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vesikulären Transports in Zellen**
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Axel J. Scheidig, Roger S. Goody* und
Herbert Waldmann*

Proteine, die an C-terminalen Cysteineinheiten S-farnesy-
liert oder S-geranylgeranyliert sind, spielen entscheidende
Rollen bei Zellprozessen wie der Signaltransduktion und dem
intrazellulären Transport.[1±3] Obwohl unsere Kenntnisse über
die biologische Bedeutung der Proteinprenylierung in den
letzten Jahren deutlich zugenommen haben, ist immer noch
sehr wenig über die molekularen Einzelheiten bekannt, nach
denen prenylierte Proteine in biologische Prozesse wie den
vesikulären Transport eingreifen. Ein besonders wichtiges
Beispiel ist die Rolle der Rab-Proteine im intrazellulären
Membrantransport. Die Rab-Proteine sind eine Gruppe
kleiner G-Proteine, die sich an bestimmte Membrankompo-
nenten anlagern, und man vermutet, daû sie Dock- und
Fusionsvorgänge intrazellulärer Vesikel kontrollieren.[4] An
der Geranylgeranylierung der Rab-Proteine sind die Rab-
Geranylgeranyltransferase (RabGGTase) und ein Hilfspro-
tein, das sogenannte ¹Rab escort proteinª (REP), beteiligt
(Schema 1). Um prenyliert zu werden, muû ein neu syn-
thetisiertes Rab-Protein zunächst von REP gebunden werden
und mit ihm einen stabilen Komplex bilden; nur dieser wird
dann von RabGGTase erkannt ± dadurch unterscheidet sich
RabGGTase von anderen Prenyltransferasen.[5, 6] Nach der
Prenylierung bleibt das Rab-Protein an REP gebunden und
wird von diesem zur entsprechenden Membran begleitet.[7]

Die nachfolgende REP-vermittelte Membraninsertion preny-
lierter Rab-Proteine erfolgt vermutlich über einen Membran-
rezeptor. Danach wird das REP freigesetzt und steht für den
nächsten Rab-Prenylierungszyklus zur Verfügung.

Über die molekularen Einzelheiten dieses Szenarios ist
leider nur wenig bekannt. Wichtige Fragen sind noch unbe-
antwortet, z. B., ob die Lipidgruppen der Rab-Proteine an der
Protein-Protein-Erkennung beteiligt sind oder nach welchem
Mechanismus die lipidierten Rab/REP-Komplexe zu be-
stimmten intrazellulären Kompartimenten gelenkt werden.
Darüber hinaus sind, trotz zahlreicher Veröffentlichungen
hierzu, die genauen Affinitäten von RabGGTase zu ihrem
Lipidsubstrat bislang unbekannt, und auch der Mechanismus
der Prenylierungsreaktion ist noch ungeklärt. Geeignete

die Koordination eines Oberflächenmetallzentrums mit dem
Sauerstoffatom des adsorbierten Moleküls abläuft. Der
stärker Lewis-saure Charakter der TiIV- und FeIII-Zentren
läût eine stärkere Wechselwirkung zwischen Adsorbat und
Oberfläche und als Folge davon eine Schwächung der C-O-
und C-C-O-Bindungen erwarten.[17] Die Anwesenheit einer
solchen Enolatspezies bestätigt die Vermutung, daû die
Kondensation von Aceton an einer Oberfläche nach dem
üblichen Mechanismus der Aldolreaktion abläuft.
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Schema 1. Intrazelluläre Modifizierung der Rab-Proteine durch Geranyl-
geranylierung der C-terminalen Cysteineinheiten sowie Vergleich der
Gröûen von GGPP und der fluoreszenzmarkierten Derivate 1 und 2.

Fluoreszenzsonden sollten jedoch die detaillierte Untersu-
chung des Reaktionsmechanismus durch Fluoreszenzspek-
troskopie erlauben und eine Vorstellung vom tatsächlichen
Reaktionsverlauf ermöglichen. Solche Sonden wären daher
radioaktiven Prenylderivaten überlegen. Weiterhin sollten
diese Verbindungen für die Erforschung der Kinetik der
Isoprenoid-Prenyltransferase-Wechselwirkung und der Pre-
nylierungsreaktion besonders hilfreich sind. Ebenso könnte
die Verwendung fluoreszenzmarkierter Isoprenoide oder
entsprechend prenylierter und fluoreszierender Proteine neue
Möglichkeiten für das Studium der Prenylierungsreaktion
und der Funktion der prenylierten Proteine in vivo eröffnen.[8]

Hier beschreiben wir die Synthese der N-Methylanthrani-
loyl-substituierten Isoprenoiddiphosphate 1 und 2 (Sche-
ma 1). Diese binden an RabGGTase und werden in effizienter
Weise auf Rab 7 übertragen. Die so erhaltenen fluoreszie-
renden Rab-7-Proteine können als wichtige Werkzeuge für
weitere biologische Untersuchungen zum vesikulären Trans-
port in Zellen eingesetzt werden. Als Fluoreszenzsonde
wurde die N-Methylanthraniloyl-Gruppe gewählt, da sie trotz
ihrer geringen Gröûe bei UV-Bestrahlung verhältnismäûig
intensiv fluoresziert. Die Synthese der neuen fluoreszenzmar-
kierten Analoga 1 und 2 geht von den bekannten Alkoholen
3 a bzw. 3 b[9, 10] aus, die in einer zweistufigen Synthese aus
Geraniol bzw. Farnesol zugänglich sind (Schema 2). Die
Kupplung mit der fluoreszierenden N-Methylanthraniloyl-
Gruppe[11] gelang in hohen Ausbeuten durch Acylierung der
allylischen Alkoholfunktionen mit N-Methylisatosäureanhy-
drid 4. Abspalten der Tetrahydropyranyl-Schutzgruppe unter
sauren Bedingungen lieferte die gewünschten fluoreszieren-
den Alkohole 6 a und 6 b in ausgezeichneten Ausbeuten.

Diese wurden schlieûlich durch Chlorierung[12] (ebenfalls in
ausgezeichneten Ausbeuten) und nachfolgende Substitution
der allylischen Chloridsubstituenten durch Tris(tetra-n-butyl-
ammonium)hydrogenpyrophosphat in die Diphosphat-Ziel-
moleküle überführt.[13] Nach Ionenaustausch-Chromatogra-
phie an Dowex wurden die Diphosphate 1 und 2 Flash-
chromatographisch gereinigt (RP18-Kieselgel, Gradienten-
elution). Die Strukturen der Diphosphate wurden 1H-NMR-,
31P-NMR- und 13C-NMR-spektroskopisch sowie FAB-mas-
senspektrometrisch belegt.[14±16]

Die Analyse der Anregungs/Emissionsspektren beider
Verbindungen ergab, wie für die verwendete Reportergruppe
zu erwarten war, daû das Anregungsmaximum der Fluores-
zenz bei 340 nm und die Emission bei 450 nm liegt. Nachfol-
gend durchgeführte kinetische Experimente beweisen, daû
beide Diphosphate an RabGGTase binden, wobei 2 stärker
bindet als 1.[17] Der Unterschied in der Affinität dieser beiden
Verbindungen korreliert mit deren unterschiedlicher Gröûe;
während 2 und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) ähnlich
dimensioniert sind, entspricht 1 in der Länge eher Farne-
sylpyrophosphat (FPP; Schema 1). Um zu bestimmen, ob
GGPP bei der enzymatischen Proteinprenylierung durch
beide Derivate ersetzt werden kann, wurde untersucht, ob
die fluoreszenzmarkierten Derivate enzymatisch durch
RabGGTase auf ein Rab-Protein übertragen werden können

Schema 2. Synthese von 1 und 2. NCS�N-Chlorsuccinimid, PPTS�
Pyridinium-p-toluolsulfonat, RT�Raumtemperatur.
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(Schema 3).[18] Als Substrat wählten wir Rab 7, ein Protein,
das die Biogenese von späten Endosomen kontrolliert.[19] Um
die unspezifische Inkorporierung der fluoreszenzmarkierten
Analoga auszuschlieûen, wurden Kontrollreaktionen ohne
REP-1 durchgeführt, da dieses für die katalytische Aktivität

Schema 3. Enzymatische Übertragung von 1 und 2 auf Rab 7 durch
RabGGTase und REP-1.

von RabGGTase essentiell ist, wie früher nachgewiesen
wurde.[20] Als weitere Kontrolle wurde den Reaktionen
GGPP als Konkurrenzsubstrat zugesetzt. Nach der Inkuba-
tionszeit wurden die Proteine mit Trichloressigsäure gefällt,
mit Aceton gewaschen, um den Überschuû an freien Lipiden
abzutrennen, und schlieûlich an einem SDS-PAGE-Gel auf-
getrennt. Fluoreszenzmarkierte Proteine konnten nach An-
regung der N-Methylanthraniloylgruppe bei 340 nm durch
einen Fluoreszenzscanner sichtbar gemacht werden. Eine gut
erkennbare fluoreszierende Bande registriert man bei etwa
26 kDa (Abbildung 1). Durch Coomassie-Färbung des Gels
wurde bestätigt, daû die Fluoreszenz mit der Rab-7-Bande
zusammenfällt (unveröffentliche Daten). In den Proben ohne
REP-1 war keine Fluoreszenz nachweisbar. Bei den Kontroll-
reaktionen mit zugesetztem GGPP war die Fluoreszenz bei 2

Abbildung 1. Ergebnis der SDS-PAGE des fluoreszenzmarkierten Rab-7-
Proteins nach Prenylierung mit den fluoreszierenden Lipidderivaten 1 und
2 sowie Kontrollreaktionen.

um mehr als 70 % und bei 1 auf ein nicht nachweisbares Maû
verringert. Die beobachtete Hemmung ist im Einklang mit
den Unterschieden in den Bindungsaffinitäten von RabGG-
Tase für 1 und 2. Hingegen konnte in Abwesenheit von
konkurrierendem GGPP bei beiden Analoga kein nachweis-
barer Unterschied in der Effizienz der Prenylierungsreaktion
festgestellt werden. Dies weist darauf hin, daû beide Ver-
bindungen bei den gewählten Konzentrationen effizient
übertragen werden.

Wir haben hiermit zwei neue fluoreszenzmarkierte Deri-
vate von Geranylgeranyldiphosphat vorgestellt. Diese Ver-
bindungen können in einer enzymatischen Übertragungs-
reaktion, für die neben RabGGTase auch das Protein REP-1
notwendig ist, effizient an das vesikuläre Transportprotein
Rab 7 gekuppelt werden. Die neuentwickelten Analoga 1 und
2 sollten den Weg zur Aufklärung des RabGGTase-Mecha-
nismus ebnen. Darüber hinaus können fluoreszenzmarkierte
Rab-7-Proteine für In-vivo-Untersuchungen von vesikulären
Transportprozessen eingesetzt werden. Die Wechselwirkun-
gen von fluoreszenzmarkiertem Rab 7 mit Lipid-Doppel-
schichten müssen noch untersucht werden, um den Einfluû
der hydrophilen Esterfunktion auf die Gesamtbindungsaffini-
tät des Proteins zu bestimmen.
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Liganden mit vierwertigem Tellur
Paul J. Dyson, Anthony F. Hill,* Alexander G. Hulkes,
Andrew J. P. White und David J. Williams

In der vergleichsweise kargen Chemie der Tellur-Donorli-
ganden tritt das Chalkogen typischerweise formal als zwei-
wertig, d.h. in Form von Telluroethern und Tellurolaten auf.
In neuerer Zeit wurde, beginnend mit dem unübertroffen
eleganten, von Herberhold et al. entdeckten Komplex
[Te{Mn(CO)2(h-C5H5)}3],[2] eine Vielzahl von Verbindungen
mit ¹nacktemª (d.h. substituentenfreiem) Tellur beschrie-
ben.[1] Es ist offensichtlich, daû zur Beschreibung solcher

Verbindungen Oxidationsstufen nur von begrenztem Nutzen
sind. Wohldefinierte Liganden auf der Basis von als Donor
fungierendem Tellur in höheren Oxidationsstufen sind jedoch
unbekannt, obwohl Whitmire vor kurzem über den Zintl-
Cluster [Fe2(CO)6(h2:m2 ,m2-Te4)(m-TeCl2)] berichtete, in dem
man die ¹TeCl2ª-Brücke als entweder auf zwei- oder vier-
wertigem Tellur basierend beschreiben könnte.[3] Liganden
mit vierwertigem Schwefel sind in Form von Sulfoxiden,
Schwefeldioxid, Sulfinen, Schwefeldiimiden und Iminooxo-
sulfuranen wohlbekannt;[4] deren Tellur-Analoga sind dage-
gen entweder kurzlebig oder liegen oligomer vor. Komplexe
mit SF3- und Se(�O)Cl-Liganden sind bereits von der
oxidativen Addition von SF4 an [IrCl(CO)(PEt3)2][5] bzw.
von O�SeCl2 an [IrCl(CO)(PPh3)2][6] bekannt. Ebenfalls
wurde kürzlich ein Addukt der Lewis-Base Pentacarbonyl-
manganat an TeCl4 beschrieben.[5b] Hier berichten wir über
die ersten einkernigen Übergangsmetallkomplexe mit der
Trichlorotelluronium-Gruppe, in der Tellur vierwertig vor-
liegt, als Liganden. Diese Komplexe entstehen bei den
Reaktionen von [IrCl(CO)(PPh3)2] oder [Ru(CH�CH2)-
Cl(CA)(PPh3)2] (A�O, S) mit Tellurtetrachlorid.

Den ersten Trichlorotelluronium-Liganden fanden wir im
Produkt der Reaktion von [Ru(CH�CH2)Cl(CO)(PPh3)2][7]

mit TeCl4. Neben Polyvinylchlorid erhält man den leuchtend
gelben Komplex [Ru(TeCl3)Cl(CO)(PPh3)2] 1 in 37 % Aus-
beute nach der Umkristallisation (Schema 1). Führt man die
Synthese bei Raumtemperatur durch, erhält man eine 1:1-
Mischung aus den cis/trans-Bis(phosphan)-Isomeren; dage-
gen bildet sich bei 50 8C ausschlieûlich das trans-Bis(phos-
phan)-Isomer. Mit [Ru(CH�CH2)Cl(CS)(PPh3)2] entsteht

Schema 1. Reagentien und Bedingungen (25 8C, soweit nicht anders
angegeben; L�PPh3): a) [Ru(CO)2L3], C6H6; b) [IrCl(CO)L2], THF;
c) CO, CH2Cl2; d) [Ru(CH�CH2)Cl(CO)(PPh3)2], C6H6, 50 8C; e) [Ru-
(CH�CH2)Cl(CO)(PPh3)2], C6H6; f) [Ru(CH�CH2)Cl(CS)(PPh3)2], C6H6;
g) CDCl3, 7 d.

dagegen nur das trans-Bis(phosphan)-Isomer von [RuCl-
(TeCl3)(CS)(PPh3)2] 2. Bemerkenswerterweise weist 2 offen-
sichtlich eine statische Struktur auf (31PA

31PB-System, trans-
2J(AB)� 335 Hz), während der TeCl3-Ligand in 1 bei Raum-
temperatur frei rotieren kann (31P-NMR-Singulett). Dies ist
in Einklang mit der Stärkung einer (vermutlich schwachen) p-
dativen Komponente der Te-Ru-Wechselwirkung zum zwar
p-saureren, aber doch isosteren Rutheniumzentrum in 2. Die
Folgechemie der Komplexe 1 und 2 hat sich bisher insofern als

Signal wurde nicht registriert; HR-MS (FAB): ber. für C18H28NO9P2

[M�1]�: 464.1239; gef.: 464.1294.
[15] Diphosphat 2 wurde als reines, farbloses Pulver erhalten und bis zur

Verwendung bei ÿ78 8C aufbewahrt. Charakteristische Daten: Rf�
0.8 (iPrOH/25 mm NH4HCO3 1:3 an RP18-Kieselgel); UV (H2O): lmax

(e)� 194 (32 498), 220 (23 235), 253 (7340), 353 nm (5236); 1H-NMR
(500 MHz, D2O): d� 7.58 (br.d, J� 7.7 Hz, 1H), 6.96 (m, 1 H), 6.19 ±
6.26 (m, 1 H), 5.14 ± 5.24 (m, 2H), 4.78 (br. s, 1 H), 4.25 ± 4.36 (m, 4H),
2.45 (m, 3H), 1.67 ± 1.80 (m, 8H), 1.45 (s, 3 H), 1.34 (s, 3 H), 1.25 (s,
3H), ein NH-Signal wurde nicht registriert; HR-MS (FAB): ber. für
C23H36NO9P2 [M�1]�: 532.1865, gef.: 532.1930.

[16] Interessanterweise treten in den 1H- und 13C-NMR-Spektren der
Diphosphate verdoppelte Signalsätze auf. Diese Verdoppelung der
Signale erwies sich als substrat- und konzentrationsabhängig und wird
auf eine langsame Rotation um die vinyloge Carbamatbindung
zurückgeführt. Die verdoppelten Signalsätze waren besonders bei
der Farnesylverbindung 2 vorherrschend und wurden in geringerem
Ausmaû (ca. 10 ± 15%) auch bei den Vorstufen zum Farnesyldiphos-
phat-Derivat (5 b, 6 b) registriert. Bei den Geranylintermediaten 5a,
6a hingegen wurde keine NMR-Signalverdoppelung festgestellt.
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2. Verwendeter Puffer: 20 mm Hepes pH 7.2, 20mm NaCl, 5mm 2-
Sulfanylethanol (BME), 1 mm NP-40. Die Mischung wurde 20 min bei
37 8C inkubiert und die Reaktion durch Verdünnung der Probe mit
kaltem H2O und Fällung des Proteins mit 10proz. Trichloressigsäure
abgebrochen. Das Proteinpellet wurde mit kaltem Aceton gewaschen
und in SDS-PAGE-Beladungspuffer resuspendiert. Die Proteine
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Proteine durch einen Fluor-100-Fluoreszenzscanner (BioRad) sicht-
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