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Die bildgebende Analyse lebender Zellen unter Verwendung
von Fluoreszenzsonden z&hlt zu den bedeutenden Techniken
der aktuellen biologischen Forschung.!! Ein wesentlicher
Engpass ist dabei die effiziente und spezifische Kupplung der
jeweiligen Fluoreszenzmarker an das Zielmolekiil.”?) Den
derzeit bedeutsamsten Losungsansatz hierfiir bieten moleku-
larbiologisch hergestellte Fusionskonstrukte des zu unter-
suchenden Proteins mit dem griin fluoreszierenden Protein
(GFP) und seinen Abkémmlingen (wie dem cyan fluoreszie-
renden Protein, CFP).’! Hierbei ergeben sich jedoch Ein-
schrinkungen durch den groBlen biologischen Fluorophor,
dessen Masse (etwa 27 kDa) besonders bei In-vivo-Unter-
suchungen von Protein-Protein-Wechselwirkungen nicht ver-
nachlissigt werden kann. So wurden bei Untersuchungen der
Bildung von Tubulistrukturen und des sekretorischen
Systems in Hefel! Einschrinkungen in der Anwendung von
GFP-Markern wegen sterischer Effekte und unspezifischer
Wechselwirkungen beschrieben.

Zusitzliche Restriktionen ergeben sich aus der starken
Uberlappung von Emissions- und Anregungsspektren der
fluoreszierenden Proteine, was die Verwendung von Fluores-
zenzresonanz-Energietransfer(FRET)-Anordnungen  oder
der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie mit zwei Anre-
gungswellenldngen einschrdnkt. Weiterhin zeigt GFP das
Phianomen der flackernden (,,flickering*) Fluoreszenz, bei
der sich Phasen aktiver und inaktiver Fluoreszenzemission
abwechseln.) Hierdurch sind besonders Einzelmolekiil-
analysen schwierig zu interpretieren. Diese Probleme
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konnen prinzipiell durch semisynthetische Proteine mit
kleinen Fluoreszenzmarkern umgangen werden.!”!

Solche Konstrukte konnen bei der Erforschung der
biologischen Signaltransduktion iiber Proteine der Ras-Fami-
lie niitzlich sein. Hierbei stehen besonders Vorgédnge zur
Regulierung der zelluldren Lokalisation und des Transports
dieser kleinen GTP-bindenden Proteine im Vordergrund. Die
S-palmitoylierten und S-farnesylierten Ras-Proteine regulie-
ren in vielzelligen Organismen essenzielle biologische Pro-
zesse, wie die Kontrolle von Zellwachstum und Differenzie-
rung. Onkogene Mutanten des Ras-Proteins finden sich in
etwa 30% aller Tumoren des Menschen.®!

Eine Besonderheit der Ras-Proteine besteht darin, dass
sie vollstdndig lipidmodifiziert sein miissen, um biologisch
aktiv zu sein und um an die Plasmamembran dirigiert zu
werden. Wihrend Verteilungsmuster von GFP- und CFP-
markierten Ras-Proteinen bereits in lebenden Zellen beob-
achtet wurden,” standen vollstindig modifizierte Ras-Kon-
strukte mit spezifisch eingebauten kleinen Fluorophoren
bislang nicht zur Verfiigung. In dieser Arbeit berichten wir
iiber die Synthese und erste biologische Charakterisierungen
von Ras-Lipoproteinen, die mit einem kleinen Fluoreszenz-
marker am C-Terminus ausgestattet wurden. Thre intrazellu-
lare Lokalisation kann durch konfokale Laser-Fluoreszenz-
mikroskopie verfolgt werden.

Zunichst stellten wir semisynthetische Ras-Proteine in
Anlehnung an bereits bekannte Methoden her,'” indem wir
Mant-, NBD- oder Bodipy-Fluorophore in die Isopreneinheit
des Molekiils einbauten. Um die Eignung der resultierenden
Lipoproteine als Substrat des zelluldiren Palmitoylierungs-
apparats zu iberpriifen, wurde im C-Terminus ein entspre-
chendes S-acylierbares Cystein vorgehalten. Werden solche
Proteine in PCl12-Zellen mikroinjiziert, kann das freie
Cystein palmitoyliert werden. Das infolge der intrazelluldren
Modifikation doppelt lipidierte Ras induziert eine Anderung
des Phénotyps der Zellen. Die hierbei eingeleitete Bildung
neuritenartiger Ausldufer lasst sich quantitativ erfassen und
signalisiert die korrekte Einlagerung des Lipoproteins in
seine Zielmembran."! Entsprechende Analysen zeigten
jedoch, dass Modifizierungen am Farnesylanker zu Ras-
Konstrukten fiihrten, die jeweils nur eines von zwei gefor-
derten Kriterien erfiillten: Entweder waren die Proteine im
Differenzierungsexperiment biologisch aktiv, erlaubten aber
wegen unzureichender Leistung des Fluorophors keine
Visualisierung in der mikroskopischen Betrachtung (Mant,
Dansyl), oder die Chimiren lieferten zufriedenstellende
Aufnahmen in der konfokalen Mikroskopie, verloren aber
die Fahigkeit zur Auslosung des Neuritenwachstums (NBD,
Bodipy).

Trotz der geschilderten Einschrinkung belegten diese
Experimente, dass Bodipy-Fluorophore fiir unser Vorhaben
die giinstigsten optischen Eigenschaften hatten, sodass dieser
Farbstoff fiir die folgenden Untersuchungen -eingesetzt
wurde. Ausgehend von der Annahme, dass der in allen
natiirlichen Ras-Proteinen vorkommende endsténdige
Methylester vorrangig zur Erhohung des lipophilen Charak-
ters des Ras-C-Terminus beitrigt,''" wurden an dieser Stelle
funktionelle Gruppen mit Bodipy-FL- und Bodipy-TR-Fluo-
rophoren eingefithrt. Um sterische Effekte zu minimieren,
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wurden die Fluoreszenzfarbstoffe und das Protein {ber
Ethylendiamin verkniipft.

Die Synthese der fluoreszenzmarkierten Ras-Peptide und
ihre Kupplung an N-Ras-Mutanten ist in Schema 1 gezeigt.
Peptid 5 wurde an einem Polystyrolharz aufgebaut, das mit
dem 4-Methyltritylanker 1 versehen war. Nach Ankniipfen
der Fmoc-geschiitzten Ethylendiamingruppe 2 und Abspal-
tung der Fmoc-Gruppe, wurde das Peptid aus ebenfalls Fmoc-
geschiitzten Aminosdurebausteinen 3 synthetisiert, wobei
auch ein S-farnesyliertes Fmoc-Cystein eingebaut wurde.!”!
Nach N-terminaler Entschiitzung des endstdndigen Glycins
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Schema 1. Synthese fluoreszenzmarkierter Ras-Proteine (7): a) Fmoc-
NH-(CH,),-NH, (2), iPr,NEt; b) 20% Piperidin in DMF; c) 4 Aquiv.
Fmoc-AS-OH (3), HBTU, HOBt, iPr,NEt, DMF, 90 min; fiir jede Ami-
nosiureeinheit wiederholt; d) Ac,O; e) 20% Piperidin in DMF;

f) Maleimidocapronsiure (4), HBTU, HOBt, iPr,NEt, DMF, 90 min;
g) 1% TFA in CH,Cl,: 5 (79%); h) EDC, HOBt, Bodipy-TR oder
Bodipy-FL, Triethylamin, CH,Cl,: 6a (76%), 6b (64%); i) N-Ras, Puffer
pH 8.5, Triton-X114, 4°C, j) DTE, Puffer pH 8.5, 37°C; 7a (10%), 7b
(10%). DTE = Dithioerythreitol, EDC = 1-[3-(Dimethylamino) propyl]-3-
ethylcarbodiimid, HBTU =2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-
uronium-hexafluorophosphat, HOBt = 1-Hydroxy-1H-benzotriazol,
TFA=Trifluoressigsiure.
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wurde Maleimidocapronsiure (4) an den N-Terminus ange-
hingt. Peptid 5, das die sieben C-terminalen Aminosiduren
des nativen N-Ras-Proteins nach zelluldrer Prozessierung
enthilt, wurde durch Behandlung mit verdiinnter Trifluores-
sigsdure von der Festphase abgelost. Unter diesen Bedingun-
gen bleiben die sdurelabile Farnesylgruppe und die S-tBu-
Disulfid-Schutzfunktion am zweiten Cystein unversehrt.
Abschlieend wurden die Bodipy-FL- und Bodipy-TR-
Marker mit EDC/HOBt als Kondensationsreagens an
Peptid 5 gekuppelt. Die resultierenden fluoreszenz-
markierten Peptide 6a und 6b wurden in hohen Ausbeuten
erhalten.

Die Peptide 6a und 6 b wurden an das N-Ras-Protein iiber
die Maleimidfunktion entsprechend Lit. [10] gekuppelt. Hier-
bei kam eine onkogene G12-V-Mutante von N-Ras zum
Einsatz, die durch Einfithrung zweier Stoppcodons an den
Positionen 182 und 183 in die N-Ras-cDNA mit dem Cystein
181 endete. Nach Klonierung in einen ptac-Expressionsvek-
tor wurde das Protein im E.-coli-Stamm CK600 K syntheti-
siert. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass das C-terminale
Cystein der Ras-Mutante die einzige oberflichenexponierte
Thiolgruppe des Proteins aufweist. Bei Zugabe des male-
imidmodifizierten Peptids in Triton-X114-haltigem Puffer
wurde Cys181 chemoselektiv an die Doppelbindung addiert.
Das Produkt wurde durch Erwdrmung auf 37°C und Separa-
tion in eine detergensreiche und eine detergensarme Phase
isoliert. Das Lipoprotein reichert sich in der Tritonphase an,
wihrend die Ausgangsverbindung in der wissrigen Phase
bleibt. AbschlieBend wurden die Proben iiber Ionenaus-
tauschchromatographie gereinigt und mit SDS-PAGE analy-
siert (Abbildung 1). Fiir biophysikalische Untersuchungen

1T M 2 3 4 5 8 7

24 kDa
20 kDa

Abbildung 1. Synthese und Reinigung des semisynthetischen Ras-Pro-
teins 7a. Das Proteinedukt wurde vom Lipoproteinprodukt durch
Extraktion mit Triton-X114 getrennt. Zur Abtrennung des Edukts aus
der Tritonphase wurde diese mit wissrigem Puffer gewaschen. Die
Proben wurden mit SDS-PAGE analysiert. Gezeigt ist die Uberlagerung
einer Coomassiefirbung (grau) mit einer Fluoreszenzabbildung des
Elektrophoresegels (griin). 1) verkiirztes N-Ras (1-181), M: Molekular-
gewichtsstandard, 2) Reaktionsansatz nach 16 h Inkubation, 3) Triton-
phase nach Extraktion, 4) wissrige Phase nach Extraktion, 5) Triton-
phase nach Reextraktion mit wissrigem Puffer, 6) wissrige Phase nach
Reextraktion mit tritonangereichertem Puffer, 7) Kupplungsprodukt
nach DEAE-lonenaustauschchromatographie.

folgte zusatzlich eine GroBenausschlusschromatographie, mit
der das Lipoprotein in einer Reinheit > 95 % erhalten wurde.
Massenspektrometrische Analytik bestdtigte die Kupplung
eines Lipopeptidmolekiils an das Ras-Protein. In den Kupp-
lungsansédtzen wurden dquimolare Mengen von Peptid und
N-Ras eingesetzt. Mehrere Milligramm fluoreszenzmarkier-
tes Ras-Lipoprotein wurden bei Ausbeuten um 10 % gewon-
nen. Die nach der Kupplung noch am Produkt verbliebene
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S-tBu-Disulfidschutzgruppe in den Peptiden 6 a und 6b wurde
abschlieBend durch Behandlung mit Dithioerythreitol (DTe)
bei 37°C abgespalten.

Die biologischen Aktivitidt des mit Bodipy-FL ausgestat-
teten 7a wurde evaluiert. Nach Mikroinjektion in PC12-
Zellen induzierte das onkogene Konstrukt den differenzier-
ten Phanotyp. Dies belegt, dass das Protein von der zelluldren
Palmitoylierungsmaschinerie akzeptiert wird (Abbildung 2).

Abbildung 2. Differenzierung von PC12-Zellen nach Mikroinjektion von
Bodipy-FL-markiertem Ras-Protein 7a. Die Bildung neuritenartiger Aus-
lsufer belegt die biologische Aktivitit der Konstrukte.

Die ermittelte maximale Differenzierungsrate der behandel-
ten Zellen von 76 % liegt dabei in dem Bereich, der auch fiir
das analoge semisynthetische Ras-Protein mit einem Methyl-
ester am C-Terminus (88 %) oder im komplett von der Zelle
prozessierten onkogenen Ras mit der vollstdndigen Peptid-
kette (Aminosiduren 1-189) beobachtet wurde (84 %).

Aufbauend auf dem Befund, dass das Lipoprotein 7a die
geforderte biologische Aktivitat aufwies, tiberfithrten wir das
Konstrukt durch Mikroinjektion in MDCK- und CoS7-Zellen
und verfolgten die zelluldire Lokalisation im konfokalen
Fluoreszenzmikroskop (Abbildung 3). Wegen der exzellenten
optischen Eigenschaften des Bodipy-FL-Fluorophors reich-
ten bereits Proteinkonzentrationen von 10 um in der Injektion
aus, um eine ausreichende Signalintensitét fiir die Visualisie-
rung zu erzielen.

a)
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Etwa eine Stunde nach der Mikroinjektion verteilte sich
7a in den Endomembranstrukturen der Zellen, wobei der
Zellkern vollstdndig ausgeschlossen blieb. Nach weiterer
Inkubation (3—4 h, 37°C) war eine deutliche Anfarbung der
Plasmamembran bei MDCK- und CoS7-Zellen zu beobach-
ten. Hierbei blieb die vorrangige Einlagerung in Endomem-
branen erhalten.

Diese Ergebnisse belegen, dass eine mit Bodipy ausge-
stattete Ras-Chimére biologisch aktiv ist und mit konventio-
neller Fluoreszenzmikroskopie bei vergleichsweise niedrigen
Konzentrationen visualisiert werden kann. Mit ihrem nieder-
molekularen Fluorophor Bodipy-FL sind die hier vorgestell-
ten Ras-Lipoproteine besonders fiir solche biochemischen
und biophysikalischen Analysen geeignet, bei denen es auf
ein kontinuierliches Fluoreszenzsignal ankommt. Dies gilt
beispielsweise fiir Rekonstitutions- und Wechselwirkungs-
studien in artifiziellen Membranen. Fiir zelluldre Versuche in
der medizinisch-chemischen Forschung ist es besonders
wichtig, dass die Konzentration der semisynthetischen Lipo-
proteine kontrolliert werden kann. Dies ist mit Transfek-
tionstechniken in dieser Form nicht moglich. Weiterhin
ermoglicht der Finsatz gereinigter Lipoproteine die Korrela-
tion von Daten zellulédrer Testsysteme mit Ergebnissen aus In-
vitro-Untersuchungen. Die chemisch-synthetische Herstel-
lung des Lipopeptidanteils ermoglicht die Steuerung der
Struktur der Lipidmodifikation und der eingebrachten Fluo-
rophore. So konnen auch Membrananker erzeugt werden, die
tiber den zelluliren Syntheseapparat nicht herstellbar sind.!"”

Als Beispiel fiir den Einsatz unserer Ras-Sonden wurden
Lokalisationsexperimente mit Ceruleninanaloga durchge-
fithrt. Cerulenin inhibiert die Biosynthese von Fettsduren
durch Blockierung des Fettsiuresynthase-Komplexes.!'¥!
Smith et al. konnten zeigen, dass die Behandlung von T24-
Zellen aus einem humanen Blasenkarzinom mit dem Natur-
stoff oder mit Derivaten die Palmitoylierung von H- und N-
Ras-Protein unterbindet.™! Der hierfiir verantwortliche zel-
luldre Angriffspunkt dieser elektrophilen Verbindungen
konnte bislang nicht identifiziert werden. Da nicht palmito-
ylierte H- und N-Ras-Proteine nicht an die Plasmamembran

¢)

Abbildung 3. Verteilung von Bodipy-FL-markiertem Ras-Protein 7a nach Mikroinjektion einer 50 um Proteinstammlésung in a) CoS7-Zellen und

b) MDCK-Zellen. Die Zellen wurden nach Mikroinjektion tiber 4 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde das Bodipy-FL-Fluorophor mit einem
Ar-lonen-Laser (488 nm) angeregt. In beiden Zelltypen ldsst sich die selektive Anfirbung von Plasmamembran und Golgi-Apparat beobachten. Die
Golgi-Lokalisation wurde durch Einfirbung mit dem Golgi-Marker Ceramid-Bodipy-TR verifiziert. In c¢) wurden MDCK-Zellen mit einer Lésung von
50 uMm Protein 7a und 2 pm des Ceruleninanalogons 8 mikroinjiziert. Auch nach 7 h Inkubationszeit fehlt die Markierung der Plasmamembran

gegeniiber den Kontrollen ohne Inhibitor fast vollstindig.
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transloziert werden konnen, sollte sich dieser Effekt mit
unseren fluoreszenzmarkierten Lipoproteinen visualisieren
lassen.

Das Ceruleninanalogon 8 (Synthese siche Hintergrund-
informationen) wurde im PC12-Testsystem!'”) charakterisiert.

2 H
N
\/\NHZ

(o] (0]
(£)-8

Hierbei verminderte Verbindung 8 die Differenzierung der
PC12-Zellen durch onkogenes, S-palmitoylierbares, semisyn-
thetisches Ras-Protein signifikant gegeniiber der Kontrolle
ohne Inhibitor (Daten nicht gezeigt), was auf eine starke
Beeinflussung der biologischen Funktion von Ras durch den
Wirkstoff hinweist. Um zu priifen, ob dabei die Translokation
von Ras an die Plasmamembran betroffen war, wurde das
fluoreszenzmarkierte Lipoprotein 7a mit dem Ceruleninana-
logon in MDCK-Zellen co-injiziert. Eine Untersuchung der
Zellen durch konfokale Fluoreszenzspektroskopie zeigte eine
Akkumulation des Proteins in cytoplasmatischen Strukturen,
wihrend die Markierung der Plasmamembran gegeniiber der
Kontrolle stark herabgesetzt war (Abbildung 3c).

Eingegangen am 5. November 2003,
veridnderte Fassung am 23. Februar 2004 [Z53265]
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