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Abstract: Schwache Protein-Protein-Wechselwirkungen sind
von zentraler Bedeutung fiir die Dynamik der Zelle. Leider
verhindern geringe Halbwertszeiten eine zufriedenstellende
Charakterisierung dieser Komplexe. Die von uns etablierte,
leicht umsetzbare und hochspezifische Methode ermoglicht die
Erzeugung stabiler Komplexe durch kovalente Verkniipfung
rdumlich benachbarter Proteintermini. Um das Spektrum
moglicher Ligationsreaktionen zu erweitern, wurden drei
Strategien angewendet: die bereits etablierte native chemische
Ligation (N-zu-C-Terminus, N2C), sowie die Ligation der C-
Termini (C-zu-C-Terminus, C2C) oder N-Termini (N-zu-N-
Terminus, N2N) der wechselwirkenden Proteine in einem Re-
aktionsansatz. Fiir die schwache Wechselwirkung zwischen
Yptl und GDI konnte dabei eine Priiferenz fiir die C2C-Li-
gation beobachtet werden (t,,=4.8 min, annihernd quantita-
tive Umsetzung). Analysen des Yptl-GDI-Addukts ergeben,
dass die Wechselwirkung mit der Yptl-G-Domidine das Offnen
der Lipidbindetasche von GDI induziert und die Bindung
einer Prenyleinheit ermoglicht. Diese Untersuchungen liefern
somit Einblicke in das Rab-vermittelte Membranrecycling. Der
Einsatz der Ligationsstrategie fiir das transiente KRas-Homo-
dimer unterstreicht ihre allgemeine Anwendbarkeit.

P rotein-Protein-Wechselwirkungen (PPIs) sind fiir zahlrei-
che zellulire Vorginge von fundamentaler Bedeutung,!
wobei dynamische Netzwerke von PPIs verschiedenste zel-
lulire Prozesse verkniipfen.! In Abhingigkeit von der
Halbwertszeit dieser Komplexe werden zwei Formen unter-
schieden: stabile und transiente Protein-Protein-Komplexe."!
Haufig wird die Regulation innerhalb einer Zelle durch
transiente PPIs realisiert, beispielsweise in Signaltransduk-
tionsketten oder im Zellzyklus. Diese PPIs zeigen in der
Regel schwache Wechselwirkungen mit Dissoziationskon-
stanten im oberen mikromolaren Bereich und Halbwertszei-
ten von Sekunden bis hin zu Minuten.*! Eine Untersuchung
dieser schwachen PPIs ist daher unerlésslich fiir das Ver-
stdndnis von Signalnetzwerken und fiir die Entwicklung the-
rapeutisch wirksamer PPI-Inhibitoren.”! Die Detektion und
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zuverldssige Analyse dieser Komplexe stellen dennoch wei-
terhin groBe Herausforderungen dar.

Chemische Vernetzung und die Erzeugung von Fusions-
proteinen sind zwei klassische Herangehensweisen zur Ana-
lyse schwacher PPIs.” Die kovalente Verkniipfung wechsel-
wirkender Proteine durch bifunktionelle Reagenzien oder
iiber Disulfidbriicken™ erfordert aber Kenntnisse iiber die an
der PPI beteiligten Proteinreste, die hdufig nur durch Muta-
geneseexperimente zuginglich sind. Weiterhin gehen die
verwendeten Reagenzien hidufig unspezifische Reaktionen
mit Amin- oder Thiolfunktionalititen der Proteine ein, die zu
Oligomerisierungen fiihren.”! Eine Alternative ist daher die
Herstellung von Fusionsproteinen durch Glycin-reiche
Linker, wobei diese Methode keinen Aufschluss iiber die
Orientierung der Proteine im Komplex liefert. Eine Opti-
mierung der Linkerldngen ist unumginglich, um eine Beein-
trachtigung der nativen PPI zu vermeiden,'” wobei die
Kenntnis der Struktur mindestens eines Partners sowie der
Natur der Wechselwirkung essentielle Voraussetzungen sind.
Die Entwicklung selektiver und unkomplizierter Methoden
zur Analyse schwacher Protein-Protein-Komplexe ist daher
unerlésslich.

NCL (,,native chemical ligation*) und EPL (,expressed
protein ligation*) sind wirkungsvolle Techniken der Protein-
synthese.'Y! Die Annahme, dass schwache PPIs die Wahr-
scheinlichkeit einer Wechselwirkung der Proteintermini er-
hohen und eine chemische Proteinligation ermdglichen
konnten, war wegweisend fiir die Entwicklung einer Ligati-
onsstrategie, die schwache Proteinkomplexe gezielt und spe-
zifisch stabilisiert. Es bestehen vier Moglichkeiten der Ver-
kniipfung der Proteintermini, wobei die géngige N2C-Liga-
tion nur die Hailfte aller denkbaren Szenarien abdeckt
(Schema 1 A). Um das gesamte Spektrum der chemischen
Proteinligation auszunutzen, haben wir daher neuartige C2C-
und N2N-Ligationsreaktionen etabliert (Schema 1B).

Rab-GTPasen sind essentieller Bestandteil des vesikuld-
ren Transportsystems intrazellulirer Membranen.'” Das zur
Rab-GTPase aus Sdugetieren homologe Protein in Hefe ist
Ypt (,,yeast protein transport“). Rab-Proteine assoziieren in
prenylierter Form mit Membranen. Innerhalb des Rab-
Zyklus rekrutiert GDI (,,GDP dissociation inhibitor®)
prenyliertes GDP-gebundenes Rab von der Membran.
Wihrend GDI das unprenylierte Protein nur schwach bindet
(mikromolare Dissoziationskonstanten), bindet es prenylier-
tes Rab mit Dissoziationskonstanten im nanomolaren Be-
reich. Dieser Unterschied in der freien Energie der Bindung
ist die Triebkraft der GDI-vermittelten Rab-Extraktion aus
Membranen.™ Der Mechanismus dieses Prozesses ist auf-
grund der transienten Natur der Bindung zwischen unpreny-
liertem Rab und GDI bisher nicht aufgekldrt worden. Hier
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Schema 1. A) Mégliche Ligationsstrategien. B) Strategien zur Erzeu-
gung von N2N- und C2C-verkniipften Komplexen.

priasentieren wir Ansitze zur chemischen N2C-, N2N- und
C2C-Ligation, die eine Untersuchung dieses schwachen
Komplexes ermoglichen.

Zur N2N- und C2C-Proteinligation ist es notwendig, eine
Thioester- bzw. 1,2-Aminothiol-Funktionalitdt am N- bzw. C-
Terminus der Proteine einzufithren. Dazu wurden die bi-
funktionellen Molekiile 1,4-Dithiopan-5,8-dion (DT) und
Biscystein (BC) synthetisiert (siche Schema 1B und die
Hintergrundinformationen). Yptl-Thioester, GDI-Thioester,
N-Cys-Yptl und N-Cys-GDI wurden mittels Inteinchemie
und TEV-Protease-Verdau erzeugt (,,Tobacco Etch Virus®;
Abbildungen S1, S2).'1 Um die aminoterminale Thioester-
gruppe einzufiihren (N-Thioester-GDI), wurden 1-3 mm DT
mit 100-300 um N-Cys-GDI inkubiert, wobei eine Umsetzung
von 99% beobachtet werden konnte (Abbildungen S3, S4).
Die Einfithrung der 1,2-Aminothiol-Gruppe (Yptl1-BC oder
GDI-BC) erfolgte in einer anndhrend quantitativen Reaktion
von 1-3 mm BC mit 100-300 pm Yptl-Thioester oder GDI-
Thioester (Abbildungen S3, S4). Die effizienteste Ligations-
strategie zur kovalenten Verkniipfung des schwachen Yptl-
GDI-Komplexes wurde anhand einer Eintopfreaktion er-
mittelt (Tabelle 1). Zwei Yptl-Derivate (Yptl-Thioester, N-
Cys-Yptl) und vier GDI-Spezies (GDI-Thioester, GDI-BC,

Tabelle 1: Ligationsstrategien zur Erzeugung kovalenter Ypt1-GDI-Addukte.

Zuschriften

N-Cys-GDI, N-Thioester-GDI) wurden in gleichen molaren
Verhiltnissen gemischt. MALDI-TOF und SDS-PAGE
Analysen ermoglichten eine zuverldssige Detektion des ko-
valenten Proteinkomplexes (Abbildungen S5, S6).

Die vier Ligationsstrategien wurden im Anschluss an
diese vielversprechenden Ergebnisse einzeln durchgefiihrt.
Hohe Proteinkonzentrationen (100-300 um) oberhalb des K-
Wertes von 37.3 um (Abbildung S7) wurden angewendet, um
die schwache PPI zur Ligation auszunutzen. Hohe Reakti-
onsgeschwindigkeiten (f,, ca. 5 min) und anndhernd quanti-
tative Umsetzung konnten ausschlieflich fiir die C2C-Liga-
tionsstrategie beobachtet werden (Abbildungen 1A, S8).
Dem gegeniiber stehen niedrige N2C-Ligationsgeschwindig-
keiten mit geringen Ausbeuten (<50%) (Abbildungen 1 A,
S9). Obwohl N-Thioester-GDI gut mit Cystein reagiert,
filhrte die N2N-Ligationsstrategie zu keinen Produkten
(Abbildungen S4C, S9). Somit kann geschlossen werden, dass
die schwache Yptl-GDI-Bindung zur Orientierung der Ter-
mini fihrt, die fir verschiedene Ligationsstrategien unter-
schiedliche Ausbeuten und Reaktionsgeschwindigkeiten zur
Folge hat (Tabelle 1). Im Fall von Yptl und GDI erméglicht
die rdumliche Néhe der Carboxytermini eine effiziente C2C-
Ligation, die eine quantitative Synthese des kovalenten Yptl-
GDI-Konstrukts ermdglicht (Schema S1, Abbildung S10).
Falls die Proteintermini bei Komplexbildung nicht in rdum-
liche Nédhe gelangen, konnte die gentechnische Einfithrung
eines geeigneten Linkers (z.B. GGS-Repeat) dennoch zur
erfolgreichen Ligation fithren, deren Resultat mithilfe einer
Eintopfligation tiberpriifbar ist.

Die Effizienz der verschiedenen Ligationsansétze steht in
Einklang mit der Kristallstruktur des prenylierten Ypt1-GDI-
Komplexes.™™! Der GDI-N-Terminus befindet sich nicht in
rdaumlicher Nihe beider Yptl-Termini (Abbildung S11).
Folglich blieben die N2N- (Yptl-n-n-GDI) und N2C- (n-
Yptl-n-GDI) Ligationsstrategien erfolglos. Dagegen liegt der
C-Terminus von GDI benachbart zu beiden Yptl-Termini
(Abbildung S11). Der letzte carboxyterminale Rest GDI?*¢
ist ca. 22 A bzw. 17 A vom letzten aminoterminalen Rest
Ypt1¥ bzw. carboxyterminalen Rest Ypt1“'** entfernt. Die
beziiglich des Wechselwirkungsmotivs aus V'*' und L'** weiter
carboxyterminal gelegenen Reste sind duBerst flexibel.!'"!
Aufgrund dieser Beobachtungen wurden die Produkte der
N2C- und C2C-Ligationen mit kovalent verkniipften Termini
basierend auf der initialen Kristallstruktur des Komplexes
zwischen Yptl und GDI (PDB-Code: 2BCG) MD-
Simulationen unterzogen. Wihrend das Linker-

Ypt1-Thioester Ypt1-BC

N-Cys-Ypt1

peptid des n-GDI-n-Yptl-Komplexes konformativ

GDI-Thioester  — n-Ypt1-GDI-n (C2C)
Ausbeute 94 %

t1,=>5.6 min

GDI-BC n-Ypt1-GDl-n (C2C) - -
Ausbeute 98 %
£, =4.8 min

N-Cys-GDI n-Ypt1-n-GDI (N2C) - -
Ausbeute 21%
t,=23.8 min

N-Thioester-GDI — n.b.

k.R.

n-GDI-n-Ypt1 (N2C)
Ausbeute 54%
t1,=14.4 min

Ypt1-n-n-GDI (N2N)

eingeschrénkt ist, weist das des n-Yptl-GDI-n-Ad-
duktes eine vergleichsweise hohe Flexibilitdt auf
(Abbildung 2). Diese Ergebnisse sind auf die ver-
schiedenen Léngen der entsprechenden Linker-
peptide zuriickzufiihren und stehen im Einklang mit
den beobachteten Ligationseffizienzen (Abbil-
dung 1A). Bereits zuvor konnte gezeigt werden,
dass ein flexibler Linker zur Analyse der schwachen
Wechselwirkung zwischen der Tudor-Domine und
methyliertem Arginin notwendig ist.'” Es kann

[a] Die Methoden sind in Klammern angegeben. ,,n“ kennzeichnet den N-Terminus

der Proteine. n.b.: nicht bestimmt. k.R.: keine Reaktion beobachtet.
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geschlossen werden, dass die konformativen Ein-
schrankungen des Protein-Protein-Komplexes nach
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Abbildung 1. A) Zeitlicher Verlauf der N2C-, N2N- und C2C-Ligationen.
Zur Berechnung der Reaktionshalbwertszeit (t;,) wurden die Auftra-
gungen der Reaktionsausbeuten gegen die Zeit gemif einer einfach
exponentiellen Funktion angepasst. B) FRET-Messung des Nukleotid-
austausches. Anregungswellenlange: 298 nm, Emissionswellenlange:
440 nm. Es wurden Konzentrationen von 1 um des Mant-GDP-gebun-
denen Ypt1-GDI Konstrukts oder 1 um des Mant-GDP-gebundenen
Ypt1 in An- und Abwesenheit von 1.2 um GDI eingesetzt.

N2C-Ligation zur Beeintrdchtigung der Bindung zwischen
dem konservierten G4-Motiv (NKxD) und GDP in Yptl
fiilhren (Abbildung S12). MD-Simulationen der kovalent
verkniipften und unligierten Konstrukte sowie der GDI-
Apostruktur lieferten Aufschluss iiber die Auswirkungen der
Ligation auf die Proteinkonformation. Insbesondere fiir a-
Helix D (Reste 129-137), die Teil der Prenylbindetasche ist,
konnten nach kovalenter Verkniipfung der C-Termini weit-
reichende Konformationsédnderungen beobachtet werden
(Abbildung S13). Diese Reste nehmen gemil der Sekun-
darstrukturklassifikation entsprechend dem Dictionary of
Secondary Stuctures of Proteins (DSSP) in der Simulation der
GDI-Apostruktur sowie des schwachen nichtkovalenten
Komplexes zwischen Yptl und GDI eine stabile helikale
Konformation ein, wihrend sie nach C2C-Ligation zuneh-
mend flexibler werden (Abbildung S13C). Diese Beobach-
tung legt eine Regulation der Lipidbindetasche durch die
schwache PPI zwischen Yptl und GDI nahe.

Zum Nachweis der Reaktionsspezifitdt wurde das Yptl-
Homolog Rabl, das GDI aus Hefe nicht bindet, der C2C-
Ligationsstrategie mit GDI unterzogen (Abbildung S14).
Diese Reaktion lieferte keine Produkte. Da GDI GDP-, aber
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Abbildung 2. Reprisentative Strukturen der MD-Simulationen von

A) C2C- und B) N2C-ligierten Ypt1-GDI-Komplexen, die auf die Kristall-
struktur des doppelt prenylierten Ypt1-GDI-Komplexes tberlagert
worden sind (PDB-Code: 2BCG). Die Frames der MD-Simulation
wurden einer Clustering-Analyse unterzogen. Die resultierenden Struk-
turen sind grau dargestellt. Die Grauabstufungen der Proteinstruktu-
ren stellen den prozentualen Anteil der Strukturen des jeweiligen Clus-
ters an der Gesamtsimulation dar, wobei der dunkelste Grauton die
repréisentative Struktur des am stirksten vertretenen Clusters kenn-
zeichnet (Tabelle S1). Ypt1 der Kristallstruktur wurde gelb eingefirbt,
wiahrend GDI in blau dargestellt ist. Die Position des BC-Linkers ist
durch Darstellung als Stabmodell hervorgehoben.

nicht GTP-gebundenes Rab bindet,® wurde auBerdem die
Nukleotidabhingigkeit der Reaktion untersucht. Yptl mit
nicht hydrolysierbarem GTP-Analogon GppNHp oder GMP
wurde in der C2C-Ligation angewendet. Im Vergleich zu Li-
gationen mit GDP-gebundenem Yptl erfolgten diese Reak-
tionen wesentlich langsamer, und sie ergaben geringere
Ausbeuten (Abbildung S15). Diese Ergebnisse stiitzen die
Grundannahme, dass die Reaktionseffizienz maf3geblich von
der Yptl-GDI-Wechselwirkung abhéngt.

Im Komplex mit prenyliertem Rab inhibiert GDI die
Freisetzung von gebundenen Nukleotiden,™ sodass die Un-
tersuchung dieser Funktion eine Charakterisierung des C2C-
ligierten Yptl-GDI-Komplexes ermoglicht. Der Nukleotid-
austausch wurde anhand von FRET (,,fluorescence resonance
energy transfer”) Assays mit Mant-GDP-gebundenem Yptl
analysiert (Abbildung S16). Unter Zugabe eines Uberschus-
ses GTP wurde Yptl-gebundenes Mant-GDP ausgetauscht,
wihrend fiir das kovalente Addukt zwischen Yptl und GDI
der Nukleotidaustausch unterbunden wurde (Abbildun-
gen 1B, S17). Dies ist ein Hinweis auf das Vorhandensein der
nativen Yptl:GDI-Wechselwirkung, da GDI dieselbe Funk-
tion erfiillt wie im Komplex mit prenyliertem Ypt1.l*"!

Die Etablierung kovalenter Yptl-GDI Komplexe er-
moglicht nun die Untersuchung der Funktion von GDI im
Rab-vermittelten Membranrecycling und des Mechanismus
der Rekrutierung von prenyliertem Rab aus der Membran.
Die Analyse bekannter Strukturen des Ypt1-GDI-Komplexes

Angew. Chem. 2016, 128, 8262 8266
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scheiden zu konnen, wurde do o
das C2C-ligierte  Yptl-
GDI-Konstrukt als Analo-
gon des transienten Kom-
plexes verwendet. Die MD-
Simulationen suggerieren, dass die a-helix D von GDI auf-
grund der Yptl-Bindung Konformationsianderungen eingeht.
ITC-Messungen (,,isothermal titration calorimetry) ermog-
lichten eine umfassende Analyse der Wechselwirkung der
Prenylfunktion in Form des geranylgeranylierten Cystein
(CysGG) mit den Proteinen des Komplexes (Abbildung 3).
CysGG wechselwirkt ausschlieSlich mit dem Yptl-GDI-
Addukt (Ky=14.6 um), nicht aber mit den Einzelproteinen
und nur schwach mit einem 50 pm Gemisch beider Proteine
(Ky=061 pum; Abbildung S18). Es kann geschlossen werden,
dass das Offnen der GDI-Lipidbindetasche in enger Verbin-
dung zur transienten Natur des Yptl-GDI-Intermediats
steht?! und diese schwache PPI ausreicht, um Konforma-
tionsédnderungen von GDI und ein damit einhergehendes
Offnen der Lipidbindetasche zu induzieren. Weiterhin konnte
anhand der ITC-Daten auf ein dquimolares Verhiltnis zwi-
schen CysGG und Ypt1-GDI geschlossen werden, was darauf
hinweist, dass die geodffnete Bindetasche genau eine Gera-
nyleinheit stabil bindet. Dieses Ergebnis ist in Einklang mit
der Kristallstruktur des stabilen Komplexes, in der die erste
Prenyleinheit tief in der Bindetasche starke hydrophobe
Wechselwirkungen eingeht, wihrend die zweite Prenyleinheit
oberflichenexponiert gebunden wird (Abbildung $19).11%13]
Diese Beobachtungen lassen auf einen sequentiellen Binde-
modus beider Geranyleinheiten schlieBen. Weiterhin sugge-
rieren die Resultate einen moglichen Mechanismus des GDI-
vermittelten Rab-Membranrecyclings. Ausgehend von einem
geschlossenen Zustand der Lipidbindetasche, der die Stabi-

oder zu GDI.
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Abbildung 3. 1TC-Messungen durch Titration von CysGG zum Ypt1-GDI Produkt der C2C-Ligation, zu Ypt1

litdt von GDI im Cytosol gewéhrleistet, fiithrt die transiente
Assoziation des membrangebundenen prenylierten Rab an
GDI zu Konformationsédnderungen und einem damit einher-
gehenden Offnen der GDI-Lipidbindetasche. Diese hydro-
phobe Bindestelle ermoglicht die Bindung der ersten Pre-
nyleinheit kompetitiv zur Membranbindung und eine nach-
folgende Anlagerung der zweiten Prenyleinheit (Schema 2),
sodass Rab von der Membran rekrutiert werden kann.

Der Erfolg der Yptl-GDI-Untersuchungen veranlasste
uns zur Durchfithrungen vergleichbarer Analysen mit dem
KRas-Homodimer. Ras-GTPasen sind entscheidende Regu-
latoren einer Vielzahl von Signaltransduktionskaskaden
vielféltiger zelluldrer Prozesse, und Ras-Onkogene sind
kennzeichnend fiir die meisten humanen Tumore.”” Aktuelle
Studien weisen auf die zentrale Rolle der Homodimerisierung
in Ras-Signalprozessen hin.”®! Untersuchungen der Bedeu-
tung des KRas-Homodimers werden durch die transiente
Natur dieser PPI erschwert.’*! Um Zugang zum KRas-Ho-
modimer zu erhalten, wurden KRas-Thioester, N-Cys-KRas,
KRas-BC und N-Thioester-KRas synthetisiert (Abbildun-
gen S20, S21). Die Ligation der Proteine in einem Reakti-
onsansatz fiihrte innerhalb von drei Stunden zur Bildung des
kovalent verkniipften Dimers (Abbildung S22). Weiterge-
hende Experimente zeigten, dass mithilfe der C2C-Ligati-
onsstrategie stabile KRas-Homodimere gebildet wurden,
wihrend fiir die N2C- und N2N-Ligationen keine Produkt-
bildung beobachtet werden konnte (Abbildung S23). Im
Einklang mit Studien, die belegen, dass das Vorhandensein

Gy, ),

3 Yptl 4
7
2323334 33233123332
33333137334334 mynhn

Schema 2. Arbeitshypothese fiir das GDI-vermittelte Rab-Membranrecycling. 1. Schwache Wechselwirkung, 2. Offnen der Lipidbindetasche, 3. Bin-

dung der ersten Prenyleinheit, 4. Bindung der zweiten Prenyleinheit.
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der flexiblen carboxyterminalen hypervariablen Region von
KRas eine Voraussetzung der Dimerisierung ist,* konnten
fiir derartig modifizierte Konstrukte keine Ligationsprodukte
erhalten werden (Abbildung S24), sodass von einer raumli-
chen Nachbarschaft der C-Termini im Dimer ausgegangen
werden kann.®! Aufschlussreich war auch die Beobachtung,
dass die Homodimerisierung abhéngig von gebundenen Nu-
kleotiden ist. Im Unterschied zu C2C-Ligationsansétzen mit
GMP-gebundenen KRas-Formen konnten fiir die mit GDP-
und GTP-gebundenen Formen Produkte detektiert werden
(Abbildung S24). Nach Reinigung des kovalenten KRas-
Homodimers mittels GroBenausschlusschromatographie
(Abbildung S25) steht nun erstmals das nichtlipidierte Dimer
fiir weiterfiihrende Analysen zur Verfiigung.

Zusammenfassend wurde eine spezifische, einfach
durchfithrbare Methode der kovalenten Verkniipfung von
Wechselwirkungspartnern schwacher PPIs aufgrund der
rdumlichen Nachbarschaft beteiligter Reaktionspartner ent-
wickelt. Der kovalente Ypt1-GDI Komplex ermoglicht eine
Aufkldrung des GDI-vermittelten Rab-Membranrecycling-
mechanismus. Weiterhin bietet diese neuartige Ligations-
strategie Zugang zu einem stabilen KRas-Homodimer, das
nun eine umfassende Untersuchung des Ras-Signalwegs er-
moglicht. Die neu etablierten N2N- und C2C-Ligationsstra-
tegien stellen eine Erweiterung der Moglichkeiten zur che-
mischen Modifikation von Proteinen dar. Die vorgestellten
Ansitze zur kovalenten Verkniipfung transienter Protein-
Protein-Komplexe erdffnen neue Moglichkeiten zur Unter-
suchung von PPIs und damit verbundenen biologischen Pro-
zessen.
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