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Wir haben kiirzlich mithilfe eines Aptamer-Verdrangungs-
assays das 1,2,4-Triazolderivat SecinH3 (siche Schema 1) als
den ersten niedermolekularen Inhibitor fiir Cytohesine — eine
Klasse cytoplasmatischer Regulationsproteine - identifi-
ziert."? Cytohesine sind kleine Guaninnucleotid-Austausch-
faktoren (GEFs), welche die ADP-Ribosylierungsfaktoren
(Arfs) stimulieren, bei denen es sich um ubiquitér exprimierte
Ras-dhnliche GTPasen handelt, die verschiedene zellulidre
Regulationsnetzwerke wie Vesikeltransport und Integrin-
aktivierung kontrollieren.”! In Siugern gibt es vier stark ho-
mologe Cytohesine, die alle dieselbe Doménenstruktur auf-
weisen: eine die GEF-Aktivitdt enthaltende Sec7-Doméne
sowie eine Pleckstrinhomologie(PH)- und eine Coiled-
Coil(CC)-Domaine. SecinH3 bindet die Sec7-Doménen der
Cytohesine-1, -2 [auch bekannt als ,,Arf nucleotide-binding-
site opener (ARNO)] und -3 und inhibiert ihre Guanin-
nucleotid-Austauschaktivitdt. Die Anwendung des Inhibitors
in humanen Leberzellen, Fliegen und Miusen fiihrte in allen
Fillen zu einer reduzierten Signalweiterleitung durch Insulin,
was darauf hinweist, dass Insulinrezeptorkomplex-assoziierte
Cytohesine essenzielle Komponenten dieses zentralen Sig-
nalwegs sind.!**

Man kennt zwei Klassen von Arf-GEFs, die sich durch
ihre Grofe unterscheiden. Die Cytohesine gehoren zu den
kleinen (47 kDa) Arf-GEFs. Die groBen Arf-GEFs, die
ebenfalls eine Sec7-Domaine enthalten, haben eine Masse von
etwa 200 kDa.®! Anders als die groBen Arf-GEFs sind die
kleinen SecinH3-sensitiven Cytohesine unempfindlich ge-
geniiber dem Pilzmetaboliten Brefeldin A (BFA). Bislang ist
die Spezifitdt von SecinH3 fiir Cytohesine lediglich fiir eine
begrenzte Anzahl Proteine mithilfe isothermaler Titrations-
kalorimetrie (ITC) untersucht worden. !

Eine leistungsfahige Methode zur Bestimmung der Spe-
zifitdt kleiner Molekiilmodulatoren fiir ihre Zielproteine ist
die Photoaffinitdtsmarkierung,® die es ermoglicht, eine groBe
Zahl individueller Proteine oder Proteingemische parallel zu
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analysieren.®*®! Die Kombination von Photoaffinititsmar-
kierung mit Massenspektrometrie hat sich inzwischen als ef-
fizienter Ansatz fiir die Identifizierung der Bindestellen zwi-
schen modulatorischen Substanzen und ihren Proteinligan-
den etabliert.®*¥ Auferdem konnen mit Reportergruppen
versehene Derivate niedermolekularer Verbindungen als
Reagentien fiir die aktivitidtsbasierte Proteinprofilierung
(ABPP) verwendet werden.”!

Wir berichten hier iiber das Design, die Synthese und die
Anwendung von SecinH3-basierten Photoaffinitdtsreagen-
tien. Wir zeigen durch ihre Anwendung auf eine breite Pa-
lette von GEFs und ihre kleinen GTPase-Substrate, dass Se-
cinderivate, die einen direkten Nachweis der kovalenten
Verkniipfung zwischen der Photoaffinitdtssonde und der Cy-
tohesin-Sec7-Doméne ermoglichen, eine hohe Spezifitét fiir
Cytohesine aufweisen.

Erste Studien zur Struktur-Aktivitdts-Beziehung (SAR)
von SecinH3 zeigten, dass die terminale Thiophenylgruppe
essenziell fiir die Inhibitionsaktivitit ist.’ Die Deletion dieser
Gruppe in XH1009 (Schema 1) fiihrte zu einem deutlichen
Verlust des Sec7-katalysierten Guaninnucleotid-Austauschs
an [A17]Arfl (Abbildung 1). Dagegen hatte die weitere
Modifikation des Phenylrestes nur einen geringfiigigen Ein-
fluss auf die Inhibitorwirkung oder war sogar vorteilhaft. Wir
nutzten diesen Befund, um SecinH3 in ein Photoaffinitéts-
reagens zu uiberfiihren, indem wir in SecinPP (Schema 1) den
terminalen Phenylrest gegen eine photolabile Benzophe-
non(Bp)-Gruppe austauschten. Vorteile von Bp als Photo-
phor sind seine chemische Stabilitédt, die Spezifitdat der In-
sertionsstellen wiahrend der Photoaktivierung und die Mog-
lichkeit, ohne Reaktivititsverlust wiederholt mit UV-Licht
anzuregen.”’ Die Anbringung der Biotingruppe iiber den
Aminoethoxyethanol-Abstandhalter in Bio-SecinPP (Sche-
ma 1) beruhte auf orientierenden SAR-Studien, denen zu-
folge die Methoxygruppe in Position 3 des Triazolringes ohne
signifikanten Verlust der Inhibitionsaktivitdt verldngert
werden kann.”™! Als Kontrollsubstanz synthetisierten wir das
biotinmarkierte Bio-SecinH3.

Die Synthese der Secinderivate (Schema 1) beginnt mit
der Uberfithrung des Benzodioxolcarbonsiurechlorids 1 in
den Thiocarbamoylsdure-O-alkylester 2 mit KSCN und dem
entsprechenden Alkohol. Reaktion mit 4-Nitrophenylhydra-
zin und anschlieBende Reduktion lieferten die 1,2,4-Triazol-
verbindungen 3. Ankniipfung der Phenyl- oder Benzophe-
nonsulfanylessigsdurederivate an 3a ergab SecinH3 bzw.
SecinPP, wihrend die Ankniipfung an 3b zu 4 bzw. 5 fiihrte.
Die Acetylierung von 3a ergab XH1009. Die Entschiitzung
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Schema 1. Synthese der verwendeten Secinderivate. a) KSCN, Aceton,
60°C; b) R'OH, Aceton, 50°C, 83 %; c) 4-Nitrophenylhydrazin, EtOH,

80°C, 70%; d) Fe/HCl, NH,Cl, MeOH/H,0, 65°C, 64%;

e) R*CH,COOH, HBTU/NEt;, DMF, 22°C, 57%; f) TFA/CH,Cl,, 94%;

g) b(+)-Biotin, HBTU/NEt;, DMF, 69%. Boc = tert-Butoxycarbo-
nyl, HBTU = O-Benzotriazol-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexa-
fluorophosphat, TFA=Trifluoressigsaure.

von 4 und 5, gefolgt von der Acylierung mit D(+)-
Biotin, lieferte Bio-SecinH3 und Bio-SecinPP in guten
Ausbeuten.

SecinPP zeigt im ARNO-Sec7-katalysierten GDP/
GTP-Austauschassay an [A17]Arfl eine dhnliche Inhi-
bitionskurve wie SecinH3, was auf vergleichbare Bin-
dungseigenschaften beider Substanzen hinweist;
XH1009 kam als Negativkontrolle zum Einsatz (Abbil-
dung 1). Als Nichstes bestimmten wir die konzentrati-
ons- und zeitabhingige Effizienz der Markierung von
ARNO-Sec7 durch Bio-SecinPP. Dafiir wurden 2.5 pm
ARNO-Sec7 mit 5 pm Bio-SecinPP 2-3 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Danach erfolgte eine UV-Be-
strahlung mit steigenden Bestrahlungszeiten (0-5 min)
mit einer Energie von 200 mW. Nach der Auftrennung
der Proteine durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erfolgte der Nachweis
der modifizierten Proteine durch ein Meerrettichper-
oxidase/Streptavidin-Konjugat. Weil alle hier verwen-
deten Proteine einen Hexahistidinanker (His6) trugen,
wurde ein His6-spezifischer Antikorper zur Normali-
sierung der aufgetragenen Proteinmengen verwendet.
Abbildung 2B zeigt, dass die Menge an markiertem
ARNO-Sec7 mit steigender Bestrahlungszeit stetig an-
steigt; nach 3 min lag die Modifikation 30-fach iiber dem
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Abbildung 1. Inhibition des von der Sec7-Domine von Cytohesin-2
(ARNO) katalysierten Guaninnucleotid-Austauschs an [A17]Arf1 durch
SecinH3, SecinPP und XH1009 (Tryptophanfluoreszenzassay) ;"
c=Inhibitorkonzentration, v, = relative Anfangsgeschwindigkeit.

unbestrahlten Hintergrund. Die Photoaffinitdtsmarkierung
bei 2.5 uM Protein und konstanter UV-Bestrahlung fiir 3 min
erfolgte konzentrationsabhéngig bei steigenden Bio-SecinPP-
Mengen von 0 bis 5 um (Abbildung 2 C). Verwendete man
2.5 um Bio-SecinH3 unter den gleichen Bedingungen, wurde
ein dem Hintergrund entsprechendes Signal erhalten (Ab-
bildung 2C, Bahn 7), was zeigt, dass die Markierung vom
Photophor abhingt. SchlieBlich fithrten wir ein Konkurrenz-
experiment durch (Abbildung 2D), mit dem wir zeigen
konnten, dass der Bindungsmodus von Bio-SecinPP dem von
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Abbildung 2. A) Strukturen von Bio-SecinPP und Bio-SecinH3. Photoaffinitats-
markierung von ARNO-Sec7 mit Bio-SecinPP bei B) steigender Bestrahlungs-
zeit t und C) steigender Bio-SecinPP-Konzentration. D) Konkurrenzexperiment
mit gleichen Mengen SecinH3 oder XH1009.
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SecinH3 entspricht. Dazu wurden 2.5 um SecinH3 zunéchst
mit ARNO-Sec7 3 min bei Raumtemperatur inkubiert, an-
schlieBend wurde die gleiche Menge Bio-SecinPP zugefiigt,
1 min bestrahlt und durch Western Blot analysiert. In Ge-
genwart dquimolarer Mengen an SecinH3 ist die Menge an
markiertem Protein deutlich verringert (Abbildung 2D,
Bahn 4). Dagegen beeinflusst XH1009 die Effizienz der
Photomarkierung von Bio-SecinPP nicht (Bahn 5), was zeigt,
dass Bio-SecinPP und SecinH3 die gleiche Bindestelle im
ARNO-Protein besetzen.

Nachdem wir Bio-SecinPP als difunktionales Reagens
verifiziert hatten, untersuchten wir die Spezifitit der Mar-
kierung anhand einer Serie anderer Arf-GEF-Sec7-Domi-
nen, GEFs ohne Sec7-Dominen, und kleiner GTPasen (Ab-
bildung 3). Wie ARNO-Sec7 wurden auch die Sec7-Doménen

p-Biotin
His6
366 nm

Angewandte

Bio-SecinPP, einem aktivitidtsbasierten Reagens fiir Cytohe-
sine, dessen Anwendung auf verschiedene GEFs und GTPa-
sen einen deutlichen Hinweis auf die spezifische Bindung des
Inhibitors an die Sec7-Doménen der Mitglieder der Cytohe-
sin-Familie ergab. Damit lassen sich nun Reaktionsbedin-
gungen definieren, die eine proteomweite, affinitétsbasierte
Profilierung von Cytohesinkomplexen in Zellen oder ganzen
Organismen ermoglichen kénnten.

Experimentelles

Die Photoaffinitidtsmarkierung von ARNO-Sec7 mit Bio-SecinPP im
zeitlichen Verlauf wird hier exemplarisch beschrieben. 2.5 um Bio-
SecinPP wurden mit 2.5 pm ARNO-Sec7 in 50 pL. phosphatgepuf-
ferter Kochsalzlosung (PBS-Puffer; pH 7.4) und 1% DMSO ver-
mischt. Nach 2-3 min Inkubation bei 23 °C wurde
das Gemisch in ein Glasgefi (50 x 10 mm; Dicke:
0.65 mm) iberfithrt und 0-5min bei 366 nm,
100 mW bestrahlt (Eigenbau). Danach wurden die
Proteine durch Zusatz von 6 x Ladungspuffer und
S-miniitiges Erhitzen bei 96°C denaturiert. Die
Proteine wurden durch 12.5% SDS-PAGE aufge-
trennt und durch Blotting-Techniken auf eine Ni-

kleine Arf-GEFs

Abbildung 3. Photoaffinitdtsmarkierung kleiner GTPasen und GEF-Doménen (2.5 um) mit

Bio-SecinPP (2.5 um). Bestrahlung: 100 mW, 1 min.

der Cytohesine 1 und 3 sowie die Sec7-Doméne des Cytohe-
sins Steppke aus Drosophila melanogaster (Grpl-Sec7) von
Bio-SecinPP nach einminiitiger UV-Bestrahlung mit hoher
Effizienz markiert. Volllingen-ARNO sowie die trunkierten
Konstrukte ARNO-Sec7-PH und ARNO-CC-Sec7 zeigten
eine ebenso effiziente Markierung wie die Sec7-Doméne, was
darauf hinweist, dass die anderen Cytohesindominen die
Markierung nicht beeinflussen. Die effiziente Modifizierung
von Volllingen-ARNO demonstriert, dass Bio-SecinPP eine
vielversprechende ABPP-Sonde fiir Cytohesine ist.

Die Sec7-Doménen der mittelgroBen und groBlen Arf-
GEFs wie ,,exchange factor for Arf6* (EFA0), ,,Brefeldin A-
inhibited guanine nucleotide-exchange protein 1 (Bigl) und
,Guanine nucleotide exchange factor for Arfs 2* (Gea2) der
Hefe zeigten keine Modifikation oder nur Hintergrundmo-
difikation. Auch GEF-Doménen, die nicht mit der Sec7-
Domine verwandt sind, wie die ,,Dbl homology“(DH)-
Doméne des Rho-GEF Vavl reagierten nicht mit Bio-Sec-
inPP. Dagegen zeigte die DH-PH-Doméne des Rac-GEF ,, T-
lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1¢
(Tiam1) und die CDC25-dhnliche GEF-Domine des Ras-
GEF ,,son of sevenless* (Sos) eine geringfiigig unspezifische
Wechselwirkung mit dem Peroxidase/Streptavidin-Konjugat,
die aber sowohl von der Bestrahlung (Abbildung 3) als auch
von Bio-SecinPP (nicht gezeigt) unabhingig war. Die kleinen
GTPasen Arfl, Arf6 und Ras reagierten nicht mit Bio-Secin-
PP. Diese Befunde zeigen, dass die Markierung durch Bio-
SecinPP eine hohe Spezifitit fiir Cytohesine aufweist.

Wir haben eine photoaktive Sonde fiir Cytohesine ent-
worfen und synthetisiert, indem wir eine Benzophenongrup-
pe so in SecinH3 integrierten, dass seine Inhibitoraktivitét
erhalten blieb. Die Einfiihrung eines Biotinankers fiihrte zu
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trocellulosemembran (Whatman) aufgetragen.
Zum Nachweis der Biotinylierung wurde die
Membran 1h bei 23°C mit 10 mL TBST (,,Tris-
buffered saline 0.1% TWEEN¢®, pH 7.6; Sigma)
und 5% Rinderserumalbumin (Sigma) behandelt,
zweimal mit 10 mL TBST gewaschen und 16 h mit
Meerrettichperoxidase(HRP)-konjugiertem
Streptavidin (1:20000; Rockland Inc.) bei 4°C in 10 mL 5% Rinder-
serumalbumin(BSA)/TBST inkubiert. Zum Nachweis des His6-
Ankers wurde die Membran 1 h mit 5% fettfreiem Milchpulver in
TBST bei 23°C blockiert und 16 h mit einem His6-spezifischen An-
tikorper (1:2000; SantaCruz Biotechnology) bei 4 °C inkubiert. Nach
sorgfiltigem Waschen erfolgte die Inkubation fiir 1 h mit einem HRP-
konjugierten Ziege-anti-Maus-IgG (Santa Cruz Biotech) bei 23°C.
Die Visualisierung erfolgte durch verstirkte Chemilumineszenz
(Millipore). Alle Daten wurden doppelt bestimmt.

kleine GTPasen |
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