Modifikation mit Acrylnukleotiden allein ein negativer Effekt auf die Interaktion von
Rablb mit OCRL1s3999; Nachweisen. Erst die Kombination beider Veranderungen am Rablb
scheint einen leichten Einfluss auf die Komplexbildung mit OCRL1 von Teilen des Rablb

Proteins zu haben.
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5.14 Interaktion von kovalent mit AcrylGTP modifiziertem Rablb mit seinem Effektor
Mical3

Durch die Kombination von Gréf3enausschlusschromatographie und SDS-PAGE sollen die
Interaktionen von Rablb Q67L L125C-AcrylGTP und Rablb wt:GppNHp mit dem Rablb
Effektor Mical3 verglichen werden. Die Multidomanenproteine der Mical Familie (molecule
interacting with CasL) sind NADPH abhangige Flavoprotein Monooxygenasen. Sie verfiigen
Uber Bindedomanen fir verschiedene Proteine, darunter eine C-terminale Rab-bindende
Domaéne. (Fischer et al., 2004, Kolk et al., 2007, Ratnayake et al., 2012). In diesem Experi-
ment wurde die Rab-bindende Domane von humanem Mical3 zur Komplexbildung mit Rablb
eingesetzt. Sie umfasst die Aminosduren 1841-1990 und hat ein Molekulargewicht von
18.168 Da. Aufgrund des geringen Absorptionskoeffizienten bei 280 nm des Fragments von
6990 L mol* cm™ soll die Komplexbildung zwischen Rablb und Mical31g41.1900 ZUS&tzlich zur
GroRenausschlusschromatographie auch mittels SDS-PAGE beobachtet werden.

Zur Bildung der Komplexe wurden 70 uM Proteinldsungen angesetzt und aquimolare Men-
gen Rablb und Mical31g41.1990 fir 30 min bei 25 °C und 300 U/min im Thermoschdttler inku-
biert. Die Proben wurden mittels GréRenausschlusschromatographie an einer analytischen
SD75 Saule untersucht und die Eluate in 250 pL Fraktionen gesammelt. Als Laufmittel wurde
Proteinstandardpuffer bei einem Fluss von 0,5 mL/min verwendet. Es wurden jeweils 120 uL
einer 35 uM Proteinlésung in eine 100 pL Schleife injiziert. Das entspricht einem Auftrag von
3,5 nmol Protein. Die gesammelten Fraktionen wurden mittels Lyophilisation getrocknet. Die
Salze aus dem Proteinstandardpuffer wurden mittels Trichloressigséurefallung der Proteine
abgeschieden. Die erhaltenen Prazipitate wurden in 10 pL Wasser und 4 yL SDS-4X Pro-
benpuffer aufgenommen und fir 3 min auf 90 °C erwarmt. Es wurden jeweils 10 pL in die
Probenkammern eines 16,5 %igen Polyacrylamidgels aufgetragen und die Gele bei 120 V
entwickelt. Die Proteine wurden mit Coomassie Brillantblau angefarbt und die Bandenintensi-

taten mit Hilfe des Programms AIDA quantifiziert und ausgewertet.
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Abb. 5.14.1: Die Absorptionen bei 280 nm der gréRenausschlusschromatographischen Laufe zur
Kontrolle der Komplexbildung zwischen Rablb und Mical3 sind als schwarze Linien eingetragen.

Die mittels AIDA ermittelten Bandenintensitaten der SDS-PAGE Analyse der gesammelten Fraktionen
sind als schwarze Quadrate (Rablb) und rote Kreise (Mical3) eingetragen.

A: Rablb wt:GDP. B: Mical3 C: Rablb wt:GppNHp und Mical3 (Positivprobe)

D: Rablb wt:GDP und Mical3 (Negativprobe)

E: Rablb Q67L L125C-AcrylGTP und Mical3

Der Vergleich der Chromatogramme von Rabl1b wt und Mical3;g41-1000 (Abb. 5.14.1 A und B)
zeigt ein unerwartetes Laufverhalten flr Mical31g41.1900: Die Molekulargewichte von Rablb wt
(22,4 kDa) und Mical31g41.1990 (18,2 kDa) lassen vermuten, dass Rablb wt ein geringeres
Retentionsvolumen als Mical31g41.1000 hat. Obwohl die Massen durch SDS-PAGE bestatigt
werden, ist jedoch das Gegenteil zu beobachten. Ursache dafir ist die Struktur des Mi-
cal31g41.1990: Die C-terminalen, Rab bindenden Doméanen von Proteinen aus der Mical-Familie

liegen als doppelhelikale (coiled coil) Strukturen vor (Weide et al., 2003). Ihre Oberflache
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weicht stark vom Idealfall eines globularen Proteins ab, durch ihre langliche Struktur ist ihr
hydrodynamischer Radius deutlich grosser als der reale Proteinradius. Dies resultiert in der
beobachteten Verschiebung hin zu einem geringeren Retentionsvolumen. Selbst die Kom-
plexbildung mit Rablb wt:GppNH (Abb. 5.14.1, C) hat keinen Einfluss auf das Retentionsvo-
lumen: es betragt 9,47 mL fir Mical31g411090 UNd 9,48 mL flr den Komplex zwischen Mi-
cal31g41-1990 Rablb wt:GppNHp. Die Bildung des Komplexes ist im Chromatogramm durch die
Abnahme der Peakflache des Rablb wt sowie die Zunahme der Peakflache bei einem Re-
tentionsvolumen von 9,48 mL zu erkennen. Der Nachweis der Komplexbildung gelingt durch
die SDS-PAGE: sie zeigt, dass in den Fraktionen zwischen 8,75 und 10,25 mL sowohl
Rablb wt als auch Mical3:g41.1900 €nthalten sind. Das ist in der Negativkontrolle fur
Rablb wt:GDP und Mical31541-1990 (Abb. 5.14.1, D) nicht zu beobachten: In jedem Peak kann
mittels SDS-PAGE jeweils nur Rablb wt bzw. nur Mical31g41.1000 NAachgewiesen werden.
Rablb Q67L L125C-AcrylGTP schlieRlich wird ebenfalls durch Mical31541.1990 gebunden (Abb.
5.14.1 E). Abweichend von der Positivkontrolle mit Rablb wt:GppNHp ist jedoch eine
Schenkelbildung am Komplexpeak zu beobachten. Dies entspricht der Beobachtung, die
bereits fur die Interaktion zwischen Rablb Q67L L125C-AcrylGTP und OCRL1s39.991 gemacht
wurde (Kap. 5.13).

5.15 Prenylierung von kovalent mit AcrylGDP modifiziertem Rablb durch REP und
GGTase Il

Rab Proteine werden, wie in Kapitel 1.2.2 geschildert, an ihren C-terminalen Cysteinen post-
translational durch das Enzym GGTase Il mit zwei (in Ausnahmen einer) Geranylgeranyl-
gruppe(n) modifiziert. GGTase Il ist ein heterodimeres Enzym und neben Farnesyltransfera-
se und GGTase | eine von drei bekannten Isoprenyltransferasen in eukaryotischen Zellen
(Brown et al., 1993). Anders als Farnesyltransferase und GGTase | erkennt GGTase Il seine
Zielproteine nicht direkt Uber eine Erkennungssequenz: Rab Proteine werden zunachst durch
REP gebunden. Dies erhoht die Affinitdt zwischen REP und der -Untereinheit der GGTa-
se Il und ermdglicht die Bildung des katalytisch aktiven terndren Komplexes zwischen Rab,
REP und GGTase Il (Kap. 1.2.2, Wu et al., 2009). REP ist ein zu GDI homologes Protein
(Alory et al., 2001), hat wie dieses eine Praferenz fur GDP gebundenes Rab und inhibiert die
Dissoziation von GDP (Shapiro et al., 1995, Alexandrov et al., 1999). REP ist in der Lage,
zytosolisches prenyliertes Rab an seine Zielmembran zu transportieren (Alexandrov et al.,
1994).

In diesem Experiment soll kovalent mit AcrylGDP modifiziertes Rab1b L125C durch REP und
GGTase Il prenyliert werden. Durch Vergleich mit Rablb L125C:GDP soll festgestellt wer-
den, ob die kovalente Modifikation einen negativen Einfluss auf die Interaktion mit REP und
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die Bildung des katalytisch aktiven ternaren Komplexes zwischen REP, Rab und GGTase I
hat. Anstelle von Geranylgeranylpyrophosphat, des natirlichen Substrats der GGTase II, soll
ein fluoreszierendes Analog, NBD-Farnesylpyrophosphat eingesetzt werden (Abb. 5.15.1).
Proben sollen mittels SDS-PAGE untersucht und durch Bestimmung der Fluoreszenzintensi-
taten der Rablb Banden der zeitabhangige Ablauf der Prenylierungsreaktion beobachtet

werden.

Abb. 5.15.1: A: Geranylgeranyl
B: 3,7,11-trimethyl-12-(7-nitro-benzo[1,2,5]oxadiazo-4-ylamino)-dodeca-2,6,10-trien

(NBD-Farnesyl)
Es wurden zwei Ansétze in GDP-Puffer mit jeweils 150 uL Gesamtvolumen vorbereitet, einer
mit Rablb L125C:GDP und einer mit Rablb L125C-AcrylGDP. Es wurden 0,6 nmol (4 pM)
Rabl1b vorgelegt und nachfolgend 0,9 nmol (6 uM) REP1, 0,7 nmol (4,7 pM) GGTase Il und
7,5 nmol (50 uM) NBD-Farnesylpyrophosphat zugegeben. Die Ansatze wurden bei 25 °C
und 300 U/min im Thermoschdttler inkubiert. Es wurden in bestimmten Zeitabstanden jeweils
10 pL Proben entnommen, direkt mit 4 pL SDS-4X Probenpuffer versetzt und 3 min auf
90 °C erwarmt um die Reaktion zu quenchen. Es wurden jeweils 10 pL in die Probenkam-
mern eines 16,5 %igen Polyacrylamidgels aufgetragen und die Gele bei 120 V entwickelt.
Die Fluoreszenz wurde am FLA 3000 ausgelesen: Die NBD-Fluoreszenz wurde bei 473 nm
angeregt und bei 510 nm detektiert. Die Fluoreszenzintensitaten der einzelnen Banden wur-
den mit Hilfe des Programms AIDA quantifiziert und ausgewertet. Im Anschluss wurden die

Gele mittels Coomassie Brillantblau eingefarbt.
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Abb. 5.15.2; SDS-PAGE Analyse der Prenylierungen.

A: Rablb L125C-AcrylGDP. Fluoreszenz bei 510 nm nach Anregung bei 473 nm.
B: Rablb L125C:GDP. Fluoreszenz bei 510 nm nach Anregung bei 473 nm.

C: Rablb L125C:GDP. Farbung mit Coomassie Brillantblau.

Nach Farbung der Gele mit Coomassie Brillantblau sind in jeder Probe vier Banden zu sehen
(Abb. 5.15.2 C): REP1 bei ~80 kDa (73,9 kDa), die GGTase Il a Untereinheit bei ~58,9 kDa
(67 kDa), die GGTase Il B Untereinheit bei 33,9 kDa (33 kDa) und Rablb bei 23,4 kDa
(22,4 kDa). Die theoretischen Massen sind in Klammern angegeben. Anhand des Laufweges
wurde fir die fluoreszierenden Banden (Abb.5.15.2 A und B) eine Masse von 23,4 kDa er-

mittelt. Die Fluoreszenzzunahme ist also an den Rablb Banden zu beobachten.
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Abb. 5.15.3: Auftrag der Fluoreszenzintensitaten der Rab1lb Banden in Abh&éngigkeit von der Zeit
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Fur die Bestimmung der Fluoreszenzintensitdaten wurde mit dem Programm AIDA flr jede
Bande eine identische Flache untersucht und die mittlere Fluoreszenzintensitat der Flache
pro Pixel bestimmt. Bereits nach 5 min ist sowohl fir Rablb L125C:GDP als auch
Rablb L125C-AcrylGDP eine deutliche Fluoreszenz zu beobachten (Abb. 5.15.2, A und B).
Die Fluoreszenzentwicklung scheint zu stagnieren, um dann zwischen 15 min und 30 min
ihre gro3te Zunahme zu erfahren. Die scheinbare Stagnation hat ihre Ursache in der Daten-
erfassung: Bei geringen Fluoreszenzintensitdten hat die Peakflache einen deutlichen Ein-
fluss auf die ermittelte Fluoreszenzintensitat. Eine grofRe Peakflache fuhrt so zu kunstlich
erhohten Fluoreszenzwerten. Die Bande fiir Rablb L125C-AcrylGDP bei 5 min (Abb. 5.15.2,
A) ist auffallend breit und verschwommen, dies resultiert in der unerwartet hohen ermittelten
Fluoreszenzintensitat. Das Gegenteil ist fur die Bande von Rablb L125C nach 15 min zu
beobachten: die schmale Bande fuhrt zu einer negativen Abweichung vom Erwartungswert.
Qualitativ ist kein Unterschied zwischen der Prenylierung von Rablb L125C:GDP und
Rablb L125C-AcrylGDP zu beobachten. Bei beiden Proteinen findet die Fluoreszenzzunah-
me im gleichen Zeitraum zwischen 0 und 60 min statt und resultiert in einem fast identischen
Maximalwert. Die Modifikation von Rablb L125C mit AcrylGDP hat keine signifikanten Aus-
wirkungen auf die Bindung durch REP1 und die Bildung des terndren Komplexes aus Rablb,
REP1 und GGTase II.

5.16 Interaktion von kovalent mit AcrylGDP modifiziertem Rab1lb L125C mit GDI

Nachdem Rab einen Zyklus aus Aktivierung und Deaktivierung durchlaufen hat, wird es im
GDP gebundenen Zustand durch GDI aus den Akzeptormembranen extrahiert. Im Rab:GDI
Komplex werden die hydrophoben Prenylgruppen vor dem Zytosol abgeschirmt und so der
Rucktransport von Rab Proteinen an die entsprechende Donormembran erméglicht (Kap.1.2,
Shapiro et al., 1995, Alexandrov et al., 1999, Goody et al., 2005).

Die intakte Interaktion mit GDI ist essentiell fir die Lokalisation von Rab Proteinen in Zellen.
In dieser Versuchsreihe sollen die ko, und ko Werte der Assoziation/Dissoziation des
Rablb L125C-AcrylGDP:GDI Komplexes bestimmt und mit denen des
Rablb L125C:GDP:GDI Komplexes verglichen werden.

GDI hat nur eine geringe Affinitdt zu nicht prenyliertem Rab (Wu et al., 2007). Aus diesem
Grund mussen die eingesetzten Rab Proteine im Vorfeld mit Prenylgruppen modifiziert wer-
den. Die Prenylierung durch REP und GGTase Il ist daftrr nicht praktikabel, da das prenylier-
te Rab Protein im Anschluss als Komplex mit REP vorliegt. Der Ky des Komplexes liegt fur
Rab7 zwischen 61 pM fir einfach geranyliertes und 1,3 nM fur zweifach geranyliertes Protein
(Wu et al., 2007). Eine effiziente Dissoziation des Komplexes und Trennung der Proteine ist

nicht moglich (Shapiro et al., 1995, Kalinin et al., 2001). Um dieses Problem zu umgehen,
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wurde durch Mutation C-terminal ein CaaL Erkennungsmotiv fir GGTase | in Rablb einge-
fuhrt. GGTase | ist nicht auf ein Hilfsprotein angewiesen sondern bindet lediglich das C-
terminale Erkennungsmotiv CVIL (Zhang et al., 1996). Das natirliche Substrat fir GGTase |
ist Geranylgeranylpyrophosphat. Hier soll das fluoreszierende Analog NBD-
Farnesylpyrophosphat verwendet werden, um gleichzeitig mit der Prenylgruppe einen Fluo-
reszenzmarker in das Rab Protein einzufiihren (Methode: Wu et al., 2007).

In 160 pL Gesamtvolumen Proteinstandardpuffer mit 2 % (v/v) DMSO und 5 % (v/v) Glycerol
wurden 22,1 nmol (138 uM) Rablb L125C-CVIL-AcrylGDP, 11 nmol (69 uM) GGTase | und
110,5 nmol (690 uM) NBD-Farnesylpyrophosphat fiir 2 h bei 25 °C und 300 U/min im Ther-
moschittler unter Lichtausschluss inkubiert.

In 147 yL Gesamtvolumen Proteinstandardpuffer mit 2 % (v/v) DMSO und 5 % (v/v) Glycerol
wurden 22,1 nmol (150 puM) Rablb L125C-CVIL:GDP, 11 nmol (75 puM) GGTase | und
110,5 nmol (750 pM) NBD-Farnesylpyrophosphat fur 2 h bei 25 °C und 300 U/min im Ther-
moschttler unter Lichtausschluss inkubiert.

1204 Rab1b L125C-CVIL:GDP: 2 h 1204 Rab1b L125C-CVIL-AcrylGDP: 2 h
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Abb. 5.16.1: Reaktionskontrolle der der NBD-Farnesylierung von Rablb L125C-CVIL:GDP und
Rablb L125C-CVIL-AcrylGDP mittels ESI-MS.

Theoretische Massen: Rablb L125C-CVIL . 22.587 Da
Rablb L125C-NBD-F : 22.969 Da
Rablb L125C-CVIL-AcrylGDP : 23.141 Da
Rablb L125C-AcrylGTP-NBD-F : 23.525 Da

Die Reaktionskontrolle mittels ESI-MS zeigt, dass sowohl Rablb L125C-CVIL:GDP als auch
Rablb L125C-CVIL-AcrylGDP quantitativ mit NBD-Farnesyl modifiziert werden konnten.

In den nachfolgenden Experimenten wird die Anderung der NBD-Fluoreszenz bei 530 nm in
Abhangigkeit von der Assoziation/Dissoziation der Rablb:GDI Komplexe gemessen. Ursa-
che der Fluoreszenzanderung ist die Anderung der Polaritat der NBD-Umgebung (Kap.
7.5.3).
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Bestimmung der k¢ Werte fir die Dissoziation des Rab1b:GDI Komplexes:

In Gegenwart von LidA soll die zeitabhdngige Fluoreszenzanderung bei 530 nm einer
Rablb-NBD-F:GDI Lésung beobachtet werden. LidA ist ein Rab Effektor des Bakteriums
Legionella pneumophila. Eine Besonderheit dieses Proteins ist, dass es sowohl die GDP als
auch die GTP gebundene Form verschiedener Rab Proteine mit ausgesprochen hoher Affini-
tat bindet. Experimentelle Ergebnisse beziffern die Kp auf 30 pM fir GDP gebundenes
Rablb (Schoebel et al., 2011). Der fir einfach mit NBD-Farnesyl modifizierte Rab Proteine
ermittelte Kp Wert des Rab:GDI Komplexes ist mit 13 nM um den Faktor 2300 grof3er (Wu et
al., 2010). Damit ist LidA in der Lage eine Rickbindung von freiem Rabl1b an GDI zu verhin-
dern und erlaubt so die Bestimmung des ko Werts fiir die Dissoziation des Rab1b:GDI Kom-
plexes.

Zur Bildung der Rab1b:GDI Komplexe wurden jeweils 50 pmol Rablb mit 75 pmol GDI in
1 mL Proteinstandardpuffer fir 60 min bei 25 °C inkubiert. Gemessen wurde die NBD-
Fluoreszenz oberhalb von 530 nm nach Anregung bei 437 nm bei 25 °C an einem Stopped
Flow System. Als Stocklésungen wurde jeweils eine 0,1 uM Rablb:GDI Ldésung und eine

2 uM LidA L6sung verwendet. Von jeder Losung wurden pro Messung 50 pL injiziert.

110 120
—— Rab1b L125C-NBD-F:GDI —— Rab1b L125C-AcrylGDP-NBD-F:GDI
— Fit 1104 — Fit
100+
° se 100
E 90 E 901
w’ w’  god
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704 r r T T 1 604y r r 1 T N
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
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Abb. 5.16.2: Beispielmessungen der Dissoziation des Rab1b:GDI Komplexes. Dargestellt ist die An-
derung der NBD-Fluoreszenz bei 530 nm in Abhangigkeit von der Zeit nach Zugabe von LidA.

Die Daten wurden im Zeitintervall 0-500 s mit dem Programm GraFit als einfach exponentiel-

le Funktion interpoliert:

F=F,-e(kosrt) 4 F,

Formel 5.16.3: Konstanten: Fo = Endwert
Parameter: Kot = Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation
Fnax = Maximalwert
Fa = Fmax — Fo
Variable: t = Zeit in Sekunden

94



Mit Formel 5.16.3 wurden folgende Werte flr ko und F, ermittelt:

Kort [S™]| O Fa [%]
Rablb L125C- |0,0172|1,1:10*]|24,4
NBD-F:GDP
Rablb L125C- |0,0144(1,7:10°|31,9

AcrylGDP-NBD-f
Tabelle 5.16.4: Ergebnisse fur k. und F, der Interpolationen der Messdaten der Rab1b:GDI Dissozia-
tion mit Formel 5.16.3. oy ist die Standardabweichung.

Die beobachteten k.Werte liegen in der gleichen Grol3enordnung und weichen nur minimal
voneinander ab. Die kovalente Modifikation hat keinen signifikanten Einfluss auf die Disso-

ziationsgeschwindigkeit des Rab1b:GDI Komplexes.

Bestimmung der k,, Werte fUr die Assoziation des Rab1b:GDI Komplexes:

Gemessen wurde die NBD-Fluoreszenz bei 530 nm nach Anregung bei 437 nm bei 25 °C an
einem Stopped Flow System. Es wurden jeweils eine 0,1 uM Rabl1b-NBD-F Stocklésung
sowie 0,1; 0,2; 0,5 und 1,0 uM GDI Lésungen vorbereitet. Pro Messung wurden jeweils 50 pL
Rabl1b und GDI Losungen injiziert.

110+ 110+
— 0,1 yMRab1b L125C-NBD-F.GDP — 0,1 pMRab1b L125C-NBD-F:GDP
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— 0,1 yMRab1b L125C-AcrylGDP-NBD-F — 0,1 yMRab1b L125C-AcrylGDP-NBD-F
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Abb. 5.16.5: Beispielmessungen der Assoziation des Rab1b:GDI Komplexes. Dargestellt ist die Ande-
rung der NBD-Fluoreszenz bei 530 nm in Abhangigkeit von der Zeit.

A: Rablb L125C:GDP und 0,1 uM GDI B: Rablb L125C:GDP und 1 pM GDI

C: Rablb L125C-AcrylGDP und 0,1 puM GDI D: Rablb L125C-AcrylGDP und 1 pM GDI
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Die Daten wurden mit dem Programm GraFit als einfach exponentielle Funktion fir eine Re-

aktion pseudoerster Ordnung interpoliert:

F=F - (Fe _Fa) - e("Kon'®)

Formel 5.16.6: Konstanten: Fe = Endwert
Parameter: K on = beobachtete Geschwindigkeitskonstante der Hydrolyse
Fa = Startwert
Variable: t = Zeit in Sekunden

Mit der Formel 5.16.6 wurden folgende Werte fir die konzentrationsabhangigen Geschwin-

digkeitskonstanten pseudoerster Ordnung der Assoziation k', und F, ermittelt:

Rablb L125C- Rablb L125C-
NBD-F:GDP AcrylGDP-NBD-F
GDI k,on [S_l] Ok Fa [%] k,on [S_l] Ok Fa [%]
0,1 uM|0,22 0,0005 76,8 10,23 0,0006 72,6
0,2uM|0,52 0,0013 75,2 10,53 0,0025 75,2
0,5 uM|1,47 0,0052 73,4 |1,44 0,0051 71,1
1uM |3,50 0,0179 73,5 |3,38 0,0122 65,6

Tabelle 5.16.7: Ergebnisse fir ko, und F, der Interpolationen der Messdaten der Rab1b:GDI Assozia-
tion mit Formel 5.16.6. oy ist die Standardabweichung.

Durch Auftrag der Geschwindigkeitskonstanten pseudoerster Ordnung k',, gegen die GDI

Konzentration wurden die Geschwindigkeitskonstanten k,, ermittelt.

5- 5-
o k'or Rab1b-NBD-F:GDP o k'or Rab1b-AcrylGDP-NBD-F

44 —Fit 44 —Fit

3 3
—w —w
= =

1 1

0- 0-

00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 1.0

GDI/ uM GDI/ uM

Abb. 5.16.8: Auftrag der Geschwindigkeitskonstanten pseudoerster Ordnung k', gegen die GDI Kon-
zentration

Die Datenpunkte wurden mit dem Programm Graphit als lineare Funktion interpoliert.

K 'on = Cepn * kKon + b

Formel 5.16.9: Parameter: Kon = Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung
b = Y-Achsenabschnitt (=Ko)
Variable: Cepy = MM
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Fur Rablb-NBD-F:GDP:GDI wurden mit Formel 5.16.9 folgende Werte ermittelt:
Koo  =3,7510°s'M*

Fir RablbAcrylGDP-NBD-F:GDI wurden mit Formel 5.16.9 folgende Werte ermittelt:
Kon  =3.59-10°s*M*

Die ermittelten k,, Werte sind fast identisch: die kovalente Modifikation mit AcrylGDP hat
keine negativen Auswirkungen auf die Bindung von Rab1b durch GDI.
Mit Hilfe der ermittelten ko, und k. Werte kann der Ky der beiden untersuchten Komplexe

nach Kp = kgi/kon €rrechnet werden.

Rablb-NBD-F:GDP:GDI : Kb = 4,59 nM
Fur RablbAcrylGDP-NBD-F:GDI  : Kp =4,01 nM

Auch die Kp Werte sind annéhernd identisch. Sie liegen im einstelligen nanomolaren Bereich
und befinden sich damit in der gleichen GréRenordnung wie die Dissoziationskonstanten der
Rablb-NBD-G:GDI (NBD-G: Geranyl-NBD) (Schoebel et al., 2009) und Rab7-NBD-G:GDI /
Rab7-NBD-F:GDI Komplexe (Wu et al., 2007, Wu et al., 2010) aus der Literatur.

Die Kovalente Modifikation mit AcrylGDP hat keinen messbaren Einfluss auf die Interaktion
zwischen Rab1b und GDI.

5.17 Mikroinjektion von kovalent modifiziertem Rab1b in HeLa Zellen

Mittels Mikroinjektion soll kovalent mit AcrylGTP/AcrylGDP modifiziertes eGFP-Rablb Fusi-
onsprotein in HeLa (Henrietta Lacks Zellstamm) Zellen eingeftihrt werden. Die Beobachtung
der zeitabhangigen Lokalisation der eGFP Fluoreszenz in den Zellen mit einem konfokalen
Fluoreszenzmikroskop soll zeigen, ob das kovalent modifizierte eGFP-Rablb zytosolisch
oder membranassoziiert vorliegt. Aus diesen Daten sollen Rickschlusse tber eine mogliche
Prenylierung der eGFP-Rablb Proteine in vivo sowie den Einfluss der gebundenen Nukleoti-
de auf ihre Lokalisation gezogen werden.

Rabl1b wird in vivo durch das Enzym GGTase Il und das Hilfsprotein REP mit zwei Geranyl-
geranylgruppen modifiziert (Kap. 1.2.2). In Kapitel 5.15 konnte gezeigt werden, dass die ko-
valente Modifikation von Rablb mit AcrylGDP die Bildung des katalytisch aktiven ternaren
Komplexes zwischen Rablb, REP und GGTase Il in vitro nicht nachweisbar beeintréchtigt.
Im Vorfeld dieses Experiments mussten eGFP-Rablb L125C und eGFP-Rablb Q67L L125C
mit AcrylGTP modifiziert werden. Dazu wurde jeweils eine 50 uM Proteinkonzentration in
200 pL Gesamtvolumen EDTA-Puffer eingestellt. Nach Zugabe von 7,5 Aq. AcrylGTP wurde
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der Ansatz bei 25 °C in einem Thermoschuttler bei 300 U/min inkubiert. Die Reaktionskon-
trollen mittels ESI-MS wurden mit vorgeschalteter Umkehrphasen HPLC an einer analyti-

schen C4-Saule durchgefinhrt.

1204 eGFP-Rab1b L125C: 21 h 1204 eGFP-Rab1b Q67L L125C: 22 h
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Abb. 5.17.1: Reaktionskontrolle der Modifikation von eGFP-Rablb L125C (links) und eGFP-
Rablb Q67L L125C (rechts) mit 7,5 Ag. AcrylGTP bei 25 °C mittels ESI-MS.
Theoretische Massen: eGFP-Rablb L125C-AcrylGDP : 51.268 Da

eGFP-Rablb Q67L L125C-AcrylGTP :51.333 Da

Beide Proteine konnten quantitativ mit Acrylnukleotiden modifiziert und so als konstitutiv in-
aktives (eGFP-Rab1b L125C-AcrylGDP) bzw. konstitutiv aktives (eGFP-Rablb Q67L L125C-
AcrylGTP) Rablb dargestellt werden.

Mikroinjektionsexperimente (von Fu Li durchgefihrt):

Fur jede Messreihe wurde eine 100 uM Rablb Lésung in GDP-Puffer in 50 HelLa Zellen inji-
ziert. Die Mikroinjektionen wurden mit Hilfe der Gerate ,Eppendorf Transinjector 5246“ und
~Eppendorf Micromanipulator 5171“ durchgefthrt. Die Aufnahmen der Zellen wurden in ei-
nem Zeitraum von 0-24 h in DMEM Medium an einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop des
Typs ,inverted confocal and multiphoton system Leica TCS SP2" aufgenommen. Die Anre-

gung von eGFP fand bei 488 nm statt, gemessen wurde die Emission bei 509 nm.

Konstitutiv inaktives Rab1b, 15 min Konstitutiv aktives Rab1b, 30 min

Abb.5.17.2; eGFP Emission (509 nm) nach Mikroinjektion in HeLa Zellen.
Links: eGFP-Rablb L125C-AcrylGDP, 15 min nach Mikroinjektion.
Rechts: eGFP-Rabl1b Q67L L125C-AcrylGTP, 30 min nach Mikroinjektion.
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Nach 15 bzw. 30 min ist sowohl fir das konstitutiv inaktive als auch aktive Rablb eine fast
gleichméRige Fluoreszenzverteilung im Zytosol zu beobachten. Kurz nach der Injektion lie-

gen also beide Proteine zytosolisch vor.

Konstitutiv inaktives Rablb, 1 h Konstitutiv aktives Rablb, 1 h

Abb. 5.17.3:  eGFP Emission (509 nm) nach Mikroinjektion in HeLa Zellen.
Links: eGFP-Rab1b L125C-AcrylGDP, 1 h nach Mikroinjektion.
Rechts: eGFP-Rablb Q67L L125C-AcrylGTP, 1 h nach Mikroinjektion.

Bereits eine Stunde nach der Mikroinjektion ist fir das inaktive Rablb eine Konzentration der
Fluoreszenz in raumlich abgegrenzten Strukturen in Zellkernnahe zu beobachten (Abb.
5.17.3 links, rote Markierungen). Fir das aktive Rablb kann eine Konzentration der Fluores-

zenz in scharf abgegrenzten Bereichen nicht beobachtet werden.

Konstitutiv inaktives Rablb, 1,5 h Konstitutiv aktives Rablb, 1,5h

“a
)

Abb. 5.17.4; eGFP Emission (509 nm) nach Mikroinjektion in HeLa Zellen.
Links: eGFP-Rablb L125C-AcrylGDP, 1,5 h nach Mikroinjektion.
Rechts: eGFP-Rabl1b Q67L L125C-AcrylGTP, 1,5 h nach Mikroinjektion.

Nach 1,5 h kann auch fur das aktive Rablb die Bildung von raumlich abgegrenzten Berei-
chen erhéhter Fluoreszenz in Zellkernndhe beobachtet werden (Abb. 5.17.4, rechts, rote
Markierungen). Sie weisen im Vergleich mit den durch das aktive eGFP-Rablb sichtbar ge-

wordenen Strukturen jedoch eine geringere Fluoreszenzintensitét auf.
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Konstitutiv inaktives Rablb, 8 h Konstitutiv aktives Rablb, 13 h

Abb. 5.17.5: eGFP Emission (509 nm) nach Mikroinjektion in HeLa Zellen.
Links: eGFP-Rablb L125C-AcrylGDP, 8 h nach Mikroinjektion.
Rechts: eGFP-Rablb Q67L L125C-AcrylGTP, 13 h nach Mikroinjektion.

Nach 8 h bzw. 13 h hat die Fluoreszenzintensitat der abgegrenzten Strukturen fur beide
Rablb Proteine weiter zugenommen, wahrend sich zytosolische Fluoreszenz deutlich verrin-
gert hat. Die Areale erhéhter Fluoreszenz liegen in Zellkernndhe und bilden ein System von
gestapelten Membranstrukturen (Abb. 5.17.5, links, rote Markierung). Lokalisation und Aus-
pragung der Strukturen erlauben den Schluss, dass es sich um die Membrane des Golgi
Apparates handelt.

Sowohl fiir das konstitutiv aktive als auch inaktive Rablb kann eine Rekrutierung der Protei-
ne aus dem Zytosol an das gleiche Membransystem (Golgi) beobachtet werden. Dieser Vor-
gang bedingt die C-terminale Modifikation mit Geranylgeranylgruppen durch REP und
GGTase Il. Die Ergebnisse der Mikroinjektion beweisen, dass beide kovalent modifizierten
Proteine in vivo prenyliert werden. Dabei lauft der gesamte Prozess aus Prenylierung und
Membranrekrutierung am konstitutiv inaktiven Rablb schneller ab als am konstitutiv aktiven
Rablb. Diese Beobachtung entspricht der Erwartung: REP hat eine deutlich hhere Affinitat
(Faktor 1200 fur Rab7-NBD-Farnesyl) fur GDP- als fiir GTP-gebundene Rab Proteine (Wu et
al., 2010). Tatsachlich konnte in vitro eine schnellere Prenylierung von GDP gebundenen im
Vergleich zu GTP gebundenen Rab Proteinen nachgewiesen werden (Seabra, M. C., 1996).
Damit zeigt das Experiment, dass sich die kovalent modifizierten Rablb Proteine in vivo ab-
hangig von ihrem Nukleotidzustand unterschiedlich verhalten. Die Beobachtung der langsa-
meren Membranrekrutierung des konstitutiv aktiven Rablb lassen sich im Einklang mit der
Theorie im Sinne einer im Vergleich zum konstitutiv inaktiven Rab1b herabgesetzten Affinitat
zu REP erklaren.
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6 Diskussion und Ausblick

6.1 Synthesen der Acrylnukleotide

Die Sandmeyer Reaktion ist ein Verfahren zur Substitution aromatischer Amine (Sandmeyer,
T., 1884). Obwohl Guanosin keine aromatische Verbindung ist, kann seine Purin C2-Position
dennoch durch eine nukleophile Reaktion des Amins in einer Sandmeyer Reaktion selektiv
als Bromverbindung aktiviert werden. Die Reaktion lauft Giber ein intermediéres Diazoniumion
ab, welches erst nach Reduktion als elementarer Stickstoff abgespalten wird und so ein Ra-
dikal an der Purin C2-Position bildet (Kochi, J. K., 1957). Aliphatische Diazoniumionen sind
instabil und zerfallen spontan in Stickstoff und Carbokationen. (Hauptmann, S. 1985) Am
aromatischen System wird das intermediar auftretende Diazoniumion durch den positiven
Mesomerieeffekt des Aromaten stabilisiert (Clayden et al., 2000). Am Guanin hingegen ha-
ben die Imine des Heterozyklus und das Amid der Nukleobase einen positiven mesomeren
Effekt auf das Diazoniumion. Damit steht mit 2°3"5"-Triacetylguanosin eine glinstige und gut
verfigbare Ausgangsverbindung fir die Synthese von Purin C2 substituierten Nukleosiden
und Nukleotiden zur Verfugung.

Das erhaltene 23’5 -Triacetyl-2-Brominosin ist fur verschiedene nukleophile Substitutionen
zugéanglich. Fur diese Arbeit relevant ist die nukleophile Substitution des Broms durch ein
primares Amin: das hieraus resultierende sekundare Amin soll bei der Nukleotidbindung
durch ein kleines G-Protein als Wasserstoffbriickendonor zum Asp des G4 N/TKxD Motivs
analog zum primaren Amin des Guanosins fungieren. Hier wurde das Brom durch tert-Butyl-
3-Aminopropylcarbamat substituiert um einen Uber ein sekundares Amin verbriickten
Propyllinker einzufiihren. Je nach den Ansprichen an das Produkt, wie z. B. die Lange des
Linkers, kénnen an dieser Stelle jedoch auch andere Substituenten mit einem primaren Amin
eingefuhrt werden. Nach Einfihrung des tert-Butyl-3-Aminopropylcarbamats liegt das Nuk-
leosid vollstandig geschitzt vor. Dabei sind die Schutzgruppen der Ribose Hydroxylgruppen
(Acetyl) und der terminalen Aminogruppe des Propyls (tert-Butyloxycarbonyl) orthogonal zu-
einander. Damit ergibt sich die Méglichkeit, gezielt nur die Hydroxyl- bzw. Aminogruppe zu
entschutzen. Eine vielverspechende Anwendung wére z. B. die selektive Entschitzung der
Hydroxylgruppen: Nach selektiver Phosphorylierung zum 5°-Monophosphat (Kap. 3.1.1)
kbnnte Uber die Reaktion mit N-Methylisatosdureanhydrid (Abb. 6.1.1) ein N-
Methylanthranoylrest als Fluoreszenzmarker an der 2°- bzw. 3"-Hydroxylgruppe eingefuhrt

werden.
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Abb. 6.1.1: Links: N-Methylisatosaureanhydrid. Rechts: N-Methylanthranoylgruppe.

Ein derart modifiziertes Nukleotid wirde z. B. die Charakterisierung der Bindungskinetiken
von Acrylnukleotiden an kleinen G-Proteinen ohne geeignete Tryptophanfluoreszenz (Kap.
7.5.2) ermoglichen.

Bei der Einfihrung der Acrylgruppe als Acrylamid am primaren Amin des Propyllinkers findet
die Reaktion mit dem NHS-Ester der Acrylsédure unter den gewahlten Reaktionsbedingungen
auch in Gegenwart ungeschutzter Hydroxylgruppen am Nukleosid selektiv statt. Flr die Mo-
difikation des Linkers mit einer Acrylgruppe ist dies hilfreich: Gegentuber den gangigen Rea-
genzien zur Acetylgruppenabspaltung, wie z. B. NH;/MeOH, KCN/EtOH und MeOH/NaOMe
(Greene et al. 1999) ist die Acrylgruppe nicht inert, sondern in unterschiedlichem Mal3e einer
konjugierten 1,4-Addition zuganglich (Clayden et al. 2000).

Fur die Phosphorylierung des Nukleosids wurden in dieser Arbeit zwei unterschiedliche Me-
thoden angewandt: Die Synthese von Triphosphaten nach Ludwig (Ludwig, J., 1981) und der
Michelson Anionenaustausch (Michelson, A. M., 1964). Die selektive Phosphorylierung der
5-OH Gruppe zu 5 -Phosphoroxydichlorid/Monophosphat wurde bei beiden Methoden iden-
tisch mit POCI; in Trimethylphosphat durchgefuhrt (Yoshikawa et al., 1969).

Die Phosphorylierung zum Triphosphat nach Ludwig wird direkt ohne weitere Aufarbeitung
an dem 5’-Phosphoroxydichlorid vorgenommen. Trotz der einfachen experimentellen Durch-
fuhrbarkeit hat die Methode jedoch klare Nachteile: Das lberschissige POCI; kann ohne
weitere Reinigung nicht quantitativ aus der Reaktionsldsung entfernt werden. Das zur Kata-
lyse der Phosphatesterbildung benétigte DMF bildet auch mit dem verbliebenen POCI; hoch-
reaktive Imidoylphosphate und Imidoylchloride (Abb. 6.1.2), die mit einer Vielzahl von funkti-
onellen Gruppen verschiedene Phosphatverbindungen bilden (Cramer et al., 1960) (Kap.
3.1.3). An Nukleosiden betrifft dies vor allem die 2°- und 3"-OH Gruppen.

Abb. 6.1.2: Gleichgewicht zwischen DMF (Links), Imidoylphosphat (Mitte) und Imidoylchlorid (rechts)

Trotz vollstdndigen Umsatzes des Edukts konnte nur eine 28 % Ausbeute des gewlnschten
Triphosphats erzielt werden. Desweiteren ist die Methode limitiert auf die Synthese von Tri-

phosphaten (Johnson et al., 2003). Der Einsatz von Orthophosphorsdure analog zum Pyro-
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phosphat resultiert aufgrund der zwei Chloratome am 5"-Phosphoroxydichlorid nicht in dem
Diphosphat, sondern in einem verzweigten Triphosphat. Dieses kann durch das aus DMF
und Phosphoroxychlorid gebildete Imidoylchlorid (Vilsmeier Reagenz) zum Metaphosphat
verknipft werden und nach Hydrolyse Triphosphat bilden (Johnson et al., 2003). Auch die
Synthese von Triphosphatanaloga wie GppNHp unterliegt Beschréankungen: unter den Reak-
tionsbedingungen sind Imidophosphatbindungen nicht stabil.

Aus diesen Grinden wurde die Synthese von AcrylGppCH,p nach einem alternativen Ver-
fahren, dem Michelson Anionenaustausch durchgefiihrt. Im Gegensatz zur Phosphorylierung
nach Ludwig ist der Michelson Anionenaustausch ein mehrstufiges Verfahren. Nach der
Phosphorylierung zum Monophosphat muss eine Reinigung erfolgen, um aus tberschiissi-
gem POCI; entstandene Orthophosphorsaure vollstéandig zu entfernen: Orthophosphorséaure
wirde nachfolgend das Diphosphat als Endprodukt bilden. Die anschlieRende Reaktion mit
Diphenylphosphochloridat resultiert in einem dreifach veresterten Pyrophosphat als reaktive
Gruppe fur die nachfolgende Phosphatesterbildung mit Methylendiphosphonat. Dreifachester
des Pyrophosphats zeigen eine fur Anhydride ungewdhnlich geringe Reaktivitat (Cramer et
al., 1960-2), was die Reaktion gut steuerbar macht. Die Reaktion lauft sauber ab: Es konnte
eine Ausbeute an AcrylGppCH,p von 89 % vor anschlieRender Reinigung erzielt werden. Als
einzige Verunreinigung konnte AcrylGDP identifiziert werden: Entweder aus der Reinigung
des Monophosphats oder durch das Methylendiphosphonat muss Orthophosphorsaure in die
Reaktion eingefihrt worden sein.

Insgesamt hat sich in dieser Arbeit der Michelson Anionenaustausch im direkten Vergleich
zur Phosphorylierung nach Ludwigs trotz grof3eren experimentellen Aufwands als die vielsei-

tigere und effizientere Methode zur Phosphorylierung von Acrylguanosin erwiesen.

6.2 Einfuhrung von Cys in Rab1b: Identifikation einer geeigneten Mutationsstelle

Fur die kovalente Modifikation von kleinen G-Proteinen mit Acrylnukleotiden miissen geeig-
nete Cys fir die konjugierte Addition im jeweiligen Protein vorhanden sein. Im Fall von
Rabl1b muss ein solches Cys durch Mutation in das Protein eingefiihrt werden. Wichtige Kri-
terien fir die Auswahl der Mutationsstelle sind in Kap.1.2.8 erdrtert worden: gute sterische
Zuganglichkeit der Seitenkette und raumliche Nahe zur Acrylgruppe des im kleinen G-Protein
gebundenen Acrylnukleotids. Dartiber hinaus soll die Mutation einen moglichst geringen Ein-
fluss auf die Proteinfunktionalitat haben. Als aussichtsreiche Mutationsstellen wurden in
Rablb die Aminosduren Leul25 und Lys153 bestimmt: Die Seitenketten beider Aminosau-
ren sind in Kristallstrukturen von Rablb (Kristallstruktur: Miller et al., 2010) der Modifikation
am Nukleotid zugewandt und liegen innerhalb des durch Acrylgruppe und Propyllinker gebil-
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deten Radius. Desweiteren sind fur beide Aminosauren in Rablb keine direkten Interaktio-
nen mit dem gebundenen Nukleotid bekannt.

Im Vorfeld der kovalenten Modifikation wurden die k. Werte der Dissoziation von GDP aus
dem Rab1b:GDP Komplex als Indikator fir die Affinitat der jeweiligen Mutante zu GDP ermit-
telt. Dabei wich der ko Wert fir Rablb L125 nur um +60 % von dem des Rablb wt ab. Die
Geschwindigkeit der Nukleotidfreisetzung an der Rablb K153C Mutante hingegen fand 16-
mal schneller als am Rablb wt statt. Die Freisetzung von GDP wurde fir alle drei Proteine
sowohl in Gegenwart von GTP als auch AcrylGTP beobachtet. Dabei ergaben die Messun-
gen des Austauschs von GDP gegen GTP anndhernd identische Werte wie fir den Aus-
tausch von GDP gegen AcrylGTP. Diese ersten Messungen haben gezeigt, dass AcrylGTP
von Rablb erkannt und gebunden wird. Dabei zeigt die Rablb K153C Mutante im Gegen-
satz zu Rablb L125C eine deutlich vom Rablb wt abweichende Fahigkeit zur Nukleotidbin-
dung. In H-Ras bildet das Lys147 des SAK (G5) Motivs eine seitenkettenvermittelte Wasser-
stoffbriicke zum Sauerstoff der Nukleobase aus (Wittinghofer et al., 2011). Diese Beobach-
tung kann fir Lys153 des Rablb SAK Motivs nicht gemacht werden (Kristallstruktur: Miller
et al., 2010). Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass die L153K Mutation in Rablb trotzdem
einen deutlichen Effekt auf die Fahigkeit zur Nukleotidbindung hat. Denkbar ist ein Einfluss
des durch Mutation eingefiihrten Cys auf die benachbarten Aminoséauren. Die Seitenkette
von Cys153 befindet sich in direkter Nahe zur Carbonsaurefunktion von Asp124 das NKxD
(G4) Motivs. Eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen Cys153 und Aspl24 wirde die In-
teraktion zwischen Aspl124 und der Purin C2-Aminogruppe beeintréchtigen und so auch die
Fahigkeit der Mutante zur Nukleotidbindung beeinflussen. Ungeachtet der genauen Ursache
der verringerten Affinitdt der K153C Mutante zu Guanosinnukleotiden erscheint die Position
Leul25 unter dem Kriterium einer geringen Beeintrachtigung der Proteinfunktionalitat als die
geeignetere Mutationsstelle.

Die vorangegangen Guanosinnukleotidbindungsexperimente geben noch keinen Aufschluss
Uber die Zuganglichkeit der Seitenkette des jeweiligen mutierten Cys fir die Acrylgruppe des
gebundenen Nukleotides. Daher wurden die ersten Modifikationsexperimente mit beiden
Mutanten durchgefiihrt. Nach Umsatz beider Mutanten mit 10 Aq. AcrylGTP in EDTA-
haltigem Puffer wurde Rablb L125C nach 23 h vollstandig, Rablb K153C zu 50 % modifi-
ziert. Massenspektrometrische Reaktionskontrollen zeigen fir beide Proteine nur die Ad-
duktmasse fir die Modifikation mit einem Acrylnukleotid. Dabei liegt Rablb L125C vollstan-
dig AcrylGDP gebunden vor, wahrend fir Rablb K153C neben der Masse von
Rablb K153C-AcrylGDP auch die Masse von Rablb K153C-AcrylGTP nachgewiesen wer-
den kann. Diese Ergebnisse erlauben zwei Aussagen Uber die kovalente Modifikation:

Da eine Hydrolyse von AcrylGTP zu AcrylGDP stattfindet, muss die Bindung der Acrylnuk-

leotide im aktiven Zentrum von Rablb erfolgen.
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Beide Mutanten sind Volllangenproteine und verfligen tber zwei frei zugéngliche C-terminale
Cys. Da eine Hydrolyse der kovalent gebundenen Nukleotide stattfindet und keine Mehr-
fachmodifikation nachgewiesen werden kann, muss die Nukleotidbindung Voraussetzung fur
die kovalente Modifikation sein. Erst die Bindung des Acrylnukleotides erhoht die lokale
Thiolkonzentration an der Acrylgruppe soweit, dass die konjugierte Addition mit relevanter
Geschwindigkeit ablaufen kann.

Die Position Leul25 erwies sich auch hier als besser geeignet zur Einfihrung des Cys als
Lys153. Die langsame Modifikation der Rablb K153C Mutante kann zwei Ursachen haben:
Die Nukleotidbindung dieser Mutante ist bereits intrinsisch beeintrachtigt. Zur Beschleuni-
gung des Nukleotidaustausches wurde EDTA-haltiger Puffer verwendet, der die Affinitat zwi-
schen Nukleotid und Rablb weiter verringert. Da die Nukleotidbindung Voraussetzung fir die
Modifikation ist, kann eine zu geringe Affinitat zwischen Rablb und dem Acrylnukleotid die
Modifikationsreaktion negativ beeintrdchtigen. Zum anderen besteht die Mdglichkeit uner-
wuinschter Interaktionen des Cys mit benachbarten Aminosauren, die es vor der Acrylgruppe
abschirmen. Als Kandidat fur eine solche Interaktion in Form einer Wasserstoffbriickenbin-
dung kdme aufgrund der raumlichen Nahe beider Seitenketten vor allem Aspl24 aus dem
Rabl1lb NKxD Motv in Frage.

Resultierend aus diesen Ergebnissen wurden nachfolgend die Rablb L125C und analoge

Mutanten verwendet.

6.3 Darstellung konstitutiv aktiver, inaktiver und nukleosidgebundener kleiner G-
Proteine

Fur die Geschwindigkeit der kovalenten Modifikation wurde eine Geschwindigkeitskonstante
pseudoerster Ordnung von Kg,s = 3,3:10° s ermittelt, das entspricht einer Halbwertszeit der
Reaktion von 5,9 h. Der Vergleich mit den Halbwertszeiten der intrinsischen Hydrolyse durch
Rablb von 4,5 h (Miiller et al., 2012) und Rab7 von 4,3 h (Simon et al., 1996) begriindet die
Beobachtung, dass bis zum Abschluss der Modifikationsreaktionen die kovalent gebundenen
Nukleotide fast vollstandig hydrolysiert wurden. Daher konnte auf die gesonderte Synthese
von AcrylGDP verzichtet werden: konstitutiv inaktives Rablb L125C und Rab7 L129C wur-
den durch kovalente Modifikation mit AcrylGTP dargestellt.

Fur die Darstellung konstitutiv aktiver Rablb und Rab7 Proteine wurden zwei verschiedene
Methoden angewandt.

Die Einfuhrung der hydrolysedefizienten Q67L Mutation (Burman et al., 2010) in Rablb er-
moglichte die Praparation von stabilem Rablb Q67L L125C-AcrylGTP. Die analoge Mutation
fuhrte jedoch in Rab7 nicht zu einer vollstdndigen Eliminierung der intrinsischen Hydroly-

seaktivitat, so dass wahrend der Modifikation ~24 % des Nukleotides hydrolysiert wurden.
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Durch Modifikation von Rablb L125C und Rab7 L129C mit dem nicht hydrolysierbaren Ac-
rylGTP Analog AcrylGppCHyp konnten schlieRlich beide Proteine in einer konstitutiv aktiven
Form dargestellt werden.

Im Komplex mit ihrem GEF liegen kleine G-Proteine in einem nukleotidfreien Zustand vor
(Klebe et al. 1995). Durch kovalente Modifikation mit AcrylG oder AcrylIGMP sollte Rablb
scheinbar nukleotidfrei vorliegen und die Bindung anderer Nukleotide unterbunden werden
koénnen, um so diesen Zustand zu simulieren. Die direkte Modifikation von Rablb L125C mit
AcrylGMP war jedoch nicht méglich. Wahrscheinliche Ursache daflr ist die deutlich verrin-
gerte Affinitdt von kleinen G-Proteinen zu GMP im Vergleich zu GDP/GTP (Faktor 107,
(Goody et al., 1991, John et al., 1990, Rensland et al., 1995)). Dieses Resultat steht in gu-
tem Einklang mit dem Ergebnis, dass die Acrylnukleotidbindung direkte Voraussetzung fir
die konjugierte Addition ist. Die Darstellung von Rablb L125C-AcrylG gelang schlieflich
durch den Umsatz von Rablb L125C-AcrylGTP mit &quimolaren Mengen DrrAger und kataly-
tischen Mengen Alkalischer Phosphatase (AP). Die GEF-Doméane von DrrA (DrrAger) bildet
temporare Komplexe mit Rablb L125C-AcrylGTP, in denen das kovalent gebundene Nuk-
leotid aus dem aktiven Zentrum des Rab Proteins verdréngt wird. Die temporare Freistellung
der Nukleotide genigt, um durch die AP zum Nukleosid hydrolysiert zu werden. Das Resultat
sind stabile Rablb L125C-AcrylG:DrrAger Komplexe. In der GroRenausschlusschromatogra-
phie war der Komplex tatsachlich auch in der Gegenwart von Nukleotiden (100 uM GDP)
stabil: Damit konnte gezeigt werden, dass eine Bindung von GDP und damit Dissoziation von
DrrAcer nicht stattfindet. Die Modifikation von Rablb mit AcrylG inhibiert also den Nukleoti-
daustausch und resultiert in einem konstitutiv nukleotidfreien Protein.

An Ypt7 und CDC42 sollte tberprift werden, ob analoge Mutationen zu L125C in Rablb
einen generellen Ansatz zur kovalenten Modifikation von kleinen G-Proteinen mit Acrylnukle-
otiden liefern. Die entsprechende Mutation in Ypt7 ist A130C, in CDC42 ist es L119C. Fur
beide Proteine konnte jedoch keine Modifikation trotz erfolgreicher Nukleotidbeladung nach-
gewiesen werden. Die Aminosaure Alal30 folgt in Ypt7 analog zu Leul25 in Rablb direkt
auf das Asp des G4 Motivs, ebenso Leull9 in CDC42. In Ypt7 und Rablb sind die Amino-
sauren in der 35-04 Schleife lokalisiert, ihre jeweiligen Seitenketten sind fir die Acrylgruppe
sterisch gut zuganglich und liegen in vergleichbarer Entfernung zur Purin C2-Aminogruppe
des gebundenen Nukleotides (Kristallstrukturen: Pai et al., 1990, Constantinescu et al.,
2002). In CDCA42 sind hier anstelle einer Schleife a-helikale Strukturen zu sehen, die die Fle-
xibilitat der Region mdoglicherweise einschranken (Kristallstruktur: Abdul et al., 1999). Be-
trachtet man die durch Mutation eingefiihrten Cys in Ypt7 und Rablb isoliert, so ist kein
Grund ersichtlich, warum nur eine der beiden Thiolgruppen kovalent modifiziert werden kann.
Aufgrund der Tatsache, dass Thiole sowohl als Akzeptoren als auch Donatoren Wasserstoff-

briicken ausbilden kénnen und jeweils ein aliphatischer durch einen polaren Aminosaurerest
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ersetzt wird, ist jedoch davon auszugehen, dass sie einen veréandernden Einfluss auf ihre
Umgebung haben und umgekehrt. Ohne Kristallstrukturen der jeweiligen Mutanten wird es
jedoch schwer sein, diese Wechselwirkungen der durch Mutation eingefiihrten Thiolgruppe
zu bestimmen.

Anhand strukturbiologischer Uberlegungen kénnen also vielversprechende Mutationsstellen
ausgewahlt werden, die tatsachliche Zugéanglichkeit der Mutanten fir eine kovalente Modifi-
kation muss jedoch im Einzelfall mit biochemischen Methoden tberprift werden. Durch Ein-
fihrung der Mutationen L125C in Rablb und L129C in Rab7 konnten beide Proteine als
konstitutiv aktiv und inaktiv dargestellt werden. Zusatzlich konnte Rablb mit Acrylguanosin

modifiziert und so ein nukleotidfreies kleines G-Protein prapariert werden.

6.4 Biochemische Charakterisierung von konstitutiv aktivem/inaktivem Rab1lb

Um kovalent modifizierte kleine G-Proteine in zellbiologischen Experimenten einsetzen zu
konnen, mussen sie zwei Anforderungen erfullen:

- lhr Zustand muss stabil sein, es darf kein Nukleotidaustausch am modifizierten
Protein stattfinden.

- Sie missen in Abhangigkeit von ihrem gebundenen Nukleotid mit ihren natirlichen
Effektoren und Regulatoren die gleichen Interaktionsmuster zeigen wie der Wildtyp
des Proteins.

Mit Rablb steht ein biochemisch ausgezeichnet charakterisiertes Protein zur Verfligung, fir
das aus jeder Klasse essentieller Interaktionspartner mindestens ein Vertreter bekannt ist.
Die Interaktionen von kovalent modifiziertem Rablb mit seinen Regulatoren, dem GEF DrrA
(aus Legionella pneumophila (Schoebel et al., 2009)), dem GAP TBC1D20 (Sklan et al.,
2007) und GDI (Pfeffer et al., 1995) sowie seinen Effektoren OCRL1 und Mical3 (Hou et al.,
2011, Fischer et al., 2004), sollten charakterisiert werden. Anhand der erhaltenen Daten soll-
te an Rablb exemplarisch untersucht werden, ob kovalent modifizierte kleine G-Proteine auf
natlrliche Weise mit ihren Regulatoren und Effektoren interagieren.

Die Mechanismen der posttranslationalen Modifikation mit zwei Geranylgeranylgruppen von
Rab Proteinen durch REP und GGTase Il sind bekannt (Wu et al., 2009). Im Hinblick auf
erste zellbiologische Experimente sollte gepruft werden, ob eine Prenylierung von kovalent
mit AcrylGDP modifiziertem Rablb durch REP und GGTase Il in vitro erreicht werden kann.
Damit stiinde ein einfacher Test fur erste Mikroinjektionsexperimente zur Verfiigung: eine
Lokalisation der injizierten Rabl1b Proteine an Membranen wiirde anzeigen, dass eine Preny-

lierung auch in vivo stattfindet.
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6.4.1 Interaktion mit dem GEF DrrA

Um zu prifen, ob der Nukleotidaustausch durch die kovalente Modifikation inhibiert wird
wurden Fluoreszenzmessungen an Rablb L125C:GDP und Rablb L125C-AcrylGDP durch-
gefuhrt. Nach Zugabe von GppNHp war fur Rablb L125C:GDP eine Abnahme der Trypto-
phanfluoreszenz zu beobachten, die durch Zugabe von DrrAger beschleunigt wurde. Fir das
kovalent modifizierte Rablb war dagegen keine Anderung festzustellen. Die beiden Trp in
Rab1b (Trp62 und Trp102) befinden sich im B-Faltblatt 33 und der a-Helix a4. Sie liegen da-
mit an der zur Acrylgruppe entgegengesetzten Seite des Proteins, womit ein quenchender
Effekt der Modifikation auf die Tryptophanfluoreszenz effektiv ausgeschlossen werden kann.
Gemeinsam mit der Messung der Rablb L125C-AcrylG:DrrAcer Komplexstabilitdt in Gegen-
wart von GDP zeigt dieses Experiment, dass der Austausch von Nukleotiden durch die kova-
lente Modifikation mit Acrylnukleotiden und Acrylnukleosiden inhibiert wird.

Die Interaktion zwischen Rablb L125C und DrrA wurde mittels GrofRenausschlusschroma-
tographie anhand der Retentionszeiten analysiert. Rablb L125C lag vollstandig im Komplex
mit DrrA vor, wahrend fur das kovalent mit AcrylGDP modifizierte Rablb L125C keine Kom-
plexbildung oder eine Veranderung der Retentionszeit in Gegenwart von DrrA nachzuweisen
war. Die Mutation L125C an Rablb inhibiert nicht die Bildung stabiler Komplexe mit DrrA,
wohl aber die Modifikation mit AcrylGDP. Dieses Ergebnis entspricht der Erwartung: Die Bin-
dung eines GEF an ein kleines G-Protein resultiert Uber einen intermediaren ternaren Kom-
plex in der Nukleotidfreisetzung und Bildung eines in Abwesenheit von Nukleotiden stabilen
bindren Komplexes aus kleinem G-Protein und GEF. Dieser Prozess ist umkehrbar, so dass
die Bindung eines Nukleotides lber einen ternaren Komplex zur Freisetzung des GEFs und
Bildung des bindren Komplexes zwischen kleinem G-Protein und Nukleotid fiihrt (Klebe et
al., 1995, Vetter et al., 2001). Die Hydrolyse von kovalent an Rablb gebundenem AcrylGTP
in Gegenwart von AP und DrrAger hat gezeigt, dass DrrA zwar Komplexe mit kovalent modi-
fiziertem Rablb bildet. Hier kommt es jedoch zu einer direkten Rickbindung des kovalent
gebundenen AcrylGDP und damit zur Dissoziation von DrrA. Aufgrund ihres kurzlebigen

Charakters fihren diese Interaktionen nicht zu einer Veranderung der Retentionszeit.

6.4.2 Interaktion mit dem GAP TBC1D20

Die Interaktionen zwischen kovalent modifiziertem Rablb und seinem GAP TBC1D20 wur-
den durch Bestimmung der GAP-katalysierten Hydrolyseraten mittels Messung der Trypto-
phanfluoreszenz charakterisiert. Durch Vergleich der TBC1D20 katalysierten GTP-
Hydrolyseraten von Rablb L125C und Rablb wt konnte im Vorfeld gezeigt werden, dass die
L125C Mutation keinen messbaren Einfluss auf die Interaktion von Rablb und TBC1D20 hat.
Die eigentlichen Messungen wurden an den hydrolysedefizienten Proteinen
Rablb Q67L L125C:GTP und Rablb Q67L L125C-AcrylGTP durchgefiihrt. Moglich war das
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aufgrund des besonderen Katalysemechanismus der TBC-Domanen GAPs, der es ihnen
ermdglicht, die Fahigkeit zur GTP Hydrolyse in Q67L Mutanten wieder herzustellen
(Kap.1.2.4) (Pan et al., 2006).

Die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten der Hydrolyse zeigen, dass fur beide Q67L Mu-
tanten die 100-fache Menge TBC1D20 notwendig ist, um die gleiche Hydrolyserate wie fir
den Rablbwt zu erreichen. Die Hydrolyseraten von Rablb Q67L L125C:GTP und
Rablb Q67L L125C-AcrylGTP sind dabei identisch. Die kovalente Modifikation hat keinen
nachweisbaren Einfluss auf die TBC1D20 vermittelte Hydrolyse. Das ist ein starkes Indiz
dafiir, dass auch die Interaktionen von kovalent modifiziertem Rablb mit TBC1D20 nicht

beeintrachtigt sind.

6.4.3 Interaktion mit GDI

Um die Interaktion von kovalent modifiziertem Rablb mit GDI tber die Bestimmung der Dis-
soziationskonstante zu charakterisieren wurden im Vorfeld Rablb Proteine mit einem C-
terminalen CaaX-Box Motiv (hier: CVIL) durch GGTase | mit NBD-Farnesyl modifiziert. Eine
Prenylierung durch REP und GGTase Il ist hier nicht zielfiihrend, da die Komplexe zwischen
REP und prenylierten Rab Proteinen Kp Werte zwischen 61 pM und 1,3 nM aufweisen (Wu
et al., 2007). Eine effiziente Dissoziation der Komplexe und Trennung der Proteine unter na-
tiven Bedingungen ist praktisch nicht moglich (Shapiro et al., 1995, Kalinin et al., 2001). Die
Geschwindigkeitskonstanten kg, und ks der Assoziation bzw. Dissoziation der Komplexe
Rablb L125C:GDP:GDI und Rablb L125C-AcrylGDP:GDI wurden tber Messung der Inten-
sitdtsdnderung der NBD-Fluoreszenz ermittelt. Die Bestimmung der Geschwindigkeitskon-
stanten k¢ der Dissoziation wurden in Gegenwart von LidA durchgeftuhrt. LidA ist ein Rablb
Effektor aus Legionella pneumophila, der Rablb mit einer ausgesprochen hohen Affinitat
bindet. Fir Rab1b:GDP wurde eine Dissoziationskonstante Kp = 30 pM ermittelt (Schoebel et
al., 2011). Da der Kp Wert des Komplexes von GDI mit einfach NBD modifiziertem Rablb
nur 13 nM betragt (Wu et al., 2010), kann eine Rickbindung von dissoziiertem Rablb an
GDI in Gegenwart von LidA ausgeschlossen werden.

Die ermittelten ko, Werte von Rablb L125C:GDP und Rablb L125C-AcrylGDP sind iden-
tisch. Auch die ks Werte zeigen keinen Unterschied zwischen kovalent modifiziertem und
dem nicht modifizierten Rablb L125C. Die aus den Geschwindigkeitskonstanten ermittelten
Kp Werte liegen im einstelligen nanomolaren Bereich (4,0-4,6 nM) und damit in der gleichen
GroRRenordnung wie zuvor ermittelte Dissoziationskonstanten fir einfach prenylierte Rablb
und Rab7 Proteine (Schoebel et al., 2009, Wu et al., 2007, Wu et al., 2010). Die Ergebnisse
zeigen, dass die kovalente Modifikation mit AcryIGDP keinen negativen Einfluss auf die Affi-

nitdt von Rablb zu GDI hat. Vergleiche mit Dissoziationskonstanten von Rab:GDI Komple-
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xen aus der Literatur machen deutlich, dass auch die L125C Mutation keinen signifikanten

Einfluss haben kann.

6.4.4 Interaktion mit den Effektoren OCRL1 und Mical3

Mit OCRL1 und Mical3 wurde die Interaktion von kovalent modifiziertem Rablb mit zwei ver-
schiedenen Effektoren mittels GroRRenausschlusschromatographie untersucht. Fiur jeden Ef-
fektor wurden zum Vergleich Negativproben mit Rablb:GDP und Positivproben mit
Rabl1b:GppNHp gemessen. Das konstitutiv inaktive Rablb L125C-AcrylGDP hat ebenso wie
Rablb:GDP mit keinem der beiden Effektoren Komplexe gebildet. Fir das konstitutiv aktive
Rablb Q67L L125C-AcrylGTP konnte dagegen fiir beide Effektoren sehr deutlich eine Kom-
plexbildung nachgewiesen werden. Abweichend von Rablb:GppNHp wiesen die Peaks bei-
der Komplexe einen leichten rechtsseitigen Schenkel auf. Diese Beobachtung ist ein Indiz,
dass zwei verschiedene Populationen des konstitutiv aktiven Rabl1b vorliegen: Ein Teil bildet
stabile Komplexe analog zu Rab1b:GTP, ein anderer Teil scheint Komplexe geringerer Stabi-
litat mit den Effektoren auszubilden, die zu hoherer Retentionszeit verschoben eluiert wer-
den. Fur OCRL1 wurde =zusétzlich ein Experiment mit dem konstitutiv aktiven
Rablb L125C-AcrylGppCH,p durchgefihrt. Hier konnten die gebildeten Komplexe als schar-
fer Peak, wie er auch fir Rab1lb:GTP beobachtet wurde, nachgewiesen werden.

In diesen Experimenten konnte klar gezeigt werden, dass die kovalent modifizierten Rablb
Proteine in Abhangigkeit von ihrem gebundenen Nukleotid mit ihren Effektoren OCRL1 und
Mical3 interagieren. Nur die konstitutiv aktiven Formen bilden Komplexe mit diesen Effekto-
ren. Geringfiigige Abweichungen vom Interaktionsmuster des Rablb wt konnte nur fir
Rablb Q67L L125C-AcrylGTP beobachtet werden, nicht jedoch far
Rablb L125C-AcrylGppCH,p. Die Protein-Proteinkontakte im Komplex Rab8:OCRL werden
vor allem mit Aminosauren der Rab8 Switchl, Interswitch und Switch2 Region ausgebildet
(Hou et al., 2011). Mit der Q67L Mutation in Rab1b wurde eine polare durch eine aliphatische
Aminoséaure in direkter Nahe des Switch2 substituiert. Da sich das mit AcrylGppCH,p modifi-
zierte Rablb L125C identisch zum Rablb wt verhalt, ist das geringfligig abweichende Ver-
halten des Rablb Q67L L125C-AcrylGTP eher mit dem Einfluss der Q67L Mutation auf die
mit OCRL1 interagierenden Motive als mit der von der Rab1b-OCRL1 Interaktionsflache ab-
gewandten Verbindung zwischen AcrylGTP und Rabl1b zu begrinden.

6.4.5 Modifikation mit NBD-Farnesyl durch REP und GGTase lI
Um die Prenylierung von Rablb durch GGTase Il und REP beobachten und quantifizieren zu
kénnen, wurde das fluoreszierende NBD-Farnesyl-PP; anstelle von Geranylgeranyl-PP; ein-

gesetzt. Die Analyse der Proben fand mittels SDS-PAGE statt, es wurde die Fluoreszenzin-
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tensitat der Rablb Banden bestimmt. Verglichen wurde der zeitliche Verlauf der Prenylierung
von Rablb L125C:GDP und Rablb L125C-AcrylGDP.

Weder im zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzintensitat noch im erreichten Fluoreszenzmaxi-
mum war ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Proteinen festzustellen. Sowohl
Rablb L125C:GDP als auch das konstitutiv inaktive Rablb L125C-AcrylGDP werden mit
gleicher Geschwindigkeit durch GGTase Il und REP mit NBD-Farnesyl modifiziert. Ein nega-
tiver Einfluss auf die initiale Bindung von kovalent modifiziertem Rablb durch REP und die
anschlieende Bildung des ternaren, katalytisch aktiven Komplexes aus Rablb, REP und

GGTase Il kann nicht festgestellt werden.

6.5 Mikroinjektion von kovalent modifiziertem Rab1b in HeLa Zellen

Die biochemischen Charakterisierungen von kovalent modifizierten Rablb Proteinen haben
gezeigt, dass sie in vitro auf native Weise mit ihren Regulatoren und Effektoren interagieren.
Als Grundlage fur die geplanten Mikroinjektionsexperimente konnte gezeigt werden, dass
konstitutiv inaktives Rablb L125C-AcrylGDP durch REP und GGTase Il in vitro C-terminal
mit NBD-Farnesyl modifiziert werden konnte.

Durch die Mikroinjektion von kovalent maodifizierten, nicht prenylierten eGFP-Rablb Fusions-
proteinen in HeLa Zellen sollte anhand der zeitabhéngigen Lokalisation der Rablb Proteine
primar beobachtet werden, ob eine C-terminale Modifikation mit Prenylgruppen auch in zyto-
solischer Umgebung erfolgt. Besonderes Augenmerk lag dabei auf den Unterschieden und
Gemeinsamkeiten zwischen dem konstitutiv aktiven eGFP-Rablb Q67L L125C-AcrylGTP
und dem konstitutiv inaktiven eGFP-Rablb L125C-AcrylGDP. Beobachtet wurde die zeitab-
hangige Verteilung der eGFP-Fluoreszenz in den Zellen.

Sowohl fur das konstitutiv inaktive als auch aktive Rablb ergab sich zu Beginn und zum En-
de der Beobachtungen ein identisches Bild: nach 15/30 min war kein Muster fur die Vertei-
lung der eGFP-Fluoreszenz zu erkennen, beide Proteine lagen also im Zytosol der Zellen
vor. Nach 8/13 h hatte die Fluoreszenzintensitat im Zytosol drastisch abgenommen. Statt-
dessen war fur beide Proteine eine Konzentration der Fluoreszenz in rAumlich scharf abge-
grenzten Strukturen in Zellkernnahe zu beobachten. Es war jeweils eine Ansammlung meh-
rerer fluoreszierender Strukturen zu sehen. Sowohl die Lokalisation in Zellkernnahe als auch
die gestapelte Anordnung der fluoreszierenden Strukturen lassen darauf schlieR3en, dass die
beiden kovalent modifizierten Rablb Proteine an den Membranen des Golgi-Apparates loka-
lisiert waren. Der einzige zu beobachtende Unterschied zwischen dem konstitutiv aktiven
und inaktiven Rablb lag im zeitlichen Verlauf der Lokalisation vom Zytosol zum Golgi-
Apparat: Bereits nach 1 h war ein Grol3teil des konstitutiv inaktiven Rablb an Membrane des

Golgi-Apparats assoziiert, wahrend bei dem konstitutiv aktiven Rablb noch keine Golgi-
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Strukturen zu erkennen waren. Auch nach 13 h ist die Fluoreszenzintensitat im Zytosol fur
das aktive Protein grof3er als fur das inaktive.

Anhand dieser Beobachtungen kdnnen drei Aussagen gemacht werden:

- Sowohl konstitutiv aktives als auch inaktives Rablb werden in vivo durch REP
und GGTase Il erkannt und prenyliert.

- Im Anschluss an die C-terminale Modifikation mit Geranylgeranylgruppen werden
beide Proteine an die Membrane der gleichen Zellorganelle transportiert: den Golgi-
Apparat.

- Die Art des gebundenen Nukleotides hat einen Einfluss auf die Geschwindigkeit der

Prenylierung/Membranrekrutierung.

Die Geschwindigkeit der beobachteten Membranassoziation hangt von zwei Faktoren ab:
Der Prenylierung des Rablb als direkte Voraussetzung einer Membranassoziation sowie
dem Transport zur und die Rekrutierung an die Membran.

Die Prenylierung von Rab Proteinen durch GGTase Il ist abhangig von der Bindung des Rab
durch REP. Dabei bindet REP bevorzugt GDP gebundenes Rab (Wu et al., 2010). Fir Rab7-
NBD-Farnesyl ist die Affinitat zu REP im GDP gebundenem Zustand z.B. 1200-mal grol3er
als fir das GTP gebundene Protein (Wu et al., 2010). Tatsachlich konnte in vitro eine schnel-
lere Prenylierung von GDP gebundenen im Vergleich zu GTP gebundenen Rab Proteinen
nachgewiesen werden (Seabra, M. C., 1996). Die beobachtete schnellere Lokalisation des
konstitutiv inaktiven Rablb am Golgi kann also im Einklang mit der Theorie im Sinne einer
schnelleren Modifikation durch REP und GGTase Il interpretiert werden.

Rablb hat wichtige Funktionen in der Regulation des vesikularen Transports vom ER (Endo-
plasmatisches Retikulum) zum Golgi-Apparat, dem intra-Golgi Transport und dem Recycling
von Membranen durch frihe Endosomen (Cai et al., 2007, Hutt et al., 2008). Fur die Rekru-
tierung von Rab Proteinen an Membrane werden gegenwartig zwei Mechanismen diskutiert
(Kap. 1.2.2): Die Herabsetzung der Affinitdt von Rab zu REP/GDI durch GEF katalysierten
Nukleotidaustausch (Schoebel et al., 2009) und die Freisetzung von Rab aus dem Komplex
mit REP/GDI durch einen Dissoziationsfaktor GDF (Pfeffer et al., 2004). Beide Modelle
schlie3en sich nicht gegenseitig aus.

Die Lokalisation sowohl des konstitutiv aktiven als auch inaktiven Rablb ausschliefilich an
Membranen des Golgi wirft Fragen auf. FUr das inaktive, mit AcrylGDP modifizierte Rablb
wére nach der Prenylierung erwartet worden, das es zu deutlichen Teilen im Komplex mit
GDI zytosolisch vorliegt: Im physiologischen Gleichgewicht liegen in der Zelle 10-50 % der

Rab Proteine im Zytosol vor (Takai et al., 2001). Dies konnte nicht beobachtet werden.
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Fur das konstitutiv aktive Rablb ware eine Rekrutierung am ER, dem Donorkompartiment
des von Rablb regulierten vesikularen Transports zu erwarten gewesen. Die Mechanismen
der Rekrutierung beider Proteine an Golgi Membrane kénnen mit den vorliegenden Daten
nicht geklart werden. Eine Membranrekrutierung tiber den GEF Mechanismus kann jedoch
ausgeschlossen werden: ein Nukleotidaustausch an kovalent modifiziertem Rablb ist nicht
maglich. Das konstitutiv aktive Rablb liegt dagegen bereits GTP gebunden vor. Die Affinitat
zu REP ist also gering genug, um eine Freisetzung an eine Membran zu ermdglichen. Ob-
wohl unter thermodynamischen Gesichtspunkten hierfiir keine weiteren Faktoren notwendig
sind (Schoebel et al., 2009), kann ausschlieRlich eine Lokalisation an Membranen des Golgi-
Apparates beobachtet werden. Es muss also fur beide Proteine einen dirigierenden, GEF-
unabhangigen Rekrutierungsmechanismus geben. Folgendes Modell wird fur die Rekrutie-
rung beider Proteine am Golgi vorgeschlagen:

Eine initiale Rekrutierung von konstitutiv aktivem Rab am ER kann anhand der Daten nicht
ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung von kovalent
modifiziertem Rablb erlauben die Annahme, dass Rablb Q67L L125C-AcrylGTP mit seinen
Effektoren p115 (Allan et al., 2000) wahrend der Vesikelknospung und GM130 (Moyer et al.,
2001) wahrend der Vesikelerkennung am Golgi-Apparat auf natrliche Weise interagieren
und den ER-Golgi Vesikeltransport so ermdglichen kann. Ein anschlie3ender Ricktransport
des konstitutiv aktiven Rablb vom Golgi zum ER durch GDI ist nicht moéglich, so dass
schlie3lich die beobachtete Akkumulation des Rablb am Golgi-Apparat stattfindet.

Auch fir das konstitutiv inaktive Rablb ist eine initiale Rekrutierung am ER denkbar. Ein
durch natives Rablb vermittelter vesikularer Co-Transport von Rablb L125C-AcrylGDP vom
ER zum Golgi kénnte aufgrund eines Uberschusses an Rablb gegeniiber GDI zu der beo-
bachteten Akkumulation von eGFP-Rablb L125-AcrylGDP im Golgi flhren.

Einen alternativen Erklarungsansatz der beobachteten Lokalisation von Rablb am Golgi lie-
fern Ergebnisse einer Arbeitsgruppe um M. Seabra. An verschiedenen Rab Proteinen konnte
gezeigt werden, dass ein Verlust der urspringlichen Zielinformation eines Rabs durch Muta-
tion zu einer Fehllokalisation an Membrane des ER/Golgi fuhrte (Ali et al. 2004). Als mitver-
antwortliche Regionen fir die native Lokalisation von Rab5a und Rab27a konnten die Rab
Motive RabSF2, RabSF3 und RabF4 identifiziert werden (Ali et al. 2004). Keines dieser Mo-
tive liegt in der Nahe der Mutationsstelle Leu125 in Rablb (Pereira et al. 2000). Da es jedoch
keine umfassende Kenntnis aller an der Lokalisation beteiligten Regionen in Rab Proteinen
gibt, kann der von Seabra beobachtete Effekt der Fehllokalisation am ER/Golgi in diesem
Experiment nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Unter diesem Gesichtspunkt ist zur
Absicherung der Ergebnisse eine Wiederholung des Experiments mit einem Rab erstre-

benswert, das nativ weder am ER noch am Golgi lokalisiert ist.
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Dieses erste zellbiologische Experiment hat bewiesen, dass sowohl konstitutiv aktives als
auch konstitutiv inaktives Rablb in vivo durch GGTase Il und REP prenyliert wird. Die
Membranrekrutierung am Golgi-Apparat ist fir das konstitutiv inaktive Rablb eher und in
grolRerem Umfang zu beobachten. Da auch Rablb L125C-AcrylIGDP an Membrane lokali-
siert wird, muss es fur Rablb einen vom Nukleotidaustausch unabhangigen Rekrutierungs-

mechanismus an Membrane geben.

6.6 Ausblick

Die einzelnen Schritte der beschriebenen Synthese von Acrylnukleotiden kénnen leicht modi-
fiziert werden, um die Nukleotide an verschiedene Anforderungen anzupassen. Vielverspre-
chend erscheint insbesondere die Einfihrung einer N-Methylanthranoylgruppe an den 2°/3’-
Hydroxylgruppen der Ribose, um mit der kovalenten Modifikation direkt einen Fluoreszenz-
marker in das jeweilige Protein einzuftihren. Die Lange des Linkers kann ann&ahernd frei vari-
iert und das Nukleotid so fur die Anwendung in verschiedenen G-Proteinen optimiert werden.
Mit Acrylamid und Cystein wurde ein Michaelakzeptor -donor Paar gefunden, das an kleinen
G-Proteinen selektiv zur Reaktion gebracht werden kann. Da die Bindung des Nukleotides
jedoch Voraussetzung fir die Reaktion ist, kénnen kleine G-Proteine nicht direkt mit Ac-
rylGMP und AcrylG modifiziert werden. Die Einfuhrung reaktiverer Gruppen am Linker wie
z.B. 2-lodacetamid kénnte auch eine Modifikation ohne vorherige Nukleotidbindung auf Kos-
ten der Selektivitat der Reaktion erlauben.

In dieser Arbeit konnte scheinbar nukleotidfreies Rablb im Komplex mit DrrAger dargestellt
und gezeigt werden, dass dieser Komplex auch in Gegenwart von Nukleotiden stabil ist.
Dass nur fir einen Bruchteil der Rab Proteine die korrespondierenden GEFs bekannt sind,
macht konstitutiv nukleotidfreie kleine G-Proteine insbesondere fur zwei Anwendungen inte-
ressant: immobilisiert kdnnten sie verwendet werden, um GEFs aus Zelllysaten zu fischen, in
zellbiologischen Experimenten wéren sie einsetzbar, um den GEF Pool eines Rab Proteins
zu erschopfen. Damit kdnnte natives Rab deaktiviert werden, ohne dass Kenntnisse seiner
GEFs oder GAPs notwendig wéaren.

Mit Rablb und Rab7 konnten in dieser Arbeit zwei kleine G-Proteine Uber die L125C
(L129C) Mutation kovalent modifiziert werden. Sophie Vieweg konnte in ihrer Masterarbeit
(TU Minchen/Max Planck Institut Dortmund, 2012) mit E35C in Rablb eine Mutationsstelle
identifizieren, an der die folgenden kleinen G-Proteine kovalent modifiziert werden konnten:
Rablb E35C, Rab6 N40C, Rab7 N35C, Rab8 S35C, Cdc42 S30C und Ypt7 Q35C. Mit
CDC42 konnte auch ein kleines G-Protein aus der Rho-Familie modifiziert werden. Diese
Ergebnisse stimmen optimistisch, dass bei richtiger Abstimmung von Linkerlange und Muta-

tionsstelle der Ansatz allgemein auf kleine G-Proteine angewandt werden kann.
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Die zwei wesentlichen Voraussetzungen fur die Modifikation eines Proteins mit einem Acryl-
guanosinnukleotid sind seine Fahigkeit zur Bindung von Acrylguanosinnukleotiden und die
Moglichkeit, ein sterisch zugangliches Cys in direkter Nahe zur Acrylfunktion einzufiihren.
Die erste Voraussetzung erfiillen gegenwartig potentiell alle 37.767 bekannten Proteine mit
einer G-Domane (Wittinghofer et al., 2011, http://supfam.org.). Die Suche von geeigneten
Mutationsstellen fir die Einfihrung eines Cys misste schlief3lich fur jede der 22 G-Protein
Familien und 57 Unterfamilien (Leipe et al., 2002) individuell nach denselben Kriterien, wie
sie in Kap.1.2.8 fur Rablb beschrieben wurden, durchgefiihrt werden. Insgesamt spricht in
der Theorie nichts gegen eine allgemeine Ubertragung des hier beschriebenen Ansatzes zur
Zustandskontrolle kleiner G-Proteine durch kovalente Modifikation auf die Gesamtheit der G-

Proteine.
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7 Material und Methoden

7.1 Chemikalien

Hersteller

Chemikalie

Acros Organics

Isoprpopanol, N,N-Dimethylformamid,
N,N-Dimethylformamid trocken,
Tetrahydrofuran trocken, Trimethylphosphat,
Tri-N-Butylamin,

Applichem

Acrylamid 4K Loésung (30 %)

Carl Roth GmbH + Co KG

Trifluoressigsaure, Trichloressigsaure,
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan,
Kaliumdihydrogenphosphat

Fisher Scientific

Acetonitril HPLC Grade, Cyclohexan, Ethylacetat,
Dichlormethan, Chloroform

Fluka Chemie AG

Tetra-N-butylammoniumbromid, Zyrkonylchlorid

Fluka-Sigma Aldrich Chemie GmbH

Methanol

GERBU Biotechnik GmbH

N-(Tri(hydroxymethyl)methyl)Glycin,
EDTA Disodium

Mallinckrodt Baker B. V. Holland

Dikaliumhydrogenphosphat, Essigsaure,
Magnesiumchloridhexahydrat, Natronlauge 1 M,
Salzsdure 2 M

SERVA Electrophoresis GmbH

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfon-
saure Sodiumsalz, Bromphenolblau
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin,
Ammoniumpersulfat, Coomassie Brillant Blau R250,
B-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Essigsaure 99 %, Ethanol abs., Guanosin,
Guanosin-5"-Monophosphat,
Guanosin-5"-Diphosphat, Guanosin-5"-Triphosphat,
Guanosin-5"-,y-Imido-triphosphat, Bromoform,
Isoamylnitrit, 2-Methoxyethanol,
Tert-butyl-3-aminocarbamat, Phospharpentoxid,

7N NH; in MeOH, MeOH trocken, Diethylether

trocken, Pyridin trocken, Pyridin,
Phosphoroxychlorid, Pyrophosphat Tetrasodium,
Methylendiphosphonat, Triethylamin,
Diphenylphosphochlorinat,

Acrylsaure-N-Hydroxysuccinimidester

Thermo Scientific

Tris-(Carboxyethyl)-phosphin Hydrochlorid

Thermo Fisher Scientific

Coomassie Protein Assay Reagenz

NBD-Farnesylpyrophosphat wurde von Yaowen Wu bereit gestellt.
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7.2 Geréate

Hersteller

Gerat

Applied Photophysics Ltd.,
Surrey, Grol3britannien

Stopped Flow Gerét

Beckmann Coulter,
Vernon Hills USA

HPLC System, Beckmann Coulter Gold

Bio-Rad Laboratories GmbH
Miinchen, Deutschland

SDS PAGE System und Zubehor

Eppendorf,
Hamburg, Deutschland

Tischzentrifugen
5810R,
Thermomixer Comfort

(5415 Cé&D), Zentrifuge

Fujifilm Holdings Corporation,
Tokio, Japan

FLA 5000 Fluorescence Image Reader

GE Healthcare,
Miinchen, Deutschland

Akta Purifier HPLC/GeFi System

Gilson Inc., Middleton USA

2,5 pl, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl
und 1000 pl Pipetten

Horiba Jobin Yvon Inc., Edison, U.S.A.

FluoroMax-3

Kern & Sohn GmbH,
Balingen, Deutschland

Préazisionswaage Kern 572

Knick elektronische Messgerate
GmbH & Co. KG,
Berlin, Deutschland

pH-Meter (Calimatic 761)

PeqgLab Biotechnology GmbH
(Erlangen, Deutschland

Nanodrop Spectrophotometer ND-1000

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

ESI-MS System LCQ Advantage Max

Varian Inc.,

NMR System Varian Mercury 400

7.3 Pufferlésungen

Coomassie Brillantblau Farbeldsung

EDTA-Puffer
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44 % (v/v) Ethanol

12 % (v/v) Essigséaure

0,15 % (w/v) Coomassie Brillant
R250

Blau

20 mM HEPES

50 mM NacCl

1 mM TCEP

1 mM EDTA
pH=7,5 Uber NaOH




DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) Nahrmedium fir humane und tierische
Zellkulturen.
Hersteller: Pan Biotech GmbH,
Deutschland
Produktnummer: P04-01163

GDP-Puffer 20 mM HEPES
50 mM NacCl
1 mM TCEP
1 mM EDTA
10 uM GDP
pH=7,2 Uber NaOH

Proteinstandardpuffer 20 mM HEPES
50 mM NacCl
1 mM TCEP
1 mM MgCl,
pH=7,5 Uber NaOH

SDS-PAGE Anodenpuffer 0,2 M Tris
pH=8,9 Uber HCI

SDS-PAGE Entfarbelésung 10 % (v/v) Essigsaure
SDS-PAGE Katodenpuffer 0,1 M Tris

0,1 M Tricin

0,1 % SDS

pH=8,25 tber HCI

SDS-4X Probenpuffer 200 mM Tris
8 % (w/v) SDS
40 % (v/v) Glycerin
0,4 % Bromphenolblau
10 % (v/v) B-Mercaptoethanol
pH=6,8 tber HCI

TBA-Br Puffer 100 mM KP;
10 mM TBA-Br
10 % (v/v) MeCN
pH=7,0
Triethylammoniumkarbonatpuffer Durch 3 M TEA wurde CO, geleitet, bis

ein pH-Wert von 7,5 erreicht wurde. Der
Puffer wurde nach Bedarf verdinnt

Samtliche Puffer wurden mit entionisiertem Wasser angesetzt.
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7.4 Chromatographische Methoden und Trennverfahren

7.4.1 GroRenausschlusschromatographie

Bei der Grofienausschlusschromatographie handelt es sich um ein physikalisches Verfahren
zur Trennung von Partikeln anhand ihres hydrodynamischen Radius (auch ,Stokes Radius®).
Die Probe wird dabei durch ein poréses Material mit definierten PorengroRen geleitet. Er-
laubt der hydrodynamische Radius eines Partikels die Diffusion in die Poren, vergrof3ert sich
sein zur Verfiigung stehendes Diffusionsvolumen im Vergleich zu Partikeln, die nicht in die
Poren diffundieren kénnen. Mit dem Diffusionsvolumen steigt die Retentionszeit eines Parti-
kels. Die Porengrof3e bestimmt dabei den Trennbereich des Materials: Partikel deren hydro-
dynamischer Radius bedeutend kleiner oder gro3er als der Radius der Poren sind, kdnnen
nicht voneinander getrennt werden. In dieser Arbeit wurde Superdex 75 Saulenmaterial in
einer 10/30 Saule an einem Akta Purifier Systemverwendet. Die Flussgeschwindigkeit betrug
jeweils 0,5 mL/min, wenn nicht anders beschrieben wurde Proteinstandardpuffer als Laufmit-

tel eingesetzt.

7.4.2 lonenaustauschchromatographie

Die lonenaustauschchromatographie ist ein Verfahren zur Trennung von Stoffen anhand
ihrer Ladungen. Die stationare Phase besteht aus einer meistens polymeren Basis, die mit
Ladungstragern als funktionellen Gruppen modifiziert ist. Reversibel gebundene Gegenionen
kénnen durch geladene Analyten in der mobilen Phase verdrangt werden. Abhangig von
ihrer Ladung erfahren die Analyten so unterschiedliche Retentionen aufgrund ionischer
Wechselwirkungen. Um die Analyten wieder von der festen Phase zu l6sen, werden dem
Laufmittel Gegenionen zugesetzt, die um die ionischen Wechselwirkungen an der festen
Phase konkurrieren.

Zur Aufreinigung der synthetisierten Nukleotide wurde Q-Sepharose FF Material verwendet.
Es handelt sich um einen Anionentauscher mit einem quartdren Ammoniumion als funktio-
neller Gruppe. Es wurden 200 mL Saulenmaterial bei einer Betth6he von 20 cm an einem
Akta Purifier System eingesetzt. Der Fluss betrug 1 mL/min, als Laufmittel A wurde 50 mM
Triethylammoniumcarbonatpuffer, als Laufmittel B 1 M Triethylammoniumcarbonatpuffer ein-

gesetzt. Der Anteil von Puffer B wurde linear von 0 % auf 100 % in 500 min erhoht.
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7.4.3 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die HPLC ist ein Verfahren zur Trennung von Substanzen anhand ihrer Polaritat. In dieser
Arbeit wurde Umkehrphasen HPLC eingesetzt, bei der eine polare mobile Phase Uber eine
unpolare stationdre Phase geleitet wird. Die Elutionskraft der mobilen Phase steigt dabei mit
sinkender Polaritat. Als stationdre Phase wurde mit Octadecan modifiziertes Silikagel einge-
setzt (C18).

Die Reaktionskontrollen wurden an analytischen C18-Saulen bei einer Flussgeschwindigkeit
von 1 mL/min an Beckmann Gold Systemen durchgefiihrt. Als Laufmittel A wurde Wasser mit
0.1 % TFA, als Laufmittel B MeCN mit 0,08 % TFA eingesetzt. Der Anteil an Puffer B wurde
linear von 5 % auf 65 % in 30 min erhoht.

Fiur die Reaktionskontrollen der Phosphorylierungen sowie zu Nukleotidnachweisen wurden
isokratische Laufe mit TBA-Br Puffer durchgefiihrt. Guanosinnukleotide sind zu polar, um auf
C18 Saulen eine Retention zu erfahren, sie bleiben vollstandig in der mobilen Phase geldst.
Aus diesem Grund wurde Tetra-N-butylammonium als Gegenion eingesetzt. Die Tetra-N-
butylammoniumionen werden Uber ihre aliphatischen Gruppen auf dem C18-Material rever-
sibel immobilisiert und bewirken durch ionische Wechselwirkungen mit den Phosphatanionen
eine Auftrennung der Nukleotide nach Anzahl ihrer negativen Ladungen.

Im Vorfeld der Nukleotidnachweise wurden Proteinproben mittels einer NAP5 S&aule nach
Beschreibung des Herstellers in Nukleotidfreien Proteinstandardpuffer tberfihrt. Die Protei-
ne wurden im Anschluss mittels Hitzeschock denaturiert und durch Zentrifugation abge-
schieden. Die Nukleotidnachweise und Reaktionskontrollen der Phosphorylierungen wurden
an analytischen C18-Saulen bei einem Fluss von 0,8 mL/min an Beckmann Gold Systemen

durchgefihrt.

7.4.4 Silikagelchromatographie

Bei der Silikagelchromatographie werden Substanzen anhand ihrer Polaritat voneinander
getrennt. Als stationare Phase wird Kieselgel verwendet, bestehend aus Partikeln amorphen
Siliciumdioxids mit gro3er innerer Oberflache. Die Hydroxylgruppen an ihrer Oberflache ver-
leihen den Silikaten einen polaren Charakter. Als mobile Phase werden unpolare Laufmittel
eingesetzt, deren Elutionskraft mit steigender Polaritat zunimmt.

Die Aufreinigungen der einzelnen Synthesestufen wurden mittels Silikagelsaulen-
chromatographie durchgefuihrt. Sdulenvolumina, Laufmittelgemische und Flussgeschwindig-

keiten sind im Abschnitt ,Synthesen* vermerkt.
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7.4.5 Dinnschichtchromatographie (DC)

Zur Reaktionskontrolle der einzelnen Synthesestufen wurde ergédnzend DC durchgefiuhrt. Es
wurden DC Platten der Firma Macherey Nagel eingesetzt, bei denen Kieselgel auf einer
Aluminiumplatte immobilisiert und mit einem Fluoreszenzfarbstoff versetzt ist. Die Platten
wurden in ein Reservoir mit dem jeweiligen Laufmittel gestellt, durch Kapillarkrafte am poro-
sen Kieselgel entsteht ein Flussigkeitsstrom.

Der Nachweis der einzelnen Probensubstanzen wurde Uber die Bildung schwach fluoreszie-
render Areale bei einer Anregungswellenlange von 254 nm gefihrt: Die Purinbasen der Nuk-
leoside absorbieren bei 254 nm und verringern so die zur Verfliigung stehende Anregungs-

energie fur den Fluoreszenzfarbstoff auf den DC-Platten.

7.4.6 SDS PAGE

Die analytische Trennung von Proteinen erfolgte nach dem Polyacrylamidgelelektro-
phoretischen (PAGE) Verfahren nach Schagger und Jagow (Schéagger et al., 1987). Vor dem
Auftrag in die Probentaschen wurden die Proteine mit 25 % des Probenvolumens SDS-4X
Probenpuffer fir 3 min bei 90 °C inkubiert. Hierbei lagern sich Dodecylsulfationen (SDS) an
die Proteine an und tragen zur Denaturierung bei. Die Anzahl der gebundenen SDS-lonen
steht bei vollstandiger Denaturierung in linearem Zusammenhang zur Gré3e des Proteins.
Durch das konstante Verhaltnis von Ladung zu Gr6éRe kénnen die Proteine im elektrischen
Feld nach ihrer Gelpermeabilitat getrennt werden. Als Gele wurden 16,5 %ige Acrylamidgele
mit einem Uberschichteten 5 %igen Sammelgel verwendet. Es wurde eine konstante Span-
nung von 120 V an das Gel angelegt, bis das Bromphenolblau des Probenpuffers vollstandig
aus dem Gel gelaufen war.

Die Gele wurden im Anschluss mit einer Coomassie Farbelésung fir 1-2 h bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Coomassie Brillantblau lagert sich unspezifisch an basische und aromatische
Aminosaurereste an. Daher bleiben nach der Behandlung mit der Entfarbelésung (10 % (v/v)
Essigsaure) die Regionen des Gels in denen sich Proteine befinden als blaue Banden sicht-
bar. Zur GréRenbestimmung der Proteine wurde auf jedem Gel folgende Proteinstandardlo-
sung aufgetragen: LMW Calibration Kit von GE Healthcare.

Salzhaltige Proben wurden vor der SDS PAGE durch Trichloressigsaurefallungen entsalzen.
Die Proben wurden mit 25 % des Probenvolumens einer 50 % (v/v) TCA-LOsung versetzt
und zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Hilfe einer Pipette entfernt und das Pellet vorsich-
tig mit Ethanol bei -20 °C gewaschen. Nach kurzer Zentrifugation wurde das Ethanol mit ei-

ner Pipette entfernt und das Pellet unter einem Luftstrom getrocknet.
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7.5 Spektroskpoische Methoden

7.5.1 Elektrospray-lonisation Massenspektroskopie (ESI-MS)

Die ESI-MS ist ein schonendes Verfahren zur lonisierung von Probenmolekilen und an-
schlieBender Detektion der Masse-Landungsverhaltnisse. Samtlichen ESI-MS Messungen
wurden am LCQ Advantage Max ESI-MS von Thermo Fisher Scientific Inc. durchgeftihrt.
Proteinproben wurden an einer dem ESI-MS vorgelagerten analytischen C4-Saule mittels
Umkehrphasen HPLC entsalzen, Nukleoside und Nukleotide wurden direkt aufgetragen.
Nach Auftrag werden die Analyten durch eine Metallkapillare geleitet. An der Metallkapillare
ist eine Spannung angelegt, durch eine Gegenelektrode entsteht ein elektrostatisches Feld.
In diesem Feld bewegen sich geladene Teilchen elektrophoretisch zu ihrem Gegenpol. Hier-
durch kommt es zu einer Konzentration gleichgeladener Teilchen in der Spitze der Kapillare,
die sich gegenseitig abstof3en. Im Zusammenspiel von innerem hydrostatischem Druck, au-
Rerem Gasdruck, elektrostatischen Kraften und der Oberflachenspannung bildet sich ein
Taylorkegel. Sobald die elektrostatischen Krafte die Oberflachenspannung Ubertreffen, tritt
an der Spitze des Kegels ein Spray gleichgeladener Teilchen aus, welche sich im elektri-
schen Feld Richtung Gegenelektrode bewegen. Die Teilchen werden in einer Quadrupol lo-
nenfalle nach Masse-Ladungsverhéltnis getrennt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit den
Programmen Qual Browser 2.0.7 SP1 von Thermo Fisher Scientific Inc. und Mag Tran 1.02
von Z. Zhang und A. G. Marshall.

7.5.2 Messungen der Rabl1b Tryptophanfluoreszenz

Mit Fluoreszenz wird der spontane Ubergang eines angeregten elektrischen Systems in ei-
nen Zustand niedriger Energie unter Emission von Licht bezeichnet. Wurde die Anregung
durch die Absorption von Licht erzielt, spricht man von Photolumineszenz. Nicht jede Anre-
gung resultiert dabei in Fluoreszenz: das Verhaltnis von absorbierten und emittierten Photo-
nen wird als Quantenausbeute bezeichnet. GemalRl dem Energieerhaltungssatz und der
Stokesschen Regel ist die Fluoreszenz stets von gleicher oder bedingt durch strahlungslose
Relaxation grofRerer Wellenlange als das anregende Licht. Die Anregung eines Fluorophors
erzeugt in diesem eine Anderung seines Dipolmoments. Die Umgebung eines Fluorophors
kann dabei einen direkten Einfluss auf die Quantenausbeute und die Wellenlange des emit-
tierten Lichts haben. Zum einen Uber spezifische chemische Wechselwirkungen wie Kom-
plexbildungen, zum anderen tber die durch den Fluorophor induzierten Dipolmomente in den

Losungsmittelmolekuilen.
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Fur Rablb konnte beobachtet werden, dass ein Ubergang vom GDP zum GTP gebundenen
Zustand durch Veranderung der Tryptophanumgebung in einer Abnahme der Tryptophan-
fluoreszenz bei 340 nm nach Anregung bei 297 nm von 30 % resultiert (Goody et al., 2012).
Dieses Phanomen ist die Grundlage der Fluoreszenzspektroskopischen Messungen der
GTP Hydrolyseraten und der Nukleotidaustauschraten an Rab1b.

In dieser Arbeit wurden die Messungen der Tryptophanfluoreszenz an dem Geréat
FluoroMax-3 von Horiba Jobin Yvon Inc. durchgefiihrt. Die Temperatur wurde wahrend der
Messungen konstant bei 25 °C gehalten. Die Anregung fand bei 297 nm satt, gemessen
wurde die Signalintensitat bei 348 nm. Es wurde jede Sekunde ein Signal mit einer Integrati-
onszeit von einer Sekunde aufgenommen. Als Probenbehélter wurde eine 10 mm

Quartzkivette der Firma Firma Hellma GmbH & Co. KG verwendet.

7.5.3 Messung der NBD-Fluoreszenz

Um die schnelle Kinetik der Assoziation von Rablb und GDI erfassen zu kdnnen, wurde die
NBD-Fluoreszenz an einem Stopped Flow Gerat der Firma Applied Photophysics Ltd ge-
messen. Das Stopped Flow Verfahren erlaubt die schnelle Vermengung zweier Volumina.
Dies ermdglicht es, Reaktionen im Bereich von Millisekunden zu erfassen.

Pro Messung wurden jeweils 50 pL beider Reaktanden in die Probenkammer injiziert. Die
Temperatur wurde mittels eines Thermostats konstant bei 25 °C gehalten. Die Anregung des
NBD erfolgte bei 437 nm, detektiert wurde die Fluoreszenz oberhalb von 500 nm durch einen
Cut-off Filter.

Grundlage der Messungen ist die mit der Bindung von Rablb an GDI einhergehende Verrin-
gerung der Polaritat der NBD Umgebung, die durch Zunahme der Fluoreszenzintensitat

oberhalb von 500 nm beobachtet werden kann.

7.5.4 Kernresonanzspektroskopie (NMR Spektroskopie)

Die NMR-Spektroskopie ist eine Methode zur Strukturaufklarung von Molekilen. Sie ermog-
licht die Charakterisierung der elektrischen Umgebung von Atomen mit einem magnetischen
Moment. Grundlage ist der Zeeman Effekt: wird an Kerne mit eigenem magnetischem Mo-
ment ein aulReres magnetisches Feld angelegt, werden ihre energetisch entarteten Zustande
aufgrund der Wechselwirkungen von magnetischem Moment und Feld in verschiedene ener-
getische Zustédnde aufgespalten. Die Energiedifferenz der Zusténde ist abh&ngig von der
Starke des auf den Kern wirkenden magnetischen Feldes. Dabei hat die Elektronenhlle ei-
nes Atoms einen abschirmenden Effekt auf den Kern. Werden die Atome im magnetischen

Feld mit elektromagnetischen Wellen bestrahlt, deren Energie der Energiedifferenz der ver-
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schiedenen Zustande entspricht, konnen sie absorbiert werden und Ubergange in energe-
tisch hdhere Zustdnde anregen. Die Energie wird bei der Relaxation der angeregten Kerne
als Strahlung wieder freigesetzt.

Samtliche Messungen wurden an einem Varian Mercury 400 NMR-Spektrometer durchge-
fuhrt. Gemessen wurde der freie Induktionsabfall (free induction decay, FID) nach einer An-
regung mit einem Hochfrequenzimpuls (400 MHz). Durch Fourier Transformation mittels des
Programms MesTreC 4.9.9.9 von Mestrelab Research wurde die erhaltene Funktion der Zeit
in eine Funktion der Frequenz transformiert und ausgewertet. Fir *H Spektren wurden Stan-
dardméRig 16, fir **C Spektren 512 Pulsreihen gemessen. *C Spektren wurden standard-

mafig Protonenentkoppelt aufgenommen.

7.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen

7.6.1 Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur Konzentrationsbestimmung unbekannter Proteinldsungen wurde die Methode nach Brad-
ford verwendet (Bradford 1976). Als Nachweisreagenz wird der Farbstoff Coomassie Bril-
lantblau eingesetzt. Dieser kann mit basischen und aromatischen Aminosaureseitenketten
interagieren, was in einer Zunahme der Absorption des Farbstoffs bei 595 nm resultiert.
Wahrscheinliche Ursachen dafiir ist die Stabilisierung des Farbstoffs in seiner anionischen
Sulfonatform. Das Mal dieser Farbreaktion ist abhangig vom jeweiligen Protein, der Tempe-
ratur und Inkubationszeit. Hier wurden die Proben 10 min bei RT mit 900 uL Coomassie Pro-
tein Assay Reagent Kit. von Thermo Scientific inkubiert und mit Eichwerten bekannter BSA-
Losungen verglichen. Das Verfahren ist anfallig fir Stérungen insbesondere durch
Detergenzien sowie basische und aromatische Substanzen. Aus diesem Grund wurde wenn
mdoglich zur Kontrolle auch eine Konzentrationsbestimmung mittels Absorptionsmessung

durchgefihrt.

7.6.2 Konzentrationsbestimmung durch Absorptionsmessung

Gemessen wurde die Absorption bei 280nm an einem NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer. Bei 280 nm tragen die Reste der aromatischen Aminoséuren Trp, Tyr
und in geringem Malie Phe zur Absorption bei. Mithilfe des Programms ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam) wurde der Extinktionskoeffizient eines Proteins bei 280 nm
anhand der Extenktionskoeffizienten der einzelnen Aminosauren berechnet. Die einzelnen

Messungen wurden auf den jeweiligen Proteinpuffer als Nullwert geeicht, und die Protein-
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konzentration aus der Absorption und dem Exktinktionskoeffizienten nach dem Lambert

Beerschen Gesetz berechnet.
Apgo = €280 Cd

Formel 7.6.2.1: Lambert Beersches Gesetz
Asgo: Absorption bei 280 nm
€,50. Exktionktionskoeffizient des Proteins bei 280 nm [m2/mol]
¢: Konzentration [mol/L]
d: Schichtdicke [m]

Waren in der Proteinldsung Nukleotide in bekannter Konzentration gegenwartig, wurde der
Anteil der Nukleotide an der Absorption bei 280 nm gesondert berechnet und das Ergebnis

der Messungen um diesen Wert bereinigt.
7.7 Genexpression und Proteinaufreinigung

Alle verwendeten Rablb, Rab7 CDC42 und Ypt7 Proteine wurden von N. Bleimling und Ja-
nine Beine fur dieses Projekt dargestellt. Die zielgerichteten Mutationen der Gensequenzen
wurden mittels Quick Change Protokoll an der Plasmid DNA durchgefiihrt. Die Plasmide
wurden mittels Elektroporation in elektrokompetente E. coli BL21 DE3 (Rablb, Rab7, Ypt7)
bzw. E. coli BL21 DE3 RIL Zellen (Rab5, CDC42) transformiert. Die Genexpression wurde
durch Induktion mit Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Nach Aufschluss
der Zellen an einem Mikrofluidizer wurden die Zellen mittels einer Kombination von Nickel-
Affinitatschromatographie und GréRRenausschlusschromatographie gereinigt.

Detaillierte Protokolle der Expressions- und Reinigungsschritte wie sie hier durchgefihrt
wurden finden sich in folgenden Publikationen: Schoebel et al., 2009, Miller et al., 2010,
Osterlin et al., 2012.

Plasmid Kodiertes Protein
2662-pMAL Rablb L125C Rablb L125C
2663-pMAL Rablb K153C Rablb K153C
3431-pMAL Rablb L125C Q67L Rablb Q67L L125C
3480-pOPIN EGFP Rablb L125C eGFP-Rablb L125C
3552-pOPIN EGFP Rablb L125C Q67L new eGFP-Rablb Q67L L125C
3468-pMAL Rablb CVIL L125C Rablb L125C CVIL
3432-pMAL Rab7 L129C Q67L Rab7 Q67L L129C
2658-pMAL Rab7 L129C Rab7 L129C
3474-pMAL Ypt7 1-182 A130C Ypt7;.18, A130C
3467-pOPINM Cdc42 1-188 L119C CDC424.455 L119C

Tab.7.7.1: Verwendete Plasmide
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Von folgenden Proteinen wurden Proben freundlich bereit gestellt von:

DrrAcer (340-533), GDI-1 L. K. Osterlin
GGTase | (a und B Untereinheit)

DrrA, Mical3 (1841-1990) M. Miiller
TBC1D20 (14-305) E. M. Gazdag
OCRL1 (539-901) X. Hou

LidA, , REP, Rablb wt N. Bleimling

GGTase Il (a und B Untereinheit)
7.8 Nukleotidaustausch

Aufgrund der intrinsischen Hydrolyseféahigkeit kleiner G-Proteine liegen sie im Anschluss an
ihre Aufreinigung voraussichtlich teilweise oder vollstandig im GDP gebundenen Zustand
vor. Im Einzelfall wurde die Beladung eines kleinen G-Proteins durch einen Nachweis der
gebundenen Nukleotide mittels HPLC uUberprift (Kap. XXX). Das zentrale Magnesiumion in
der Nukleotidbindetasche kleiner G-Proteine wird sowohl durch Phosphatgruppen des Nuk-
leotides als auch durch Aminoséauren der G-Doméane koordiniert und tragt maf3geblich zur
Stabilitdt des Protein-Nukleotidkomplexes bei (Kap.XXX). Durch die Chelatierung des Mag-
nesiums mit EDTA soll die Affinitat des jeweiligen kleinen G-Proteins zu Nukleotiden gesenkt
und so die Nukleaotidfreisetzung beschleunigt werden.

Die Probe wurde mit EDTA-Puffer verdiinnt, bis ein fiinffacher Uberschuss von EDTA uber
Magnesium gegeben war. Es wurde ein 20-facher Uberschuss an Nukleotid gegeniiber dem
Protein zugegegen und die Losung 2 h bei RT gerthrt. Das Protein wurde im Anschluss mit-
tels einer NAP5 Saule nach Angaben des Herstellers in Nukleotidfreien Proteinstandardpuf-
fer Uberfuhrt. Die Beladung des kleinen G-Proteins mit dem gewtinschten Nukleotid wurde
mittels HPLC Uberprift (Kap.XXX).

7.9 Phosphatnachweis durch Zyrkonylchlorid

Phosphate und Nukleotide lassen sich als wasserunldsliche Zirkoniumphosphat-

verbindungen nachweisen.

4 PO3~ + 3 ZrOCl, + 12 H* - Zr;(PO,), + 6 HCl + 3H,0

Abb.7.9.1: Reaktionsgleichung der Phosphatféllung durch Zyrkonylchlorid

Mittels pH-Papier wurde Uberpruft, ob der pH Wert der Probe <7 war. Bei einem pH Wert >7

wurde die Probe mit HCI angesauert. Es wurde je 1 yL einer gesattigten ZrOCI, Lésung in
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H,O zu der Probe gegeben. Ein weil3er, volumindser Niederschlag zeigte die Gegenwart von

Phosphaten oder Nukleotiden an.
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