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KURZFASSUNG

KURZFASSUNG

Ras-Proteine fungieren als molekulare Schalter in der Signaltransduktion essentieller
zellulérer Prozesse, indem sie zwischen einem inaktiven GDP-gebundenen und einem
aktiven GTP-gebundenen Zustand wechseln.! Onkogene Ras-Mutationen, die in etwa
25 % aller humanen Krebsarten vorkommen und zu einer Fehlregulation des switch
Mechanismus flhren sind daher attraktive Zielstrukturen in der Prazisionsmedizin. Trotz
jahrzehntelanger intensiver Forschung nach Entdeckung der Ras-Onkogene im Jahre
1981 waren Versuche, Ras gezielt zu adressieren, weitestgehend erfolglos und Ras-
Proteine galten lange Zeit als nicht adressierbar (engl.: undruggable).?® Neue Hoffnung
ergab sich jedoch im Jahr 2013 durch die erfolgreiche gezielte Adressierung der G12C-
Mutation von Ras durch Kevan Shokat.* Neben kovalenten Inhibitoren, die innerhalb der
switch-11-Tasche irreversibel an die G12C-Mutation binden und deren Optimierung
schlieBlich im Mai 2021 zur Zulassung des ersten KRasG12C-Inhibitors Sotorasib
(Amgen) fiir die Behandlung von nicht-kleinzelligem Lungenkrebs (NSCLC) fiihrte,>2
wurden zudem Nukleotid-kompetitive Inhibitoren entwickelt, die ebenfalls kovalent an
KRasG12C binden koénnen.'*'* Strategien, die eine direkte Konkurrenz zur
Nukleotidbindung beinhalten, wurden urspriinglich aufgrund der hohen Affinitat von
GDP/GTP fir Ras und der hohen zellularen Nukleotid-Konzentrationen verworfen,
erlangten jedoch durch die Kombination mit einem kovalenten Wirkmechanismus der
Inhibitoren erneut Aufmerksamkeit im akademischen Umfeld. Die dabei am f-Phosphat
der GDP-Derivate eingefuihrten elektrophilen Gruppen fuhrten jedoch zu einer
dramatischen Reduzierung der reversiblen Bindungsaffinitat der Nukleotidderivate, da

wichtige Wechselwirkungen mit dem Protein und dem Mg?*-lon verloren gehen.*3 %5

Um diese Limitierung zu uberwinden und diesen Ansatz der kovalenten Nukleotid-
kompetitiven Inhibitoren an onkogene KRas-Varianten mit Cysteinen im P-loop
(KRasG12C und KRasG13C) anzupassen, wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels
strukturbasiertem Wirkstoffdesign Nukleotidanaloga synthetisiert, die einen Thiol-
reaktiven Linker an den 2°3‘-OH-Gruppen der Ribose fir eine kovalente

Proteinmodifikation tragen.

Anhand von massenspektrometrischen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die
dargestellten Nukleotidderivate selektiv an KRasG13C binden, ohne dabei KRasG12C

sowie KRasWT zu adressieren.



KURZFASSUNG

Mittels einer detaillierten kinetischen Charakterisierung wurden anschlielend die
Affinitaten der Nukleotidanaloga gegenuber KRas im Vergleich zu den unmodifizierten
Nukleotiden bestimmt. Neben der Bestimmung der Kinetik der Nukleotidassoziation
(kon) mit einer bereits etablierten stopped-flow Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit
zudem ein HPLC-basierter Assay zur Evaluierung der relativen Affinitdten der
Nukleotidanaloga entwickelt. Die Affinitaten der dargestellten Nukleotidderivate sind
dabei mit denen der unmodifizierten Nukleotide vergleichbar, sodass der eingefiihrte
Linker keinen Einfluss auf die reversible Wechselwirkung und die Affinitat hat, was bei

einem Nukleotid-kompetitivem Ansatz von maligeblicher Bedeutung ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass bei KRasG13C, welches
eine drastisch erhohte intrinsische Nukleotidaustauschrate im Vergleich zum WT besitzt,
infolge einer kovalenten Proteinmodifikation der SOS-katalysierter Nukleotidaustausch
verhindert und kovalent modifiziertes KRasG13C im inaktiven Zustand stabilisiert wird.
Eine gesteigerte GTP-Hydrolyse in Gegenwart von GAPs konnte fir kovalent
modifizierte KRasG13C im Vergleich zu KRasWT nicht beobachtet werden, die
intrinsische GTP-Hydrolyse ist hingegen vergleichbar mit der von KRasWT.

Die in dieser Arbeit generierten Komplexkristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP
(PDB: 70k3) und KRasG13C-bdaGDP (PDB: 70k4) ermdglichten dariber hinaus einen
detaillierten Einblick in den Bindemodus der Nukleotidderivate und bestéatigten den

erwarteten Bindemodus sowie die kovalente Bindungskniipfung an Cys13.

Aufgrund der limitierten Verfugbarkeit von KRasG13C-abhéngigen Krebszelllinien
wurden zundchst erfolgreich artifizielle KRas-abhangige Zelllinien, darunter NIH-3T3
sowie Ba/F3-Zellen generiert, die in Zukunft fir die Charakterisierung
mutantenselektiver KRas-Inhibitoren genutzt werden koénnen. Fir die zellulare
Charakterisierung der in dieser Arbeit dargestellten Nukleotidanaloga, die aufgrund ihres
anionischen Charakters nicht die Zellmembran Giberwinden kénnen, wurden verschiedene
Strategien fir den Transfer in Zellen getestet, unter anderem ein NTP-Transporter
vermittelter Transfer sowie die Elektroporation. Durch Elektroporation rekombinanter
KRas-Proteine in Zellen konnte schlieRlich gezeigt werden, dass bei der Verwendung von
kovalent modifiziertem KRasG13C eine onkogene Signalweiterleitung in vivo inhibiert
wird, was die Moglichkeit des Einsatzes von kovalenten Nukleotid-basierten Inhibitoren
bei KRasG13C-getriebenem Krebs verdeutlicht.
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ABSTRACT

Ras proteins act as molecular switches in the signal transduction of essential cellular
processes by switching between an inactive GDP-bound and an active GTP-bound state.*
Oncogenic Ras mutations, which occur in approximately 25 % of all human cancers and
lead to dysregulation of the switch mechanism, are therefore attractive targets in precision
medicine. However, despite decades of intensive research after the initial discovery of
Ras oncogenes in 1981, attempts to target Ras were largely unsuccessful and
consequently Ras has long been classified as undruggable.? Only recently, selective
targeting of the G12C mutant of Ras by the Shokat laboratory raised new interest in this
strategy.* In addition to covalent switch-I1 pocket inhibitors that bind irreversibly to the
G12C mutation within the switch-11 pocket and the optimization of which finally led to
the approval of the first KRasG12C inhibitor sotorasib (Amgen) for the treatment of non-
small cell lung cancer (NSCLC) in May 2021,>*2 nucleotide-competitive inhibitors that
covalently bind to KRasG12C have been developed.’** Strategies involving direct
competition with nucleotide binding were originally set aside because of the high affinity
of GDP/GTP for Ras and high cellular nucleotide concentrations, but gained renewed
attention in academia by combining nucleotide competition with covalent binding of the
inhibitors. However, the electrophilic groups introduced at the g-phosphate of the
generated GDP derivatives resulted in a dramatic loss of affinity due to the loss of

important interactions with the protein and the Mg?* ion.*® 1

To overcome this limitation and adapt this approach of covalent nucleotide-competitive
inhibitors to target oncogenic KRas variants harbouring cysteines in the P-loop
(KRasG12C and KRasG13C), a structure-based drug design was used in the present work
to synthesize nucleotide analogues bearing a thiol-reactive linker at the 2”,3’-OH groups
of the ribose for covalent protein modification.

Mass spectrometry experiments indicated that the synthesized nucleotide derivatives
could selectively react with KRasG13C without addressing KRasG12C or KRasWT.

In order to exclude effects of the linker and the reactive warhead regarding reversible
binding to KRas, the affinities of the nucleotide analogues towards KRas were determined
and compared to unmodified nucleotides. In addition to the determination of the kinetics
of nucleotide association (kon) using an already established stopped-flow method, an
HPLC-based assay was developed to evaluate the relative affinities of the nucleotide

3
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analogues showing that the affinities of the nucleotide derivatives were comparable to
those of the unmodified nucleotides. Thus, the attached linker has no impact on the
reversible interaction and the overall affinity, an important fact that must be considered

in a nucleotide-competitive approach.

In the present work, it was also shown that KRasG13C has a drastically increased intrinsic
nucleotide exchange rate compared to WT, however covalently modified KRasG13C can
no longer undergo spontaneous nor SOS-catalysed nucleotide exchange. Thus, covalently
modified KRasG13C is trapped in the corresponding nucleotide-bound state. Whereas an
increased GTP hydrolysis in the presence of GAPs could not be observed for covalently
modified KRasG13C, the intrinsic GTP hydrolysis is comparable to that of KRasWT.

The complex crystal structures of KRasG13C-edaGDP (PDB: 70k3) and KRasG13C-
bdaGDP (PDB: 70k4) presented in this thesis provided detailed insight into the binding
mode of the nucleotide derivatives and confirmed the expected binding mode and

covalent linkage to Cys13.

Due to the limited availability of KRasG13C-dependent cancer cell lines, artificial KRas-
dependent cell lines, including NIH-3T3 as well as Ba/F3 cells, were generated and are
available for the prospective characterization of mutant-selective KRas inhibitors. For
cellular characterization of the synthesized nucleotide analogues that cannot cross the cell
membrane due to their anionic nature, various strategies for transfer into cells including
NTP transporter-mediated transfer and electroporation were tested. Finally, by
electroporation of recombinant KRas proteins into cells, it was shown that in contrast to
KRasG13C, the covalently locked protein is unable to induce oncogenic signalling in
cells, further highlighting the possibility of using nucleotide-based inhibitors with

covalent warheads in KRasG13C-driven cancer.
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Eine der grofiten Herausforderungen der heutigen Gesellschaft ist die zunehmende
Anzahl  an  diagnostizierten  Krebserkrankungen.  Nach ~ Angaben  der
Weltgesundheitsorganisation WHO traten im Jahr 2020 weltweit schatzungsweise 19.3
Millionen neue Krebserkrankungen auf und mit fast 10 Millionen Todesfallen im
gleichen Zeitraum ist Krebs die zweithdufigste Todesursache nach Herz-Kreislauf-
Erkrankungen.'®' Die bei der Kklassischen Behandlung von Krebs neben der
chirurgischen Entfernung des Tumorgewebes zum Einsatz kommenden Chemo- oder
Strahlentherapien sind dabei h&ufig aufgrund der fehlenden Selektivitat mit starken
Nebenwirkungen oder teils geringen  Heilungserfolgen  verbunden. Ein
Paradigmenwechsel in der Krebstherapie stellt hingegen die personalisierte
Préazisionsmedizin dar, bei der die von Weinstein als oncogene addiction postulierte
Abhéngigkeit der Krebszellen von fehlregulierten Proteinen (Onkogenen) und den
entsprechenden Signalwegen genutzt wird.!8 Durch die zielgerichtete Adressierung dieser
Onkogene, die verantwortlich fiir die Proliferation und das Uberleben von Krebszellen
sind, wird die Apoptose dieser Krebszellen eingeleitet, wohingegen gesunde Zellen auf
alternative Signalwege ausweichen kénnen (oncogenic shock).’® Im Gegensatz zu den
klassischen  one-size-fits-all Therapieansdtzen fiihrt diese  mafgeschneiderte
Krebsbehandlung bei den betroffenen Patienten zu einer deutlichen Verbesserung der
Uberlebensrate sowie der Lebensqualitat. Die prominentesten Beispiele fir den
erfolgreichen Einsatz der Prazisionsmedizin sind unter anderem die bei der Behandlung
von chronisch-myeloischer Leuk&mie (CML) oder nicht-kleinzelligem Lungenkrebs

(NSCLC) zugelassenen Tyrosinkinase-Inhibitoren.

Die von Hopkins und Groom im Jahr 2002 bezeichnete druggability der potentiellen
Zielstrukturen ist hierbei fiir den Erfolg der Prazisionsmedizin malgeblich. Rund 85 %
des humanen Genoms entziehen sich der direkten Adressierung mit niedermolekularen
Verbindungen und werden als undruggable bezeichnet.?® Die in dieser Arbeit
behandelten Ras-Proteine sind in diesem Zusammenhang h&ufig zu finden, stellen jedoch
aufgrund der hohen Relevanz von uberaktivierenden genetischen L&sionen ein besonders
attraktives Angriffsziel fir die Entwicklung zielgerichteter Therapeutika dar und werden

im Folgenden naher betrachtet. 2
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1.1 Struktur und Funktion der GTPase Ras

Die Ras-Superfamilie der kleinen GTPasen umfasst mehr als 150 Mitglieder, welche
anhand unterschiedlicher Funktionen in der Zelle in finf Subfamilien (Ras-, Rho-, Rab-,
Sar1/Arf- und Ran-Familie) eingeteilt werden.?? Benannt wurde die Ras-Superfamilie
nach den Ras-Genen, die erstmals in retroviralen Sarkomen in Ratten gefunden
wurden.?% Die prominentesten Vertreter der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen sind die
Ras-Proteine KRas?® (Kirsten Ras), HRas?’ (Harvey Ras) und NRas?®° (Neurobalstoma
Ras). Die drei im humanen Genom vorkommenden Ras-Gene codieren fiir insgesamt vier
Ras-Proteine (HRas, NRas, KRas4a und KRas4b), die eine groBe Ahnlichkeit in der
Primarsequenz, Struktur und in den biochemischen Eigenschaften aufweisen.®® Die
niedermolekularen GTPasen (21 kDa) bestehen aus einer Guaninnukleotid-bindenden
Doméne (G-Domane), innerhalb welcher die Ras-lsoformen eine hohe Sequenzidentitat
aufweisen und einer hypervariablen Region mit einer Sequenzidentitat von lediglich etwa
8 % (Abb. 1). Die G-Domane der Ras-Proteine besteht aus einem sechs-strangigen p-
Faltblatt, welches von insgesamt funf a-Helices umgeben ist. Innerhalb der G-Doméne
weisen die GTPasen hochkonservierte Sequenzmotive (G1 bis G5) auf, die an der Mg?*-
abhangigen Bindung sowie Hydrolyse des Nukleotids beteiligt sind.3!-*? Das G1-Motiv,
welches auch als P-loop bezeichnet wird, ist die am hdchsten konservierte Sequenz
(GxxxxGK(S/T)) und ist an der Bindung des a- und p-Phosphats des Nukleotids sowie
an der Koordination des Magnesiumions beteiligt.>* Neben dem G2-Motiv, welches sich
aus einem Threonin innerhalb der switch-1-Region zusammensetzt, ist auch das G3-Motiv
(DxxG), welches Teil der switch-11-Region ist, fir die Bindung des y-Phosphats von GTP
und Koordination des Magnesiumions notwendig. Die durch die G2- und G3-Motive
vermittelten Wechselwirkungen bewirken innerhalb der switch-1- und switch-11-Regionen
in Abhangigkeit des gebundenen Nukleotids eine Konformationsénderung von Ras.* Die
durch GTP-Bindung induzierte Konformationsanderung ermdglicht dabei ber die als
Effektorschleife bezeichnete switch-1-Region sowie die switch-11-Region eine Interaktion
mit Effektorproteinen.®® Die G4- und G5-Motive (NKxD und SAK) sind an der
spezifischen Interaktion mit der Guaninbase beteiligt und Mutationen innerhalb dieser
Motive konnen die Nukleotidspezifitait verschieben.®¢-3 Neben den fir die
Nukleotidbindung essentiellen G-Motiven innerhalb der G-Doméne weisen die Ras-
Isoformen eine weitere konservierte Sequenz auf, die sich innerhalb der hypervariablen
Region (HVR) am C-Terminus befindet, und als CAAX-Box (C = Cystein, A =



1 EINLEITUNG

aliphatische AS, X = Serin, Methionin, Alanin, Glutamat) bezeichnet wird. Das durch
posttranslationale Modifikationen carboxymethylierte und farnesylierte Cystein der
CAAX-Box spielt eine entscheidende Rolle bei der fir die Aktivitat von Ras wichtigen
Lokalisation an der Plasmamembran. Um eine stabile Membranassoziaton zu
gewahrleisten, weisen KRas4a, N-Ras und H-Ras eine zusatzliche Palmitoylierung auf,
wohingegen bei KRas4b eine Anh&ufung von positiv geladenen Lysinseitenketten nahe

des farnesylierten Cysteins eine verstarkte Membranverankerung ermoglicht.3%-40
a
switch Il
b
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switch |
switch |
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G2 G3
switch | switch Il
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KRasdb )LIQNHFVD EYDPTIEDSY CLLDILDTAG QEEYSAMRD:
KRas4a LIQNHFVD EYDPTIEI
NRas IQNHFVD EYDPTIED
HRas IQNHFVD EYDPTIEDSY
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180 189

KRas4b EKM -SKD-GKKKK KKSKTK
KRas4a (K ISKE-EKTPG CVKIKK:
NRas DGTQG CMGLP-
HRas K LNPPDESGPG CMSCK-

Abbildung 1 | Struktureller Aufbau der GTPase Ras. (a) Kristallstruktur von KRasWT im GDP-
gebundenen Zustand (PDB: 4obe); (b) Detaillierter Einblick in die Protein-Ligand-Interaktionen; (c)
Sequenziiberlagerung der vier Ras-Isoformen. Die flir Ras charakteristischen Elemente sind entsprechend
farblich markiert (G1 (P-loop): violett, G2 (switch-1): rot, G3 (switch-11): blau, G4 (NKxD): griin, G5
(SAK): gelb, HVR: braun, CAAX: orange).*! [Abbildung modifiziert nach Goody et al.*!]
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Innerhalb der Zelle fungieren Ras-Proteine aufgrund der alternierenden Bindung der
Nukleotide GDP und GTP als molekulare Schalter in der Signaltransduktion und
beeinflussen dadurch zahlreiche essentielle Prozesse. Ras-Proteine wechseln dabei
zwischen einem inaktiven GDP-gebundenen und einem aktiven GTP-gebundenen
Zustand.***  Mit Hilfe von Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEFs), die die
Dissoziation des gebundenen Nukleotids katalysieren, erfolgt der Austausch von GDP zu
dem intrazellular héher konzentrierten GTP und die Ras-Proteine werden aktiviert.** Im
aktiven Zustand interagieren Ras-Proteine mit Effektorproteinen, darunter Raf und PI3K,
die die Proliferation und das Zelliiberleben regulieren. Die Inaktivierung von Ras erfolgt
durch die Hydrolyse von GTP zu GDP aufgrund der intrinsischen GTPase-Aktivitat, die
unter Einwirkung von GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs) um mehrere

GroRenordnungen verstarkt wird (Abb. 2).45-46

GEFs
Molekularer
Schalter Effektoren
inaktives aktives
Ras Ras
GAPs

®

Abbildung 2 | Zyklus der Aktivierung und Inaktivierung kleiner GTPasen. Die Aktivierung der Ras-
Proteine erfolgte durch einen von GEFs katalysierten Austausch von GDP zu GTP. Im aktiven GTP-
gebundenen Zustand binden Ras-Proteine an Effektoren und induzieren die Signalweiterleitung. Die
Inaktivierung erfolgt durch eine von GAPs Katalysierte Hydrolyse von GTP zu GDP. [Abbildung

modifiziert nach Ostrem et al.*].

Aufgrund der Schlisselrolle von Ras in der Signaltransduktion essentieller zellularer
Prozesse wird dieses Signalmolekul insbesondere infolge einer Fehlregulation mit der
Entstehung von Krebs assoziiert und stellt daher ein attraktives Angriffsziel in der

Prazisionsmedizin dar.*®
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1.2 Zielgerichtete Adressierung der GTPase Ras

Mutationen innerhalb der Ras-Proteine, die zu Defekten im Schaltmechanismus fiihren,
stellen wichtige Treiber bei der Entstehung von Krebs dar. Onkogene Ras-Mutationen
wurden bei etwa 25 % aller humanen Krebsarten gefunden, darunter drei der tédlichsten
Formen (Lungen-, Darm- und Bauchspeicheldriisenkrebs). Unter den Ras-Proteinen ist
KRas die vorherrschende mutierte Isoform (85 %), gefolgt von NRas (11 %) und HRas
(4 %).%° Im Vergleich zu NRas und HRas spielen Mutationen in KRas eine wichtige Rolle
bei der Entstehung wvon Pankreaskarzinomen (PDAC; engl.: pancreatic ductal
adenocarcinoma) sowie Darm- (CRC; engl.: colorectal cancer ) und Lungenkrebs (LAC;
engl.: lung adenocarcinoma). Mutationen im NRas-Gen kommen hingegen tiberwiegend
bei Melanomen vor und Mutationen im HRas-Gen bei Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereiches (HNSCC; engl.: head and neck squamous cell carcinoma cancer)
(Abb. 3a).%° Die haufigsten Mutationen treten an den Aminosaurepositionen G12, G13
und Q61 der Ras-Isoformen auf (Abb. 3b), die durch eine verminderte GTP-Hydrolyse
und/oder einen erhohten Nukleotidaustausch zur Akkumulation von aktivem GTP-
gebundenen Ras-Protein in der Zelle fiihren (Abb. 3c). Die onkogenen Eigenschaften der
Mutationen an den Positionen 12 und 13 beruhen dabei auf einem sterischen Konflikt mit
dem katalytischen Argininfinger der GAPs, wahrend Mutationen an Position 61 eine
korrekte Positionierung des fur die GTP-Hydrolyse notwendigen katalytischen Wassers
verhindern.**% Eine systematische Charakterisierung der biochemischen und
biophysikalischen Eigenschaften von héufigen Krebs-assoziierten KRas-Mutationen
wurde kirzlich von Westover und Kollegen bereitgestellt. Innerhalb dieser Studie konnte
gezeigt werden, dass Mutationen an den Aminoséurepositionen G12, G13 und Q61 zu
einer verminderten intrinsischen sowie GAP-vermittelten GTP-Hydrolyse flihren. Fur die
G13D-Mutante konnte ebenfalls ein erhdhter GEF-unabhéngiger Nukleotidaustausch im
Vergleich zum Wildtyp-Protein beobachtet werden, welches ebenfalls die onkogenen
Eigenschaften dieser Mutante erklart (Abb. 3d).>!
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Abbildung 3 | Zielgerichtete Adressierung von Ras. (a) Verteilung von Mutationen der Ras-Isoformen
(KRas, NRas und HRas) auf die verschiedenen Tumortypen;? (b) Kristallstruktur von KRas:GDP, innerhalb
der die Hotspot-Mutationen an den Positionen G12, G13 und Q61 als Spharen hervorgehoben sind (PDB:
40be). Der prozentuale Anteil der Hotspot-Mutationen in G12 (rosa), G13 (lila) und Q61 (blau) fur die
jeweiligen Ras-1soformen sind als Kreisdiagramme dargestellt;* (c) Graphische Darstellung der generellen
biochemischen Stdrung, die bei onkogenen Ras-Mutationen auftritt. Durch eine verminderte GTP-
Hydrolyse und/oder einen erhdhten Nukleotidaustausch kommt es zu einer Anhaufung von aktiven GTP-
gebundenen Ras-Proteinen in der Zelle;? (d) Biochemische Eigenschaften der Hotspot-Mutationen an den

Positionen G12, G13 und Q61 im Vergleich zum Wildtyp (WT).! [Abbildung modifiziert nach Moore

etal.?]

Aufgrund der zentralen Rolle bei der Krebsentstehung wurden die kleinen GTPasen als
attraktive Zielstrukturen in der Medizinalchemie identifiziert, jedoch waren Versuche,
Ras gezielt zu adressieren, trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung weitestgehend

erfolglos und Ras-Proteine galten lange Zeit als nicht adressierbar.
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In der Vergangenheit zielten erste Studien auf die Entwicklung Nukleotid-kompetitiver
Inhibitoren ab, um die durch die Akkumulation konstitutiv aktiver Ras-Proteine
hervorgerufene onkogene Signalweiterleitung zu unterdriicken. Die bei der Adressierung
von Kinasen, welche Affinitdten gegeniiber ATP im mikromolaren Bereich aufweisen,
aulRerst erfolgreiche Strategie der ATP-kompetitiven Inhibitoren, fihrte zur Entwicklung
zahlreicher Kinase-Inhibitoren.® Aufgrund der hohen Affinitaten von GDP und GTP
(Ko ~ 20 pM) und der hohen zelluldren Konzentration dieser Nukleotide (GDP ~ 40 uM
und GTP ~ 400 uM) wurde dieser Ansatz fur die kleinen GTPasen jedoch relativ schnell
wieder verworfen.!> % Dieser allgemeine Ansatz hat jedoch kirzlich wieder
Aufmerksamkeit auf sich gezogen, als GDP-Derivate entwickelt wurden, die (ber eine
elektrophile Gruppe am pS-Phosphat kovalent an die onkogene KRasG12C-Mutante

binden.13-14

Alternative  Strategien, die zellulare Lokalisation der Ras-Proteine durch
Farnesyltransferase-Inhibitoren (FTIs) oder Acyltransferase-Inhibitoren (APTS) zu
storen, filhrte zur Entwicklung potenter Inhibitoren fiir NRas und HRas.*®*® Um die
zelluldre Lokalisation von KRas zu stéren wurden desweiteren am Max-Planck-Institut
fur molekulare Physiologie in Dortmund vielversprechende Phosphodiesterase o-
Untereinheit (PDES)-Inhibitoren entwickelt, welche jedoch bisher noch nicht in die

klinische Erprobung gelangt sind.50-62

Die im Zusammenhang mit Ras-mutierten Krebs am h&ufigsten adressierten Effektor-
Signalwege sind die Raf-Mek-Erk MAPK-Kaskade sowie der PI3K-Akt-mTOR-Weg.
Fur die innerhalb dieser Signalwege oberhalb und unterhalb von Ras agierenden Proteine
sind bereits zahlreiche Inhibitoren zugelassen oder befinden sich in klinischen Studien,?
63 jedoch ist der Einsatz dieser Inhibitoren gegeniiber Ras-abhangigen Krebs durch
komplexe Feedback-Mechanismen haufig weniger erfolgreich als antizipiert. So fiihren
Raf-Inhibitoren bei Ras-mutierten Krebszellen zu einer paradoxen Aktivierung des
Signalwegs®® und bei Mek-Inhibitoren konnte nur eine begrenzte Wirksamkeit
beobachtet werden.®’ Intensive Bemiihungen, die Ras-SOS (son of sevenless, GEF)
Interaktion zu hemmen, flhrten schliel3lich zum ersten pan-Ras Inhibitor BI-1701963,
dessen Wirksamkeit derzeit in klinischen Studien evaluiert wird.% Dieser Ansatz scheint
generell vielversprechend zu sein, da der positive Feedback-Mechanismus von SOS, der
durch Ras:GTP hervorgerufen wird, zu einer Verstarkung der Ras-Aktivierung und einer

Kreuzaktivierung von Wildtyp-Ras und anderen Ras-lIsoformen durch onkogene Ras-

11



1 EINLEITUNG

Proteine fiihrt.®*"® Neben SOS-Inhibitoren wurden zudem vielversprechende SHP2-
Inhibitoren entwickelt, die sich derzeit ebenfalls in klinischen Studien befinden.’*-’®

Erst die Entwicklung von kovalenten Inhibitoren, die die onkogene KRasG12C-Mutante
selektiv adressieren, fihrte schlieBlich zur Zulassung des ersten KRasG12C-Inhibitors
Sotorasib (LUMAKRAS™) im Mai 2021 durch die U.S. Food and Drug Administration
(FDA) und stellt damit einen Meilenstein bei der personalisierten Krebstherapie von
KRasG12C-mutierten NSCLC dar. Neben Sotorasib befinden sich derzeit noch zwei
weitere vielversprechende KRasG12C-Inhibitoren in Kklinischen Studien, darunter
Adagrasib (MRTX849), welches erst kirzlich die Breakthrough Therapy Designation
(BTD) durch die FDA erhalten hat, sowie JNJ-74699157 (ARS-3248).

Das folgende Kapitel gibt einen kurzen historischen Uberblick tber die Entwicklung
dieser vielversprechenden Inhibitoren, die innerhalb der bis dato unbekannten switch-11-
Tasche (S-11P; engl.: switch-I1 pocket) kovalent an den mutierten Cysteinrest binden. Eine
tabellarische Ubersicht (ber die in diesem historischen Uberblick dargestellten
Verbindungen ist im Anhang (Tab. Al) abgebildet.

1.2.1 KRasG12C - eine zukunftsweisende Erfolgsgeschichte”

Lungenkrebs ist die weltweit haufigste Ursache fur krebsbedingte Todesfalle und bei
etwa 13 % der NSCLC-Patienten liegt eine KRasG12C-Mutation vor.”

Entscheidend fur die Entwicklung der KRasG12C-Inhibitoren war die Entdeckung der
sogenannten switch-11-Tasche im Jahr 2013 durch Kevan Shokat.*” Mit Hilfe eines
Fragment-basierten Screening-Ansatzes®® wurde eine Bibliothek von 480 Disulfid-
Verbindungen untersucht und eine Reihe von kovalent-bindenden Inhibitoren
identifiziert, welche selektiv die G12C-Mutante adressieren. Die Fragmente 2E07 und
6HO5 zeigten im Vergleich eine besonders effiziente kovalente Modifikation in
massenspektrometrischen Untersuchungen und uber nachfolgende SAR-Studien wurde
Verbindung 69"*™ generiert (Abb. 4a). Die Ko-Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in
Komplex mit Verbindung 6°5"™ bestatigte den kovalenten Charakter dieser Molekiile
und zeigte darlber hinaus, dass die Verbindungen nicht die Nukleotid-Bindetasche
adressieren, sondern in eine bisher unbekannte Tasche unterhalb der switch-11-Region

* Teile dieses Kapitels sind bereits in Form eines Reviews publiziert worden.*
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binden (Abb. 4b). Die Bindung der Liganden verursacht dabei eine Neuorientierung der
switch-11-Region, wodurch es zur Ausbildung der sogenannten switch-11-Tasche (S-11P)
kommt. Die Konformation von switch-I gegeniiber dem GDP-gebundenen Zustand bleibt
hingegen unverandert. Basierend auf den initial detektierten hits wurden weitere Derivate
mit Acrylamid- und Vinylsulfonamid-Funktionalitdten zur Erzeugung potenterer
Inhibitoren synthetisiert (Abb. 4c). Sowohl Verbindung 9°"™ als auch Verbindung
120sm wiesen eine deutlich verbesserte kovalente Proteinmodifikation auf und eine Ko-
Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in Komplex mit der Verbindung 9°5"™ bestatigte
den zuvor beobachteten Bindemodus (Abb. 4c). Durch die Bindung der sogenannten
S-1IP-Liganden in die adressierbare, aber bisher unbekannte Bindetasche werden die
inaktive GDP-gebundene Konformation stabilisiert und Interaktionen mit Regulator- und
Effektorproteinen wie SOS und Raf inhibiert.> 8 Folglich wird die onkogene Ras-
Signalweiterleitung blockiert, welches einen wichtigen Schritt in Richtung der
zielgerichteten Adressierung von RasG12C in Ras-getriebenen Krebsarten darstellt.

Disulfid-basierte Verbindungen

| H |
+ +
NH S. N NH S |
NH_ A s NH A (S~
° \/\g Nl\ A ° H N, /@C
~N
N \g/\s
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H
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Abbildung 4 | Entdeckung der KRasG12C S-11P-Inhibitoren. (a) Chemische Strukturen der Screening-
hits 2E07 und 6HO05; (b) Ko-Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in Komplex mit Verbindung 6°stem
(PDB: 4luc); (c) Chemische Strukturen der Verbindung 9°"M und Verbindung 129%™ (d) Ko-
Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in Komplex mit Verbindung 12°m (PDB: 4lyh). [Abbildung

modifiziert nach Goebel et al.*]
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Basierend auf der bahnbrechenden Entdeckung von Ostrem et al. entwickelten
Wellspring Bioscience, welches unter anderem von Kevan Shokat im Jahr 2012
gegrindet worden ist, nach der initial identifizierten Verbindung ARS-107 in einem
LC/MS-MS-basierten Assay ARS-853, welches eine deutlich verbesserte zelluldre
Aktivitat gegenliiber KRasG12C im niedrigen mikromolaren Bereich (ICso = 1.6 uM)
aufweist (Abb. 5a/b).8* ARS-853, war zu dieser Zeit somit der erste KRasG12C-Inhibitor,
der eine zellulére Affinitat im Bereich eines klinischen Kandidaten aufweist. Ein grofer
Nachteil der ARS-Reihe war jedoch die kurze metabolische Plasmastabilitdt und die
limitierte Bioverfligbarkeit. Janes et al. synthetisierten daraufhin eine Reihe von
Quinazolin-basierten Verbindungen, die schlieRlich zur Identifizierung von ARS-1620
(S-Atropisomer) fithrten.”® Die Ko-Kristallstruktur von ARS-1620, gebunden an
KRasG12C, zeigte dabei einen modifizierten Bindungsmodus im Vergleich zu dem
bisher bekannten KRasG12C-S-11P-Inhibitoren. ARS-1620 bildet eine zusatzliche
Wasserstoffbriickenbindung mit der Seitenkette von His95, wodurch eine rigide
Konformation induziert und die Bildung der kovalenten Bindung begunstigt wird
(Abb. 5¢/d). Im Vergleich zu ARS-853 zeigt ARS-1620 eine zehnfach verbesserte
Aktivitdt im biochemischen und zelluldaren Assay mit einer hohen oralen
Bioverfugbarkeit und einer ausreichenden Plasmastabilitat sowohl in Mdusen als auch in
Menschen. Im Gegensatz dazu ist das R-Atropisomer fast 1000-mal weniger wirksam als
ARS-1620 und diente daher als nitzliche Kontrollverbindung. Zudem konnte in
Xenograft-Modellen, nach Verabreichung von ARS-1620 eine Hemmung des
Tumorwachstums festgestellt werden. ARS-1620 stellte somit zum damaligen Zeitpunkt
eine neue Generation der KRasG12C-S-1IP-Inhibitoren mit vielversprechenden

Eigenschaften dar.
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ARS-1620 1130 1105 3.5 2.5 63
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Abbildung 5 | Optimierung der KRasG12C-Inhibitoren. (a) Chemische Strukturen der Verbindung
120sem - ARS-107, ARS-853 und ARS-1620; (b) Biochemische und =zellulire Daten sowie
arzneimittelahnliche Eigenschaften der gezeigten Verbindungen; (c¢) Ko-Kristallstruktur von
KRasG12C:GDP in Komplex mit ARS-853 (PDB: 5f2e); (d) Ko-Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in
Komplex mit ARS-1620 (PDB: 5v9u). [Abbildung modifiziert nach Goebel et al.#]

Neben Wellspring Bioscience war nun auch das Interesse zahlreicher anderer
Forschungseinrichtungen im akademischen und industriellen Umfeld geweckt. Nur etwa
sechs Jahre nach Entdeckung einer adressierbaren Bindetasche in Ras wurden die drei
Kandidaten AMG 510, MRTX849 und JNJ-74699157 (ARS-3248) von drei
unabhangigen Unternehmen fir klinische Studien zugelassen.
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AMG 510, der von Amgen entwickelt wurde, war der erste KRasG12C-Inhibitor, der im
August 2018 fir klinische Studien (NCT03600883) und somit fiir die Verabreichung an
Menschen zugelassen wurde (Abb. 6).° In Zusammenarbeit mit Carmot Therapeutics
identifizierte Amgen die Indol-Leitstruktur 1A™%" mit einer zelluldren Aktivitat im
submikromolaren Bereich.®? In der Ko-Kristallstruktur von 14M%" konnte ein neuartiger
Bindungsmodus mit einer bisher unbekannten kryptischen Tasche durch eine alternative
Orientierung von His95 auf der Oberflache von KRasG12C beobachtet werden (Abb. 6¢).
Trotz der deutlich verbesserten zellularen Potenz gegenuber ARS-1620 war die Indol-
Leitstruktur aufgrund einer hohen Clearance und einer geringen oralen Bioverfligbarkeit
flr in vivo Experimente ungeeignet (Abb. 6a). Lanman et al. entwickelten daraufhin
durch Vergleich der Bindungsmodi von 14™%" und ARS-1620 eine Reihe neuartiger
Hybridverbindungen, die die Adressierung der kryptischen Tasche durch Substitution der
N1-Position von ARS-1620 erlaubten, darunter AMG 510 mit einem Isopropyl-
Methylpyridin-Substituenten.®® Im Vergleich zu ARS-1620 zeigte AMG 510 neben einer
10-fachen verbesserten Aktivitat im biochemischen Assay eine 20-fache Verbesserung
der Potenz im zellularen Assay mit fir in vivo Testungen notwendigen ADME-
Parametern. Zudem konnte in préklinischen Studien eine Hemmung des
Tumorwachstums in Xenograft-Modellen und dartiber hinaus eine Tumorregression bei
hoheren Dosen beobachtet werden.® AMG 510 (Sotorasib) wurde in einer klinischen
Studie (Phase I/ll) an Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren, die eine
KRasG12C-Mutation aufweisen, getestet (NCT03600883).° Insgesamt 129 Patienten,
darunter 59 mit NSCLC, 42 mit CRC und 28 mit anderen Tumoren wurde AMG 510
einmal am Tag in eskalierenden Dosierungskohorten mit Dosen von 180, 360, 720 und
960 mg oral verabreicht.® Wihrend der Behandlung sind keine dosislimitierenden
toxischen Effekte oder behandlungsbedingte Todesfélle aufgetreten und 32 % der
NSCLC-Patienten und 7% der Darmkrebspatienten haben auf die Therapie
angesprochen. Eine Krankheitskontrolle konnte bei 88 % der NSCLC-Patienten und
74 % der CRC-Patienten beobachtet werden und das mediane progressionsfreie
Uberleben betrug 6.3 Monate (NSCLC) beziehungsweise vier Monate (CRC). Sotorasib
zeigte eine herausragende krebshemmende Aktivitat und wurde schlie3lich im Mai 2021
von der FDA fir die Behandlung von KRasG12C-mutierten NSCLC zugelassen.
LUMAKRAS™ (Sotorasib) ist der erste zugelassene Wirkstoff (First-in-Class) zur
gezielten Adressierung von Ras und markiert damit einen Meilenstein in der

Préazisionsmedizin.
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Abbildung 6 | Entwicklung von AMG 510. (a) Chemische Strukturen der Indol-Leitstruktur 1Am%" ARS-

1620-Grundgerist und AMG 510; (b) Biochemische und zelluldare Daten sowie arzneimitteldhnliche

Eigenschaften der gezeigten Verbindungen; (c) Struktureller Vergleich der KRasG12C-Bindungsmodi von
ARS-1620 (PDB: 5v9u) und der Indol-Leitstruktur 14" (PDB: 6p8z); (d) Ko-Kristallstruktur von
KRasG12C:GDP in Komplex mit AMG 510 (PDB: 60im). [Abbildung modifiziert nach Goebel et al.*]

Derzeit sind weitere klinische Studien mit Sotorasib als Monotheraphie oder in

Kombination mit anderen Wirkstoffen bei Patienten mit NSCLC oder anderen soliden

Tumoren geplant. 887
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MRTX849, entwickelt von Mirati Therapeutics, wurde im Januar 2019 zu den klinischen
Studien am Menschen zugelassen (NCT03785249).29 In Zusammenarbeit mit Array
BioPharma identifizierte Mirati Therapeutics die Verbindung 47" mit mikromolarer
Inhibition der onkogenen Ras-Signalweiterleitung.®® Die Ko-Kristallstruktur von
Verbindung 47", im Komplex mit KRasG12C bestitigte die kovalente Modifikation des
mutierten Cysteins und ein strukturbasierter Wirkstoffdesign-Ansatz fiihrte Uber
Verbindung 137" mit einer verbesserten Loslichkeit und zelluldrer Potenz schlieRlich zur
Entdeckung von MRTX849.”® MRTX849 weist dabei eine zelluldre Aktivitdt im
nanomolaren Bereich mit guinstigen arzneimittelahnlichen Eigenschaften auf (Abb. 7). In
praklinischen Studien konnte zudem eine dosisabhdngige Hemmung des
Tumorwachstums sowie eine Tumorregression in Xenograft-Modellen beobachtet
werden. MRTX849 (Adagrasib) wird derzeit in einer klinischen Studie (Phasel/ll) an
Patienten mit fortgeschrittenen mutierten KRasG12C-Tumoren, darunter NSCLC und
Darmkrebs getestet (NCT03785249).1% 8 79 Patienten mit NSCLC und 31 Patienten mit
CRC wurden zweimal taglich 600 mg MRT X849 verabreicht. Wéhrend der Behandlung
haben 45 % der NSCLC- und 17 % der CRC-Patienten auf die Therapie angesprochen
und eine Krankheitskontrolle konnte bei 96 % der NSCLC- und 94 % der CRC-Patienten
beobachtet werden. Adagrasib ist somit neben Sotorasib ein zweiter vielversprechender
Kandidat bei der Behandlung von KRasG12C-mutierten soliden Tumoren.®%-%! Da bereits
anhand erster vorlaufiger Daten aus den klinischen Studien eine herausragende
Ansprechrate gezeigt werden konnte, wurde Adagrasib erst kirzlich zu einem
beschleunigten Zulassungsverfahren der FDA (Breakthrough Therapy Designation)
zugelassen. Derzeit sind weitere klinische Studien mit Adagrasib als Monotheraphie oder
in Kombination mit anderen Wirkstoffen, darunter Rezeptortyrosinkinase (RTK)-
Inhibitoren (Afatinib, Cetuximab), der PD-1-Inhibitor Pembrolizumab und dem SHP2-
Inhibitor TNO155 von Novartis geplant. 19 92-%
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Abbildung 7 | Entwicklung von MRTX849. (a) Chemische Strukturen von Verbindung 47", Verbindung
137! und MRTX849; (b) Biochemische und zellulare Daten sowie arzneimittelahnliche Eigenschaften der
gezeigten Verbindungen; (c) Ko-Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in Komplex mit Verbindung 47"
(PDB: 6n2j); (d) Ko-Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in Komplex mit MRTX849 (PDB: 6ut0).
[Abbildung modifiziert nach Goebel et al.#]

JNJ-74699157 (ARS-3248) wurde von Wellspring Bioscience in Kooperation mit
Johnson & Johnson entwickelt und im Juli 2019 zu den klinischen Studien am Menschen
zugelassen (NCT04006301). Aufgrund von dosislimitierender Toxizitat und fehlender
Wirksamkeit ist JNJ-74699157 jedoch in der klinischen Phase gescheitert.%
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1.2.2 KRasG13C - eine noch unerforschte onkogene Ras Mutante

Die zielgerichtete Adressierung der KRasG12C-Mutation demonstrierte erstmals die
therapeutische Zuganglichkeit von mutierten KRas-Proteinen und stellte damit einen
Meilenstein in der personalisierten Medizin dar. Aufgrund dieser bahnbrechenden
Entdeckung riickten weitere onkogene KRas-Mutationen in den Fokus der akademischen
sowie der industriellen Forschung. Erst kiirzlich berichtete Mirati Therapeutics von einem
vielversprechenden nicht-kovalenten KRas-Inhibitor MRTX1133, der selektiv die G12D-

Mutation adressiert.?’-%

Insgesamt weisen rund 12 % aller Tumore mit einer KRas-Mutation ein erworbenes
Cystein auf (Abb. 8a).%1% Neben der in Position 12 auftretenden Punktmutation gibt es
noch eine weitere Mutation im P-loop, die bei einer Reihe von Tumoren auftritt. Eine
Mutation des benachbarten Glycins in Position 13 ist bei etwa 14 % der Tumoren mit
einer KRas-Mutation zu beobachten und bei etwa 6 % dieser Falle wird ein erworbenes
Cystein gefunden (Abb. 8a).%1% Dije KRasG13C-Mutation, welche vor allem bei
Lungen- und Darmkrebs vorkommt, ist jedoch als Zielstruktur in der zielgerichteten
Krebstherapie noch weitestgehend unerforscht (Abb. 8b). Wie bereits zuvor beschrieben,
zeichnen sich Mutationen in Position 13 neben einer verminderten GTP-Hydrolyse
ebenfalls durch einen erhohten GEF-unabhangigen Nukleotidaustausch aus, welches
ebenfalls die onkogenen Eigenschaften dieser Mutante erklart und die Dringlichkeit der
Entwicklung von selektiven KRasG13C-Inhibitoren fur die Anwendung in der

Préazisionsmedizin widerspiegelt.

Anhand einer Durchmusterung der COSMIC-Datenbank nach hé&ufig erworbenen
Cystein-Mutationen bei Onkogenen postulierten Visscher et al. bereits im Jahre 2016
KRasG13C als potentielle Zielstruktur fir die Entwicklung kovalenter Therapeutika. Der
Cysteinrest in Position 13, der nur eine Aminosdure von G12C entfernt liegt, ist
oberflachenexponiert und somit gut zugénglich fir Cystein-reaktive Gruppen. Im
Vergleich zu G12C befindet sich die G13C-Mutation auf dem P-loop naher an der
Nukleotidbindetasche und kénnte somit durch Modifikation des Nukleotidgrundgerdists
mit einer Thiol-reaktiven Gruppe kovalent modifiziert werden (Abb. 8a). Ein Vorteil
dieses Ansatzes ist, dass unter Berlicksichtigung der Erhaltung essentieller reversibler
Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protein kovalente Inhibitoren mit

vergleichbaren pikomolaren Affinitaten generiert werden.®®
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Abbildung 8 | KRasG12C vs. KRasG13C. (a) Graphische Darstellung der GTPase KRas, innerhalb dieser
die G12C- (lila) und G13C-Mutation (rosa) als Sphéren hervorgehoben sind. Die prozentuale Verteilung
der erworbenen Cysteine aller KRas-Mutationen sowie die der G12C- und G13C-Mutation sind als
Kreisdiagramme dargestellt; (b) Anzahl der Tumore mit einer KRasG12C- (lila) und KRasG13C-Mutation
(rosa) basierend auf Daten der COSMIC-Datenbank.%%-1%0
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2 MOTIVATION UND ZIELSETZUNG

Ras-Proteine sind die am hdufigsten mutierten Onkogene in menschlichen Tumoren und
stellen daher attraktive Zielstrukturen in der Wirkstoffforschung dar. Die im Jahre 1981
entdeckten  Onkogene wurden jedoch lange Zeit aufgrund pikomolarer
Nukleotidaffinitdten sowie fehlender allosterischer Bindetaschen als nicht adressierbare
Zielstrukturen eingestuft. Erst die selektive Adressierung der KRasG12C-Mutante mittels
kovalenter KRasG12C-S-11P-Inhibitoren flhrte durch intensive Forschung sowohl im
akademischen als auch im industriellen Bereich zur unabhéngigen Entwicklung der drei
vielversprechenden klinischen Kandidaten AMG 510 (Amgen), MRTX849 (Mirati
Therapeutics) und JNJ-74699157/ARS-3248 (J&J Wellspring Bioscience). Im Mai 2021
wurde schliel}lich Sotorasib (LUMAKRAS™) von der FDA fiir die Behandlung von
KRasG12C-mutierten NSCLC zugelassen, welches erstmals die therapeutische
Anfélligkeit von mutierten KRas-Proteinen demonstrierte und somit einen Meilenstein in

der personalisierten Medizin darstellt.

Neben der Adressierung der switch-11-Tasche entwickelten Gray und Kollegen parallel
Nukleotid-kompetitive Inhibitoren, die ebenfalls kovalent an KRasG12C binden. Die am
[-Phosphat der GDP-Derivate eingefihrten elektrophilen Gruppen fiihrten jedoch zu
einem dramatischen Verlust der reversiblen Bindungsaffinitat aufgrund fehlender

essentieller Wechselwirkungen mit dem Protein und dem Mg?*-lon.

Vor diesem Hintergrund sollten im Rahmen dieser Arbeit mittels strukturbasiertem
Wirkstoffdesign Nukleotidanaloga entwickelt werden, welche kovalent an die onkogenen
KRas-Varianten KRasG12C und/oder KRasG13C binden und mit den unmodifizierten
Nukleotiden konkurrieren konnen (Abb. 9). Um die von Gray und Kollegen
beschriebenen Limitierungen zu Gberwinden, sollte zunachst anhand bereits publizierter
KRas-Kristallstrukturen eine geeignete Position fiir die Modifikation der Nukleotide mit

einer elektrophilen Gruppe identifiziert werden.

Die Bindungseigenschaften der dargestellten Nukleotidderivate sollten im Anschluss
durch biochemische Methoden bestimmt werden. Insbesondere eine detaillierte
kinetische Charakterisierung sollte Aufschluss Uber die reversiblen Affinitaten der
Nukleotidanaloga im Vergleich zu den nattirlichen Nukleotiden GDP und GTP geben.
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Mittels GEF-katalysiertem Nukleotidaustausch sowie GAP-stimulierter GTP-Hydrolyse
sollte zudem der Einfluss der kovalenten Modifikation auf die Interaktion der

modifizierten KRas-Proteine mit regulatorischen Proteinen untersucht werden.

Um einen tiefergehenden Einblick in den Bindemodus der kovalenten Nukleotidanaloga
zu erhalten, sollten zudem strukturbiologische Untersuchungen durchgefihrt werden. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte daher ein robustes Protokoll furr die Kristallisation der mit
den Nukleotidanaloga modifizierten KRas-Proteine im Arbeitskreis etabliert werden, um
anhand von verschiedenen generierten KRas-Komplexstrukturen das Design einer
zweiten Generation von Nukleotidanaloga mit verbesserten Bindungseigenschaften zu

ermdoglichen.

Aufgrund der limitierten Verfligbarkeit von mutierten KRas-abhangigen Krebszelllinien
sollten im Rahmen dieser Arbeit artifizielle KRas-abhangige Zelllinien, darunter
NIH-3T3 sowie Ba/F3-Zellen generiert werden, die in Zukunft fiir die Charakterisierung
mutantenselektiver KRas-Inhibitoren genutzt werden konnten. Fur die zelluldre
Charakterisierung der in dieser Arbeit dargestellten Nukleotidanaloga, die aufgrund ihres
anionischen Charakters nicht die Zellmembran tberwinden kénnen, sollten abschlieRend
verschiedene Strategien fir den Transfer der Nukleotidderivate in Zellen untersucht

werden.

3D Struktur des
Zielproteins

J 5 QE Strukturbasiertes
Li :
- igandendesign
Synthese

Abbildung 9 | Zyklus des strukturbasierten Wirkstoffdesigns. Ausgehend von einer Kristallstruktur des

Biochemische und zellulare
Charakterisierung

Zielproteins werden Liganden mit Hilfe von computergestiitzten Methoden designt. Die synthetisierten
Liganden werden im Anschluss in biochemischen und zelluldren Assays charakterisiert. Mittels Ko-
Kristallisation wird der Bindemodus der Liganden entschlisselt, welches als Startpunkt fur einen weiteren
Zyklus des strukturbasierten Wirkstoffdesigns dient, um Liganden mit verbesserten Bindungseigenschaften

zu erhalten.t0?
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3.1 Rationales Design kovalenter Nukleotid-basierter KRas-

Inhibitoren

Das strukturbasierte Wirkstoffdesign ist ein wichtiges Werkzeug innerhalb der
medizinischen Chemie und ermoglicht auf Grundlage bereits verfiigbarer
Kristallstrukturen klinisch relevanter Zielproteine das rationale Design einer Bibliothek
an kleinen Molekilen, die spezifisch die Bindungstaschen der Zielproteine adressieren
(Abb. 9).10

Basierend auf den bisher publizierten Kristallstrukturen der Ras-Proteine sollte im
Rahmen dieser Arbeit zundchst eine fokussierte Bibliothek von Guaninnukleotid-
basierten Verbindungen designt werden, welche kovalent an klinisch relevante onkogene
KRas-Proteine mit Mutationen innerhalb des P-loops (G12C und G13C) binden kénnen
und diese selektiv inhibieren.

Das Konzept der Nukleotid-kompetitiven Inhibition wurde anfanglich aufgrund der
hohen Affinitdt von GDP und GTP gegeniiber GTPasen verworfen. Erst in Kombination
mit einer kovalenten Bindung der Inhibitoren erlangte dieser Ansatz erneut
Aufmerksamkeit im akademischen Umfeld. Mit dem von Hunter et al. entwickelten
GDP-Derivat SML-8-73-1, welches am p-Phosphat eine elektrophile Gruppe zur
Ausbildung einer irreversiblen Bindung aufweist, konnte in der Vergangenheit
erfolgreich die onkogene Mutante KRasG12C kovalent adressiert werden (Abb. 10b).20%2
Dieser Ansatz war zwar unter bestimmten Bedingungen in vitro vielversprechend, jedoch
konnten SML-8-73-1 sowie die aus dem GDP-Derivat abgeleiteten Prodrugs zellular
aufgrund der relativ geringen reversiblen Affinitdt (Kp = 0.14 pM) — verursacht durch
fehlende essentielle Interaktionen mit dem Protein und dem Magnesiumion — nicht mit
den unmodifizierten Nukleotiden (Kp=25pM fur GDP) innerhalb der Zelle
konkurrieren.' 512 Um den Ansatz der kovalenten Nukleotid-kompetitiven Inhibitoren
daher erfolgreich in vivo umzusetzen, miissen Verbindungen generiert werden, welche
aufgrund einer intakten Diphosphat-Struktur vergleichbare reversible Affinitaten wie die
nattrlichen Nukleotide GDP und GTP aufweisen und ebenfalls tber eine elektrophile
Gruppe zur Ausbildung einer irreversiblen Bindung an einer anderen Stelle innerhalb des

Nukleotidgrundgerists verfugen.
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Die von Wiegandt et al. beschriebenen GDP-Derivate, die eine elektrophile Gruppe an
der N2-Position der Guaninbase besitzen und urspriinglich fir die GTPase Ypt7Q35C
entwickelt wurden, weisen zwar eine intakte Diphosphat-Struktur auf, jedoch ist die
Derivatisierungsposition zu weit entfernt, als dass eine kovalente Bindung an KRasG12C
oder KRasG13C erfolgen konnte (Abb. 10a).103-104

Um die von Hunter et al. und Wiegandt et al. beschriebenen Limitierungen zu Giberwinden
und Nukleotidanaloga zu generieren, welche aufgrund vergleichbarer reversibler
Affinitaten innerhalb der Zelle mit GDP und GTP konkurrieren konnen, wurde die 2¢,3¢-
Position der Riboseeinheit als potentielle Derivatisierungsposition identifiziert, da
Modifikationen an dieser Position die Nukleotidaffinitit nicht wesentlich verandern.1%
Im Rahmen dieser Arbeit sollten demnach Nukleotidanaloga synthetisiert werden, welche
eine elektrophile Gruppe an den 2°,3‘-OH-Gruppen der Ribose fir eine kovalente
Modifikation onkogener KRas-Proteine mit Mutationen innerhalb des P-loops (G12C und
G13C) besitzen (Abb. 10d). Nukleotidderivate mit verschiedenen Linkerlangen (eda:
Ethylendiamin, pda: Propylendiamin und bda: Butylendiamin) basierend auf dem GDP-,
GTP- sowie dGTP-Grundgerust sollten generiert werden, um eine optimale Ausrichtung
der Thiol-reaktiven Gruppe fir die jeweiligen KRas-Mutanten zu erzielen. Neben den
Acrylamid-Derivaten, die potenziell Uber eine Michael-Addition irreversibel an
KRasG12C oder KRasG13C binden kdnnen, sollten ebenfalls entsprechende Acetamid-

Derivate als nicht reaktive Kontrollverbindungen generiert werden (Abb. 10e).
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Abbildung 10 | Rationales Design von 2¢,3¢-modifizierten Nukleotidanaloga. (a) Chemische Struktur
von aGDP sowie Kristallstruktur von Ypt7Q35C-aGDP (PDB: 4phf); (b) Chemische Struktur von SML-
8-73-1 sowie Kristallstruktur von KRasG12C in Komplex mit SML-8-73-1 (PDB: 4nmm); (c) Analyse der
Kristallstruktur von KRasWT:GDP hinsichtlich der Generierung einer fokussierten Bibliothek von
Guaninnukleotid-basierten Verbindungen; (d) Modell von KRasG12C und KRasG13C (basierend auf
PDB: 4obe), welches die Abstande zwischen dem Cysteinrest und den zu modifizierenden OH-Gruppen
der Ribose zeigt; (e) Allgemeine Zielstruktur der Nukleotidanaloga, bei denen eine elektrophile Gruppe

unter Variation der Linkerlange an der 2¢,3°-Position der Riboseeinheit eingefiihrt werden sollen.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Eine grofRe Herausforderung bei der Entwicklung von Nukleotid-kompetitiven
Inhibitoren ist neben den hohen Affinitaten sowie zelluldren Konzentrationen von GDP
und GTP die Selektivitdt der Nukleotidanaloga gegenuber anderen GTPasen, da die
Aminosauresequenz der Nukleotidbindetasche innerhalb der Ras-Superfamilie hoch
konserviert ist.1® Ein multiples Alignment der G-Domane der Ras-Superfamilie kleiner
GTPasen sollte daher vorab mit den designten Nukleotidderivaten durchgefiihrt werden,
um Aufschluss tGber mogliche off-targets zu erhalten. Bei der mit dem Uniprot-Server
angefertigten Sequenzuberlagerung der Uber 150 GTPasen, wurden die Bereiche
markiert, welche theoretisch in Reichweite des eda-Linkers (~ 10 A) sowie des bda-
Linkers (~ 12 A) liegen (Abb. A1). AnschlieBend wurden die innerhalb dieser Regionen
befindlichen Cysteine gekennzeichnet und die GTPasen, welche Cysteine in Reichweite
der Linker aufweisen, im Rahmen eines Cystein-Profilings zusammengefasst (Abb. 11,
Tab. A2) Nur etwa 7 % der GTPasen besitzen Cysteine innerhalb des P-loops und nur
drei der insgesamt tiber 150 GTPasen weisen an der Position, die dem Rest 13 in KRas
entspricht, eine Cysteinseitenkette auf (Arl4a, RheBL1 und Rab21). An Position 12
hingegen besitzt nur eine GTPase der Ras-Superfamilie ein Cystein (Ift22). Dariiber
hinaus weisen eine Reihe von GTPasen ebenfalls Cysteine in Regionen auRerhalb des P-
loops in der Ndhe des Nukleotids auf. Diese Bereiche sind jedoch zumeist weiter entfernt
von den Positionen 12 und 13, sodass bei Optimierung der Liganden durch geeignete
Gestaltung der Linker und Optimierung der Ausrichtung der reaktiven Gruppe eine

ausreichende Spezifitat gegenliber KRasG12C oder KRasG13C zu erwarten ist.

Es ist somit davon auszugehen, dass die auf Grundlage von KRas-Kristallstrukturen
(KRasWT und KRasG12C) sowie einer Sequenziberlagerung der Ras-Superfamilie
Kleiner GTPasen designten Nukleotidanaloga nicht als breite GTPase-Inhibitoren
fungieren und eine ausreichende Selektivitat hinsichtlich der gewiinschten P-loop
Mutationen (G12C und G13C) aufweisen werden.
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Abbildung 11 | Cystein-Profiling. Die charakteristischen Elemente der kleinen GTPasen sind anhand der
Kristallstruktur von KRasWT (PDB: 4obe) entsprechend farblich markiert (G1 (P-loop): violett, G2
(switch-I): rot, G4 (NKxD): griin, G5 (SAK): gelb). Die Bereiche innerhalb der GTPasen, die in Reichweite
des eda-Linkers (~ 10 A, grau) und des bda-Linkers (~12 A, blau) liegen sind in der Sequenz farblich
hervorgehoben. Die Anzahl der GTPasen, die innerhalb dieser Regionen Cysteine aufweisen sind durch
Balken angedeutet und in Tab. A2 zusammengefasst. Das fiir das Cystein-Profiling vorab erstellte multiple

Alignment der G-Doméne der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen ist in Abb. Al dargestellt.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.2 Synthese und Charakterisierung von kovalenten

Guaninnukleotid-basierten Verbindungen

Anders als die im Arbeitskreis von Prof. Dr. Daniel Rauh routineméaRig durchgefiihrten
Synthesen klassischer kleiner organischer Molekiile, bestand die groRte Herausforderung
bei der Synthese der Guaninnukleotid-basierten Verbindungen zundchst in der
Handhabung sowie Etablierung geeigneter Systeme zur Darstellung, Reinigung und

Analyse der Zielverbindungen.

Viele Nukleotidsynthesen werden unter wasserfreien oder nahezu wasserfreien
Bedingungen durchgefuhrt. Daher besteht der erste Schritt haufig darin, die TEA-,
Pyridinium- oder TBA-Salze der kommerziell erhéltlichen Natrium-, Lithium- oder
anderen wasserloslichen Salze unter Verwendung von Kationenaustauschern
herzustellen. Die am weitesten verbreitete préparative Chromatographietechnik zur
Reinigung der negativ geladenen Nukleotide ist die Anionenaustauschchromatographie,
die in Kombination mit einem variablen UV-VIS Detektor eine Isolierung der
synthetisierten Nukleotidenaloga ermdglicht. Eine abschlieRende Charakterisierung von
neu synthetisierten Nukleotidderivaten umfasst in der Regel chromatographische und
spektrale Techniken, um neben einer eindeutigen Strukturzuordnung auch den

Reinheitsgrad zu bestimmen.2’

Im folgenden Kapitel wird die Etablierung eines robusten Systems fir die Synthese der
Guaninnukleotid-basierten Zielverbindungen beschrieben. Nach erfolgreicher Synthese
sollte die Reinheit der dargestellten Nukleotidanaloga uber isokratische HPLC-Ldufe
bestimmt werden. Im Falle der 2°,3‘-modifizierten Nukleotide sollte zudem die pH-
abhéngige Trennung der 2°,3‘-Isomere untersucht und die prozentuale Verteilung der

Isomere Uber NMR-Spektroskopie bestimmt werden.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.2.1 Synthese der Nukleotidanaloga

Die Synthese der Nukleotidanaloga wurde nach dem von Cremo et al. (1990) festgelegten
und von Eberth et al. (2005) beschriebenen Protokoll durchgefiinrt (Abb. 12).10% 108
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Abbildung 12 | Syntheseschema der Nukleotid-basierten Zielverbindungen. Reagenzien und
Bedingungen: (i) 5 eq. CDI (2) DMF, 4 °C, 24 h; (ii) 5 eq. 4a-c, DMF; (iii) ddH>O/HCI pH 1.5, 4 °C,
1-3d; (v) 100 mM Tetraborat-Puffer, RT, 24 h.

Als Ausgangspunkt der Syntheseroute dienten die kommerziell erhéltlichen Natriumsalze

der Nukleotide GDP, GTP und dGTP (1), die Uber einen Kationenaustauscher in eine

DMF-16sliche Form Gberfuhrt wurden. Dabei wurde das S&ulenmaterial zunéchst durch

Lagerung in ddH>O/Pyridin (1:1) und anschlieBendes Waschen mit ddH.O in die
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Pyridiniumform Gberflhrt. Anschlielend wurden die Natriumsalze der Nukleotide auf die
Saule gegeben und mit einem Gemisch aus ddH>O/MeOH (1:1) von der S&ule eluiert,
wobei die Natriumionen gegen Protonen ausgetauscht wurden. Da die eluierten
Nukleotide unter sauren Bedingungen nicht stabil sind, wurden diese durch Zugabe von
TBA in die entsprechenden TBA-Salze uberfiihrt. AnschlieBend wurden die DMF-
I6slichen Nukleotide mit Carbonyldiimidazol (CDI, 2) umgesetzt, wobei durch
nukleophile Substitution der Imidazoleinheiten durch die 2¢- und 3°‘-Hydroxylgruppen
der Ribose das Intermediat 3 generiert wurde. Im Falle von GDP und GTP als
Startmaterial wurde dabei ein zyklisches Carbonat gebildet.1% Neben der Modifizierung
der Ribose wurde zudem durch Reaktion von CDI mit den finalen Phosphorséureestern
das entsprechende Phosphoramidat unter Abspaltung von Imidazol und CO; gebildet.
Durch die anschliellende Zugabe der primaren Amine (4a-c) wurden die entsprechenden
Carbamate (5) gebildet. Um unterschiedliche Linkerldngen zu generieren wurden dabei
Ethylendiamin (eda, 4a), Propylendiamin (pda, 4b) und Butylendiamin (bda, 4c)
verwendet. Die dabei entstandenen Feststoffe konnte durch Zentrifugation und
anschlieBendes mehrmaliges Waschen mit trockenem DMF isoliert werden. Dabei
wurden sowohl Derivate mit einer Imidazol-modifizierten als auch solche mit den
priméren Aminen-modifizierten terminalen Phosphatgruppe beobachtet. Durch die
anschlieBende saure Hydrolyse bei pH 1.5 konnte das Phosphoramidat gespalten und das
entstandene freie Amin mittels lonenaustauschchromatographie gereinigt werden. Zur
Reinigung der modifizierten Nukleotide wurde ein starker Anionenaustauscher mit
quartdaren Ammoniumionen als funktionelle Gruppe verwendet und die Elution der
Nukleotide erfolgte bei linearer Erhéhung der Konzentration eines Konterions (50 mM —
1 M TEA) in der mobilen Phase (Abb. 13a) Die gesammelten Fraktionen wurden mittels
HPLC unter Verwendung von TBAB als Gegenion im Laufpuffer analysiert (Kapitel
3.2.2). Die Produkt-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und lyophilisiert und das
TEA-Salz im Anschluss durch mehrmalige Aufnahme in MeOH und anschliel}ender
Einengung am Rotationsverdampfer entfernt. Im finalen Reaktionsschritt wurden die
freien Amine (4a-c) innerhalb einer Additions-Eliminierungsreaktion'® mit den aktiven
Estern Acryloxysuccinimid (7a) oder Acetoxysuccinimid (7b) umgesetzt, um den
Michael-Akzeptor bzw. das reversible Analogon darzustellen. Die Zielverbindungen
wurden abschlieBend erneut ber die Q-Sepharose-Saule gereinigt (Abb. 13b) und die
Reinheit mittels isokratischer HPLC-L&ufe bestimmt (Kapitel 3.2.2).

32



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

a b
4500 100 4000 4 r 100
— 252 nm X — 252 nm )
4000 o <fL,L o0 3500 4 . <ﬁx [ %
e 80 LT L 8o
3500 oy 3000 4 Salz L) )
,’l\,n./\.,, 70 J\f\/\kﬁ L 70
3000 ' ’
pdaGDP 0 2500 4 Acryl-pdaGDP L s0
_ 2500 S
] o
2 50 o <2000 F50
2000
40 1500 4 b 40
1500
* 1000 ; <Jf’* [
1000 20 " {‘J b 20
500 10 500 1 K 10
0 AN 0 0 +== 0
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
mL mL

Abbildung 13 | Reinigung der Nukleotidanaloga. (a) Chromatogramm des Anionenaustauschers von
pdaGDP. (b) Chromatogramm des Anionenaustauschers von Acryl-pdaGDP (8b). Die Nukleotidanaloga

eluieren zwischen 70 und 80 % Puffer B (grin).

Insgesamt konnten mit dieser Syntheseroute 15 verschiedene Guanosinnukleotidderivate
erfolgreich dargestellt werden (Tab. 1).

Tabelle 1 | Ubersicht der dargestellten Nukleotidanaloga (8a-80). Nukleotidderivate mit verschiedenen
Linkerlangen (eda, pda und bda) wurden basierend auf dem GDP, GTP sowie dGTP-Grundgerist
hergestellt.  Neben den  Acrylamid-Derivaten  wurden ebenfalls  Acetamid-Derivate  als

Kontrollverbindungen generiert.

Nukleotid # Linker R?
8a eda 0
2 8b pda z
I 8c bda \ej\/
GDP 2 9 N"SNZ NH;
HO—P-0—F-0—1 8d eda 0
OH OH
OH OH 8e pda \ej\
8f bda
8¢ eda 0
2 8h pda z
SN 8i bda A0
GTP 2 9 9 N N/)\NHZ
HO—P-0—P-0—P-0— 4 8j eda o
OH OH OH
OH OH 8k pda \ej\
8l bda
o
<,N B0 8m eda o
dGTP 9 9 Q N N/)\NHZ 8n pda W
HO=P-0—P-0—P-0 o
o1 S OH 80 hda

OH
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3.2.2 Isokratische Trennung der Nukleotidanaloga

Die Reinheit der Nukleotidverbindungen wurde durch HPLC unter Verwendung von
Tetrabutylammoniumbromid als Gegenion im Laufpuffer bestimmt (50 mM KP;pH 6.6,
10 mM TBAB, 16 % ACN).!* Die positiv geladenen TBA-lonen interagieren dabei mit
den negativ geladenen Phosphatgruppen der Nukleotide, wodurch die Retentionszeit mit
steigender Zahl an Phosphatgruppen zunimmt. Die Retentionszeiten aller synthetisierten
Nukleotidanaloga wurden mit dem Gmix, der Guanosin, GMP, GDP, GppNHp und GTP
enthalt, verglichen (Abb. 14). Guanosin weist dabei die geringste Retentionszeit
(~2.5 min) auf, gefolgt von GMP mit einer Phosphatgruppe (~3.3 min) und GDP mit zwei
Phosphatgruppen (~5.3 min). Das nicht hydrolysierbare GTP-Analogon GppNHDp,
welches zwischen dem g- und y-Phosphat eine Amin-Gruppe besitzt, eluiert zwischen
sechs und sieben Minuten und weist zudem ein zweites charakteristisches Signal bei etwa
vier Minuten fiir das Abbauprodukt GppNH. auf!!’ GTP mit insgesamt drei
Phosphatgruppen besitzt die hdchste Retentionszeit und eluiert bei etwa neun Minuten.
Die beschriebenen Retentionszeiten des Gmix beziehen sich dabei auf das im Laufpuffer

enthaltene ACN (16 %) und kénnen je nach Pufferzusammensetzung variieren.
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Abbildung 14 | Isokratische Trennung der Bestandteile des Gmix. Basierend auf der Wechselwirkung
mit dem Gegenion TBA und in Gegenwart von 16% ACN im Laufpuffer weisen die Verbindungen folgende
Retentionszeiten auf: Guanosin (2.5 min), GMP (3.3 min), GppNH: (3.9 min), GDP (5.3 min), GppNHp
(6.7 min), GTP (9.0 min).
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Die mittels der beschriebenen Syntheseroute generierten Nukleotidanaloga weisen im
Falle von GDP- und GTP-Derivaten zwei charakteristische Signale fur das entsprechende
2¢-Isomer und 3‘-Isomer auf. Im Gleichgewicht liegt dabei zu 60-70 % das 3 ‘-1somer und
zu 30-40 % das 2°-Isomer vor.1% Die dGTP-Derivate hingegen weisen dementsprechend
ein charakteristisches Signal fiir das 3°-Derivat auf. Die freien Amine der synthetisierten
Nukleotidanaloga, die die Vorstufe der finalen Derivate darstellten, wiesen dabei die
geringste Retentionszeit auf, gefolgt von den Acetamid-Kontrollverbindungen und den
Acrylamiden, die potentiell Gber den Michael-Akzeptor kovalent an das mutierte Protein
binden kénnen (Abb. 15).
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Abbildung 15 | Isokratische Trennung der dargestellten Nukleotidanaloga. Isokratische HPLC-L&ufe
von (a) GDP-basierten (b) GTP-basierten und (c) dGTP-basierten Nukleotid-Analoga (rot: freie Amine,
grin: Acetamide, blau: Acrylamide). Fir GDP und GTP Derivate konnten zwei lberlappende Signale
entsprechend den 2‘- und 3‘-Isomeren beobachtet werden, wohingegen die dGTP-Derivate ein Signal fur

das entsprechende 3°-Isomer aufwiesen.
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Sowohl die Acetamide als auch die Acrylamide kdnnen dabei iber den aliphatischen Rest
zusétzlich mit der hydrophoben Festphasen-Matrix (C-18) interagieren, wodurch die
Verbindungen langer auf der Sdule zurlickgehalten werden als die freien Amine und
demnach spater eluieren. Im Vergleich zu den GDP-Derivaten konnten fir die GTP und
dGTP-Derivate aufgrund der zusatzlichen Phosphatgruppe hohere Retentionszeiten
beobachtet werden. Insgesamt wurde bei dem Grofiteil der dargestellten
Nukleotidanaloga eine Reinheit von iber 90 % beobachtet (Kapitel 5.3.1).

Im Gegensatz zu 2°¢,3°-Isomeren von Riboseestern, bei denen innerhalb von Minuten bei
physiologischem pH-Wert wieder ein Isomerengemisch entsteht,!12114 ist es moglich
2°,3-Isomere von Carbamaten bei einem niedrigen pH-Wert chromatographisch zu
trennen und aufgrund der deutlich langsameren Transcarbamoylierung bei einem
physiologischen pH-Wert ohne signifikante Reequilibrierung zu verwenden.10 115
Anhand von Acryl-pdaGDP (8b) wurde daher die pH-abhangige Trennung der 2°,3°-
Isomere untersucht, wobei bei einem pH-Wert von 6.6 zunachst die beiden Isomeren

voneinander getrennt wurden (Abb. 16).
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Abbildung 16 | pH-abhiéingige Trennung der 2¢,3¢-Isomere von Acryl-pdaGDP (8b). (a) Isokratische
HPLC-Ld&ufe von Acryl-pdaGDP (8b) mit zwei charakteristischen Signalen fur das 2°- und 3°-Isomer; (b)
Strukturen der 2¢,3‘-Isomere von Acryl-pdaGDP (8b); (c) Isokratische Trennung der 2°,3‘-Isomere und
anschlieende Inkubation bei pH 6.6; (c) pH-abhingige Trennung der 2°,3°-Isomere und anschlieRende
Inkubation bei pH 6.6, 7.5 8.0 und 8.5 fiir 24 h bei RT.
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Trotz einer insgesamt dreitdgigen Inkubation bei Raumtemperatur konnte bei pH 6.6
keine Reequilibrierung beobachtet werden. Durch die Erhdhung des pH-Wertes, bei der
die Transcarbamoylierung begunstigt wird, konnten hingegen bereits nach 24 Stunden
die Reequilibrierung der Isomere gesteigert werden. Da unter physiologischen
Bedingungen bei einem pH-Wert von 7.5 kein reines Isomer erhalten werden konnte und
die Isomere ein unterschiedliches Bindeverhalten gegeniiber Ras aufweisen konnten,
wurden zudem die dGTP-Derivate hergestellt (Abb. 15¢).113-114

3.2.3 NMR-Untersuchungen

Eine Charakterisierung von Nukleotidderivaten umfasst in der Regel chromatographische
und spektrale Techniken, um neben einer eindeutigen Strukturzuordnung auch den
Reinheitsgrad zu bestimmen. Die Aufnahme eindimensionaler *H-NMR-Spektren neu
synthetisierte Nukleotidanaloga gehdrt mittlerweile zur géangigen Praxis und eine
eindeutige Zuordnung von H-NMR-Signale kann unter Beriicksichtigung von
zweidimensionalen NMR-Spektren (COSY (engl.: correlated spectroscopy) oder
NOESY (engl.: nuclear overhauser enhancement spectroscopy)) erfolgen. Fir die
Aufnahme eines *H-NMR-Spektrum werden typischerweise 10 mM des Nukleotids als
Natriumsalz in neutralem DO verwendet, wobei DSS als interner Standard verwendet
wird. Der pH-Wert der zu untersuchenden Nukleotidlésung kann mit NaOD oder DCI
eingestellt werden. Typischerweise werden die Spektren bei 35 bis 40 °C aufgenommen,
um eine Uberlagerung des restlichen H.O-Signals mit dem Ribosering zu vermeiden. !
Eine niitzliche Referenz fiir standardmiBige ‘H-chemische Verschiebungen und
Kopplungskonstanten von zahlreichen Nukleotiden wurde von Son und Chachaty bereits
im Jahre 1977 publiziert, so bspw. fiir Guanosinnukleotiden, die mit einem inhouse
erzeugten 'H-NMR-Spektrum von kommerziell erhaltlichem GDP iibereinstimmen
(Abb. 17).11¢
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Abbildung 17 | NMR-Untersuchungen von GDP. (a) Chemische Verschiebungen von
Guanosinnukleotiden-Protonen nach Son und Chachaty et al. (1977); (b) *H-NMR-Spektrum von GDP in
ddH20 bei 40 °C. Als Referenz wurde DSS verwendet.

In der Vergangenheit hat sich die Aufnahme von 'H-NMR-Spektren zudem als ein
niitzliches Werkzeug zum Verstindnis des chemischen Gleichgewichts zwischen 2°¢, 3¢-
Estern und Carbamaten des Riboseringes erwiesen. Dabei wurden die Anteile an 2°- und
3‘-Isomeren durch Messung der relativen Flache unter den Resonanzsignalen fir H8,
HI1¢, H2° und H3® bestimmt. Mahmood et al. (1987) und Cremo et al. (1990) konnten
anhand von *H-NMR-Spektren das in der Literatur beschriebene Isomerenverhaltnis

sowohl fiir Riboseester als auch Carbamate bestatigen.10®: 117

Um das Isomerenverhiltnis der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten 2°,3°-
Nukleotidanaloga zu charakterisieren wurden nach dem zuvor beschriebenen Protokoll
exemplarisch eine Probe von Acetyl-edaGDP (8d) vorbereitet und ein H-NMR-
Spektrum bei 500 MHz und 40 °C aufgenommen. Um eine eindeutige Zuordnung der
Signale fiir das 2°-und 3‘-Isomer zu ermdglichen wurde zudem ein NOESY -Spektrum
aufgenommen. Das NOESY-Experiment ermoglicht dabei die Aufldsung von
koppelnden Protonen, die zwar Uber viele Bindungen voneinander getrennt sind, sich aber
in raumlicher Nahe befinden.!'® Mit Hilfe der aufgenommenen NMR-Spektren konnte
das Vorliegen von zwei verschiedenen Spezies bestatigt werden, da flr jedes Proton zwei
spezifische Resonanzsignale beobachtet werden konnten (Abb. 18). Durch Integration
der relativen Flache unter dem Resonanzsignal fir H8 wurde das Isomerenverhaltnis
bestimmt und auf diese Weise etwa 60 % des 3‘-Isomers und 40 % des 2°-Isomers
beobachtet. Neben den spezifischen Resonanzsignalen fir das Nukleotidgrundgerust
konnten ebenfalls zwei charakteristische Signale fiir die Acylgruppe der einzelnen

Isomeren detektiert werden, die das zuvor bestimmte Isomerenverhaltnis bestatigten.

38
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Die charakteristischen Signale fir den eda-Linker konnten jedoch nicht eindeutig
identifiziert werden, da bei der Aufreinigung der Nukleotide mit dem TEAB-Puffer die
entsprechenden TEA-Salze generiert wurden, deren Signale die eda-Signale Uberlagern.
Durch eine anschlieRende Umwandlung der TEA-Salze in die entsprechenden Na*-Salze
konnte ebenfalls kein Spektrum erhalten werden, die eine Zuordnung der Signale fiir den
eda-Linker ermdglichten, sodass dieser Ansatz verworfen wurde. In Kombination mit der
Aufnahme eines hochaufgeldsten Massenspektrums konnte die Identifikation von Acyl-
edaGDP (8d) jedoch eindeutig bestatigt werden. Kdirzlich publizierten Huecas et al.
analoge Spektren fir mant-GTP, die mit den hier erhaltenen Ergebnissen

Ubereinstimmen.t®

a
og 3 3 & 2HRR fa70
€ T R Ty !
160
+150
+140
130
120
z 1
]
§ 110
E !
f-100
{-900
L2
T y ¥ ]
7.0 21 20 19 18 800 £
A (ppm) b=
f-700
c
fL HEPES TEAB e
, <n Iu’)\ 500
O OH = o 0 400
A PN DsS ||
§ . * f-300
3‘-Isomer 2‘-lsomer [
Acetyl-edaGDP {200
100
¥ U S S T U :o
y XY N vy o i [
8K IR 25 B2 KRS 83
-1 pc diw, S wded e Fao
9.0 8.5 8.0 .5 7.0 6.5 60 55 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0
1 (ppm)

$ 7
+
1 (ppm)

HB-H2'
(5.5558.10)

....... —————————— e ———— —— ———————————
82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42
12 (ppm)

Abbildung 18 | NMR-Untersuchungen von Acetyl-edaGDP (8d). (a) *H-NMR-Spektrum von Acetyl-
edaGDP aufgenommen bei 500 MHz und 40 °C; (b) NOESY -Spektrum von Acetyl-edaGDP aufgenommen

bei 500 MHz und 40 °C. Die Signale fiir das 2°-Isomer sind in blau und fiir das 3°-1somer in rot markiert.
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3.3 Biochemische Charakterisierung

Nach der erfolgreichen Synthese der geplanten Guanosinnukleotidderivate erfolgte die
biochemische Charakterisierung der Verbindungen. Aufgrund der sehr hohen Affinitaten
der natlrlichen Nukleotide GDP und GTP gegenuber Ras ist eine detaillierte
biochemische Evaluierung Nukleotid-kompetitiver Inhibitoren nicht trivial.'® Jeganathan
et al. postulierten einen Arbeitsablauf fir die Charakterisierung potenzieller Nukleotid-
kompetitiver Inhibitoren von Ras-Proteinen.!%® Demnach ist im Falle von kovalenten
Nukleotid-kompetitiven Inhibitoren ebenfalls eine detaillierte Bestimmung der
reversiblen Affinitaten der generierten Nukleotidanaloga essentiell, um Verbindungen zu
entwickeln, die in vivo mit den unmodifizierten Nukleotiden GDP und GTP konkurrieren

kdnnen.

Im folgenden Kapitel wird die detaillierte biochemische und kinetische Charakterisierung
der zuvor generierten Nukleotidanaloga beschrieben. Nachdem die fiir die biochemische
Charakterisierung genutzten verkirzten KRas-Konstrukte erfolgreich exprimiert und
aufgereinigt wurden, sollte zunachst das kovalente Bindeverhalten der Nukleotidderivate
uber massenspektrometrische Untersuchungen untersucht werden. Der Einfluss des
eingefuhrten Linkers sollte anschlielend Uber eine detaillierte kinetische Untersuchung
sowie mittels GEF-katalysierten Nukleotidaustausch und GAP-stimulierter GTP-

Hydrolyse bestimmt werden.

3.3.1 Proteinexpression und -reinigung der verklrzten KRas-

Konstrukte

Die fir die biochemische Charakterisierung verwendeten KRas:-169-Konstrukte, die nicht
iiber die drei Oberflachencysteine C51, C80 und C118 verfiigen (Cys-light)*’, wurden
zun&chst mit dem bereits in der Arbeitsgruppe etablierten Protokoll exprimiert und
gereinigt (Abb. 19). Nachfolgend sind die Proteinexpression und -reinigung der
verkurzten Konstrukte exemplarisch fir KRasG13Ci.1e9 (Cys-light) gezeigt. Die

Reinigung vom WT sowie von der G12C-Mutante wurden analog durchgefiihrt.”

* Durchfiihrung der Expression und Reinigung der KRas;.169-Konstrukte von Andreas Arndt (technischer
Assistent der AG Rauh, TU Dortmund) und B.Sc. Paul Siebers (studentische Hilfskraft der AG Rauh, TU
Dortmund).
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Abbildung 19 | Reinigungsprotokoll fir die KRasi-160-Konstrukte. Nach der Isolierung der KRas-

Proteine (ber eine Nickel-Affinitatschromatographie (Ni-AC) wurde Uber Nacht eine Dialyse bei
zeitgleicher Abspaltung des Hiss-tags durch die TEV-Protease durchgefiihrt. Nach einer zweiten reversen
Ni-AC sowie einer lonenaustauschchromatographie (IEX) wurde eine GréRenausschlusschromatographie

(SEC) durchgefiuhrt und das reine Protein bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Nach der erfolgreichen heterologen Expression in BL21 (DE3)-Zellen durch IPTG-
vermittelte Induktion wurden die Zielproteine zunédchst aus dem geklarten Zelllysat
mittels Ni?*-Affinititschromatographie (Ni-AC) isoliert. Die N-terminal mit einem
Hexahistidin-tag versehenen Zielproteine interagieren dabei mit den Ni?*-lonen der
Séulenmatrix und koénnen durch Anlegen eines linearen Imidazol-Gradienten von der
Sdaule eluiert werden. Die Fraktionen des Eluats wurden mittels SDS-PAGE analysiert,
wobei eine Bande flr das Zielproteins auf einer Hohe von etwa 21 kDa zu beobachten
war (Abb. 20).
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Abbildung 20 | Erste Ni?*-Affinitatschromatographie. (a) Chromatogramm der ersten Ni-AC von
KRasG13Ci.169 (Cys-light) (blau: Absorption bei 280 nm; grin: Anteil des Imidazol-haltigen
Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (1: Fraktionen des ersten
Eluatpeaks, M: Marker Unstained SDS-PAGE Standards, broad range).

Die Zielprotein-enthaltenen Fraktionen (Eluatpeak 1) wurden vereinigt und zur
Abspaltung des Hise-tags tiber Nacht in Gegenwart von TEV-Protease dialysiert. Eine
zweite reverse Ni-AC wurde zur Abtrennung der TEV-Protease sowie des
ungeschnittenen Proteins durchgefiihrt und das geschnittene Protein, konnte erfolgreich

im Durchfluss der Sdule aufgefangen werden (Abb. 21).
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Abbildung 21 | Reverse Ni?*-Affinitatschromatographie. (a) Chromatogramm der zweiten reversen Ni-
AC von KRasG13Ci-169 (Cys-light) (blau: Absorption bei 280 nm; griin: Anteil des Imidazol-haltigen
Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (Nil: vereinigte
Eluatfraktionen der ersten Ni-AC, TEV: TEV-Protease, U: Uberstand, P: Pellet, E: Eluat, M: Marker
Unstained SDS-PAGE Standards, broad range).

Mit einer daran anknipfenden lonenaustauschchromatographie (IEX) wurden die
Proteine weiter gereinigt. Die Elution der Ras-Proteine erfolgte durch einen linearen
Gradienten unter Erhohung der NaCl-Konzentration. Die erhaltenen Fraktionen des
ersten Eluatpeaks wurden mittels SDS-PAGE analysiert, wobei eine Anreicherung des

Proteins, welches eine Grolie von etwa 19 kDa aufweist, zu beobachten war (Abb. 22).
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Abbildung 22 | lonenaustauschchromatographie. (a) Chromatogramm der IEX von KRasG13Ci.1s9
(Cys-light) (blau: Absorption bei 280 nm; griin: Anteil des Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der
IEX mittels SDS-PAGE (1: Fraktionen des ersten Eluatpeaks, M: Marker Unstained SDS-PAGE Standards,

broad range).

Die Zielprotein-enthaltenen Fraktionen (Eluatpeak 1) wurden vereinigt und abschlieRend
uber eine GrolRenausschlusschromatographie (SEC) der Grolke nach aufgetrennt, um

verbliebene Verunreinigungen abzutrennen und die Proteine in monomerer Form zu
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erhalten. In allen mittels SDS-PAGE analysierten Fraktionen des Eluatpeaks konnte das
Zielprotein in hoher Reinheit beobachtet werden (Abb. 23).
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Abbildung 23 | GrdRenausschlusschromatographie. (a) Chromatogramm der SEC von KRasG13Ci.-169
(Cys-light) (blau: Absorption bei 280 nm); (b) Analyse der Fraktionen der SEC mittels SDS-PAGE (1:
Fraktionen des ersten Eluatpeaks, M: Marker Unstained SDS-PAGE Standards, broad range).

Mithilfe des zuvor etablierten Reinigungsprotokolls konnten alle drei KRasi-1690-
Konstrukte erfolgreich tber insgesamt vier chromatographische Arbeitsschritte in hoher
Reinheit erhalten werden, wobei je nach Konstrukt zwischen 0.5 und 2 mg pro Liter
Expressionskultur gewonnen werden konnten. Fir eine eindeutige Zuordnung der
gereinigten KRas-Proteine wurden zusatzlich Proben mittels ESI-Massenspektrometrie
analysiert. Die dekonvolutieren Massenspektren korrelierten dabei mit dem theoretischen
Molekulargewicht von KRas Wildtyp sowie der Mutanten (Abb. 24).
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Abbildung 24 | Massenspektren der KRasi-1s9-Konstrukte. Massenspektren von (a) KRasG13Ci.169
(CyS'Ilght), MWberechnet: 19464 Da; (b) KRaSGlZCLlGQ (Cys‘light), MWberechne[: 19464 Da Und
KR&SWTl.lsg, MWberechnet: 19440 Da

Die erfolgreich gereinigten KRasi-160-Konstrukte konnten anschlieend neben
Kristallisationsexperimenten (Kapitel 3.4) fir die biochemische Charakterisierung der
synthetisierten Nukleotidanaloga verwendet werden.
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3.3.2 Massenspektrometrische Evaluierung

Die erfolgreich gereinigten KRas:-160-Konstrukte konnten im Anschluss innerhalb von
massenspektrometrischen Untersuchungen fir den Nachweis einer irreversiblen
Modifikation der Zielproteine durch die zuvor dargestellten Nukleotidanaloga genutzt
werden, wobei bei einer erfolgreichen kovalenten Bindung eine Verschiebung des

Massenspektrums um die jeweilige Masse der Bindungspartner zu erwarten ist.

Die synthetisierten Acrylamid-Derivate wiesen eine selektive Bindung an KRasG13C
auf, wohingegen bei der G12C-Mutante keine kovalente Modifikation beobachtet werden
konnte (Abb. 25, Abb. A3).

a pH7.5 b pH 9.5

£100 19462 Da S1001 6200

?_f_i 80 o edaGDP 583 Da :E 80 4 edaGDP 583 Da

] pdaGDP 597 Da ® | pdaGDP 597 Da

E 60 4 bdaGDP 611 Da 5 60 1 | bdaGDP 611 Da

£ = |

= 40 S 401

> 2z I

£ 20 1 J £204

g o ' . g o A ; : .

19400 19600 19800 19400 19600 19800 20000

Masse (Da) Masse (Da)

0
o
®

100 {1 edaGDP ) 100 | 100 {1 bdaGDP

£ 80 A & 80 A £ 80
c [ c
2 60 1 2 60 2 60 4
m o o
= & g
5 40 1 5 40 1 5 40 -
o (=] =}
= = =

20 ; 20 4 20 §

U | e - -
0m = 0 R 0¥ —
7.5 8.0 85 9.0 9.5 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5
pH pH pH
#KRasG13C #®KRasWT #KRasG13C #KRasWT #KRasG13C #mKRasWT

f pH 9.5 g pH 9.5
£100 19438 Da KRaswT | 100 19464 Da KRasG12C
T 80 1 T g0 4
w w
§ 60 - & 60
£ £
< 40 - = 40 1
2 2
s 20 B 20 4
€ o . . A -2 . . .

19400 19600 19800 20000 19400 19600 19800 20000

Masse (Da) Masse (Da)

Abbildung 25 | pH-abhéngige Evaluierung. (a, b) Massenspektren von KRasG13Ci.1s9 (Cys-light) nach
Inkubation mit 10 &q. der Acrylamid-Derivate edaGDP (8a), pdaGDP (8b) und bdaGDP (8c) bei pH 7.5
und pH 9.5 fuir 24 h bei RT; (c-e) pH-anhéngige Modifikation der KRas-Proteine mit edaGDP (schwarz),
pdaGDP (rot) und bdaGDP (blau) fur 24 h bei RT; (f, g) Massenspektren von KRasWTi.169 und
KRasG12C1.169 (Cys-light) nach Inkubation mit den Acrylamid-Derivaten edaGDP (8a), pdaGDP (8b) und
bdaGDP (8c) bei pH 9.5 fiir 24 h bei RT.
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Dabei konnte nach einer 24-stiindigen Inkubation der Acrylamid-Derivate (8a-8c) mit
KRasG13C bei pH 7.5 lediglich eine geringfligige kovalente Modifikation beobachtet
werden, die auch durch Erhéhung der Nukleotidaquivalente nicht gesteigert werden
konnte (Abb. 25a). Um die Nukleophilie des Cysteins an der Position G13C zu erhéhen
und somit die Ausbildung einer kovalenten Bindung der Acrylamid-Derivate zu fordern,
wurde daraufhin der pH-Wert schrittweise erhoht. Mit steigendem pH-Wert konnte dabei
eine verbesserte kovalente Modifikation von KRasG13C durch die Nukleotidanaloga
detektiert werden. Bei einem pH-Wert von 9.5 konnte flr alle Nukleotidanaloga eine fast
vollstandige Modifikation der G13C-Mutante nachgewiesen werden (Abb. 25b-e). Um
die Spezifitat der Reaktion gegentiber KRasG13C weiter zu untersuchen, wurden zudem
massenspektrometrische Untersuchungen mit dem Wildtyp-Protein durchgefiihrt,
welches im Gegensatz zu den zuvor verwendeten Cys-light Konstrukten zusétzlich tber
die oberflachenexponierten Cysteine (C51S/C80L/C118S) verfugt. Fur KRasWT wurden
nur bei sehr hohen pH-Werten im Bereich von pH 9 bis 9.5 eine geringe unspezifische
kovalente Modifikation beobachtet, die jedoch im Vergleich zu der Modifikation von
KRasG13C vernachlassigbar ist (Abb. 25¢-f). Die generierten Acetamid-Derivate (8d-8f)
hingegen, welche als Kontrollverbindungen dienten, zeigten weder eine Bindung an die
Cystein-Mutanten noch an den Wildtyp (Abb. A4).

Durch eine zeitaufgeldste Analyse der kovalenten Proteinmodifikation konnte zudem
gezeigt werden, dass der eda-Linker im Gegensatz zum pda- und bda-Linker eine
besonders effiziente Bindungsbildung aufweist, die vermutlich auf eine beginstigte
Orientierung des warheads und/oder eine reduzierte Flexibilitdt des Linkers
zurlickzufuhren ist. Dabei lag bereits nach etwa drei Stunden der Grofiteil des Proteins
modifiziert vor, wohingegen die kovalente Modifikation im Falle von pda und bda einem
linearen Verlauf folgte (Abb. 26a). Bei Verwendung von dGTP-Analoga war die Rate der
kovalenten Proteinmodifikation im Falle des eda-Derivats weiter erhoht, was darauf
hindeutet, dass eine Modifikation an der 3-Position der Ribose begiinstigt ist und eine
bessere Orientierung des warheads zum Cystein an Position 13 erlaubt (Abb. 26a). Bei
der Inkubation von KRasG13C mit den GTP-Analoga konnte zudem beobachtetet
werden, dass die GTP-Derivate nach erfolgter kovalenter Bindung im aktiven Zentrum
von Ras zu den entsprechenden GDP-Derivaten hydrolysiert wurden, welches als Beleg
fur die vollstdndig native und katalytisch aktive Konformation der gereinigten Proteine

(auch bei pH 9.5) Uber den Inkubationszeitraum gesehen werden kann (Abb. 26Db).
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Eine zeitaufgelOste Analyse der kovalenten Bindungsbildung entweder mit GDP- oder
GTP-Derivaten fuhrte zu vergleichbaren kovalenten Proteinmodifikationsraten
(Abb. 26c).
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Abbildung 26 | Zeit-abhangige Evaluierung der kovalenten Modifikation von KRasG13C.
(a) Zeitaufgeloste kovalente Modifikation von KRasG13Ci.ie9 (Cys-light) mit den GTP und dGTP
Acrylamid-Derivaten; (b) Zeitaufgeloste kovalente Modifikation von KRasG13Ci-1s9 (Cys-light) nach
Inkubation mit Acryl-edaGTP inklusive der schematischen Darstellung der GDP/GTP-Hydrolyse; (c)
Vergleich der kovalenten Modifikation von KRasG13C1.169 (Cys-light) mit Acryl-edaGDP (8a) und Acryl-
edaGTP (89).

3.3.3 Kinetische Charakterisierung

Fir die nachfolgende kinetische Charakterisierung der erfolgreich synthetisierten
Nukleotidanaloga und der Bestimmung des Einflusses der Linker an der 2°,3°-Position
der Ribose wurden die reversiblen Affinitaten der Nukleotidanaloga gegenuber KRaswWT
im Vergleich zu unmodifiziertem GDP/GTP bestimmt. Ein MaR fur die Affinitat, mit der
der Ligand an das Protein bindet, ist die sogenannte Dissoziationskonstante (Kp), die sich

aus dem Quotienten der Assoziations- und der Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante
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(Kon und Koff) zusammensetzt. Je hoher die Affinitdt eines Proteins zu einem Liganden ist,
desto niedriger ist die entsprechende Dissoziationskonstante (Abb. 27).1%° Die
Bindungsaffinitdt wird durch nichtkovalente intermolekulare Wechselwirkungen,
darunter Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatische und hydrophobe Interaktionen

sowie Van-der-Waals-Kréafte beeinflusst.

kon @ k k
_— off on
+ Pa— Kp = Ky =
kon koff

ko(f
RasWT RasWT:GXP

Abbildung 27 | Schematische Darstellung der reversiblen Protein-Liganden-Bindungsaffinitat. Ein
Mal fir die Bindungsaffinitat, mit der ein Ligand an das Protein bindet, ist die Dissoziationskonstante (Kp),
die sich aus den Geschwindigkeitskonstanten flr die Assoziation (kon) und Dissoziation (Koff)

zusammensetzt. Der Kehrwert von Kp wird als Assoziationskonstante (Ka) bezeichnet.

Die natlrlichen Nukleotide GDP und GTP weisen Dissoziationskonstanten im
pikomolaren Bereich gegenlber GTPasen auf, weshalb eine detaillierte kinetische

Untersuchung bei der Entwicklung von Nukleotid-kompetitiven Inhibitoren essentiell
iSt.54_55' 103

3.3.3.1 Bestimmung der Nukleotidassoziation

Die Bestimmung der Kinetik der Nukleotidassoziation (kon), welche innerhalb weniger
Sekunden vollstandig ablauft, erfolgte unter Verwendung der stopped-flow Methode, die
eine schnelle Vermengung der beiden Interaktionspartner bei der gleichzeitigen

Aufnahme des Fluoreszenzsignals ermdglicht.>*

Fir die Assoziation wurden zunachst 1 pM nukleotidfreies KRas™ mit 2 pM mantdGDP
gemischt, gefolgt von Kompetitionsexperimenten zwischen mantdGDP (2 uM) und
zunehmenden Mengen konkurrierender Nukleotide (1, 2 und 6 uM), um die Assoziation
der synthetisierten Nukleotidanaloga zu bestimmen. Die kompetitive Bindung zwischen
mantdGDP und GDP fihrte dabei zu einer signifikanten Abnahme des
Fluoreszenzsignals, da geringere Mengen mantdGDP durch die Kompetition mit dem

nicht fluoreszenzmarkierten konkurrierenden Nukleotid an KRas binden kodnnen

* Bereitstellung von nukleotidfreiem KRas durch Nathalie Bleimling (AG Goody, MPI Dortmund).
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(Abb. 28a). Aus der zeitabhangigen Anderung der detektierten Fluoreszenz konnte durch
Anpassung der Daten an ein zuvor beschriebenes Modell,™ bei dem sich nukleotidfreies
KRas in einem Gleichgewicht zwischen einem bindungskompetenten und einem nicht-
kompetenten Zustand aufgrund der Instabilitit von KRas in Abwesenheit von
Nukleotiden befindet, die entsprechenden Assoziationskonstanten fir GDP und analog
flr die synthetisierten Nukleotidanaloga bestimmt werden (Abb. 28, Tab. 2).
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Abbildung 28 | Kinetik der Nukleotidassoziation (Kon). (a) Kompetitive Bindungsexperimente von GDP
und mantdGDP; 1 uM KRas und 2 pM mantdGDP wurden in Abwesenheit (schwarze Kurve) oder in
Anwesenheit von 1 uM (rot), 2 uM (blau) oder 6 uM (griin) konkurrierender Nukleotide in einem stopped-
flow-Instrument verwendet; (b) Die Bindungskurven wurden mit KinTek Explorer global an das
dargestellte  Modell

angepasst, um die entsprechenden Assoziationsraten (kon) zu erhalten;

(c, d, e) Kompetitive Bindungsexperimente zwischen mantdGDP und den GDP-, GTP- und dGTP-Analoga.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Assoziationskonstanten flr die synthetisierten Nukleotidanaloga sind dabei
vergleichbar mit denen der unmodifizierten Nukleotide, sodass geschlossen werden kann,
dass der an Position 2¢,3° vorhandene Linker keinen Einfluss auf die Assoziation der
Nukleotidderivate hat, welches bei der Entwicklung Nukleotid-kompetitiver Inhibitoren

berucksichtigt werden muss.

Tabelle 2 | Ubersicht der mittels stopped-flow Spektroskopie ermittelten kon-Werte.

Nukleotid eda pda bda

GDP 4.22 3.73 3.34 3.12

[w\lfl‘.TS_l] GTP 523 4.39 3.36 4.21
dGTP - 451 4.38 4,06

3.3.3.2 Bestimmung der relativen Proteinaffinitaten

Um die konkurrierende Bindung der modifizierten Nukleotide mit GDP/GTP weiter zu
analysieren, wurden zudem die relativen Affinitaten der Nukleotidanaloga gegenuber

RasWT mit einem HPLC-basierten Assay untersucht.

Dabei wurde KRasWT:GDP mit gleichen Mengen edaGDP, pdaGDP oder bdaGDP
gemischt und entweder flr sieben Tage bei Raumtemperatur in Abwesenheit von EDTA,
fur 24 Stunden bei 4 °C in Gegenwart von 10 mM EDTA oder aber fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur in Gegenwart von katalytischen Mengen SOS inkubiert, um die Rate
des Nukleotidaustauschs zu erhéhen. Nach den entsprechenden Inkubationszeiten wurden
die ungebundenen Nukleotide durch einen Pufferaustausch entfernt und der
Nukleotidzustand der Ras-Proteine durch isokratische HPLC-L&ufe analysiert (Abb. 29).
Durch die Integration der Flachen unter den entsprechenden Signalen fiir GDP und den
entsprechenden Signalen fir die Nukleotidanaloga nach verschiedenen Zeitpunkten
wurde das relative Verhéltnis der gebundenen Nukleotide der Ras-Proteine bestimmt.
Sowohl in Abwesenheit von EDTA als auch in Anwesenheit von EDTA oder SOS
konnten signifikante Mengen GDP durch die Nukleotidanaloga in der Bindungstasche
von Ras verdrédngt werden und es wurden nahezu 1:1 Verhaltnisse von GDP- bzw.
Nukleotidanaloga-gebundenem Zustand beobachtet. Die synthetisierten
Nukleotidderivate weisen demnach &hnliche relative Affinitaten im Vergleich zu GDP

auf.
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Abbildung 29 | HPLC-basierter Assay zur Bestimmung der relativen Affinitaten. (a, b, c)

Kompetitionsexperimente mit GDP und den Acetamid-Derivaten der Nukleotidanaloga (8d-8f); 50 uM

KRasWT:GDP wurden mit 50 pM edaGDP, pdaGDP oder bdaGDP gemischt und in Abwesenheit von

EDTA fiir 7 d bei RT, in Gegenwart von 10 mM EDTA flr 24 h bei 4 °C oder in Anwesen

fir 1 h bei RT inkubiert. Nach erfolgtem Pufferaustausch wurden die resultierenden M

heit 0.5 UM SOS
ischungen durch

isokratische HPLC-L4ufe analysiert; (d) Die durch das Ras-Protein gebundenen Nukleotide wurden mittels

der HPLC-Analyse quantifiziert und die relativen Mengen nach der Entfernung der (berschissigen

ungebundenen Nukleotide aufgetragen.
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Anhand der mit dem HPLC-Assay ermittelten prozentualen Verteilung konnten im
Anschluss die relativen Assoziationskonstanten (Kreia) fur pdaGDP und bdaGDP
berechnet werden. Die Uberlagerung des GDP-Signals verhinderte hingegen eine exakte
Bestimmung der relativen Assoziationskonstante fiir edaGDP. Eine ausfihrliche
Berechnung der nachfolgend genannten GroRen ist im Anhang aufgefiihrt (Kapitel 7.5).”
Fur pdaGDP und bdaGDP wurden Kreia-Werte von 0.30£0.04 bzw. 0.26%0.01 relativ zu
GDP ermittelt. Mit Hilfe des von Jeganathan et al. beschriebenen Kp-Werts fiir GDP von
2.5 pM konnten schlieflich nach Bestimmung der Ka-Werte die entsprechenden
Dissoziationskonstanten berechnet werden (Tab. 3).1% Die kofr,-Werte, welche unter
Beriicksichtigung der mittels stopped-flow Spektroskopie ermittelten kon-Werte berechnet
werden konnten, liegen analog zu GDP in der GroRenordnung von 10°s? (Tab. 2,
Tab. 3). Sowohl fir pdaGDP als auch bdaGDP wurden Kp-Werte im einstelligen
pikomolaren Bereich berechnet, die mit dem Referenzwert von GDP vergleichbar sind.
Der angeheftete Linker hat somit keine oder nur einen geringen Einfluss auf die
Interaktion und die reversible Affinitdt der synthetisierten Nukleotidanaloga. Im
Vergleich dazu weist das am B-Phosphat modifizierte SML-8-73-1% aufgrund fehlender
essentieller Wechselwirkungen mit dem Protein und dem Mg?*-lon einen Kp-Wert von
0.14 uM auf.

Tabelle 3 | Ubersicht der berechneten kinetischen Parameter (Kp, Kon und Koff) von pdaGDP und bdaGDP.
Als Referenz sind ebenfalls die Kp-Werte von GDP sowie dem Nukleotidanalogon SML-8-73-1
aufgefiihrt.5 103

KD kon koff

[pM] (UM 5] [s"]
GDP 25 4.22 1.1x10°
pdaGDP 8.6 +1.3 3.34 2.9x10°
bdaGDP 9.6 +0.5 3.12 3.0x10°

SML-8-73-1 140000

* Die Berechnung der Dissoziationskonstanten erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Roger S. Goody
(MPI1 Dortmund) sowie Dr. Matthias P. Miller (Akademischer Rat, AG Rauh, TU Dortmund).
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3.3.4 GEF-katalysierter Nukleotidaustausch

Anhand massenspektrometrischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
synthetisierten Acrylamid-Derivate der Nukleotidanaloga in der Lage sind Uber den
Michael-Akzeptor irreversibel an KRasG13C zu binden. Im Folgenden sollte tberpriift
werden, ob die kovalente Bindung das Ras-Protein im entsprechenden Nukleotidzustand
festsetzt oder ob trotz der kovalenten Bindung weiterhin ein Austausch des Nukleotids

maoglich ist und ein weiteres Nukleotid nicht-kovalent im aktiven Zentrum binden kann.

Hierfur wurden 5 uM der KRas-Proteine zunéchst mit 10 uM mantdGDP gemischt und
anschlieRend mit verschiedenen Konzentrationen von SOS™ (0.25 uM und 0.5 pM)
versetzt. Die Anderung der Fluoreszenzintensitat ermoglichte anschlieBend tber den
gebundenen Nukleotidzustand der Ras-Proteine Riickschlisse auf den GEF-katalysierten
Nukleotidaustausch (Abb. 30). Im Fall von KRasWT und KRasG13C-edaGDP fiihrte die
Vorinkubation von KRas mit mantdGDP zu einem annahernd stabilen Fluoreszenzsignal.
Im Gegensatz dazu wurde fiir G13C-Mutante im GDP-gebundenen Zustand auch in
Abwesenheit von SOS ein signifikanter zeitabhangiger Anstieg des Fluoreszenzsignals
beobachtet, was auf eine drastisch erhohte intrinsische Nukleotid-Austauschrate
zurlickzufuhren ist. Dieser Effekt, welcher ebenfalls bei KRasG13C:acetyledaGDP
beobachtet werden konnte, wurde bereits von Hunter et al. fir die G13D-Mutante
beschrieben und tragt vermutlich zur Verschiebung der relativen Abundanz des inaktiven
GDP-gebundenen und des aktiven GTP-gebundenen Zustands zugunsten der aktiven
Form und somit zu einer gesteigerten Signalweiterleitung und dem onkogenen Effekt
dieser Mutanten bei (Abb. 30c und €).>! Nach der Zugabe von SOS konkurrieren die zuvor
gebundenen Nukleotide und das zugegebene fluoreszierende mantdGDP um die
Bindungsstelle, und es konnte sowohl fir KRasWT als auch fur KRasG13C und
KRasG13C:acetyledaGDP ein konzentrationsabh&ngiger Nukleotidaustausch tber eine
Erhohung der Fluoreszenzintensitat beobachtet werden (Abb. 30a,b und e). Im Falle der
kovalent modifizierten G13C-Mutante hingegen konnte kein SOS-katalysierter
Nukleotidaustausch festgestellt werden (Abb. 30c).

KRasG13C-edaGDP ist somit aufgrund der kovalenten Bindung im inaktiven Zustand
gefangen und eine onkogene KRasG13C-Signalweiterleitung ware somit durch die

kovalente Bindung vermutlich gehemmt.

* Bereitstellung von SOS durch Nathalie Bleimling (AG Goody, MPI Dortmund).
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Abbildung 30 | GEF-katalysierter Nukleotidaustausch-Assay. (a) Schematische Darstellung des GEF-
katalysierten Nukleotidaustausch-Assays; (b, ¢, d, e) SOS-katalysierter Nukleotidaustausch von
KRasWT:GDP, KRasG13C:GDP, KRasG13C-edaGDP und KRasG13C:acetyledaGDP (Schritt 1), die mit
einem Uberschuss an mantdGDP (Schritt 2, blau hinterlegt) und anschlieRend mit 0.25 pM (rote Kurve)
oder 0.5 uM (schwarz) SOS (Schritt 3, grau hinterlegt) versetzt wurden.
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3.3.5 GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse

Da zu diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden konnte, ob die GDP-Derivate bei
der Zellaufnahme phosphoryliert werden und so eine Aktivierung des Signalwegs
bewirken, wurde die GTP-Hydrolyse von kovalent modifiziertem KRasG13C-edaGTP

und vergleichend von KRasWT:GTP als Kontrolle untersucht.

Fur die Charakterisierung der GAP-stimulierten GTP-Hydrolyse wurde KRasG13C1-169
zunachst mit einem zehnfachen Uberschuss an AcryledaGTP (8g) bei pH 9.5 kovalent
modifiziert. Die kovalente Proteinmodifikation erfolgte dabei in Gegenwart von 50 mM
EDTA, um die intrinsische GTP-Hydrolyse weitestmdglich zu unterdriicken (Abb. A5).
Im Falle von KRasWT1.169 wurde hingegen ein Nukleotidaustausch mit GTP bei pH 7.5
in Gegenwart von 50 mM EDTA durchgefiihrt (Abb. A6). Um nicht gebundenes
Nukleotid zu entfernen wurden die Ras-Proteine anschlieend unter Verwendung von
Zentrifugalfiltereinheiten gewaschen. Die GTP-Hydrolyse wurde anschliefend durch
Zugabe von 2 mM MgCl. in Abwesenheit oder Anwesenheit von Ras-GAP” gestartet. Zu
bestimmten Zeitpunkten (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 und 120 Minuten) wurden Proben
entnommen und der Nukleotidzustand der Ras-Proteine durch isokratische HPLC-Lé&ufe
(KRasWT:GTP) bzw. massenspektrometrische Analysen (KRasG13Ci.169-edaGTP) und
Integration der Flache unter den entsprechenden GTP- und GDP-Signalen bestimmt
(Abb. 31).

a b
KRasG13C-edaGTP KRasWT:GTP
100 100
90 { 90 -
Le
80 I\ oo 80 -
704 % T TTTeeelll . 70
T 01 S T AP T 60 -
o 50 T- o 50 fia,
e O
G 40 1 " © 40 % e,
30 1 e 31 N, T ~——
20 4 Tl 204 . GAP
R S Sel
10 1 T==-9 +GAP (1:1) 10 1 ROTY
0 . . . . . 0 . . T S + GAP (1:1000)
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 31 | GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse (a) Die intrinsische (schwarz) und die GAP-stimulierte
(rot) GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP wurde mittels ESI-MS bestimmt. (b) Die intrinsische
(schwarz) und die GAP-stimulierte (rot) GTP-Hydrolyse von KRasWT:GTP wurde mittels HPLC
gemessen. Wahrend die GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse fir KRasWT:GTP bereits bei katalytischen
Mengen an GAP (GAP:Ras 1:1000, [GAP] = 0.005 puM) beobachtet werden konnte, setzte diese im Fall
von KRasG13C-edaGTP erst bei hohere Mengen an GAP (GAP:Ras 1:1, [GAP] = 50 uM) ein.

* Bereitstellung von GAP durch Dr. Amrita Rai (AG Goody, MPI Dortmund).
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Durch die Auftragung der relativen Mengen von GTP (%) in Abhéngigkeit von der Zeit
konnten im Anschluss mit Hilfe von Origin die Halbwertzeiten (t12) fir KRasG13C-
edaGTP sowie KRasWT:GTP bestimmt werden (Tab. 4).

Tabelle 4 | Ubersicht tiber die ermittelten Halbwertszeiten (ti2) der intrinsischen sowie GAP-stimulierten
GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP und KRasWT:GTP. Als Referenz ist ebenfalls die intrinsische
Halbwertszeit der GTP-Hydrolyse von KRasG12C aufgefiihrt.1?*

- GAP + GAP
KRasG13C 187 35
[r;lﬁ\ ] KRasWT 126 16
KRasG12C 300

Die intrinsische GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP (ty2 = 187 min) ist dabei
vergleichbar mit der von KRasWT:GTP (ty2 = 126 min) und sogar schneller als bei der
KRasG12C-Mutante (t12 = 300 min).'?! Die meisten KRasG12- und G13-Mutationen
verhindern jedoch, dass das katalytische Arginin der GAPs die GTP-Hydrolyse
verstarkt.*® Wahrend die GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse fir KRasWT:GTP bereits bei
katalytischen GAP-Konzentrationen (GAP 1:1000, ti» = 16 min) zu beobachten ist,
werden fur KRasG13C-edaGTP hohere GAP-Mengen (GAP 1:1, ti2 = 35 min) benétigt,
welches vermutlich auf die nicht richtige Ausrichtung des Argininfingers von Ras-GAP
aufgrund der vorliegenden Mutation zurlickzufiihren ist (Abb. 32a). Li et al. berichteten
jedoch kirzlich, dass die GTPase-Aktivitdat von mutiertem G12- und G13-mutierten
KRas-Proteinen durch Argininfinger-unabhéngige GAPs verstarkt werden kdnnen. Ein
Beispiel dafur ist RGS3, von dem man bisher annahm, dass es nur die GTP-Hydrolyse
von heterotrimeren G-Proteinen stimuliert.1?! Basierend auf der Alphafold-Struktur von
RGS3,1?%12% der Gial-RGS3-Komplexstruktur (PDB: 1agr)!** sowie der Kristallstruktur
des Ras-RasGAP-Komplexes (PDB: 1wq1)*® wurde daher ein Model des Ras-RGS3-
Komplexes erstellt,” aus dem ersichtlich wird, dass der katalytische Asparaginrest, der
vermutlich die GAP-Aktivitat von RGS3 vermittelt, vom P-loop weg orientiert ist und
somit moglicherweise weniger durch Mutationen an Position 12 und 13 in Ras behindert
wird (Abb. 32b).2

* Modellierung des Ras-RGS3-Komplexes von Dr. Matthias P. Muller (Akademischer Rat, AG Rauh, TU
Dortmund).
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Der elektrophile Linker der generierten Nukleotidanaloga, welcher an der 2°,3*-Position
der Ribose fir eine kovalente Modifikation von KRasG13C eingebracht wurde, fuhrt
nach diesem Modell ebenfalls zu einem sterischen Konflikt mit dem katalytischen
Argininfinger von Ras:GAP, welches die drastisch hoheren benétigten GAP-Mengen
erklaren wirde. In Gegenwart von RGS3 hingegen hat der Linker vermutlich keinen
negativen Einfluss auf die korrekte Positionierung des katalytischen Asparaginrests und
somit auf die GAP-vermittelte GTP-Hydrolyse (Abb. 32c).

Ras-RasGAP Komplex Ras-RGS3 Komplex

\
! katalytisches Asparagin

P-loop

<

Asn1139

Thr785

Abbildung 32 | Ras-RasGAP Komplex (a) Kristallstruktur des Ras-RasGAP Komplexes (PDB: 1wq1l).
Neben dem katalytischen Argininfinger wechselwirkt ebenfalls der in unmittelbarer N&he befindliche
Threoninrest mit der 3‘-OH-Gruppe der Ribose, welches ebenfalls die fehlende GAP-stimulierte GTP-
Hydrolyse erklaren kénnte; (b) Modelling des Ras-RGS3-Komplexes basierend auf der Alphafold-Struktur
von RGS3, der Gial-RGS3-Komplexstruktur (PDB: lagr) sowie der Kristallstruktur des Ras-RasGAP-
Komplexes (PDB: 1wql); (c) Strukturelle Uberlagerung der Nukleotidbindetasche von Ras-RasGAP
(PDB: 1wq1l) und des modellierten Ras-RGS3 Komplexes.

Zusammenfassend konnte jedoch gezeigt werden, dass KRasG13C nach einer kovalenten
Modifikation mit den generierten Nukleosiddiphosphaten im inaktiven Zustand verbleibt,
und selbst bei Reaktion von KRas mit Nukleosidtriphosphat innerhalb der Zelle das
Protein durch die intrinsische GTP-Hydrolyse und moglicherweise in geringerem Mafe
durch die von GAPs wie RGS3 katalysierte Hydrolyse inaktiviert wird.
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3.4 Strukturbiologische Untersuchungen

Die Strukturaufklarung klinisch relevanter Zielproteine mittels Rontgenkristallographie
ermoglicht neben der Auflésung der dreidimensionalen Struktur der Proteine die
Aufklarung essentieller Wechselwirkungen zwischen Protein und Ligand und ist daher
ein wichtiges Werkzeug der medizinischen Chemie. Die gewonnenen strukturellen
Informationen Uber das Vorhandensein adressierbarer Bindetaschen oder im Falle von
Ko-Kristallstrukturen tber die Bindemodi von Liganden, ermdglichen dabei die rationale

Entwicklung neuer Liganden mit optimierten Bindungseigenschaften.!?

Im folgenden Kapitel wird die Etablierung eines robusten Kristallisationssystems fiir die
onkogene KRasG13C Mutante beschrieben, wobei das bereits in Kapitel 3.3.1 erwéhnte
verkirzte Kristallisationskonstrukt KRasG13Ci.ie9, das nicht uber die drei
Oberflachencysteine C51, C80 und C118 (Cys-light) verfiigt, verwendet wurde.

3.4.1 Probenvorbereitung fir die Kristallisation

Da aus den zuvor gezeigten massenspektrometrischen Experimenten ersichtlich wurde,
dass erst ab einen pH-Wert von 9.5 eine fast vollstandige Modifikation von KRasG13C
erzielt werden konnte, wurde das Protein fiir die Kristallisationsansatze zundchst mit
einem zehnfachen Uberschuss der Acryl-tragenden Nukleotidderivate fir 24 Stunden bei
Raumtemperatur und pH 9.5 inkubiert, wobei der Nukleotidaustausch in Gegenwart von
EDTA beglnstigt wurde (Abb. 25). Die kovalente Modifikation des Proteins wurde
mittels ESI-MS Uberwacht und nach 24 Stunden wurde der Nukleotidaustausch durch
Zugabe von Magnesiumchlorid beendet. Um tberschiissige, nicht gebundene Nukleotide
zu entfernen und zudem das Protein in den finalen Kristallisationspuffer zu Gberfthren,
wurde anschliefend eine GroélRenausschlusschromatographie (SEC) durchgefiihrt
(Abb. 33a,b). Die vereinten und konzentrierten Fraktionen wurden hinsichtlich einer
erfolgreichen kovalenten Proteinmodifikation mittels ESI-MS berprift, wobei fir alle
drei Linkerlangen eine fast vollstdndige Modifikation von KRasG13C beobachtet werden
konnte (Abb. 33c).
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Abbildung 33 | Probenvorbereitung fur die Kristallisation. (a) Reinigungsprotokoll fiir kovalent
modifiziertes KRasG13Ci.169 (Cys-light). Nach erfolgter Reinigung der KRasG13C-Proteine (grau) wurden
diese mit den Acrylamid-Derivaten edaGTP, pdaGDP und bdaGDP bei pH 9.5 fiir 24 h bei RT inkubiert
und anschlielend Uber eine zweite Grofenausschlusschromatographie (SEC) Uberschissiges Nukleotid
entfernt; (b) Chromatogramm der SEC von KRasG13C-edaGDP (blau: Absorption bei 280 nm, rot:
Absorption bei 252 nm); (b) Analyse der Fraktionen der SEC mittels SDS-PAGE (1: vereinigte Fraktionen
des ersten Eluats, M: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10-250 kDa); (c) Massenspektren von
KRasG13Ci.169 (Cys-light) nach erfolgter Inkubation mit den Acrylamid-Derivaten edaGDP (schwarz),
pdaGDP (rot) und bdaGDP (blau) bei pH 9.5.

3.4.2 Proteinkristallographie

Die Identifizierung von Kristallisationsbedingungen stellt eine  besondere
Herausforderung innerhalb des strukturbasierten Wirkstoffdesigns dar, da eine
Vorhersage spezifischer proteinabhangiger Kristallisationsparameter bislang nicht
maoglich ist. Um fir jedes Protein die optimalen Kristallisationsbedingungen zu ermitteln,
muss daher auf umfangreiche Screening-Experimente unter Variation vieler

verschiedener Parameter zuriickgegriffen werden.26-127
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Da zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit keine publizierten
Kristallisationsbedingungen fur die KRasG13C-Mutante vorhanden waren, wurden
initiale Screening-Experimente mit kommerziell erhaltlichen Proteinkristallisations-
Screens (JCSG Core I-1V Suites, PEGs und PACT) bei 4 °C und 20 °C mit der sitting
drop Methode durchgefiihrt. Bei der auf Dampfdiffusion beruhenden Methode wird durch
Zugabe eines Fallungsmittels (z.B. Polytehylenglykol (PEG) oder Ammoniumsulfat) und
langsame Konzentrierung durch Ubergang der Wassermolekiile aus dem Proteintropfen
in das Reservoir (Konzentrationsunterschied) die Loslichkeitsgrenze der Proteine
uberschritten und es kommt unter idealen Bedingungen zur Ausbildung von
Proteinkristallen. Neben der Apo-Form der KRas-Proteine wurden ebenfalls die mit den
Nukleotidanaloga Acryl-edaGDP (8a), Acryl-pdaGDP (8b) und Acryl-bdaGDP (8c)
modifizierten KRas-Proteine in verschiedenen Konzentrationen verwendet, um
gegebenenfalls zu einer Stabilisierung des Proteins beizutragen und somit die
Kristallisation zu fordern. Im Rahmen dieser Screening-Experimente konnte ein
kristalliner Niederschlag vorwiegend bei 20 °C und ab einer Proteinkonzentration von
etwa 60 mg/mL beobachtet werden, wohingegen die Vielzahl der Tropfen bei 4 °C klar
geblieben ist. Bereits nach 24 Stunden konnte sowohl fir KRas-edaGDP (0.2 M (NH4)F,
20% PEG3350) als auch fur KRas-bdaGDP (0.2M NaF, 20% PEG3350)
Kristallwachstum in fluoridhaltigen Kristallisationsbedingungen beobachtet werden.
Wihrend im Falle von KRas-edaGDP aus dem anfanglichen kristallinen Niederschlag
uber Nacht eine einzige Kristallplatte entstanden ist, konnten bei KRas-bdaGDP viele
kleine stdbchenformige Kristalle verzeichnet werden (Abb. 34a).

Mit den identifizierten Kristallisationsbedingungen konnte dahingegen Kkein
Kristallwachstum fir das Apo-Protein beobachtet werden, welches vermutlich auf die
fehlende Stabilisierung der Nukleotid-gebundenen inaktiven Konformation durch die
kovalente Bindung der Nukleotid-Analoga zuriickzufiihren ist. Auch fur pdaGDP,
welches im Vergleich zu edaGDP und bdaGDP eine geringere Rate der kovalenten
Proteinmodifikation aufweist, konnte kein Kristallwachstum beobachtet werden (Abb. 25
und Abb. 26).

Sowohl von KRas-edaGDP als auch von KRas-bdaGDP konnten an der Swiss Light
Source (SLS) des Paul Scherrer Instituts (PSI) erfolgreich Datenséatze mit Auflosungen
zwischen 1.6 und 1.7 A aufgenommen werden (Abb. 34b, Tab. A5).
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edaGDP bdaGDP

JCSG Core Suite |, ES JCSG Core Suite |, ES JCSG Core Suite I, C5 JCSG Core Suite I, C5
0.2 M (NH,)F, 20 % PEG3350 0.2 M (NH,)F, 20 % PEG3350 0.2 M NaF, 20 % PEG3350 0.2 M NaF, 20 % PEG3350
do d1 do d1

b 1.70 A

Abbildung 34 | Kristallisation von KRasG13C. (a) Proteinkristalle von KRas-edaGDP (Reservoir-
Losung: 0.2 M (NH)F, 20 % PEG3350) und KRas-bdaGDP (Reservoir-Losung: 0.2 M NaF, 20 %
PEG3350 bei 20 °C nach d0 und d1; (b) Diffraktionsbild eines KRasG13C-Kristalls im Komplex mit
edaGDP (links) und bdaGDP (rechts).

Die von KRasG13C erhaltenen Kristalle weisen dabei die hexagonale Raumgruppe P63
mit einem Molekul in der asymmetrischen Einheit auf, wie zuvor bereits von Ostrem et
al. fir die KRasG12C-Mutante publiziert wurde (PDB: 4I8g).*” Die vollstandigen
Datenstatistiken der erhaltenen KRasG13C-Kristallstrukturen sind im Anhang

zusammengefasst (Tab. A5).”

* Die Proteinkristallisation erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Matthias P. Muller (Akademischer Rat, AG
Rauh, TU Dortmund).
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3.4.3 Analyse der Komplexstruktur von KRasG13C mit edaGDP und
bdaGDP

Die in dieser Arbeit generierten Komplexkristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP
(PDB: 70k3) und KRasG13C-bdaGDP (PDB: 70k4) ermdglichten einen detaillierten
Einblick in den Bindemodus der kovalenten Nukleotid-basierten Verbindungen
(Abb. 35).

Die Rontgenkristallstrukturen der onkogenen KRasG13C-Mutanten sowohl im edaGDP-
als auch im bdaGDP-gebundenen Zustand weisen eine hohe Ahnlichkeit zu den bereits
publizierten KRasWT-Kristallstrukturen im inaktiven GDP-gebundenen Zustand (siehe
bspw. PBD: 4obe) auf (Abb. 35a und b). Innerhalb der Nukleotidbindetasche ist das
Nukleotidgrundgerist sowie die kovalente Bindung fir beide Nukleotidanaloga mit dem
Cystein in Position 13 anhand der Elektronendichte gut aufgeldst, wobei jedoch nur die
jeweiligen 3‘-1somere von edaGDP und bdaGDP deutlich definiert sind (Abb. 35f und g).
Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen der MS-Experimente tberein, insofern
diese fiir die dGTP-Derivate eine schnellere Rate der kovalenten Proteinmodifikation im
Vergleich zu den gemischten Isomeren zeigten (Abb. 26a). Neben den hochkonservierten
Wildtyp-Interaktionen zwischen Protein und Nukleotid bilden die Nukleotidderivate
edaGDP und bdaGDP Uber den jeweiligen Linker zusétzliche Wasserstoff-

briickenbindungen mit Asp30 sowie einigen Wassermolekilen aus (Abb. 35¢c und e).

Die Strukturanalyse bestatigte somit den erwarteten Bindemodus der Nukleotidanaloga
und die hohe reversible Affinitat, die mit den naturlichen Nukleotiden vergleichbar ist,
und wird in weiteren Studien zur Gestaltung und Optimierung der Linker-Region dieser

Analoga dienen.
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a KRasG13C-edaGDP (PDB 70k3) b KRasG13C-bdaGDP (PDB 70k4)
KRasWT:GDP (PDB 4obs) KRasWT:CDP (PDB dobs)

bdaGDP

Abbildung 35 | Kristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP und KRasG13C-bdaGDP. (a)
Uberlagerung der Kristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP (grau, P-loop: violett, switch-I: rot, switch-
I1: blau, NKxD: griin, SAK: gelb, PDB: 70k3) und KRasWT:GDP (weiR, PDB: 4obe); (b) Uberlagerung
der Kristallstrukturen von KRasG13C-bdaGDP (grau, P-loop: violett, switch-1: rot, switch-11: blau, NKxD:
grin, SAK: gelb, PDB: 70k4) und KRasWT:GDP (wei3, PDB: 4obe); (c) Detaildarstellung der
Nukleotidbindetasche in KRasG13C-edaGDP; (d) Strukturelle Uberlagerung der Nukleotidbindetasche
von KRasWT:GDP und den kovalent gebundenen G13C-Mutanten; (e) Detaildarstellung der
Nukleotidbindetasche in KRasG13C-bdaGDP; (f) 2Fo-Fc-Elektronendichtekarte (grau, r.m.s.d. = 1.0) und
Fo-Fc Simulated Annealing Omit-Elektronendichtekarte (griin, r.m.s.d. = 2.5) von edaGDP; (g) 2Fo-Fc-
Elektronendichtekarte (grau, r.m.s.d. = 1.0) und Fo-Fc Simulated Annealing Omit-Elektronendichtekarte
(griin, r.m.s.d. = 2.5) von bdaGDP.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.4.4 Bestimmung der Mg?*-Affinitat

Im aktiven Zentrum der KRasG13C-Kristallstrukturen konnte interessanterweise kein
Mg?*-lon beobachtet werden, obwohl im Puffer eine Mg?*-Konzentration von 2 mM
vorlag. Daruber hinaus fiihrte ebenfalls das soaking von Kristallen des kovalenten
KRasG13C-edaGDP-Komplexes in Gegenwart von 20 mM MgCl; zu keiner Besetzung
der Mg?-Bindungsstelle. Da jedoch eine Metallkoordination fiir eine effiziente
Nukleotidbindung essentiell ist und gepriift werden sollte, dass die Mg?*-Bindung nicht
grundsétzlich durch die modifizierten Nukleotide beeintrachtigt ist, wurden daraufhin die
Mg?*-Affinitaten fur KRasG13C im Vergleich zum Wildtyp bestimmt.>* 128

Um die Mg?*-Affinitaten der beiden KRas-Proteine zu vergleichen wurden analog zu den
von John et al. beschriebenen Experimenten Fluoreszenztitrationen mit KRasG13C und
KRasWT im mantdGDP-gebundenen Zustand durchgefilhrt (Abb. A7).5* 12 Dabei
wurden 1 uM KRas:mantdGDP gegen steigende Konzentrationen an MgCl. titriert (1,
2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 und 25 uM) und die resultierenden Kurven durch Auftragung der
relativen Fluoreszenzintensitdt gegen die MgCl2>-Konzentration analysiert. Hierbei
konnte keine Anderung der Mg?*-Affinitit fiir die G13C-Mutante im Vergleich zum
Wildtyp beobachtet werden (Abb. 36).

a 14 b 14 c 1.25
KRasWT L KRasG13C
:.‘212- 5‘31‘2- 2 ] E 5
c 1 4 c 1 1 2
2 2 2
08 - Eps 4 £1.15 t ]
B o g t
KRasG13
806 $0.6 1 S 14 asG13C
% ﬂm’ g KRasWT
204 204 g
E El S1o0s
w 0.2 4 w2 1 w
0 v v 0 v v 1 : v
0 1000 2000 3000 0] 1000 2000 3000 0 10 20
Zeit (s) Zeit (s) Magnesiumchlorid (uM)

Abbildung 36 | Mg?*-Affinitatsassay. (a, b) Fluoreszenz-Titration von KRasWT:mantdGDP oder
KRasG13C:mantdGDP mit steigenden Konzentrationen von Mg?* (1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 und 25 pM);
(c) Die resultierenden Kurven wurden durch Auftragen der relativen Fluoreszenzintensitat gegen die

MgCl,-Konzentration analysiert.

Die Ursache der fehlenden Mg?*-lonen in den beobachteten Rontgenkristallstrukturen lag
somit nicht in einer verminderten Fahigkeit des Proteins, Mg?*-lonen zu binden.
Vermutlich ist der Grund darin zu finden, dass der fur die Kristallisation der KRasG13C-

Mutanten verwendete Kristallisationspuffer hohe Konzentrationen der Salze NH4F bzw.
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NaF enthielt, welches vermutlich zu einer Ausfallung von schwer l6slichem MgF; fuhrte
und somit das Magnesium nicht mehr fur die Bindung in der Nukleotidtasche verfligbar
war. In der PDB sind zudem weitere Modelle von Ras zu finden, die ebenfalls kein Mg?*-
lon in der Bindetasche besitzen. Auch hier lassen die publizierten
Kristallisationsbedingungen vermuten, dass komplexierende und teils chelatierende
Verbindungen (wie bspw. Citrat und Kakodylat) dhnliche Effekte hatten (PDB: 4mlo,
Alyf, 4lyh, 4m21, 4mls, 4milt, 4m1t, 4m1y).*’

Der allgemeine Bindemodus der kovalenten Nukleotidanaloga und die bekannten
Wechselwirkungen mit dem Ras-Protein sind jedoch im Wesentlichen identisch mit

anderen bekannten Strukturen von Ras und kleinen GTPasen im Allgemeinen.

3.4.5 Berechnung der pKa-Werte

Wéhrend KRasG12C in der Vergangenheit erfolgreich adressiert wurde, ist die
KRasG13C-Mutante bislang als Angriffsziel in der personalisierten Krebstherapie
weitestgehend unerforscht. Dazu beigetragen haben vermutlich mitunter fehlende
Kristallstrukturen von KRasG13C, welche basierend auf den strukturellen Informationen
die rationale Entwicklung von selektiven KRasG13C-Inhibitoren ermdglichen. Mit den
im Rahmen dieser Arbeit generierten Kristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP (PDB:
70k3) und KRasG13C-bdaGDP (PDB: 70k4) sollten daher weitere Computer-gestiitzte
Rechnungen hinsichtlich der Adressierbarkeit des Cysteins an Position 13 im Vergleich

zum Cystein an Position 12 durchgefuhrt werden.

Cysteine enthalten als einzige Aminosaure eine freie Thiol-Gruppe (-SH), die unter
bestimmten Bedingungen mit einer Vielzahl an Elektrophilen reagieren kann.'?® Die
Reaktivitdt des Cysteins ist sehr komplex, im Wesentlichen jedoch von dem
Deprotonierungsgrad des Thiols und damit einhergehend von dem pKa-Wert des Cystein-
Rests abhingig.’*® Reaktivere Cysteine weisen dabei einen niedrigeren pKa-Wert und
somit eine hohere Wahrscheinlichkeit, dass sich das Cystein im nukleophilen Thiolat-
Zustand befindet, auf. Demnach sind Cysteine mit niedrigeren pKa-Werten (bei
entsprechendem pH) generell zugénglicher fir eine kovalente Modifikation.®*! Die
Bestimmung der pKa-Werte von potentiell adressierbaren Cysteinresten ist jedoch bei der
Entwicklung von kovalenten Inhibitoren fir klinisch relevante onkogene Proteine nicht

trivial.
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Um die Reaktivitat des Cysteins an Position 13 in KRasG13C zu untersuchen, wurden
daher pKa-Berechnungen auf Basis der in dieser Arbeit generierten KRasG13C-
Kristallstrukturen durchgefihrt. Als Vergleich wurden zudem die pKa-Werte fur die
KRasG12C-Mutante auf Grundlage bereits veroffentlichter Kristallstrukturen (PDB: 4ldj]
und 418g) berechnet.” Um bei diesen Berechnungen ebenfalls den Einfluss der negativen
Ladung von GDP zu bestimmen, wurden Berechnungen sowohl in Abwesenheit als auch
in Gegenwart eines Nukleotids im aktiven Zentrum durchgefiihrt. Bei den KRasG13C-
Strukturen wurden zudem vorab die Linker der Nukleotidanaloga entfernt, sodass fir die
pKa-Berechnungen alle Kristallstrukturen GDP sowie ein freies Cystein innerhalb der
Nukleotidbindetasche aufwiesen (Tab. 5).

Sowohl fir die G12C- als auch fir die G13C-Mutation konnte im GDP-gebundenen
Zustand eine Verschiebung des pKa-Wertes um 1 bis 1.3 Einheiten im Vergleich zum
nukleotidfreien Zustand beobachtet werden. Der Einfluss der negativen Ladung von GDP
auf das Cystein in Position 12 bzw. 13 ist somit vergleichbar, obwohl sich Cys13 im
Vergleich zu Cys12 auf dem P-loop néher an der Nukleotidbindetasche und somit naher
an der negativen Ladung von GDP befindet. Generell deuten die Rechnungen an, dass die
beiden Cysteine pKa-Werte in der gleichen GrolRenordnung (pKa: ~ 10) zeigen, wobei der

Cysteinrest in Position 13 einen geringfugig niedrigeren pKa-Wert besitzt.

Tabelle 5 | Ubersicht der berechneten pKa-Werte der KRasG12C- und G13C-Mutanten in Gegenwart (+)
und Abwesenheit (-) von GDP. Bei den G13C-Mutanten wurde der Linker entfernt, so dass alle

Kristallstrukturen GDP und ein freies Cystein im aktiven Zentrum flr die Berechnungen aufweisen.

Kristallstruktur pKa Cys (12/13)
KRas Mutante PDB Ligand + - A
G13C 70k3 GDP (von edaGDP) 9.85 8.85 1.0
7ok4 GDP (von bdaGDP) 9.85 8.85 1.0
41dj GDP 10.65 9.35 1.3
Gl2C
418g GDP 10.35 9.05 1.3

Beide Cysteine sollten demnach bei einem physiologischen pH-Wert teilweise
deprotoniert vorliegen und somit fur eine kovalente Adressierung mit einem elektrophilen

Acrylamid-modifizierten Inhibitor zuganglich sein.

* Berechnung der pK,-Werte der KRasG12C- und KRasG13C-Mutante von M. Sc. Helge Vatheuer und
Prof. Dr. Paul Czodrowski (AG Czodrowski, MPI Dortmund).
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Da die generelle Adressierbarkeit der KRasG12C-Variante bereits in der Literatur
beschrieben ist>* sind diese Experimente ein starkes Indiz, dass auch die KRasG13C-
Variante basierend auf den durchgefiihrten pKa-Berechnungen kovalent adressierbar sein
sollte. Eine selektive Modifikation von KRasG13C konnte bereits erfolgreich mit den
innerhalb dieser Arbeit synthetisierten Nukleotidanaloga gezeigt werden. Die Rate der
kovalenten Proteinmodifikation war jedoch bei einem physiologischen pH-Wert recht
gering und die G13C-Mutante lag nach 24 h nur zu etwa 20 % modifiziert vor. Bei

héheren pH-Werten hingegen wurde das Protein vollstandig modifiziert.

Da eine Messung der pKa-Werte nicht trivial ist wurden hier die pKs-Werte auf Grundlage
der generierten KRasG13C-Kristallstrukturen berechnet. Diese Berechnung ist im
Allgemeinen nicht sehr exakt, jedoch zeigt ein Vergleich mit dem bewiesenermafen
adressierbaren Cystein in Position 12, dass auch das benachbarte C13 generell bei einem
physiologischen pH-Wert adressierbar sein sollte. Um die Reaktivitat der
Nukleotidanaloga gegenliber KRasG13C zu steigern, ist daher vermutlich lediglich eine

Optimierung des Linkers fir eine bessere Ausrichtung des warheads notwendig.
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3.5 Zellbiologische Charakterisierung

Innerhalb der biochemischen sowie strukturbiologischen Charakterisierung der im
Rahmen dieser Arbeit dargestellten Nukleotidanaloga konnte eine selektive Adressierung
der klinisch relevanten KRasG13C-Mutante beobachtet werden. Aufbauend auf diesen
vielversprechenden Ergebnissen der in vitro Untersuchungen, sollte im Anschluss die
Wirksamkeit der generierten Nukleotidderivate in komplexeren, zelluldren Systemen

uberpriift werden.

Im folgenden Kapitel wird die detaillierte zellulare Evaluierung der Nukleotidanaloga
beschrieben. Neben der erfolgreichen Etablierung von artifiziellen zelluldren
Modellsystemen, die in Zukunft fur die Charakterisierung mutantenselektiver KRas-
Inhibitoren genutzt werden kdnnen, sollten verschiedene Strategien fiir den Transfer der
negativ geladenen Nukleotidderivate in KRasG13C mutierten Krebszelllinien getestet
werden, darunter ein NTP-vermittelter Transfer sowie Elektroporation. Erst durch die
Elektroporation intakter und in vitro modifizierter KRas-Proteine in Hela-Zellen konnte
im Rahmen dieser Arbeit eine robuste Methode flr eine initiale zellulére

Charakterisierung der dargestellten Nukleotidanaloga etabliert werden.

3.5.1 Etablierung von artifiziellen KRas-abhangigen Zelllinien

Aufgrund der limitierenden Verfugbarkeit von KRasG13C-abhéngigen humanen
Krebszelllinien sollten zundchst artifizielle KRas-mutierte Zelllinien, darunter Ba/F3
sowie NIH-3T3 Zellen generiert werden, die eine Charakterisierung mutantenselektiver

KRas-Inhibitoren ermdglichen.

3.5.1.1 Ba/F3-Zellen

Mit den murinen Ba/F3-Zellen sollte ein geeignetes Modellsystem zur Untersuchung des
Einflusses einer mutantenspezifischen KRas-Inhibition auf die Zellproliferation generiert

werden.”

* Etablierung von KRas-abhingigen Ba/F3-Zellen im Rahmen der Bachelorarbeit von Sandra Koska (AG
Rauh, TU Dortmund) in Zusammenarbeit mit M.Sc. Laura Depta (AG Rauh, TU Dortmund).

67



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Ba/F3-Zellen sind murine Pro-B-Zellen, deren Uberleben und Proliferation vom
Wachstumsfaktor Interleukin-3 (IL-3) abhangig sind.}®2 Durch Einbringung eines
Onkogens Uber retrovirale Transduktion wird jedoch ein IL-3-unabhangiges
Zellwachstum in Abhangigkeit von dem eingefiihrten Onkogen induziert. Ba/F3-Zellen
sind daher ein beliebtes Modellsystem fur die Entwicklung und Charakterisierung von
Inhibitoren zur zielgerichteten Adressierung eines Onkogens und finden besonders in der
Kinaseforschung breite Anwendung.*® Neben der Generierung von diversen Kinase-
abhangigen Ba/F3-Zelllinien wurden von White et al. auch KRasG12D-abhangige Ba/F3-
Zellen beschrieben.3* Fir die Charakterisierung der im Rahmen dieser Arbeit erzeugten
KRasG13C-Nukleotidanaloga wurde daher ebenfalls versucht KRas-abhangige Ba/F3-
Zellen zu generieren. Neben der KRasG13C-Mutation fur die Evaluierung der
Nukleotidderivate wurde zudem die KRasG12C-Mutation in die Ba/F3-Zellen eingefihrt,
um die Mutantenselektivitét der erzeugten Verbindungen zu uberprufen. Die seinerzeit in
den klinischen Studien befindlichen KRasG12C-Inhibitoren AMG 510 und MRTX849
sollten zur Kontrolle der Funktionalitat und Selektivitdt der erzeugten Zellmodelle
getestet werden. Eine schematische Ubersicht zur Generierung der KRas-abhangigen
Ba/F3-Zellen ist in Abbildung 37 dargestellt.

Virusproduktion in Infektion der Selektion der
IL-3 Ent:

> HEK293T-Zellen >> Ba/F3-Zellen BalF3-Zellen nizug
~
My
<’\I:,)

HO:-

pBabe

) NH OH
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IL-3

NH. sukzessiv
W radikal
. ﬁ. . Pummycm . .
HEK293T-Zellen Ba/F3-Zellen infizierte IL-3 unabhingige
BalF3-Zellen BalF3-Zellen

Abbildung 37 | Schematische Darstellung des Protokolls zur Etablierung KRas-abhangiger Ba/F3-
Zellen. In HEK239T-Zellen wurden zunéchst durch Co-Transfektion eines Verpackungs- (pCL-Eco) und
Transferplasmids (pBabe) retrovirale Vektoren generiert, welche die mutierten Ras-Onkogene in das
Wirtgenom der Ba/F3-Zellen einbauen. Durch einen anschlieBenden sukzessiven oder radikalen IL-3-
Entzug wurden IL-3-unabhéngige Ba/F3-Zellen generiert, deren Uberleben nun vom artifiziell eingefiinrten

Onkogen abhéngig ist.
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Fur die Erzeugung von KRasG12C und KRasG13C-abhangigen Ba/F3-Zellen, wurde
zunéchst der Virus fur die anschlieBende retrovirale Infektion der Ba/F3 -Zellen in
HEK293T-Zellen produziert. Neben dem Verpackungsplasmid (pCLEco) wurde jeweils
ein Transferplasmid (pBabe), welches die mutierten KRas-Gene enthielten, tber das
Transfektionsreagenz ~ TransIT-LT1 (Mirus Bio LLC) in HEK293T-Zellen
eingebracht.*>1%¢ Wohingegen der pBabe-KRasG12C-Vektor” (Addgene) kommerziell
erhaltlich war, musste fir die Einbringung der G13C-Mutation zunéchst eine
ortsgerichtete Mutagenese ausgehend von dem kommerziell erhéltlichen pBabe-
KRasWT-Vektor” (Addgene) erfolgen (Tab. A6, Abb. A11). Analog zu der Transfektion
der pBabe-KRas-Vektoren wurde zudem der pBabe-mKate-Vektor®, der fiir das rot
fluoreszierende mKate-Protein codiert, als visuelle Kontrolle der Infektion in HEK293T-
Zellen eingebracht. Nach insgesamt 72 Stunden konnte bei der Infektionskontrolle eine
deutliche rote Fluoreszenz beobachtet werden, welches auf einer erfolgreiche
Virusproduktion schliefen lasst (Abb. 38b). Der retrovirale Virus der KRas-Ansétze
wurde geerntet und die Ba/F3-Zellen direkt im Anschluss infiziert. Die anschlieBende
Selektion der infizierten Ba/F3-Zellen mit Puromycin, welche nach erfolgreicher
Infektion eine Resistenz gegeniiber diesem Antibiotikum besitzen, fuhrt zu einer leichten
Reduktion der Zellzahl. Innerhalb der 7-tdgigen Selektion sterben nicht-infizierte Zellen
ab, welches auf eine erfolgreiche Transfektion und Selektion der infizierten
Zellpopulation hindeutet (Abb. 38a).

vor Selektion nach Selektion Infektionskontrolle mit mKate
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Abbildung 38 | Infektion und Selektion der Ba/F3-Zellen. (a) Zellzahlen vor und nach der Selektion der
infizierten Ba/F3-Zellen mit Puromycin; (b) Infektionskontrolle mit dem rot fluoreszierenden mKate-
Protein nach 48 h und 72 h.

* Bereitstellung von pBABE-KRasG12C sowie pBABE-KRasWT durch Channing Der (Addgene plasmid
# 58901 und # 75282).
T Bereitstellung von pBABE-mKate durch M.Sc. Melissa Lubeck (AG Rauh, TU Dortmund).

69



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Um im Anschluss an die Selektion IL-3-unabhdngige Ba/F3-Zellen zu generieren, die
eine Abhéngigkeit gegentber der eingefiihrten Ras-Onkogene aufweisen, erfolgte der
Entzug des Wachstumsfaktors. Neben einem radikalen Entzug, bei dem nach anfanglicher
Kultivierung in Gegenwart von 10 ng/uL IL-3 der Wachstumsfaktor vollstandig entzogen
wurde, wurde ebenfalls ein sukzessiver Entzug angewendet, bei dem die IL-3-
Konzentration schrittweise von 10 ng/uL auf 5, 2.5, 1 und 0.1 ng/pL reduziert und IL-3
anschlieBend vollstandig entfernt wurde (Abb. 39a und b). Sowohl beim radikalen als
auch beim sukzessiven IL-3-Entzug konnten nach einer anfanglichen Abnahme der
Zellzahlen fur KRasG12C und KRasG13C nach vollstandigem IL-3-Entzug ein Anstieg
der Zellzahlen fir KRasG12C beobachtet werden. Somit deutete das Wachstum der
KRasG12C-infizierten Ba/F3-Zellen auf eine erfolgreiche Transduktion mit dem
KRasG12C-Gen und dem Erreichen einer onkogenen Abhangigkeit hin. Zur
Charakterisierung und Identifizierung der KRasG12C erzeugten Ba/F3-Zellen wurde
anschlieBend zum Nachweis des eingefligten KRas-Onkogens eine Western Blot-Analyse
durchgefuhrt. Durch den mittels Western Blot nachgewiesenen HA-tag, welcher mit
KRasG12C-Gen fusioniert auf dem pBabe-Vektor vorlag, konnte die erfolgreiche
Einbringung des KRas-Gens in die Ba/F3-Zellen belegt werden (Abb. 39¢). Neben der
Western Blot-Analyse wurde zudem eine Genomisolierung und anschlieRende
-sequenzierung der Ba/F3-Zellen durchgefihrt, wodurch ebenfalls die erfolgreiche
Generierung KRasG12C abhangiger Ba/F3-Zellen bestétigte werden konnte (Abb. A12).
Somit konnte durch Einfuhrung der KRasG12C-Mutation das fehlenden IL-3-Signal in
Ba/F3-Zellen ersetzt werden. Im Falle der KRasG13C-Mutation konnten jedoch weder
mit dem radikalen noch mit dem sukzessiven Entzug IL-3-unabhangige Ba/F3-Zellen
erzeugt werden. KRasG13C besitzt daher moglicherweise ein zu geringes onkogenes
Potential, welches fiir das Uberleben der transformierten Ba/F3-Zellen nicht ausreichend
ist. Somit konnte mit dem verwendeten Protokoll kein murines Ba/F3-Modellsystem zur
Darstellung der onkogenen Abhéangigkeit der KRasG13C-Mutante generiert werden, die
eine nachfolgende Charakterisierung der im Rahmen dieser Arbeit erzeugten KRasG13C-

spezifischen Nukleotidanaloga ermdglichte.
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Abbildung 39 | IL-3-Entzug. Zellzahlen der infizierten Ba/F3-Zellen wéahrend (a) des radikalen und (b)
des sukzessiven IL-3-Entzugs fir KRasG12C (grau) und KRasG13C (rot); (c) Western Blot-Analyse nach
IL-3-Entzug der Ba/F3-KRasG12C-Zellen.

Die Ba/F3-KRasG12C-Zellen konnten hingegen erfolgreich mit dem oben beschriebenen
Protokoll generiert werden und wurden daher fur die Testung selektiver KRasG12C-
Inhibitoren verwendet. Der Einfluss der KRasG12C-Inhibitoren auf die Zellproliferation
der Ba/F3-KRasG12C-Zellen wurde zundchst mit dem kommerziell erhéltlichen
CellTiter-Glo (CTG) Assay (Promega) bestimmt. Als Kontrollen wurde neben der
parentalen Ba/F3-Zelllinie ebenfalls die humane H358-Zelllinie verwendet, die eine
KRasG12C-Mutation aufweist. Der CTG-Assay basiert dabei auf der Bestimmung der
Anzahl lebender Zellen durch Quantifizierung von vorhandenem ATP, das ein Indiz fur
metabolisch aktive Zellen ist. Im Rahmen einer ATP-abhdngigen Luciferase-
katalysierten Umsetzung von Luciferin zu Oxyluciferin wird dabei ein
Lumineszenzsignal erzeugt, welches proportional zur vorhandenen ATP-Menge und

somit zur Anzahl lebender Zellen ist.13’

Fir den CellTiter-Glo®-Viabilitatsassay wurde zunéchst der lineare Wachstumsbereich
der verwendeten Zelllinien bestimmt, indem die Zellen in einer seriellen
Verdinnungsreihe (0, 50, 200, 200, 400, 800, 1600, 3200 Zellen/well) ausplattiert und

nach vier Tagen die Lumineszenz ausgelesen wurden.
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Durch Auftragung der Lumineszenz gegen die verwendete Zellzahl/well konnte somit die
optimale Zellzahl bestimmt werden. Aufgrund der unterschiedlichen Proliferationsraten
der einzelnen Zelllinien wurden variierende Zellzahlen zwischen 100 und 800 Zellen/well
ermittelt (Abb. 40a). Um im Anschluss die inhibitorische Wirksamkeit der getesteten
Verbindungen auf die Proliferation der einzelnen Zelllinien mittels CTG-Assay durch
Bestimmung der halbmaximale effektive Inhibitor-Konzentration (ECso) zu validieren,
wurden die Zellen gemal der ermittelten optimalen Zellzahl ausgesét und fur vier Tage
in Gegenwart der jeweiligen Inhibitoren (0.1 nM bis 30 uM) inkubiert. Neben
KRasG12C-Inhhibitoren und von ARS-853 abgeleiteten CovClick-Fragmenten
(Tab. A10)" wurden die Zellen mit einer Reihe von Referenzverbindungen behandelt,
darunter panRas-T, PDES-*, Kinase- und PARP-Inhibitoren. Die Zellen wurden zudem
mit DMSO als Negativkontrolle sowie mit Staurosporin als Positivkontrolle inkubiert.
Die ermittelten Lumineszenzen wurden auf diese Kontrollen normalisiert und Dosis-
Wirkungskurven generiert, anhand dieser der ECso-Wert als MaR fur die zellulare
Aktivitat der Verbindungen ermittelt wurde (Abb. 40b). Insgesamt konnte fir die Ba/F3-
KRasG12C Zelllinie eine Sensitivitdt gegenlber einer KRasG12C-Inhibition im
Vergleich zu der parentalen Ba/F3-Zelllinie beobachtet werden. Die inhibitorische
Wirksamkeit der KRasG12C-Inhibitoren in den generierten Ba/F3-KRasG12C-Zellen
korreliert dabei mit dem Entwicklungszeitpunkt dieser Verbindungen. Wahrend die initial
von dem Shokat-Labor entwickelten KRasG12C-Inhibitoren 9 und 12 keine selektive
Aktivitat in den G12C-mutierten Zelllinien aufwiesen, konnte jeweils eine gesteigerte
zelluldre Potenz der klinischen Kandidaten AMG 510 und MRT X849 festgestellt werden.
Dieser Trend, der den Erfolg der Optimierung der KRasG12C-Inhibitoren widerspiegelt,
konnte auch in Experimenten mit den H358-Zellen beobachtet werden. Die
vergleichsweise hohe Aktivitat einiger Verbindungen in parentalen Ba/F3-Zellen ist
hierbei vermutlich auf zytotoxische Effekte zurtickzufuhren. Die von ARS-853
abgeleiteten CovClick-Fragmente wiesen keinerlei zellulare Aktivitat auf, welches die
Wichtigkeit der Substituenten zur Ausbildung essentieller Protein-Ligand-
Wechselwirkungen verdeutlicht (Tab. A10). Bei den Referenzverbindungen konnten
hingegen in parentalen sowie in G12C-mutierten Ba/F3-Zellen vergleichbare ECso-Werte
beobachtet werden.

* Synthese der CovClick-Fragmente im Rahmen der Masterarbeit von Lisa Goebel (AG Rauh, TU
Dortmund).

T Synthese von panRas3144 durch M.Sc. Tobias Grabe (AG Rauh, TU Dortmund).

i Bereitstellung des PDE3-Inhibitors Deltarasin durch die AG Waldmann (MPI Dortmund).
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a
Bal/F3 parental Ba/F3 KRasG12C H358
30 25 18
16 1
5 25 220 b 214
n20 N 15 n 2
%15 8 80
0 E E°]
3 5 3s 3 41
100 c / well 200 c / well 21 800 c / well
0 r T v 0 v v . 0 . . s
0 800 1600 2400 3200 0 800 1600 2400 3200 0 800 1600 2400 3200
Zellzahl | well Zellzahl / well Zellzahl / well
b
CTG EC50 [uM]
Verbindung Ba/F3 parental Ba/F3 KRasG12C _ H358
KRasG12C inhibitor 9 254 + 094 554 + 121 0 + 000
KRasG12C inhibitor 12 246 + 140 468 * 176 + 717
KRasG12C ARS-853 1711 £ 189 1718 + 554 + 7.24
Inhibitoren ARS-1620 6.93 * o062 413 + 123 £ 025
AMG 510 16.80 = 556 224 + 137 + 0.03
MRTX849 178 + o047 146 + o098 + 0.04
CovClick fragment 1 +* 000 *  0.00 + 0.00
CovClick fragment 2 +* 000 000 - 4 0.79
CovClick fragment 3 * 000 *  0.00 + 0.00
CovClick fragment 4 +* 0.0 +  0.00 + 0.00
panRas3144 * 085 * 067 * 0.93
Deltarasin 823 + 1.84 *  1.08 + 0.55
Staurosporin 000 000 + 0.01
Doxorubicin +  0.00 000 * 0.04
Osimertinib 125 + o017 109 + o023 + 035
Referenz- Borussertib 8.99 + 302 713 + 452 * 218
verbindungen Trametinib 220 + 267 s 112 + 1.18
Dactolisib + 018 + 016 - - 0.65
AZD8050 002 002 + 0.16
Olaparib 471 £ 114 6.05 + 252 + 0.00
Regorafenib 2024 + 7.10 2485 + 773 + 1.69
Sunitinib 88 + o012 141 + o021 11.32 + 481

Abbildung 40 | CellTiter-Glo®-Viabilitatsassay. (a) Zellzahloptimierung. Grafische Auftragungen der im
CTG-Assay detektierten Lumineszenzsignale gegen die verwendete Anzahl an Zellen pro well zur
Bestimmung der optimalen Zellzahlen fir die parentalen Ba/F3-, die generierten Ba/F3-KRasG12C- und
H358-Zellen; (b) Bestimmung der ECso-Werte verschiedener Referenzverbindungen und KRasG12C-
Inhibitoren fiir die parentalen Ba/F3-, die generierten Ba/F3-KRasG12C- und H358-Zellen.

Um den Einfluss der KRasG12C-Inhibition auf die Ba/F3-KRasG12C-Zelllinie weiter zu
untersuchen, wurden zudem Western Blot-Analysen mit den Klinischen Kandidaten
AMG 510 und MRTX849 angefertigt. Als Positivkontrolle wurde erneut die G12C-
mutierte H358-Zelllinie verwendet. Bei der Behandlung mit AMG 510 und MRT X849
konnte sowohl in den Ba/F3-KRasG12C-Zellen als auch in den H358-Zellen eine
konzentrationsabhéngige Inhibition des nachgeschalteten Signalweges und eine
Abnahme von pcRaf, pErk und pS6 beobachtet werden (Abb. 41).
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Abbildung 41 | Zelluldre Charakterisierung der generierten Ba/F3-KRasG12C Zelllinie. Western
Blot-Analyse in Ba/F3-KRasG12C und H358 nach Behandlung mit (a) AMG 510 und (b) MRTX849; (c)
Quantifizierung der Phosphorylierungslevel verschiedener downstream-Proteine nach Behandlung mit den
jeweiligen Inhibitoren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit erfolgreich ein Modellsystem fiir die onkogene
KRasG12C-Variante erzeugt werden, die eine vergleichende Validierung der
Referenzverbindungen AMG 510 und MRT X849 ermdglichen.

Eine onkogene Abhéngigkeit der KRasG13C-Mutante in Ba/F3-Zellen konnte hingegen
nicht generiert werden, welches eine Charakterisierung der zuvor erzeugten KRasG13C-
Nukleotidderivate ermdglichen wirde. In zukunftigen Arbeiten kdnnen jedoch weitere
Versuche hierzu mit der G13C-Variante wiederholt werden, um auch hier ein valides
Modellsystem zu erhalten.
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3.5.1.2 NIH-3T3-Zellen

Da sich die Ba/F3-Zellen als kein optimales Modellsystem zur Darstellung einer
onkogenen Abhéngigkeit der KRas-Mutation herausstellten und die Generierung IL-3-
unabhéngiger Ba/F3-KRasG13C-Zellen erfolglos blieb, wurden daraufhin
NIH-3T3 Zellen als Modellsystem ausgewahlt. Die NIH-3T3-Zellen sind aufgrund der
relativ einfachen Transfektion und Empfindlichkeit gegentber der Transformation durch
Aktivierung des Ras-Signalweges ein beliebtes Zellsystem fir die Charakterisierung der

Eigenschaften von Ras-Onkogenen.'3®

Fur die Erzeugung KRas-transformierter NIH-3T3-Zellen wurden zunéchst die KRas-
Gensequenzen mittels Restriktions-/Ligationsprotokoll in pcDNA-Vektoren eingebracht,
die eine Expression der Gensequenzen unter Kontrolle des CMV-Promotors in murinen
Zellen ermoglichen. Als Donorplasmide wurden die pBabe-Vektoren mit den
entsprechenden KRas-Varianten (KRasWT, KRasG12C und KRasG13C) verwendet. Die
pcDNA-Vektoren mCherry-C1 und mOrange-N1**° (Addgene) dienten als Zielplasmide,
wobei die mCherry-Konstrukte als visuelle Transfektionskontrolle dienten und der
Einbau in den mOrange-Vektor in der Expression von KRas-Proteinen ohne Fluoreszenz-
tag (untagged) resultierte.

Mit Hilfe des Lipofectamine™ 3000 Reagent Protocol (ThermoFisher Scientific) wurde
im Anschluss die Transfektion der zuvor ausplattierten NIH-3T3-Zellen vorgenommen.
Nach insgesamt 72 Stunden konnte fiir die mCherry-Kontrollkonstrukte eine deutliche
rote Fluoreszenz beobachtet werden, welche auf eine erfolgreiche Transfektion der KRas-
Gene schlieBen liel (Abb. 42).

mCherry-KRas

WT G12C G13C

Abbildung 42 | Lipofectamin-vermittelte Transfektion. Transfektionskontrolle der NIH-3T3-Zellen mit

den rot fluoreszierenden mCherry-KRas-Konstrukten nach 72 h.
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Aus den KRas-transformierten NIH-3T3-Zellen wurden im Anschluss Zelllysate
generiert und Western Blots angefertigt, um Veranderungen der Phosphorylierungslevel
von Proteinen, welche Ras nachgeschaltet sind, zu ermitteln. Nach erfolgter Transfektion
konnte fur alle KRas-Varianten mit und ohne tag eine Hochregulierung von pcRaf, pErk
und insbesondere pS6 beobachtet werden, wohingegen das Phosphorylierungslevel von
Akt nicht beeinflusst wurde. Eine gesteigerte Aktivierung der Ras-Signalkaskade konnte
dabei von KRasWT uber KRasG12C bis hin zu KRasG13C detektiert werden, welches
die onkogenen Eigenschaften der jeweiligen Mutationen widerspiegelt. Das am N-
Terminus befindliche mCherry schien dabei trotz der relativen GroRe in Bezug auf KRas
selbst keinen Einfluss auf die Aktivierung der Ras-Signalkaskade zu haben (Abb. 43).

a b
mCherry untagged NIH-3T3 KRas
K} Kontrolle B mCherry B untagged
£ (SR O O 8 2
S L 8 @ L. 8 @ 7 pcRaf pAkt
¥ 2 0o 0o =2 o o 6
%5 g
pcRaf — —— S — - %4 %1
= )
23 3
—
tAkt — — — — — — 0.2 o
1
PAKt | e —— — —— — o— 0- 0+
Kontrolle WT  G12C G13C Kontrolle WT  G12C G13C
{Erk | — —— — — —— — 6 45
ol s . - — — . pErk 40 pS6
L — —— — — —— - _35
o] S QS ———————— S4 $30
§3 gzs
o o
PSE |-+ N e — . . 8, 82
o o
10
B-actin | cmm— — — — — — ! 5
0 4 0 4
NIH-3T3 KRas Kontrolle WT G12C G13C Kontrolle WT  G12C G13C

Abbildung 43 | Zellulare Charakterisierung der Ras-transformierten NIH-3T3-Zellen. (a) Western
Blot-Analyse der Ras-transformierten NIH-3T3-Zellen. (b) Quantifizierung der Phosphorylierungslevel

verschiedener downstream-Proteine in den Ras-transformierten NIH-3T3-Zellen.

Mit dem hier verwendeten Protokoll zur Generierung Ras-transformierter NIH-3T3-
Zellen konnte ein geeignetes zelluldres Modellsystem zur Charakterisierung der
onkogenen Eigenschaften von Ras-Mutationen generiert werden, welches zukiinftig die
Charakterisierung der intrazelluldren on-Target-Inhibition mutantenselektiver KRas-
Inhibitoren im Arbeitskreis ermdoglicht. Fir die Evaluation der in dieser Arbeit
generierten Nukleotidanaloga zur Adressierung von KRasG13C musste jedoch zunéchst
eine geeignete Methode fiir den aktiven Transport der negativ geladenen Nukleotid-

Derivate Uber die Zellmembran validiert werden.
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3.5.2 Charakterisierung der Nukleotidanaloga in KRasG13C-mutierten

Krebszelllinien

Aufgrund der negativen Ladung sind Nukleotide nicht in der Lage, die Zellmembran zu
passieren, sodass in zellbasierten Assays sowie in der klinischen Anwendung héufig die
entsprechenden neutralen Vorstufen (Nukleoside oder Prodrug-Derivate) zum Einsatz
kommen. 14141 Nach erfolgreicher Aufnahme sowie der chemischen und/oder
enzymatischen Abspaltung biolabiler Schutzgruppen im Falle der Prodrug-Derivate
werden intrazellulér biologisch aktive Metabolite nach sequenzieller Phosphorylierung
durch entsprechende Kinasen generiert. Im Falle von unnatirlichen Nukleotidanaloga
sind die Phosphorylierungsschritte aufgrund der Spezifitdt von Nukleosid/Nukleotid-
phosphorylierenden Kinasen nur bedingt effizient. Fur die Charakterisierung der
dargestellten Nukleotidanaloga wurden daher verschiedene Methoden flir den aktiven
Transport in KRasG13C-mutierte Zellen getestet. Neben einem NTP-Transporter, der
selektiv an die Nukleotidanaloga bindet und diese in die Zelle schleust, wurden mittels
Elektroporation reversible Risse in der Zellmembran erzeugt, die eine Aufnahme der

dargestellten Nukleotidanaloga ermdglichen sollte.

3.5.2.1 NTP-Transporter

Mit Hilfe des von Zawad et al. entwickelten NTP-Transporters kénnen biologisch aktive
Nukleotide direkt in Zellen transportiert werden.'*> Der NTP-Transporter besteht aus
einem Rezeptor, der zundchst einen nicht-kovalenten Komplex mit einem Triphosphat-
Anion ausbildet, und einem zellpenetrierenden Linker, der anschlieRend einen Transport
uber die Zellmembran ermdglicht. Innerhalb der Zelle wird schlie3lich der komplexierte
Triphosphat-Anteil von der Rezeptorstelle durch kompetitive Verdrdngung mit den
naturlich vorhandenen NTPs wie Adenosintriphosphat (ATP) freigesetzt (Abb. 44).
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Abbildung 44 | NTP-Transporter. (a) Schematische Darstellung des hypothetischen

Transportmechanismus eines NTPs durch den NTP-Transporter; (b) Chemische Struktur des NTP-

Transporters, der Uber einen Triphosphat (TP)-Rezeptor sowie einen zellpenetrierenden Linker verfigt.

Fur die zellulare Charakterisierung von Acryl-edaGTP (8g), welches in
massenspektrometrischen Untersuchungen zu einer besonders effizienten Adduktbildung
flhrte, wurden die Krebszelllinien H1355 und H1734 verwendet, die eine heterozygote
KRasG13C-Mutation aufweisen (Abb. A13 und A14). Die KRasG13C-mutierten Zellen
wurden mit verschiedenen Konzentrationen (10, 50, 100, 500 uM) einer 1:1 Mischung
des NTP-Transporters und des Nukleotidderivats behandelt und zu Kontrollzwecken
zusétzlich entweder mit 500 UM NTP-Transporter oder mit 500 uM von Acryl-edaGTP
behandelt. Nach einer zehnminutigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Transporter-Mischung entfernt und die Zellen nach zweimaligem Waschen fur weitere
24 bis 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert bevor Zelllysate generiert wurden.
Im Rahmen anschlieRender Western Blot-Analysen konnte sowohl in H1355-Zellen als
auch in H1734-Zellen bei hoheren Konzentrationen (100-500 pM) zum Teil eine
dosisabhangige Runterregulierung der Phosphorylierung verschiedener downstream-
Proteine wie pcRaf, pAkt, pErk und pS6 beobachtet werden. Gleichzeitig konnte jedoch
kein stabiles Phospho-Signal in den Kontrollproben, die entweder nur mit dem NTP-
Transporter oder Acryl-edaGTP behandelt wurden, beobachtet werden, sodass die
Runterregulierung bei htheren Konzentrationen vermutlich auf toxische Effekte beruhten
(Abb. 45).
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Abbildung 45 | Zelluldre Charakterisierung der Nukleotidanaloga mittels NTP-Transporter. Western
Blot-Analyse nach NTP-Transporter-vermittelte Aufnahme von 10-500 uM einer 1:1 Mischung des NTP-
Transporters und Acryl-edaGTP (8g) in (a) H1355-Zellen und (b) H1734-Zellen. Als Kontrolle wurden die
Zellen zuséatzlich entweder mit 500 UM NTP-Transporter oder mit 500 UM von Acryl-edaGTP behandelt.

Insgesamt konnte mit Hilfe des NTP-Transporters aufgrund nicht signifikanter
Veranderungen der Phosphorylierungslevel von nachgeschalteten Proteinen sowohl in
H1355- als auch H1734-Zellen keine Charakterisierung der dargestellten
Nukleotidanaloga vorgenommen werden. Die Interpretation der Daten ist aufgrund nicht
definierter intrazellularer Konzentration der Nukleotidanaloga sowie durch eine geringe
Reaktivitdt dieser Verbindungen bei einem physiologischen pH-Wert derzeit nicht
aussagekraftig. Nach erfolgter Optimierung des Linkers fiir eine bessere Ausrichtung des
warheads, um eine effektive kovalente Bindung an KRasG13C in den Zellen auszubilden,
sollte der NTP-Transporter-vermittelte Transport in zuklnftige Untersuchungen zundchst
mit Hilfe von Fluorophor-markierten Nukleotidderivaten wie zum Beispiel tamra-GTP
oder mantGTP validiert werden.
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3.5.2.2 Elektroporation

Mit Hilfe der Elektroporation wird die Durchlassigkeit der Zellmembran durch Anlegen
eines elektrischen Feldes erhéht, um Makromolekile wie Nukleinsduren (DNA/RNA)

oder Proteine in Zellen einzuschleusen.'*3

Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch Elektroporation von H1355-Zellen in Gegenwart
von Acryl-edaGDP (8a) der Einfluss der Nukleotidanaloga auf die onkogene KRasG13C-
Signalweiterleitung untersucht. Infolge der durch elektrische Impulse entstandenen
reversiblen Risse in der Zellmembran gelangen die Nukleotidanaloga in die KRasG13C-
mutierten Zellen und Verénderungen der Protein-Phosphorylierungslevel, welche Ras
nachgeschaltet sind, wurden anschlielend in den transfizierten Zellen mittels Westen Blot
analysiert (Abb. 46).

> Kultivierung >> Elektroporation >> Recovery >> Charﬁi{t:-liiri:rung >
A NTP . A
-4 -@-

KRasG13C transfizierte Western Blots

mutierte Zellen % Zellen
@OO—\Q:(j _’OOO—QI)
NTP

NTP

Abbildung 46 | Schematische Darstellung der Elektroporation von Nukleotidanaloga. Die KRasG13C-
mutierten Zellen wurden nach erfolgter Kultivierung geerntet und zusammen mit den NTPs elektroporiert.
Nach einer 24-stiindigen Recovery-Periode wurden fir die anschlieBende zelluldre Charakterisierung

Western Blots angefertigt.

Da die fur den Transfer verwendeten Parameter fir die verschiedenen
Elektroporationssysteme spezifisch sind, wurden zunéchst Elektroporationsexperimente
mit dem Fluorophor-markierten Nukleotidderivat tamra-edaGDP durchgefiihrt. Tamra-
edaGDP wurde ber die zuvor beschriebene Syntheseroute dargestellt, wobei im letzten
Schritt die tamra-Gruppe Uber die Kupplung an einen aktiven Ester eingeftihrt wurde
(Kapitel 7.11).1%
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Fur die Bestimmung der Nukleotidkonzentration wurden zunidchst Elektroporations-
experimente in HeLa-Zellen durchgefiihrt, welche bereits als eine geeignete Zelllinie fur
Elektroporationen beschrieben wurde.!** Die HeLa-Zellen wurden unter Variation der
Nukleotidkonzentration (0-500 uM) zwei aufeinanderfolgenden elektrischen Impulsen
bei 1000 V und einer Dauer von 35 ms ausgesetzt, um einen Transfer von tamra-edaGDP
uber die in der Zellmembran erzeugten reversiblen Risse zu erméglichen. Nach einer 24-
stindigen  Recovery  Periode wurden zur Bestimmung der optimalen
Nukleotidkonzentration mikroskopische Aufnahmen angefertigt.” Erst bei einer
Nukleotidkonzentration von 500 uM konnte ein rotes Fluoreszenzsignal beobachtet
werden, welches auf einen erfolgreichen Transfer von tamra-edaGDP in HeLa-Zellen
hindeutet (Abb. 47a). Neben der Nukleotidkonzentration mdissen jedoch auch die
Einstellungen des EP-Pulses (Spannung, Dauer und Anzahl der Wiederholungen) flr
entsprechende Experimente in den KRasG13C-mutierten H1355-Zellen optimiert
werden. Bei einer gleichbleibenden Nukleotidkonzentration von 500 uM wurden daher
anschlieBend Elektroporationsversuche in H1355-Zellen unter Variation der Spannung
(800, 900 und 1000 V) durchgefuhrt, um einen geeigneten Kompromiss zwischen
Zellviabilitdt und effizientem Nukleotidtransfer zu erreichen. Mit zunehmender
Spannungsstarke konnte anhand eines steigenden Fluoreszenzsignals ein verbesserter
Transfer von tamra-edaGDP in H1355-Zellen beobachtet werden. Zeitgleich konnte
jedoch ebenfalls eine Abnahme der Zellviabilitat bei hoher Spannung detektiert werden
(Abb. 47b). Aufgrund des nur minimal geringer detektierten Fluoreszenzsignals und der
deutlich verbesserten Zellviabilitat bei einer geringeren Spannungsstérke wurde fiir die
nachfolgenden Experimente mit den kovalenten KRasG13C-Nukleotidanaloga eine

Spannung von 800 V verwendet.

* Durchfiihrung der Mikroskopie von Dr. Stefano Maffini (AG Musacchio, MP1 Dortmund).
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HelLa

Kontrolle 10 yM 100 pM 500 uM

= DNA
B tamra-edaGDP

tamra-edaGDP

B tamra-edaGDP
(500 pM)

Abbildung 47 | Elektroporation von tamra-edaGDP. Zur ldentifizierung der geeigneten Bedingungen
wurden zundchst Elektroporationsexperimente mit tamra-edaGDP unter (a) Variation der
Nukleotidkonzentration in HeLa-Zellen sowie (b) Variation der Spannung in H1355-Zellen durchgefiihrt;
(c) Chemische Struktur von tamra-edaGDP.

Fur die Elektroporation wurden zundchst drei Millionen Zellen pro Experiment geerntet
und gewaschen und in einem Elektroporationspuffer resuspendiert, der bereits 500 puM
des kovalent bindenden KRasG13C-Inhibitor Acryl-edaGDP (8a) enthielt. Darlber
hinaus wurden zudem das reversible Acetyl-edaGDP-Derivat (8d) als Kontrolle sowie
ddH.0 als zusitzliche Negativkontrolle verwendet.” Die einzelnen EP-Ldsungen wurden
zwei aufeinanderfolgenden elektrischen Impulsen bei 800 V und einer Dauer von 35 ms
ausgesetzt, um einen Transfer der Nukleotidanaloga in die Zelle zu erméglichen. Um
nicht-internalisierte, membranassoziierte Proteine zu entfernen, wurden die Zellen
anschlielend gewaschen und in frisches Medium Uberfiihrt. Nach einer 24- bzw. 48-
stuindigen Recovery-Periode wurden Zelllysate generiert und Western Blots angefertigt,
um Verdnderungen der Phosphorylierungslevel wvon Proteinen, welche Ras
nachgeschaltet sind, zu detektieren (Abb. 48).

* Elektroporation und Western Blot-Analyse von Acryl-edaGDP in H1355-Zellen im Rahmen der
Bachelorarbeit von Sandra Koska (AG Rauh, TU Dortmund).
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Abbildung 48 | Zellulare Charakterisierung der Nukleotidanaloga mittels Elektroporation. (a)
Western Blot-Analyse nach Elektroporation von 500 uM Acryl-edaGDP (8a) und Acetyl-edaGDP (8d).
Als Kontrolle wurde die Elektroporation mit ddH,0-versetztem Puffer R durchgefiihrt; (b) Chemische
Strukturen von Acetyl-edaGDP (8a) und Acryl-edaGDP (8d).

Anhand der generierten Westen Blots konnte jedoch keine spezifische Inhibition der
Signalkaskade der Ras nachgeschalteten Proteine durch Acryl-edaGDP beobachtet
werden. Zwar erschien die Intensitdt der Banden nach einer 48-stiindigen Recovery-
Periode schwécher, jedoch ist kein Unterschied zwischen Kontrolle, Negativkontrolle
und Acryl-edaGDP erkennbar, sodass dies vermutlich auf eine verringerte Viabilitét

zurlickzufiihren ist.

Somit konnte mit Hilfe der Elektroporation in KRasG13C-abhdngige H1355-Zellen in
Gegenwart kovalent bindender Nukleotidanaloga keine Abnahme von nachgeschalteten
Proteinen beobachtet werden. Dies ist vermutlich zum einen auf die hohe intrazellulare
Konzentration von GDP und GTP sowie zum anderen auf eine unvollstdndige
Adduktbildung bei dem hier vorliegenden physiologischen pH-Wert zuriickzufiihren. In
zukinftigen Arbeiten sollten diese Experimente daher nach erfolgter Optimierung der

Reaktivitat der Nukleotidanaloga wiederholt werden.

Um dennoch die Elektroporation als Werkzeug fur die zelluldre Charakterisierung der
Nukleotidanaloga auf die onkogene Signalweiterleitung der KRasG13C Mutante zu
nutzen, wurden daher im Anschluss Elektroporationsexperimente mit rekombinant

hergestellten und in vitro modifizierten Ras-Proteinen durchgefuhrt.
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3.5.3 Elektroporation rekombinanter Proteine in HeLa-Zellen

Da innerhalb der zuvor beschriebenen Elektroporationsexperimente mit den generierten
Nukleotiden kein Effekt auf die onkogene Ras-Signalweiterleitung beobachtet werden
konnte, sollten im Anschluss entsprechende Versuche mit rekombinanten KRas-

Varianten in HelLa-Zellen durchgefiihrt werden.

Die fur die zellulare Evaluierung bendtigten Volllangen-Proteine sollten dabei zunachst
erfolgreich exprimiert und gereinigt werden, wobei die G13C-Mutation vorab mittels
QuickChange-Mutagenese eingefiihrt wurde sollte. Eine nachfolgende selektive
kovalente Modifikation der KRasG13C-Mutante sollte mit Acryl-edaGDP (8a), bei dem
im Rahmen der massenspektrometrischen Experimente eine besonders effiziente
Bindungsbildung beobachtet werden konnte, durchgefiihrt und mittels in vitro
Farnesylierung sowie MS/MS-Studien nachgewiesen werden. Mittels Western Blot-
Analyse sollte abschlielend die zelluldre Evaluierung der Nukleotidanaloga erfolgen,
wobei neben KRasG13C-edaGDP als Kontrollen KRasWT, KRasG13C sowie
KRasG13C:acetyledaGDP in HelLa-Zellen elektroporiert werden sollten.

3.5.3.1 Proteinexpression und -reinigung sowie Labelling der Volllangenkonstrukte

Da die Reinigung der verkirzten KRas-Konstrukte bereits erfolgreich in der
Arbeitsgruppe etabliert worden war (Kapitel 3.3.1), wurde ein analoges
Reinigungsprotokoll verfolgt, wobei aufgrund der hohen Reinheit des Proteins nach der
zweiten  Ni?*-Affinitatschromatographie auf eine lonenaustauschchromatographie
verzichtet wurde (Abb. 49).

. . Reverse S e
> Ni-AC >> Dialyse >> Ni-AC > LT > SEC >

Abbildung 49 | Reinigungsprotokoll fur die KRas-Volllangenkonstrukte. Nach der Isolierung der

KRas-Proteine Uber eine Nickel-Affinitdtschromatographie (Ni-AC) wurde iber Nacht eine Dialyse bei
zeitgleicher Abspaltung des Hiss-tags durch die TEV-Protease durchgefiihrt. Nach einer zweiten reversen
Ni-AC sowie einer GroRenausschlusschromatographie (SEC) wurde das reine Protein bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert. Im Vergleich zu den verkiirzten KRas-Proteinen konnte auf die

lonenaustauschchromatographie (IEX) im Reinigungsprotokoll verzichtet werden.
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Die Reinigung der Volllangenkonstrukte ist im Anhang (Kapitel 7.12) sowohl fir
KRasWT als auch fur KRasG13C, welches zunéchst durch ortsgerichtete Mutagenese des
KRas-Vollangenkonstruktes hergestellt werden musste, dargestellt (Tab. A7, Abb. A10).”
Insgesamt konnten die Volllangenkonstrukte durch das optimierte Reinigungsprotokoll
erfolgreich in hoher Reinheit erhalten werden. Abschlielende massenspektrometrische
Untersuchungen bestétigten die Identitat der aufgereinigten KRas-Konstrukte (Abb. 50).
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Abbildung 50 | Massenspektren der KRas-Vollldngenkonstrukte. Massenspektren von (a) KRasG13C
(MWberechnet: 21664 Da) Und (b) KRaSWT (M\Nberechnet: 21618 Da.)

Die erfolgreich gereinigten KRas-Volllangenkonstrukte konnten anschlieRend fir die
zelluldre Evaluierung der synthetisierten Nukleotidanaloga mittels Elektroporation
verwendet werden, wobei die G13C-Mutante zunédchst kovalent mit den
Nukleotidanaloga modifiziert werden musste. Im Gegensatz zu den verkiirzten KRas:-169-
Konstrukten verfiigen die Volllangenkonstrukte neben den Oberflachencysteinen C51,
C80 und C118 innerhalb der hypervariablen Region (HVR) am C-Terminus Uber ein frei
zugangliches Cystein. Durch posttranslationale Farnesylierung des in der sogenannten
CAAX-Box vorkommenden Cysteins wird die fir die Aktivitdt von Ras-Proteinen
wichtige Lokalisation an der Plasmamembran vermittelt. Um demnach unerwinschte
unspezifische kovalente Modifizierungen des Cysteins der CAAX-Box sowie der
zusétzlichen Oberflachencysteine bei hohem pH-Wert zu verhindern, wurde zunéchst ein
Nukleotidaustausch bei pH 7.5 in Gegenwart von EDTA durchgefiihrt. Der
Nukleotidaustausch wurde dabei mit einem zehnfachen Uberschuss an Acryl-edaGDP
(8a) fir je drei Stunden bei 4 °C durchgefiihrt, da dieser Inhibitor in den vorherigen
massenspektrometrischen Untersuchungen eine besonders effiziente Adduktbildung
zeigte.

* Expression und Aufreinigung der KRas-Volllangenkonstrukte im Rahmen der Bachelorarbeit von Sandra
Koska (AG Rauh, TU Dortmund) in Zusammenarbeit mit Nadine Schmidt (technische Assistentin, AG
Rauh, TU Dortmund).
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Durch die anschlieBende Zugabe von Magnesiumchlorid wurde der Nukleotidaustausch
beendet und anschlieend uUberschissiges Nukleotid unter Verwendung von
Zentrifugenfiltereinheiten entfernt. Nach erfolgreichem Nukleotidaustausch bei pH 7.5
lag bereits ein kleiner Teil (~10 %) der Ras-Proteine kovalent modifiziert vor, welches
mit den vorangegangenen pH-abhdngigen massenspektrometrischen Analysen
korrespondiert (Abb. 51a). Der pH-Wert wurde anschlielend auf pH 9.5 erhoht, um die
kovalente Bindungsbildung zwischen dem Nukleotidanalogon und Cysl13 zu
beginstigen. Um das Protein anschlieBend wieder in einen Puffer mit physiologischem
pH zu Uberfuhren und eventuell aggregiertes Protein abzutrennen, wurde eine

GroélRenausschlusschromatographie durchgefihrt (Abb. 51b).
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Abbildung 51 | Labelling-Experimente mit dem Volllangenkonstrukt KRasG13C. (a) Schematische
Darstellung der kovalenten Modifikation von KRasG13C. Der Nukleotidaustausch wurde in Gegenwart
von EDTA bei pH 7.5 durchgefiihrt, gefolgt von der kovalenten Modifikation von KRasG13C bei pH 9.5,
um unerwiinschte Modifizierung anderer Cysteine und insbhesondere des Cysteins der CAAX-Box zu
verhindern. Der Nukleotidaustausch und die kovalente Proteinmodifikation wurden mittels ESI-MS
kontrolliert; (b) Chromatogramm der GréRenausschlusschromatographie (SEC) von KRasG13C-edaGDP
(blau: Absorption bei 280 nm, rot: Absorption bei 252 nm) und die anschlieBende Analyse der Fraktionen
der SEC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder; 1: vereinigte Fraktionen).
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3.5.3.2 in vitro Farnesylierung

Nach der erfolgreichen kovalenten Modifikation von KRasG13C mit Acryl-edaGDP
wurde zur Uberpriifung der Position der kovalenten Proteinmodifikation eine in vitro
Farnesylierung durchgefiihrt.” Hierbei sollte Gberpriift werden, ob eine unspezifische

Modifizierung des Cysteins der CAAX-Box stattgefunden hat.

Die Ras-Proteine wurden dabei in Gegenwart von Farnesylpyrophosphat (FPP) und der
Farnesyltransferase (FTase), die die Ubertragung eines Farnesylrests von FPP auf das
Cystein innerhalb der CAAX-Box von Ras katalysiert, inkubiert.24>-146 Neben dem zuvor
hergestellten KRasG13C-edaGDP wurde zudem KRasWT als Kontrolle fur eine Stunde
bei Raumtemperatur in vitro farnesyliert. Die kovalente Proteinmodifikation wurde im
Anschluss mit Hilfe massenspektrometrischer Untersuchungen tberprift und es konnte
sowohl fur KRasG13C-edaGDP als auch fur KRasWT eine vollstdndige Farnesylierung
detektiert werden. Innerhalb des Massespektrums konnte dabei eine Verschiebung der
Signale um die Masse einer Farnesylgruppe (~205 Da) beobachtet werden (Abb. 52).
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Abbildung 52 | In vitro Farnesylierung. Schematische Darstellung der in vitro Farnesylierung von (a)
KRasG13C-edaGDP und (b) KRasWT als Kontrollexperiment. Die posttranslationale Modifikation wurde
mittels ESI-MS kontrolliert, wobei sowohl fiir KRasG13C-edaGDP als auch fiir KRasWT eine vollstandige

Farnesylierung des freien Cysteins in der CAAX-Box beobachtet werden konnte.

* Durchfiihrung der in vitro Farnesylierung in Kooperation mit Dr. Amrita Rai (AG Goody, MPI
Dortmund).
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Eine vollstandige Farnesylierung von KRasG13C-edaGDP deutet somit auf ein freies
Cystein innerhalb der CAAX-Box hin und ist somit ein indirekter Nachweis fir die
ausschlieBliche kovalente Bindung von edaGDP an das mutierte Cystein innerhalb der

Nukleotidbindetasche von Ras.

3.5.3.3 MS/MS-Experimente

Neben einer in vitro Farnesylierung wurden zudem MS/MS-Experimente mit
KRasG13C-edaGDP durchgefiihrt, um die Position der kovalenten Proteinmodifikation

zu verifizieren.”

Fur die MS/MS-Experimente wurden KRasG13C-edaGDP sowie KRasG13C als
Kontrolle zunédchst proteolytisch mit Trypsin verdaut und anschliefend per Tandem-
Massenspektrometrie analysiert. Mittels HPLC und gekoppelter ESI-MS/MS konnte
anhand der aus dem tryptischen Verdau erhaltenen Peptide eine nahezu vollstandige
Sequenzabdeckung nachgewiesen werden. Bis auf den C-Terminus der Ras-Proteine, der
aufgrund der darin vorkommenden multiplen Lysinseitenketten von Trypsin mehrfach
geschnitten und daher nicht aufgelst werden konnte, wurden alle anderen resultierenden
Sequenzfragmente der Ras-Proteine identifiziert (Abb 53a). Ein direkter Nachweis flr
die kovalente Proteinmodifikation von Cys13 in der Nukleotidbindetasche konnte durch
die Tandem-Massenspektroskopie jedoch nicht erzielt werden, da die Modifikation
vermutlich an der Amidbindung innerhalb des Linkers von edaGDP fragmentiert. Bei der
Verwendung der GluC-Protease und anschlielender MS/MS konnte ebenfalls keine
Adduktbildung beobachtet werden, wenngleich hier aufgrund der GluC-Schnittstellen die
komplette Sequenz abgedeckt werden konnte (Tab. A12). Durch den Vergleich der
Peptidintensitaten bei dem tryptischen Verdau von KRasG13C-edaGDP und KRasG13C
konnte  jedoch  gezeigt werden, dass die Intensititen der Peptide
GHMTEYKLVVGAGCVGK und LVVVGAGCVGK, die das vermutlich modifizierte
Cystein in Position 13 enthalten, bei KRasG13C-edaGDP (Probe s2) deutlich geringer
waren als bei KRasG13C (Probe sl1), welches ein Hinweis auf eine kovalente
Modifikation von Cys13 ist. Alle anderen Peptide der unmodifizierten und modifizierten

Proteine hingegen wiesen eine vergleichbare Intensitat auf (Abb. 53b und c).

* Durchfiihrung der MS/MS-Experimente in Kooperation mit Dr. Petra Janning (AG Waldmann, MPI
Dortmund).
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Neben den beiden Cystein-enthaltenen Peptiden war jedoch auch die Intensitat des
Startpeptids GHMTEYK bei KRasG13C-edaGDP deutlich geringer als bei den
unmodifizierten Proteinen, da vermutlich das Lys6 fir einen Angriff von Trypsin durch

die in direkter rdumlicher Nahe befindliche kovalenten Modifikation von Cys13 blockiert

wird.
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quenz Position Position s1 s2 |Mws2
HMTEYK -2 5 1.7E+09 1.0E+08| 16.5
HMTEYKLVVVGAGCVGK -2 16 1.5E+09 1.4E+07| 109.4
VVVGAGCVGK 6 16 5.2E+10 3.9E+09| 13.5
ALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYR 17 41 4.3E+10 3.8E+10 1.1
QVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMR| 42 68 1.3E+10 9.4E+09| 1.4
VVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMR 43 68 2.4E+10 1.5E+10| 1.6
GEGFLCVFAINNTK 74 88 2.6E+10 2.0E+10| 1.3
GEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYR 74 97 4.2E+08 1.9E+08| 2.2
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GVDDAFYTLVR 150 161 4 1E+10 2.9E+10] 1.4
c d
-LVVWGAGCVGK- -LVVWGAGCVGK-
8E+09 BE+09
38.79
TE+09 7E+09
B6E+09 BE+09
. 5E+09 . SE+09
2 4E+09 2 AE+09
2 ]
= c
= 3E+09 = 3E+09
2E+09 2E+09
1E+09 1E+09 39.08
0 x r r 0E+00 r I. x T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 53 | MS/MS-Experimente. (a) Ubersicht (iber die Sequenzabdeckung. Die identifizierten
Bereiche des Proteins sind grin markiert; (b) Vergleich der Intensititen aller Peptide von KRas nach
tryptischem Verdau, die in allen vier Replikaten des unmodifizierten Proteins mit einer Intensitét von
mindestens 1E8 detektiert wurden; (c) lonenchromatogramm des Peptids LVVVGAGCVGK (m/z:
529,805+-5 ppm, 2-fach geladen) fiir KRasG13C und (d) KRasG13C-edaGDP.

Zusammengefasst lieferten die massenspektrometrischen Analysen neben der in vitro
Farnesylierung ebenfalls einen indirekten Nachweis fiir die kovalente Adressierung von
Cys13 der KRasG13C-Volllangenkonstrukte mit den dargestellten Nukleotidanaloga.
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3.5.3.4 Western Blots

Nach erfolgreicher Expression und Reinigung der KRas-Volllangenkonstrukte sowie der
selektiven Modifikation der KRasG13C-Mutante mit Acryl-edaGDP und deren
Validierung Uber in vitro Farnesylierung und MS/MS-Untersuchungen wurde der
Einfluss der Nukleotidanaloga nach Elektroporation der entsprechend modifizierten
Proteine zelluldr charakterisiert.

Im Vergleich zu den vorangegangenen Elektroporationsexperimenten mit den
Nukleotidanaloga in KRasG13C-mutierten Zelllinien wurden HeLa-Zellen als
Modellsystem fiir die zelluldre Evaluierung der Nukleotidderivate mittels Elektroporation
rekombinanter Ras-Proteine verwendet.” Fir die Elektroporation der KRas-
Volllangenkonstrukte (KRasWT, KRasG13C und KRasG13C-edaGDP) wurden zunéchst
drei Millionen Zellen pro Experiment geerntet, gewaschen und in einem
Elektroporationspuffer resuspendiert, der bereits steigende Konzentrationen (0, 50, 100,
200 und 300 ug) der jeweiligen KRas-Proteine enthielt. Die Proteinlésungen wurden zwei
aufeinanderfolgenden elektrischen Impulsen bei 1000 V und einer Dauer von 35 ms
ausgesetzt, die einen Transfer der KRas-Proteine in die Zelle ermdglichen sollten. Um
nicht-internalisierte, membranassoziierte Proteine zu entfernen, wurden die Zellen
anschlieBend gewaschen und in frisches Medium tberfuhrt. Nach einer 24-stiindigen
Recovery-Periode wurden Zelllysate generiert und Western Blots angefertigt, um
Verénderungen der Phosphorylierungslevel von Proteinen, welche Ras nachgeschaltet
sind, nach der Elektroporation von kovalent modifiziertem KRasG13C-edaGDP im
Vergleich zu KRasG13C sowie KRasWT zu detektieren. Zusétzlich wurden ebenfalls
Elektroporationsexperimente mit KRasG13C:acetyledaGDP als Kontrolle durchgefihrt
(Abb. A23). Fur alle KRas-Varianten konnte erwartungsgemé&R ein konzentrations-
abhangiger Anstieg an KRas beobachtet werden, welches auf einen erfolgreichen
Transfer der rekombinanten Proteine iber die Zellmembran in die HeLa-Zellen hindeutet
(Abb. 54a-c, Abb. A23-A25). Die dabei teilweise auftretende Massenverschiebung von
elektroporiertem KRas (50-300 pg) im Vergleich zu intrinsisch exprimiertem Protein
(0 pg) ist dabei mdoglicherweise auf eine nicht vollstdndige Farnesylierung und C-
terminale  Prozessierung  zurlickzufuhren (Abb. A25). Fir KRasG13C und
KRasG13C:acetyledaGDP konnte anhand der nachgewiesenen Bandenintensitaten eine

konzentrationsabhangige Aktivierung des Signalwegs und eine Hochregulierung von

* Planung der Elektroporationsexperimente in Kooperation mit Dr. Stefano Maffini (AG Musacchio, MPI
Dortmund).
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pcRaf, pAkt, pErk und pS6 beobachtet werden (Abb. 54b und d, Abb. A23). Fir kovalent
modifiziertes KRasG13C-edaGDP konnte hingegen, &hnlich wie fir KRasWT, kein
Anstieg der Phosphorylierungslevel der nachgeschalteten Proteine detektiert werden
(Abb. 54a, cund d). KRas-edaGDP ist somit aufgrund der kovalenten Protein-
modifikation im inaktiven Zustand gefangen und eine onkogene KRasG13C-

Signalweiterleitung gehemmt.
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Abbildung 54 | Zellulare Evaluierung nukleotidbasierter kovalenter Inhibitoren. Western Blot-
Analyse nach Elektroporation der angegebenen Mengen der KRas-Volllangenkonstrukte (a) KRasWT, (b)
KRasG13C und (c) KRasG13C-edaGDP in HeLa-Zellen; (d) Die Quantifizierung der Western Blots wurde
mit Empiria Studio (Li-Cor) durchgefihrt. Das mittlere Proteinlevel wurde gegen steigende Proteinmengen
aufgetragen. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung fir jede Messung (n = 3). Die Replikate
sind im Anhang dargestellt (Abb. A24).
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Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass durch die Methode der Elektroporation von
rekombinanten KRas-Proteinen und der selektiven Modifikation der G13C-Mutante in
vitro ein Modellsystem generiert wurde, durch welches der onkogene Effekt des Ras-
Proteins in vivo quantifiziert und die Wirkung der Nukleotid-basierten Inhibitoren gezeigt

werden kann.

Somit wurde im Rahmen dieser Arbeit nach dem erfolgreichen Beispiel der selektiven
Inhibition von KRasG12C durch Shokat und Kollegen erstmals die KRasG13C-Mutante
erfolgreich adressiert, welches einen Meilenstein in der personalisierten Medizin von

KRasG13C-getriebenen Krebserkrankungen darstellt.

92



4 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

4 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die kleine GTPase Ras nimmt aufgrund ihrer Funktion als molekularer Schalter eine
Schlisselrolle in der Signaltransduktion essentieller zellulérer Prozesse ein. Ras-Proteine
sind jedoch die am hufigsten mutierten Onkogene in menschlichen Tumoren, darunter
drei der todlichsten Formen (Lungen-, Darm- und Bauchspeicheldriisenkrebs), und
stellen daher attraktive therapeutische Ziele in der Wirkstoffforschung dar. Eine bei
Lungenkrebs weit verbreitete genetische Lasion ist die KRasG12C-Mutation, welche erst
kirzlich nach Identifizierung der bis dahin unentdeckten switch-l11-Tasche erfolgreich
adressiert werden konnte.*” Im Zuge nachfolgender intensiver Forschung wurde der
KRasG12C-Inhibitor Sotorasib (LUMAKRAS™) entwickelt, der im Mai 2021 die
Zulassung fir die Behandlung von KRasG12C-mutiertem NSCLC erlangte und erstmals
die therapeutische Anfélligkeit von mutierten KRas-Proteinen demonstrierte. Neben der
KRasG12C-Mutation gibt es jedoch noch eine weitere prominente Cystein-Mutation
innerhalb des P-loops. Diese KRasG13C-Mutation, die insbesondere in Lungen- und
Darmkrebs vorkommt, ist jedoch als Zielstruktur in der zielgerichteten Krebstherapie

noch weitestgehend unerforscht.

Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels strukturbasiertem
Wirkstoffdesign Nukleotidanaloga entwickelt, welche einen Thiol-reaktiven Linker an
den 2°,3°-OH-Gruppen der Ribose fiir eine kovalente Proteinmodifikation tragen.
Innerhalb  von massenspektrometrischen Experimenten konnte eine selektive
Adressierung der KRasG13C-Mutation beobachtet werden, ohne dabei KRasG12C oder

KRasWT zu adressieren.

Aufgrund der hohen Affinitdt von GDP/GTP fir Ras sowie der hohen zelluldren
Nukleotidkonzentration  wurde  anschlieBend  eine  detaillierte  kinetische
Charakterisierung durchgefihrt, innerhalb welcher die Affinitaten der Nukleotidanaloga
gegeniber Ras bestimmt wurden. Neben der Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante
fir die Nukleotidassoziation (kon) mit einer bereits etablierten stopped-flow Methode
konnte zur tiefergehenden Evaluierung der Bindungskinetiken ein HPLC-basierter Assay
zur weiteren Evaluation der Affinitaten erfolgreich etabliert werden. Die Affinitaten der
synthetisierten Nukleotidderivate waren dabei mit denen der unmodifizierten Nukleotide
vergleichbar, sodass der eingefiihrte Linker an der 2¢,3°-Position der Ribose keinen

Einfluss auf die reversible Affinitat hat.
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Im Rahmen der biochemischen Charakterisierung wurde zudem die Interaktion der
KRasG13C-Mutation mit dem Guaninnukleotidaustauschfaktor (GEF) SOS sowie dem
GTPase-aktivierenden Protein (GAP) RasGAP p120 untersucht. Dabei konnte zum einen
gezeigt werden, dass KRasG13C im Vergleich zum Wildtyp eine drastisch erhdhte
intrinsische Nukleotidaustauschrate besitzt, welches die onkogene Eigenschaft dieser
Mutante erklart und die Dringlichkeit der Entwicklung von selektiven KRasG13C-
Inhibitoren fiir die Anwendung in der Prézisionsmedizin widerspiegelt. Im Gegensatz zu
KRasWT sowie KRasG13C:acetyledaGDP konnte infolge einer kovalenten
Proteinmodifikation fur KRasG13C-edaGDP kein GEF-katalysierter Nukleotidaustausch
beobachtet werden, sodass kovalent modifiziertes KRasG13C im inaktiven Zustand
gefangen ist. Um die Interaktion mit GAPs zu evaluieren wurde im Rahmen dieser Arbeit
sowohl die intrinsische als auch die GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse mit Hilfe eines
HPLC-basierten Assays gemessen. Wahrend die intrinsische GTP-Hydrolyse von
KRasG13C mit der von KRasWT vergleichbar war und sogar schneller als bei der
KRasG12C-Mutante ablief, konnte in Gegenwart von Ras-GAP fir kovalent modifizierte
KRasG13C jedoch keine gesteigerte GTP-Hydrolyse beobachtet werden. Durch eine
Modellierung des Ras-RGS3-Komplexes konnte jedoch gezeigt werden, dass RGS3
durch einen Argininfinger-unabhéngigen Mechanismus die GAP-Aktivitat auf G12- oder

G13-substituerte KRas-Proteine vermutlich vermitteln kann.

Innerhalb dieser Arbeit konnten zudem Komplexkristallstrukturen der onkogenen
KRasG13C-Mutanten sowohl im edaGDP als auch im bdaGDP-gebundenen Zustand
erhalten werden, die den zuvor erwarteten Bindemodus sowie die kovalente
Bindungsknipfung an Cys13 bestatigten. Hierbei lag in der Nukleotidbindetasche
lediglich das jeweilige 3‘-lsomer der Nukleotidanaloga gebunden vor, welches in
Ubereinstimmung mit den MS-Experimenten steht, in denen die entsprechenden Deoxy-
Derivate im Vergleich zu den gemischten Isomeren eine hohere Effizienz der kovalenten
Proteinmodifikation zeigten. Fir edadGTP konnte dabei eine besonders effiziente
Bindungsbildung beobachtet werden, welches vermutlich auf eine beglnstigte
Orientierung des warhead zurlckzufuhren ist. Um die kovalente Modifikation von
KRasG13C zu optimieren, konnte daher zuklnftig basierend auf den eda-
Deoxynukleotiden die Flexibilitat des Linkers weiter reduziert werden, indem rigide
zyklische Linker eingesetzt werden (Abb. 55).
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Abbildung 55 | Dockingposen potentieller Nukleotidanaloga mit einem zyklischen Linker. (a)
Chemische Strukturen der potentiellen kovalent Nukleotidanaloga, die an der 3°-Position der Ribose einen
zyklischen Linker mit einem terminalen warhead aufweisen. (b) Dockingposen der drei Nukleotidderivate
in KRasG13C-edaGDP (weiss). Das Docking wurde mit LigandScout durchgefihrt.4”

Eine geeignete Modifizierung des Linkers zwischen dem Nukleotid und dem
elektrophilen warhead konnte dartber hinaus auch KRasG12C zu einem moglichen Ziel

der Adressierung entsprechender Nukleotidanaloga machen.

Im aktiven Zentrum der KRasG13C-Kristallstrukturen konnte interessanterweise kein
Magnesiumion beobachtet werden, obwohl eine Metallkoordination fur die stabilisierte
Bindung von Nukleotiden essentiell ist. Die daraufhin bestimmte Magnesium-Affinitat
von KRasG13C war dabei mit der von KRasWT vergleichbar, sodass das fehlende Mg?*-
lon vermutlich auf das im Kristallisationspuffer vorkommende NHsF bzw. NaF und die
daraus resultierende Bildung von schwer l6slichem MgF2 zuriickzufihren ist. Um diese
These zu bestétigen, konnten in Zukunft weitere Screeningexperimente zur Kristallisation
von KRasG13C in Abwesenheit von entsprechenden komplexierenden Reagenzien

durchgefihrt werden.

Mit den innerhalb dieser Arbeit generierten Kristallstrukturen wurden zudem Computer-
gestutzte Berechnungen sowie Modellierungen durchgefuhrt. Zum einen wurden die pKa-
Werte der Cysteine an Position 12 und 13 bestimmt, um die Reaktivitaten von Cy13 und

Cys12 vergleichend zu untersuchen.
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Der pKa-Wert des Cysteins der G13C-Mutante liegt dabei in der gleichen GréRenordnung
(~ 10) wie der der G12C-Mutante, welche in der Vergangenheit bereits erfolgreich
adressiert werden konnte. Die G13C-Mutation sollte demnach tber die im Rahmen dieser
Arbeit generierten kovalent bindenden Nukleotidanaloga hinaus ebenfalls durch
niedermolekulare arzneimittel&hnliche Verbindungen adressierbar sein. Neben einem wie
in dieser Arbeit beschriebenen strukturbasierten Ansatz konnte daher zudem ein
Screening-basierter Ansatz von kommerziell erhaltlichen Fragmentbibliotheken
verwendet werden, um selektive und kovalent-bindende kleine Molekiile als Inhibitoren
fur KRasG13C zu entwickeln.

Zum anderen wurden ebenfalls weitere Modellierungen von KRas-edaGDP mit der GAP-
Doméne von RasGAP sowie RGS3 durchgefiihrt. Wie bereits zuvor postuliert fiihrt neben
der G13C-Mutation ebenfalls der angeheftete Linker der Nukleotidanaloga zu einem
sterischen ZusammenstoR mit dem Kkatalytischen Argininfinger von Ras-GAP. Der
katalytische Asparaginrest hingegen, der die GAP-Aktivitat von RGS3 gegenuber KRas
vermittelt, zeigt sich in den Modellen dem P-loop abgewandt und wird somit
wahrscheinlich weniger von der G13C-Mutation sowie dem angehefteten Linker der
Nukleotidderivate beeinflusst (Abb. 56). Um diese Hypothese zu Uberprufen, konnte
zusétzlich die GTP-Hydrolyse von KRasG13C im GTP-gebundenen sowie kovalent-

modifiziertem Zustand in Gegenwart von RGS3-GAP untersucht werden.

P-loop Arg789 P-loop J

é’/\\%

Asn1139

Abbildung 56 | KRasG13C-edaGDP-GAP-Komplex. (a) Modellierung von KRasG13C-edaGDP im
Komplex mit der RasGAP-Domane basierend auf der Kristallstruktur des Ras-RasGAP-Komplexes (PDB:
1wq1l); (b) Modellierung von KRasG13C-edaGDP im Komplex mit der GAP-Domane von RGS3 basierend
auf der Alphafold-Struktur von RGS3, der Gial-RGS3-Komplexstruktur (PDB: lagr) sowie der
Kristallstruktur des Ras-RasGAP-Komplexes (PDB: 1wq1l).
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Im Rahmen der zelluldren Charakterisierung wurden zundchst aufgrund der begrenzten
Verfugbarkeit von KRasG13C-abhangigen Krebszelllinien verschiedene Modelle zur

Generierung solcher mutierten Zelllinien untersucht.

Wohingegen mit Hilfe des Ba/F3-Systems lediglich KRasG12C-abhé&ngige Zellen
generiert werden konnten, stellte sich die Generierung Ras-mutierten NIH-3T3-Zellen als
vielversprechende Strategie heraus. Nach erfolgter Transfektion konnte neben KRaswWT
und KRasG12C ebenfalls fir KRasG13C eine Hochregulierung des Ras-Signalweges
beobachtet werden, welches eine erfolgreiche Uberexpression vom Wildtyp-Protein
sowie die onkogene Eigenschaften der Mutationen widerspiegelt. Aufgrund der
durchgefuhrten transienten Transfektion erfolgte die Expression der KRas-Varianten
lediglich Uber einen kurzen Zeitraum. Im Gegensatz dazu wiirden stabil transfizierte NIH-

3T3-Zellen die permanent anhaltende Expression mutierter KRas-Proteine erlauben. 48

Fur die zellulare Charakterisierung der generierten Nukleotidanaloga wurden
verschiedene Methoden fliir den aktiven Transport der negativ geladenen
Nukleotidderivate tber die Zellmembran validiert. Nach der Untersuchung von NTP-
Transporter-vermittelten Transfer sowie der Elektroporation der Nukleotidanaloga in
KRasG13C-mutierte  Krebszelllinien konnte schlieflich mittels Elektroporation
rekombinanter KRas-Proteine in HelLa-Zellen eine robuste Methode fir eine initiale
zellulare Charakterisierung der dargestellten Nukleotidanaloga identifiziert und etabliert
werden. Hierfir wurden die entsprechenden KRas-Volldngenproteine exprimiert und
gereinigt sowie KRasG13C kovalent mit Acryl-edaGDP (8a) modifiziert. Die kovalente
Modifikation der KRasG13C-Mutante wurde anschlieBend mittels in vitro
Farnesylierung und MS/MS-Studien nachgewiesen. Mittels Western Blot-Analyse
erfolgte die zelluldre Evaluierung der Nukleotidanaloga, innerhalb welcher fur
KRasG13C, welches aufgrund der kovalenten Proteinmodifikation im inaktiven Zustand
gefangen ist, eine Inhibition der onkogenen Signalweiterleitung beobachtet werden

konnte.

Somit konnte nach dem erfolgreichen Beispiel der selektiven Inhibition von KRasG12C
durch Shokat und Kollegen im Rahmen dieser Arbeit erstmals die bisher weitestgehend
unerforschte KRasG13C-Mutante mit Hilfe von Nukleotid-basierten kovalenten
Inhibitoren erfolgreich adressiert und so ein Meilenstein in der personalisierten Medizin

von KRasG13C-getriebenen Krebserkrankungen erzielt werden.
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Weitere Optimierungen der Nukleotidanaloga hinsichtlich der Zellpermeabilitat durch
die Synthese der entsprechenden Prodrug-Derivate, bei denen die negative Ladung der

Phosphate durch Veresterungen maskiert werden, werden derzeit untersucht (Abb. 57)."
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Abbildung 57 | Zielstrukturen potentieller Nukleotid-Prodrugs. (a) Chemische Strukturen potentieller
Nukleotid-Monophosphat-Prodrugs. Innerhalb der Zelle werden die entsprechenden Nukleosid-
monophosphate im Falle der ProTides!*° (R1: Acryl-, R2: Alkylgruppe) durch enzymatische Spaltung und
bei den cycloSal-Prodrugs®*® durch chemische Hydrolyse freigesetzt; (b) Chemische Struktur potentieller
Nukleotid-Diphosphat-Prodrugs (R: Alkylgruppe), welche innerhalb der Zelle von Esterasen zum aktiven

Nukleosiddiphosphat umgesetzt werden. >

In zukunftigen Untersuchungen sollte zudem nach erfolgter Optimierung sowohl der
Reaktivitat bei physiologischem pH als auch der Zellpermeabilitat der Nukleotidanaloga
die gezielte zelluldre on-Target-Inhibition von KRasG13C in Gegenwart von endogenem
GDP/GTP mithilfe von Pulldown-Experimenten und Proteom-Analysen Uberpruft

werden.

* Synthese von Nukleotid-Prodrugs von Dr. Rajesh Gontla sowie im Rahmen der Masterarbeit von Christian
Bohm (AG Rauh, TU Dortmund).
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5.1 Material

Alle Standardchemikalien und Reagenzien wurden, wenn nicht weiter ausgefthrt, von
folgenden Anbietern in angemessener Reinheit fiir die Synthese sowie Charakterisierung
der Nukleotidanaloga bezogen: Alfa Aesar, Cell Signaling Technologies, Deutero, Jena
Bioscience, Li-COR, Merck, New England Biolabs, Sigma-Aldrich, TCI Chemicals,
ThermoFisher Scientific, VWR.

Neben den standardméaRig verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden die in den
folgenden Kapiteln aufgelisteten Gerdte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

verwendet (Tab. 6-14).

5.1.1 Gerate

Tabelle 6 | Ubersicht tiber verwendete Gerite.

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Blotting-System

Pierce™ Power Blotter

Thermo Fischer Scientific

Fluorometer

FluoroMax®-4
Stopped Flow SX18MV

Horiba
Applied Photophysics

FPLC-Systeme 2E$2 Fs)tlja rri GE Healthcare
Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4 LDplus Christ
Gelelektrophoresesysteme Mx:nFLgOR?g AE\@Q[)\I i;rgecl:lell Bio-Rad
Geldokumentationsanlage Gel Doc™ XR+ Bio-Rad
HPLC-System 1100er Serie Agilent
Inkubatoren CB 150 Binder
MaxQ™ 8000 ThermoFisher Scientific
Kristallplatten-lmager Rock Imager® 1000 Formulatrix

LCMS-Systeme

UltiMate™ 3000 HPLC-System
LCQ Fleet
UltiMate™ 3000 HPLC-System
Velos Pro™
Accela HPLC-System
LTQ Orbitrap
UltiMate™ 3000 RSLCnano System
Orbitrap Fusion™ Lumos™ Tribrid™

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

Liquid Handling Systeme

Echo 520 Liquid Handler
MultiDrop™ Combi Reagent Dispenser

Labcyte
ThermoFisher Scientific

Microfluidizer

M-110L Microfluidizer®

Microfluidics

Mikroskope

EVOS Floid
EVOS XL Core

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
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Tabelle 6 | Ubersicht tiber verwendete Geréate (Fortsetzung).

Gerat Bezeichnung Hersteller
Mikrotiterplatten- Infinite® M1000 Tecan
Lesegerate EnVision Multilabel Plate Reader PerkinElmer
NMR-Systeme AV500 Avance Il HD Bruker

pH-Messgerat

SevenCompact™

Mettler Toledo

Pipettierroboter

Mosquito® LCP
dragonfly® discovery

TTP Labtech
TTP Labtech

Titramax 100

Plattformschattler Polymax 1040 Heidolph
Photometer NanoDrop™ 2000 ThermoFisher Scientific
Pipetten Research® plus Eppendorf
Rontgendiffraktometer D8 VENTURE Bruker
Rotationsverdampfer Rotavapor® Buchi
Spannungsquelle PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad
Sterilbank HERASafe® KS ThermoFisher Scientific
Thermocycler Mastercycler® pro Eppendorf
Thermoschittler Thermomixer® C Eppendorf
Transfektionssystem Neon™ Transfection System Invitrogen
Vakuumkonzentrator Concentrator Plus Eppendorf
Western Blot-Imager Odyssey® CLx LI-COR
Zellzahler Countess™ Il Automated Cell Counter ThermoFisher Scientific
Centrifuge 5424

. Centrifuge 5424R Eppendorf

Zentrifugen Centrifuge 5804R

Sorvall® RC-6™ Plus

ThermoFisher Scientific

5.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7 | Ubersicht tiber verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller
Dialyseschlauch Spectra/Por® 7 MWCO 10000 Carl Roth
Kultivierungsflaschen TC-Flasche T25, T75, T125 Sarstedt
Kultivierungsschale TC-Schale 35/60 Sarstedt

Objekttrager

Countess™ cell counting chamber slides

Thermo Fisher Scientific

Pipettenspitzen

TipOne Pipettenspitze®
(10, 20, 100, 200, 1000 pL)

Starlab

Platten

96-well sitting drop iQ plate
384-well low dead volume
microplates (384LDV)
384-well polypropylene microplates
(384PP)
384-well Small
Volume™ HiBase Mikroplatte

TTP Labtech

Labcyte
Labcyte

Greiner Bio-One

100



5 MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 7 | Ubersicht tiber verwendete Verbrauchsmaterialien (Fortsetzung).

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller
384-well Zellkultur Mikroplatte, uClear® Greiner Bio-One
Platten MicroWell Platte, 96 well Nunc
TC-Platte 6 Well Standard Sarstedt
PVDF-Membran Immobilon-FL PVDF-Membran Merck Millipore
PCR Tubes Eppendorf
Reaktionsgeféalie Safe-Lock Tubes (1.5/2 mL) Eppendorf
SafeSeal Reagiergefalie (1.5/2 mL) Sarstedt
Serologische Pipetten 1,2,5,10 und 25 mL Sarstedt
Sterilfilter Filtropur S, 0.2/0.45 um Sarstedt
Zellschaber Zellschaber mit 2-Positions-Klinge (16 cm) Sarstedt
Zentrifugenfiltereinheiten Amicon® Ultra-4/-15 MWCO 10 kDa Merck
Zentrifugenréhrchen Schraubréhre, 15/50 ml, PP Sarstedt

5.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Tabelle 8 | Ubersicht tiber verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Bezeichnung Hersteller
HiLoad® 16/60 Superdex® 75 pg GE Healthcare
HiLoad® 16/60 Superdex® 200 pg GE Healthcare
EPLC-Saulen Ni-NTA Agarose Qiagen
Ni-NTA Superflow Cartridge, 5 mL Qiagen
Q Sepharose® Fast Flow GE Healthcare
Superdex® 75 10/300 GL GE Healthcare
Gel-Blottingpapier Gel-Blottingpapier GB005 Dicke 1.5 mm Whatman
50/3 Nucleodur C18 gravity Séule (1.8um) Macherey-Nagel
AdvanceBio Desalting-RP Cartridge Teﬁ?\gfggjies
HPLC-Saulen Hypersil GOLD-Sdule ThermoFisher Scientific
PepMap100 RSLC C18 nano-HPLC Sé&ule Dionex
ProntoSIL® 120-5-C18-AQ Bischoff
Kationenaustauscher lonenaustauscher | Merck
AMG 510 MedChemExpress
ARS-853 UCSF, Shokat Lab
ARS-1620 MedChemExpress
KRas Deltarasin MPI Dortmund,
AG Waldmann
Referenz- gen KRasG12C inhibitor 9 SelleckChem
KRasG12C inhibitor 12 SelleckChem
MRTX849 MedChemExpress
PanRas3144 Tobias Grabe, AG Rauh
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Tabelle 8 | Ubersicht tiber verwendete Chemikalien und Reagenzien (Fortsetzung).

Bezeichnung

Hersteller

Chameleon® Duo Pre-stained Protein Ladder

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Li-COR
ThermoFisher Scientific

Marker PageRuler™ Prestained Protein Ladder ThermoFisher Scientific
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder ThermoFisher Scientific
Deoxynucleotide (dNTP) Solution Set New England Biolabs
Guanosin Alfa Aesar
GMP Alfa Aesar
. GDP Jena Bioscience
Nukleotide -
GppNHp Jena Bioscience
GTP Jena Bioscience
dGTP Carbosynth Limited
mantdGDP Jena Bioscience
10x CutSmart® Buffer New England Biolabs
Odyssey® Blocking Buffer, TBS Li-COR
5x OneTaq® HS Buffer New England Biolabs
Puffer 5x Phusion® HF Buffer New England Biolabs
Pierce™ 1-Step-Transferpuffer ThermoFisher Scientific
RIPA-Puffer, 10X New England Biolabs
10x T4 DNA Ligase Reaction Buffer New England Biolabs
Pierce™ Proé?.srf_l]l,}rlézltor Tablets, ThermoFisher Scientific
Pro_tefclse/Phosphatase cOmplete™, EDTA-free
Inhibitor Protease Inhibitor Cocktail Roche
PhosStop™, phosphatase inhibitor tablets Sigma-Aldrich
Tabelle 9 | Ubersicht tiber verwendete Kits.
Kit Hersteller
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay Promega
Lipofectamine™ 3000 Transfection Kit Invitrogen
Neon Transfection System Kits Invitrogen

Pierce BCA Protein Assay Kit
Proteinkristallisations-Screens

(JCSG Core I -1V Suites, PEGs, PACT)
QIAmp DNA Mini Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick PCR Purification Kit
SilverXpress™ Silver Staining Kit

ThermoFisher Scientific

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen
Invitrogen
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5.1.4 Bakterien, Enzyme und Plasmide

Tabelle 10 | Ubersicht tiber verwendete Bakterien, Enzyme und Plasmide.

Bezeichnung Hersteller
E. coli BL21 (DE3) Novagen
Bakterien E. coli BL21 Codon Plus (DE3) RIL Agilent Technologies
E. coli XL10-Gold Stratagene
Dpnl New England Biolabs
Farnesyltransferase MPI Dortmund (AG Goody)
Kpnl HF New England Biolabs
OneTag® Hot Start DNA-Polymerase New England Biolabs
Enzyme Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase New England Biolabs
Sacl HF New England Biolabs
T4 DNA-Ligase New England Biolabs
TEV-Protease TU Dortmund (AG Rauh)
Trypsin recombinant, Proteomics Grade Roche
mCherry-C1 Addgene
mOrange-N1 Addgene
pBabe-KRasG12C Addgene
pBabe-KRasWT Addgene
Plasmide pCL-Eco Addgene
PET19mod_KRasWTji-169 MPI Dortmund (AG Goody)
pPET19mod_KRasi-169_Cys-light G12C MPI Dortmund (AG Goody)
PET19mod_KRas1.169_Cys-light_G13C MPI Dortmund (AG Goody)
pPET19mod_KRasWT MPI Dortmund (AG Goody)

5.1.5 Zelllinien, Zellkulturreagenzien und Antikorper

Tabelle 11 | Ubersicht tiber verwendete Zelllinien.

Zelllinie Herkunft Produkt#
BaF3 (parental) AG Sos -
BaF3 KRasG12C - -
HEK239T AG Summerer -
HelLa ATCC CCL-2
H358 AG Dehmelt -
H1355 ATCC CRL-5865
H1734 ATCC CRL-5891
NIH/3T3 ATCC CRL-1658
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Tabelle 12 | Ubersicht tiber verwendete Zellkulturreagenzien.

Zellkulturreagenz

Bezeichnung

Hersteller

Penicillin-Streptomycin, 100x

Gibco®, ThermoFisher Scientific

Antibiotika Puromycin Gibco®, ThermoFisher Scientific

Fotales Kalberserum FBS Gibco®, ThermoFisher Scientific
FBS Good Forte PAN-Biotech

Interleukin IL-3 PeproTech

NTP-Transporter NTP-T}?;;\)sTprg:tlé irlc\ldolecule Sigma-Aldrich

ggg slggjrt]gepufferte DPBS Gibco®, ThermoFisher Scientific

Transfektionsreagenz TransIT®-LT1 Mirus

Trypan Blau Trypan Blau, 0.4 % Sigma Aldrich

Trypsin Trypsin-EDTA, 0.25%, Phenolrot ~ Gibco®, ThermoFisher Scientific

Zellkulturmedien

RPMI 1640+GlutaMAX™
DMEM+GlutaMAX™
Opti-MEM™

Gibco®, ThermoFisher Scientific
Gibco®, ThermoFisher Scientific
Gibco®, ThermoFisher Scientific

Tabelle 13 | Ubersicht tiber verwendete Antikorper.

Antikorper (|I\</II;/Z) Wirt Verdinnung Hersteller Produkt#
KRas 21 Maus 1:1000 Sigma-Aldrich SAB1404011
pcRaf 74 Kaninchen 1:1000 CST 9427
tAkt 2938
60 Kaninchen 1:1000 CST
pAkt 9018
tErk Maus 1:2000 4696
42/44 CST
pErk Kaninchen 1:2000 4370
tS6 M 1:1000 2317
32 .aus CST
pS6 Kaninchen 1:2000 4858
. 42 Maus 1:5000 Sigma-Aldrich A5441
B-Aktin .
45 Kaninchen 1:1000 CST 4970
anti-Mouse
(DyLight™ 680 - Ziege 1:15000 CST 5470
Conjugate)
anti-Rabbit
(DyLight™ 800 4X - Ziege 1:30000 CST 5151

PEG Conjugate)
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5.1.6 Programme

Tabelle 14 | Ubersicht tiber verwendete Programme.

Verwendungszweck Programm Entwickler
CTG quattro/Workflow Quattro Research
L Agilent ChemStation Agilent Technologies
Kinetik . . -
KinTek Explorerts! KinTek Corporation
Klonierung Snapgene GSL Biotech LLC
Kristallisation Rock Maker® Formulatrix
Laborjournal ChemDraw Professional PerkinElmer
Quattro Research Software-Paket Quattro Research
MS MagTran*%2 Amgen
Xcalibur™ Thermo Fisher Scientific
NMR MestReNova Mestrelab Research
OpenEye

pKa-Berechnungen

pKa-Prospector'®

OpenEye Scientific Software, Inc.

WB Image Studio Lite Li-COR
Empiria Studio Li-COR
Paul Emsley
154
coor Kevin D. Cowtan
LigandScout!#’ Inte:Ligand
Paul Adams
X-Ray . 155 Randy Read
Phenix Jane & Dave Richardson
Tom Terwilliger
PyMOL% Schrodinger
XDS7 Wolfgang Kabsch
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5.2 Computergestttzte Methoden

5.2.1 Multiples Sequenzalignment

Das multiple Sequenzalignment der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen wurde unter
Verwendung von Clustal Omega®®1>® mit Uniprot erstellt.!%251 Die fiir die

Sequenziberlagerung verwendeten UniProt-1Ds sind der Abbildung Al zu entnehmen.

5.2.2 pKa-Berechnungen

Fur die pKa-Wert Berechnung von Proteinen wurde ein Programm von OpenEye
verwendet, das auf dem Zap Finite-Differenzen-Poisson-Boltzmann-Solver basiert.™>?
Fur die Partialladungen des Proteins wurden Delphi-Radien und CHARMM36 All-
Hydrogen-Partialladungen verwendet. Innerhalb der KRasG13C-Kristallstrukturen
wurden die Linker der eda und bdaGDP-Derivate vorab entfernt. Die amlbccsym-
Methode wurde verwendet, um den Liganden geeignete Teilladungen zuzuordnen. Es
wurde ein inneres Dielektrikum von 10, eine lonenstarke von 0.05 M und eine lonisierung
(d. h. ein pH-Wert) von 7.5 verwendet. Flr Cystein wurde ein Referenz-pKa-Wert von
8.6 verwendet. Alle Wasserstoffatome wurden explizit modelliert, und mit Ausnahme der
Orientierungen der OH- und SH-Protonen, die in 10°-Schritten abgetastet wurden, wurde
der Rest der Struktur statisch belassen. Die Optimierungen des lonisierungszustands und
der SH-Orientierung wurden durch die Anwendung von zehn Millionen Monte-Carlo-

Schritten erreicht.162
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5.3 Organische Synthese von Nukleotid-basierten Inhibitoren

Die Synthese der Nukleotidanaloga wurde nach dem von Cremo et al. (1990) festgelegten
und von Eberth et al. (2005) beschriebenen Protokoll durchgefiinhrt.10> 108

5.3.1 Synthetische Verfahren und Charakterisierung der Verbindungen

Mit Hilfe eines stark sauren Kationenaustauschers (lonenaustauscher | der Firma Merck)
wurde das Nukleotid (1) zunéchst in eine DMF-16sliche Form tberfuhrt. Hierzu wurde
das zuvor gequellte Sdulenmaterial in eine Sdule (Durchmesser 2 cm, Fillhohe 15 bis 20
cm) gefullt und fir eine Stunde in Pyridin/H.O (1:1) gelagert. Nachdem das
Saulenmaterial mit insgesamt 250 mL ddH>O gewaschen worden ist, wurde 0.5 mmol
des Nukleotids, das in einem Gesamtvolumen von 3 mL geldst vorliegt, mit einer
Pasteurpipette auf die Saule aufgetragen. Die Elution des Nukleotids erfolgte mit einer
Mischung bestehend aus MeOH/H20 (1:1) in einen Rundkolben, in dem zuvor 1 mL TBA
gegeben wurde. Nachdem das Ldsungsmittelgemisch am Rotationsverdampfer entfernt
wurde, wurde der Rickstand mit insgesamt dreimal 20 mL DMF versetzt, und erneut

eingeengt.

0
N N
o (o |o N N)\NHZ o (o |o N
Ho-P-otP-o1B-0 2 o [ wb-off-otb-o
1 1 I O N/ ) 1 1 O
OH [OH JOH DMF, OH [OH JOH
n(0-1) OH R’ 4°C,on n01) o R

o N/\\N
1 3

—

R'=OH,H
Reaktion mit CDI. Der Rickstand wurde in insgesamt 20 mL DMF gel6st und die
Reaktionsldsung nach Zugabe von 2.5 mmol CDI (2) unter Argon-Atmosphare Uber
Nacht bei 0 °C gerthrt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Reaktion durch Zugabe
von 150 pL. MeOH beendet. Die bei dieser Reaktion entstehenden Verbindungen wurden
ohne weitere Aufarbeitung fur die nachfolgende Reaktion verwendet.
HRMS (ESI-MS):

Nukleotid berechnet [M-HT gefunden
GDP 518.0232 C14H14N7011P, 518.0220
GTP 597.9895 C14H15N7014P3 597.9869

dGTP 650.0315 C17H19N7013P3 650.0304
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Umsetzung mit den Diaminen. In 5 mL trockenem DMF wurden 2.5 mmol eda/pda/bda

(4a-c) geldst und zur resultierenden Reaktionslésung langsam hinzugetropft. Der durch

die Zugabe von eda/pda/bda entstandene Niederschlag wurde bei 10.000 rpm fiir 10 min

zentrifugiert und erneut zwei Mal mit 30 mL trockenem DMF versetzt und zentrifugiert.

AbschlieRend wurde das Pellet in insgesamt 30 mL ddH20 gel6st. Die bei der Umsetzung

mit eda/pda/bda entstandenen Produkte wurden ohne weitere Aufarbeitung fir die

nachfolgende Reaktion verwendet.

LCMS (ESI-MS):

Nukleotid Linker berechnet [M-H] gefunden
eda 578.1 C15H22N9011P2 578.1
GDP pda 592.1 C17H24Ng0O11P> 592.1
bda 606.1 C18H26NgO11P> 606.1
eda 658.1 C15H23N9014P3 658.0
GTP pda 672.1 C17H25NgO14P3 672.1
bda 686.1 C1gH27NgO14P3 686.1
eda 634.1 Ci15H27NgO13P3 634.1
dGTP pda 662.1 Cl7H31N9013P3 662.1
bda 690.2 C19H35N9O13P3 690.2
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Abspaltung der Imidazol/Diamin-Einheit vom Phosphatrest. Die Reaktionslésung
wurde mit 0.25 M HCI auf einen pH-Wert von 1.5 eingestellt und Gber Nacht bei 4 °C
geruhrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde ein pH-Wert von 7.5 durch Zugabe von
0.25 M NaOH eingestellt und die Nukleotid-L&sung mit ddH2O auf ein Gesamtvolumen
von 100 mL verdinnt. Die Probe wurde mit Hilfe eines Spritzenfilters filtriert und fiir die
Reinigung Uber eine Q-Sepharose-Saule an der FPLC verwendet. Nach erfolgter
Auftragung der Nukleotid-Losung auf die zuvor mit Puffer A (50 mM TEAB)
aquilibrierte Saule erfolgte die Elution bei einer Flussrate von 1 mL/min und einem
linearen Gradienten von 0-100 % Puffer B (1 M TEAB) Uber 600 Minuten. Die
gesammelten Fraktionen wurden mittels HPLC unter Verwendung von TBAB als
Gegenion im Laufpuffer analysiert (50 mM KP; pH 6.6, 10 mM TBAB, 16 % ACN;
Saule: ProntoSIL® 120-5-C18-AQ, Bischoff) und die Produkt-enthaltenden Fraktionen
vereinigt. Nachdem das Lésungsmittelgemisch am Rotationsverdampfer entfernt wurde,
wurde der Ruckstand in 10 mL ddH.O aufgenommen und lyophilisiert. Der resultierende
Feststoff wurde in etwa 1 mL ddH>O aufgenommen und bei -20°C gelagert.

HRMS (ESI-MS):

Nukleotid  Linker berechnet [M-HT gefunden  Reinheit (%) Ausbeute (%)
eda 528.0651 C13H20N7012P,  528.0654 90 38
GDP pda 542.0802 C14H22N7O12P2  542.0809 > 95 65
bda 556.0964 C15H24N7012P2 556.0960 > 05 29
eda 608.0314 C13H21N7O15Ps  608.0289 89 56
GTP pda 662.0471 C14H2sN7015P3 - 662.0471 87 83
bda 636.0621 CisH2sN7015Ps  636.0603 94 67
eda 592.0359 C13H21N7014Ps  592.0349 84 23
dGTP pda 606.0516 C14H2sN7014P3  606.0521 93 11
bda 620.0672 CisH2sN7014Ps  620.0663 90 34
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Darstellung der Acrylamid- und Acetylamid-Derivate. Zu einer Losung bestehend aus
eda/pda/bda-GDP/GTP/AGTP (21.33 pmol) in 0.4 mL Tetraboratpuffer (100 mM,
pH 8.5) wurde der aktive Ester (21.33 pumol), geldst in 25 pL DMSO, hinzugefugt und
die Reaktionslosung fur 24 bis 48 h bei Raumtemperatur geruhrt. Die anschlieende
Reinigung der Nukleotide erfolgte ebenfalls tiber eine Q-Sepharose-Séule unter den oben
genannten Bedingungen. Nach Vereinigung der Produkt-enthaltenden Fraktionen wurde
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand in ddH20
aufgenommen und lyophilisiert. Die Nukleotidanaloga wurden anschlieend bei -20 °C
als konzentrierte Lésung (~ 100 mM) in 100 mM HEPES (pH 7.5) gelagert.

HRMS (ESI-MS):

Acrylamid  Linker  berechnet [M-H] gefunden  Reinheit (%)  Ausbeute (%)
eda 582.0751 Ci16H22N7O13P2,  582.0741 > 95 57
GDP pda 596.0907 C17H2N7013P2  596.0907 87 65
bda 610.1064 CisH26N7O13P2,  610.1062 > 95 78
eda 662.0414 Ci6H2sN7O16P3  662.0394 93 54
GTP pda 676.0571 Ci17H25N7016P3 676.0551 > 95 63
bda 690.0727 CisH27N7O16Ps  690.0705 86 75
eda 646.0465 Ci6H23N7O15P;  646.0452 93 63
dGTP pda 660.0621 C17H2sN7015Ps  660.0611 90 81
bda 674.0778 C13H27N7015P3 674.0771 93 74

Acetylamid Linker berechnet [M-H] gefunden  Reinheit (%)  Ausbeute (%)
eda 570.0751 Cl5H22N7013P2 570.0734 > 95 57
GDP pda 584.0907 C16H2aN7013P2  584.0889 90 51
bda 598.1064 Ci17H26N7O013P2,  598.1042 80 73
eda 650.0414 Cl5H23N7016P3 650.0392 > 95 23
GTP pda 664.0571 C16H2sN7016Ps  664.0553 94 40
bda 678.0727 Ci17H27N7O16Ps  678.0700 93 31
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5.3.2 Isokratische Trennung der Nukleotidanaloga

Die Reinheit der Nukleotidverbindungen wurde durch HPLC unter Verwendung von
Tetrabutylammoniumbromid als Gegenion im Laufpuffer bestimmt (50 mM KP;pH 6.6,
10 mM TBAB, 16 % ACN; Siule: ProntoSIL® 120-5-C18-AQ, Bischoff). Die
Retentionszeiten der Verbindungen wurden mit dem Gmix (Guanosin, GMP, GDP,
GppNHp und GTP) verglichen.

5.3.3. Konzentrationsbestimmung der Nukleotide

Die Konzentration der Nukleotide wurde tber die Messung der Absorption bei 252 hm
an einem NanoDrop™ 2000 Spektrophotometer (ThermoFisher Scientific) unter
Beriicksichtigung des molaren Extinktionskoeffizienten von GDP und GTP

(e252 = 13.700 L mol™ cm™) mit Hilfe des Lambert-Beer schen Gesetz berechnet.
A=log17°=e*c*d 1)

(A: Absorption, lo: Intensitdt des einfallenden Lichts, I: Intensitit des transmittierten Lichts, €: molarer

Extinktionskoeffizient, c: Konzentration, d: Schichtdicke der Kivette).

5.3.4. Massenspektrometrie

Niedrigauflésende Massenspektrometrie (LCMS). Die LCMS-Messungen wurden mit
einem UltiMate™ 3000 HPLC-System (ThermoFisher Scientific) in Kombination mit
einem LCQ Fleet lonenfallen-Massenspektrometer (Séule: 50/3 Nucleodur C18 gravity
Sdaule, 1.8um, Macherey-Nagel) durchgefiihrt. Fir die Auswertung der LCMS-Spektren

wurde die Software Xcalibur™ (ThermoFisher Scientific) verwendet.

Hochauflosende Massenspektrometrie (HRMS). Die hochaufgeldste Masse wurde mit
einem LTQ Orbitrap-Massenspektrometer gekoppelt an ein Accela HPLC-System
(Saule: Hypersil GOLD-Saule) von der Firma ThermoFisher Scientific bestimmt. Die
Auswertung der HRMS-Spektren erfolgte mit dem Programm Xcalibur™ (ThermoFisher

Scientific).
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5.3.5. NMR-Spektroskopie

Die Analytik der synthetisierten Verbindungen mit Hilfe von *H-NMR- und *C-NMR-
Spektren erfolgte durch ein AV500 Avance Il HD (CryoProbe)-Spektrometer der Firma
Bruker. Als Lodsungsmittel wurde Deuteriumoxid (D.O) verwendet, welches mit
Natriumdeuteroxid (NaOD) oder Deuteriumchlorid (DCI) auf pD 7.5 eingestellt wurde.
Als interner Standard wurde zusétzlich  Natrium-3-(trimethylsilyl)propan-1-
sulfonathydrat (DSS) eingesetzt. Die Multiplizititen der Signale erhalten folgende
Abkirzungen: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), g (Quartett), m (Multiplett). Die
Auswertung der NMR-Spektren erfolgte mit MestReNova (Mestrelab Research).

5.4 Molekularbiologische Methoden

5.4.1. Mutagenese

Fur die Einbringung einzelner Punktmutationen innerhalb der KRas-Proteine wurde die
QuickChange-Mutagenese verwendet. Hierfur wurde zundchst eine Mutagenese-PCR mit
zuvor designten Primern (Tab. A6-A7), die die gewinschten KRas Punktmutation
aufweisen, durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die parentale DNA durch Zugabe von

Dpnl verdaut.

Mutagenese-PCR. Fiir die Mutagenese-PCR wurden die einzelnen Komponenten des
PCR-Ansatzes auf Eis zusammenpipettiert und in einem Thermocycler (Eppendorf)

entsprechend des gewahlten PCR-Programms inkubiert (Tab. 15).

Tabelle 15 | Mutagenese. Zusammensetzung und Reaktionsbedingungen der Mutagenese-PCR.

Komponente Menge Reaktionsschritt T t
Templat-DNA 100 ng 1x Initiale Denaturierung  98°C  30s
forward Primer (14M) lpL Denaturierung 98°C  10s
reversed Primer (1uM) 1pL 35x Hybridisierung 52°C  30s
5x Phusion HF Buffer 4L Elongation 72°C 90s
dNTP-Mix (10 mM) 0.4 pL 1x Finale Elongation 72°C  5min
DMSO 0.4 puL 1x 4°C 0
Phusion DNA-Polymerase 0.2 uL

ddH.0 auf 20 pL auffillen
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Dpnl-Verdau. Um die methylierte Templat-DNA spezifisch abzubauen, wurde der PCR-
Ansatz anschlieBend mit 0.5 pL Dpnl versetzt und ber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.4.2. Klonierung nach dem Restriktions-/Ligationsprotokoll

Fur die Einbringung der KRas Gensequenz in pcDNA-Vektoren, die eine Expression der
Gensequenzen unter Kontrolle des CMV-Promotors in murinen Zellen ermdglichen,
wurde das Restriktions-/Ligationsprotokoll verwendet. Als Donorplasmide wurden die
pBabe-Vektoren mit den entsprechenden KRas-Varianten (KRasWT, KRasG12C und
KRasG13C) verwendet. Die von Dr. Jorn Weisner bereitgestellten pcDNA-Vektoren
(mCherry-C1 und mOrange-N1, Addgene) dienten dabei als Zielplasmide.

PCR des Inserts und Dpnl-Verdau. Zur Amplifizierung des Gens aus dem Donorvektor
(pBabe-Vektoren) und Einbringung der Reaktionsschnittstellen Sacl (5‘-Ende) und Kpnl
(3°-Ende) vor und nach dem Zielgen wurde zun&chst eine PCR durchgefuhrt (Tab. 16).

Tabelle 16 | PCR des Inserts. Zusammensetzung und Reaktionsbedingungen der PCR zur Vervielfaltigung

des Inserts.

Komponente Menge Reaktionsschritt T t
Templat-DNA 100 ng 1x  Initiale Denaturierung  98°C  30s
forward Primer (10 pM) 1yl Denaturierung 98°C  10s
reversed Primer (10 uM) 1uL 35X Hybridisierung 58°C  30s
5x Phusion HF Buffer 4L Elongation 72°C 90s
dNTP-Mix (10 mM) 0.4 pL 1x Finale Elongation 72°C  5min
Phusion DNA-Polymerase 0.2 uL 1x 4°C 0
ddH.0 auf 20 pL auffillen

AnschlieBend wurde die methylierte Templat-DNA wie zuvor unter Abschnitt 5.4.1
beschrieben durch Zugabe von Dpnl tGber Nacht bei 37 °C abgebaut. Die Reinigung des
PCR-Produkts erfolgte unter Verwendung des QlAquick PCR-Reinigungskits (Qiagen).
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Restriktionsverdau des PCR-Produkts und des Zielplasmids. Zur Erzeugung
zueinander kompatibler, berhdngender Enden von PCR-Produkt und Zielplasmid wurde
ein Doppelverdau des PCR-Produkts und des Zielplasmids mit den Restriktionsenzymen
Sacl und Kpnl vorgenommen. Zur Vermeidung der Selbstligation des Zielvektors wurde
zusétzlich die alkalische Phosphatase CIP zum Restriktionsansatz des Zielplasmids
hinzugefugt. Die Restriktionsansatze wurden dabei auf Eis zusammen pipettiert und fir
1 h bei 37 °C und 500 rpm in einem Thermoschittler (Eppendorf) inkubiert (Tab. 17).

Tabelle 17 | Restriktionsverdau. Ansatz fiir den Restriktionsverdau der Zielplasmide (links) und der PCR-
Produkte (rechts).

Komponente Menge Komponente Menge
Zielplasmid 3-6 ug PCR-Produkt 45 uL
Sacl HF 1puL Sacl HF 1L

Kpnl HF 1uL Kpnl HF luL

CIP 1uL 10x CutSmart Buffer 6 puL

10x CutSmart Buffer 4 uL ddH.0 7 uL

ddH20 auf 40 pL auffiillen

Durch eine finfminitige Inkubation bei 80 °C wurden die Restriktionsenzyme
anschlieBend inaktiviert. Die Reinigung der Reaktionsansétze erfolgte mit Hilfe des
QIAquick PCR-Reinigungskits (Qiagen).

DNA-Ligation. In den Restriktionsansétzen fir die Einbringung der KRas-Gene in die
Zielplasmide wurde das Verhéltnis zwischen dem Insert und dem Zielplasmid variiert,
um die Einbauwahrscheinlichkeit zu erhéhen (Tab. 18). Zur Kontrolle der Selbstligation
wurde zudem ein Ansatz ohne Insert verwendet. Die Restriktionsanséatze wurden ber

Nacht bei 16 °C in einem Thermoschittler (Eppendorf) inkubiert.

Tabelle 18 | DNA-Ligation. Zusammensetzung der Ligationsansétze.

Komponente Menge

Ratio Insert:Zielplasmid 1:1,3:1,5:1
10x Rapid Ligation Puffer 1L
T4-DNA-Ligase 0.5puL
ddH.0 auf 10 pL auffillen
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5.4.3. Transformation und Selektion

Fur die Einbringung von DNA in kompetente E. coli XL10-Gold-Zellen wurde eine
Transformation mittels Hitzeschock durchgefihrt. Dazu wurden 50 pL der chemisch-
kompetenten Zellen mit 1 uL Plasmid-DNA versetzt und fir 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Transformation durch einen Hitzeschock fur 1 min bei 42 °C
in einem Thermoschittler (Eppendorf). Nach weiterer Inkubation fur 5 min auf Eis
wurden 200 uL LB-Medium hinzugegeben und der Ansatz fiir 1 h bei 37 °C und 500 rpm
inkubiert. 100 pL der transformierten Zellen wurden anschlieBend unter sterilen
Bedingungen auf einer Antibiotika-haltigen LB-Agarplatte zur Selektion ausgestrichen
und Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

5.4.4. Kolonie-PCR

Zur Uberpriifung positiver Klone wurde von den (iber Nacht gewachsenen Kolonien eine
Kolonie-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde von der LB-Agarplatte jeweils eine Kolonie mit
einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in ein PCR-Gef&R tberflhrt. Die fir die Kolonie-
PCR notwenigen Komponenten wurden auf Eis zusammengegeben und in einem
Thermocycler (Eppendorf) entsprechend des gewéhlten PCR-Programms inkubiert
(Tab. 19).

Tabelle 19 | Kolonie-PCR. Zusammensetzung und Reaktionsbedingungen der Kolonie-PCR zur

Identifizierung positiver Klone.

Komponente Menge Reaktionsschritt T t
Kolonie 1 1x Initiale Denaturierung  98°C 30
forward Primer (10 uM) 0.5uL Denaturierung 98°C  10s
reversed Primer (10 pM) 0.5puL 35x Hybridisierung 58°C  30s
5x OneTaq HS Buffer 5.0 uL Elongation 72°C 905
dNTP-Mix (10 mM) 0.5puL 1x Finale Elongation 72°C  5min
OneTaq Polymerase 0.125 pL 1x 4°C o0
ddH.0 auf 25 pL auffiillen
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5.4.5. Agarose-Gelelektrophorese

Zur ldentifikation positiver Klone wurde die DNA nach einer Kolonie-PCR mittels einer
Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Dazu wurden 5 pL der Kolonie-PCR-Produkte mit
jeweils 1 pL 6x Orange G versetzt und anschliefend neben einem GrolRenmarker auf
einem 1 %-igen Agarosegel, versetzt mit dem fluoreszenten DNA-Farbstoff SYBR™
Safe (ThermoFisher Scientific), aufgetragen und bei 100 V flr etwa 40 min aufgetrennt.
Zur Visualisierung der aufgetrennten DNA wurde das Gel Doc™ XR+
Dokumentationssystem (BioRad) verwendet. Als GrolRenstandard wurde der GeneRuler
100 bp Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific) genutzt.

TBE-Laufpuffer: 90 mM Tris-Base, 90 mM Borsaure, 10 mM EDTA, pH 8.3.

5.4.6. Plasmidamplifizierung, -isolierung und -sequenzierung

Fur die Amplifizierung der selektierten Plasmide wurden die mittels Kolonie-PCR
analysierten Kolonien in jeweils 5 mL LB-Medium, versetzt mit Ampicillin (1:1000),
uber Nacht bei 37 °C und 150 rpm kultiviert. Die anschlie3ende Isolierung der Plasmide
erfolgte unter Verwendung des QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen). Die Konzentration
der gereinigten Plasmide wurde durch Absorptionsmessungen bei Wellenlangen von
260 nm und 280 nm an einem NanoDrop™ 2000-Spektrophotometer (ThermoFisher
Scientific) bestimmt. Die abschlieRende Sequenzierung der isolierten Plasmide wurde bei
Eurofins Genomics durchgefuhrt. Die fur die Sequenzierung verwendeten Primer sind in
im Anhang aufgefiihrt (Tab. A8, Abb. A8 und A9).

5.4.7. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Analyse der verwendeten Protein-Praparationen erfolgte Giber Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Die entsprechenden Proben wurden
daftir mit dem 4x SDS-Probenpuffer versetzt und fur 10 min bei 95 °C denaturiert.
AnschlieBend wurden jeweils 10 pug der Proben neben einem GroRenstandard auf einem
12 %-igen Polyacrylamid-Gel aufgetragen und bei einer konstanten elektrischen
Spannung von 30 mA fir 1 h groRenspezifisch separiert. Zur Visualisierung der Proteine
wurde das Gel mit einer Coomassie-Brilliant-Blau Farbeldsung fiir 20 min angefarbt und

anschlieBend mit einer Entfarbeldosung fir 20 min entfarbt. Bis zur Aufnahme der Gele
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mittels Gel Doc™ XR+ Dokumentationssystems (BioRad) wurde das Gel in ddH>0
gelagert. Als Grolenstandards diente der PageRuler Plus Prestained Ladder
(ThermoFisher Scientific).

4x SDS-Probenpuffer: 0.5 M Tris pH 6.8, 20% (w/v) R-Mercaptoethanol, 8% (w/v)
SDS, 5 mg/L Bromphenolblau, 40 % (v/v) Glycerin.

Laufpuffer: 25 mM Tris pH 8.3, 200 mM Glycin, 3.5 mM SDS.

Farbelosung: 0.2 % (g/v) Coomassie-Brilliant-Blau G-250 in 10 % Essigsdure, 45 %
(v/v) in Ethanol.

Entfarbeldsung: 10 % Essigsaure, 40 % Ethanol, 50 % H-O.

5.5 Proteinexpression und-reinigung

Die sdulenchromatographische Reinigung der Ras-Proteine erfolgte an den Fast Protein
Liquid Chromatography (FPLC)-Systemen AKTAT™ start und AKTA™ pure (GE
Healthcare) bei 4 °C. Der Erfolg der Reinigung wurde mittels SDS-PAGE (Kapitel 5.4.7)
Uberprift und die Proteinkonzentration durch Absorptionsmessungen bei einer
Wellenlinge wvon 280 nm an einem NanoDrop™ 2000-Spektralphotometer
(ThermoFisher Scientific) unter Berlicksichtigung der jeweiligen molaren dekadischen
Extinktionskoeffizienten nach Lambert-Beer bestimmt (Kapitel 7.3 und 7.12).

5.5.1. Verkirzte KRas-Konstrukte

Die Expression und Reinigung der verkiirzten KRas-Konstrukte, die neben
strukturbiologischen Untersuchungen auch in biochemischen und biophysikalischen
Assays  verwendet wurden, erfolgte unter Einsatz eines  dreistufigen
Reinigungsprotokolls.

KRas1-169 Cys-light (C51S C80L C118S) mit einem spaltbaren N-terminalen Hise-tag
wurde in E. coli BL21 (DE3)-Zellen bei 37 °C exprimiert. Die Proteinexpression wurde
bei A600 = 0.45 durch Zugabe von 0.3 mM IPTG induziert und tber Nacht bei 19 °C
inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation gesammelt und das erhaltene Pellet
in Ni-NTA-Puffer A resuspendiert. Die Zellen wurden mittels Mikrofluidizer lysiert, und
nach Zentrifugation (35.000 xg, 60 min) wurde der Uberstand auf eine mit Ni-NTA-
Puffer A voraquilibrierte Ni-Affinitatschromatographiesédule (Ni-NTA Superflow,
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20 mL, Qiagen) geladen. Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch Waschen mit
Ni-NTA-Puffer A entfernt und die Elution der spezifisch gebundenen Proteine erfolgte
mit einem linearen Imidazol-Gradienten (40 mM - 500 mM) Uber einen Zeitraum von
45 min. Die gesammelten Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert und die
Zielprotein-enthaltenen Fraktionen fur die weitere Reinigung vereinigt. Zur Abspaltung
des N-terminalen Hises-tags wurde mit TEV-Protease Uber Nacht bei 4 °C gegen den
Dialyse-Puffer dialysiert. Das gespaltene Protein wurde anschlieBend mit Hilfe eines
Spritzenfilters filtriert und auf eine mit Ni-NTA-Puffer A voréquilibrierte zweite Ni-
Affinitatschromatographiesaule geladen, wobei das Zielprotein aufgrund der vorherigen
Abspaltung des Affinitatsankers im Durchfluss vorzufinden ist. Der Durchfluss wurde
mit Hilfe von Zentrifugenfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) auf ein Volumen von etwa 1
bis 2 mL aufkonzentriert und fiir die anschlieBende SEC verwendet. Die Proteinlésung
wurde auf eine zuvor mit SEC-Puffer &quilibrierte Chromatographiesdule (HiLoad 16/60
Superdex 75 pg, GE Healthcare) aufgetragen und die Auftrennung der Proteine erfolgte
bei einem Fluss von 1 mL/min. Die Fraktionen, die reines Zielprotein enthielten, wurden
vereinigt und mit Hilfe von Zentrifugenfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) konzentriert. Die
Konzentration der gereinigten Proteine wurde bestimmt und die Proteine wurden in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
Ni-NTA-Puffer A: 50 mM Tris pH 8.0, 250 mM NacCl, 40 mM Imidazol, 4 mM MgCl.,
10 uM GDP, 1 mM DTT und 5% Glycerin.

Ni-NTA-Puffer B: 50 mM Tris pH 8.0, 250 mM NaCl, 500 mM Imidazol, 4 mM MgCl.,
10 uM GDP, 1 mM DTT und 5% Glycerin.

Dialyse-Puffer: 25 mM Tris pH 8.0, 100 mM NaCl, 4 mM MgClz, 10 uM GDP, 1 mM
DTT und 5% Glycerin.

SEC-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCly, 10 uM GDP, 1 mM
DTT und 5% Glycerin.

5.5.2. KRas-Volllangenkonstrukte

Die Expression und Reinigung der KRas-Volllangenkonstrukte, die fir die zellulare
Charakterisierung der Nukleotidanaloga verwendet wurden, erfolgte unter
Berlicksichtigung weniger Abweichungen analog zu der Reinigung der verkurzten KRas-

Konstrukte.
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Die KRas-Vollldangenkonstrukte mit einem spaltbaren N-terminalen Hise-tag wurden in
E. coli BL21 (DE3) RIL-Zellen bei 37 °C exprimiert. Die Induktion mit 0.2 mM IPTG
wurde, nach Erreichen eines ODeggo-Werts von 0.5 und nach Inkubation der
Expressionskulturen bei 4 °C fur 30 min, durchgefihrt und das Wachstum bei 20 °C und
120 rpm Uber Nacht fortgesetzt. Die Bakterienzellen wurden mittels Zentrifugation
geerntet und das erhaltene Zellpellet zur Durchfiihrung des Zellaufschlusses in doppelter
Menge Ni-NTA-Puffer A resuspendiert und fir 30 min bei 4 °C geriihrt. Die Zellen
wurden anschliefend mit Hilfe eines Microfluidizers aufgeschlossen. Im Anschluss
wurde das Lysat mit einem Protease-Inhibitorcocktail (1 Tablette) und CHAPS (1 %
(m/v)) versetzt und bei 4 °C fur 1 h gerthrt, um die Loslichkeit der Proteine zu erhéhen.
Mittels Zentrifugation (20.000 rpm, 60 min) wurden die unldslichen Zellbestandteile
abgetrennt und der 16sliche Uberstand nach Filtration auf eine mit Ni-NTA-Puffer A
voraquilibrierte Ni-Affinitdtschromatographiesdaule (Ni-NTA Superflow, 5 mL, Qiagen)
geladen. Um unspezifisch gebundene Proteine abzutrennen wurde die Ni-NTA-S&ule
zunéchst mit Ni-NTA-Puffer A, sowie mit Ni-NTA-Puffer A und 2 % Ni-NTA-Puffer B
gewaschen, bevor die Zielproteine durch einen Stufengradienten mit Ni-NTA-Puffer B
eluiert wurden. Die Zielprotein-enthaltenen Fraktionen wurden vereinigt und zur
Abspaltung des Affinitatsankers mit TEV-Protease versetzt und uber Nacht bei 4 °C
gegen den Dialyse-Puffer dialysiert. Nach erfolgter Dialyse wurde die Proteinldsung
zentrifugiert (5000 rpm, 10 min) und der Uberstand auf die bereits mit Dialysepuffer
aquilibrierte Ni-NTA-S&ule aufgetragen. Nach Waschen mit Dialysepuffer wurde das
Zielprotein durch einen Stufengradienten mit Ni-NTA-Puffer B, beginnend bei 2 %,
eluiert. Die Fraktionen, die das Zielprotein enthielten, wurden vereinigt und unter
Verwendung von Zentrifugenfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) auf ein Volumen von etwa
1 bis 2 mL konzentriert. Die Proteinlésung wurde auf eine zuvor mit SEC-Puffer
aquilibrierte SEC-Séule (HiLoad 16/60 Superdex 75 pg, GE Healthcare) aufgetragen und
die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einem Fluss von 1 mL/min. Die Zielprotein-
enthaltenen Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und bei —80 °C bis zur weiteren
Verwendung gelagert.

Ni-NTA-Puffer A: 50 mM HEPES pH 7.2, 500 mM LiCl, 1 mM MgCl;, 10 uM GDP,
2 mM f-Mercaptoethanol.

Ni-NTA-Puffer B: 50 mM HEPES pH 7.2, 500 mM LiCl, 500 mM Imidazol, 1 mM
MgCl,, 10 uM GDP, 2 mM p-Mercaptoethanol.
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Dialyse-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.2, 200 mM NaCl, 2 mM MgCl, 10 uM GDP,
2 mM p-Mercaptoethanol, 5 % Glycerol.

SEC-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl;, 10 uM GDP, 1 mM
TCEP, 5 % Glycerol.

5.6 Biochemische und biophysikalische Methoden

5.6.1. Protein-Massenspektrometrie

Kovalente Proteinmodifikation und ESI-MS-Analyse. Die massenspektrometrische
Charakterisierung gereinigter KRas-Proteine sowie der Nachweis von kovalenten
Modifikationen an KRasG13C erfolgte mittels UltiMate 3000 HPLC-System
(ThermoFisher  Scientific) gekoppelt an einer VelosPro  2D-lonenfalle-
Massenspektrometer (ThermoFisher Scientific).

Fur die kovalente Modifikation der verkirzten KRas-Proteine wurde 50 uM KRasi-169
mit einem zehnfachen Uberschuss der modifizierten Nukleotide in 100 mM CHES
(pH 9.5), 50 mM NaCl, 1 mM TCEP und 1 mM EDTA inkubiert. Nach Inkubation bei
Raumtemperatur fir die entsprechende Zeit wurde die Modifikation des Proteins mittels
ESI-MS kontrolliert. Fir die kovalente Modifikation der KRas Volllangen-Proteine
wurde zunachst 50 uM Ras-Protein mit einem zehnfachen Uberschuss der modifizierten
Nukleotide in 20 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM NaCl, 2 mM MgClz, 1 mM TCEP, 5 %
Glycerin und 10 mM EDTA fur 3 h bei 4 °C inkubiert. Der Nukleotidaustausch wurde
durch die Zugabe von 20 mM MgCl, beendet und die Ras-Proteine wurden unter
Verwendung von Zentrifugenfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) gewaschen, um
uberschissige, nicht gebundene Nukleotide zu entfernen. Nach dem Nukleotidaustausch
wurden 50 uM Ras Volllangen-Protein in 100 mM CHES (pH 9.5), 50 mM NaCl, 1 mM
TCEP und 1 mM EDTA bei Raumtemperatur fir 24 h inkubiert. Die kovalente
Proteinmodifikation wurde mittels ESI-MS kontrolliert. Die erhaltenen Rohdaten wurden

mit der Software Xcalibur™ sowie MagTran®? ausgewertet.

Tryptischer Verdau und ESI-MS/MS-Analyse. Zur Ermittlung der Position der
Proteinmodifikation durch die kovalenten Nukleotidanaloga wurden nach tryptischem

Proteinverdau Tandem-Massenspektrometrie-Experimente durchgefihrt.
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Dabei wurden die Proben (50 pmol) zundchst in 100 mM TEAB gel6st und fur 1 h bei
55 °C in Gegenwart von 10 mM TCEP inkubiert. Nach Zugabe von 17 mM lodacetamid
wurden die Proben fiir 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend
wurden die Proteine durch Zugabe von vorgekiihltem Aceton geféllt und tber Nacht bei
-20 °C gelagert. Nach dem Trocknen der Pellets wurde Trypsin (Roche) zugegeben und
die Proben wurden bei 37 °C unter Schitteln (300 rpm) Gber Nacht verdaut. Der Verdau

wurde durch Zugabe von 2 % TFA gestoppt und nach erfolgter stage tip'®

Reinigung
wurden die Proben in einem Vakuumkonzentrator (Eppendorf) fir etwa 1 h bei
Raumtemperatur getrocknet und bis zur weiteren Analyse bei -20 °C gelagert. Fir die
anschlieRende nanoHPLC-MS/MS-Analyse wurden die Proben in 20 ulL 0.1 % wassriger
TFA gel6st. 3 uL der Proben wurden mit einem UltiMateTM 3000 RSLCnano-System
(ThermoFisher Scientific) gekoppelt mit einem Q Exactive™ Plus Hybrid Quadrupol-
Orbitrap-Massenspektrometer injiziert. Die Proben wurden zunéchst fur 5 min tber eine
Vorsiulenkartusche (5 um, 100 A, 300 um ID * 5 mm, Dionex) bei einer Flussrate von
30 pL/min entsalzt. Die entsalzten Proben wurden auf eine PepMap100 RSLC C18 nano-
HPLC-Séule (2 pm, 100 A, 75 um ID x 50 cm, nanoViper, Dionex) unter Verwendung
eines linearen Gradienten, beginnend mit 95 % L&sungsmittel A (Wasser mit 0.1 %
Ameisenséure) / 5 % Losungsmittel B (Acetonitril mit 0.1 % Ameisenséure) und
ansteigend auf 30 % Losungsmittel B in 90 min bei einer Flussrate von 300 nL/min
aufgetragen.  AnschlieRend wurde die Sdule gewaschen und auf die
Ausgangsbedingungen redquilibriert. Der Massenbereich von 300-1650 m/z wurde mit
einer Auflosung von 70000 fiir einen vollstdndigen Scan erfasst, gefolgt von bis zu zehn
High Energy Collision Dissociation (HCD) MS/MS-Scans der intensivsten, mindestens
doppelt geladenen lonen mit einer Auflésung von 17500 und einer NCE-Energie von
25 %. Die Datenauswertung erfolgte mit der MaxQuant-Software'® einschlieBlich des
Andromeda-Suchalgorithmus'®® und der Suche nach der KRas-Sequenz zusammen mit
einer Datenbank, die typische Verunreinigungen wie Keratine, Trypsin usw. enthélt. Die
Suche wurde fiir volle enzymatische Trypsinspaltungen durchgefiihrt, die zwei
Fehlspaltungen zulassen. Fur die Datenbanksuche wurden Oxidation von Methionin und
N-terminale Acetylierung von Proteinen, Carbamidomethylierung von Cysteinen und
Nukleotidanaloga-basierte Modifikation von Cysteinen als variable Modifikationen

definiert.
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5.6.2. Proteinassoziation mittels stopped-flow

Die Kinetik der Assoziation der Nukleotidanaloga wurde mit einer stopped-flow-
Apparatur (Applied Photophysics) bei 25°C analysiert, bei der die beiden
Interaktionspartner zur gleichzeitigen Aufnahme des Fluoreszenzsignals in eine
Messzelle injiziert werden.

Hierfur wurde 1 pM nukleotidfreies KRas™ in einer Spritze schnell mit 2 uM mantdGDP
in der anderen Spritze gemischt. In nachfolgenden Experimenten enthielt die zweite
Spritze zusatzlich die modifizierten Nukleotide mit steigenden Konzentrationen (1, 2 und
6 nM). Die resultierenden Verlaufskurven wurden mit KinTek Explorer global gefittet,
um die entsprechenden Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten wie zuvor beschrieben
zu erhalten. >

stopped-flow-Puffer: 25 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl2 und 0.5 mM
TCEP.

5.6.3. Bestimmung der relativen Affinitaten mittels HPLC-basiertem

Assay

Die relativen Affinitaten der Nukleotidanaloga wurden mit einem HPLC-basierten Assay
bestimmt. Dabei wurden 50 uM KRasWT:GDP mit 50 uM der Acetamid-Derivate
edaGDP, pdaGDP oder bdaGDP gemischt und entweder fir sieben Tage bei RT in
Abwesenheit von EDTA, fiir 24 h bei 4 °C in Gegenwart von 10 MM EDTA oder fiir 1 h
bei RT in Gegenwart von 0.5 uM SOS inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden
die Ras-Proteine zur Abtrennung Uberschissiger und ungebundener Nukleotide
gewaschen, konzentriert und mittels isokratischer HPLC-L&ufe analysiert. Die
resultierenden Kurven wurden durch Integration der Flachen unter den entsprechenden
Signalen fir GDP und der Nukleotidanaloga nach verschiedenen Zeitpunkten mit Hilfe
der Agilent ChemStation Software ausgewertet.

HPLC-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM TCEP, 5 %
Glycerin.
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5.6.4. SOS-katalysierter Nukleotidaustausch

Der SOS-katalysierte Nukleotidaustausch wurde bei 25 °C in einem FluoroMax®-4-
Spektralfluorometer (Horiba) verfolgt. 5 pM KRasi-169 wurden mit 10 uM mantdGDP
und anschlielend mit verschiedenen Konzentrationen von SOS (0.25 pM und 0.5 pM)
gemischt. Nach Anregung bei 360 nm wurde die Emission bei 440 nm gemessen.
Nukleotidaustausch-Puffer: 20 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM NaCl, 2 mM MgCl; und
1 mM TCEP.

5.6.5. GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse

Zur Untersuchung der GAP-stimulierten GTP-Hydrolyse wurde zunéchst fur
KRasWT1.169 €in Nukleotidaustausch mit GTP bei pH 7.5 und fiir KRasG13C1.1e9 €ine
kovalente Modifikation mit einem zehnfachen Uberschuss an Acryl-edaGTP bei pH 9.5
durchgefuhrt (in Gegenwart von 50 mM EDTA zur Blockierung der intrinsischen GTP-
Hydrolyse). Nach der Inkubation wurden die Ras-Proteine flinfmal mit GAP-Puffer unter
Verwendung von Zentrifugalfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) gewaschen, um nicht
gebundenes Nukleotid zu entfernen. Der Nukleotidaustausch von KRasWTji.169 Wurde
mittels isokratischer HPLC-L&ufe kontrolliert, und die kovalente Modifikation von
KRasG13Ci.169 Wurde mittels ESI-MS Uberpriift. Die GTP-Hydrolyse der Ras-Proteine
wurde durch Zugabe von 2 mM MgCl. in Abwesenheit oder Anwesenheit von Ras-GAP
(1:1000 fiur KRasWTi1-169:GTP und 1:1 fiur KRasG13Ci-169-edaGTP) initiiert. Zu
bestimmten Zeitpunkten (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 und 120 Minuten) wurden Proben
entnommen und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Fir KRasWT1.169:GTP
wurden die Proben aufgetaut und fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Proben wurden bei
14.000 rpm fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert und anschliefend mittels isokratischer
HPLC-Laufe analysiert. Fir KRasG13Ci-169-edaGTP wurden die Proben zentrifugiert
und mittels ESI-MS analysiert. Die Menge jedes Nukleotids wurde aus der
Flachenintegration der GTP- und GDP-Signale mithilfe von Origin bestimmt.
GAP-Puffer: 20 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM NaCl und 1 mM TCEP.
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5.6.6. Mg?*-Affinitats-Assay

Zur Bestimmung der Mg?*-Affinitat von KRasWT und KRasG13C wurden 100 uM der
Ras-Proteine mit einem fiinffachen Uberschuss an mantdGDP im Nukleotidaustausch-
puffer inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C fur zwei bis drei Stunden und der
Nukleotidaustausch wurde mittels isokratischer HPLC-Lé&ufe Uberprift (Kap. 5.3.2). Die
Proteinldsungen wurden in den MG-Puffer Gberfihrt und nach anschlieRender
Konzentration fiir den Mg?*-Affinitatstest verwendet, der bei 25 °C in einem FluoroMax-
3-Spektralfluorimeter (Anregung bei 360 nm, Emission bei 440 nm) analysiert wurde.
1 uM Ras:mantdGDP wurde gegen steigende Konzentrationen an MgCl» (1, 2.5, 5, 7.5,
10, 15, 20 und 25 puM) titriert und die resultierenden Kurven durch Auftragen der relativen
Fluoreszenzintensitat gegen die MgClz-Konzentration analysiert.
Nukleotidaustauschpuffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM TCEP, 5 %
Glycerin und 10 mM EDTA.

MG-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM TCEP und 5 % Glycerin.

5.6.7. in vitro Farnesylierung

Fur eine in vitro Farnesylierung wurden 50 uM der KRas-Volllangen-Proteine mit
250 uM Farnesylpyrophosphat (FPP) und 10 uM Farnesyltransferase (FTase) gemischt.
Nach der Inkubation bei RT fiir 1 h wurde die Mischung bei 14.000 rpm fir 10 min und
4 °C zentrifugiert und mittels ESI-MS analysiert.

5.7 Proteinkristallisation

5.7.1. Probenvorbereitung fur die Kristallisation

Far die Kristallisation von KRasG13Ci-169 Cys-light wurde das gereinigte Protein
zunéchst mit den Nukleotidanaloga kovalent modifiziert, indem 100 pM KRas mit einem
zehnfachen Uberschuss der Acrylamid-Derivate bei RT und pH 9.5 fiir 24 h inkubiert
wurden. Die Modifikation des Proteins wurde mittels ESI-MS (berwacht und durch
Zugabe von 20 mM MgCl. beendet. Um Uberschiussige Nukleotide zu entfernen und

zudem das Protein in den finalen Kristallisationspuffer zu tberfiihren, wurde eine SEC
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(HiLoad 16/60 Superdex 200 pg, GE Healthcare) durchgefihrt. Die gereinigten Proteine
wurden mithilfe von Zentrifugenfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) auf ~70 mg/mL
konzentriert und fur die nachfolgenden Kristallisationsexperimente verwendet.
Kristallisationspuffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgClz, 1 mM
TCEP und 5 % Glycerin.

5.7.2. Screening-Experimente

Um die anfanglichen Kristallisationsbedingungen zu identifizieren, wurden Screening-
Experimente mit kommerziell erhaltlichen Proteinkristallisations-Screens (JCSG Core |
-1V Suites, PEGs und PACT, Qiagen) bei 4 °C und 20 °C mit der sitting-Drop-Methode
durchgefuhrt. Dabei wurden die Reservoir-Lésungen in 96-well-Kristallisationsplatten
(96-well sitting drop iQ plate, TTP Labtech) vorgelegt und mittels eines Mosquito LCP
Pipettierroboters (TTP Labtech) 100 nL Reservoirldsung mit 100 nL Proteinlésung
unterschiedlicher Konzentrationen versetzt. Die Kiristallisationsplatten wurden
anschlieBend bei 4 °C und 20 °C in einem Kiristallisationsplatten-Imager (Rock Imager
1000, Formulatrix) gelagert. Entstandene Kristalle wurden mit 20 % Glycerin

kryogeschutzt bevor sie in flussigem Stickstoff eingefroren wurden.

5.7.3. Rontgenstrukturanalyse

Die entstandenen Kiristalle wurden intern an einem D8 VENTURE-
Rontgendiffraktometer (Bruker) getestet. VVon Kristallen, die eine charakteristische
Proteinstreuung aufwiesen, wurden anschlieBend Datensatze an der PXII X10SA-
beamline der Synchrothron Lichtquelle Schweiz (Paul Scherrer Institut, Villigen,
Schweiz) aufgenommen. Die Datensitze wurden mit XDS® indiziert und mit XSCALE
skaliert. Die Kristallstruktur wurde durch molekularen Ersatz mit PHASER unter
Verwendung einer bereits publizierten KRasWT:GDP Struktur (PDB: 4o0be) als Modell
gelost.*% Die manuelle Modellierung der Struktur in der asymmetrischen Einheit wurde
mit dem Programm COOT®* durchgefilhrt und mit Hilfe des Dundee PRODRG-
Servers®®’ die Inhibitor-Topologie-Datei generiert. Fiir die Strukturverfeinerung wurde
PHENIX.refine’® verwendet und mit dem PDB_REDO-Server'®® optimiert. Zur
Visualisierung der finalen Kristallstrukturen wurde PyMOL®® verwendet.

125



5 MATERIAL UND METHODEN

5.8 Zellbiologische Methoden

5.8.1. Zellkultivierung

Die Kultivierung aller in Tabelle 20 aufgelisteten Zelllinien erfolgte in einem
befeuchteten Inkubator in Gegenwart von 5% CO> bei 37 °C. Alle zellbiologischen
Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank (HERASafe® KS,
ThermoFisher Scientific) durchgefihrt. Alle verwendeten Medien, Ldsungen und
Verbrauchsmaterialien wurden steril erworben, steril filtriert oder autoklaviert. Medien
und Lésungen, die bei zellbiologischen Arbeiten verwendet wurden, wurden vorab im
Wasserbad auf 37 °C temperiert.

Bei der Inkulturnahme aller Zelllinien wurden die kryokonservierten Zellen zunéchst in
einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, bevor sie mit frischem Medium versetzt in
Zellkulturflaschen (T25, T75 oder T125; Sarstedt) Gberflihrt und kultiviert wurden. Nach
24 Stunden wurde das Medium erneuert und sobald die Zellen eine Konfluenz von 80-
90 % erreichten, wurden die Zellen vereinzelt.

Im Falle von adhé&renten Zelllinien wurde zundchst das Medium entfernt und die Zellen
mit PBS gewaschen. Durch die anschliefende Zugabe einer 0.25 %-igen Trypsin-EDTA-
Losung und Inkubation bei 37 °C fur 5 min wurden die Zellen von der Oberflache
abgeldst und nach Zugabe von frischem Medium fur 5 min bei 200 g zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert und die Zellen fir die
Weiterkultivierung nach den in Tabelle 20 angegebenen Passagier-Verhéltnissen
ausgesat. Im Falle einer Suspensionskultur wurde der Trypsinierungschritt tibersprungen
und die Zellen wurden direkt zentrifugiert und in frischem Medium resuspendiert. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe eines Countess™ 11 Automated Cell Counter
(ThermoFisher Scientific), wobei durch Zugabe von 10 uL Trypanblau-Farbeldsung zu
10 pL der Zellsuspension zusétzlich die Zellviabilitét iiberpriift werden konnte.

Mittels Kryokonservierung erfolgte eine langerfristige Lagerung der Zellen bei -150 °C.
Hierfir wurde das Zellpellet in Kultivierungsmedium, versetzt mit 10 % DMSO,
resuspendiert und eine Zelldichte von 1x10® Zellen/mL eingestellt. Die Zellsuspension
wurde in Kryoréhrchen (1 mL) tberfihrt und zunédchst fur 24 h in einem mit Isopropanol
befiillten Gefrierbehdlter (Mr Frosty™, Thermo Fisher Scientific) bei -80 °C
runtergekihlt, bevor die endgultige Lagerung der Zellen bei -150 °C erfolgte.
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Tabelle 20 | Ubersicht tiber die verwendeten Zelllinien. Firr die humanen sowie murinen Zelllinien

wurden neben den Charakteristika (Gewebe/Erkrankung/Mutation; Applikation) das Kultivierungsmedium

sowie das Passagier-Verhaltnis aufgelistet.

Zelllinie Charakteristika Medium Pass"%g'ef'
Verhaltnis
Lunge RPMI 1640+GlutaMAX™
H358 Adenokarzinom 10% FBS 1:10
KRasG12C 1% PenStrep
Lunge RPMI 1640+GlutaMAX™
H1355 Adenokarzinom 10% FBS 1:10
’g KRasG13C 1% PenStrep
£
>
L = ™
e § Lunge RPMI 1640+GlutaMAX
qC_, H1734 < Adenokarzinom 10% FBS Good Forte 1:2
= S KRasG13C 1% PenStrep
(2]
o
5
T Niere DMEM+GlutaMAX™
HEK239T Transfektionswirt 10% FBS 110
1% PenStrep
Cervix DMEM+GlutaMAX™
Hela Adenokarzinom 10% FBS 1:10
Transfektionswirt 1% PenStrep
RPMI 1640+GlutaMAX™
Ba/F3 IL-3-abhéngige 10% FBS 1x10°
. (parental) c Pro-B-Zellen 1% PenStrep Zellen/mL
8 2 0.1 mg/mL IL-3
> c
o (<5
\z-/ % ™
) a ..
2 Ba/F3 & IL-3-unabhéngige RPMI 1640+GlutaMAX 2 % 105
2 KRasGl2C Pro-B-Zellen 10% FBS Zellen/mL
§ KRasG12C 1% PenStrep
IS
(%2}
=] L
= S DMEM+GlutaMAX™
NIH/3T3 ﬁ Transfektionswirt 10% FBS 1:10
= 1% PenStrep

5.8.2. Genomsequenzierung

Zur Uberpriifung der ldentitat einiger Zelllinien und dem Nachweis bestimmter KRas-

Mutationen wurde eine Genomsequenzierung durchgefiihrt. Die genomische DNA wurde

hierfir mit dem QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen) isoliert und nach Vervielféltigung
mittels PCR mit Hilfe des QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen) gereinigt. Die

Sequenzierung wurde bei Eurofins Genomics durchgefuhrt (Tab. A9, Abb. A12-14).
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5.8.3. Transfektion

Retrovirus-vermittelte Transfektion. Fur die Infektion der Ba/F3-Zellen wurde
zunéchst ein Retrovirus mittels liposomaler Transfektion in HEK293T-Zellen generiert.
Hierzu wurden 10° HEK239T-Zellen in einer TC-Schale (Sarstedt) in 5 mL Medium
ausgesét und fur 24 h bei 37 °C und 5% CO; inkubiert. Am Folgetag wurde der in
Tabelle 21 aufgelistete Transfektionsansatz, der zuvor 20 min bei RT inkubiert wurde, zu
den Zellen pipettiert. Nach einer 72-stiindigen Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, wurde
der Virus geerntet, indem der Virus-enthaltene Uberstand mit Hilfe eines Spritzenfilters
(0.45 pM) steril filtriert und entweder direkt fir die Infektion der Ba/F3-Zellen verwendet

oder bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert wurde.

Tabelle 21 | Retrovirus-vermittelte Transfektion. Zusammensetzung des Transfektionsansatzes.

Komponente Menge
pBabe-KRasG12C

Vektor oder 2.5 ug
pBabe-KRasG13C

Verpackungsplasmid pCL-Eco 2.5 ug

Transfektionsreagenz TransIT®-LT1 7.5 uL

. Gibco™
Medium Opti-MEM™ 250 pL

Fur die nachfolgende Infektion der Ba/F3-Zellen mit den zuvor generierten Retroviren
wurden 2 x 10° Ba/F3-Zellen in 5 mL Infektionsmedium (serumfrei) in einer TC-Flasche
T25 (Sarstedt) vorgelegt und mit 2 mL des zuvor erzeugten Retrovirus versetzt.
Zusétzlich wurden dem Medium murines 1L-3 (0.1 mg/mL) als notwendiger
Wachstumsfaktor sowie Polybrene (0.8 pg/mL) zur Verbesserung der Infektionseffizienz
hinzugefiigt. Nach einer 24-stiindigen Inkubation bei 37 °C und 5% CO2 wurde das
Medium erneuert und nach weiteren 48 h die Zellen durch Zugabe von Puromycin
(5 ng/mL) selektiert. Nach erfolgreicher Selektion mit Puromycin ber einen Zeitraum
von 7d wurden die Ba/F3-Zellen in Abwesenheit von IL-3 kultiviert und nach

Wiedereintreten des Zellwachstums alle 48 h passagiert (1 x 10° Zellen/mL).
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Lipofectamin-vermittelte Transfektion. Die Erzeugung von KRas-transformierten
NIH/3T3-Zellen erfolgte unter Verwendung des Lipofectamine™ 3000 Reagent Protocol
(ThermoFisher Scientific). Hierzu wurden 10° Zellen auf einer 6-well-Platte in 2 mL
Medium ausgesat und fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO> inkubiert. Die Zellen wurden mit
PBS gewaschen und das Medium durch unsupplementiertes Opti-MEM™-Medium
(Gibco®, ThermoFisher Scientific) ersetzt. Der DNA-Lipidkomplex, der zuvor nach
Herstellerangaben vorbereitet und fur 15 min bei RT inkubiert wurde, wurde
anschlieBend zu den Zellen gegeben. Die transfizierten Zellen wurden fur weitere 72 h
bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert und anschlielend analysiert (Tab. 22).

Tabelle 22 | Lipofectamin-vermittelte Transfektion. Zusammensetzung des Transfektionsansatzes.

Komponente Menge

mCherry-KRas
DNA oder 2.5 ug
untagged-KRas

Lipofectamine™ 3000  3.75 oder 7.5 pL
P3000™ Reagent 5 uL
Medium Opti-MEM™ 250 uL

Transfektionsreagenz

5.8.4. NTP-Transporter-Assay

Fur den effizienten Transport der kovalenten Nukleotidanaloga in Zellen, wurde der
BioTracker™ NTP-Transporter (Merck) eingesetzt.**? Hierfiur wurden 10° Zellen auf
einer 6-well-Platte in 2 mL Medium ausgesat und fur 24 h bzw. 48 h bei 37 °C und 5 %
COz2 inkubiert. Die adhdrenten Zellen wurden zweimal mit Tricin-Puffer gewaschen und
anschlieBend mit verschiedenen Konzentrationen (10, 50, 100, 500 pM) einer 1:1-
Mischung des BioTracker™-NTP-Transporter und entsprechendem Nukleotidderivat
inkubiert. Zu Kontrollzwecken wurden die Zellen zusétzlich entweder mit 500 pM
BioTracker™-NTP-Transporter oder mit 500 uM des Nukleotidderivats behandelt. Nach
einer zehnminutigen Inkubation bei RT wurde die Transporter-Mischung entfernt und die
Zellen mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von frischem Medium wurden die Zellen fir
weitere 24 h bis 48 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert bevor Zelllysate fiir eine
nachfolgende Western Blot-Analyse generiert wurden.

Tricin-Puffer: 5 mM Tricin pH 7.4, 11 mM Glukose, 125 mM NaCl, 1.8 mM CacCly,
0.8 mM MgSOs, 5.4 mM KCI.
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5.8.5. Elektroporation

Die Elektroporation der KRas-Volllange-Konstrukte (KRasWT, KRasG13C,
KRasG13C:acetyledaGDP und KRasG13C-edaGDP) wurde nach dem von Alex et al.
beschriebenen Protokoll unter Verwendung des Neon Transfection System Kits
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific) durchgefiihrt.!** Fir die Elektroporation wurden
zundachst drei Mio. Zellen pro Experiment durch Trypsinisierung geerntet, mit PBS
gewaschen und in 85 pL des Elektroporationspuffers R (Invitrogen) resuspendiert.
Proteinproben fiir jedes Konstrukt (0, 50, 100, 200 und 300 pg) wurden 1:1 in Puffer R
verdunnt und anschlieBend 30 uL des Protein-Mastermixes zur Zellsuspension gegeben.
Die EP-Proteinlésung wurde in eine 100 mL Neon-Pipettenspitze (Invitrogen) Uberfihrt
und mit zwei aufeinanderfolgenden Impulsen bei 1000 V und einer Dauer von 35 ms
elektroporiert. Nach der Elektroporation wurden die Zellen zweimal mit PBS (15 mL)
gewaschen, um nicht-internalisiertes extrazellulares Protein zu entfernen, und das
Zellpellet in 2 mL frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden in 6-well-
Zellkulturplatten (Sarstedt) transferiert und fur 24 h bei 37 °C und 5 % CO2 in einem
befeuchteten Inkubator inkubiert, bevor Zelllysate fur die nachfolgende Western Blot-
Analyse angefertigt wurden.

5.8.6. Western Blot-Analyse

Fur die zellulare Evaluierung der Nukleotidderivate wurden Western Blot-Analysen
durchgefuhrt. Hierfir wurden die Zellen nach entsprechender Behandlung mit den
Nukleotidanaloga zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 100 pL Phosphatase-
und Proteaseinhibitorhaltigem RIPA-Puffer (CST) lysiert. Die Zellen wurden fir 30 min
auf Eis inkubiert und dann durch Abschaben und anschlielender Zentrifugation bei
14.000 rpm fir 10 min bei 4 °C geerntet. Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem
Pierce™ BCA-Protein-Assay (ThermoFisher Scientific) gemaR der empfohlenen
Vorgehensweise des Herstellers bestimmt und durch Zugabe von ddH>O und 4x SDS-
Probenpuffer auf 1 mg/mL eingestellt. Nachdem die Proben fur 5 min bei 95 °C
denaturiert wurden, wurden diese bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Aquivalente Proteinmengen (10 upg) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieBend mit dem Pierce™ 1-Step-Transferpuffer (ThermoFisher Scientific) und dem

Pierce™ Power Blotter (ThermoFisher Scientific) auf Immobilon-FL PVDF-Membranen
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(Merck) tbertragen. Die Membranen wurden fir 5 min mit ddH>O gewaschen und
nachfolgend fiir 1 h bei Raumtemperatur mit Odyssey® Blocking Buffer TBS (Li-COR)
blockiert. Nachdem die Membranen dreimal mit je 5 mL TBS-T gewaschen wurden,
erfolgte die Inkubation mit in Odyssey® Blocking Buffer TBS-verdiinnten priméren
Antikorpern Uber Nacht bei 4 °C unter leichtem Schiitteln. Nach der Inkubation der
primdaren Antikorper wurden die Membranen erneut dreimal mit je 5 mL TBS-T fiir 5 min
gewaschen, bevor sie mit den sekundaren Antikorpern, verdiinnt in Odyssey® Blocking
Buffer TBS, fur 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln inkubiert wurden. Nach
der Inkubation der sekundéren Antikorper wurden die Membranen dreimal fur 5 min mit
TBS-T gewaschen und anschlieBend mit einem Odyssey® CLx Imaging-System (Li-
COR) gescannt. Die erhaltenen Aufnahmen wurden mit der Software Image Studio Lite
(Li-COR) final bearbeitet und mit der Software Empiria Studio (Li-COR) quantifiziert.
Die zum Nachweis der einzelnen Proteine verwendeten primadren und sekundéren
Antikorper sind in Tabelle 23 aufgelistet.

TBS-T: 50 mM TRIS pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween 20.

Tabelle 23 | Verwendete Primar- und Sekundarantikdrper.

Antikdrper MW (kDa) Wirt Verdiinnung
KRas 21 Maus 1:1000
pcRaf 74 Kaninchen 1:1000
tAkt

60 Kaninchen 1:1000
pAkt
Erk M 1:2
tEr 42144 _aus 000
pErk Kaninchen 1:2000
tS6 32 Maus 1:1000
pS6 Kaninchen 1:2000
. 42 Maus 1:5000
p-Aktin 45 Kaninchen 1:1000
anti-Mouse
(DyLight™ 680 - Ziege 1:15000
Conjugate)
anti-Rabbit
(DyLight™ 800 4X - Ziege 1:30000

PEG Conjugate)
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5.8.7. CellTiter-Glo®-Viabilitatsassay

Der CellTiter-Glo®-Viabilitatsassay wurde zur Bestimmung der anti-proliferativen
Eigenschaften bestimmter Inhibitoren gegenuber klinisch relevanten Zelllinien
verwendet.

Dabei wurde zunéchst der lineare Wachstumsbereich jeder Zelllinie bestimmt, indem die
Zellen auf einer 384-well-Platte in Verdiinnungsreihen (0, 50, 200, 200, 400, 800, 1600,
3200 Zellen/well in 25 pL) ausplattiert wurden. Nach einer Inkubationszeit von 4 d bei
37 °C und 5% CO: erfolgte die Zellviabilitaitsmessung mittels CTG-Reagenzes, wie
nachfolgend beschrieben.

Nach erfolgter Zellzahloptimierung wurden die Zellen mit der entsprechenden Zellzahl
mittels Multidrop™ Dispenser (ThermoFisher Scientific) kontaktlos auf einer 384-well-
Platte ausgesat und 24 h bei 37 °C und 5 % CO- in einer Feuchtekammer inkubiert. Die
Testsubstanzen wurden neben einer Negativkontrolle (DMSO) sowie einer
Positivkontrolle (Staurosporin) mit dem Echo 520 Liquid Handler (Labcyte) in
Verdinnungsreihen (0.1 nM - 30 uM) auf die Zellsuspension transferiert. Nach einer
weiteren 72-stiindigen Inkubation bei 37 °C und 5% CO: in einer Feuchtekammer
wurden 25 uL CTG®-Reagenz/PBS (1:1) mittels Mutlidrop™ auf die Zellen pipettiert.
Die Assayplatte wurde flr 2 min bei 1200 rpm geschuttelt, um die Zelllyse zu induzieren,
und anschlieend fir 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert, um das lumineszierende
Signal zu stabilisieren. Das Auslesen der Assayplatten erfolgte mit einem Envision Plate
Reader (Perkin Elmer), wobei das lumineszente Signal Giber 500 ms detektiert wurde. Die
anschlieBende Bestimmung der ECso-Werte aus den Rohdaten erfolgte mit dem

Programm Workflow aus dem Quattro Research Software Paket.
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7.1 Historischer Uberblick wber S-IIP
KRasG12C

Tabelle Al | KRasG12C S-1IP-Inhibitoren.
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Tabelle Al | KRasG12C S-IIP-Inhibitoren (Fortsetzung).
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7.2 Sequenzalignment

ARF1 P84077 MGNIFAN LFKGLFGKKEMR I LMVGLDAAGKTT ILYKLKLG-

ARF3 P61204 MGNIFGN LLKSLIGKKEMRILMVGLDAAGKTT ILYKLKLG-

ARF4 P18085 MGLTISS: LFSRLFGKKQMR I LMVGLDAAGKTT ILYKLKLG-

ARF5 P84085 MGLTVS LFSRIFGKKQMRILMVGLDAAGKTT ILYKLKLG-

ARF6 P62330 MGK. LSKTFGNKEMRILMLGLDAAGKTT ILYKLKLG-

ARL1 P40616 MGGFFSS: IFSSLFGTREMRILILGLDGAGKTT ILYRLQVG-

ARL2 P36404 MGLLTIL. KKMKQ-KERELRLLMLGLDNAGKTT I LKKFNGE - DI-DTISPTLG

ARL3 P36405 MGLLSIL. RKLKSAPDQEVRILLLGLDNAGKTTLLKQLASE- -DI-SHITPTQG---- 50
ARL4A  P40617 MGNGLSD----Q-TS-I1LSNLPSFQSFHIVILGLDCAGKTTVLYRLQFN- ~EF-VNTVPTKG---
ARL4AC  P56559 M-GN-1SSNISAFQSLHIVMLGLDSAGKTTVLYRLKFN-

ARL4AD  P49703 MGNHLTE-~---M-APTASSFLPHFQALHVVV I GLDSAGKTSLLYRLKFK-

ARL5A  Q9Y689 MGILFTR: TWRLFNHQEHKV I IVGLDNAGKTT ILYQFSMN EV-VHTSPTIG---- 49
ARL5B  Q96KC2 MGLIFAK: LWSLFCNQEHKV I IVGLDNAGKTT I LYQFLMN-

ARL5C  A6NH57 MGQL IAK: LMSTFGNQEHTV I IVGLDNEGKTT ILYRFLTN-

ARL6 Q9HOF7 MGLLDRL: SVLLGLKKKEVHVLCLGLDNSGKTT I INKLKPS-

ARL8BA  Q96BM9 MIALFNK-~-~-L~--LDWFKALFWKEEMELTLVGLQYSGKTTFVNVIASG-

ARL8B  QO9NVJ2 MLAL I SR----L--LDWFRSLFWKEEMELTLVGLQYSGKTTFVNV IASG-

ARL9 Q6T311 MRPTWK: LSHPAWPEEKNKQILVLGLDGAGKTSVLHSLASN-

ARL10  Q8NBL6 ----------——-—- D---RGEAWWGA------| EAARLPEWDE ~WDPEDEEDEEPALEELEQREVLVLGLDGAGKSTFLRVLSGK-

ARL11  Q969Q4 NSRGHKAEAQVVMMGLDSAGKTTLLYKLKGH-

ARL13A Q5H913 “'KRLLSSCCSCLf ~RTTEETRRNVTIP I IGLNNSGKTVLVEAFQKL -

ARL13B Q3SXY8 MFSLMASCCGWF- ~KRWREPVRKVTLLMVGLDNAGKTATAKG IQGE~

ARL14  Q8N4G2 MGSLG SKNPQTKQAQVLLLGLDSAGKSTLLYKLKLA-

ARL15  QONXUS 1 TEAFLYMD YLCFRALCCKGPPPARPEYDLVCIGLTGSGKTSLLSKLCSE-

ARL16  QOPSN6 V- G ELRVPGGAKHGMCLLLGATGVGKTLLVKRLQEV--SS--R

ARL17  Q8IVW1 W‘"‘IFEK LFKSLLGKKKMRILILSLDTAGKTTILYKLKLG-

ARFRP1 Q13795 MYTLLSG LYKYMFQKDEYCIL ILGLDNAGKTTFLEQSKTR~

SARIA  Q9NR31 MSFIFEWIYNGF-SSVLQFLGLYKKSGKLVFLGLDNAGKTTLLHMLKDD-

SAR1B  Q9Y6B6 MSFIFDWIYSGF-SSVLQFLGLYKKTGKLVFLGLDNAGKTTLLHMLKDD-

TRIM23  P36406 L DASIPVTFTK-==-—---| DNRVHIGPKME IRVVTLGLDGAGKTT I LFKLKQD-

IFT27  Q9BWS3 MVKLAAKC I LAGDPAVGKTALAQ I FRSDGAHF--Q-K-

RAB1A  P62820 MSSMNPEYDYLFKLLL IGDSGVGKSCLLLRFADD--TY--T-E-

RAB1B  Q9HOU4 MNPEYDYLFKLLL IGDSGVGKSCLLLRFADD--TY--T-E-

RAB1C Q92928 MNPGYDCLFKLLL IGDSGVGKSCLLLRFADD--PY--T-E-

RAB2A  P61019 MAYAYLFKY 11 IGDTGVGKSCLLLQFTDK--RF--Q-P-

RAB2B  Q8WUD1 MTYAYLFKY I 1 IGDTGVGKSCLLLQFTDK--RF--Q-P-

RAB3A  P20336 S T----DSRYGQKESSDQNFDYMFKIL 1 IGNSSVGKTSFLFRYADD--SF--T-P-

RAB3B  P20337 AS VT----DGKTGVKDASDQNFDYMFKLL I IGNSSVGKTSFLFRYADD--TF--T-P-

RAB3C  Q96E17 S Q----DARYGQKDSSDQNFDYMFKLL I IGNSSVGKTSFLFRYADD--SF--T-S-

RAB3D 095716 S G DTQAGPRDAADQNFDYMFKLLL IGNSSVGKTSFLFRYADD--SF--T-P-

RAB4A  P20338 MSQTAMSETYDFLFKFLV1GNAGTGKSCLLHQF IEK--KF--K-D-

RAB4B  P61018 MAETYDFLFKFLVIGSAGTGKSCLLHQF IEN--KF--K-Q-

RAB5A  P20339 MASR- GA-TRPNGPNTGNK I CQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKG--QF--H-E-

RAB5B  P61020 MTSR ST-ARPNGQPQASK I CQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKG--QF--H-E-

RAB5C  P51148 MAGRG RPNGPAAGNK I CQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKG--QF--H-E~ ---ESTIG--AA
RAB6A  P20340 MSTGG DFG NPLRKFKLVFLGEQSVGKTSL I TRFMYD--SF--D-N- ---QATIG--1D
RAB6B  QONRW1 MSAGG DF NPLRKFKLVFLGEQSVGKTSL I TRFMYD--SF--D-N-

RAB6C  Q9HONO MSAGG DFG NPLRKFKLVFLGEQSVAKTSLITRFRYD--SF--D-N-

RAB7A  P51149 MTSRKKVLLKV I ILGDSGVGKTSLMNQYVNK--KF--S-N-

RAB7B  Q96AH8 MNPRKKVDLKL I IVGAIGVGKTSLLHQYVHK--TF--Y-E-

RABBA  P61006 MAKTYDYLFKLLL IGDSGVGKTCVLFRFSED--AF--N

RAB8B Q92930 MAKTYDYLFKLLL IGDSGVGKTCLLFRFSED--AF--N-T~

RAB9A  P51151 MAGKSSLFKV ILLGDGGVGKSSLMNRYVTN--KF--D-T- ---FHT1G--VE 43
RAB9B  Q9NP9O MSGKSLLLKVILLGDGGVGKSSLMNRYVTN--KF--D-S- ---FHTI1G--VE 43
RAB10  P61026 MAKKTYDLLFKLLL IGDSGVGKTCVLFRFSDD--AF--N-T-

RAB11A P62491 MGTRDDEYDYLFKVVL IGDSGVGKSNLLSRFTRN--EF--N-L-

RAB11B Q15907 MGTRDDEYDYLFKVVL IGDSGVGKSNLLSRFTRN-~-EF--N-L-

RAB12  Q61Q22 GG QGR--RRKQPPRPADFKLQV 1 I IGSRGVGKTSLMERFTDD--TF--C-E-

RAB13  P51153 MAKAYDHLFKLLL IGDSGVGKTCL I IRFAED--NF--N-N ISTIG--1D 44
RAB14  P61106 MATAPYNYSY IFKY I 1 IGDMGVGKSCLLHQFTEK--KF~-M PHTIG--VE 47
RAB15  P59190 MAKQYDVLFRLLL IGDSGVGKTCLLCRFTDN--EF--H-S-

RAB17  Q9HOT7 MAQAH R---TPQPRAAPSQPRVFKLVLLGSGSVGKSSLALRYVKN--DF--K-S-

RAB18  Q9NP72 MDEDVLTTLKILIIGESGVGKSSLLLRFTDD--TF--D-P-

RAB19  A4D1S5 MHFSSSARA DENFDYLFKIILIGDSNVGKTCWQHFKSG——VV——T E- ---QNT1G--VD
RAB20  QONX57 MRKPDSKIVLLGDMNVGKTSLLQRYMER: P VSTVG--GA 40
RAB21  Q9UL25 MAAAG G---GGGGAAAAGRAYSFKVVLLGEGCVGKTSLVLRYCEN- ~-N-D- ITTLQ--AS 55
RAB22A  Q9UL26 MALRELKVCLLGDTGVGKSS I VWRFVED--SF~--D-P- ~-NPTIG--AS 41
RAB23  Q9ULC3 MLEEDMEVAIKMVVVGNGAVGKSSMIQRYCKG--IF--T-K- -KKT1G--VD 45
RAB24  Q969Q5 MSGQRVDVKVVMLGKEYVGKTSLVERYVHD--RF--LVG- -QNTIG--AA 44
RAB25  P57735 MGNGTEEDYNFVFKVVL IGESGVGKTNLLSRFTRN-~EF--S-H- -RTTIG--VE 48
RAB26 ~ Q9ULW5 PL----QPGRPSLGGGVDFYDVAFKVMLVGDSGVGKTCLLVRFKDG-~-AF--LAG- ISTVG--1D 100
RAB27A P51159 MSDGDYDYL IKFLALGDSGVGKTSVLYQYTDG--KF--N-S- ~ITTVG--1D 45
RAB27B 000194 MTDGDYDYL IKLLALGDSGVGKTTFLYRYTDN--KF--N-P- -ITTVG--1ID 45
RAB28  P51157 MSDSEEESQDRQLKIVVLGDGASGKTSLTTCFAQE--TF--G-K~ ---KQTI1G--LD 48
RAB29 014966 MGSRDHLFKVLVVGDAAVGKTSLVQRYSQD--SF--S-K~ ---KSTVG--VD 43
RAB30 Q15771 MSMEDYDFLFK VL IGNAGVGKTCLVRRFTQG--LF--P-P- -GATIG--VD 45
RAB31 Q13636 MATRELKVCLLGDTGVGKSS I VCRFVQD-~HF--D-H- -SPTIG--AS 41
RAB32 Q13637 GD----PGLGAAAAPAPETREHLFKVLV IGELGVGKTS I IKRYVHQ--LF--S-Q- ---RATIG--VD 61
RAB33A Q14088 A L ASLELDSSLDQYVQIRIFKIIVIGDSNVGKTCLTFRFCGG--TF--P-D- ---EATIG--VD 72
RAB33B Q9H082 FS SS SGASGFLPPARSRIFKI1VIGDSNVGKTCLTYRFCAG--RF--P-D- ~-EATIG--VD 69
RAB34  Q9BZG1 --PVRR---D--RVLA---ELPQCLRKEAALHGHKDFH-PR----VTCACQEHRTGTVGFKISKVIVVGDLSVGKTCL INRFCKD--TF--D-K- -KATIG--VD 88
RAB35 Q15286 MARDYDHLFKLL I 1 GDSGVGKSSLLLRFADN--TF--S-G~ --=ITTI1G--VD 44
RAB36 095755 --PVSR---D--RVIA---SFPKWYTPEACLQLREHFH-GQ----VSAACQRRNTGTVGLKLSKVVVVGDLYVGKTSL IHRFCKN--VF--D-R- ---KATIG--VD 159
RAB37  Q96AX2 P---PCSPSYDLTGKVMLLGDTGVGKTCFL IQFKDG-~AF--LSG~ ---1ATVG--1D 66
RAB38  P57729 MQAPHKEHLYKLLVIGDLGVGKTS I IKRYVHQ--NF--S-S RATIG--VD 45
RAB39A Q14964 METIWIYQFRLIVIGDSTVGKSCLLHRFTQG--RF--PG-LRSPAC---———---—-| DPTVG--VD 48
RAB39B Q96DA2 MEAIWLYQFRLIVIGDSTVGKSCL IRRFTEG--RF~~AQ-V~~==S-==———————-| DPTVG--VD 44
RAB40A  QBWXH6 MSAPGSPDQAYDFLLKFLLVGDRDVGKSE ILESLQDG--AA--E-S PY. SHLGG--1D 50
RAB40B Q12829 MSALGSPVRAYDFLLKFLLVGDSDVGKGE ILASLQDG A--E-S PY HPAG--1D 50
RAB40C Q96S21 MGSQGSPVKSYDYLLKFLLVGDSDVGKGE ILESLQDG A--E-S PY AYSNG--1D 50
RAB41  Q5JT25 MSAFGHDEAWMEAG----GFGLEAAERTEYQSLCKSKLLFLGEQSVGKTS I ISRFMYN--SF--G-C----AC: QATVG--1D 67
RAB42  Q8N4Z0 MEAEGCRYQFRVALLGDAAVGKTSLLRSYVAG P- PEPEPEP: EPTVG--AE 50
RAB43  Q86YS6 M DPDEQYDFLFKLVLVGDASVGKTCVVQRFKTG--AF--S-E- ---GSTIG--VD 54
RAB44  Q7Z6P3 --PHSR---E--PRAESRLEDPGMDSREAGLT------- PS----PGDPMAGGGPQANPDYLFHV I FLGDSNVGKTSFLHLLHQN--SF--A-T- ~TATVG--VD 869
RASEF  Q81z41 L SP QTDLVDDNAKSFSSQKAYKIVLAGDAAVGKSSFLMRLCKN-~EF--R-E~ ~-SATLG--VD 577
DIRAS1 095057 MPEQSNDYRVVVFGAGGVGKSSLVLRFVKG--TF--R-D- -IPTIE--DT 43
DIRAS2 Q96HU8 MPEQSNDYRVAVFGAGGVGKSSLVLRFVKG--TF--R-E~ ---IPTVE--DT 43
DIRAS3 095661 LKRLRL- LP ALLILRAFKPHRKIRDYRVVVVGTAGVGKSTLLHKWASG--NF--R-H- LPTIE--NT 73
ERAS Q72444 -KPGTF-- ~HRAQARRRDVGRQLPEYKAVVVGASGVGKSALT IQLNHQ-~-CF--V-E- --DPTIQ--DS 77
HRAS P0O1112 MTEYKLVVVGAGGVGKSALT IQL 1QN-~HF--V-D- -DPTIE--DS 39
KRAS P0O1116 MTEYKLVVVGAGGVGKSALT IQL IQN-~HF--V-D- -DPTIE--DS 39
MRAS 014807 MATSAVPSDNLPTYKLVVVGDGGVGKSALT IQFFQK~~IF--V-P— -DPTIE--DS 49
NKIRAS1 Q9ONYSO MGKGCKVVVCGLLSVGKTAILEQLLYG--NHT1G-M- -CETME--DV 42
NKIRAS2 QINYR9 MGKSCKVVVCGQASVGKTS ILEQLLYG-~-NHVVG-S- -1ETQE--DI 42
NRAS P0O1111 MTEYKLVVVGAGGVGKSALT IQL 1QN-~HF--V-D- -DPTIE--DS 39
RALA P11233 MAANKPKGQNSLALHKV IMVGSGGVGKSALTLQFMYD--EF--V-E- -EPTKA--DS 50
RALB P11234 MAANKSKGQSSLALHKV IMVGSGGVGKSALTLQFMYD--EF--V-E- ---EPTKA--DS 50
RAP1A  P62834 MREYKLVVLGSGGVGKSALTVQFVQG--IF--V-E- ---DPTIE--DS 39
RAP1B  P61224 MREYKLVVLGSGGVGKSALTVQFVQG--1F--V-E- -DPTIE--DS 39
RAP2A  P10114 MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTG--TF--1-E- -DPTIE--DF 39
RAP2B  P61225 MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTG--SF--1-E- ---DPTIE--DF 39
RAP2C  Q9Y3L5 MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTG--TF--1-E- ---DPTIE--DF 39
RASD1  Q9Y272 MKLAAM 1K KMCPSDSELSTPAKNCYRMV ILGSSKVGKTAIVSRFLTG--RF--E-D- -TPTIE--DF 60
RASD2  Q96D21 M MK TLSSGNCTLSVPAKNSYRMVVLGASRVGKSS I VSRFLNG--RF--E-D- -TPTIE--DF 55
RASL10A Q92737 MGGSLRVAVLGAPGVGKTAI IRQFLFG--DY--P-E- ---RPTDG--PR 40
RASL10B Q96S79 MVSTYRVAVLGARGVGKSAIVRQFLYN--EF--S-E- ---VPTTA--RR 40
RASL11A Q6T310 ---LSM------—==-=-= SGHFL----~ LAPI PE SSSDYLLPKDIKLAVLGAGRVGKSAMIVRFLTK--RF--1-G- —---EPNTG--KL 63
RASL11B Q9BPWS ---1QN MCT1 EYPA PG NAAASDCCVGAAGRRLVKIAVVGASGVGKTALVVRFLTK--RF--1-G ERN NL 69
RasL12 Q9NYN1 MSSVF GKPR G SGPQSAPLEVNLAILGRRGAGKSALTVKFLTK--RF==1-S-==-EY~=======~—-| DPNLE--DT 56
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RERG
RERGL
RHEB
RHEBL1
RITL
RIT2
RRAS
RRAS2
GEM
REM1
REM2
RRAD
cpcaz
RACL
RAC2
RAC3
RHOA
RHOB
RHOBTB1
RHOBTB2
RHOC
RHOD
RHOF
RHOG
RHOH
RHOJ
RHOQ
RHOU
RHOV
RND1
RND2
RND3
RAN
RHOT1
RHOT2
1FT22
RABL2A
RABL2B
RABL3
RABL6
RRAGA
RRAGB
RRAGC
RRAGD

ARF1
ARF3
ARF4
ARF5
ARF6
ARL1
ARL2
ARL3
ARL4A
ARLA4C
ARL4D
ARL5A
ARL5B
ARL5C
ARL6
ARL8A
ARL8B
ARL9
ARL10
ARL11
ARL13A
ARL13B
ARL14
ARL15
ARL16
ARL17
ARFRP1
SAR1A
SAR1B
TRIM23
1FT27
RAB1A
RAB1B
RAB1C
RAB2A
RAB2B
RAB3A
RAB3B
RAB3C
RAB3D
RAB4A
RAB4B
RAB5A
RABS5B
RAB5C
RABGA
RAB6B
RAB6C
RAB7A
RAB7B
RAB8A
RAB8B
RAB9A
RAB9B
RAB10
RAB11A
RAB11B
RAB12
RAB13
RAB14
RAB15
RAB17
RAB18
RAB19
RAB20
RAB21
RAB22A
RAB23
RAB24
RAB25
RAB26
RAB27A
RAB27B
RAB28
RAB29
RAB30
RAB31
RAB32

Q96A58 MAKSAEVKLAIFGRAGVGKSALVVRFLTK--RF -~ I -W----EY~ -DPTLE--ST 42

G5EA41 MNDVKLAVLGGEGTGKSALTVRFLTK--RF--1-G----EY~- ~ASNFE--SI 39

Q15382 MPQSKSRKIAILGYRSVGKSSLT IQFVEG--QF--V-D--~--SY~- -DPTIE--NT 42

Q8TAI7 MPLVRYRKVVILGYRCVGKTSLAHQFVEG--EF--S-E~ -DPTVE--NT 42

Q92963 M DSG TR PVGSC-CSSPAGLSREYKLVMLGAGGVGKSAMTMQF I SH--RF--P-E- -DPTIE--DA 57

Q99578 M E VE-----| NEASCSPGSASGGSREYKVVMLGAGGVGKSAMTMQF I SH--QF --P-D- -DPTIE--DA 56

P10301 M SSGAA TGR. R PRGGGPGPGDPPPSETHKLVVVGGGGVGKSALT IQF 1QS--YF--V-S- -DPTIE--DS 65

P62070 MAAAGWRDGSGQEKYRLVVVGGGGVGKSALTIQF 1QS--YF--V-T~ -DPTIE--DS 50

P55040 KEPHQYSHRNRHSATPEDHCRRSWSSDST-~---========~-——-| DSVIS----SESGNTYYRVVL IGEQGVGKSTLANIFAGV--HDSMD-S~ -EVLGE--DT 113
075628 PRLGQSASLN-PPTQKPSPAPDDWSSE DS-—--———-| EGSWEALYRVVLLGDPGVGKTSLASLFAGK--QERDL -~ -EQLGE--DV 116
Q81YK8 SDSLGSGEAAPAQKDG I FKVMLVGESGVGKSTLAGTFGGL-~-QGDSA-H----E~ -PENPE--DT 151
P55042 —--DSLSSGG--SDSDESVYKVLLLGAPGVGKSALARIFGGV--EDGPE-A E. AG--HT 126
P60953 MQT IKCVVVGDGAVGKTCLLISYTTN--KF~-P-S----EY~ -VPTVF--DN 39

P63000 MQATKCVVVGDGAVGKTCLL ISYTTN--AF--P-G- -IPTVF--DN 39

P15153 MQATKCVVVGDGAVGKTCLL ISYTTN--AF--P-G- -IPTVF--DN 39

P60763 MQATKCVVVGDGAVGKTCLL ISYTTN--AF--P-G- -IPTVF--DN 39

P61586 MAATRKKLVIVGDGACGKTCLL IVFSKD--QF--P-E- -VPTVF--EN 41

P62745 MAATRKKLVVVGDGACGKTCLL IVFSKD--EF--P-E- -VPTVF--EN 41

094844 MDADMDYERPNVET IKCVVVGDNAVGKTRLICARACN--TT--L-T----QY~ —QLLATHVPTVWAIDQ 58

Q9BYZ6 MDSDMDYERPNVET IKCVVVGDNAVGKTRL I CARACN--AT-~-L-T----QY~ —-QLLATHVPTVWAIDQ 58

P08134 MAATRKKLV IVGDGACGKTCLL IVFSKD--QF--P-E- -VPTVF--EN 41

000212 MTAAQAAGEEAPPGVRSVKVVLVGDGGCGKTSLLMVFADG-~-AF--P-E-

Q9HBHO M--DA~-~~--PGA-LAQTAAPGPGRKELK IVIVGDGGCGKTSLLMVYSQG-~SF~--P-E~----HY~

P84095 MQSTKCVVVGDGAVGKTCLLICYTTN--AF--P-K----EY~

Q15669 MLSSIKCVLVGDSAVGKTSLLVRFTSE--TF--P-E-

Q9H4ES MN--CK-~~--EGTDSSCGCRGNDEKKMLKCVVVGDGAVGKTCLLMSYAND--AF--P-E~

P17081 MAHGPGALMLKCVVVGDGAVGKTCLLMSYAND--AF~--P-E----EY~

Q7L0Q8 RGG R GG--RG PGEPGGRGRAGGAEGRGVKCVLVGDGAVGKTSLVVSYTTN-~GY-~P-T----EY-

Q96L33 RRSAPPELGIKCVLVGDGAVGKSSLIVSYTCN--GY--P-A-

Q92730 M K ER--R, PQ PVVARCKLVLVGDVQCGKTAMLQVLAKD--CY--P-E-

P52198 MEGQSGRCK 1 VVVGDAECGKTALLQVFAKD-~-AY--P-G----SY~-

P61587 M K ER--R, SQKLSSKS IMDPNQNVKCK I'VVVGDSQCGKTALLHVFAKD-~CF-~P-E----NY~

P62826 MAAQGEPQVQFKLVLVGDGGTGKTTFVKRHLTG--EF--E-K- KY

Q8IX12 MKKDVR ILLVGEPRVGKTSL IMSLVSE--EF--P-E- EV

Q8IXI11 MRRDVRILLLGEAQVGKTSLILSLVGE--EF--P-E----EV-

QOH7X7 MLKAKILFVGPCESGKTVLANFLTES--SD--1-T----EY~ -SPTQG--VR 39

QOUBK7 MA-ED--~--KTKPSELDQGKYDADDNVK I I CLGDSAVGKSKLMERFLMD--GF--Q-P----QQ- -LSTYA--LT 57

QOUNT1 MA-ED----KTKPSELDQGKYDADDNVK I I CLGDSAVGKSKLMERFLMD--GF--Q-P----QQ:

Q5HY 18 MASLDRVKVLVLGDSGVGKSSLVHLLCQN--QVLGN-P----SW-

Q3YEC7 M N-QALQRRFAKGVQYNMK 1V IRGDRNTGKTALWHRLQGR--PF~--V-E----EY-

Q7L523 MPNTAMKKKVLLMGKSGSGKTSMRS I IFAN--Y1--A RDTRRLGAT-

Q5VZM2 ——---m——mmm SEKTTEKENLGPRM-~---DPPLGEPEGS--~~----- LGWVLPNTAMKKKVLLMGKSGSGKTSMRS I IFAN--Y I -~A------RDTRRLGATILDRIHSLQINSS 88

Q9HB9O EEAA GGV GGGCG PGGADSSKPR I LLMGLRRSGKSS 1QKVVFHK--MS-~P: -ET-LFLESTNK---- 98

QONQL2 DSSDADPDSGTEEGV--LDFSDPFSTEVKPR ILLMGLRRSGKSS I1QKVVFHK--MS-~P- ~ET-LFLESTNK---- 99

P84077 —-KNISFTVWDVGGQDK IR~ —~-PLWRHYFQNTQGL I FVVDSNDR-ERVNEAREELM 108
P61204 ~KNISFTVWDVGGQDKIR- PLWRHYFQNTQGL I FVWDSNDR-ERVNEAREELM 108
P18085 ~KNICFTVWDVGGQDRIR- PLWKHYFQNTQGL I FVWDSNDR-ERIQEVADELQ 108
P84085 ~KNICFTVWDVGGQDK IR~ PLWRHYFQNTQGL I FVVDSNDR-ERVQESADELQ 108
P62330 ~KNVKFNVWDVGGQDK IR- PLWRHYYTGTQGL I FVWDCADR-DRIDEARQELH 104
P40616 ~KNLKFQWWDLGGQTSIR~ PYWRCYYSNTDAV1YVVDSCDR-DRIGISKSELV 108
P36404 -RGFKLNIWDVGGQKSLR- SYWRNYFESTDGL IWVVDSADR-QRMQDCQRELQ 107
P36405 —~-QGFKLNVWD 1GGQRK IR~ PYWKNYFENTDIL1YVIDSADR-KRFEETGQELA 108
P40617 ~GNSKTVTFHFWDVGGQEKLR~ PLWKSYTRCTDG IVFVVDSVDV-ERMEEAKTELH 116
P56559 ~GTAKG I SCHFWDVGGQEKLR- PLWKSYSRCTDG1 1YVVDSVDV-DRLEEAKTELH 109
P49703 ~—-PLWRSYTRRTDGLVFVVDAAEA-ERLEEAKVELH 117
Q9Y689 —-NNTRFLMWD IGGQESLR SSWNTYYTNTEFVIVVVDSTDR-ERISVTREELY 107
Q96KC2 ~KNTHFLMWDIGGQESLR SSWNTYYSNTEFI1LVVDSIDR-ERLAITKEELY 107
ABNH57 —=PKTHFFMWDIVRPEALS-~~—===——————————— | FIWNTYYSNTEFIILVIDSTDR-DRLLTTREELY 107
Q9HOF7 —-SSLSFTVFDMSGQGRYR NLWEHYYKEGQAI I FVIDSSDR-LRMVVAKEELD 110
Q96BM9 ~GNVT IKLWD IGGQPRFR SMWERYCRGVSAIVYMVDAADQ-EKIEASKNELH 112
Q9NVJI2 ~GNVTIKIWDIGGQPRFR RYCRGVNAIVYMIDAADR-EKIEASRNELH 112
Q6T311 FHAVCI N SYWEMYLSKGLLL IFVVDSADH-SRLPEAKKYLH 110
Q8N8L6 —--FNSVRL----P- FYWKEFVSEVDVLVFVVDSADR-LRLPWARQELH 169
Q96904 FNVEPL- WKDYLEGTDILVYVLDSTDE-ARLPESAAELT 104
Q5H913 —=-SELTTL----L EAWPNYYAQAHGLVFVLDSSDI-RRMQEVKIILT 112
Q3sXY8 FSKINL R GIWKNYYAESYGV I FVVDSSDE-ERMEETKEAMS 112
Q8N4G2 TVWGCYCENTDGLVYVVDSTDK-QRLEESQRQFE 105
QONXUS KYWSRYYQGSQGV I FVLDSASSEDDLEAARNELH 124
QOP5N6 PIWSSYYGNCRSLLFVMDASDP-TQLSASCVQLL 121
Q8Ivw1 PLWQHFFQNTKGARSPG-STHQ-GSLASGVLPIK 107
Q13795 ~GKARLMFWDLGGQEELQ: SLWDKYYAECHGV 1YV IDSTDE-ERLAESKQAFE 116
QONR31 ~AGMTFTTFDLGGHEQAR RVWKNYLPAINGIVFLVDCADH-SRLVESKVELN 116
Q9Y6B6 ~AGMTFTTFDLGGHVQAR RVWKNYLPAING IVFLVDCADH-ERLLESKEELD 116
P36406 —=KNLKFT IWDVGGKHKLR == === === == — o — e — | PLWKHYYLNTQAVVFVVDSSHR-DRISEAHSELA 495
Q9BW83 PDTGDSVELFIFDSAGKELFS EMLDKLWESPNVLCLVYDVTNE-ESFNNCS-KWL 104
P62820 —=TITSSYYRGAHGI IVVYDVTDQ-ESFNNVK-QWL 106
Q9HOU4 —=TITSSYYRGAHGI IVVYDVTDQ-ESYANVK-QWL 103
Q92928 DGKT IKLQIWDTAGQERFW: TITSSYYRGAHGFLVVYDVTDQ-ESYANVK-QWL 103
P61019 —-DGKQIKLQIWDTAGQESFR SITRSYYRGAAGALLVYDITRR-DTFNHLT-TWL 101
Q8wuD1 DGKQIKLQIWDTAGQESFR SITRSYYRGAAGALLVYDITRR-ETFNHLT-SWL 101
P20336 —-TITTAYYRGAMGF ILMYDITNE-ESFNAVQ-DWS 117
P20337 TITTAYYRGAMGF ILMYDITNE-ESFNAVQ-DWA 117
Q96E17 ~TITTAYYRGAMGFILMYDITNE-ESFNAVQ-DWS 125
095716 TITTAYYRGAMGFLLMYD IANQ-ESFAAVQ-DWA 117
P20338 GKYVKLQIWDTAGQERFR SVTRSYYRGAAGALLVYDITSR-ETYNALT-NWL 108
P61018 FGSRWV N GGKTVKLQIWDTAGQERFR SVTRSYYRGAAGALLVYDITSR-ETYNSLA-AWL 103
P20339 --FLTQTV----C- ~-DDTTVKFE IWDTAGQERYH- —~SLAPMYYRGAQAAIVVYDITNE-ESFARAK-NWV 115
P61020 FLTQS! SLAPMYYRGAQAAIVVYDITNQ-ETFARAK-TWV 115
P51148 —-SLAPMYYRGAQAAIVVYDITNT-DTFARAK-NWV 116
P20340 SLIPSYIRDSTVAVVVYDITNV-NSFQQTT-KWI 108
QINRWL —-FLSKTM----Y~ SLIPSYIRDSTVAVVVYDITNL-NSFQQTS-KWI 108
Q9HONO —=SLIPRYIRDSAAAVVVYDITNV-NSFQQTT-KWI 108
P51149 ~-SLGVAFYRGADCCVLVFDVTAP-NTFKTLD-SWR 103
Q96AH8 —-GDTTLKLQIWDTGGQERFR SMVSTFYKGSDGCILAFDVTDL-ESFEALD-IWR 103
P61006 —~-DGKRIKLQIWDTAGQERFR TITTAYYRGAMGIMLVYDITNE-KSFDNIR-NWI 103
Q92930 —-DGKKIKLQIWDTAGQERFR TITTAYYRGAMG IMLVYDITNE-KSFDNIK-NWI 103
P51151 SLRTPFYRGSDCCLLTFSVDDS-QSFQNLS-NWK 102
QINP9OO ~-SLRTPFYRGADCCLLTFSVDDR-QSFENLG-NWQ 102
P61026 —=TITTSYYRGAMGIMLVYDITNG-KSFENIS-KWL 104
P62491 —~-DGKTIKAQIWDTAGQERYR AITSAYYRG, LLVYDIAKH-LTYENVE-RWL 106
Q15907 DGKTIKAQIWDTAGQERYR-—————————————————————, AITSAYYRGAVGALLVYDIAKH-LTYENVE-RWL 106
Q61Q22 RGKKIRLQIWDTAGQERFN SITSAYYRSAKGI ILVYDITKK-ETFDDLP-KWM 137
P51153 —~~EGKKIKLQVWDTAGQERFK~—== === mm e TITTAYYRGAMGI ILVYDITDE-KSFENIQ-NWM 103
P61106 —-SGQKIKLQIWDTAGQERFR /TRSYYRGAAGALMVYDITRR-STYNHLS-SWL 106
P59190 ~=TITKQYYRRAQGIFLVYDISSE-RSYQHIM-KWV 103
Q9HOT7 —-SVCHLYFRGANAALLVYDITRK-DSFLKAQ-QWL 113
QINP72 FKVKTI S DGNKAKLAIWDTAGQERFR TLTPSYYRGAQGV ILVYDVTRR-DTFVKLD-NWL 103
A4D1S5 ~-FTVRSL----D: ~-DGKKVKMQVWDTAGQERFR TITQSYYRSAHAAI IAYDLTRR-STFESIP-HWI 112
QINX57 FYLKQW- R S ~-GLGSMYCRGAAAI ILTYDVNHR-QSLVELE-DRF 95

QouL25 FLTKKL ~=-ALGP1YYRDSNGAILVYDITDE-DSFQKVK-NWV 114
QouL26 LAPMYYRGSAAAT IVYDITKE-ETFSTLK-NWV 100
QoULC3 --FLERQI- ~-AITKAYYRGAQACVLVFSTTDR-ESFEAVS-SWR 104
Q969Q5 FVAKVM GDRTVTLGIWDTAGSERYE: AMSRI1YYRGAKAAIVCYDLTDS-SSFERAK-FWV 103
P57735 FSTRT\ M L GTAAVKAQIWDTAGLERYR-======———————m -, AITSAYYRGAVGALLVFDLTKH-QTYAVVE-RWL 107
QouULWS —=-FRNKVL-~---D- e ettt DGVKVKLQMWDTAGQERFR SVTHAYYRDAHALLLLYDVTNK-ASFDNIQ-AWL 159
P51159 YRASGPDGATGRGQR ITHLQLWDTAGQERFR SLTTAFFRDAMGFLLLFDLTNE-QSFLNVR-NWI 114
000194 FREKRV- YNAQGPNGSSGKAFKVHLQLWDTAGQERFR SLTTAFFRDAMGFLLMFDLTSQ-QSFLNVR-NWM 114
P51157 FFLRR-- L. KMLDKY 1YGAQGVLLVYDITNY-QSFENLE-DWY 108
014966 FALKVL----Q ~-SMTRLYYRDASACVIMFDVTNA-TTFSNSQ-RWK 103
Q15771 —=FMIKTV----E- ~-SITQSYYRSANALILTYDITCE-ESFRCLP-EWL 104
Q13636 -------—----——-| FMTKTV===-P-—-————~ Commm - GNELHKFL IWDTAGQERFH SLAPMYYRGS 1VYDITKQ-DSFYTLK-KWV 100
Q13637 FALKVL N W DSRTLVRLQLWDIAGQERFG NMTRVYYKEAVGAFVVFDISRS-STFEAVL-KWK 121
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RAB33A
RAB33B
RAB34
RAB35
RAB36
RAB37
RAB38
RAB39A
RAB39B
RABA40A
RAB40B
RABA40C
RAB41
RAB42
RAB43
RAB44
RASEF
DIRASL
DIRAS2
DIRAS3
ERAS
HRAS
KRAS
MRAS
NKIRAS1
NKIRAS2
NRAS
RALA
RALB
RAP1A
RAP1B
RAP2A
RAP2B
RAP2C
RASD1
RASD2
RASL10A
RASL10B
RASL11A
RASL11B
RASL12
RERG
RERGL
RHEB
RHEBL1
RITL
RIT2
RRAS
RRAS2
GEM
REM1
REM2
RRAD
cpcaz2
RACL
RAC2
RAC3
RHOA
RHOB
RHOBTB1
RHOBTB2
RHOC
RHOD
RHOF
RHOG
RHOH
RHOJ
RHOQ
RHOU
RHOV
RND1
RND2
RND3
RAN
RHOT1
RHOT2
1FT22
RABL2A
RABL2B
RABL3
RABL6
RRAGA
RRAGB
RRAGC
RRAGD

ARF1
ARF3
ARF4
ARF5
ARF6
ARL1
ARL2
ARL3
ARL4A
ARL4C
ARL4D
ARL5A
ARL5B
ARL5C
ARL6
ARL8A
ARL8B
ARL9
ARL10
ARL11
ARL13A
ARL13B
ARL14
ARL15
ARL16
ARL17
ARFRP1
SAR1A
SAR1B
TRIM23
1FT27
RAB1A
RAB1B
RAB1C
RAB2A
RAB2B
RAB3A

Q14088
QoH082
Q9BZG1
Q15286
095755
QIBAX2
P57729
Q14964
Q96DA2
QBWXH6E
Q12829
Q96521
Q5JT25
Q8N4Z0
Q86YS6
Q726P3
Q81241
095057
Q96HUS
095661
Q72444
P01112
P01116
014807
QONYSO
QONYR9
PO1111
P11233
P11234
P62834
P61224
P10114
P61225
QoY3L5
QoY272
Q96D21
Q92737
Q96579
Q6T310
Q9BPWS
QONYNL
Q96AS8
GSEA41
Q15382
Q8TAI7
Q92963
Q99578
P10301
P62070
P55040
075628
Q8I1YK8
P55042
P60953
P63000
P15153
P60763
P61586
P62745
094844
Q9BYZ6
P08134
000212
QOHBHO
P84095
Q15669
QOHA4ES
P17081
Q7L0Q8
Q96L33
Q92730
P52198
P61587
P62826
Q8IXI12
Q8IXI1
QOH7X7
QOUBK7
QOUNT1L
QsHYI18
Q3YEC7
Q7L523
Q5VZM2
Q9HBIO
QONQL2

P84077
P61204
P18085
P84085
P62330
P40616
P36404
P36405
P40617
P56559
P49703
QoY689
Q96KC2
ABNH57
QOHOF7
Q96BM9
QONVJ2
Q6T311
Q8N8L6
Q969Q4
Q5H913
Q3SXY8
Q8N4G2
QONXUS
QOP5NG
Q8IVIiL
Q13795
QONR31
QOY6B6
P36406
QoBW83
P62820
QoHOU4
Q92928
P61019
Q8wuD1
P20336

FREKTV E | EGEKIKVQVWDTAGQERFRK~ === === == mm - mm e SMVEHYYRNVHAVVFVYDVTKM-TSFTNLK-MW1
FRERAV----E 1 DGERIKIQLWDTAGQERFRK: SMVQHYYRNVHAVVFVYDMTNM-ASFHSLP-SWI
FEMERF E V. LGIPFSLQLWDTAGQERFK~===== === mm e o e CIASTYYRGAQAI I IVFNLNDV-ASLEHTK-QWL
~-FKIRTV- —-NGEKVKLQIWDTAGQERFR TITSTYYRGTHGVIVVYDVTSA-ESFVNVK-RWL

~-FEIERF- AGIPYSLQIWDTAGQEKFK-=====———m e m e CIASAYYRGAQV I I TAFDLTDV-QTLEHTR-QWL
~-DGVRVKLQIWDTAGQERFR SVTHAYYRDAQALLLLYDITNK-SSFDNIR-AWL
DPETVVRLQLWD I AGQERF NMTRVYYREAMGAF I VFDVTRP-ATFEAVA-KWK
EPGKRIKLQLWDTAGQERFR=-===== === m o m e SITRSYYRNSVGGFLVFDITNR-RSFEHVK-DWL

EPGKRIKLQIWDTAGQERFR

SITRAYYRNSVGGLLLFDITNR-RSFQNVH-EWL
~~TIFRSYSRGAQGV ILVYDIANR-WSFEGMD-RWI
TIFRSYSRGAQGV ILVYDIANR-WSFDGID-RWI
TIFRSYSRGAQGILLVYDITNR-WSFDGID-RWI
--SLIPSYIRDSTIAVVVYDITNI-NSFKETD-KWV
CITRSFYRNVVGVLLVFDVTNR-KSFEH 1Q-DWH
TITQSYYRSANGAILAYDITKR-SSFLSVP-HWI
SMTRQLLRKADGVVLMYD 1 TSQ-ESFAHVR-YWL
SIAKSYFRKADGVLLLYDVTCE-KSFLNIR-EWV
AMQRLS I SKGHAF I LVFSVTSK-QSLEELG-P1Y
~-DKSICTLQITDTTGSHQFP AMQRLS I SKGHAF ILVYSITSR-QSLEELK-P1Y
~-SHGVLSLHITDSKSGDGNR ALQRHV I ARGHAFVLVYSVTKK-ETLEELK-AFY
DSGDCILNVLDTAGQAIHR ALRDQCLAVCDGVLGVFALDDP-SSLIQLQ-Q-~

DGETCLLDILDTAGQEEYS AMRDQYMRTGEGFLCVFAINNT-KSFEDIH-QYR
—~-DGETCLLDILDTAGQEEYS AMRDQYMRTGEGFLCVFAINNT-KSFEDIH-HYR
~--DNQWAILDVLDTAGQEEFS AMREQYMRTGDGFL 1VYSVTDK-ASFEHVD-RFH

- ~-DRGVKEQLHLYDTRG5QEGY ~—=====———————— - ELPKHYFSFADGFVLVYSVNNL-ESFQRVE-LLK
DRGVREQVRFYDTRGLRDG! ELPRHCFSCTDGYVLVYSTDSR-ESFQRVE-LLK

———————— l----------DGETCLLDILDTAGQEEYS AMRDQYMRTGEGFLCVFAINNS-KSFADIN-LYR

~-AIRDNYFRSGEGFLCVFS I TEM-ESFAATA-DFR
--AIRDNYFRSGEGFLLVFSITEH-ESFTATA-EFR

AMRDLYMKNGQGFALVYS1TAQ-STFNDLQ-DLR
~-DAQQCMLE I LDTAGTEQFT. MRDLYMKNGQGFALVYSITAQ-STFNDLQ-DLR
~-DSSPSVLEILDTAGTEQF SMRDLY IKNGQGF I LVYSLVNQ-QSFQDIK-PMR
SMRDLY IKNGQGF I LVYSLVNQ-QSFQDIK-PMR

SMRDLY IKNGQGF ILVYSLVNQ-QSFQDIK-PMR
—-RGEVYQLDILDTSGNHPFP AMRRLSILTGDVFILVFSLDNR-DSFEEVQ-RLR
—-RGDMYQLD ILDTSGNHPFP MRRLSILTGDVF ILVFSLDNR-ESFDEVK-RLQ
—~-DGAVYDLSIRDGDVAGPGSSP! P EEWPDAKDWSLQDTDAFVLVYDICSP-DSFDYVK-ALR

NGHVHDLQILDFPP1S-AFPYNT -~
--EGDQLSLQIQDTPGGVQIQD---S

~—QEWADTCCRGLRSVHAY ILVYDICCF-DSFEYVK-TIR
LPQVVDSLSKCVQWAEGFLLVYSITDY-DSYLSIR-PLY
~—LSCSEQLNRC IRWADAWV IVFS I TDY-KSYEL 1S-QLH
NCERYLNWAHAFLVVYSVDSR-QSFDSSS-SYL
----------------------- QREGHMRWGEGFVLVYD I TDR-GSFEEVL-PLK

IFPQTYSIDINGY ILVYSVTSI-KSFEVIK-VIH

ILPYSFIIGVHGYVLVYSVTSL-HSFQVIE-SLY

—~-DDEPANLDILDTAGQAEFT- MRDQYMRAGEGF I ICYS I TDR-RSFHEVR-EFK
DNEPAYLDILDTAGQAEFT: AMREQYMRGGEGF I I CYSVTDR-QSFQEAA-KFK
—--DGIPARLDILDTAGQEEFG MREQYMRAGHGFLLVFAINDR-QSFNEVG-KLF

DDRAARLDILDTAGQEEF AMREQYMRTGEGFLLVFSVTDR-GSFEEIY-KFQ
DGESAT I ILLDMWENKG-EN---E~ ~-WLHDHCMQVGDAYL IVYSITDR-ASFEKAS-ELR
DGEDTTLVVVDTWEAEKLDK---S- —--WSQESCLQGGSAYVIVYSIADR-GSFESAS-ELR
—~-DKEEVTLVVYDIWEQGD-AG---G WLRDHCLQTGDAFL IVFSVTDR-RSFSKVP-ETL
———————————————— YDRS--=-=1V========V-————————-DGEEASLMVYD IWEQDG--G R WLPGHCMAMGDAYV IVYSVTDK-GSFEKAS-ELR
YAVTV- M 1 ~-RLRPLSYPQTDVFLVCFSVVSP-SSFENVKEKWV

SANV- M V- RLRPLSYPQTDVFL I CFSLVSP-ASFENVRAKWY
—--RLRPLSYPQTDVFLICFSLVSP-ASYENVRAKWF
~-RLRPLSYPQTDVFLICFSLVSP-ASFENVRAKWY
RLRPLSYPDTDV ILMCFS1DSP-DSLENIPEKWT
~-RLRPLSYPDTDV ILMCFSVDSP-DSLEN I PEKWV
RRFAYGRSDVVVLCFSIANP-NSLNHVKSMWY
RRFAYGRSDVVVLCFSIANP-NSLHHVKTMWY
~-RLRPLSYPDTDVILMCFSIDSP-DSLENIPEKWT
RLRPLFYPDASVLLLCFDVTSP-NSFDNIFNRWY
~=-RLRPLSYQNTHLVLICYDVMNP-TSYDNVL IKWF
~-RLRTLSYPQTNVFVICFSIASP-PSYENVRHKWH
SIRPLSYQQADVVLMCYSVANH-NSFLNLKNKWI
QLRPLSYPNTDVFL ICFSVVNP-ASYHNVQEEWV
RLRPLSYPMTDVFL I CFSVVNP-ASFQNVKEEWV
KLRPLCYTNTD IFLLCFSVVSP-SSFQNVSEKWV
~-RLRSLCYPDTDVFLACFSVVQP-SSFQN I TEKWL
—-EEQRVELSLWDTSGSPYYD: NVRPLCYSDSDAVLLCFDISRP-ETVDSALKKWR
DKRRIELNMWDTSGSSYYD-============———— | NVRPLAYPDSDAVL ICFD I SRP-ETLDSVLKKWQ
NVRPLSYPDSDAVL ICFD1SRP-ETLDSVLKKWK
GLRDGYY 1QAQCAI IMFDVTSR-VTYKNVP-NWH
~-EQLHQEISQANVICIVYAVNNK-HS IDKVTSRWI
EELREE IHKANVVCVVYDVSEE-ATIEKIRTKWI
~-SCWPALMKDAHGVV I VENAD I P-SHRKEME-MWY
SMHASYYHKAHAC IMVFD1QRK-VTYRNLS-TWY
~-DGRT ILVDFWDTAGQERFQ SMHASYYHKAHAC IMVFDVQRK-VTYRNLS-TWY
PEEKTYY IELWDVGGSVGSAS SVKSTRAVFYNSVNG I I FVHDLTNK-KSSQNLR-RWS
—-TDD1VKVEVWDVVDKGKCKKRGDGLKMENDPQEAESEMALDAEFLDVYKNCNGVVMMFD I TKQ-WTFNY IL-REL
~-NYFTSQRDNIFRNVEVL I YVFDVESR-E--~--LEKDMH
—~NYFTSQRDNIFRNVEVL 1 YVFDVESR-E----LEKDMH

—-DEVSVSLRLWDTFGDHHKD-
—~-DDVSVSLRLWDTFGDHHKD:

LSTYSLVDSVGNTKTFDVEHS-

1YKD ~P-~TFDYEMIFRGTGAL I YVIDAQDD-YM-~EALTRLH
ICRE SNSSFVNFQIWDFPGQIDFFD~ ~~P~~TFDYEMIFRGTGAL I FV IDSQDD-YM-~EALARLH
R MLAEDEL RDAVL-LVFANKQDLPNAVNAAE I TOKLGLH SL-R-—--HRNW-—
R MLAEDEL RDAVL-LVFANKQDLPNAVNAAE I TDKLGLH SL-R-—--HRNW-—
K MLLVDEL RDAVL-LLFANKQDLPNAMAISEM TDKLGLQ SL-R---NRTW
K MLQEDEL RDAVL-LVFANKQDMPNAMPVSEL TDKLGLQ
R 1 INDREM RDAI 1-L1FANKQDLPDAMKPHE I QEKLGLT
MLEEEEL RKAIL-VVFANKQDMEQAMTSSEM NSLGLP
LLVEERL AGATL-L I FANKQDLPGALSSNAI REVLELD
E LLEEEKL SCVPV-LIFANKQDLLTAAPASE AEGLNLH
K ITRISEN QGVPV-L IVANKQDLRNSLSLSEI EKLLANG EL-S--SSTPW
K TKFAEN QGTPL-LVIANKQDLPKSLPVAE | EKQLALH EL~1--PATTY-~--——-mmm
R ISRASDN QGVPV-LVLANKQDQPGALSAAEV. EKRLAVR EL-A--AATLT--
K MLAHEDL RKAGL-L IFANKQDVKECMTVAEI SQFLKLT-
R MLAHEDL RKAAV-L I FANKQDMKGCMTAAE I SKYLTLS
K MLAHEAL QDASV-L I FANKQDVKDSMRMVE | SHFLTLS L ) A
T LLNHPDI KHRR1P I -L FFANKVDLRDAVTSVKV. SQLLCLE N1-K-~-DKPW
N LLDKPQL QGIPV-LVLGNKRDLPGALDEKEL TEKMNLS
N LLDKPQL QGIPV-LVLGNKRDLPNALDEKQL TEKNMNLS
Q LIAANP VLPL-VVFANKQDLEAAYHITDI HEALALS
K LLDKDP DLPV-VVVANKQDLSEAMSMGEL QRELGLQ A1-D--NQREV- -~ ————
E LNDPNM VPF-LVLANKQEAPDALPLLKI RNRLSLE RF-Q-~~DHCIl
H LLSDKRV AGKP I -L I LANKQDKKKALMPCDI IDYLLLK KL-VKENKCPC—~
E MLRHPRI SGKP I -LVLANKQDKEGALGEADV. IECLSLE KL-VNEHKCLC~
H TLKNEHI KNVPV-VLLANKQDMPGALTAEDI TRMFKVK KL~C~~SDRNII
LQHPQL CTLPF-L ILANHQDKPAARSVQE | KKYFELE PL-A--RGKRII
G LLSAEQL EASV-L ILFNKIDLPCYMSTEEM KSLIRLP DI~ 1ACAKQNI ~==~=—====~~
C--SHVE-FGMWKGG RSHPF-LPHSSRCAG-~~--SGGQL DSILP H-Q---SPAW
K VVTSEAL CGVPV-LVLANKQDVETCLSIPDI KTAFSDCTS K1-G---RRDC
LMTDETI SNVP1-LILGNKIDRTDAISEEKL
LMTDETI ANVP I -L ILGNK IDRPEAISEERL ~REMFGLYGQTTGKGSISLKEL-N
K LLTEKEL RDALL-LIFANKQDVAGALSVEEI TELLSLH KL-C--CGRSH
E KARSQAPG 1SLPG-VLVGNKTDLAG R RAVDSAEAR W LG-Q
Q EIDRYASE NVNK-LLVGNKCDLTT K KVVDYTTAK EF DS-L
Q EIDRYASE NVNK-LLVGNKSDLTT K KVVDNTTAK EF ADS-L
Q EIDRHASE NVNK-LLVGNKSDLTT K KVVDNTTAK EF DS-L
E DARQHSN; NMV I -ML IGNKSDLES R REVKKEEGE AF——-—- L
E DARQHSS: NMV I -MLIGNKSDLES R RDVKREEGE F RE-|
T QIKTYSWD NAQV-LLVGNKCDMED E RVVSSERGH QL DH-L

151

132
129
147
103
218
125
105
108
104
109
109
109
126
110
113
928
636
101
101
131
133
97

97

107
101
101
97

108
108
97

97

97

97

97

118
113
108
107
128
133
113
99

62

100
100
115
114
123
108
172
176
210
184
98

98

98

98

100
100
123
123
100
112
114
98

99

116
104
144
126
108
102
118
105
98

98

103
116
116
110
162
104
165
158
159

153
153
153

162
155
163

152
157
157
157
154
213
149
160
160
151
170
169
149
163

541
145
146
143
143
141
141
157
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RAB3B
RAB3C
RAB3D
RAB4A
RAB4B
RABSA
RABSB
RAB5C
RAB6A
RAB6A
RAB6C
RAB7A
RAB7B
RABBA
RAB8B
RABOA
RABOB
RAB10
RAB11A
RAB11B
RAB12
RAB13
RAB14
RAB15
RAB17
RAB18
RAB19
RAB20
RAB21
RAB22A
RAB23
RAB24
RAB25
RAB26
RAB27A
RAB27B
RAB28
RAB29
RAB30
RAB31
RAB32
RAB33A
RAB33B
RAB34
RAB35
RAB36
RAB37
RAB38
RAB39A
RAB39B
RAB40A
RABA40B
RABA40C
RABA41
RAB42
RAB43
RAB44
RASEF
DIRASL
DIRAS2
DIRAS3
ERAS
HRAS
KRAS
MRAS
NKIRAS1
NKIRAS2
NRAS
RALA
RALB
RAP1A
RAP1B
RAP2A
RAP2B
RAP2C
RASD1
RASD2
RASL10A
RASL10B
RASL11A
RASL11B
RASL12
RERG
RERGL
RHEB
RHEBL1
RITL
RIT2
RRAS
RRAS2
GEM
REM1
REM2
RRAD
cpcaz2
RACL
RAC2
RAC3
RHOA
RHOB
RHOBTB1
RHOBTB2
RHOC
RHOD
RHOF
RHOG
RHOH
RHOJ
RHOQ
RHOU
RHOV
RND1
RND2
RND3
RAN
RHOT1
RHOT2
1FT22
RABL2A
RABL2B
RABL3
RABL6
RRAGA
RRAGB
RRAGC
RRAGD

P20337
QU6EL7
095716
P20338
P61018
P20339
P61020
P51148
P20340
QONRWL
QOHONO
P51149
QU6AHS
P61006
Q92930
P51151
QINP9O
P61026
P62491
Q15907
Q61022
P51153
P61106
P59190
QOHOT7
QONP72
A4D1S5
QONX57
QoUL25
QoUL26
QoULC3
Q969Q5
P57735
QoULW5
P51159
000194
P51157
014966
Q15771
Q13636
Q13637
Q14088
QoHO82
Q9BZG1
Q15286
095755
QIBAX2
P57729
Q14964
Q96DA2
QBWXHGE
Q12829
Q96521
Q5JT25
Q8N4Z0
Q86YS6
Q7z6P3
Q81241
095057
Q96HU8
095661
Q72444
PO1112
P01116
014807
QONYSO
QINYR9
PO1111
P11233
P11234
P62834
P61224
P10114
P61225
QoY3L5
Qov272
Q96D21
Q92737
Q96579
Q6T310
Q9BPWS
QONYNL
Q96A58
G5EA41
Q15382
Q8TAI7
Q92963
Q99578
P10301
P62070
P55040
075628
Q81YK8
P55042
P60953
P63000
P15153
P60763
P61586
P62745
094844
Q9BYZ6
P08134
000212
QOHBHO
P84095
Q15669
QOH4ES
P17081
Q7L0Q8
Qo6L33
Q92730
P52198
P61587
P62826
Q8IXI12
Q8IXI1
QOH7X7
QOUBK7
QOUNT1L
QsHYI18
Q3YEC7
Q7L523
QsVZM2
Q9HBIO
QONQL2

T QIKTYSWD NAQV- I LVGNKCDMEE E RVVPTEKGQ
T QIKTYSWD NAQV- ILVGNKCDMED E RVISTERGQ
T QIKTYSWD NAQV- I LVGNKCDLED E RVVPAEDGR
T DARMLASQ NIVI-1LCGNKKDLD, D. REVTFLEAS
T DARTLASP- NIVV-ILCGNKKDLDP E REVTFLEAS
Kmmmmmm ELQRQASP-- -~ - == mmmm e e NIVI-ALSGNKADLAN KRAVDFQEAQ
K ELQRQASP- SIVI-ALAGNKADLAN KRMVEYEEAQ
[ ELQRQASP-- -~ — == mmmm e o NIVI-ALAGNKADLAS KRAVEFQEAQ
D DVRTERG DVI 1-MLVGNKTDLAD KRQVSIEEGE
D DVRTERG DVI 1-MLVGNKTDLAD KRQITIEEGE
D DVRTERG! DVI1-TLVGNRTDLAD KRQVSVEEGE
D EFLIQASPR DPENFPF-VVLGNKIDLEN RQVATKRAQ
G DVLAKIVP. MEQSYPM-VLLGNK IDLAD. RKVPQEVAQ
R NIEEHASA DVEK-MILGNKCDVND K RQVSKERGE
R NIEEHAS! DVER-MILGNKCDMND K RQVSKERGE
[ EF1YYADVK EPESFPF-VILGNKIDISE RQVSTEEAQ
K EF1YYADVK DPEHFPF-VVLGNKVDKED! RQVTTEEAQ
[ — NIDEHANE- -~~~ = m e DVER-MLLGNKCDMDD K RVVPKGKGE
K ELRDHAD! NIVI-MLVGNKSDLRH 1 RAVPTDEAR
K ELRDHAD! NIVI-MLVGNKSDLRH 1 RAVPTDEAR
K MIDKYASE DAEL-LLVGNKLDCET D. RE I TRQQGE
K SIKENASA GVER-LLLGNKCDME) K RKVQKEQAD
T DARNLTNP- NTVI-1LIGNKADLE Q RDVTYEEAK
DVDEYAPE GVQK-ILIGNKADEEQ K RQVGREQGQ
K DLEEELHP- GEVLV-MLVGNKTDLSQ EREVTFQEGK
[—— ELETYCTR---=mmmmmmmmmmm e ND IVN-MLVGNK I DKE N REVDRNEGL.
H EIEKYGAA NVV1-ML I GNKCDLWE K RHVLFEDAC 1
L GLTDTASK DCLF-AIVGNKVDL TEEGALAGQEKEECSPNMDAGDRVSPRAPKQVQLEDAV -~~~ -~~~ AL----- YKKILKYKMLDEQDVP 173
K ELRKMLGN EICL-CIVGNKIDLEK ERHVSIQEAE SY. AES- 154
K ELRQHGPP- NIVV-ATAGNKCDL ID VREVMERDAK DY. ADS-1 140
E KVVAEVG DIPT-VLVQNKIDLLD D. SCIKNEEAE L KR-L 143
K ELRSLEEG CQI-YLCGTKSDLLEED. RRRRRVDFHDVQ DY. ADN-1 146
K ELYDHAEA TIVV-MLVGNKSDLSQ REVPTEEAR MF- EN-N 147
T ETHEYAQH DVAL-MLLGNKVDSAH E RVVKREDGE KL AKE-Y. 199
QLQMHAYC ENPDI-VLCGNKSDLED RVVKEEEAI L AEK-Y. 155
QLQANAYC ENPDI-VL IGNKADLPD Q REVNERQAR EL DK-Y 155
| — VVK=—KVSE -~ oo m e ESETQPLVALVGNKIDLE: H RT IKPEKHL R FCQEN 152
Q DLDSKLTLP. NGEPVPC-LLLANKCDLSPWA V--SRDQID RF. SKE-N 146
R EIEQYASN KVIT-VLVGNKIDLAE R REVSQQRAE EF. SEA-Q 144
K ELKEHGPE NIVM-ATAGNKCDLSD IREVPLKDAK EY. AES-1 140
DLDSKVHLP. NGSP 1PA-VLLANKCDQNKDS SQ-SPSQUD
Q ECNGHAVP. PLVPK-VLVGNKCDLRE 1QVPSNLAL
E ECKQHLLA NDIPR-ILVGNKCDLRS 1QVPTDLAQ
DALKENDP- SSVLL-FLVGSKKDLSTP YALMEKDAL
H EINQNC-D. DVCR-ILVGNKNDDPE R KVVETEDAY-
E DALRENEA GSCF1-FLVGTKKDLLSGA CEQAEAD.
T ETHEYAQR DVVI-MLLGNKADMSS E RVIRSEDGE
N DLDSKLSLP. NGKPVSV-VLLANKCDQGKD! LMNNGLKMD.
E EAKMYVQP- FRIVF-LLVGHKCDLAS RQVTREEAE
E ETKVHVQP- YQIVF-VLVGHKCDLDT RQVTRHEAE
K KIEEHAP GVPK- ILVGNRLHLAF: K RQVPREQAQ
K EIDEHAP VPK— I LVGNRLHLAF-——-—- K RQVPTEQAQ
K EIDEHAP GVPR- ILVGNRLHLAF: K RQVPTEQAR
E--mmm- HVRAERGD -~ === === === ==~ DVV1-MLLGNKIDLDN KRQVTAEQGE
Q EVMATQGP- DKV I F-LLVGHKSDLQS T RCVSAQEAE
E DVRKYAG! NIVQ-LL IGNKSDLSE 1 REVSLAEAQ
D LQDAGSD: VV1-LLLGNKMDCEE: E RQVSVEAGQ
D MIEDAAHE TVPI-MLVGNKAD IRDTAATEGQ KCVPGHFGE
K S-V-EDIPV-MLVGNKCDET. Q REVDTREAQ
E D-V-ESIP1-MLVGNKCDESP s REVQSSEAE
E NNL-HKFP I -VLVGNKSDDT- H REVALNDG,
PHPAQPL-VLVGNKCDLV-----~ T AGDAHAAAA
E S-DDVPM-VLVGNKCDL A RTVESRQAQ
E S-EDVPM-VLVGNKCDLP s RTVDTKQAQ
Q R-ESFPM- ILVANKVDLM HL. RKITREQGK
K K-KEVAI-VVLGNK IDL EQ RQVDAEVAQ
K K-KEVT1-VWLGNKCDLQ: EQ RRVDPDVAQ
E S-DDVPM-VLVGNKCDLP---—-~ T RTVDTKQAH
E D-ENVPF-LLVGNKSDLE: DK RQVSVEEAK
E EEDK 1PL-LVVGNKSDLE: ER RQVPVEEAR
E T-EDVPM- 1 LVGNKCDLE- DE- RVVGKEQGQ
E T-DDVPM- ILVGNKCDLE- DE RVVGKEQGQ
D Y-EKVPV- ILVGNKVDLE- SE REVSSSEGR
D Y-ERVPM- 1LVGNKVDLE- GE REVSYGEGK
D Y-EKVPL- 1LVGNKVDLE- PE REVMSSEGR
Q- —~CLKNKTKEN-VDVPL -V I CGNKGDRDF-----Y REVDQREIE
K- ~~CLKNKTKEA-AELPM-V 1 CGNKNDHGE - RQVPTTE,
Q A-PEAP I -LVVGNKRDRQ RFGPRRAI
Q QILETRVIG T-SETPI-11VGNKRDLQ R RVIPRWNVS
Q HIR--KVHP D-SKAPV- 1 1VGNKGDLL . HA RQVQTQDGI
Q HVQ--QLHL G-TRLPV-VVVANKADLL- HI KQVDPQLGL.
E LLALHAKET Q-RSIPA-LLLGNKLDMA Qv RQUTKAEGV.
N 1LD--EIKK P-KNVTL-ILVGNKADLD: H RQVSTEEGE
G KLL--DWG K-VQIP1-MLVGNKKDLH ME RVISYEEGK 142
Q KLH--EGHG K-TRVPV-VLVGNKADLS PE. REVQAVEGK 142
Q T-DDTPV-VLVGNKSDLK: QL RQVTKEEGL. 157
E LIF--QVRH T-YEIPL-VLVGNK IDLE QF RQVSTEEGL 156
T QIL--RVKD R-DDFPV-VLVGNKADLE: S RQVPRSEAS 165
R QIL--RVKD R-DEFPM- I L1GNKADLD: HQ RQVTQEEGQ 150
1 QLR--RARQ T-EDIPI-ILVGNKSDLV- R REVSVSEGR 214
1 QLR--RTHQ DHVPI-1LVGNKADLA R REVSVEEGR 218
L RLR--AGRP H-HDLPV- I1LVGNKSDL RS REVSLEEGR 252
v QLR--RAR T-DDVPI-1LVGNKSDLV- RS REVSVDEGR 226
P EITH---HC PKTPF-LLVGTQIDLRDDPS-TIE: KLAKN KQKPITPETAE 149
3 PNTPI-1LVGTKLDLRDDKD-TIE: KLKEK KLTPITYPQGL 149
P PSTPI-1LVGTKLDLRDDKD-TIE: KLKEK: KLAPITYPQGL 149
3 PHTPI-LLVGTKLDLRDDKD-TIE: RLRDK KLAPITYPQGL 149
P PNVP I - 1LVGNKKDLRNDEH-TRR ELAKM KQEPVKPEEGR 151
P PNVP I - 1LVANKKDLRSDEH-VRT: ELARM KQEPVRTDDGR 151
3 RARRPLARP IKRGD I LPPEKGR 181
P RARRPLARP IKPNE I LPPEKGR 181
P PNVP I - 1 LVGNKKDLRQDEH-TRR ELAKM KQEPVRSEE 151
P KKVP 1~ 1VWWGCKTDLCKDKS-LVN KLRRN GLEPVTYHRGQ 163
P RGIPM-VL IGCKTDLRKDKE-QLR KLRAA QLEPITYMQGL. 165
P PDVP I-LLVGTKKDLRAQPD-TLR RLKEQ GQAPITPQQGQ 149
G PCTPV-LVVATQTDQREMGP H RASCVNAVEGK 143
P PHVPY-VL IGTQIDLRDDPK-TL RLLYM KEKPLTYEHGV: 167
P PNVPF-LL IGTQIDLRDDPK-TLA RLNDM KEKP1CVEQGQ 155
P PKAP1-1LVGTQSDLREDVK-VLI ELDKC: KEKPVPEEAAK 195
P PQAPV-LLVGTQADLRDDVN-VLI QLDQG GREGPVPQPQAQ 178
T PSTRV-LL IGCKTDLRTDLS-TLM ELSHQ KQAPISYEQGC 159
G ETQE---FC PNAKV-VLVGCKLDMRTDLA-TLR ELSKQ RLIPVTHEQGT- 153
G EIQE---FC PNTKM-LLVGCKSDLRTDVS-TLV---~-~- ELSNH------ RQTPVSYDQGA 169
[ — DLVRVCE-~= === mmmmmmmmmm e NIP1-VLCGNKVDIKD RKVKAKS I\ 142
P LINERTDKD SRLPL-ILVGNKSDLVEYSS METILP1 139
P LVNGGTTQG PRVPI-1LVGNKSDLRSGSS MEAVLP1 139
CFVQQPSLQ DTQCM-L I AHHKPGSGDDKG--SL. SLSPPLNKL 158
T ELREFRP EIPC-IVWANKIDDIN VTQKSF 151
T ELREFRP EIPC-IVWANKIDDIN VTQKSF 151
[ EALNRDLVPTGVLVTNGDYDQEQF-ADNQIPL-LVIGTKLDQIH-----ET KRHEVLTRT. 179
3 KVP. THVPV-CVLGNYRDMG---~-~ EH RVILPDDVR DF I -DNLDRPP--
YYQSCLEAILQN SPDAK I -FCLVHKMDLVQEDQRD! LIFKER----~EE---DL-R----RLS-
YYQSCLEAILQN-~=—=mmmmmmmmmmmm e SPDAK I -FCLVHKMDLVQEDQRD: LIFKER----~EE---DL-R----RLS-
1 TVSKAYK VNPDMNF-EVF IHKVDGLSDDHK IET -~ ~QRDIHQRAN-DDLADAGLEKL ~H----LSF-
L TVTRAYK NTD INF-EVF IHKVDGLSDDHK 1ET-— —~QRDIHQRAN-DDLADAGLEK I -H----LSF- 216
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ARF1 P84077
ARF3 P61204

~D-GL---YEG-~-~-LDWLSNQLRNQK: 181
~D-GL~---YEG----LDWLANQLKNKK. 181

ARF4  P18085 180
ARF5  P84085 180
ARF6  P62330 175
ARL1  P40616 181
ARL2  P36404 DWLLDDISSRIFTAD 184
ARL3  P36405 ~MNWVCKNVNAKKK 182
ARL4A  P40617 KEG----LEKLHDMI 1KRRKMLRQQKKKR 200
ARL4C  P56559 TEG----MDKLYEMILKRRKSLKQKKKR 192
ARLAD  P49703 ~LERLYEMI LKRKKAARGGKKRR 201
ARL5A  Q9Y689 ~LEWMMSRLK IR 179
ARL5B  Q96KC2 ~E-GL---CQG----LEWMTSRIGVR 179
ARL5C  ABNH57 E-GL---PAR----LQWMESQAAAN 179
ARL6  QOHOF7 E-GL---QEG DWLQDQIQTVKT 186
ARL8A  Q96BM9 ——-LQWL IQHSKSRRS 186
ARL8B  QONVJ2 186
ARLO  Q6T311 187
ARL10  Q8N8L6 ~WKLLLELLS 244
ARL11  Q969Q4 —LQSLWSLLKSRSCMCLQARAHGAE: R DSKRS 196
ARL13A Q5H913 ~LRWLLAVIDTCQLPPTSSISISKN N TGSGERCS----- 215
ARL13B Q3SXY8 —LYWLLHV I ARDFDALNER IQKETT- E QRALEEQE---—- 215
ARL14  Q8N4G2 ~FRKLTGFVKSHVKSRGDTLAFFKQ N 192
ARL15  QONXUS5 ~FSQLINLLEEKDHEAVRM 204
ARL16  QOPSN6 197
ARL17  Q8IWW1 177

ARFRP1 Q13795 1EWMVKCVVRNVHRPPRQRDIT- 201

SARIA  Q9NR31 FRWLSQYID 198
SAR1B  Q9Y6B6 ~FRWMAQY ID- 198
TRIM23  P36406 ~LDWLSRQLVAAGVLDV, 574
IFT27  Q9BWS3 ~FHCLAKQFHQLYREKVEVFRALA 186
RAB1A  P62820 ~FMTMAAE I KKRMGPGATAGGAEK 194
RAB1B  Q9HOU4 190
RAB1C Q92928 190
RAB2A  P61019 ~FINTAKEIYEKIQEGVFD INNEA: QHAAT —————- 194
RAB2B  Q8WUD1 ~FINTAKEI'YRK1QQGLFDVHNEA QQs1 194
RAB3A  P20336 209
RAB3B  P20337 208
RAB3C  Q96E17 TAAKQNT---RLKE- 216
RAB3D 095716 —~GSNGKGP: AVGD 208
RAB4A  P20338 SGI1---QYGD: LRQ 201
RAB4B  P61018 ~FLKCART ILNK IDSGELDPERMG SGI---QYGD: SLRQ 196
RAB5A  P20339 NS-ARGRGV DLTE: 203
RAB5B  P61020 G A RSRGV---DLHE 203
RAB5C  P51148 —--G---AP-GRNRGV---DLQE 204
RAB6A  P20340 EDMIDIKLEK: 195
RAB6B  QONRW1 ~FRRVASALPGMENVQEKSK: EGMIDIKLDK. 195
RAB6C ~ Q9HONO ~FRRVAAALPGMESTQDGSR: EDMSDIKLEK: 195
RAB7A  P51149 ~FQTIARNALKQETEVELYNEFPEP-~~--~ IKL- 196
RAB7B  Q96AH8 ~FEMLASRALSRYQSILE-N--HLT: ES 190
RAB8A  P61006 -GI-KFMETSAK: N FFTLARD I KAKMDKKLEGNSPQ: GSNQGV- 191
RAB8B Q92930 -GI-KFLETSAK-S---S------A-NV---EEA----FFTLARD IMTKLNRKMNDSNS AGGPV- 191
RAB9A  P51151 -GDYPYFETSAK-D T-NV A FEEAVRRVLATEDRSDHL I ---QT- DTV- 192
RAB9B  Q9NP90 -GDYPYLETSAK-| —~FEEAVRQVLAVEEQLEHCM---L| HT 192
RAB10  P61026 -GI-RFFETSAK-. ~FLTLAEDILRKTPVKEPNSENVD--~-1SSGGGV~ 193
RAB11A P62491 -GL-SFIETSAL-D---S T-NV---EA FQTILTEI'YRIVSQKQMSDRRENDMSPSNNV-V- 200
RAB11B Q15907 ~FKNILTETYRIVSQKQIADRAAHDESPGNNV-V- 200
RAB12  Q61Q22 —~FLKLVDD I LKKMPLD I LRNEL! NSIL- EPE. 229
RAB13  P51153 ~FSSLARDILLKSGGRRSGNGNKP~-~~PSTD--L---K: 190
RAB14  P61106 —~FLEAAKKTYQNIQDGSLDLNAAE SGV---QHKP SAPQ 199
RAB15  P59190 —~FTRLTELVLQAHRKELEGLRMRA---S-NELAL---AELE EEE. 197
RAB17  Q9HOT7 LRGDAAVALN 200
RAB18  Q9NP72 NKGV---KLSH REE: 192
RAB19  A4D1S5 ~FVLMAKEL IARNSLHLYGESALN L---PLDS SP 203
RAB20  QINX57 ~FETLFDLVVPMILQQRAERPSHT V---DISS 221
RAB21  Q9UL25 —~FLDLCKRMIETAQVDERAKGNGSSQPGTARRGVQI I DDEP 212
RAB22A  Q9UL26 ~FIEISRRIPSTDANLPS---G KGF---KLRR 184
RAB23  Q9ULC3 —~FKYLAEKYLQKLKQQIAEDPELTH-SSSNKIGV---FNTSG GSHSGQ-NSGTL 209
RAB24  Q969Q5 ~FQKVAEDYVSVAAFQVMTE: DKGV---DLGQ 191
RAB25  P57735 ~FETVLKEIFAKVSKQRQNS IRTNAITLGSAQ 196
RAB26 ~ Q9ULW5 —~FTAIAKELKQRSMKAPSEPRF- RLHD- YVK- 245
RAB27A P51159 EMLLDL IMKRMERCVDKSWIPEGVVRSNGH-A STD 208
RAB27B 000194 ~VETLLDL IMKRMEQCVEKTQIPDTVNGGNSG-N 205
RAB28  P51157 ~FQKVAAEILGIKLNKAEl ----EQ-----~ SQR---VVKA--DIVNYN QE- 204
RAB29 014966 MRVLIEKMMRNSTED IMSLSTQG DYI---NLQT- 195
RAB30 Q15771 ~FLDLACRL ISEARQNTLVNN! SSP: 186
RAB31 Q13636 ~FQGISRQIPPLDPHENG N NGTI---KVEK 184
RAB32 Q13637 —ARFLVEK I LVNHQSFPNE-END\ DK 213
RAB33A Q14088 -NM-LLFETSAK-DPKES- ~FMCLACRLKAQKSLLYRDAERQQ-~-~--GKVQKL~ 225
RAB33B Q9HO82 -SM-PLFETSAK-NPNDN- ~FMTLAHKLKSHKPLMLSQPPDN 217
RAB34  Q9BZG1 -KA-EYWAVSSL- 241
RAB35 Q15286 -GI-QLFETSAK-| ~FNCITELVLRAKKDNLAKQQQQQ 190
RAB36 095755 —~FSRVAALAFEQSVLQDLERQSSARLQVGNGDL I - 316
RAB37  Q96AX2 ~FLAIAKELKYRAGHQADEPSF- YVE- 211
RAB38  P57729 ~NI---DEA----SRCLVKHILANECDLMES IEPDV VKP— 198
RAB39A Q14964 —NV---EES----FTILTRDIYEL IKKGE I1CIQDGW- EGV-- 197
RAB39B Q96DA2 ~FTDLTRDIYELVKRGE I TIQEGW- EGV- 193
RAB40A  Q8WXH6 —~FTELARIVLLRHRMNWLGRPSK L---S 191
RAB40B Q12829 ~F-NI---TES----FTELARIVLLRHGMDRLWRPSKYV: L S 191
RAB40C Q96S21 ~F-NV---1ES----FTELSRIVLMRHGMEK IWRPNRV' F---S 191
RAB41  Q5JT25 —~FRRVASALLSTRTSPP-PK: EGTVEIELE 212
RAB42  Q8N4Z0 DLA----FDTLADAIQQALQQGD IKLEEGW- GGV RLIH 199
RAB43  Q86YS6 S-NV---EE, FLRVATEL IMRHGGPLFSEKSPD - KDI 204
RAB44  Q7Z6P3 ~H-N1---LEP----VVNLARSLRMQEEGLKD-SL. 1008
RASEF  Q81z41 ~VLHLAREVKKRTDKDDSRS I TNL---TGTN 727
DIRAS1 095057 1D GKR---SGK: QKRTD: 189
DIRAS2 Q96HU8 ~H-NV---KEL----FQELLNLEKRRTVSLQ: GKK---SKQ QKRKE: 190
DIRAS3 095661 =V-NV---QEL-~---FHMLLNYKKKPTTGLQ: EKK---SQM PNTTE 220
ERAS Q72444 -ARS---CREK----TRH 221
HRAS P0O1112 EDA----FYTLVRE IRQHKLRKLNP P- DES GPG 180
KRAS P01116 EK----TPG 179
MRAS 014807 KKK----TKWR GD- 195
NKIRAS1 Q9ONYSO GRK---NKGNS N 189
NKIRAS2 QINYR9 RKN---K-GSG S 188
NRAS P0O1111 DDG----TQG 180
RALA P11233 GKK---KRK! L 195
RALB P11234 GKK---SSKN 195
RAP1A  P62834 171
RAP1B  P61224 171
RAP2A  P10114 170
RAP2B  P61225 170
RAP2C  Q9Y3LS5 170

LHKKALRNKKLLRAGSGGGGGDPGDAFGIVA 247
KEMDAYGMVS 232

RASD1  Q9Y272
RASD2  Q96D21

~RKV---SVQYC-DV-~
-RKI---SVQYG-DA--

RASL10A Q92737 194
RASL10B Q96S79 194
RASL11A Q6T310 ~FQHLCKEVSKMHG--LSG- ~RRA---S1 1PR-PRSPNM QD 222
RASL11B Q9BPWS CS---FYEVSVSEN---Y- ~N-DV---YSA----FHVLCKEVSHKQQPSSTP- —~RRT---SLIPR-PKSPNM QD 229
RAS12  Q9NYN1 CL---FFEVSACLD---F- ~E-HV---QHV----FHEAVREARRELEKS--P- ~RPL---FISEE-RALPHQ. AP 209
RERG Q96A58 CA---FYECSACTG---E- ~G-NI---TEI----FYELCREVRRRRMVQ--G~ 185
RERGL  G5EA41

RHEB Q15382 AA---FLESSAK-E---N------Q-TA---VDV----FRRI ILEAEKMDGAASQG-~---K 178
RHEBL1 Q8TAI7 -Q-LT---QGI----FTKVIQEIARVENSYGQE- 177
RIT1 Q92963 RL 207
RIT2 Q99578 KL 205
RRAS P10301 V/ 206
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RRAS2
GEM
REM1
REM2
RRAD
cpcaz
RACL
RAC2
RAC3
RHOA
RHOB
RHOBTB1
RHOBTB2
RHOC
RHOD
RHOF
RHOG
RHOH
RHOJ
RHOQ
RHOU
RHOV
RND1
RND2
RND3
RAN
RHOT1
RHOT2
1FT22
RABL2A
RABL2B
RABL3
RABL6
RRAGA
RRAGB
RRAGC
RRAGD

ARF1
ARF3
ARF4
ARF5
ARF6
ARL1
ARL2
ARL3
ARL4A
ARL4C
ARL4D
ARL5A
ARL5B
ARL5C
ARL6
ARL8BA
ARL8B
ARL9
ARL10
ARL11
ARL13A
ARL13B
ARL14
ARL15
ARL16
ARL17
ARFRP1
SAR1A
SAR1B
TRIM23
1FT27
RAB1A
RAB1B
RAB1C
RAB2A
RAB2B
RAB3A
RAB3B
RAB3C
RAB3D
RAB4A
RAB4B
RAB5A
RAB5B
RAB5C
RABGA
RAB6B
RAB6C
RAB7A
RAB7B
RAB8A
RAB8B
RAB9A
RAB9B
RAB10
RAB11A
RAB11B
RAB12
RAB13
RAB14
RAB15
RAB17
RAB18
RAB19
RAB20
RAB21
RAB22A
RAB23
RAB24
RAB25
RAB26
RAB27A
RAB27B
RAB28
RAB29
RAB30
RAB31
RAB32
RAB33A
RAB33B
RAB34
RAB35
RAB36
RAB37
RAB38

P62070
P55040
075628
Q8IYK8
P55042
P60953
P63000
P15153
P60763
P61586
P62745
094844
Q9BYZ6
P08134
000212
QOHBHO
P84095
Q15669
QOHA4ES
P17081
Q7L0Q8
Q96L33
Q92730
P52198
P61587
P62826
Q8IXI12
Q8IXI1
QOH7X7
QOUBK7
QOUNTL
Q5HYI8
Q3YEC7
Q7L523
Q5VZM2
QOHBYO
QONQL2

P84077
P61204
P18085
P84085
P62330
P40616
P36404
P36405
P40617
P56559
P49703
QoY689
Q96KC2
ABNH57
QOHOF7
Q96EBMY
QONVJ2
Q6T311
Q8N8L6
Q969Q4
Q5H913
Q3SXY8
Q8N4G2
QONXUS
QOP5NG
Q8IviiL
Q13795
QONR31
QoY6B6
P36406
QoBW83
P62820
Q9HOU4
Q92928
P61019
Q8wuD1
P20336
P20337
QU6EL7
095716
P20338
P61018
P20339
P61020
P51148
P20340
QONRW1
QOHONO
P51149
Q9BAHS
P61006
Q92930
P51151
QONP9O
P61026
P62491
Q15907
Q61Q22
P51153
P61106
P59190
QOHOT7
QONP72
A4D1S5
QONX57
QoUL25
QoUL26
QoULC3
Q969Q5
P57735
QoULW5
P51159
000194
P51157
014966
Q15771
Q13636
Q13637
Q14088
QoH082
Q9BZG1
Q15286
095755
QIBAX2
P57729

VT---YMEASAK- I -=-R--~-
CK---FIETSAA-V---Q-—-
CK---FIETSAT-L---Q---

~FHELVRV IRKFQEQECPP----S PEP----TRK

PEGPAPF

RQAGTRRRESLGKKAKRFLGR~

—FDNAITRAAL I SRRHLQFWKSHLK: KVQK: P
~FDNATRAAL I SRRHLQFWKSHLR: NVQR P
-RAKGYLECSAL-S---N-
-GAQCYLECSAL-T---Q---
-GACCYVECSAL-T---Q---
SRTP D.
-RACCYLECSAL-T---Q- KLN; K
-GAEIYLEGSAF-T---S------EKSI —~FRTASMLCLNKPSPLP-QKSPVR: SLSK: R
—FHVATVASLGRGHRQL-RRTDSR: RGMQ: R
—FHVATLACVNKTNKNV-KRNKSQ: RATK: R
-NL-QYYDISAK-S---N- —~FLWLARKL IGDPNLEFVAMPALAP- PEV---VMDP ALAAQ-YEHDL
-EIETCVECSAK-N---L--- —FYYAQKAVLHPTGPLYCPE--EK: EMKP
-EIETCVECSAK-N---L------R-NI---SEL----FYYAQKAVLHPTAPLYDPE--AK: QLRP: A
MEFIKYLKSTIN SMSESRDREEMS IMT:
-SL-PLYFVSAA-D---G--- T-NV---VKL----FNDAIRLAVSYKQNSQDFMDE I FQ----ELENF---SLEQ- E
-SL-PLYFVSAA-D---G--- T-NV---VKL. —-FNDAIRLAVSYKQNSQDFMDE I FQ----ELENF---SLEQ. E
CTNPRYLAAGSS-N---A------V-KL---SRF----FDKVIEKRYFLREGNQIP FPDR KRF GTLKSLHYD---
SSYFRYAESSMK-N---S- ~GLKYLHKFFNIPFLQLQRETLLRQLETNQLDMDATL: EEL---SVQQE- TEDQNYGIFL
RPLECACF-R---T--SIWDE-TL---YKA----WSS1VYQL IPNVQQLEMNLRNFAQ 1 1EADEVLLFERAT
RPLECSCF-R---T--SIWDE-TL---YKA----WSS1VYQL IPNVQQLEMNLRNFAE: 1 1EADEVLLFERAT
YLT--S-- 1YDH-S1---FEA: —-FSKVVQKLIPQLPTLENLLNIFIS N GIEKAFLFDVVS
YLT--S-- —=1YDH-S1---FEA----FSKVVQKLIPQLPTLENLLNIFIS N SGIEKAFLFDVVS
SHSF: S -TRTGMSK EKRQH--LEQC--SIE-- 239
KQER ERVRKLR EERKQNEQEQA--ELDGT 243
TP /KQSG GGCC 205
TP VKPAG GCC: 201
TP /KPAG GGCC 201
NATHAG N-QGGQQAG GGCC 212
————— TSVGPSAS-QR--N-SRDIGSN SGCC: 216
QQ VPPH QDCAC 220
TP PLLQ: QNCSC: 219
TP PPPQ PNCAC 227
P PQP- SSCSC 219
-LRSPRR QAPNAQE- GC. 218
- -LRQPR QAVAPQP CGC 213
P-TQP--TR NQCCSN 215
Q-SQQ--NK: SQCCSN 215
N-NPA--SR. SQCCSN 216
P-QEQPVSE GCSC- 208
P-QEPPASE. GGCSC 208
P-QEQTVSE GCSCYSPMS S- 214
RAKA ESCSC 207
PDQSR SRCC 199
TPD- Q--QKRSSF: FRCVLL 207
TEN R--SKKTSF: FRCSLL. 207
KPKP. SSCC 201
GSKAG SSCC: 201
K--S KCC. 200
--T-EN--KPK. VQCCQN1 216
--T-DGQKPNK: LQCCQNL- 218
L--PPPRPH VRCC- 244
—————————————————— -T--CDKKNT- NKCSLG 203
GRL-T:! E-PQPQREG GC 215
KPE- G--PAN-SS KTCWC. 212
K-GPA--RQ KCCAH 212
G-Q-GGGAC:! GYCSVL- 206
LM QGPSEK: THCTC 217
H-KPPKRTR SGCC, 234
Q-AQT--SG C 225
Q-PSE--PK: RSCC: 194
NGGDV INLRPN-K-QR--T-KKNRNPF- SSCSIP 237
K-PNP--YF- 'YSCCHH 203
AG Q-EPGPGEK: RACCISL. 213
REGRG ASCCRP. 256
Q-LSEEKEK: GACGC 221
L-DGEKPPE KKCIC 218
———————————— P--—----MSRTVNPPRSS-------------MCAVQ-----—--—-- 221
K ss WSCC 203
LP GEGKSI YLTCCNFN 203
P-TMQ: S RRCC: 194
E-TLRAENK SQCC 225
PQEANSK: TSCPC 237
KPEPKPA MTCWC. 229
7777777777 DDS-NL--Y-LTASKKK: PTCCP: 259
TK NSKRK KRCC: 201
7777777777 SPP-ET--Q-ESKRPS! LGCC: 333
QKKR CSFM 223
TKVASC: SGCAKS 211
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219
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201
184
184
185
203
203
236
272
210
271
266
267
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RAB39A Q14964 ----VPNTVHS------- S-EEAVKPR KECFC 217
RAB39B Q96DA2 ----VPNVVH: EEVVKSE

RAB40A  Q8WXHE LQ

RAB40B Q12829 LQ

RAB40C Q96521 LQ

RAB4L  Q5JT25 —--mmmmmmmmmmmmme e F-E--mm-| | — SGNRSYC-- 222
RAB42  Q8N4ZO ----KTQIPR! P--SRKQH: PCQC 218
RAB43  Q86YS6 GEG WGCGC 212
RAB44  Q7Z6P3 PKRPPKR FGCCS 1021
RASEF Q81241 KKSPQM KNCCNG 740
DIRASL 095057 RVKG KCTLM 198
DIRAS2  Q96HU8 KLKG KCVIM 199
DIRAS3 095661 KLLD. KCHIM 229
ERAS  Q7Z444 QKATCHC GCSV. 233
HRAS ~ PO1112 CMSCK VL 189
KRAS ~ PO1116 CVKIK KCHIM 189
MRAS 014807 RATGTHKL- QCVIL 208
NKIRAS1 QONYSO EN 192
NKIRAS2 QONYR9 L DG 191
NRAS ~ PO1111 CMGLP VUM 189
RALA  P11233 =---mmmmmmm Y N K=mmm-l ] — RCCIL-mmmmmmmmmm 206
RALB  P11234 K K FK RCCLL. 206
RAP1A  P62834 EKKKPKKK SCLLL 184
RAP1B  P61224 PGKARKK! QLL. 184
RAP2A  P10114 DKDDPCC! NIQ 183
RAP2B  P61225 NGDEGCCS CVIL 183
RAP2C  Q9Y3L5 EKQDQCCT. TCWQ 183
RASDL1 ~ Q9Y272 PFARRPS-VHSDLMY IREK-ASAGSQAKDKE RCVIS 281
RASD2 ~ Q96D21 PFARRPS-VNSDLKY IKAK-VLREGQARERD KCTI1Q 266
RASL10A Q92737 LHP RCSLM 203
RASL10B Q96579 LRRN RCAIM 203
RASL11A Q6T310 L KRRFKQALS PKVKAPS, 240
RASL11B Q9BPWS L KRRFKQALS KVRTVTS! 247
RASL12 QONYNL L TARHGLA-S TFNTLST 226
RERG  Q96AS58 VKQAIN KMLTKISS 199
RERGL  G5EA41

RHEB Q15382 S SCSVM 184
RHEBLL1 Q8TAI7 R RCHLM

RITL Q92963 K SPFRKKKDSVT

RIT2 Q99578 K GSLKKKRENMT-

RRAS  P10301 RKKGGGC PCVLL.

RRAS2  P62070 EKDKKGC. HCVIF

GEM P55040 VAKNNK-NMAFKLK--SK SCHDLSVL.

REM1 075628 - LTARSAR-RRALKAR--SK SCHNLAVL.

REM2  Q8IYK8 - ~LVPRNAK---FFKQR--SR SCHDLSVL-

RRAD  P55042 - IVARNSR-KMAFRAK--SK SCHDLSVL.

CDC42  P60953 RCVLL

RACL  P63000 KCLLL

RAC2  P15153 CSLL

RAC3  P60763 KCTVF

RHOA  P61586 GCLVL.

RHOB  P62745 CINCCKVL

RHOBTB1 094844 -LLQAPFLPPKAP-
RHOBTB2 Q9BYZ6 -LLQAPFLPPKPP-

~PPVIKIPECPSMGTNEAACLLDNPLCADVLFI
~PP11VVPDPPSSSEECPAHLLEDPLCADVILV-

RHOC P08134 CPIL

RHOD 000212 QGFCWT-
RHOF Q9HBHO LCLLL
RHOG P84095 SCILL

RHOH Q15669 INECKIF
RHOJ Q9H4ES S CSI1
RHOQ P17081 RCINCCLIT:
RHOU Q7L0Q8 -KMKNLSKSW- WKKYCCFV-
RHOV Q96L33 -GVRTLSRCR WKKFFCFV
RND1 Q92730 -LLHLPSRSE----====—====———————| L1--SSTFKKEKAKSCS IM-~~—~~-~-—
RND2 P52198 -SAQLSGRPD RGN-EGE IHKDRAKSCNLM-
RND3 P61587 -ISHMPSRPE-—--————-———————————- LSAVATDLRKDKAKSCTVM-
RAN P62826 EVAQTTALPDE D

RHOT1  Q81X12 -CIKALTR--
RHOT2  Q81X11 -CAQALTR--
IFT22  QOH7X7
RABL2A  Q9UBK7 -EEDVPDQEQ S--SIETP! EEVASPH: 228
RABL2B Q9UNT1 -EEDVPDQEQS S--SIETPS EEAASPHS 228
RABL3  Q5HYI8
RABL6  Q3YEC7 EMMEARSRGHASPLAANGQSPSPGSQSPVVPAGAVST---GSSSPGTPQPAPQ 322
RRAGA  Q7L523 FLVISHYQC-K: EQRDVHR FEKISNIIKQF--KLSCS 243

IFKI1SDQDNDGTLNDAELNFFQRICFNTPLA-

FRLSDQDLDQALSDEELNAFQKSCFGHPLA- 223

RRAGB ~ Q5VZM2 FLVISHYQC-K. EQRDAHR: FEKISNIIKQF--KLSCS 304
RRAGC  Q9HB9O KIYIAT--D-S SPVDMQS YELCC-DMIDVVIDVSCI 298
RRAGD  Q9NQL2 KIYIAT--D- TPVDMQT- YELCC-DMIDVVIDISCI 299

Abbildung Al | Sequenzalignment der Ras-Superfamilie der kleinen GTPasen. Das multiple
Alignment der G-Doméne der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen wurde mit UniProt erstellt. Die fur die
Sequenziiberlagerung verwendeten UniProt-1Ds sind der Abbildung zu entnehmen. Die Bereiche innerhalb
der GTPasen, die in Reichweite des eda-Linkers liegen sind grau hervorgehoben. Bereiche die zusatzlich
in Reichweite des bda-Linkers liegen sind hingegen blau markiert. Die innerhalb dieser Regionen

befindlichen Cysteine sind rot gekennzeichnet.
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Tabelle A2 | Cystein-Aminosaureseitenketten in GTPasen. Ausgehend von den 2¢,3‘-OH-Gruppen des Nukleotids (PDB: 4obe) wurde innerhalb der Reichweite der warheads
(10 A fiir eda und 12 A fiir bda) nach Cysteinresten bei den GTPasen der Ras-Superfamilie gesucht. Nur etwa 7 % der GTPasen besitzen Cysteine innerhalb des P-loops. Insgesamt
drei der ber 150 GTPasen weisen an der Position 13 und nur eine GTPase an Position 12 einen Cysteinrest auf und sind daher potenzielle off-Targets der designten

Nukleotidderivate.

Aminosaure Position

12 13 14 18 21 22 27 29 30 32 33 81 85 116 118 120 121 144 145 146 147

1IFT22 ARL4A RHOA RAB1A RAB15 RAB28 ERAS RAB12 RAB41 RAB12 ARL5C RIT1 RASL10A RHOBTB1 RAB1A RAB12 RHOD ARL2 ARF1 ARL8A RAB15

RAB21 RHOB RAB1B RAB31 RHOG RND1 RAB14 NKIRAS1  RIT2 RASL10B  RHOBTB2  RAB3B RAB44 ARL3 ARF3 ARL8B RAS12
RHEBL1 RHOC RABIC RHOBTB1 RND3 RAB39A cDcaz2 ARL1 RHOD RAB3C ARL4D ARF4 RRAGA RERG

RHOD RAB2A RHOBTB2 RAB41 RAC1 RHOF RAB3D ARL5A ARF5 RRAGB
RHOF RAB2B RASL10B RAC2 RND1 RABSA ARLSB ARF6
RND1 RAB4A GEM RAC3 RND2 RABSB ARL5C ARL4A
RND2 RAB4B RHOA RND3 RAB10 ARL11 ARLAC
RND3 RABBA RHOB RAB13 ARL13A ARL5A

RAB8B RHOBTB1 RAB19 ARL13B ARL5B

RAB10 RHOBTB2 RAB22A ARL14 ARLSC

RAB13 RHOC RAB29 ARL15 ARL14

RAB14 RHOD RAB31 ARL17

RAB15 RHOF RAB32 ARFRP1

RAB19 RHOG RAB33A SAR1A

RAB26 RHOH RAB33B SAR1B

RAB30 RHOJ RAB38 TRIM23

RAB33A RHOQ RAB39A RAB44

RAB33B RHOU RAB39B RASL10A

RAB34 RHOV DIRAS1 RASL10B

RAB37 RND1 DIRAS2 RERG

RAB39A RND2 ERAS

RAB39B RND3 HRAS

RAB43 KRAS

cDCa2 NKIRAS2

RACL NRAS

RAC2 RAP1A

RAC3 RAP1B

RHOA

RHOB

RHOC

RHOG

RHOJ

RHOQ

156
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7.3 Reinigung der verktrzten KRas-Konstrukte

10 20 30 40 50 60
MGHHHHHHA HMTE YKLVVVGAGG VGKSALTIQL IQNHFVDEYD PTIEDSYRKQ
70 80 90 100 110 120

VVIDGETSLL DILDTAGQEE YSAMRDQYMR TGEGFLLVFA INNTKSFEDI HHYREQIKRV

130 140 150 160 170 180
KDSEDVPMVL VGNKSDLPSR TVDTKQAQDL ARSYGIPFIE TSAKTRQGVD DAFYTLVREI

RKHKEK

Abbildung A2 | Proteinsequenz des verkirzten Konstrukts von KRasWT vor Abspaltung des Hisg-tags.

Tabelle A3 | Uberblick uber Molekulargewichte (MW), die isoelektrischen Punkte (pl) und

Extinktionskoeffizienten (¢) der verkiirzten KRas-Konstrukte (ungeschnitten (geschnitten)).

KRasWT KRasG12C KRasG13C
MW (Da) 21.294 (19.418) 21.340 (19.464) 21.340 (19.464)
pl 5.85 (5.39) 5.85 (5.39) 5.85 (5.39)
(M1 em ) 13410 (11920) 13410 (11920) 13410 (11920)
£ + 7765 (GDP) + 7765 (GDP) + 7765 (GDP)
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7.4 Massenspektren
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Abbildung A3 | MS-Spektren von KRasG12C. (a, b, ¢, d) Massenspektren von KRasG12Cj.169 (Cys-
light) nach Inkubation mit 10 &q. der Acrylamid-Derivate edaGDP, pdaGDP und bdaGDP bei pH 9.5
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Abbildung A4 | MS-Spektren von KRasG13C. (a, b, ¢, d) Massenspektren von KRasG13Ci.1e9 (Cys-
light) nach Inkubation mit 10 &q. der Acetamid-Derivate edaGDP, pdaGDP und bdaGDP bei pH 9.5
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7.5 Berechnungen der Affinitaten

Im Folgenden werden die Berechnung der Kp-Werte fur pdaGDP und bdaGDP am
Beispiel des in Anwesenheit von EDTA durchgefuhrten HPLC-Assays vorgestellt:

Die Assoziationsratenkonstante beschreibt die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante fiir
die Bildung des GDP- (Gleichung 1a) oder aGDP (Gleichung 1b)-gebundenen Ras-
Komplexes.

kGpp
Ras + GDP — Ras:GDP (1a)
k
Ras + aGDP =225 Ras:aGDP (1b)

Durch Umstellen der in (Gleichung 1a) und (Gleichung 1b) aufgeflhrten
Gleichgewichtsreaktionen ergeben sich fiir Kepp (Gleichung 2a) und Kacppr (Gleichung

2b) folgende Zusammenhange:

o [Ras: GDP]
GPP ™ TRas][GDP] (2a)

[Ras:aGDP]

Kagpp = [Ras|[aGDP] (2b)

Unter der Annahme, dass die bei dem HPLC-Assay eingesetzte Konzentration fiir aGDP
50 uM ist, kénnen unter Verwendung der ermittelten prozentualen Anteile zum Zeitpunkt
t = 0 h folgende GDP-Konzentrationen fur pdaGDP (Gleichung 3a) und bdaGDP
(Gleichung 3b) ermittelt werden (Abb. 29):

%GDP 37 % (38_)
DP, = = X M = 29.4 uM
GDPyotar %pdaGDP 63 % 50 9.4
%oor 43 % (3b)

GDPyyra = X 50 uM = 37.7 uM

Y%baacpp 57 %

Die Konzentrationen der in Gleichung (2b) aufgefiihrten Komponenten kdnnen unter
Berlicksichtigung der zuvor berechneten totalen GDP-Konzentrationen wie folgt fur
pdaGDP (Gleichung 4a-d) und bdaGDP (Gleichung 5a-d) berechnet werden:
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7 ANHANG

47
[Ras: pdaGDP] = — X 29.4 uM = 13.8 uM

100 (4a)

[Ras: GDP] = 23 294 uM = 15.6 uM
100 (4b)
[pdaGDP] = 50 uM — 13.8 uM = 36.2 uM (4c)
[GDP] = 29.4 uM — 15.6 uM = 13.8 uM (4d)

39.5
[Ras: bdaGDP] = 100 X 37.7uM = 14.9 uM

(5)

[Ras: GDP] = 805 377 uM = 22.8 uM
100 (5b)
[bdaGDP] = 50 uM — 14.9 uM = 35.1 uM (5¢)
[GDP] = 37.7 uM — 22.8 uM = 14.9 uM (5d)

Die relativen Assoziationskonstante Kreia kdnnen durch folgende Formel (6) berechnet

werden:

Kapp _ [Ras:aGDP] x [GDP]

Kyoin = = °
reld ™ K.pop  [aGDP] x [Ras: GDP] ©

Durch Einsetzen der aus (Gleichung 4a-d) und (Gleichung 5a-d) ermittelten
Konzentrationen der einzelnen Komponenten in (Gleichung 6) kénnen die relativen
Assoziationskonstanten Krea fir pdaGDP (Gleichung 7a) und bdaGDP (Gleichung 7b)

berechnet werden:
_ KpdaGDP _ 138 IJ.M X 138 IJ.M _
Kreia = = = 0.34
Kepp 36.2 uM x 15.6 uM (7a)
K 14.9 uM x 14.9 uM
Kooy = bdaGDP _ K pv 0.28 (7b)

Kepp  35.1pM x22.8uM

Aus den relativen Assoziationskonstanten Kra kann durch Multiplikation mit der
Assoziationskonstante von GDP die Ka-Werte der Nukleotidanaloga berechnet werden
(Gleichung 8):

Ky = KoGDP X Kiye14 )
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Als Referenzwert fur GDP wurde der von Jeganathan et al. beschriebene Kp-Wert von

2.5 pM verwendet.!®® Durch Einsetzen des Referenzwertes in K, = Ki wurde ein Ka-
D

Wert fir GDP von 0.4 pM™ ermittelt. Es ergeben sich demnach folgende Ka-Werte fiir

pdaGDP (Gleichung 9a) und bdaGDP (Gleichung 9b):

K,pdaGDP = 0.4pM~1 x 0.34 = 0.136 pM~! (9a)

K,bdaGDP = 0.4pM~1 x 0.28 = 0.112 pM~! (9b)

Durch die Umwandlung der ermittelten Ka-Werte in die entsprechenden Kp-Werte

mittels K, = Ki konnten folgende Dissoziationskonstanten fur pdaGDP (Gleichung 10a)
A

und bdaGDP (Gleichung 10b) bestimmt werden:

KppdaGDP = =74pM (10a)

0.136 pM—1

K,bdaGDP = = 8.9pM (10b)

0.112 pM—1

Analoge Berechnungen wurden ebenfalls flr die in Abwesenheit von EDTA und in
Gegenwart von SOS durchgefiihrten HPLC-Messungen durchgefuhrt und sind in der
nachstehenden Tabelle aufgeftihrt:

Tabelle A4 | Ubersicht tiber die mittels HPLC-Assay (-EDTA, +EDTA, +SOS) berechneten Kp-Werte von
pdaGDP und bdaGDP Als Referenz sind ebenfalls die Kp-Werte von GDP sowie dem Nukleotidanalogon
SML-8-73-1 aufgefiihrt.

Nukleotid -EDTA +EDTA +SOS
GDP 25
Ko pdaGDP 8.0 7.4 10.4
[pPM] bdaGDP 10.0 8.9 10.0
SML-8-73-1 140000
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7.6 Etablierung des GTP-Hydrolyse-Assays

7.6.1 GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP

Die intrinsische und die GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP
wurde mittels ESI-MS analysiert.
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S
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X
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Abbildung A5 | GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP (a) Blockierung der
intrinsischen GTP-Hydrolyse bei der kovalenten Modifizierung von KRasG13Ci.169 (Cys-light) mit Acryl-
edaGTP durch Zugabe von EDTA (0, 10, 25 und 50 mM). In Gegenwart von 50 mM EDTA konnte eine
ausreichende Blockierung der intrinsischen GTP-Hydrolyse beobachtet werden; (b) Beschleunigung der
intrinsischen GTP-Hydrolyse durch Zugabe von GAP (1:100, 1:10 und 1:1). Eine GAP-stimulierte GTP-
Hydrolyse konnte erst bei einer sehr hohen Konzentration an GAP (50 pM, Verhdltnis 1:1) nach 1 h
detektiert werden.
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7.6.2 GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasWT:GTP

Die intrinsische und die GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasWT:GTP wurde
mittels isokratischer HPLC-L&ufe analysiert.

a
EDTA
Nukleotid- Hvdrol
austausch ydro yse
2mM MgCI
RasWT:GDP RasWT:GTP RasWT:GTP RasWT:GDP
GMP GDP
x Guanosin o 8
3 GDP 3=
10} GppNHp GTP = orp
GTP
- (64 %) o8
= ar
] 0=
T
= l
0 2 4 6 8 10 12
Zeit (min) oo
g
(LR
0 2 4 3] 8 10 12
Zeit (min)

Abbildung A6 | GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasWT:GTP (a) Blockierung der intrinsischen
GTP-Hydrolyse bei der Herstellung von KRasWT:GTP durch Zugabe von 50 mM EDTA. Nach erfolgtem
Nukleotidaustausch lag KRas zu 64 % im GTP-gebundenen Zustand vor; (b) Beschleunigung der
intrinsischen GTP-Hydrolyse durch Zugabe von GAP (1:100, 1:10 und 1:1). Eine GAP-stimulierte GTP-
Hydrolyse konnte fur KRasWT:GTP bereits bei katalytischen Mengen an GAP (0.05 uM, Verhéltnis
1:1000) nach 1 h beobachtet werden.
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7.7 Datenstatistiken der KRasG13C-Kristallstrukturen

Tabelle A5 | Datenstatistiken der Ko-Kristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP und KRasG13C-

bdaGDP. Die Werte in den Klammern beziehen sich auf die jeweils hochste Auflésungsschale.

Datensammlung

KRasG13C-edaGDP

KRasG13C-bdaGDP

(PDB: 70k3) (PDB: 70k4)
Raumgruppe P63 P 63
Zellkonstanten
a, b, c(A) 73.40, 73.40, 54.20 73.90, 73.90, 54.80
a, B,y (°) 90.00, 90.00, 120.00 90.00, 90.00, 120.00
Auflssung (A) 41.243 - 1.6 (1.7-1.6) 41.625 1.7 (1.8-1.7)
R .. (%) 10.3 (101.6) 7.1 (159.6)
R erge (%) 9.8 (96.6) 7.0 (155.7)
o 12.71 (2.40) 24.52 (2.26)
cc 99.9 (80.1) 100.0 (78.4)

12

Vollstandigkeit (%)

100.0 (100.0)

100.0 (100.0)

Redundanz 10.1 (10.4) 20.3 (20.5)
Verfeinerung
Aufldsung (A) 41.243-1.6 41.625-1.7
Anzahl der Reflexe 22009 18838
R /R 15.80/20.01 (23.30/30.62) 16.53/18.24 (26.43/35.58)
Anzahl der Atome

Protein 1386 1336

Ligand/Ion 38 40

Wasser 187 106
B-Faktoren

Protein 27.02 36.92

Ligand/Ion 18.91 30.77

Wasser 36.23 45.00
Standardabweichung

Bindungslingen (A) 0.016 0.004

Bindungswinkel (°) 1.483 0.711
Wellenlinge (A) 0.91504 0.999
Temperatur (K) 100 100
Rontgenquelle X10SA am SLS (Villigen, CH) X10SA am SLS (Villigen, CH)
Detektor Pilatus 6M EIGER2 x 16M
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Tabelle A5 | Datenstatistiken der Ko-Kristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP und KRasG13C-
bdaGDP. Die Werte in den Klammern beziehen sich auf die jeweils hdchste Auflésungsschale.

(Fortsetzung)

Ramachandran Plot

Reste in bevorzugtem Bereich (%) 97.62 97.02
Reste in erlaubten Bereichen (%) 2.38 2.98
Ausreifler (%) 0.00 0.00
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7.8 Etablierung des Mg?*-Affinitats-Assays
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Abbildung A7 | Herstellung von mantdGDP-gebundenem KRas (a) Zur Herstellung von mantdGDP-
gebundenen Ras-Proteinen wurde ein Nukleotidaustausch in Gegenwart von EDTA bei pH 7.5
durchgefiihrt; (b) Chemische Struktur von mantdGDP; (c) Die Beladung von KRasWT und KRasG13C mit
mantdGDP wurde mittels isokratischer HPLC-L&ufe analysiert (Puffer: 50 mM KPi pH 6.6, 10 mM TBAB,
25 % ACN).
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7.9 Mutagenesen und Sequenzierungen

7.9.1 Primer

Tabelle A6 | Ubersicht tiber die bei der QuickChange-Mutagenese von pBabe-KRasWT -> pBabe-

KRasG13C verwendeten Primer.

Primer Sequenz (5‘2>3¢)
Mutagenese G13C_fw GTAGTTGGAGCTGGCTGCGTAGGCAAGAGTG
g G13C_rv CACTCTTGCCTACGCAGCCAGCTCCAACTAC
. pBabe 3¢ ACCCTAACTGACACACATTCC
Sequenzierung
pBabe 5° CTTTATCCAGCCCTCAC

Tabelle A7 | Ubersicht tber die bei der QuickChange-Mutagenese von pETmod19 KRasWT_fl >
pPETmod19_KRasG13C_fl verwendeten Primer.

Primer  Sequenz (5‘2>3°)

G13C_fw  AAGCTTGTTGTTGTTGGCGCCGGCTGTGTGGGCAAGAGTGCGCTG

Mutagenese
G13C_rv CAGCGCACTCTTGCCCACACAGCCGGCGCCAACAACAACAAGCTT

T7¢ fw TAATACGACTCACTATAGGG

Sequenzierung
T7rv CTAGTTATTGCTCAGCGGT

Tabelle A8 | Ubersicht tiber die bei der Subklonierung der KRas-Gensequenz aus den pBabe-Plasmiden in

pcDNA-Vektoren verwendeten Primer.

pcDNA Primer Sequenz (5‘2>3¢)

kras kpnl rev GATCGGTACCTTACATAATTACACACTTTGTCTTTGACTTC

Kloni
onierung kras sacl for  GATCGAGCTCTCGCCACCATGACTGAATATAAACTTGTG

mCherry_seq_for GACATCACCTCCCACAACGAG

Sequenzierung
CMV_seq_for CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG

Tabelle A9 | Ubersicht iiber die fiir die Genomsequenzierung von H1355 und H1734 verwendeten Primer.

Primer Sequenz (5‘>3%)
Sequenzierun KRas f TTTGAGAGCCTTTAGCCGCC
i J KRas r ACCCAAAGAACCATAACACTGTAG
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7.9.2 Sequenzierungen

7.9.2.1 Plasmidsequenzierungen

d Aatgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgecttgacgatacagectaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca:
L ! " ! ; ! s ! s I s | : 1 L ! 4 ! s ! s

+ } + } + t + t + } + t + t + t + } + t +
tactgacttatatttgaacaccatcaacctcgaccgccgcatccgttctcacggaactgctatgtcgattaagtcttagtaaaacacctgcttatactaggttgt

2l 5 10 , 15 20 25 30 35

Met Thr Glu Tyr Lys Leu Val Val Val Gly Ala Gly Gly Val Gly Lys Ser Ala Leu Thr Ile GIn Leu Ile Gln Asn His Phe Val Asp Glu Tyr Asp Pro Thr
K-Ras —

atgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca;

ATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGCGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACA,

s Il s
T T T T T T T T T T T T T

tactgacttatatttgaacaccatcaacctcgaacgccgcatccgttctcacggaactgctatgtcgattaagtcttagtaaaacacctgettatactaggttgt

b atgactgaatataaacttgtggtagttggagcttgcggcgtaggcaagagtgcecttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca
" ! : ! : 1 ' 1 ' 1 s 1 s 1 s 1 s !

1, ., ., 5 . 10 . L 15 \ 20 " - , 30 . . 35

Met Thr Glu Tyr Lys Leu Val Val Val Gly Ala Cys Gly Val Gly Lys Ser Ala Leu Thr Ile Gin Leu Ile GIn Asn His Phe Val Asp Glu Tyr Asp Pro Thr
K-Ras —*

atgactgaatataaacttgtggtagttggagcttgcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca

ATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTTGCGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACA

Cc atgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgeccttgacgatacagectaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca:
+ } + 1 + } + } + 1 + } + } 4 } | } n } +
T t T + T + T + T + T t T t T t T t T

tactgacttatatttgaacaccatcaacctcgaccgccgcatccgttctcacggaactgctatgtcgattaagtcttagtaaaacacctgettatactaggttgt!

1 L L 5 s n 10 s L 15 s L 20 L , 25 L s ! .30 s L 35

Met Thr Glu Tyr Lys Leu Val Val val Gly Ala Gly Gly Val Gly Lys Ser Ala Leu Thr Ile GIn Leu Ile GIn Asn His Phe Val Asp Glu Tyr Asp Pro Thr
K-Ras —

atgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaacai

ATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGCCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAt

Abbildung A8 | Plasmidsequenzierungen der mCherry pcDNA-Vektoren. Sequenzausschnitt der
Sequenzierung von (a) pC_KRasWT, (b) pC_KRasG12C und (c) pC_KRasG13C.

a at gactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca
++ I + I + + + + + t + t + t + t + t + t +

ta ctgacttatatttgaacaccatcaacctcgaccgccgcatccgttctcacggaactgctatgtcgattaagtcttagtaaaacacctgcttatactaggttgt

1 L L L 5 L L L L 10, L L L 15 L L Lo 20 L L L 25 L s L 30 L L L35

Met  Thr Glu Tyr Lys Leu Val Val Val Gly Ala Gly Gly Val Gly Lys Ser Ala Leu Thr Ile Gln Leu lle GIn Asn His Phe Val Asp Glu Tyr Asp Pro Thr
K-Ras —*

at gactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgeccttgacgatacagetaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca

A@ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTG GAGCTGGCGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACA,

b atga ctgaatataaacttgtggtagttggagcttgcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca
+ i 4 L ; ! } 1 4 1 4 1 4 i + ! ; ! ' ! ;
t T t T t T t T t T t T t T + T t t t t +

tact aacttatatttgaacaccatcaacctcgaacgccgcatccgttcLcacggaactgctatgtcgattaagtcttagtaaaacacctgcttatactaggttgt
1

ri L L S L L L L 10 L L 15 L L , 20 n L , 25 L L L 30 L n 35
Met  Thr Glu Tyr Lys Leu Val Val Val Gly Ala Cys Gly Val Gly lys Ser Ala Leu Thr lle Gin Leu lle GIn Asn His Phe Val Asp Glu Tyr Asp Pro Thr

|

atga ctgaatataaacttgtggtagttggagcttgcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca

ATG@TGAATATAAAC TTGTGGTAGTTGGAGCTTGCGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACA

Cc atgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgeccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaacas
} + } } n } } 4 } + } 4 } + } + 1 4
1 + T + T + T + T + T t T + T T T T T T

tactgacttatatttgaacaccatcaacctcgaccgccgcatccgttctcacggaactgctatgtcgattaagtcttagtaaaacacctgettatactaggttgt!

1 \ s L4, 10 MNP | R 20 L , 25 , 30 L , 35

Met Thr Glu Tyr Lys Leu Val Val Val Gly Ala Gly Gly Val Gly Lys Ser Ala Leu Thr Ile Gin Leu I[le_GIn Asn His Phe Val Asp Glu Tyr Asp Pro Thr
K-Ras —*

atgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggecgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaacai

ATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGG CCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAJ

Abbildung A9 | Plasmidsequenzierungen der mOrange pcDNA-Vektoren. Sequenzausschnitt der
Sequenzierung von (a) pC_KRasWT, (b) pC_KRasG12C und (c) pC_KRasG13C.

ATGACAGAATACAAGCTTGTTGTTGTTGGC6CCG66CG6TGTGGGCAAGAGTGCGCTGACCATCCAGCTGATCCAGAACCATTTTGTGGACGAATACGACCCCACT
1 L 1 4 1 4 1 4 I ' Il 4 I 4 I 4 I . 1 4
T t T t T t T t T t T t T 1 T 1 T 1 T T

TACTGTCTTATGTTCGAACAACAACAACCGCGGCCGCCACACCCGTTCTCACGCGACTGGTAGGTCGACTAGGTCTTGGTAAAACACCTGCTTATGCTGGGGTGA

L . 20 L 25 L s .30 L . 35 n 40 L , 45 L L 50
Met Thr Glu Tyr Lys Leu Val Val Val Gly Ala Gly Gly Val Gly Lys Ser Ala Leu Thr Ile GIn Leu [le GIn Asn His Phe Val Asp Glu Tyr Asp Pro Thr
His-TEV-KRas_fi —
ATGACAGAATACAAGCTTGTTGTTGTTGGC6CCG6CGGTGTGOGCAAGAGTGCGCTGACCATCCAGCTGATCCAGAACCATTTTGTGGACGAATACGACCCCACT

ATGACAGAATACAAGCTTGTTGTTGTTGGCGCCGGCTGTGGGCAAGAGTGCGCTGAC CATCCAGCTGATCCAGAACCATTTTGTGGACGAATACGACCCCACT

ATGACAGAATACAAGCTTGTTGTTGTTGGCGCCGGTGTGGGCAAGAGTGCGCTGACCATCCAGCTGATCCAGAACCATTTTGTGGACGAAIACGACCCCACT

Abbildung A10 | Plasmidsequenzierung pET19mod_KRasG13C-fl. Sequenzausschnitt der
Sequenzierung des pET19mod_KRasG13C-fl Plasmids.
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atgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaacs
s ! s ’ : ! : I s f N ! s 1 s ! : ’ : ' :
T T T T T T T T T T t T + T + T + T + 1 +

tactgacttatatttgaacaccatcaacctcgaccgccgcatccgttctcacggaactgctatgtcgattaagtcttagtaaaacacctgcttatactaggttgt

1 S L 10 L 15 20 L 25 " 30 y 35
Met Thr Glu Tir Lis Leu Val Vval Val Gly Ala Gli Gli Val Gli Lis Ser Ala Leu Thr lle Gin Leu Ile GIn Asn His Phe Val Asi Glu Tir Asi Pro Thr

atgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca

ATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGG@CGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACA
ATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGG@CGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAAC#

Abbildung A1l | Plasmidsequenzierung pBabe-KRasG13C. Sequenzausschnitt der Sequenzierung des
pBabe-KRasG13C-Plasmids.

7.9.2.2 Genomsequenzierungen

atg actgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca
+ t + + + + + t + + + t + + + t + + + } +
tac tgacttatatttgaacaccatcaacctcgaccgccgcatccgttctcacggaactgctatgtcgattaagtcttagtaaaacacctgcttatactaggttgt

1 S 10 15 20 25 30 35
Met  Thr Glu Tyr Lis Leu Val Val Val Gly Ala G|i Gli Val Gly Lys Ser Ala Leu Thr lle Gin Leu lle Gin Asn His Phe Val Asi Glu Tir Asi Pro Thr

atg actgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca

AT@CTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCT@CGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACA.
ATG ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCT@}CGGCGYAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACA.

Abbildung A12 | Genomsequenzierung Ba/F3-KRasG12C. Sequenzausschnitt der Genomsequenzierung
KRasG12C-abhangigen Ba/F3-Zellen.

atgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca
4 I 4 1 4 ! 4 N N N 4 | 4 ! N | N y + ! 4
+ t + t + + + t + 1 + T t T t T t T + T +

tactgacttatatttgaacaccatcaacctcgaccgccgcatccgttctcacggaactgctatgtcgattaagtcttagtaaaacacctgcttatactaggttgt

1 S 10 15 20 25 30 35
Met Thr Glu Tyr Lis Leu Val Vval val Gli Ala Gli Gli val Gli Lis Ser Ala Leu Thr lle GIn Leu Ile Gin Asn His Phe Val Asp Glu Tir Asp Pro Thr

atgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca

b\TGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGCGGCGTAGBCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACA

380 390 400 410 420

Abth‘iIdung A13 | Gerio‘mseque)h'zierung' H1355. Séquenzauéschnitt der Genom”sequenzie'rung der H1355-

360 37

Zellen.

atgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca
+ ! s } : } + } N L 4 1 + 1 4 } 4 4 + } ;
T T T T T T T T T T + T + T + T + T + 1 +

tactgacttatatttgaacaccatcaacctcgaccgccgcatccgttctcacggaactgctatgtcgattaagtcttagtaaaacacctgcttatactaggttgt

1 L S 10 15 20 25 30 35
Met Thr Glu Yir Lis Leu Val val val Gli Ala Gli Gli Val Gli Lis Ser Ala Leu Thr Ile Gin Leu Ile Gin Asn His Phe Val Asp Glu Tir Asp Pro Thr

atgactgaatataaacttgtggtagttggagctggcggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaaca

ATGACTQAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGG@}CGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACA‘

320 330 340 350 360 370 380 390 400

Abbildung Al4 | Genomsequenzierunﬁ H1734.~Sequenzausschnitt der Genomsequenzierung dé.rLH1734—

Zellen.
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7.10 CovClick-Fragmente fur KRasG12C

Tabelle A10 | Ubersicht tiber die CovClick-Fragmente. Basierend auf dem chemischen Grundgeriist von

ARS-853 wurden CovClick-Fragmente entwickelt, welche als Ausgangspunkt fir die Entwicklung neuer

KRasG12C-Inhibitoren dienen sollten.

Verbindung Chemische Struktur
't
X N
ARS-853 R
k/N\n/\NKjgv
(o] H
Y
CovClick-Fragment 1 D\N()
N:[‘)]/\\\
S
CovClick-Fragment 2 NN
on Z
™
[}
A
CovClick-Fragment 3 M
g k,N\g,\\\
[}
\)LN/\

CovClick-Fragment 4
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7.11 Darstellung von tamra-edaGDP

)
O. o]
o COO o
N N N
NH NH
¢ A <'fL
Z N 0 N Py
N + N
n N" NH | I 8 9 N "NH,
HO—P-0—P—-0— HO—P—0—P-0
1 1 I I 0
OH OH > OH OH
OH OH Tetraborat-Puffer OH OH
ﬁ—’A\ (100 mm) — y
RT, 24 h J\
o H/\/NHz o H/\/N o)

6 O olelel
O
Y o N
I |
tamra-edaGDP

Zu einer Losung bestehend aus edaGDP (47.3 umol) in 0.8 mL Tetraboratpuffer
(100 mM, pH 85) wurde 5-tamra-SE  (5-Carboxytetramethylrhodamin,
Succinimidylester) (18.9 pmol) in DMSO (25 pL) hinzugefiigt und die Reaktionslésung
flir 24 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Die anschliefende Reinigung und Lagerung
bis zur weiteren Verwendung erfolgte analog wie zuvor beschrieben (Kapitel 5.3.1).
LCMS (ESI-MS):

berechnet [M-H] gefunden  Reinheit (%)  Ausbeute (%)
tamra-edaGDP 940.2 C3gH4oNgO16P2 940.2 90 48

Gmix

Tamra
edaGDP

0 2 4 6 8 10 12 14

Zeit (min)

Abbildung A15 | Isokratische Trennung von tamra-edaGDP. Isokratischer HPLC-Lauf von tamra-
edaGDP zur Analyse der Reinheit (~ 90 %).
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7.12 Reinigung der KRas-Volllangenkonstrukte

10 20 30 40 50 60
MGHHHHHHA HMTE YKLVVVGAGG VGKSALTIQL IQNHFVDEYD PTIEDSYRKQ

70 80 20 100 110 120
VVIDGETCLL DILDTAGQEE YSAMRDQYMR TGEGFLCVFA INNTKSFEDI HHYREQIKRV

130 140 150 160 170 180
KDSEDVPMVL VGNKCDLPSR TVDTKQAQDL ARSYGIPFIE TSAKTRQGVD DAFYTLVREI

190 200
RKHKEKMSKD GKKKKKKSKT KCVIM

Abbildung A16 | Proteinsequenz des Volllangenkonstrukts von KRasWT vor Abspaltung des Hise-tags.

Tabelle A1l | Uberblick iber Molekulargewichte (MW), der isoelektrischen Punkte (pl) und

Extinktionskoeffizienten (&) der Vollldngenkonstrukte von KRas (ungeschnitten (geschnitten)).

KRasWT KRasG13C
MW (Da) 23.495 (21.618) 23.541 (21.664)
pl 7.73 (8.27) 7.70 (8.22)
. R 13410 (11920) 13410 (11920)
1 1
& (M=cm) +7765 (GDP) + 7765 (GDP)
7.12.1 KRasWT-Volllange
a b
000 __ oo 100 l;[s): M L 01 P 02 D 1 2 3 4
0o
2500 2 80 70 -
2000 70 * . - -
60 35 -
2 1500 50 2
) w0 ® =1 w — - ey
1000 30
500 3 5 20 15
1 M/— 10
0 0 10

125 145 165 185 205 225 245 265
mL vereinigte Fraktionen

Abbildung A17 | Erste Ni?*-Affinitatschromatographie. (a) Chromatogramm der ersten Ni-AC des
KRasWT-Vollldngenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm; grin: Anteil des Imidazol-haltigen
Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder, L: Lysat, U1l: Uberstand vor der Zentrifugtion, P: Pellet, U2: Uberstand nach der
Zentrifugation, D: Durchfluss, 1-2: Waschfraktion, 3-4: Eluatfraktionen).
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a b
& 2
550 S 100 kba Mm vwb O P D 1 2 3 4 5 6 7
= e i & 250 [
300 7 }gg ,
80
70 W
250 6 70
2 55 W
200 f 60
2 o
g 50 o 35 L
150 40
5 25 " — -
100 %0 —
s [~ — e G
3 5/ 20
50 1
10
15
0 0
50 70 90 110 130 150 170 —e
miL vereinigte Fraktionen

Abbildung A18 | Reverse Ni%*-Affinitatschromatographie. (a) Chromatogramm der zweiten reversen
Ni-AC des KRasWT-Volllangenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm; grin: Anteil des Imidazol-
haltigen Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder, VD: vor der Dialyse, U: Uberstand, P: Pellet, D: Durchfluss, 1-7:
Eluatfraktionen).

a b
kDa M 01 P 02 1 2
900
— 280 nm ) 250
800 130
100
700 70 | —
600 55

- 500 35

~———
E
E 400 25 .. - G =
300 g

15

100 1 CE—————
vereinigte Fraktionen
0 v - v r J

0 5 10 15 20 25
mL

il

U A
Mg

Abbildung A19 | GroRenausschlusschromatographie. (a) Chromatogramm der SEC des KRasWT-
Volllangenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm); (b) Analyse der Fraktionen der SEC mittels SDS-
PAGE (M: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, U1: Uberstand vor dem Aufkonzentrieren P: Pellet

nach dem Aufkonzentrieren, U2: Uberstand nach dem Aufkonzentrieren, 1-2: Eluatfraktionen).
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7.12.2 KRasG13C-Volllange

a b
1400 100 kba M L U P D W 1 2 S 4 5 B 7
— 280 nm 250
1200 % 130
1 80 100 s ey | — & 4 b < - ?
70 - - . . S & G o
1000 70 = ;: b 3 —
55 . = ; 3= 3
60 — »— -
o 800 - — — ——— T G g—
g N 35 e S &4
600 3 6 40 25 = : T
o — P — e
400 2 3 T % . £ TP | 5 T‘” "
A\ .
20
200 J 10 15 y
= 1 e
0 0 s N 2= —

100 120 140

mL

160

180

200

vereinigte Fraktionen

Abbildung 20 | Erste Ni?*-Affinitatschromatographie. (a) Chromatogramm der ersten Ni-AC des
KRasG13C-Volllangenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm; grin: Anteil des Imidazol-haltigen
Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder, L: Lysat, U: Uberstand, P: Pellet, D: Durchfluss, W: Waschfraktion, 1-7: Eluatfraktionen).
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Abbildung 21 | Reverse Ni?*-Affinitatschromatographie. (a) Chromatogramm der zweiten reversen Ni-
AC des KRasG13C-Volllangenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm; griin: Anteil des Imidazol-haltigen
Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder, TEV: TEV-Protease, Nil: vereinigte Eluatfraktionen der ersten Ni-AC, LD: lésliche
Fraktion der Dialyse, UD: unl6sliche Fraktion der Dialyse, D: Durchfluss, 1-4: Eluatfraktionen).
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Abbildung 22 | GréRenausschlusschromatographie. (a) Chromatogramm der SEC des KRasG13C-
Volllangenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm); (b) Analyse der Fraktionen der SEC mittels SDS-
PAGE (M: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, 1-2: Eluatfraktionen).
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7.13 MS/MS-Analysen mit GluC

Tabelle A12 | Ergebnis der MS/MS-Analyse nach Verdau von KRasG13C (s1) und KRasG13C-edaGDP

(s2) mit der GluC-Protease. Im Gegensatz zum tryptischen Verdau konnte die vollstandige Sequenz von

KRas abgedeckt werden, jedoch konnte hier keine Adduktbildung beobachtet werden.

ID Gen Peptide  Peptide MW Sequenzabdeckung Intensitat
(unique)  (kDa) (%)

s1 s2 sl s2 sl s2 sl s2
POC1U8 GluC |13 13 13 13 | 36.325 31.8 38.1 6.7E+09  6.0E+09
P13645 KRT1I0| 3 2 3 2 58.826 4.6 1.7 1.6E+07 7.1E+06
Probe Probe | 26 21 4 2 21.665 100 100 43E+11 1.7E+11
o MRS 14 13 1 2 | 21208 | 566 603 | 37E+07 2.1E+07
P01116-2 KRAS |23 21 O 0 21.424 98.4 98.4 42E+08  2.4E+09
POAGAS acpP 1 2 1 2 8.6394 20.5 44.9 5.3E+06  1.3E+08
POAGF9 groS 0 3 0 3 10.387 0 35.1 0 3.8E+07
POAGK6G deoB 2 1 2 1 44.369 7.4 2 9.0E+06  2.3E+06
POA7J0 ribB 3 14 3 14 | 23353 20.3 62.2 5.1E+07 9.4E+08
POA9A9 fur 0 4 0 4 16.795 0 54.1 0 6.6E+07
POA9W9 yrdA 0 3 0 3 20.245 0 29.9 0 4.7E+07
POAATY9 ybeL 0 2 0 2 18.797 0 16.2 0 7.3E+06
POAB55 ycil 0 3 0 3 10.602 0 57.1 0 2.0E+07
POACD4 iscU 0 2 0 2 13.848 0 21.1 0 2.1E+07
POACE?7 hinT 4 3 4 3 13.241 50.4 31.1 1.2E+08 3.7E+07
POAE18 map 0 2 0 2 29.33 0 11 0 2.6E+06
POAEX9 malE 0 2 0 2 43.387 0 9.3 0 4.9E+06
P39172 ZnuA 0 3 0 3 33.777 0 15.5 0 1.2E+07
P45565 ais 2 0 2 0 22.256 19.5 0 9.1E+07 0
P63417 yhbS 0 3 0 3 18.534 0 28.7 0 1.3E+07
P69783 crr 0 5 0 5 18.251 0 45 0 9.7E+06
P69828 gatA 0 2 0 2 16.907 0 14 0 1.2E+07
P75949 nagZ 4 0 4 0 37.594 29.9 0 1.0E+08 0
Q96MAG6 AK8 2 1 2 1 54.925 25 2.5 3.1E+07  7.4E+07
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7.14 Western Blot-Analyse
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Abbildung A23 | Elektroporation von KRas:acetyledaGDP. (a) Western Blot-Analyse nach

Elektroporation der angegebenen Mengen von KRasG13C:acetyledaGDP in HelLa-Zellen (n=3

biologische Replikate); (b) Quantifizierung der KRas-Proteinlevel aus Western Blots.
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Abbildung A24 | In vitro Immunoblotting-Experimente. Western Blot-Analyse nach Elektroporation der
angegebenen Mengen von (a) KRasWT, (b) KRasG13C und (¢) KRasG13C-edaGDP in HeLa-Zellen (n = 3

biologische Replikate).
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Abbildung A25 | Elektroporation von KRas. Quantifizierung der KRas-Proteinlevel aus Western Blots
nach Elektroporation der angegebenen Mengen von (a) KRasWT, (b) KRasG13C, (c) KRasG13C-edaGDP
und (d) KRasG13C:acetyledaGDP in HeLa-Zellen mit Empiria Studio (Li-Cor). Aufgrund der relativ
geringen Expressionswerte von Ras wurde der Kontrast entsprechend erh6ht, um das intrinsisch exprimierte

Protein sichtbar zu machen.
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