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Kurzzusammenfassung

Das Adressieren von Protein—Protein Interaktionen (PPIs), die Uber ausgedehnte und gering-profilierte
Oberflachen wechselwirken, ist ein anspruchsvolles Problem der aktuellen Medizinalforschung.
Insbesondere kleine GTPasen der Ras-Superfamilie kontrollieren ber PPls zahlreiche essentielle
zelluldre Funktionen und sind als molekulare Schalter attraktive Zielproteine fir die
Wirkstoffentwicklung. Rab—Proteine, die gréfite Familie kleiner GTPasen, sind Schlusselregulatoren
des zelluldren Vesikeltransports, und ihre Fehlregulation wird in den letzten Jahren vermehrt mit
diversen menschlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Synthese von Peptid-basierten Rab—Inhibitoren untersucht. Dartiber hinaus wurden die entwickelten
Methoden zur Adressierung anderer komplexer PPIs angewendet.

Es wurden a-helikale Bindemotive auf Grundlage struktureller Daten von Rab—Protein-Komplexen
ausgewahlt und mittels chemischer Modifikationen stabilisiert. Mit Hilfe von o-methylierten
Kohlenwasserstoffverbriickungen (hydrocarbon peptide stapling) konnten erstmals stabilisierte o-
Helices zur Bindung an Rab—GTPasen identifiziert werden. Der hochstaffine Binder ist in der Lage
eine Rab-Effektor-Wechselwirkung in vitro zu inhibieren und konnte durch Sequenzoptimierung
sowie Variation der Verbriickung in seiner biologischen Verfligbarkeit verbessert werden. Das
optimierte Peptid zeigt grofRere Affinitdt gegenlber Rab8a als das Ausgangspeptid, ist besser
zellgangig und verfiigt Gber eine herausragende Stabilitat gegentiber proteolytischem Verdau.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit die Alkin-Ringschlussmetathese (RCAM) fir die Synthese von
makrozyklischen Peptiden an fester Phase etabliert. Die Alkinverbrickung l&sst sich in
unterschiedlichen Architekturen in die Kohlenwasserstoffverbriickung von Peptiden einbauen und
anschlielend gezielt funktionalisieren. Der Einbau eines Alkin-Makrozyklus in das 14-3-3 Bindemotiv
von Exoenzym S lieferte reversible Binder mit submikromolarer Affinitdt. Eine Analyse der
Kristallstruktur des affinsten Binders im Komplex mit 14-3-3 zeigt, dass das Alkin-makrozyklisierte
Peptid das Zielprotein unter Ausbildung einer irreguldren Sekundarstruktur bindet. Zudem erméglicht
die Alkin-Makrozyklisierung die Synthese bizyklischer Peptide mittels orthogonaler RCAM/RCM
(Olefin-Ringschlussmetathese) mit unterschiedlichen Verbriickungsgeometrien. Auf diese Weise
konnte ein monozyklischer Binder von Rab8a zu einem bizyklischen Peptid mit erhohter

Bindungsaffinitat weiterentwickelt werden.

Des Weiteren wurden in Rahmen dieser Arbeit die ersten Peptid-basierten Inhibitoren von UNC119
entwickelt. Das Lipid-bindende Protein UNC119 kontrolliert die zelluldre Lokalisation
N-myristoylierter Proteine und transportiert sie zwischen den Membranen. Mittels a-methylierter,
Kohlenwasserstoffverbriickung konnte ein nanomolarer UNC119a Binder identifiziert werden, der im

Zellexperiment den vollstandigen Ablauf der Zytokinese verhindert.
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Abstract

Targeting of protein—protein interactions (PPIs) that engage in extensive and flat surface interactions is
a highly demanding task in contemporary medicinal chemistry research. Especially, Ras—superfamily
small GTPases represent attractive target proteins in drug discovery since they control a multitude of
essential cellular functions via challenging PPIs. Rab—proteins, the biggest family of small GTPases,
are key regulators of intracellular vesicle transport and are associated with a variety of different human
diseases. In this thesis, peptide derived inhibitors of Rab—GTPases were identified. Furthermore, other

complex PPIs were targeted using the developed methods.

a-Helical binding motives based on crystal structures of Rab—protein complexes were identified and
constrained using chemical modifications. Stabilized o-helices obtained by hydrocarbon peptide
stapling were developed as the first modulators of an activated Rab—GTPase. The best binder was able
to inhibit a Rab—effector interaction in vitro and was further evolved by subsequent sequence
optimization and variations of crosslink architecture. The final peptide shows enhanced bioavailability
as compared to the starting peptide sequence and exhibits improved target affinity to Rab8a, increased

cellular uptake and outstanding proteolytic stability.

Furthermore, ring-closing alkyne metathesis (RCAM) for the synthesis of macrocyclic peptides on
solid phase was established within this thesis. The alkyne crosslink can be closed in different
architectures and subsequently functionalized. Introduction of an alkyne macrocycle into the 14-3-3
binding motif of exoenzyme S results in reversible binders with submicromolar affinity. Crystallization
of the most effective binder in complex with 14-3-3 reveals adaption of an irregular secondary
structure which is not hampered by the alkyne crosslink. In addition, alkyne macrocyclization enables
the synthesis of bicyclic peptides via orthogonal RCAM and ring-closing olefin metathesis (RCM)
using different crosslink geometries. Using this strategy, a monocyclic peptide-based binder of Rab8a

was successfully evolved into a bicyclic peptide with increased target affinity.

Additionally, the first peptide-based inhibitors of UNC119 were identified in the present thesis. The
acyl-binding protein UNC119 controls the cellular localization of N-myristoylated proteins and
modulates their intermembrane transport. Using the hydrocarbon peptide stapling approach nanomolar

binders of UNC119a were identified, hampering the completion of cytokinesis in cell experiments.

XV



Einleitung 1

1 Einleitung

Durch die Entwicklung zahlreicher neuer Synthesestrategien und Anwendungsmdglichkeiten nehmen
Peptide in den letzten Jahren einen immer wichtigeren Platz innerhalb der Medizinalforschung ein. Wahrend
sie vor einigen Jahren aufgrund ihrer geringen Stabilitat, schnellen Ausscheidung und schlechten zelluléren
Aufnahme nur eine untergeordnete Rolle in der Wirkstoffentwicklung spielten, so sind Peptide mittlerweile
ein wichtiger Bestandteil im Portfolio der pharmazeutischen Forschung und Entwicklung. Peptide
Uberzeugen vor allem durch eine ausgezeichnete Selektivitdt, hohe Aktivitat und eine niedrige Toxizitét
sowie einen vorhersehbaren Metabolismus."® Dies fiihrte in den letzten Jahren zu zahlreichen
Neuzulassungen und mehr als 140 Peptid-basierten Wirkstoffen in klinischen Studien.>* Eine entscheidende
Rolle fur den Aufschwung von Peptiden in der Medizinalforschung spielten die Fortschritte in der
Peptidsynthese sowie die Entwicklung von chemischen Modifikationen, die zur Verbesserung der
biologischen Verfiigbarkeit und Aktivitdt von Peptiden beitragen. Dabei ermdglicht die einfache und
modulare Synthese von Peptiden den schnellen Zugang zu umfangreichen Bibliotheken mit grofer
struktureller Vielfalt, da neben den 20 proteinogenen Aminosauren mittlerweile eine grofle Anzahl
unterschiedlichster Bausteine fur die Peptidsynthese zugénglich sind. In der Natur sind Peptide vor allem
hoch selektive und effektive Binder von Rezeptoren oder lonenkanélen und l6sen als Hormone oder
Neurotransmitter intrazellulare Ereignisse aus. Aufgrund ihres flexiblen Rickgrats sind Peptide sehr
anpassungsfiahig und konnen auch groBfliachige Bindestellen abdecken. Nach dem ,,Schliissel-Schloss-
Prinzip* bzw. dessen Weiterentwicklung dem induced-fit, bei dem beide Bindepartner konformationelle
Anderungen wihrend der Bindung eingehen, ist die biologisch aktive Konformation besonders entscheidend
fir eine hoch affine Bindung (Abbildung 1a).>® Die Vororganisation der Struktur durch Einschrankung des
konformationellen Freiraums ist dabei in vielerlei Hinsicht von Vorteil. Durch Stabilisation der biologisch
aktiven Konformation (match) wird die Affinitdit zum Zielprotein erhoht, indem die aufzuwendende
entropische Energie wahrend der Bindung reduziert wird (Abbildung 1b). Darliber hinaus bedingt eine
stabile Konformation eine hohere Stabilitat gegeniiber Proteasen und in manchen Féllen sogar die zelluldre
Aufnahme von Peptiden.®° Die Stabilisation einer nicht-bindenden Konformation (mismatch) fiihrt

hingegen zum einem Verlust von Bindungsaffinitat.

flexibles Peptid Rezeptor/ konformationell Komplex
a Y P
in Losung Kanal eingeschréinkte Peptide
3 geringe Affinitat hohe Affinitat @
mismatch match

Abbildung 1. Bioaktive Konformation und Vororganisation von Peptidstrukturen. (a) flexibles Peptid in Ldsung; (b)
konformationell eingeschrénkte Peptide.



2 Einleitung

Aufgrund des wiedererstarkten Interesses an Peptiden existieren flr viele der offensichtlichen und einfach
zugénglichen Rezeptoren und Zielproteine bereits optimierte, Peptid-basierte Binder in fortgeschrittenen
vorklinischen oder Klinischen Studien.” Daher ist die aktuelle Herausforderung der Peptid-basierten
Wirkstoffforschung die Entwicklung neuer Strategien und Methoden, die Uber das traditionelle
Einsatzspektrum von Peptiden hinausgehen. Dazu zdhlen multifunktionale und zellgdngige Peptide oder
auch Peptid-Medikament-Konjugate.” Dariiber hinaus werden Peptide vermehrt zur Adressierung von
groBflachigen und gering-profilierten Protein—Protein Interaktionen (PPIs) eingesetzt.***** Insbesondere
durch das Nachahmen von Sekundarstrukturelementen konnten zahlreiche Peptid-basierte Modulatoren fiir
anspruchsvolle PPIs identifiziert werden, die mit den klassischen Methoden der Medizinalchemie nicht
zuganglich sind (undruggable).****

PPIs stehen zunehmend im Fokus der Lebenswissenschaften und sind nur bedingt mit niedermolekularen
Verbindungen zu modulieren, da sie kaum adressierbare Bindetaschen aufweisen.?’ Insbesondere die
Proteine der Ras (rat sarcoma)-Superfamilie kleiner GTPasen zéhlen zu den interessanten Onkoproteinen,
die sich seit langem dem Zugriff traditioneller medizinalchemischer Methoden entziehen.?** Die
Fehlregulation von kleinen GTPasen der Ras—Superfamilie steht im Zusammenhang mit zahlreichen
menschlichen Erkrankungen, insbesondere Kerbs.”® Kleine GTPasen verfiigen iber keine adressierbare
enzymatische Aktivitat und ihre Regulation und Funktion wird tiber schwer zu modulierende PPIs vermittelt.
Trotz mehr als 30 Jahren intensiver Bemiihungen konnten bisher jedoch keine geeigneten direkten

Modulatoren fiir diese interessante Proteinfamilie entwickelt werden.=2°
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2 Protein—=Protein Interaktionen und ihre Modulation

2.1 Strukturelle Merkmale von Protein—=Protein Interaktionen

Die Kommunikation zwischen Proteinen ist die Grundlage nahezu aller biologischen Prozesse. Mit Hilfe von
diesen sog. Protein—Protein Interaktionen (PPIs) werden zahlreiche essentielle zelluldre Funktionen
kontrolliert. GroRe Multiproteinkomplexe regulieren (ber PPIs unter anderem das Zellwachstum, DNA
Replikation, Transkription und Translation sowie die transmembrane Signalweiterleitung.”®. Eine PPI ist als
eine nicht-kovalente Wechselwirkung zwischen zwei oder mehreren Proteinen definiert, durch die die
Funktion des Protein-Komplexes beeinflusst wird.*® PPls kénnen dabei grundsatzlich anhand ihrer
Wechselwirkung eingeteilt werden (Abbildung 2). Die an der Wechselwirkung beteiligeten Partner kénnen
entweder eine vororganisierte definierte Struktur besitzen (Doméne) oder das bindende Stukturmotiv bildet
sich erst wahrend der Bindung aus und die Peptidsequenz liegt zuvor ungeordnet vor. Somit ergeben sich
drei mdgliche Szenarien bei denen sich die PPI entweder zwischen zwei Domanen, einer Domane und einer
ungeordneten  Peptidsequenz  oder zwei  ungeordneten  Peptidsequenzen  ausbilden  kann.
Zusammengenommen bilden alle PPIs eines Organismus ein grofles und duBerst komplexes Netzwerk, das
als ,,Interaktom* bezeichnet wird und das in die Regulation und Ausfiihrung der Mehrheit aller biologischen
Prozesse involviert ist. Schatzungen des menschlichen Interaktoms varieren zwischen 130 000 — 650 000
PPI1s,"% von denen bisher jedoch nur weit weniger als 10% tatsachlich identifiziert wurden.?® Anormale und
fehlerhafte PPIs werden in letzter Zeit verstarkt mit menschlichen Krankheiten in Verbindung gebracht.”®
Diese Fehlregulation geht dabei hauptsachlich auf den Verlust einer essentiellen Wechselwirkung oder die
Bildung und/oder Stabilisierung eines Protein-Komplexes zu einem unpassenden Zeitpunkt oder an falscher
Stelle zuriick. Folgerichtig stellt die Modulation von PPIs (Inhibition oder Stabilisierung) einen attraktiven
Ansatzpunkt in der Wirkstoffentwicklung dar.

Protein—Protein Interaktionen

\,

ungeordnet-ungeordnet

Domane-Domane

b T ¥
= (’)
Domane-ungeordnet

Abbildung 2. Protein—Protein Interaktionen kénnen durch Doméanen oder Peptide vermittelt werden.



4 Protein—Protein Interaktionen und ihre Modulation

PPIs werden vorwiegend tber grol3flachige und nur gering-profilierte Proteinoberflachen vermittelt, die
tiblicherweise eine Flache von 1 500 — 3 000 A? aufweisen.**® Im Gegensatz dazu binden die traditionellen
niedermolekularen Wirkstoffe zumeist in wohldefinierte, hydrophobe Bindetaschen und besitzen im
Regelfall eine Oberflache von 300 — 500 A%* Dies ist meistens unzureichend um eine groRflachige PPI
zwischen zwei natiirlichen Bindungspartnern effektiv zu modulieren.®* Aufgrund dessen wurden PPIs lange
Zeit als pharmakologisch unzugénglich (undruggable) angesehen und insbesondere Wechselwirkungen bei
denen beide Interaktionspartner zunachst ungeordnet vorliegen sind duRerst anspruchsvoll zu adressieren.®
Als entscheidender Schritt zur Modulation von PPls zahlt die Erkenntnis, dass die flachen
Proteinoberflachen der Wechselwirkungsgrenzflachen sogenannte hot-spots aufweisen kénnen, die obwohl
sie flachenmaBig lediglich einen kleinen Teil der Gesamtwechselwirkung ausmachen (bis zu 600 A?),
dennoch einen entscheidenden Anteil der Gibbs-Energie liefern.® Durch die Identifikation von hot-spots und
einem generell erweiterten Verstandnis von PPIs aufgrund einer verbesserten biophysikalischen- und
strukturellen Charakterisierung konnten einige vielversprechende PPI Inhibitoren entwickelt werden. Dabei
wurden zum einen Binder entdeckt, die durch direkte Bindung der Interaktionsflache die Wechselwirkung
inhibieren. Zum anderen konnten allosterische Inhibitoren identifiziert werden, die durch Bindung an anderer
Stelle eine konformationelle Anderung des Proteins bewirken und auf diese Weise die Interaktion
verhindern.**#3* Vor allem struktur- und computergestiitzte Analysen und Fragment basierte Screenings
lieferten einen groRen Beitrag zur Entwicklung effizienter PPI-Inhibitoren.*" In den letzten zehn Jahren ist
es auf diese Weise gelungen mehr als 40 verschiedene PPIs mit Hilfe synthetischer Molekiile zu
adressieren.® Einige dieser Inhibitoren befinden sich bereits in der klinischen Testphase. Dennoch decken
diese Molekule nur einen geringen Teil der identifizierten PPIs ab, sodass ein grof3er Bedarf an alternativen
Ansdtzen zur PPI-Modulation besteht. Insbesondere Peptide erwiesen sich in diesem Zusammenhang als

eine vielversprechende Substanzklasse.™**

2.2 Peptid-basierte Ansatze zur Modulation von Protein-—

Protein Interaktionen

Peptid-basierte Ansatze zur Adressierung von PPIs beruhen vor allem auf der Nachahmung der an der
Interaktion von Proteinen beteiligten Bindungsepitope. Zudem besitzen Peptide einige vorteilhafte
Eigenschaften. Ihre Flexibilitdt ermdglicht eine sehr gute Anpassung an grof3e Oberflachen und ihr einfacher,
modularer Aufbau vergroRRert ihre strukturelle Vielfalt durch den Einbau zahlreicher Aminosauren und
unnatirlicher Bausteine. Zudem besitzen Peptid-basierte Wirkstoffe zumeist eine hohe Wirksamkeit sowie
ausgezeichnete Selektivitaten. Dartber hinaus sind Peptide und ihre Abbauprodukte biokompatibel und nicht
giftig.? Insbesondere durch die Nachahmung wichtiger Sekundérstrukturmotive konnten Peptide zunehmend
erfolgreich zur Modulation von PPIs eingesetzt werden (Abbildung 3).'**!"19%%4° Dabeij ist jedoch die

einfache Isolierung der Peptidsequenz des interagierenden Strukturelements nicht ausreichend, da kurze
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Peptidsequenzen in freier Losung ihre Ordnung verlieren und flexible und ungeordnete Konformationen
einnehmen.**** Die entscheidende Tiebkraft ist dabei die Minimierung der exponierten hydrophoben
Oberflache. Das Einnehmen der zur Bindung notwendigen biologisch aktiven Konformation ist mit grof3en
entropischen Verlusten verbunden, welche sich in einer stark reduzierten Affinitt widerspiegeln. Zudem
zeigen solche flexiblen Peptide eine geringe Stabilitdt gegenuber proteolytischen Enzymen sowie geringe
Zellgangigkeit." Um diesen negativen Eigenschaften entgegenzuwirken, wurden in den letzten Jahren
zahlreiche Methoden entwickelt, die biologisch aktive Konformation von Peptiden durch gezielte chemische

Modifikationen zu stabilisieren.

Isolation des Stabilisierung des
Bindemotives Bindemotives

Abbildung 3. Stabilisierung von Bindemotiven zur Inhibition von PPIs. (1) Der Hauptteil der Bindungsenergie von
PPIs wird durch diskrete Bindemotive vermittelt. (2) Ohne stabilisierende Tertidrstruktur verlieren die isolierten
Peptidsequenzen ihre Ordnung und konnen nur mit verminderter Affinitdt an das Zielprotein binden. (3) Durch
chemische Modifikationen werden die ungeordneten Peptidsequenzen in ihrer biologisch aktiven Konformation
stabilisiert. (4) Damit ermdglicht die chemische Modifikation die Bindung der Peptidsequenz an das Zielprotein und die
Inhibition der PPI.

Solche durch chemische Modifikation entstandene Peptidmimetika lassen sich basierend auf ihrer
Ahnlichkeit mit dem nicht-modifizierten Ursprungspeptid in vier Klassen (A-D) einteilen."* Klasse-A-
Peptidmimetika bestehen hauptséchlich aus a-Aminosauren und enthalten nur eine geringe Anzahl an
modifizierten Aminosduren. Das Riickgrat und die Seitenketten entsprechen Uberwiegend denen des
Ursprungspeptids. Zu den Peptidmimetika der Klasse B zdhlen Foldamere, bei denen insbesondere das
Peptidriickgrat durch den Einbau von $-Aminoséduren oder den Einsatz von Peptoiden (peptoids) zusatzlich
veréndert wurde. Bei den Peptidmimetika der Klassen C und D ist das Peptidriickgrat hingegen vollstandig
ersetzt. Wahrend Klasse-C-Mimetika ihre Seitenketten jedoch analog zur bioaktiven Konformation des
Peptidvorlaufers orientieren, ist der strukturelle Bezug zum Ursprungspeptid fur Mimetika der Klasse D

nicht mehr gegeben. Sie imitieren lediglich die biologische Wirkweise des bioaktiven Ursprungspeptids.
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2.2.1 Makrozyklische Peptide

Auf der Suche nach Inhibitoren, die eine grofle Wechselwirkungsflache abdecken konnen, erzielen
Makrozyklen zunehmend Erfolge bei der Inhibition von PPIs. Insbesondere zyklische Peptide und
Peptidmimetika reprasentieren eine duBerst vielversprechende Substanzklasse, die bisher in der
Medikamentenentwicklung wenig Beachtung findet.***® Makrozyklische, peptidbasierte Naturstoffe wie z.B.
Vancomycin oder Cyclosporin A (iberzeugen durch ihre einzigartigen Wirkmechanismen und sind auf dem
Markt erfolgreiche und etablierte Medikamente. Daruber hinaus werden zahlreiche Makrozyklen durch die
Zyklisierung linearer Peptidsequenzen generiert. Die Makrozyklisierung von linearen Peptiden schrankt
ihren konformationellen Freiraum ein und fuhrt so zu erhéhter proteolytischer Stabilitat, reduzierter Polaritét,
erhdhter Affinitat und Selektivitat und verbessert insgesamt die Medikament-ahnlichen Eigenschaften.>*°
Allerdings stellt die Makrozyklisierung von Peptiden in vielen Fallen eine synthetische Herausforderung
dar.”*! Inshesondere die 3D Konformation von Peptiden stellt einen zentralen Bestimmungsfaktor der
biologischen Aktivitat und biologischen Verfiigbarkeit von Peptiden dar.® Nur ein Peptid, das in seiner
optimalen 3D Struktur stabilisiert ist (match), ist in der Lage sein komplettes Potenzial auszuschépfen

(Abbildung 1).

Die Zyklisierung von Peptiden kann grundsatzlich in vier unterschiedlichen Geometrien erfolgen
(Abbildung 4): (1) Kopf-zu-Schwanz (C-Terminus zu N-Terminus), (2) Kopf-zu-Seitenkette, (3) Seitenkette-
zu-Schwanz, (4) Seitenkette-zu-Seitenkette. Dabei steht fir die Ringschlussreaktion eine Fille an
unterschiedlichen chemischen Reaktionen zur Verfligung. Weit verbreitet sind Ringschlusse, die durch die
Bildung eines Lactams,** Lactons,*® oder einer Disulfidbriicke® zu Stande kommen. Mittlerweile finden aber
auch zahlreiche andere Reaktionen wie die Ugi-Reaktion® oder Azid-Alkin-Click-Chemie®® Anwendung bei
der Synthese von makrozyklischen Peptiden. Auch die Pd-katalysierte C-H Aktivierung von Trp zur
Kupplung mit lod-Aryl Aminosduren kann als Ringschlussreaktion eingesetzt werden.”” Besonders die
Olefin-Ringschlussmetathese (ring-closing olefin metathesis, RCM) riuckt bei der Synthese von
Peptidmakrozyklen immer mehr in den Vordergrund.”® RCM wird vor allem bei der Synthese von o-
helikalen makrozyklischen Peptiden eingesetzt.'*>® Auch die analoge Alkin-Ringschlussmetathese (ring-
closing alkyne metathesis, RCAM)® wurde bereits erfolgreich zur Zyklisierung linearer Peptidsequenzen

verwendet. %%
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der vier unterschiedlichen Zyklisierungsgeometrien von Peptidsequenzen in
Anlehnung an White et. al..>*

Neben den monozyklischen Peptiden riicken seit einiger Zeit auch polyzyklische Peptide mit zwei oder mehr
Peptidringen in den Fokus der Forschung.®* Diese polyzyklischen Peptide basieren zumeist auf in der Natur
vorkommenden Geriiststrukturen. Diese Geriiststrukturen wie der sunflower trypsin inhibitor 1 (SFTI-1)%
oder das Cyclotide kalataB1°®®" haben zumeist ein Kopf-zu-Schwanz zyklisiertes Peptidriickgrat, welches
zusatzlich durch Seitenkette zu Seitenkette verbriickte Disulfide stabilisiert wird. Polyzyklische
GerUststrukturen verfiigen Uber ausgezeichnete biologische Aktivitét, da sie zum einen sehr rigide und zum
anderen duferst resistent gegeniber proteolytischem Verdau sind. Polyzyklische Peptide, wie z.B.
Cyclotides, ® finden Anwendung beim sog. epitope grafting, bei dem eine kurze biologisch aktive
Peptidsequenz in die stabile Geriiststruktur eingebaut wird (Abbildung 5a).° ™ Dariiber hinaus kénnen
polyzyklische Peptide auch de novo mit Hilfe von Phage-Display generiert werden.’? Dabei wird eine lineare
Peptidsequenz, die drei Cysteinreste enthélt, mit Hilfe von Tris-(brommethyl)benzol (TBMB) auf einer
Phage zyklisiert und auf Bindung zum Zielprotein getestet (Abbildung 5b). Auf diese Weise konnten

bizyklische PPI Inhibitoren mit Wechselwirkungsflachen von tiber 700 A? entwickelt werden.”
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Abbildung 5. Epitope grafting und bizyklische de novo Peptide. (a) Schematische Darstellung der Epitop grafting
Strategie. Das Bindeepitop (rot) wird in die biologisch aktive Geriststruktur (dunkelgrau) eingebaut (links).
Kristallstruktur eines durch epitope grafting entstandenen PPI Inhibitors. Das eingebaute Epitop (rot) und die drei
Disulfidbriicken (gelb) sind farblich gekennzeichnet (rechts). PDB: 1IMCV (b) Schematische Darstellung des de novo
Phage-Display Ansatzes. Die cysteinhaltige lineare Peptidsequenz wird mittels Tris-(brommethyl)benzol zyklisiert und
auf Bindung zum Zielprotein untersucht (links). Kristallstruktur eines mittels Phage-Display identifizierten bizyklischen
Inhibitors. Das verbindende Tris-(brommethyl)benzol (rot) ist farblich hervorgehoben (rechts). PDB: 3QN7.

2.2.2 Stabilisierte a-Helices

Der Einsatz stabilisierter Sekundarstrukturelemente ist ein wichtiger Ansatz zur Modulation von PPIs und
fuhrte zur ldentifikation einiger vielversprechender Peptidmimetika.'****> Obwohl auf der Grundlage
stabilisierter Kehrenmotive’™ und p-Faltblattern®’” einige vielversprechende PPI-Inhibitoren entwickelt
wurden, befasst sich die Mehrzahl der durchgefiihrten Studien mit der Stabilisation von a-Helices.'"*
Helices machen {ber 30% der Sekundarstruktur von Proteinen aus'” und in Gber 60% der strukturell
charakterisierten PPIs ist eine Helix an der Wechselwirkung beteiligt.”® Daher stellt die Ausbildung und

Stabilisierung o-helikaler Strukturen einen wichtigen Forschungszweig dar.”® Der Einbau o-Helix

81,82 83,84

induzierender Bausteine,® o-methylierter Aminoséuren oder auch die Koordination an Metallionen
wurde schon seit langem fir die Synthese a-helikaler Peptidmimetika der Klasse A verwendet. Neuere
Methoden, wie der Einbau von B-Aminosauren zur Synthese von a/p-Peptiden® oder der Einsatz von

Peptoids®®®

(Klasse-B-Peptidmimetika), ermdglichen die Abbildung o-helikaler Bindungscharakteristika
unter Veranderung des Peptidruckgrats. Eine weitere Entfremdung vom Ursprungspeptid stellen die
Helixoberflachenmimetika wie Terphenyle® (Klasse-C-Peptidmimetika) dar. Sie orientieren ihre
funktionellen Gruppen entlang einer gedachten Helixseitenflache und weisen ansonsten kaum Ahnlichkeiten

mit den zugrundeliegenden Peptiden auf. Die bisher am haufigsten angewendeten Methoden zur
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Stabilisierung a-helikaler Sekundarstrukturmotive sind jedoch die Verwendung von N-terminalen Kappen
oder die kovalente Seitenkette-zu-Seitenkette Verbriickung. Der bisher am weitesten fortgeschrittene Ansatz
mit ersten  Verbindungen in  Kklinischen  Studien ist die  Verwendung a-methylierter
Kohlenwasserstoffverbriickungen®® (hydrocarbon stapled peptides), die als Spezialfall der kovalenten
Seitenkettenverbriickungen zahlen. Da diese Technik einen essentiellen Bestandteil dieser Arbeit darstellt,
wird sie in Abschnitt 2.2.3 im Detail diskutiert.

Eine strukturelle Analyse der o-helikal vermittelten PPIs zeigte, dass sich die fir die Bindung essentiellen
hot-spots entweder auf einer Seitenflache der Helix (ca. 60%), auf zwei Seitenflachen (ca. 30%) oder in sehr
seltenen Fallen auf allen drei Seitenflachen der Helix (10%) befinden kénnen.” Daraus ergeben sich je nach
Beschaffenheit der PPl unterschiedliche Mdglichkeiten fiir den Einsatz von Helixmimetika (Abbildung 6).
So sind Terphenyle lediglich in der Lage eine Helixseitenfliche nachzubilden. Seitenkettenverbriickte
Helixmimetika konnen hingegen zwei Helixseitenflachen adressieren und in Ausnahmefdllen noch
zusatzliche Interaktionen mit ihrer Verbriickung eingehen. N-Terminal verkappte Peptide und p-Peptid-
Foldamere sind am besten in der Lage a-Helices ohne groRen sterischen Anspruch abzubilden. Damit

kdnnen sie tief insertierte Helices, die mit allen drei Helixseitenflachen interagieren, nachbilden.®
a-Helix
Seitenflachen

a-Helix
Seitenflachen

©0
O

O
O
O

Terphenyle

(

b Seitenketten-

]
1
N HN
verbriickte Cg_(o o
a-Helices o o
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Seitenflachen [/§
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Abbildung 6. a-Helix Seitenflachen.” (a) Proteinkomplex mit hot-spots auf einer Seitenflache der a-Helix und
Therphenyle als potentielles Helixmimetikum zur Adressierung der entsprechenden Funktionalititen. PDB: 1XL3
(b) Proteinkomplex mit Kontakten auf zwei Seitenflaichen der a-Helix und Seitenketten verbriickte Peptide als
potentielle Helixmimetika zur Adressierung der entsprechenden Funktionalitaten. PDB: 1XIU (c) Proteinkomplex mit
Kontakten auf allen drei Seitenflaichen der o-Helix sowie B-Peptide und HBS als potentielle Helixmimetika zur
Adressierung der entsprechenden Funktionalitditen. PDB: 10R7. Die interagierenden Aminosaureseitenketten sind
explizit dargestellt und nummeriert.

H
HBS
O

a-Helices
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Der Einsatz von N-terminalen Kappen dient dazu eine a-helikale Geometrie am N-Terminus zu induzieren,
die sich dann selbstandig in Richtung des C-Terminus ausbreitet und die Helix stabilisiert.”® Die am
erfolgreichsten angewendete Strategie beim Einsatz N-terminaler Kappen ersetzt die erste
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Carbonyl der N-terminalen Aminoséaure (i) und dem Amid der
i+4ten Aminosdure durch eine kovalente Verknipfung. Wahrend in ersten Studien die kovalente
Verkniipfung durch ein Hydrazon erreicht wurde,** verwenden fortgeschrittenere Beispiele eine vollstandig
hydrophobe Kohlenwasserstoffverbriickung, die durch RCM zwischen zwei Olefinen geschlossen wird.%%
Diese sog. HBS (hydrogen bond surrogates, 1, Abbildung 7) wurden bereits erfolgreich zur Inhibition von

PPIs verwendet,>%%%

Die kovalente Seitenkette-zu-Seitenkette Verknilipfung von Peptidsequenzen ist die am weitesten verbreitete
Methode zur Stabilisierung helikaler Sekundarstrukturmotive. Es existiert eine Vielzahl diverser
Verknupfungsstrategien, die sich unterschiedliche chemische Funktionalitdten zu Nutze machen (Abbildung
7). Aufgrund der Fille an unterschiedlichen Strategien stellen die hier vorgestellten Methoden keine
allumfassende Zusammenstellung dar. Im Folgenden wird lediglich eine Auswahl unterschiedlicher
Methoden vorgestellt. Die fur eine a-Helix charakteristischen Eigenschaften sind die sich wiederholenden
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Aminosduren i und i+4 sowie die 3.6 Aminoséureseitenketten
pro Windung. Daher befinden sich die Aminoséuren im Abstand i+3, i+4 und i+7 auf derselben Seitenflache
einer Helix und die kovalente Verknipfung ihrer Seitenketten kann eine Stabilisierung der a-helikalen
Konformation bewirken. Erreicht wurde dies in frihen Studien durch Disulfide (2)° oder Lactambriicken
(3)%, die durch ihre geringe Stabilitat gegeniiber reduktiven Bedingungen bzw. proteolytischer Spaltung
schnell an ihre Grenzen stoBen. Weitere Strategien verwenden Azid-Alkin-Click Reaktionen, die entweder
Cu-katalysiert (4)*'® oder durch Ringspannung (5) induziert werden.’®* Dariiber hinaus werden Diaryle

(6)™2 fiir bessere zellulare Aufnahme oder photosensitive Azobenzol-Derivate (7)*%1%

eingebaut, mit denen
sich die Konformation des Peptids mit Hilfe von Licht beeinflussen lasst. Kirzlich erschienene Methoden
nutzen die Thiol-en Reaktion um zwei Cysteine mittels eines stabilen Thioethers mit unterschiedlich

105

funktionalisierten Dienen zu verknlpfen (8)™ oder Dichloraceton, um Uber das Keton einen weiter

funktionalisierbaren orthogonalen Linker zu erhalten (9).'%

Die beschriebenen Methoden zur Stabilisierung o-helikaler Peptidsequenzen decken ein diverses Spektrum
unterschiedlicher chemischer Reaktionen und Funktionalititen ab, sodass sich die Eigenschaften der
resultierenden Peptidmimetika mitunter stark unterscheiden. Dabei ist das generelle Ziel, die Wirkstoff-
ahnlichen (drug-like) Eigenschaften von Peptiden durch Verbesserung ihrer Affinitdt, Erhoéhung der
Proteasestabilitdt und bessere Zellgingigkeit zu steigern. Die meisten Methoden (berzeugen nur durch
Fortschritte in einzelnen Bereichen, durch einfache Handhabung oder eine Hochdurchsatz-kompatible
Synthesemethode. Ob jedoch einige dieser Techniken fiir einen generellen Ansatz zur Inhibition von PPIs in

Frage kommen oder nur in einigen speziellen Fallen von Vorteil sind, bleibt abzuwarten. Vergleichende
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Studien, die die Eigenschaften verschiedener Stabilisierungsmethoden untereinander vergleichen, sind kaum

89,107,108

vorhanden oder schlieBen nur wenige Ansatze ein.

Abbildung 7. Seitenkettenverbriickungen zur Stabilisierung von a-helikalen Peptidstrukturen in Anlehnung an Pelay-
Gimeno et al.."*
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2.2.3 Kohlenwasserstoffverbriickte Peptide zur Stabilisierung von

a-Helices

Unter allen Strategien zur Stabilisierung a-helikaler Strukturmotive ist die Methode der a-methylierten,
kohlenwasserstoffverbriickten Peptide (hydrocarbon stapled peptides) der am weitesten verbreitete Ansatz
mit zahlreichen erfolgreichen Anwendungen und ersten Peptidmimetika in klinischen Studien.'*'* Die a-
methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide stellen eine Kombination aus Seitenkette-zu-Seitenkette
zyklisierten Peptiden und dem Einbau Helix induzierender, a-methylierter Aminoséuren dar. Ihre
Entwicklung basiert auf einer Studie zur Ringschlussmetathese mit O-allylierten Homoserin Seitenketten im
Abstand i, i+4 aus dem Jahr 1998."° Diese wurde im Jahr 2000 durch den Einbau von o-methylierten

Aminosauren®#

und den Austausch der O-allylierten Seitenketten durch eine Kohlenwasserstoffseitenkette
erweitert."* Die Ergebnisse dieser Studie zeigten eine starke Zunahme der Helikalitat sowie eine deutlich
erhdhte metabolische Stabilitat der modifizierten Peptide. Das Potential dieses Ansatzes wurde jedoch erst
durch Entwicklung eines a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptides fiir die Inhibition einer
intrazellularen PP1 mit in vivo Aktivitat deutlich."*? Diese grundlegenden Studien inspirierten zahlreiche
weitere  Forschungsgruppen und ermdglichten die breite  Anwendung von a-methylierten,

kohlenwasserstoffverbriickten Peptiden zur Modulation von extra- und intrazellularen PPI1s.*%1%

Die Synthese und das Design der o-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide wurde
kontinuierlich weiterentwickelt, sodass heutzutage eine Reihe unterschiedlicher Architekturen etabliert sind
(Abbildung 8a).'** Dabei umspannen Peptide, die die Seitenkettenverbriickung an den Positionen i,i+3"4**
und i,i+4™" tragen, jeweils eine Helixwindung, wahrend i,i+7"*!° stabilisierte Peptide zwei Windungen
einer Helix (berspannen. Darliber hinaus existieren stitched peptides, die zwei benachbarte
Kohlenwasserstoffbriicken im Abstand i,i+4 und i+4+7 tragen und damit drei Helix-Windungen (1 + 2)
einschlieRen.'” Fir die Synthese der a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide werden
a-methylierte-a-alkenylierte Aminosdauren mittels Festphasenpeptidsynthese in die lineare Peptidsequenz
eingebaut (Abbildung 8b)."® Diese unnatiirlichen Aminosduren werden mit S, bzw. R, bezeichnet, je nach
Konfiguration ihres Stereozentrums (S oder R) und der Anzahl der Kohlenstoffatome (n) ihrer Alkenyl-
Seitenkette. Die kovalente Verknlipfung der Seitenketten erfolgt auf fester Phase mittels RCM und erlaubt
die anschlielende Modifikation des N-Terminus. Die La&nge der Kohlenwasserstoffbriicke, wie auch die
absolute Konfiguration der einzelnen Bausteine, wurde in Bezug auf maximale o-helikale Stabilisation
optimiert. So erfordern die i,i+3 und i,i+7 Verbriickung den Einbau eines R-konfigurierten Bausteins an der
Position i und eines S-konfigurierten an der Position i+n."""*** Wihrend fiir die i,i+7 Geometrie ein Linker
mit einer Lange von elf Kohlenstoffatomen (Rg + Ss) die beste Stabilisierung bietet, ergeben sich fir die i,i+3
Architektur zwei verschiedene Linker langen mit sechs (R; + Ss) bzw. acht (Rs + Ss) Kohlenstoffatomen.™
Die bisher hdufigste Kohlenwasserstoffverbriickung umfasst einen Linker aus acht Kohlenstoffatomen und

zwei S-konfigurierten Aminoséauren an den Positionen i,i+4 (Ss + Ss).**! Fiir L-Peptidsequenzen fiihrt der
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Einbau einer analogen Verbriickung mit zwei Rs-Bausteinen (Rs + Rs) zu Peptiden mit reduzierter Helizitét
und verringerter zellularer Aufnahme.™™ Firr die Stabilisation langer Peptidsequenzen kann der Einbau von
zwei einzelnen Kohlenwasserstoffverbriickungen sinnvoll sein.’**?' Die beiden Verbriickungen werden
dabei zumeist in ausreichendem Abstand zueinander eingebracht um Kreuzreaktionen zu vermeiden. Fir die
Synthese von spirozyklischen stitched peptides wird der bis-alkenylierte Baustein Bs (Bispentenylglycin) an
der Position i,i+4 eingebaut und erméglicht die Synthese zweier benachbarter Makrozyklen.'*’

Abbildung 8. Architekturen und Bausteine a-methylierter, kohlenwasserstoffverbrickter Peptide in Anlehmung an
Cromm et al.® (a) Schematische Darstellung etablierter Verbriickungsarchitekturen — o-methylierter,
kohlenwasserstoffverbriickter Peptide. Die a,o-disubstituierten Bausteine (b) werden an unterschiedlichen Positionen
in die Peptidsequenz eingebaut und anschlieBend mittels RCM miteinander verknlpft. Dabei verbinden sie eine oder
mehrere Windungen einer a-Helix und stabilisieren deren Konformation.

Die Zielproteine der bislang entwickelten a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide decken ein
weites Spektrum an interessanten biologischen Funktionen und schwer zuganglichen PPIs ab. So wurden

unter anderem a-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptide fiir diverse Infektionskrankheiten,'?***

1

Rezeptoren,”®*® Proteine der Transkription und Translation’** sowie fiir wichtige Regulatoren des

12132 entwickelt."® Der in einigen Krebsformen fehlregulierte Wnt

Zelluberlebens und der Apoptose
Signalweg kann zum einen durch die Interaktion von B-Catenin mit seinem Cofaktor BCL-9 inhibiert
werden,™? zum anderen durch die Interaktion von B-Catenin mit dem Transkriptionsfaktor TCF4. Das dafiir
entwickelte a-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptid StAx-35R (10) basiert auf einer ebenfalls an
[-Catenin bindenden Domdne von Axin und wurde in Bezug auf Bindungsaffinitdt und Zellgangigkeit
sequenzoptimiert (Abbildung 9a)."** Die am besten untersuchte PPI ist die Wechselwirkung des Tumor
Suppressors p53 mit seinen negativen Regulatoren MDM2 und MDMX. Zahlreiche stabilisierte o-Helices

wurden ausgehend von der p53-Wildtyp-Sequenz entwickelt und kontinuierlich optimiert."*>**" Das am



14 Protein—Protein Interaktionen und ihre Modulation

weitesten entwickelte a-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptid ATSP-7041 (11) interagiert mit
MDMX nicht nur Uber die Seitenketten der Aminosauren sondern darlber hinaus auch Uber seine
hydrophobe Kohlenwasserstoffverbriickung (Abbildung 9b). Zudem verfligt 11 {ber gute biologische
Verfiigbarkeit und zeigt hohe Effektivitat in in vivo Studien.*® Anders als niedermolekulare Verbindungen,
die lediglich die p53-MDM2-Wechselwirkung blockieren,”****® kénnen die stabilisierten a-Helices die
Interaktion von p53 mit MDM2 und MDMX inhibieren und sind weniger anfallig flr Resistenzmutationen in
MDM2. Erste o-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Inhibitoren der p53-MDM2/MDMX

16,138

Wechselwirkungen sind mittlerweile bis in die klinische Testphase vorgedrungen.

a StAx-35R o b ATSP-7041
(10) (1) .

RRWPRS;‘DS;RRWR LTQYAQ
MDMX

N-Terminus p-Catenin

fTerminus \

Abbildung 9. Kristallstrukturen a-methylierter, kohlenwasserstoffverbriickter Peptide. (a) Struktur von StAx-35R (10)
gebunden an [-Catenin. Die stabilisierende Kohlenwasserstoffverbriickung im Abstand i,i+4 (rot) und die
interagierenden Reste sind hervorgehoben. PDB: 4DJS (b) Struktur von ATSP-7041 (11) im Komplex mit MDMX. Die
interagierende Kohlenwasserstoffverbriickung (i,i+7; rot) sowie die Seitenketten der interagierenden Aminosduren sind
explizit gezeigt. PDB: 4N5T. N- bzw. C-Termini der Peptidsequenzen sind gekennzeichnet und die Struktur der
unnatdrlichen Aminosdure Z ist dargestelit.

Der Einbau a-methylierter Kohlenwasserstoffverbrickungen verbessert im Allgemeinen die biologische
Verfiigbarkeit der Peptidsequenzen.'®**! Durch die erhdhte Helizitat der Peptidmimetika im Vergleich zum
Ursprungspeptid wird die Bindungsaffinitdt zum Zielprotein gesteigert, da durch die VVororganisation der
Sekundérstruktur die bei der Bindung auftretenden entropischen Verluste minimiert werden. Dariiber hinaus
erhoht die VVororganisation der Peptidsequenz in vielen Féllen die Stabilitdt gegeniiber Proteasen. Allerdings
reicht bei langen Peptidsequenzen die stabilisierende Wirkung nur einer kovalenten Verknlpfung nicht
immer aus um die gesamte Sequenz zu stabilisieren.’*? In solchen Féllen kann das Einbringen einer weiteren
Kohlenwasserstoffverbriickung hilfreich sein.’****! Dariiber hinaus kann die proteolytische Stabilitat von

Peptiden durch den Einbau unnatirlicherAminoséuren vergréRert werden.'® Insbesondere durch den Eisatz

10,108,143 144,145 146,147

von B-Aminosauren , D-Aminosauren oder die N-Methylierung von Peptidbindungen konnte

die Stabilitat gegenlber Proteasen gesteigert werden. Die Modifikation des Ausgangspeptids zu Gunsten
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erhéhter Proteaseresistenz ist jedoch in vielen Fallen mit einer reduzierten Bindungsaffinitét verbunden.**'*

Da die biologisch aktive Konfomation von Peptiden essentiell fir ihre Funktionalitét ist,® sollte der Einbau
stabilisierender Modifikation unter Bericksichtigtung der Konformation geschehen. Wahrend die N-
Methylierung von Peptidbindungen in kleinen zyklischen Peptiden die Population einer biologisch aktiven
Konformation stark erhdhen kann,'* fiihrt sie bei der Nachahnung von Sekundérstrukturelementen durch den
Verlust von essentiellen Wassterstoffbriicken teilweise zu reduzierter Affinitat.

Zu der interessantesten, wenngleich auch am kontroversesten diskutierten Eigenschaft von a-methylierten,
kohlenwasserstoffverbriickten Peptiden zahlt die erhdhte Zellgangigkeit.*****! Die zelluldre Aufnahme von
a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptiden wurde in frilhen Studien zumeist in ausgehungerter
Zellen und unter Verwendung von Serum-freien Bedingungen untersucht.™®**** Diese Bedingungen scheinen
die zellulare Aufnahme zu begiinstigen und fiihrten teilweise zu falsch positiven Ergebnissen.’**** Die
geringe Zellgéngigkeit Peptid-basierter Therapeutika ist seit langem bekannt und limitiert in vielen Fallen
ihre. Anwendung.™ Ein ausreichend verstandenes Rational zur zellularen Aufnahme von Peptiden im
Allgemeinen und a-methylierter, kohlenwasserstoffverbriickter Peptide im Besonderen ist bisher noch nicht
vorhanden. In vielen Féllen wird versucht die biologisch aktiven, nicht zellgdngigen Peptidsequenzen mit
zellgangigen Peptiden zu kombinieren oder die Zellgangigkeit durch Modifikation der Peptidsequenz zu
erhohen.******" Als Grundregel wird in vielen Beispielen die Minimierung einer negativen Gesamtladung
durch den Einbau positiv geladener Aminoséauren propagiert.’******%® Dies zerstorte jedoch in einigen Fallen
die Membranintegritét der untersuchten Zellen.**®* Zudem scheint die Architektur der Verbriickung und ihre
Position ebenfalls einen groBen Einfluss auf die Zellgéngigkeit der Peptide zu haben.™® Generell besitzen o-
methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptide zwar eine erhéhte Tendenz zur zellularen Aufnahme, der
alleinige Einbau einer solchen Verbriickung fiihrt jedoch nur in seltenen Féllen zum Erfolg. Parallel mit dem
Einbau der Kohlenwasserstoffverbriickung sollte in jedem Fall eine Sequenzoptimierung einhergehen, um

die gewiinschten Eigenschaften des Peptids zu erreichen.*®
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3 Die Ras—-Superfamilie kleiner GTPasen

Zur Ras—Superfamilie kleiner GTPasen gehdren mehr als 150 Proteine, die als molekulare Schalter
zahlreiche essentielle zelluldre Prozesse wie Zelldifferenzierung, Zellproliferation, Zellliberleben und
Apoptose, die Organisation des Zytoskeletts sowie den Membran- und den vesikuldaren Transport
kontrollieren.****®° Kleine GTPasen sind monomere, globulare Proteine mit einer konservierten GTP/GDP
bindenden Doméne (G-Doméne) und einem Molekulargewicht von 20 — 30 kDa.**® In ihrer Funktion als
molekulare Schalter stimulieren oder inaktivieren kleine GTPasen zellulare Signalwege und wechseln
zwischen einem aktiven, GTP-gebundenen Zustand und einem inaktiven, GDP-gebundenen Zustand, die sich
durch konformationelle Anderungen in den sog. Switch-I1- und Switch-11-Regionen unterscheiden.'®**? Da
kleine GTPasen ihr Nukleotid mit sehr hoher Affinitat (picomolar) binden'® und ihre intrinsische
Hydrolyserate gering ist, sind sie bei ihrer Aktivierung und Deaktivierung auf die Hilfe von regulatorischen
Proteinen angewiesen (Abbildung 10)."**'® Nukleotidaustauschfaktoren (guanine nucleotide exchange
factors, GEFs) binden an die inaktive Form und katalysieren den Austausch von GDP zu GTP. Dabei
ermdglichen sie die Freisetzung von GDP, indem sie einen stabilen, nukleotidfreien (NF) Komplex mit der
GTPase bilden. Dieser intermediare Komplex wird durch die Bindung von GTP, welches zelluldr in ca.
zehnfach hoherer Konzentration vorliegt, aufgelost und die aktivierte GTPase freigesetzt. In ihrer aktivierten
Form interagieren kleine GTPasen mit einer Vielzahl an Effektoren und aktivieren auf diese Weise
nachgeschaltete Signalwege. Die Deaktivierung erfolgt mit Hilfe GTPase-aktivierender Proteine (GTPase
activating proteins, GAPs). Nach der Binding an die aktivierte GTPase beschleunigen GAPs die intrinsische
Hydrolyse von GTP indem sie eine essentielle katalytische Gruppe bereitstellen. Nahezu alle kleinen
GTPasen sind mittels eines Lipidankers in der Membran verankert. Die Prenylierung erfolgt durch
posttranslationale Modifikation der hypervariablen Region (HVR) des C-Terminus. Die Lipidierung der
kleinen GTPasen erfolgt durch gezielte Ausbildung von Cysteinylthioethern (irreversibel) oder
Cysteinylthioestern (reversibel) und ermdglicht eine kontrollierte Verteilung innerhalb der Zelle.*®**" Dazu
binden Guaninnukleotiddissoziationsinhibitoren (guanine nucleotide dissociation inhibitors, GDIs) die
lipidierte GTPase unter Bildung eines Idslichen Komplexes, welcher zum einen den Transport von GTPasen
zwischen spezifischen Membranen ermdglicht und zum anderen die kleine GTPase in ihrem inaktiven
Zustand im Zytosol zuriickhalt (Abbildung 10)."%*%
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Abbildung 10. Aktivierungs-/Inaktivierungszyklus kleiner GTPasen in Anlehmung an Cromm et al..? Inaktivierte,
GDP-gebundene GTPasen werden durch GEF-vermittelten Nukleotidaustausch aktiviert. In ihrer aktivierten, GTP-
gebundenen Form wechselwirken sie mit Effektorproteinen und leiten zelluldre Signale weiter. Die Bindung von GAPs
steigert die intrinsische Hydrolyserate und deaktiviert die kleinen GTPasen unter Freisetzung eines Phosphats. Die
Bindung von GDIs solubilisiert die membrangebundenen kleinen GTPasen und ermdglicht den intrazelluléren
Transport zwischen Membranen.

Die Ras—Superfamilie der kleinen GTPasen verdankt ihren Namen den Ras Protoonkogenen, die bereits vor
mehr als 30 Jahren entdeckt und mit der Entstehung von Krebserkrankungen in Verbindung gebracht

8

wurden.® Die drei humanen Ras Proteine, Harvey-Ras (H-Ras),'®® Kirsten-Ras (K-Ras)'® und

Neuroblastoma-Ras (N-Ras)'"*

sind die Mitbegrunder dieser groRen Superfamilie, die sich in funf grofRe
Familien, sowie zahlreiche Unterfamilien unterteilen lasst (Abbildung 11). Die finf Familien sind die Ras—,
Rho-, Rab-, Arf— und Ran-Familie welche jeweils unterschiedliche biologische Funktionen
austiben.’***17 zyr Ras-Familie gehdren insgesamt 39 Mitglieder in Saugetieren und sie beinhaltet neben
den drei humanen Ras Isoformen H-, K- und N-Ras die Unterfamilien der Rap—, Ral— und RheB—Proteine.'™
Sie sind Schlusselregulatoren der Zelldifferenzierung, der Zellproliferation und des ZellUberlebens. Die
Rho—Familie (Ras homologous) umfasst 22 Mitglieder, die Aktinorganisation, Zellform und Zellpolaritét,
Zellbewegung, Genexpression sowie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen steuern.”>*"” Zur Rho—
Familie gehdren u.a. die drei Unterfamilien der Rho— und Rac—Proteine, sowie Cdc42. Als Hauptregulatoren
des intrazelluldren Transports fungieren die kleinen GTPasen der Rab— (Ras related in brain) und Arf— (ADP
Ribosylierungsfaktor) Familie.'"®'"® Rab-GTPasen sind Schliisselregulatoren des intrazelluldren Vesikel-
und Membrantransports und reprasentieren mit mehr als 60 identifizierten Proteinen im menschlichen
Organismus die groRte Familie der kleinen GTPasen.'®*'®! Ebenfalls fiir den Vesikeltransport sowie die
Regulation der Endozytose und der Sekretionswege verantwortlich sind die kleinen GTPasen der Arf-
Familie, die 30 Proteine zahlt. Mit nur einem Vertreter ist die Ran— (Ras-related nuclear protein) Familie die
kleinste Familie der kleinen GTPasen. Die Ran—-GTPase liegt zudem nicht membrangebunden sondern frei

im Zytosol vor. Sie steuert den Zellkerntransport durch den Kernporenkomplex und die Ausbildung der
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mitotischen Spindel. **#*® Ran wird mit Hilfe eines raumlichen Gradienten zwischen nuklearen GEFs und

zytosolischen GAPs reguliert.

[ Ras-Superfamilie kleiner GTPasen }

Ran

1 Isoform

Rho

22 Isoformen

Ras

39 Isoformen 63 Isoformen 30 Isoformen

[ Zellproliferation J [Aktinorganisation] [ Vesikeltransport ] [ Vesikeltransport ] [Zellkerntransport]

Zelliberleben [ Zellbewegung ] [Membrantransport] [ Endozytose ][mitotische Spindel]
J | Zelldiffenzierung Zellform
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Abbildung 11. Ras—Superfamilie kleiner GTPasen. Die Ras—Superfamilie kleiner GTPasen (orange) beinhaltet die funf
Familien (blau) der Ras—, Rho—, Rab—, Arf-, Ran—-GTPasen. Jede GTPase-Familie kontrolliert bestimmte zellulére
Funktionen. Die fiinf GTPase-Familien sind ihrerseits in Unterfamilien aufgeteilt (griin). Zur Vereinfachung und
besseren Ubersicht sind nur die bekanntesten Unterfamilien aufgefiinrt.

Durch die Regulation vieler essentieller zelluldrer Prozesse und Signalwege sind die kleinen GTPasen der
Ras—Superfamilie unersetzbar fir die korrekte Funktion der Zelle. Eine Fehlregulation dieser molekularen
Schalter ist daher mit der Entstehung und Entwicklung zahlreicher Krankheiten assoziiert. Darunter befinden
sich diverse Formen von Krebs, neurodegenerative Krankheiten, Entziindungen und Erbkrankheiten. Als
Hauptursache wurde in diesem Zusammenhang eine verstarkte und unkontrollierte Aktivitét kleiner GTPasen
identifiziert, die zu einer UbermaRigen und kontinuierlichen Aktivierung ihrer nachgeschalteten Signalwege
fuhrt. In den meisten Fallen l&sst sich die permanente Aktivitdit der Kkleinen GTPasen auf drei
unterschiedliche Ursachen zuriickfihren: 1) Eine ObermaRige Aktivierung der vorangeschalteten Signalwege
fuhrt zu einer gesteigerten GEF-Aktivitat und somit zu einem erhdhten Niveau an aktiver Wildtyp-GTPase;
2) Eine Mutation im Gen der kleinen GTPase erzeugt eine Hydrolyse inkompetente Variante, die einmal
aktiviert kontinuierlich aktiv bleibt; 3) Die GAP-vermittelte Hydrolyse ist durch einen Verlust der GAP-
Funktion stark beeintrachtigt, sodass nur ein geringer Anteil der aktivierten GTPasen inaktiviert wird.*® Die
Héufigkeit mit der diese Aktivierungsmuster in den einzelnen GTPase Familien auftreten variiert jedoch sehr
stark. Wéhrend sich in der Mehrheit der Kerbsformen, die auf konstitutiv aktiviertes Ras zuriickzufihren
sind, eine Mutation in den Ras—Genen finden lasst, sind die GTPasen der Rho—Familie nur in den seltenen
Féllen direkt von einer Mutation betroffen. Sie werden bei Kerbserkrankungen durch eine Uberexpression

oder Mutation von Wachstumsfaktorrezeptoren oder vorangeschalteter Signalwege verstarkt aktiviert.'®
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3.1 Die Rab-Familie

Die Familie der Rab—GTPasen reprasentiert mit mehr als 60 identifizierten Proteinen im menschlichen
Organismus den groRten Zweig der Ras—Superfamilien kleiner GTPasen.'’®!*%'® Rab-GTPasen sind
monomere, globuldre Proteine mit einem Molekulargewicht von 21-25 kDa. Ihr Aufbau entspricht dem der
klassischen G-Doméne mit sechs p-Faltblattern (B:-Bs), umgeben von finf a-Helices (oy-as), wie sie bei
allen Mitgliedern der Ras—Superfamilie auftritt (Abbildung 12).*" Ebenfalls dazu gehéren die Phosphat
bindende Schleife (P-loop) sowie die beiden flexiblen Switch-Regionen (Switch-1 und Switch-11), die je nach
Nukleotidbindezustand unterschiedliche Konformationen einnehmen (Abbildung 12a). Neben den in allen
kleinen GTPasen konservierten Elementen der G-Domdne besitzen Rab-GTPasen zusétzliche
Erkennungssequenzen. Der Vergleich von zahlreichen Rab-Sequenzen fuhrte zur Identifikation
konservierter Bereiche, der Rab—Familien Motive (RabF1-RabF5), die eine Abgrenzung von Rab—Proteinen
gegeniiber anderen Mitgliedern der Ras—Superfamilie erlauben (Abbildung 12b).*® Die RabF-Motive
befinden sich in der Umgebung der Switch-Regionen und sind innerhalb der Rab—Familie hoch konserviert.
Die ebenfalls per Sequenzanalyse identifizierten Rab—Subfamilienmotive (RabSF1-RabSF4) erlauben zudem
eine Einteilung der Rab—Familie in bis zu zehn Unterfamilien.’®® Zu den am stérksten abweichenden
Regionen z&hlt die C-terminale HVR. Sie kontrolliert zusammen mit dem Prenylierungsmuster die zellulére
Lokalisation von Rab—GTPasen und dirigiert sie zu bestimmten Membranen und Kompartimenten.'® Die
meisten menschlichen Rab—GTPasen sind C-terminal iber zwei Geranylgeranyl-Gruppen in der Membran
verankert. Es sind aber auch Rab—GTPasen mit nur einer Geranylgeranyl-Gruppe bekannt.

d

Abbildung 12. Kristallstruktur von Rab3a-GppNHp. Die sechs B-Faltblatter (B;-Bs und finf a-Helices (oy-as) der G-
Doméne sind explizit gekennzeichnet. Das nicht hydrolysierbare GTP Analogon GppNHp (rot) und das Magnesium lon
(dunkelgrau) sind farblich hervorgehoben. (a) Die Switch-I- und Switch-11-Regionen sowie die P-Schleife sind tiirkis
gekennzeichnet. (b) Die Rab—Familien Motive (RabF1-RabF5) sind in gelb, die Rab—Subfamilienmotive in orange
dargestellt. PDB: 3RAB.
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Nach ihrer Expression liegen Rab—GTPasen zunéchst in ihrer GDP-gebundenen Form im Cytosol vor, wo sie
vom Rab-Escort Protein (REP) gebunden werden. Dieser stabile Komplex dient als Substrat fir die Rab—
Geranylgeranyl-Transferase (Rab—GGT), die die Rab—Proteine geranylgeranyliert. Die prenylierten Rab—
Proteine bleiben an REP gebunden, welches die GTPasen an ihrer Zielmembran freisetzt. Dort werden sie
durch Rab-spezifische GEFs aktiviert. Trotz der groBen Zahl an Rab—GTPasen wurden bisher nur vier
unterschiedliche Typen von RabGEFs identifiziert.'™ Die Mehrheit der RabGEFs besitzt entweder eine

18 oder

DENN-(differential expressed in normal and neoplastic cells) Domane (18 identifizierte Proteine)
eine Vsp9-Doméne (10 identifizierte Proteine)'®, die von anderen Doménen flankiert, Bestandteile groRer
Proteinkomplexe sind. Im Gegensatz dazu stehen die RabGEFs Rabin8'" und der TRAPP- (Transport
protein particle) Komplex'*?, die als homodimere Komplexe mit hoher Substratspezifitét auftreten. Da die
intrinsische Hydrolyserate von Rab-Proteinen nicht ausreicht um sie effektiv zu inaktivieren, werden
spezifische RabGAPs bendtigt, die die Hydrolysegeschwindigkeit durch die Bildung eines Rab—RabGAP
Komplexes erhéhen. Alle bisher identifizierten RabGAPs besitzen eine TBC-(Tre2/Bub2/Cdc16) Domane
und kénnen trotz teils deutlicher struktureller Unterschiede mit mehreren Rab—Proteinen interagieren.’*® In
ihrer aktivierten Form sind Rab—GTPasen in der Lage Effektor-Proteine zu rekrutieren und so das GTPase
Signal an nachgeschaltete Signalwege/Proteine weiterzuleiten. Rab—Effektoren sind Proteine mit der
Fahigkeit spezifische Rab-Proteine selektiv in ihrer GTP-gebundenen Form zu binden. Dabei kdnnen
einzelne Rab-Proteine mit einer Vielzahl an Effektoren interagieren und auf diese Weise mehrere
biochemische Prozesse an unterschiedlichen Orten kontrollieren. Fir aktiviertes Rab5 wurden beispielsweise
mehr als 20 verschiedene Effektor-Proteine identifiziert.'* Ebenso wie ein Rab—Protein mit mehreren
Effektoren wechselwirken kann, kann ein Effektor auch unterschiedliche Rab—GTPasen binden.'*'% Die
exakte zelluldare Funktion der Rab—GTPasen und ihrer Effektoren ist somit wesentlich von ihrer jeweiligen
subzelluldren Lokalisation abhdngig und ermdglicht es ihnen unterschiedliche Funktionen in
unterschiedlichen Organellen wahrzunehmen.'”® Sind die Rab—-GTPasen durch das Ausiiben ihrer Funktion
in verschiedene Zellkompartimente oder andere Membranen gewandert, bendtigen sie die Hilfe von Rab
spezifischen GDIs. RabGDls extrahieren die prenylierten Rab—GTPasen aus der Membran unter Bildung
I6slicher Komplexe. Sie ermdglichen den Riicktransport der Rab—Proteine zur Donormembran und sorgen

fur die korrekte subzelluldre Lokalisation der Rab—GTPasen.

Rab—GTPasen fungieren als Schlusselregulatoren des Vesikuldren- und Membrantransports. Sie
kontrollieren zusammen mit den SNARE-Komplexen zahlreiche Prozesse wie die Vesikelbildung an der
Donormembran, das Sortieren des Transportguts, den Transport der Vesikel entlang des Zytoskeletts sowie
das Anheften und Verschmelzen der Vesikel mit der Akzeptormembran des Zielkompartiments. Dabei sitzen
die Rab—-GTPasen auf der Oberflache der Vesikel und regulieren durch Kontakt mit ihren zahlreichen
Effektoren den exo- und endozytotischen Transport, den Transport zwischen einzelnen Zellkompartimenten
und Organellen, sowie das Recycling von Membranen.'’®*¥° Dazu gehéren essentielle Prozesse, wie die
Freisetzung von Botenstoffen und die Regulation des Zellmetabolismus. Folglich wird eine Fehlregulation

von Rab-GTPasen zunehmend mit zahlreichen menschlichen Krankheiten wie Diabetes, neurodegenerative
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Krankheiten sowie verschiedene Formen von Krebs assoziiert."*"*®® Die Fehlregulationen der Rab—GTPasen
gehen zum einen auf direkte Mutationen der Rab Gene zurlick, zum anderen kommen sie auch durch
Ausfélle der regulatorischen Proteine wie GEFs, GAPs oder GDIs zustande. So fiihrt ein Funktionsverlust
von Alsin, einem GEF fur Rab5, zu einer verminderten Rab5 Aktivitdt, die im Zusammenhang mit
verschiedenen neurodegenerativen Krankheiten, unter anderem dem ALS Syndrom, steht.”"% Mutationen
des Rab3-GAP Proteins stehen in direkter Verbindung mit dem Warburg-Micro Syndrom und dem Martsolf
Syndrom, die eine abnormale Entwicklung der Augen sowie des zentralen Nervensystems hervorrufen und
mit starker geistiger Behinderung einhergehen.”® Eine eingeschrankte Funktionalitdt von RabGDI-a, das
bevorzugt im Gehirn exprimiert wird, steht im Zusammenhang mit dem Fragilen-X-Syndrom (X-linked
mental retardation), einer der hdaufigsten Ursachen erblich bedingter kognitiver Behinderung des
Menschen.!®" Matrix-Metalloproteinasen (MMP) spielen eine Schliisselrolle bei der Invasion und der
Metastasierung von Krebszellen indem sie gezielt Gewebebarrieren abbauen. Erhéhte Rab8 Level aufgrund
konstitutiver Aktivierung von Rab8 konnten mit einer verstarkten Sekretion von MT1-MMP in Verbindung
gebracht werden. Ein knock-down von Rab8a fiihrte hingegen zu einer Blockierung des MT1-MMT
bedingten Kollagenabbaus.”* Rab8 kontrolliert den exozytotischen Transport vom trans-Golgi-Netzwerk zur
Plasmamembran und beeinflusst damit die Sekretion von Enzymen oder Rezeptoren. Es ist an der
Translokation des Glukosetransportes Glut4 beteiligt, dem eine wichtige Rolle bei Typ 2 Diabetes
zukommt.?” Da die Insulinresistenz bei Typ 2 Diabetes u.a. mit einer verminderten Translokation von Glut4
an der Plasmamembran zusammenh&ngt, werden Rab—-GTPasen in diesem Zusammenhang verstarkt

untersucht.

3.2 Guaninnukleotiddissoziationsinhibitoren

Uber posttranslationale Modifikation der C-terminalen HVR sind die meisten kleinen GTPasen fest mit der
Plasmamembran verankert. Dabei werden ein oder mehrere Cysteinreste der HVR prenyliert (Farnesyl— oder
Geranylgeranyl-Thioether) und anschlieRend carboxymethyliert. Um dennoch eine kontrollierte raumliche
und zeitliche Verteilung sowie den Transport von kleinen GTPasen innerhalb der Zelle zu ermdglichen,
binden GDIs die prenylierten GTPasen unter Bildung eines I6slichen Komplexes, indem das unlésliche Lipid
vom Ldsemittel abgeschirmt wird. In Sdugetieren wurden bisher nur wenige GDIs identifiziert, die sich in
drei unterschiedliche Familien einteilen lassen: Rho—GDls (3 Isoformen), Rab—GDIs (3 Isoformen) sowie
PDES.® Wahrend RhoGDIs?*®** und RabGDIs?®?® geranylgeranylierte Proteine der Rho— bzw. Rab-
Familie binden, bevorzugt PDES*""** farnesylierte GTPasen (Abbildung 13). Die beiden Hauptaufgaben von
GDls sind einerseits der Intermembrantransport, dariiber hinaus halten GDIs die GTPase in einem inaktiven,

l6slichen Komplex gefangen und verhindern so ihre Aktivierung durch GEFs.
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Abbildung 13. Kristallstrukturen von GDIs.'®® (a) Rab-GDI. Kristallstruktur des Komplexes zwischen dem Rabl
Analogon YPT1-GDP (hellgrau) und Rab-GDI (dunkelgrau). Die Rab-bindende a-helikale Domane (hellgriin), die
beiden Geranylgeranyl-Reste (orange), GDP (blau) und Magnesium (dunkelgrau) sind farblich hervorgehoben. PDB:
2BCG (b) Rho-GDI. Komplex zwischen Rac1-GDP (hellgrau) und Rho-GDI (dunkelgrau). Das GTPase bindende a-
Helix Bindel (hellgriin), der Geranylgeranyl-Rest (orange), GDP (blau) und Magnesium (dunkelgrau) sind eingefarbt.
PDB: 1HH4 (c) PDE-5. Komplex zwischen RheB-GDP (hellgrau) und PDES (dunkelgrau). Die Farnesylgruppe
(orange), GDP (blau) und Magnesium (dunkelgrau) sind farblich gekennzeichnet. PDB: 3T5G. Gestrichelte Linien
deuten die nicht aufgeldsten Verbindungen zwischen den GTPasen und den Prenylgruppen an.

Die drei GDI-Familien Rab-GDI, Rho-GDI und PDES unterscheiden sich in ihrer Struktur sowie dem
Mechanismus der GTPase-Bindung. Rab-GDIs bestehen aus zwei Doménen, von denen eine den
geranylgeranylierten C-Terminus bindet (a-helikale Doméne) und die andere den Nukleotidbindezustand der
GTPase durch Bindung an die Switch-Regionen erkennt (Abbildung 13a).?® Da sowohl die RabF—Motive in
der Nahe der Switch-Regionen, wie auch die interagierenden Reste der GDI Doméne hoch konserviert sind,
ist es mdglich, dass drei GDI Isoformen ausreichen, um die mehr als 60 humanen Rab—GTPasen selektiv zu
binden. Wie Rab—GDIs bestehen Rho—GDls strukturell aus zwei Domdnen, einem N-terminalen o-Helix-
Bundel, welches mit der Switch-Region der GTPase interagiert und einem C-terminalen Immunoglobulin-
dhnlichen B-Sandwich, das bei Kontakt mit der GTPase einen hydrophoben Hohlraum o6ffnet, der die
Geranylgeranyl-Gruppe aufnimmt (Abbildung 13b).2***! Im Gegensatz zu Rho—GEFs oder Rho—GAPs mit
jeweils tiber 60 bekannten Vertretern'® sind lediglich drei Rho-GDIs mit einer geringen Substratspezifitat

bekannt.””® Im Gegensatz zu Rab-GDIs und Rho—GDlIs besteht PDES nur aus einer Lipid bindenden p-
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Sandwich Doméne, die farnesylierte Proteine, insbesondere GTPasen der Ras—Familie, zwischen den
Membranen transportiert und in Lésung halt (Abbildung 13c).?” Da PDES keine GTPase-bindende Doméne
besitzt, erkennt es seine Substrate nur an ihrem farnesylierten C-Terminus, was die geringe Spezifitat und die

Bindung von weiteren Proteinen (keine kleinen GTPasen) erklart.??

3.3 Uncoordinated (UNC) 119

Neben den kleinen GTPasen der Ras—Superfamilie gibt es eine grofle Anzahl an Proteinen die kovalent mit
einem Lipid verknlipft sind. Anhand ihrer Lipidmodifikation lassen sich diese Proteine grob in zwei
Kategorien einteilen. Zum einen Proteine, die im Lumen des sekretorischen Weges bzw. der Zelloberflache
auftreten, zum anderen Proteine, die im Zytoplasma bzw. an der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran
zu finden sind. Waéhrend die Proteine der Zelloberfliche im Regelfall mit einem
Glycosylphosphatidylinositol (GPI) Anker verkniipft sind,?* tragen die Proteine des Zytoplasmas zumeist
eine von drei gangigen Lipidmodifikationen: S-Palmitoylierung, Prenylierung oder N-Myristoylierung.
S-Palmitoylierung beschreibt die kovalente Verknlpfung einer Cystein-Seitenkette mit Palmitinsaure (C16)
unter Bildung eines reversiblen Thioesters.?**** Bei der Prenylierung von Proteinen wird ein Isoprenoid,
entweder eine Farnesyl- (C15) oder eine Geranylgeranyl-Gruppe (C20), als Thioether irreversibel auf eine
Cystein-Seitenkette (bertragen.”® Bei der N-Myristoylierung wird Myristinsaure (C14) durch Acylierung
eines N-terminalen Glycinrestes Gibertragen.”*"?'® Als Erkennungssequenz dient ein N-terminales Met-Gly
Motiv. Nach dem Abbau des Methionins durch die Methionin Aminopeptidase wird die Mysristinsaure von

der N-Myristoyl Transferase (NMT) auf Gly2 mittels einer Amid-Bindung tbertragen.

Nahezu alle lipidierten Proteine missen mit der Plasmamembran assoziieren um als Signalproteine effektiv
funktionieren zu konnen. Dazu reicht eine einzelne Lipidmodifikation meist nicht aus. Daher tragen diese
Proteine entweder eine zweite Lipidmodifikation oder ein polybasisches Motiv, das durch elektrostatische
Wechselwirkungen mit der negativ geladenen Plasmamembran eine zusétzliche Membranverankerung
gewidhrleistet.”** Um einen effektiven Transport dieser lipidierten Proteine zu gewéhrleisten sind sie auf die
Hilfe von lipidbindenden Proteinen angewiesen. Zu diesen Transportproteinen zahlen u.a. die bereits in
Abschnitt 3.2 diskutierten GDIs, die fir den Transport kleiner GTPasen essentiell sind. Fir den Transport
von myristoylierten Proteinen wurden die Lipid-bindenden Proteine UNC119a (uncoordinated), auch HRG4

(human retina gene 4) genannt, und UNC119b identifiziert.”%?**

UNC119a und UNC119b sind homologe Proteine zu PDES. Sie bestehen ebenfalls aus einem
Immunoglobulin-dhnlichen B-Sandwich und haben ein Molekulargewicht von ca. 27 kDa.””* Das
Immunoglobulin-&hnliche [-Sandwich formt einen hydrophoben Hohlraum bestehend aus neun f-
Faltblattern (Abbildung 14a), der in der Lage ist einen Lipidrest aufzunehmen. Die Co-Kristallstruktur mit

einem lauroylierten (C12) N-terminalen Peptid der o-Untereinheit von Transducin, Gnatl, zeigt, wie der
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Lipidrest sowie die ersten sechs Aminosduren des Peptids tief in die hydrophobe Tasche von UNC119
hineinragen und die sechs N-terminalen Aminosauren eine a-helikale Konformation einnehmen (Abbildung
14b) 7%

UNC119a

Abbildung 14. Kristallstruktur von UNC119a. (a) Kristallstruktur von UNC119a (dunkelgrau). Die neun B-Faltblatter
des Immunoglobulin-&hnlichen B-sandwich bilden die Lipidbindetasche und sind explizit benannt. Die B-Faltblatter (35-
B4 und B+-Bg sind durch die kurzen a-Helices a4 und o, verknipft. PDB: 3GQQ (b) Co-Kristallstruktur von UNC119a
(dunkelgrau) mit dem lauroylierten N-terminalen Peptid der a-Untereinheit von Transducin, Gnatl (griin). PDB: 3RBQ.

UNC119a interagiert mit einer Vielzahl verschiedener Proteine wie beispielsweise die a-Untereinheiten von
Transducin, Tyrosin-Kinasen des Src-Typs, Protein Kinasen, Arl-GTPasen sowie einigen anderen
Proteinen.””® Insbesondere die Interaktion mit den a-Untereinheiten von Transducin ist durch GST-Pulldown
und ITC (Isotherme Titrationskalorimetrie)-Experimente detailliert charakterisiert. Dartiber hinaus konnte
eine direkte Interaktion von UNC119 und den beiden myristoylierten Proteinen des Ciliums, Cystins und
NPHP3, nachgewiesen werden.?* UNC119b ist fir den Transport von myristoylierten Proteinen wie NPHP3
in das Cilium zusténdig. Die Freisetzung der Proteine im Cilium erfolgt durch Bindung von Arl3.?* Die
kleine GTPase Arl3 konnte in ihrer aktivierten Form im Komplex mit UNC119 Co-kristallisiert werden.?®
Ferner ist UNC119 ein Aktivator und Regulator einiger Tyrosin-Kinasen des Src-Typs.??® UNC119a aktiviert
diese Kinasen durch Interaktion mit seinen SH2- und SH3-Domanen (Src homology Domanen 2 und 3), die
den Phosphorylierungszustand bestimmter Tyrosinreste der Kinase erkennen. Aullerdem reguliert UNC119a
den Transport einiger N-myristoylierter Tyrosin-Kinasen des Src-Typs wie z.B. Lyn, Lck oder Fyn. siRNA
knock-down von UNC119a steht in direktem Zusammenhang mit einem nicht vollstdndigen Ablauf der
Zytokinese.??” Eine vollstandige Zellteilung schlagt fehl, da durch den Ausfall von UNC119a essentielle
Proteine der Zellteilung, wie die Tyrosin-Kinase Fyn, nicht an die richtige Position in der Zelle transportiert

werden kénnen.
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3.4 Modulation der Aktivitat kleiner GTPasen

Durch die Kontrolle zahlreicher essentieller zellulérer Funktionen und Signalkaskaden und den damit
verbundenen Erkrankungen sind die kleinen GTPasen der Ras—Superfamilie interessante Zielproteine fir die
Entwicklung von Medikamenten. Obwohl das Ras Protoonkogen bereits zu Beginn der 1980er Jahre mit
Krebs in Verbindung gebracht wurde,® konnten trotz groBer Anstrengungen in akademischer und
industrieller Forschung keine effektiven Modulatoren kleiner GTPasen entwickelt werden.”” 2*%?® Das direkte
Adressieren von kleinen GTPasen hat sich als duRerst anspruchsvoll erwiesen, da kleine GTPasen neben
ihrer Nukleotidbindetasche keine weiteren Vertiefungen fur das Binden kleiner Molekiile aufweisen. Zudem
sind kleine GTPasen keine funktionellen Enzyme mit aktivem Zentrum, sondern interagieren ausschlieflich
Uber PPIs. Folglich entziehen sich die kleinen GTPasen den klassischen Strategien der Wirkstoffforschung
und gelten daher als pharmakologisch unzuganglich (undruggable).?* Dennoch helfen neue Erkenntnisse
wie die Aufklarung ihrer Signalwege sowie ihrer Funktion und Regulation bei der Entwicklung neuer
Strategien fiir Modulatoren dieser interessanten Proteinklasse.”® VVor allem mit Hilfe von computergestiitzten
Methoden und neuen Kristallstrukturen beginnt sich die klassische ,,An/Aus“-Vorstellung von der starren
kleinen GTPase zu verandern.??**? Vielmehr ist davon auszugehen, dass auf der Oberflache der kleinen

GTPasen immer wieder kurzlebige Taschen entstehen, die durch kleine Molekiile adressiert werden kénnen.

Im Wesentlichen lassen sich die Ansdtze zur Modulation kleiner GTPasen in vier unterschiedliche
Kategorien einteilen (Abbildung 15): 1) Stérung der zellularen Lokalisation von kleinen GTPasen;
2) Beeintréchtigung der Aktivierung kleiner GTPasen; 3) Stabilisierung von GTPase-Protein-Komplexen;
4) Inhibition von GTPase-Effektor Interaktionen.

Stérung der Beeintrachtigung 2
zellularen Lokalisation der Aktivierung
o EnoRa0o0D
BEBAARABANES

kleine
GTPase

kleine@
GTPase
3 Stabilisierung von : Inhibition von

GTPase-Protein- Slgna/uberfragung GTPase-Effektor-
Komplexen Interaktionen
Sl
1 w
kleine

GTPase +

Abbildung 15. Strategien zur Modulation der Aktivitat kleiner GTPasen.”? (1) Stérung der zelluldren Lokalisation
kleiner GTPasen; (2) Beeintrachtigung der Aktivierung Kkleiner GTPasen; (3) Stabilisierung von GTPase-Protein-
Komplexen; (4) Inhibition von GTPase-Effektor-Interaktionen.
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Stérung der zellularen Lokalisation von kleinen GTPasen

Aufgrund ihrer herausragenden Rolle bei der Entstehung menschlicher Krebserkrankungen standen die Ras—
Protoonkogene seit Beginn ihrer Entdeckung besonders im Fokus der Forschung.?#?** Da aber in den frithen
Hochdurchsatzanalysen (HTS) keine effektiven Inhibitoren fiir Ras und andere kleine GTPasen gefunden
werden konnten, konzentrierte sich insbesondere die industrielle Forschung zunéchst darauf, die zeitliche
und rdumliche Organisation von Ras zu storen. Entscheidend fiir die korrekte Lokalisation von Ras—
Proteinen ist die Farnesylierung der C-terminalen HVR durch die Farnesyltransferase (FT). Mit Hilfe des
Membranankers werden die Ras—GTPasen in der Plasmamembran verankert und kdnnen dort ihre Aufgaben
wahrnehmen. Durch die Entwicklung von Farnesyltransferase Inhibitoren (FTIs) gelang es Ras in der Zelle
zu delokalisieren.”® Nach erfolgreichen vorklinischen Studien und guten Resultaten im Tiermodell,
scheiterten diese Verbindungen jedoch in Kklinischen Studien aufgrund mangelnder Wirksamkeit im
Menschen.”®* Die fehlende Farnesylierung bewirkt zwar die Delokalisation von H-Ras, fiir die beiden
deutlich haufiger mutierten Isoformen K-Ras und N-Ras wird die fehlende Farnesylierung jedoch durch eine
Geranylgeranylierung mit Hilfe der Geranylgeranyl-Transferase | (GGT-1) kompensiert.?*® Daraufhin
wurden GGT-I Inhibitoren sowie duale Inhibitoten die sowohl die FT wie auch die GGT-I binden entwickelt.
Einige dieser Verbindung erreichten klinische Studien, jedoch ist der Einsatz dieser Therapeutika aufgrund
ausgepragter Toxizitat limitiert, sodass sie nur tber ein sehr geringes therapeutisches Fenster verfiigen.?" %
Obwohl die Lipidierung von Proteinen weiterhin von Pharmaforschung verfolgt wird,*® konzentriert sich die
Pharmaindustrie zur Zeit vor allem auf die Inhibition von Proteinen nachgeschalteter Ras-Signalwege.
Zahlreiche Kinase Inhibitoren des Raf-MEK-ERK- oder des PI3K-Akt-mTOR-Signalwegs sind bereits als
Medikamente zugelassen. Aufgrund von Resistenzbildungen und dem Auftreten komplexer und bisher nicht

vollstandig verstandener Riickkopplungsmechanismen ist der Einsatz dieser Inhibitoren jedoch limitiert.?*-4?

Das Scheitern der FTIs in spaten klinischen Studien und die Ausbildung von Resistenzen fiihrte zu einer
Wiederbelebung der Ras—Forschung. Durch verbesserte Erkenntnisse der GTPase-Funktionen und
Signalwege sowie zusdtzliche Strukturen und neue Methoden des Inhibitor Designs erlebt das Feld der
GTPase-Forschung aktuell eine Renaissance.”® So wurde kiirzlich gezielt der Riicktransport und das
Recycling von Ras blockiert.* Dadurch verteilen sich die Ras—Proteine in der Zelle und es steht nur ein
geringer Prozentsatz an aktiviertem Ras zur Verfiigung. Die Modulation der Palmitylierungs-
/Depalmitylierungs-Maschinerie verhindert die korrekte Lokalisation von H-Ras und N-Ras.****** Die beiden
B-Lactone Palmostatin B (12) und M (13) sind durch kovalente Inhibition der Deplamitylierenden
Thioesterasen APT-1 und APT-2 in der Lage H-Ras und N-Ras an den Endomembranen festzusetzen
(Abbildung 16).2**" Die Inhibition von PDES ermdglicht hingegen die Stérung der zeitlichen und
raumlichen Orientierung von K-Ras.**® Der PDES Inhibitor Deltarasin (14), der mittels einer Fragment
basierten rationalen Methode entwickelt wurde (Abbildung 16), besitzt eine niedrig nanomolare

Dissoziationskonstante (Kp = 38 nM) und zeigt biologische Aktivitét in vitro und in vivo.?®
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Abbildung 16. Modulatoren der GTPase Lokalisation.

Beeintrachtigung der Aktivierung kleiner GTPasen

Auf der Suche nach direkten Modulatoren von Ras und anderen kleinen GTPasen wurde zunéchst nach
Nukeotidanaloga gesucht, die mit GDP und GTP um die Nukleotidbindetasche konkurrieren. Dieser Ansatz
wird sehr erfolgreich in der Entwicklung von Kinase Inhibitoren verfolgt,*® lieferte aber keine effektiven
Modulatoren fiir kleine GTPasen. Wahrend Kinasen ublicherweise mikromolare Affinitaten gegeniiber ATP
aufweisen®® und einen hohen Nukteotidumsatz haben, binden kleine GTPasen ihre Nukleotide mit
pikomolarer Affinitat."®® AuRerdem haben kleine GTPasen einen geringen Nukleotidumsatz und sehr

251,252 oder

langsame Dissoziationsgeschwindigkeiten (off-rates). Die bisher entwickelten Nukleotidanaloga
per HTS gefundenen Nukleotid kompetitiven Binder®*?* besitzen nur eine geringe Wirksamkeit. In
Anbetracht der extrem hohen Nukleotidaffinitat kleiner GTPasen und den millimolaren intrazelluléren

Nukleotidkonzentrationen ist ein Erfolg Nukleotid-kompetitiver Modulatoren nahezu auszuschlieRen.”

Ein interessanter Ansatz ist der Einsatz einer elektrophilen Gruppe, die den Inhibitor kovalent an die kleinen
GTPase bindet. Die Adressierung der onkogenen Ras®'*°-Mutante mit Hilfe irreversibler kovalenter
Inhibitoren erméglichte erstmals eine selektive Inhibierung von mutiertem Ras.?***" Da die onkogenen
Mutationen von Ras—Proteinen zumeist nur eine Aminosaure betreffen, ist eine Unterscheidung zwischen der
nicht mutierten Wildtyp-Form und einer Mutante mit Hilfe niedermolekularer Verbindungen &uRerst
anspruchsvoll. Die beiden irreversiblen Inhibitoren SML-8-73-1 (15) und VSAS9 (16) sind somit nicht nur in
der Lage die onkogene Ras®***~Variante zu inaktivieren, sondern ihnen gelingt zudem die Abgrenzung zu
nicht mutiertem Wildtyp-Ras (Abbildung 17). Die beschriebenen Substanzen 15 und 16 zeigen jedoch nur
die prinzipielle Machbarkeit des Ansatzes. Weiterfuhrende Optimierung ist erforderlich die identifizierten
Verbindungen in eine mehr Medikament-dhnliche Struktur zu Gberfihren. Insbesondere die

nukleotidkompetitiven SML-Verbindungen besitzen keine optimalen pharmakologischen Eigenschaften.
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Abbildung 17. Inhibitoren der GTPase Aktivierung.

Der am weitesten verbreitete Ansatz die Aktivierung von kleinen GTPasen zu unterdriicken ist eine
Inhibition der GTPase-GEF-Wechselwirkung. Zahlreiche Verbindungen wurden durch die Untersuchung
von Fragmentbibliotheken und strukturbasierte Optimierung als Inhibitoren von GTPase—GEF-Interaktionen
identifiziert.®?* So blockiert DCAI (17) die Ras—Aktivierung durch das Ras—GEF son of sevenless (SOS)
indem es in eine zuvor unbekannte Bindetasche auf der Ras—Oberflache adressiert (Abbildung 17).2%®
Computergestitzte Hochdurchsatzanalysen von Substanzbibliotheken lieferten zudem Inhibitoren der Ral—
GEF- (BQUS57, 18)®° oder Rho-GEF-Interaktion (Rhosin, 19)*°. Zudem konnte durch eine HBS-
stabilisierte Helix von SOS ein Peptid-basierter Inhibitor der Ras—SOS-Wechselwirkung mit zellulérer
Aktivitat entwickelt werden.* Es ist allerdings davon auszugehen, dass eine Inhibition der GTPase—GEF-
Interaktion keinen generellen Ansatz zur Bekdmpfung von Krebs liefert.”?>?%® Dieser Ansatz gilt jedoch als
vielversprechend, wenn die Uberaktivitait der GTPase durch eine erhdhte GEF-Aktivitat aufgrund von
Mutationen vorgeschalteter Signalwege oder der GEFs selbst ausgeltst wird. Das trifft insbesondere auf die
kleinen GTPasen der Rho—Familie oder der Ral-Unterfamilie zu, da diese nur selten direkt mutiert sind.*#>%*
Ras—Proteine sind jedoch in 20-30% aller Tumore direkt von einer Mutation betroffen, sodass die Inhibition

der Ras—GEF-Wechselwirkung fur Ras—GTPasen nur begrenzte Wirksamkeit haben durfte.
Stabilisierung von GTPase-Protein-Komplexen

Die Inhibition von PPIs kleiner GTPasen ist eine anspruchsvolle Aufgabe, da diese PPIs zumeist tber
ausgedehnte und gering-profilierte Interaktionsoberflachen vermittelt werden. Zudem miissen solche
Inhibitoren mit optimierten nativen Interaktionspartnern konkurrieren, die zum Teil nanomolare
Bindungsaffinitaten besitzen. Eine Alternative bietet die Stabilisation von GTPase—Protein-Komplexen.?®%%%
Bei der Stabilisation von Protein-Komplexen missen die Inhibitoren nicht mit den optimierten

Bindungspartnern konkurrieren, sondern binden an den bereits vorhandenen Komplex. Auflerdem bieten
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Proteinkomplexe potentielle neue Bindetaschen die erst durch die Interaktion der Proteine entstehen oder
sich an den Wechselwirkungsflachen bilden. Der Naturstoff BrefeldinA (BFA, 20) stabilisiert die Interaktion
von Arf-GDP mit seinem GEF ARNO und verhindert auf diese Weise eine Aktivierung von Arf (Abbildung
18).%*%° Die Suche nach Synthetischen PPI Stabilisatoren lieferte LM11 (21), einen weiteren Stabilisator
des Arf-ARNO-Komplexes.”®® Die Suche nach einem Stabilisator der Ras—SOS-Wechselwirkung brachte

bisher keinen Erfolg.?*’

HO,,,
GTPase-Protein- Ho,

Stabilisatoren 02N\©5,N><:>
HO SN

Brefeldin A (20) LM11 (21)
(Arf-ARNO-Stabilisator) (Arf-ARNO-Stabilisator)

Abbildung 18. Stabilisatoren von GTPase-Protein-Komplexen.

Inhibition von GTPase-Effektor Interaktionen

Als universellster Ansatz in der Entwicklung von GTPase Inhibitoren gilt die Inhibition der GTPase—
Effektor Interaktion. Unabhangig von der Ursache der Uberaktivierung, unterbricht eine Inhibition der
GTPase—Effektor Wechselwirkung das GTPase—Signal bevor es durch den Kontakt mit Effektor-Proteinen
an die einzelnen Signalwege weitergegeben werden kann. Der potentielle Erfolg einer solchen Strategie
konnte bereits durch das Blockieren der H-Ras—GTP Effektor-Bindestelle mit Hilfe von intrazellular
exprimierten Antikérper-Fragmenten gezeigt werden.”®?* Die Beschaffenheit der GTPase—Oberfléche
sowie die grofle Konkurrenz mit nanomolaren Effektor-Proteinen erschwert jedoch die Entwicklung eines
niedermolekularen Inhibitors. Orthosterische Inhibitoren der Ras—Raf—Wechselwirkung wie Kobe0065 (22)

219272 allerdings sind diese Verbindungen noch weit

konnten in einigen Assay-Setups identifiziert werden,
von einer potentiellen Anwendung entfernt (Abbildung 19). Ebenso ist die Entdeckung eines zweiten, GTP-
gebunden Zustands mit reduzierter Effektor-Affinitat fir Ras—GTPasen ein potentiell interessanter
Ansatzpunkt, aber die aktuellen allosterischen Ras—Inhibitoren wie der Metallkomplex Bis(2-picolyl)amin
(BPA, 23) sind lediglich geeignet, die prinzipielle Machbarkeit eines solchen Ansatzes zu untersuchen
(Abbildung 19).2*#" Als aktuell vielversprechendster Ansatz zahlt die Entwicklung von mono- und
bizyklischen Peptiden, die in der Lage sind, submikromolare Affinitdten gegenuber Ras—GTPasen zu
erreichen.?’®*" Wahrend die erste Generation dieser Inhibitoren nicht in ausreichendem MaRe zellgéngig ist,
scheint die zweite Generation der Cyclorasine (z.B. Cyclorasin9A5, 24) in dieser Hinsicht deutlich

verbessert (Abbildung 19)."’
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Abbildung 19. Inhibitoren der GTPase-Effektor Interaktion.

Bei den bisher identifizierten Modulatoren der GTPase-Aktivitat handelt es sich nahezu ausnahmslos um
Verbindungen, die lediglich die prinzipielle Machbarkeit des gewahlten Ansatzes zeigen.?** Sie vermégen
es jedoch nicht die PPIs kleiner GTPasen effektiv zu modulieren. Da kleine GTPasen nicht (ber ein aktives
Zentrum oder ausgepragte hydrophobe Bindetaschen verfligen, stoRen die klassischen Strategien der
Medikamentenentwicklung an ihre Grenzen. Die Forschung erlernt und entwickelt aktuell neue Strategien,
die das effektive Adressieren anspruchsvoller PPIs ermdglichen. Allerdings ist davon auszugehen, dass die
hier diskutierte Problematik nicht von einer Verbindung alleine geldst werden kann. Aus heutiger Sicht
erscheinen besonders makrozyklische PPI-Inhibitoren als eine besonders vielversprechende Substanzklasse,

die dieser anspruchsvollen Aufgabe gewachsen sein konnte.
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4 Zielsetzung der Arbeit

Die Modulation und Inhibition der Signalweiterleitung tber kleine GTPasen steht aktuell im Fokus der
Medikamentenentwicklung. Allerdings  sind ihre gering-profilierten und ausgedehnten
Proteinwechselwirkungsoberflachen mit klassischen niedermolekularen Verbindungen nur aufierst schwer zu
adressieren. Die Inhibition von Kinasen nachgeschalteter Signalwege fuhrte zu der Entwicklung einiger
zugelassener Medikamente, brachte allerdings aufgrund von Resistenzen und ungentigender Wirksamkeit
nicht den erhofften Durchbruch in der Krebstherapie. Die bisher beschriebenen Modulatoren kleiner
GTPasen verfugen nicht Uber ausreichende Affinitat oder zelluldre Wirksamkeit und sind noch weit von
einer Kklinischen Anwendung entfernt. Sie zeigen jedoch die prinzipielle Adressierbarkeit von kleinen
GTPasen und liefern neue Ansatzpunkte fiir die Modulation ihrer PPIs. Insbesondere die kleinen GTPasen
der Rab—Familie werden zunehmend mit menschlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Rab—
GTPasen représentieren die groite Familie der kleinen GTPasen und sind zentrale Schliisselproteine bei der
Regulation von vesikuléren Transportprozessen in der Zelle. Peptid-basierte PPI Inhibitoren besitzen
aufgrund ihrer groRen Interaktionsflichen und flexiblen Oberflachenanpassung ausgezeichnete
Voraussetzungen fiir die Adressierung von Rab—GTPasen und ihrer Wechselwirkungen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Modulatoren von Rab—GTPasen mit Hilfe Peptid-basierter
Sekundarstrukturmimetika entwickelt werden. Insbesondere der Einsatz a-helikaler Strukturmimetika fuhrte
im Laufe des letzten Jahrzehnts zur Identifizierung zahlreicher Inhibitoren schwer adressierbarer PPIs. Diese
Peptidmimetika besitzen im Vergleich zu niedermolekularen Verbindungen eine vergroRerte
Wechselwirkungsflache und sind in der Lage, die Bindungsepitope natirlicher Interaktionspartner
nachzubilden. Eine Untersuchung der Strukturen von Rab—Protein-Komplexen identifizierte zahlreiche o-
Helices als Bindungsdomanen zwischen Rab—GTPasen und ihren Interaktionspartnern. Daher sollte das
Potential stabilisierter a-Helices fur die Modulation von Rab—GTPasen untersucht werden. Mit Hilfe von
o-methylierten, kohlenwasserstoffverbriicktenen Peptiden (hydrocarbon stapled peptides), dem bisher
erfolgreichsten Ansatz zur Synthese o-helikaler Peptidmimetika, sollten die identifizierten o.-Helices fur die
Bindung an Rab—GTPasen optimiert werden (Abbildung 20). Die identifizierten Binder sollten anschlieRend
durch systematische Verbesserung ihrer biologischen Verfligbarkeit weiterentwickelt und ihr Potential in

vitro und in cellulo evaluiert werden.

1. RCM
2. Abspaltung
_—

Abbildung 20. Schematische Darstellung der Adressierung von Rab-PPls mit Hilfe von o-methylierten,
kohlenwasserstoffverbriickten Peptiden.
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In einem unabhéngigen Ansatz sollte eine neue Methode zur Synthese kohlenwasserstoffverbrickter Peptide
entwickelt werden. Zwar existieren zahlreiche Methoden zur Synthese a-helikal stabilisierter Peptide, doch
die unterschiedlichen Eigenschaften und Limitierungen der einzelnen Methoden fordern den Bedarf an
zusétzlichen Strategien. Bei der Entwicklung einer neuen Methode sollten die besonderen Vorziige der
o-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide, ndmlich ihre o-Methylierung und der hydrophobe
Charakter der Verbriickung, beibehalten und durch neue chemische Funktionalitaten erweitert werden.
Zudem sollte die neue Methode mit den Anforderungen der Festphasenpeptidsynthese (solid-phase peptide
synthesis, SPPS) kompatibel sein, um einen lberschaubaren synthetischen Aufwand zu gewahrleisten und
die strukturelle Diversitdt der zugédnglichen Aminosaurebibliotheken auszunutzen. Die zur Olefin-
Ringschlussmetathese (RCM) analoge Alkin-Ringschlussmetathese (RCAM) sollte dabei als Grundlage fir
die Entwicklung dieser neuen Verbrickung dienen (Abbildung 21). Da RCM und RCAM orthogonale
Reaktionen darstellen, sollte die Synthese bizyklischer Peptide mit Hilfe von Olefin- und Alkin-

Verbriickungen untersucht werden.

Rﬁ/‘oj\ 0O R H R Q 0O R
NH /HrN 1. RCAM \HLNH%\ )ﬁfNHz
3 N ‘WW() s N
! O OxNH INHOQ 2. Abspaltung . 0 OxNH i H O
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Abbildung 21. Schematische Darstellung der a-methylierten Kohlenwasserstoffverbriickung mit Hilfe von Alkin-
Ringschlussmetathese (RCAM) auf fester Phase.

Die Entwicklung direkter Modulatoren der PPIs kleiner GTPasen stellt eine anspruchsvolle Aufgabe dar.
Daher wurden in der Vergangenheit bereits indirekte Methoden zur Modulation der GTPase-Aktivitat
getestet. Die Inhibition der Farnesyltransferase (FT) und des Guaninnukleotiddissoziationsinhibitors (GDI)
PDES bewirken beispielsweise die Delokalisation kleiner GTPasen innerhalb der Zelle. Eine Co-
Kristallstruktur des Lipid-bindenden Proteins UNC119 mit einem myristoylierten Peptidfragment zeigt eine
o-helikale  Struktur des Peptid-N-Terminus wéhrend der Bindung. Ausgehend von diesem
Sekundérstrukturelement sollten Peptid-basierte UNC119 Inhibitoren entwickelt werden. Da UNC119 fur
den Transport essentieller Proteine der Zellteilung verantwortlich ist, sollte die zelluldre Reaktion auf
UNC119 Inhibitoren untersucht werden und UNC119 als potentielles Zielprotein fir die

Medikamentenentwicklung evaluiert werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Synthese hydrophob-verbriickter Peptide zur Inhibition

von Rab-GTPasen

(Diese Studie wurde in Zusammenarbeit mit Dr. J. Spiegel durchgefiihrt und veréffentlicht.?®*° Die

Proteinexpression und Aufreinigung erfolgte in Kooperation mit Frau Nathalie Bleimling und der Dortmund
Protein Facility)

Wie bereits in Abschnitt 3 erdrtert, wird eine Fehlregulation der kleinen GTPasen der Rab—Familie
zunehmend mit menschlichen Krankheiten assoziiert.'®**® Daher gewinnen sie als Zielproteine in der
Wirkstoffforschung vermehrt an Bedeutung. Wie alle kleinen GTPasen der Ras—Superfamilie interagieren
auch Rab-—Proteine vor allem Uber groRflachige und gering-profilierte PPls, deren Adressierung und
Modulation sich als duBerst anspruchsvoll darstellt. So wurde bisher lediglich eine niedermolekulare
Verbindung identifiziert, die als nukleotidkompetitiver Inhibitor fir Rab7 fungiert.’®® Der Erfolg
nukleotidkompetitiver Inhibitoren gilt jedoch aufgrund der hohen intrazelluldren Nukleotidkonzentrationen
und der hohen Nukleotidaffinitaten kleiner GTPasen als &uferst unwahrscheinlich (siehe Abschnitt 3.4).
Dariiber hinaus ist der beschriebene Inhibitor nicht selektiv fiir Rab—Proteine, sondern beeinflusst als pan-
GTPase Inhibitor auch eine Reihe anderer kleiner GTPasen der Ras—Superfamilie.”* Dies verstarkt das
Beduirfnis nach einem selektiven und effektiven Modulator von Rab—Protein Wechselwirkungen. Eine solche
Verbindung konnte als Hilfsmittel zur Untersuchung biologischer Zusammenhédnge zu einem genaueren
Verstandnis von Rab—GTPasen beitragen oder sogar als Ausgangpunkt fiir die Entwicklung Rab—basierter
Therapeutika dienen. Die Identifikation des ersten a.-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Binders fir
Rab8a (Peptid 42) ist im Detail in der Arbeit von Dr. Jochen Spiegel diskutiert.?®* Im Folgenden sind die

wichtigsten Entwicklungsschritte zusammengefasst.

Rab—GTPasen, die groRte Familie der Ras—Superfamilie mit mehr als 60 Proteinen, verfligen lber eine grolRe
Anzahl an Interaktionspartnern. Durch die Kristallstruktur von einigen Interaktionspartnern oder deren
Bindungsdoménen im Komplex mit Rab konnte die exakte Natur der Bindung entschlisselt werden. Eine
Durchsicht der frei zugénglichen Kristallstrukturen von Rab—Protein-Komplexen in der PDB (protein data
bank)® identifizierte die o-Helix als dominierendes Sekundarstrukturelement der Rab-bindenden
Doménen.?®2? Aufgrund dieser Beobachtungen wurde nach geeigneten Startstrukturen gesucht, um den

Einsatz stabilisierter a-Helices als neuartige Inhibitoren fir Rab—PPIs zu untersuchen.
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5.1.1 Identifikation von a-helikalen Fragmenten als Inhibitoren von Rab

Protein-Protein Interaktionen

Zur Selektion der Peptidsequenzen, wurden ihre Interaktionsflachen mit Rab mit Hilfe der Software MSMS

(maximal speed molecular surface)®*

quantifiziert und der Anteil der identifizierten Helix an der
Gesamtinteraktionsflache berechnet (Abbildung 22). Die Interaktionsflache der a-Helix sollte dabei die
Oberflache klassischer niedermolekularer Verbindungen tbersteigen (>600 A% und sollte einen groRen
Anteil der gesamten Interaktionsflaiche ausmachen. Peptidsequenzen, bei denen bereits durch
Mutationsstudien oder durch die Verkirzung der Bindedoméne eine geringe Affinitdt zum Zielprotein
prognostiziert wurde, wurden von weiteren Betrachtungen ausgeschlossen. Dies lieferte neun
Peptidsequenzen (25 — 33), deren Bindungsaffinitat gegeniiber Rab—GTPasen in einem direkten Fluoreszenz-
polarisations-(FP) Experiment evaluiert wurde (Abbildung 22). Dazu wurden die Wildtyp-Sequenzen an
Rink-Amid-MBHA-Harz mittels Fmoc-basierter Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis,
SPPS) hergestellt. Die Synthese erfolgte mit Hilfe eines Mikrowellen-gestiitzten Syntheseroboters.
AbschlieBend wurden alle Peptidsequenzen mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert und auf
ihre Affinitat zu einer Auswahl an Rab—GTPasen getestet. Da der Nukleotidbindezustand der Rab—GTPasen
entscheidenden Einfluss auf die Affinitat der Bindungspartner hat, wurden alle zuganglichen Rab—Proteine in
allen moglichen Nukleotidbindezustanden (GTP, GDP und nukleotidfrei (NF)) hergestellt und getestet.
Obwonhl die intrinsische Hydrolyserate von Rab—GTPasen physiologisch nicht ausreicht um diese effektiv zu
deaktivieren, ist sie flr in vitro Experimente dennoch zu groR, sodass GTP durch das hydrolysestabile
Derivat GppNHp ausgetauscht wurde. Die nukleotidfreie Form der Rab—Proteine kommt in der Natur nur in
einem stabilisierenden Komplex mit den zugehdrigen GEFs vor. Wenn dieser Zustand in vitro ohne den
stabilisierenden Einfluss eines GEFs erzeugt wird, fuhrt das zu geringer thermodynamischer Stabilitit und
erhéhter Aggregation.® Die erreichten Maximalkonzentrationen fir die nukleotidfreien Rab—GTPasen

variieren daher deutlich und liegen weit unter denen der nukleotid-gebundenen Formen.

Fir die beiden nukleotid-gebundenen Zustdnde (GDP, GppNHp) zeigten alle untersuchten Wildtyp-Peptide
im FP-Experiment eine vernachlassigbare Affinitat (Kp > 300 pM). Da aufgrund der fehlenden
stabilisierenden Tertidrstruktur die urspriingliche Sekundarstruktur verloren geht, wird die Affinitat der
flexiblen Peptidsequenzen gegenilber dem Zielprotein stark geschwacht (Abbildung 3).**** Fir die
nukleotidfreien Rab—Proteine konnten allerdings vier Peptide (25, 27, 32, 33) identifiziert werden, die
Dissoziationskonstanten im niedrigen mikromolaren Bereich (Kp < 20 puM) aufweisen (Abbildung 22).
Durch die stark erhohte Flexibilitat der nukleotidfreien Rab—Proteine, insbesondere im Bereich der Switch-
Regionen und der P-Schleife, besteht so die Moglichkeit, dass die Peptidsequenzen eine induced fit-Bindung
mit den nukleotidfreien Rab—GTPasen eingehen. Eine wahrnehmbare Selektivitdt zwischen den
unterschiedlichen Rab—Proteinen lasst sich bei den vier identifizierten Peptidsequenzen nicht erkennen. Da

allerdings wie in Abschnitt 3.1 beschrieben, zahlreiche Rab-Bindepartner an viele verschiedene Rab—
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GTPasen binden und die untersuchten Peptidsequenzen nur einen Teil der Rab—bindenden Doménen
darstellen, verwundert die fehlende Selektivitat wenig. Nichtsdestotrotz ist die Identifikation von vier Rab—
bindenden Wildtyp-Peptidsequenzen ein guter Startpunkt flir die Stabilisation dieser a-Helices (Abbildung
22). Die vier ausgewahlten Peptidsequenzen reprasentieren dabei alle moglichen Klassen an Rab—bindenden
Proteinen. R6IP1 (25) und LidA (27) sind von Effektor-Proteinen abgeleitet, Rabin8 (32) von einem GEF
und REP1 (33) von einem Eskortprotein.

Rabin8

b PDB: 4LHX PDB: 1VG0

nukleotidfrei* »
Interaktions- N @ @ A% R o NN

Peptid a-helikale Doméne Sequenz flache Q-’soe-"’ve-"”o@&@'p@"”o@o

25 Rab6-interacting protein1 (900-916) DDEKEQFLYHLLSFNAV 1035A°065%)  HIHE B

26 LidA (398-415) LSLEMEKQLETINNLIMS 616 A17%) HHIH W HBE
27 LidA (427-439) LLHKHNGLNLKLAN 998 A* (29%) M

28 LidA (537-557) TVKKLVHHNKGLETTIHKERV 983A°(29%) Il HEENE
29 Rabaptin5 (817-830) VQRDFVKLSQTLQV 1065 A? (72%) [ HIHHEHEEE
30 Rab-interacting lysosomal protein (248-269) FEQILQERNELKAKVFLLKEE 1437 A>(100%) Il BN
31 GCC185(1589-1605) LMEQIKLLKSEIRRLER 616 A°(100%) HHIE W HBE
32 Rabin8 (189-208) LGQELEELTASLFEEAHKMV 1089 A* (75%) Il HE B
33 Rab escort protein1 (378-391) GELPQCFCRMCAVF 760 A’ (36%) HM [ |

B <<20uM | 20uM<K,<100pM | 100 < K,< 300uM | K.<300uM

Abbildung 22. Helikale Bindemotive von Rab—Interaktionspartnern in Anlehmung an Spiegel et al.?”®

(a) Kristallstrukturen von Rab—GTPasen im Komplex mit natirlichen Bindepartnern. An der Bindung beteiligte
Helices, sind rot hervorgehoben. (b) Wildtyp-Sequenzen mit ihrem Ausgangsprotein, der Aminosdure Sequenz,
Wechselwirkungsflache, sowie eine Heatmap-Darstellung der Dissoziationskonstanten mit den nukleotidfreien Rab—
GTPasen. Die vier fur weitere Studien ausgewéhlten Peptidsequenzen sind grau hinterlegt. Der Anteil der
Interaktionsflache an der Gesamtwechselwirkung ist in Klammern angegeben. * Nukleotidfreie Rab—Proteine zeigen
geringe Stabilitat. Daraus ergeben sich folgende maximale Konzentrationen im FP-Experiment: Rab1b(NF) = 105 pM,
Rab5a(NF) = 4 uM, Rab6a(NF) = 140 yuM, Rab7a(NF) = 57 pM, Rab8a(NF) = 34 puM, Rab9a(NF) = 5 pM,
Rablla(NF) = 171 uM. Bindungskurven, die kein Plateau erreichten, wurden extrapoliert um vergleichbare Kp-Werte
zu erhalten. Eine Auflistung der Dissoziationskonstanten befindet sich im Anhang (Tabelle 15-17).
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5.1.2 Synthese  a-methylierter Bausteine  fur die  Synthese

kohlenwasserstoffverbrickter Peptide

Fur die konformative Stabilisierung der o-helikalen Peptidsequenzen wurde die Methode der a-methylierten,
Kohlenwasserstoffverbriickung (hydrocarbon peptide stapling)'® ausgewéhlt. Fir die Synthese der
verbriickten Peptide werden a-Methyl-a-alkenyl-aminosdurebausteine verwendet, die teilweise nicht
kommerziell verfugbar waren oder in groferen Mengen benétigt wurden. Da fiir die Synthese von
Aminosauren zahlreiche Methoden bekannt sind,?® lieRen sich die einzelnen Fmoc-geschiitzten Bausteine
anhand etablierter Syntheseprotokolle herstellen.®®” Einen universellen Ansatz fir die Synthese von
o-methylierten Aminoséauren bietet die Methode der Alkylierung von chiralen Ni(ll)-Komplexen von
Alanin-Schiffbasen,”®® 2% die bereits fiir die Synthese des a-methylierten, a-alkenylierten Bausteins Fmoc-
Ss-OH (39) angewendet wurde (Abbildung 23).* Dafiir wurde zunéchst der chirale Ni(l1)-Komplex (36)
synthetisiert.”>** Als erstes wurde L-Prolin mit Benzylchlorid im Basischen zu N-Benzylprolin (34)
umgesetzt. Die Amidierung von 34 mit 2-Aminobenzophenon erfolgte anschlieBend mit Hilfe von
Mesylchlorid  und  N-Methylimidazol. Das  entstandene  chirale  Auxiliar  (S)-2-[N-(N*-
Benzylprolyl)aminobenzophenon (35, BPB) wurde schlie3lich mit racemischen Alanin und Nickel(Il)-nitrat
unter basischen Bedingungen zum chiralen Ni(ll)-Ala-(S)-BPB Komplex (36) umgesetzt. Deprotonierung
der a-Alanylposition und Alkylierung mit 5-lodpent-1-en (37), welches zuvor in einer Finkelsteinreaktion
aus 5-Brompent-1-en dargestellt wurde, lieferte Komplex 38 mit exzellenter Diastereoselektivitat. Die
Zersetzung von 38 mit HCI setzte das chirale Auxiliar 35 und die ungeschitzte o-Methyl-a-pentenyl-

aminosaure frei, die mit N-Fmoc-Succinimid im Basischen zu Baustein Fmoc-39-OH umgesetzt wurde.
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Abbildung 23. Synthese des a-Methyl-a-pentenyl-bausteins Fmoc-Ss-OH (39). a) NaOMe, BnCl, MeOH, 50° C, 16 h;
b) 1. MsClI, N-Methylimidazol, DCM, 0° C, 1h; 2. 2-Aminobenzophenon, Reflux, 16 h; c) b/L-Alanin, KOH, Ni(NOs),,
MeOH, Reflux, 2 h; d) Nal, Aceton, Reflux, 2 h; e) 37, KOH, DMF, 0° C bis Raumtemperatur, 2 h; f) 1. HCl,,, MeOH,
Reflux, 2 h; 2. Fmoc-Osu, Na,COs, Dioxan/Wasser, Raumtemperatur, 7d.

FmocHN

5.1.3 Synthese kohlenwasserstoffverbriickter a-helikaler Peptide zur

Binding von Rab-GTPasen

Die Synthese der a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide erfolgte mittels SPPS an TentaGel
Rink-Amid-Harz nach Standard-Fmoc-Bedingungen (Abbildung 24). Dabei wurde fiir den Einbau von
proteinogenen Aminoséuren HCTU als Kupplungsreagenz verwendet. Um bei sterisch anspruchsvolleren
Kupplungen groBtmdgliche Effizienz zu erzielen, wurde fir die Kupplung der a-methylierten Bausteine und
der nachfolgenden Aminosauren COMU als Kupplungsreagenz eingesetzt.”* RCM erfolgte quantitativ an
fester Phase mit Grubbs-1-Katalysator und das freigesetzte Ethen wurde im Argon-Gegenstrom ausgetrieben.
AbschlieBend wurden die Peptide N-terminal entweder mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat fur FP-

Messungen, einem Affinitatslabel oder einer Acetylgruppe funktionalisiert.
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Abbildung 24. Schematische Darstellung der Synthese von a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptiden.
a) Fmoc-Entschiitzung: Piperidin/DMF (2/8, v/v); b) Kupplung AS: Fmoc-AS-OH, HCTU, DIPEA, DMF; ¢) Kupplung
S5 Fmoc-Ss-OH,COMU, Oxyma, DIPEA, DMF; d) RCM: Grubbs-1-Katalysator, DCE; €) Funktionalisierung;
f) Abspaltung: TFA, TIPS, Wasser (95/2.5/2.5, viviv); X = Acetyl, Fluorescein-PEG-Konjugat, Biotin-PEG-Konjugat.

Das Design der o-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide erfolgte auf Basis der jeweiligen
Kristallstruktur. Dazu wurde die bisher am erfolgreichsten eingesetzte i,i+4 Architektur®® als einheitliche
Geometrie fir den Einbau der Seitenkettenverbriickung ausgewdéhlt. Um die exakten Positionen fiir den
Einbau der a-methylierten Bausteine zu lokalisieren, wurden in der jeweiligen Kristallstruktur nicht an der
Bindung beteiligte Reste identifiziert um eine mdgliche Beeinflussung der Bindungsmodalititen zu
reduzieren. Nach diesem Grundsatz wurden alle méglichen o-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten
Peptide synthetisiert und auf ihre Affinitat getestet (Abbildung 25a). Innherhalb der R6IP1 Sequenz (25)
konnten drei unterschiedliche Positionen fir den Einbau der Kohlenwasserstoffverbriickung identifiziert
werden (40 — 42). Zusétzlich wurde eine N-terminal verkirzte Sequenz synthetisiert (43). Fir LidA (27)
ergaben sich die stabilisierten Peptide 44 — 46. Aufgrund der grolReren Lange der a-Helix von Rabin8 (32)
wurden vier Peptide (47 — 50) entworfen. Fir REP1 (33) waren nur zwei Sequenzen (51, 52) synthetisch
zugénglich, was wahrscheinlich auf die Helix-brechenden Eigenschaften von Pro381 zuriickzufuhren ist. Die
Untersuchung der Sekundarstruktur mittels Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie zeigte einen erhdhten
helikalen Charakter fir nahezu alle a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide. Im Vergleich zu
den nicht-modifizierten Wildtyppeptiden wiesen 40 (36%) und 47 (35%) die groRte o-Helizitat auf
(Abbildung 25a).
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25 DDEKEQFULYHLLSFNAV 10%
Q 40 DDEKEQFLYH[SJLS F(§a Vv 36%
s M DDEKEQLYHLSFNAV 23%
T 42 DDE[SJEQF(SJYHLLSFNAV 28%
43 KEQFLYH(SJLS F[SJaV 9%
27 LLHKHNGLNTLEKTLRA 4%
< 44 LLHEKHNI[SLDNLI[S|IL 2 6%
S 45 LLH@HN@N LA 4%
46 LL[{SJKHN[SJLNLEKLRZA 5%,
32 LGQELEELTASLFEEAHKMY 6%
R 47 LGQELEELTASLTEFE[S)AHKI[SV 35%
%48 LGQELEELTA@LFE@AHKMvm%
® 49 |LGQELEE[STAS[SJFEEAHKMV 12%
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Abbildung 25. Sequenzen und Bindungsstudien der o-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide in
Anlehmung an Spiegel et al..?”® (a) Sequenzen der modifizierten Peptide, die entsprechende a-Helizitat und eine
Heatmap-Darstellung der mittels FP bestimmten Dissoziationskonstanten. Die a-methylierten Olefinbausteine (gelb)
sind farblich hervorgehoben. * Maximalkonzentrationen der Rab—GTPasen: Rab1b(NF) = 110 uM, Rab5a(NF) = 5 uM,
Rab6a(NF) = 100 uM, Rab8a(NF) = 34 uM, Rab9a(NF) = 68 uM, Rablla(NF) = 170 uM, Rab(GDP) = 300 uM,
Rab(GppNHp) = 300 uM. (b) Reprasentatives CD-Spektrum der acetylierten Peptide 25, 40 — 43, sowie (C)
Bindungsdaten der Fluorescein-markierten Peptide 25, 40 — 43 mit Rab8a. Eine Auflistung der exakten
Dissoziationskonstanten befindet sich im Anhang (Tabelle 18).

Analog zu den nicht-modifizierten Wildtyp-Peptiden wurde die Affinitat aller Fluorescein-markierten
a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide in einem FP-Assay gegenuber einer Auswahl an Rab—
GTPasen in allen drei Nukleotidbindungszustdnden bestimmt (Abbildung 25a). Dabei zeigten nahezu alle
stabilisierten Peptide eine erhohte Bindungsaffinitdt gegeniiber den nukleotidfreien Rab—Proteinen im
Vergleich zu den nicht-modifizierten Wildtyp-Peptiden. Die Steigerungen der Affinitdten waren in einigen
Fallen betréchtlich und erreichten das bis zu 200-fache. Fir Rab8a(NF) und Rablla(NF) konnten sogar
Affinitdten im submikromolaren Bereich gemessen werden, dabei waren 52 (Kp = 0.40 = 0.02 pM fir
Rab11a(NF)) und 42 (Kp = 0.42 + 0.03 uM fiir Rab8a(NF)) die starksten identifizierten Binder. Die héchsten
Affinitaten fir Rablb(NF), Rab5a(NF) und Rab6a(NF) lagen zwischen 1.0 uM und 1.1 pM. Lediglich fir
Rab9a(NF) konnten keine Dissoziationskonstanten von weniger als 10 pM beobachtet werden.
Uberraschenderweise konnte fiir die Peptide 45 und 46 kein Affinitatsgewinn beobachtet werden. AuRerdem
fiihrte eine Verkirzung der a-helikalen Peptidsequenz im Fall von 43 zu einer verringerten Affinitat. Wie

schon fir die nicht-modifizierten Wildtyp-Peptide beobachtet, wiesen auch die stabilisierten Analoga nur
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eine vernachléssigbare Selektivitdt zwischen den verschiedenen Rab—Proteinen auf. Daruber hinaus zeigten
sie nur geringe Affinitdten (>100 puM) gegeniiber der GDP-gebundenen und den meisten GppNHp-
gebundenen Rab—GTPasen. Allerdings erreichten einige Peptide (40, 47, 48, 50, 51, 52) moderate Affinitaten
im Bereich von 50 uM bis 100 uM bei der Bindung an Rab8a(GppNHp). Bemerkenswerterweise konnte fir
das auf RG6IP basierende o-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptid 42 eine Affinitdt von
Kp = 22.2 UM gegenuber aktiviertem Rab8a(GppNHp) beobachtet werden. Dariiber hinaus zeigt 42 eine
mindestens 5-fache Selektivitat gegentber allen anderen untersuchten Rab—GTPasen und représentiert den

ersten direkten Binder einer aktivierten Rab-GTPase.?”®

5.1.4 In vitro Evaluierung eines a-helikalen Rab8 Binders

Infolge der in Abschnitt 5.1.3 beschriebenen Identifikation von 42, dem ersten Binder einer aktivierten Rab—
GTPase, wurde das Potential von 42 weiter untersucht. Erst die Verknlpfung von Bindung mit funktionellen
Eigenschaften macht die Entdeckung von 42 besonders interessant. Da bisher lediglich die Bindung von 42
an Rab8a(GppNHp) in einem direkten FP-Assay mit aufgereinigtem Protein nachgewiesen wurde, wurde
nun die Bindung in einem komplexeren Kontext untersucht. Da Funktion und Regulation von Rab—Proteinen
durch ein komplexes Netzwerk aus zahlreichen PPIs gesteuert werden, wurde zudem der Einfluss von 42 auf
eine Rab8a vermittelte PPl analysiert. Aulerdem handelt es sich bei Rab-GTPasen um Proteine des
Zytoplasmas, sodass ebenfalls die zelluldre Aufnahme des Peptids untersucht wurde. Dariiber hinaus wurde

die Proteolysestabilitat von 42 evaluiert.

Prazipitation des Zielproteins aus Zelllysat und Inhibition einer Rab8 Protein—

Protein Interaktion

Fur biologisch aktive Verbindungen ist es essentiell ihr Zielprotein auch in einer komplexen
Proteinmischung zu binden. Daher wurde 42 auf seine Fahigkeit hin untersucht Rab8 in Zelllysat zu
prazipitieren. Peptid 42 wurde dafir mit einem Biotin-PEG-Konjugat affinitdtsmarkiert und auf mit
Streptavidin beschichteten Kigelchen (beads) immobilisiert. Anschliefend wurden die Kigelchen mit
Rab8a(GppNHp) angereichertem HCT116-Zelllysat inkubiert und die von der Kiigelchenoberflache eluierten
Proteine mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Mit Hilfe eines fir Rab8a spezifischen Antikdrpers
konnten die im FP-Experiment ermittelten Affinitatsverhéltnisse des stabilisierten Peptids 42 und seines
nicht-modifizierten Vorldufers 25 hinreichend reproduziert werden (Abbildung 26a). Wahrend fur das nicht-
modifizierte Peptid 25 nur eine leicht intensivere Bindung im Vergleich zur Negativkontrolle (DMSO)
festzustellen ist, erreichte das a-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptid 42 eine deutliche Bindung

von Rab8a.
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Abbildung 26. Prazipitation und Verdrangungsexperimente in Anlehnung an Spiegel et al.?’® (a) Préazipitation von

Rab8a(GppNHp) aus angereichertem HCT116-Zelllysat mit den biotinylierten Analoga von Peptid 25 und 42.
(b) Kompetition von Rab8a(GppNHp) (10 puM) gebundenem Fluorescein-markiertem OCRL1s39.901 (50 NM) mit
steigenden Konzentrationen an acetyliertem Peptid 25, 42 und 43. Dreifachmessungen, Fehler entsprechen 1 o.

295.2% \nurde 42

Da die Affinitat von 42 im Bereich einiger natirlicher Effektoren von Rab—GTPasen liegt,
verwendet um die PPI von Rab8a mit seinem Effektorprotein Oculocerabrorenal Syndrom of Lowe Protein
(OCRL1) zu inhibieren. Das periphere Membranprotein OCRL1 ist hauptséchlich am Golgi Apparat
lokalisiert und Mutation und Fehlregulation von OCRL1 stehen mit dem Ausbruch und Fortschreiten des
Lowe Syndroms in Verbindung.”” Nach rekombinanter Expression der Rab8 Bindungsdoméne von OCRL1,
OCRLs3g.901, Wurde diese mit N-Hydroxysuccinimid-Fluorescein unspezifisch markiert und ihre Bindung an
Rab8a(GppNHp) in einem FP-Experiment Uberpriift. Die ermittelte Affinitit von 1.7uM (Anhang,
Abbildung 55) korreliert dabei gut mit der mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) bestimmten
Affinitat von 0.9 pM.?* In einem FP-Verdrangungsexperiment konnte ein zuvor gebildeter Komplex aus
Rab8a(GppNHp) und OCRLszs.91 Mit zunehmender Konzentration von acetyliertem Peptid 42 aufgeldst
werden (Abbildung 26b). Wahrend 42 in der Lage ist die Bindung von OCRLs39.90; an Rab8a(GppNHp) zu

inhibieren (1Cso = 490 uM), gelingt dies mit den weniger affinen Peptiden 25 und 43 nicht.

Proteasestabilitat und Zellgangigkeit
(Die Analyse der zelluldren Aufnahme der Peptide wurde von Dipl. Biol. Philipp Kiichler durchgefiihrt.)

Eine generelle Schwéche von Peptiden ist ihre geringe Stabilitdt gegeniber Proteasen. Kovalente
Verbriickungen repréasentieren jedoch eine mogliche Strategie, um die Anfélligkeit gegeniber Proteasen zu
reduzieren. Daher wurden einige Peptide auf ihre Proteasestabilitdt gegeniber Proteinase K getestet.
Proteinase K ist eine aus dem Schlauchpilz Engyodontium album gewonnene Serinprotease mit sehr breiter
Substratspezifitat, die sowohl als Exo- wie auch als Endo-Peptidase fungiert. Im Vergleich mit anderen
Proteasen lieferte eine Analyse der R6IP1 Peptidsequenz 11 potentielle Schnittstellen fiir Proteinase K (mit
Hilfe von Peptide Cutter (ExPASY)).”® Zur Analyse wurden die Peptide bei Raumtemperatur mit
Proteinase K (10 pg/mL) inkubiert und ihre Stabilitdt mittels analytischer HPLC beobachtet. Der rapide
Abbau des nicht-modifizierten Peptids 25 konnte auf diese Weise mit einer Halbwertszeit (ty,) von <5 s

abgeschatzt werden (Abbildung 27a). Aufgrund der geringen proteolytischen Stabilitat war eine exaktere
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Bestimmung der Halbwertszeit nicht mdglich. Wie erwartet, wies das a-methylierte,
kohlenwasserstoffverbriickte Peptid 42 eine groRere Resistenz gegeniber dem proteolytischen Verdau auf
(tyo = 18 s). Die Halbwertszeit von unter 20 s ist jedoch nur eine geringe Steigerung im Vergleich zum
Ursprungspeptid und zu gering flr biologische Anwendungen. Der Vergleich mit Peptid 53, bei dem die
Kohlenwasserstoffverbriickung nicht mittels RCM geschlossen wurde, zeigte mit einer proteolytischen
Stabilitat von ty, ~ 6 s das erwartete Ergebnis mit einer Halbwertszeit zwischen Wildtyp- und verbricktem
Peptid. Wéahrend die kovalente Verkniipfung der a-Methyl-a-alkenyl-bausteine nur geringen Einfluss auf die
Affinitdt gegenliber Rab8a(GppNHp) hatte (Peptid 53 und 42), reduzierte sich die proteolytische Stabilitat
um das 3-fache (Abbildung 27a). Eine genaue Analyse des proteolytischen Verdaus von 42 identifizierte
jedoch ein &uferst stabiles Peptidfragment (54) mit einer Halbwertszeit von ty, = 1330 min. Die
Charakterisierung von 54 mit Hilfe von HPLC-MS Analytik ergab, dass es sich bei diesem Fragment um
eine C-terminal verkirzte Form von 42 handelt. In Gegenwart von Proteinase K verliert 42 innerhalb
kiirzester Zeit die funf C-terminalen Aminosduren S912 — VV916. Ein Fragment (54) von 12 Aminosduren
(D900 — L911) in der Umgebung der Kohlenwasserstoffverbriickung zeigt jedoch hohe proteolytische
Stabilitét (t;, = 1330 min).

Da es sich bei Rab8a um ein intrazellulares Protein handelt, muss eine Substanz in der Lage sein die
Zellmembran zu lberwinden, um im Zellexperiment eine Funktion austiben zu konnen. Aus diesem Grund
wurde die zelluldre Aufnahme des a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptids 42 in HeLa-Zellen
untersucht. HeLa-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an Fluorescein-markiertem Peptid
inkubiert und Uberschiissiges Peptid durch Waschen entfernt. Anschlieend wurden die Zellen fixiert und die
Fluoreszenzintensitat im Konfokalmikroskop analysiert (Abbildung 27b). Diese Methode liefert zwar

teilweise falsch-positive Ergebnisse,**2%93%

allerdings lassen sich dadurch schnell erste Trends ablesen.
Wiahrend das nicht-modifizierte Peptid 25 auch bei hohen Konzentrationen (50 uM) keine zelluldre
Aufnahme zeigte, konnte das a-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptid 42 bei Konzentrationen im
Bereich von 10 uM in geringen Mengen in HelLa-Zellen nachgewiesen werden. Das analoge Peptid 53, bei
dem die makrozyklische Kohlenwasserstoffverbriickung nicht geschlossen ist, zeigte ebenso wie das nicht-

modifizierte Peptid 25 keine zellulare Aufnahme bei 50 pM.
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Abbildung 27. Proteasestabilitadt und Zellgéngigkeit. (a) Sequenzen der getesteten Peptide, Halbwertszeit und relative
Affinitdt gegenliber Rab8a(GppNHp). Die a-methylierten Olefinbausteine (gelb) sind farblich hervorgehoben. Die
primare Proteaseschnittstelle ist rot markiert. rel. Kp = Kp [Peptid] / Kp [42]; rel. Kp-Werte beziehen sich auf eine
Singulettmessung; [a] Kp [42] = 17.5 uM. (b) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von HelLa-Zellen nach Inkubation
mit den Fluorescein-markierten Peptiden 25, 53 und 42. Die DNA (blau) wurde zusatzlich angefarbt. Die einzelnen
Kandle der Fluorescein-markierten Peptide (links) und der DNA Féarbung (mitte) sind explizit gezeigt. Die
Uberlagerung der Kanale ist rechts zu sehen.

Der Einbau der a-Methyl-a-alkenyl-bausteine in die R6IP1 Peptidsequenz ist essentiell flr eine effektive
Bindung an Rab8a(GppNHp). Dabei macht es nur einen geringen Unterschied, ob der hydrophobe
Makrozyklus offen (53) oder geschlossen (42) vorliegt (Abbildung 27a). Fir die zellulare Aufnahme der

Peptide und auch fur die Resistenz gegeniiber Proteasen ist eine geschlossene hydrophobe Verbriickung
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jedoch  vorteilhaft ~ (Abbildung  27a, b). Insbesondere die  Aminosduren  unter  der
Kohlenwasserstoffverbriickung und in unmittelbarer Umgebung des Makrozyklus weisen eine hohe
proteolytische Stabilitat auf. Dennoch sind sowohl die Zellgéngigkeit als auch die Proteasestabilitat von 42
trotz des Einbaus einer a-methylierten Kohlenwasserstoffverbriickung gering. Daher sollten im Folgenden

die biologischen Eigenschaften von 42 verbessert werden.
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5.2 Verbesserung der biologischen Aktivitat eines

hydrophob-verbrickten Rab8 Inhibitors

(Diese Studie wurde in Zusammenarbeit mit Dr. J. Spiegel durchgefiinrt. Die Proteinexpression und
Aufreinigung erfolgte in Kooperation mit Frau Nathalie Bleimling.)

Die Erhohung der biologischen Verfugbarkeit des ersten Rab—GTPase Inhibitors, Peptid 42, sollte in drei
Bereichen erfolgen. Zum einen sollte die Bindungsaffinitdt von 22 uM bestmdglich gesteigert werden.
Dartiber hinaus sollten sowohl die zellulare Aufnahme wie auch die proteolytische Stabilitat erhoht werden.
Bei der Optimierung von 42 sollte darauf geachtet werden, dass sich die eingefiihrten Modifikationen
moglichst positiv auf alle drei Bereiche auswirken. Die Verbesserung nur einer Eigenschaft, die auf Kosten
der anderen Bereiche erzielt wird, sollte nicht weiter verfolgt werden. Das Ziel sollte die Entwicklung des
bestmdglichen Rab8(GppNHp) Binders mit der groRten proteolytischen Stabilitdt und der effektivsten

zellularen Aufnahme sein.

5.2.1 Alanin und Arginin Scan von Peptid 42

Da die Peptidsequenz des a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptids 42 auf einem Fragment des
Rab6 bindenden R6IP beruht, ist davon auszugehen, dass der in der Rab6/R61P—Kristallstruktur visualisierte
Bindemodus die Bindung an Rab8 nur unzureichend beschreibt. Alle Versuche, das exakte

Bindungsverhalten von 42 durch eine Kristallstruktur mit Rab8(GppNHp) zu erhalten, schlugen fehl.*®

Daher wurde der Bindemodus von 42 mit Hilfe der Alanin-Scanning Technologie®****

genauer untersucht.
Durch den Austausch jeder einzelnen Aminosaure der Peptidsequenz durch Alanin wurde der Einfluss der
ausgetauschten Seitenkette auf die Affinitat des gesamten Peptids untersucht (Abbildung 28). Dazu wurden
mit Hilfe von SPPS alle 14 mdglichen Alanin Mutanten von 42 synthetisiert, mit einem Fluorescein-PEG-
Konjugat funktionalisiert und auf ihre Affinitdt gegentiber Rab8a(GppNHp) getestet. Dabei wurden vier
Aminosduren (Phe906, His909, Leu910 und Leu911) in der Mitte der Peptidsequenz identifiziert, die
besonders essentiell fir die Bindung sind. Ein Austausch einer dieser Aminoséuren durch Alanin reduzierte
die Bindungsaffinitat zu Rab8a(GppNHp) um mehr als das 4-fache. Insgesamt zeigten alle Alanin-Mutanten
eine verringerte Affinitdt. Lediglich fir die Q905A Seitenkettenmutation wurde eine minimal erhohte

Affinitat beobachtet.

Parallel zum Alanin-Scan wurde ein Arginin-Scan durchgefiihrt (Abbildung 28). Die zelluldre Aufnahme
von Peptiden ist ein komplexer Prozess, der bisher nicht vollstandig verstanden ist.™>> Peptide mit einer
geringen Gesamtladung bzw. schwach positiv geladene Peptide scheinen jedoch eine gréRere Tendenz zur
zelluldren Aufnahme zu besitzen.™***® Peptid 42 ist mit einer Gesamtladung von -3.9 bei pH 7 (berechnet

mit Hilfe des peptide property calculator (Innovagen)) stark negativ geladen. Der systematische Einbau von
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Arginin sollte Positionen identifizieren, die den Einbau einer positiven Ladung tolerieren. Auf diese Weise
sollte die negative Gesamtladung unter Erhalt der Bindungsaffinitat reduziert werden. Die Peptidsequenz von
42 scheint jedoch sehr sensitiv gegentiber dem Einbringen positiver Ladungen zu sein. Aufer der Q905R
Mutation, die erneut eine vernachlé&ssigbare Verbesserung der Affinitat aufweist, fuhrt der Einbau von
Arginin zu einem deutlichen Bindungsverlust. Insgesamt neun Positionen (Asp900, Glu904, Phe906,
Tyr908, His909, Leu910, Leu91l, Phe913 und Asn914) konnten identifiziert werden, bei denen eine
Arginin-Mutation zu einem mehr als 4-fachen Verlust der Affinitat flhrt. Zusammen mit dem Alanin-Scan
konnten insbesondere die Aminoséduren in der Mitte der Peptidsequenz als duerst sensibel fur Mutationen
identifiziert werden. Die Reduzierung der negativen Gesamtladung durch den Einbau von positiv geladenen
Aminosduren erscheint auf Grundlage des Arginin-Scans auferst anspruchsvoll. Lediglich die Position

GIn905 scheint eine Mutation der Seitenkette ohne grof3en Affinitatsverlust zu tolerieren.

915
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Abbildung 28. Alanin- und Arginin-Scan von Peptid 42. Sequentielle Substitution der einzelnen Aminosauren durch
Alanin (grau) oder Arginin (weiR). Die a-methylierten Olefinbausteine (gelb) sind farblich hervorgehoben.
rel. Kp = Kp [Peptid] / Kp [42]; rel. Kp-Werte beziehen sich auf eine Singulettmessung; Kp [42a1] = 12.7 pM,;
Kb [424rg] = 12.2 uM. Eine Auflistung der relativen und absoluten Kp-Werte befindet sich im Anhang (Tabelle 19).

5.2.2 Einbau a-methylierter Aminoséuren zur Stabilisierung des

C-Terminus

Wie die Analyse der proteolytischen Stabilitdt von 42 in Abschnitt 5.1.4 bereits gezeigt hat, ist der
C-Terminus der Peptidsequenz besonders anfallig. Die funf C-terminalen Aminosduren von 42 werden sehr
schnell abgebaut. Das entstandene Fragment 54 in der Umgebung der Kohlenwasserstoffverbriickung bleibt
anschlieRend (iber einen langen Zeitraum stabil. Folglich zielten die ersten Uberlegungen darauf ab, den
C-Terminus von 42 gegentber proteolytischem Verdau zu stabilisieren. Dazu wurde zunéchst der
unnatiirliche Baustein a-Aminoisobutylsdure (Aib (60), Abbildung 29b) in die Peptidsequenz eingebaut. Aib

ist ein Helix induzierender Baustein und vergroRert die Halbwertszeit von Peptiden durch sterische
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Hinderung.** Aib wurde an den zuvor identifizierten Schnittstellen von Proteinase K (Abbildung 27) mittels
SPPS in die Peptidsequenz eingebaut (55, 56, Tabelle 1). Die mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat
funktionalisierten Peptide wurden im FP-Experiment auf ihre Affinitdt zu Rab8a(GppNHp) getestet, die
acetylierten Peptide wurden auf ihre Halbwertszeit gegentiber Proteinase K untersucht.

Tabelle 1. Sequenzen und Bindungsdaten der Aib stabilisierten Peptide. Die Halbwertszeiten wurden als
Dreifachmessungen mit 10 pg/mL Proteinase K durchgefiihrt (Fehler entspricht 1c). Die Affinitdten gegeniiber
Rab8ag.176(GppNHp) wurden mittels FP bestimmt. Die a-methylierten Olefinbausteine (gelb) und a-methylierten
Aminoséuren (rot) sind farblich hervorgehoben. Die primare Proteaseschnittstelle ist rot markiert.
rel. Kp = Kp [Peptid] / Kp [42]; rel. Kp-Werte beziehen sich auf eine Singulettmessung; [a] Kp[42] = 11.9 uM. Eine
Auflistung der absoluten Kp-Werte befindet sich im Anhang (Tabelle 20).

Peptid Sequenz t,,[min] rel. K,
910 915

900 905
42 |[DDE Q:F Sy ErL L's FN A V| 030006 1.0
55 | DDE Q:F SJy EL L@Br'n A V| 34:05 | 08
56 |DDE Q:Y H L s F'™N A v| 41:08 | 27
57 DDE?YHLS'FNV 322 +17 5.4

Der Einbau von Aib an den Positionen 911 (56) und 912 (55) flihrte zu einer geringfligig verlangerten
Halbwertszeit von t;,[56] = 4.1 min bzw. ty,[55] = 3.4 min und verschiebt die primdre Schnittstelle von
Proteinase K in Richtung des C-Terminus (Tabelle 1). Daraufhin wurde ein zweiter Aib Baustein an Position
915 in die Peptidsequenz eingebaut (57). Wie erwartet erhohte der Einbau eines weiteren Aib Bausteins die
proteolytische Stabilitdt des Peptids. Peptid 57 zeigte mit t;, ~ 320 min eine vielfach héhere proteolytische
Stabilitdt im Vergleich zu 42. Allerdings zeigte 57 eine mehr als 5-fach geringere Affinitat gegentber
Rab8a(GppNHp) als das Ausgangspeptid 42. Die reduzierte Affinitdt kann dabei durch den Verlust der
Leucin-Seitenkette an Position 911 erklart werden. Diese Position wurde bereits im Alanin-Scan als
essentiell identifiziert (Abschnitt 5.2.1) und bestétigte sich auch fir 56 (~3-facher Verlust an Affinitat).
Lediglich die S912Aib Mutation scheint keine negativen Auswirkungen auf die Affinitat von 55 zu haben.
Allerdings ist die minimale Steigerung der Halbwertszeit auf t;,[55] = 3.5 min nicht ausreichend. Eine
Steigerung der proteolytischen Stabilitdt ist zwar auch in anderen Studien mit einem Verlust an

Bindungsaffinitat verbunden,'®*®

allerdings ist das bei der ohnehin schon mittelméRigen Startaffinitat von
42 fur dieses System nicht hinnehmbar. Daher wurde nach alternativen Methoden gesucht, die proteolytische

Stabilitat unter Erhalt der Affinitat zu erhdhen.
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5.2.3 Synthese a-methylierter Bausteine flur die Peptidsynthese

Der Einbau des a-methylierten Bausteins Aib erhdhte die proteolytische Stabilitéat, fuhrte jedoch aufgrund
der fehlenden Seitenkette in Bezug auf die Bindungsaffinitit zu deutlichen Verlusten. Um die
Bindungsaffinitét bei gleichzeitiger Erhéhung der proteolytischen Stabilitat zu erhalten, war der Einbau von
o-methylierten Aminoséduren die logische Konsequenz. Vor allem Leu910 ist essentiell fir die Bindung an
Rab8a(GppNHp) und sollte durch sein a-methyliertes Analogon a-Methyl-Leu (oL, 59) ersetzt werden.
Dartiber hinaus wurde in Punktmutationsstudien eine L910F Mutation als vielversprechend in Bezug auf die
Bindungsaffinitat gefunden.?’® Daher wurde neben aL auch a-Methyl-Phe (aF, 58) in die Sequenz von 42

eingebaut.

Die Synthese der a-methylierten Aminosdauren oF (58) und alL (59) erfolgte mit Hilfe des bereits in
Abschnitt 5.1.2 beschriebenen chiralen Ni(ll)-Komplexes 36 (Abbildung 29a). Dazu wurde Komplex 36
deprotoniert und in einer nukleophilen Substitution mit Benzylbromid bzw. 1-Brom-2-methylpropan
umgesetzt. Anschlieend wurde der Komplex im Sauren gespalten, das chirale Auxiliar 35 abgetrennt und
die freie Aminosaure mit Fmoc geschutzt. Auf diese Weise lieRen sich die bei beiden o-methylierten

Aminosduren aF (58) und aL (59) in guten Ausbeuten darstellen.

a O
X “OH
o Q < "NHFmoc
H c/d Fmoc{58:0H
O, N= > FmocfaFjOH

“ 4 e
NiZ_ - f 0
N/ N —r 5
il R OH
i 7 ‘ £o < "NHFmoc

36 Fmoc{59}0OH
Fmoc{al:OH

0 0] O

\seLOH WOH /\/\/\/%LOH
< NHFmoc /__/7\ NHFmoc NHFmoc

Fmoc{60+OH Fmoc{61}0H Fmoc{62}OH
FmocfAib}OH FmocfB4OH FmocfRgOH

Abbildung 29. Synthese a-methylierter Aminoséuren. (a) Synthese der a-methylierten Aminosduren oF (58) und ol
(59). ¢) Benzylbromid, KOH, DMF, 0° C bis Raumtemperatur 2 h; d) 1-Brom-2-methylpropan, KOH, DMF, 0° C bis
Raumtemperatur 2 h; €) HCl,,, MeOH, Reflux, 2 h; f) Fmoc-Osu, Na,CO3, Dioxan/Wasser, Raumtemperatur, 7d.
(b) Bausteine fiir die Synthese verbesserter Rab8a Binder: Fmoc-Aib-OH (60), Fmoc-Bs-OH (61)und Fmoc-Rg-OH
(62).
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5.2.4 Optimierung der Bindungsaffinitat

Da der erste Versuch die proteolytische Stabilitat durch den Einbau von Aib zu erhéhen eine verringerte
Affinitdt zur Folge hatte, sollte zunachst die Affinitiat von 42 optimiert werden. Dies sollte allerdings mit
Rucksicht auf die proteolytische Stabilitat erfolgen. Daher wurden, wie in Abschnitt 5.2.3 erwahnt, die o-
methylierten Aminoséduren aL und oF in die Peptidsequenz eingebaut, um die Affinitat gegentiber Rab8a zu
konservieren und zugleich flr eine erhéhte Proteaseresistenz zu sorgen. Da fiir eine effektive Verbesserung
der Stabilitat der Einbau von zwei a-methylierten Bausteinen notwendig ist (Tabelle 1), wurde zusétzlich zur
o-methylierten Aminosdure an Position 911 eine A915Aib Mutation eingefuihrt. Die resultierenden Peptide
63 und 66 wurden an fester Phase synthetisiert, mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert und im
FP-Experiment auf ihre Affinitat gegeniiber Rab8a(GppNHp) getestet (Tabelle 2). Zusatzlich wurden die
Peptide 64 und 67 hergestellt, die die a-methylierten Aminoséuren oL und aF jeweils an den Positionen 911
und 915 tragen. Damit sollte untersucht werden, ob eine weitere hydrophobe Seitenkette an Position 915 flr
einen zusatzlichen Affinitatsgewinn sorgt. Zudem wurden die Peptide 65 und 68 synthetisiert, die aL und aF

an den Positionen 911 und 915 tragen.

Da die Peptidsequenz im Bereich der Verbriickung auRerst stabil gegeniliber proteolytischem Abbau ist,
sollten zusatzliche Verbriickungsarchitekturen untersucht werden (Tabelle 2). Dabei wurde darauf geachtet
einen moglichst groBen Bereich der Peptidsequenz mit Hilfe der Verbriickungen abzudecken. Peptid 69
besitzt eine a-methylierte Kohlenwasserstoffverbriickung im Abstand von i,i+7 und sollte so einen gréfReren
Bereich des C-Terminus schiitzen als die kiirzere i,i+4 Verbriickung. Durch den Einbau einer stitched
Verblckung in 70 wird fast die gesamte Peptidsequenz durch einen Makrozyklus geschiitzt. Darliber hinaus
wurde 71 mit zwei einzelnen i,i+4 Verbrickungen synthetisiert. Die erste entspricht der von Peptid 42 an den
Positionen 903 und 907, die zweite Verbriickung befindet sich an den Positionen 911 und 915, die zuvor fir
den Einbau von Aib verwendet wurden. Insgesamt befinden sich somit nicht-natiirliche Aminosduren im
Abstand i,i+4, i+8, und i+12 und bilden eine Kohlenwasserstoffverbriickung im C-terminalen und eine
Verbrickung im N-terminalen Bereich des Peptids. Der hydrophobe Makrozyklus sollte auf diese Weise den
Verlust der Leu911 Seitenkette kompensieren. Alle Peptide wurden mit Hilfe von SPPS hergestellt und fur

FP-Experimente mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert.
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Tabelle 2. Sequenzen und Bindungsdaten unterschiedlich stabilisierter Peptide. Die Affinititen gegenuber
Rab8ag.176(GppNHp) wurden mittels FP bestimmt. Die a-methylierten Olefinbausteine (gelb), die a-methylierten
Aminoséuren (rot) und Affinitdtsmutationen (blau) sind farblich hervorgehoben. rel. Ky = Kp [Peptid] / Kp [42];
rel. Kp-Werte beziehen sich auf eine Singulettmessung; [a] Kp[42] = 11.9 puM; [b] Kp[42] = 43.9 uM. Eine Auflistung
der absoluten Kp-Werte befindet sich im Anhang (Tabelle 20).

Peptid Sequenz rel. K,®
900 905 910 915
42 DDE?YHLLSFNAV 1.0
57 DDE?FYHLSFNV 5.4
63 DDE?FYHLSFNV 1.1
64 DDEQFYHLSFNV 1.4
65 DDEQFYHLSFNV 1.3
66 DDE?FYHLSFNV 0.8
67 DDEE?FYHLSFNV 1.4
68 DDE? HL(@E s FN{al v | 09
69 DDEEQFL HL SFN A V | 07
70 DDEE?FYHL SF.A v | 07
71 DDE?FYHL‘SFN @v 0.6
72 DDE@FYHL@SFN ‘V 0.4"
73 |DDE EF [SjY H L @@?N \ 0.3"

Wie erwartet wirkt sich die Kombination aus einer o-methylierten Aminoséure an Position 911 und dem
Austausch von Ala915 durch Aib (Peptide 63, 66) positiv auf die Affinitat der Peptide aus (Tabelle 2). Durch
den Erhalt der hydrophoben Seitenkette an Position 911 binden beide Peptide mit ahnlicher Affinitat wie das
Ausgangspeptid 42 an Rab8a(GppNHp). Der Einbau von aF (rel. Kp[66] = 0.8) ist dabei im Vergleich zu oL
(rel. Kp[63] = 1.1) minimal von Vorteil. Das Hinzufuigen einer hydrophoben Seitenkette an Position 915 ist
hingegen nicht vorteilhaft. Die Peptide 64, 65 und 67 zeigen mit relativen Kp-Werten von 1.3 bzw. 1.4 eine
verringerte Affinitdt. Zwar hat 68 mit einem relativen Kp-Wert von 0.9 eine minimal hohere Affinitat, liegt
aber dennoch unter der von Peptid 66. Somit zeigen die Ergebnisse die prinzipielle Einsetzbarkeit der
o-methylierten Aminoséuren. Die deutlichen Affinitatsverluste durch das Entfernen der Leu911 Seitenkette

in 57 konnten durch diesen Ansatz ausgeglichen werden.

Der Einbau zusatzlicher Verbrickungsarchitekturen ubertrifft allerdings den Erflog der a-methylierten
Aminosduren. Sowohl das i,i+7 kohlenwasserstoffverbriickte Peptid 69, wie auch das stitched Peptid 70
zeigen eine hohere Bindungsaffinitat (rel. Kp[69, 70] = 0.7). Wahrend bei dem i,i+7 stabilisierten Pepitd 69
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unklar ist, ob die verlédngerte Verbriickung ausreicht den gesamten C-Terminus vor proteolytischem Abbau
zu schitzen, so durfte dies bei dem stitched Peptid 70, das nahezu die komplette Sequenz tberspannt,
gewabhrleistet sein. Eine noch groRere Verbesserung der Affinitat gegeniiber Rab8a(GppNHp) wurde jedoch
fur das zweifach verbriickte Peptid 71 beobachtet. Der Einbau von zwei einzelnen i,i+4 Verbriickungen an
den Positionen 903/907 bzw. 911/915 lieferte Peptid 71 mit einem relativen Kp-Wert von 0.6.

Die Veranderung der Verbruckungsarchitektur kompensierte nicht nur den Affinitatsverlust durch das
Entfernen der L911 Seitenkette, sie lieferte mit 71 einen deutlich affineren Binder fir Rab8a. Da das
Grundgerist aus zwei kovalenten Verbrickungen in ausreichendem Male resistent gegeniber
proteolytischem Verdau sein sollte, wurde die Peptidsequenz weiter affinitatsoptimiert. Die im Alanin- und
Arginin-Scan (Abschnitt 5.2.1) identifizierte Position 905 toleriert eine Mutation der Glutamin-Seitenkette
und lieferte Peptide mit leicht erhdhter Affinitat. Daher wurde versucht durch den Einbau hydrophober
Seitenketten an Position 905 die Affinitat der Peptide weiter zu steigern. Dabei erwies sich die Q905W
Mutation als besonders forderlich (Anhang, Tabelle 20). Sie lieferte 72 mit einem relativen Kp-Wert von 0.4.
Das durch die S912Aib Mutation entstandene Peptid 55 (Tabelle 1) zeigte ebenfalls eine leicht erhdhte
Affinitdt gegeniiber Rab8a. Obwohl diese Position im Alanin-Scan keine besonderen Verbesserungen zeigte,
wurden aufgrund von 55 einige Analoga mit einer Ser912 Muatation synthetisiert (Anhang, Tabelle 20). Dies
resultierte in Peptid 73 als besten Binder von Rab8a mit einem relativen Kp-Wert von 0.3. Peptid 73 basiert
auf demselben zweifach verbrickten Grundgeriist wie 71 und weist zudem zwei zusatzliche
Affinitdtsmutationen Q905W und S912F auf.

5.2.4.1 Synthese doppelt verbriickter Peptide

Peptid 73 besitzt mit zwei i,i+4 Verbriickungen im Abstand i,i+4 eine zuvor noch nicht verwendete
Geometrie. Um die Bildung von Regioisomeren bei der Ringschlussreaktion zu vermeiden, wurden die

120121 oder geringerer Entfernung® voneinander angeordnet. In

Makrozyklen bis dato entweder in groRerer
dem fur 73 gewdhlten Grundgerist, sind mehrere Verbriickungsgeometrien denkbar was in anderen
Systemen zu der Entstehung unterschiedlicher Isomere filhrte.*® Die mehrfache Behandlung des
offenkettigen Edukts mit Grubbs-I- Katalysator lieferte jedoch ein einziges Regioisomer, bei dem es sich um
das gewiinschte Produkt 73 mit zwei individuell geschlossenen Verbriickungen handelte. Die korrekte
Anordnung der Makrozyklen konnte durch Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) bestatigt werden

(Abbildung 30).
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Abbildung 30.Tandem-Massenspektrometrie von 73. (a) Sequenz und Fragmentierungsmuster des doppelt verbriickten
Peptids 73. Die a-methylierten Olefinbausteine (gelb) und Affinitatsmutationen (blau) sind farblich hervorgehoben.
(b) MS1 Spektrum von 73. (c) MS2 Spektrum von 73. (d) MS3 Spektrum von 73. (e) MS4 Spektrum von 73.
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Die mehrfache Isolierung einzelner lonen und anschlieRende Fragmentierung bis in MS4 ermdglicht die
Identifikation einzelner Fragmente, die eindeutig die korrekte Verknipfung von 73 belegen. In einem ersten
Schritt (MS2) verliert die Peptidsequenz das C-terminale Valin durch einen bys Bruch (Abbildung 30c). In
geringem Male ist zudem bereits der a;s Bruch durch zusétzliche Abspaltung von CO zu erkennen, der in
MS3 deutlich hervortritt. In MS3 deutet sich bereits eine weitere Fragmentierung nach by; und aieys an
(Abbildung 30d). Intensive Fragmentierung von 73 kann schlieBlich in MS4 erreicht werden (Abbildung
30e). Dabei entstehen zahlreiche Briiche, die eindeutig diskreten Fragmenten zugewiesen werden kénnen.
Das intensivste Signal (875.48 [M+2H]** bzw. 1750.00 [M+H]") entsteht durch doppelten Bruch des
Peptidrickgrats unterhalb der C-terminalen Verbriickung. Der erste Bruch passiert zunachst vermutlich in
MS3, bleibt allerdings unentdeckt, da durch die Verbriickung kein Fragment abgespalten wird und somit das
m/z Verhaltnis unverandert ist. Erst der zweite Bruch in MS4 fiihrt zur Abspaltung eines Fragments und
verandert das m/z Verhaltnis, sodass eine Masse von 875.48 [M+2H]** (ais-b12y,") bzw. 1750.00 [M+H]*
(a16-b1oy,) detektiert werden kann. Dadurch l&sst sich die korrekte Verkniipfung des doppelt verbriickten

Peptidgersts fir 73 eindeutig belegen.

5.2.5 Steigerung der Zellgangigkeit

Das affinitatsoptimierte Peptid 73 trdgt zwar einige Mutationen im Vergleich zum Ausgangspeptid 42,
besitzt aber noch eine Gesamtladung wvon -3.9. Zwar sollte die zweite o-methylierte
Kohlenwasserstoffverbriickung die Hydrophobizitét des Peptids erhéhen und sich dadurch theoretisch positiv
auf die Zellgangigkeit auswirken, dennoch sollte die Gesamtladung fiir eine bessere Zellgangigkeit so weit
wie mdglich reduziert werden. Der Einbau von positiven Ladungen fihrte, wie durch den Arginin-Scan
(Abschnitt 5.2.1) bereits gezeigt, zu einem deutlichen Verlust der Affinitat und die einzig mogliche Position
905 ist in Peptid 73 bereits durch eine Affinitdtsmutation belegt. Daher wurde die Gesamtladung durch den
Austausch der negativ geladenen Aminosauren Asp und Glu durch ihre ungeladenen Analoga Asn und GIn
reduziert. Insgesamt befinden sich vier negativ geladene Aminosauren am N-Terminus von 42/73 (Asp900,
Asp901, Glu902 und Glu904). Daraus ergeben sich 16 mdgliche Kombinationen, bei denen einzelne oder
alle negativ geladenen Aminoséuren durch ungeladene ersetzt werden kdnnen. Die Synthese der 16 Peptide
(73 — 88) erfolgte mit Hilfe von SPPS und alle Peptide wurden mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat
funktionalisiert (Tabelle 3). Die Bestimmung der relativen Affinitat gegentiber Rab8a(GppNHp) erfolgte mit
Hilfe von FP. Insgesamt ist dabei festzustellen, dass mit steigender Anzahl an zusétzlich eingefiihrten
Mutationen die Affinitat der Peptide abnimmt. Wé&hrend das Peptid 73 mit einem relativen Ky von 0.3 an
Rab8a bindet, reduziert sich die Affinitdt der weiteren Analoga bis die identische Affinitdt des
Ursprungspeptids 42 erreicht ist (rel. Kp[80] = 1.0). Tendenziell scheinen die Affinitatsverluste der Peptide
mit einer E904Q Mutation (Peptide 81 — 88) etwas geringer auszufallen. Insgesamt steht, wie bereits
erwéhnt, bei der Steigerung der biologischen Aktivitdt von Peptid 42 die Synergie aus Affinitat,

Zellgangigkeit und proteolytischer Stabilitdt im VVordergrund. Daher wurden neben dem affinitatsoptimierten
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Peptid 73 drei Peptide mit potentiell hoherer Zellgéngigkeit und akzeptabler Affinitat fir die weiteren

Untersuchungen ausgewéhlt. Es handelte sich dabei um die Peptide 81, 83 und 84, die eine Gesamtladung

von -2.9 bzw. -1.9 besitzen. Die Affinitat dieser Peptide sollte in einer Dreifachmessung verifiziert werden

und sie sollten in abschlieBenden Untersuchungen auf ihre Zellgéngigkeit und proteolytische Stabilitét

getestet werden.

Tabelle 3. Sequenzen und Bindungsdaten doppelt verbriickter Peptide. Die Affinitdten gegentiber Rab8as.176(GppNHp)

wurden mittels FP  bestimmt.

Die oa-methylierten Olefinbausteine (gelb), Affinitdtsmutationen (blau) und

Ladungsmutationen (griin) sind farblich hervorgehoben. rel. Kp = Kp [Peptid] / Kp [42]; rel. Kp-Werte beziehen sich auf
eine Singulettmessung; [a] Kp[42] = 53.0 uM. Eine Auflistung der absoluten Kp-Werte befindet sich im Anhang

(Tabelle 20)
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rel. K,
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5.2.6 Abschliel3ende Evaluierung der optimierten Rab8 Binder

(Die Durchflusszytometrieanalyse der zellularen Aufnahme der Peptide wurde von M.Sc. Laura Dietrich und

die Co-Lokalisationsexperimente von Dipl. Biol. Philipp Kichler durchgefiihrt.)

Die bisherigen Untersuchungen zur Steigerung der biologischen Verfligbarkeit von 42 lieferten die vier
Peptide 73, 81, 83 und 84, die abschlieBend in allen drei bertcksichtigten Bereichen, Affinitat,
Zellgangigkeit und proteolytische Stabilitat, evaluiert werden sollten. Die Bestimmung absoluter Kp-Werte
erfolgte in Dreifachmessungen mit Hilfe von FP. Flr alle Peptide konnte eine deutlich héhere Affinitat
gegenuber Rab8a(GppNHp) festgestellt werden (Abbildung 31a, b). Insbesondere das affinitatsoptimierte
Peptid 73 zeigte mit einem Kp-Wert von 7.8 UM eine mehr als 3.8-fach hdhere Affinitat im Vergleich zu 42.
Wie bereits erwéhnt, fuhrte der Austausch negativ geladener Aminosduren durch ihre nicht geladenen
Analoga zu einem Affinitatsverlust (Tabelle 3). Dennoch zeigten die ladungsoptimierten Peptide 81, 83 und
84 Dissoziationskonstanten von Kp[81] = 10.3 uM, Kp[83] = 12.7 UM und Kp[84] = 13.5 uM die ebenfalls
unter der von Peptid 42 lagen (Abbildung 31a). Die Analyse der proteolytischen Stabilitat zeigte hingegen
eine gewaltige Steigerung der Proteaseresistenz. Der Einbau der zweiten Verbriickung stabilisiert die Peptide
73, 81, 83 und 84 um das mehr als 10 000-fache im Vergleich zu 42, sodass selbst nach 48 h Inkubation mit
Proteinase K (10 pg/mL) noch mehr als 95% des intakten Peptids nachgewiesen werden konnten (Abbildung
31a, c).

Eine Messung des helikalen Anteils mit Hilfe von CD-Spektroskopie lieferte Helizitaten im Bereich von 42
(Abbildung 31a). Der Einbau einer zusétzlichen o-methylierten Kohlenwasserstoffverbriickung fiihrte
demnach nicht zu einer Erhdhung des helikalen Anteils in Losung. Da, wie bereits in Abschnitt 5.1.4
erwéhnt, eine Abschatzung der zellularen Aufnahme von Peptiden durch den Einsatz fixierter Zellen
beeinflusst werden kann, wurde die Zellgangigkeit der optimierten Peptide 73, 81, 83 und 84 mit Hilfe von
Durchflusszytometrie untersucht. Dafiir wurden HelLa-Zellen fir 90 min mit einer 5 uM L&sung des
Fluorescein-markierten Peptids inkubiert und nach anschlieBendem Waschen mittels Durchflusszytometrie
bei 530 nm quantifiziert. Die erhaltenen Werte wurden mit Hilfe der Positivkontrolle, dem zellgdngigen
Peptid Tatsg.s7,°% ® dessen zelluldre Aufnahme gleich eins gesetzt wurde, normiert (Abbildung 31 d). Im
Vergleich zur Positivkontrolle Tatsg.s7 erreichte das Ausgangspeptid 42 bei einer Konzentration von 5 pM
eine zellulare Aufnahme von 76%. Uberraschenderweise zeigte das doppelt verbriickte, affinitatsoptimierte
Peptid 73 bei gleicher Gesamtladung eine deutlich reduzierte relative Zellgéngigkeit von 0.54 im Vergleich
zu 42. Der Austausch einer negativen Ladung in 81 und die Reduktion der Gesamtladung auf -2.9 fiihrte zu
einer leicht erhdhten zelluldren Aufnahme von 0.64 verglichen mit 42. Erstaunlicherweise resultierte der
Austausch einer zweiten negativen Ladung an Position 901 (D901N) in einem Anstieg der Zellgéngigkeit fir
Peptid 83 (Gesamtladung -1.9). Im Vergleich zum Ausgangspeptid 42 zeigte Peptid 83 eine 1.5-fach h6here
Zellgangigkeit und liegt damit im Bereich des zellgangingen Peptides Tatsg.57. Eine Verschiebung der nicht-
geladenen Aminosdure an Position 900 (D900N) in 84 bewirkte eine leichte Abnahme der Zellgangigkeit. In

Bezug auf Peptid 42 zeigte 84 eine relative zelluldre Aufnahme von 1.15, erreichte aber verglichen mit
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Tatses7 nur eine Aufnahme von 87%. Unter Beriicksichtigung aller getesteten Parameter wurde 83 als
geeignetstes Peptid fir in vivo Untersuchungen ausgewahlt. Im Vergleich zum Ausgangspeptid 42 weist 83
in drei Bereichen deutlich verbesserte Eigentschaften auf.

- [rel. zell
A peptia Sequenz Ko [uM] | t, [min] "5 257 | Helizitit
422 |DDEBJEQ FE)JY H L LS FNAUV|208£11030£008 10 | 40%

73 |DDE EY H L ?N [S]v|7.8+04| =>3000 | 0.54 32%
8 |DDE Y L ?N 5]V |10.3+0.5[ >3000 | 0.64 29%
83 | D[N E F SJY H L ?N SJV|127+04[ >3000 | 1.51 38%
84 |[N)D E Y H L ?N SV [13.5+08[ >3000 | 1.15 28%
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Abbildung 31. Evaluierung der besten Binder. (a) Sequenz, proteolytische Stabilitat, Affinitat, relative zelluldre
Aufnahme (rel. zell. Aufnahme = zell. Aufnahme [Peptid] / zell. Aufnahme [42]) und Helizitdt von 42 und den
vielversprechendsten Analoga 73, 81, 83 und 84. Die a-methylierten Olefinbausteine (gelb), Affinitdtsmutationen
(blau) und Ladungsmutationen (griin) sind farblich hervorgehoben. Die angegebenen Kp-Werte, Halbwertszeiten und
zelluldre Aufnahme entsprechen Dreifachmessungen. (Fehler entspricht 1c). (b) FP-Graph der Dreifachmessung mit
Rab8as.176(GppNHp). (c) Proteolytischer Stabilitatsassay; Dreifachmessung. (d) Relative zellulare Aufnahme mit Hilfe
von Durchflusszytometrie Messungen im Vergleich zur Positivkontrolle Tatses7; Dreifachmessung. Signifikanz p
gegenuber 42: * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

In einem abschlielenden Experiment wurde die zelluldre Lokalisation von 83 und Rab8a untersucht. Dazu
wurden HelLa-Zellen fur 18 h mit Fluorescein-funktionalisiertem Peptid inkubiert und mit Paraformaldehyd
fixiert. Nach Permeabilisierung mit Triton X-100 wurde Rab8a mit einem Antikdrper markiert und mit
einem Alexa594-Konjugat angefarbt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels Konfokalmikroskopie
(Abbildung 32). Da die Peptide aufgrund ihrer geringen Grof3e nur unzureichend fixiert wurden, wurden sie
teilweise wahrend der nachfolgenden Arbeitsschritte wieder ausgewaschen, was zu einer reduzierten
Signalintensitat fuhrte. Trotzdem war ein eindeutiger Unterschied zwischen 83 und Tatss; zu erkennen.
Peptid 83 lokalisierte am Endomembransystem der Zelle (Abbildung 32a). Aufgrund seiner
Lipidmodifikation ist Rab8a ebenfalls am Endomembransystem lokalisiert. Eine Uberlagerung der
Fluoreszenzsignale (Peptid 83: griin, Rab8a: rot) zeigte, das sich Peptid 83 im selben zellularen

Kompartiment und in unmittelbarer Nahe von Rab8a befindet (Abbildung 32b). Dies deutet auf eine
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zumindest voriibergehende Komplexbildung hin. Im Gegensatz dazu war Tatsg.s; diffus in der Zelle verteilt
und zeigte keinerlei Co-Lokalisation mit Rab8a.

uberlagert

Q

Peptid-Fluoreszein Rab8a b

10 uM Peptid 83

25 uM Tat,q,

Abbildung 32. Zellulére Lokalisation von 83 und Rab8a. (a) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von HelLa-Zellen
nach Inkubation mit fluoreszein-markiertem Peptid 83 bzw. Tatsg.s7 (links). Rab8a (rechts) wurde mit einen spezifischen
Antikorper (Alexa594) markiert. (b) Uberlagerung der Fluoreszenzbilder der markierten Peptide (griin), Rab8 (rot) und
DNA (blau). VergréRerung des Endomembransystems (rechts).

Unter allen getesteten Peptiden zur Optimierung der biologischen Verfugbarkeit von 42 zeigte 83 die
wesentlichsten Verbesserungen uber alle drei Bereiche. Peptid 83 bindet an Rab8a(GppNHp) mit einer um
das 2.3-fache erhohten Affinitat, hat eine um das 1.5-fache hoéhere zellulare Aufnahme und ist mehr als
10 000-fach stabiler gegeniiber proteolytischem Verdau. Dies sind in Bezug auf kleine GTPasen
beeindruckende Steigerungen, die das Potential a-methylierter, kohlenwasserstoffverbriickter Peptide fir die
Adressierung pharmakologisch schwer zuganglicher Proteine unterstreichen. Peptid 83 ist insgesamt im
Vergleich zum Ausgangspeptid 42 an sechs Positionen verdndert. Neben der o-methylierten
Kohlenwasserstoffverbriickung an den Positionen 903 und 907 trégt es eine weitere an den Positionen 911
und 915. Zudem besitzt 83 zwei Affinitditsmutationen, Q905W und S912F, sowie zwei
Zellgéngigkeitsmutationen D901IN und E904Q. Obwohl 83 eine negative Gesamtladung von -1.9 besitzt,
Ubertrifft es das zellgangige Peptid Tatsos; in Bezug auf zelluldare Aufnahme. Darlber hinaus lokalisiert 83
im selben zelluldren Kompartiment wie Rab8a und erscheint damit brauchbar fir weiterfihrende zellulére
Studien.
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5.3 Synthese zyklischer Peptide mittels AlKin-
Ringschlussmetathese

Wie bereits in Abschnitt 2 beschrieben, wurde eine Vielzahl von makrozyklischen Peptiden bereits
erfolgreich flr die Modulation von PPIs eingesetzt. Dabei wurden unterschiedliche Zyklisierungsgeometrien
(Abbildung 4) und zahlreiche chemische Funktionalitdten (Abbildung 7) untersucht. Jede verwendete
Methode verfiigt (ber gewisse Vorziige und Alleinstellungsmerkmale, bringt jedoch auch gewisse Nachteile
mit sich. Ein groer Vorteil der bisher erfolgreichsten Methode, die o-methylierte
Kohlenwasserstoffverbriickung von Peptidseitenketten®® (Abschnitt 2.2.3), besteht u.a. darin, dass sie
mehrere Methoden vereint. Sie verbindet den Einbau a-Helix induzierender o-methylierter Aminosauren mit
dem Einbau einer inerten, hydrophoben und kovalenten Verbriickung von Aminosaureseitenketten und ist

& sofern die Bausteine kommerziell

zudem mit Uberschaubarem synthetischen Aufwand verbunden,™
verfiigbar sind. Wie in Abschnitt 5.1.4 fur die Peptide 42 und 53 gezeigt, erhtht der geschlossene
Makrozyklus vor allem die proteolytische Stabilitdt und Zellgéngigkeit. Die fiir die Bindung essentielle
Ausbildung der korrekten Konformation kann auch ohne die Kniipfung der kovalenten Verbriickung erreicht
werden (Abbildung 27). Daruber hinaus bewirkt der inerte und hydrophobe Charakter der
Kohlenwasserstoffverkniipfung eine Verbesserung der biologischen Verfligbarkeit der entspechenden
Peptide. Die meisten anderen Methoden zur Stabilisation von o-Helices verwenden entweder polare
Verbriickungen oder verzichten auf den Einsatz o-methylierter Aminoséuren, um den synthetischen

Aufwand zu minimieren.

Auf Grundlage dieser Uberlegungen wurde nach neuen chemischen Ansétzen gesucht die o-Methylierung
mit einer hydrophoben Seitenkettenverbriickung zu kombinieren. Das ermdglicht einen zusétzlichen
chemischen Zugang zu Peptidmakrozyklen sowie die Ausbildung neuer Verbriickungsgeometrien. Die
Molybdéan-katalysierte  Alkin-Ringschlussmetathese (RCAM)®, eine analoge Reaktion zur Olefin-
vermittelten RCM, wurde als vielversprechendste Methode zur Umsetzung dieser Uberlegung ausgewahlt.
RCAM st in der organischen Synthese weit verbreitet, findet bisher jedoch kaum Beachtung bei der
Synthese von Peptiden. Bisher wurde RCAM lediglich in Losung fir die Makrozyklisierung von Kopf zu
Schwanz verkniipften Peptiden eingesetzt.®*** Da die Zyklisierung von Peptiden an der festen Phase einige
synthetische Vorteile mit sich bringt, wurde die RCAM fir die Anwendung mit harzgebundenen Peptiden

optimiert.3®
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5.3.1 Synthese a-methylierter Alkin-Bausteine fir die Peptidsynthese

Fir die Synthese von a-methylierten, seitenkettenverbriickten Peptiden mit Hilfe von RCAM werden
o-Methyl-a-alkinyl-bausteine fur die SPPS benétigt. Analog zu den alkenylierten Bausteinen in Abschnitt
5.1.2 lassen sie sich mit Hilfe von chiralen Ni(Il)-Komplexen darstellen (Abbildung 33). Flr die Synthese
unterschiedlicher Verbriickungsarchitekturen werden Bausteine in S- und R-Konfiguration sowie
unterschiedlicher Seitenkettenldnge benotigt. S-Konfigurierte Bausteine lassen sich durch stereoselektive
nukleophile Substitution mit Ni(ll)-Ala-(S)-BPB (36) darstellen, R-konfigurierte Bausteine mit Ni(ll)-Ala-
(R)-BPB (89). Der chirale Ni(Il)-Komplex 89 wurde ausgehend von D-Prolin analog zu Komplex 36
synthetisiert (Abbildung 23). Nukleophile Substitution mit lod-alkinen unterschiedlicher Kettenlangen und
anschlieender Zersetzung des Komplexes lieferte nach Fmoc-Schitzung die a-methylierten-a-alkinylierten-
Bausteine 90 — 95 in guten Ausbeuten. Die lod-alkine (98a-d) lassen durch lodierung der Alkinole (97a-d)
darstellen. Die Alkinole (97a-d) sind durch Methylierung der DHP-geschitzen Alkinole 96a-b zugénglich.

2 o O :
0
—_— %
O\ N= e Fmoc” OH
NiZ :
O~ o
N ,.\\§ Fmoc\N 0),
0 /
36 90 - 92
n *
o) Q \\ Fmoc@B}OH | 1 S
H d M Fmoc@@OH | 2 | S
0 N= e " Fmoc@3OH | 3 | S
@_\ NiZ_ O f Fmoc@@oH | 1 | R
I, N —_— &
N Frnoc.. XH/OH Fmoc@®OH | 2 | R
o N () Fmoc@BIOH | 4 | R
o}
89 93 - 95
C
_}h -
WOH -9, //Hn\/\o 0 i /V\OH 1, /M|
96 a-b 97 a-d 98 a-d

Abbildung 33. Synthese der o-Methyl-a-alkinyl-bausteine 90 — 95. (a) Schematische Darstellung der S- und R-
konfigurierten a-Methyl-a-alkinyl-bausteine 90 — 95. d) 98a-d, KOH, DMF 0° C bis Raumtemperatur 2 h; €) 1. HCl,
MeOH, Reflux, 2 h; f) Fmoc-Osu, Na,COs;, Dioxan/Wasser, Raumtemperatur, 7d. (b) Konfiguration und
Seitenkettenlénge der a-Methyl-o-alkinyl-bausteine 90 — 95. (c) Synthese der lodalkine 98a-d g) DHP, PPTS, DCM, 0°
C bis Raumtemperatur; 2 h h) CHsl, n-BuLi, TMEDA, THF, -78° C bis 0° C; 24 h i) PTS-OH, MeOH,
Raumtemperatur, 16 h; j) 15, PPhs, Imidazol, THF, Raumtemperatur, 1 h.
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5.3.2 Optimierung der Reaktionsbedingungen

(Die Optimierung der Alkin-Ringschlussmetathesereaktion auf fester Phase wurde in Zusammenarbeit mit
M.Sc. Sebastian Schaubach durchgefiihrt.)

Um die RCAM vermittelte Makrozyklisierung von Peptiden auf fester Phase zu untersuchen, wurden die in
Abschnitt  5.3.1 synthetisierten  Bausteine  mittels Fmoc-basierter SPPS in  verschiedene
Modellpeptidsequenzen eingebaut (Abbildung 34a). Die Architekturen (i,i+3, i,i+4 und i,i+7) sowie der
relative Abstand und die Konfiguration der nicht natiirlichen Aminosauren wurden dabei analog zu den
bereits etablierten Makrozyklisierungen der a-methylierten, olefinverbriickten Peptiden gewahlt (Abschnitt
2.2.3)."® Um das gesamte Potential und die universelle Anwendbarkeit der Alkin-Makrozyklisierung
abschatzen zu kdnnen, wurden Modellpeptidsequenzen entworfen, die alle Funktionalitdten der 20
proteinogenen Aminosduren enthalten. Nach erfolgreicher Makrozyklisierung mit Hilfe von RCAM ergeben
sich die Peptide 99 — 102, die ein Alkin in ihrer Kohlenwasserstoffverbriickung tragen (Abbildung 34b). Fir
die Durchfihrung der Alkin-Ringschlussmetathese wurde die neueste Generation an Molybdan-Komplexen
verwendet (Abbildung 34c).#"*3* Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden verschiedene Rink-
Amid-Harze, unterschiedliche Trocknungsbedingungen und L&semittel sowie die beiden Molybdan
Komplexe 103 und 104 getestet (Tabelle 4). Die komplette Umsetzung des Startmaterials wurde flr
TentaGel Rink-Amid-Harz in trockenem Toluol mit 1.5 Aquivalenten Komplex 103 nach 3 h bei 40° C
erreicht. Fir eine einfachere und schnellere Durchfiihrung der Reaktion wurden die Trocknungsbedingungen
vereinfacht und eine groRere Menge Komplex eingesetzt (siehe 7.4 Festphasenpeptidsynthese). Unter diesen
Bedingungen lieR sich der Alkin Makrozyklus in allen drei getesteten Architekturen quantitativ schlieRen
(Anhang, Abbildung 56 — 57). Die besten Ergebnisse wurden dabei fur die i,i+4 Geometrie und einer
Gesamtlénge der Kohlenwasserstoffverbriickung von neun Kohlenstoffatomen (100) erzielt. Im Vergleich zu
den a-methylierten, olefinverbriickten Peptiden, musste die Lange der Verbriickung um ein Kohlenstoffatom
verlangert werden, was vermutlich auf die lineare Geometrie des Alkins und die damit verbundene héhere
Ringspannung zuriickzufuhren ist. Fir das Modellpeptid 102 l&sst sich der Alkin-Makrozyklus mit einer

Verbickung von acht Kohlenstoffatomen zwar schlielen, jedoch mit deutlich geringerer Ausbeute.

Tabelle 4. Optimierung der Metathesereaktion fur 100. Das Harz wurde unter taglicher Erneuerung des Ldsemittels flr
vier Tage Uber Molsieb (5 A) in trockenem Toluol getrocknet. Die Reaktion wurde in 0.15 mL trockenem Toluol und
Molsieb (5 A) in einem ausgeheizten Schlenkrohr unter Argon fiir 3 h bei 40° C durchgefiihrt. k.U. = kein Umsatz

Rink-Amid- ~ Mo-Komplex  Umsatz

Harz (1.5eq.) (%]
TentaGel 103 Quant.
MBHA 103 19
ChemMatrix 103 36
TentaGel 104 12
MBHA 104 k.U.

ChemMatrix 104 k.U.
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Abbildung 34. Alkin-Makrozyklisierung auf fester Phase. (a) Der Aufbau der linearen Peptidsequenz mittels SPPS
erfolgt unter Einbau der a-methylierten-a-alkinylierten-Bausteine 90, 91, 93 und 95. Die anschlieRende RCAM sowie
weitere Funktionalisierung, Entschiitzung und Abspaltung vom Harz liefern das finale, Alkin-makrozyklisierte Produkt.
(b) Sequenzen der Modellpeptide 99 — 102. Die a-methylierten Alkinbausteine (blau) sind farblich hervorgehoben.
(c) Die zur RCAM verwendeten Molybdén-Komplexe 103 und 104. i=2, 3,6;j=3,6; m=1,2,4;n=1, 2;
R = seitenkettengeschiitzte proteinogene Aminosaure.
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5.3.3 Funktionalisierung des Alkin-Makrozyklus

Eine attraktive Eigenschaft von Alkin-Makrozyklen besteht in einer mdglichen Funktionalisierung der
linearen Dreifachbindung. Auf diese Weise sind o-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptide mit
einer  substituierten  Doppelbindung  zugénglich.  Insbesondere in  Fallen, in denen die
Kohlenwasserstoffverbriickung aktiv an der Interaktion mit dem Zielprotein beteiligt ist, bietet das Screening
von Substituenten einen interessanten Ansatz, um die Affinitdt und Selektivitdit des a-methylierten,
kohlenwasserstoffverbriickten Peptids weiter zu erhdhen.®*? Uber diesen Ansatz wéren zweidimensionale
Bibliotheken denkbar, bei denen zum einen die Peptidsequenz, zum anderen zusétzlich auch die

Substituenten an der Doppelbindung flr die Bindung optimiert werden kénnten.

Als Funktionalisierungsreaktion wurde die Dibromierung des Alkins untersucht. Mit Hilfe von CuBr, in
trockenem Acetonitril konnte eine selektive Dibromierung des Alkins innerhalb des geschlossenen
Makrozyklus erreicht werden. Auf diese Weise konnte das Modellpeptid 105 schrittweise in das Alkin-
makrozyklisierte Peptid 106 und schlieBlich in das dibromierte, makrozyklisierte Peptid 107 Uberflhrt
werden (Abbildung 35). Die Reaktion erfolgte an fester Phase und lieR sich sehr bequem in einem
Spritzenreaktor mit Peptiden in allen drei Architekturen (i,i+3, i,i+4 und i,i+7; Anhang, Abbildung 60 — 60)
durchfiihren. Quantitativer Umsatz des Startmaterials erfolgte jedoch nur nach mehrmaliger Behandlung mit
CuBr, und konnte nur fir ein vereinfachtes Modellpeptid erzielt werden. Die Dibromierungsreaktion fiihrte
in Gegenwart von Cystein-Seitenketten zu einem Verlust des Startmaterials und in Gegenwart von
Methionin-Seitenketten zu Nebenreaktionen, bei denen das gew(inschte Produkt nur in geringen Mengen und
in einer komplexen Mischung in den HPLC-MS Spektren detektiert werden konnte. Aus diesem Grund
wurde fir die Dibromierung das vereinfachte Modellpeptid 105 verwendet, das um die beiden N-terminalen
Aminosduren Cystein und Methionin verkiirzt wurde. Die tbrigen Funktionalitdten der 18 verbliebenen
proteinogenen Aminosauren sind hingegen mit der Dibromierungsreaktion kompatibel und erméglichen die

selektive Synthese von 107.
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Abbildung 35. Funktionalisierung des Alkin-Makrozyklus.>®® Das vereinfachte Modellpeptid 105 kann selektiv in das
makrozyklisierte Peptid 106 sowie das dibromierte Peptid 107 tberflihrt werden. Die entsprechenden Chromatogramme
der nicht aufgereinigten Reaktionsmischungen vor (105, oben) und nach der Ringschlussmetathese (106, mitte) sowie
nach der Dibromierung (107, unten) sind gezeigt. Die entsprechenden Produktpeaks sind farblich hervorgehoben:
105 = blau; 106 = rot; 107 = orange. Die a-methylierten Alkinbausteine (blau) sind farblich gekennzeichnet.
a) Komplex 103, trockenes Toluol, 40° C, 2 x 1.5 h; b) CuBr,, MeCN, Zimertemperatur, 3 x 1 h.

Die Dibromierung des Alkin-Makrozyklus eréffnet die Mdoglichkeit einer weiteren Funktionalisierung des
Olefins mit Hilfe von Kreuzkupplungsreaktionen. Kreuzkupplungen decken ein breites Substratspektrum ab
und wirden ein breites Screening unterschiedlich substituierter Verbriickungen ermdglichen. Zahlreiche
Versuche, das dibromierte Olefin in einer Suzuki-Kupplung mit unterschiedlichen Boronséuren zur Reaktion
zu bringen, waren jedoch nicht erfolgreich. Auch die Synthese eines stark vereinfachten kurzen
Modellpeptids ohne funktionelle Gruppen an den Aminosaureseitenketten konnte keine Abhilfe schaffen. In
allen Fallen wurde entweder eine Eliminierung der Bromide unter Zuriickgewinnung des nicht modifizierten

Alkins oder der Verlust des Startmaterials beobachtet.
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5.3.4 Evaluierung der Alkin-Makrozyklen durch den Einbau in etablierte

Systeme

Um das gesamte Potential der neu entwickelten Harz-gebundenen Makrozyklisierung mittels RCAM zu
evaluieren, wurde der Alkin-Makrozyklus in verschiedene etablierte Systeme eingebaut. Dabei wurden
bekannte makrozyklische Binder mittels RCAM stabilisiert und auf Affinitat gegeniiber ihren Zielproteinen
getestet. Da sich die Alkin-Makrozyklisierung als sehr robuste Methode darstellt, die alle géangigen
Aminosdurefunktionalitaten toleriert, lasst sich die Methode prinzipiell auf jedes bekannte System
anwenden. In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die Rab8/R6IP Interaktion gelegt. Zusétzlich wurde
die 14-3-3/ExoS Wechselwirkung untersucht.

5.3.4.1 Rab8/R6IP1

Peptid 42 wurde als erster makrozyklische Binder einer aktivierten Rab—GTPase identifiziert (Abschnitt
5.1)."® Die a-helikale Struktur von Peptid 42 wird dabei durch eine o-methylierte Olefinverbriickung
stabilisiert. Um das Potential der Alkin-Makrozyklisierung von Peptidsequenzen auf fester Phase zu
evaluieren, wurde die Olefin-Verbriickung von 42 durch einen Alkin-Makrozyklus ersetzt. Dabei ergeben
sich  drei unterschiedliche  Verbrickungsgeometrien (108 — 110, Tabelle 5). Die
Kohlenwasserstoffverbriickung des Alkin-Makrozyklus kann entweder mit einer L&nge von neun oder zehn
Kohlenstoffatomen geschlossen werden. Aufgrund der hohen Ringspannung war die Synthese einer
Verbriickung mit acht Kohlenstoffatomen nicht erfolgreich. Eine Verbrickung von zehn Kohlenstoffatomen
lieferte 108 und bedingte den zweimaligen Einbau von Baustein 91. Fir die Synthese eines Linkers mit neun
Kohlenstoffatomen wurden die beiden Bausteine 90 und 91 benétigt, die in unterschiedlicher Reihenfolge in
die Peptidsequenz eingebracht wurden und die Peptide 109 und 110 bildeten. Wie in Abschnitt 5.3.3
beschrieben lasst sich der Alkin-Makrozyklus mit Hilfe von CuBr, in das dibromierte Olefin tberfihren. Um
den Einfluss der Dibromierung auf das Bindungsverhalten von makrozyklischen Peptiden zu analysieren,
wurden die drei Alkin-zyklisierten Peptide 108 — 110 mit CuBr, behandelt und in ihre dibromierten Analoga
111 — 112 uberfuhrt (Tabelle 5). Alle Peptide wurden an festerPhase synthetisiert und mit einem Fluorescein-
PEG-Konjugat funktionalisiert. AnschlieRend wurde ihre Affinitat gegeniiber Rab8(GppNHp) in einem FP-
Experiment bestimmt. Fiir eine initiale Abschatzung der Dissoziationskonstanten wurden relative Kp-Werte
ermittelt und die besten Binder in einem zusétzlichen FP-Experiment verifiziert. Die Alkin-Verbriicken
Peptide 108 — 110 binden mit nahezu identischer Affinitat an Rab8a(GppNHp) wie das a-methylierte,
olefinverbriickte Ausgangspeptid 42 (Tabelle 5). Im Gegensatz dazu zeigen die dibromierten Olefine 111 —
113 eine verbesserte Affinitdit im Vergleich zu 42. Der beste dibromierte Binder 111 besitzt eine
Verbrickung mit zehn Kohlenstoffatomen und bindet Rab8a(GppNHp) mit einer Affinitat von 10.7 uM.
Damit hat 111 eine ca. 2-fach héhere Affinitat zu Rab8a(GppNHDp) als das olefin-verbriickte Peptid 42 und

eine mehr als 10-fach hohere Affinitét als das nicht-modifizierte Ursprungspeptid 25.
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Tabelle 5. Sequenzen und Bindungsdaten der monozyklischen Alkin-zyklisierten Rab—Binder. Ursprungssequenz von
R6IP und eine Tabelle der monozyklischen Rab—Binder. Die Peptide wurden mittels SPPS synthetisiert, zyklisiert und
mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert. In einem FP-Experiment wurden die Affinitadten gegeniber
Rab8ag_176(GppNHp) ermittelt. Die a-methylierten Olefinbausteine (gelb) und o-methylierten Alkinbausteine (blau)
sind farblich hervorgehoben. rel. Ky = Kp [Peptid] / Kp [42]; rel. Kp-Werte beziehen sich auf eine Singulettmessung;
Angegebene Kp-Werte stammen aus Dreifachmessungen. (Fehler entspricht 1c).[a] Kp[42] = 295 uM;
[b] Dibromiertes Olefin; n.b. = nicht bestimmt. Eine Auflistung der absoluten Kp-Werte befindet sich im Anhang
(Tabelle 21).

900 915

905 910
DDEIKEOQFI[L Y HL[L]S F N[A]V R6IP

NN N Y

Eintrag Peptd AS903 AS907 AS911 AS915 rel. K® K, [uM]

1 25 K L L A n.d. >100

2 42 (S (S, L A 1.00 207+0.7
3 108 L A 092  n.b.

4 109 L A 099  n.b.

5 110 L A 089  n.b.

g 1M L A 040 107+05
7 1120 L A 046  n.b.

g 130 L A 0.52  n.b.

Wie die Bindungsstudien mit Rab8a(GppNHp) zeigen fuhrt die Alkin-Makrozyklisierung im Vergleich zur
Olefin—Verbriickung zu einem Erhalt der Affinitat und vermutlich auch der Konformation. Der Einbau einer
im Vergleich zum Olefin rigideren, linearen Struktur wie dem Alkin hat somit keinen negativen Einfluss auf
die stabilisierte Sekundarstruktur. Der durch Dibromierung des Alkins erzielte Affinitatsgewinn zeigt
welches Potential mit einer Funktionalisierung der Verbriickung verbunden ist. Die Darstellung von
disubstituierten Olefinen bietet daher neue Mdglichkeiten die biologischen Eigenschaften von a-

methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptiden weiter zu verbessern.

5.3.4.2 14-3-3/Ex0S

(Die Kristallisation mit 14-3-3 und Losung der Kristallstruktur wurde von M.Sc. Kerstin Wallraven und
M.Sc. David Bier durchgefiihrt.)

Die humanen 14-3-3 Proteine bilden eine Familie von regulatorischen Proteinen, die durch die
Wechselwirkungen mit zahlreichen strukturell und funktionell unterschiedlichen Proteinen in eine Vielzahl
essentieller zelluldrer Prozesse involviert sind.**® 14-3-3 Proteine sind u.a. an der Regulation von Raf—
Kinasen, direkten Effektoren von Ras—GTPasen, beteiligt.*** Dariiber hinaus dienen sie als Kofaktoren des
Zytotoxins Exoenzym S (ExoS), das von pseudomonas aeruginosa freigesetzt wird. Die Aktivierung von
ExoS durch Interaktion mit 14-3-3 fiihrt zur ADP-Ribosylierung zahlreicher kleiner GTPasen und verursacht
massiven zellularen Schaden.®>®® Die Inhibition der 14-3-3/ExoS Wechselwirkung reduziert die Virulenz

und eine Analyse der Kristallstruktur von 14-3-3 mit ExoS identifizierte eine elf Aminosauren grole
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Peptidsequenz (114, Abbildung 36a) als essentielles Fragment der PPI1.**" Ausgehend von dieser
Peptidsequenz wurden die kohlenwasserstoffverbriickten Peptide 115 und 116 entwickelt, die eine irregulére
Peptidstruktur stabilisieren und 14-3-3 mit submikromolarer Affinitat binden (Kp[115] = 0.41 uM; Kp[116]
= 0.10 pM, Abbildung 36a, b).” Die Peptide 115 und 116 besitzen eine i,i+3 Verbriickungsarchitektur und
eine acht (115) bzw. zwoIf Kohlenstoffatom (116) lange, komplett gesattigte Alkan-Verbrickung. Die
Bindung von 115 und 116 an 14-3-3 erfolgt zu grofRen Teilen Uber den hydrophoben Linker, der das
Peptidriickgrat verformt und die irreguldre Sekundarstruktur des Peptids in Lésung vororganisiert.”* Peptid
116 kann dabei als Weiterentwicklung von 115 betrachtet werden. Da durch die komplette Sattigung der
hydrophoben Verbriickung die Flexibilitat des Linkers stark erhéht ist, sollten durch den Einbau eines Alkin-
Makrozyklus die Freiheitsgrade der Verbriickung eingeschrankt werden. Auf Grundlage der zuvor
optimierten Peptide 115 und 116, die die unnatirlichen Bausteine an den Positionen 422 und 425 tragen,
wurden acht Alkin-makrozyklisierte Peptide (117 — 124) mit unterschiedlichen Linkerlangen und

Verbriickungsgeometrien synthetisiert.

a \j v}14

14-3-3 14-3:3_/ 14-33_/
Peptid Sequenz Linker| K, [uM]
14 |06 L . p A DL A S kL |08a+010
15 Q0 G[25 L D-LDLAS 8-C [0.41+0.08
116 | 0 DL AS [12C|010£001 ¢~
g 17 Q DLAS | 8C|054+008 o
s 118 | Q DLAS /| 9C| =>10
o 119 Q DL2AE | 9c >10
€ 120 0 DLAS|10C| >10
o 121 0 DLAS |10-C|06220.09
B 122 0 DLAS |[11-C| kB N
% 123 o) DLAS |11-C[1.35%0.30 H o
%124 | © DLAS |12-C|031+007 127

Abbildung 36. 14-3-3/ExoS Wechselwirkung und Bindungsdaten. (a) Schrittweise Optimierung der Bindung an
14-3-3. Ausgehend vom nicht modifizierten Peptid 114 (grau) wurden durch Kohlenwasserstoffverbriickung die
affineren Peptide 115 (blau) und 116 (gelb) entwickelt. Die Kohlenwasserstoffverbriickung (rot) hat groBen Anteil an
der Bindung und orientiert das Peptidriickgrat. PDB: 4N7G, 4N7Y, 4N84. (b) Sequenzen und Bindungsdaten aller
makrozyklischen Peptide flr die Bindung an 14-3-3. Angegebene Kp-Werte stammen aus Dreifachmessungen. (Fehler
entspricht 1c). Die a-methylierten Bausteine (grau) und o-methylierten Alkinbausteine (blau) sind farblich
hervorgehoben. k.B. = keine Bindung (c) Unnatirliche Bausteine zur Synthese von 115 und 116.



Ergebnisse und Diskussion 67

Die synthetisierten Peptide 117 — 124 variieren in der Lange ihrer Kohlenwasserstoffverbriickung zwischen
acht und zwolIf Kohlenstoffatomen. Die Peptide mit einer geraden Anzahl an Kohlenstoffatomen in der
Verbrickung wurden als einzelne Regioisomere synthetisiert (117, 120, 121 und 124) und tragen die
Dreifachbindung in der Mitte des Linkers. Fur Peptide mit einer ungeraden Anzahl an Kohlenstoffatomen in
der Verbriickung (118, 119, 122 und 123) wurden jeweils beide Regioisomere mit der langeren
Kohlenstoffkette am N- bzw. am C-Terminus hergestellt. Prinzipiell lassen sich die Peptide in zwei Klassen
einteilen: Zum einen Peptide die einen R- und einen S-konfigurierten Baustein tragen (117 — 120), zum
anderen Peptide mit zwei S-konfigurierten Bausteinen (121 — 124). Alle Peptide wurden mittels SPPS
synthetisiert, fiir FP-Experimente mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert und ihre Affinitat zu
14-3-3¢ bestimmt. VVon den Peptiden der R/S-konfigurierten Familie zeigte nur Peptid 117 eine Bindung zu
14-3-3. Fir Alle anderen Peptide dieser Klasse wurden stark reduzierte Affinitaten (> 10 uM) beobachtet.
Die Dissoziationskonstante von 117 liegt mit Kp = 0.54 uM um das 1.6-fache unter der des nicht-
modifizierten Peptids 114. Peptid 117 tragt den R-konfigurierten Baustein 93 an Position 422 und den S-
konfigurierten Baustein 90 an Position 425. Insgesamt ergibt sich somit eine Verbriickungslange von acht
Kohlenstoffatomen, wobei sich die Dreifachbindung zwischen C4 und C5 befindet. Die Peptide 121 — 124
mit zwei S-konfigurierten Bausteinen zeigten eine generell hohere Affinitat als ihre R/S-konfigurierten
Analoga. Fir die beiden Peptide 121 und 124 wurden submikromolare Affinitdten bestimmt. Das
Regioisomer 123 zeigte gegenuber 14-3-3C eine niedrig mikromolare Affinitat Kp[123] = 1.35 uM, wéhrend
fir das andere Regioisomer 122 keinerlei Bindung beobachtet wurde. Peptid 124 ist mit einer
Dissoziationskonstante von Kp = 0.31 uM der beste Alkin-makrozyklisierte Binder von 14-3-3C. Peptid 124
bindet zwar im Vergleich mit seinem komplett reduzierten Analogon 116 (12-C) etwas schlechter an
14-3-3¢, zeigt jedoch eine 2.7-fach grolRere Affinitat als das nicht-modifizierte Peptid 114. AuRerdem hat
124 eine hohere Affinitat als das komplett reduzierte Peptid 115 (8-C) aus der ersten Generation der
hydrophob-verbriickten 14-3-3 Binder. Peptid 124 besitzt eine Verbriickung aus zwolf Kohlensoffatomen die
durch zwei S-konfigurierte Bausteine 93 an den Positionen 422 und 425 gebildet wird (Abbildung 37a). Die
Dreifachbindung befindet sich zwischen C6 und C7. Die beobachteten Trends der Bindungsaffinititen

entsprechen dem Bindungsverhalten der komplett geséttigten Analoga.”

Die gute Bindungsaffinitdt von 124 konnte in einem orthogonalen Bindungsexperiment mit Hilfe von
microscale thermophoresis Messungen (MST) bestétigt werden. In zwei Durchgéngen konnte eine Affinitét
von Kp = 0.44 uM bestimmt werden (Anhang, Abbildung 63, 64), die in guter N&herung zu den erhaltenen
FP-Bindungswerten liegt. Darlber hinaus konnten die im FP bestimmten Bindungstrends in einem
Verdrangungsexperiment verifiziert werden. Ein Komplex aus Fluorescein-markiertem 114 und 14-3-3C lief3
sich durch die Zugabe von acetyliertem Peptid 124 mit einem ICsq = 1.19 uM auflésen (Abbildung 37b). Die
Zugabe von acetyliertem Peptid des schlechteren Binders 114 lieferte hingegen einen ICsq von 4.65 pM. Das

bestétigte die reversible und kompetitive Bindung der beiden Peptide an 14-3-3C.
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Abbildung 37. Sequenz und FP-Verdrangungsexperimente. (a) Sequenz des besten Alkin-makrozyklisierten 14-3-3
Binders 124. Der Makrozyklus wird durch die Verknlpfung von zwei S-konfigurierten Bausteinen 93 aufgebaut.
R = Fluorescein-PEG, Acetyl. (b) Verdrangung von 14-3-3¢ (2 pM) gebundenem, Fluorescein-markiertem Peptid 114
(10 nM) mit steigenden Konzentrationen von acetyliertem Peptid 124 und 114. Dreifachmessungen, Fehler entsprechen
lo.

Die Ergebnisse des FP-Verdrangungsexperiments (Abbildung 37b) legen nahe, dass das Alkin verbriickte
Peptid 124 an dieselbe Stelle auf 14-3-3 bindet, wie das nicht-modifizierte Ausgangspeptid 114. Diese
Vermutung wird durch die Co-Kristallisation von 124 (tlirkis) mit 14-3-3 bestatigt (Abbildung 38). Die
Kristalle erlaubten eine Bestimmung der Struktur von 124 im Komplex mit 14-3-3CAC (Aminoséduren 1-230)
bei 2.4 A (Anhang, Tabelle 23). Die dabei erhaltene Elektronendichte erméglichte die ldentifikation des
Alkin-Makrozyklus, sowie der gesamten Peptidsequenz von 124 bis auf das N-terminale GIn420. Die C-
terminalen Aminosduren 426 — 430 von 124 (turkis) berlagern dabei nahezu komplett mit denen des nicht
modifizierten Ausgangspeptids 114 (dunkelgrau, Abbildung 38a). Dadurch werden die essentiellen
hydrophoben Kontakte von Leu426 und Leu428 sowie die elektrostatische Anziehung von D427
aufrechterhalten. Insgesamt beruht die Wechselwirkung von 124 und 14-3-3 vorallem auf den hydrophoben
Kontakten des Alkin-Makrozyklus und den Seitenketten von Leu423, Leu426 und Leu428 mit der
hydrophoben Furche von 14-3-3. Der Austausch der Aminosduren Leu422 und Ala425 des nicht
modifizierten Ausgangspeptids 114 durch den zwdlf Kohlenstoffatom langen Alkin-Makrozyklus von 124
vergroert die hydrophobe Kontaktflaiche des Peptids mit 14-3-3 und ermdglicht die Ausbildung einer

irreguldren Sekundarstruktur (Abbildung 38b). In dieser vororganisierten Konformation ist die Bindung an
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14-3-3¢ im Vergleich zum nicht-modifizierten Peptid 114 begunstigt. Aus der Kristallstruktur wird
ersichtlich, dass die Alkin-Verbriickung eine Verschiebung des Peptidriickgrats der Aminoséuren 421 — 425
bewirkt, wodurch sich die geringe Abweichung des N-Terminus ergibt. Eine Uberlagerung von 124 (tiirkis)
mit dem Alkan-makrozyklisierten Peptid 116 (orange) im Komplex mit 14-3-3 zeigt eine exzellente
Uberlagerung des Peptidriickgrats und der Seitenketten sowohl des N- wie auch des C-Terminus (Abbildung
38c, d). Aufgrund der groBeren Flexibilitat des Alkan-Makrozyklus im Vergleich zum rigideren Alkin-
Makrozyklus, ergeben sich minimale  Abweichungen in der Konformation der
Kohlenwasserstoffverbriickung fur die Peptide 116 (orange) und 124 (turkis), die Ursache der leicht
unterschiedlichen Affinitaten sein konnte. Insgesamt konserviert 124 die essentielle Orientierung der C-
terminalen Seitenketten des nicht-modifizierten Ausgangspeptids 114 und vergrofRert zudem die N-terminale
Interaktionsflache mit 14-3-3 durch zusatzliche hydrophobe Kontakte des Alkin-Makrozyklus. Dabei liegt
die Vermutung nahe, dass die Alkin-Verbriickung von Peptid 124 die Bindung an 14-3-3 durch die
Stabilisation einer irreguléren Peptidstruktur unterstlitzt, wie es bereits fur Peptid 116 gezeigt werden
konnte.”

Abbildung 38. Kristallstruktur von 124 im Komplex mit 14-3-3 bei 2.4 A. (a) Seitenansicht von 124 im Komplex mit
14-3-3. Die Struktur von 124 (tlrkis) ist mit der des nicht-modifizierten Binders 114 (dunkelgrau) tberlagert. Die fur
die Bindung an 14-3-3 wichtigen Aminosduren L423, L426, D427 und L428 sowie die Alkin-Verbriickung (rot) sind
explizit dargestellt. (b) Frontalansicht des Alkin-makrozyklisierten Peptids 124 im Komplex mit 14-3-3, Uberlagert mit
114. Die Dreifachbindung innerhalb des geschlossenen Makrozyklus ist hervorgehoben, ebenso die Aminosauren L422
und A425 von Peptid 114. (c) Seitenansicht von 124 im Komplex mit 14-3-3. Die Struktur von 124 (tirkis) ist mit der
des Alkan-verbriickten Binders 116 (orange) Uberlagert. Die fiir die Bindung an 14-3-3 wichtigen Aminosauren L423,
L426, D427 und L428 sowie die Verbriuckungen (rot) sind explizit dargestellt. (d) Frontalansicht des AlKin-
makrozyklisierten Peptids 124 im Komplex mit 14-3-3, tiberlagert mit 116. PDB: 5J31, 4N7G, 4N84.
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Durch den Einbau eines Alkin-Makrozyklus in die Peptidsequenz von ExoS lieR sich im Vergleich zum
nicht-modifizierten Ausgangspeptid 114 ein verbesserter Binder (124) entwickeln, der 14-3-3 an der gleichen
Stelle und in identischer Orientierung bindet. Wie schon fir die Alkan-makrozyklisierten Peptide 115 und
116 beobachtet, scheint eine Kohlenwasserstoffverbriickung mit einer Lange von zwo6lf Kohlenstoffatomen
am besten fir die Bindung an 14-3-3 geeignet zu sein. Dabei bindet das Peptid unter Ausbildung einer
irreguldren Sekundarstruktur. Es zeigt sich, dass der Einsatz eines Aklin—Makrozyklus nicht nur fir die
Stabilisierung einer o-Helix (Abschnitt 5.3.4.1) geeignet ist, sondern auch weitere Konformationen

stabilisieren kann.
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5.4 Bizyklische Peptide mittels orthogonaler Olefin- & Alkin-

Ringschlussmetathese

Neben monozyklischen Peptiden reprasentieren polyzyklische Peptide eine duRerst interessante
Substanzklasse fir die Inhibition von PPIs (Abschnitt 2.2.1). Die Synthesestrategien fir bi- und
polyzyklische Peptide beruhen hauptsachlich auf zwei Ansétzen, dem Einbau eines biologisch aktiven

Epitops in eine disulfidreiche Geriiststruktur’®"

oder der Zyklisierung mit TBMB in Phage-Display
Studien.®*’ Anhand der in Abschnitt 2.2.2 vorgestellten Strategien zur Synthese stabilisierter o-Helices sind
zwar andere Ansadtze zur Synthese polyzyklischer Peptide denkbar, diese wurden bisher allerdings nicht
intensiv verfolgt. Zudem wiirde eine Kombination der unterschiedlichen Strategien jeweils Verbriickungen
mit unterschiedlichen chemischen Eigenschaften innerhalb eines Peptids hervorbringen. Fir die Synthese
von polyzyklischen Peptiden mit ausschlieflich hydrophoben Kohlenwasserstoffverbriickungen ist der
Einbau mehrerer Olefine notwendig, was zu Problemen wahrend der Zyklisierung filhren kann.®%3®
Unerwiinschte Nebenreaktionen konnen dabei durch die Wahl geeigneter Ring-Gréen und Architekturen
minimiert werden.'® Zudem kann durch die Transformation funktioneller Gruppen oder durch aufwendige
Feinabstimmung der Olefin-Reaktivitaten Einfluss auf die Selektivitdt genommen werden.**® Daraus ergibt
sich ein Bedarf fur Strategien, die es erlauben zwei konsekutive, orthogonale Metathesereaktionen chemo-

und regioselektiv ablaufen zu lassen um somit den Aufbau bizyklischer Peptide zu ermdglichen.

Die bereits in Abschnitt 5.3 fir die feste Phase etablierte Molybdéan-katalysierte Alkin-Ringschlussmetathese
ist eine orthogonale Reaktion zur Ruthenium vermittelten Olefin-Ringschlussmetathese. Sie kdnnte daher die
Synthese bizyklischer Peptide ermdglichen. Bisherige Versuche bizyklische Peptide mittels orthogonaler
Olefin- und Alkin-Ringschlussmetathese in Lésung zu synthetisieren schlugen fehl.®® Lediglich einzelne
Bausteine konnten in Lésung in Anwesenheit orthogonaler funktioneller Gruppen verkniipft werden.*° Im
Folgenden sollte die Synthese bizyklischer Peptide mit Hilfe orthogonaler RCM/RCAM

Ringschlussreaktionen untersucht werden.

5.4.1 Synthese orthogonal zyklisierter Peptide

Um zu untersuchen, ob sich RCM und RCAM orthogonal innerhalb eines Peptids anwenden lassen, wurde
das Modellpeptid 128 synthetisiert (Abbildung 39). Peptid 128 enthélt zwei Alkin-funktionalisierte
Bausteine (90 und 91) im Abstand i,i+4 und zwei Olefin-Bausteine (Ss) ebenfalls im Abstand i,i+4. Der C-
terminale Alkin-Makrozyklus und der N-terminale Olefin-Makrozyklus sind ebenfalls im Abstand i,i+4
eingebaut. Auf diese Weise kann ein Olefin-Makrozyklus unmittelbar neben einem Alkin-Makrozyklus

geschlossen werden.
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1) RCM + RCAM

2) Entschutzung
und Abspaltung

125 (19.1 min)

126 (18.4 min)

127 (18.5 min)

128 (18.0 min)
1 )
128 -

Abbildung 39. Synthese bizyklischer Peptide mittels RCM/RCAM in Anlehnung an Cromm et.al..** (a) Schematische
Darstellung der Synthese von bizyklischen Peptiden ausgehend von linearen Vorlauferpeptiden mit Hilfe von RCM und
RCAM. (j = 2; R = Seitenkette proteinogener Aminosauren aufler Cys und Met). (b) Sequenz des bizyklischen Peptids
128. Chromatogramme der nicht aufgereinigten Peptide, vor der Zyklisierung (125, blau), nach RCAM (126, rot), nach
RCM (127, orange) und nach simultaner Eintopfreaktion (RCM und RCAM; 128, griin). Die a-methylierten
Olefinbausteine (gelb) und a-methylierten Alkinbausteine (blau) sind farblich hervorgehoben. c¢) Komplex 103,
trockenes Toluol, 40° C, 2 x 1.5 h; d) Grubbs-I-Katalysator, DCE, Raumtemperatur, 3 x 2 h; ) Komplex 103, Grubbs-
I-Katalydsator, trockenes Toluol. 40° C, 2 x 1.5 h.
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Die Behandlung des offenen Vorldufer-Peptids 125 (blauer Peak) entweder mit Komplex 103 oder mit
Grubbs-1-Katalysator fuhrte zur selektiven SchlieBung des Alkin- (126, roter Peak) bzw. Olefin—
Makrozyklus (127, oranger Peak) (Abbildung 39). HPLC-MS Analyse der monozyklisierten Intermediate
126 und 127 bestétigte die selektive Ringschlussreaktion der gewtinschten Alkin- bzw. Olefin-Makrozyklen,
ohne Formation des alternativen Zyklisierungsprodukts (Abbildung 40b, c). Beide monozyklischen
Intermediate 126 und 127 lassen sich problemlos in das bizyklische Produkt 128 durch Anwendung der
entsprechenden komplementéren Metathesereaktion Uberfiihren (Abbildung 40d, €). Darlber hinaus ist es
mdglich, beide Makrozyklen simultan in einer Eintopfreaktion zu schlieBen (Abbildung 39, Abbildung 40f).
Die Behandlung des offenkettigen Vorlaufer-Peptids 125 mit einer Mischung aus Komplex 103 und Grubbs-
I-Katalysator lieferte selektiv das bizyklische Produkt 128 (griiner Peak).
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Abbildung 40. Massenspektren des bizyklischen Peptids 128. (a) Massenverteilung des linearen Vorlduferpeptids 125.
(b) HPLC-MS Analyse des Alkin-makrozyklisierten Intermediats 126 (oben). Lediglich das Alkin-zyklisierte Produkt
und kein Olefin-zyklisiertes Produkt ist zu erkennen. Massenverteilung des Alkin-zyklisierten Intermediats 126 (unten).
(c) HPLC-MS Analyse des Olefin-makrozyklisierten Intermediats 127 (oben). Lediglich das Olefin-zyklisierte Produkt
und kein Alkin-zyklisiertes Produkt ist zu erkennen. Massenverteilung des Olefin-zyklisierten Intermediats 127 (unten).
(d) Massenverteilung des bizyklischen Alkin/Olefin Produkts 128. (e) Massenverteilung des bizyklischen n
Olefin/Alkin Produkts 128. (f) Massenverteilung des bizyklischen Eintopf Produkts 128.



Ergebnisse und Diskussion 75

Wiéhrend bei Peptid 128 die beiden Makrozyklen wie Perlen an einer Kette aneinandergereiht sind, wurde
zusétzlich das sterisch anspruchsvollere Peptid 129 synthetisiert (Abbildung 41). In Peptid 129 greifen beide
Makrozyklen ineinander und ergeben eine rigidere, verschrénkte Geruststruktur. Wie schon fir Peptid 128
gezeigt, lassen sich die monozyklischen Intermediate 131 und 132, sowie das bizyklische Produkt 129
selektiv mittels sequenzieller- oder Eintopf-Synthese darstellen (Abbildung 41b, Abbildung 42). So ist auch
die Synthese komplexer bizyklischer Peptide mittels orthogonaler Alkin- und Olefin-Ringschlussmetathese

in ausgezeichneten Selektivitaten, mit quantitativen Umsétzen und als Eintopfreaktion méglich.

a _
120 (Peptid) = @D A(S)p BPO[SJL R S H LK

131 (15.0 min)

132 (16.0 min)

Peptid
, 132
129 (14.7 min)
129
5 10 15 20 25 30
tg / min

Abbildung 41. Sequenz und HPLC-Spektren des Bizyklus 129. (a) Sequenz und Struktur des verschrankten
bizyklischen Peptids 129. Die a-methylierten Olefinbausteine (gelb) und a-methylierten Alkinbausteine (blau) sind
farblich hervorgehoben. (R = Seitenkette proteinogener Aminoséuren auBBer Cys und Met) (b) Chromatogramme der
nicht aufgereinigten Peptide, vor der Zyklisierung (130, blau), nach RCAM (131, rot), nach RCM (132, orange) und
nach simultaner Eintopfreaktion (RCM und RCAM; 133, griin).
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Abbildung 42. Massenspektren des bizyklischen verschrénkten Peptids 129. (a) Massenverteilung des linearen
Vorlauferpeptids 130. (b) HPLC-MS Analyse des Alkin-makrozyklisierten Intermediats 131 (oben). Lediglich das
Alkin-zyklisierte Produkt und kein Olefin-zyklisiertes Produkt ist zu erkennen. Massenverteilung des Alkin-zyklisierten
Intermediats 131 (unten). (¢) HPLC-MS Analyse des Olefin-makrozyklisierten Intermediats 132 (oben). Lediglich das
Olefin-zyklisierte Produkt und kein Alkin-zyklisiertes Produkt ist zu erkennen. Massenverteilung des Olefin-

zyklisierten

Intermediats 132 (unten).

(d) Massenverteilung des bizyklischen Alkin/Olefin  Produkts 129.

(e) Massenverteilung des bizyklischen Olefin/Alkin Produkts 129. (f) Massenverteilung des bizyklischen Eintopf
Produkts 129.
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5.4.2 Synthese bizyklischer Peptide zur Inhibition von Rab8

Um das Potential der bizyklischen Olefin/Alkin-Peptide zu untersuchen, sollten sie ein biologisch aktives
Peptid eingebaut und getestet werden. Da die Rab8/R6IP-Wechselwirkung ein etabliertes System flr
modifizierte Peptide darstellt, wurden entsprechende Peptide mittels orthogonaler RCM/RCAM synthetisiert
(133 — 138, Abbildung 43a). Als Grundlage diente die in Abschnitt 5.2 etablierte Architektur von zwei i,i+4
verkniipften Makrozyklen an den Positionen K903/L907 und L911/A915. Da die Alkin-Makrozyklisierung
am effektivsten mit einer Linkerl&nge von neun bzw. zehn Kohlenstoffatomen funktioniert, wurden pro
Alkin-Makrozyklus drei Analoga synthetisiert (siehe Abschnitt 5.3.4). Fur die Synthese einer Verbrickung
mit zehn Kohlenstoffatomen werden zwei Bausteine des Typs 91 bendtigt. Die Synthese einer Verbriickung
mit neun Kohlenstoffatomen erfordert den Einbau von zwei unterschiedlichen Bausteinen (90 und 91),
wodurch sich zwei Regioisomere ergeben. Wie bereits erwahnt, war die Synthese eines Linkers mit acht
Kohlenstoffatomen (zweimal 90) aufgrund einer zu grofRen Ringspannung nicht erfolgreich. Insgesamt
ergaben sich somit die sechs bizyklischen Peptide 133 — 138. Die orthogonal makrozyklisierten Peptide 133
— 135 tragen die Olefin—Verbriickung am N-Terminus und die Alkin-Verbriickung am C-Terminus, wahrend
fiir die Peptide 136 — 138 die Positionen der Makrozyklen vertauscht sind. Alle Peptide wurden an fester
Phase synthetisiert und fiir FP-Experimente mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert.
AnschlieBend wurde ihre Affinitat zu Rab8a(GppNHp) mittels FP bestimmt. Fiir eine erste Abschéatzung der
Affinitdt wurden relative Kp-Werte in einer Einfachmessung bestimmt, bevor die Affinitat der besten Binder

in einem weiteren FP-Experiment in einer Dreifachmessung verifiziert wurde.
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Abbildung 43. Bizyklische Peptide zur Bindung von Rab8a. (a) Tabelle mit bizyklischen Olefin/Alkin-Analoga von
Peptid 25. Die Dissoziationskonstanten gegentiber Rab8a(GppNHp) wurden mit Hilfe von FP-Experimenten bestimmt.
rel. Kp = Kp [Peptid] / Kp [42]; rel. Kp-Werte beziehen sich auf eine Singulettmessung; Angegebene Kp-Werte
stammen aus Dreifachmessungen. (Fehler entspricht 15). n.b. = nicht bestimmt; [a] Kp [42] = 29.5 pM. Eine Auflistung
der absoluten Kp-Werte befindet sich im Anhang (Tabelle 21). (b) FP-Graph der Dreifachessungen der besten Binder.
(c) Sequenz des besten bizyklischen Binders von Rab8a(GppNHp), Peptid 134. . Die a-methylierten Olefinbausteine
(gelb) und a-methylierten Alkinbausteine (blau) sind farblich hervorgehoben.

Im Gegensatz zu den monozyklischen Alkin-Makrozyklen (Abschnitt 5.3.4) zeigten alle bizyklischen
Peptide eine deutliche Steigerung der Affinitat im Vergleich zum Ausgangspeptid 42 (Abbildung 43a).
Insbesondere die Peptide 134 und 137 zeigten die grofiten Verbesserungen und binden an aktiviertes
Rab8a(GppNHp) im einstelligen mikromolaren Bereich (Kp[134] = 6.6 uM; Kp[137] = 9.6 uM). Fir beide
unterschiedlichen Architekturen brachte jeweils eine neun Kohlenstoffatome umfassende Verbriickung mit

Baustein 91 an der C-terminalen Position und 90 an der N-terminalen Position den grofiten Affinitatsgewinn.
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Im Gegensatz dazu, waren die Peptide 135 und 138 mit Baustein 91 N-terminal und 90 C-terminal die
bizyklischen Peptide mit der geringsten Bindungsaffinitat. Das bizyklische Peptid 134 bindet mit einer
Dissoziationskonstante von 6.6 UM mehr als 3-mal besser an Rab8a(GppNHp) als das monozyklische
Ausgangspeptid 42 und mehr als 15-mal besser als das nicht-modifizierte Peptid 25. Darlber hinaus zeigt
134 eine nahezu identische Affinitat, wie das bindungsoptimierte bizyklische Peptid 73 (Abschnitt 5.2). Um
die einstellig mikromolare Affinitdt von 73 zu erreichen, bedurfte es allerdings zwei zusatzlicher
Variationen, wo hingegen die niedrige mikromolare Affinitat von 134 ohne Sequenzoptimierung nur durch
den Alkin-Makrozyklus bedingt ist. Die Bindung von 134 an Rab8a(GppNHp) konnte mit Hilfe von MST
bestétigt werden. Eine Analyse der Fluoreszenzintensitat der MST Messungen ergab einen Kp von 11 uM fir
134 (Anhang, Abbildung 65, 66). Zudem konnte in einem FP-Verdrangungsexperiment ein Komplex von
Rab8a(GppNHp) (15 uM) und 134 (60 nM) durch die Zugabe von acetyliertem Peptid 42 aufgeldst werden
(Abbildung 44a). Die vollstandige Verdrangung von 134 mit 42 zeigte die reversible Bindung beider Peptide
an die gleiche Position und erfolgte mit einem ICsq von 33 uM. Wie erwartet lieR sich der Komplex aus
Rab8a(GppNHp) und 134 nicht durch die Zugabe des weniger affinen Binders 25 auflésen. Dartber hinaus
konnte Peptid 42 (60 nM) ebenfalls durch die Zugabe von acetyliertem Peptid 134 von Rab8a(GppNHp)
(100 puM) verdrangt werden (Abbildung 44b). Dabei wurde ein ICs, von 23 uM beobachtet.
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Abbildung 44. FP-Verdrdngungsexperimente mit bizyklischen Olefin/Alkin Peptiden. (a) Verdrdngung von
Rab8a(GppNHp) (15 pM) gebundenem, Fluorescein-markiertem Peptid 134 (60 nM) mit steigenden Konzentrationen
von acetyliertem Peptid 42 und 25. (b) Verdrdngung von Rab8a(GppNHp) (40 pM) gebundenem, Fluorescein-
markiertem Peptid 42 (60 nM) mit steigenden Konzentrationen von acetyliertem Peptid 134 und 25.
Dreifachmessungen, Fehler entsprechen 1 c.
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Die Synthese bizyklischer Peptide mittels orthogonaler RCAM/RCM ermdglichte die Weiterentwicklung des
monozyklischen Rab8a Binders 42 in das bizyklische Peptid 134 mit einer mehr als 3-fach hoheren Affinitat.
Der zusétzliche Einbau eines Alkin-Makrozyklus mit einer Lange von neun Kohlenstoffatomen an den
Positionen 911 und 915 brachte die grofite Verbesserung im Vergleich zu 42. Das belegt das Potential des
entwickelten Ansatzes zur Synthese von bizyklischen Peptiden. Eine vergleichbare Affinitdt mit zwei
Olefin—Makrozyklen konnte nur mittels zusétzlicher Sequenzoptimierung erreicht werden (73). Damit ist die
Synthese von Alkin-Makrozyklen und insbesondere von bizyklischen RCAM/RCM Peptiden ein

interessanter Ansatz zur Weiterentwicklung von bereits identifizierten makrozyklischen Peptiden.
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5.5 a-Helikal stabilisierte Peptide zur Inhibition von UNC119
(Die Proteinexpression und Aufreinigung erfolgte in Kooperation mit Dr. Mamta Jaiswal.)

Die Lipid-bindenden Proteine UNC119a und UNC119b wurden als Transportproteine von myristoylierten
Untereinheiten von G-Proteinen und Tyrosin-Kinasen des Scr-Typs identifiziert (Abschnitt 3.3).”® Ein
knock-down von UNC119a steht in direktem Zusammenhang mit unvollstandiger Zytokinese, da wichtige
Proteine der Zellteilung nicht an ihren Bestimmungsort gelangen.?”” Die bisherigen Ansitze, die darauf
abzielten die zeitliche und rdumliche Organisation essentieller Proteine zu storen, adressierten vor allem die
Synthesemaschinerie zur Herstellung lipidierter Proteine, wie z.B. Farnesyltransferase-Inhibitoren oder
Plamitoylierungs-Inhibitoren.?® Nur in wenigen Beispielen, wie der Entwicklung des PDES Inhibitors
Deltarasin (14),**® wurden die Transportmechanismen der lipidierten Proteine adressiert. In diesem
Zusammenhang stellt das Transportprotein UNC119 ein potentiell interessantes Zielprotein dar. Die
unvollstandig ablaufende Zellteilung nach UNC119 knock-down kdnnte UNC119-Inhibitoren als neuen
Ansatz gegen sich schnell teilende Zellen identifizieren. Daher sollte im Folgenden der Einsatz lipidierter,

stabilisierter Peptide zur Inhibition von UNC119 untersucht werden.

5.5.1 Evaluierung UNC bindender Peptidfragmente

Wie in vorangegangenen Studien bereits gezeigt wurde, interagiert UNC119 mit einer Vielzahl von
N-terminal myristoylierten Proteinen.?”® Dariiber hinaus binden auch kurze, N-terminal myristoylierte
Peptidfragmente mit nanomolarer Affinitdt an UNC119.%2%' UNC119 bindet dabei selektiv einfach
N-terminal myristoylierte Peptidsequenzen und zeigt keinerlei Affinitat gegentiber mehrfach lipidierten oder
prenylierten Peptiden.*! Die Entwicklung Peptid-basierter Inhibitoren fiir UNC119 erfolgte auf Basis der
Kristallstruktur mit dem N-terminal lauroylierten Peptid der a-Untereinheit von Transducin, Gnatl
(Abbildung 45a, b).?** Dieses Peptid bindet sowohl in seiner lauroylierten, wie auch myristoylierten Form
mit submikromolaren Dissoziationskonstanten an UNC119.%%* Die Kristallstruktur zeigt, dass der Lipidrest
und der erste Abschnitt der Peptidsequenz tief in das Protein hineinragen. Dabei bilden die ersten sechs
N-terminalen Aminoséduren des Peptids eine einfache a-Helix-Windung, die vollstandig in die Bindetasche
von UNC119 hineinragt. Die weiteren Aminoséuren zeigen keinen Kontakt mit UNC119 und sind teilweise
nicht aufgeldst. Aufgrund der helikalen Sekundarstruktur wurde die Gnatl Peptidsequenz als Grundlage flr

die Entwicklung Peptid-basierter Inhibitoren ausgewahit.

Um die Dissoziationskonstante der nicht modifizierten Sequenz zu bestimmten, wurde das N-terminal
myristoylierte Peptid 139 mittels SPPS hergestellt. Da der N-Terminus des Peptids lipidiert ist, musste die
fir FP-Experimente essentielle Fluoreszenzmarkierung C-terminal erfolgen. Dazu wurde ein Mtt-

seitenkettengeschiitztes C-terminales Lysin in die Peptidsequenz eingebaut. Die Mtt-Schutzgruppe kann nach



82 Ergebnisse und Diskussion

erfolgreicher Synthese selektiv mit 1%-iger TFA in DCM abgespalten werden. Anschlielend wird das freie
Amin der Lysin-Seitenkette mit Fluorescein funktionalisiert und das Peptid vom Harz abgespalten. Im FP-
Experiment ergaben sich fir das nicht-modifizierte Peptid 139 Affinitdten von Kp = 7.5 nM gegentiber
UNC119a und Kp = 11.2 nM gegenuber UNC119b (Abbildung 45c). Die Dissoziationskonstanten fur 139
lagen sowohl fir UNC119a wie auch fur UNC119b im niedrigen nanomolaren Bereich und bestatigten die
hohe Affinitit des Peptids aus friiheren Studien.”” Peptid 139 zeigte allerdings nur geringe Selektivitat in
Bezug auf die beiden UNC119 Homologen. Auf Grundlage der FP-Bindungsdaten wurde die Peptidsequenz

von 139 als Startpunkt fir die Synthese a-methylierter, kohlenwasserstoffverbriickter Derivate ausgewahlt.

b

Ko [nM]
Peptid | Sequenz | UNC119a | UNC119b

139 |— GAGASAEEKEHK |7.5¢0.9|11.2¢1_0

Abbildung 45. Kristallstruktur von Gnatl und Bindungsdaten. Frontalansicht (a) und Seitenansicht (b) der UNC119
bindenden lauroylierten Gnatl Peptidsequenz. Das Peptid ist nahezu vollstandig in das Lipid-bindende Protein UNC119
insertiert. PDB = 3RBQ (c) Sequenz des nicht-modifizierten Peptids 139 und Affinitaten zu UNC119a und UNC119b.
Dreifachmessungen, Fehler entsprechen 1 o. Die N-terminale Fettsdure ist farblich hervorgehoben.

5.5.2 Stabilisierung des lipidierten Peptidfragments

Die Kristallstruktur von Gnatl mit UNC119 zeigt einen kurzen a-helikalen Abschnitt, der die letzten sechs
Aminosduren des N-Terminus des Peptids umfasst (Abbildung 46a). Ausgehend von den vielversprechenden
Bindungsdaten  des  nicht  modifizierten  Peptids 139  (5.5.1) wurden  a-methylierte,
kohlenwasserstoffverbriickte Peptide entworfen, um die kurze a-Helix von Gnatl zu stabilisieren. Dazu
wurden zunéchst die beiden Peptide 140 und 141 mit einer i,i+3 Verbriickung, welche sich besonders zur
Stabilisierung kurzer helikaler Bereiche eignet, synthetisiert (Abbildung 46b). Beide Peptide wurden an
ihrem N-Terminus myristoyliert und C-terminal Uber ein Lysin mit Fluorescein funktionalisiert. Die Affinitat
zu UNC119a und UNC119b wurde in einem FP-Experiment bestimmt. Beide Peptide (140 und 141) zeigten
deutlich geringere Affinitaten fir UNC119 als das nicht-modifizierte Peptid 139 (Abbildung 46b). Wahrend
140 jedoch keine Selektivitdt zwischen den UNC Homologen aufwies (Kp[UNC119a] = 98.3 nM,
Kp[UNC119b] = 80.7 nM) zeigte 141 eine mehr als 7-fach héhere Affinitat zu UNC119a im Vergleich zu
UNC119b (Kp[UNC119a] = 784 nM, Kp[UNC119a] = 594 nM). Insgesamt liegen die
Dissoziationskonstanten von 140 und 141 aber um das mindestens 10-fache Uber denen von 139. Aufgrund

dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass die Kohlenwasserstoffverbriickung im a-helikalen Bereich von
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Gnatl zu einer sterischen Hinderung fihrt. Da der N-Terminus von Gnatl komplett von UNC119
umschlossen ist, scheint an diesen Positionen nicht ausreichend Platz fur das Einbringen einer sterisch
anspruchsvollen Verbriickung zu sein. Die Ergebnisse decken sich mit den in Abschnitt 2.2.2 diskutierten
Adressierungsmoglichkeiten von seitenkettenverbriickten Peptiden. Verbriickte Peptide sind nur in
Ausnahmeféllen in der Lage eine Helix, die ber drei Seitenflachen interagiert, zu stabilisieren. In diesen
Féllen sind HBS-Helices besser geeignet. Die N-terminale Myristoylierung schliel3t jedoch den Einsatz einer

HBS-Helix aus, sodass nach Alternativen gesucht wurde.

a-helikal

nicht
aufgelést

nicht

a Lipid
geordnet

- d | I
@88 - GAGASAEEEKHEK

insertiert nicht insertiert
b K, InM]

Peptid Sequenz UNC119a | UNC119b
139 [ [Myr)- GAGA SAEEZKHE K |[75x09|11.2£1.0
140 - GA[RJA S[SJE E K H K (98321 |80.7+13
141 | [Myr] - G[RJG A[SJA E E K H K [784%24 | 594 +130
142 | Myr]- G A G A S(SJE E K[(S§JK | 55+1.3[632+14
143 - GAGASA[RJE K[SJK | 99£40|327%70
144 | (Myr)]- G A G A S[RJE E(SJH K [165£3.0| 113£12
145 |@88 - G A G A S(SJE E K[SJK 14320 23030
146 |[@&E) - G A G A S A(RJE K(SJK [67.2+18 | 147+40
147 |88 - G A G A S[RJE E[SJH K |824+£8.0| 488+43
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Abbildung 46. a-Methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptide zur Inhibition von UNC119. (a) Struktur und
Sequenz des lauroylierten Gnatl Peptidfragments. Zur besseren Ubersicht ist die Peptidsequenz in Bereiche unterteilt.
PDB = 3RBQ (b) Sequenzen und Affinitaten der UNC119 bindenden Peptide. Dreifachmessungen, Fehler entsprechen
1 o. Die a-methylierten Olefinbausteine (gelb) und die N-terminale Fettsdure sind farblich hervorgehoben.
Myr = Myristinsdure (trkis), Lau = Laurinsdure (dunkelgriin), Ac = Acetyl (grau), k. B. = keine Bindung.

Da der Einbau einer Verbriickung die Ausbildung einer a-helikalen Konformation induziert und nicht nur
lokal wirkt, wurde die a-helikale Kohlenwasserstoffverbriickung in Richtung des C-Terminus verschoben.
So sollte der zuvor ungeordnete und teilweise in der Kristallstruktur nicht aufgeloste C-Terminus, der nicht
im Zielprotein verborgen ist, in eine a-helikale Form gezwungen werden. Daflir wurden drei unterschiedlich

stabilisierte Peptide getestet, zwei mit einer i,i+3-Architektur und eins mit einer i,i+4-Architektur. Inspiriert
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durch die Kristallstruktur, in der Gnatl lauroyliert an UNC119 bindet, wurden die drei unterschiedlich
stabilisierten Peptide sowohl in ihrer myristoylierten Form (142 — 144) als auch in ihrer lauroylierten Form
(145 — 147) synthetisiert und im FP-Experiment getestet (Abbildung 46b). Dabei ist festzustellen, dass die
myristoylierten Peptide 142 — 144 niedrigere Dissoziationskonstanten aufweisen als ihre lauroylierten
Analoga 145 — 147. Darlber hinaus ist die Affinitat aller C-terminal stabilisierten Peptide (142 — 147)
generell um ein Vielfaches hoher als die der N-terminal stabilisierten Peptide 140 und 141. Fir UNC119a
liegen die Affinitaten der myristoylierten Peptide 142 — 144 im Bereich des nicht modifizierten Peptids 139,
wobei Peptid 142 mit einer Dissoziationskonstante von Kp[UNC119a] = 5.5 nM eine leicht erhohte Affinitat
im Vergleich zu 139 aufweist. Zudem zeigt 142 eine mehr als 11-fach hohere Affinitit gegenliber UNC119a
verglichen mit UNC119b (Kp[UNC119b] = 63.2 nM). Der beste identifizierte Binder fiir UNC119b ist 143
mit einem Kp von 32.7 nM fiur UNC119b. Damit bindet 143 nahezu dreimal schlechter als das nicht-
modifizierte Peptid 139. AuBerdem bindet 143 mit ca. 10 nM Affinitdt an UNC119a. Um den Einfluss der
N-terminalen Lipidierung zu untersuchen, wurde 148 synthetisiert, welches anstelle der N-terminalen
Fettsdure lediglich eine Acetyl-Gruppe tragt (Abbildung 46b). Ohne den Lipidanker ist 148 nicht in der Lage

an UNC119a oder UNC119b zu binden und dient in weiteren Experimenten als Negativkontrolle.

Prinzipiell bleibt festzuhalten, dass die Strategie, die a-methylierte Kohlenwasserstoffverbrickung fiir die
Peptide 142 — 144 in Richtung des C-Terminus zu verschieben und somit den sterischen Anspruch innerhalb
der komplett umschlossenen a-helikalen Binderegion zu reduzieren, Binder mit erhdhter Affinitét lieferte.
Bei diesen Bindern wurde eine zuvor nicht strukturierte Peptidsequenz in eine a-helikale Konformation
gezwungen und somit eine o-Helizitdit des N-Terminus induziert. Durch Variation der
Verbriickungsarchitekturen und Positionen entstand Peptid 142, das UNC119a mit niedrig nanomolarer
Affinitat bindet und eine mehr als 10-fache Selektivitat gegeniiber UNC119b aufweist.

5.5.3 Biophysikalische Evaluierung

Auf Grundlage der vielversprechenden Bindungsdaten aus den FP-Experimenten sollte fiir den besten Binder
142 die Interaktion mit UNC119a zusdtzlich in einem orthogonalen Bindungsassay verifiziert werden. Dazu
wurden ITC-Messungen mit UNC119a und 142 durchgefiihrt (Abbildung 47). Myristoyliertes,
a-methyliertes, kohlenwasserstoffverbriicktes Peptid 142 wurde im ITC-Experiment zu einer Losung aus
UNC119a in Messpuffer titriert. Die ermittelte Dissoziationskonstante von Kp = 115 nM liegt zwar eine
GroRenordnung Uber dem im FP-Experiment ermittelten Wert, validiert jedoch die relativ hohe Affinitat von
142 zu UNC119a.
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Abbildung 47. ITC-Experiment von 142. Représentatives ITC Spektrum von 142 (150 uM) tiriert zu UNC119a (17.9
UM). Zur Auswertung wurden Referenzspektren von 142 titriert zu Messpuffer und Messpuffer titriert zu UNC119a
abgezogen, Kp = 110 nM. Es wurden drei einzelne Messungen durchgefiihrt (Anhang, Abbildung 67, 68):
Kp =115 £ 7 nM, Fehler entspricht 1 o.

5.5.4 Zellbasierte Evaluierung der UNC bindenden Peptide

(Die Zellteilungsexperimente wurden von Dr. Shobhna Kapoor durchgefiihrt.)

Die vorstehend beschriebenen Experimente weisen die direkte Interaktion von UNC119 und einigen
lipidierten Peptiden nach. Sie beantworten nicht die Frage, ob diese Peptide in der Lage sind die zellulére
Funktion von UNC119 zu beeinflussen. Wie bereits beschrieben bewirkt ein siRNA knock-down von
UNC119a ein nicht vollstandiges Ablaufen der Zytokinese, was eine erhéhte Anzahl binuklearer Zellen zur
Folge hat.?’ Da die Quantifizierung solcher Zellen im Mikroskop &uRerst aufwendig ist, wurde der DNA-
Gehalt mittels Durchflusszytometrie bestimmt, was einen Rickschluss auf den Ablauf der Zytokinese

erlaubt. Ein gegenlber der DMSO-Kontrolle signifikanter Anstieg des DNA-Gehalts wére auf eine durch die
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Inhibition von UNC119a bedingte Storung des Zellzyklus zuruckzufuhren. Dafir sollten in einem
zellbasierten Experiment die Effekte von 142, dem nicht-modifizierten Peptid 139 und der acetylierten
Negativkontrolle 148 auf HelLa-Zellen und L-Zellen (Maus Fibroblasten) untersucht werden. Dazu wurden
die Zellen fur 72 h mit unterschiedlichen Kontentrationen 142, dem nicht-modifizierten Peptid 139 (50 uM)
und der acetylierten Negativkontrolle 148 (50 uM) inkubiert und anschliefend der DNA-Gehalt der Zellen
mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Abbildung 48). Als Positivkontrolle diente die niedermolekulare
Verbindung Nocodazol. Nocodazol stoppt den Zellzyklus in der M-Phase durch Inhibition der Tubulin-
Polymerisation. Ohne Mikrotubuli kann sich die Metaphasen-Spindel nicht ausbilden und die Zellen sich
nicht teilen. Zum Zeitpunkt der Spindelformation hat die Zelle bereits ihre DNA verdoppelt, sodass der
DNA-Gehalt bei 4N liegt (N entspricht der Anzahl Chromosomensétze). Séugetierzellen sind diploid

(N = 2), sodass Zellen, bei denen die Zellteilung nicht vollstdndig ablaufen kann, einen DNA-Gehalt von
>2N besitzen.
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Abbildung 48. Durchflusszytometrieexperimente der UNC119 bindenden Pepitde. (a) L-Zellen und (b) HeLa-Zellen
wurden 72 h mit nicht-markierten Peptid inkubiert und ihr DNA-Gehalt anschlieBend mittels Durchflusszytometrie
quantifiziert. NC = Nocodazol. Die angegebenen Werte sind das Ergebnis von Dreifachbestimmungen. Fehler entspricht
1 o. Signifikanz p gegenuber DMSO: ns p >0.05, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001. N = DNA-Gehalt. Angaben in %
befinden sich im Anhang (Tabelle 25), eine vollstandige Ubersicht befindet sich in Abbildung 69.

Die Ergebnisse der DNA-Quantifizierung stehen im Einklang mit den zuvor bestimmten Bindungsdaten.

Werden  L-Zellen Gber 72 h mit steigenden  Konzentrationen des  o-methylierten,
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kohlenwasserstoffverbriickten Peptids 142 inkubiert, so erhéht sich die Anzahl an L-Zellen mit einem DNA-
Gehalt von 4N (Abbildung 48a). Im Vergleich zur DMSO-Kontrolle stieg der Anteil von Zellen mit einem
DNA-Gehalt von 4N von 14.7% * 0.4 (DMSO) auf 42.4% + 8.5 (50 uM 142, Anhang Tabelle 25). Fur das
nicht bindende Peptid 148 wurde bei einer Konzentration von 50 UM dagegen nur eine nicht signifikante
Abweichung im Vergleich zur DMSO-Kontrolle beobachtet (15.5% + 3.9). Das nicht-modifizierte Peptid
139 zeigte mit 28.0% + 0.9 dagegen einen Effekt, der in etwa dem von 142 bei 5uM (27.5% + 0.6)
entspricht. Zwar zeigte das Peptid 139 eine ahnliche Affinitat gegenuber UNC119a wie das a-methylierte,
kohlenwasserstoffverbriickte Peptid 142 (siehe Abschnitt 5.5.2), jedoch scheint die biologische
Verfligbarkeit des verbriickten Peptids deutlich gréfer zu sein. Dies ist vermutlich sowohl auf eine erhéhte
proteolytische Stabilitat wie auch auf eine verbesserte Zellgangigkeit von 142 zuriickzufuhren. Peptid 142
kann in ca. 10-fach niedrigerer Konzentration eingesetzt werden um die gleichen Effekte zu erzielen wie das
nicht-modifizierte Peptid 139. Die Experimente in HelLa-Zellen bestétigten die in L-Zellen beobachteten
Ergebnisse (Abbildung 48b, Anhang Tabelle 25). Die Effekte in HeLa-Zellen fielen unwesentlich geringer
aus, bestétigten jedoch die konzentrationsabhéngigen Effekte von 142. Im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
stieg der Prozentsatz von Zellen mit doppeltem DNA-Gehalt von 13.3% + 2.9 (DMSO) auf 35.8% + 5.1
(50 uM 142) an. Die Negativkontrolle zeigte hingegen keinen signifikanten Effekt (14.7% + 3.8 bei 50 uM).
Der Wert fir das nicht-modifizierte Peptid 139 lag mit 23.4% + 2.3 zwischen den Werten von 1 pM (18.6%
* 6.0) bzw. 5 uM (27.2% = 4.3) von 142. Auch hier kann das a-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte
Peptid 142 in ca. 10-fach niedrigerer Konzentration als das nicht-modifizierte Peptid 139 eingesetzt werden
und erzielt dennoch ahnliche Effekte. Der Einfluss von Nocodazol auf die Zellteilung war fir beide
Zelllinien bei einer Konzentration von 1 uyM (75.4% % 15.0 [L-Zellen], 68.6% + 4.2 [HeLa-Zellen]) ca.
doppelt so gro wie der von 142 bei 50 M (42.4% + 8.5 [L-Zellen], 35.8% =+ 5.1 [HeLa-Zellen]). Dabei
muss allerdings beachtet werden, dass Nocodazol als Mikotubuli-Inhibitor einen orthogonalen
Wirkmechanismus im Vergleich mit dem UNC119a Inhibitor 142 aufweist. Die Auswirkungen auf den
DNA-Gehalt von L- bzw. HelLa-Zellen infolge der Behandlung mir Peptid 142 sind die ersten beobachteten
in vivo Effekte eines UNC119a Inhibitors.

Eine konfokalmikroskopische Analyse des Ph&notyps von HelLa-Zellen nach Inkubation mit 142 bestétigte
die unterschiedlichen Wirkmechanismen des Peptid-basierten Inhibitors und Nocodazol (Abbildung 49). Die
Behandlung von HeLa-Zellen mit 142 fihrte im Vegleich zur DMSO-Kontrolle zu einem Anstieg an
binuklearen Zellen. Diese Zellen besitzen zwei Zellkerne, wobei das Mikrotubuli-Netzwerk unverandert ist.
Es scheint, dass nach Ablauf der Mitose die Zytokinese nicht abgeschlossen werden kann und sich Zellen mit
zwei Zellkernen bilden. Das erklart das vermehrte Auftreten von Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4N und
bestatigt die Ergebnisse der Durchflusszytometriemessungen. Diese Ergebnisse entsprechen den mittels
SiRNA knock-down gemachten Beobachtugen in Hela-Zellen.”?” Im Gegensatz dazu verhinderte die
Inkubation mit Nocodazol die Polymerisation von Tubulin und die Ausbildung des Mikrotubuli Netzwerks.

Dadurch wird die Bildung der mitotischen Spindel und damit die Mitose inhibiert.
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Peptid 142
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Abbildung 49. Konfokalmikroskopische Zellbilder von HeLa-Zellen nach Inkubation mit DMSO (72 h), Peptid 142
(25 pM, 72 h) bzw. Nocodazol (1 pM, 24 h). Pfeile zeigen binukleare Zellen.

Mit Hilfe von stabilisierten o-Helices konnten Peptid-basierte Inhibitoren mit in vivo Aktivitat fir das Lipid-
bindende Protein UNC119 identifiziert und weiter entwickelt werden. UNC119 kontrolliert den Transport
und die Aktivitdt von N-myristoylierten Proteinen, die u.a. wéhrend der Zytokinese eine wichtige Rolle
spielen. Durch den Einbau einer o-methylierten Kohlenwasserstoffverbriickung in lipidierte
Peptidisequenzen konnten niedrig nanomolare Binder vor UNC119a identifiziert werden. Inkubation von
L- und HeLa-Zellen mit dem besten Binder (142), fuhrte zu einer erhéhten Anzahl Zellen mit einem
dopplelten DNA-Gehalt und entspricht den zuvor gemachten Beobachtungen mittels siRNA knock-down.
Die Analyse des Phanotyps von HelLa-Zellen zeigte das Auftreten von binuklearen Zellen, die im Gegensatz
zur Inkubation mit dem Tubulin Inhibitor Nocodazol (ber ein intaktes Mikrotubuli-Netzwerk verfiigen. Die
identifizierten Peptide bestatigen in cellulo die durch knock-down beobachteten Effekte. Damit konnte

UNC119 als potentielles Zielprotein fur die Medizinalchemie identifiziert werden.
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6 Zusammenfassung

Die Modulation intrazellularer Protein-Protein Interaktionen stellt aktuell eine der groRten
Herausforderungen der Wirkstoffforschung dar und fiihrte unter Verwendung der traditionellen
niedermolekularen Verbindungen bisher nur zu geringen Erfolgen. Fortschritte bei der Entwicklung
neuartiger Methoden zur Adressierung schwer zuganglicher PPIs lieferten erfolgversprechende Ansatze, die
bereits bis in Klinische Studien vorangetrieben wurden. Insbesondere der Einsatz Peptid-basierter
Sekundérstrukturmimetika wurde erfolgreich zur Adressierung anspruchsvoller PPIs eingesetzt. Mittlerweile
wurden zahlreiche verschiedene Methoden zur Synthese peptidischer Sekundéarstrukturmimetika entwickelt,
von denen die a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide (hydrocarbon stapled peptides) bisher

die groften Erfolge erzielten.

Die kleinen GTPasen der Ras—Superfamilie kontrollieren als molekulare Schalterproteine zahlreiche
essentielle zellulare Funktionen und Prozesse. Uber eine Vielzahl von groRflachigen und gering-profilierten
PPIs empfangen und leiten sie Signale weiter und regulieren nachgeschaltete Signalkaskaden. Kleine
GTPasen gelten seit langem als pharmakologisch unzugénglich, da ihre PPIs mit den Kklassischen
medizinalchemischen Methoden nicht adressierbar sind. Als Schliisselregulatoren des zelluléaren
Membrantransports kontrollieren die kleinen GTPasen der Rab—Familie die Bildung, den Transport und die
Fusion von Vesikeln. Auf diese Weise regeln sie den exo- und endozytotischen Transport, den Transport
zwischen einzelnen Zellkompartimenten sowie das Recycling von Membranen. Durch ein genaueres
Verstandnis der Regulation und Funktion einzelner Rab—Proteine in den letzten Jahren konnte ihre
Fehlregulation vermehrt mit der Entstehung zahlreicher humaner Erkrankungen assoziiert werden. Dadurch
ricken Rab-GTPasen zunehmend in den Fokus der Wirkstoffforschung und repréasentieren attraktive
Zielproteine fur die Entwicklung neuer Therapeutika. Trotz grofRer Anstrengungen konnten bisher keine

effektiven Modulatoren fur kleine GTPasen gefunden werden.

Mit Hilfe a-methylierter, kohlenwasserstoffverbriickter Peptide konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit
Peptid-basierte  Modulatoren fiir Rab-GTPasen entwickelt werden. Durch eine Analyse der
Kristallstruktutren von Rab—Protein-Komplexen wurden potentielle a-Helices identifiziert, die fur eine
Bindung an Rab in Frage kommen. Nach Bestimmung der Affinitat der Wildtyp-Peptide gegenlber einer
Auswahl an nukleotidfreien Rab—GTPasen wurden vier der untersuchten Sequenzen mit Hilfe von o-
methylierten Kohlenwasserstoffverbriickungen stabilisiert, da sie Affinitdten im niedrigen mikromolaren
Bereich (<20 uM) aufwiesen. Durch den Einbau der o-methylierten Kohlenwasserstoffverbriickungen
konnte die Bindung an die nukleotidfreien Rab—Proteine stark erhéht werden. Zudem wurde Peptid 42
identifiziert, welches an Rab8a in seiner aktivierten, GppNHp-gebundenen Form mit einem Kp-Wert von
22.2 UM bindet und in vitro eine Rab—Effektor—Interaktion inhibiert (Abbildung 50a). Peptid 42 ist damit der

erste direkte Binder einer aktivierten Rab—GTPase.
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Abbildung 50. Systematische Optimierung des ersten Rab—Inhibitors Peptid 42. (a) Das affinitatsoptimierte Peptid 73
wurde durch Ladungsoptimierung zu Peptid 83 weiterentwickelt, welches das Ausgangspeptid 42 in allen getesteten
Eigenschaften Ubertrifft. (b) Konfokalmikroskopische Aufnahme von HelLa-Zellen nach inkubation mit Peptid 83. Das
Fluorescein-markierte Peptid (giin) und Rab8 (rot) sind farblich gekennzeichnet.

Weiterfuhrende Untersuchungen von Peptid 42 zeigten jedoch, dass es nur in geringem MaRe zellgangig ist
und durch Proteinase K rapide abgebaut wird (ty,[42] = 18s). Infolgedessen wurde versucht die biologische
Verfligbarkeit von Peptid 42 zu erhdhen. Mit Hilfe eines Alanin-Scans wurde der Einfluss der einzelnen
Seitenketten auf die Bindung des gesamten Peptids untersucht und eine Analyse der Proteaseschnittstellen
offenbarte die Instabilitat des C-Terminus. Durch den Einbau verschiedener o-methylierter Aminosauren
und unterschiedlicher Verbriickungsarchitekturen sowie einer Sequenzoptimierung konnte Peptid 73 als
verbesserter Binder mit herausragender proteolytischer Stabilitat identifiziert werden. Da Peptid 73 jedoch
nur unzureichend zellgéngig ist und eine negative Gesamtladung von -3.9 aufweist, wurde es in Bezug auf
zelluldare Aufnahme optimiert. Dies fiihrte zu Derivat 83, das in Bezug auf Bindungsaffinitit (Kp[83] =
12.7 uM), Zellgangigkeit (1.5-fach) und proteolytische Stabilitat (t;,[83] > 3000 min) das Ausgangspeptid
42 deutlich Gbertrifft (Abbildung 50a). Peptid 83 besitzt neben der urspriinglichen o-methylierten
Kohlenwasserstoffverbriickung (Positionen 903 und 907) eine weitere Verbrickung (Positionen 911 und
915) und tragt zudem zwei Affinitdtsmutationen (Q905W, S912F) sowie zwei Zellgadngigkeitsmutationen
(D901N und E904Q). Eine Analyse der zelluldren Lokalisation von 83 zeigte zudem, dass es im gleichen

Zellkompartiment in unmittelbarer N&dhe von Rab8a zu finden ist (Abbildung 50b).

Weiterhin wurde in dieser Arbeit der Einsatz der Alkin-Ringschlussmetathese (RCAM) fiir die Synthese
makrozyklischer Peptide untersucht. Die RCAM-Reaktion konnte fir die Anwendung in der
Festphasenpeptidsynthese optimiert werden und ist kompatibel mit allen 20 proteinogenen Aminosauren in
ihrer geschiitzten Form (Abbildung 51a, b). Eine anschlieBende Uberfithrung des Alkins in ein dibromiertes

Olefin mit Hilfe von CuBr, ist flr alle Peptidsequenzen mdglich, die kein Cystein oder Methionin in ihrer
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Sequenz tragen (Abbildung 51c). Der Einbau einer Alkin-Verbriickung in die biologisch aktive Sequenz von
Peptid 42 lieferte Peptide (108 — 110) mit identischer Affinitdt zu Rab8a(GppNHp). Dibromierung der
Dreifachbindung ergab dagegen Peptide (111 — 113) mit gesteigerter Affinitat.
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Abbildung 51. Alkin-makrozykKlisierte Peptide mittels RCAM. (a) Schematische Darstellung der Synthese Alkin-
makrozyklisierter Peptide mittels RCAM auf fester Phase. (b) Sequenz des Testpeptids 100. (c) Schematische
Darstellung der Dibromierung der Alkin-Makrozyklen.

Der Einbau eines Alkin-Makrozyklus in das Bindemotiv des 14-3-3 Binders Exoenzym S (114) fuhrte zu
Peptiden mit hoherer Affinitdt und einem é&hnlichen Bindungsmodus. Peptid 124 bindet 14-3-3 unter
Ausbildung einer irreguldren Sekundarstruktur (Abbildung 52a). Zwar erfolgte die Bindung mit leicht
reduzierter Affinitat im Vergleich zum optimierten Binder 116, dennnoch zeigte Peptid 124 eine hohere
Affinitat gegeniiber dem nicht-modifizierten Ausgangspeptid 114 und war in der Lage, dieses in einem
kompetitiven Bindungsexperiment aus der Bindetasche zu verdrangen (Abbildung 52b). Eine
Kristallstrukturanalyse von 124 mit 14-3-3 bestétigte einen zum Ausgangspeptid analogen Bindemodus und
die Ausbildung einer irreguldren Sekundarstruktur (Abbildung 52c). Der Alkin-Makrozyklus interagiert
dabei direkt mit der 14-3-3 Bindetasche und ermdglicht zusatzliche hydrophobe Wechselwirkungen mit dem

Zielprotein.
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Abbildung 52. Alkin-Makrozyklus fir die Bindung an 14-3-3. (a) Struktur des besten Alkin-verbriickten 14-3-3
Binders, 124. R = Acetyl, Fluorescein-PEG (b) FP-Verdrangungsexperiment mit 14-3-3¢C und den acetylierten Peptiden
114 und 124. (c) Kristallstruktur von 124 (tlrkis) im Komplex mit 14-3-3C. Die hydrophobe Verbriickung (rot), die
Dreifachbindung und die interagierenden Aminoséuren sind explizit gezeigt.

Da die Olefin—Ringschlussmetathese (RCM) und die RCAM zwei orthogonale Reaktionen sind, wurde die
Synthese von bizyklischen Peptiden mit einem Olefin— und einem Alkin—-Makrozyklus untersucht
(Abbildung 53a). Der jeweilige Ringschluss (RCM bzw. RCAM) verlauft dabei duBerst selektiv, ohne die
jeweils andere Funktionalitat zu beeinflussen. Die monozyklischen Intermediate lassen sich anschlielend
vollstandig in das bizyklische Produkt tberfiihren. AuBerdem konnen beide Makrozyklen gleichzeitig in
einer Eintopfreaktion geschlossen werden. Neben einer linearen Anordnung der beiden Makrozyklen (128)
ist ebenfalls eine ineinandergreifende Architektur (129) zugénglich. Der Einbau eines Alkin-Makrozyklus
zusatzlich zur Olefin—Verbrickung in Peptid 42 lieferte einen bizyklischen Rab8a Binder mit hoherer
Affinitat (134, Abbildung 53b). Peptid 134 zeigte reversible Bindung an Rab8a(GppNHp) mit einer Affinitat
von Kp[134] = 6.6 uM (Abbildung 53c).
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Abbildung 53. Synthese bizyklischer Peptide mittels RCM und RCAM. (a) Schematische Darstellung der Synthese
bizyklischer Peptide mittels orthogonaler RCM und RCAM. Die bizyklischen Peptide 128 und 129 lassen sich entweder
schrittweise oder direkt aus den offenkettigen Peptiden herstellen. (b) Struktur des besten bizyklischen Binders fir
Rab8a, Peptid 134. (c) FP-Verdrangungsexperiment mit Rab8a und den acetyliertem Peptiden 25 und 134.

Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit Peptid-basierte Inhibitoren fur UNC119 entwickelt.
Ausgehend von der Kristallstruktur eines N-terminal myristoylierten Peptidfragments wurden myristoylierte,
o-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptide synthetisiert, die UNC119 mit niedriger nanomolarer
Affinitat binden (Kp[142] = 5.5 nM, Abbildung 54a). Die Bindung an UNC119 konnte mit Hilfe von
isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) bestétigt werden. Die Behandlung von HelLa- und L-Zellen mit 142
zeigte einen signifikanten Anstieg von Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4N (Abbildung 54b). Das
entspricht Zellen, bei denen die Zellteilung nicht vollstandig ablaufen kann und wurde bereits durch siRNA
knock-down von UNC119 beobachtet. Die Aktivitat des o-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten
Peptids 142 entspricht der des in knock-down Experimenten beobachteten zelluldren Effekts. Damit wird
UNC119 zu einem potentiellen Zielprotein fir die Entwicklung neuer Therapeutika.
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Abbildung 54. Peptid-basierter Inhibitor fur UNC119. (a) Sequenz und Affinitdt des besten a-methylierten,
kohlenwasserstoffverbriickten UNC119 Inhibitors 142. (b) Durchflusszytometrie-Messungen nach Inkubation mit 142.
** n< 0.01 in Bezug auf DMSO. N = DNA-Gehalt

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse untermauern das Potential Peptid-basierter
Sekundérstrukturmimetika zur Adressierung anspruchsvoller Protein—Protein Interaktionen. Kleine GTPasen
der Rab—Familie konnten erstmals direkt adressiert und ihre Interaktion mit einem Effektorprotein inhibiert
werden. Das weckt die Hoffnung, dass die bisher als pharmakologisch unzuganglich (undruggable)
klassifizierten kleinen GTPasen durch den Einsatz nicht traditioneller Adressierungsmethoden in Zukunft
effektiv moduliert werden konnen. Die Entwicklung einer zusatzlichen Zyklisierungsmethode mittels Alkin-
Ringschlussmetathese ermdglicht dariiber hinaus den Zugang zu neuartigen Konformationen und
Verbrickungsgeometrien, die auch in anderen Systemen Anwendung finden kénnen. Durch den stetigen
Forschtitt bezuglich des Verstandnisses der biologischen Funktionen und Zusammenh&nge potentieller
Zielproteine sowie ihre strukturelle Aufkldarung ergeben sich im Zusammenspiel mit solchen neuen

Adressierungstechniken inovative Anséatze fur die Entwicklung effektiver Therapeutika.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Materialien und Gerate chemischer Synthesen

Die eingesetzten Losemittel und Reagenzien wurden von Acros Organics, Alfa Aesar, Fisher Scientific,
Fluka, Merck oder Sigma Aldrich bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Zur Peptidsynthese wurde
DMF und DCM der Firma Biosolve verwendet. Die kommerziell erhltlichen, geschiitzten Aminosauren
und Kupplungsreagenzien wurden von Carl Roth GmbH, Iris Biochtech oder Novabiochem gezogen. Die

a-methylierten Olefinbausteine wurden von Okeanos Tech. Co. erworben.

Fir die Festphasenpeptidsynthese wurde Rink-Amid Harz der Firmen Novabiochem (NovaSyn TGR-Harz
bzw. Rink-Amid MBHA (mesh 100-200)) oder Sigma Aldrich (ChemMatrix (mesh 35-100)) verwendet.

Fir die Festphasenpeptidsynthesen wurden Polypropylen-Spritzenreaktoren (2, 5, 10 und 20 mL) mit

Polyethylen-Fritten der Firma Multisyntech verwendet.

Fir die Dunnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel60 F,s, beschichtete Aluminium-DC-Folien der
Firma Merck verwendet. Die Detektion der Substanzen erfolgte mit Hilfe von UV-Licht (A = 254 nm) oder
mittels Kaliumpermanganat-basierter Féarbelésung (1.6 g KMnO,, 10g K,COs;, 2.5 mL 5%-ige NaOH,
200 mL Wasser) und anschlieRendem Erhitzen.

Fir die sdulenchromatographische Reinigungen (Flash-Chromatographie) wurde Kieselgel der Firma
Acros Organics (40 — 65 um, 230 — 400 mesh) als stationdre Phase eingesetzt. Die Trennung erfolgte bei
einem Uberdruck von 0.2 — 0.5 bar.

NMR-Spektren wurden an folgenden Spektrometern in deuterierten Ldsemitteln aufgenommen: Varian
Mercury-VX 400, Bruker Avance DRX 400 oder 500, Varian Unity Inova 600. Die chemischen
Verschiebungen 6 sind in ppm (bezogen auf TMS) angegeben und auf das jeweilige Restsignal des
Losungsmittels kalibriert. Die Zuordnung der *H- und *C-Signale erfolgte, falls notwendig, mit Hilfe von
2D-Experimenten (gCOSY, ¢gHSQC, gHMBC). Die durch Spin-Spin-Kopplungen auftretenden
Multiplizitdten sind wie folgt abgekirzt: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, b = breites
Signal, m = Multiplett. Die Kopplungskonstanten J sind in Hertz Hz angegeben.

Olefin-Ringschlussmetathese erfolgte in Spritzenreaktoren auf einem VacMan-Manifold (Promega) im

Argon Gegenstrom.
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Fir die analytische Umkehrphasen-HPLC (analyt. HPLC) wurde ein System der Firma Agilent der Serie
1100/LC/MSD VL mit einer Nucleodur CC125/3 C18-Saule (Macherey Nagel) verwenet. Die Trennung
erfolgte unter Verwendung linearer Gradientenprofile von Laufmittel A (0.1% Trifluoressigsaure) und
Laufmittel B (Acetonitril + 1% Trifluoressigsaure) bei einer Flussrate von 0.5 mL/min tber 30 min. Die UV-
Detektion erfolgte bei 210 nm, 254 nm und 280 nm.

Analytische Umkehrphasen-HPLC-Massenspektren (analyt. HPLC-MS) wurden an einem System der
Firma Agilent der Serie 1100 mit S&ulen der Firma Macherey & Nagel (Nucleodur CC 125/4 C18-Séule und
CC 125/4 C4-Séaule) aufgenommen. Fir die Massendetektion wurde ein Gerat der Firma Thermo Fisher
(LCQ Advantage MAX) verwendet. Die lonisierung der Proben erfolgte durch ESI (electro spray
ionisation). Zuséatzlich erfolgte die UV-Detektion bei 210 nm, 254 nm und 280 nm sowie eine Corona-
Detektion. Es wurden lineare Gradientenprofile von Laufmittel A (0.1% Ameisensaure) und Laufmittel B
(Acetonitril + 1% Ameisensaure) mit einer Flussrate von 1 mL/min verwendet. Reaktionskontrolle mittels
U-HPLC-Messungen erfolgte an einem Agilent 1290 Infinity LC-System (Agilent) mit einer Acquity UPLC
BEH C18-Saule (Waters).

Fir die Aufreinigung mittels praparativer Umkehrphasen-HPLC (prap. HPLC) wurde ein System der
Firma Agilent der Serie 1100/LC/MSD VL mit einer Nucleodur CC 125/10 C18-S&ule von Macherey &
Nagel verwendet. Die Massendetektion mittels ESI erfolgte mit einem LCQ Advantage MAX (Thermo
Fisher) bei paralleler UV-Detektion bei 210 nm, 254 nm und 280 nm. Die Trennung erfolgte unter
Verwendung linearer Gradientenprofile von Laufmittel A (0.1% Trifluoressigsdure) und Laufmittel B

(Acetonitril + 1% Trifluoressigsdure) bei unterschiedlichen Flussraten und tber varriierende Zeitrdume.

Hochaufgeldste Massenspektren (HRMS) wurden an einem LTQ Orbitrap Spektrometer der Firma Thermo
Scientific, das mit einem HPLC-System der Firma Accela gekoppelt ist mittels ESI aufgenommen. Zur
Trennung wurde eine HPLC Sdule Hypersil GOLD (50 mm, Innendurchmesser 1 mm, 1.9 um PartikelgroRe
mit einer Flussrate von 250 pL/min verwendet. Als Losungsmittel wurde ein Gemisch aus Ameisenséiure

(0.1%) und Acetonitril + 0.1% Ameisensdure eingesetzt.

Mikrowellen-unterstitzte Peptidsynthese erfolgte an einem Synthesizer der Firma CEM (Liberty-12
Channel Automated Peptide). Der Mikrowellenreaktor des Typs Discovery wurde in Single-Mode Technik

betrieben, wobei die Temperaturkontrolle durch einen faseroptischen Sensor erfolgte.

Die Aufnahme von Circulardichroismus (CD)-Spektren erfolgte an einem Jasco J815 CD-Spektrometer in

einer Quartzkiivette der Weglange 0.1 cm bei 25 °C.
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Die Konzentrationsbestimmung fluoreszenz-markierter Peptide wurde mittels Absorptionsmessung an

einem Infinite M200 (Tecan) oder einem Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) durchgefthrt.

Fluoreszenzpolarisations (FP)-Spektren wurden an einem Safire’> (Tecan) bei einer Anregung von
AMex) =485 nm und einer Absorption von A(ab) = 525 nm gemessen.

Microscale Thermophorese (MST) Messungen wurden mit einem Monolith NT.115 (NanoTemper

Technologies) durchgefihrt.

Reaktionen unter Verwendung von hydrolyse- oder oxidationsempfindliche Reagenzien wurden unter
Argonatmosphére in ausgeheizten Glasgeraten durchgefiihrt. Fir die Reaktionen wurden kommerziell
erhaltliche wasserfreie Losungsmittel der Firmen Acros Organics, Alfa Aesar, Fluka oder Sigma-Aldrich

ohne weitere Reinigung verwendet. DCM wurde (ber CaH, getrocknet und vor Gebrauch destilliert.
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7.2 Materialien und Gerate biologischer Experimente

7.2.1 Laborgerate

pH-Meter

Pipetten
Reinstwassersystem
Vortexer
Zentrifugen

Plattenleser
CD-Spektrometer

ITC

Gelelektrophorese System
Fluoreszenz-Imaging System
Durchflusszytometer

Blot Transferkammer

Schott, CG840

Eppendorf

Millipore, Milli-Q Advantage A-10
Carl Roth, Vortex Genie 1
Eppendorf, Minispin Centrifuge
Eppendorf, 5415R

Tecan, Safire 2

Jasco GmbH, J-815

Malvern, MicroCal iTC200
BioRad, Miniprotean 3

LI-COR Biosciences, Odyssey
BD Biosciences, LSRI|I

BioRad, Trans-Blot

7.2.2 Verbrauchsmaterial

Reaktionsgefale (0.5, 1.5, 2.0 mL)
Reaktionsgefale (15, 50 mL)
Entsalzungssaule PD-10
Entsalzungssaule NAP-5
Zentrifugen Filtereinheiten
(0.5und 15 mL)

Coomassie Brilliant Blau G-250
Alkalische Phosphatase

GDP, GppNHp

NHS-Fluorescein

Streptavidin Magnetic Beads
(Dynabeads® Magnetic Beads M280)
Bradford-Reagenz

NP40

Protease Inhibitor Cocktail
Kuvetten

PVDF-Transfermembran

Eppendorf

Sarstedt

GE Healthcare

GE Healthcare

Merck Millipore, Amicon Ultra

Serva
Roche
Sigma
Sigma

Invitrogen

BioRad
Sigma
Sigma
Sarstedt

Thermo Fisher Scientific
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Whatmann 3MM Papier
384-Loch-Platten (small volume, black,
flat-bottom, non-binding)

Schleicher & Schull

Greiner

7.2.3 Antikorper

Anti-Rab8
Anti-Rabbit
Anti-Kaninchen IgG

Cell signaling (Rab8(D22D8) XP™ Rabbit mAb; #6975)
Thermo Fisher (Alexa 594 conjugate, A-21207)
Thermo Scientific ((H+L) HRP-Konjugat)

7.2.4 Puffer und Losungen

PBS (Phosphate buffered saline)

TBS

TBST

FP-Messpuffer (GDP/GppNHp)

FP-Messpuffer (nukleotidfrei)

137 mM Nacl
2.7 mM KClI

11 mM Na,HPO,
1.8 mM KH,PO,
pH=7.4

20 mM Tris-HCI
150 mM NaCl
pH=7.4

20 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
0.01% tween (v/v)
pH=7.4

25 mM Hepes
150uM NaCl

1mM MgCl,

1mM TCEP

1uM GDP/GppNHp
0.01% tween (v/v)
pH=75

20 mM Hepes
50 mM NacCl
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Dialysepuffer

5% SDS-PAGE Probenpuffer

SDS-PAGE Laufpuffer

Coomassie-Ldsung

Entfarber-Ldsung

Transferpuffer

Lysepuffer

1 mM TCEP
0.01% tween(v/v)
pH=75

30 mM Tris

100 mM NacCl

1 mM TCEP

pH=7.5

250 mM Tris-Hcl pH = 6.8
50% Glycerin (v/v)

350 mM SDS

360 uM Bromphenol Blau
250 mM DTT

250 mM Glycin
250 mM Tris
35 mM SDS

0.25% Coomassie Brilliant Blau G-250 (w/v)

45% Methanol
10% Essigsaure (v/v)

30% Methanol (v/v)
10% Essigsaure (v/v)

25 MM Tris-HCI
0.2 M Glycin
MeOH/H,0, 1/4, vIv

150 mM NacCl
20 mM Tris pH 7.6
0.5% NP40 Alternative

Protease Inhibitor Cocktail
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7.3 Synthese unnaturlicher Aminosauren

7.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: DHP-Schitzung von Alkinolen

Zu einer Losung des terminalen Alkinols (1.0 Aq) in CH,Cl, (2 mL/mmol) wurde bei 0 °C Pyridinium-p-
toluolsulfonat (PPTS, 0.15 Aq) zugegeben und fir 10 min geriihrt. AnschlieBend wurde 3,4-Dihydro-2H-
pyran (1.3 Aq) zugetropft und fiir 30 min bei 0 °C geriithrt. Nach dem Erwarmen auf Raumtemperatur wurde
die Reaktionsmischung fiir 16 h gertihrt. Nach Zugabe von gesattigter NaHCOs-L6sung (2 mL/mmol) wurde
die organische Phase abgetrennt und die wassrige Phase mit CH,Cl, extrahiert (3 x 40 mL), die vereinigten
organischen Phasen mit geséattigter NaCl-Lésung gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. S&ulenchromatographische Reinigung (Petrolether/Et,O 9:1) lieferte das
DHP-geschiitzte Alkinol.

AAV 2: Methylierung von DHP-geschttzten Alkinolen

In einem ausgeheizten Schlenkkolben unter Argon wurde eine Ldsung des DHP-geschitzten Alkinols
(1.0 Aq) in trockenem THF (3 mL/mmol) auf —78 ° abgekuhlt und unter Rihren portionsweise mit n-BuLi
(1.2 Aq) versetzt. Nach 10 min wurde N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TMEDA, 1.1 Aq) zugetropft
und die Reaktionsmischung auf 0 °C erwarmt. Anschliefend wurde CHsl (1.2 Aq) portionsweise zugegeben
und fur 1 h bei 0 °C geruihrt bevor die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur erwarmt und flir weitere 14 h
geriihrt wurde. Nach der Zugaben von gesattigter NH,CI-Lésung wurde die organische Phase abgetrennt und
die wassrige Phase mit CH,Cl, extrahiert (3 x 40 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
geséttigter NaCl-Losung gewaschen, ber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.

Saulenchromatographische Reinigung (Petrolether/Ethylacetat 50:1) lieferte das methylierte Produkt.

AAV 3: DHP-Entschitzung des methylierten Alkinols

Zu einer Losung des DHP-geschiitzten, methylierten Alkinols (1.0 Ag) in MeOH (4 mL/mmol) wurde
p-Toluolsulfonsaure (PTS, 0.1 Aq) zugegeben und fir 14 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend
wurde das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt sdulenchromatographisch
(CHCI,/Et,0 9:1) aufgereinigt.

AAV 4: lodierung von Alkinolen

Zu einer Suspension aus Triphenylphosphan (1.2 Aqg), Imidazol (1.2 Ag) und lod (1.5 Aq) in trockenem THF
(4 mL/mmol) wurde das Alkinol (1.0 Ag) langsam bei Raumtemperatur zugetropft. Die Reaktion wurde fir
1.5h bei Raumtemperatur geriihrt, der weiRe Niederschlag abfiltriert und mit THF gewaschen. Die
organische Phase wurde unter vermindertem Druck eingeengt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch
gereinigt (Petrolether/Et,0O 10:1).
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AAYV 5: Alkylierung von Ala-Ni(11)-BPB Komplexen

In einem ausgeheizten Schlenkkolben unter Argon wurde eine Ldsung des Ala-Ni(Il)-BPB Komplexes
(1.0 Aq) in trockenem DMF (5 mL/mmol) auf 0 °C abgekihlt. Die Lésung wurde mit frisch gemahlenem
KOH (10 Aq) versetzt und fiir 20 min bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wurde das Alkylierungsmittel (1.1 Aq)
in DMF (1 mL/mmol) zugegeben und fiir 20 min bei 0 °C geriihrt. Nach dem Erwérmen auf Raumtemperatur
wurde die Reaktionsmischung fiir 2 h geriihrt. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung auf 100 mL kalte
Essigsaure (5% v/v) gegossen und mit CH,Cl, (100 mL) versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt
und die wassrige Phase mit CH,Cl, extrahiert (3 x 60 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
geséattigter NaCl-Losung gewaschen und Uber MgSO, getrocknet. Nach Koevaporation mit Toluol

(3 x 40 mL) wurde das Produkt saulenchromatographisch (1% MeOH in CH,CI,) gereinigt.

AAYV 6: Zersetzung von alkylierten Ala-Ni(I11)-BPB Komplexen und Fmoc-Schitzung

Zu einer Losung des alkylierten Ala-Ni(ll)-BPB Komplexes (1.0 Ag) in MeOH (4 mL/mmol) wurde
konzentrierte HCI (10 Aq) gegeben und die Reaktionsmischung fiir 1 h refluxiert. AnschlieBend wurde das
Losemittel unter vermindertem Druck vollstandig entfernt. Der Rickstand wurde in Wasser (1 mL/mmol)
aufgenommen und mit CH,CI, extrahiert (3 x 20 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
geséttigter NaCl-Ldsung gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das erhaltene BPB (35/150) wurde ohne weitere Reinigung wiederverwendet. Die wassrige Phase
wurde mit Na,CO; neutralisiert und Dioxan zugegeben um eine Mischung aus Dioxan/Wasser (1:1 v/v) zu
erhalten. AnschlieRend wurde Na,CO; (3 Aq) und Fmoc-OSu (1.3 Ag) zugegeben und fir 7d bei
Raumtemperatur gerithrt. Nach 2 d und 5 d wurde erneut Fmoc-OSu (0.5 Aq) zugegeben (Reaktionskontrolle
mittels U-HPLC). AnschlieBend wurde Wasser (100 mL) hinzugefuigt, mit konzentrierter HCI angesduert
und die wassrige Phase mit CH,Cl, extrahiert (3 x 20 mL). Die vereinigeten organischen Phasen wurden mit
gesattigter NaCl-Ldsung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Petrolether/Ethylacetat 5:1 + 0.1% Essigsaure) wurde

die geschitzte Aminoséure erhalten.
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7.3.2 Synthese der Verbindungen

Synthese von L-N-Benzylprolin (34)

N ””/<O

OH

Zu einer Losung aus L -Prolin (20.0 g, 174 mmol) und KOH (37.0 g, 660 mmol, 3.8 Aq) in 250 mL iso-
Propanol wurde Benzyloromid (30.9mL, 261 mmol, 1.5 Aqg) uber 30min zugetropft. Die
Reaktionsmischung wurde fur 6 h bei 40 °C geriihrt, auf Raumtemperatur abgekihlt und mit konzentrierter
HCI neutralisiert (pH 5). Anschliefend wurden 150 mL CHCI; zugegeben und flr 16 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Suspension wurde filtriert und der Rickstand mit 3 x 50 mL CHCI; gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen wurden unter vermindertem Druck eingeengt und das Produkt in kaltem Aceton
ausgeféllt. Das Produkt (30.5 g, 149 mmol, 86%) wurde als weiRer Feststoff abfiltriert und im Hochvakuum

bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

'H NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm] = 7.5 — 7.3 (m, 5H), 4.3 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 3.9 (d, J = 12.9 Hz, 1H),
3.5(dd, J=8.9, 6.1 Hz, 1H), 3.2 - 3.1 (m, 1H), 2.8 (dd, J = 17.7, 8.6 Hz, 1H), 2.2 (dq, J = 13.0, 8.6 Hz, 1H),
2.0 - 1.8 (m, 2H), 1.8 — 1.6 (m, 1H). ®*C NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 172.4, 135.5, 130.3, 129.1,
128.8, 66.6, 57.9, 53.8, 29.1, 23.3. HRMS: berechnet fir C;,H;sNO,: 206.11756 [M+H]"; gefunden
206.11767 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 6.13 min.
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Synthese von D-N-Benzylprolin (149)

E)<<0H

Zu einer Losung aus D-Prolin (20.0 g, 174 mmol) und KOH (37.0 g, 660 mmol, 3.8 Aq) in 250 mL iso-
Propanol wurde Benzylbromid (30.9mL, 261 mmol, 1.5 Aq) u{ber 30min zugetropft. Die
Reaktionsmischung wurde fur 6 h bei 40 °C gerihrt, auf Raumtemperatur abgekihlt und mit konzentrierter
HCI neutralisiert (pH 5). Anschliefend wurden 150 mL CHCI; zugegeben und flr 16 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Suspension wurde filtriert und der Rickstand mit 3 x 50 mL CHCI; gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen wurden unter vermindertem Druck eingeengt und das Produkt in kaltem Aceton
ausgeféllt. Das Produkt (31.5 g, 154 mmol, 88%) wurde als weiBer Feststoff abfiltriert und im Hochvakuum

bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

'H NMR (500 MHz, DMSO): & [ppm] = 7.42 — 7.37 (m, 2H), 7.36 — 7.32 (m, 2H), 7.32 — 7.27 (m, 1H), 4.09
(d, J = 13.0 Hz, 1H), 3.77 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 3.35 (dd, J = 8.9, 5.8 Hz, 1H), 3.13 — 3.03 (m, 1H), 2.61 (dd,
J=17.3, 8.7 Hz, 1H), 2.17 — 2.04 (m, 1H), 1.94 — 1.83 (m, 1H), 1.83 — 1.74 (m, 1H), 1.74 — 1.63 (m, 1H).
5C NMR (126 MHz, DMSO): & [ppm] = 172.3, 136.1, 129.3, 128.3, 127.7, 65.9, 57.2, 52.8, 28.5, 22.8.
HRMS: berechnet fiir C;,H;sNO,: 206.11756 [M+H]"; gefunden 206.11783 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1
mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 6.22 min.
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Synthese von (S)-[N-(N¢- Benzylprolyl)amino]benzophenonhydrochlorid (35)

.
N ..|_|\<: O

Eine Suspension aus 34 (10.0 g, 48.7 mmol) und N-Methylimidazol (11.65 mL, 146 mmol, 3.0 Aq) in
100 mL CH,CI, wurde portionsweise mit Mesylchlorid (4.5 mL, 58.5 mmol, 1.2 Aq) bei 0 °C versetzt.
AnschlieRend wurde 2-Aminobenzophenon (8.5 g, 43.9 mmol, 0.9 Aq) in 30 mL CH,CI, zugetropft und die
Reaktionsmischung fir 20 h refluxiert. Nach der Zugabe von gesattigter (NH,),SO,4-L6ésung (150 mL) wurde
die wassrige Phase mit CH,CI, extrahiert (3 x 40 mL) und die vereinigten organischen Phasen mit geséttigter
NaCl-L6sung gewaschen. Die organische Phase wurde iber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde in 400 mL Aceton geldst und das Produkt als
Hydrochlorid durch portionsweise Zugabe von konzentrierter HCI (8.9 mL, 97,4 mmol, 2 Aq) ausgefallt,
abfiltriert und mit 5% HCI in Aceton gewaschen. Das Produkt wurde als gelblicher Feststoff erhalten, im
Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und ohne weitere Reinigung verwendet (12.3 g, 32 mmol,
66%).

'"H NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 11.0 (s, 1H), 8.3 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.8 — 7.7 (m, 2H), 7.7 - 7.6
(m, 1H), 7.6 — 7.5 (m, 3H), 7.5 (dd, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H), 7.4 - 7.3 (m, 2H), 7.2 - 7.1 (m, 1H), 7.1 — 7.0 (m,
3H), 3.7 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 3.5 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 3.2 (dd, J = 9.9, 4.3 Hz, 1H), 3.0 (m, 1H), 2.3 (m,
1H), 2.2 — 2.1 (m, 1H), 1.8 — 1.5 (m, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 196.8, 173.2, 138.2,
137.9, 137.6, 132.9, 132.8, 131.6, 129.8, 128.9, 128.5, 127.9, 126.9, 126.2, 122.8, 121.1, 67.3, 58.9, 53.4,
30.1, 23.6. HRMS: berechnet fir CyHN,0,: 385.19105 [M+H]"; gefunden 385.19245 [M+H]".
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 6.16 min.
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Synthese von (R)-[N-(N¢- Benzylprolyl)amino]benzophenonhydrochlorid (150)

(D
Q L
L

Eine Suspension aus 149 (10.0 g, 48.7 mmol) und N-Methylimidazol (11.65 mL, 146 mmol, 3.0 Aq) in
100 mL CH,CI, wurde portionsweise mit Mesylchlorid (4.5 mL, 58.5 mmol, 1.2 Aq) bei 0 °C versetzt.
AnschlieRend wurde 2-Aminobenzophenon (8.5 g, 43.9 mmol, 0.9 Aq) in 30 mL CH.CI, zugetropft und die
Reaktionsmischung fir 20 h refluxiert. Nach der Zugabe von gesattigter (NH,),SO,4-Lésung (150 mL) wurde
die wassrige Phase mit CH,CI, extrahiert (3 x 40 mL) und die vereinigten organischen Phasen mit gesattigter
NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde tiber MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde in 400 mL Aceton gelést und das Produkt als
Hydrochlorid durch portionsweise Zugabe von konzentrierter HCI (8.9 mL, 97,4 mmol, 2 Aq) ausgefallt,
abfiltriert und mit 5% HCI in Aceton gewaschen. Das Produkt wurde als gelblicher Feststoff erhalten, im
Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und ohne weitere Reinigung verwendet (10.0 g, 26 mmol,
54%).

'H NMR (500 MHz, DMSO): & [ppm] = 11.1 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 7.71 — 7.66 (m, 2H), 7.65 — 7.57 (m, 2H),
7.54 — 7.48 (m, 2H), 7.45 — 7.40 (m, 2H), 7.40 — 7.33 (m, 4H), 7.29 — 7.17 (m, 1H), 4.35 — 4.11 (m, 3H),
3.41 (s, 1H), 3.29 — 3.14 (m, 1H), 2.27 — 2.12 (m, 1H), 2.02 — 1.88 (m, 1H), 1.72 — 1.53 (m, 1H), 1.39 — 1.16
(m, 1H). *C NMR (126 MHz, DMSO): & [ppm] = 194.3, 165.7, 136.6, 134.0, 133.0, 132.2, 131.5, 131.0,
129.6, 129.5, 129.4, 128.6, 128.4, 128.2, 125.6, 124.4, 65.7, 56.7, 54.1, 27.9, 22.2. HRMS: berechnet fiir
CasH24N,05: 385.19105 [M+H]"; gefunden 385.19297 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%,
MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 6.28 min.
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Synthese von Ala-Ni(l1)-(S)-BPB (36)

Q3 0

---Ni””
Q"'f\g'“ O

Eine Losung aus 35 (8.8g, 22.8 mmol), D/L-Alanin (4.1g, 45.6 mmol, 2 Ag) und Nickel(Il)-nitrat
Hexahydrat (12.2 g, 42.0 mmol, 1.8 Aq) in 300 mL MeOH wurde auf 60 °C erhitzt und fir 10 min geriihrt.
AnschlieRend wurde eine Losung aus KOH (9.0 g, 159.7 mmol, 7 Aqg) in 200 mL MeOH portionsweise
zugegeben und die Reaktionsmischung fur 2 h refluxiert. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde
Essigsaure (9.1 mL, 159.7 mmol, 7 Aq) zugegeben und das Produkt durch Zugabe von 500 mL Wasser
ausgeféllt. Das Produkt wurde als roter Feststoff (10.9 g, 21.1 mmol, 93%) abfiltriert, mit Wasser gewaschen

und im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

'H NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.4 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 8.0 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.6 — 7.5 (m, 4H),
7.4 (t,J=77Hz 2H),7.2-7.1(m, 2H), 7.1 - 7.0 (m, 1H), 6.7 — 6.6 (m, 1H), 6.5 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H),
4.1(d,J=12.3Hz, 1H), 3.7-3.4 (m, 4H), 3.4 -3.3 (m, 1H), 25-2.4 (m, 2H), 2.3-2.1 (m, 2H), 1.4 (d,J =
7.0 Hz, 3H). ®*C NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 180.9, 179.0, 142.9, 135.5, 134.2, 133.2, 132.1,
131.9, 130.2, 129.6, 129.5, 129.2, 129.0, 128.3, 128.0, 126.4, 124.0, 120.7, 70.3, 66.6, 63.2, 58.2, 31.1, 24.4,
22.0. Rf: 0.32 (EtOAc/Pentan, 1/5, v/iv). HRMS: berechnet fiir C,gH,;N3NiOs: 512.14787 [M+H]"; gefunden
512.14789 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 7.93 min.
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Synthese von Ala-Ni(l1)-(R)-BPB (89)

H
7 O N g
N - S
N

Eine Losung aus 150 (10.0g, 26.0 mmol), D/L-Alanin (4.6 g, 52.0 mmol, 2 Aq) und Nickel(ll)-nitrat
Hexahydrat (13.9 g, 47.8 mmol, 1.8 Aq) in 300 mL MeOH wurde auf 60 °C erhitzt und fir 10 min geriihrt.
AnschlieRend wurde eine Lésung aus KOH (10.2 g, 182.1 mmol, 7 Aq) in 200 mL MeOHI portionsweise
zugegeben und die Reaktionsmischung fur 2 h refluxiert. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde
Essigsaure (10.4 mL, 182.1 mmol, 7 Aq) zugegeben und das Produkt durch Zugabe von 500 mL Wasser
ausgeféllt. Das Produkt wurde als roter Feststoff (11.5 g, 22.3 mmol, 86%) abfiltriert, mit Wasser gewaschen

und im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

'H NMR (500 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.35 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.96 (dd, J = 8.7, 0.8 Hz, 1H), 7.63 — 7.54
(m, 2H), 7.53 — 7.46 (m, 2H), 7.37 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.19 — 7.12 (m, 2H), 7.11 — 7.03 (m, 1H), 6.69 — 6.63
(m, 1H), 6.52 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H), 4.06 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.64 — 3.45 (m, 4H), 3.38 — 3.32 (m, 1H),
2.49 — 2.37 (m, 2H), 2.25 — 2.12 (m, 2H), 1.44 (d, J = 7.1 Hz, 3H). *C NMR (126 MHz, DMSO0): & [ppm] =
180.2,178.3, 169.4, 142.2, 134.7, 133.4, 132.5, 131.4, 131.1, 129.5, 128.8, 128.8, 128.5, 128.3, 127.6, 127.3,
125.7, 123.3, 120.0, 69.6, 65.9, 62.5, 57.5, 30.4, 23.7, 21.3. Rf: 0.32 (EtOAc/Pentan, 1/5, v/v). HRMS:
berechnet fiir CyH,7N3sNiOz: 512.14787 [M+H]"; gefunden 512.14976 [M+H]". HPLC: (Flussrate
1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 8.12 min.
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Synthese von 5-lod-1-penten (37)
WI

Zu einer Losung aus Nal (4.0 g, 26.8 mmol, 2 Aqg) in trockenem Aceton (25 mL) wurde 5-Brom-1-penten
(2.0g, 13.6 mmol, 1 Aq) zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 2 h refluxiert. Nach abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde das Prazipitat abfiltriert und die Losung mit iso-Hexan (50 mL) und Wasser (50 mL)
versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die waéssrige Phase mit iso-Hexan extrahiert
(3 x 50 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden iber MgSO, getrocknet und das Ldsemittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Produkt (2.5 g, 12.8 mmol, 96%) wurde als leicht pinkes Ol erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl,): & [ppm] = 5.8 (ddt, J = 17.0, 10.2, 6.7 Hz, 1H), 5.1 — 5.0 (m, 2H), 3.2 (t, J =
6.9 Hz, 2H), 2.3 — 2.1 (m, 2H), 2.0 — 1.8 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 136.7, 116.1,
34.4, 32.6, 6.4. HRMS: berechnet fiir CsHql: 195.97434 [M]"; gefunden 195.97497 [M]".

Synthese von 2-(Pent-4-inyloxy)tetrahydro2-H-pyran (96a)

PN

Das Alkinol 4-Pentin-1-ol (3.2 mL, 33.4 mmol) wurde gemall AAV 1 zu dem DHP-geschitzten Alkinol 96a
(5.5 g, 33.1 mmol, 99%) umgesetzt.

'H NMR (400 MHz, CDCIs): & [ppm] = 4.60 — 4.53 (m, 1H), 3.87 — 3.75 (m, 2H), 3.51 — 3.41 (m, 2H), 2.36
—2.22 (M, 2H), 1.92 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 1.83 — 1.73 (m, 3H), 1.72 — 1.63 (m, 1H), 1.60 — 1.44 (m, 4H).
3C NMR (101 MHz, CDCl): § [ppm] = 98.9, 84.0, 68.5, 65.9, 62.3, 30.8, 28.8, 25.6, 19.6, 15.4. HRMS:
berechnet fiir C1oH160,: 169.12231 [M+H]"; gefunden 169.12231 [M+H]".
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Synthese von 2-(Hex-5-inyloxy)tetrahydro2-H-pyran (96b)

MOQ

Das Alkinol 5-Hexin-1-ol (2.5 mL, 22.7 mmol) wurde gema AAV 1 zu dem DHP-geschiitzten Alkinol 96b
(4.1 g, 22.5 mmol, 99%) umgesetzt.

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.61 — 4.54 (m, 1H), 3.90 — 3.82 (m, 1H), 3.79 — 3.71 (m, 1H), 3.53
—3.46 (m, 1H), 3.45 — 3.35 (m, 1H), 2.26 — 2.18 (m, 2H), 1.98 — 1.91 (m, 1H), 1.87 — 1.77 (m, 1H), 1.74 —
1.47 (m, 9H). °C NMR (101 MHz, CDCl5): & [ppm] = 99.0, 84.5, 68.5, 67.1, 62.4, 30.9, 29.0, 25.6, 25.5,
19.8, 18.4. HRMS: berechnet fiir C11H150,: 183.13796 [M+H]"; gefunden 183.13788 [M+H]".

Synthese von 2-(Hex-4-inyloxy)tetrahydro2-H-pyran (151)

)

Das DHP-geschitze Alkinol 96a (5.8 g, 34.6 mmol) wurde gemdR AAV 2 zu dem methylierten, DHP-
geschutzten Alkinol 151 (4.9 g, 27.1 mmol, 78%) umgesetzt.

'H NMR (400 MHz, CDCl,): 6 [ppm] = 4.63 — 4.55 (m, 1H), 3.90 — 3.74 (m, 2H), 3.55 — 3.42 (m, 2H), 2.27
—2.19 (m, 2H), 1.87 — 1.78 (m, 2H), 1.77 (t, J = 2.6 Hz, 3H), 1.75 — 1.67 (m, 2H), 1.60 — 1.49 (m, 4H).
BC NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 98.9, 78.7, 75.8, 66.3, 62.3, 30.8, 29.4, 25.7, 19.7, 15.8, 3.6.
HRMS: berechnet fiir C;1Hy50,: 183.13796 [M+H]"; gefunden 183.13787 [M+H]".
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Synthese von 2-(Hept-5-inyloxy)tetrahydro2-H-pyran (152)

\/\AOQ

Das DHP-geschutze Alkinol 96b (2.5 g, 13.7 mmol) wurde gemal AAV 2 zu dem methylierten, DHP-
geschutzten Alkinol 152 (2.3 g, 11.9 mmol, 87%) umgesetzt.

IH NMR (400 MHz, CDCly): 5 [ppm] = 4.60 — 4.55 (m, 1H), 3.90 — 3.82 (m, 1H), 3.74 (dt, J = 9.7, 6.6 Hz,
1H), 3.54 — 3.45 (m, 1H), 3.40 (dt, J = 9.7, 6.4 Hz, 1H), 2.20 — 2.12 (m, 2H), 1.87 — 1.79 (m, 1H), 1.78 —
1.75 (m, 3H), 1.72 — 1.65 (m, 3H), 1.60 — 1.50 (m, 6H). 3C NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 99.0, 79.2,
75.8, 67.2, 62.4, 30.9, 29.1, 26.0, 25.7, 19.8, 18.7, 3.6. HRMS: berechnet fiir C1,H,,0,: 197.15361 [M+H]";
gefunden 167.15352 [M+H]".

Synthese von 4-Hexin-1ol (97a)

/\/\OH

Das DHP-geschitze Alkinol 151 (0.5 g, 2.6 mmol) wurde gemaR AAV 3 zu dem methylierten Alkinol 97a
(0.2 g, 2.2 mmol, 85%) umgesetzt.

IH NMR (400 MHz, CDCly): 5 [ppm] = 3.77 — 3.71 (m, 2H), 2.28 — 2.20 (m, 2H), 1.77 (t, J = 2.6 Hz, 3H),
1.75 — 1.68 (m, 2H). C NMR (101 MHz, CDCLy): 5 [ppm] = 78.6, 76.4, 62.2, 31.6, 15.5, 3.6. HRMS:
berechnet filr CgHy0: 99.08044 [M+H]"; gefunden 99.07993 [M+H]".
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Synthese von 5-Heptin-1ol (97b)

\/\/\
OH

Das DHP-geschiitze Alkinol 152 (2.1 g, 10.7 mmol) wurde gemaR AAV 3 zu dem methylierten Alkinol 97b
(1.1 g, 9.1 mmol, 85%) umgesetzt.

'H NMR (400 MHz, CDCLy): & [ppm] = 3.67 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.20 — 2.13 (m, 2H), 1.79 — 1.75 (m, 3H),

1.68 — 1.65 (m, 2H), 1.60 — 1.50 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 79.0, 76.0, 62.7, 32.0,
25.4, 18.6, 3.6. HRMS: berechnet fiir C;H3,0: 113.09609 [M+H]"; gefunden 113.09557 [M+H]".

Synthese von 6-Octin-1ol (97¢)

\/\/\/OH

Die Synthese von 97c¢ wurde von M.Sc. Sebastian Schaubach durchgefiihrt und erfolgte nach etablierten

Protokollen.3
'H NMR (600 MHz, CDCl,): & [ppm] = 3.65 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.18 — 2.10 (m, 2H), 1.77 (t, J = 2.6 Hz,
3H), 1.61 — 1.54 (M, 2H), 1.53 — 1.49 (m, 2H), 1.48 — 1.40 (m, 2H). *C NMR (151 MHz, CDCl):  [ppm] =

79.2, 75.7, 63.0, 32.5, 29.0, 25.2, 18.9, 3.6. HRMS: berechnet fiir CgH1,0: 127.11174 [M+H]"; gefunden
127.11141 [M+H]".

Synthese von 7-Nonin-1ol (97d)

\/\/\/\
OH

Die Synthese von 97d wurde von M.Sc. Sebastian Schaubach durchgefuhrt und erfolgte nach etablierten

Protokollen, 3%

'H NMR (500 MHz, CDCLy): & [ppm] = 3.64 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.15 — 2.09 (m, 2H), 1.77 (s, J = 10.4 Hz,
3H), 1.61 — 1.54 (m, 2H), 1.48 (dd, J = 14.0, 7.0 Hz, 2H), 1.43 — 1.37 (m, 4H). *C NMR (126 MHz, CDCl,):
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d [ppm] = 79.4, 75.6, 63.1, 32.8, 29.1, 28.8, 25.4, 18.8, 3.6. HRMS: berechnet fiir CgH;0: 141.12739
[M+H]"; gefunden 141.12745 [M+H]".

Synthese von 6-lodhex-2-in (98a)

/\/\I

Das Alkinol 97a (0.8 g, 8.4 mmol) wurde gemal AAV 4 zu dem lodalkin 98a (1.5g, 7.2 mmol, 86%)

umgesetzt.

'H NMR (400 MHz, CDCl5): 8 [ppm] = 3.34 — 3.26 (m, 2H), 2.31 — 2.22 (m, 2H), 2.00 — 1.90 (m, 2H), 1.79
— 1.75 (m, 3H). C NMR (101 MHz, CDCl,): & [ppm] = 77.1, 76.9, 32.7, 19.9, 5.8, 3.6. HRMS: berechnet
fiir CeHol: 207.97434 [M]*; gefunden 207.97535 [M]".

Synthese von 7-lodhept-2-in (98b)

\/\Al

Das Alkinol 97b (1.1g, 9.1 mmol) wurde gemaR AAV 4 zu dem lodalkin 98b (1.8 g, 8.0 mmol, 88%)

umgesetzt.

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.24 —3.16 (m, 2H), 2.19 — 2.12 (m, 2H), 1.97 — 1.88 (m, 2H), 1.79
—1.75 (m, 3H), 1.62 — 1.52 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 78.5, 76.3, 32.7, 29.7, 17.7,
6.5, 3.6. HRMS: berechnet fiir C;Hy;l: 221.98999 [M]"; gefunden 221.98989 [M]".
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Synthese von 8-lodoct-2-in (98c¢)

\/\/\/'

Das Alkinol 97c (0.5 g, 4.0 mmol) wurde gemaR AAV 4 zu dem lodalkin 98c (0.9 g, 3.7 mmol, 93%)

umgesetzt.

'H NMR (600 MHz, CDCly): & [ppm] = 3.19 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.16 — 2.11 (m, 2H), 1.87 — 1.81 (m, 2H),
1.78 (t, J = 2.6 Hz, 3H), 1.52 — 1.45 (m, 4H). ®C NMR (151 MHz, CDCly): 5 [ppm] = 78.9, 75.9, 33.3, 29.9,
28.1, 18.7, 6.9, 3.6. HRMS: berechnet fiir CgHy3l: 236.00565 [M]"; gefunden 236.00531 [M]".

Synthese von 9-lodnon-2-in (98d)

\/\/\A,

Das Alkinol 97d (1.0g, 7.1 mmol) wurde gemaR AAV 4 zu dem lodalkin 98d (1.8 g, 7.0 mmol, 98%)

umgesetzt.

'"H NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.19 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.16 — 2.08 (m, 2H), 1.87 — 1.79 (m, 2H),
1.77 (t, J = 2.5 Hz, 3H), 1.51 — 1.44 (m, 2H), 1.43 — 1.36 (m, 4H). *C NMR (1261 MHz, CDCl5): & [ppm] =
79.2,75.7, 33.6, 30.2, 28.9, 27.9, 18.8, 7.2, 3.6. HRMS: berechnet fiir CgHysl: 250.12 [M]"; gefunden 250.00
[M]".
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Synthese von BPB-Ni(I1)-(S)-2-methylhept-6-enoat (38)

\

Der Ala-Ni(I1)-(S)-BPB 36 (2.0 g, 3.9 mmol) wurde gemaR AAV 5 mit dem loldalken 37 zu dem alkylierten
Ni(Il)-Komplex 38 (2.2 g, 3.7 mmol, 95%) umgesetzt.

'H NMR (400 MHz, DMSO):  [ppm] = 8.36 — 8.29 (m, 2H), 7.87 (dd, J = 8.6, 1.1 Hz, 1H), 7.58 — 7.48 (m,
3H), 7.48 — 7.37 (m, 3H), 7.28 — 7.22 (m, 1H), 7.15 — 7.05 (m, 2H), 6.67 — 6.60 (m, 1H), 6.57 (dd, J = 8.4,
1.6 Hz, 1H), 5.89 (ddt, J = 17.0, 10.3, 6.7 Hz, 1H), 5.13 — 4.96 (m, 2H), 4.07 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.69 (d, J
= 12.3 Hz, 1H), 3.51 (dd, J = 10.0, 6.6 Hz, 1H), 3.40 — 3.34 (m, 1H), 3.10 — 2.94 (m, 1H), 2.47 — 2.35 (m,
3H), 2.18 — 2.00 (m, 4H), 1.97 — 1.83 (m, 1H), 1.59 — 1.42 (m, 2H), 1.04 (s, 3H). *C NMR (101 MHz,
DMSO): 6 [ppm] = 181.2, 180.7, 172.4, 169.2, 142.4, 138.9, 137.0, 135.4, 133.5, 132.2, 131.5, 131.2, 130.0,
129.2, 129.2, 128.6, 128.5, 127.9, 127.6, 124.2, 120.7, 115.9, 77.4, 70.3, 63.6, 57.7, 33.9, 30.9, 29.6, 25.3,
23.5. HRMS: berechnet filr CassH3sN3NiOs: 580.21047 [M+H]"; gefunden 580.21190 [M+H]".
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.33 min.
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Synthese von BPB-Ni(11)-(S)-2-methyl-3-phelylpropanoat (153)

Der Ala-Ni(Il)-(S)-BPB 36 (5.0 g, 9.7 mmol) wurde gemaR AAV 5 mit Benzylbromid zu dem alkylierten
Ni(Il)-Komplex 153 (5.8 g, 9.5 mmol, 98%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO0): & [ppm] = 8.28 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.98 (dd, J = 8.6, 1.0 Hz, 1H), 7.57 — 7.52
(m, 3H), 7.47 — 7.40 (m, 4H), 7.35 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.30 — 7.26 (m, 2H), 7.18 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.13 (d, J
= 7.6 Hz, 1H), 7.08 (m, 1H), 6.65 — 6.60 (m, 1H), 6.54 (dd, J = 8.5, 1.4 Hz, 1H), 3.91 (d, J = 12.4 Hz, 1H),
3.55(d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.37 — 3.34 (m, 1H), 3.10 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 2.94 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 2.87 -
2.81 (m, 1H), 2.26 — 2.15 (m, 1H), 2.07 — 1.89 (m, 3H), 1.70 — 1.58 (m, 1H), 0.98 (s, 3H). *C NMR (126
MHz, DMSO): 6 [ppm] = 179.7, 179.0, 171.4, 142.3, 136.6, 136.5, 134.6, 133.3, 131.4, 131.1, 131.0, 130.5,
129.3, 128.4, 128.3, 128.0, 127.3, 127.2, 127.2, 127.1, 123.0, 119.7, 77.7, 69.5, 63.1, 56.9, 46.2, 29.9, 28.7,
225. HRMS: berechnet fiir CssHisNsNiOs: 602.19482 [M+H]"; gefunden 602.19653 [M+H]".
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 6.30 min.
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Synthese von BPB-Ni(11)-(S)-2,4-dimethylpentanoat (154)

Der Ala-Ni(11)-(S)-BPB 36 (11.4 g, 8.0 mmol) wurde gemalt AAV 5 mit 1-Brom-2-methylpropan zu dem
alkylierten Ni(I1)-Komplex 154 (4.23 g, 7.4 mmol, 92%) umgesetzt.

IH NMR (500 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.08 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.51 — 7.43 (m,
3H), 7.38 (dd, J = 15.9, 8.2 Hz, 3H), 7.26 — 7.21 (m, 1H), 7.20 — 7.14 (m, 1H), 7.14 — 7.08 (m, 1H), 7.08 —
7.00 (m, 1H), 6.66 — 6.53 (m, 2H), 4.47 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 3.70 (d, J = 12.7 Hz, 2H), 3.45 (dd, J = 10.6,
6.1 Hz, 1H), 3.26 — 3.10 (m, 1H), 2.52 — 2.37 (m, 2H), 2.10 — 2.01 (m, 2H), 1.71 — 1.63 (m, 2H), 1.27 (d, J =
6.6 Hz, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.14 (d, J = 6.7 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, DMSO): § [ppm] = 183.0, 180.7,
1725, 141.9, 136.9, 133.7, 133.6, 131.8, 131.7, 130.6, 130.2, 129.5, 129.1, 129.0, 128.5, 127.9, 127.9,
127.03, 123.9, 120.7, 70.4, 63.8, 57.3, 48.7, 30.8, 30.8, 25.7, 24.6, 23.4, 23.4. MS: berechnet fir
C3H3sN3NiO;: 568.20 [M+H]"; gefunden 568.14 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN
(0.1% TFA), 13 min) = 9.38 min.
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Synthese von BPB-Ni(I1)-(S)-2-methyloct-6-inoat (155)

Der Ala-Ni(I1)-(S)-BPB 36 (2.6 g, 5.0 mmol) wurde gemal AAV 5 mit dem lodalkin 98a zu dem alkylierten
Ni(11)-Komplex 155 (2.9 g, 4.9 mmol, 98%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.33 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.92 — 7.86 (m, 1H), 7.54 — 7.47 (m, 3H),
7.46 —7.38 (m, 3H), 7.24 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.11 — 7.04 (m, 1H), 6.68 — 6.61 (m,
1H), 6.57 (dd, J = 8.4, 1.5 Hz, 1H), 4.10 — 4.06 (m, 1H), 3.68 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.52 (t, J = 8.3 Hz, 1H),
3.42 — 3.35 (m, 1H), 3.09 — 2.98 (m, 1H), 2.64 — 2.54 (m, 1H), 2.48 — 2.41 (m, 2H), 2.26 — 2.19 (m, 2H),
2.18 — 2.06 (m, 2H), 2.05 — 1.95 (m, 1H), 1.79 — 1.74 (m, 3H), 1.75 — 1.68 (m, 1H), 1.64 — 1.52 (m, 1H),
0.99 (s, J = 5.1 Hz, 3H)."*C NMR (126 MHz, DMSO):  [ppm] = 180.1, 180.0, 171.6, 141.8, 136.2, 134.7,
132.9, 131.5, 130.8, 130.6, 129.3, 128.5, 128.4, 127.8, 127.7, 127.2, 126.9, 123.4, 119.9, 78.8, 76.6, 76.3,
69.6, 63.0, 57.0, 39.9, 30.1, 28.7, 25.1, 22.7, 18.1, 3.1. HRMS: berechnet fiir Cs3;H3sN3NiO3: 592.21047
[M+H]"; gefunden 592.21126 [M+H]*. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min)
= 9.43 min.
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Synthese von BPB-Ni(l1)-(S)-2-methylnon-7-inoat (156)

\\

Der Ala-Ni(I1)-(S)-BPB 36 (3.5 g, 6.8 mmol) wurde gemaR AAV 5 mit dem lodalkin 98b zu dem alkylierten
Ni(11)-Komplex 156 (4.1 g, 6.7 mmol, 98%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.32 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.92 — 7.83 (m, 1H), 7.55 — 7.50 (m, 3H),
7.47 —7.39 (m, 3H), 7.25 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.09 — 7.04 (m, 1H), 6.67 — 6.54 (m,
2H), 4.06 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.70 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.54 — 3.45 (m, 1H), 3.37 (dd, J = 18.7, 9.7 Hz,
1H), 3.12 — 2.99 (m, 1H), 2.55 — 2.50 (m, 2H), 2.48 — 2.41 (m, 1H), 2.26 — 2.20 (m, 2H), 2.17 — 2.06 (m,
2H), 1.99 — 1.92 (m, 1H), 1.65 — 1.58 (m, 3H), 1.50 — 1.37 (m, 4H), 1.06 (s, J = 8.9 Hz, 3H). *C NMR (126
MHz, DMSO): 6 [ppm] = 180.5, 179.9, 171.7, 141.7, 136.3, 134.7, 132.7, 131.5, 131.3, 130.7, 130.4, 129.3,
128.5, 128.4, 127.9, 127.8, 127.1, 126.9, 1235, 119.9, 79.1, 76.7, 76.1, 69.7, 62.9, 56.9, 40.0, 30.2, 29.0,
28.4,24.4,22.7, 18.1, 2.9. HRMS: berechnet fiir CssH3;N3NiO3s: 606.22613 [M+H]"; gefunden 606.22693
[M+H]*. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.61 min.
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Synthese von BPB-Ni(I1)-(S)-2-methyldec-8-inoat (157)

\\

Der Ala-Ni(I1)-(S)-BPB 36 (1.3 g, 2.5 mmol) wurde gemaR AAV 5 mit dem lodalkin 98c zu dem alkylierten
Ni(1l)-Komplex 157 (1.3 g, 2.1 mmol, 84%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.33 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.88 — 7.84 (m, 1H), 7.54 — 7.49 (m, 3H),
7.44 —7.39 (m, 3H), 7.28 — 7.23 (m, 1H), 7.15 - 7.11 (m, 1H), 7.11 — 7.06 (m, 1H), 6.66 — 6.61 (m, 1H),
6.61 — 6.55 (m, 1H), 4.07 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.68 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.51 (m, 1H), 3.41 — 3.35 (m, 1H),
3.15 - 2.97 (m, 1H), 2.49 — 2.38 (m, 2H), 2.37 — 2.28 (m, 1H), 2.18 — 2.09 (m, 4H), 1.85 — 1.75 (m, 1H),
1.71 (t, J = 2.5 Hz, 3H), 1.57 — 1.49 (m, 2H), 1.49 — 1.42 (m, 2H), 1.36 — 1.23 (m, 2H), 1.07 (s, 3H). *C
NMR (126 MHz, DMSO): & [ppm] = 180.6, 180.0, 171.7, 141.7, 136.3, 134.7, 132.7, 131.5, 131.3, 130.7,
130.4, 129.3, 128.5, 128.4, 128.0, 127.8, 127.1, 127.0, 123.6, 120.0, 79.1, 76.8, 75.8, 69.6, 62.9, 57.0, 39.9,
30.2, 29.0, 28.3, 28.2, 24.7, 22.8, 17.9, 3.1. HRMS: berechnet fir CssH3N3NiOs: 620.24177 [M+H]";
gefunden 620.24325 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.87

min.
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Synthese von BPB-Ni(I1)-(R)-2-methyloct-6-inoat (158)

Der Ala-Ni(I1)-(S)-BPB 89 (3.2 g, 6.2 mmol) wurde gem&R AAV 5 mit dem lodalkin 98a zu dem alkylierten
Ni(11)-Komplex 158 (3.7 g, 6.1 mmol, 98%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.33 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.90 — 7.86 (m, 1H), 7.56 — 7.48 (m, 3H),
7.46 —7.39 (m, 3H), 7.24 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.11 — 7.06 (m, 1H), 6.67 — 6.61 (m,
1H), 6.61 — 6.55 (m, 1H), 4.07 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.68 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.57 — 3.49 (m, 1H), 3.41 —
3.33 (m, 1H), 3.10 — 2.97 (m, 1H), 2.67 — 2.53 (m, 1H), 2.49 — 2.40 (m, 2H), 2.21 (s, J = 2.1 Hz, 2H), 2.18 -
2.05 (m, 2H), 2.02 - 1.95 (m, 1H), 1.76 (t, J = 2.4 Hz, 3H), 1.74 — 1.68 (m, 1H), 1.63 — 1.52 (m, 1H), 0.99 (s,
3H). *C NMR (126 MHz, DMSO0): & [ppm] = 180.1, 180.0, 171.6, 141.8, 136.2, 134.7, 132.9, 131.5, 130.8,
130.6, 129.3, 128.5, 128.4, 127.8, 127.7, 127.2, 126.9, 123.4, 119.9, 78.8, 76.6, 76.3, 69.6, 63.0, 57.0, 39.9,
30.1, 28.7, 25.1, 22.7, 18.1, 3.1. HRMS: berechnet fiir CsH3sN3NiOz: 592.21047 [M+H]"; gefunden
592.21180 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.16 min.
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Synthese von BPB-Ni(11)-(R)-2-methylnon-7-inoat (159)

\\

Der Ala-Ni(I1)-(S)-BPB 89 (3.5 g, 6.8 mmol) wurde gemal AAV 5 mit dem lodalkin 98b zu dem alkylierten
Ni(1l)-Komplex 159 (4.1 g, 6.7 mmol, 98%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO0): & [ppm] = 8.33 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.88 (dd, J = 8.6, 1.0 Hz, 1H), 7.55 — 7.49
(m, 3H), 7.45 —7.40 (m, 3H), 7.26 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.16 — 7.12 (m, 1H), 7.11 — 7.06 (m, 1H), 6.67 — 6.61
(m, 1H), 6.61 — 6.55 (m, 1H), 4.06 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.70 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.52 — 3.47 (m, 1H), 3.40
—3.34 (m, 1H), 3.13 - 2.99 (m, 1H), 2.57 — 2.51 (m, 1H), 2.50 — 2.41 (m, 1H), 2.27 — 2.20 (m, 2H), 2.17 -
2.07 (m, 2H), 2.01 — 1.91 (m, 1H), 1.63 (t, J = 2.5 Hz, 3H), 1.49 — 1.38 (m, 4H), 1.06 (s, 3H). *C NMR (126
MHz, DMSO): 3 [ppm] = 180.5, 180.0, 171.7, 141.7, 136.4, 134.7, 132.8, 131.5, 131.3 130.7, 130.5, 129.3,
128.5, 128.4, 127.9, 127.8, 127.1, 126.9, 123.5, 120.0, 79.1, 76.7, 76.1, 69.7, 62.9, 56.9, 40.0, 30.2, 29.0,
28.4, 245, 22.7, 18.1, 3.0. HRMS: berechnet filr CssH3;N3NiO3: 606.22613 [M+H]"; gefunden 606.22720
[M+H]*. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.34 min.
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Synthese von BPB-Ni(I1)-(R)-2-methylundec-9-inoat (160)

Der Ala-Ni(I1)-(S)-BPB 89 (3.0 g, 5.8 mmol) wurde gemaR AAV 5 mit dem lodalkin 98b zu dem alkylierten
Ni(11)-Komplex 160 (2.8 g, 4.3 mmol, 75%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.32 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.86 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.51 (s, 3H), 7.42
(t,J=7.6 Hz, 3H), 7.25 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.14 — 7.05 (m, 2H), 6.64 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 4.07 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.69 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.51 (dd, J = 9.7, 6.8 Hz, 1H), 3.40 — 3.34 (m, 1H),
3.04 (dd, J = 19.0, 9.0 Hz, 1H), 2.48 — 2.42 (m, 2H), 2.40 — 2.32 (m, 1H), 2.18 — 2.08 (m, 4H), 1.88 — 1.76
(m, 1H), 1.72 (s, 3H), 1.45 (m, 4H), 1.43 — 1.19 (m, 4H), 1.05 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, DMSO): &
[ppm] = 180.6, 180.0, 171.6, 141.7, 136.3, 134.7, 132.8, 131.5, 130.7, 130.5, 129.3, 128.5, 128.5, 127.9,
127.8, 127.1, 126.9, 123.6, 120.0, 79.3, 76.8, 75.7, 69.6, 62.9, 57.0, 39.8, 30.2, 29.0, 28.6, 28.4, 28.3, 25.3,
22.8, 18.0, 3.1. HRMS: berechnet fiir Cs;H41N3NiOs: 634.25742 [M+H]"; gefunden 634.25868 [M+H]".
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 11 min) = 6.96 min.
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Synthese  von  (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methylhept-6-ensaure
[Fmoc-Ss-OH] (39)

FmocHN

Der alkylierte Ni(ll)-Komplex 38 (2.2 9, 3.7 mmol) wurde geméaR AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschutzten a-methylierten Baustein 39 (Fmoc-Ss-OH) (0.9 g, 2.3 mmol, 62%) umgesetzt.

'"H NMR (400 MHz, DMSO) & [ppm] = 12.35 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.5 Hz, 2H),
7.42 —7.38 (m, 2H), 7.35 — 7.28 (m, 2H), 5.88 — 5.65 (m, 1H), 5.08 — 4.87 (m, 2H), 4.35 — 4.11 (m, 3H),
2.07 — 1.90 (m, 2H), 1.86 — 1.72 (m, 1H), 1.72 — 1.58 (m, 1H), 1.38 — 1.23 (m, 5H). *C NMR (101 MHz,
DMSO) & [ppm] = 176.0, 155.4, 1445, 141.4, 139.2, 128.3, 127.7, 125.9, 120.7, 115.6, 65.9, 58.9, 47.4,
36.9, 33.9, 23.2, 23.1. HRMS: berechnet fiir C3HysNO, = 380.18563 [M+H]"; gefunden 380.18624 [M+H]".
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.72 min.

Synthese  von  (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methyl-3-phenylsaure
[Fmoc-aF-OH] (58)

Der alkylierte Ni(Il)-Komplex 153 (5.8 g, 9.5 mmol) wurde gemall AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschitzten a-methylierten Baustein 58 (Fmoc-aF-OH) (3.7 g, 9.2 mmol, 97%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO) & [ppm] = 12.35 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.5 Hz, 2H),
7.42 — 7.38 (m, 2H), 7.35 — 7.28 (m, 2H), 5.88 — 5.65 (m, 1H), 5.08 — 4.87 (m, 2H), 4.35 — 4.11 (m, 3H),
2.07 — 1.90 (m, 2H), 1.86 — 1.72 (m, 1H), 1.72 — 1.58 (m, 1H), 1.38 — 1.23 (m, 5H). *C NMR (126 MHz,
DMSO) & [ppm] = 176.0, 155.4, 1445, 141.4, 139.2, 128.3, 127.7, 125.9, 120.7, 115.6, 65.9, 58.9, 47.4,
36.9, 33.9, 23.2, 23.1. HRMS: berechnet fiir C,5H:NO, = 402.16998 [M+H]"; gefunden 402.17025 [M+H]".
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 11 min) = 6.48 min.
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Synthese von  (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2,4-dimethylpentansaure
[Fmoc-alL-OH] (59)

Der alkylierte Ni(ll)-Komplex 154 (3.7 g, 6.5 mmol) wurde gemall AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschutzten a-methylierten Baustein 59 (Fmoc-aL-OH) (2.4 g, 4.5 mmol, 69%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO) & [ppm] = 12.52 (s, 1H), 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.71 (d, J = 7.3 Hz, 2H),
7.41 (t,J=7.4 Hz, 2H), 7.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.23 (s, 1H), 4.30 — 4.23 (m, 2H), 4.23 — 4.16 (m, J = 6.7
Hz, 1H), 1.73 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 1.68 — 1.55 (m, 1H), 1.36 (s, 3H), 0.85 (g, J = 6.5 Hz, 6H). **C NMR (126
MHz, DMSO) 6 [ppm] = 175.6, 154.4, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0, 125.2, 120.0, 65.2, 58.2, 46.7, 44.4, 24.1,
23.7, 23.6, 23.2. HRMS: berechnet fiir C,,H,sNO, = 368.1856 [M+H]"; gefunden 368.1862 [M+H]*. HPLC:
(Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 24.2 min.

Synthese von (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methyloct-6-insaure (90)

FmocHN

Der alkylierte Ni(ll)-Komplex 155 (1.5g, 2.5 mmol) wurde gemal AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschutzten a-methylierten Baustein 90 (Fmoc-90-OH) (1.0 g, 2.5 mmol, 98%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO) & [ppm] = 12.38 (s,1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.71 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.43
(s, 1H), 7.41 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 4.31 — 4.22 (m, 2H), 4.22 — 4.16 (m, 1H), 2.14 —
2.01 (m, 2H), 1.88 — 1.79 (m, 1H), 1.79 — 1.73 (m, 1H), 1.72 (s, 3H), 1.45 — 1.33 (m, 2H), 1.32 (s, 3H).
C NMR (126 MHz, DMSO) & [ppm] = 175.2, 154.6, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0, 125.2, 120.0, 79.1, 75.8,
65.2, 58.1, 46.7, 36.0, 23.3, 22.5, 18.3, 3.1. HRMS: berechnet fiir CyHNO, = 392.18563 [M+H]";
gefunden 392.18459 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.73

min.
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Synthese von (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methylnon-7-insaure (91)

Der alkylierte Ni(ll)-Komplex 156 (1.5g, 2.4 mmol) wurde gemal AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschitzten a-methylierten Baustein 91 (Fmoc-91-OH) (1.0 g, 2.3 mmol, 96%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO) & [ppm] = 12.37 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
7.42 (d, J =7.4 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 4.34 — 4.22 (m, 2H), 4.22 — 4.18
(m, 1H), 2.17 — 2.03 (m, 2H), 1.76 (s, 1H), 1.69 (t, J = 2.4 Hz, 3H), 1.68 — 1.59 (m, 1H), 1.45 — 1.35 (m, 2H),
1.33 (s, 3H), 1.30 — 1.19 (m, 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO) & [ppm] = 175.3, 154.7, 143.8, 140.7, 127.6,
127.0, 125.2, 120.0, 79.1, 75.7, 65.2, 58.2, 46.7, 36.2, 28.7, 22.6, 22.4, 18.0, 3.1. HRMS: berechnet fir
CsH,7NO, = 406.20128 [M+H]"; gefunden 406.20119 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%,
MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 10.12 min.
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Synthese von (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methyldec-8-insaure (93)

FmocHN

Der alkylierte Ni(ll)-Komplex 157 (1.3 g, 2.1 mmol) wurde gemal AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschitzten a-methylierten Baustein 93 (Fmoc-93-OH) (0.8 g, 1.8 mmol, 86%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO) & [ppm] = 12.35 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
7.41 (t, 3 = 7.2 Hz, 2H), 7.37 (s, 1H) 7.36 — 7.30 (m, 2H), 4.34 — 4.14 (m, 3H), 2.12 — 2.02 (m, 2H), 1.83 —
1.73 (m, 1H), 1.71 (t, J = 2.5 Hz, 3H), 1.69 — 1.61 (m, 1H), 1.43 — 1.35 (m, 2H), 1.32 (s, 3H), 1.29 (M, 2H),
1.24 — 1.13 (m, 2H). 3C NMR (126 MHz, DMSO) & [ppm] = 175.3, 154.7, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0,
125.2, 120.0, 79.2, 75.7, 65.2, 58.3, 46.7, 36.6, 28.4, 28.4, 22.7, 22.3, 18.0, 3.1. HRMS: berechnet fir
CaH.NO, = 420.21693 [M+H]"; gefunden 420.21736 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%,
MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 10.20 min.
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Synthese von (R)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methyloct-6-insdure (94)

FmocHN

Der alkylierte Ni(ll)-Komplex 158 (1.5g, 2.5 mmol) wurde gemal AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschitzten a-methylierten Baustein 94 (Fmoc-94-OH) (0.8 g, 2.2 mmol, 86%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO) & [ppm] = 12.37 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
7.43 (s, 1H), 7.42 (t,J = 7.6 Hz, 2H), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 4.29 — 4.22 (m, 2H), 4.22 — 4.17 (m, 1H), 2.14
—2.01 (m, 2H), 1.89 — 1.79 (m, 1H), 1.76 (s, J = 11.9 Hz, 1H), 1.72 (s, 3H), 1.43 — 1.34 (m, 2H), 1.32 (s,
3H)."*C NMR (126 MHz, DMSO) & [ppm] = 175.2, 154.7, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0, 125.3, 120.0, 79.0,
75.9, 65.2, 58.1, 46.7, 36.0, 23.2, 22.4, 18.3, 3.1. HRMS: berechnet fiir C,,H,sNO, = 392.18563 [M+H]";
gefunden 392.18504 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.60

min.
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Synthese von (R)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methylnon-7-insaure (94)

Der alkylierte Ni(ll)-Komplex 159 (1.5g, 2.5 mmol) wurde gemal AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschitzten a-methylierten Baustein 94 (Fmoc-94-OH) (0.8 g, 1,9 mmol, 76%) umgesetzt.

'H NMR (500 MHz, DMSO) & [ppm] = 12.36 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.71 (t, J = 9.2 Hz, 2H), 7.42
(t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.39 (s, 1H), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 4.33 — 4.22 (m, 2H), 4.22 — 4.17 (m, 1H), 2.14 —
2.04 (m, 2H), 1.82 - 1.71 (m, 1H), 1.69 (t, J = 2.4 Hz, 3H), 1.69 — 1.60 (m, 1H), 1.43 — 1.34 (m, 2H), 1.33 (s,
3H), 1.30 — 1.17 (m, 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO) & [ppm] = 175.3, 154.7, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0,
125.2, 120.0, 79.1, 75.7, 65.2, 58.2, 46.7, 36.2, 28.7, 22.6, 22.3, 18.0, 3.1.HRMS: berechnet fiir C,sH;NO,
= 406.20128 [M+H]"; gefunden 406.20170 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1%
TFA), 13 min) = 9.89 min.



130 Experimenteller Teil

Synthese von (R)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methylundec-9-insdure (95)

7

<__OH
FmocHN

O

Der alkylierte Ni(ll)-Komplex 160 (2.8 g, 4.3 mmol) wurde gemall AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschitzten a-methylierten Baustein 95 (Fmoc-95-OH) (1.7 g, 3.9 mmol, 91%) umgesetzt.

IH NMR (500 MHz, DMSO) & [ppm] = 12.32 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
7.41 (t, ] = 7.4 Hz, 2H), 7.37 (s, 1H), 7.35 — 7.30 (m, 2H), 4.32 — 4.22 (m, 2H), 4.22 — 4.17 (m, 1H), 2.11 —
2.03 (m, 2H), 1.75 (s, 1H), 1.71 (t, J = 2.4 Hz, 3H), 1.69 — 1.61 (m, 1H), 1.43 — 1.35 (m, 2H), 1.33 (s, 3H),
1.25 (s, 2H), 1.23 (m, 4H). ®C NMR (126 MHz, DMSO) 5 [ppm] = 175.4, 154.7, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0,
125.2, 120.0, 79.3, 75.6, 65.2, 58.3, 46.7, 36.6, 28.7, 28.4, 28.1, 23.1, 22.3, 18.0, 3.1. HRMS: berechnet fiir
CyH:NO, = 434.23258 [M+H]"; gefunden 434.23458 [M+H]". HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%,
MeCN (0.1% TFA), 11 min) = 7.18 min.
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7.4 Festphasenpeptidsynthese

Die Peptidsequenzen wurden mittels Festphasensynthesen in Spritzenreaktoren (2, 5, 20 mL) mit PE-Fritten
oder Rosenbaum-Reaktoren synthetisiert. Die Harz-Suspensionen wurden durch Schitteln der Spritzen bzw.
Reaktoren auf einem automatischen Schuttler KS125basic (IKA Labortechnik) durchmischt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels Testabspaltung gemal AAV 22 durch U-HPLC Analyse. Fir die
Synthese anspruchsvoller Peptidsequenzen wurde der Reaktionsverlauf durch die Bestimmung der
Harzbeladung nach AAV 9 lberwacht.

7.4.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAYV 7: Beladung von TentaGel Rink-Amid-Harz bzw. ChemMatrix Rink-Amid-Harz
TentaGel-Rink-Amid-Harz (0.24 mmol/g) bzw. ChemMatrix Rink-Amid-Harz (0.48 mmol/g) wurden in
einen Spritzenreaktor eingewogen und fir 10 min in DMF (1 mL/100 mg) gequollen. AnschlieBend wurde
die erste Aminosdure nach AAV 12/13 auf den freien N-Terminus gekuppelt und die Harzbeladung anhand
AAV 9 bestimmt.

AAV 8: Beladung von MBHA Rink-Amid-Harz

MBHA Rink-Amid-Harz (0.65 mmol/g) wurde in einen Spritzenreaktor eingewogen und fiir 10 min in DMF
(1 mL/100 mg) gequollen. Anschliefend wurde Fmoc nach AAV 11 entfernt und die erste Aminosaure
entsprechend AAV 12/13 auf den freien N-Terminus gekuppelt und die Harzbeladung anhand AAV 9
bestimmt.

AAV 9. Bestimmung der Harzbeladung anhand Fmoc-Quantifizierung mittels UV-
Spektroskopie

Eine definierte Menge des getrockneten Harzes (1-2 mg) wurde mit 1 mL Piperidin/DMF (1/4, v/v) versetzt
und 15min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Harz wurde abzentrifugiert und der Uberstand in
Piperidin/DMF (1/4, v/v) verdinnt (1:10). AnschlieRende wurde die Absorption des Fluorenyl-Adduktes
(£ =7800 L M™ cm™) bei 301 nm bestimmt und die Harzbeladung mit Hilfe des Lambert-Beer’schen
Gesetzes berechnet.



132 Experimenteller Teil

AAYV 10: Automatische, Mikrowellen gestitzte Synthese von Wildtyp-Sequenzen

Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte mit einer Losung aus Piperidin/DMF (1/4, v/v) fir 1 min
bei 30 °C (Intensitat = 40 W) und 5 min bei 70 °C (Intensitat = 40 W). Zur Unterdriickung von Aspartamid-
Bildung wurde der Entschutzungslosung gegebenenfalls HOBt (0.5 M) zugesetzt. Die
Aminosaurekupplungen erfolgten in Form von Doppelkupplungen unter Verwendung von Aminosaure
(4 Ag., 0.2 M in DMF), HCTU (3.9 Ag., 0.2 M in DMF) und DIPEA (8 Ag., 0.2 M in NMP) fiir jeweils
10 min bei 80 °C (Intensitat = 20 W). Im Falle von His- oder Cys-Resten wurde die die Reaktionszeit auf

15 min verlangert und die Temperatur auf 60 °C (Intensitat = 20 W) reduziert.

AAYV 11: Fmoc-Entschitzung an der Festphase

Das in DMF gequollene (10 min) und gewaschene Harz wurde mit einer Losung aus Piperidin in DMF (1/4,
v/v) zweimal fur 5 min unter Schiitteln inkubiert. Anschlielend wurde das Harz mit DMF (3 x 1 min), DCM
(3 x 1 min) und DMF (3 x 1 min) gewaschen.

AAV 12: Aminosaurekupplung mit COMU/Oxyma

Das nach AAV 11 Fmoc-entschiitzte und gewaschene Harz wurde mit einer Reaktionsmischung aus
Aminoséure (4.0 Ag.), COMU (3.9 Ag.), Oxyma (3.9 Ag.) und DIPEA (8.0 Aqg., bezogen auf die vom
Hersteller angegebene theoretische Harzbeladung) in DMF (0.5 M)versetzt und fiir 60 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Anschlieend wurde das Harz mit DMF (5 x 1 min) gewaschen. Im Falle

unvollstandigen Umsatzes (UHPLC-Kontrolle) wurde die Kupplung wiederhoilt.

AAYV 13: Aminosaurekupplung mit HCTU

Das nach AAV 11 Fmoc-entschiitzte und gewaschene Harz wurde mit einer Reaktionsmischung aus
Aminoséure (4.0 Ag.), HCTU (3.9 Aq.) und DIEA (8.0 Aq., bezogen auf die vom Hersteller angegebene
theoretische Harzbeladung) in DMF (0.5 M)versetzt und zweimal fir 15 min bei Raumtemperatur
geschuttelt. Anschlieend wurde das Harz mit DMF (5 x 1 min) gewaschen. Im Falle unvollstdndigen

Umsatzes (UHPLC-Kontrolle) wurde die Kupplung wiederholt.

AAV 14: Olefin-Ringschlussmetathese an der Festphase

Das getrocknete Harz wurde mit DCM (3 x) und DCE (3 x) gewaschen und in DCE gequollen (10 min).
AnschlieBende wurde eine Ldsung aus Grubbs-1-Katalysator in DCE (2 mg/mL, 1 mL/100 mg Harz)
zugegeben und bei Raumtemperatur fiir 2 h inkubiert. Wéhrend der Reaktion wurde entstehendes Ethen
durch stetes Durchleiten von Argon entfernt. Dieser VVorgang wurde zweimal wiederholt und das Harz
abschlieend mit DCM (3 x 1 min), DMF (3 x 1 min), Methanol (3 x 1 min) und DCM (3 % 1 min)

gewaschen.
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AAYV 15: Alkin-Ringschlussmetathese an der Fetphase

Das getrocknete Harz wurde unter Argon in ein ausgeheiztes Schlenkrohr tberfiihrt und zur Trocknung
abwechselnd mit trockenem Diethylether und trockenem Toluol gewaschen (jeweils 3 x). Anschliefend
wurde das Harz in trockenem Toluol gequollen (10 min) und mit einer Lésung von Mo-Komplex 103 in
trockenem Toluol (2 mg/mL, 1 mL/100 mg Harz) fiir 1.5 h bei 40 °C unter Rihren inkubiert. Wahrend der
Reaktion wurde das entstehende 2-Butin durch stetes Durchleiten von Argon ausgetrieben. Nach der Zugabe
von frischem Mo-Komplex 103 in trockenem Toluol (2 mg/mL, 1 mL/100 mg Harz) wurde flr weitere 1.5 h
bei 40 °C geruhrt und dieReaktionslésung durch Filtrieren entfernt. Das Harz wurde in einen Spritzenreaktor

uberfuhrt und mit Toluol (3 x 1 min) und DCM (3 x 1 min) gewaschen.

AAYV 16: Eintopf Ringschluss Alkin- und Olefin-Ringschlussmetathese an der Fetphase

Das getrocknete Harz wurde unter Argon in ein ausgeheiztes Schenkrohr tberfiihrt und zur Trocknung
abwechselnd mit trockenem Diethylether und trockenem Toluol gewaschen (jeweils 3 x). AnschlieRend
wurde das Harz in trockenem Toluol gequollen (10 min) und mit einer Losung von Mo-Komplex 103 und
Grubbs-1-Katalysator in trockenem Toluol (2 mg/mL, 1 mL/100 mg Harz) fiir 1.5 h bei 40 °C unter Rihren
inkubiert. Wahrend der Reaktion wurde das entstehende 2-Butin und Ethen durch stetes Durchleiten von
Argon ausgetrieben. Nach der Zugabe von frischem Mo-Komplex 103 und Grubbs-I-Katalysator in
trockenem Toluol (2 mg/mL, 1 mL/100 mg Harz) wurde fur weitere 1.5 h bei 40 °C gerthrt und
dieReaktionslésung durch Filtrieren entfernt. Das Harz wurde in einen Spritzenreaktor tberfuhrt und mit

Toluol (3 x 1 min) und DCM (3 x 1 min) gewaschen.

AAYV 17: Dibromierung von Alkin-Makrozyklen an der Fetphase

Das getrockenete Herz wurde in einem Spritzenreaktor mit trockenem MeCN gewaschen und in trockenem
MeCN gequollen (10 min). AnschlieBend wurde das Harz mit einer Losung aus CuBr, in trockenem MeCN
(2 mg/mL) fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der VVorgang wurde zweimal wiederholt und das Harz mit
MeCN (3 x 1 min), DCM (3 x 1 min) und DMF (3 x 1 min) gewaschen. Im Falle unvollstdndigen Umsatzes
(UHPLC-Kontrolle) wurde die Reaktion wiederholt.

AAYV 18: Abspaltung der Mtt-Schutzgruppe an der Festphase
Das getrocknete Harz wurde in DCM gequollen (10 min), mit einer Lésung aus DCM/TFA/TIPS (97/1/2,
v/viv) gewaschen (2 x 1 min) und fiir 15 min unter Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Prozedur

wurde zweimal wiederholt. Anschliefend wurde das Harz mit DCM (3 x 1 min) gewaschen.

AAYV 19: Funktionalisierung des N-Terminus mit Fluorescein an der Festphase

Das nach AAV 11 Fmoc-entschiitzte und gewaschene Harz wurde nach AAV 13 mit dem PEG-Spacer
Fmoc-0,0C-OH gekuppelt. Nach anschlieBender Fmoc-Entschitzung gemal AAV 11 wurde das
gewaschene Harz mit einer Losung aus FITC (5.0 Ag.) und DIEA (10.0 Aqg., bezogen auf die vom Hersteller
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angegebene theoretische Harzbeladung) in DMF (0.5 M) unter Lichtausschluss fiir 16 h bei Raumtemperatur
geschdttelt. AbschlieRend wurde das Harz mit DMF (5 x 1 min) und DCM (5 x 1 min) gewaschen und bis

zur Gewichtskonstanz im Vakuum getrocknet.

AAYV 20: Acetylierung des N-Terminus an der Festphase
Das nach AAV 11 Fmoc-entschitzte und gewaschene Harz wurde mit einer Lésung (1 mL/100 mg) aus
Ac,O/DIEA/DMF (1/1/8, viviv) zweimal fur 10 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Das Harz wurde mit

DMF (5 x 1 min) und DCM (5 x 1 min) gewaschen und bis zur Gewichtskonstanz im Vakuum getrocknet.

AAYV 21: Funktionalisierung des N-Terminus mit Biotin an der Festphase

Das nach AAV 11 Fmoc-entschitzte und gewaschene Harz wurde nach AAV 13 mit dem PEG-Spacer
Fmoc-O,0C-OH gekuppelt. Nach anschlieBender Fmoc-Entschiitzung gemé&R AAV 11 wurde das
gewaschene Harz mit einer Losung aus Biotin (5.0 Ag.), HCTU (5.0 Ag.) und DIEA (10 Aqg., bezogen auf
die vom Hersteller angegebene theoretische Harzbeladung) in DMF (0.5 M) unter Lichtausschluss fir 2 h bei
Raumtemperatur geschdttelt. AbschlieBend wurde das Harz mit DMF (5 x 1 min) und DCM (5 x 1 min)
gewaschen und bis zur Gewichtskonstanz im Vakuum getrocknet.

AAYV 22: Testabspaltung eines Peptids vom Harz

Zur Reaktionskontrolle des immobilisierten Peptids wurde ca. 1 mg des beladenen Harzes mit 100 pL einer
Losung aus TFA/TES/H,O (95/2.5/2.5, viviv) versetzt und fiir 30 min bei Raumtemperatur geschiittelt.
AnschlieBend wurde die Losung im Argonstrom evaporiert und das Peptid mit kaltem Diethylether
prazipitiert. Nach Zentrifugation (5 min, 16.7 rpm) wurde der Uberstand entfernt und das Prazipitit in einem
Gemisch aus MeCN/H,0 (1/1, v/v) geldst und mittels U-HPLC untersucht.

AAV 23: Abspaltung vom Harz

Das getrocknete Harz wurde mit DCM gewaschen (3 x 1min) und mit einer Abspaltlésung aus
TFA/TES/H,O (95/2.5/2.5, viviv) bzw. im Fall oxidationsempfindlicher Peptide mit TFA/TES/H,O/DODT
(94/2.5/2.5/1, viviviv) versetzt (150 pL/100 mg) und fir 3 x 1h bei Raumtemperatur unter Schtteln
inkubiert. Im Anschluss wurde das Harz mit Abspaltlésung gewaschen (2x) und die vereinigten Losungen im
Argonstrom eingeengt. Das Peptid wurde mit kaltem Diethylether prazipitiert, abzentrifugiert (10 min,
16.7 rpm) und mit kaltem Diethylether resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 16.7 rpm)

wiirde der Uberstand verworfen, das Prézipitat getrocknet und mittels praparativer HPLC aufgereinigt.

AAYV 24: Peptid Quantifizierung
Die Konzentration der Fluorescein-funktionalisierten Peptide (¢ =77 000 L M™*cm™) wurde mittels UV-
Absorption bei 496 nm in 20 mM Phosphatpuffer (pH 8.5) bestimmt und nach dem Lambert-Beer’schen

Gesetzs berechnet. Die Konzentarion der acetylierten Peptide wurde gravimetrisch oder durch UV-
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Absorption bei 280 nm bestimmt. Die Peptide wurden anschlielend aliquotiert, lyophilisiert und in

getrockneter Form bei —80 °C gelagert.

7.4.2 Bestimmung des Sekundarstrukturanteils mittels CD-

Spektroskopie

Der a-helikale Anteil der synthetisierten Peptide wurde mittels CD-Spektroskopie bestimmt. Um die
Loslichkeit der Peptide zu gewahrleisten, wurden sie in einer L6sung aus Wasser und 2,2,2-Trifluorethanol
(7/3, viv) mit einer Konzentration von 50uM gelost. Die CD-Spektren wurden bei 20 °C in einer
Quartzkivette mit einer Weglange von 0.1 cm zwischen 190 nm und 260 nm (50 nm/min
Aufnahmegeschwindigkeit, Datenpunkte alle 0.1 nm) aufgenommen. Der helikale Anteil f}¢;i, Wurde nach
bereits etablierten Methoden'®** anhand der beobachteten Elliptizitat [8],,s bei 222 nm mit Hilfe der

folgenden Gleichungen berechnet:

Frotie = (61222615 .
helix = 16,0 ~6]0"

n—x
[O]max = [0l n
[6]e = —440004250T
[6]p = 2220 - 53T

1 [B]Obs
Oleze =5 01 ¢

[6]max ist der maximale theoretische Wert der Elliptizitat fur eine Helix mit n Aminosduren und [6], der
maximale theoretische Wert fiir eine unendliche Helix. Die empirische Konstante x steht fiir die Anzahl an
fehlenden Amiden und wurde auf 3 gesetzt (normalerweise zwischen 2.4 —4). T ist die Temperatur der
Peptidlésung in °C. [6], die mittlere Elliptizitat der Peptide in ungeordneter Konformation und [6],,, die

gemessene Elliptizitat bei 222 nm.

7.4.3 Ubersicht synthetisierter Peptide

Alle Peptide wurden anhand der allgemeinen Arbeitsvorschriften (AAV 7 — AAV 24, Abschnitt 7.4.1)
synthetisiert und aufgereinigt. Die analytischen Daten aller Peptide sind in den Tabelle 6 — 13

zusammengefasst.
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Tabelle 6. Ubersicht aller synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.1.1.
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Tabelle 7. Ubersicht der synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.1.3.
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Tabelle 8. Ubersicht der synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.2.1.
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Tabelle 9. Ubersicht aller synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.2.2 & 5.2.4
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Tabelle 10. Ubersicht aller synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.2.5
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Tabelle 12. Ubersicht aller synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.3.4 & 5.4.2.
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Tabelle 13. Ubersicht aller synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.5.
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7.5 Biochemische und biophysikalische Experimente

7.5.1 Praparativer Nukleotidaustausch zu GppNHp

Rab—GTPasen liegen nach Expression und Aufreinigung aufgrund ihrer intrinsischen Hydrolyseaktivitat im
GDP-gebunden Zustand vor. Um einen Nukleotidaustausch in vitro zu erméglichen wurde zuerst das Mg**
entfernt um die Affinitat gegeniiber dem gebundenen Nukleotid zu reduzieren. Dazu wurde die jeweilige
Rab—GTPase mit einem fiinffachen Uberschuss von EDTA fir 1 h bei Zimmerpemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die Proteinlésung auf 4 °C abgekihlt und durch Filtration tber eine Entsalzungssaule
mit einem Elutionspuffer (20 mM HEPES pH 7.5, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP) entsalzt. Um Prazipitation zu
vermeiden wurde eine Proteinkonzentration von <100 uM eingestellt. Nach der Zugabe von (NH,),SO4
(200 mM), ZnCl, (500 uM), alkalische Phosphatase (5 U/mg GTPase) sowie einem vierfachen Uberschuss
GppNHp wurde die Proteinmischung fur 16 h bei 4 °C am Rotator inkubiert. AbschlieBend wurde die Rab—
GTPase mittels Filtration tber eine Entsalzungssaule umgepuffert (Puffer: 25 mM HEPES pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1 mM TCEP, 1mM MgCl,, 1 uM Nukleotid), durch Zentrifugation aufkonzentriert, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert. Der Erfolg des Nukleotidaustauschs wurde mit Hilfe von
analytischer Umkehrphasen-HPLC Uberprift.

7.5.2 Herstellung nukleotidfreier GTPasen

Zur Herstellunf nukleotidfreier GTPasen wurde die Rab—GTPase zur Entfernung des Mg®* zunachst mit
einem fiinffachen Uberschuss an EDTA fiir 1 h bei Zimmerpemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde die
Proteinldsung auf 4 °C abgekihlt und durch Filtration tber eine Entsalzungssaule mit einem Elutionspuffer
(20 mM HEPES pH 7.5, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP) entsalzt. Um Prézipitation zu vermeiden wurde eine
Proteinkonzentration von <100 UM eingestellt und die Proteinmischung nach der Zugabe von (NH,),SO,
(200 mM), ZnCl, (500 uM) und alkalischer Phosphatase (5 U/mg GTPase) fiir 16 h bei 4 °C am Rotator
inkubiert. Das Protein wurde durch Zentrifugation aufkonzentriert und direkt eingesetzt. Der Erfolg des

Nukleotidaustauschs wurde mit Hilfe von analytischer Umkehrphasen-HPLC Uberprift.

7.5.3 Analytische Umkehrphasen-HPLC von GTPasen

Der Erfolg des Nuleotidaustauschs lasst sich mit Hilfe von analytischer Umkehrphasen-HPLC verfolgen.
Mittels isokratischer Elution (Puffer: 50 mM Kaliumphosphat pH 8.0, 10 mM Tetrabutylammoniumbromid,
8 % (v/v) Acetonitril, Flussrate 0.5 mL/min Ober 12 min) auf einer Cyg-Séule wurden die Guaninnukleotide
GDP, GTP, GppNHp aufgetrennt. Die GTPase wird auf der Vorslaule denaturiert und gibt das Nukleotid

frei. Die Detektion der Nukleotide erfolgte bei einer Wellenlange von 256 nm.
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7.5.4 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Trennung und Analyse von Proteingemischen wurde denaturierende Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli eingesetzt.?** Die Proteine wurden zunachst in
einem Sammelgel konzentriert und in einem 10 — 15%-igen Trenngel nach Molekulargewicht und Ladung
aufgetrennt. Sammel- und Trenngel wurden anhand der in Tabelle 14 aufgefiihrten Mischungsverhaltnisse in
einer BioRad Mini-Protean-11 System Kassette gegossen.

Zur Vorbereitung wurden die Proben mit SDS-PAGE Probenpuffer(5x) versetzt und fur funf Minuten auf
95 °C erhitzt. Die Trennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 120 V. Die aufgetrennten Proteine
wurden durch kurzes Aufkochen in Coomassie-Losung eingefarbt und ihre GréRe anhand eines
Molekulargewichtsstandards (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas) eingeordnet. Zur
Analyse mittels Western-Blot wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert und nicht mit
Comassie-Ldsung behandelt.

Tabelle 14. Mischverhaltnisse eines 15%-igen Polyacrylamidgels. Gele mit abweichendem Polyacrylamidgehalt
wurden mit entsprechenden Mengen Acrylamid/Bisacrylamid hergestellt.

Sammelgel Trenngel
Sammelgelpuffer 0.35 mL -
Trenngelpuffer - 1.1mL
10% SDS (wiv) 27 pL 45 pL
30% Acrylamid/ Bisacrylamid (37.5/1) (w/v) 0.45 mL 2.2mL
10% APS (W/v) 27 UL 45 pL
TMEDA 3L 2 uL
Wasser 1mL 1mL

7.5.5 Proteinexpression und -reinigung
7.5.5.1 Rab-Proteine

Rabh9a; 03 und Rablla;,;s wurden von der Dortmund Protein Facility (hattp://mww.mpi-
dortmund.mpg.de/misc/dpf) in pOPINF Vektoren (N-terminal Hiss-tag gefolgt von einer Schnittstelle fur
PreScission Protease) mittels der infusion cloning method®® kloniert und in Escherichia coli BL21 (DE3)
exprimiert. Die Induktion erfolgte mit 0.3 mM Isopropyl-B-dithiogalactopyranosid (IPTG) bei 25 °C fir
24 h. Die Reinigung von Rab9a und Rablla erfolgte iber Ni-NTA-Affinitatschromatographie und
GroRenausschlusschromatographie in 20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MagCl,, 1 mM TCEP,
1 uM GDP. Der Hisg-Tag wurde mit PreScission Protease abgespalten.

Die Expresseion von Rablbsi;4, Rab5a,.,16, Rab6a,,1:, Rab7a,,07, Rab8ag, Rab8as.i76, OCRL1s39.90; UNM

Rabin8 wurde von Frau Nathalie Bleimling gemal etablierter Protokolle in Escherichia coli BL21 (DE3)
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durchgefuhrt und die Rab—GTPasen mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie und

GroéRenausschlusschromatographie aufgereiningt.**%

7.5.5.2 14-3-3

Die Expression von 14-3-3 wurde von M. Sc. David Bier durchgefihrt und erfolgte in Escherichia coli
Rosetta (DE3) anhand etablierter Protokolle.” Die Induktion erfolgte mit 0.5 mM IPTG bei 20 °C fir 14 h
und das Zielprotein wurde mittels Ni-NTA-Affinitatschromatographie aufgereinigt. Der Hisg-Tag wurde mit
Tobacco Etch Virus (TEV) Protease abgespalten und durch GréRenausschlusschromatographie in 25 mM
HEPES pH 7.0, 100 mM NaCl, 10 mM MagCl,, 1 mM p-Mercaptoethanol abgetrennt.

7.5.5.3 UNC119

Die Expression von UNC119a wurde von Frau Christine Novak in Escherichia coli BL21 (DE3)
durchgefuhrt. Die Induktion erfolgte mit 0.1 mM IPTG bei 18 °C fiir 16 h. Das Zielprotein wurde mittels
Glutathion-S-Transferasen Affinitatschromatographie aufgereinigt und der Tag auf einer GSH-Séule bei 4 °C
fur 16 h mit Thrombin abgespalten. UNC119b wurde anhand etablierter Protokolle exprimiert und

aufgereinigt.”

7.5.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Protein-Ldsungen erfolgte durch UV-Absorption bei 280 nm oder
mittels der Methode nach Bradford.

7.5.6.1 Proteinbestimmung durch UV-Absorption

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch UV-Detektion bei 280 nm und anschlieRender

Berechnung gemal des Lambert-Beer’schen Gesetzes.

7.5.6.2 Bradford

Die Proteinkonzentration einer Ldsung wurde photometrisch mit Hilfe von Bradford-Reagenz (Bio-Rad)
bestimmt. Ein Gemisch aus 1 pL Protein-Losung wurde mit 999 pL Bradford-Losung fur 5 min inkubiert
und die Absorption des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 bei 595 nm gemessen. Die Konzentration

wurde anschlieRend anhand einer fiir BSA erstellten Eichgerade berechnet.
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7.5.7 Unspezifische Funktionalisierung von Proteinen mit NHS-

Fluorescein

Die Proteine wurden bei einer Konzentration von 2 —4 mg/mL in einem Puffer aus 20 mM HEPES pH 7.5,
150 mM NaCl, 1 mM TCEP und 1 mM MgCl, fir 16 h bei 4 °C mit NHS-Fluorescein (15 Ag, 21 mM in
DMSO) inkubiert. Das tberschiissige NHS-Fluorescein wurde anschlieend durch Filtration tber eine NAP-
5 Séaule (Sephadex G-25, DNA Grade, GE Healthcare) abgetrennt.

7.5.8 Herstellung von Zelllysaten

HCT116-Zellen wurden bei einer Konfluenz von 90 - 100% mit TBS gewaschen und nach dem Abkihlen
auf 4 °C mit einem Schaber vom Boden der Zellkulturflaschen abgeldst. Anschlielend wurde die Zellen in
wenig Lysepuffer (20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF und 0.5% NP40) suspendiert und durch
Behandlung mit Ultraschall (3x 15s bei 40%) aufgeschlossen. Unlosliche Bestandteile wurden durch
Zentrifugation (20 min, 16,900 x g) abgetrennt und der Uberstand als Zelllysat in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

7.5.9 Préazipitationsexperiment (Pull-Down)

Eine Losung aus biotinylierten Peptiden (100 pL, 10 pM) wurde mit Streptavidin beschichteten,
magnetischen Kunststoffkiigelchen (Dynabeads M280, Invitrogen) fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit TBS + 0.01% Tween-20 wurden die Kiigelchen mit Lysat von HCT116
Zellen (100 pL, 5.4 g/L) angereichert und mit Rab8a (0.9 Gew.-%, 1uM) fiir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Das Uberschussige Zellysat wurde entfernt und die Kiigelchen dreimal mit TBS + 0.01% Tween-
20 gewaschen. Die prazipitierten Proteine wurden durch Erhitzen in SDS-Gel-Beladungspuffer (95°C,
10 min) eluiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und per Western-Blot detektiert.

7.5.10 Elektrotransfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran
(Western-Blot)

Fir den Elektrotransfer von Polyacrylamid-Gelen wurde eine Halbtrockenzelle verwendet, bei der das Gel
und die PVDF-Membran zwischen zwei mit Transferpuffer getrdnkten Filterpapieren und zwei
Plattenelektroden eingeklemmt wurden. Der Elektrotransfer erfolgte bei einer konstanten Spannung von
25V fir 60 min.
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7.5.11 Detektion mittels Fluoreszenz-markierten Antikdrpern

Die freien Bindungsstellen der PVDF-Membran wurden in einem ersten Schritt durch Inkubation in
Blockierpuffer (5% Milchpulver in TBST) fiir 1h bei Raumtemperatur abgesattigt. Anschlielend wurde die
Membran fir 12 h bei 4 °C mit einer Ldsung aus Rab8a spezifischen Primarantikorper in Blockierpuffer (1:
1000) inkubiert. Nach 3 x 10 min Waschen mit TBS + 0.01% Tween-20 wurde die Membran fiir 1 h bei
Raumtemperatur mit einem Fluoreszenz-markierten Sekundérantikérper (HRP-rabbit, 1:10 000 in TBST mit
5% Milchpulver) behandelt und nach erneutem Waschen das Fluoreszenzsignal an einem Odyssey Fc Imager
(L1-COR Biosciences) detektiert.

7.5.12 Fluoreszenzpolarisations Assay zur Bestimmung der

Dissoziationskonstanten

Fluoreszenzpolarisations (FP) Messungen erfolgten in 384-Loch-Platten (small volume, black, flat-bottom,
non-binding, Greiner) an einem Safarie’ Plattenleser (Tecan). Dafir wurden die Proteine seriell in
Messpuffer fiir nukleotid gebundene bzw. nukleotid-freie GTPasen verdinnt und mit 66 nM des Fluorescein-
markierten Peptids fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Messung der
Fluoreszenzpolarisation bei einer Anregungswellenldnge von e, = 470 nm und einer Emissionswellenléange

vOoN Aem = 525 nm.

Die initiale Affinitdtsbestimmungen erfolgten als Einzelmessungen und die Dissoziationskonstanten (Kg)
wurden mittels nicht-linearer Regression in der Software Prism 5.0 (Graphpad) berechnet.** Die finalen
Bestimmungen der Dissoziationskonstanten der wichtigsten Peptide erfolgten in Dreifachmessungen. Die
gemessene Fluoreszenzanisotropie wurde entsprechend der Anderung der Fluoreszenzintensitit nach
Bindung korrigiert und der gebundene Anteil nach (Gleichung 1) bestimmt. Mit Hilfe des
Massenwirkungsgesetzes wurde anschlieBend unter Annahme einer einzigen Bindungsstelle die
Dissoziationskonstante Ky durch nicht-lineare Regression in Prism 5.0 (Graphpad) berechnet

(Gleichung 2).*" In Fallen bei denen aufgrund zu geringer Stabilitdt der nukleotid-freien Rab—
GTPasen kein Plateau erreicht werden konnte wurde das Plateau anhand vergleichbarer Daten abgeschatzt

und die Kurve extrapoliert.

A—Afrei .
frel (Gleichung 1)
A—Afreit+Q (Agebunden_A)

A: beobachtete Anisotropie; Agi: Anisotropie des freien Fluorophors; Agepungen Anisotropie des gebundenen
Fluorophors; Q: Verhaltnis der Fluoreszenzintensitat im freien und gebundenen Zustand

gebundener Anteil =

Kd+LT+CProtein_\/(Kd+LT+CPr0tein)2_4LT CProtein (Gleichung 2)
2Lt
Kg: Dissoziationskonstante; Lt: Konzentration des markierten Peptids; Cprqtein: Proteinkonzentration

gebundener Anteil =
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7.5.13 FP-Kompetitionsexperimente

Die nicht-markierten Peptide wurden seriell in Messpuffer in 384-Loch-Platten (small volume, black, flat-
bottom, non-binding, Greiner) verdinnt und mit einem Gemisch aus Fluorescein-markiertem Peptid und
Protein fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Fluoreszenzpolarisation wurde an einem Safarie?
Plattenleser (Tecan) gemessen und die mittlere inhibitorische Konzentration (ICsy) mittels nicht-linearer

Regression in der Software Prism 5.0 (Graphpad) berechnet.**

7.5.14 Microscale Thermophorese Messsungen

Die Proteine wurden seriell in 384-Loch-Platten (small volume, black, flat-bottom, non-binding, Greiner)
verdinnt und fir 2 h bei Raumtemperatur mit 60 nM Fluorescein-markiertem Peptid inkubiert. Anschliel3end
wurde die Protein-Ldsung in Kapillaren aufgezogen und die MST Messungen mit einem Monolith NT.115
(NanoTemper Technologies) durchgefiihrt. Die Berechnung der Kp-Werte erfolgte mit der Software

Monolith Affinity Analysis (NanoTemper Technologies).

7.5.15 Co-Kristallisation

Die Co-Kristallisation von Peptid 124 und 14-3-3¢ wurde von M. Sc. David Bier durchgefiihrt. Dazu wurden
Peptid und Protein in einem molaren Verhéltnis von 1:1.5 mit einer finalen Konzentration von 22 mg/mL in
25 mM HEPES/NaOH pH 7.2, 2 mM MgCl,, 1.0 mM [3-Mercaptoethanol fiir 16 h bei 0 °C vorinkubiert. Die
Kristallisation erfolgte innerhalb von drei Wochen nach der hanging drop Methode in EasyXtal (Qiagen)
Platten und in einer Losung aus 1.26 M Trinatriumcitrat, 0.09 M HEPES pH 7.5, 10% Glycerol und
Losungen mit unterschiedlichen Konzentrationen Glycerol (6 to 12 %). Die Streuungsdaten wurden am Paul
Scherrer Institut (PSI) in Villingen, Schweiz, bei einer Streuung von 2.4 A mit einer PXII - X10SA Beamline
fir Protein Kirstallisation aufgenommen. Die kristallographische Analyse wurde von M. Sc. Kerstin
Wallraven mit der Software XDS15 durchgefiihrt. Der molekulare Ersatz erfolgte mit der Software CCP4
und das Model wurde mit der Software COOT erstellt.

7.5.16 Isotherme Titrationskalorimetrie Messungen

Eine Loésung aus UNC119a in 150 pL Dialysepuffer wurde in eine Dialysekassette (Slide-A-Lyzer,
Thermofischer, 10 000 MWCOQ) uberfuhrt und fur 16 h bei 4 °C langsam in 2 L Dialysepuffer geriihrt.
AnschlieBend wurde das Protein in einem MicroCal iTC200 (Malvern) vorgelegt und gegen Peptid 142
titriert. Als Kontrolle wurde ebenfalls Puffer gegen Puffer, Puffer gegen Peptid und Protein gegen Puffer
titriert. Die Analyse der Daten erfolgte mit der Software Origin 7.0.
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7.5.17 Zellkultur

HeLa-Zellen wurden einschichtig in 10 cm Gewebekulturschalen in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) mit 10 % fotalem Kélberserum und nicht-essentiellen Aminosauren kultiviert. Die Zellen wurden
bei 37 °C in feuchter Atmosphare bei 5% CO, gelagert. Zur Herstellung von Subkulturen wurden die Zellen

mit Trypsin-EDTA abgeldst. Eine Subkultur wurde alle 3-4 Tage erstellt.

7.5.18 Durchflusszytometrie Messungen

Hela-Zellen wurden nach 24 h in 24-Loch-Platten mit einer 5 uM Peptidldsung in Medium bei einer finalen
DMSO Konzentration von 0.5% fur 90 min inkubiert. Anschlieendwurden die Zellen gewaschen, geerntet
und in PBS resuspendiert. Die zelluldre Aufnahmer der Peptide wurde bei einer Wellenlange von 530 nm mit

einem Durchflusszytometer (BD Biosciences, LSRII) bestimmt.

7.5.19 Immunofluoreszenz Bilder

HeLa-Zellen wurden in DMEM inkubiert und fiir 18 h mit fluoreszenz-markiertem Peptid inkubiert. Nach
dem Waschen wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd in PBS fixiert und mit 0.1% Trition X-100
permeabilisiert. AnschlieBend wurde Rab8 mit einem priméren anti-Rab8 Antikérper (Cell Signaling, Rab8
(D22D8) XP, #6975) und einem donkeye anti-rabbit Alexa594-Konjugat (Thermo Fisher, A-21207) markiert
sowie die DNA mit Hoechst33342 (1ug/ml). Die Proben wurden mit einer Leica TCS SP5 und einem HCX
PL APO Objektiv aufgenommen.

7.5.20 Proteasestabilitat

Aus 10 mM DMSO Vorratslosungen wurden Peptidldsungen mit 55.5 uM Peptid in Assay Puffer (10 mM
Tris pH 8.0, 150 mM NacCl) erstellt sowie eine Vorratslosung Proteinase K (100 pg/mL) in Assay Puffer. Die
Proteolysereaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 500 pL bei einer finalen Konzentration von 50 pM
Peptid und 10 pg/mL Proteinase K bei Raumtemperatur in Dreifachmessungen durchgefiihrt. Bei jedem
Messpunkt wurden 50 pL Reaktionslésung mit 100 pL einer MeCN/Wasser (1:1) + 1% TFA Ldsung versetzt
und mittels analytischer HPLC untersucht. Die Menge intakten Peptids wurde mittels Absorption bei 210 nm
guantifiziert und die Halbwertszeit mittels exponentiellem Zerfall in der Software Prism 5.0 (Graphpad)

berechnet.*
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9 Abkilrzungsverzeichnis

3D 3 dimensional

AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift

Ac Acetat

Aib o-Aminoisobutyric acid

Akt RAC-alpha serine/threonine-protein kinase

Alsin Amyotrophic lateral sclerosis protein

APS Ammoniumpersulfat

APT Acyl-protein thioesterase

Aq. Aquivalent

Arf ADP-ribosylation factor

Arl Arf-like protein

ARNO ARF nucleotide-binding site opener

Arp Arf-related protein

BPB [N-(N*- Benzylprolyl)amino]benzophenonhydrochlorid

CBP CREB binding protein

CD Circulardichroismus

COMU (1-Cyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-morpholino-carbenium
hexafluorophosphate

CSL CBF1, Suppressor of Hairless, Lag-1

DENN Differential expressed in normal and neoplastic cells

DHP 3,4-Dihydro-2H-pyran

DIPEA Diisopropylethylamin

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinséure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ERK Extracellular-signal Regulated Kinases

ESI Elektro-Spray-lonisation

FITC Fluoresceinisothiocyanat

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

Fmoc-OSu N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-succinimid

FP Floureszenzpolarisation

FT Farnesyltransferase

FTI Farnesyltransferase Inhibitor
Fyn FYN Proto-Oncogene

GAP GTPase aktivierendes Protein
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GCC185
GDI
GDP
GEF
GPI
GppNHp
GST
GTP

HBS

HCTU
HEI-TOE

HEPES

HIF-1a
HOBt
HPLC
HRG4
HRMS
HTS
HVR
1Cso
ICN
IPTG
ITC
Ko
Lck
Lyn
MAML
MAP
MDM?2
MDMX
Me
MEK
MMP
MS
mTOR
Mtt

GRIP and coiled-coil domain-containing protein
Guaninnukleotiddissotiationsinhibitor
Guanosindiphosphat
Guaninnukleotidaustauschfaktor
Glycosylphosphatidylinositol
5'-Guanylylimidodiphosphat
Glutathion-S-transferase

Guanintriphosphat

Wasserstoffbriickenersatz (hydrogen bond surrogate)

2-(6-Chloro-1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium hexafluorophosphate

Hybrid squash inhibitor

2-[4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonsaure

Hypoxia inducible factor 1«
1-Hydroxybenzotriazol
High-performance liquid chromatography
Human retina gene 4

High-resolution mass spectrometry
High-throughput screening

Hypervariable Region

Mittlere inhibitorische Konzentration
Intracellular notch domain
Isopropyl-p-thiogalactopyranosid
Isothermale Titrationskalorimetrie
Dissoziationsgleichgewichtskonstante
lymphocyte-specific protein tyrosine kinase
Lck/Yes-Related Novel Protein Tyrosine Kinase
Mastermind-like

Mitogen-aktivierendes Protein

Mouse double minute 2 homolog

Mouse double minute X homolog

Methyl

MAPK/ERK-Kinase
Matrix-Metalloproteinase
Massenspektrometrie

Mechanistic Target of Rapamycin
4-Methyltrityl
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NF
NHS
Ni-NTA
NMR
NMT
NPHP3
020c
ORCL
Oxyma
PBS
PEG
PI3K
PPE
PPh3
PPI
PPTS
PTS-OH
PVDF
R61IP1
Rab
Rab-GGT
Raf

Ral

Ran

Rap

Ras
RCAM
RCM
REP
Rheb
Rho
RILP
RNA
RT

SDS
SH-Domane
SNARE

Nukleotidfrei
N-Hydroxysuccinimid
Nickel-Nitrilotriacetat

Nuclear magnetic resonance
N-Myristoy! transferase
Nephronophthisis-3
8-Amino-3,6-dioxooctansaure
Oculocerebrorenal syndrome protein
Ethyl cyano(hydroxyimino)acetate
Phosphate buffered saline
Polyethylenglycol
Phosphoinositide 3-kinase
Porcine pancreatic elastase
Triphenylphosphin
Protein—Protein-Interaktion
Pyridinium-p-toluolsulfonat
p-Toluolsulfonsaure
Polyvinylidenfluorid
Rab6-interacting protein 1
Ras-like proteins in brain
Rab-geranylgeranyltransferase
Rabid fibrosarcoma
Ras-related protein Ral
Ras-like nuclear protein
Ras-related protein

Rat sarcoma

Ring closing alkyne metathesis
Ring closing olefin metathesis
Rab-escort protein

Ras homolog enriched in brain
Ras homolog

Rab interacting lysosomal protein
Ribonucleic acid
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat

Src homology domane

Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
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SOS Son of sevenless

SPPS Solid phase peptide synthesis
TBABr Tetrabutylammoniumbromid
TBMB Tris-bromomethylbenzene

TBS Tris buffered saline

TECEP Tris(2-carboxyethyl)phosphin
TEV-Protease Tabacco Etch Virus Nla-Protease
TFA Trifluoressigsaure

TIPS Triisopropylsilan

TMEDA N, N, N, N‘-Tetramethylethylendiamin
TMS Trimethylsilan

TRAPP Transport protein particle

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
UNC119 Uncoordinated 119

Vsp9 Voltage sensitive phosphatases

wt Wildtyp

YPT1 Yeast protein transcript 1

"\ Mikrowelle

Aminosauren wurden anhand der Empfehlungen der International Union of Pure and Applied Chemistry

(IUPAC) und der International Union of Biochemistry (IUB) im Ein- bzw. Dreibuchstaben-Code

abgekiirzt.>*
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10 Anhang

Tabelle 15. Dissoziationskonstanten der Wildtyp-Peptide mit GDP gebundenen RabGTPasen. (N = 1). Kp-Werte sind
in UM angegeben.

Protein
Peptid Rablb Rab5a Rab6a Rab7a Rab8a Rab9a Rablla

(GDP) (GDP) (GDP) (GDP) (GDP) (GDP) (GDP)
25 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
26 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
27 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
28 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
29 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
30 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
31 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
32 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
33 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300

Tabelle 16. Dissoziationskonstanten der Wildtyp-Peptide mit GppNHp gebundenen RabGTPasen. (N =1). Kp-Werte
sind in UM angegeben.

Protein
Peptid Rab1b Rab5a Rab6a Rab7a Rab8a Rab9a Rablla
(GppNHp)  (GppNHp)  (GppNHp)  (GppNHp)  (GppNHp)  (GppNHp)  (GppNHp)
25 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
26 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
27 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
28 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
29 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
30 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
31 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
32 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
33 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300

Tabelle 17. Dissoziationskonstanten der Wildtyp-Peptide mit nukleotid-freien RabGTPasen. (N = 1). Kp-Werte sind in
1M angegeben.

Protein
Peptid Rablb Rab5a Rab6a Rab7a Rab8a Rab%9a Rablla
(NF) (NF) (NF) (NF) (NF) (NF) (NF)

25 40 10 20 120 5 30 40
26 >300 >300 110 >300 160 >300 >300
27 38 40 60 >300 30 20 >300

28 >300 >300 110 >300 >300 >300 >300
29 >300 150 >300 >300 >300 >300 >300
30 >300 >300 120 >300 >300 >300 >300
31 >300 >300 120 >300 170 >300 >300
32 >300 40 60 >300 20 210 >300
33 170 10 8 50 50 20 >300
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Tabelle 18. Dissoziationskonstanten der a-methylierten, kohlenwasserstoffverbrickten Peptide mit RabGTPasen in

allen drei Nukleotidbindungszustéanden. (N

o). Kp-Werte sind in uM angegeben.

1eren

Fehler représenti

>
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Abbildung 55. FP-Bindungskurve von Fluorescein-markiertem ORCLssg.991 Mit Rab8a(GppNHp). Dreifachmessung,

Fehler entspricht 1c.

Tabelle 19. Kp-Werte und relative Kp-Werte der Peptide des Alanin- und Arginin-Scans. Einfachmessungen. [a] Cpax
[Rabsas-176(GPPNHP)] = 300 UM, Kp[42] = 12.7 uM

Peptid Sequenz Kp rel. Kp ™

V916A DDESsEQFSsYHLLSFNAA 17.2 1.4
N914A DDESsEQFSsYHLLSFAAV 238 1.9
F913A DDESsEQFSsYHLLSANAV 306 2.4
S912A DDESsEQFSsYHLLAFNAV 209 1.6
L911A DDESsEQFSsYHLASFNAV 204 16
L910A DDESsEQFSsYHALSFNAV 183 14
H909A DDESsEQFSsYALLSFNAV 83 6.5
Y908A DDESsEQFSsAHLLSFNAV 441 3.5
FOO6A DDESsEQASsYHLLSFNAV 129 10
Q905A DDESsEAFSsYHLLSFNAV 111 0.9
E904A DDESsAQFSsYHLLSFEFNAV 243 1.9
E902A DDASsEQFSsYHLLSFNAV 2738 2.2
D901A DAESsEQFSsYHLLSFNAV 246 1.9
D900A ADESsEQFSsYHLLSFNAV 184 1.4
V916R DDESsEQFSsYHLLSFNAR 175 1.4
A915R DDESsEQFSsYHLLSFNRV 177 15

N914R DDESsEQFSsYHLLSFRAV 84 6.9
FO913R DDESsEQFSsYHLLSRNAV 54 4.4
S912R DDESsEQFSsYHLLRFNAV 31 2.5

L911R DDESsEQFSsYHLRSFNAV 720 >50
L91IOR DDESsEQFSsYHRLSFNAV 220 18
H909R DDESsEQFSsYRLLSFNAV 160 13
Y908R DDESsEQFSsRHLLSFNAV 120 9.8
FOO6R DDESsEQRSsYHLLSFNAV 165 13
Q905R DDESsERESsYHLLSFNAV 10.6 0.9

E904R DDESsRQFSsYHLLSFENAV 67 5.5
E902R DDRSsEQFSsYHLLSFNAV 30 2.5

D90IR DRESSEQFSsYHLLSFNAV 46.7 3.8
D9OOR RDESsEQFSsYHLLSFNAV 112 9.2
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Tabelle 20. Kp-Werte der Peptid 42 Derivate. Einfachmessungen. [a] Cmax [Rab8ag.176(GppNHp)] = 300 puM, Kp
(StRIP3) = 17.5 puM; [b] Cimax [Rab8ag.176(GppNHp)] = 300 uM, Kp (StRIP3) = 11.9 uM; [c] Cmax [Rab8as 176(GppNHp)]
=500 uM, Kp (StRIP3) = 17.5 uM; [d] Crax [Rab8as 176(GppNHp)] = 700 uM, Kp (StRIP3) = 147 uM; [e] Cmax [Rab8as
176(GPPNHPp)] = 570 pM, Kp (StRIP3) = 53.0 pM; [f] Crmax [Rab8as.176(GPPNHp)] = 570 UM, Kp (StRIP3) = 65.2 pM

Peptid Sequenz Kb
53 DDESsEQFSsYHLL SFNAV 2439
55 DDESsEQFSsYHLL AbFNAV 89"
56 DDESsEQFSsYHLAb SEFNAV 325"
57 DDESsEQFSsYHLAb SENAbV 64"
63 DDESsEQFSsYHL-LSFNAbV 12.4"
64 DDESsEQFSsYHL-.LSEN:.LV 161
65 DDESsEQFSsYHL.LSFN FV 1520
66 DDESsEQFSsYHL-FSENAbV 92"
67 DDESsEQFSsYHL.FSFN.FV 16.7"
68 DDESsEQFSsYHL FSEN:LV 10.9"
69 DDERSEQFLYHSsLSFNAV 8.5
70 DDESsEQFBsYHLL SESgAV  7.9"
71 DDESsEQFSs YHLSsSFNSsV 7.5
72 DDESsEWFSsYHLSsSFNSsV  19.59¢

Q905F DDESsEFFSsYHLL SFNAV  59@

Q905L DDESsELFSsYHLL SFNAV 7.0

Q905W DDESsEWFSsYHLL SFNAV 458

L911F S912F DDESsEQFSsYHLFFFNAV 206
L911F S912W DDESsEQFSsYHLFWFNAV 3539
L911F S912Y DDESsEQFSsYHLF YFNAV 412

73 DDESsEWFSsYHLSsFFNSsV  11.79
74 DDQSsEWFSsYHLSsFENSsV 39 gl
75 DNESsEWFSsYHLSsFENSsV 305kl
76 NDESsEWFSsYHLSsFENSsV 31 gl
77 DNQSsEWFSsYHLSsFENSsV  3g 5k
78 NDQSsEWFSsYHLSsFENSsV 40 70
79 NNESsEWFSsYHLSsFENSsV 41 o
80 NNQSsEWFSsYHLSsFENSsV 5 3l
81 DDESsQWFSsYHLSsFENSsV 30l
82 DDQSsQWFSs YHLSsFENSsV 59t
83 DNESsQWFSsYHLSsFENSsV 35l
84 NDESsQWFSsYHLSsFENSsV 462
85 DNQSsQWFSsYHLSsFENSsV 5390
86 NDQSsQWFSsYHLSsFENSsV 57 glf
87 NNESsQWFSs YHLSsFENSsV 5o ff

88 NNQSsQWFESsYHLSsFENSsV 5770
[
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Abbildung 56. (a) Sequenz des i,i+3 makrozyklisierten Testpeptids 99 mit N-terminales Cys und Met. (b) HPLC
Spektren der offenkettigen (oben) und geschlossenen (unten) Form von 99. (c) Massenspektren des offenkettigen (oben)

und geschlossenen (unten) Alkin-Makrozyklus.
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Abbildung 57. (a) Sequenz des i,i+4 makrozyklisierten Testpeptids 100 mit N-terminales Cys und Met. (b) HPLC
Spektren der offenkettigen (oben) und geschlossenen (unten) Form von 100. (c) Massenspektren des offenkettigen
(oben) und geschlossenen (unten) Alkin-Makrozyklus.
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Abbildung 58. (a) Sequenz des i,i+7 makrozyklisierten Testpeptids 101 mit N-terminales Cys und Met. (b) HPLC
Spektren der offenkettigen (oben) und geschlossenen (unten) Form von 101. (c) Massenspektren des offenkettigen

(oben) und geschlossenen (unten) Alkin-Makrozyklus.
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Abbildung 59. (a) Sequenz des i,i+4 makrozyklisierten Testpeptids 102 mit N-terminales Cys und Met sowie 8
Kohlenstoffatomen in der Verbriickung. (b) HPLC Spektren der offenkettigen (oben) und geschlossenen (unten) Form
von 102. (c) Massenspektren des offenkettigen (oben) und geschlossenen (unten) Alkin-Makrozyklus.
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Abbildung 60. (a) Sequenz des i,i+4 makrozyklisierten Testpeptids 106 ohne N-terminales Cys und Met. (b) HPLC
Spektren der offenkettigen (oben), geschlossenen (mitte) und dibromierten (unten) Form von 106. (c) Massenspektren
des offenkettigen (oben) und geschlossenen (mitte) Alkin-Makrozyklus und des dibromierten Olefins 107 (unten).
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Abbildung 61. (a) Sequenz des i,i+3 makrozyklisierten Testpeptids 161 ohne N-terminales Cys und Met. (b) HPLC
Spektren der offenkettigen (oben), geschlossenen (mitte) und dibromierten (unten) Form von 161. (¢) Massenspektren
des offenkettigen (oben) und geschlossenen (mitte) Alkin-Makrozyklus und des dibromierten Olefins 162 (unten).
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Abbildung 62. (a) Sequenz des i,i+7 makrozyklisierten Testpeptids 163 ohne N-terminales Cys und Met. (b) HPLC
Spektren der offenkettigen (oben), geschlossenen (mitte) und dibromierten (unten) Form von 163. (c) Massenspektren
des offenkettigen (oben) und geschlossenen (mitte) Alkin-Makrozyklus und des dibromierten Olefins 164 (unten).

Tabelle 21. Kp-Werte  der  Alkin-makrozyklisierten  Peptid 42  Derivate.  Einfachmessungen.
[a] Cmax [Rab8ag 176(GppNHp)] = 800 uM, Kp (StRIP3) = 29.5 pM; [b] dibromiertes Olefin

Peptid Sequenz Ko™

108 DDE91EQF91YHLL SFNAV 272
109 DDE9OEQFO91YHLL SENAV 292
110 DDE91EQF9YHLL SENAV 262
111®” DDE9LEQFO91YHLL SFNAVV 118
112)  DDE9OEQFO91YHLL SEFNAV 136
113®) DDE9LEQF90YHLL SENAV 154
133 DDESsEQFSsYHL9L SEN91V 126
134 DDESsEQFSsYHL90 SEN91V 8.1
135 DDESsEQFSsYHL9L SEN9OV 12.9
136 DDE91EQF91YHLSs SFNSsV 13.1
137 DDE9EQF91YHLSs SFNSsV 123
138 DDE91IEQF9YHLSs SEFNSsV 16.7
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Abbildung 63. MST-Bindingskurven des Alkin-makrozyklisierten Peptids 124.
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Abbildung 64. MST-Auswertung fiir das Alkin-makrozyklisierte Peptid 124.

Tabelle 22. Ergebnisse der MST-Messung fiir Peptid 124. Kp = 0.44 + 0.09 uM. N = 2.

Peptid 124 Ko

Runl 0.53+0.10 pM
Run2 0.35+0.15 uM
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Tabelle 23. Datensatz und Refinement Statistik des 2.4 A Komplex von 14-3-3 und Peptid 124 (PDB: 5J31). Angaben
in Klammern beziehen sich auf die hdchste Aufldsung.

Relative Fluorescence —

Peptid 124/14-3-3¢

Data collection
Space group

Cell dimensions
a, b, c(A)

o, B,y (°)
Resolution (A)
Rsym or Rmeas

/o
Completeness (%)
Redundancy

Refinement

Resolution (A)

No. reflections

Rwork/ Rfree

No. atoms
Protein
Ligand/ion
Water

B-factors
Protein
Ligand/ion
Water

R.m.s. deviations
Bond lengths (A)
Bond angles (°)

P 2,2:2; (19)

83.40, 104.09, 113.80
90.00, 90.00, 90.00
47.63-2.4(2.50-2.40)
5.2(64.4)

19.37(3.06)

100(100)
13.28(13.79)

47.94-2.4(2.60-2.40)
38425
0.163/0.219(0.183/0.230)

3675
154
358

A:65.44; B: 65.51
C:67.72; E: 68.46
70.08

0.0206/0.0199
2.8437/3.3327

-
o
Se

0.95+1

0.90+
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e runi
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Abbildung 65. MST-Bindingskurven des bizyklischen Peptids 134.
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Abbildung 66. Fluoreszenz-Auswertung des bizyklischen Peptids 134.

Tabelle 24. Ergebnisse der MST-Messung fur Peptid 134. Kp =11+ 2 uM. N = 2.

Peptid 134 Kb

Runl 9+8uM
Run?2 13+6 uM
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Abbildung 67. ITC-Experiment von 142. Reprasentative ITC Spektrum von 142 (150 uM) titiriert zu UNC119a
(17.4 uM). Zur Auswertung wurden Referenzspektren von 142 titriert zu Messpuffer und Messpuffer titriert zu
UNC119a abgezogen. Kp = 111 nM.
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Abbildung 68. ITC-Experiment von 142. Reprasentative ITC Spektrum von 142 (150 uM) titiriert zu UNC119a
(17.4 uM). Zur Auswertung wurden Referenzspektren von 142 titriert zu Messpuffer und Messpuffer titriert zu
UNC119a abgezogen. Kp = 125 nM.
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Abbildung 69. Vollstandige Ubersicht der Durchflusszytometrieergebnisse. (a) L-Zellen und (b) HeLa-Zellen wurden
72 h mit nicht-markierten Peptid inkubiert und ihr DNA-Gehalt anschlieBend mittels Durchflusszytometrie quantifiziert.
NC = Nocodazol. Die angegebenen Werte sind das Ergebnis von Dreifachbestimmungen. Fehler entspricht 1 o.

Signifikanz p gegeniiber DMSO: ns p >0.05, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001. N = DNA-Gehalt.

Tabelle 25. Ergebnisse der Druchflusszytomtrie-Messungen von L- und HeLa-Zellen. N = 3. Fehler entsprechen 1c.

Verbindung Konzentration

DNA-Gehalt 4N

L-Zellen HelLa-Zellen
DMSO 1% 14.7 £ 0.4 13.3+2.9
1uM 23.0+3.5 18.6 £ 6.0
5 uM 27.5+0.6 27.2+4.3
142 10 uM 33.0+4.6 240+ 25
25 uM 38.3+6.7 31.0+3.8
50 uM 42.4+85 35.8+5.1
139 50 uM 28.0+0.9 24.4+2.3
148 50 uM 155+ 3.9 14.7 £ 3.8
Nocodazol 1uM 75.4+15.0 68.6 +4.2




