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KURZFASSUNG  

Ras-Proteine fungieren als molekulare Schalter in der Signaltransduktion essentieller 

zellulärer Prozesse, indem sie zwischen einem inaktiven GDP-gebundenen und einem 

aktiven GTP-gebundenen Zustand wechseln.1 Onkogene Ras-Mutationen, die in etwa 

25 % aller humanen Krebsarten vorkommen und zu einer Fehlregulation des switch 

Mechanismus führen sind daher attraktive Zielstrukturen in der Präzisionsmedizin. Trotz 

jahrzehntelanger intensiver Forschung nach Entdeckung der Ras-Onkogene im Jahre 

1981 waren Versuche, Ras gezielt zu adressieren, weitestgehend erfolglos und Ras-

Proteine galten lange Zeit als nicht adressierbar (engl.: undruggable).2-3 Neue Hoffnung 

ergab sich jedoch im Jahr 2013 durch die erfolgreiche gezielte Adressierung der G12C-

Mutation von Ras durch Kevan Shokat.4 Neben kovalenten Inhibitoren, die innerhalb der 

switch-II-Tasche irreversibel an die G12C-Mutation binden und deren Optimierung 

schließlich im Mai 2021 zur Zulassung des ersten KRasG12C-Inhibitors Sotorasib 

(Amgen) für die Behandlung von nicht-kleinzelligem Lungenkrebs (NSCLC) führte,5-12 

wurden zudem Nukleotid-kompetitive Inhibitoren entwickelt, die ebenfalls kovalent an 

KRasG12C binden können.13-14 Strategien, die eine direkte Konkurrenz zur 

Nukleotidbindung beinhalten, wurden ursprünglich aufgrund der hohen Affinität von 

GDP/GTP für Ras und der hohen zellulären Nukleotid-Konzentrationen verworfen, 

erlangten jedoch durch die Kombination mit einem kovalenten Wirkmechanismus der 

Inhibitoren erneut Aufmerksamkeit im akademischen Umfeld. Die dabei am β-Phosphat 

der GDP-Derivate eingeführten elektrophilen Gruppen führten jedoch zu einer 

dramatischen Reduzierung der reversiblen Bindungsaffinität der Nukleotidderivate, da 

wichtige Wechselwirkungen mit dem Protein und dem Mg2+-Ion verloren gehen.13, 15 

Um diese Limitierung zu überwinden und diesen Ansatz der kovalenten Nukleotid-

kompetitiven Inhibitoren an onkogene KRas-Varianten mit Cysteinen im P-loop 

(KRasG12C und KRasG13C) anzupassen, wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels 

strukturbasiertem Wirkstoffdesign Nukleotidanaloga synthetisiert, die einen Thiol-

reaktiven Linker an den 2‘,3‘-OH-Gruppen der Ribose für eine kovalente 

Proteinmodifikation tragen.  

Anhand von massenspektrometrischen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die 

dargestellten Nukleotidderivate selektiv an KRasG13C binden, ohne dabei KRasG12C 

sowie KRasWT zu adressieren.  
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Mittels einer detaillierten kinetischen Charakterisierung wurden anschließend die 

Affinitäten der Nukleotidanaloga gegenüber KRas im Vergleich zu den unmodifizierten 

Nukleotiden bestimmt. Neben der Bestimmung der Kinetik der Nukleotidassoziation 

(kon) mit einer bereits etablierten stopped-flow Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit 

zudem ein HPLC-basierter Assay zur Evaluierung der relativen Affinitäten der 

Nukleotidanaloga entwickelt. Die Affinitäten der dargestellten Nukleotidderivate sind 

dabei mit denen der unmodifizierten Nukleotide vergleichbar, sodass der eingeführte 

Linker keinen Einfluss auf die reversible Wechselwirkung und die Affinität hat, was bei 

einem Nukleotid-kompetitivem Ansatz von maßgeblicher Bedeutung ist.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass bei KRasG13C, welches 

eine drastisch erhöhte intrinsische Nukleotidaustauschrate im Vergleich zum WT besitzt, 

infolge einer kovalenten Proteinmodifikation der SOS-katalysierter Nukleotidaustausch 

verhindert und kovalent modifiziertes KRasG13C im inaktiven Zustand stabilisiert wird. 

Eine gesteigerte GTP-Hydrolyse in Gegenwart von GAPs konnte für kovalent 

modifizierte KRasG13C im Vergleich zu KRasWT nicht beobachtet werden, die 

intrinsische GTP-Hydrolyse ist hingegen vergleichbar mit der von KRasWT. 

Die in dieser Arbeit generierten Komplexkristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP 

(PDB: 7ok3) und KRasG13C-bdaGDP (PDB: 7ok4) ermöglichten darüber hinaus einen 

detaillierten Einblick in den Bindemodus der Nukleotidderivate und bestätigten den 

erwarteten Bindemodus sowie die kovalente Bindungsknüpfung an Cys13.  

Aufgrund der limitierten Verfügbarkeit von KRasG13C-abhängigen Krebszelllinien 

wurden zunächst erfolgreich artifizielle KRas-abhängige Zelllinien, darunter NIH-3T3 

sowie Ba/F3-Zellen generiert, die in Zukunft für die Charakterisierung 

mutantenselektiver KRas-Inhibitoren genutzt werden können. Für die zelluläre 

Charakterisierung der in dieser Arbeit dargestellten Nukleotidanaloga, die aufgrund ihres 

anionischen Charakters nicht die Zellmembran überwinden können, wurden verschiedene 

Strategien für den Transfer in Zellen getestet, unter anderem ein NTP-Transporter 

vermittelter Transfer sowie die Elektroporation. Durch Elektroporation rekombinanter 

KRas-Proteine in Zellen konnte schließlich gezeigt werden, dass bei der Verwendung von 

kovalent modifiziertem KRasG13C eine onkogene Signalweiterleitung in vivo inhibiert 

wird, was die Möglichkeit des Einsatzes von kovalenten Nukleotid-basierten Inhibitoren 

bei KRasG13C-getriebenem Krebs verdeutlicht.  
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ABSTRACT 

Ras proteins act as molecular switches in the signal transduction of essential cellular 

processes by switching between an inactive GDP-bound and an active GTP-bound state.1 

Oncogenic Ras mutations, which occur in approximately 25 % of all human cancers and 

lead to dysregulation of the switch mechanism, are therefore attractive targets in precision 

medicine. However, despite decades of intensive research after the initial discovery of 

Ras oncogenes in 1981, attempts to target Ras were largely unsuccessful and 

consequently Ras has long been classified as undruggable.2-3 Only recently, selective 

targeting of the G12C mutant of Ras by the Shokat laboratory raised new interest in this 

strategy.4 In addition to covalent switch-II pocket inhibitors that bind irreversibly to the 

G12C mutation within the switch-II pocket and the optimization of which finally led to 

the approval of the first KRasG12C inhibitor sotorasib (Amgen) for the treatment of non-

small cell lung cancer (NSCLC) in May 2021,5-12 nucleotide-competitive inhibitors that 

covalently bind to KRasG12C have been developed.13-14 Strategies involving direct 

competition with nucleotide binding were originally set aside because of the high affinity 

of GDP/GTP for Ras and high cellular nucleotide concentrations, but gained renewed 

attention in academia by combining nucleotide competition with covalent binding of the 

inhibitors. However, the electrophilic groups introduced at the β-phosphate of the 

generated GDP derivatives resulted in a dramatic loss of affinity due to the loss of 

important interactions with the protein and the Mg2+ ion.13, 15 

To overcome this limitation and adapt this approach of covalent nucleotide-competitive 

inhibitors to target oncogenic KRas variants harbouring cysteines in the P-loop 

(KRasG12C and KRasG13C), a structure-based drug design was used in the present work 

to synthesize nucleotide analogues bearing a thiol-reactive linker at the 2’,3’-OH groups 

of the ribose for covalent protein modification.  

Mass spectrometry experiments indicated that the synthesized nucleotide derivatives 

could selectively react with KRasG13C without addressing KRasG12C or KRasWT.  

In order to exclude effects of the linker and the reactive warhead regarding reversible 

binding to KRas, the affinities of the nucleotide analogues towards KRas were determined 

and compared to unmodified nucleotides. In addition to the determination of the kinetics 

of nucleotide association (kon) using an already established stopped-flow method, an 

HPLC-based assay was developed to evaluate the relative affinities of the nucleotide 
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analogues showing that the affinities of the nucleotide derivatives were comparable to 

those of the unmodified nucleotides. Thus, the attached linker has no impact on the 

reversible interaction and the overall affinity, an important fact that must be considered 

in a nucleotide-competitive approach.  

In the present work, it was also shown that KRasG13C has a drastically increased intrinsic 

nucleotide exchange rate compared to WT, however covalently modified KRasG13C can 

no longer undergo spontaneous nor SOS-catalysed nucleotide exchange. Thus, covalently 

modified KRasG13C is trapped in the corresponding nucleotide-bound state. Whereas an 

increased GTP hydrolysis in the presence of GAPs could not be observed for covalently 

modified KRasG13C, the intrinsic GTP hydrolysis is comparable to that of KRasWT. 

The complex crystal structures of KRasG13C-edaGDP (PDB: 7ok3) and KRasG13C-

bdaGDP (PDB: 7ok4) presented in this thesis provided detailed insight into the binding 

mode of the nucleotide derivatives and confirmed the expected binding mode and 

covalent linkage to Cys13.  

Due to the limited availability of KRasG13C-dependent cancer cell lines, artificial KRas-

dependent cell lines, including NIH-3T3 as well as Ba/F3 cells, were generated and are 

available for the prospective characterization of mutant-selective KRas inhibitors. For 

cellular characterization of the synthesized nucleotide analogues that cannot cross the cell 

membrane due to their anionic nature, various strategies for transfer into cells including 

NTP transporter-mediated transfer and electroporation were tested. Finally, by 

electroporation of recombinant KRas proteins into cells, it was shown that in contrast to 

KRasG13C, the covalently locked protein is unable to induce oncogenic signalling in 

cells, further highlighting the possibility of using nucleotide-based inhibitors with 

covalent warheads in KRasG13C-driven cancer. 
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1 EINLEITUNG 

Eine der größten Herausforderungen der heutigen Gesellschaft ist die zunehmende 

Anzahl an diagnostizierten Krebserkrankungen. Nach Angaben der 

Weltgesundheitsorganisation WHO traten im Jahr 2020 weltweit schätzungsweise 19.3 

Millionen neue Krebserkrankungen auf und mit fast 10 Millionen Todesfällen im 

gleichen Zeitraum ist Krebs die zweithäufigste Todesursache nach Herz-Kreislauf-

Erkrankungen.16-17 Die bei der klassischen Behandlung von Krebs neben der 

chirurgischen Entfernung des Tumorgewebes zum Einsatz kommenden Chemo- oder 

Strahlentherapien sind dabei häufig aufgrund der fehlenden Selektivität mit starken 

Nebenwirkungen oder teils geringen Heilungserfolgen verbunden. Ein 

Paradigmenwechsel in der Krebstherapie stellt hingegen die personalisierte 

Präzisionsmedizin dar, bei der die von Weinstein als oncogene addiction postulierte 

Abhängigkeit der Krebszellen von fehlregulierten Proteinen (Onkogenen) und den 

entsprechenden Signalwegen genutzt wird.18 Durch die zielgerichtete Adressierung dieser 

Onkogene, die verantwortlich für die Proliferation und das Überleben von Krebszellen 

sind, wird die Apoptose dieser Krebszellen eingeleitet, wohingegen gesunde Zellen auf 

alternative Signalwege ausweichen können (oncogenic shock).19 Im Gegensatz zu den 

klassischen one-size-fits-all Therapieansätzen führt diese maßgeschneiderte 

Krebsbehandlung bei den betroffenen Patienten zu einer deutlichen Verbesserung der 

Überlebensrate sowie der Lebensqualität. Die prominentesten Beispiele für den 

erfolgreichen Einsatz der Präzisionsmedizin sind unter anderem die bei der Behandlung 

von chronisch-myeloischer Leukämie (CML) oder nicht-kleinzelligem Lungenkrebs 

(NSCLC) zugelassenen Tyrosinkinase-Inhibitoren.  

Die von Hopkins und Groom im Jahr 2002 bezeichnete druggability der potentiellen 

Zielstrukturen ist hierbei für den Erfolg der Präzisionsmedizin maßgeblich. Rund 85 % 

des humanen Genoms entziehen sich der direkten Adressierung mit niedermolekularen 

Verbindungen und werden als undruggable bezeichnet.20 Die in dieser Arbeit 

behandelten Ras-Proteine sind in diesem Zusammenhang häufig zu finden, stellen jedoch 

aufgrund der hohen Relevanz von überaktivierenden genetischen Läsionen ein besonders 

attraktives Angriffsziel für die Entwicklung zielgerichteter Therapeutika dar und werden 

im Folgenden näher betrachtet.1, 21  
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1.1 Struktur und Funktion der GTPase Ras 

Die Ras-Superfamilie der kleinen GTPasen umfasst mehr als 150 Mitglieder, welche 

anhand unterschiedlicher Funktionen in der Zelle in fünf Subfamilien (Ras-, Rho-, Rab-, 

Sar1/Arf- und Ran-Familie) eingeteilt werden.22 Benannt wurde die Ras-Superfamilie 

nach den Ras-Genen, die erstmals in retroviralen Sarkomen in Ratten gefunden  

wurden.23-25 Die prominentesten Vertreter der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen sind die 

Ras-Proteine KRas26 (Kirsten Ras), HRas27 (Harvey Ras) und NRas28-29 (Neurobalstoma 

Ras). Die drei im humanen Genom vorkommenden Ras-Gene codieren für insgesamt vier 

Ras-Proteine (HRas, NRas, KRas4a und KRas4b), die eine große Ähnlichkeit in der 

Primärsequenz, Struktur und in den biochemischen Eigenschaften aufweisen.30 Die 

niedermolekularen GTPasen (21 kDa) bestehen aus einer Guaninnukleotid-bindenden 

Domäne (G-Domäne), innerhalb welcher die Ras-Isoformen eine hohe Sequenzidentität 

aufweisen und einer hypervariablen Region mit einer Sequenzidentität von lediglich etwa 

8 % (Abb. 1). Die G-Domäne der Ras-Proteine besteht aus einem sechs-strängigen β-

Faltblatt, welches von insgesamt fünf α-Helices umgeben ist. Innerhalb der G-Domäne 

weisen die GTPasen hochkonservierte Sequenzmotive (G1 bis G5) auf, die an der Mg2+-

abhängigen Bindung sowie Hydrolyse des Nukleotids beteiligt sind.31-32 Das G1-Motiv, 

welches auch als P-loop bezeichnet wird, ist die am höchsten konservierte Sequenz 

(GxxxxGK(S/T)) und ist an der Bindung des α- und β-Phosphats des Nukleotids sowie 

an der Koordination des Magnesiumions beteiligt.33 Neben dem G2-Motiv, welches sich 

aus einem Threonin innerhalb der switch-I-Region zusammensetzt, ist auch das G3-Motiv 

(DxxG), welches Teil der switch-II-Region ist, für die Bindung des γ-Phosphats von GTP 

und Koordination des Magnesiumions notwendig. Die durch die G2- und G3-Motive 

vermittelten Wechselwirkungen bewirken innerhalb der switch-I- und switch-II-Regionen 

in Abhängigkeit des gebundenen Nukleotids eine Konformationsänderung von Ras.34 Die 

durch GTP-Bindung induzierte Konformationsänderung ermöglicht dabei über die als 

Effektorschleife bezeichnete switch-I-Region sowie die switch-II-Region eine Interaktion 

mit Effektorproteinen.35 Die G4- und G5-Motive (NKxD und SAK) sind an der 

spezifischen Interaktion mit der Guaninbase beteiligt und Mutationen innerhalb dieser 

Motive können die Nukleotidspezifität verschieben.36-38 Neben den für die 

Nukleotidbindung essentiellen G-Motiven innerhalb der G-Domäne weisen die Ras-

Isoformen eine weitere konservierte Sequenz auf, die sich innerhalb der hypervariablen 

Region (HVR) am C-Terminus befindet, und als CAAX-Box (C = Cystein, A = 
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aliphatische AS, X = Serin, Methionin, Alanin, Glutamat) bezeichnet wird. Das durch 

posttranslationale Modifikationen carboxymethylierte und farnesylierte Cystein der 

CAAX-Box spielt eine entscheidende Rolle bei der für die Aktivität von Ras wichtigen 

Lokalisation an der Plasmamembran. Um eine stabile Membranassoziaton zu 

gewährleisten, weisen KRas4a, N-Ras und H-Ras eine zusätzliche Palmitoylierung auf, 

wohingegen bei KRas4b eine Anhäufung von positiv geladenen Lysinseitenketten nahe 

des farnesylierten Cysteins eine verstärkte Membranverankerung ermöglicht.39-40 

 

Abbildung 1 | Struktureller Aufbau der GTPase Ras. (a) Kristallstruktur von KRasWT im GDP-

gebundenen Zustand (PDB: 4obe); (b) Detaillierter Einblick in die Protein-Ligand-Interaktionen; (c) 

Sequenzüberlagerung der vier Ras-Isoformen. Die für Ras charakteristischen Elemente sind entsprechend 

farblich markiert (G1 (P-loop): violett, G2 (switch-I): rot, G3 (switch-II): blau, G4 (NKxD): grün, G5 

(SAK): gelb, HVR: braun, CAAX: orange).41 [Abbildung modifiziert nach Goody et al.41] 
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Innerhalb der Zelle fungieren Ras-Proteine aufgrund der alternierenden Bindung der 

Nukleotide GDP und GTP als molekulare Schalter in der Signaltransduktion und 

beeinflussen dadurch zahlreiche essentielle Prozesse. Ras-Proteine wechseln dabei 

zwischen einem inaktiven GDP-gebundenen und einem aktiven GTP-gebundenen 

Zustand.42-43 Mit Hilfe von Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEFs), die die 

Dissoziation des gebundenen Nukleotids katalysieren, erfolgt der Austausch von GDP zu 

dem intrazellulär höher konzentrierten GTP und die Ras-Proteine werden aktiviert.44 Im 

aktiven Zustand interagieren Ras-Proteine mit Effektorproteinen, darunter Raf und PI3K, 

die die Proliferation und das Zellüberleben regulieren. Die Inaktivierung von Ras erfolgt 

durch die Hydrolyse von GTP zu GDP aufgrund der intrinsischen GTPase-Aktivität, die 

unter Einwirkung von GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs) um mehrere 

Größenordnungen verstärkt wird (Abb. 2).45-46  

 

 

Abbildung 2 | Zyklus der Aktivierung und Inaktivierung kleiner GTPasen. Die Aktivierung der Ras-

Proteine erfolgte durch einen von GEFs katalysierten Austausch von GDP zu GTP. Im aktiven GTP-

gebundenen Zustand binden Ras-Proteine an Effektoren und induzieren die Signalweiterleitung. Die 

Inaktivierung erfolgt durch eine von GAPs katalysierte Hydrolyse von GTP zu GDP. [Abbildung 

modifiziert nach Ostrem et al.47]. 

 

Aufgrund der Schlüsselrolle von Ras in der Signaltransduktion essentieller zellulärer 

Prozesse wird dieses Signalmolekül insbesondere infolge einer Fehlregulation mit der 

Entstehung von Krebs assoziiert und stellt daher ein attraktives Angriffsziel in der 

Präzisionsmedizin dar.48  
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1.2 Zielgerichtete Adressierung der GTPase Ras 

Mutationen innerhalb der Ras-Proteine, die zu Defekten im Schaltmechanismus führen, 

stellen wichtige Treiber bei der Entstehung von Krebs dar. Onkogene Ras-Mutationen 

wurden bei etwa 25 % aller humanen Krebsarten gefunden, darunter drei der tödlichsten 

Formen (Lungen-, Darm- und Bauchspeicheldrüsenkrebs). Unter den Ras-Proteinen ist 

KRas die vorherrschende mutierte Isoform (85 %), gefolgt von NRas (11 %) und HRas 

(4 %).30 Im Vergleich zu NRas und HRas spielen Mutationen in KRas eine wichtige Rolle 

bei der Entstehung von Pankreaskarzinomen (PDAC; engl.: pancreatic ductal 

adenocarcinoma) sowie Darm- (CRC; engl.: colorectal cancer ) und Lungenkrebs (LAC; 

engl.: lung adenocarcinoma). Mutationen im NRas-Gen kommen hingegen überwiegend 

bei Melanomen vor und Mutationen im HRas-Gen bei Plattenepithelkarzinomen des 

Kopf-Hals-Bereiches (HNSCC; engl.: head and neck squamous cell carcinoma cancer) 

(Abb. 3a).30 Die häufigsten Mutationen treten an den Aminosäurepositionen G12, G13 

und Q61 der Ras-Isoformen auf (Abb. 3b), die durch eine verminderte GTP-Hydrolyse 

und/oder einen erhöhten Nukleotidaustausch zur Akkumulation von aktivem GTP-

gebundenen Ras-Protein in der Zelle führen (Abb. 3c). Die onkogenen Eigenschaften der 

Mutationen an den Positionen 12 und 13 beruhen dabei auf einem sterischen Konflikt mit 

dem katalytischen Argininfinger der GAPs, während Mutationen an Position 61 eine 

korrekte Positionierung des für die GTP-Hydrolyse notwendigen katalytischen Wassers 

verhindern.49-50 Eine systematische Charakterisierung der biochemischen und 

biophysikalischen Eigenschaften von häufigen Krebs-assoziierten KRas-Mutationen 

wurde kürzlich von Westover und Kollegen bereitgestellt. Innerhalb dieser Studie konnte 

gezeigt werden, dass Mutationen an den Aminosäurepositionen G12, G13 und Q61 zu 

einer verminderten intrinsischen sowie GAP-vermittelten GTP-Hydrolyse führen. Für die 

G13D-Mutante konnte ebenfalls ein erhöhter GEF-unabhängiger Nukleotidaustausch im 

Vergleich zum Wildtyp-Protein beobachtet werden, welches ebenfalls die onkogenen 

Eigenschaften dieser Mutante erklärt (Abb. 3d).51  
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Abbildung 3 | Zielgerichtete Adressierung von Ras. (a) Verteilung von Mutationen der Ras-Isoformen 

(KRas, NRas und HRas) auf die verschiedenen Tumortypen;2 (b) Kristallstruktur von KRas:GDP, innerhalb 

der die Hotspot-Mutationen an den Positionen G12, G13 und Q61 als Sphären hervorgehoben sind (PDB: 

4obe). Der prozentuale Anteil der Hotspot-Mutationen in G12 (rosa), G13 (lila) und Q61 (blau) für die 

jeweiligen Ras-Isoformen sind als Kreisdiagramme dargestellt;30 (c) Graphische Darstellung der generellen 

biochemischen Störung, die bei onkogenen Ras-Mutationen auftritt. Durch eine verminderte GTP-

Hydrolyse und/oder einen erhöhten Nukleotidaustausch kommt es zu einer Anhäufung von aktiven GTP-

gebundenen Ras-Proteinen in der Zelle;2 (d) Biochemische Eigenschaften der Hotspot-Mutationen an den 

Positionen G12, G13 und Q61 im Vergleich zum Wildtyp (WT).51 [Abbildung modifiziert nach Moore  

et al.2] 

 

Aufgrund der zentralen Rolle bei der Krebsentstehung wurden die kleinen GTPasen als 

attraktive Zielstrukturen in der Medizinalchemie identifiziert, jedoch waren Versuche, 

Ras gezielt zu adressieren, trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung weitestgehend 

erfolglos und Ras-Proteine galten lange Zeit als nicht adressierbar.  
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In der Vergangenheit zielten erste Studien auf die Entwicklung Nukleotid-kompetitiver 

Inhibitoren ab, um die durch die Akkumulation konstitutiv aktiver Ras-Proteine 

hervorgerufene onkogene Signalweiterleitung zu unterdrücken. Die bei der Adressierung 

von Kinasen, welche Affinitäten gegenüber ATP im mikromolaren Bereich aufweisen, 

äußerst erfolgreiche Strategie der ATP-kompetitiven Inhibitoren, führte zur Entwicklung 

zahlreicher Kinase-Inhibitoren.52 Aufgrund der hohen Affinitäten von GDP und GTP  

(KD ~ 20 pM) und der hohen zellulären Konzentration dieser Nukleotide (GDP ~ 40 µM 

und GTP ~ 400 µM) wurde dieser Ansatz für die kleinen GTPasen jedoch relativ schnell 

wieder verworfen.15, 53-55 Dieser allgemeine Ansatz hat jedoch kürzlich wieder 

Aufmerksamkeit auf sich gezogen, als GDP-Derivate entwickelt wurden, die über eine 

elektrophile Gruppe am β-Phosphat kovalent an die onkogene KRasG12C-Mutante 

binden.13-14  

Alternative Strategien, die zelluläre Lokalisation der Ras-Proteine durch 

Farnesyltransferase-Inhibitoren (FTIs) oder Acyltransferase-Inhibitoren (APTs) zu 

stören, führte zur Entwicklung potenter Inhibitoren für NRas und HRas.56-59 Um die 

zelluläre Lokalisation von KRas zu stören wurden desweiteren am Max-Planck-Institut 

für molekulare Physiologie in Dortmund vielversprechende Phosphodiesterase δ-

Untereinheit (PDEδ)-Inhibitoren entwickelt, welche jedoch bisher noch nicht in die 

klinische Erprobung gelangt sind.60-62  

Die im Zusammenhang mit Ras-mutierten Krebs am häufigsten adressierten Effektor-

Signalwege sind die Raf-Mek-Erk MAPK-Kaskade sowie der PI3K-Akt-mTOR-Weg. 

Für die innerhalb dieser Signalwege oberhalb und unterhalb von Ras agierenden Proteine 

sind bereits zahlreiche Inhibitoren zugelassen oder befinden sich in klinischen Studien,2, 

63 jedoch ist der Einsatz dieser Inhibitoren gegenüber Ras-abhängigen Krebs durch 

komplexe Feedback-Mechanismen häufig weniger erfolgreich als antizipiert. So führen 

Raf-Inhibitoren bei Ras-mutierten Krebszellen zu einer paradoxen Aktivierung des 

Signalwegs64-66 und bei Mek-Inhibitoren konnte nur eine begrenzte Wirksamkeit 

beobachtet werden.67 Intensive Bemühungen, die Ras-SOS (son of sevenless, GEF) 

Interaktion zu hemmen, führten schließlich zum ersten pan-Ras Inhibitor BI-1701963, 

dessen Wirksamkeit derzeit in klinischen Studien evaluiert wird.68 Dieser Ansatz scheint 

generell vielversprechend zu sein, da der positive Feedback-Mechanismus von SOS, der 

durch Ras:GTP hervorgerufen wird, zu einer Verstärkung der Ras-Aktivierung und einer 

Kreuzaktivierung von Wildtyp-Ras und anderen Ras-Isoformen durch onkogene Ras-
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Proteine führt.69-70 Neben SOS-Inhibitoren wurden zudem vielversprechende SHP2-

Inhibitoren entwickelt, die sich derzeit ebenfalls in klinischen Studien befinden.71-78 

Erst die Entwicklung von kovalenten Inhibitoren, die die onkogene KRasG12C-Mutante 

selektiv adressieren, führte schließlich zur Zulassung des ersten KRasG12C-Inhibitors 

Sotorasib (LUMAKRAS™) im Mai 2021 durch die U.S. Food and Drug Administration 

(FDA) und stellt damit einen Meilenstein bei der personalisierten Krebstherapie von 

KRasG12C-mutierten NSCLC dar. Neben Sotorasib befinden sich derzeit noch zwei 

weitere vielversprechende KRasG12C-Inhibitoren in klinischen Studien, darunter 

Adagrasib (MRTX849), welches erst kürzlich die Breakthrough Therapy Designation 

(BTD) durch die FDA erhalten hat, sowie JNJ-74699157 (ARS-3248).  

Das folgende Kapitel gibt einen kurzen historischen Überblick über die Entwicklung 

dieser vielversprechenden Inhibitoren, die innerhalb der bis dato unbekannten switch-II-

Tasche (S-IIP; engl.: switch-II pocket) kovalent an den mutierten Cysteinrest binden. Eine 

tabellarische Übersicht über die in diesem historischen Überblick dargestellten 

Verbindungen ist im Anhang (Tab. A1) abgebildet. 

 

1.2.1 KRasG12C – eine zukunftsweisende Erfolgsgeschichte* 

Lungenkrebs ist die weltweit häufigste Ursache für krebsbedingte Todesfälle und bei 

etwa 13 % der NSCLC-Patienten liegt eine KRasG12C-Mutation vor.79  

Entscheidend für die Entwicklung der KRasG12C-Inhibitoren war die Entdeckung der 

sogenannten switch-II-Tasche im Jahr 2013 durch Kevan Shokat.47 Mit Hilfe eines 

Fragment-basierten Screening-Ansatzes80 wurde eine Bibliothek von 480 Disulfid-

Verbindungen untersucht und eine Reihe von kovalent-bindenden Inhibitoren 

identifiziert, welche selektiv die G12C-Mutante adressieren. Die Fragmente 2E07 und 

6H05 zeigten im Vergleich eine besonders effiziente kovalente Modifikation in 

massenspektrometrischen Untersuchungen und über nachfolgende SAR-Studien wurde 

Verbindung 6Ostrem generiert (Abb. 4a). Die Ko-Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in 

Komplex mit Verbindung 6Ostrem bestätigte den kovalenten Charakter dieser Moleküle 

und zeigte darüber hinaus, dass die Verbindungen nicht die Nukleotid-Bindetasche 

adressieren, sondern in eine bisher unbekannte Tasche unterhalb der switch-II-Region 

 
* Teile dieses Kapitels sind bereits in Form eines Reviews publiziert worden.4  
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binden (Abb. 4b). Die Bindung der Liganden verursacht dabei eine Neuorientierung der 

switch-II-Region, wodurch es zur Ausbildung der sogenannten switch-II-Tasche (S-IIP) 

kommt. Die Konformation von switch-I gegenüber dem GDP-gebundenen Zustand bleibt 

hingegen unverändert. Basierend auf den initial detektierten hits wurden weitere Derivate 

mit Acrylamid- und Vinylsulfonamid-Funktionalitäten zur Erzeugung potenterer 

Inhibitoren synthetisiert (Abb. 4c). Sowohl Verbindung 9Ostrem als auch Verbindung 

12Ostrem wiesen eine deutlich verbesserte kovalente Proteinmodifikation auf und eine Ko-

Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in Komplex mit der Verbindung 9Ostrem bestätigte 

den zuvor beobachteten Bindemodus (Abb. 4c). Durch die Bindung der sogenannten  

S-IIP-Liganden in die adressierbare, aber bisher unbekannte Bindetasche werden die 

inaktive GDP-gebundene Konformation stabilisiert und Interaktionen mit Regulator- und 

Effektorproteinen wie SOS und Raf inhibiert.41, 81 Folglich wird die onkogene Ras-

Signalweiterleitung blockiert, welches einen wichtigen Schritt in Richtung der 

zielgerichteten Adressierung von RasG12C in Ras-getriebenen Krebsarten darstellt.  

 

 

Abbildung 4 | Entdeckung der KRasG12C S-IIP-Inhibitoren. (a) Chemische Strukturen der Screening-

hits 2E07 und 6H05; (b) Ko-Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in Komplex mit Verbindung 6Ostrem 

(PDB: 4luc); (c) Chemische Strukturen der Verbindung 9Ostrem und Verbindung 12Ostrem; (d) Ko-

Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in Komplex mit Verbindung 12Ostrem (PDB: 4lyh). [Abbildung 

modifiziert nach Goebel et al.4] 



1 EINLEITUNG 

14 

Basierend auf der bahnbrechenden Entdeckung von Ostrem et al. entwickelten 

Wellspring Bioscience, welches unter anderem von Kevan Shokat im Jahr 2012 

gegründet worden ist, nach der initial identifizierten Verbindung ARS-107 in einem 

LC/MS-MS-basierten Assay ARS-853, welches eine deutlich verbesserte zelluläre 

Aktivität gegenüber KRasG12C im niedrigen mikromolaren Bereich (IC50 = 1.6 µM) 

aufweist (Abb. 5a/b).81 ARS-853, war zu dieser Zeit somit der erste KRasG12C-Inhibitor, 

der eine zelluläre Affinität im Bereich eines klinischen Kandidaten aufweist. Ein großer 

Nachteil der ARS-Reihe war jedoch die kurze metabolische Plasmastabilität und die 

limitierte Bioverfügbarkeit. Janes et al. synthetisierten daraufhin eine Reihe von 

Quinazolin-basierten Verbindungen, die schließlich zur Identifizierung von ARS-1620 

(S-Atropisomer) führten.79 Die Ko-Kristallstruktur von ARS-1620, gebunden an 

KRasG12C, zeigte dabei einen modifizierten Bindungsmodus im Vergleich zu dem 

bisher bekannten KRasG12C-S-IIP-Inhibitoren. ARS-1620 bildet eine zusätzliche 

Wasserstoffbrückenbindung mit der Seitenkette von His95, wodurch eine rigide 

Konformation induziert und die Bildung der kovalenten Bindung begünstigt wird 

(Abb. 5c/d). Im Vergleich zu ARS-853 zeigt ARS-1620 eine zehnfach verbesserte 

Aktivität im biochemischen und zellulären Assay mit einer hohen oralen 

Bioverfügbarkeit und einer ausreichenden Plasmastabilität sowohl in Mäusen als auch in 

Menschen. Im Gegensatz dazu ist das R-Atropisomer fast 1000-mal weniger wirksam als 

ARS-1620 und diente daher als nützliche Kontrollverbindung. Zudem konnte in 

Xenograft-Modellen, nach Verabreichung von ARS-1620 eine Hemmung des 

Tumorwachstums festgestellt werden. ARS-1620 stellte somit zum damaligen Zeitpunkt 

eine neue Generation der KRasG12C-S-IIP-Inhibitoren mit vielversprechenden 

Eigenschaften dar.  
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Abbildung 5 | Optimierung der KRasG12C-Inhibitoren. (a) Chemische Strukturen der Verbindung 

12Ostrem, ARS-107, ARS-853 und ARS-1620; (b) Biochemische und zelluläre Daten sowie 

arzneimittelähnliche Eigenschaften der gezeigten Verbindungen; (c) Ko-Kristallstruktur von 

KRasG12C:GDP in Komplex mit ARS-853 (PDB: 5f2e); (d) Ko-Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in 

Komplex mit ARS-1620 (PDB: 5v9u). [Abbildung modifiziert nach Goebel et al.4] 

 

Neben Wellspring Bioscience war nun auch das Interesse zahlreicher anderer 

Forschungseinrichtungen im akademischen und industriellen Umfeld geweckt. Nur etwa 

sechs Jahre nach Entdeckung einer adressierbaren Bindetasche in Ras wurden die drei 

Kandidaten AMG 510, MRTX849 und JNJ-74699157 (ARS-3248) von drei 

unabhängigen Unternehmen für klinische Studien zugelassen.  
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AMG 510, der von Amgen entwickelt wurde, war der erste KRasG12C-Inhibitor, der im 

August 2018 für klinische Studien (NCT03600883) und somit für die Verabreichung an 

Menschen zugelassen wurde (Abb. 6).9 In Zusammenarbeit mit Carmot Therapeutics 

identifizierte Amgen die Indol-Leitstruktur 1Amgen mit einer zellulären Aktivität im 

submikromolaren Bereich.82 In der Ko-Kristallstruktur von 1Amgen konnte ein neuartiger 

Bindungsmodus mit einer bisher unbekannten kryptischen Tasche durch eine alternative 

Orientierung von His95 auf der Oberfläche von KRasG12C beobachtet werden (Abb. 6c). 

Trotz der deutlich verbesserten zellulären Potenz gegenüber ARS-1620 war die Indol-

Leitstruktur aufgrund einer hohen Clearance und einer geringen oralen Bioverfügbarkeit 

für in vivo Experimente ungeeignet (Abb. 6a). Lanman et al. entwickelten daraufhin 

durch Vergleich der Bindungsmodi von 1Amgen und ARS-1620 eine Reihe neuartiger 

Hybridverbindungen, die die Adressierung der kryptischen Tasche durch Substitution der 

N1-Position von ARS-1620 erlaubten, darunter AMG 510 mit einem Isopropyl-

Methylpyridin-Substituenten.83 Im Vergleich zu ARS-1620 zeigte AMG 510 neben einer 

10-fachen verbesserten Aktivität im biochemischen Assay eine 20-fache Verbesserung 

der Potenz im zellulären Assay mit für in vivo Testungen notwendigen ADME-

Parametern. Zudem konnte in präklinischen Studien eine Hemmung des 

Tumorwachstums in Xenograft-Modellen und darüber hinaus eine Tumorregression bei 

höheren Dosen beobachtet werden.5 AMG 510 (Sotorasib) wurde in einer klinischen 

Studie (Phase I/II) an Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren, die eine 

KRasG12C-Mutation aufweisen, getestet (NCT03600883).9 Insgesamt 129 Patienten, 

darunter 59 mit NSCLC, 42 mit CRC und 28 mit anderen Tumoren wurde AMG 510 

einmal am Tag in eskalierenden Dosierungskohorten mit Dosen von 180, 360, 720 und 

960 mg oral verabreicht.6 Während der Behandlung sind keine dosislimitierenden 

toxischen Effekte oder behandlungsbedingte Todesfälle aufgetreten und 32 % der 

NSCLC-Patienten und 7 % der Darmkrebspatienten haben auf die Therapie 

angesprochen. Eine Krankheitskontrolle konnte bei 88 % der NSCLC-Patienten und 

74 % der CRC-Patienten beobachtet werden und das mediane progressionsfreie 

Überleben betrug 6.3 Monate (NSCLC) beziehungsweise vier Monate (CRC). Sotorasib 

zeigte eine herausragende krebshemmende Aktivität und wurde schließlich im Mai 2021 

von der FDA für die Behandlung von KRasG12C-mutierten NSCLC zugelassen. 

LUMAKRAS™ (Sotorasib) ist der erste zugelassene Wirkstoff (First-in-Class) zur 

gezielten Adressierung von Ras und markiert damit einen Meilenstein in der 

Präzisionsmedizin.  
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Abbildung 6 | Entwicklung von AMG 510. (a) Chemische Strukturen der Indol-Leitstruktur 1Amgen, ARS-

1620-Grundgerüst und AMG 510; (b) Biochemische und zelluläre Daten sowie arzneimittelähnliche 

Eigenschaften der gezeigten Verbindungen; (c) Struktureller Vergleich der KRasG12C-Bindungsmodi von 

ARS-1620 (PDB: 5v9u) und der Indol-Leitstruktur 1Amgen (PDB: 6p8z); (d) Ko-Kristallstruktur von 

KRasG12C:GDP in Komplex mit AMG 510 (PDB: 6oim). [Abbildung modifiziert nach Goebel et al.4] 

 

Derzeit sind weitere klinische Studien mit Sotorasib als Monotheraphie oder in 

Kombination mit anderen Wirkstoffen bei Patienten mit NSCLC oder anderen soliden 

Tumoren geplant.84-87  
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MRTX849, entwickelt von Mirati Therapeutics, wurde im Januar 2019 zu den klinischen 

Studien am Menschen zugelassen (NCT03785249).10 In Zusammenarbeit mit Array 

BioPharma identifizierte Mirati Therapeutics die Verbindung 4Fell mit mikromolarer 

Inhibition der onkogenen Ras-Signalweiterleitung.88 Die Ko-Kristallstruktur von 

Verbindung 4Fell, im Komplex mit KRasG12C bestätigte die kovalente Modifikation des 

mutierten Cysteins und ein strukturbasierter Wirkstoffdesign-Ansatz führte über 

Verbindung 13Fell mit einer verbesserten Löslichkeit und zellulärer Potenz schließlich zur 

Entdeckung von MRTX849.7-8 MRTX849 weist dabei eine zelluläre Aktivität im 

nanomolaren Bereich mit günstigen arzneimittelähnlichen Eigenschaften auf (Abb. 7). In 

präklinischen Studien konnte zudem eine dosisabhängige Hemmung des 

Tumorwachstums sowie eine Tumorregression in Xenograft-Modellen beobachtet 

werden. MRTX849 (Adagrasib) wird derzeit in einer klinischen Studie (PhaseI/II) an 

Patienten mit fortgeschrittenen mutierten KRasG12C-Tumoren, darunter NSCLC und 

Darmkrebs getestet (NCT03785249).10, 89 79 Patienten mit NSCLC und 31 Patienten mit 

CRC wurden zweimal täglich 600 mg MRTX849 verabreicht. Während der Behandlung 

haben 45 % der NSCLC- und 17 % der CRC-Patienten auf die Therapie angesprochen 

und eine Krankheitskontrolle konnte bei 96 % der NSCLC- und 94 % der CRC-Patienten 

beobachtet werden. Adagrasib ist somit neben Sotorasib ein zweiter vielversprechender 

Kandidat bei der Behandlung von KRasG12C-mutierten soliden Tumoren.90-91 Da bereits 

anhand erster vorläufiger Daten aus den klinischen Studien eine herausragende 

Ansprechrate gezeigt werden konnte, wurde Adagrasib erst kürzlich zu einem 

beschleunigten Zulassungsverfahren der FDA (Breakthrough Therapy Designation) 

zugelassen. Derzeit sind weitere klinische Studien mit Adagrasib als Monotheraphie oder 

in Kombination mit anderen Wirkstoffen, darunter Rezeptortyrosinkinase (RTK)-

Inhibitoren (Afatinib, Cetuximab), der PD-1-Inhibitor Pembrolizumab und dem SHP2-

Inhibitor TNO155 von Novartis geplant.10, 92-95 
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Abbildung 7 | Entwicklung von MRTX849. (a) Chemische Strukturen von Verbindung 4Fell, Verbindung 

13Fell und MRTX849; (b) Biochemische und zelluläre Daten sowie arzneimittelähnliche Eigenschaften der 

gezeigten Verbindungen; (c) Ko-Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in Komplex mit Verbindung 4Fell 

(PDB: 6n2j); (d) Ko-Kristallstruktur von KRasG12C:GDP in Komplex mit MRTX849 (PDB: 6ut0). 

[Abbildung modifiziert nach Goebel et al.4] 

 

JNJ-74699157 (ARS-3248) wurde von Wellspring Bioscience in Kooperation mit 

Johnson & Johnson entwickelt und im Juli 2019 zu den klinischen Studien am Menschen 

zugelassen (NCT04006301). Aufgrund von dosislimitierender Toxizität und fehlender 

Wirksamkeit ist JNJ-74699157 jedoch in der klinischen Phase gescheitert.96 
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1.2.2 KRasG13C – eine noch unerforschte onkogene Ras Mutante 

Die zielgerichtete Adressierung der KRasG12C-Mutation demonstrierte erstmals die 

therapeutische Zugänglichkeit von mutierten KRas-Proteinen und stellte damit einen 

Meilenstein in der personalisierten Medizin dar. Aufgrund dieser bahnbrechenden 

Entdeckung rückten weitere onkogene KRas-Mutationen in den Fokus der akademischen 

sowie der industriellen Forschung. Erst kürzlich berichtete Mirati Therapeutics von einem 

vielversprechenden nicht-kovalenten KRas-Inhibitor MRTX1133, der selektiv die G12D-

Mutation adressiert.97-98 

Insgesamt weisen rund 12 % aller Tumore mit einer KRas-Mutation ein erworbenes 

Cystein auf (Abb. 8a).99-100 Neben der in Position 12 auftretenden Punktmutation gibt es 

noch eine weitere Mutation im P-loop, die bei einer Reihe von Tumoren auftritt. Eine 

Mutation des benachbarten Glycins in Position 13 ist bei etwa 14 % der Tumoren mit 

einer KRas-Mutation zu beobachten und bei etwa 6 % dieser Fälle wird ein erworbenes 

Cystein gefunden (Abb. 8a).99-100 Die KRasG13C-Mutation, welche vor allem bei 

Lungen- und Darmkrebs vorkommt, ist jedoch als Zielstruktur in der zielgerichteten 

Krebstherapie noch weitestgehend unerforscht (Abb. 8b). Wie bereits zuvor beschrieben, 

zeichnen sich Mutationen in Position 13 neben einer verminderten GTP-Hydrolyse 

ebenfalls durch einen erhöhten GEF-unabhängigen Nukleotidaustausch aus, welches 

ebenfalls die onkogenen Eigenschaften dieser Mutante erklärt und die Dringlichkeit der 

Entwicklung von selektiven KRasG13C-Inhibitoren für die Anwendung in der 

Präzisionsmedizin widerspiegelt.  

Anhand einer Durchmusterung der COSMIC-Datenbank nach häufig erworbenen 

Cystein-Mutationen bei Onkogenen postulierten Visscher et al. bereits im Jahre 2016 

KRasG13C als potentielle Zielstruktur für die Entwicklung kovalenter Therapeutika. Der 

Cysteinrest in Position 13, der nur eine Aminosäure von G12C entfernt liegt, ist 

oberflächenexponiert und somit gut zugänglich für Cystein-reaktive Gruppen. Im 

Vergleich zu G12C befindet sich die G13C-Mutation auf dem P-loop näher an der 

Nukleotidbindetasche und könnte somit durch Modifikation des Nukleotidgrundgerüsts 

mit einer Thiol-reaktiven Gruppe kovalent modifiziert werden (Abb. 8a). Ein Vorteil 

dieses Ansatzes ist, dass unter Berücksichtigung der Erhaltung essentieller reversibler 

Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protein kovalente Inhibitoren mit 

vergleichbaren pikomolaren Affinitäten generiert werden.99  
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Abbildung 8 | KRasG12C vs. KRasG13C. (a) Graphische Darstellung der GTPase KRas, innerhalb dieser 

die G12C- (lila) und G13C-Mutation (rosa) als Sphären hervorgehoben sind. Die prozentuale Verteilung 

der erworbenen Cysteine aller KRas-Mutationen sowie die der G12C- und G13C-Mutation sind als 

Kreisdiagramme dargestellt; (b) Anzahl der Tumore mit einer KRasG12C- (lila) und KRasG13C-Mutation 

(rosa) basierend auf Daten der COSMIC-Datenbank.99-100  
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2 MOTIVATION UND ZIELSETZUNG 

Ras-Proteine sind die am häufigsten mutierten Onkogene in menschlichen Tumoren und 

stellen daher attraktive Zielstrukturen in der Wirkstoffforschung dar. Die im Jahre 1981 

entdeckten Onkogene wurden jedoch lange Zeit aufgrund pikomolarer 

Nukleotidaffinitäten sowie fehlender allosterischer Bindetaschen als nicht adressierbare 

Zielstrukturen eingestuft. Erst die selektive Adressierung der KRasG12C-Mutante mittels 

kovalenter KRasG12C-S-IIP-Inhibitoren führte durch intensive Forschung sowohl im 

akademischen als auch im industriellen Bereich zur unabhängigen Entwicklung der drei 

vielversprechenden klinischen Kandidaten AMG 510 (Amgen), MRTX849 (Mirati 

Therapeutics) und JNJ-74699157/ARS-3248 (J&J Wellspring Bioscience). Im Mai 2021 

wurde schließlich Sotorasib (LUMAKRAS™) von der FDA für die Behandlung von 

KRasG12C-mutierten NSCLC zugelassen, welches erstmals die therapeutische 

Anfälligkeit von mutierten KRas-Proteinen demonstrierte und somit einen Meilenstein in 

der personalisierten Medizin darstellt.  

Neben der Adressierung der switch-II-Tasche entwickelten Gray und Kollegen parallel 

Nukleotid-kompetitive Inhibitoren, die ebenfalls kovalent an KRasG12C binden. Die am 

β-Phosphat der GDP-Derivate eingeführten elektrophilen Gruppen führten jedoch zu 

einem dramatischen Verlust der reversiblen Bindungsaffinität aufgrund fehlender 

essentieller Wechselwirkungen mit dem Protein und dem Mg2+-Ion.  

Vor diesem Hintergrund sollten im Rahmen dieser Arbeit mittels strukturbasiertem 

Wirkstoffdesign Nukleotidanaloga entwickelt werden, welche kovalent an die onkogenen 

KRas-Varianten KRasG12C und/oder KRasG13C binden und mit den unmodifizierten 

Nukleotiden konkurrieren können (Abb. 9). Um die von Gray und Kollegen 

beschriebenen Limitierungen zu überwinden, sollte zunächst anhand bereits publizierter 

KRas-Kristallstrukturen eine geeignete Position für die Modifikation der Nukleotide mit 

einer elektrophilen Gruppe identifiziert werden.  

Die Bindungseigenschaften der dargestellten Nukleotidderivate sollten im Anschluss 

durch biochemische Methoden bestimmt werden. Insbesondere eine detaillierte 

kinetische Charakterisierung sollte Aufschluss über die reversiblen Affinitäten der 

Nukleotidanaloga im Vergleich zu den natürlichen Nukleotiden GDP und GTP geben.  
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Mittels GEF-katalysiertem Nukleotidaustausch sowie GAP-stimulierter GTP-Hydrolyse 

sollte zudem der Einfluss der kovalenten Modifikation auf die Interaktion der 

modifizierten KRas-Proteine mit regulatorischen Proteinen untersucht werden.  

Um einen tiefergehenden Einblick in den Bindemodus der kovalenten Nukleotidanaloga 

zu erhalten, sollten zudem strukturbiologische Untersuchungen durchgeführt werden. Im 

Rahmen dieser Arbeit sollte daher ein robustes Protokoll für die Kristallisation der mit 

den Nukleotidanaloga modifizierten KRas-Proteine im Arbeitskreis etabliert werden, um 

anhand von verschiedenen generierten KRas-Komplexstrukturen das Design einer 

zweiten Generation von Nukleotidanaloga mit verbesserten Bindungseigenschaften zu 

ermöglichen.  

Aufgrund der limitierten Verfügbarkeit von mutierten KRas-abhängigen Krebszelllinien 

sollten im Rahmen dieser Arbeit artifizielle KRas-abhängige Zelllinien, darunter  

NIH-3T3 sowie Ba/F3-Zellen generiert werden, die in Zukunft für die Charakterisierung 

mutantenselektiver KRas-Inhibitoren genutzt werden könnten. Für die zelluläre 

Charakterisierung der in dieser Arbeit dargestellten Nukleotidanaloga, die aufgrund ihres 

anionischen Charakters nicht die Zellmembran überwinden können, sollten abschließend 

verschiedene Strategien für den Transfer der Nukleotidderivate in Zellen untersucht 

werden.  

 

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

Zielproteins werden Liganden mit Hilfe von computergestützten Methoden designt. Die synthetisierten 

Liganden werden im Anschluss in biochemischen und zellulären Assays charakterisiert. Mittels Ko-

Kristallisation wird der Bindemodus der Liganden entschlüsselt, welches als Startpunkt für einen weiteren 

Zyklus des strukturbasierten Wirkstoffdesigns dient, um Liganden mit verbesserten Bindungseigenschaften 

zu erhalten.101   
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

3.1 Rationales Design kovalenter Nukleotid-basierter KRas-

Inhibitoren 

Das strukturbasierte Wirkstoffdesign ist ein wichtiges Werkzeug innerhalb der 

medizinischen Chemie und ermöglicht auf Grundlage bereits verfügbarer 

Kristallstrukturen klinisch relevanter Zielproteine das rationale Design einer Bibliothek 

an kleinen Molekülen, die spezifisch die Bindungstaschen der Zielproteine adressieren 

(Abb. 9).101 

Basierend auf den bisher publizierten Kristallstrukturen der Ras-Proteine sollte im 

Rahmen dieser Arbeit zunächst eine fokussierte Bibliothek von Guaninnukleotid-

basierten Verbindungen designt werden, welche kovalent an klinisch relevante onkogene 

KRas-Proteine mit Mutationen innerhalb des P-loops (G12C und G13C) binden können 

und diese selektiv inhibieren.  

Das Konzept der Nukleotid-kompetitiven Inhibition wurde anfänglich aufgrund der 

hohen Affinität von GDP und GTP gegenüber GTPasen verworfen. Erst in Kombination 

mit einer kovalenten Bindung der Inhibitoren erlangte dieser Ansatz erneut 

Aufmerksamkeit im akademischen Umfeld. Mit dem von Hunter et al. entwickelten 

GDP-Derivat SML-8-73-1, welches am β-Phosphat eine elektrophile Gruppe zur 

Ausbildung einer irreversiblen Bindung aufweist, konnte in der Vergangenheit 

erfolgreich die onkogene Mutante KRasG12C kovalent adressiert werden (Abb. 10b).102 

Dieser Ansatz war zwar unter bestimmten Bedingungen in vitro vielversprechend, jedoch 

konnten SML-8-73-1 sowie die aus dem GDP-Derivat abgeleiteten Prodrugs zellulär 

aufgrund der relativ geringen reversiblen Affinität (KD = 0.14 µM) – verursacht durch 

fehlende essentielle Interaktionen mit dem Protein und dem Magnesiumion – nicht mit 

den unmodifizierten Nukleotiden (KD = 2.5 pM für GDP) innerhalb der Zelle 

konkurrieren.13, 15, 103 Um den Ansatz der kovalenten Nukleotid-kompetitiven Inhibitoren 

daher erfolgreich in vivo umzusetzen, müssen Verbindungen generiert werden, welche 

aufgrund einer intakten Diphosphat-Struktur vergleichbare reversible Affinitäten wie die 

natürlichen Nukleotide GDP und GTP aufweisen und ebenfalls über eine elektrophile 

Gruppe zur Ausbildung einer irreversiblen Bindung an einer anderen Stelle innerhalb des 

Nukleotidgrundgerüsts verfügen.  
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Die von Wiegandt et al. beschriebenen GDP-Derivate, die eine elektrophile Gruppe an 

der N2-Position der Guaninbase besitzen und ursprünglich für die GTPase Ypt7Q35C 

entwickelt wurden, weisen zwar eine intakte Diphosphat-Struktur auf, jedoch ist die 

Derivatisierungsposition zu weit entfernt, als dass eine kovalente Bindung an KRasG12C 

oder KRasG13C erfolgen könnte (Abb. 10a).103-104 

Um die von Hunter et al. und Wiegandt et al. beschriebenen Limitierungen zu überwinden 

und Nukleotidanaloga zu generieren, welche aufgrund vergleichbarer reversibler 

Affinitäten innerhalb der Zelle mit GDP und GTP konkurrieren können, wurde die 2‘,3‘-

Position der Riboseeinheit als potentielle Derivatisierungsposition identifiziert, da 

Modifikationen an dieser Position die Nukleotidaffinität nicht wesentlich verändern.105 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten demnach Nukleotidanaloga synthetisiert werden, welche 

eine elektrophile Gruppe an den 2‘,3‘-OH-Gruppen der Ribose für eine kovalente 

Modifikation onkogener KRas-Proteine mit Mutationen innerhalb des P-loops (G12C und 

G13C) besitzen (Abb. 10d). Nukleotidderivate mit verschiedenen Linkerlängen (eda: 

Ethylendiamin, pda: Propylendiamin und bda: Butylendiamin) basierend auf dem GDP-, 

GTP- sowie dGTP-Grundgerüst sollten generiert werden, um eine optimale Ausrichtung 

der Thiol-reaktiven Gruppe für die jeweiligen KRas-Mutanten zu erzielen. Neben den 

Acrylamid-Derivaten, die potenziell über eine Michael-Addition irreversibel an 

KRasG12C oder KRasG13C binden können, sollten ebenfalls entsprechende Acetamid-

Derivate als nicht reaktive Kontrollverbindungen generiert werden (Abb. 10e).  
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Abbildung 10 | Rationales Design von 2‘,3‘-modifizierten Nukleotidanaloga. (a) Chemische Struktur 

von aGDP sowie Kristallstruktur von Ypt7Q35C–aGDP (PDB: 4phf); (b) Chemische Struktur von SML-

8-73-1 sowie Kristallstruktur von KRasG12C in Komplex mit SML-8-73-1 (PDB: 4nmm); (c) Analyse der 

Kristallstruktur von KRasWT:GDP hinsichtlich der Generierung einer fokussierten Bibliothek von 

Guaninnukleotid-basierten Verbindungen; (d) Modell von KRasG12C und KRasG13C (basierend auf 

PDB: 4obe), welches die Abstände zwischen dem Cysteinrest und den zu modifizierenden OH-Gruppen 

der Ribose zeigt; (e) Allgemeine Zielstruktur der Nukleotidanaloga, bei denen eine elektrophile Gruppe 

unter Variation der Linkerlänge an der 2‘,3‘-Position der Riboseeinheit eingeführt werden sollen. 
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Eine große Herausforderung bei der Entwicklung von Nukleotid-kompetitiven 

Inhibitoren ist neben den hohen Affinitäten sowie zellulären Konzentrationen von GDP 

und GTP die Selektivität der Nukleotidanaloga gegenüber anderen GTPasen, da die 

Aminosäuresequenz der Nukleotidbindetasche innerhalb der Ras-Superfamilie hoch 

konserviert ist.106 Ein multiples Alignment der G-Domäne der Ras-Superfamilie kleiner 

GTPasen sollte daher vorab mit den designten Nukleotidderivaten durchgeführt werden, 

um Aufschluss über mögliche off-targets zu erhalten. Bei der mit dem Uniprot-Server 

angefertigten Sequenzüberlagerung der über 150 GTPasen, wurden die Bereiche 

markiert, welche theoretisch in Reichweite des eda-Linkers (~ 10 Å) sowie des bda-

Linkers (~ 12 Å) liegen (Abb. A1). Anschließend wurden die innerhalb dieser Regionen 

befindlichen Cysteine gekennzeichnet und die GTPasen, welche Cysteine in Reichweite 

der Linker aufweisen, im Rahmen eines Cystein-Profilings zusammengefasst (Abb. 11, 

Tab. A2) Nur etwa 7 % der GTPasen besitzen Cysteine innerhalb des P-loops und nur 

drei der insgesamt über 150 GTPasen weisen an der Position, die dem Rest 13 in KRas 

entspricht, eine Cysteinseitenkette auf (Arl4a, RheBL1 und Rab21). An Position 12 

hingegen besitzt nur eine GTPase der Ras-Superfamilie ein Cystein (Ift22). Darüber 

hinaus weisen eine Reihe von GTPasen ebenfalls Cysteine in Regionen außerhalb des P-

loops in der Nähe des Nukleotids auf. Diese Bereiche sind jedoch zumeist weiter entfernt 

von den Positionen 12 und 13, sodass bei Optimierung der Liganden durch geeignete 

Gestaltung der Linker und Optimierung der Ausrichtung der reaktiven Gruppe eine 

ausreichende Spezifität gegenüber KRasG12C oder KRasG13C zu erwarten ist. 

Es ist somit davon auszugehen, dass die auf Grundlage von KRas-Kristallstrukturen 

(KRasWT und KRasG12C) sowie einer Sequenzüberlagerung der Ras-Superfamilie 

kleiner GTPasen designten Nukleotidanaloga nicht als breite GTPase-Inhibitoren 

fungieren und eine ausreichende Selektivität hinsichtlich der gewünschten P-loop 

Mutationen (G12C und G13C) aufweisen werden.  
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Abbildung 11 | Cystein-Profiling. Die charakteristischen Elemente der kleinen GTPasen sind anhand der 

Kristallstruktur von KRasWT (PDB: 4obe) entsprechend farblich markiert (G1 (P-loop): violett, G2 

(switch-I): rot, G4 (NKxD): grün, G5 (SAK): gelb). Die Bereiche innerhalb der GTPasen, die in Reichweite 

des eda-Linkers (~ 10 Å, grau) und des bda-Linkers (~12 Å, blau) liegen sind in der Sequenz farblich 

hervorgehoben. Die Anzahl der GTPasen, die innerhalb dieser Regionen Cysteine aufweisen sind durch 

Balken angedeutet und in Tab. A2 zusammengefasst. Das für das Cystein-Profiling vorab erstellte multiple 

Alignment der G-Domäne der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen ist in Abb. A1 dargestellt. 
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3.2 Synthese und Charakterisierung von kovalenten 

Guaninnukleotid-basierten Verbindungen 

Anders als die im Arbeitskreis von Prof. Dr. Daniel Rauh routinemäßig durchgeführten 

Synthesen klassischer kleiner organischer Moleküle, bestand die größte Herausforderung 

bei der Synthese der Guaninnukleotid-basierten Verbindungen zunächst in der 

Handhabung sowie Etablierung geeigneter Systeme zur Darstellung, Reinigung und 

Analyse der Zielverbindungen.  

Viele Nukleotidsynthesen werden unter wasserfreien oder nahezu wasserfreien 

Bedingungen durchgeführt. Daher besteht der erste Schritt häufig darin, die TEA-, 

Pyridinium- oder TBA-Salze der kommerziell erhältlichen Natrium-, Lithium- oder 

anderen wasserlöslichen Salze unter Verwendung von Kationenaustauschern 

herzustellen. Die am weitesten verbreitete präparative Chromatographietechnik zur 

Reinigung der negativ geladenen Nukleotide ist die Anionenaustauschchromatographie, 

die in Kombination mit einem variablen UV-VIS Detektor eine Isolierung der 

synthetisierten Nukleotidenaloga ermöglicht. Eine abschließende Charakterisierung von 

neu synthetisierten Nukleotidderivaten umfasst in der Regel chromatographische und 

spektrale Techniken, um neben einer eindeutigen Strukturzuordnung auch den 

Reinheitsgrad zu bestimmen.107  

Im folgenden Kapitel wird die Etablierung eines robusten Systems für die Synthese der 

Guaninnukleotid-basierten Zielverbindungen beschrieben. Nach erfolgreicher Synthese 

sollte die Reinheit der dargestellten Nukleotidanaloga über isokratische HPLC-Läufe 

bestimmt werden. Im Falle der 2‘,3‘-modifizierten Nukleotide sollte zudem die pH-

abhängige Trennung der 2‘,3‘-Isomere untersucht und die prozentuale Verteilung der 

Isomere über NMR-Spektroskopie bestimmt werden.  
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3.2.1 Synthese der Nukleotidanaloga 

Die Synthese der Nukleotidanaloga wurde nach dem von Cremo et al. (1990) festgelegten 

und von Eberth et al. (2005) beschriebenen Protokoll durchgeführt (Abb. 12).105, 108 

 

 

Abbildung 12 | Syntheseschema der Nukleotid-basierten Zielverbindungen. Reagenzien und 

Bedingungen: (i) 5 eq. CDI (2) DMF, 4 °C, 24 h; (ii) 5 eq. 4a-c, DMF; (iii) ddH2O/HCl pH 1.5, 4 °C,  

1-3 d; (v) 100 mM Tetraborat-Puffer, RT, 24 h. 

 

Als Ausgangspunkt der Syntheseroute dienten die kommerziell erhältlichen Natriumsalze 

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

DMF-lösliche Form überführt wurden. Dabei wurde das Säulenmaterial zunächst durch 

Lagerung in ddH2O/Pyridin (1:1) und anschließendes Waschen mit ddH2O in die 
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Pyridiniumform überführt. Anschließend wurden die Natriumsalze der Nukleotide auf die 

Säule gegeben und mit einem Gemisch aus ddH2O/MeOH (1:1) von der Säule eluiert, 

wobei die Natriumionen gegen Protonen ausgetauscht wurden. Da die eluierten 

Nukleotide unter sauren Bedingungen nicht stabil sind, wurden diese durch Zugabe von 

TBA in die entsprechenden TBA-Salze überführt. Anschließend wurden die DMF-

löslichen Nukleotide mit Carbonyldiimidazol (CDI, 2) umgesetzt, wobei durch 

nukleophile Substitution der Imidazoleinheiten durch die 2‘- und 3‘-Hydroxylgruppen 

der Ribose das Intermediat 3 generiert wurde. Im Falle von GDP und GTP als 

Startmaterial wurde dabei ein zyklisches Carbonat gebildet.109 Neben der Modifizierung 

der Ribose wurde zudem durch Reaktion von CDI mit den finalen Phosphorsäureestern 

das entsprechende Phosphoramidat unter Abspaltung von Imidazol und CO2 gebildet. 

Durch die anschließende Zugabe der primären Amine (4a-c) wurden die entsprechenden 

Carbamate (5) gebildet. Um unterschiedliche Linkerlängen zu generieren wurden dabei 

Ethylendiamin (eda, 4a), Propylendiamin (pda, 4b) und Butylendiamin (bda, 4c) 

verwendet. Die dabei entstandenen Feststoffe konnte durch Zentrifugation und 

anschließendes mehrmaliges Waschen mit trockenem DMF isoliert werden. Dabei 

wurden sowohl Derivate mit einer Imidazol-modifizierten als auch solche mit den 

primären Aminen-modifizierten terminalen Phosphatgruppe beobachtet. Durch die 

anschließende saure Hydrolyse bei pH 1.5 konnte das Phosphoramidat gespalten und das 

entstandene freie Amin mittels Ionenaustauschchromatographie gereinigt werden. Zur 

Reinigung der modifizierten Nukleotide wurde ein starker Anionenaustauscher mit 

quartären Ammoniumionen als funktionelle Gruppe verwendet und die Elution der 

Nukleotide erfolgte bei linearer Erhöhung der Konzentration eines Konterions (50 mM – 

1 M TEA) in der mobilen Phase (Abb. 13a) Die gesammelten Fraktionen wurden mittels 

HPLC unter Verwendung von TBAB als Gegenion im Laufpuffer analysiert (Kapitel 

3.2.2). Die Produkt-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und lyophilisiert und das 

TEA-Salz im Anschluss durch mehrmalige Aufnahme in MeOH und anschließender 

Einengung am Rotationsverdampfer entfernt. Im finalen Reaktionsschritt wurden die 

freien Amine (4a-c) innerhalb einer Additions-Eliminierungsreaktion110 mit den aktiven 

Estern Acryloxysuccinimid (7a) oder Acetoxysuccinimid (7b) umgesetzt, um den 

Michael-Akzeptor bzw. das reversible Analogon darzustellen. Die Zielverbindungen 

wurden abschließend erneut über die Q-Sepharose-Säule gereinigt (Abb. 13b) und die 

Reinheit mittels isokratischer HPLC-Läufe bestimmt (Kapitel 3.2.2).  
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Abbildung 13 | Reinigung der Nukleotidanaloga. (a) Chromatogramm des Anionenaustauschers von 

pdaGDP. (b) Chromatogramm des Anionenaustauschers von Acryl-pdaGDP (8b). Die Nukleotidanaloga 

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

 

Insgesamt konnten mit dieser Syntheseroute 15 verschiedene Guanosinnukleotidderivate 

erfolgreich dargestellt werden (Tab. 1).  

 

Tabelle 1 | Übersicht der dargestellten Nukleotidanaloga (8a-8o). Nukleotidderivate mit verschiedenen 

Linkerlängen (eda, pda und bda) wurden basierend auf dem GDP, GTP sowie dGTP-Grundgerüst 

hergestellt. Neben den Acrylamid-Derivaten wurden ebenfalls Acetamid-Derivate als 

Kontrollverbindungen generiert. 

 
Nukleotid # Linker R2 

GDP 

 

8a eda 

 
8b pda 

8c bda 

8d eda 

 
8e pda 

8f bda 

GTP 

 

8g eda 

 
8h pda 

8i bda 

8j eda 

 
8k pda 

8l bda 

dGTP 

 

8m 

8n 

8o 

eda 

pda 

bda  
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3.2.2 Isokratische Trennung der Nukleotidanaloga 

Die Reinheit der Nukleotidverbindungen wurde durch HPLC unter Verwendung von 

Tetrabutylammoniumbromid als Gegenion im Laufpuffer bestimmt (50 mM KPi pH 6.6, 

10 mM TBAB, 16 % ACN).104 Die positiv geladenen TBA-Ionen interagieren dabei mit 

den negativ geladenen Phosphatgruppen der Nukleotide, wodurch die Retentionszeit mit 

steigender Zahl an Phosphatgruppen zunimmt. Die Retentionszeiten aller synthetisierten 

Nukleotidanaloga wurden mit dem Gmix, der Guanosin, GMP, GDP, GppNHp und GTP 

enthält, verglichen (Abb. 14). Guanosin weist dabei die geringste Retentionszeit 

(~2.5 min) auf, gefolgt von GMP mit einer Phosphatgruppe (~3.3 min) und GDP mit zwei 

Phosphatgruppen (~5.3 min). Das nicht hydrolysierbare GTP-Analogon GppNHp, 

welches zwischen dem β- und γ-Phosphat eine Amin-Gruppe besitzt, eluiert zwischen 

sechs und sieben Minuten und weist zudem ein zweites charakteristisches Signal bei etwa 

vier Minuten für das Abbauprodukt GppNH2 auf.111 GTP mit insgesamt drei 

Phosphatgruppen besitzt die höchste Retentionszeit und eluiert bei etwa neun Minuten. 

Die beschriebenen Retentionszeiten des Gmix beziehen sich dabei auf das im Laufpuffer 

enthaltene ACN (16 %) und können je nach Pufferzusammensetzung variieren.  

 

Abbildung 14 | Isokratische Trennung der Bestandteile des Gmix. Basierend auf der Wechselwirkung 

mit dem Gegenion TBA und in Gegenwart von 16% ACN im Laufpuffer weisen die Verbindungen folgende 

Retentionszeiten auf: Guanosin (2.5 min), GMP (3.3 min), GppNH2 (3.9 min), GDP (5.3 min), GppNHp 

(6.7 min), GTP (9.0 min). 
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Die mittels der beschriebenen Syntheseroute generierten Nukleotidanaloga weisen im 

Falle von GDP- und GTP-Derivaten zwei charakteristische Signale für das entsprechende 

2‘-Isomer und 3‘-Isomer auf. Im Gleichgewicht liegt dabei zu 60-70 % das 3‘-Isomer und 

zu 30-40 % das 2‘-Isomer vor.108 Die dGTP-Derivate hingegen weisen dementsprechend 

ein charakteristisches Signal für das 3‘-Derivat auf. Die freien Amine der synthetisierten 

Nukleotidanaloga, die die Vorstufe der finalen Derivate darstellten, wiesen dabei die 

geringste Retentionszeit auf, gefolgt von den Acetamid-Kontrollverbindungen und den 

Acrylamiden, die potentiell über den Michael-Akzeptor kovalent an das mutierte Protein 

binden können (Abb. 15).  

 

 

Abbildung 15 | Isokratische Trennung der dargestellten Nukleotidanaloga. Isokratische HPLC-Läufe 

von (a) GDP-basierten (b) GTP-basierten und (c) dGTP-basierten Nukleotid-Analoga (rot: freie Amine, 

grün: Acetamide, blau: Acrylamide). Für GDP und GTP Derivate konnten zwei überlappende Signale 

entsprechend den 2‘- und 3‘-Isomeren beobachtet werden, wohingegen die dGTP-Derivate ein Signal für 

das entsprechende 3‘-Isomer aufwiesen. 



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

36 

Sowohl die Acetamide als auch die Acrylamide können dabei über den aliphatischen Rest 

zusätzlich mit der hydrophoben Festphasen-Matrix (C-18) interagieren, wodurch die 

Verbindungen länger auf der Säule zurückgehalten werden als die freien Amine und 

demnach später eluieren. Im Vergleich zu den GDP-Derivaten konnten für die GTP und 

dGTP-Derivate aufgrund der zusätzlichen Phosphatgruppe höhere Retentionszeiten 

beobachtet werden. Insgesamt wurde bei dem Großteil der dargestellten 

Nukleotidanaloga eine Reinheit von über 90 % beobachtet (Kapitel 5.3.1). 

Im Gegensatz zu 2‘,3‘-Isomeren von Riboseestern, bei denen innerhalb von Minuten bei 

physiologischem pH-Wert wieder ein Isomerengemisch entsteht,112-114 ist es möglich 

2‘,3‘-Isomere von Carbamaten bei einem niedrigen pH-Wert chromatographisch zu 

trennen und aufgrund der deutlich langsameren Transcarbamoylierung bei einem 

physiologischen pH-Wert ohne signifikante Reequilibrierung zu verwenden.107, 115 

Anhand von Acryl-pdaGDP (8b) wurde daher die pH-abhängige Trennung der 2‘,3‘-

Isomere untersucht, wobei bei einem pH-Wert von 6.6 zunächst die beiden Isomeren 

voneinander getrennt wurden (Abb. 16).  

 

 

Abbildung 16 | pH-abhängige Trennung der 2‘,3‘-Isomere von Acryl-pdaGDP (8b). (a) Isokratische 

HPLC-Läufe von Acryl-pdaGDP (8b) mit zwei charakteristischen Signalen für das 2‘- und 3‘-Isomer; (b) 

Strukturen der 2‘,3‘-Isomere von Acryl-pdaGDP (8b); (c) Isokratische Trennung der 2‘,3‘-Isomere und 

anschließende Inkubation bei pH 6.6; (c) pH-abhängige Trennung der 2‘,3‘-Isomere und anschließende 

Inkubation bei pH 6.6, 7.5 8.0 und 8.5 für 24 h bei RT. 
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Trotz einer insgesamt dreitägigen Inkubation bei Raumtemperatur konnte bei pH 6.6 

keine Reequilibrierung beobachtet werden. Durch die Erhöhung des pH-Wertes, bei der 

die Transcarbamoylierung begünstigt wird, konnten hingegen bereits nach 24 Stunden 

die Reequilibrierung der Isomere gesteigert werden. Da unter physiologischen 

Bedingungen bei einem pH-Wert von 7.5 kein reines Isomer erhalten werden konnte und 

die Isomere ein unterschiedliches Bindeverhalten gegenüber Ras aufweisen könnten, 

wurden zudem die dGTP-Derivate hergestellt (Abb. 15c).113-114  

 

3.2.3 NMR-Untersuchungen 

Eine Charakterisierung von Nukleotidderivaten umfasst in der Regel chromatographische 

und spektrale Techniken, um neben einer eindeutigen Strukturzuordnung auch den 

Reinheitsgrad zu bestimmen. Die Aufnahme eindimensionaler 1H-NMR-Spektren neu 

synthetisierte Nukleotidanaloga gehört mittlerweile zur gängigen Praxis und eine 

eindeutige Zuordnung von 1H-NMR-Signale kann unter Berücksichtigung von 

zweidimensionalen NMR-Spektren (COSY (engl.: correlated spectroscopy) oder 

NOESY (engl.: nuclear overhauser enhancement spectroscopy)) erfolgen. Für die 

Aufnahme eines 1H-NMR-Spektrum werden typischerweise 10 mM des Nukleotids als 

Natriumsalz in neutralem D2O verwendet, wobei DSS als interner Standard verwendet 

wird. Der pH-Wert der zu untersuchenden Nukleotidlösung kann mit NaOD oder DCl 

eingestellt werden. Typischerweise werden die Spektren bei 35 bis 40 °C aufgenommen, 

um eine Überlagerung des restlichen H2O-Signals mit dem Ribosering zu vermeiden.116 

Eine nützliche Referenz für standardmäßige 1H-chemische Verschiebungen und 

Kopplungskonstanten von zahlreichen Nukleotiden wurde von Son und Chachaty bereits 

im Jahre 1977 publiziert, so bspw. für Guanosinnukleotiden, die mit einem inhouse 

erzeugten 1H-NMR-Spektrum von kommerziell erhältlichem GDP übereinstimmen 

(Abb. 17).116  
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Abbildung 17 | NMR-Untersuchungen von GDP. (a) Chemische Verschiebungen von 

Guanosinnukleotiden-Protonen nach Son und Chachaty et al. (1977); (b) 1H-NMR-Spektrum von GDP in 

ddH2O bei 40 °C. Als Referenz wurde DSS verwendet.  

 

In der Vergangenheit hat sich die Aufnahme von 1H-NMR-Spektren zudem als ein 

nützliches Werkzeug zum Verständnis des chemischen Gleichgewichts zwischen 2‘, 3‘-

Estern und Carbamaten des Riboseringes erwiesen. Dabei wurden die Anteile an 2‘- und 

3‘-Isomeren durch Messung der relativen Fläche unter den Resonanzsignalen für H8, 

H1‘, H2‘ und H3‘ bestimmt. Mahmood et al. (1987) und Cremo et al. (1990) konnten 

anhand von 1H-NMR-Spektren das in der Literatur beschriebene Isomerenverhältnis 

sowohl für Riboseester als auch Carbamate bestätigen.108, 117 

Um das Isomerenverhältnis der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten 2‘,3‘-

Nukleotidanaloga zu charakterisieren wurden nach dem zuvor beschriebenen Protokoll 

exemplarisch eine Probe von Acetyl-edaGDP (8d) vorbereitet und ein 1H-NMR-

Spektrum bei 500 MHz und 40 °C aufgenommen. Um eine eindeutige Zuordnung der 

Signale für das 2‘-und 3‘-Isomer zu ermöglichen wurde zudem ein NOESY-Spektrum 

aufgenommen. Das NOESY-Experiment ermöglicht dabei die Auflösung von 

koppelnden Protonen, die zwar über viele Bindungen voneinander getrennt sind, sich aber 

in räumlicher Nähe befinden.118 Mit Hilfe der aufgenommenen NMR-Spektren konnte 

das Vorliegen von zwei verschiedenen Spezies bestätigt werden, da für jedes Proton zwei 

spezifische Resonanzsignale beobachtet werden konnten (Abb. 18). Durch Integration 

der relativen Fläche unter dem Resonanzsignal für H8 wurde das Isomerenverhältnis 

bestimmt und auf diese Weise etwa 60 % des 3‘-Isomers und 40 % des 2‘-Isomers 

beobachtet. Neben den spezifischen Resonanzsignalen für das Nukleotidgrundgerüst 

konnten ebenfalls zwei charakteristische Signale für die Acylgruppe der einzelnen 

Isomeren detektiert werden, die das zuvor bestimmte Isomerenverhältnis bestätigten.  
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Die charakteristischen Signale für den eda-Linker konnten jedoch nicht eindeutig 

identifiziert werden, da bei der Aufreinigung der Nukleotide mit dem TEAB-Puffer die 

entsprechenden TEA-Salze generiert wurden, deren Signale die eda-Signale überlagern. 

Durch eine anschließende Umwandlung der TEA-Salze in die entsprechenden Na+-Salze 

konnte ebenfalls kein Spektrum erhalten werden, die eine Zuordnung der Signale für den 

eda-Linker ermöglichten, sodass dieser Ansatz verworfen wurde. In Kombination mit der 

Aufnahme eines hochaufgelösten Massenspektrums konnte die Identifikation von Acyl-

edaGDP (8d) jedoch eindeutig bestätigt werden. Kürzlich publizierten Huecas et al. 

analoge Spektren für mant-GTP, die mit den hier erhaltenen Ergebnissen 

übereinstimmen.119 

 

Abbildung 18 | NMR-Untersuchungen von Acetyl-edaGDP (8d). (a) 1H-NMR-Spektrum von Acetyl-

edaGDP aufgenommen bei 500 MHz und 40 °C; (b) NOESY-Spektrum von Acetyl-edaGDP aufgenommen 

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

Nach der erfolgreichen Synthese der geplanten Guanosinnukleotidderivate erfolgte die 

biochemische Charakterisierung der Verbindungen. Aufgrund der sehr hohen Affinitäten 

der natürlichen Nukleotide GDP und GTP gegenüber Ras ist eine detaillierte 

biochemische Evaluierung Nukleotid-kompetitiver Inhibitoren nicht trivial.15 Jeganathan 

et al. postulierten einen Arbeitsablauf für die Charakterisierung potenzieller Nukleotid-

kompetitiver Inhibitoren von Ras-Proteinen.103 Demnach ist im Falle von kovalenten 

Nukleotid-kompetitiven Inhibitoren ebenfalls eine detaillierte Bestimmung der 

reversiblen Affinitäten der generierten Nukleotidanaloga essentiell, um Verbindungen zu 

entwickeln, die in vivo mit den unmodifizierten Nukleotiden GDP und GTP konkurrieren 

können.  

Im folgenden Kapitel wird die detaillierte biochemische und kinetische Charakterisierung 

der zuvor generierten Nukleotidanaloga beschrieben. Nachdem die für die biochemische 

Charakterisierung genutzten verkürzten KRas-Konstrukte erfolgreich exprimiert und 

aufgereinigt wurden, sollte zunächst das kovalente Bindeverhalten der Nukleotidderivate 

über massenspektrometrische Untersuchungen untersucht werden. Der Einfluss des 

eingeführten Linkers sollte anschließend über eine detaillierte kinetische Untersuchung 

sowie mittels GEF-katalysierten Nukleotidaustausch und GAP-stimulierter GTP-

Hydrolyse bestimmt werden.  

 

3.3.1 Proteinexpression und -reinigung der verkürzten KRas-

Konstrukte  

Die für die biochemische Charakterisierung verwendeten KRas1-169-Konstrukte, die nicht 

über die drei Oberflächencysteine C51, C80 und C118 verfügen (Cys-light)47, wurden 

zunächst mit dem bereits in der Arbeitsgruppe etablierten Protokoll exprimiert und 

gereinigt (Abb. 19). Nachfolgend sind die Proteinexpression und -reinigung der 

verkürzten Konstrukte exemplarisch für KRasG13C1-169 (Cys-light) gezeigt. Die 

Reinigung vom WT sowie von der G12C-Mutante wurden analog durchgeführt.* 

 
* Durchführung der Expression und Reinigung der KRas1-169-Konstrukte von Andreas Arndt (technischer 

Assistent der AG Rauh, TU Dortmund) und B.Sc. Paul Siebers (studentische Hilfskraft der AG Rauh, TU 

Dortmund). 
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Abbildung 19 | Reinigungsprotokoll für die KRas1-169-Konstrukte. Nach der Isolierung der KRas-

Proteine über eine Nickel-Affinitätschromatographie (Ni-AC) wurde über Nacht eine Dialyse bei 

zeitgleicher Abspaltung des His6-tags durch die TEV-Protease durchgeführt. Nach einer zweiten reversen 

Ni-AC sowie einer Ionenaustauschchromatographie (IEX) wurde eine Größenausschlusschromatographie 

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

 

Nach der erfolgreichen heterologen Expression in BL21 (DE3)-Zellen durch IPTG-

vermittelte Induktion wurden die Zielproteine zunächst aus dem geklärten Zelllysat 

mittels Ni2+-Affinitätschromatographie (Ni-AC) isoliert. Die N-terminal mit einem 

Hexahistidin-tag versehenen Zielproteine interagieren dabei mit den Ni2+-Ionen der 

Säulenmatrix und können durch Anlegen eines linearen Imidazol-Gradienten von der 

Säule eluiert werden. Die Fraktionen des Eluats wurden mittels SDS-PAGE analysiert, 

wobei eine Bande für das Zielproteins auf einer Höhe von etwa 21 kDa zu beobachten 

war (Abb. 20).  

 

 

Abbildung 20 | Erste Ni2+-Affinitätschromatographie. (a) Chromatogramm der ersten Ni-AC von 

KRasG13C1-169 (Cys-light) (blau: Absorption bei 280 nm; grün: Anteil des Imidazol-haltigen 

Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (1: Fraktionen des ersten 

Eluatpeaks, M: Marker Unstained SDS-PAGE Standards, broad range). 

 

Die Zielprotein-enthaltenen Fraktionen (Eluatpeak 1) wurden vereinigt und zur 

Abspaltung des His6-tags über Nacht in Gegenwart von TEV-Protease dialysiert. Eine 

zweite reverse Ni-AC wurde zur Abtrennung der TEV-Protease sowie des 

ungeschnittenen Proteins durchgeführt und das geschnittene Protein, konnte erfolgreich 

im Durchfluss der Säule aufgefangen werden (Abb. 21).  
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Abbildung 21 | Reverse Ni2+-Affinitätschromatographie. (a) Chromatogramm der zweiten reversen Ni-

AC von KRasG13C1-169 (Cys-light) (blau: Absorption bei 280 nm; grün: Anteil des Imidazol-haltigen 

Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (Ni1: vereinigte 

Eluatfraktionen der ersten Ni-AC, TEV: TEV-Protease, Ü: Überstand, P: Pellet, E: Eluat, M: Marker 

Unstained SDS-PAGE Standards, broad range). 

 

Mit einer daran anknüpfenden Ionenaustauschchromatographie (IEX) wurden die 

Proteine weiter gereinigt. Die Elution der Ras-Proteine erfolgte durch einen linearen 

Gradienten unter Erhöhung der NaCl-Konzentration. Die erhaltenen Fraktionen des 

ersten Eluatpeaks wurden mittels SDS-PAGE analysiert, wobei eine Anreicherung des 

Proteins, welches eine Größe von etwa 19 kDa aufweist, zu beobachten war (Abb. 22). 

 

 

Abbildung 22 | Ionenaustauschchromatographie. (a) Chromatogramm der IEX von KRasG13C1-169 

(Cys-light) (blau: Absorption bei 280 nm; grün: Anteil des Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der 

IEX mittels SDS-PAGE (1: Fraktionen des ersten Eluatpeaks, M: Marker Unstained SDS-PAGE Standards, 

broad range). 

 

Die Zielprotein-enthaltenen Fraktionen (Eluatpeak 1) wurden vereinigt und abschließend 

über eine Größenausschlusschromatographie (SEC) der Größe nach aufgetrennt, um 

verbliebene Verunreinigungen abzutrennen und die Proteine in monomerer Form zu 
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erhalten. In allen mittels SDS-PAGE analysierten Fraktionen des Eluatpeaks konnte das 

Zielprotein in hoher Reinheit beobachtet werden (Abb. 23).  

 

 

Abbildung 23 | Größenausschlusschromatographie. (a) Chromatogramm der SEC von KRasG13C1-169 

(Cys-light) (blau: Absorption bei 280 nm); (b) Analyse der Fraktionen der SEC mittels SDS-PAGE (1: 

Fraktionen des ersten Eluatpeaks, M: Marker Unstained SDS-PAGE Standards, broad range). 

 

Mithilfe des zuvor etablierten Reinigungsprotokolls konnten alle drei KRas1-169-

Konstrukte erfolgreich über insgesamt vier chromatographische Arbeitsschritte in hoher 

Reinheit erhalten werden, wobei je nach Konstrukt zwischen 0.5 und 2 mg pro Liter 

Expressionskultur gewonnen werden konnten. Für eine eindeutige Zuordnung der 

gereinigten KRas-Proteine wurden zusätzlich Proben mittels ESI-Massenspektrometrie 

analysiert. Die dekonvolutieren Massenspektren korrelierten dabei mit dem theoretischen 

Molekulargewicht von KRas Wildtyp sowie der Mutanten (Abb. 24).  

 

 

Abbildung 24 | Massenspektren der KRas1-169-Konstrukte. Massenspektren von (a) KRasG13C1-169 

(Cys-light), MWberechnet: 19464 Da; (b) KRasG12C1-169 (Cys-light), MWberechnet: 19464 Da und 

KRasWT1-169, MWberechnet: 19440 Da. 

 

Die erfolgreich gereinigten KRas1-169-Konstrukte konnten anschließend neben 

Kristallisationsexperimenten (Kapitel 3.4) für die biochemische Charakterisierung der 

synthetisierten Nukleotidanaloga verwendet werden.   
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3.3.2 Massenspektrometrische Evaluierung  

Die erfolgreich gereinigten KRas1-169-Konstrukte konnten im Anschluss innerhalb von 

massenspektrometrischen Untersuchungen für den Nachweis einer irreversiblen 

Modifikation der Zielproteine durch die zuvor dargestellten Nukleotidanaloga genutzt 

werden, wobei bei einer erfolgreichen kovalenten Bindung eine Verschiebung des 

Massenspektrums um die jeweilige Masse der Bindungspartner zu erwarten ist. 

Die synthetisierten Acrylamid-Derivate wiesen eine selektive Bindung an KRasG13C 

auf, wohingegen bei der G12C-Mutante keine kovalente Modifikation beobachtet werden 

konnte (Abb. 25, Abb. A3).  

 

 

Abbildung 25 | pH-abhängige Evaluierung. (a, b) Massenspektren von KRasG13C1-169 (Cys-light) nach 

Inkubation mit 10 äq. der Acrylamid-Derivate edaGDP (8a), pdaGDP (8b) und bdaGDP (8c) bei pH 7.5 

und pH 9.5 für 24 h bei RT; (c-e) pH-anhängige Modifikation der KRas-Proteine mit edaGDP (schwarz), 

pdaGDP (rot) und bdaGDP (blau) für 24 h bei RT; (f, g) Massenspektren von KRasWT1-169 und 

KRasG12C1-169 (Cys-light) nach Inkubation mit den Acrylamid-Derivaten edaGDP (8a), pdaGDP (8b) und 

bdaGDP (8c) bei pH 9.5 für 24 h bei RT. 
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Dabei konnte nach einer 24-stündigen Inkubation der Acrylamid-Derivate (8a-8c) mit 

KRasG13C bei pH 7.5 lediglich eine geringfügige kovalente Modifikation beobachtet 

werden, die auch durch Erhöhung der Nukleotidäquivalente nicht gesteigert werden 

konnte (Abb. 25a). Um die Nukleophilie des Cysteins an der Position G13C zu erhöhen 

und somit die Ausbildung einer kovalenten Bindung der Acrylamid-Derivate zu fördern, 

wurde daraufhin der pH-Wert schrittweise erhöht. Mit steigendem pH-Wert konnte dabei 

eine verbesserte kovalente Modifikation von KRasG13C durch die Nukleotidanaloga 

detektiert werden. Bei einem pH-Wert von 9.5 konnte für alle Nukleotidanaloga eine fast 

vollständige Modifikation der G13C-Mutante nachgewiesen werden (Abb. 25b-e). Um 

die Spezifität der Reaktion gegenüber KRasG13C weiter zu untersuchen, wurden zudem 

massenspektrometrische Untersuchungen mit dem Wildtyp-Protein durchgeführt, 

welches im Gegensatz zu den zuvor verwendeten Cys-light Konstrukten zusätzlich über 

die oberflächenexponierten Cysteine (C51S/C80L/C118S) verfügt. Für KRasWT wurden 

nur bei sehr hohen pH-Werten im Bereich von pH 9 bis 9.5 eine geringe unspezifische 

kovalente Modifikation beobachtet, die jedoch im Vergleich zu der Modifikation von 

KRasG13C vernachlässigbar ist (Abb. 25c-f). Die generierten Acetamid-Derivate (8d-8f) 

hingegen, welche als Kontrollverbindungen dienten, zeigten weder eine Bindung an die 

Cystein-Mutanten noch an den Wildtyp (Abb. A4). 

Durch eine zeitaufgelöste Analyse der kovalenten Proteinmodifikation konnte zudem 

gezeigt werden, dass der eda-Linker im Gegensatz zum pda- und bda-Linker eine 

besonders effiziente Bindungsbildung aufweist, die vermutlich auf eine begünstigte 

Orientierung des warheads und/oder eine reduzierte Flexibilität des Linkers 

zurückzuführen ist. Dabei lag bereits nach etwa drei Stunden der Großteil des Proteins 

modifiziert vor, wohingegen die kovalente Modifikation im Falle von pda und bda einem 

linearen Verlauf folgte (Abb. 26a). Bei Verwendung von dGTP-Analoga war die Rate der 

kovalenten Proteinmodifikation im Falle des eda-Derivats weiter erhöht, was darauf 

hindeutet, dass eine Modifikation an der 3‘-Position der Ribose begünstigt ist und eine 

bessere Orientierung des warheads zum Cystein an Position 13 erlaubt (Abb. 26a). Bei 

der Inkubation von KRasG13C mit den GTP-Analoga konnte zudem beobachtetet 

werden, dass die GTP-Derivate nach erfolgter kovalenter Bindung im aktiven Zentrum 

von Ras zu den entsprechenden GDP-Derivaten hydrolysiert wurden, welches als Beleg 

für die vollständig native und katalytisch aktive Konformation der gereinigten Proteine 

(auch bei pH 9.5) über den Inkubationszeitraum gesehen werden kann (Abb. 26b).  
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Eine zeitaufgelöste Analyse der kovalenten Bindungsbildung entweder mit GDP- oder 

GTP-Derivaten führte zu vergleichbaren kovalenten Proteinmodifikationsraten 

(Abb. 26c). 

 

 

Abbildung 26 | Zeit-abhängige Evaluierung der kovalenten Modifikation von KRasG13C.  

(a) Zeitaufgelöste kovalente Modifikation von KRasG13C1-169 (Cys-light) mit den GTP und dGTP 

Acrylamid-Derivaten; (b) Zeitaufgelöste kovalente Modifikation von KRasG13C1-169 (Cys-light) nach 

Inkubation mit Acryl-edaGTP inklusive der schematischen Darstellung der GDP/GTP-Hydrolyse; (c) 

Vergleich der kovalenten Modifikation von KRasG13C1-169 (Cys-light) mit Acryl-edaGDP (8a) und Acryl-

edaGTP (8g).  

 

3.3.3 Kinetische Charakterisierung 

Für die nachfolgende kinetische Charakterisierung der erfolgreich synthetisierten 

Nukleotidanaloga und der Bestimmung des Einflusses der Linker an der 2‘,3‘-Position 

der Ribose wurden die reversiblen Affinitäten der Nukleotidanaloga gegenüber KRasWT 

im Vergleich zu unmodifiziertem GDP/GTP bestimmt. Ein Maß für die Affinität, mit der 

der Ligand an das Protein bindet, ist die sogenannte Dissoziationskonstante (KD), die sich 

aus dem Quotienten der Assoziations- und der Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante 
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(kon und koff) zusammensetzt. Je höher die Affinität eines Proteins zu einem Liganden ist, 

desto niedriger ist die entsprechende Dissoziationskonstante (Abb. 27).120 Die 

Bindungsaffinität wird durch nichtkovalente intermolekulare Wechselwirkungen, 

darunter Wasserstoffbrückenbindungen, elektrostatische und hydrophobe Interaktionen 

sowie Van-der-Waals-Kräfte beeinflusst. 

 

 

Abbildung 27 | Schematische Darstellung der reversiblen Protein-Liganden-Bindungsaffinität. Ein 

Maß für die Bindungsaffinität, mit der ein Ligand an das Protein bindet, ist die Dissoziationskonstante (KD), 

die sich aus den Geschwindigkeitskonstanten für die Assoziation (kon) und Dissoziation (koff) 

zusammensetzt. Der Kehrwert von KD wird als Assoziationskonstante (KA) bezeichnet.  

 

Die natürlichen Nukleotide GDP und GTP weisen Dissoziationskonstanten im 

pikomolaren Bereich gegenüber GTPasen auf, weshalb eine detaillierte kinetische 

Untersuchung bei der Entwicklung von Nukleotid-kompetitiven Inhibitoren essentiell 

ist.54-55, 103  

 

3.3.3.1 Bestimmung der Nukleotidassoziation 

Die Bestimmung der Kinetik der Nukleotidassoziation (kon), welche innerhalb weniger 

Sekunden vollständig abläuft, erfolgte unter Verwendung der stopped-flow Methode, die 

eine schnelle Vermengung der beiden Interaktionspartner bei der gleichzeitigen 

Aufnahme des Fluoreszenzsignals ermöglicht.54  

Für die Assoziation wurden zunächst 1 µM nukleotidfreies KRas* mit 2 µM mantdGDP 

gemischt, gefolgt von Kompetitionsexperimenten zwischen mantdGDP (2 μM) und 

zunehmenden Mengen konkurrierender Nukleotide (1, 2 und 6 μM), um die Assoziation 

der synthetisierten Nukleotidanaloga zu bestimmen. Die kompetitive Bindung zwischen 

mantdGDP und GDP führte dabei zu einer signifikanten Abnahme des 

Fluoreszenzsignals, da geringere Mengen mantdGDP durch die Kompetition mit dem 

nicht fluoreszenzmarkierten konkurrierenden Nukleotid an KRas binden können 

 
* Bereitstellung von nukleotidfreiem KRas durch Nathalie Bleimling (AG Goody, MPI Dortmund).  



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

48 

(Abb. 28a). Aus der zeitabhängigen Änderung der detektierten Fluoreszenz konnte durch 

Anpassung der Daten an ein zuvor beschriebenes Modell,15 bei dem sich nukleotidfreies 

KRas in einem Gleichgewicht zwischen einem bindungskompetenten und einem nicht-

kompetenten Zustand aufgrund der Instabilität von KRas in Abwesenheit von 

Nukleotiden befindet, die entsprechenden Assoziationskonstanten für GDP und analog 

für die synthetisierten Nukleotidanaloga bestimmt werden (Abb. 28, Tab. 2). 

 

 

Abbildung 28 | Kinetik der Nukleotidassoziation (kon). (a) Kompetitive Bindungsexperimente von GDP 

und mantdGDP; 1 μM KRas und 2 μM mantdGDP wurden in Abwesenheit (schwarze Kurve) oder in 

Anwesenheit von 1 µM (rot), 2 µM (blau) oder 6 µM (grün) konkurrierender Nukleotide in einem stopped-

flow-Instrument verwendet; (b) Die Bindungskurven wurden mit KinTek Explorer global an das 

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

(c, d, e) Kompetitive Bindungsexperimente zwischen mantdGDP und den GDP-, GTP- und dGTP-Analoga.  
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Die Assoziationskonstanten für die synthetisierten Nukleotidanaloga sind dabei 

vergleichbar mit denen der unmodifizierten Nukleotide, sodass geschlossen werden kann, 

dass der an Position 2‘,3‘ vorhandene Linker keinen Einfluss auf die Assoziation der 

Nukleotidderivate hat, welches bei der Entwicklung Nukleotid-kompetitiver Inhibitoren 

berücksichtigt werden muss.  

 

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

 Nukleotid eda pda bda 

kon 

[µM-1s-1] 

GDP 4.22 3.73 3.34 3.12 

GTP 5.23 4.39 3.36 4.21 

dGTP - 4.51 4.38 4.06 

 

 

3.3.3.2 Bestimmung der relativen Proteinaffinitäten 

Um die konkurrierende Bindung der modifizierten Nukleotide mit GDP/GTP weiter zu 

analysieren, wurden zudem die relativen Affinitäten der Nukleotidanaloga gegenüber 

RasWT mit einem HPLC-basierten Assay untersucht.  

Dabei wurde KRasWT:GDP mit gleichen Mengen edaGDP, pdaGDP oder bdaGDP 

gemischt und entweder für sieben Tage bei Raumtemperatur in Abwesenheit von EDTA, 

für 24 Stunden bei 4 °C in Gegenwart von 10 mM EDTA oder aber für eine Stunde bei 

Raumtemperatur in Gegenwart von katalytischen Mengen SOS inkubiert, um die Rate 

des Nukleotidaustauschs zu erhöhen. Nach den entsprechenden Inkubationszeiten wurden 

die ungebundenen Nukleotide durch einen Pufferaustausch entfernt und der 

Nukleotidzustand der Ras-Proteine durch isokratische HPLC-Läufe analysiert (Abb. 29). 

Durch die Integration der Flächen unter den entsprechenden Signalen für GDP und den 

entsprechenden Signalen für die Nukleotidanaloga nach verschiedenen Zeitpunkten 

wurde das relative Verhältnis der gebundenen Nukleotide der Ras-Proteine bestimmt. 

Sowohl in Abwesenheit von EDTA als auch in Anwesenheit von EDTA oder SOS 

konnten signifikante Mengen GDP durch die Nukleotidanaloga in der Bindungstasche 

von Ras verdrängt werden und es wurden nahezu 1:1 Verhältnisse von GDP- bzw. 

Nukleotidanaloga-gebundenem Zustand beobachtet. Die synthetisierten 

Nukleotidderivate weisen demnach ähnliche relative Affinitäten im Vergleich zu GDP 

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

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

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

EDTA für 7 d bei RT, in Gegenwart von 10 mM EDTA für 24 h bei 4 °C oder in Anwesenheit 0.5 µM SOS 

für 1 h bei RT inkubiert. Nach erfolgtem Pufferaustausch wurden die resultierenden Mischungen durch 

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

der HPLC-Analyse quantifiziert und die relativen Mengen nach der Entfernung der überschüssigen 

ungebundenen Nukleotide aufgetragen. 
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Anhand der mit dem HPLC-Assay ermittelten prozentualen Verteilung konnten im 

Anschluss die relativen Assoziationskonstanten (KrelA) für pdaGDP und bdaGDP 

berechnet werden. Die Überlagerung des GDP-Signals verhinderte hingegen eine exakte 

Bestimmung der relativen Assoziationskonstante für edaGDP. Eine ausführliche 

Berechnung der nachfolgend genannten Größen ist im Anhang aufgeführt (Kapitel 7.5).* 

Für pdaGDP und bdaGDP wurden KrelA-Werte von 0.30±0.04 bzw. 0.26±0.01 relativ zu 

GDP ermittelt. Mit Hilfe des von Jeganathan et al. beschriebenen KD-Werts für GDP von 

2.5 pM konnten schließlich nach Bestimmung der KA-Werte die entsprechenden 

Dissoziationskonstanten berechnet werden (Tab. 3).103 Die koff,-Werte, welche unter 

Berücksichtigung der mittels stopped-flow Spektroskopie ermittelten kon-Werte berechnet 

werden konnten, liegen analog zu GDP in der Größenordnung von 10-5 s-1 (Tab. 2, 

Tab. 3). Sowohl für pdaGDP als auch bdaGDP wurden KD-Werte im einstelligen 

pikomolaren Bereich berechnet, die mit dem Referenzwert von GDP vergleichbar sind. 

Der angeheftete Linker hat somit keine oder nur einen geringen Einfluss auf die 

Interaktion und die reversible Affinität der synthetisierten Nukleotidanaloga. Im 

Vergleich dazu weist das am β-Phosphat modifizierte SML-8-73-113 aufgrund fehlender 

essentieller Wechselwirkungen mit dem Protein und dem Mg2+-Ion einen KD-Wert von 

0.14 µM auf.  

 

Tabelle 3 | Übersicht der berechneten kinetischen Parameter (KD, kon und koff) von pdaGDP und bdaGDP. 

Als Referenz sind ebenfalls die KD-Werte von GDP sowie dem Nukleotidanalogon SML-8-73-1 

aufgeführt.15, 103  

 
KD 

[pM] 

kon 

[µM-1s-1] 

koff 

[s-1] 

GDP 2.5 4.22 1.1x10-5 

pdaGDP 8.6 ±1.3 3.34 2.9x10-5 

bdaGDP 9.6 ±0.5 3.12 3.0x10-5 

SML-8-73-1 140000 - - 

 

 

  

 
* Die Berechnung der Dissoziationskonstanten erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Roger S. Goody 

(MPI Dortmund) sowie Dr. Matthias P. Müller (Akademischer Rat, AG Rauh, TU Dortmund).  



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

52 

3.3.4 GEF-katalysierter Nukleotidaustausch  

Anhand massenspektrometrischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die 

synthetisierten Acrylamid-Derivate der Nukleotidanaloga in der Lage sind über den 

Michael-Akzeptor irreversibel an KRasG13C zu binden. Im Folgenden sollte überprüft 

werden, ob die kovalente Bindung das Ras-Protein im entsprechenden Nukleotidzustand 

festsetzt oder ob trotz der kovalenten Bindung weiterhin ein Austausch des Nukleotids 

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

Hierfür wurden 5 µM der KRas-Proteine zunächst mit 10 µM mantdGDP gemischt und 

anschließend mit verschiedenen Konzentrationen von SOS* (0.25 µM und 0.5 µM) 

versetzt. Die Änderung der Fluoreszenzintensität ermöglichte anschließend über den 

gebundenen Nukleotidzustand der Ras-Proteine Rückschlüsse auf den GEF-katalysierten 

Nukleotidaustausch (Abb. 30). Im Fall von KRasWT und KRasG13C-edaGDP führte die 

Vorinkubation von KRas mit mantdGDP zu einem annähernd stabilen Fluoreszenzsignal. 

Im Gegensatz dazu wurde für G13C-Mutante im GDP-gebundenen Zustand auch in 

Abwesenheit von SOS ein signifikanter zeitabhängiger Anstieg des Fluoreszenzsignals 

beobachtet, was auf eine drastisch erhöhte intrinsische Nukleotid-Austauschrate 

zurückzuführen ist. Dieser Effekt, welcher ebenfalls bei KRasG13C:acetyledaGDP 

beobachtet werden konnte, wurde bereits von Hunter et al. für die G13D-Mutante 

beschrieben und trägt vermutlich zur Verschiebung der relativen Abundanz des inaktiven 

GDP-gebundenen und des aktiven GTP-gebundenen Zustands zugunsten der aktiven 

Form und somit zu einer gesteigerten Signalweiterleitung und dem onkogenen Effekt 

dieser Mutanten bei (Abb. 30c und e).51 Nach der Zugabe von SOS konkurrieren die zuvor 

gebundenen Nukleotide und das zugegebene fluoreszierende mantdGDP um die 

Bindungsstelle, und es konnte sowohl für KRasWT als auch für KRasG13C und 

KRasG13C:acetyledaGDP ein konzentrationsabhängiger Nukleotidaustausch über eine 

Erhöhung der Fluoreszenzintensität beobachtet werden (Abb. 30a,b und e). Im Falle der 

kovalent modifizierten G13C-Mutante hingegen konnte kein SOS-katalysierter 

Nukleotidaustausch festgestellt werden (Abb. 30c).  

KRasG13C-edaGDP ist somit aufgrund der kovalenten Bindung im inaktiven Zustand 

gefangen und eine onkogene KRasG13C-Signalweiterleitung wäre somit durch die 

kovalente Bindung vermutlich gehemmt.  

 

 
* Bereitstellung von SOS durch Nathalie Bleimling (AG Goody, MPI Dortmund).  
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Abbildung 30 | GEF-katalysierter Nukleotidaustausch-Assay. (a) Schematische Darstellung des GEF-

katalysierten Nukleotidaustausch-Assays; (b, c, d, e) SOS-katalysierter Nukleotidaustausch von 

KRasWT:GDP, KRasG13C:GDP, KRasG13C-edaGDP und KRasG13C:acetyledaGDP (Schritt 1), die mit 

einem Überschuss an mantdGDP (Schritt 2, blau hinterlegt) und anschließend mit 0.25 µM (rote Kurve) 

oder 0.5 µM (schwarz) SOS (Schritt 3, grau hinterlegt) versetzt wurden.  
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3.3.5 GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse  

Da zu diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden konnte, ob die GDP-Derivate bei 

der Zellaufnahme phosphoryliert werden und so eine Aktivierung des Signalwegs 

bewirken, wurde die GTP-Hydrolyse von kovalent modifiziertem KRasG13C-edaGTP 

und vergleichend von KRasWT:GTP als Kontrolle untersucht.  

Für die Charakterisierung der GAP-stimulierten GTP-Hydrolyse wurde KRasG13C1-169 

zunächst mit einem zehnfachen Überschuss an AcryledaGTP (8g) bei pH 9.5 kovalent 

modifiziert. Die kovalente Proteinmodifikation erfolgte dabei in Gegenwart von 50 mM 

EDTA, um die intrinsische GTP-Hydrolyse weitestmöglich zu unterdrücken (Abb. A5). 

Im Falle von KRasWT1-169 wurde hingegen ein Nukleotidaustausch mit GTP bei pH 7.5 

in Gegenwart von 50 mM EDTA durchgeführt (Abb. A6). Um nicht gebundenes 

Nukleotid zu entfernen wurden die Ras-Proteine anschließend unter Verwendung von 

Zentrifugalfiltereinheiten gewaschen. Die GTP-Hydrolyse wurde anschließend durch 

Zugabe von 2 mM MgCl2 in Abwesenheit oder Anwesenheit von Ras-GAP* gestartet. Zu 

bestimmten Zeitpunkten (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 und 120 Minuten) wurden Proben 

entnommen und der Nukleotidzustand der Ras-Proteine durch isokratische HPLC-Läufe 

(KRasWT:GTP) bzw. massenspektrometrische Analysen (KRasG13C1-169-edaGTP) und 

Integration der Fläche unter den entsprechenden GTP- und GDP-Signalen bestimmt 

(Abb. 31).  

 

 

Abbildung 31 | GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse (a) Die intrinsische (schwarz) und die GAP-stimulierte 

(rot) GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP wurde mittels ESI-MS bestimmt. (b) Die intrinsische 

(schwarz) und die GAP-stimulierte (rot) GTP-Hydrolyse von KRasWT:GTP wurde mittels HPLC 

gemessen. Während die GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse für KRasWT:GTP bereits bei katalytischen 

Mengen an GAP (GAP:Ras 1:1000, [GAP] = 0.005 µM) beobachtet werden konnte, setzte diese im Fall 

von KRasG13C-edaGTP erst bei höhere Mengen an GAP (GAP:Ras 1:1, [GAP] = 50 µM) ein.  

 
* Bereitstellung von GAP durch Dr. Amrita Rai (AG Goody, MPI Dortmund). 
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Durch die Auftragung der relativen Mengen von GTP (%) in Abhängigkeit von der Zeit 

konnten im Anschluss mit Hilfe von Origin die Halbwertzeiten (t1/2) für KRasG13C-

edaGTP sowie KRasWT:GTP bestimmt werden (Tab. 4).  

 

Tabelle 4 | Übersicht über die ermittelten Halbwertszeiten (t1/2) der intrinsischen sowie GAP-stimulierten 

GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP und KRasWT:GTP. Als Referenz ist ebenfalls die intrinsische 

Halbwertszeit der GTP-Hydrolyse von KRasG12C aufgeführt.121 

 
 

- GAP + GAP 

t1/2 

[min] 

KRasG13C 187 35 

KRasWT 126 16 

KRasG12C 300 - 

 

 

Die intrinsische GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP (t1/2 = 187 min) ist dabei 

vergleichbar mit der von KRasWT:GTP (t1/2 = 126 min) und sogar schneller als bei der 

KRasG12C-Mutante (t1/2 = 300 min).121 Die meisten KRasG12- und G13-Mutationen 

verhindern jedoch, dass das katalytische Arginin der GAPs die GTP-Hydrolyse 

verstärkt.49 Während die GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse für KRasWT:GTP bereits bei 

katalytischen GAP-Konzentrationen (GAP 1:1000, t1/2 = 16 min) zu beobachten ist, 

werden für KRasG13C-edaGTP höhere GAP-Mengen (GAP 1:1, t1/2 = 35 min) benötigt, 

welches vermutlich auf die nicht richtige Ausrichtung des Argininfingers von Ras-GAP 

aufgrund der vorliegenden Mutation zurückzuführen ist (Abb. 32a). Li et al. berichteten 

jedoch kürzlich, dass die GTPase-Aktivität von mutiertem G12- und G13-mutierten 

KRas-Proteinen durch Argininfinger-unabhängige GAPs verstärkt werden können. Ein 

Beispiel dafür ist RGS3, von dem man bisher annahm, dass es nur die GTP-Hydrolyse 

von heterotrimeren G-Proteinen stimuliert.121 Basierend auf der Alphafold-Struktur von 

RGS3,122-123 der Giα1-RGS3-Komplexstruktur (PDB: 1agr)124 sowie der Kristallstruktur 

des Ras-RasGAP-Komplexes (PDB: 1wq1)49 wurde daher ein Model des Ras-RGS3-

Komplexes erstellt,* aus dem ersichtlich wird, dass der katalytische Asparaginrest, der 

vermutlich die GAP-Aktivität von RGS3 vermittelt, vom P-loop weg orientiert ist und 

somit möglicherweise weniger durch Mutationen an Position 12 und 13 in Ras behindert 

wird (Abb. 32b).121  

 
* Modellierung des Ras-RGS3-Komplexes von Dr. Matthias P. Müller (Akademischer Rat, AG Rauh, TU 

Dortmund). 



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

56 

Der elektrophile Linker der generierten Nukleotidanaloga, welcher an der 2‘,3‘-Position 

der Ribose für eine kovalente Modifikation von KRasG13C eingebracht wurde, führt 

nach diesem Modell ebenfalls zu einem sterischen Konflikt mit dem katalytischen 

Argininfinger von Ras:GAP, welches die drastisch höheren benötigten GAP-Mengen 

erklären würde. In Gegenwart von RGS3 hingegen hat der Linker vermutlich keinen 

negativen Einfluss auf die korrekte Positionierung des katalytischen Asparaginrests und 

somit auf die GAP-vermittelte GTP-Hydrolyse (Abb. 32c).  

 

 

Abbildung 32 | Ras-RasGAP Komplex (a) Kristallstruktur des Ras-RasGAP Komplexes (PDB: 1wq1). 

Neben dem katalytischen Argininfinger wechselwirkt ebenfalls der in unmittelbarer Nähe befindliche 

Threoninrest mit der 3‘-OH-Gruppe der Ribose, welches ebenfalls die fehlende GAP-stimulierte GTP-

Hydrolyse erklären könnte; (b) Modelling des Ras-RGS3-Komplexes basierend auf der Alphafold-Struktur 

von RGS3, der Giα1-RGS3-Komplexstruktur (PDB: 1agr) sowie der Kristallstruktur des Ras-RasGAP-

Komplexes (PDB: 1wq1); (c) Strukturelle Überlagerung der Nukleotidbindetasche von Ras-RasGAP 

(PDB: 1wq1) und des modellierten Ras-RGS3 Komplexes. 

 

Zusammenfassend konnte jedoch gezeigt werden, dass KRasG13C nach einer kovalenten 

Modifikation mit den generierten Nukleosiddiphosphaten im inaktiven Zustand verbleibt, 

und selbst bei Reaktion von KRas mit Nukleosidtriphosphat innerhalb der Zelle das 

Protein durch die intrinsische GTP-Hydrolyse und möglicherweise in geringerem Maße 

durch die von GAPs wie RGS3 katalysierte Hydrolyse inaktiviert wird.  
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3.4 Strukturbiologische Untersuchungen 

Die Strukturaufklärung klinisch relevanter Zielproteine mittels Röntgenkristallographie 

ermöglicht neben der Auflösung der dreidimensionalen Struktur der Proteine die 

Aufklärung essentieller Wechselwirkungen zwischen Protein und Ligand und ist daher 

ein wichtiges Werkzeug der medizinischen Chemie. Die gewonnenen strukturellen 

Informationen über das Vorhandensein adressierbarer Bindetaschen oder im Falle von 

Ko-Kristallstrukturen über die Bindemodi von Liganden, ermöglichen dabei die rationale 

Entwicklung neuer Liganden mit optimierten Bindungseigenschaften.125  

Im folgenden Kapitel wird die Etablierung eines robusten Kristallisationssystems für die 

onkogene KRasG13C Mutante beschrieben, wobei das bereits in Kapitel 3.3.1 erwähnte 

verkürzte Kristallisationskonstrukt KRasG13C1-169, das nicht über die drei 

Oberflächencysteine C51, C80 und C118 (Cys-light) verfügt, verwendet wurde. 

 

3.4.1 Probenvorbereitung für die Kristallisation 

Da aus den zuvor gezeigten massenspektrometrischen Experimenten ersichtlich wurde, 

dass erst ab einen pH-Wert von 9.5 eine fast vollständige Modifikation von KRasG13C 

erzielt werden konnte, wurde das Protein für die Kristallisationsansätze zunächst mit 

einem zehnfachen Überschuss der Acryl-tragenden Nukleotidderivate für 24 Stunden bei 

Raumtemperatur und pH 9.5 inkubiert, wobei der Nukleotidaustausch in Gegenwart von 

EDTA begünstigt wurde (Abb. 25). Die kovalente Modifikation des Proteins wurde 

mittels ESI-MS überwacht und nach 24 Stunden wurde der Nukleotidaustausch durch 

Zugabe von Magnesiumchlorid beendet. Um überschüssige, nicht gebundene Nukleotide 

zu entfernen und zudem das Protein in den finalen Kristallisationspuffer zu überführen, 

wurde anschließend eine Größenausschlusschromatographie (SEC) durchgeführt 

(Abb. 33a,b). Die vereinten und konzentrierten Fraktionen wurden hinsichtlich einer 

erfolgreichen kovalenten Proteinmodifikation mittels ESI-MS überprüft, wobei für alle 

drei Linkerlängen eine fast vollständige Modifikation von KRasG13C beobachtet werden 

konnte (Abb. 33c).  
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Abbildung 33 | Probenvorbereitung für die Kristallisation. (a) Reinigungsprotokoll für kovalent 

modifiziertes KRasG13C1-169 (Cys-light). Nach erfolgter Reinigung der KRasG13C-Proteine (grau) wurden 

diese mit den Acrylamid-Derivaten edaGTP, pdaGDP und bdaGDP bei pH 9.5 für 24 h bei RT inkubiert 

und anschließend über eine zweite Größenausschlusschromatographie (SEC) überschüssiges Nukleotid 

entfernt; (b) Chromatogramm der SEC von KRasG13C-edaGDP (blau: Absorption bei 280 nm, rot: 

Absorption bei 252 nm); (b) Analyse der Fraktionen der SEC mittels SDS-PAGE (1: vereinigte Fraktionen 

des ersten Eluats, M: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10-250 kDa); (c) Massenspektren von 

KRasG13C1-169 (Cys-light) nach erfolgter Inkubation mit den Acrylamid-Derivaten edaGDP (schwarz), 

pdaGDP (rot) und bdaGDP (blau) bei pH 9.5. 

 

3.4.2 Proteinkristallographie 

Die Identifizierung von Kristallisationsbedingungen stellt eine besondere 

Herausforderung innerhalb des strukturbasierten Wirkstoffdesigns dar, da eine 

Vorhersage spezifischer proteinabhängiger Kristallisationsparameter bislang nicht 

möglich ist. Um für jedes Protein die optimalen Kristallisationsbedingungen zu ermitteln, 

muss daher auf umfangreiche Screening-Experimente unter Variation vieler 

verschiedener Parameter zurückgegriffen werden.126-127  
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Da zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit keine publizierten 

Kristallisationsbedingungen für die KRasG13C-Mutante vorhanden waren, wurden 

initiale Screening-Experimente mit kommerziell erhältlichen Proteinkristallisations-

Screens (JCSG Core I-IV Suites, PEGs und PACT) bei 4 °C und 20 °C mit der sitting 

drop Methode durchgeführt. Bei der auf Dampfdiffusion beruhenden Methode wird durch 

Zugabe eines Fällungsmittels (z.B. Polytehylenglykol (PEG) oder Ammoniumsulfat) und 

langsame Konzentrierung durch Übergang der Wassermoleküle aus dem Proteintropfen 

in das Reservoir (Konzentrationsunterschied) die Löslichkeitsgrenze der Proteine 

überschritten und es kommt unter idealen Bedingungen zur Ausbildung von 

Proteinkristallen. Neben der Apo-Form der KRas-Proteine wurden ebenfalls die mit den 

Nukleotidanaloga Acryl-edaGDP (8a), Acryl-pdaGDP (8b) und Acryl-bdaGDP (8c) 

modifizierten KRas-Proteine in verschiedenen Konzentrationen verwendet, um 

gegebenenfalls zu einer Stabilisierung des Proteins beizutragen und somit die 

Kristallisation zu fördern. Im Rahmen dieser Screening-Experimente konnte ein 

kristalliner Niederschlag vorwiegend bei 20 °C und ab einer Proteinkonzentration von 

etwa 60 mg/mL beobachtet werden, wohingegen die Vielzahl der Tropfen bei 4 °C klar 

geblieben ist. Bereits nach 24 Stunden konnte sowohl für KRas-edaGDP (0.2 M (NH4)F, 

20 % PEG3350) als auch für KRas-bdaGDP (0.2 M NaF, 20 % PEG3350) 

Kristallwachstum in fluoridhaltigen Kristallisationsbedingungen beobachtet werden. 

Während im Falle von KRas-edaGDP aus dem anfänglichen kristallinen Niederschlag 

über Nacht eine einzige Kristallplatte entstanden ist, konnten bei KRas-bdaGDP viele 

kleine stäbchenförmige Kristalle verzeichnet werden (Abb. 34a).  

Mit den identifizierten Kristallisationsbedingungen konnte dahingegen kein 

Kristallwachstum für das Apo-Protein beobachtet werden, welches vermutlich auf die 

fehlende Stabilisierung der Nukleotid-gebundenen inaktiven Konformation durch die 

kovalente Bindung der Nukleotid-Analoga zurückzuführen ist. Auch für pdaGDP, 

welches im Vergleich zu edaGDP und bdaGDP eine geringere Rate der kovalenten 

Proteinmodifikation aufweist, konnte kein Kristallwachstum beobachtet werden (Abb. 25 

und Abb. 26).  

Sowohl von KRas-edaGDP als auch von KRas-bdaGDP konnten an der Swiss Light 

Source (SLS) des Paul Scherrer Instituts (PSI) erfolgreich Datensätze mit Auflösungen 

zwischen 1.6 und 1.7 Å aufgenommen werden (Abb. 34b, Tab. A5).  
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Abbildung 34 | Kristallisation von KRasG13C. (a) Proteinkristalle von KRas-edaGDP (Reservoir-

Lösung: 0.2 M (NH4)F, 20 % PEG3350) und KRas-bdaGDP (Reservoir-Lösung: 0.2 M NaF, 20 % 

PEG3350 bei 20 °C nach d0 und d1; (b) Diffraktionsbild eines KRasG13C-Kristalls im Komplex mit 

edaGDP (links) und bdaGDP (rechts).  

 

Die von KRasG13C erhaltenen Kristalle weisen dabei die hexagonale Raumgruppe P63 

mit einem Molekül in der asymmetrischen Einheit auf, wie zuvor bereits von Ostrem et 

al. für die KRasG12C-Mutante publiziert wurde (PDB: 4l8g).47 Die vollständigen 

Datenstatistiken der erhaltenen KRasG13C-Kristallstrukturen sind im Anhang 

zusammengefasst (Tab. A5).* 

 
* Die Proteinkristallisation erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Matthias P. Müller (Akademischer Rat, AG 

Rauh, TU Dortmund).  



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

61 

3.4.3 Analyse der Komplexstruktur von KRasG13C mit edaGDP und 

bdaGDP 

Die in dieser Arbeit generierten Komplexkristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP 

(PDB: 7ok3) und KRasG13C-bdaGDP (PDB: 7ok4) ermöglichten einen detaillierten 

Einblick in den Bindemodus der kovalenten Nukleotid-basierten Verbindungen 

(Abb. 35).  

Die Röntgenkristallstrukturen der onkogenen KRasG13C-Mutanten sowohl im edaGDP- 

als auch im bdaGDP-gebundenen Zustand weisen eine hohe Ähnlichkeit zu den bereits 

publizierten KRasWT-Kristallstrukturen im inaktiven GDP-gebundenen Zustand (siehe 

bspw. PBD: 4obe) auf (Abb. 35a und b). Innerhalb der Nukleotidbindetasche ist das 

Nukleotidgrundgerüst sowie die kovalente Bindung für beide Nukleotidanaloga mit dem 

Cystein in Position 13 anhand der Elektronendichte gut aufgelöst, wobei jedoch nur die 

jeweiligen 3‘-Isomere von edaGDP und bdaGDP deutlich definiert sind (Abb. 35f und g). 

Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen der MS-Experimente überein, insofern 

diese für die dGTP-Derivate eine schnellere Rate der kovalenten Proteinmodifikation im 

Vergleich zu den gemischten Isomeren zeigten (Abb. 26a). Neben den hochkonservierten 

Wildtyp-Interaktionen zwischen Protein und Nukleotid bilden die Nukleotidderivate 

edaGDP und bdaGDP über den jeweiligen Linker zusätzliche Wasserstoff-

brückenbindungen mit Asp30 sowie einigen Wassermolekülen aus (Abb. 35c und e). 

Die Strukturanalyse bestätigte somit den erwarteten Bindemodus der Nukleotidanaloga 

und die hohe reversible Affinität, die mit den natürlichen Nukleotiden vergleichbar ist, 

und wird in weiteren Studien zur Gestaltung und Optimierung der Linker-Region dieser 

Analoga dienen. 
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Abbildung 35 | Kristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP und KRasG13C-bdaGDP. (a) 

Überlagerung der Kristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP (grau, P-loop: violett, switch-I: rot, switch-

II: blau, NKxD: grün, SAK: gelb, PDB: 7ok3) und KRasWT:GDP (weiß, PDB: 4obe); (b) Überlagerung 

der Kristallstrukturen von KRasG13C-bdaGDP (grau, P-loop: violett, switch-I: rot, switch-II: blau, NKxD: 

grün, SAK: gelb, PDB: 7ok4) und KRasWT:GDP (weiß, PDB: 4obe); (c) Detaildarstellung der 

Nukleotidbindetasche in KRasG13C-edaGDP; (d) Strukturelle Überlagerung der Nukleotidbindetasche 

von KRasWT:GDP und den kovalent gebundenen G13C-Mutanten; (e) Detaildarstellung der 

Nukleotidbindetasche in KRasG13C-bdaGDP; (f) 2Fo-Fc-Elektronendichtekarte (grau, r.m.s.d. = 1.0) und 

Fo-Fc Simulated Annealing Omit-Elektronendichtekarte (grün, r.m.s.d. = 2.5) von edaGDP; (g) 2Fo-Fc-

Elektronendichtekarte (grau, r.m.s.d. = 1.0) und Fo-Fc Simulated Annealing Omit-Elektronendichtekarte 

(grün, r.m.s.d. = 2.5) von bdaGDP. 
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3.4.4 Bestimmung der Mg2+-Affinität 

Im aktiven Zentrum der KRasG13C-Kristallstrukturen konnte interessanterweise kein 

Mg2+-Ion beobachtet werden, obwohl im Puffer eine Mg2+-Konzentration von 2 mM 

vorlag. Darüber hinaus führte ebenfalls das soaking von Kristallen des kovalenten 

KRasG13C-edaGDP-Komplexes in Gegenwart von 20 mM MgCl2 zu keiner Besetzung 

der Mg2+-Bindungsstelle. Da jedoch eine Metallkoordination für eine effiziente 

Nukleotidbindung essentiell ist und geprüft werden sollte, dass die Mg2+-Bindung nicht 

grundsätzlich durch die modifizierten Nukleotide beeinträchtigt ist, wurden daraufhin die 

Mg2+-Affinitäten für KRasG13C im Vergleich zum Wildtyp bestimmt.54, 128  

Um die Mg2+-Affinitäten der beiden KRas-Proteine zu vergleichen wurden analog zu den 

von John et al. beschriebenen Experimenten Fluoreszenztitrationen mit KRasG13C und 

KRasWT im mantdGDP-gebundenen Zustand durchgeführt (Abb. A7).54, 128 Dabei 

wurden 1 µM KRas:mantdGDP gegen steigende Konzentrationen an MgCl2 titriert (1, 

2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 und 25 µM) und die resultierenden Kurven durch Auftragung der 

relativen Fluoreszenzintensität gegen die MgCl2-Konzentration analysiert. Hierbei 

konnte keine Änderung der Mg2+-Affinität für die G13C-Mutante im Vergleich zum 

Wildtyp beobachtet werden (Abb. 36).  

 

 

Abbildung 36 | Mg2+-Affinitätsassay. (a, b) Fluoreszenz-Titration von KRasWT:mantdGDP oder 

KRasG13C:mantdGDP mit steigenden Konzentrationen von Mg2+ (1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 und 25 µM); 

(c) Die resultierenden Kurven wurden durch Auftragen der relativen Fluoreszenzintensität gegen die 

MgCl2-Konzentration analysiert. 

 

Die Ursache der fehlenden Mg2+-Ionen in den beobachteten Röntgenkristallstrukturen lag 

somit nicht in einer verminderten Fähigkeit des Proteins, Mg2+-Ionen zu binden. 

Vermutlich ist der Grund darin zu finden, dass der für die Kristallisation der KRasG13C-

Mutanten verwendete Kristallisationspuffer hohe Konzentrationen der Salze NH4F bzw. 
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NaF enthielt, welches vermutlich zu einer Ausfällung von schwer löslichem MgF2 führte 

und somit das Magnesium nicht mehr für die Bindung in der Nukleotidtasche verfügbar 

war. In der PDB sind zudem weitere Modelle von Ras zu finden, die ebenfalls kein Mg2+-

Ion in der Bindetasche besitzen. Auch hier lassen die publizierten 

Kristallisationsbedingungen vermuten, dass komplexierende und teils chelatierende 

Verbindungen (wie bspw. Citrat und Kakodylat) ähnliche Effekte hatten (PDB: 4m1o, 

4lyf, 4lyh, 4m21, 4m1s, 4m1t, 4m1t, 4m1y).47  

Der allgemeine Bindemodus der kovalenten Nukleotidanaloga und die bekannten 

Wechselwirkungen mit dem Ras-Protein sind jedoch im Wesentlichen identisch mit 

anderen bekannten Strukturen von Ras und kleinen GTPasen im Allgemeinen. 

 

3.4.5 Berechnung der pKa-Werte 

Während KRasG12C in der Vergangenheit erfolgreich adressiert wurde, ist die 

KRasG13C-Mutante bislang als Angriffsziel in der personalisierten Krebstherapie 

weitestgehend unerforscht. Dazu beigetragen haben vermutlich mitunter fehlende 

Kristallstrukturen von KRasG13C, welche basierend auf den strukturellen Informationen 

die rationale Entwicklung von selektiven KRasG13C-Inhibitoren ermöglichen. Mit den 

im Rahmen dieser Arbeit generierten Kristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP (PDB: 

7ok3) und KRasG13C-bdaGDP (PDB: 7ok4) sollten daher weitere Computer-gestützte 

Rechnungen hinsichtlich der Adressierbarkeit des Cysteins an Position 13 im Vergleich 

zum Cystein an Position 12 durchgeführt werden.  

Cysteine enthalten als einzige Aminosäure eine freie Thiol-Gruppe (-SH), die unter 

bestimmten Bedingungen mit einer Vielzahl an Elektrophilen reagieren kann.129 Die 

Reaktivität des Cysteins ist sehr komplex, im Wesentlichen jedoch von dem 

Deprotonierungsgrad des Thiols und damit einhergehend von dem pKa-Wert des Cystein-

Rests abhängig.130 Reaktivere Cysteine weisen dabei einen niedrigeren pKa-Wert und 

somit eine höhere Wahrscheinlichkeit, dass sich das Cystein im nukleophilen Thiolat-

Zustand befindet, auf. Demnach sind Cysteine mit niedrigeren pKa-Werten (bei 

entsprechendem pH) generell zugänglicher für eine kovalente Modifikation.131 Die 

Bestimmung der pKa-Werte von potentiell adressierbaren Cysteinresten ist jedoch bei der 

Entwicklung von kovalenten Inhibitoren für klinisch relevante onkogene Proteine nicht 

trivial.  
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Um die Reaktivität des Cysteins an Position 13 in KRasG13C zu untersuchen, wurden 

daher pKa-Berechnungen auf Basis der in dieser Arbeit generierten KRasG13C-

Kristallstrukturen durchgeführt. Als Vergleich wurden zudem die pKa-Werte für die 

KRasG12C-Mutante auf Grundlage bereits veröffentlichter Kristallstrukturen (PDB: 4ldj 

und 4l8g) berechnet.* Um bei diesen Berechnungen ebenfalls den Einfluss der negativen 

Ladung von GDP zu bestimmen, wurden Berechnungen sowohl in Abwesenheit als auch 

in Gegenwart eines Nukleotids im aktiven Zentrum durchgeführt. Bei den KRasG13C-

Strukturen wurden zudem vorab die Linker der Nukleotidanaloga entfernt, sodass für die 

pKa-Berechnungen alle Kristallstrukturen GDP sowie ein freies Cystein innerhalb der 

Nukleotidbindetasche aufwiesen (Tab. 5).  

Sowohl für die G12C- als auch für die G13C-Mutation konnte im GDP-gebundenen 

Zustand eine Verschiebung des pKa-Wertes um 1 bis 1.3 Einheiten im Vergleich zum 

nukleotidfreien Zustand beobachtet werden. Der Einfluss der negativen Ladung von GDP 

auf das Cystein in Position 12 bzw. 13 ist somit vergleichbar, obwohl sich Cys13 im 

Vergleich zu Cys12 auf dem P-loop näher an der Nukleotidbindetasche und somit näher 

an der negativen Ladung von GDP befindet. Generell deuten die Rechnungen an, dass die 

beiden Cysteine pKa-Werte in der gleichen Größenordnung (pKa: ~ 10) zeigen, wobei der 

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

 

Tabelle 5 | Übersicht der berechneten pKa-Werte der KRasG12C- und G13C-Mutanten in Gegenwart (+) 

und Abwesenheit (-) von GDP. Bei den G13C-Mutanten wurde der Linker entfernt, so dass alle 

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

 Kristallstruktur pKa Cys (12/13) 

KRas Mutante PDB Ligand + - Δ 

G13C 
7ok3 GDP (von edaGDP) 9.85 8.85 1.0 

7ok4 GDP (von bdaGDP) 9.85 8.85 1.0 

G12C 
4ldj GDP 10.65 9.35 1.3 

4l8g GDP 10.35 9.05 1.3 

 

Beide Cysteine sollten demnach bei einem physiologischen pH-Wert teilweise 

deprotoniert vorliegen und somit für eine kovalente Adressierung mit einem elektrophilen 

Acrylamid-modifizierten Inhibitor zugänglich sein.  

 
* Berechnung der pKa-Werte der KRasG12C- und KRasG13C-Mutante von M. Sc. Helge Vatheuer und 

Prof. Dr. Paul Czodrowski (AG Czodrowski, MPI Dortmund). 
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Da die generelle Adressierbarkeit der KRasG12C-Variante bereits in der Literatur 

beschrieben ist5-14 sind diese Experimente ein starkes Indiz, dass auch die KRasG13C-

Variante basierend auf den durchgeführten pKa-Berechnungen kovalent adressierbar sein 

sollte. Eine selektive Modifikation von KRasG13C konnte bereits erfolgreich mit den 

innerhalb dieser Arbeit synthetisierten Nukleotidanaloga gezeigt werden. Die Rate der 

kovalenten Proteinmodifikation war jedoch bei einem physiologischen pH-Wert recht 

gering und die G13C-Mutante lag nach 24 h nur zu etwa 20 % modifiziert vor. Bei 

höheren pH-Werten hingegen wurde das Protein vollständig modifiziert. 

Da eine Messung der pKa-Werte nicht trivial ist wurden hier die pKa-Werte auf Grundlage 

der generierten KRasG13C-Kristallstrukturen berechnet. Diese Berechnung ist im 

Allgemeinen nicht sehr exakt, jedoch zeigt ein Vergleich mit dem bewiesenermaßen 

adressierbaren Cystein in Position 12, dass auch das benachbarte C13 generell bei einem 

physiologischen pH-Wert adressierbar sein sollte. Um die Reaktivität der 

Nukleotidanaloga gegenüber KRasG13C zu steigern, ist daher vermutlich lediglich eine 

Optimierung des Linkers für eine bessere Ausrichtung des warheads notwendig.  

 

  



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

67 

3.5 Zellbiologische Charakterisierung 

Innerhalb der biochemischen sowie strukturbiologischen Charakterisierung der im 

Rahmen dieser Arbeit dargestellten Nukleotidanaloga konnte eine selektive Adressierung 

der klinisch relevanten KRasG13C-Mutante beobachtet werden. Aufbauend auf diesen 

vielversprechenden Ergebnissen der in vitro Untersuchungen, sollte im Anschluss die 

Wirksamkeit der generierten Nukleotidderivate in komplexeren, zellulären Systemen 

überprüft werden.  

Im folgenden Kapitel wird die detaillierte zelluläre Evaluierung der Nukleotidanaloga 

beschrieben. Neben der erfolgreichen Etablierung von artifiziellen zellulären 

Modellsystemen, die in Zukunft für die Charakterisierung mutantenselektiver KRas-

Inhibitoren genutzt werden können, sollten verschiedene Strategien für den Transfer der 

negativ geladenen Nukleotidderivate in KRasG13C mutierten Krebszelllinien getestet 

werden, darunter ein NTP-vermittelter Transfer sowie Elektroporation. Erst durch die 

Elektroporation intakter und in vitro modifizierter KRas-Proteine in Hela-Zellen konnte 

im Rahmen dieser Arbeit eine robuste Methode für eine initiale zelluläre 

Charakterisierung der dargestellten Nukleotidanaloga etabliert werden.  

 

3.5.1 Etablierung von artifiziellen KRas-abhängigen Zelllinien 

Aufgrund der limitierenden Verfügbarkeit von KRasG13C-abhängigen humanen 

Krebszelllinien sollten zunächst artifizielle KRas-mutierte Zelllinien, darunter Ba/F3 

sowie NIH-3T3 Zellen generiert werden, die eine Charakterisierung mutantenselektiver 

KRas-Inhibitoren ermöglichen.  

 

3.5.1.1 Ba/F3-Zellen 

Mit den murinen Ba/F3-Zellen sollte ein geeignetes Modellsystem zur Untersuchung des 

Einflusses einer mutantenspezifischen KRas-Inhibition auf die Zellproliferation generiert 

werden.*  

 
* Etablierung von KRas-abhängigen Ba/F3-Zellen im Rahmen der Bachelorarbeit von Sandra Koska (AG 

Rauh, TU Dortmund) in Zusammenarbeit mit M.Sc. Laura Depta (AG Rauh, TU Dortmund). 
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Ba/F3-Zellen sind murine Pro-B-Zellen, deren Überleben und Proliferation vom 

Wachstumsfaktor Interleukin-3 (IL-3) abhängig sind.132 Durch Einbringung eines 

Onkogens über retrovirale Transduktion wird jedoch ein IL-3-unabhängiges 

Zellwachstum in Abhängigkeit von dem eingeführten Onkogen induziert. Ba/F3-Zellen 

sind daher ein beliebtes Modellsystem für die Entwicklung und Charakterisierung von 

Inhibitoren zur zielgerichteten Adressierung eines Onkogens und finden besonders in der 

Kinaseforschung breite Anwendung.133 Neben der Generierung von diversen Kinase-

abhängigen Ba/F3-Zelllinien wurden von White et al. auch KRasG12D-abhängige Ba/F3-

Zellen beschrieben.134 Für die Charakterisierung der im Rahmen dieser Arbeit erzeugten 

KRasG13C-Nukleotidanaloga wurde daher ebenfalls versucht KRas-abhängige Ba/F3-

Zellen zu generieren. Neben der KRasG13C-Mutation für die Evaluierung der 

Nukleotidderivate wurde zudem die KRasG12C-Mutation in die Ba/F3-Zellen eingeführt, 

um die Mutantenselektivität der erzeugten Verbindungen zu überprüfen. Die seinerzeit in 

den klinischen Studien befindlichen KRasG12C-Inhibitoren AMG 510 und MRTX849 

sollten zur Kontrolle der Funktionalität und Selektivität der erzeugten Zellmodelle 

getestet werden. Eine schematische Übersicht zur Generierung der KRas-abhängigen 

Ba/F3-Zellen ist in Abbildung 37 dargestellt.  

 

 

Abbildung 37 | Schematische Darstellung des Protokolls zur Etablierung KRas-abhängiger Ba/F3-

Zellen. In HEK239T-Zellen wurden zunächst durch Co-Transfektion eines Verpackungs- (pCL-Eco) und 

Transferplasmids (pBabe) retrovirale Vektoren generiert, welche die mutierten Ras-Onkogene in das 

Wirtgenom der Ba/F3-Zellen einbauen. Durch einen anschließenden sukzessiven oder radikalen IL-3-

Entzug wurden IL-3-unabhängige Ba/F3-Zellen generiert, deren Überleben nun vom artifiziell eingeführten 

Onkogen abhängig ist.  
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Für die Erzeugung von KRasG12C und KRasG13C-abhängigen Ba/F3-Zellen, wurde 

zunächst der Virus für die anschließende retrovirale Infektion der Ba/F3 -Zellen in 

HEK293T-Zellen produziert. Neben dem Verpackungsplasmid (pCLEco) wurde jeweils 

ein Transferplasmid (pBabe), welches die mutierten KRas-Gene enthielten, über das 

Transfektionsreagenz TransIT-LT1 (Mirus Bio LLC) in HEK293T-Zellen 

eingebracht.135-136 Wohingegen der pBabe-KRasG12C-Vektor* (Addgene) kommerziell 

erhältlich war, musste für die Einbringung der G13C-Mutation zunächst eine 

ortsgerichtete Mutagenese ausgehend von dem kommerziell erhältlichen pBabe-

KRasWT-Vektor* (Addgene) erfolgen (Tab. A6, Abb. A11). Analog zu der Transfektion 

der pBabe-KRas-Vektoren wurde zudem der pBabe-mKate-Vektor†, der für das rot 

fluoreszierende mKate-Protein codiert, als visuelle Kontrolle der Infektion in HEK293T-

Zellen eingebracht. Nach insgesamt 72 Stunden konnte bei der Infektionskontrolle eine 

deutliche rote Fluoreszenz beobachtet werden, welches auf einer erfolgreiche 

Virusproduktion schließen lässt (Abb. 38b). Der retrovirale Virus der KRas-Ansätze 

wurde geerntet und die Ba/F3-Zellen direkt im Anschluss infiziert. Die anschließende 

Selektion der infizierten Ba/F3-Zellen mit Puromycin, welche nach erfolgreicher 

Infektion eine Resistenz gegenüber diesem Antibiotikum besitzen, führt zu einer leichten 

Reduktion der Zellzahl. Innerhalb der 7-tägigen Selektion sterben nicht-infizierte Zellen 

ab, welches auf eine erfolgreiche Transfektion und Selektion der infizierten 

Zellpopulation hindeutet (Abb. 38a).  

 

 

Abbildung 38 | Infektion und Selektion der Ba/F3-Zellen. (a) Zellzahlen vor und nach der Selektion der 

infizierten Ba/F3-Zellen mit Puromycin; (b) Infektionskontrolle mit dem rot fluoreszierenden mKate-

Protein nach 48 h und 72 h.  

 
* Bereitstellung von pBABE-KRasG12C sowie pBABE-KRasWT durch Channing Der (Addgene plasmid 

# 58901 und # 75282). 
† Bereitstellung von pBABE-mKate durch M.Sc. Melissa Lubeck (AG Rauh, TU Dortmund). 
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Um im Anschluss an die Selektion IL-3-unabhängige Ba/F3-Zellen zu generieren, die 

eine Abhängigkeit gegenüber der eingeführten Ras-Onkogene aufweisen, erfolgte der 

Entzug des Wachstumsfaktors. Neben einem radikalen Entzug, bei dem nach anfänglicher 

Kultivierung in Gegenwart von 10 ng/µL IL-3 der Wachstumsfaktor vollständig entzogen 

wurde, wurde ebenfalls ein sukzessiver Entzug angewendet, bei dem die IL-3-

Konzentration schrittweise von 10 ng/µL auf 5, 2.5, 1 und 0.1 ng/µL reduziert und IL-3 

anschließend vollständig entfernt wurde (Abb. 39a und b). Sowohl beim radikalen als 

auch beim sukzessiven IL-3-Entzug konnten nach einer anfänglichen Abnahme der 

Zellzahlen für KRasG12C und KRasG13C nach vollständigem IL-3-Entzug ein Anstieg 

der Zellzahlen für KRasG12C beobachtet werden. Somit deutete das Wachstum der 

KRasG12C-infizierten Ba/F3-Zellen auf eine erfolgreiche Transduktion mit dem 

KRasG12C-Gen und dem Erreichen einer onkogenen Abhängigkeit hin. Zur 

Charakterisierung und Identifizierung der KRasG12C erzeugten Ba/F3-Zellen wurde 

anschließend zum Nachweis des eingefügten KRas-Onkogens eine Western Blot-Analyse 

durchgeführt. Durch den mittels Western Blot nachgewiesenen HA-tag, welcher mit 

KRasG12C-Gen fusioniert auf dem pBabe-Vektor vorlag, konnte die erfolgreiche 

Einbringung des KRas-Gens in die Ba/F3-Zellen belegt werden (Abb. 39c). Neben der 

Western Blot-Analyse wurde zudem eine Genomisolierung und anschließende  

-sequenzierung der Ba/F3-Zellen durchgeführt, wodurch ebenfalls die erfolgreiche 

Generierung KRasG12C abhängiger Ba/F3-Zellen bestätigte werden konnte (Abb. A12). 

Somit konnte durch Einführung der KRasG12C-Mutation das fehlenden IL-3-Signal in 

Ba/F3-Zellen ersetzt werden. Im Falle der KRasG13C-Mutation konnten jedoch weder 

mit dem radikalen noch mit dem sukzessiven Entzug IL-3-unabhängige Ba/F3-Zellen 

erzeugt werden. KRasG13C besitzt daher möglicherweise ein zu geringes onkogenes 

Potential, welches für das Überleben der transformierten Ba/F3-Zellen nicht ausreichend 

ist. Somit konnte mit dem verwendeten Protokoll kein murines Ba/F3-Modellsystem zur 

Darstellung der onkogenen Abhängigkeit der KRasG13C-Mutante generiert werden, die 

eine nachfolgende Charakterisierung der im Rahmen dieser Arbeit erzeugten KRasG13C-

spezifischen Nukleotidanaloga ermöglichte. 
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Abbildung 39 | IL-3-Entzug. Zellzahlen der infizierten Ba/F3-Zellen während (a) des radikalen und (b) 

des sukzessiven IL-3-Entzugs für KRasG12C (grau) und KRasG13C (rot); (c) Western Blot-Analyse nach 

IL-3-Entzug der Ba/F3-KRasG12C-Zellen. 

 

Die Ba/F3-KRasG12C-Zellen konnten hingegen erfolgreich mit dem oben beschriebenen 

Protokoll generiert werden und wurden daher für die Testung selektiver KRasG12C-

Inhibitoren verwendet. Der Einfluss der KRasG12C-Inhibitoren auf die Zellproliferation 

der Ba/F3-KRasG12C-Zellen wurde zunächst mit dem kommerziell erhältlichen 

CellTiter-Glo (CTG) Assay (Promega) bestimmt. Als Kontrollen wurde neben der 

parentalen Ba/F3-Zelllinie ebenfalls die humane H358-Zelllinie verwendet, die eine 

KRasG12C-Mutation aufweist. Der CTG-Assay basiert dabei auf der Bestimmung der 

Anzahl lebender Zellen durch Quantifizierung von vorhandenem ATP, das ein Indiz für 

metabolisch aktive Zellen ist. Im Rahmen einer ATP-abhängigen Luciferase-

katalysierten Umsetzung von Luciferin zu Oxyluciferin wird dabei ein 

Lumineszenzsignal erzeugt, welches proportional zur vorhandenen ATP-Menge und 

somit zur Anzahl lebender Zellen ist.137  

Für den CellTiter-Glo®-Viabilitätsassay wurde zunächst der lineare Wachstumsbereich 

der verwendeten Zelllinien bestimmt, indem die Zellen in einer seriellen 

Verdünnungsreihe (0, 50, 200, 200, 400, 800, 1600, 3200 Zellen/well) ausplattiert und 

nach vier Tagen die Lumineszenz ausgelesen wurden.  
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Durch Auftragung der Lumineszenz gegen die verwendete Zellzahl/well konnte somit die 

optimale Zellzahl bestimmt werden. Aufgrund der unterschiedlichen Proliferationsraten 

der einzelnen Zelllinien wurden variierende Zellzahlen zwischen 100 und 800 Zellen/well 

ermittelt (Abb. 40a). Um im Anschluss die inhibitorische Wirksamkeit der getesteten 

Verbindungen auf die Proliferation der einzelnen Zelllinien mittels CTG-Assay durch 

Bestimmung der halbmaximale effektive Inhibitor-Konzentration (EC50) zu validieren, 

wurden die Zellen gemäß der ermittelten optimalen Zellzahl ausgesät und für vier Tage 

in Gegenwart der jeweiligen Inhibitoren (0.1 nM bis 30 µM) inkubiert. Neben 

KRasG12C-Inhhibitoren und von ARS-853 abgeleiteten CovClick-Fragmenten 

(Tab. A10)* wurden die Zellen mit einer Reihe von Referenzverbindungen behandelt, 

darunter panRas-†, PDEδ-‡, Kinase- und PARP-Inhibitoren. Die Zellen wurden zudem 

mit DMSO als Negativkontrolle sowie mit Staurosporin als Positivkontrolle inkubiert. 

Die ermittelten Lumineszenzen wurden auf diese Kontrollen normalisiert und Dosis-

Wirkungskurven generiert, anhand dieser der EC50-Wert als Maß für die zelluläre 

Aktivität der Verbindungen ermittelt wurde (Abb. 40b). Insgesamt konnte für die Ba/F3-

KRasG12C Zelllinie eine Sensitivität gegenüber einer KRasG12C-Inhibition im 

Vergleich zu der parentalen Ba/F3-Zelllinie beobachtet werden. Die inhibitorische 

Wirksamkeit der KRasG12C-Inhibitoren in den generierten Ba/F3-KRasG12C-Zellen 

korreliert dabei mit dem Entwicklungszeitpunkt dieser Verbindungen. Während die initial 

von dem Shokat-Labor entwickelten KRasG12C-Inhibitoren 9 und 12 keine selektive 

Aktivität in den G12C-mutierten Zelllinien aufwiesen, konnte jeweils eine gesteigerte 

zelluläre Potenz der klinischen Kandidaten AMG 510 und MRTX849 festgestellt werden. 

Dieser Trend, der den Erfolg der Optimierung der KRasG12C-Inhibitoren widerspiegelt, 

konnte auch in Experimenten mit den H358-Zellen beobachtet werden. Die 

vergleichsweise hohe Aktivität einiger Verbindungen in parentalen Ba/F3-Zellen ist 

hierbei vermutlich auf zytotoxische Effekte zurückzuführen. Die von ARS-853 

abgeleiteten CovClick-Fragmente wiesen keinerlei zelluläre Aktivität auf, welches die 

Wichtigkeit der Substituenten zur Ausbildung essentieller Protein-Ligand-

Wechselwirkungen verdeutlicht (Tab. A10). Bei den Referenzverbindungen konnten 

hingegen in parentalen sowie in G12C-mutierten Ba/F3-Zellen vergleichbare EC50-Werte 

beobachtet werden. 

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

Dortmund). 
† Synthese von panRas3144 durch M.Sc. Tobias Grabe (AG Rauh, TU Dortmund). 
‡ Bereitstellung des PDEδ-Inhibitors Deltarasin durch die AG Waldmann (MPI Dortmund).  
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Abbildung 40 | CellTiter-Glo®-Viabilitätsassay. (a) Zellzahloptimierung. Grafische Auftragungen der im 

CTG-Assay detektierten Lumineszenzsignale gegen die verwendete Anzahl an Zellen pro well zur 

Bestimmung der optimalen Zellzahlen für die parentalen Ba/F3-, die generierten Ba/F3-KRasG12C- und 

H358-Zellen; (b) Bestimmung der EC50-Werte verschiedener Referenzverbindungen und KRasG12C-

Inhibitoren für die parentalen Ba/F3-, die generierten Ba/F3-KRasG12C- und H358-Zellen. 

 

Um den Einfluss der KRasG12C-Inhibition auf die Ba/F3-KRasG12C-Zelllinie weiter zu 

untersuchen, wurden zudem Western Blot-Analysen mit den klinischen Kandidaten 

AMG 510 und MRTX849 angefertigt. Als Positivkontrolle wurde erneut die G12C-

mutierte H358-Zelllinie verwendet. Bei der Behandlung mit AMG 510 und MRTX849 

konnte sowohl in den Ba/F3-KRasG12C-Zellen als auch in den H358-Zellen eine 

konzentrationsabhängige Inhibition des nachgeschalteten Signalweges und eine 

Abnahme von pcRaf, pErk und pS6 beobachtet werden (Abb. 41).  
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Abbildung 41 | Zelluläre Charakterisierung der generierten Ba/F3-KRasG12C Zelllinie. Western 

Blot-Analyse in Ba/F3-KRasG12C und H358 nach Behandlung mit (a) AMG 510 und (b) MRTX849; (c) 

Quantifizierung der Phosphorylierungslevel verschiedener downstream-Proteine nach Behandlung mit den 

jeweiligen Inhibitoren.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit erfolgreich ein Modellsystem für die onkogene 

KRasG12C-Variante erzeugt werden, die eine vergleichende Validierung der 

Referenzverbindungen AMG 510 und MRTX849 ermöglichen.  

Eine onkogene Abhängigkeit der KRasG13C-Mutante in Ba/F3-Zellen konnte hingegen 

nicht generiert werden, welches eine Charakterisierung der zuvor erzeugten KRasG13C-

Nukleotidderivate ermöglichen würde. In zukünftigen Arbeiten können jedoch weitere 

Versuche hierzu mit der G13C-Variante wiederholt werden, um auch hier ein valides 

Modellsystem zu erhalten. 
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3.5.1.2 NIH-3T3-Zellen 

Da sich die Ba/F3-Zellen als kein optimales Modellsystem zur Darstellung einer 

onkogenen Abhängigkeit der KRas-Mutation herausstellten und die Generierung IL-3-

unabhängiger Ba/F3-KRasG13C-Zellen erfolglos blieb, wurden daraufhin  

NIH-3T3 Zellen als Modellsystem ausgewählt. Die NIH-3T3-Zellen sind aufgrund der 

relativ einfachen Transfektion und Empfindlichkeit gegenüber der Transformation durch 

Aktivierung des Ras-Signalweges ein beliebtes Zellsystem für die Charakterisierung der 

Eigenschaften von Ras-Onkogenen.138  

Für die Erzeugung KRas-transformierter NIH-3T3-Zellen wurden zunächst die KRas-

Gensequenzen mittels Restriktions-/Ligationsprotokoll in pcDNA-Vektoren eingebracht, 

die eine Expression der Gensequenzen unter Kontrolle des CMV-Promotors in murinen 

Zellen ermöglichen. Als Donorplasmide wurden die pBabe-Vektoren mit den 

entsprechenden KRas-Varianten (KRasWT, KRasG12C und KRasG13C) verwendet. Die 

pcDNA-Vektoren mCherry-C1 und mOrange-N1139 (Addgene) dienten als Zielplasmide, 

wobei die mCherry-Konstrukte als visuelle Transfektionskontrolle dienten und der 

Einbau in den mOrange-Vektor in der Expression von KRas-Proteinen ohne Fluoreszenz-

tag (untagged) resultierte.  

Mit Hilfe des LipofectamineTM 3000 Reagent Protocol (ThermoFisher Scientific) wurde 

im Anschluss die Transfektion der zuvor ausplattierten NIH-3T3-Zellen vorgenommen. 

Nach insgesamt 72 Stunden konnte für die mCherry-Kontrollkonstrukte eine deutliche 

rote Fluoreszenz beobachtet werden, welche auf eine erfolgreiche Transfektion der KRas-

Gene schließen ließ (Abb. 42).  

 

 

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

den rot fluoreszierenden mCherry-KRas-Konstrukten nach 72 h.  
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Aus den KRas-transformierten NIH-3T3-Zellen wurden im Anschluss Zelllysate 

generiert und Western Blots angefertigt, um Veränderungen der Phosphorylierungslevel 

von Proteinen, welche Ras nachgeschaltet sind, zu ermitteln. Nach erfolgter Transfektion 

konnte für alle KRas-Varianten mit und ohne tag eine Hochregulierung von pcRaf, pErk 

und insbesondere pS6 beobachtet werden, wohingegen das Phosphorylierungslevel von 

Akt nicht beeinflusst wurde. Eine gesteigerte Aktivierung der Ras-Signalkaskade konnte 

dabei von KRasWT über KRasG12C bis hin zu KRasG13C detektiert werden, welches 

die onkogenen Eigenschaften der jeweiligen Mutationen widerspiegelt. Das am N-

Terminus befindliche mCherry schien dabei trotz der relativen Größe in Bezug auf KRas 

selbst keinen Einfluss auf die Aktivierung der Ras-Signalkaskade zu haben (Abb. 43).  

 

 

Abbildung 43 | Zelluläre Charakterisierung der Ras-transformierten NIH-3T3-Zellen. (a) Western 

Blot-Analyse der Ras-transformierten NIH-3T3-Zellen. (b) Quantifizierung der Phosphorylierungslevel 

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

 

Mit dem hier verwendeten Protokoll zur Generierung Ras-transformierter NIH-3T3-

Zellen konnte ein geeignetes zelluläres Modellsystem zur Charakterisierung der 

onkogenen Eigenschaften von Ras-Mutationen generiert werden, welches zukünftig die 

Charakterisierung der intrazellulären on-Target-Inhibition mutantenselektiver KRas-

Inhibitoren im Arbeitskreis ermöglicht. Für die Evaluation der in dieser Arbeit 

generierten Nukleotidanaloga zur Adressierung von KRasG13C musste jedoch zunächst 

eine geeignete Methode für den aktiven Transport der negativ geladenen Nukleotid-

Derivate über die Zellmembran validiert werden. 



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

77 

3.5.2 Charakterisierung der Nukleotidanaloga in KRasG13C-mutierten 

Krebszelllinien 

Aufgrund der negativen Ladung sind Nukleotide nicht in der Lage, die Zellmembran zu 

passieren, sodass in zellbasierten Assays sowie in der klinischen Anwendung häufig die 

entsprechenden neutralen Vorstufen (Nukleoside oder Prodrug-Derivate) zum Einsatz 

kommen.140-141 Nach erfolgreicher Aufnahme sowie der chemischen und/oder 

enzymatischen Abspaltung biolabiler Schutzgruppen im Falle der Prodrug-Derivate 

werden intrazellulär biologisch aktive Metabolite nach sequenzieller Phosphorylierung 

durch entsprechende Kinasen generiert. Im Falle von unnatürlichen Nukleotidanaloga 

sind die Phosphorylierungsschritte aufgrund der Spezifität von Nukleosid/Nukleotid-

phosphorylierenden Kinasen nur bedingt effizient. Für die Charakterisierung der 

dargestellten Nukleotidanaloga wurden daher verschiedene Methoden für den aktiven 

Transport in KRasG13C-mutierte Zellen getestet. Neben einem NTP-Transporter, der 

selektiv an die Nukleotidanaloga bindet und diese in die Zelle schleust, wurden mittels 

Elektroporation reversible Risse in der Zellmembran erzeugt, die eine Aufnahme der 

dargestellten Nukleotidanaloga ermöglichen sollte.  

 

3.5.2.1 NTP-Transporter 

Mit Hilfe des von Zawad et al. entwickelten NTP-Transporters können biologisch aktive 

Nukleotide direkt in Zellen transportiert werden.142 Der NTP-Transporter besteht aus 

einem Rezeptor, der zunächst einen nicht-kovalenten Komplex mit einem Triphosphat-

Anion ausbildet, und einem zellpenetrierenden Linker, der anschließend einen Transport 

über die Zellmembran ermöglicht. Innerhalb der Zelle wird schließlich der komplexierte 

Triphosphat-Anteil von der Rezeptorstelle durch kompetitive Verdrängung mit den 

natürlich vorhandenen NTPs wie Adenosintriphosphat (ATP) freigesetzt (Abb. 44). 
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Abbildung 44 | NTP-Transporter. (a) Schematische Darstellung des hypothetischen 

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

Transporters, der über einen Triphosphat (TP)-Rezeptor sowie einen zellpenetrierenden Linker verfügt.  

 

Für die zelluläre Charakterisierung von Acryl-edaGTP (8g), welches in 

massenspektrometrischen Untersuchungen zu einer besonders effizienten Adduktbildung 

führte, wurden die Krebszelllinien H1355 und H1734 verwendet, die eine heterozygote 

KRasG13C-Mutation aufweisen (Abb. A13 und A14). Die KRasG13C-mutierten Zellen 

wurden mit verschiedenen Konzentrationen (10, 50, 100, 500 µM) einer 1:1 Mischung 

des NTP-Transporters und des Nukleotidderivats behandelt und zu Kontrollzwecken 

zusätzlich entweder mit 500 µM NTP-Transporter oder mit 500 µM von Acryl-edaGTP 

behandelt. Nach einer zehnminütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die 

Transporter-Mischung entfernt und die Zellen nach zweimaligem Waschen für weitere 

24 bis 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert bevor Zelllysate generiert wurden. 

Im Rahmen anschließender Western Blot-Analysen konnte sowohl in H1355-Zellen als 

auch in H1734-Zellen bei höheren Konzentrationen (100-500 µM) zum Teil eine 

dosisabhängige Runterregulierung der Phosphorylierung verschiedener downstream-

Proteine wie pcRaf, pAkt, pErk und pS6 beobachtet werden. Gleichzeitig konnte jedoch 

kein stabiles Phospho-Signal in den Kontrollproben, die entweder nur mit dem NTP-

Transporter oder Acryl-edaGTP behandelt wurden, beobachtet werden, sodass die 

Runterregulierung bei höheren Konzentrationen vermutlich auf toxische Effekte beruhten 

(Abb. 45).  
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Abbildung 45 | Zelluläre Charakterisierung der Nukleotidanaloga mittels NTP-Transporter. Western 

Blot-Analyse nach NTP-Transporter-vermittelte Aufnahme von 10-500 µM einer 1:1 Mischung des NTP-

Transporters und Acryl-edaGTP (8g) in (a) H1355-Zellen und (b) H1734-Zellen. Als Kontrolle wurden die 

Zellen zusätzlich entweder mit 500 µM NTP-Transporter oder mit 500 µM von Acryl-edaGTP behandelt. 

 

Insgesamt konnte mit Hilfe des NTP-Transporters aufgrund nicht signifikanter 

Veränderungen der Phosphorylierungslevel von nachgeschalteten Proteinen sowohl in 

H1355- als auch H1734-Zellen keine Charakterisierung der dargestellten 

Nukleotidanaloga vorgenommen werden. Die Interpretation der Daten ist aufgrund nicht 

definierter intrazellulärer Konzentration der Nukleotidanaloga sowie durch eine geringe 

Reaktivität dieser Verbindungen bei einem physiologischen pH-Wert derzeit nicht 

aussagekräftig. Nach erfolgter Optimierung des Linkers für eine bessere Ausrichtung des 

warheads, um eine effektive kovalente Bindung an KRasG13C in den Zellen auszubilden, 

sollte der NTP-Transporter-vermittelte Transport in zukünftige Untersuchungen zunächst 

mit Hilfe von Fluorophor-markierten Nukleotidderivaten wie zum Beispiel tamra-GTP 

oder mantGTP validiert werden. 
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3.5.2.2 Elektroporation 

Mit Hilfe der Elektroporation wird die Durchlässigkeit der Zellmembran durch Anlegen 

eines elektrischen Feldes erhöht, um Makromoleküle wie Nukleinsäuren (DNA/RNA) 

oder Proteine in Zellen einzuschleusen.143  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch Elektroporation von H1355-Zellen in Gegenwart 

von Acryl-edaGDP (8a) der Einfluss der Nukleotidanaloga auf die onkogene KRasG13C-

Signalweiterleitung untersucht. Infolge der durch elektrische Impulse entstandenen 

reversiblen Risse in der Zellmembran gelangen die Nukleotidanaloga in die KRasG13C-

mutierten Zellen und Veränderungen der Protein-Phosphorylierungslevel, welche Ras 

nachgeschaltet sind, wurden anschließend in den transfizierten Zellen mittels Westen Blot 

analysiert (Abb. 46).  

 

 

Abbildung 46 | Schematische Darstellung der Elektroporation von Nukleotidanaloga. Die KRasG13C-

mutierten Zellen wurden nach erfolgter Kultivierung geerntet und zusammen mit den NTPs elektroporiert. 

Nach einer 24-stündigen Recovery-Periode wurden für die anschließende zelluläre Charakterisierung 

Western Blots angefertigt.  

 

Da die für den Transfer verwendeten Parameter für die verschiedenen 

Elektroporationssysteme spezifisch sind, wurden zunächst Elektroporationsexperimente 

mit dem Fluorophor-markierten Nukleotidderivat tamra-edaGDP durchgeführt. Tamra-

edaGDP wurde über die zuvor beschriebene Syntheseroute dargestellt, wobei im letzten 

Schritt die tamra-Gruppe über die Kupplung an einen aktiven Ester eingeführt wurde 

(Kapitel 7.11).105  
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Für die Bestimmung der Nukleotidkonzentration wurden zunächst Elektroporations-

experimente in HeLa-Zellen durchgeführt, welche bereits als eine geeignete Zelllinie für 

Elektroporationen beschrieben wurde.144 Die HeLa-Zellen wurden unter Variation der 

Nukleotidkonzentration (0-500 µM) zwei aufeinanderfolgenden elektrischen Impulsen 

bei 1000 V und einer Dauer von 35 ms ausgesetzt, um einen Transfer von tamra-edaGDP 

über die in der Zellmembran erzeugten reversiblen Risse zu ermöglichen. Nach einer 24-

stündigen Recovery Periode wurden zur Bestimmung der optimalen 

Nukleotidkonzentration mikroskopische Aufnahmen angefertigt.* Erst bei einer 

Nukleotidkonzentration von 500 µM konnte ein rotes Fluoreszenzsignal beobachtet 

werden, welches auf einen erfolgreichen Transfer von tamra-edaGDP in HeLa-Zellen 

hindeutet (Abb. 47a). Neben der Nukleotidkonzentration müssen jedoch auch die 

Einstellungen des EP-Pulses (Spannung, Dauer und Anzahl der Wiederholungen) für 

entsprechende Experimente in den KRasG13C-mutierten H1355-Zellen optimiert 

werden. Bei einer gleichbleibenden Nukleotidkonzentration von 500 µM wurden daher 

anschließend Elektroporationsversuche in H1355-Zellen unter Variation der Spannung 

(800, 900 und 1000 V) durchgeführt, um einen geeigneten Kompromiss zwischen 

Zellviabilität und effizientem Nukleotidtransfer zu erreichen. Mit zunehmender 

Spannungsstärke konnte anhand eines steigenden Fluoreszenzsignals ein verbesserter 

Transfer von tamra-edaGDP in H1355-Zellen beobachtet werden. Zeitgleich konnte 

jedoch ebenfalls eine Abnahme der Zellviabilität bei hoher Spannung detektiert werden 

(Abb. 47b). Aufgrund des nur minimal geringer detektierten Fluoreszenzsignals und der 

deutlich verbesserten Zellviabilität bei einer geringeren Spannungsstärke wurde für die 

nachfolgenden Experimente mit den kovalenten KRasG13C-Nukleotidanaloga eine 

Spannung von 800 V verwendet. 

 

 
* Durchführung der Mikroskopie von Dr. Stefano Maffini (AG Musacchio, MPI Dortmund). 
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Abbildung 47 | Elektroporation von tamra-edaGDP. Zur Identifizierung der geeigneten Bedingungen 

wurden zunächst Elektroporationsexperimente mit tamra-edaGDP unter (a) Variation der 

Nukleotidkonzentration in HeLa-Zellen sowie (b) Variation der Spannung in H1355-Zellen durchgeführt; 

(c) Chemische Struktur von tamra-edaGDP.  

 

Für die Elektroporation wurden zunächst drei Millionen Zellen pro Experiment geerntet 

und gewaschen und in einem Elektroporationspuffer resuspendiert, der bereits 500 µM 

des kovalent bindenden KRasG13C-Inhibitor Acryl-edaGDP (8a) enthielt. Darüber 

hinaus wurden zudem das reversible Acetyl-edaGDP-Derivat (8d) als Kontrolle sowie 

ddH2O als zusätzliche Negativkontrolle verwendet.* Die einzelnen EP-Lösungen wurden 

zwei aufeinanderfolgenden elektrischen Impulsen bei 800 V und einer Dauer von 35 ms 

ausgesetzt, um einen Transfer der Nukleotidanaloga in die Zelle zu ermöglichen. Um 

nicht-internalisierte, membranassoziierte Proteine zu entfernen, wurden die Zellen 

anschließend gewaschen und in frisches Medium überführt. Nach einer 24- bzw. 48-

stündigen Recovery-Periode wurden Zelllysate generiert und Western Blots angefertigt, 

um Veränderungen der Phosphorylierungslevel von Proteinen, welche Ras 

nachgeschaltet sind, zu detektieren (Abb. 48). 

 
* Elektroporation und Western Blot-Analyse von Acryl-edaGDP in H1355-Zellen im Rahmen der 

Bachelorarbeit von Sandra Koska (AG Rauh, TU Dortmund). 
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Abbildung 48 | Zelluläre Charakterisierung der Nukleotidanaloga mittels Elektroporation. (a) 

Western Blot-Analyse nach Elektroporation von 500 µM Acryl-edaGDP (8a) und Acetyl-edaGDP (8d). 

Als Kontrolle wurde die Elektroporation mit ddH20-versetztem Puffer R durchgeführt; (b) Chemische 

Strukturen von Acetyl-edaGDP (8a) und Acryl-edaGDP (8d). 

 

Anhand der generierten Westen Blots konnte jedoch keine spezifische Inhibition der 

Signalkaskade der Ras nachgeschalteten Proteine durch Acryl-edaGDP beobachtet 

werden. Zwar erschien die Intensität der Banden nach einer 48-stündigen Recovery-

Periode schwächer, jedoch ist kein Unterschied zwischen Kontrolle, Negativkontrolle 

und Acryl-edaGDP erkennbar, sodass dies vermutlich auf eine verringerte Viabilität 

zurückzuführen ist.  

Somit konnte mit Hilfe der Elektroporation in KRasG13C-abhängige H1355-Zellen in 

Gegenwart kovalent bindender Nukleotidanaloga keine Abnahme von nachgeschalteten 

Proteinen beobachtet werden. Dies ist vermutlich zum einen auf die hohe intrazelluläre 

Konzentration von GDP und GTP sowie zum anderen auf eine unvollständige 

Adduktbildung bei dem hier vorliegenden physiologischen pH-Wert zurückzuführen. In 

zukünftigen Arbeiten sollten diese Experimente daher nach erfolgter Optimierung der 

Reaktivität der Nukleotidanaloga wiederholt werden.  

Um dennoch die Elektroporation als Werkzeug für die zelluläre Charakterisierung der 

Nukleotidanaloga auf die onkogene Signalweiterleitung der KRasG13C Mutante zu 

nutzen, wurden daher im Anschluss Elektroporationsexperimente mit rekombinant 

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

Da innerhalb der zuvor beschriebenen Elektroporationsexperimente mit den generierten 

Nukleotiden kein Effekt auf die onkogene Ras-Signalweiterleitung beobachtet werden 

konnte, sollten im Anschluss entsprechende Versuche mit rekombinanten KRas-

Varianten in HeLa-Zellen durchgeführt werden.  

Die für die zelluläre Evaluierung benötigten Volllängen-Proteine sollten dabei zunächst 

erfolgreich exprimiert und gereinigt werden, wobei die G13C-Mutation vorab mittels 

QuickChange-Mutagenese eingeführt wurde sollte. Eine nachfolgende selektive 

kovalente Modifikation der KRasG13C-Mutante sollte mit Acryl-edaGDP (8a), bei dem 

im Rahmen der massenspektrometrischen Experimente eine besonders effiziente 

Bindungsbildung beobachtet werden konnte, durchgeführt und mittels in vitro 

Farnesylierung sowie MS/MS-Studien nachgewiesen werden. Mittels Western Blot-

Analyse sollte abschließend die zelluläre Evaluierung der Nukleotidanaloga erfolgen, 

wobei neben KRasG13C-edaGDP als Kontrollen KRasWT, KRasG13C sowie 

KRasG13C:acetyledaGDP in HeLa-Zellen elektroporiert werden sollten.  

 

3.5.3.1 Proteinexpression und -reinigung sowie Labelling der Volllängenkonstrukte 

Da die Reinigung der verkürzten KRas-Konstrukte bereits erfolgreich in der 

Arbeitsgruppe etabliert worden war (Kapitel 3.3.1), wurde ein analoges 

Reinigungsprotokoll verfolgt, wobei aufgrund der hohen Reinheit des Proteins nach der 

zweiten Ni2+-Affinitätschromatographie auf eine Ionenaustauschchromatographie 

verzichtet wurde (Abb. 49).  

 

 

Abbildung 49 | Reinigungsprotokoll für die KRas-Volllängenkonstrukte. Nach der Isolierung der 

KRas-Proteine über eine Nickel-Affinitätschromatographie (Ni-AC) wurde über Nacht eine Dialyse bei 

zeitgleicher Abspaltung des His6-tags durch die TEV-Protease durchgeführt. Nach einer zweiten reversen 

Ni-AC sowie einer Größenausschlusschromatographie (SEC) wurde das reine Protein bis zur weiteren 

Verwendung bei -80 °C gelagert. Im Vergleich zu den verkürzten KRas-Proteinen konnte auf die 

Ionenaustauschchromatographie (IEX) im Reinigungsprotokoll verzichtet werden.  
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Die Reinigung der Volllängenkonstrukte ist im Anhang (Kapitel 7.12) sowohl für 

KRasWT als auch für KRasG13C, welches zunächst durch ortsgerichtete Mutagenese des 

KRas-Vollängenkonstruktes hergestellt werden musste, dargestellt (Tab. A7, Abb. A10).* 

Insgesamt konnten die Volllängenkonstrukte durch das optimierte Reinigungsprotokoll 

erfolgreich in hoher Reinheit erhalten werden. Abschließende massenspektrometrische 

Untersuchungen bestätigten die Identität der aufgereinigten KRas-Konstrukte (Abb. 50). 

 

 

Abbildung 50 | Massenspektren der KRas-Volllängenkonstrukte. Massenspektren von (a) KRasG13C 

(MWberechnet: 21664 Da) und (b) KRasWT (MWberechnet: 21618 Da). 

 

Die erfolgreich gereinigten KRas-Volllängenkonstrukte konnten anschließend für die 

zelluläre Evaluierung der synthetisierten Nukleotidanaloga mittels Elektroporation 

verwendet werden, wobei die G13C-Mutante zunächst kovalent mit den 

Nukleotidanaloga modifiziert werden musste. Im Gegensatz zu den verkürzten KRas1-169-

Konstrukten verfügen die Volllängenkonstrukte neben den Oberflächencysteinen C51, 

C80 und C118 innerhalb der hypervariablen Region (HVR) am C-Terminus über ein frei 

zugängliches Cystein. Durch posttranslationale Farnesylierung des in der sogenannten 

CAAX-Box vorkommenden Cysteins wird die für die Aktivität von Ras-Proteinen 

wichtige Lokalisation an der Plasmamembran vermittelt. Um demnach unerwünschte 

unspezifische kovalente Modifizierungen des Cysteins der CAAX-Box sowie der 

zusätzlichen Oberflächencysteine bei hohem pH-Wert zu verhindern, wurde zunächst ein 

Nukleotidaustausch bei pH 7.5 in Gegenwart von EDTA durchgeführt. Der 

Nukleotidaustausch wurde dabei mit einem zehnfachen Überschuss an Acryl-edaGDP 

(8a) für je drei Stunden bei 4 °C durchgeführt, da dieser Inhibitor in den vorherigen 

massenspektrometrischen Untersuchungen eine besonders effiziente Adduktbildung 

zeigte.  

 
* Expression und Aufreinigung der KRas-Volllängenkonstrukte im Rahmen der Bachelorarbeit von Sandra 

Koska (AG Rauh, TU Dortmund) in Zusammenarbeit mit Nadine Schmidt (technische Assistentin, AG 

Rauh, TU Dortmund). 
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Durch die anschließende Zugabe von Magnesiumchlorid wurde der Nukleotidaustausch 

beendet und anschließend überschüssiges Nukleotid unter Verwendung von 

Zentrifugenfiltereinheiten entfernt. Nach erfolgreichem Nukleotidaustausch bei pH 7.5 

lag bereits ein kleiner Teil (~10 %) der Ras-Proteine kovalent modifiziert vor, welches 

mit den vorangegangenen pH-abhängigen massenspektrometrischen Analysen 

korrespondiert (Abb. 51a). Der pH-Wert wurde anschließend auf pH 9.5 erhöht, um die 

kovalente Bindungsbildung zwischen dem Nukleotidanalogon und Cys13 zu 

begünstigen. Um das Protein anschließend wieder in einen Puffer mit physiologischem 

pH zu überführen und eventuell aggregiertes Protein abzutrennen, wurde eine 

Größenausschlusschromatographie durchgeführt (Abb. 51b).  

 

 

Abbildung 51 | Labelling-Experimente mit dem Volllängenkonstrukt KRasG13C. (a) Schematische 

Darstellung der kovalenten Modifikation von KRasG13C. Der Nukleotidaustausch wurde in Gegenwart 

von EDTA bei pH 7.5 durchgeführt, gefolgt von der kovalenten Modifikation von KRasG13C bei pH 9.5, 

um unerwünschte Modifizierung anderer Cysteine und insbesondere des Cysteins der CAAX-Box zu 

verhindern. Der Nukleotidaustausch und die kovalente Proteinmodifikation wurden mittels ESI-MS 

kontrolliert; (b) Chromatogramm der Größenausschlusschromatographie (SEC) von KRasG13C-edaGDP 

(blau: Absorption bei 280 nm, rot: Absorption bei 252 nm) und die anschließende Analyse der Fraktionen 

der SEC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder; 1: vereinigte Fraktionen). 
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3.5.3.2 in vitro Farnesylierung 

Nach der erfolgreichen kovalenten Modifikation von KRasG13C mit Acryl-edaGDP 

wurde zur Überprüfung der Position der kovalenten Proteinmodifikation eine in vitro 

Farnesylierung durchgeführt.* Hierbei sollte überprüft werden, ob eine unspezifische 

Modifizierung des Cysteins der CAAX-Box stattgefunden hat. 

Die Ras-Proteine wurden dabei in Gegenwart von Farnesylpyrophosphat (FPP) und der 

Farnesyltransferase (FTase), die die Übertragung eines Farnesylrests von FPP auf das 

Cystein innerhalb der CAAX-Box von Ras katalysiert, inkubiert.145-146 Neben dem zuvor 

hergestellten KRasG13C-edaGDP wurde zudem KRasWT als Kontrolle für eine Stunde 

bei Raumtemperatur in vitro farnesyliert. Die kovalente Proteinmodifikation wurde im 

Anschluss mit Hilfe massenspektrometrischer Untersuchungen überprüft und es konnte 

sowohl für KRasG13C-edaGDP als auch für KRasWT eine vollständige Farnesylierung 

detektiert werden. Innerhalb des Massespektrums konnte dabei eine Verschiebung der 

Signale um die Masse einer Farnesylgruppe (~205 Da) beobachtet werden (Abb. 52).  

 

 

Abbildung 52 | In vitro Farnesylierung. Schematische Darstellung der in vitro Farnesylierung von (a) 

KRasG13C-edaGDP und (b) KRasWT als Kontrollexperiment. Die posttranslationale Modifikation wurde 

mittels ESI-MS kontrolliert, wobei sowohl für KRasG13C-edaGDP als auch für KRasWT eine vollständige 

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

 

 
* Durchführung der in vitro Farnesylierung in Kooperation mit Dr. Amrita Rai (AG Goody, MPI 

Dortmund). 
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Eine vollständige Farnesylierung von KRasG13C-edaGDP deutet somit auf ein freies 

Cystein innerhalb der CAAX-Box hin und ist somit ein indirekter Nachweis für die 

ausschließliche kovalente Bindung von edaGDP an das mutierte Cystein innerhalb der 

Nukleotidbindetasche von Ras. 

 

3.5.3.3 MS/MS-Experimente 

Neben einer in vitro Farnesylierung wurden zudem MS/MS-Experimente mit 

KRasG13C-edaGDP durchgeführt, um die Position der kovalenten Proteinmodifikation 

zu verifizieren.* 

Für die MS/MS-Experimente wurden KRasG13C-edaGDP sowie KRasG13C als 

Kontrolle zunächst proteolytisch mit Trypsin verdaut und anschließend per Tandem-

Massenspektrometrie analysiert. Mittels HPLC und gekoppelter ESI-MS/MS konnte 

anhand der aus dem tryptischen Verdau erhaltenen Peptide eine nahezu vollständige 

Sequenzabdeckung nachgewiesen werden. Bis auf den C-Terminus der Ras-Proteine, der 

aufgrund der darin vorkommenden multiplen Lysinseitenketten von Trypsin mehrfach 

geschnitten und daher nicht aufgelöst werden konnte, wurden alle anderen resultierenden 

Sequenzfragmente der Ras-Proteine identifiziert (Abb 53a). Ein direkter Nachweis für 

die kovalente Proteinmodifikation von Cys13 in der Nukleotidbindetasche konnte durch 

die Tandem-Massenspektroskopie jedoch nicht erzielt werden, da die Modifikation 

vermutlich an der Amidbindung innerhalb des Linkers von edaGDP fragmentiert. Bei der 

Verwendung der GluC-Protease und anschließender MS/MS konnte ebenfalls keine 

Adduktbildung beobachtet werden, wenngleich hier aufgrund der GluC-Schnittstellen die 

komplette Sequenz abgedeckt werden konnte (Tab. A12). Durch den Vergleich der 

Peptidintensitäten bei dem tryptischen Verdau von KRasG13C-edaGDP und KRasG13C 

konnte jedoch gezeigt werden, dass die Intensitäten der Peptide 

GHMTEYKLVVGAGCVGK und LVVVGAGCVGK, die das vermutlich modifizierte 

Cystein in Position 13 enthalten, bei KRasG13C-edaGDP (Probe s2) deutlich geringer 

waren als bei KRasG13C (Probe s1), welches ein Hinweis auf eine kovalente 

Modifikation von Cys13 ist. Alle anderen Peptide der unmodifizierten und modifizierten 

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

 

 
* Durchführung der MS/MS-Experimente in Kooperation mit Dr. Petra Janning (AG Waldmann, MPI 

Dortmund). 
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Neben den beiden Cystein-enthaltenen Peptiden war jedoch auch die Intensität des 

Startpeptids GHMTEYK bei KRasG13C-edaGDP deutlich geringer als bei den 

unmodifizierten Proteinen, da vermutlich das Lys6 für einen Angriff von Trypsin durch 

die in direkter räumlicher Nähe befindliche kovalenten Modifikation von Cys13 blockiert 

wird.  

 

 

Abbildung 53 | MS/MS-Experimente. (a) Übersicht über die Sequenzabdeckung. Die identifizierten 

Bereiche des Proteins sind grün markiert; (b) Vergleich der Intensitäten aller Peptide von KRas nach 

tryptischem Verdau, die in allen vier Replikaten des unmodifizierten Proteins mit einer Intensität von 

mindestens 1E8 detektiert wurden; (c) Ionenchromatogramm des Peptids LVVVGAGCVGK (m/z: 

529,805+-5 ppm, 2-fach geladen) für KRasG13C und (d) KRasG13C-edaGDP. 

 

Zusammengefasst lieferten die massenspektrometrischen Analysen neben der in vitro 

Farnesylierung ebenfalls einen indirekten Nachweis für die kovalente Adressierung von 

Cys13 der KRasG13C-Volllängenkonstrukte mit den dargestellten Nukleotidanaloga.  
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3.5.3.4 Western Blots 

Nach erfolgreicher Expression und Reinigung der KRas-Volllängenkonstrukte sowie der 

selektiven Modifikation der KRasG13C-Mutante mit Acryl-edaGDP und deren 

Validierung über in vitro Farnesylierung und MS/MS-Untersuchungen wurde der 

Einfluss der Nukleotidanaloga nach Elektroporation der entsprechend modifizierten 

Proteine zellulär charakterisiert. 

Im Vergleich zu den vorangegangenen Elektroporationsexperimenten mit den 

Nukleotidanaloga in KRasG13C-mutierten Zelllinien wurden HeLa-Zellen als 

Modellsystem für die zelluläre Evaluierung der Nukleotidderivate mittels Elektroporation 

rekombinanter Ras-Proteine verwendet.* Für die Elektroporation der KRas-

Volllängenkonstrukte (KRasWT, KRasG13C und KRasG13C-edaGDP) wurden zunächst 

drei Millionen Zellen pro Experiment geerntet, gewaschen und in einem 

Elektroporationspuffer resuspendiert, der bereits steigende Konzentrationen (0, 50, 100, 

200 und 300 µg) der jeweiligen KRas-Proteine enthielt. Die Proteinlösungen wurden zwei 

aufeinanderfolgenden elektrischen Impulsen bei 1000 V und einer Dauer von 35 ms 

ausgesetzt, die einen Transfer der KRas-Proteine in die Zelle ermöglichen sollten. Um 

nicht-internalisierte, membranassoziierte Proteine zu entfernen, wurden die Zellen 

anschließend gewaschen und in frisches Medium überführt. Nach einer 24-stündigen 

Recovery-Periode wurden Zelllysate generiert und Western Blots angefertigt, um 

Veränderungen der Phosphorylierungslevel von Proteinen, welche Ras nachgeschaltet 

sind, nach der Elektroporation von kovalent modifiziertem KRasG13C-edaGDP im 

Vergleich zu KRasG13C sowie KRasWT zu detektieren. Zusätzlich wurden ebenfalls 

Elektroporationsexperimente mit KRasG13C:acetyledaGDP als Kontrolle durchgeführt 

(Abb. A23). Für alle KRas-Varianten konnte erwartungsgemäß ein konzentrations-

abhängiger Anstieg an KRas beobachtet werden, welches auf einen erfolgreichen 

Transfer der rekombinanten Proteine über die Zellmembran in die HeLa-Zellen hindeutet 

(Abb. 54a-c, Abb. A23-A25). Die dabei teilweise auftretende Massenverschiebung von 

elektroporiertem KRas (50–300 µg) im Vergleich zu intrinsisch exprimiertem Protein 

(0 µg) ist dabei möglicherweise auf eine nicht vollständige Farnesylierung und C-

terminale Prozessierung zurückzuführen (Abb. A25). Für KRasG13C und 

KRasG13C:acetyledaGDP konnte anhand der nachgewiesenen Bandenintensitäten eine 

konzentrationsabhängige Aktivierung des Signalwegs und eine Hochregulierung von 

 
* Planung der Elektroporationsexperimente in Kooperation mit Dr. Stefano Maffini (AG Musacchio, MPI 

Dortmund). 
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pcRaf, pAkt, pErk und pS6 beobachtet werden (Abb. 54b und d, Abb. A23). Für kovalent 

modifiziertes KRasG13C-edaGDP konnte hingegen, ähnlich wie für KRasWT, kein 

Anstieg der Phosphorylierungslevel der nachgeschalteten Proteine detektiert werden 

(Abb. 54a, c und d). KRas-edaGDP ist somit aufgrund der kovalenten Protein-

modifikation im inaktiven Zustand gefangen und eine onkogene KRasG13C-

Signalweiterleitung gehemmt.  

 

 

Abbildung 54 | Zelluläre Evaluierung nukleotidbasierter kovalenter Inhibitoren. Western Blot-

Analyse nach Elektroporation der angegebenen Mengen der KRas-Volllängenkonstrukte (a) KRasWT, (b) 

KRasG13C und (c) KRasG13C-edaGDP in HeLa-Zellen; (d) Die Quantifizierung der Western Blots wurde 

mit Empiria Studio (Li-Cor) durchgeführt. Das mittlere Proteinlevel wurde gegen steigende Proteinmengen 

aufgetragen. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung für jede Messung (n = 3). Die Replikate 

sind im Anhang dargestellt (Abb. A24). 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass durch die Methode der Elektroporation von 

rekombinanten KRas-Proteinen und der selektiven Modifikation der G13C-Mutante in 

vitro ein Modellsystem generiert wurde, durch welches der onkogene Effekt des Ras-

Proteins in vivo quantifiziert und die Wirkung der Nukleotid-basierten Inhibitoren gezeigt 

werden kann. 

Somit wurde im Rahmen dieser Arbeit nach dem erfolgreichen Beispiel der selektiven 

Inhibition von KRasG12C durch Shokat und Kollegen erstmals die KRasG13C-Mutante 

erfolgreich adressiert, welches einen Meilenstein in der personalisierten Medizin von 

KRasG13C-getriebenen Krebserkrankungen darstellt.  
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4 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK   

Die kleine GTPase Ras nimmt aufgrund ihrer Funktion als molekularer Schalter eine 

Schlüsselrolle in der Signaltransduktion essentieller zellulärer Prozesse ein. Ras-Proteine 

sind jedoch die am häufigsten mutierten Onkogene in menschlichen Tumoren, darunter 

drei der tödlichsten Formen (Lungen-, Darm- und Bauchspeicheldrüsenkrebs), und 

stellen daher attraktive therapeutische Ziele in der Wirkstoffforschung dar. Eine bei 

Lungenkrebs weit verbreitete genetische Läsion ist die KRasG12C-Mutation, welche erst 

kürzlich nach Identifizierung der bis dahin unentdeckten switch-II-Tasche erfolgreich 

adressiert werden konnte.47 Im Zuge nachfolgender intensiver Forschung wurde der 

KRasG12C-Inhibitor Sotorasib (LUMAKRAS™) entwickelt, der im Mai 2021 die 

Zulassung für die Behandlung von KRasG12C-mutiertem NSCLC erlangte und erstmals 

die therapeutische Anfälligkeit von mutierten KRas-Proteinen demonstrierte. Neben der 

KRasG12C-Mutation gibt es jedoch noch eine weitere prominente Cystein-Mutation 

innerhalb des P-loops. Diese KRasG13C-Mutation, die insbesondere in Lungen- und 

Darmkrebs vorkommt, ist jedoch als Zielstruktur in der zielgerichteten Krebstherapie 

noch weitestgehend unerforscht.  

Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels strukturbasiertem 

Wirkstoffdesign Nukleotidanaloga entwickelt, welche einen Thiol-reaktiven Linker an 

den 2‘,3‘-OH-Gruppen der Ribose für eine kovalente Proteinmodifikation tragen. 

Innerhalb von massenspektrometrischen Experimenten konnte eine selektive 

Adressierung der KRasG13C-Mutation beobachtet werden, ohne dabei KRasG12C oder 

KRasWT zu adressieren. 

Aufgrund der hohen Affinität von GDP/GTP für Ras sowie der hohen zellulären 

Nukleotidkonzentration wurde anschließend eine detaillierte kinetische 

Charakterisierung durchgeführt, innerhalb welcher die Affinitäten der Nukleotidanaloga 

gegenüber Ras bestimmt wurden. Neben der Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante 

für die Nukleotidassoziation (kon) mit einer bereits etablierten stopped-flow Methode 

konnte zur tiefergehenden Evaluierung der Bindungskinetiken ein HPLC-basierter Assay 

zur weiteren Evaluation der Affinitäten erfolgreich etabliert werden. Die Affinitäten der 

synthetisierten Nukleotidderivate waren dabei mit denen der unmodifizierten Nukleotide 

vergleichbar, sodass der eingeführte Linker an der 2‘,3‘-Position der Ribose keinen 

Einfluss auf die reversible Affinität hat.  
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Im Rahmen der biochemischen Charakterisierung wurde zudem die Interaktion der 

KRasG13C-Mutation mit dem Guaninnukleotidaustauschfaktor (GEF) SOS sowie dem 

GTPase-aktivierenden Protein (GAP) RasGAP p120 untersucht. Dabei konnte zum einen 

gezeigt werden, dass KRasG13C im Vergleich zum Wildtyp eine drastisch erhöhte 

intrinsische Nukleotidaustauschrate besitzt, welches die onkogene Eigenschaft dieser 

Mutante erklärt und die Dringlichkeit der Entwicklung von selektiven KRasG13C-

Inhibitoren für die Anwendung in der Präzisionsmedizin widerspiegelt. Im Gegensatz zu 

KRasWT sowie KRasG13C:acetyledaGDP konnte infolge einer kovalenten 

Proteinmodifikation für KRasG13C-edaGDP kein GEF-katalysierter Nukleotidaustausch 

beobachtet werden, sodass kovalent modifiziertes KRasG13C im inaktiven Zustand 

gefangen ist. Um die Interaktion mit GAPs zu evaluieren wurde im Rahmen dieser Arbeit 

sowohl die intrinsische als auch die GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse mit Hilfe eines 

HPLC-basierten Assays gemessen. Während die intrinsische GTP-Hydrolyse von 

KRasG13C mit der von KRasWT vergleichbar war und sogar schneller als bei der 

KRasG12C-Mutante ablief, konnte in Gegenwart von Ras-GAP für kovalent modifizierte 

KRasG13C jedoch keine gesteigerte GTP-Hydrolyse beobachtet werden. Durch eine 

Modellierung des Ras-RGS3-Komplexes konnte jedoch gezeigt werden, dass RGS3 

durch einen Argininfinger-unabhängigen Mechanismus die GAP-Aktivität auf G12- oder 

G13-substituerte KRas-Proteine vermutlich vermitteln kann.  

Innerhalb dieser Arbeit konnten zudem Komplexkristallstrukturen der onkogenen 

KRasG13C-Mutanten sowohl im edaGDP als auch im bdaGDP-gebundenen Zustand 

erhalten werden, die den zuvor erwarteten Bindemodus sowie die kovalente 

Bindungsknüpfung an Cys13 bestätigten. Hierbei lag in der Nukleotidbindetasche 

lediglich das jeweilige 3‘-Isomer der Nukleotidanaloga gebunden vor, welches in 

Übereinstimmung mit den MS-Experimenten steht, in denen die entsprechenden Deoxy-

Derivate im Vergleich zu den gemischten Isomeren eine höhere Effizienz der kovalenten 

Proteinmodifikation zeigten. Für edadGTP konnte dabei eine besonders effiziente 

Bindungsbildung beobachtet werden, welches vermutlich auf eine begünstigte 

Orientierung des warhead zurückzuführen ist. Um die kovalente Modifikation von 

KRasG13C zu optimieren, könnte daher zukünftig basierend auf den eda-

Deoxynukleotiden die Flexibilität des Linkers weiter reduziert werden, indem rigide 

zyklische Linker eingesetzt werden (Abb. 55).  
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Abbildung 55 | Dockingposen potentieller Nukleotidanaloga mit einem zyklischen Linker. (a) 

Chemische Strukturen der potentiellen kovalent Nukleotidanaloga, die an der 3‘-Position der Ribose einen 

zyklischen Linker mit einem terminalen warhead aufweisen. (b) Dockingposen der drei Nukleotidderivate 

in KRasG13C-edaGDP (weiss). Das Docking wurde mit LigandScout durchgeführt.147 

 

Eine geeignete Modifizierung des Linkers zwischen dem Nukleotid und dem 

elektrophilen warhead könnte darüber hinaus auch KRasG12C zu einem möglichen Ziel 

der Adressierung entsprechender Nukleotidanaloga machen.  

Im aktiven Zentrum der KRasG13C-Kristallstrukturen konnte interessanterweise kein 

Magnesiumion beobachtet werden, obwohl eine Metallkoordination für die stabilisierte 

Bindung von Nukleotiden essentiell ist. Die daraufhin bestimmte Magnesium-Affinität 

von KRasG13C war dabei mit der von KRasWT vergleichbar, sodass das fehlende Mg2+-

Ion vermutlich auf das im Kristallisationspuffer vorkommende NH4F bzw. NaF und die 

daraus resultierende Bildung von schwer löslichem MgF2 zurückzuführen ist. Um diese 

These zu bestätigen, könnten in Zukunft weitere Screeningexperimente zur Kristallisation 

von KRasG13C in Abwesenheit von entsprechenden komplexierenden Reagenzien 

durchgeführt werden.  

Mit den innerhalb dieser Arbeit generierten Kristallstrukturen wurden zudem Computer-

gestützte Berechnungen sowie Modellierungen durchgeführt. Zum einen wurden die pKa-

Werte der Cysteine an Position 12 und 13 bestimmt, um die Reaktivitäten von Cy13 und 

Cys12 vergleichend zu untersuchen.  
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Der pKa-Wert des Cysteins der G13C-Mutante liegt dabei in der gleichen Größenordnung 

(~ 10) wie der der G12C-Mutante, welche in der Vergangenheit bereits erfolgreich 

adressiert werden konnte. Die G13C-Mutation sollte demnach über die im Rahmen dieser 

Arbeit generierten kovalent bindenden Nukleotidanaloga hinaus ebenfalls durch 

niedermolekulare arzneimittelähnliche Verbindungen adressierbar sein. Neben einem wie 

in dieser Arbeit beschriebenen strukturbasierten Ansatz könnte daher zudem ein 

Screening-basierter Ansatz von kommerziell erhältlichen Fragmentbibliotheken 

verwendet werden, um selektive und kovalent-bindende kleine Moleküle als Inhibitoren 

für KRasG13C zu entwickeln.  

Zum anderen wurden ebenfalls weitere Modellierungen von KRas-edaGDP mit der GAP-

Domäne von RasGAP sowie RGS3 durchgeführt. Wie bereits zuvor postuliert führt neben 

der G13C-Mutation ebenfalls der angeheftete Linker der Nukleotidanaloga zu einem 

sterischen Zusammenstoß mit dem katalytischen Argininfinger von Ras-GAP. Der 

katalytische Asparaginrest hingegen, der die GAP-Aktivität von RGS3 gegenüber KRas 

vermittelt, zeigt sich in den Modellen dem P-loop abgewandt und wird somit 

wahrscheinlich weniger von der G13C-Mutation sowie dem angehefteten Linker der 

Nukleotidderivate beeinflusst (Abb. 56). Um diese Hypothese zu überprüfen, könnte 

zusätzlich die GTP-Hydrolyse von KRasG13C im GTP-gebundenen sowie kovalent-

modifiziertem Zustand in Gegenwart von RGS3-GAP untersucht werden. 

 

 

Abbildung 56 | KRasG13C-edaGDP-GAP-Komplex. (a) Modellierung von KRasG13C-edaGDP im 

Komplex mit der RasGAP-Domäne basierend auf der Kristallstruktur des Ras-RasGAP-Komplexes (PDB: 

1wq1); (b) Modellierung von KRasG13C-edaGDP im Komplex mit der GAP-Domäne von RGS3 basierend 

auf der Alphafold-Struktur von RGS3, der Giα1-RGS3-Komplexstruktur (PDB: 1agr) sowie der 

Kristallstruktur des Ras-RasGAP-Komplexes (PDB: 1wq1).  
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Im Rahmen der zellulären Charakterisierung wurden zunächst aufgrund der begrenzten 

Verfügbarkeit von KRasG13C-abhängigen Krebszelllinien verschiedene Modelle zur 

Generierung solcher mutierten Zelllinien untersucht.  

Wohingegen mit Hilfe des Ba/F3-Systems lediglich KRasG12C-abhängige Zellen 

generiert werden konnten, stellte sich die Generierung Ras-mutierten NIH-3T3-Zellen als 

vielversprechende Strategie heraus. Nach erfolgter Transfektion konnte neben KRasWT 

und KRasG12C ebenfalls für KRasG13C eine Hochregulierung des Ras-Signalweges 

beobachtet werden, welches eine erfolgreiche Überexpression vom Wildtyp-Protein 

sowie die onkogene Eigenschaften der Mutationen widerspiegelt. Aufgrund der 

durchgeführten transienten Transfektion erfolgte die Expression der KRas-Varianten 

lediglich über einen kurzen Zeitraum. Im Gegensatz dazu würden stabil transfizierte NIH-

3T3-Zellen die permanent anhaltende Expression mutierter KRas-Proteine erlauben.148 

Für die zelluläre Charakterisierung der generierten Nukleotidanaloga wurden 

verschiedene Methoden für den aktiven Transport der negativ geladenen 

Nukleotidderivate über die Zellmembran validiert. Nach der Untersuchung von NTP-

Transporter-vermittelten Transfer sowie der Elektroporation der Nukleotidanaloga in 

KRasG13C-mutierte Krebszelllinien konnte schließlich mittels Elektroporation 

rekombinanter KRas-Proteine in HeLa-Zellen eine robuste Methode für eine initiale 

zelluläre Charakterisierung der dargestellten Nukleotidanaloga identifiziert und etabliert 

werden. Hierfür wurden die entsprechenden KRas-Vollängenproteine exprimiert und 

gereinigt sowie KRasG13C kovalent mit Acryl-edaGDP (8a) modifiziert. Die kovalente 

Modifikation der KRasG13C-Mutante wurde anschließend mittels in vitro 

Farnesylierung und MS/MS-Studien nachgewiesen. Mittels Western Blot-Analyse 

erfolgte die zelluläre Evaluierung der Nukleotidanaloga, innerhalb welcher für 

KRasG13C, welches aufgrund der kovalenten Proteinmodifikation im inaktiven Zustand 

gefangen ist, eine Inhibition der onkogenen Signalweiterleitung beobachtet werden 

konnte.  

Somit konnte nach dem erfolgreichen Beispiel der selektiven Inhibition von KRasG12C 

durch Shokat und Kollegen im Rahmen dieser Arbeit erstmals die bisher weitestgehend 

unerforschte KRasG13C-Mutante mit Hilfe von Nukleotid-basierten kovalenten 

Inhibitoren erfolgreich adressiert und so ein Meilenstein in der personalisierten Medizin 

von KRasG13C-getriebenen Krebserkrankungen erzielt werden.  
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Weitere Optimierungen der Nukleotidanaloga hinsichtlich der Zellpermeabilität durch 

die Synthese der entsprechenden Prodrug-Derivate, bei denen die negative Ladung der 

Phosphate durch Veresterungen maskiert werden, werden derzeit untersucht (Abb. 57).*  

 

 

Abbildung 57 | Zielstrukturen potentieller Nukleotid-Prodrugs. (a) Chemische Strukturen potentieller 

Nukleotid-Monophosphat-Prodrugs. Innerhalb der Zelle werden die entsprechenden Nukleosid-

monophosphate im Falle der ProTides140 (R1: Acryl-, R2: Alkylgruppe) durch enzymatische Spaltung und 

bei den cycloSal-Prodrugs149 durch chemische Hydrolyse freigesetzt; (b) Chemische Struktur potentieller 

Nukleotid-Diphosphat-Prodrugs (R: Alkylgruppe), welche innerhalb der Zelle von Esterasen zum aktiven 

Nukleosiddiphosphat umgesetzt werden.150  

 

In zukünftigen Untersuchungen sollte zudem nach erfolgter Optimierung sowohl der 

Reaktivität bei physiologischem pH als auch der Zellpermeabilität der Nukleotidanaloga 

die gezielte zelluläre on-Target-Inhibition von KRasG13C in Gegenwart von endogenem 

GDP/GTP mithilfe von Pulldown-Experimenten und Proteom-Analysen überprüft 

werden. 

 

  

 
* Synthese von Nukleotid-Prodrugs von Dr. Rajesh Gontla sowie im Rahmen der Masterarbeit von Christian 

Böhm (AG Rauh, TU Dortmund).  
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5 MATERIAL UND METHODEN 

5.1 Material  

Alle Standardchemikalien und Reagenzien wurden, wenn nicht weiter ausgeführt, von 

folgenden Anbietern in angemessener Reinheit für die Synthese sowie Charakterisierung 

der Nukleotidanaloga bezogen: Alfa Aesar, Cell Signaling Technologies, Deutero, Jena 

Bioscience, Li-COR, Merck, New England Biolabs, Sigma-Aldrich, TCI Chemicals, 

ThermoFisher Scientific, VWR. 

Neben den standardmäßig verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden die in den 

folgenden Kapiteln aufgelisteten Geräte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 

verwendet (Tab. 6-14). 

5.1.1 Geräte 

Tabelle 6 | Übersicht über verwendete Geräte. 

 

Gerät Bezeichnung Hersteller 

Blotting-System PierceTM Power Blotter Thermo Fischer Scientific 

Fluorometer 
FluoroMax®-4 Horiba 

Stopped Flow SX18MV Applied Photophysics 

FPLC-Systeme 
ÄKTA pure 

ÄKTA start  
GE Healthcare 

Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4 LDplus Christ 

Gelelektrophoresesysteme 
Mini-PROTEAN® 3 Cell 

Mini-PROTEAN® Tetra Cell 
Bio-Rad 

Geldokumentationsanlage Gel Doc™ XR+ Bio-Rad 

HPLC-System 1100er Serie Agilent 

Inkubatoren CB 150 Binder 

 MaxQ™ 8000 ThermoFisher Scientific 

Kristallplatten-Imager Rock Imager® 1000 Formulatrix 

LCMS-Systeme 

UltiMate™ 3000 HPLC-System 

LCQ Fleet 
ThermoFisher Scientific 

UltiMate™ 3000 HPLC-System 

Velos Pro™ 
ThermoFisher Scientific 

Accela HPLC-System 

LTQ Orbitrap 
ThermoFisher Scientific 

UltiMate™ 3000 RSLCnano System 

Orbitrap Fusion™ Lumos™ Tribrid™ 
ThermoFisher Scientific 

Liquid Handling Systeme 
Echo 520 Liquid Handler Labcyte 

MultiDrop™ Combi Reagent Dispenser ThermoFisher Scientific 

Microfluidizer M-110L Microfluidizer® Microfluidics 

Mikroskope 
EVOS Floid ThermoFisher Scientific 

EVOS XL Core ThermoFisher Scientific 
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Tabelle 6 | Übersicht über verwendete Geräte (Fortsetzung). 

 

5.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 7 | Übersicht über verwendete Verbrauchsmaterialien. 

 

Gerät Bezeichnung Hersteller 

Mikrotiterplatten-

Lesegeräte 

Infinite® M1000  Tecan 

EnVision Multilabel Plate Reader PerkinElmer 

NMR-Systeme AV500 Avance III HD Bruker 

pH-Messgerät SevenCompact™  Mettler Toledo 

Pipettierroboter 
Mosquito® LCP TTP Labtech 

dragonfly® discovery TTP Labtech 

Plattformschüttler 
Titramax 100 

Polymax 1040 
Heidolph 

Photometer NanoDrop™ 2000 ThermoFisher Scientific 

Pipetten Research® plus Eppendorf 

Röntgendiffraktometer  D8 VENTURE Bruker 

Rotationsverdampfer Rotavapor® Büchi 

Spannungsquelle PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad 

Sterilbank HERASafe® KS  ThermoFisher Scientific 

Thermocycler Mastercycler® pro Eppendorf 

Thermoschüttler Thermomixer® C Eppendorf 

Transfektionssystem NeonTM Transfection System Invitrogen 

Vakuumkonzentrator Concentrator Plus Eppendorf 

Western Blot-Imager Odyssey® CLx LI-COR 

Zellzähler CountessTM II Automated Cell Counter ThermoFisher Scientific 

Zentrifugen 

Centrifuge 5424 

Centrifuge 5424R 

Centrifuge 5804R 

Eppendorf 

Sorvall® RC-6™ Plus  ThermoFisher Scientific 

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller 

Dialyseschlauch  Spectra/Por® 7 MWCO 10000  Carl Roth 

Kultivierungsflaschen TC-Flasche T25, T75, T125  Sarstedt 

Kultivierungsschale TC-Schale 35/60 Sarstedt 

Objektträger Countess™ cell counting chamber slides Thermo Fisher Scientific 

Pipettenspitzen 
TipOne Pipettenspitze®  

(10, 20, 100, 200, 1000 µL) 
Starlab 

Platten 

96-well sitting drop iQ plate TTP Labtech 

384-well low dead volume 

microplates (384LDV) 
Labcyte 

384-well polypropylene microplates 

(384PP) 
Labcyte 

384-well Small 

Volume™ HiBase Mikroplatte  
Greiner Bio-One 
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Tabelle 7 | Übersicht über verwendete Verbrauchsmaterialien (Fortsetzung). 

 

5.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Kits 

Tabelle 8 | Übersicht über verwendete Chemikalien und Reagenzien. 

 

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller 

Platten 

384-well Zellkultur Mikroplatte, μClear® Greiner Bio-One 

MicroWell Platte, 96 well Nunc 

TC-Platte 6 Well Standard Sarstedt 

PVDF-Membran Immobilon-FL PVDF-Membran Merck Millipore 

Reaktionsgefäße 

PCR Tubes Eppendorf 

Safe-Lock Tubes (1.5/2 mL) Eppendorf 

SafeSeal Reagiergefäße (1.5/2 mL) Sarstedt 

Serologische Pipetten 1, 2, 5, 10 und 25 mL Sarstedt 

Sterilfilter Filtropur S, 0.2/0.45 µm Sarstedt 

Zellschaber Zellschaber mit 2-Positions-Klinge (16 cm) Sarstedt 

Zentrifugenfiltereinheiten Amicon® Ultra-4/-15 MWCO 10 kDa Merck 

Zentrifugenröhrchen Schraubröhre, 15/50 ml, PP Sarstedt 

 Bezeichnung Hersteller 

FPLC-Säulen 

HiLoad® 16/60 Superdex® 75 pg GE Healthcare 

HiLoad® 16/60 Superdex® 200 pg GE Healthcare 

Ni-NTA Agarose Qiagen 

Ni-NTA Superflow Cartridge, 5 mL Qiagen 

Q Sepharose® Fast Flow GE Healthcare 

Superdex® 75 10/300 GL GE Healthcare 

Gel-Blottingpapier Gel-Blottingpapier GB005 Dicke 1.5 mm Whatman 

HPLC-Säulen 

50/3 Nucleodur C18 gravity Säule (1.8µm) Macherey-Nagel 

AdvanceBio Desalting-RP Cartridge 
Agilent 

Technologies 

Hypersil GOLD-Säule ThermoFisher Scientific 

PepMap100 RSLC C18 nano-HPLC Säule Dionex 

ProntoSIL® 120-5-C18-AQ Bischoff 

Kationenaustauscher Ionenaustauscher I  Merck 

KRas 

 

Referenz-

Verbindungen 

AMG 510 MedChemExpress 

ARS-853 UCSF, Shokat Lab 

ARS-1620 MedChemExpress 

Deltarasin 
MPI Dortmund,  

AG Waldmann 

KRasG12C inhibitor 9 SelleckChem 

KRasG12C inhibitor 12 SelleckChem 

MRTX849 MedChemExpress 

PanRas3144 Tobias Grabe, AG Rauh 
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Tabelle 8 | Übersicht über verwendete Chemikalien und Reagenzien (Fortsetzung). 

 

Tabelle 9 | Übersicht über verwendete Kits. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Bezeichnung Hersteller 

Marker 

Chameleon® Duo Pre-stained Protein Ladder Li-COR 

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder ThermoFisher Scientific 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder ThermoFisher Scientific 

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder ThermoFisher Scientific 

Nukleotide 

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Set New England Biolabs 

Guanosin Alfa Aesar 

GMP Alfa Aesar 

GDP Jena Bioscience 

GppNHp Jena Bioscience 

GTP Jena Bioscience 

dGTP Carbosynth Limited 

mantdGDP Jena Bioscience 

Puffer 

10x CutSmart® Buffer New England Biolabs 

Odyssey® Blocking Buffer, TBS Li-COR 

5x OneTaq® HS Buffer New England Biolabs 

5x Phusion® HF Buffer New England Biolabs 

Pierce™ 1-Step-Transferpuffer ThermoFisher Scientific 

RIPA-Puffer, 10X New England Biolabs 

10x T4 DNA Ligase Reaction Buffer New England Biolabs 

Protease/Phosphatase

Inhibitor 

Pierce™ Protease Inhibitor Tablets,  

EDTA-free 
ThermoFisher Scientific 

cOmplete™, EDTA-free  

Protease Inhibitor Cocktail 
Roche 

PhosStop™, phosphatase inhibitor tablets Sigma-Aldrich 

Kit Hersteller 

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay Promega 

Lipofectamine™ 3000 Transfection Kit  Invitrogen 

Neon Transfection System Kits Invitrogen 

Pierce BCA Protein Assay Kit ThermoFisher Scientific 

Proteinkristallisations-Screens  

(JCSG Core I -IV Suites, PEGs, PACT) 
Qiagen 

QIAmp DNA Mini Kit Qiagen 

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen 

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen 

SilverXpress™ Silver Staining Kit Invitrogen 
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5.1.4 Bakterien, Enzyme und Plasmide 

Tabelle 10 | Übersicht über verwendete Bakterien, Enzyme und Plasmide. 

 

5.1.5 Zelllinien, Zellkulturreagenzien und Antikörper 

Tabelle 11 | Übersicht über verwendete Zelllinien. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Bezeichnung Hersteller 

Bakterien 

E. coli BL21 (DE3) Novagen 

E. coli BL21 Codon Plus (DE3) RIL Agilent Technologies 

E. coli XL10-Gold Stratagene 

Enzyme 

DpnI New England Biolabs 

Farnesyltransferase MPI Dortmund (AG Goody) 

KpnI HF New England Biolabs 

OneTaq® Hot Start DNA-Polymerase New England Biolabs 

Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase New England Biolabs 

SacI HF New England Biolabs 

T4 DNA-Ligase New England Biolabs 

TEV-Protease TU Dortmund (AG Rauh) 

Trypsin recombinant, Proteomics Grade Roche 

Plasmide 

mCherry-C1 Addgene 

mOrange-N1 Addgene 

pBabe-KRasG12C Addgene 

pBabe-KRasWT Addgene 

pCL-Eco Addgene 

pET19mod_KRasWT1-169 MPI Dortmund (AG Goody) 

pET19mod_KRas1-169_Cys-light_G12C MPI Dortmund (AG Goody) 

pET19mod_KRas1-169_Cys-light_G13C MPI Dortmund (AG Goody) 

pET19mod_KRasWT MPI Dortmund (AG Goody) 

Zelllinie Herkunft Produkt# 

BaF3 (parental) AG Sos - 

BaF3 KRasG12C - - 

HEK239T AG Summerer - 

HeLa ATCC CCL-2 

H358 AG Dehmelt - 

H1355 ATCC CRL-5865 

H1734 ATCC CRL-5891 

NIH/3T3 ATCC CRL-1658 
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Tabelle 12 | Übersicht über verwendete Zellkulturreagenzien. 

 

Tabelle 13 | Übersicht über verwendete Antikörper. 

 

 

 

 

 

Zellkulturreagenz Bezeichnung Hersteller 

Antibiotika 
Penicillin-Streptomycin, 100x Gibco®, ThermoFisher Scientific 

Puromycin Gibco®, ThermoFisher Scientific 

Fötales Kälberserum 
FBS Gibco®, ThermoFisher Scientific 

FBS Good Forte PAN-Biotech 

Interleukin IL-3 PeproTech 

NTP-Transporter 
BioTracker™  

NTP-Transporter Molecule 
Sigma-Aldrich 

Phosphatgepufferte 

Salzlösung 
DPBS Gibco®, ThermoFisher Scientific 

Transfektionsreagenz TransIT®-LT1 Mirus 

Trypan Blau Trypan Blau, 0.4 % Sigma Aldrich 

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

Zellkulturmedien 

RPMI 1640+GlutaMAX™ Gibco®, ThermoFisher Scientific 

DMEM+GlutaMAX™ Gibco®, ThermoFisher Scientific 

Opti-MEMTM Gibco®, ThermoFisher Scientific 

Antikörper 
MW 

(kDa) 
Wirt Verdünnung Hersteller Produkt# 

KRas 21 Maus 1:1000 Sigma-Aldrich SAB1404011 

pcRaf 74 Kaninchen 1:1000 CST 9427 

tAkt 
60 Kaninchen 1:1000 CST 

2938 

pAkt 9018 

tErk 
42/44 

Maus 1:2000 
CST 

4696 

pErk Kaninchen 1:2000 4370 

tS6 
32 

Maus 1:1000 
CST 

2317 

pS6 Kaninchen 1:2000 4858 

β-Aktin 
42 Maus 1:5000 Sigma-Aldrich A5441 

45 Kaninchen 1:1000 CST 4970 

anti-Mouse  

(DyLight™ 680 

Conjugate) 

- Ziege 1:15000 CST 5470 

anti-Rabbit 

(DyLight™ 800 4X 

PEG Conjugate) 

- Ziege 1:30000 CST 5151 
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5.1.6 Programme 

Tabelle 14 | Übersicht über verwendete Programme. 

 

 

  

Verwendungszweck Programm Entwickler 

CTG quattro/Workflow Quattro Research 

Kinetik 
Agilent ChemStation Agilent Technologies 

KinTek Explorer151 KinTek Corporation 

Klonierung Snapgene GSL Biotech LLC 

Kristallisation Rock Maker® Formulatrix 

Laborjournal 
ChemDraw Professional PerkinElmer 

Quattro Research Software-Paket Quattro Research 

MS 
MagTran152 Amgen 

Xcalibur™ Thermo Fisher Scientific 

NMR MestReNova Mestrelab Research 

pKa-Berechnungen 
OpenEye 

pKa-Prospector153 
OpenEye Scientific Software, Inc. 

WB 
Image Studio Lite Li-COR 

Empiria Studio Li-COR 

X-Ray 

COOT154 
Paul Emsley 

Kevin D. Cowtan 

LigandScout147 Inte:Ligand 

Phenix155 

Paul Adams 

Randy Read 

Jane & Dave Richardson 

Tom Terwilliger 

PyMOL156 Schrödinger 

XDS157 Wolfgang Kabsch 
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5.2 Computergestützte Methoden 

5.2.1 Multiples Sequenzalignment 

Das multiple Sequenzalignment der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen wurde unter 

Verwendung von Clustal Omega158-159 mit Uniprot erstellt.160-161 Die für die 

Sequenzüberlagerung verwendeten UniProt-IDs sind der Abbildung A1 zu entnehmen. 

5.2.2 pKa-Berechnungen 

Für die pKa-Wert Berechnung von Proteinen wurde ein Programm von OpenEye 

verwendet, das auf dem Zap Finite-Differenzen-Poisson-Boltzmann-Solver basiert.153 

Für die Partialladungen des Proteins wurden Delphi-Radien und CHARMM36 All-

Hydrogen-Partialladungen verwendet. Innerhalb der KRasG13C-Kristallstrukturen 

wurden die Linker der eda und bdaGDP-Derivate vorab entfernt. Die am1bccsym-

Methode wurde verwendet, um den Liganden geeignete Teilladungen zuzuordnen. Es 

wurde ein inneres Dielektrikum von 10, eine Ionenstärke von 0.05 M und eine Ionisierung 

(d. h. ein pH-Wert) von 7.5 verwendet. Für Cystein wurde ein Referenz-pKa-Wert von 

8.6 verwendet. Alle Wasserstoffatome wurden explizit modelliert, und mit Ausnahme der 

Orientierungen der OH- und SH-Protonen, die in 10°-Schritten abgetastet wurden, wurde 

der Rest der Struktur statisch belassen. Die Optimierungen des Ionisierungszustands und 

der SH-Orientierung wurden durch die Anwendung von zehn Millionen Monte-Carlo-

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

Die Synthese der Nukleotidanaloga wurde nach dem von Cremo et al. (1990) festgelegten 

und von Eberth et al. (2005) beschriebenen Protokoll durchgeführt.105, 108 

5.3.1 Synthetische Verfahren und Charakterisierung der Verbindungen 

Mit Hilfe eines stark sauren Kationenaustauschers (Ionenaustauscher I der Firma Merck) 

wurde das Nukleotid (1) zunächst in eine DMF-lösliche Form überführt. Hierzu wurde 

das zuvor gequellte Säulenmaterial in eine Säule (Durchmesser 2 cm, Füllhöhe 15 bis 20 

cm) gefüllt und für eine Stunde in Pyridin/H2O (1:1) gelagert. Nachdem das 

Säulenmaterial mit insgesamt 250 mL ddH2O gewaschen worden ist, wurde 0.5 mmol 

des Nukleotids, das in einem Gesamtvolumen von 3 mL gelöst vorliegt, mit einer 

Pasteurpipette auf die Säule aufgetragen. Die Elution des Nukleotids erfolgte mit einer 

Mischung bestehend aus MeOH/H2O (1:1) in einen Rundkolben, in dem zuvor 1 mL TBA 

gegeben wurde. Nachdem das Lösungsmittelgemisch am Rotationsverdampfer entfernt 

wurde, wurde der Rückstand mit insgesamt dreimal 20 mL DMF versetzt, und erneut 

eingeengt.  

 

 

Reaktion mit CDI. Der Rückstand wurde in insgesamt 20 mL DMF gelöst und die 

Reaktionslösung nach Zugabe von 2.5 mmol CDI (2) unter Argon-Atmosphäre über 

Nacht bei 0 °C gerührt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Reaktion durch Zugabe 

von 150 µL MeOH beendet. Die bei dieser Reaktion entstehenden Verbindungen wurden 

ohne weitere Aufarbeitung für die nachfolgende Reaktion verwendet. 

HRMS (ESI-MS): 

 
Nukleotid berechnet  [M-H]- gefunden 

GDP 518.0232 C14H14N7O11P2 518.0220 

GTP 597.9895 C14H15N7O14P3 597.9869 

dGTP 650.0315 C17H19N7O13P3 650.0304 
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Umsetzung mit den Diaminen. In 5 mL trockenem DMF wurden 2.5 mmol eda/pda/bda 

(4a-c) gelöst und zur resultierenden Reaktionslösung langsam hinzugetropft. Der durch 

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

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

Abschließend wurde das Pellet in insgesamt 30 mL ddH2O gelöst. Die bei der Umsetzung 

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

nachfolgende Reaktion verwendet. 

LCMS (ESI-MS): 

 

 

 

 

 

 

Nukleotid Linker berechnet [M-H]- gefunden 

GDP 

eda 578.1 C16H22N9O11P2 578.1 

pda 592.1 C17H24N9O11P2 592.1 

bda 606.1 C18H26N9O11P2 606.1 

GTP 

eda 658.1 C16H23N9O14P3 658.0 

pda 672.1 C17H25N9O14P3 672.1 

bda 686.1 C18H27N9O14P3 686.1 

dGTP 

eda 634.1 C15H27N9O13P3 634.1 

pda 662.1 C17H31N9O13P3 662.1 

bda 690.2 C19H35N9O13P3 690.2 
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Abspaltung der Imidazol/Diamin-Einheit vom Phosphatrest. Die Reaktionslösung 

wurde mit 0.25 M HCl auf einen pH-Wert von 1.5 eingestellt und über Nacht bei 4 °C 

gerührt. Nach Beendigung der Reaktion wurde ein pH-Wert von 7.5 durch Zugabe von 

0.25 M NaOH eingestellt und die Nukleotid-Lösung mit ddH2O auf ein Gesamtvolumen 

von 100 mL verdünnt. Die Probe wurde mit Hilfe eines Spritzenfilters filtriert und für die 

Reinigung über eine Q-Sepharose-Säule an der FPLC verwendet. Nach erfolgter 

Auftragung der Nukleotid-Lösung auf die zuvor mit Puffer A (50 mM TEAB) 

äquilibrierte Säule erfolgte die Elution bei einer Flussrate von 1 mL/min und einem 

linearen Gradienten von 0-100 % Puffer B (1 M TEAB) über 600 Minuten. Die 

gesammelten Fraktionen wurden mittels HPLC unter Verwendung von TBAB als 

Gegenion im Laufpuffer analysiert (50 mM KPi pH 6.6, 10 mM TBAB, 16 % ACN; 

Säule: ProntoSIL® 120-5-C18-AQ, Bischoff) und die Produkt-enthaltenden Fraktionen 

vereinigt. Nachdem das Lösungsmittelgemisch am Rotationsverdampfer entfernt wurde, 

wurde der Rückstand in 10 mL ddH2O aufgenommen und lyophilisiert. Der resultierende 

Feststoff wurde in etwa 1 mL ddH2O aufgenommen und bei -20°C gelagert.  

HRMS (ESI-MS): 

Nukleotid Linker berechnet [M-H]- gefunden Reinheit (%) Ausbeute (%) 

GDP 

eda 528.0651 C13H20N7O12P2 528.0654 90 38 

pda 542.0802 C14H22N7O12P2 542.0809 > 95 65 

bda 556.0964 C15H24N7O12P2 556.0960 > 95 29 

GTP 

eda 608.0314 C13H21N7O15P3 608.0289 89 56 

pda 662.0471 C14H23N7O15P3 662.0471 87 83 

bda 636.0621 C15H25N7O15P3 636.0603 94 67 

dGTP 

eda 592.0359 C13H21N7O14P3 592.0349 84 23 

pda 606.0516 C14H23N7O14P3 606.0521 93 11 

bda 620.0672 C15H25N7O14P3 620.0663 90 34 
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Darstellung der Acrylamid- und Acetylamid-Derivate. Zu einer Lösung bestehend aus 

eda/pda/bda-GDP/GTP/dGTP (21.33 µmol) in 0.4 mL Tetraboratpuffer (100 mM, 

pH 8.5) wurde der aktive Ester (21.33 µmol), gelöst in 25 µL DMSO, hinzugefügt und 

die Reaktionslösung für 24 bis 48 h bei Raumtemperatur gerührt. Die anschließende 

Reinigung der Nukleotide erfolgte ebenfalls über eine Q-Sepharose-Säule unter den oben 

genannten Bedingungen. Nach Vereinigung der Produkt-enthaltenden Fraktionen wurde 

das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rückstand in ddH2O 

aufgenommen und lyophilisiert. Die Nukleotidanaloga wurden anschließend bei -20 °C 

als konzentrierte Lösung (~ 100 mM) in 100 mM HEPES (pH 7.5) gelagert. 

HRMS (ESI-MS): 

 

 

Acrylamid Linker berechnet [M-H]- gefunden Reinheit (%) Ausbeute (%) 

GDP 

eda 582.0751 C16H22N7O13P2 582.0741 > 95 57 

pda 596.0907 C17H24N7O13P2 596.0907 87 65 

bda 610.1064 C18H26N7O13P2 610.1062 > 95 78 

GTP 

eda 662.0414 C16H23N7O16P3 662.0394 93 54 

pda 676.0571 C17H25N7O16P3 676.0551 > 95 63 

bda 690.0727 C18H27N7O16P3 690.0705 86 75 

dGTP 

eda 646.0465 C16H23N7O15P3 646.0452 93 63 

pda 660.0621 C17H25N7O15P3 660.0611 90 81 

bda 674.0778 C18H27N7O15P3 674.0771 93 74 

Acetylamid Linker berechnet [M-H]- gefunden Reinheit (%) Ausbeute (%) 

GDP 

eda 570.0751 C15H22N7O13P2 570.0734 > 95 57 

pda 584.0907 C16H24N7O13P2 584.0889 90 51 

bda 598.1064 C17H26N7O13P2 598.1042 80 73 

GTP 

eda 650.0414 C15H23N7O16P3 650.0392 > 95 23 

pda 664.0571 C16H25N7O16P3 664.0553 94 40 

bda 678.0727 C17H27N7O16P3 678.0700 93 31 



5 MATERIAL UND METHODEN 

111 

5.3.2 Isokratische Trennung der Nukleotidanaloga 

Die Reinheit der Nukleotidverbindungen wurde durch HPLC unter Verwendung von 

Tetrabutylammoniumbromid als Gegenion im Laufpuffer bestimmt (50 mM KPi pH 6.6, 

10 mM TBAB, 16 % ACN; Säule: ProntoSIL® 120-5-C18-AQ, Bischoff). Die 

Retentionszeiten der Verbindungen wurden mit dem Gmix (Guanosin, GMP, GDP, 

GppNHp und GTP) verglichen.  

 

5.3.3. Konzentrationsbestimmung der Nukleotide 

Die Konzentration der Nukleotide wurde über die Messung der Absorption bei 252 nm 

an einem NanoDrop™ 2000 Spektrophotometer (ThermoFisher Scientific) unter 

Berücksichtigung des molaren Extinktionskoeffizienten von GDP und GTP  

(ε252 = 13.700 L mol-1 cm-1) mit Hilfe des Lambert-Beer´schen Gesetz berechnet.  

                                                         𝐴 = log
𝐼0

𝐼
= 𝜀 ∗ 𝑐 ∗ 𝑑           (1) 

(A: Absorption, I0: Intensität des einfallenden Lichts, I: Intensität des transmittierten Lichts, ε: molarer 

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

 

5.3.4. Massenspektrometrie 

Niedrigauflösende Massenspektrometrie (LCMS). Die LCMS-Messungen wurden mit 

einem UltiMate™ 3000 HPLC-System (ThermoFisher Scientific) in Kombination mit 

einem LCQ Fleet Ionenfallen-Massenspektrometer (Säule: 50/3 Nucleodur C18 gravity 

Säule, 1.8µm, Macherey-Nagel) durchgeführt. Für die Auswertung der LCMS-Spektren 

wurde die Software XcaliburTM (ThermoFisher Scientific) verwendet. 

 

Hochauflösende Massenspektrometrie (HRMS). Die hochaufgelöste Masse wurde mit 

einem LTQ Orbitrap-Massenspektrometer gekoppelt an ein Accela HPLC-System 

(Säule: Hypersil GOLD-Säule) von der Firma ThermoFisher Scientific bestimmt. Die 

Auswertung der HRMS-Spektren erfolgte mit dem Programm XcaliburTM (ThermoFisher 

Scientific). 
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5.3.5. NMR-Spektroskopie 

Die Analytik der synthetisierten Verbindungen mit Hilfe von 1H-NMR- und 13C-NMR-

Spektren erfolgte durch ein AV500 Avance III HD (CryoProbe)-Spektrometer der Firma 

Bruker. Als Lösungsmittel wurde Deuteriumoxid (D2O) verwendet, welches mit 

Natriumdeuteroxid (NaOD) oder Deuteriumchlorid (DCl) auf pD 7.5 eingestellt wurde. 

Als interner Standard wurde zusätzlich Natrium-3-(trimethylsilyl)propan-1-

sulfonathydrat (DSS) eingesetzt. Die Multiplizitäten der Signale erhalten folgende 

Abkürzungen: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), m (Multiplett). Die 

Auswertung der NMR-Spektren erfolgte mit MestReNova (Mestrelab Research). 

 

5.4 Molekularbiologische Methoden  

5.4.1. Mutagenese 

Für die Einbringung einzelner Punktmutationen innerhalb der KRas-Proteine wurde die 

QuickChange-Mutagenese verwendet. Hierfür wurde zunächst eine Mutagenese-PCR mit 

zuvor designten Primern (Tab. A6-A7), die die gewünschten KRas Punktmutation 

aufweisen, durchgeführt. Anschließend wurde die parentale DNA durch Zugabe von 

DpnI verdaut. 

 

Mutagenese-PCR. Für die Mutagenese-PCR wurden die einzelnen Komponenten des 

PCR-Ansatzes auf Eis zusammenpipettiert und in einem Thermocycler (Eppendorf) 

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

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

 

 

Komponente Menge 

Templat-DNA 100 ng 

forward Primer (1µM) 1 µL 

reversed Primer (1µM) 1 µL 

5x Phusion HF Buffer 4 µL 

dNTP-Mix (10 mM) 0.4 µL 

DMSO 0.4 µL 

Phusion DNA-Polymerase  0.2 µL 

ddH2O auf 20 µL auffüllen 

 Reaktionsschritt T t 

1x Initiale Denaturierung 98°C 30 s 

35x 

Denaturierung 

Hybridisierung 

Elongation 

98°C 

52°C 

72°C 

10 s 

30 s 

90 s 

1x Finale Elongation 72°C 5 min 

1x  4°C ∞ 
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DpnI-Verdau. Um die methylierte Templat-DNA spezifisch abzubauen, wurde der PCR-

Ansatz anschließend mit 0.5 µL DpnI versetzt und über Nacht bei 37 °C inkubiert.  

 

5.4.2. Klonierung nach dem Restriktions-/Ligationsprotokoll 

Für die Einbringung der KRas Gensequenz in pcDNA-Vektoren, die eine Expression der 

Gensequenzen unter Kontrolle des CMV-Promotors in murinen Zellen ermöglichen, 

wurde das Restriktions-/Ligationsprotokoll verwendet. Als Donorplasmide wurden die 

pBabe-Vektoren mit den entsprechenden KRas-Varianten (KRasWT, KRasG12C und 

KRasG13C) verwendet. Die von Dr. Jörn Weisner bereitgestellten pcDNA-Vektoren 

(mCherry-C1 und mOrange-N1, Addgene) dienten dabei als Zielplasmide.  

 

PCR des Inserts und DpnI-Verdau. Zur Amplifizierung des Gens aus dem Donorvektor 

(pBabe-Vektoren) und Einbringung der Reaktionsschnittstellen SacI (5‘-Ende) und KpnI 

(3‘-Ende) vor und nach dem Zielgen wurde zunächst eine PCR durchgeführt (Tab. 16).  

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

des Inserts. 

 

 

Anschließend wurde die methylierte Templat-DNA wie zuvor unter Abschnitt 5.4.1 

beschrieben durch Zugabe von DpnI über Nacht bei 37 °C abgebaut. Die Reinigung des 

PCR-Produkts erfolgte unter Verwendung des QIAquick PCR-Reinigungskits (Qiagen).  

 

 

 

Komponente Menge 

Templat-DNA 100 ng 

forward Primer (10 µM) 1 µL 

reversed Primer (10 µM) 1 µL 

5x Phusion HF Buffer 4 µL 

dNTP-Mix (10 mM) 0.4 µL 

Phusion DNA-Polymerase  0.2 µL 

ddH2O auf 20 µL auffüllen 

 Reaktionsschritt T t 

1x Initiale Denaturierung 98°C 30 s 

35x 

Denaturierung 

Hybridisierung 

Elongation 

98°C 

58°C 

72°C 

10 s 

30 s 

90 s 

1x Finale Elongation 72°C 5 min 

1x  4°C ∞ 
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Restriktionsverdau des PCR-Produkts und des Zielplasmids. Zur Erzeugung 

zueinander kompatibler, überhängender Enden von PCR-Produkt und Zielplasmid wurde 

ein Doppelverdau des PCR-Produkts und des Zielplasmids mit den Restriktionsenzymen 

SacI und KpnI vorgenommen. Zur Vermeidung der Selbstligation des Zielvektors wurde 

zusätzlich die alkalische Phosphatase CIP zum Restriktionsansatz des Zielplasmids 

hinzugefügt. Die Restriktionsansätze wurden dabei auf Eis zusammen pipettiert und für 

1 h bei 37 °C und 500 rpm in einem Thermoschüttler (Eppendorf) inkubiert (Tab. 17).  

Tabelle 17 | Restriktionsverdau. Ansatz für den Restriktionsverdau der Zielplasmide (links) und der PCR-

Produkte (rechts).  

 

 

 

 

 

Durch eine fünfminütige Inkubation bei 80 °C wurden die Restriktionsenzyme 

anschließend inaktiviert. Die Reinigung der Reaktionsansätze erfolgte mit Hilfe des 

QIAquick PCR-Reinigungskits (Qiagen). 

 

DNA-Ligation. In den Restriktionsansätzen für die Einbringung der KRas-Gene in die 

Zielplasmide wurde das Verhältnis zwischen dem Insert und dem Zielplasmid variiert, 

um die Einbauwahrscheinlichkeit zu erhöhen (Tab. 18). Zur Kontrolle der Selbstligation 

wurde zudem ein Ansatz ohne Insert verwendet. Die Restriktionsansätze wurden über 

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

Tabelle 18 | DNA-Ligation. Zusammensetzung der Ligationsansätze. 

 

 

 

 

Komponente Menge 

PCR-Produkt 45 µL 

SacI HF 1 µL 

KpnI HF 1 µL 

10x CutSmart Buffer 6 µL 

ddH2O 7 µL 

Komponente Menge 

Zielplasmid 3-6 µg 

SacI HF 1 µL 

KpnI HF 1 µL 

CIP 1 µL 

10x CutSmart Buffer 4 µL 

ddH2O auf 40 µL auffüllen 

Komponente Menge 

Ratio Insert:Zielplasmid 1:1, 3:1, 5:1 

10x Rapid Ligation Puffer 1 µL 

T4-DNA-Ligase  0.5 µL 

ddH2O auf 10 µL auffüllen 
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5.4.3. Transformation und Selektion 

Für die Einbringung von DNA in kompetente E. coli XL10-Gold-Zellen wurde eine 

Transformation mittels Hitzeschock durchgeführt. Dazu wurden 50 µL der chemisch-

kompetenten Zellen mit 1 µL Plasmid-DNA versetzt und für 30 min auf Eis inkubiert. 

Anschließend erfolgte die Transformation durch einen Hitzeschock für 1 min bei 42 °C 

in einem Thermoschüttler (Eppendorf). Nach weiterer Inkubation für 5 min auf Eis 

wurden 200 μL LB-Medium hinzugegeben und der Ansatz für 1 h bei 37 °C und 500 rpm 

inkubiert. 100 µL der transformierten Zellen wurden anschließend unter sterilen 

Bedingungen auf einer Antibiotika-haltigen LB-Agarplatte zur Selektion ausgestrichen 

und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.  

 

5.4.4. Kolonie-PCR 

Zur Überprüfung positiver Klone wurde von den über Nacht gewachsenen Kolonien eine 

Kolonie-PCR durchgeführt. Dazu wurde von der LB-Agarplatte jeweils eine Kolonie mit 

einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in ein PCR-Gefäß überführt. Die für die Kolonie-

PCR notwenigen Komponenten wurden auf Eis zusammengegeben und in einem 

Thermocycler (Eppendorf) entsprechend des gewählten PCR-Programms inkubiert 

(Tab. 19). 

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

Identifizierung positiver Klone. 

 

 

 

Komponente Menge 

Kolonie 1 

forward Primer (10 µM) 0.5 µL 

reversed Primer (10 µM) 0.5 µL 

5x OneTaq HS Buffer 5.0 µL 

dNTP-Mix (10 mM) 0.5 µL 

OneTaq Polymerase 0.125 µL 

ddH2O auf 25 µL auffüllen 

 Reaktionsschritt T t 

1x Initiale Denaturierung 98°C 30 s 

35x 

Denaturierung 

Hybridisierung 

Elongation 

98°C 

58°C 

72°C 

10 s 

30 s 

90 s 

1x Finale Elongation 72°C 5 min 

1x  4°C ∞ 
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5.4.5. Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Identifikation positiver Klone wurde die DNA nach einer Kolonie-PCR mittels einer 

Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Dazu wurden 5 µL der Kolonie-PCR-Produkte mit 

jeweils 1 µL 6x Orange G versetzt und anschließend neben einem Größenmarker auf 

einem 1 %-igen Agarosegel, versetzt mit dem fluoreszenten DNA-Farbstoff SYBRTM 

Safe (ThermoFisher Scientific), aufgetragen und bei 100 V für etwa 40 min aufgetrennt. 

Zur Visualisierung der aufgetrennten DNA wurde das Gel Doc™ XR+ 

Dokumentationssystem (BioRad) verwendet. Als Größenstandard wurde der GeneRuler 

100 bp Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific) genutzt. 

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

 

5.4.6. Plasmidamplifizierung, -isolierung und -sequenzierung 

Für die Amplifizierung der selektierten Plasmide wurden die mittels Kolonie-PCR 

analysierten Kolonien in jeweils 5 mL LB-Medium, versetzt mit Ampicillin (1:1000), 

über Nacht bei 37 °C und 150 rpm kultiviert. Die anschließende Isolierung der Plasmide 

erfolgte unter Verwendung des QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen). Die Konzentration 

der gereinigten Plasmide wurde durch Absorptionsmessungen bei Wellenlängen von 

260 nm und 280 nm an einem NanoDropTM 2000-Spektrophotometer (ThermoFisher 

Scientific) bestimmt. Die abschließende Sequenzierung der isolierten Plasmide wurde bei 

Eurofins Genomics durchgeführt. Die für die Sequenzierung verwendeten Primer sind in 

im Anhang aufgeführt (Tab. A8, Abb. A8 und A9). 

 

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

Die Analyse der verwendeten Protein-Präparationen erfolgte über Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Die entsprechenden Proben wurden 

dafür mit dem 4x SDS-Probenpuffer versetzt und für 10 min bei 95 °C denaturiert. 

Anschließend wurden jeweils 10 µg der Proben neben einem Größenstandard auf einem 

12 %-igen Polyacrylamid-Gel aufgetragen und bei einer konstanten elektrischen 

Spannung von 30 mA für 1 h größenspezifisch separiert. Zur Visualisierung der Proteine 

wurde das Gel mit einer Coomassie-Brilliant-Blau Färbelösung für 20 min angefärbt und 

anschließend mit einer Entfärbelösung für 20 min entfärbt. Bis zur Aufnahme der Gele 
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mittels Gel Doc™ XR+ Dokumentationssystems (BioRad) wurde das Gel in ddH2O 

gelagert. Als Größenstandards diente der PageRuler Plus Prestained Ladder 

(ThermoFisher Scientific). 

4x SDS-Probenpuffer: 0.5 M Tris pH 6.8, 20% (w/v) ß-Mercaptoethanol, 8% (w/v) 

SDS, 5 mg/L Bromphenolblau, 40 % (v/v) Glycerin. 

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

Färbelösung: 0.2 % (g/v) Coomassie-Brilliant-Blau G-250 in 10 % Essigsäure, 45 % 

(v/v) in Ethanol. 

Entfärbelösung: 10 % Essigsäure, 40 % Ethanol, 50 % H2O. 

 

5.5 Proteinexpression und-reinigung  

Die säulenchromatographische Reinigung der Ras-Proteine erfolgte an den Fast Protein 

Liquid Chromatography (FPLC)-Systemen ÄKTA™ start und ÄKTA™ pure (GE 

Healthcare) bei 4 °C. Der Erfolg der Reinigung wurde mittels SDS-PAGE (Kapitel 5.4.7) 

überprüft und die Proteinkonzentration durch Absorptionsmessungen bei einer 

Wellenlänge von 280 nm an einem NanoDropTM 2000-Spektralphotometer 

(ThermoFisher Scientific) unter Berücksichtigung der jeweiligen molaren dekadischen 

Extinktionskoeffizienten nach Lambert-Beer bestimmt (Kapitel 7.3 und 7.12).  

 

5.5.1. Verkürzte KRas-Konstrukte 

Die Expression und Reinigung der verkürzten KRas-Konstrukte, die neben 

strukturbiologischen Untersuchungen auch in biochemischen und biophysikalischen 

Assays verwendet wurden, erfolgte unter Einsatz eines dreistufigen 

Reinigungsprotokolls.  

KRas1-169 Cys-light (C51S C80L C118S) mit einem spaltbaren N-terminalen His6-tag 

wurde in E. coli BL21 (DE3)-Zellen bei 37 °C exprimiert. Die Proteinexpression wurde 

bei A600 = 0.45 durch Zugabe von 0.3 mM IPTG induziert und über Nacht bei 19 °C 

inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation gesammelt und das erhaltene Pellet 

in Ni-NTA-Puffer A resuspendiert. Die Zellen wurden mittels Mikrofluidizer lysiert, und 

nach Zentrifugation (35.000 ×g, 60 min) wurde der Überstand auf eine mit Ni-NTA-

Puffer A voräquilibrierte Ni-Affinitätschromatographiesäule (Ni-NTA Superflow, 
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20 mL, Qiagen) geladen. Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch Waschen mit 

Ni-NTA-Puffer A entfernt und die Elution der spezifisch gebundenen Proteine erfolgte 

mit einem linearen Imidazol-Gradienten (40 mM - 500 mM) über einen Zeitraum von 

45 min. Die gesammelten Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert und die 

Zielprotein-enthaltenen Fraktionen für die weitere Reinigung vereinigt. Zur Abspaltung 

des N-terminalen His6-tags wurde mit TEV-Protease über Nacht bei 4 °C gegen den 

Dialyse-Puffer dialysiert. Das gespaltene Protein wurde anschließend mit Hilfe eines 

Spritzenfilters filtriert und auf eine mit Ni-NTA-Puffer A voräquilibrierte zweite Ni-

Affinitätschromatographiesäule geladen, wobei das Zielprotein aufgrund der vorherigen 

Abspaltung des Affinitätsankers im Durchfluss vorzufinden ist. Der Durchfluss wurde 

mit Hilfe von Zentrifugenfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) auf ein Volumen von etwa 1 

bis 2 mL aufkonzentriert und für die anschließende SEC verwendet. Die Proteinlösung 

wurde auf eine zuvor mit SEC-Puffer äquilibrierte Chromatographiesäule (HiLoad 16/60 

Superdex 75 pg, GE Healthcare) aufgetragen und die Auftrennung der Proteine erfolgte 

bei einem Fluss von 1 mL/min. Die Fraktionen, die reines Zielprotein enthielten, wurden 

vereinigt und mit Hilfe von Zentrifugenfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) konzentriert. Die 

Konzentration der gereinigten Proteine wurde bestimmt und die Proteine wurden in 

flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 

Ni-NTA-Puffer A: 50 mM Tris pH 8.0, 250 mM NaCl, 40 mM Imidazol, 4 mM MgCl2, 

10 µM GDP, 1 mM DTT und 5% Glycerin. 

Ni-NTA-Puffer B: 50 mM Tris pH 8.0, 250 mM NaCl, 500 mM Imidazol, 4 mM MgCl2, 

10 µM GDP, 1 mM DTT und 5% Glycerin. 

Dialyse-Puffer: 25 mM Tris pH 8.0, 100 mM NaCl, 4 mM MgCl2, 10 µM GDP, 1 mM 

DTT und 5% Glycerin. 

SEC-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 10 µM GDP, 1 mM 

DTT und 5% Glycerin. 

 

5.5.2. KRas-Volllängenkonstrukte 

Die Expression und Reinigung der KRas-Volllängenkonstrukte, die für die zelluläre 

Charakterisierung der Nukleotidanaloga verwendet wurden, erfolgte unter 

Berücksichtigung weniger Abweichungen analog zu der Reinigung der verkürzten KRas-

Konstrukte. 
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Die KRas-Volllängenkonstrukte mit einem spaltbaren N-terminalen His6-tag wurden in 

E. coli BL21 (DE3) RIL-Zellen bei 37 °C exprimiert. Die Induktion mit 0.2 mM IPTG 

wurde, nach Erreichen eines OD600-Werts von 0.5 und nach Inkubation der 

Expressionskulturen bei 4 °C für 30 min, durchgeführt und das Wachstum bei 20 °C und 

120 rpm über Nacht fortgesetzt. Die Bakterienzellen wurden mittels Zentrifugation 

geerntet und das erhaltene Zellpellet zur Durchführung des Zellaufschlusses in doppelter 

Menge Ni-NTA-Puffer A resuspendiert und für 30 min bei 4 °C gerührt. Die Zellen 

wurden anschließend mit Hilfe eines Microfluidizers aufgeschlossen. Im Anschluss 

wurde das Lysat mit einem Protease-Inhibitorcocktail (1 Tablette) und CHAPS (1 % 

(m/v)) versetzt und bei 4 °C für 1 h gerührt, um die Löslichkeit der Proteine zu erhöhen. 

Mittels Zentrifugation (20.000 rpm, 60 min) wurden die unlöslichen Zellbestandteile 

abgetrennt und der lösliche Überstand nach Filtration auf eine mit Ni-NTA-Puffer A 

voräquilibrierte Ni-Affinitätschromatographiesäule (Ni-NTA Superflow, 5 mL, Qiagen) 

geladen. Um unspezifisch gebundene Proteine abzutrennen wurde die Ni-NTA-Säule 

zunächst mit Ni-NTA-Puffer A, sowie mit Ni-NTA-Puffer A und 2 % Ni-NTA-Puffer B 

gewaschen, bevor die Zielproteine durch einen Stufengradienten mit Ni-NTA-Puffer B 

eluiert wurden. Die Zielprotein-enthaltenen Fraktionen wurden vereinigt und zur 

Abspaltung des Affinitätsankers mit TEV-Protease versetzt und über Nacht bei 4 °C 

gegen den Dialyse-Puffer dialysiert. Nach erfolgter Dialyse wurde die Proteinlösung 

zentrifugiert (5000 rpm, 10 min) und der Überstand auf die bereits mit Dialysepuffer 

äquilibrierte Ni-NTA-Säule aufgetragen. Nach Waschen mit Dialysepuffer wurde das 

Zielprotein durch einen Stufengradienten mit Ni-NTA-Puffer B, beginnend bei 2 %, 

eluiert. Die Fraktionen, die das Zielprotein enthielten, wurden vereinigt und unter 

Verwendung von Zentrifugenfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) auf ein Volumen von etwa 

1 bis 2 mL konzentriert. Die Proteinlösung wurde auf eine zuvor mit SEC-Puffer 

äquilibrierte SEC-Säule (HiLoad 16/60 Superdex 75 pg, GE Healthcare) aufgetragen und 

die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einem Fluss von 1 mL/min. Die Zielprotein-

enthaltenen Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und bei –80 °C bis zur weiteren 

Verwendung gelagert. 

Ni-NTA-Puffer A: 50 mM HEPES pH 7.2, 500 mM LiCl, 1 mM MgCl2, 10 μM GDP, 

2 mM β-Mercaptoethanol. 

Ni-NTA-Puffer B: 50 mM HEPES pH 7.2, 500 mM LiCl, 500 mM Imidazol, 1 mM 

MgCl2, 10 μM GDP, 2 mM β-Mercaptoethanol.  
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Dialyse-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.2, 200 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 10 μM GDP, 

2 mM β-Mercaptoethanol, 5 % Glycerol. 

SEC-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 10 μM GDP, 1 mM 

TCEP, 5 % Glycerol. 

 

5.6 Biochemische und biophysikalische Methoden  

5.6.1. Protein-Massenspektrometrie 

Kovalente Proteinmodifikation und ESI-MS-Analyse. Die massenspektrometrische 

Charakterisierung gereinigter KRas-Proteine sowie der Nachweis von kovalenten 

Modifikationen an KRasG13C erfolgte mittels UltiMate 3000 HPLC-System 

(ThermoFisher Scientific) gekoppelt an einer VelosPro 2D-Ionenfalle-

Massenspektrometer (ThermoFisher Scientific). 

Für die kovalente Modifikation der verkürzten KRas-Proteine wurde 50 µM KRas1-169
 

mit einem zehnfachen Überschuss der modifizierten Nukleotide in 100 mM CHES 

(pH 9.5), 50 mM NaCl, 1 mM TCEP und 1 mM EDTA inkubiert. Nach Inkubation bei 

Raumtemperatur für die entsprechende Zeit wurde die Modifikation des Proteins mittels 

ESI-MS kontrolliert. Für die kovalente Modifikation der KRas Volllängen-Proteine 

wurde zunächst 50 µM Ras-Protein mit einem zehnfachen Überschuss der modifizierten 

Nukleotide in 20 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mM TCEP, 5 % 

Glycerin und 10 mM EDTA für 3 h bei 4 °C inkubiert. Der Nukleotidaustausch wurde 

durch die Zugabe von 20 mM MgCl2 beendet und die Ras-Proteine wurden unter 

Verwendung von Zentrifugenfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) gewaschen, um 

überschüssige, nicht gebundene Nukleotide zu entfernen. Nach dem Nukleotidaustausch 

wurden 50 µM Ras Volllängen-Protein in 100 mM CHES (pH 9.5), 50 mM NaCl, 1 mM 

TCEP und 1 mM EDTA bei Raumtemperatur für 24 h inkubiert. Die kovalente 

Proteinmodifikation wurde mittels ESI-MS kontrolliert. Die erhaltenen Rohdaten wurden 

mit der Software XcaliburTM sowie MagTran152 ausgewertet. 

 

Tryptischer Verdau und ESI-MS/MS-Analyse. Zur Ermittlung der Position der 

Proteinmodifikation durch die kovalenten Nukleotidanaloga wurden nach tryptischem 

Proteinverdau Tandem-Massenspektrometrie-Experimente durchgeführt.  
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Dabei wurden die Proben (50 pmol) zunächst in 100 mM TEAB gelöst und für 1 h bei 

55 °C in Gegenwart von 10 mM TCEP inkubiert. Nach Zugabe von 17 mM Iodacetamid 

wurden die Proben für 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend 

wurden die Proteine durch Zugabe von vorgekühltem Aceton gefällt und über Nacht bei 

-20 °C gelagert. Nach dem Trocknen der Pellets wurde Trypsin (Roche) zugegeben und 

die Proben wurden bei 37 °C unter Schütteln (300 rpm) über Nacht verdaut. Der Verdau 

wurde durch Zugabe von 2 % TFA gestoppt und nach erfolgter stage tip163 Reinigung 

wurden die Proben in einem Vakuumkonzentrator (Eppendorf) für etwa 1 h bei 

Raumtemperatur getrocknet und bis zur weiteren Analyse bei -20 °C gelagert. Für die 

anschließende nanoHPLC-MS/MS-Analyse wurden die Proben in 20 μL 0.1 %  wässriger 

TFA gelöst. 3 μL der Proben wurden mit einem UltiMateTM 3000 RSLCnano-System 

(ThermoFisher Scientific) gekoppelt mit einem Q Exactive™ Plus Hybrid Quadrupol-

Orbitrap-Massenspektrometer injiziert. Die Proben wurden zunächst für 5 min über eine 

Vorsäulenkartusche (5 μm, 100 Å, 300 μm ID * 5 mm, Dionex) bei einer Flussrate von 

30 µL/min entsalzt. Die entsalzten Proben wurden auf eine PepMap100 RSLC C18 nano-

HPLC-Säule (2 μm, 100 Å, 75 μm ID × 50 cm, nanoViper, Dionex) unter Verwendung 

eines linearen Gradienten, beginnend mit 95 % Lösungsmittel A (Wasser mit 0.1 % 

Ameisensäure) / 5 % Lösungsmittel B (Acetonitril mit 0.1 % Ameisensäure) und 

ansteigend auf 30 % Lösungsmittel B in 90 min bei einer Flussrate von 300 nL/min 

aufgetragen. Anschließend wurde die Säule gewaschen und auf die 

Ausgangsbedingungen reäquilibriert. Der Massenbereich von 300-1650 m/z wurde mit 

einer Auflösung von 70000 für einen vollständigen Scan erfasst, gefolgt von bis zu zehn 

High Energy Collision Dissociation (HCD) MS/MS-Scans der intensivsten, mindestens 

doppelt geladenen Ionen mit einer Auflösung von 17500 und einer NCE-Energie von 

25 %. Die Datenauswertung erfolgte mit der MaxQuant-Software164 einschließlich des 

Andromeda-Suchalgorithmus165 und der Suche nach der KRas-Sequenz zusammen mit 

einer Datenbank, die typische Verunreinigungen wie Keratine, Trypsin usw. enthält. Die 

Suche wurde für volle enzymatische Trypsinspaltungen durchgeführt, die zwei 

Fehlspaltungen zulassen. Für die Datenbanksuche wurden Oxidation von Methionin und 

N-terminale Acetylierung von Proteinen, Carbamidomethylierung von Cysteinen und 

Nukleotidanaloga-basierte Modifikation von Cysteinen als variable Modifikationen 

definiert.  
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5.6.2. Proteinassoziation mittels stopped-flow 

Die Kinetik der Assoziation der Nukleotidanaloga wurde mit einer stopped-flow-

Apparatur (Applied Photophysics) bei 25 °C analysiert, bei der die beiden 

Interaktionspartner zur gleichzeitigen Aufnahme des Fluoreszenzsignals in eine 

Messzelle injiziert werden. 

Hierfür wurde 1 µM nukleotidfreies KRas15 in einer Spritze schnell mit 2 µM mantdGDP 

in der anderen Spritze gemischt. In nachfolgenden Experimenten enthielt die zweite 

Spritze zusätzlich die modifizierten Nukleotide mit steigenden Konzentrationen (1, 2 und 

6 µM). Die resultierenden Verlaufskurven wurden mit KinTek Explorer global gefittet, 

um die entsprechenden Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten wie zuvor beschrieben 

zu erhalten.151 

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

TCEP. 

 

5.6.3. Bestimmung der relativen Affinitäten mittels HPLC-basiertem 

Assay 

Die relativen Affinitäten der Nukleotidanaloga wurden mit einem HPLC-basierten Assay 

bestimmt. Dabei wurden 50 µM KRasWT:GDP mit 50 µM der Acetamid-Derivate 

edaGDP, pdaGDP oder bdaGDP gemischt und entweder für sieben Tage bei RT in 

Abwesenheit von EDTA, für 24 h bei 4 °C in Gegenwart von 10 mM EDTA oder für 1 h 

bei RT in Gegenwart von 0.5 µM SOS inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 

die Ras-Proteine zur Abtrennung überschüssiger und ungebundener Nukleotide 

gewaschen, konzentriert und mittels isokratischer HPLC-Läufe analysiert. Die 

resultierenden Kurven wurden durch Integration der Flächen unter den entsprechenden 

Signalen für GDP und der Nukleotidanaloga nach verschiedenen Zeitpunkten mit Hilfe 

der Agilent ChemStation Software ausgewertet.  

HPLC-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mM TCEP, 5 % 

Glycerin. 
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5.6.4. SOS-katalysierter Nukleotidaustausch 

Der SOS-katalysierte Nukleotidaustausch wurde bei 25 °C in einem FluoroMax®-4-

Spektralfluorometer (Horiba) verfolgt. 5 µM KRas1-169
 wurden mit 10 µM mantdGDP 

und anschließend mit verschiedenen Konzentrationen von SOS (0.25 µM und 0.5 µM) 

gemischt. Nach Anregung bei 360 nm wurde die Emission bei 440 nm gemessen.  

Nukleotidaustausch-Puffer: 20 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2 und 

1 mM TCEP. 

 

5.6.5. GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse 

Zur Untersuchung der GAP-stimulierten GTP-Hydrolyse wurde zunächst für  

KRasWT1-169 ein Nukleotidaustausch mit GTP bei pH 7.5 und für KRasG13C1-169 eine 

kovalente Modifikation mit einem zehnfachen Überschuss an Acryl-edaGTP bei pH 9.5 

durchgeführt (in Gegenwart von 50 mM EDTA zur Blockierung der intrinsischen GTP-

Hydrolyse). Nach der Inkubation wurden die Ras-Proteine fünfmal mit GAP-Puffer unter 

Verwendung von Zentrifugalfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) gewaschen, um nicht 

gebundenes Nukleotid zu entfernen. Der Nukleotidaustausch von KRasWT1-169 wurde 

mittels isokratischer HPLC-Läufe kontrolliert, und die kovalente Modifikation von 

KRasG13C1-169 wurde mittels ESI-MS überprüft. Die GTP-Hydrolyse der Ras-Proteine 

wurde durch Zugabe von 2 mM MgCl2 in Abwesenheit oder Anwesenheit von Ras-GAP 

(1:1000 für KRasWT1-169:GTP und 1:1 für KRasG13C1-169-edaGTP) initiiert. Zu 

bestimmten Zeitpunkten (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 und 120 Minuten) wurden Proben 

entnommen und sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren. Für KRasWT1-169:GTP 

wurden die Proben aufgetaut und für 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Proben wurden bei 

14.000 rpm für 10 min bei 4 °C zentrifugiert und anschließend mittels isokratischer 

HPLC-Läufe analysiert. Für KRasG13C1-169-edaGTP wurden die Proben zentrifugiert 

und mittels ESI-MS analysiert. Die Menge jedes Nukleotids wurde aus der 

Flächenintegration der GTP- und GDP-Signale mithilfe von Origin bestimmt.  

GAP-Puffer: 20 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM NaCl und 1 mM TCEP. 
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5.6.6. Mg2+-Affinitäts-Assay 

Zur Bestimmung der Mg2+-Affinität von KRasWT und KRasG13C wurden 100 µM der 

Ras-Proteine mit einem fünffachen Überschuss an mantdGDP im Nukleotidaustausch-

puffer inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C für zwei bis drei Stunden und der 

Nukleotidaustausch wurde mittels isokratischer HPLC-Läufe überprüft (Kap. 5.3.2). Die 

Proteinlösungen wurden in den MG-Puffer überführt und nach anschließender 

Konzentration für den Mg2+-Affinitätstest verwendet, der bei 25 °C in einem FluoroMax-

3-Spektralfluorimeter (Anregung bei 360 nm, Emission bei 440 nm) analysiert wurde. 

1 µM Ras:mantdGDP wurde gegen steigende Konzentrationen an MgCl2 (1, 2.5, 5, 7.5, 

10, 15, 20 und 25 µM) titriert und die resultierenden Kurven durch Auftragen der relativen 

Fluoreszenzintensität gegen die MgCl2-Konzentration analysiert.  

Nukleotidaustauschpuffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM TCEP, 5 % 

Glycerin und 10 mM EDTA. 

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

 

5.6.7. in vitro Farnesylierung 

Für eine in vitro Farnesylierung wurden 50 µM der KRas-Volllängen-Proteine mit 

250 µM Farnesylpyrophosphat (FPP) und 10 µM Farnesyltransferase (FTase) gemischt. 

Nach der Inkubation bei RT für 1 h wurde die Mischung bei 14.000 rpm für 10 min und 

4 °C zentrifugiert und mittels ESI-MS analysiert. 

 

5.7 Proteinkristallisation  

5.7.1. Probenvorbereitung für die Kristallisation  

Für die Kristallisation von KRasG13C1-169 Cys-light wurde das gereinigte Protein 

zunächst mit den Nukleotidanaloga kovalent modifiziert, indem 100 µM KRas mit einem 

zehnfachen Überschuss der Acrylamid-Derivate bei RT und pH 9.5 für 24 h inkubiert 

wurden. Die Modifikation des Proteins wurde mittels ESI-MS überwacht und durch 

Zugabe von 20 mM MgCl2 beendet. Um überschüssige Nukleotide zu entfernen und 

zudem das Protein in den finalen Kristallisationspuffer zu überführen, wurde eine SEC 
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(HiLoad 16/60 Superdex 200 pg, GE Healthcare) durchgeführt. Die gereinigten Proteine 

wurden mithilfe von Zentrifugenfiltereinheiten (MWCO 10 kDa) auf ~70 mg/mL 

konzentriert und für die nachfolgenden Kristallisationsexperimente verwendet. 

Kristallisationspuffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mM 

TCEP und 5 % Glycerin. 

5.7.2. Screening-Experimente  

Um die anfänglichen Kristallisationsbedingungen zu identifizieren, wurden Screening-

Experimente mit kommerziell erhältlichen Proteinkristallisations-Screens (JCSG Core I 

-IV Suites, PEGs und PACT, Qiagen) bei 4 °C und 20 °C mit der sitting-Drop-Methode 

durchgeführt. Dabei wurden die Reservoir-Lösungen in 96-well-Kristallisationsplatten 

(96-well sitting drop iQ plate, TTP Labtech) vorgelegt und mittels eines Mosquito LCP 

Pipettierroboters (TTP Labtech) 100 nL Reservoirlösung mit 100 nL Proteinlösung 

unterschiedlicher Konzentrationen versetzt. Die Kristallisationsplatten wurden 

anschließend bei 4 °C und 20 °C in einem Kristallisationsplatten-Imager (Rock Imager 

1000, Formulatrix) gelagert. Entstandene Kristalle wurden mit 20  % Glycerin 

kryogeschützt bevor sie in flüssigem Stickstoff eingefroren wurden. 

 

5.7.3. Röntgenstrukturanalyse  

Die entstandenen Kristalle wurden intern an einem D8 VENTURE-

Röntgendiffraktometer (Bruker) getestet. Von Kristallen, die eine charakteristische 

Proteinstreuung aufwiesen, wurden anschließend Datensätze an der PXII X10SA-

beamline der Synchrothron Lichtquelle Schweiz (Paul Scherrer Institut, Villigen, 

Schweiz) aufgenommen. Die Datensätze wurden mit XDS157 indiziert und mit XSCALE 

skaliert. Die Kristallstruktur wurde durch molekularen Ersatz mit PHASER unter 

Verwendung einer bereits publizierten KRasWT:GDP Struktur (PDB: 4obe) als Modell 

gelöst.166 Die manuelle Modellierung der Struktur in der asymmetrischen Einheit wurde 

mit dem Programm COOT154 durchgeführt und mit Hilfe des Dundee PRODRG-

Servers167 die Inhibitor-Topologie-Datei generiert. Für die Strukturverfeinerung wurde 

PHENIX.refine155 verwendet und mit dem PDB_REDO-Server168 optimiert. Zur 

Visualisierung der finalen Kristallstrukturen wurde PyMOL156 verwendet.  
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5.8 Zellbiologische Methoden 

5.8.1. Zellkultivierung  

Die Kultivierung aller in Tabelle 20 aufgelisteten Zelllinien erfolgte in einem 

befeuchteten Inkubator in Gegenwart von 5 % CO2 bei 37 °C. Alle zellbiologischen 

Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank (HERASafe® KS, 

ThermoFisher Scientific) durchgeführt. Alle verwendeten Medien, Lösungen und 

Verbrauchsmaterialien wurden steril erworben, steril filtriert oder autoklaviert. Medien 

und Lösungen, die bei zellbiologischen Arbeiten verwendet wurden, wurden vorab im 

Wasserbad auf 37 °C temperiert. 

Bei der Inkulturnahme aller Zelllinien wurden die kryokonservierten Zellen zunächst in 

einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, bevor sie mit frischem Medium versetzt in 

Zellkulturflaschen (T25, T75 oder T125; Sarstedt) überführt und kultiviert wurden. Nach 

24 Stunden wurde das Medium erneuert und sobald die Zellen eine Konfluenz von 80-

90 % erreichten, wurden die Zellen vereinzelt.  

Im Falle von adhärenten Zelllinien wurde zunächst das Medium entfernt und die Zellen 

mit PBS gewaschen. Durch die anschließende Zugabe einer 0.25 %-igen Trypsin-EDTA-

Lösung und Inkubation bei 37 °C für 5 min wurden die Zellen von der Oberfläche 

abgelöst und nach Zugabe von frischem Medium für 5 min bei 200 g zentrifugiert. Das 

Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert und die Zellen für die 

Weiterkultivierung nach den in Tabelle 20 angegebenen Passagier-Verhältnissen 

ausgesät. Im Falle einer Suspensionskultur wurde der Trypsinierungschritt übersprungen 

und die Zellen wurden direkt zentrifugiert und in frischem Medium resuspendiert. Die 

Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe eines CountessTM II Automated Cell Counter 

(ThermoFisher Scientific), wobei durch Zugabe von 10 μL Trypanblau-Färbelösung zu 

10 μL der Zellsuspension zusätzlich die Zellviabilität überprüft werden konnte. 

Mittels Kryokonservierung erfolgte eine längerfristige Lagerung der Zellen bei -150 °C. 

Hierfür wurde das Zellpellet in Kultivierungsmedium, versetzt mit 10 % DMSO, 

resuspendiert und eine Zelldichte von 1x106 Zellen/mL eingestellt. Die Zellsuspension 

wurde in Kryoröhrchen (1 mL) überführt und zunächst für 24 h in einem mit Isopropanol 

befüllten Gefrierbehälter (Mr Frosty™, Thermo Fisher Scientific) bei -80 °C 

runtergekühlt, bevor die endgültige Lagerung der Zellen bei -150 °C erfolgte. 
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Tabelle 20 | Übersicht über die verwendeten Zelllinien. Für die humanen sowie murinen Zelllinien 

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

sowie das Passagier-Verhältnis aufgelistet. 

 

 

5.8.2. Genomsequenzierung 

Zur Überprüfung der Identität einiger Zelllinien und dem Nachweis bestimmter KRas-

Mutationen wurde eine Genomsequenzierung durchgeführt. Die genomische DNA wurde 

hierfür mit dem QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen) isoliert und nach Vervielfältigung 

mittels PCR mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) gereinigt. Die 

Sequenzierung wurde bei Eurofins Genomics durchgeführt (Tab. A9, Abb. A12-14). 
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Lunge 

Adenokarzinom 
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RPMI 1640+GlutaMAXTM 

10% FBS 

1% PenStrep 

1:10 

H1734 
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RPMI 1640+GlutaMAXTM 

10% FBS Good Forte 

1% PenStrep 

1:2 
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Transfektionswirt 

DMEM+GlutaMAX™ 

10% FBS 

1% PenStrep 

1:10 
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Cervix 

Adenokarzinom 

Transfektionswirt 

DMEM+GlutaMAX™ 

10% FBS 

1% PenStrep 

1:10 

M
u

s 
m

u
sc

u
lu

s 
(M

o
u

se
) 

Ba/F3  

(parental) 

 

S
u

sp
e
n

si
o

n
 

IL-3-abhängige 

Pro-B-Zellen 

RPMI 1640+GlutaMAXTM 

10% FBS 

1% PenStrep 

0.1 mg/mL IL-3 

1 x 105  

Zellen/mL 

Ba/F3 

KRasG12C 

 

IL-3-unabhängige 

Pro-B-Zellen 
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RPMI 1640+GlutaMAXTM 

10% FBS 

1% PenStrep 

2 x 105  
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Transfektionswirt 

DMEM+GlutaMAX™ 

10% FBS 

1% PenStrep 

1:10 
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5.8.3. Transfektion 

Retrovirus-vermittelte Transfektion. Für die Infektion der Ba/F3-Zellen wurde 

zunächst ein Retrovirus mittels liposomaler Transfektion in HEK293T-Zellen generiert. 

Hierzu wurden 105 HEK239T-Zellen in einer TC-Schale (Sarstedt) in 5 mL Medium 

ausgesät und für 24 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Am Folgetag wurde der in 

Tabelle 21 aufgelistete Transfektionsansatz, der zuvor 20 min bei RT inkubiert wurde, zu 

den Zellen pipettiert. Nach einer 72-stündigen Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurde 

der Virus geerntet, indem der Virus-enthaltene Überstand mit Hilfe eines Spritzenfilters 

(0.45 µM) steril filtriert und entweder direkt für die Infektion der Ba/F3-Zellen verwendet 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

Für die nachfolgende Infektion der Ba/F3-Zellen mit den zuvor generierten Retroviren 

wurden 2 x 106 Ba/F3-Zellen in 5 mL Infektionsmedium (serumfrei) in einer TC-Flasche 

T25 (Sarstedt) vorgelegt und mit 2 mL des zuvor erzeugten Retrovirus versetzt. 

Zusätzlich wurden dem Medium murines IL-3 (0.1 mg/mL) als notwendiger 

Wachstumsfaktor sowie Polybrene (0.8 µg/mL) zur Verbesserung der Infektionseffizienz 

hinzugefügt. Nach einer 24-stündigen Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurde das 

Medium erneuert und nach weiteren 48 h die Zellen durch Zugabe von Puromycin 

(5 µg/mL) selektiert. Nach erfolgreicher Selektion mit Puromycin über einen Zeitraum 

von 7 d wurden die Ba/F3-Zellen in Abwesenheit von IL-3 kultiviert und nach 

Wiedereintreten des Zellwachstums alle 48 h passagiert (1 x 105 Zellen/mL). 

 

 

 

Komponente  Menge 

Vektor 

pBabe-KRasG12C 

oder 

pBabe-KRasG13C 

2.5 µg 

Verpackungsplasmid pCL-Eco 2.5 µg 

Transfektionsreagenz TransIT®-LT1 7.5 µL 

Medium 
GibcoTM 

Opti-MEMTM 
250 µL 
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Lipofectamin-vermittelte Transfektion. Die Erzeugung von KRas-transformierten 

NIH/3T3-Zellen erfolgte unter Verwendung des LipofectamineTM 3000 Reagent Protocol 

(ThermoFisher Scientific). Hierzu wurden 106 Zellen auf einer 6-well-Platte in 2 mL 

Medium ausgesät und für 24 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Zellen wurden mit 

PBS gewaschen und das Medium durch unsupplementiertes Opti-MEMTM-Medium 

(Gibco®, ThermoFisher Scientific) ersetzt. Der DNA-Lipidkomplex, der zuvor nach 

Herstellerangaben vorbereitet und für 15 min bei RT inkubiert wurde, wurde 

anschließend zu den Zellen gegeben. Die transfizierten Zellen wurden für weitere 72 h 

bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert und anschließend analysiert (Tab. 22). 

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

 

 

 

 

 

 

5.8.4. NTP-Transporter-Assay 

Für den effizienten Transport der kovalenten Nukleotidanaloga in Zellen, wurde der 

BioTrackerTM NTP-Transporter (Merck) eingesetzt.142 Hierfür wurden 106 Zellen auf 

einer 6-well-Platte in 2 mL Medium ausgesät und für 24 h bzw. 48 h bei 37 °C und 5 % 

CO2 inkubiert. Die adhärenten Zellen wurden zweimal mit Tricin-Puffer gewaschen und 

anschließend mit verschiedenen Konzentrationen (10, 50, 100, 500 µM) einer 1:1-

Mischung des BioTrackerTM-NTP-Transporter und entsprechendem Nukleotidderivat 

inkubiert. Zu Kontrollzwecken wurden die Zellen zusätzlich entweder mit 500 µM 

BioTrackerTM-NTP-Transporter oder mit 500 µM des Nukleotidderivats behandelt. Nach 

einer zehnminütigen Inkubation bei RT wurde die Transporter-Mischung entfernt und die 

Zellen mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von frischem Medium wurden die Zellen für 

weitere 24 h bis 48 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert bevor Zelllysate für eine 

nachfolgende Western Blot-Analyse generiert wurden. 

Tricin-Puffer: 5 mM Tricin pH 7.4, 11 mM Glukose, 125 mM NaCl, 1.8 mM CaCl2, 

0.8 mM MgSO4, 5.4 mM KCl. 

 

Komponente  Menge 

DNA 

mCherry-KRas 

oder 

untagged-KRas 

2.5 µg 

Transfektionsreagenz 
LipofectamineTM 3000 3.75 oder 7.5 µL 

P3000TM Reagent 5 µL 

Medium Opti-MEMTM 250 µL 
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5.8.5. Elektroporation 

Die Elektroporation der KRas-Volllänge-Konstrukte (KRasWT, KRasG13C, 

KRasG13C:acetyledaGDP und KRasG13C-edaGDP) wurde nach dem von Alex et al. 

beschriebenen Protokoll unter Verwendung des Neon Transfection System Kits 

(Invitrogen, ThermoFisher Scientific) durchgeführt.144 Für die Elektroporation wurden 

zunächst drei Mio. Zellen pro Experiment durch Trypsinisierung geerntet, mit PBS 

gewaschen und in 85 µL des Elektroporationspuffers R (Invitrogen) resuspendiert. 

Proteinproben für jedes Konstrukt (0, 50, 100, 200 und 300 µg) wurden 1:1 in Puffer R 

verdünnt und anschließend 30 µL des Protein-Mastermixes zur Zellsuspension gegeben. 

Die EP-Proteinlösung wurde in eine 100 mL Neon-Pipettenspitze (Invitrogen) überführt 

und mit zwei aufeinanderfolgenden Impulsen bei 1000 V und einer Dauer von 35 ms 

elektroporiert. Nach der Elektroporation wurden die Zellen zweimal mit PBS (15 mL) 

gewaschen, um nicht-internalisiertes extrazelluläres Protein zu entfernen, und das 

Zellpellet in 2 mL frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden in 6-well-

Zellkulturplatten (Sarstedt) transferiert und für 24 h bei 37 °C und 5 % CO2 in einem 

befeuchteten Inkubator inkubiert, bevor Zelllysate für die nachfolgende Western Blot-

Analyse angefertigt wurden.  

 

5.8.6. Western Blot-Analyse 

Für die zelluläre Evaluierung der Nukleotidderivate wurden Western Blot-Analysen 

durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen nach entsprechender Behandlung mit den 

Nukleotidanaloga zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 100 µL Phosphatase- 

und Proteaseinhibitorhaltigem RIPA-Puffer (CST) lysiert. Die Zellen wurden für 30 min 

auf Eis inkubiert und dann durch Abschaben und anschließender Zentrifugation bei 

14.000 rpm für 10 min bei 4 °C geerntet. Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem 

PierceTM BCA-Protein-Assay (ThermoFisher Scientific) gemäß der empfohlenen 

Vorgehensweise des Herstellers bestimmt und durch Zugabe von ddH2O und 4x SDS-

Probenpuffer auf 1 mg/mL eingestellt. Nachdem die Proben für 5 min bei 95 °C 

denaturiert wurden, wurden diese bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 

Äquivalente Proteinmengen (10 µg) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 

anschließend mit dem Pierce™ 1-Step-Transferpuffer (ThermoFisher Scientific) und dem 

Pierce™ Power Blotter (ThermoFisher Scientific) auf Immobilon-FL PVDF-Membranen 
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(Merck) übertragen. Die Membranen wurden für 5 min mit ddH2O gewaschen und 

nachfolgend für 1 h bei Raumtemperatur mit Odyssey® Blocking Buffer TBS (Li-COR) 

blockiert. Nachdem die Membranen dreimal mit je 5 mL TBS-T gewaschen wurden, 

erfolgte die Inkubation mit in Odyssey® Blocking Buffer TBS-verdünnten primären 

Antikörpern über Nacht bei 4 °C unter leichtem Schütteln. Nach der Inkubation der 

primären Antikörper wurden die Membranen erneut dreimal mit je 5 mL TBS-T für 5 min 

gewaschen, bevor sie mit den sekundären Antikörpern, verdünnt in Odyssey® Blocking 

Buffer TBS, für 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inkubiert wurden. Nach 

der Inkubation der sekundären Antikörper wurden die Membranen dreimal für 5 min mit 

TBS-T gewaschen und anschließend mit einem Odyssey® CLx Imaging-System (Li-

COR) gescannt. Die erhaltenen Aufnahmen wurden mit der Software Image Studio Lite 

(Li-COR) final bearbeitet und mit der Software Empiria Studio (Li-COR) quantifiziert. 

Die zum Nachweis der einzelnen Proteine verwendeten primären und sekundären 

Antikörper sind in Tabelle 23 aufgelistet.  

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

Tabelle 23 | Verwendete Primär- und Sekundärantikörper. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Antikörper MW (kDa) Wirt Verdünnung 

KRas 21 Maus 1:1000 

pcRaf 74 Kaninchen 1:1000 

tAkt 
60 Kaninchen 1:1000 

pAkt 

tErk 
42/44 

Maus 1:2000 

pErk Kaninchen 1:2000 

tS6 
32 

Maus 1:1000 

pS6 Kaninchen 1:2000 

β-Aktin 
42 Maus 1:5000 

45 Kaninchen 1:1000 

anti-Mouse  

(DyLight™ 680 

Conjugate) 

- Ziege 1:15000 

anti-Rabbit 

(DyLight™ 800 4X 

PEG Conjugate) 

- Ziege 1:30000 
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5.8.7. CellTiter-Glo®-Viabilitätsassay 

Der CellTiter-Glo®-Viabilitätsassay wurde zur Bestimmung der anti-proliferativen 

Eigenschaften bestimmter Inhibitoren gegenüber klinisch relevanten Zelllinien 

verwendet.  

Dabei wurde zunächst der lineare Wachstumsbereich jeder Zelllinie bestimmt, indem die 

Zellen auf einer 384-well-Platte in Verdünnungsreihen (0, 50, 200, 200, 400, 800, 1600, 

3200 Zellen/well in 25 µL) ausplattiert wurden. Nach einer Inkubationszeit von 4 d bei 

37 °C und 5 % CO2 erfolgte die Zellviabilitätsmessung mittels CTG-Reagenzes, wie 

nachfolgend beschrieben.  

Nach erfolgter Zellzahloptimierung wurden die Zellen mit der entsprechenden Zellzahl 

mittels MultidropTM Dispenser (ThermoFisher Scientific) kontaktlos auf einer 384-well-

Platte ausgesät und 24 h bei 37 °C und 5 % CO2 in einer Feuchtekammer inkubiert. Die 

Testsubstanzen wurden neben einer Negativkontrolle (DMSO) sowie einer 

Positivkontrolle (Staurosporin) mit dem Echo 520 Liquid Handler (Labcyte) in 

Verdünnungsreihen (0.1 nM - 30 µM) auf die Zellsuspension transferiert. Nach einer 

weiteren 72-stündigen Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 in einer Feuchtekammer 

wurden 25 µL CTG®-Reagenz/PBS (1:1) mittels MutlidropTM auf die Zellen pipettiert. 

Die Assayplatte wurde für 2 min bei 1200 rpm geschüttelt, um die Zelllyse zu induzieren, 

und anschließend für 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert, um das lumineszierende 

Signal zu stabilisieren. Das Auslesen der Assayplatten erfolgte mit einem Envision Plate 

Reader (Perkin Elmer), wobei das lumineszente Signal über 500 ms detektiert wurde. Die 

anschließende Bestimmung der EC50-Werte aus den Rohdaten erfolgte mit dem 

Programm Workflow aus dem Quattro Research Software Paket.  
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7 ANHANG 

7.1 Historischer Überblick über S-IIP Inhibitoren für 

KRasG12C 

Tabelle A1 | KRasG12C S-IIP-Inhibitoren. 

 

Verbindung in 

Publikation 
Chemische Struktur 

PDB 

ID 

Referenz Herkunft ID 

2E07 

 

- 
Ostrem et al. 

(2013) 

Kevan 

Shokat  
- 

6H05 

 

- 
Ostrem et al. 

(2013) 

Kevan 

Shokat  
- 

Verbindung 6 

 

4luc 
Ostrem et al. 

(2013) 

Kevan 

Shokat  
- 

Verbindung 9 

 

4lyh 

4lyj 

Ostrem et al. 

(2013) 

Kevan 

Shokat  
- 

Verbindung 12 

 

- 
Ostrem et al. 

(2013) 

Kevan 

Shokat  
- 

ARS-107 

 

6b0v 
Patricelli et al. 

(2016) 

Wellspring 

Bioscience 
- 

ARS-853 

 

5f2e 
Patricelli et al. 

(2016) 

Wellspring 

Bioscience 
- 

ARS-1620 

 

5v9u 
Janes et al. 

(2018) 

Wellspring 

Bioscience 
- 

Indole lead 1 

 

6p8z 
Shin et al. 

(2019) 
Amgen - 

AMG 510 

 

6oim 
Canon et al. 

(2019) 
Amgen 

NCT03600883 

NCT04185883 

NCT04380753 

NCT04303780 

NCT04887064 

NCT04667234 

Verbindung 4 

 

6n2j 
Fell et al. 

(2018) 

Array 

BioPharma 

Mirati 

Therapeutics 

- 
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Tabelle A1 | KRasG12C S-IIP-Inhibitoren (Fortsetzung). 

 

  

Verbindung in 

Publikation 
Chemische Struktur 

PDB 

ID 

Referenz Herkunft ID 

Verbindung 13 

 

- 
Fell et al. 

(2018) 

Array 

BioPharma 

Mirati 

Therapeutics 

- 

MRTX849 

 

6uto 

Hallin et al. 

(2019) 

Fell et al. 

(2020) 

Mirati 

Therapeutics 

NCT03785249 

NCT04330664 

NCT04613596 

NCT04685135 

NCT04793958 

JNJ-74699157 

(ARS-3248) 
- - - 

J&J 

Wellspring 

Bioscience 

NCT04006301 
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7.2 Sequenzalignment 

ARF1    P84077 ------------------------------------MGNIFAN---------LFKGLFGKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLG--------------------EI-VTTIPTIG---- 50 

ARF3    P61204 ------------------------------------MGNIFGN---------LLKSLIGKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLG--------------------EI-VTTIPTIG---- 50 

ARF4    P18085 ------------------------------------MGLTISS---------LFSRLFGKKQMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLG--------------------EI-VTTIPTIG---- 50 

ARF5    P84085 ------------------------------------MGLTVSA---------LFSRIFGKKQMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLG--------------------EI-VTTIPTIG---- 50 

ARF6    P62330 ----------------------------------------MGK---------VLSKIFGNKEMRILMLGLDAAGKTTILYKLKLG--------------------QS-VTTIPTVG---- 46 

ARL1    P40616 ------------------------------------MGGFFSS---------IFSSLFGTREMRILILGLDGAGKTTILYRLQVG--------------------EV-VTTIPTIG---- 50 

ARL2    P36404 ------------------------------------MGLLTIL---------KKMKQ-KERELRLLMLGLDNAGKTTILKKFNGE--------------------DI-DTISPTLG---- 49 

ARL3    P36405 ------------------------------------MGLLSIL---------RKLKSAPDQEVRILLLGLDNAGKTTLLKQLASE--------------------DI-SHITPTQG---- 50 

ARL4A   P40617 ------------------------------------MGNGLSD----Q-TS-ILSNLPSFQSFHIVILGLDCAGKTTVLYRLQFN--------------------EF-VNTVPTKG---- 53 

ARL4C   P56559 -----------------------------------------------M-GN-ISSNISAFQSLHIVMLGLDSAGKTTVLYRLKFN--------------------EF-VNTVPTIG---- 46 

ARL4D   P49703 ------------------------------------MGNHLTE----M-APTASSFLPHFQALHVVVIGLDSAGKTSLLYRLKFK--------------------EF-VQSVPTKG---- 54 

ARL5A   Q9Y689 ------------------------------------MGILFTR----------IWRLFNHQEHKVIIVGLDNAGKTTILYQFSMN--------------------EV-VHTSPTIG---- 49 

ARL5B   Q96KC2 ------------------------------------MGLIFAK----------LWSLFCNQEHKVIIVGLDNAGKTTILYQFLMN--------------------EV-VHTSPTIG---- 49 

ARL5C   A6NH57 ------------------------------------MGQLIAK----------LMSIFGNQEHTVIIVGLDNEGKTTILYRFLTN--------------------EV-VHMCPTIG---- 49 

ARL6    Q9H0F7 ------------------------------------MGLLDRL---------SVLLGLKKKEVHVLCLGLDNSGKTTIINKLKPS----------------N--AQS-QNILPTIG---- 52 

ARL8A   Q96BM9 ------------------------------------MIALFNK----L--LDWFKALFWKEEMELTLVGLQYSGKTTFVNVIASG--------------------QFNEDMIPTVG---- 54 

ARL8B   Q9NVJ2 ------------------------------------MLALISR----L--LDWFRSLFWKEEMELTLVGLQYSGKTTFVNVIASG--------------------QFSEDMIPTVG---- 54 

ARL9    Q6T311 ------------------------------------MRPTWK--------ALSHPAWPEEKNKQILVLGLDGAGKTSVLHSLASN--------------------RVQHSVAPTQG---- 52 

ARL10   Q8N8L6 ---------------D---RGEAWWGA------EAARLPEWDE-WDPEDEEDEEPALEELEQREVLVLGLDGAGKSTFLRVLSGK--------------------PPLEGHIPTWG---- 111 

ARL11   Q969Q4 ------------------------------------MGSV--------------NSRGHKAEAQVVMMGLDSAGKTTLLYKLKGH--------------------QL-VETLPTVG---- 45 

ARL13A  Q5H913 ------------------------------------MFRLLSSCCSCL-----RTTEETRRNVTIPIIGLNNSGKTVLVEAFQKL--------------------LP-SKTDHCMK---- 54 

ARL13B  Q3SXY8 ------------------------------------MFSLMASCCGWF-----KRWREPVRKVTLLMVGLDNAGKTATAKGIQGE--------------------YP-EDVAPTVG---- 54 

ARL14   Q8N4G2 ------------------------------------MGSLG-------------SKNPQTKQAQVLLLGLDSAGKSTLLYKLKLA--------------------KD-ITTIPTIG---- 46 

ARL15   Q9NXU5 --------------------------I--------TEAFLYMD-YLCFRALCCKGPPPARPEYDLVCIGLTGSGKTSLLSKLCSE--------------------SP-DNVVSTTG---- 65 

ARL16   Q0P5N6 --------------------------V--------AGGRALSR------GA-ELRVPGGAKHGMCLLLGATGVGKTLLVKRLQEV--SS--R------DGKGDLGEP-PPTRPTVG---- 66 

ARL17   Q8IVW1 ------------------------------------MGNIFEK---------LFKSLLGKKKMRILILSLDTAGKTTILYKLKLG--------------------ET-VPAVPTVG---- 50 

ARFRP1  Q13795 ------------------------------------MYTLLSG---------LYKYMFQKDEYCILILGLDNAGKTTFLEQSKTR--FN--K------NYKG--MSL-SKITTTVG---- 58 

SAR1A   Q9NR31 ------------------------------------MSFIFEWIYNGF-SSVLQFLGLYKKSGKLVFLGLDNAGKTTLLHMLKDD--------------------RL-GQHVPTLH---- 58 

SAR1B   Q9Y6B6 ------------------------------------MSFIFDWIYSGF-SSVLQFLGLYKKTGKLVFLGLDNAGKTTLLHMLKDD--------------------RL-GQHVPTLH---- 58 

TRIM23  P36406 --------------------------L------DASIPVTFTK--------DNRVHIGPKMEIRVVTLGLDGAGKTTILFKLKQD--------------------EF-MQPIPTIG---- 437 

IFT27   Q9BW83 ---------------------------------------------------------MVKLAAKCILAGDPAVGKTALAQIFRSDGAHF--Q-K----SY-----------TLTTG--MD 43 

RAB1A   P62820 ---------------------------------------------------MSSMNPEYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADD--TY--T-E----SY-----------ISTIG--VD 47 

RAB1B   Q9H0U4 ------------------------------------------------------MNPEYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADD--TY--T-E----SY-----------ISTIG--VD 44 

RAB1C   Q92928 ------------------------------------------------------MNPGYDCLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADD--PY--T-E----SY-----------ISTIG--VD 44 

RAB2A   P61019 --------------------------------------------------------MAYAYLFKYIIIGDTGVGKSCLLLQFTDK--RF--Q-P----VH-----------DLTIG--VE 42 

RAB2B   Q8WUD1 --------------------------------------------------------MTYAYLFKYIIIGDTGVGKSCLLLQFTDK--RF--Q-P----VH-----------DLTIG--VE 42 

RAB3A   P20336 ------------------------------AS-------AT----DSRYGQKESSDQNFDYMFKILIIGNSSVGKTSFLFRYADD--SF--T-P----AF-----------VSTVG--ID 58 

RAB3B   P20337 ------------------------------AS-------VT----DGKTGVKDASDQNFDYMFKLLIIGNSSVGKTSFLFRYADD--TF--T-P----AF-----------VSTVG--ID 58 

RAB3C   Q96E17 ------------------------------AS-------AQ----DARYGQKDSSDQNFDYMFKLLIIGNSSVGKTSFLFRYADD--SF--T-S----AF-----------VSTVG--ID 66 

RAB3D   O95716 ------------------------------AS-------AG----DTQAGPRDAADQNFDYMFKLLLIGNSSVGKTSFLFRYADD--SF--T-P----AF-----------VSTVG--ID 58 

RAB4A   P20338 -------------------------------------------------MSQTAMSETYDFLFKFLVIGNAGTGKSCLLHQFIEK--KF--K-D----DS-----------NHTIG--VE 49 

RAB4B   P61018 ------------------------------------------------------MAETYDFLFKFLVIGSAGTGKSCLLHQFIEN--KF--K-Q----DS-----------NHTIG--VE 44 

RAB5A   P20339 -------------------------------------MASR----GA-TRPNGPNTGNKICQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKG--QF--H-E----FQ-----------ESTIG--AA 56 

RAB5B   P61020 -------------------------------------MTSR----ST-ARPNGQPQASKICQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKG--QF--H-E----YQ-----------ESTIG--AA 56 

RAB5C   P51148 ------------------------------------MAGRG----GA-ARPNGPAAGNKICQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKG--QF--H-E----YQ-----------ESTIG--AA 57 

RAB6A   P20340 ------------------------------------MSTGG----DFG---------NPLRKFKLVFLGEQSVGKTSLITRFMYD--SF--D-N----TY-----------QATIG--ID 49 

RAB6B   Q9NRW1 ------------------------------------MSAGG----DFG---------NPLRKFKLVFLGEQSVGKTSLITRFMYD--SF--D-N----TY-----------QATIG--ID 49 

RAB6C   Q9H0N0 ------------------------------------MSAGG----DFG---------NPLRKFKLVFLGEQSVAKTSLITRFRYD--SF--D-N----TY-----------QAIIG--ID 49 

RAB7A   P51149 ------------------------------------------------------MTSRKKVLLKVIILGDSGVGKTSLMNQYVNK--KF--S-N----QY-----------KATIG--AD 44 

RAB7B   Q96AH8 ------------------------------------------------------MNPRKKVDLKLIIVGAIGVGKTSLLHQYVHK--TF--Y-E----EY-----------QTTLG--AS 44 

RAB8A   P61006 ------------------------------------------------------MAKTYDYLFKLLLIGDSGVGKTCVLFRFSED--AF--N-S----TF-----------ISTIG--ID 44 

RAB8B   Q92930 ------------------------------------------------------MAKTYDYLFKLLLIGDSGVGKTCLLFRFSED--AF--N-T----TF-----------ISTIG--ID 44 

RAB9A   P51151 -------------------------------------------------------MAGKSSLFKVILLGDGGVGKSSLMNRYVTN--KF--D-T----QL-----------FHTIG--VE 43 

RAB9B   Q9NP90 -------------------------------------------------------MSGKSLLLKVILLGDGGVGKSSLMNRYVTN--KF--D-S----QA-----------FHTIG--VE 43 

RAB10   P61026 -----------------------------------------------------MAKKTYDLLFKLLLIGDSGVGKTCVLFRFSDD--AF--N-T----TF-----------ISTIG--ID 45 

RAB11A  P62491 ---------------------------------------------------MGTRDDEYDYLFKVVLIGDSGVGKSNLLSRFTRN--EF--N-L----ES-----------KSTIG--VE 47 

RAB11B  Q15907 ---------------------------------------------------MGTRDDEYDYLFKVVLIGDSGVGKSNLLSRFTRN--EF--N-L----ES-----------KSTIG--VE 47 

RAB12   Q6IQ22 ---------------------------------------GG----QGR--RRKQPPRPADFKLQVIIIGSRGVGKTSLMERFTDD--TF--C-E----AC-----------KSTVG--VD 78 

RAB13   P51153 ------------------------------------------------------MAKAYDHLFKLLLIGDSGVGKTCLIIRFAED--NF--N-N----TY-----------ISTIG--ID 44 

RAB14   P61106 ---------------------------------------------------MATAPYNYSYIFKYIIIGDMGVGKSCLLHQFTEK--KF--M-A----DC-----------PHTIG--VE 47 

RAB15   P59190 ------------------------------------------------------MAKQYDVLFRLLLIGDSGVGKTCLLCRFTDN--EF--H-S----SH-----------ISTIG--VD 44 

RAB17   Q9H0T7 ------------------------------------MAQAH----R---TPQPRAAPSQPRVFKLVLLGSGSVGKSSLALRYVKN--DF--K-S-----I-----------LPTVG--CA 54 

RAB18   Q9NP72 ------------------------------------------------------MDEDVLTTLKILIIGESGVGKSSLLLRFTDD--TF--D-P----EL-----------AATIG--VD 44 

RAB19   A4D1S5 ---------------------------------------------MHFSSSARAADENFDYLFKIILIGDSNVGKTCVVQHFKSG--VY--T-E----TQ-----------QNTIG--VD 53 

RAB20   Q9NX57 ---------------------------------------------------------MRKPDSKIVLLGDMNVGKTSLLQRYMER--RF--P------DT-----------VSTVG--GA 40 

RAB21   Q9UL25 ------------------------------------MAAAG----G---GGGGAAAAGRAYSFKVVLLGEGCVGKTSLVLRYCEN--KF--N-D----KH-----------ITTLQ--AS 55 

RAB22A  Q9UL26 ---------------------------------------------------------MALRELKVCLLGDTGVGKSSIVWRFVED--SF--D-P----NI-----------NPTIG--AS 41 

RAB23   Q9ULC3 -----------------------------------------------------MLEEDMEVAIKMVVVGNGAVGKSSMIQRYCKG--IF--T-K----DY-----------KKTIG--VD 45 

RAB24   Q969Q5 -------------------------------------------------------MSGQRVDVKVVMLGKEYVGKTSLVERYVHD--RF--LVG----PY-----------QNTIG--AA 44 

RAB25   P57735 --------------------------------------------------MGNGTEEDYNFVFKVVLIGESGVGKTNLLSRFTRN--EF--S-H----DS-----------RTTIG--VE 48 

RAB26   Q9ULW5 ---------------------------------------PL----QPGRPSLGGGVDFYDVAFKVMLVGDSGVGKTCLLVRFKDG--AF--LAG----TF-----------ISTVG--ID 100 

RAB27A  P51159 -----------------------------------------------------MSDGDYDYLIKFLALGDSGVGKTSVLYQYTDG--KF--N-S----KF-----------ITTVG--ID 45 

RAB27B  O00194 -----------------------------------------------------MTDGDYDYLIKLLALGDSGVGKTTFLYRYTDN--KF--N-P----KF-----------ITTVG--ID 45 

RAB28   P51157 --------------------------------------------------MSDSEEESQDRQLKIVVLGDGASGKTSLTTCFAQE--TF--G-K----QY-----------KQTIG--LD 48 

RAB29   O14966 -------------------------------------------------------MGSRDHLFKVLVVGDAAVGKTSLVQRYSQD--SF--S-K----HY-----------KSTVG--VD 43 

RAB30   Q15771 -----------------------------------------------------MSMEDYDFLFKIVLIGNAGVGKTCLVRRFTQG--LF--P-P----GQ-----------GATIG--VD 45 

RAB31   Q13636 ---------------------------------------------------------MAIRELKVCLLGDTGVGKSSIVCRFVQD--HF--D-H----NI-----------SPTIG--AS 41 

RAB32   Q13637 ---------------------------------------GD----PGLGAAAAPAPETREHLFKVLVIGELGVGKTSIIKRYVHQ--LF--S-Q----HY-----------RATIG--VD 61 

RAB33A  Q14088 ------------------------------AA-------GL----ASLELDSSLDQYVQIRIFKIIVIGDSNVGKTCLTFRFCGG--TF--P-D----KT-----------EATIG--VD 72 

RAB33B  Q9H082 ------------------------------FS-------SS----GAVSGASGFLPPARSRIFKIIVIGDSNVGKTCLTYRFCAG--RF--P-D----RT-----------EATIG--VD 69 

RAB34   Q9BZG1 --PVRR---D--RVLA---ELPQCLRKEAALHGHKDFH-PR----VTCACQEHRTGTVGFKISKVIVVGDLSVGKTCLINRFCKD--TF--D-K----NY-----------KATIG--VD 88 

RAB35   Q15286 ------------------------------------------------------MARDYDHLFKLLIIGDSGVGKSSLLLRFADN--TF--S-G----SY-----------ITTIG--VD 44 

RAB36   O95755 --PVSR---D--RVIA---SFPKWYTPEACLQLREHFH-GQ----VSAACQRRNTGTVGLKLSKVVVVGDLYVGKTSLIHRFCKN--VF--D-R----DY-----------KATIG--VD 159 

RAB37   Q96AX2 -------------------------------------------------P---PCSPSYDLTGKVMLLGDTGVGKTCFLIQFKDG--AF--LSG----TF-----------IATVG--ID 66 

RAB38   P57729 -----------------------------------------------------MQAPHKEHLYKLLVIGDLGVGKTSIIKRYVHQ--NF--S-S----HY-----------RATIG--VD 45 

RAB39A  Q14964 ------------------------------------------------------METIWIYQFRLIVIGDSTVGKSCLLHRFTQG--RF--PG-LRSPAC-----------DPTVG--VD 48 

RAB39B  Q96DA2 ------------------------------------------------------MEAIWLYQFRLIVIGDSTVGKSCLIRRFTEG--RF--AQ-V----S-----------DPTVG--VD 44 

RAB40A  Q8WXH6 ------------------------------------------------MSAPGSPDQAYDFLLKFLLVGDRDVGKSEILESLQDG--AA--E-S----PY-----------SHLGG--ID 50 

RAB40B  Q12829 ------------------------------------------------MSALGSPVRAYDFLLKFLLVGDSDVGKGEILASLQDG--AA--E-S----PY-----------GHPAG--ID 50 

RAB40C  Q96S21 ------------------------------------------------MGSQGSPVKSYDYLLKFLLVGDSDVGKGEILESLQDG--AA--E-S----PY-----------AYSNG--ID 50 

RAB41   Q5JT25 ---------------------------MSAFGHDEAWMEAG----GFGLEAAERTEYQSLCKSKLLFLGEQSVGKTSIISRFMYN--SF--G-C----AC-----------QATVG--ID 67 

RAB42   Q8N4Z0 -----------------------------------------------------MEAEGCRYQFRVALLGDAAVGKTSLLRSYVAG--AP--GAPEPEPEP-----------EPTVG--AE 50 

RAB43   Q86YS6 ----------------------------------------M----AGPGPGPGDPDEQYDFLFKLVLVGDASVGKTCVVQRFKTG--AF--S-E----RQ-----------GSTIG--VD 54 

RAB44   Q7Z6P3 --PHSR---E--PRAESRLEDPGMDSREAGLT-------PS----PGDPMAGGGPQANPDYLFHVIFLGDSNVGKTSFLHLLHQN--SF--A-T----GL-----------TATVG--VD 869 

RASEF   Q8IZ41 ------------------------------AL-------SP----QTDLVDDNAKSFSSQKAYKIVLAGDAAVGKSSFLMRLCKN--EF--R-E----NI-----------SATLG--VD 577 

DIRAS1  O95057 -------------------------------------------------------MPEQSNDYRVVVFGAGGVGKSSLVLRFVKG--TF--R-D----TY-----------IPTIE--DT 43 

DIRAS2  Q96HU8 -------------------------------------------------------MPEQSNDYRVAVFGAGGVGKSSLVLRFVKG--TF--R-E----SY-----------IPTVE--DT 43 

DIRAS3  O95661 LKRLRL------------LP--------------------------ALLILRAFKPHRKIRDYRVVVVGTAGVGKSTLLHKWASG--NF--R-H----EY-----------LPTIE--NT 73 

ERAS    Q7Z444 -KPGTF-----------DLGLATWSPSFQG---------ET-----HRAQARRRDVGRQLPEYKAVVVGASGVGKSALTIQLNHQ--CF--V-E----DH-----------DPTIQ--DS 77 

HRAS    P01112 -----------------------------------------------------------MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQN--HF--V-D----EY-----------DPTIE--DS 39 

KRAS    P01116 -----------------------------------------------------------MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQN--HF--V-D----EY-----------DPTIE--DS 39 

MRAS    O14807 -------------------------------------------------MATSAVPSDNLPTYKLVVVGDGGVGKSALTIQFFQK--IF--V-P----DY-----------DPTIE--DS 49 

NKIRAS1 Q9NYS0 ----------------------------------------------------------MGKGCKVVVCGLLSVGKTAILEQLLYG--NHTIG-M----ED-----------CETME--DV 42 

NKIRAS2 Q9NYR9 ----------------------------------------------------------MGKSCKVVVCGQASVGKTSILEQLLYG--NHVVG-S----EM-----------IETQE--DI 42 

NRAS    P01111 -----------------------------------------------------------MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQN--HF--V-D----EY-----------DPTIE--DS 39 

RALA    P11233 ------------------------------------------------MAANKPKGQNSLALHKVIMVGSGGVGKSALTLQFMYD--EF--V-E----DY-----------EPTKA--DS 50 

RALB    P11234 ------------------------------------------------MAANKSKGQSSLALHKVIMVGSGGVGKSALTLQFMYD--EF--V-E----DY-----------EPTKA--DS 50 

RAP1A   P62834 -----------------------------------------------------------MREYKLVVLGSGGVGKSALTVQFVQG--IF--V-E----KY-----------DPTIE--DS 39 

RAP1B   P61224 -----------------------------------------------------------MREYKLVVLGSGGVGKSALTVQFVQG--IF--V-E----KY-----------DPTIE--DS 39 

RAP2A   P10114 -----------------------------------------------------------MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTG--TF--I-E----KY-----------DPTIE--DF 39 

RAP2B   P61225 -----------------------------------------------------------MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTG--SF--I-E----KY-----------DPTIE--DF 39 

RAP2C   Q9Y3L5 -----------------------------------------------------------MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTG--TF--I-E----KY-----------DPTIE--DF 39 

RASD1   Q9Y272 MKLAAM------------IK--------------------------KMCPSDSELSIPAKNCYRMVILGSSKVGKTAIVSRFLTG--RF--E-D----AY-----------TPTIE--DF 60 

RASD2   Q96D21 -----M------------MK--------------------------TLSSGNCTLSVPAKNSYRMVVLGASRVGKSSIVSRFLNG--RF--E-D----QY-----------TPTIE--DF 55 

RASL10A Q92737 ----------------------------------------------------------MGGSLRVAVLGAPGVGKTAIIRQFLFG--DY--P-E----RH-----------RPTDG--PR 40 

RASL10B Q96S79 ----------------------------------------------------------MVSTYRVAVLGARGVGKSAIVRQFLYN--EF--S-E----VC-----------VPTTA--RR 40 

RASL11A Q6T310 ---LSM-----------SGHFL-----LAPI--------PE-----------SSSDYLLPKDIKLAVLGAGRVGKSAMIVRFLTK--RF--I-G----DY-----------EPNTG--KL 63 

RASL11B Q9BPW5 ---IQN-----------MCTIA-----EYPA--------PG-----NAAASDCCVGAAGRRLVKIAVVGASGVGKTALVVRFLTK--RF--I-G----DY-----------ERNAG--NL 69 

RasL12  Q9NYN1 -----------------MSSVF-----GKPR--------AG------------SGPQSAPLEVNLAILGRRGAGKSALTVKFLTK--RF--I-S----EY-----------DPNLE--DT 56 
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RERG    Q96A58 --------------------------------------------------------MAKSAEVKLAIFGRAGVGKSALVVRFLTK--RF--I-W----EY-----------DPTLE--ST 42 

RERGL   G5EA41 -----------------------------------------------------------MNDVKLAVLGGEGTGKSALTVRFLTK--RF--I-G----EY-----------ASNFE--SI 39 

RHEB    Q15382 --------------------------------------------------------MPQSKSRKIAILGYRSVGKSSLTIQFVEG--QF--V-D----SY-----------DPTIE--NT 42 

RHEBL1  Q8TAI7 --------------------------------------------------------MPLVRYRKVVILGYRCVGKTSLAHQFVEG--EF--S-E----GY-----------DPTVE--NT 42 

RIT1    Q92963 -----M-----------DSG-------------------TR-----PVGSC-CSSPAGLSREYKLVMLGAGGVGKSAMTMQFISH--RF--P-E----DH-----------DPTIE--DA 57 

RIT2    Q99578 -----M-----------E---------------------VE-----NEASCSPGSASGGSREYKVVMLGAGGVGKSAMTMQFISH--QF--P-D----YH-----------DPTIE--DA 56 

RRAS    P10301 -----M-----------SSGAAS----GTGR--------GR-----PRGGGPGPGDPPPSETHKLVVVGGGGVGKSALTIQFIQS--YF--V-S----DY-----------DPTIE--DS 65 

RRAS2   P62070 ------------------------------------------------MAAAGWRDGSGQEKYRLVVVGGGGVGKSALTIQFIQS--YF--V-T----DY-----------DPTIE--DS 50 

GEM     P55040 KEPHQYSHRNRHSATPEDHCRRSWSSDST-----------------DSVIS----SESGNTYYRVVLIGEQGVGKSTLANIFAGV--HDSMD-S----DC-----------EVLGE--DT 113 

REM1    O75628 PRLGQSASLN-PPTQKPSPAPDDWSSESS-----------------DS-------EGSWEALYRVVLLGDPGVGKTSLASLFAGK--QERDL-------H-----------EQLGE--DV 116 

REM2    Q8IYK8 -----L-------RRAQAVDELDWPPQASSS--------GS----SDSLGSGEAAPAQKDGIFKVMLVGESGVGKSTLAGTFGGL--QGDSA-H----E------------PENPE--DT 151 

RRAD    P55042 LTPGALTAAA--AGTGTQGPRLDWPEDSE-----------------DSLSSGG--SDSDESVYKVLLLGAPGVGKSALARIFGGV--EDGPE-A----E--------------AAG--HT 126 

CDC42   P60953 -----------------------------------------------------------MQTIKCVVVGDGAVGKTCLLISYTTN--KF--P-S----EY-----------VPTVF--DN 39 

RAC1    P63000 -----------------------------------------------------------MQAIKCVVVGDGAVGKTCLLISYTTN--AF--P-G----EY-----------IPTVF--DN 39 

RAC2    P15153 -----------------------------------------------------------MQAIKCVVVGDGAVGKTCLLISYTTN--AF--P-G----EY-----------IPTVF--DN 39 

RAC3    P60763 -----------------------------------------------------------MQAIKCVVVGDGAVGKTCLLISYTTN--AF--P-G----EY-----------IPTVF--DN 39 

RHOA    P61586 ---------------------------------------------------------MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKD--QF--P-E----VY-----------VPTVF--EN 41 

RHOB    P62745 ---------------------------------------------------------MAAIRKKLVVVGDGACGKTCLLIVFSKD--EF--P-E----VY-----------VPTVF--EN 41 

RHOBTB1 O94844 ------------------------------------------------MDADMDYERPNVETIKCVVVGDNAVGKTRLICARACN--TT--L-T----QY-----QLLATHVPTVWAIDQ 58 

RHOBTB2 Q9BYZ6 ------------------------------------------------MDSDMDYERPNVETIKCVVVGDNAVGKTRLICARACN--AT--L-T----QY-----QLLATHVPTVWAIDQ 58 

RHOC    P08134 ---------------------------------------------------------MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKD--QF--P-E----VY-----------VPTVF--EN 41 

RHOD    O00212 ---------------------------------------------MTAAQAAGEEAPPGVRSVKVVLVGDGGCGKTSLLMVFADG--AF--P-E----SY-----------TPTVF--ER 53 

RHOF    Q9HBH0 ------------------------------------M--DA----PGA-LAQTAAPGPGRKELKIVIVGDGGCGKTSLLMVYSQG--SF--P-E----HY-----------APSVF--EK 55 

RHOG    P84095 -----------------------------------------------------------MQSIKCVVVGDGAVGKTCLLICYTTN--AF--P-K----EY-----------IPTVF--DN 39 

RHOH    Q15669 ----------------------------------------------------------MLSSIKCVLVGDSAVGKTSLLVRFTSE--TF--P-E----AY-----------KPTVY--EN 40 

RHOJ    Q9H4E5 -----------------------------------MN--CK----EGTDSSCGCRGNDEKKMLKCVVVGDGAVGKTCLLMSYAND--AF--P-E----EY-----------VPTVF--DH 57 

RHOQ    P17081 -----------------------------------------------------MAHGPGALMLKCVVVGDGAVGKTCLLMSYAND--AF--P-E----EY-----------VPTVF--DH 45 

RHOU    Q7L0Q8 ---RGG-------------R---------------GG--RG----PGEPGGRGRAGGAEGRGVKCVLVGDGAVGKTSLVVSYTTN--GY--P-T----EY-----------IPTAF--DN 85 

RHOV    Q96L33 -----------------------------------------------------RRSAPPELGIKCVLVGDGAVGKSSLIVSYTCN--GY--P-A----RY-----------RPTAL--DT 67 

RND1    Q92730 -----M-------------K---------------ER--RA----PQ----------PVVARCKLVLVGDVQCGKTAMLQVLAKD--CY--P-E----TY-----------VPTVF--EN 49 

RND2    P52198 -------------------------------------------------------MEGQSGRCKIVVVGDAECGKTALLQVFAKD--AY--P-G----SY-----------VPTVF--EN 43 

RND3    P61587 -----M-------------K---------------ER--RA----SQKLSSKSIMDPNQNVKCKIVVVGDSQCGKTALLHVFAKD--CF--P-E----NY-----------VPTVF--EN 59 

RAN     P62826 ----------------------------------------------------MAAQGEPQVQFKLVLVGDGGTGKTTFVKRHLTG--EF--E-K----KY-----------VATLG--VE 46 

RHOT1   Q8IXI2 ----------------------------------------------------------MKKDVRILLVGEPRVGKTSLIMSLVSE--EF--P-E----EV-----------PPRAE---E 39 

RHOT2   Q8IXI1 ----------------------------------------------------------MRRDVRILLLGEAQVGKTSLILSLVGE--EF--P-E----EV-----------PPRAE---E 39 

IFT22   Q9H7X7 -----------------------------------------------------------MLKAKILFVGPCESGKTVLANFLTES--SD--I-T----EY-----------SPTQG--VR 39 

RABL2A  Q9UBK7 ------------------------------------MA-ED----KTKPSELDQGKYDADDNVKIICLGDSAVGKSKLMERFLMD--GF--Q-P----QQ-----------LSTYA--LT 57 

RABL2B  Q9UNT1 ------------------------------------MA-ED----KTKPSELDQGKYDADDNVKIICLGDSAVGKSKLMERFLMD--GF--Q-P----QQ-----------LSTYA--LT 57 

RABL3   Q5HYI8 --------------------------------------------------------MASLDRVKVLVLGDSGVGKSSLVHLLCQN--QVLGN-P----SW-----------TVGCS--VD 44 

RABL6   Q3YEC7 ----SM----------------------------------------N-QALQRRFAKGVQYNMKIVIRGDRNTGKTALWHRLQGR--PF--V-E----EY-----------IPTQE--IQ 79 

RRAGA   Q7L523 -------------------------------------------------------MPNTAMKKKVLLMGKSGSGKTSMRSIIFAN--YI--A------RDTRRLGAT------------- 42 

RRAGB   Q5VZM2 ---------------SEKTTEKENLGPRM----DPPLGEPEGS--------LGWVLPNTAMKKKVLLMGKSGSGKTSMRSIIFAN--YI--A------RDTRRLGATILDRIHSLQINSS 88 

RRAGC   Q9HB90 ---------------EEAAAAGGGVGAG-----------AGGGCG---------PGGADSSKPRILLMGLRRSGKSSIQKVVFHK--MS--P------N------ET-LFLESTNK---- 98 

RRAGD   Q9NQL2 ---------------EDELVGLADYGDGP----DSSDADPDSGTEEGV--LDFSDPFSTEVKPRILLMGLRRSGKSSIQKVVFHK--MS--P------N------ET-LFLESTNK---- 99 

 

ARF1    P84077 ---------------FNVETV----E-----Y---------------KNISFTVWDVGGQDKIR----------------------PLWRHYFQNTQGLIFVVDSNDR-ERVNEAREELM 108 

ARF3    P61204 ---------------FNVETV----E-----Y---------------KNISFTVWDVGGQDKIR----------------------PLWRHYFQNTQGLIFVVDSNDR-ERVNEAREELM 108 

ARF4    P18085 ---------------FNVETV----E-----Y---------------KNICFTVWDVGGQDRIR----------------------PLWKHYFQNTQGLIFVVDSNDR-ERIQEVADELQ 108 

ARF5    P84085 ---------------FNVETV----E-----Y---------------KNICFTVWDVGGQDKIR----------------------PLWRHYFQNTQGLIFVVDSNDR-ERVQESADELQ 108 

ARF6    P62330 ---------------FNVETV----T-----Y---------------KNVKFNVWDVGGQDKIR----------------------PLWRHYYTGTQGLIFVVDCADR-DRIDEARQELH 104 

ARL1    P40616 ---------------FNVETV----T-----Y---------------KNLKFQVWDLGGQTSIR----------------------PYWRCYYSNTDAVIYVVDSCDR-DRIGISKSELV 108 

ARL2    P36404 ---------------FNIKTL----E-----H---------------RGFKLNIWDVGGQKSLR----------------------SYWRNYFESTDGLIWVVDSADR-QRMQDCQRELQ 107 

ARL3    P36405 ---------------FNIKSV----Q-----S---------------QGFKLNVWDIGGQRKIR----------------------PYWKNYFENTDILIYVIDSADR-KRFEETGQELA 108 

ARL4A   P40617 ---------------FNTEKI----K-----VTL----------GNSKTVTFHFWDVGGQEKLR----------------------PLWKSYTRCTDGIVFVVDSVDV-ERMEEAKTELH 116 

ARL4C   P56559 ---------------FNTEKI----K-----LSN----------GTAKGISCHFWDVGGQEKLR----------------------PLWKSYSRCTDGIIYVVDSVDV-DRLEEAKTELH 109 

ARL4D   P49703 ---------------FNTEKI----R-----VPL----------GGSRGITFQVWDVGGQEKLR----------------------PLWRSYTRRTDGLVFVVDAAEA-ERLEEAKVELH 117 

ARL5A   Q9Y689 ---------------SNVEEI----V-----I---------------NNTRFLMWDIGGQESLR----------------------SSWNTYYTNTEFVIVVVDSTDR-ERISVTREELY 107 

ARL5B   Q96KC2 ---------------SNVEEI----V-----V---------------KNTHFLMWDIGGQESLR----------------------SSWNTYYSNTEFIILVVDSIDR-ERLAITKEELY 107 

ARL5C   A6NH57 ---------------SNVEEI----I-----L---------------PKTHFFMWDIVRPEALS----------------------FIWNTYYSNTEFIILVIDSTDR-DRLLTTREELY 107 

ARL6    Q9H0F7 ---------------FSIEKF----K-----S---------------SSLSFTVFDMSGQGRYR----------------------NLWEHYYKEGQAIIFVIDSSDR-LRMVVAKEELD 110 

ARL8A   Q96BM9 ---------------FNMRKI----T-----K---------------GNVTIKLWDIGGQPRFR----------------------SMWERYCRGVSAIVYMVDAADQ-EKIEASKNELH 112 

ARL8B   Q9NVJ2 ---------------FNMRKV----T-----K---------------GNVTIKIWDIGGQPRFR----------------------SMWERYCRGVNAIVYMIDAADR-EKIEASRNELH 112 

ARL9    Q6T311 ---------------FHAVCI----N-----T---------------EDSQMEFLEIGGSKPFR----------------------SYWEMYLSKGLLLIFVVDSADH-SRLPEAKKYLH 110 

ARL10   Q8N8L6 ---------------FNSVRL----P-----T---------------KDFEVDLLEIGGSQNLR----------------------FYWKEFVSEVDVLVFVVDSADR-LRLPWARQELH 169 

ARL11   Q969Q4 ---------------FNVEPL----K-----AP--------------GHVSLTLWDVGGQAPLR----------------------ASWKDYLEGTDILVYVLDSTDE-ARLPESAAELT 104 

ARL13A  Q5H913 ---------------SELTTL----L-----L---------------DEYELSIYDLNGDLKGR----------------------EAWPNYYAQAHGLVFVLDSSDI-RRMQEVKIILT 112 

ARL13B  Q3SXY8 ---------------FSKINL----R-----Q---------------GKFEVTIFDLGGGIRIR----------------------GIWKNYYAESYGVIFVVDSSDE-ERMEETKEAMS 112 

ARL14   Q8N4G2 ---------------FNVEMI----E-----LE--------------RNLSLTVWDVGGQEKMR----------------------TVWGCYCENTDGLVYVVDSTDK-QRLEESQRQFE 105 

ARL15   Q9NXU5 ---------------FSIKAV----P-----F---------------QNAILNVKELGGADNIR----------------------KYWSRYYQGSQGVIFVLDSASSEDDLEAARNELH 124 

ARL16   Q0P5N6 ---------------TNLTDI----V-----A----------------QRKITIRELGGC--MG----------------------PIWSSYYGNCRSLLFVMDASDP-TQLSASCVQLL 121 

ARL17   Q8IVW1 ---------------FCVETV----E-----Y---------------KNNTFAVWDVGSHFKIR----------------------PLWQHFFQNTKGARSPG-STHQ-GSLASGVLPIK 107 

ARFRP1  Q13795 ---------------LNIGTV----D-----V---------------GKARLMFWDLGGQEELQ----------------------SLWDKYYAECHGVIYVIDSTDE-ERLAESKQAFE 116 

SAR1A   Q9NR31 ---------------PTSEEL----T-----I---------------AGMTFTTFDLGGHEQAR----------------------RVWKNYLPAINGIVFLVDCADH-SRLVESKVELN 116 

SAR1B   Q9Y6B6 ---------------PTSEEL----T-----I---------------AGMTFTTFDLGGHVQAR----------------------RVWKNYLPAINGIVFLVDCADH-ERLLESKEELD 116 

TRIM23  P36406 ---------------FNVETV----E-----Y---------------KNLKFTIWDVGGKHKLR----------------------PLWKHYYLNTQAVVFVVDSSHR-DRISEAHSELA 495 

IFT27   Q9BW83 ---------------LVVKTV----P--------V--------PDTGDSVELFIFDSAGKELFS----------------------EMLDKLWESPNVLCLVYDVTNE-ESFNNCS-KWL 104 

RAB1A   P62820 ---------------FKIRTI----E--------L----------DGKTIKLQIWDTAGQERFR----------------------TITSSYYRGAHGIIVVYDVTDQ-ESFNNVK-QWL 106 

RAB1B   Q9H0U4 ---------------FKIRTI----E--------L----------DGKTIKLQIWDTAGQERFR----------------------TITSSYYRGAHGIIVVYDVTDQ-ESYANVK-QWL 103 

RAB1C   Q92928 ---------------FKIQTI----E--------L----------DGKTIKLQIWDTAGQERFW----------------------TITSSYYRGAHGFLVVYDVTDQ-ESYANVK-QWL 103 

RAB2A   P61019 ---------------FGARMI----T--------I----------DGKQIKLQIWDTAGQESFR----------------------SITRSYYRGAAGALLVYDITRR-DTFNHLT-TWL 101 

RAB2B   Q8WUD1 ---------------FGARMV----N--------I----------DGKQIKLQIWDTAGQESFR----------------------SITRSYYRGAAGALLVYDITRR-ETFNHLT-SWL 101 

RAB3A   P20336 ---------------FKVKTI----Y--------R----------NDKRIKLQIWDTAGQERYR----------------------TITTAYYRGAMGFILMYDITNE-ESFNAVQ-DWS 117 

RAB3B   P20337 ---------------FKVKTV----Y--------R----------HEKRVKLQIWDTAGQERYR----------------------TITTAYYRGAMGFILMYDITNE-ESFNAVQ-DWA 117 

RAB3C   Q96E17 ---------------FKVKTV----F--------K----------NEKRIKLQIWDTAGQERYR----------------------TITTAYYRGAMGFILMYDITNE-ESFNAVQ-DWS 125 

RAB3D   O95716 ---------------FKVKTV----Y--------R----------HDKRIKLQIWDTAGQERYR----------------------TITTAYYRGAMGFLLMYDIANQ-ESFAAVQ-DWA 117 

RAB4A   P20338 ---------------FGSKII----N--------V----------GGKYVKLQIWDTAGQERFR----------------------SVTRSYYRGAAGALLVYDITSR-ETYNALT-NWL 108 

RAB4B   P61018 ---------------FGSRVV----N--------V----------GGKTVKLQIWDTAGQERFR----------------------SVTRSYYRGAAGALLVYDITSR-ETYNSLA-AWL 103 
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RAB7A   P51149 -NNIPYFETSAK-E---A------I-NV---EQA----FQTIARNALKQETEVELYNEFPEP------IKL---DKND------------------------------------------ 196 
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RAB21   Q9UL25 -GA-KHYHTSAK-Q---N------K-GI---EEL----FLDLCKRMIETAQVDERAKGNGSSQPGTARRGVQIIDDEP------------------------------------------ 212 
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RAB39A  Q14964 -GM-KYIETSAK-D---A------T-NV---EES----FTILTRDIYELIKKGEICIQDGW-------EGV---KSGF------------------------------------------ 197 
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HRAS    P01112 IP---YIETSAK-T---R------Q-GV---EDA----FYTLVREIRQHKLRKLNP----P--------------DES----GPG----------------------------------- 180 
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NKIRAS1 Q9NYS0 VR---LWEVTVT-D---R------K-TL---IEP----FTLLASKLSQPQSKSSFP----LP------GRK---NKGNS------N---------------------------------- 189 
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RRAD    P55042 CK---FIETSAA-L---H------H-NV---QAL----FEGVVRQIRLRRDSKEAN----AR-----------------RQAGTRRRESLGKKAKRFLGR-------------------- 284 

CDC42   P60953 -KAVKYVECSAL-T---Q------K-GL---KNV----FDEAILAALEPPEPKK--S---R----------------------------------------------------------- 186 

RAC1    P63000 -GAVKYLECSAL-T---Q------R-GL---KTV----FDEAIRAVLCPPPVKK-RK---R----------------------------------------------------------- 187 

RAC2    P15153 -DSVKYLECSAL-T---Q------R-GL---KTV----FDEAIRAVLCPQPTRQ-QK---R----------------------------------------------------------- 187 
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RAB40C  Q96S21 -------------------------LQ----------------DLCCRAIVSC-----TP 205 

RAB41   Q5JT25 ------------------F-E-----E----------------SGNRSYC---------- 222 

RAB42   Q8N4Z0 ----KTQIPRS-------P--SRKQHS----------------GPCQC------------ 218 

RAB43   Q86YS6 ------------------------GEG----------------WGCGC------------ 212 

RAB44   Q7Z6P3 ------------------A-PKRPPKR----------------FGCCS------------ 1021 

RASEF   Q8IZ41 --------------------SKKSPQM----------------KNCCNG----------- 740 

DIRAS1  O95057 ---------------------------RVKG-------------KCTLM----------- 198 

DIRAS2  Q96HU8 ---------------------------KLKG-------------KCVIM----------- 199 

DIRAS3  O95661 ---------------------------KLLD-------------KCIIM----------- 229 

ERAS    Q7Z444 -----------------------QKATCHC--------------GCSVA----------- 233 

HRAS    P01112 --------------------------CMSCK--------------CVLS----------- 189 

KRAS    P01116 --------------------------CVKIK-------------KCIIM----------- 189 

MRAS    O14807 ----------------------RATGTHKL--------------QCVIL----------- 208 

NKIRAS1 Q9NYS0 ------------S--------------------------------EN------------- 192 

NKIRAS2 Q9NYR9 ------------L--------------------------------DG------------- 191 

NRAS    P01111 --------------------------CMGLP--------------CVVM----------- 189 

RALA    P11233 ------------A-------K-----RIRE--------------RCCIL----------- 206 

RALB    P11234 ------------K-------K-----SFKE--------------RCCLL----------- 206 

RAP1A   P62834 -----------------------EKKKPKKK-------------SCLLL----------- 184 

RAP1B   P61224 -----------------------PGKARKKS-------------SCQLL----------- 184 

RAP2A   P10114 -----------------------DKDDPCCS-------------ACNIQ----------- 183 

RAP2B   P61225 -----------------------NGDEGCCS-------------ACVIL----------- 183 

RAP2C   Q9Y3L5 -----------------------EKQDQCCT-------------TCVVQ----------- 183 

RASD1   Q9Y272 PFARRPS-VHSDLMYIREK-ASAGSQAKDKE-------------RCVIS----------- 281 

RASD2   Q96D21 PFARRPS-VNSDLKYIKAK-VLREGQARERD-------------KCTIQ----------- 266 

RASL10A Q92737 ---------------------------LHPA-------------RCSLM----------- 203 

RASL10B Q96S79 ---------------------------LRRN-------------RCAIM----------- 203 

RASL11A Q6T310 ------------L-------KRRFKQALS----------------PKVKAPSA------- 240 

RASL11B Q9BPW5 ------------L-------KRRFKQALS----------------AKVRTVTS------- 247 

RASL12  Q9NYN1 ------------L-------TARHGLA-S----------------CTFNTLST------- 226 

RERG    Q96A58 -----------------------VKQAIN----------------KMLTKISS------- 199 

RERGL   G5EA41 ------------------------------------------------------------ 

RHEB    Q15382 ------------------------------S-------------SCSVM----------- 184 

RHEBL1  Q8TAI7 ------------------------------R-------------RCHLM----------- 183 

RIT1    Q92963 ------------K-------SPFRKKKDSVT----------------------------- 219 

RIT2    Q99578 ------------K-------GSLKKKRENMT----------------------------- 217 

RRAS    P10301 -----------------------RKKGGGC--------------PCVLL----------- 218 

RRAS2   P62070 -----------------------EKDKKGC--------------HCVIF----------- 204 

GEM     P55040 ------------IVAKNNK-NMAFKLK--SK-------------SCHDLSVL-------- 296 

REM1    O75628 ------------LTARSAR-RRALKAR--SK-------------SCHNLAVL-------- 298 

REM2    Q8IYK8 ------------LVPRNAK---FFKQR--SR-------------SCHDLSVL-------- 340 

RRAD    P55042 ------------IVARNSR-KMAFRAK--SK-------------SCHDLSVL-------- 308 

CDC42   P60953 -----------------------------------------RCVLL-------------- 191 

RAC1    P63000 -----------------------------------------KCLLL-------------- 192 

RAC2    P15153 -----------------------------------------ACSLL-------------- 192 

RAC3    P60763 -----------------------------------------KCTVF-------------- 192 

RHOA    P61586 -----------------------------------------GCLVL-------------- 193 

RHOB    P62745 -----------------------------------------GCINCCKVL---------- 196 

RHOBTB1 O94844 -LLQAPFLPPKAP-------PPVIKIPECPSMGTNEAACLLDNPLCADVLFI-------- 271 

RHOBTB2 Q9BYZ6 -LLQAPFLPPKPP-------PPIIVVPDPPSSSEECPAHLLEDPLCADVILV-------- 271 

RHOC    P08134 -----------------------------------------GCPIL-------------- 193 

RHOD    O00212 -------------------------------------------QGFCVVT---------- 210 

RHOF    Q9HBH0 ---------------------------------------------LCLLL---------- 211 

RHOG    P84095 -----------------------------------------SCILL-------------- 191 

RHOH    Q15669 -------------------------------------------INECKIF---------- 191 

RHOJ    Q9H4E5 -----------------------------------------S---CCSII---------- 214 

RHOQ    P17081 -----------------------------------------RCINCCLIT---------- 205 

RHOU    Q7L0Q8 -KMKNLSKSW-------------------------------WKKYCCFV----------- 258 

RHOV    Q96L33 -GVRTLSRCR-------------------------------WKKFFCFV----------- 236 

RND1    Q92730 -LLHLPSRSE---------------------LI--SSTFKKEKAKSCSIM---------- 232 

RND2    P52198 -SAQLSGRPD---------------------RGN-EGEIHKDRAKSCNLM---------- 227 

RND3    P61587 -ISHMPSRPE---------------------LSAVATDLRKDKAKSCTVM---------- 244 

RAN     P62826 EVAQTTALPDE-------------D----------------------------------- 213 

RHOT1   Q8IXI2 -CIKALTR--------------IFKISDQDNDGTLNDAELNFFQRICFNTPLA------P 223 

RHOT2   Q8IXI1 -CAQALTR--------------IFRLSDQDLDQALSDEELNAFQKSCFGHPLA------P 223 

IFT22   Q9H7X7 ------------------------------------------------------------ 

RABL2A  Q9UBK7 -EEDVPDQEQS-------S--SIETPS----------------EEVASPHS--------- 228 

RABL2B  Q9UNT1 -EEDVPDQEQS-------S--SIETPS----------------EEAASPHS--------- 228 

RABL3   Q5HYI8 ------------------------------------------------------------ 

RABL6   Q3YEC7 EMMEARSRGHASPLAANGQSPSPGSQSPVVPAGAVST---GSSSPGTPQPAPQ------- 322 

RRAGA   Q7L523 FLVISHYQC-K---------EQRDVHR---------------FEKISNIIKQF--KLSCS 243 

RRAGB   Q5VZM2 FLVISHYQC-K---------EQRDAHR---------------FEKISNIIKQF--KLSCS 304 

RRAGC   Q9HB90 KIYIAT--D-S---------SPVDMQS---------------YELCC-DMIDVVIDVSCI 298 

RRAGD   Q9NQL2 KIYIAT--D-S---------TPVDMQT---------------YELCC-DMIDVVIDISCI 299 

Abbildung A1 | Sequenzalignment der Ras-Superfamilie der kleinen GTPasen. Das multiple 

Alignment der G-Domäne der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen wurde mit UniProt erstellt. Die für die 

Sequenzüberlagerung verwendeten UniProt-IDs sind der Abbildung zu entnehmen. Die Bereiche innerhalb 

der GTPasen, die in Reichweite des eda-Linkers liegen sind grau hervorgehoben. Bereiche die zusätzlich 

in Reichweite des bda-Linkers liegen sind hingegen blau markiert. Die innerhalb dieser Regionen 

befindlichen Cysteine sind rot gekennzeichnet.  
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Tabelle A2 | Cystein-Aminosäureseitenketten in GTPasen. Ausgehend von den 2‘,3‘-OH-Gruppen des Nukleotids (PDB: 4obe) wurde innerhalb der Reichweite der warheads 

(10 Å für eda und 12 Å für bda) nach Cysteinresten bei den GTPasen der Ras-Superfamilie gesucht. Nur etwa 7 % der GTPasen besitzen Cysteine innerhalb des P-loops. Insgesamt 

drei der über 150 GTPasen weisen an der Position 13 und nur eine GTPase an Position 12 einen Cysteinrest auf und sind daher potenzielle off-Targets der designten 

Nukleotidderivate. 

Aminosäure Position 

12 13 14 18 21 22 27 29 30 32 33 81 85 116 118 120 121 144 145 146 147 
IFT22 ARL4A RHOA RAB1A RAB15 RAB28 ERAS RAB12 RAB41 RAB12 ARL5C RIT1 RASL10A RHOBTB1 RAB1A RAB12 RHOD ARL2 ARF1 ARL8A RAB15 

 RAB21 RHOB RAB1B RAB31 RHOG RND1   RAB14 NKIRAS1 RIT2 RASL10B RHOBTB2 RAB3B RAB44  ARL3 ARF3 ARL8B RAS12 

 RHEBL1 RHOC RAB1C RHOBTB1  RND3   RAB39A  CDC42 ARL1 RHOD RAB3C   ARL4D ARF4 RRAGA RERG 

  RHOD RAB2A RHOBTB2     RAB41  RAC1  RHOF RAB3D   ARL5A ARF5 RRAGB  
  RHOF RAB2B      RASL10B  RAC2  RND1 RAB8A   ARL5B ARF6   
  RND1 RAB4A      GEM  RAC3  RND2 RAB8B   ARL5C ARL4A   
  RND2 RAB4B        RHOA  RND3 RAB10   ARL11 ARL4C   
  RND3 RAB8A        RHOB   RAB13   ARL13A ARL5A   
   RAB8B        RHOBTB1   RAB19   ARL13B ARL5B   
   RAB10        RHOBTB2   RAB22A   ARL14 ARL5C   
   RAB13        RHOC   RAB29   ARL15 ARL14   
   RAB14        RHOD   RAB31   ARL17    
   RAB15        RHOF   RAB32   ARFRP1    
   RAB19        RHOG   RAB33A   SAR1A    
   RAB26        RHOH   RAB33B   SAR1B    
   RAB30        RHOJ   RAB38   TRIM23    
   RAB33A        RHOQ   RAB39A   RAB44    
   RAB33B        RHOU   RAB39B   RASL10A    
   RAB34        RHOV   DIRAS1   RASL10B    
   RAB37        RND1   DIRAS2   RERG    
   RAB39A        RND2   ERAS       
   RAB39B        RND3   HRAS       
   RAB43           KRAS       
   CDC42           NKIRAS2       
   RAC1           NRAS       
   RAC2           RAP1A       
   RAC3           RAP1B       
   RHOA                  
   RHOB                  
   RHOC                  
   RHOG                  
   RHOJ                  
   RHOQ                  
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7.3 Reinigung der verkürzten KRas-Konstrukte 

        10         20         30         40         50         60  

MGHHHHHHAE NLYFQGHMTE YKLVVVGAGG VGKSALTIQL IQNHFVDEYD PTIEDSYRKQ  

 

        70         80         90        100        110        120  

VVIDGETSLL DILDTAGQEE YSAMRDQYMR TGEGFLLVFA INNTKSFEDI HHYREQIKRV  

 

       130        140        150        160        170        180  

KDSEDVPMVL VGNKSDLPSR TVDTKQAQDL ARSYGIPFIE TSAKTRQGVD DAFYTLVREI  

 

 

RKHKEK  

 

Abbildung A2 | Proteinsequenz des verkürzten Konstrukts von KRasWT vor Abspaltung des His6-tags. 

 

Tabelle A3 | Überblick über Molekulargewichte (MW), die isoelektrischen Punkte (pI) und 

Extinktionskoeffizienten (ε) der verkürzten KRas-Konstrukte (ungeschnitten (geschnitten)). 

 

  

 KRasWT KRasG12C KRasG13C 

MW (Da) 21.294 (19.418) 21.340 (19.464) 21.340 (19.464) 

pI 5.85 (5.39) 5.85 (5.39) 5.85 (5.39) 

ε (M-1 cm-1) 
13410 (11920) 

+ 7765 (GDP) 

13410 (11920) 

+ 7765 (GDP) 

13410 (11920) 

+ 7765 (GDP) 
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7.4 Massenspektren  

 

Abbildung A3 | MS-Spektren von KRasG12C. (a, b, c, d) Massenspektren von KRasG12C1-169 (Cys-

light) nach Inkubation mit 10 äq. der Acrylamid-Derivate edaGDP, pdaGDP und bdaGDP bei pH 9.5  

 

 

 

Abbildung A4 | MS-Spektren von KRasG13C. (a, b, c, d) Massenspektren von KRasG13C1-169 (Cys-

light) nach Inkubation mit 10 äq. der Acetamid-Derivate edaGDP, pdaGDP und bdaGDP bei pH 9.5  
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7.5 Berechnungen der Affinitäten 

Im Folgenden werden die Berechnung der KD-Werte für pdaGDP und bdaGDP am 

Beispiel des in Anwesenheit von EDTA durchgeführten HPLC-Assays vorgestellt:  

 

Die Assoziationsratenkonstante beschreibt die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante für 

die Bildung des GDP- (Gleichung 1a) oder aGDP (Gleichung 1b)-gebundenen Ras-

Komplexes. 

𝑅𝑎𝑠 + 𝐺𝐷𝑃 
𝑘𝐺𝐷𝑃
→    𝑅𝑎𝑠: 𝐺𝐷𝑃  

 
(1a) 

𝑅𝑎𝑠 + 𝑎𝐺𝐷𝑃 
𝑘𝑎𝐺𝐷𝑃
→     𝑅𝑎𝑠: 𝑎𝐺𝐷𝑃 (1b) 

 

Durch Umstellen der in (Gleichung 1a) und (Gleichung 1b) aufgeführten 

Gleichgewichtsreaktionen ergeben sich für KGDP (Gleichung 2a) und KaGDP (Gleichung 

2b) folgende Zusammenhänge:  

𝐾𝐺𝐷𝑃 =
[𝑅𝑎𝑠: 𝐺𝐷𝑃]

[𝑅𝑎𝑠][𝐺𝐷𝑃]
 

 

(2a) 

𝐾𝑎𝐺𝐷𝑃 =
[𝑅𝑎𝑠: 𝑎𝐺𝐷𝑃]

[𝑅𝑎𝑠][𝑎𝐺𝐷𝑃]
 (2b) 

 

Unter der Annahme, dass die bei dem HPLC-Assay eingesetzte Konzentration für aGDP 

50 µM ist, können unter Verwendung der ermittelten prozentualen Anteile zum Zeitpunkt 

𝑡 = 0 ℎ folgende GDP-Konzentrationen für pdaGDP (Gleichung 3a) und bdaGDP 

(Gleichung 3b) ermittelt werden (Abb. 29):  

𝐺𝐷𝑃𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =
%𝐺𝐷𝑃

%𝑝𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃
=
37 %

63 %
× 50 µ𝑀 = 29.4 µ𝑀 

 

(3a) 

𝐺𝐷𝑃𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =
%𝐺𝐷𝑃

%𝑏𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃
=
43 %

57 %
× 50 µ𝑀 = 37.7 µ𝑀 

(3b) 

 

Die Konzentrationen der in Gleichung (2b) aufgeführten Komponenten können unter 

Berücksichtigung der zuvor berechneten totalen GDP-Konzentrationen wie folgt für 

pdaGDP (Gleichung 4a-d) und bdaGDP (Gleichung 5a-d) berechnet werden:  
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[𝑅𝑎𝑠: 𝑝𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃] =
47

100
× 29.4 µ𝑀 = 13.8 µ𝑀 

 

(4a) 

[𝑅𝑎𝑠: 𝐺𝐷𝑃] =
53

100
× 29.4 µ𝑀 = 15.6 µ𝑀 

 

(4b) 

[𝑝𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃] = 50 µ𝑀 − 13.8 µ𝑀 = 36.2 µ𝑀 

 

(4c) 

[𝐺𝐷𝑃] = 29.4 µ𝑀 − 15.6 µ𝑀 = 13.8 µ𝑀 (4d) 

 

  

[𝑅𝑎𝑠: 𝑏𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃] =
39.5

100
× 37.7 µ𝑀 = 14.9 µ𝑀 

 

(5a) 

[𝑅𝑎𝑠: 𝐺𝐷𝑃] =
60.5

100
× 37.7 µ𝑀 = 22.8 µ𝑀 

 

(5b) 

[𝑏𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃] = 50 µ𝑀 − 14.9 µ𝑀 = 35.1 µ𝑀 

 

(5c) 

[𝐺𝐷𝑃] = 37.7 µ𝑀 − 22.8 µ𝑀 = 14.9 µ𝑀 (5d) 

 

Die relativen Assoziationskonstante KrelA können durch folgende Formel (6) berechnet 

werden:  

𝐾𝑟𝑒𝑙𝐴 =
𝐾𝑎𝐺𝐷𝑃
𝐾𝐺𝐷𝑃

=
[𝑅𝑎𝑠: 𝑎𝐺𝐷𝑃] × [𝐺𝐷𝑃]

[𝑎𝐺𝐷𝑃] × [𝑅𝑎𝑠: 𝐺𝐷𝑃]
 (6) 

 

Durch Einsetzen der aus (Gleichung 4a-d) und (Gleichung 5a-d) ermittelten 

Konzentrationen der einzelnen Komponenten in (Gleichung 6) können die relativen 

Assoziationskonstanten KrelA für pdaGDP (Gleichung 7a) und bdaGDP (Gleichung 7b) 

berechnet werden:  

𝐾𝑟𝑒𝑙𝐴 =
𝐾𝑝𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃

𝐾𝐺𝐷𝑃
=
13.8 µ𝑀 × 13.8 µ𝑀

36.2 µ𝑀 × 15.6 µ𝑀
= 0.34 

 

(7a) 

𝐾𝑟𝑒𝑙𝐴 =
𝐾𝑏𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃
𝐾𝐺𝐷𝑃

=
14.9 µ𝑀 × 14.9 µ𝑀

35.1 µ𝑀 × 22.8 µ𝑀
= 0.28 (7b) 

 

Aus den relativen Assoziationskonstanten KrelA kann durch Multiplikation mit der 

Assoziationskonstante von GDP die KA-Werte der Nukleotidanaloga berechnet werden 

(Gleichung 8):  

𝐾𝐴 = 𝐾𝐴𝐺𝐷𝑃 × 𝐾𝑟𝑒𝑙𝐴 (8) 
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Als Referenzwert für GDP wurde der von Jeganathan et al. beschriebene KD-Wert von 

2.5 pM verwendet.103 Durch Einsetzen des Referenzwertes in 𝐾𝐴 =
1

𝐾𝐷
 wurde ein KA-

Wert für GDP von 0.4 pM-1 ermittelt. Es ergeben sich demnach folgende KA-Werte für 

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

𝐾𝐴𝑝𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃 = 0.4 𝑝𝑀
−1 × 0.34 = 0.136 𝑝𝑀−1 

 

(9a) 

𝐾𝐴𝑏𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃 = 0.4 𝑝𝑀
−1 × 0.28 = 0.112 𝑝𝑀−1 (9b) 

 

Durch die Umwandlung der ermittelten KA-Werte in die entsprechenden KD-Werte 

mittels 𝐾𝐷 =
1

𝐾𝐴
 konnten folgende Dissoziationskonstanten für pdaGDP (Gleichung 10a) 

und bdaGDP (Gleichung 10b) bestimmt werden:  

𝐾𝐷𝑝𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃 =
1

0.136 𝑝𝑀−1
= 7.4 𝑝𝑀 (10a) 

𝐾𝐷𝑏𝑑𝑎𝐺𝐷𝑃 =
1

0.112 𝑝𝑀−1
= 8.9 𝑝𝑀 (10b) 

 

 

 

 

 

Analoge Berechnungen wurden ebenfalls für die in Abwesenheit von EDTA und in 

Gegenwart von SOS durchgeführten HPLC-Messungen durchgeführt und sind in der 

nachstehenden Tabelle aufgeführt:  

 

Tabelle A4 | Übersicht über die mittels HPLC-Assay (-EDTA, +EDTA, +SOS) berechneten KD-Werte von 

pdaGDP und bdaGDP Als Referenz sind ebenfalls die KD-Werte von GDP sowie dem Nukleotidanalogon 

SML-8-73-1 aufgeführt.  

 

Nukleotid -EDTA +EDTA +SOS 

KD 

[pM] 

GDP 2.5 

pdaGDP 8.0 7.4 10.4 

bdaGDP 10.0 8.9 10.0 

SML-8-73-1 140000 
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7.6 Etablierung des GTP-Hydrolyse-Assays 

7.6.1 GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP 

Die intrinsische und die GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP 

wurde mittels ESI-MS analysiert. 

 

 

Abbildung A5 | GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasG13C-edaGTP (a) Blockierung der 

intrinsischen GTP-Hydrolyse bei der kovalenten Modifizierung von KRasG13C1-169 (Cys-light) mit Acryl-

edaGTP durch Zugabe von EDTA (0, 10, 25 und 50 mM). In Gegenwart von 50 mM EDTA konnte eine 

ausreichende Blockierung der intrinsischen GTP-Hydrolyse beobachtet werden; (b) Beschleunigung der 

intrinsischen GTP-Hydrolyse durch Zugabe von GAP (1:100, 1:10 und 1:1). Eine GAP-stimulierte GTP-

Hydrolyse konnte erst bei einer sehr hohen Konzentration an GAP (50 µM, Verhältnis 1:1) nach 1 h 

detektiert werden.  
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7.6.2 GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasWT:GTP 

Die intrinsische und die GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasWT:GTP wurde 

mittels isokratischer HPLC-Läufe analysiert. 

 

 

Abbildung A6 | GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse von KRasWT:GTP (a) Blockierung der intrinsischen 

GTP-Hydrolyse bei der Herstellung von KRasWT:GTP durch Zugabe von 50 mM EDTA. Nach erfolgtem 

Nukleotidaustausch lag KRas zu 64 % im GTP-gebundenen Zustand vor; (b) Beschleunigung der 

intrinsischen GTP-Hydrolyse durch Zugabe von GAP (1:100, 1:10 und 1:1). Eine GAP-stimulierte GTP-

Hydrolyse konnte für KRasWT:GTP bereits bei katalytischen Mengen an GAP (0.05 µM, Verhältnis 

1:1000) nach 1 h beobachtet werden.  
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7.7 Datenstatistiken der KRasG13C-Kristallstrukturen 

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

bdaGDP. Die Werte in den Klammern beziehen sich auf die jeweils höchste Auflösungsschale. 

Datensammlung KRasG13C-edaGDP 

(PDB: 7ok3) 

KRasG13C-bdaGDP 

(PDB: 7ok4) 

Raumgruppe P 63 P 63 

Zellkonstanten 

a, b, c (Å) 

α, β, γ (°) 

 

73.40, 73.40, 54.20 

90.00, 90.00, 120.00 

 

73.90, 73.90, 54.80 

90.00, 90.00, 120.00 

Auflösung (Å) 41.243 – 1.6 (1.7-1.6) 41.625 – 1.7 (1.8-1.7) 

R
meas

 (%) 10.3 (101.6) 7.1 (159.6) 

R
merge

 (%) 9.8 (96.6) 7.0 (155.7) 

I/σ 12.71 (2.40) 24.52 (2.26) 

CC
1/2

 99.9 (80.1) 100.0 (78.4) 

Vollständigkeit (%) 100.0 (100.0) 100.0 (100.0) 

Redundanz 10.1 (10.4) 20.3 (20.5) 

Verfeinerung 
 

 

Auflösung (Å) 41.243 – 1.6 41.625 – 1.7 

Anzahl der Reflexe 22009 18838 

R
work

 / R
free

 15.80/20.01 (23.30/30.62) 16.53/18.24 (26.43/35.58) 

Anzahl der Atome 
 

 

      Protein 1386 1336 

      Ligand/Ion 38 40 

      Wasser 187 106 

B-Faktoren 
 

 

      Protein 27.02 36.92 

      Ligand/Ion 18.91 30.77 

      Wasser 36.23 45.00 

Standardabweichung 
 

 

      Bindungslängen (Å) 0.016 0.004 

      Bindungswinkel (°) 1.483 0.711 

Wellenlänge (Å) 0.91504 0.999 

Temperatur (K) 100 100 

Röntgenquelle X10SA am SLS (Villigen, CH) X10SA am SLS (Villigen, CH) 

Detektor Pilatus 6M EIGER2 x 16M 
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Tabelle A5 | Datenstatistiken der Ko-Kristallstrukturen von KRasG13C-edaGDP und KRasG13C-

bdaGDP. Die Werte in den Klammern beziehen sich auf die jeweils höchste Auflösungsschale. 

(Fortsetzung) 

Ramachandran Plot 
 

 

Reste in bevorzugtem Bereich (%) 97.62 97.02 

Reste in erlaubten Bereichen (%) 2.38 2.98 

Ausreißer (%) 0.00 0.00 
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7.8 Etablierung des Mg2+-Affinitäts-Assays 

 

Abbildung A7 | Herstellung von mantdGDP-gebundenem KRas (a) Zur Herstellung von mantdGDP-

gebundenen Ras-Proteinen wurde ein Nukleotidaustausch in Gegenwart von EDTA bei pH 7.5 

durchgeführt; (b) Chemische Struktur von mantdGDP; (c) Die Beladung von KRasWT und KRasG13C mit 

mantdGDP wurde mittels isokratischer HPLC-Läufe analysiert (Puffer: 50 mM KPi pH 6.6, 10 mM TBAB, 

25 % ACN). 
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7.9 Mutagenesen und Sequenzierungen 

7.9.1 Primer 

Tabelle A6 | Übersicht über die bei der QuickChange-Mutagenese von pBabe-KRasWT → pBabe-

KRasG13C verwendeten Primer.  

 

Tabelle A7 | Übersicht über die bei der QuickChange-Mutagenese von pETmod19_KRasWT_fl → 

pETmod19_KRasG13C_fl verwendeten Primer.  

 

Tabelle A8 | Übersicht über die bei der Subklonierung der KRas-Gensequenz aus den pBabe-Plasmiden in 

pcDNA-Vektoren verwendeten Primer.  

 

Tabelle A9 | Übersicht über die für die Genomsequenzierung von H1355 und H1734 verwendeten Primer.  

 

 

  

 Primer Sequenz (5‘→3‘) 

Mutagenese 
G13C_fw GTAGTTGGAGCTGGCTGCGTAGGCAAGAGTG 

G13C_rv CACTCTTGCCTACGCAGCCAGCTCCAACTAC 

Sequenzierung 
pBabe 3‘ ACCCTAACTGACACACATTCC 

pBabe 5‘ CTTTATCCAGCCCTCAC 

 Primer Sequenz (5‘→3‘) 

Mutagenese 
G13C_fw AAGCTTGTTGTTGTTGGCGCCGGCTGTGTGGGCAAGAGTGCGCTG 

G13C_rv CAGCGCACTCTTGCCCACACAGCCGGCGCCAACAACAACAAGCTT 

Sequenzierung 
T7‘ fw TAATACGACTCACTATAGGG 

T7‘ rv CTAGTTATTGCTCAGCGGT 

pcDNA Primer Sequenz (5‘→3‘) 

Klonierung 
kras kpnI rev GATCGGTACCTTACATAATTACACACTTTGTCTTTGACTTC 

kras sacI for GATCGAGCTCTCGCCACCATGACTGAATATAAACTTGTG 

Sequenzierung 
mCherry_seq_for GACATCACCTCCCACAACGAG 

CMV_seq_for CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 

 Primer Sequenz (5‘→3‘) 

Sequenzierung 
KRas f TTTGAGAGCCTTTAGCCGCC 

KRas r ACCCAAAGAACCATAACACTGTAG 
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7.9.2 Sequenzierungen 

7.9.2.1 Plasmidsequenzierungen 

Abbildung A8 | Plasmidsequenzierungen der mCherry pcDNA-Vektoren. Sequenzausschnitt der 

Sequenzierung von (a) pC_KRasWT, (b) pC_KRasG12C und (c) pC_KRasG13C.  

 

Abbildung A9 | Plasmidsequenzierungen der mOrange pcDNA-Vektoren. Sequenzausschnitt der 

Sequenzierung von (a) pC_KRasWT, (b) pC_KRasG12C und (c) pC_KRasG13C.  

 

Abbildung A10 | Plasmidsequenzierung pET19mod_KRasG13C-fl. Sequenzausschnitt der 

Sequenzierung des pET19mod_KRasG13C-fl Plasmids. 
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Abbildung A11 | Plasmidsequenzierung pBabe-KRasG13C. Sequenzausschnitt der Sequenzierung des 

pBabe-KRasG13C-Plasmids. 

 

 

7.9.2.2 Genomsequenzierungen 

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

KRasG12C-abhängigen Ba/F3-Zellen. 

 

Abbildung A13 | Genomsequenzierung H1355. Sequenzausschnitt der Genomsequenzierung der H1355-

Zellen. 

 

Abbildung A14 | Genomsequenzierung H1734. Sequenzausschnitt der Genomsequenzierung der H1734-

Zellen. 
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7.10 CovClick-Fragmente für KRasG12C 

Tabelle A10 | Übersicht über die CovClick-Fragmente. Basierend auf dem chemischen Grundgerüst von 

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

KRasG12C-Inhibitoren dienen sollten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Verbindung Chemische Struktur 

ARS-853 

 

CovClick-Fragment 1 

 

CovClick-Fragment 2 

 

CovClick-Fragment 3 

 

CovClick-Fragment 4 
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7.11 Darstellung von tamra-edaGDP 

 

Zu einer Lösung bestehend aus edaGDP (47.3 µmol) in 0.8 mL Tetraboratpuffer 

(100 mM, pH 8.5) wurde 5-tamra-SE (5-Carboxytetramethylrhodamin, 

Succinimidylester) (18.9 µmol) in DMSO (25 µL) hinzugefügt und die Reaktionslösung 

für 24 Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Die anschließende Reinigung und Lagerung 

bis zur weiteren Verwendung erfolgte analog wie zuvor beschrieben (Kapitel 5.3.1).  

LCMS (ESI-MS): 

 

 

Abbildung A15 | Isokratische Trennung von tamra-edaGDP. Isokratischer HPLC-Lauf von tamra-

edaGDP zur Analyse der Reinheit (~ 90 %). 

  

 berechnet [M-H]- gefunden Reinheit (%) Ausbeute (%) 

tamra-edaGDP 940.2 C38H40N9O16P2 940.2 90 48 
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7.12 Reinigung der KRas-Volllängenkonstrukte 

10         20         30         40         50         60  
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        70         80         90        100        110        120  
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       130        140        150        160        170        180  
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       190        200  

RKHKEKMSKD GKKKKKKSKT KCVIM 

 

Abbildung A16 | Proteinsequenz des Volllängenkonstrukts von KRasWT vor Abspaltung des His6-tags. 

 

Tabelle A11 | Überblick über Molekulargewichte (MW), der isoelektrischen Punkte (pI) und 

Extinktionskoeffizienten (ε) der Volllängenkonstrukte von KRas (ungeschnitten (geschnitten)). 

 

 

 

 

 

7.12.1 KRasWT-Volllänge 

 

Abbildung A17 | Erste Ni2+-Affinitätschromatographie. (a) Chromatogramm der ersten Ni-AC des 

KRasWT-Volllängenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm; grün: Anteil des Imidazol-haltigen 

Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus Prestained 

Protein Ladder, L: Lysat, Ü1: Überstand vor der Zentrifugtion, P: Pellet, Ü2: Überstand nach der 

Zentrifugation, D: Durchfluss, 1-2: Waschfraktion, 3-4: Eluatfraktionen). 

 

 KRasWT KRasG13C 

MW (Da) 23.495 (21.618) 23.541 (21.664) 

pI 7.73 (8.27) 7.70 (8.22) 

ε (M-1 cm-1) 
13410 (11920) 

+ 7765 (GDP) 

13410 (11920) 

+ 7765 (GDP) 
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Abbildung A18 | Reverse Ni2+-Affinitätschromatographie. (a) Chromatogramm der zweiten reversen 

Ni-AC des KRasWT-Volllängenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm; grün: Anteil des Imidazol-

haltigen Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus 

Prestained Protein Ladder, VD: vor der Dialyse, Ü: Überstand, P: Pellet, D: Durchfluss, 1-7: 

Eluatfraktionen). 

 

 

Abbildung A19 | Größenausschlusschromatographie. (a) Chromatogramm der SEC des KRasWT-

Volllängenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm); (b) Analyse der Fraktionen der SEC mittels SDS-

PAGE (M: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Ü1: Überstand vor dem Aufkonzentrieren P: Pellet 

nach dem Aufkonzentrieren, Ü2: Überstand nach dem Aufkonzentrieren, 1-2: Eluatfraktionen).  
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7.12.2 KRasG13C-Volllänge 

 

Abbildung 20 | Erste Ni2+-Affinitätschromatographie. (a) Chromatogramm der ersten Ni-AC des 

KRasG13C-Volllängenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm; grün: Anteil des Imidazol-haltigen 

Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus Prestained 

Protein Ladder, L: Lysat, Ü: Überstand, P: Pellet, D: Durchfluss, W: Waschfraktion, 1-7: Eluatfraktionen). 

 

 

Abbildung 21 | Reverse Ni2+-Affinitätschromatographie. (a) Chromatogramm der zweiten reversen Ni-

AC des KRasG13C-Volllängenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm; grün: Anteil des Imidazol-haltigen 

Elutionspuffers); (b) Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus Prestained 

Protein Ladder, TEV: TEV-Protease, Ni1: vereinigte Eluatfraktionen der ersten Ni-AC, LD: lösliche 

Fraktion der Dialyse, UD: unlösliche Fraktion der Dialyse, D: Durchfluss, 1-4: Eluatfraktionen). 

 

 

Abbildung 22 | Größenausschlusschromatographie. (a) Chromatogramm der SEC des KRasG13C-

Volllängenkonstrukts (blau: Absorption bei 280 nm); (b) Analyse der Fraktionen der SEC mittels SDS-

PAGE (M: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, 1-2: Eluatfraktionen).  
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7.13 MS/MS-Analysen mit GluC 

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

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

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

ID Gen Peptide Peptide 

(unique) 

MW 

(kDa) 

Sequenzabdeckung 

(%) 

Intensität 

 

  s1 s2 s1 s2  s1 s2 s1 s2 

P0C1U8 GluC 13 13 13 13 36.325 31.8 38.1 6.7E+09 6.0E+09 

P13645 KRT10 3 2 3 2 58.826 4.6 1.7 1.6E+07 7.1E+06 

Probe Probe 26 21 4 2 21.665 100 100 4.3E+11 1.7E+11 

P01112; 

P01111 

HRAS; 

NRAS 
14 13 1 2 21.298 56.6 60.3 3.7E+07 2.1E+07 

P01116-2 KRAS 23 21 0 0 21.424 98.4 98.4 4.2E+08 2.4E+09 

P0A6A8 acpP 1 2 1 2 8.6394 20.5 44.9 5.3E+06 1.3E+08 

P0A6F9 groS 0 3 0 3 10.387 0 35.1 0 3.8E+07 

P0A6K6 deoB 2 1 2 1 44.369 7.4 2 9.0E+06 2.3E+06 

P0A7J0 ribB 3 14 3 14 23.353 20.3 62.2 5.1E+07 9.4E+08 

P0A9A9 fur 0 4 0 4 16.795 0 54.1 0 6.6E+07 

P0A9W9 yrdA 0 3 0 3 20.245 0 29.9 0 4.7E+07 

P0AAT9 ybeL 0 2 0 2 18.797 0 16.2 0 7.3E+06 

P0AB55 yciI 0 3 0 3 10.602 0 57.1 0 2.0E+07 

P0ACD4 iscU 0 2 0 2 13.848 0 21.1 0 2.1E+07 

P0ACE7 hinT 4 3 4 3 13.241 50.4 31.1 1.2E+08 3.7E+07 

P0AE18 map 0 2 0 2 29.33 0 11 0 2.6E+06 

P0AEX9 malE 0 2 0 2 43.387 0 9.3 0 4.9E+06 

P39172 znuA 0 3 0 3 33.777 0 15.5 0 1.2E+07 

P45565 ais 2 0 2 0 22.256 19.5 0 9.1E+07 0 

P63417 yhbS 0 3 0 3 18.534 0 28.7 0 1.3E+07 

P69783 crr 0 5 0 5 18.251 0 45 0 9.7E+06 

P69828 gatA 0 2 0 2 16.907 0 14 0 1.2E+07 

P75949 nagZ 4 0 4 0 37.594 29.9 0 1.0E+08 0 

Q96MA6 AK8 2 1 2 1 54.925 2.5 2.5 3.1E+07 7.4E+07 
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7.14 Western Blot-Analyse 

 

Abbildung A23 | Elektroporation von KRas:acetyledaGDP. (a) Western Blot-Analyse nach 

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

biologische Replikate); (b) Quantifizierung der KRas-Proteinlevel aus Western Blots. 
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Abbildung A24 | In vitro Immunoblotting-Experimente. Western Blot-Analyse nach Elektroporation der 

angegebenen Mengen von (a) KRasWT, (b) KRasG13C und (c) KRasG13C-edaGDP in HeLa-Zellen (n = 3 

biologische Replikate).  
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Abbildung A25 | Elektroporation von KRas. Quantifizierung der KRas-Proteinlevel aus Western Blots 

nach Elektroporation der angegebenen Mengen von (a) KRasWT, (b) KRasG13C, (c) KRasG13C-edaGDP 

und (d) KRasG13C:acetyledaGDP in HeLa-Zellen mit Empiria Studio (Li-Cor). Aufgrund der relativ 

geringen Expressionswerte von Ras wurde der Kontrast entsprechend erhöht, um das intrinsisch exprimierte 

Protein sichtbar zu machen. 
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