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Kurzzusammenfassung 

Kleine GTPasen dienen als molekulare Schalter bei der Kontrolle zahlreicher wichtiger 

zellulärer Prozesse. Die fehlerhafte Funktion kleiner GTPasen steht daher in Verbindung mit 

der Entstehung und Entwicklung diverser Erkrankungen. Allerdings konnte diese 

Proteinklasse mit konventionellen Methoden nur äußerst schwer direkt adressiert werden, 

da ihre Regulierung und biologische Signalwirkung über ausgedehnte und flache 

Protein‒Protein-Interaktionen (PPIs) vermittelt werden. Um Verbindungen zu generieren, 

die an kleine GTPasen binden und potentiell ihre Signalwirkung modulieren können, wurden 

deshalb im Rahmen dieser Arbeit Bindungsepitope natürlicher Interaktionspartner 

konformativ stabilisiert. Auf Basis struktureller Daten von GTPase‒Protein-Komplexen 

wurden dazu geeignete Peptidsequenzen identifiziert und chemisch modifiziert. 

 

Im ersten Teil der Arbeit wurden Ras-Proteine, die prominenteste Unterfamilie kleiner 

GTPasen, adressiert. Basierend auf einem α-helikalen Bindungsmotiv des 

Nukleotidaustauschfaktors SOS wurden Peptide mit α-methylierter 

Kohlenwasserstoffverbrückung (hydrocarbon stapled peptides) entwickelt, während eine 

vom Effektor c-Raf abgeleitete β-Haarnadel mittels unterschiedlicher 

Verbrückungsstrategien stabilisiert wurde. Aufgrund der sehr geringen Affinität der 

Ausgangssequenzen wurden jedoch keine Derivate erhalten, die für eine Anwendung als PPI-

Inhibitoren geeignet wären. 

 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde in einer breit angelegten Machbarkeitsstudie eine analoge 

Strategie für die größte Unterfamilie kleiner GTPasen, sog. Rab-Proteine, verfolgt. 

Ausgehend von diversen α-helikalen Bindungsmotiven wurde eine Bibliothek von stapled 

peptides generiert, die sich im Vergleich zu den Ausgangssequenzen durch deutlich 

gesteigerte Affinitäten auszeichneten. Obgleich die Peptide keinen Einfluss auf die GEF-

vermittelte Nukleotidaustauschrate von Rab-GTPasen zeigten, konnte ein Peptid identifiziert 

werden, das selektiv an die aktivierte Form von Rab8a bindet und in der Lage ist, eine 

Rab‒Effektor-Wechselwirkung in vitro zu inhibieren. Abschließend konnte durch Variation 

der Verbrückungsarchitektur die Affinität dieses Peptids weiter gesteigert werden.   
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Abstract 

Small GTPases work as molecular switches inside cells and play a key role in the control of 

numerous crucial cellular processes. The aberrant function of small GTPases has therefore 

been associated with a variety of different diseases. However, the direct targeting of small 

GTPases by means of conventional small molecular approaches has turned out to be 

extremely challenging as GTPase regulation and signaling is mediated by shallow and 

extended protein‒protein-interaction surfaces. In this thesis stabilized peptide binding 

epitopes derived from protein interaction sites of natural interaction partners were explored 

as modulators of GTPase signaling. Based on structural data of GTPase‒protein complexes 

suitable peptide sequences were selected and chemically modified. 

 

The first part of this thesis explored this strategy for Ras proteins, the most prominent 

subfamily of small GTPases. Based on an α-helix of the nucleotide exchange factor SOS a 

small library of hydrocarbon stapled peptides was generated, while a c-Raf derived β-hairpin 

was stabilized using different types of cross-links. However, none of the peptide derivative 

showed sufficient target affinity, probably due to very poor affinities of the corresponding 

wild type sequences. 

 

In the second part of the thesis the same approach was applied to Rab proteins, the largest 

subfamily of small GTPases. A library of hydrocarbon stapled peptides was designed based 

on a variety α-helical binding epitopes from different Rab interaction partners. These 

peptides showed significantly increased affinities. Though no influence on the GEF-catalyzed 

nucleotide exchange was observed, one of the stapled peptides binds selectively to activated 

Rab8a and inhibits a Rab8a‒effector-interaction in vitro. Target affinity was further improved 

by variation of the stapling architecture. 
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1 Einleitung 

Im Laufe der letzten Jahrzehnte führten intensive Forschungsbemühungen zu einem immer 

genaueren mechanistischen Verständnis für die Entstehung und Entwicklung menschlicher 

Krebserkrankungen. Enorme Fortschritte auf den Gebieten der Genomik und Proteomik erlaubten 

die Identifizierung einer Vielzahl von Protoonkogenen, deren Mutation in Zellen den Übergang von 

normal reguliertem Wachstumsverhalten zu ungebremstem Tumorwachstum verursacht, die 

Entwicklung maßgeschneiderter Therapiemethoden ermöglichen kann.1 Es existieren jedoch noch 

etliche Onkoproteine, die durch biologische Studien als Mitverursacher menschlicher 

Krebserkrankungen validiert wurden, für die jedoch bisher keine wirksame Behandlungsstrategie 

entwickelt wurde. Diese aus mechanistischer Sicht oftmals hochattraktiven Zielproteine, zeichnen 

sich zumeist durch bestimmte Charakteristika, wie z.B. einen Mangel an wohldefinierten 

Bindetaschen aus, die sie mit klassischen medizinalchemischen Methoden als nicht adressierbar 

(„undruggable“) erscheinen lassen.2,3 Ein Paradebeispiel für einen derartigen Fall liefert die Ras-

Superfamilie kleiner GTPasen. Die Ras (rat sarcoma)-Gene zählen mit einer Prävalenz von 20 –

 30 % zu den am häufigsten mutierten Onkogenen menschlicher Krebserkrankungen,4 aber auch 

andere Unterfamilien kleiner GTPasen wurden zunehmend mit der Entwicklung verschiedener 

menschlicher Erkrankung in Verbindung gebracht.5 Ein Großteil der Signalwirkung und Regulation 

kleiner GTPasen wird durch Protein‒Protein-Interaktionen (PPIs) von ausgedehnten und flachen 

Wechselwirkungsoberflächen vermittelt, die mit klassischen Methoden nur äußerst schwer zu 

modulieren sind. Obwohl die Rolle von Ras bei der Entstehung menschlicher Krebserkrankungen 

vor nunmehr 50 Jahren entdeckt wurde, bestehen noch immer keine geeigneten Methoden, um 

Vertreter dieser Proteinklasse wirksam direkt zu adressieren.6  
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2 Modulation von Protein‒Protein-Interaktionen mittels 

stabilisierter Bindungsepitope 

2.1 Adressierung von Protein‒Protein-Interaktionen 

Protein‒Protein-Interaktionen beruhen auf den nicht-kovalenten Wechselwirkungen 

oberflächennaher Proteindomänen zweier oder mehrerer Proteine.7 Sie sind seit langem als ein 

wesentliches Element zellulärer Regulations- und Signaltransduktionsvorgänge bekannt und 

stellen attraktive Ansatzpunkte für die Entwicklung von Medikamenten und biologischen 

Werkzeugen dar. Die Assoziation und Dissoziation funktionaler Proteinkomplexe ist ein 

dynamischer Prozess, der in großen und komplexen Netzwerken organisiert ist. Diese 

Wechselwirkungen werden zumeist durch dynamische und vergleichsweise gering profilierte 

Proteinoberflächen vermittelt,8 die typischerweise eine Ausdehnung von ca. 1000 - 3000 Å2 

haben.9 Eine computergestützte Untersuchung von mehr als 35 000 Proteinkomplexen der Protein 

Datenbank ergab, dass meist mehrere dutzend Reste in die Interaktionen involviert sind, die oft in 

unverbundenen Segmenten organisiert sind.10 In vielen Fällen existieren allerdings einige wenige 

Aminosäuren, die den Hauptanteil der Gibbs-Energie der Wechselwirkung beitragen, sog. hot 

spots.11 Klassische niedermolekulare Wirkstoffe (ca. 300 - 500 Å2)9 binden allerdings häufig in 

wohldefinierte, konkave Taschen und bieten keine ausreichende Molekülgröße, um wirksam mit 

natürlichen Bindungspartnern in Konkurrenz zu treten.12 Daher galten PPIs für lange Zeit als 

pharmakologisch unzugänglich („undruggable“).13 Ein besseres Verständnis der PPIs durch 

biophysikalische und biochemische Methoden, Fortschritte im Bereich struktur- und 

computerbasierter Analysentechniken und das Erschließen eines geeigneten chemischen Raums 

führten zunehmend zu vielversprechenden Ergebnissen. So wurden bereits einige potente 

Moleküle entwickelt, die durch die Bindung der Oberfläche eines Proteins die Anlagerung 

natürlicher Wechselwirkungspartner verhindern können.7,14 Für die Adressierung komplexer PPIs 

haben sich zwischenzeitlich eine Reihe komplementärer Herangehensweisen mit jeweils eigenen 

Vor- und Nachteilen etabliert.15 Durch das Screening geeigneter Molekülbibliotheken im 

Hochdurchsatzverfahren können Moleküle identifiziert werden, die in transiente Bindungstaschen 

der Zielproteine binden oder die Proteinoberfläche allosterisch modulieren.16 Fragment-basierte 

Methoden identifizieren mit Hilfe struktur- oder computergestützter Analysen niedrigmolekulare 

Liganden von anfänglich geringer Affinität, die anschließend miteinander verbunden und 
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sukzessive in Richtung geeigneter Oberflächenmerkmale erweitert werden, um größere, 

hochaffine Moleküle zu generieren.17,18 Dadurch wurden im Verlauf der letzten zehn Jahre 

beeindruckende Erfolge erzielt. So wurden zwischenzeitlich mehr als 40 verschiedene PPIs 

adressiert, wobei mehrere Inhibitoren die klinische Testphase erreicht haben.19  

Allerdings weisen PPI-Grenzflächen unterschiedlich große Ausdehnungen und Affinitäten auf 

(Abbildung 1). Am leichtesten zu adressieren sind Proteinoberflächen, bei denen die Assoziation 

über eine kurze peptidische Primärsequenz des Bindungspartners und einige wenige darin 

enthaltene Schlüsselaminosäuren vermittelt wird. Ein höheres Maß an Komplexität bieten isolierte 

Regionen, deren Wechselwirkung von einem Sekundärstrukturelement und der damit 

verbundenen definierten räumlichen Orientierung der Aminosäureseitenketten bestimmt wird. 

Die größte Herausforderung stellen ausgedehnte Proteinoberflächen dar, bei denen die Bindung 

über mehrere Regionen der Polypeptidsequenz vermittelt wird.19 

 

 

Abbildung 1. Die Ausdehnung, Affinität und Komplexität von PPI-Wechselwirkungsflächen bedingen deren 
Adressierbarkeit. PPIs lassen sich danach einteilen, ob das Bindungsepitop aus einer linearen Polypeptidsequenz 
(grün, PDB. 2WP1), einer einzelnen Sekundärstruktur (orange, PDB. 1YCR) oder verschiedenen Sequenzabschnitten 
bestehen, die eine definierte Tertiärstruktur (rot, PDB. 1Z92) erfordern. Die steigende Größe der Interaktionsfläche 
erschwert die direkte Adressierung durch synthetische Verbindungen.

19
 Für die verschiedenen Kategorien sind jeweils 

Kristallstrukturen von Beispielen gezeigt, mit Bindungsepitopen in der Cartoon-Darstellung und interagierenden 
Aminosäureseitenketten in expliziter Darstellung. 

 

Dabei adressieren die bisher genannten Methoden zumeist PPIs der 1. Kategorie und stoßen in 

komplexeren Fällen bisher meist an ihre Grenzen.20 Eine vielversprechende Strategie für die 

Adressierung ausgedehnter Proteinoberflächen besteht in der Nachahmung von 

Bindungsepitopen, die den wesentlichen Anteil zur Assoziation der Proteine beitragen.21 Dieser 

Ansatz macht sich die Strukturinformationen des Proteinkomplexes zunutze und resultiert in 
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Molekülen, die die bioaktive Konformation der Ausgangsproteine abbilden können.14,21–23 Isoliert 

man Peptidsequenzen aus der stabilisierenden Tertiärstruktur des Ausgangsproteins verlieren sie 

jedoch ihren hohen Ordnungsgrad und weisen in freier Lösung zumeist sehr flexible 

Konformationen auf (Abbildung 2).24,25  

 

 

Abbildung 2. Stabilisierte Bindungsepitope als PPI-Modulatoren. Ein Großteil der Bindungsenergie wird bei PPIs von 
einzelnen Bindungsepitopen vermittelt. Werden diese Peptidsequenzen aus der stabilisierenden Tertiärstruktur 
isoliert, verlieren sie in Lösung oftmals ihre geordnete Struktur. Durch chemische Modifikationen kann die bioaktive 
Konformation stabilisiert werden. 

 

Dies beeinträchtigt einerseits die Affinität der Peptide, da für die Bindung des Zielproteins erst 

wieder die definierte bioaktive Konformation eingenommen werden muss, was mit entropischen 

Verlusten einhergeht. Andererseits weisen flexible Peptidsequenzen oftmals eine erhöhte 

Anfälligkeit für proteolytischen Abbau und eine geringe Tendenz zu Zellgängigkeit auf.26 Um diese 

Nachteile zu überwinden, wurden verschiedene Arten von chemischen Modifikationen und 

Gerüststrukturen entwickelt, welche die Bindungseigenschaften des Peptidvorläufers stabilisieren 

bzw. nachahmen.  Derartige Peptidmimektika wurden historisch anhand ihrer chemischen 

Modifikation und ihres Substitutionsgrads  klassifiziert.22 In der neusten Form der Einteilung 

werden Peptidmimetika entsprechend ihrer Ähnlichkeit mit dem natürlichen Vorläuferpeptid in 

vier verschiedene Klassen unterschieden: Peptide der Klasse A bestehen überwiegend aus α-

Aminosäuren mit wenigen Seitenketten- oder Rückgratmodifikationen, während Peptide der 
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Klasse B zahlreiche Seitenketten- oder Rückgratmodifikationen wie auch Foldamere enthalten. In 

den Klassen C und D ist dagegen das Peptidrückgrat vollständig ersetzt, wobei Strukturmimetika 

der Klasse C  die Seitenkettentopographie des Peptidvorläufer nachahmen. Mimetika der Klasse D 

haben dagegen keine direkte Verbindung zum Ursprungspeptid mehr, sondern ahmen nur noch 

dessen Funktion nach.21 Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag dabei auf Vertretern der Klasse A, die 

sich am direktesten aus Bindungseptitopen entsprechender Interaktionspartner ableiten lassen. 

Obwohl die konformative Stabilisierung von Kehrenstrukturen prinzipiell einen interessanten 

Ausgangspunkt darstellt,27 wurden in bisherigen Studien im Wesentlichen α-Helices und wenige β-

Faltblätter für die Generierung von PPI-Inhibitoren genutzt,21 sodass die wesentlichen Aspekte 

dieser Strategie  im Folgenden eingehend diskutiert werden. 

 

2.2 Peptidmimetika von β-Strängen 

Beim Sekundärstrukturelement der β-Stränge ist die Polypeptidkette ziehharmonikaartig 

angeordnet, sodass die Seitenketten abwechselnd über oder unter das Rückgrat weisen. Die 

Stabilisierung erfolgt durch Wasserstoff-Brücken zwischen den Carboxyamid-Gruppen des 

Peptidrückgrats, die anders als bei der Helix nicht innerhalb eines Stranges, sondern zwischen zwei 

benachbarten Strängen ausgebildet werden. Diese können sich zu parallelen oder anti-parallelen 

β-Faltblättern anordnen und dadurch plattenartige Strukturen, sog. Faltblätter, ausbilden. Zwei 

antiparallele Stränge, die über einen Schleifenbereich miteinander verbunden sind bilden eine β-

Haarnadel.28,29 

Für die Stabilisierung von β-Strängen, parallelen oder antiparallelen β-Faltblättern und β-

Haarnadeln wurden eine Reihe verschiedener Methoden entwickelt (Abbildung 3).21,30,31 In einem 

häufig gewählten Ansatz wird eine Kehrenstruktur oder ein Kehrenmimetikum in eine 

kontinuierliche Peptidsequenz eingebracht und so die Ausbildung von β-Faltblättern oder β-

Haarnadeln begünstigt. Dazu wurden D-Aminosäuren in die Kehrenposition i+1 eingebracht, um 

antiparallele β-Haarnadelstrukturen zu initiieren.32 Ebenso begünstigt eine Kombination aus 

Prolinen und aromatischen Resten sowie N-alkylierte Aminosäuren in der Kehrenregion die 

Ausbildung von β-Haarnadeln.33 Auch Dipeptidtemplate wie beispielsweise D-Pro-L-Pro34–36 (1) 

oder Aib(α-Aminoisobuttersäure)-Gly37 wurden für die Initiierung antiparalleler β-Faltblätter bzw. 

β-Haarnadelstrukturen eingesetzt. Dagegen kann das Templat D-Pro-DADME (1,2-Diamin-1,1-

dimethylethan) parallele β-Faltblattstrukturen stabilisieren.28,38,39 Außerdem wurden 
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niedermolekulare Template wie beispielsweise Dibenzofurane40 (2) oder Oligoharnstoffe30 (3) 

eingesetzt, um die Geometrie einer β-Kehre nachzuahmen und die Synthese dreier verknüpfter β-

Stränge zu ermöglichen.30 

 

 

Abbildung 3. Stabilisierung von β-Strang-Strukturen. Beispiele für verschiedene Stabilisierungstechniken und 
Gerüstmimetika, die für die Adressierung von Protein genutzt wurden.

21
  

 

Durch zusätzliche kovalente und nichtkovalente terminale Verknüpfung oder Verbrückung 

innerhalb der β-Stränge, sowie durch den Einbau strangstabilisierender Aminosäurebausteine 

kann das Netz aus Wasserstoffbrückenbindungen unterstützt und einer Entfaltung der β-

Faltblätter entgegengewirkt werden. Das Prinzip der Makrozyklisierung findet sich dabei auch in 

natürlich vorkommenden Peptiden, wo Disulfidbrücken der Stabilisierung von β-

Haarnadelkonformationen dienen.41 Analog wurden auch in andere Peptidsequenzen Cysteine 

eingebracht und zu Disulfidbrücken (4) verknüpft.42–44 Ebenso wurde Azid-Alkin-Klickchemie (5) 

verwendet, um β-Haarnadeln durch die Bildung von 1,2,3-Triazolen (6) zusätzlich zu stabilisieren. 
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Kovalente Rückgratverküpfungen wurden häufig genutzt, um eine Entfaltung aus Richtung des N- 

und C-Terminus zu verhindern.28,34–39,45 

Weniger häufig wurden nichtkovalente Stabilisierungsmethoden eingesetzt, um durch 

elektrostatische oder hydrophobe Wechselwirkungen, β-Faltblattstrukturen zu stabilisieren.46 Des 

Weiteren wurden rigide niedermolekulare Bausteine in Peptidsequenzen eingebracht, die der 

natürlichen Wasserstoffbrückengeometrie nachempfunden sind. So wurden beispielsweise die 

nichtnatürliche Aminosäure Hao (5-Hydrzino-2-methoxybenzoylsäure, 7)47 oder der 

Diphenylacetylenbaustein (8)48 für die Stabilisierung von antiparallelen β-Faltblättern eingesetzt. 

Weniger intensiv erforscht wurde bisher der Einsatz niedermolekularer β-Strang-Strukturmimetika 

wie Piperidin-Piperidon-Gerüststrukturen (9)49 die synthetisch deutlich aufwendiger zu realisieren 

sind. Generell scheint die Stabilisierung von β-Strängen vergleichsweise schwierig zu sein. So 

führte oftmals erst eine Kombination mehrerer Stabilisierungsstrategien zu einer 

zufriedenstellenden Molekülgeometrie.21 Zudem sind derartige Mimetika bisher nur wenig für ihre 

Anwendbarkeit als PPI-Inhibitoren untersucht.36,42,45,50 Zwei erfolgreiche Beispiele in Bezug auf ihre 

Wirksamkeit stammen von Robinson und Mitarbeitern  (Abbildung 4).36,45  

 

 

Abbildung 4. Beispiel eines optimierten β-Faltblattmimetikums (orange) (PDB 2AXI) für die Adressierung der 
p53‒MDMD2-Wechselwirkung (grau) (PDB 1YCR). Die ursprünglich von einer p53 α-Helix abgeleitete Peptidsequenz 
wird durch ein D-Pro-L-Pro-Templat als makrozyklisierte β-Haarnadel 24 stabilisiert.

36
 

 

Sie stabilisierten eine Schleife bestehend aus acht Aminosäuren durch Einsatz eines D-Pro-L-Pro-

Templats zu einer Rückgrat-zyklisierten β-Haarnadelstruktur (24) und erreichten durch 

anschließende, iterative Sequenzoptimierung eine mittlere inhibitorische Konzentrationen im 

submikromolaren Bereich. Allerdings handelt es sich um einen Spezialfall, da die β-Haarnadel nicht 

von einem entsprechenden Bindungsepitop im Ausgangsprotein abgeleitet ist. Vielmehr bildet das 

Peptidmimetikum die Seitenkettengeometrie dreier hydrophober Reste ab, die im natürlichen 
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Proteinkomplex über eine α-Helix vermittelt werden, die in eine definierte Furche auf der 

Oberfläche von HDM2 eingebettet ist. 

 

2.3 Peptidmimetika von α-Helices 

Helices sind mit mehr als 30% das häufigste in Proteinen gefundene Sekundärstrukturelement51 

und stellen daher einen sehr attraktiven Ausgangspunkt für die Generierung von PPI-Inhibitoren 

dar. Im Laufe der Jahre wurden zahlreiche Methoden zur Stabilisierung α-helikaler 

Peptidsequenzen entwickelt (Abbildung 5).22 So wurden α-Helix-induzierende 

Aminosäurebausteine52 und α-methylierte Aminosäuren53,54 sowie die Koordination von 

Metallionen genutzt,55,56 um den helikalen Sekundärstrukturanteil von Peptiden zu steigern 

(Klasse A). Zudem konnten mit Architekturen, die die Bindungscharakteristika von α-Helices 

nachahmen, bereits potente PPI-Inhibitoren generiert werden, darunter Foldamere 

(peptidähnliche oligomere Strukturen mit definierten Faltungseigenschaften) wie α/β-Peptide57 

oder Peptoide58 (Klasse B) oder Strukturgerüste wie Terphenyle (Klasse C).59 In Bezug auf die 

Inhibierung von Protein‒Protein-Wechselwirkungen sind die folgenden drei Strategien am 

intensivsten untersucht: die Kupplung Helix-induzierender, N-terminaler Kappen, die kovalente 

Verbrückung von Helixwindungen und α-methylierte Kohlenwasserstoffverbrückungen 

(hydrocarbon peptide stapling). Letztere Technik ist von wesentlicher Bedeutung für die 

Betrachtungen dieser Arbeit und wird daher gesondert in Kapitel 2.4 diskutiert.  

Die Kupplung N-terminaler Kappen, die eine α-helikale Geometrie imitieren, kann die Ausbildung 

der α-helikalen Konformation in Richtung des C-Terminus induzieren. Beim sog. 

Wasserstoffbrückenersatz (Hydrogen bond surrogates, HBS) handelt es sich um rigide 

Gerüststrukturen, die die Wasserstoffbrückenbindung der ersten Helixwindung durch eine 

kovalente Verknüpfung ersetzen. In einer ersten Ausführung wurde dazu eine 

Hydrazonverbrückung in die Peptidsequenz integriert.60 In einer Weiterentwicklung ist diese durch 

eine vollständig hydrophobe Verbrückung ersetzt, die mit Hilfe von Ringschlussmetathese 

generiert wird (11).61,62 Derartige Peptide wurden erfolgreich für die Inhibierung einiger wichtiger 

PPIs eingesetzt. Mittels HBS stabilisierte Derivate des HIV gp41-Proteins konnten beispielsweise 

die gp41-vermittelte Zellfusion unterdrückt werden. Zudem wurde eine HBS-stabilisierte p53 Helix 

zur Inhibierung der p53‒MDM2-Wechselwirkung eingesetzt.63 Außerdem nutzten Arora und 
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Mitarbeiter diese Methode, um eine Helix aus dem RasGEF SOS zu stabilisieren und die SOS-

vermittelte Aktivierung von Ras zu hemmen.64 

Die kovalente Verbrückung von Helixwindungen wird seit langem für die konformative 

Stabilisierung α-helikaler Peptidsequenzen genutzt, sodass zwischenzeitlich eine diverse Auswahl 

an Architekturen existiert (Abbildung 5).  

 

 

Abbildung 5. Stabilisierung von α-helikaler Strukturen. Beispiele für verschiedene Stabilisierungstechniken und 
Architekturen.

21
 

 

Da jeweils Reste in den Positionen i, i + 3, i + 4 bzw. i + 7, usw. die gleiche Orientierung aufweisen, 

bewirken die kovalenten Verbrückungen der Seitenketten solcher Paare eine Stabilisierung der α-

helikalen Konformation. Frühe Studien basierten auf einer Quervernetzung von Disulfid-(12)65 

oder Lactambrücken (13),66 die jedoch anfällig für reduktive bzw. proteolytische Spaltung sind. Die 
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Disulfidbrücken wurden daher zu Thioethergerüsten weiterentwickelt.67 Auch wurde der 

gleichzeitige Einbau mehrerer Lactambrücken untersucht, um die Stabilität längerer 

Peptidsequenzen zu verbessern.68 Azid-Alkin-Click-Chemie wurde ebenfalls für die Stabilisierung α-

helikaler Sequenzen eingesetzt (14).69,70 Zudem wurden die Seitenketten von L- oder D-

Cysteinreste mit verschiedenen niedermolekularen, bifunktionalen Linkergruppen verbrückt. So 

wurden beispielsweise durch den Einsatz von Diaryl-Verbrückungen (15) Peptide mit gesteigerter 

Zellgängigkeit generiert.71 Dagegen wurden Azobenzol-basierte Bausteine (16) eingebaut, um eine 

photosensitive Schaltung der α-helikalen Konformation zu erlauben.72,73 Cysteine konnten zudem 

mittels Thiol-en-Reaktion über diverse Dien-funktionalisierte Brücken verknüpft werden (17).74  

Die Verbrückungsarchitekturen unterscheiden sich in ihrer Polarität, ihrer Flexibilität und ihrer 

Stabilität unter biologischen Bedingungen. Meist hat auch die Position der Verbrückung einen 

entscheidenden Einfluss auf die Eigenschaften der Derivate. Verbrückte Peptide zeichnen sich 

zumeist durch einen größeren α-helikalen Charakter, erhöhte Affinitäten und verbesserte 

Stabilität gegen proteolytischen Abbau aus. In einigen Fällen wurde auch eine erhöhte Tendenz zur 

zellulären Aufnahme beobachtet. Allerdings zeigen nicht zwangsläufig die Derivate mit dem 

höchsten Grad an Stabilisierung die größte inhibitorische Wirksamkeit. Ein geringes Maß an 

Freiheitsgraden minimiert zwar potentiell die entropischen Verluste bei der Bindung der Peptide, 

allerdings können dadurch auch bioaktive Konformationen ausgeschlossen werden, deren 

Geometrie geringfügig von der α-helikalen Konformation abweicht.22 Vergleichende Studien, die 

die Auswirkungen verschiedener Stabilisierungsmethoden zueinander in Relation setzen, sind 

bisher allerdings selten.75  

 

2.4 α-Methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptide  

Eine zusehends an Popularität gewinnende Variante zur konformativen Stabilisierung α-helikaler 

Peptidsequenzen sind α-methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptide, sog. hydrocarbon 

stapled peptides, die eine Kombination aus einer Seitenkettenverbrückung und den Helix-

induzierenden Eigenschaften α-methylierter Reste darstellen. Aufbauend auf einer Studie von 

Grubbs zur Ringschlussmetathese von allylierten Homo-Serinresten76 und dem bereits 

beschriebenen Einbau α-methylierter Aminosäuren53,54 wurde die Methode erstmals im Jahr 2000 

von Verdine und Mitarbeitern vorgestellt.77 Sie wurde mit der Absicht entwickelt, α-helikale 

Peptidanaloga mit hoher proteolytischer Stabilität und Zellgängigkeit für die Adressierung 
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intrazellulärer Protein-Protein-Wechselwirkungen zu generieren.77 Die Methode hat jedoch 

mittlerweile auch breite Anwendung für die Modulation extrazellulärer Zielproteine gefunden.78  

 

 

Abbildung 6. Peptide mit α-methylierter Kohlenwasserstoffverbrückung zur konformativen Stabilisierung α-helikaler 
Peptidsequenzen.

79
 A) Schematische Repräsentation der verschiedenen Verbrückungsarchitekturen. Der Einbau von 

α, α-disubstituierten Aminosäurebausteinen (B) an definierten Positionen der Peptidsequenz und die nachfolgende 
Makrozyklisierung mittels Ringschlussmetathese der alkenylfunktionalisierten Seitenketten verknüpft ein oder 
mehrere Windungen einer α-Helix und bewirkt deren konformative Stabilisierung. 

 

Dabei existieren eine Reihe verschiedener Architekturen (Abbildung 6A).80 Durch den Einbau einer 

hydrophoben Seitenketten-Verbrückung an den Positionen i, i+381,82 bzw. i, i+477 wird eine 

Windung einer α-Helix überbrückt, während der Einbau an den Positionen i, i+777,83 die 

Überbrückung zweier helikaler Windungen bewirkt. Dazu werden α-Methyl-α-alkenylaminosäuren 

(Abbildung 6B) während der Synthese des linearen Peptids an der Festphase eingebracht und 

durch Ringschlusskreuzmetathese zu einem Makrozyklus geschlossen.84 Die unnatürlichen 

Aminosäure-Bausteine werden mit Sn oder Rn entsprechend ihrer absoluten Konfiguration (S- bzw. 

R-konfiguriert) und der Anzahl der Kohlenstoffatome (n) in ihrer olefinischen Seitenkette 

bezeichnet. Diese Synthesestrategie erlaubt eine anschließende Modifizierung des N-Terminus wie 

z.B. eine Fluoreszenz- oder Affinitätsmarkierung oder eine Acetylierung. Die Länge und absolute 

Konfiguration der eingebauten α-Methyl-α-alkenylaminosäuren wurden für die einzelnen 

Architekturen in entsprechenden Studien optimiert, um eine maximale Stabilisierung der α-
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helikalen Konformation zu erzielen. Der Einbau einer i, i+3- und i, i+7-Verbrückung erfordert die 

Verwendung von R-konfigurierten Bausteinen an Position i und von S-konfigurierten Bausteinen an 

Position i+3 bzw. i+7.77,83 Bei der i, i+7-Architektur umfasst die Länge des Makrozyklus elf 

Kohlenstoffatome nach Ringschlussmetathese (R8 + S5).77 Bei i, i+3-Architektur existieren hingegen 

zwei verschiedene Architekturen mit Makrozyklen bestehend aus sechs oder acht 

Kohlenstoffatomen.81 Die bisher am weitesten verbreitete Variante ist die i, i+4-Architektur, bei 

der zwei S-konfigurierte Bausteine eingebaut werden (S5 + S5), um eine Verbrückung bestehend 

aus acht Kohlenstoffatomen zu generieren.77 Architekturen mit anderen Konfigurationen und 

Verbrückungslängen sind zwar synthetisch zugänglich, weisen aber oftmals geringere 

Syntheseausbeuten und ungünstigere biologische Eigenschaften auf. So zeigt beispielsweise die 

entgegengesetzt konfigurierte Variante der i, i+4-Architektur mit zwei R-konfigurierten Bausteinen 

(R5 + R5) eine niedrigere Stabilisierung der α-Helix sowie deutlich geringere Zellgängigkeit.77 Um 

längere Peptidsequenzen zu stabilisieren, können zudem zwei einzelne Verbrückungen eingebaut 

werden, die sich im Abstand von mehr als vier Aminosäuren befinden, um Kreuzreaktionen zu 

vermeiden.85 Vor Kurzem wurden α-methylierte, kohlenwasserstoffverknüpfte Peptide (stitched 

peptides) entwickelt, die das Peptid an den Positionen i, i+4, i+4+7 durch zwei direkt benachbarte 

Makrozyklen verbrücken und die bisher stärkste Stabilisierung zeigen.86 Der Einbau eines 

zentralen, bifunktionalen Bausteins (Bispentenylglycin, B5) erlaubt dabei die Synthese zweier 

verknüpfter Makrozyklen, die als Spirozyklus miteinander verbunden sind. 

Mittlerweile sind α-methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptide als wichtiges Werkzeug für 

die Adressierung einer Vielzahl pharmakologisch schwer zugänglicher Zielproteine in biologischen 

Studien wie auch als vielversprechende Plattform für die pharmazeutische Forschung etabliert.79 

So wurden beispielsweise selektive Inhibitoren für Wechselwirkungen von Proteinen der Bcl-2-

Famlie durch Stabilisierung diverser Bcl-2 Homologie 3(BH3)-Domänen, wie BID,87,88 BAD,88–90 

BIM91,92 und MCL-193,94 generiert (Abbildung 7A). Diese Proteine spielen eine wesentliche Rolle bei 

der Kontrolle von Apoptose und Zellüberleben. Des Weiteren wurden durch Stabilisierung einer α-

Helix des Tumorsuppressorproteins p53 Inhibitoren für die Wechselwirkung von p53 und seinen 

negativen Regulatoren MDM2 und MDMX generiert. Im Gegensatz zu niedermolekularen 

Inhibitoren, die nur die p53‒MDM2-Wechselwirkung hemmen können,95,96 inhibieren die 

stabilisierten Helices die Bindung beider negativer Regulatoren gleichermaßen. Sequenzoptimierte 

Derivate binden MDM2 und MDMX mit niedrig nanomolaren Affinitäten und haben mittlerweile 

die Phase klinischer Tests erreicht (Abbildung 7B).97 
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Des Weiteren wurden PPI-Inhibitoren für etliche intra- und extrazelluläre Zielproteine generiert,79 

darunter diverse krebsrelevante Proteinkomplexe wie Untereinheiten des EGF-Rezeptors,98 der 

CSL-MAML1‒ICN1-Komplex der NOTCH-Signaltransduktion,99 die β-Catenin‒TCF4-Wechselwirkung 

des Wnt Signalweges100 oder die EZH2-EED-Wechselwirkung bei der Kontrolle der Histon-Lysin-N-

Methyltransferaseaktivität des PcG-Protein-Komplexes.101 Auch für antivirale und antibakterielle 

Anwendungen, wie beispielsweise als Hemmstoffe der HIV-1 Partikelbildung102–104 oder des 

mikrobiellen Multidrug Efflux Systems (MES)105 wurden α-methylierte, 

kohlenwasserstoffverbrückte Peptide bereits erfolgreich eingesetzt. 

 

 

Abbildung 7. Beispiele für Peptide mit α-methylierter Kohlenwasserstoffverbrückung. A) Struktur einer stabilisierten 
p53 α-Helix  gebunden an MDM2. Interagierende Aminosäureseitenketten sowie die i, i+7-Verbrückung (rot) sind 
explizit gezeigt (PDB. 2WP1). B) Struktur einer stabilisierten MCL-1 α-Helix  gebunden an MCL-1. Interagierende 
Aminosäureseitenketten sowie die i, i+4-Verbrückung (rot) sind explizit gezeigt. (PDB. 3MK8) 

 

Die kohlenwasserstoffverbrückten Peptide zeichnen sich dabei überwiegend durch eine im 

Vergleich zum Ausgangspeptid deutlich gesteigerte Helizität und Affinität zum Zielprotein aus.79,106 

Auch war in vielen Fällen eine verringerte Anfälligkeit für den Abbau durch Proteasen zu 

beobachten. Manche langen Peptidsequenzen wurden allerdings noch immer proteolytisch 

angegriffen,107 was den Einbau mehrerer Verbrückungen erforderlich machte.85 Das wohl 

prominenteste und zugleich am kontroversesten diskutierte Merkmal von α-methylierten, 

kohlenwasserstoffverbrückten Peptiden besteht in ihrer deutlich erhöhten Tendenz zur 

Zellgängigkeit.108–110 Nach anfänglich großen Erfolgsmeldungen, wurde die Zellgängigkeit der 

Peptide in jüngerer Zeit zunehmend in Frage gestellt und mit dem Einsatz ausgehungerter Zellen in 

Serum-freiem Medium in Verbindung gebracht.92,111,112 Zellgängigkeit ist generell eine extrem 
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schwer zu erreichende Peptideigenschaft und stellt oftmals eine wesentliche Limitierung für die 

Anwendung Peptid-basierter Therapeutika dar.113 Die Mechanismen der zellulären Aufnahme von 

stapled peptides sind bisher nicht abschließend geklärt und der Erfolg scheint wesentlich von der 

Platzierung und der Architektur der Verbrückung, sowie der Gesamtladung und Ladungsverteilung 

der Peptidsequenz abhängig zu sein.109 Insgesamt besitzen α-methylierte, 

kohlenwasserstoffverbrückte Peptide daher zwar eine erhöhte Tendenz zur zellulären Aufnahme. 

Allerdings ist dies nicht allein durch den Einbau der Verbrückung garantiert, sondern erfordert in 

den meisten Fällen eine zusätzliche Sequenzoptimierung der stabilisierten Derivate.79 
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3 Die Superfamilie kleiner GTPasen  

Die Ras-Superfamilie kleiner GTPasen umfasst eine Klasse monomerer, globulärer Proteine mit 

einem Molekulargewicht von 20 – 30 kDa, die in Zellen als molekulare Schalter wirken.114 Sie 

spielen eine wesentliche Rolle bei der zellulären Signalweiterleitung und sind in die Kontrolle 

essentieller zellulärer Prozesse wie Zelldifferenzierung und Zellfortbestand, Proliferation und die 

Organisation des Zytoskeletts sowie vesikulärer und Membrantransportprozesse involviert.115 

Dafür sind GTPasen in ein komplexes Netzwerk an regulatorischen Proteinen und Effektoren 

eingebunden, die die zelluläre Lokalisation, Aktivität und Signalweiterleitung von GTPasen über 

zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen (protein‒protein interactions, PPIs) vermitteln.114 Die 

Schalterfunktion kleiner GTPasen beruht auf einem Wechsel zwischen einem inaktivierten GDP-

gebundenen und einem aktivierten GTP-gebundenen Zustand (Abbildung 8). Die G-Domäne 

kleiner GTPasen besteht aus einem zentralen sechssträngigen β-Faltblatt umgeben von fünf α-

Helices. Sie bindet GDP und GTP mit hoher Affinität, zeigt selbst aber im Allgemeinen nur eine 

geringe GTPase Aktivität. 

 

 

 
Abbildung 8. Schalterfunktion kleiner GTPasen. GDP-gebundene kleine GTPasen werden durch GEF-katalysierten 
Nukleotidaustausch aktiviert. In der GTP-gebundenen Form interagieren sie mit verschiedenen Effektorproteinen um 
zelluläre Signale weiterzuleiten. Die Bindung von GAPs beschleunigt die niedrige intrinsische Hydrolyserate und 
bewirkt die Inaktivierung zurück zur GDP-gebundenen Form. GDIs solubilisieren die C-terminale, hydrophobe Region 
und erlauben den intrazellulären Transport zwischen Membranen.

5
  

 

 Für die Aktivierung und Deaktivierung sind kleine GTPasen daher auf die Hilfe von 

Nukleotidaustauschfaktoren (guanine nucleotide exchange factors, GEFs) und GTPase-

aktivierenden Proteinen (GTPase activating proteins, GAPs) angewiesen.116 Die Bindung von GAPs 



3 Die Superfamilie kleiner GTPasen 
 

16 
 

aktiviert die enzymatische Aktivität kleiner GTPasen und beschleunigt die geringe intrinsische 

Hydrolyserate. Dagegen erleichtern GEFs die Dissoziation von GDP, stabilisieren den intermediären 

nukleotidfreien (NF) Zustand und katalysieren den Austausch zu GTP, das zellulär etwa zehnfach 

höher konzentriert vorliegt. Der Wechsel des Nukleotidbindungszustands geht mit konformativen 

Änderungen, insbesondere in den sog. Switch I- und Switch II-Regionen einher.117,118 Dies erlaubt 

GTPasen in der aktivierten Form spezifisch Effektoren zu binden, die die Weiterleitung 

intrazellulärer Signale vermitteln. Neben der hochkonservierten G-Domäne verfügen die meisten 

kleinen GTPasen über eine C-terminale hypervariable Region (HVR), die das Ziel unterschiedlicher 

post-translationaler Modifikationen ist. Durch irreversible (Cysteinylthioether) und reversible 

(Cysteinylthioester) Lipidierungen und Carboxymethylierung wird die Membranbindung kleiner 

GTPasen vermittelt und die räumliche und zeitliche Verteilung innerhalb der Zellen 

kontrolliert.119,120 Dazu bilden Guaninnukleotiddissoziationsinhibitoren (GDIs) mit kleinen GTPasen 

lösliche Komplexe, um sie in ihrem inaktivierten Zustand im Zytosol zu halten oder den Transport 

zwischen spezifischen Membranen zu ermöglichen (Abbildung 8).116 

Die Ras-Superfamilie besteht aus mehr als 150 Mitgliedern und lässt sich in mindestens fünf 

Unterklassen unterteilen. Neben der Ras-Unterfamilie unterscheidet man Rab-, Ran-, Rho- und 

Arf-Proteine, die jeweils unterschiedliche biologische Funktionen übernehmen.114,121 Die Ras-

Unterfamilie zählt in Säugetieren 36 Mitglieder, darunter die namensgebenden Ras-, Ral- und Rap-

Proteine. Sie spielen eine Schlüsselrolle bei der Regulation von Proliferation und Zellüberleben.122 

Die Rab-(ras related in brain) und Arf-(ADP-Ribosylierungs-Faktor) Unterfamilien sind hingegen die 

Hauptregulatoren intrazellulärer Transportprozesse.123,124 Rab-Proteine bilden mit mehr als 60 

identifizierten Proteinen im menschlichen Organismus die größte Untergruppe kleiner GTPasen. 

Sie steuern intrazellulären Vesikel- und Membrantransport und vermitteln die Vesikelbildung an 

der Donormembran sowie die Vesikelverschmelzung mit der Akzeptormembran.125,126 Die Arf-

Unterfamilie beinhaltet 27 Mitglieder, die ebenfalls in den Vesikeltransport, die Regulation der 

Endozytose sowie der Sekretionswege involviert sind. Die 22 Mitglieder der Rho-(Ras homologous) 

Unterfamilie kontrollieren die Aktinorganisation, Zellform und Zellpolarität, Zellmotilität, sowie 

Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen.127–129 Eine Sonderstellung nimmt die Ran (Ras-

related nuclear protein)-GTPase ein, die das einzige Protein der Ran-Unterfamilie ist. Sie ist nicht 

membrangebunden, sondern liegt frei im Zytosol vor und wird dabei durch einen räumlichen 

Gradienten zwischen im Zellkern lokalisierten GEFs und zytosolischen GAPs reguliert.93,130 Ran ist 
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dabei ein wichtiger Regulator des Zellkerntransports durch den Kernporenkomplex und der 

Bildung der mitotischen Spindel.  

In Anbetracht ihrer Schlüsselrolle bei der Regulierung vieler zellulärer Prozesse, wird die 

fehlerhafte Signalwirkung kleiner GTPasen mit der Entstehung und Entwicklung zahlreicher 

Krankheiten assoziiert. So stehen fehlregulierte GTPasen, allen voran überaktivierte Ras-Proteine, 

in Verbindungen mit diversen Formen von Krebs. Sie sind aber auch an einer Vielzahl von 

neurodegenerativen Krankheiten, Entzündungen und Erbkrankheiten beteiligt. So können 

Mutationen in GEFs oder GTPasen den Nukleotidaustausch und damit die Aktivierung der GTPasen 

beeinträchtigen. Ebenso verhindert die fehlerhafte Bindung von Effektoren die korrekte 

Signalweiterleitung.131 Deutlich häufiger ist aber eine übermäßige Aktivierung kleiner GTPasen und 

die dadurch intensivierte Signalwirkung die Ursache von Erkrankungen. Dies kann aus einer 

verstärkten Aktivierung vorgeschalteter Signalwege resultieren, die zu erhöhter GEF-Aktivität und 

damit einer erhöhten Konzentration an GTP-gebundener Wildtyp-GTPase führt. Ebenso bewirkt 

ein Ausfall von GAP-Proteinen die Anhäufung aktivierter GTPasen. Eine weitere wesentliche 

Ursache liegt in Mutationen kleiner GTPasen begründet, die die Hydrolyse-Funktion der GTPasen 

bzw. die korrekte Bindung von GAP-Proteinen einschränken und so zu einer unkontrollierten 

Signalweiterleitung führen.132 Die Prävalenz der Ursachen ist dabei zwischen den einzelnen 

Unterfamilien verschieden. So sind beispielsweise Rho-GTPasen nur in seltenen Fällen selbst 

mutiert, sondern werden bei Krebserkrankungen aufgrund der Überexpression oder Mutation von 

Wachstumsfaktor-Rezeptoren oder anderer vorangeschalteter Signalwege aktiviert.133 Dagegen 

finden sich in vielen Krebsformen konstitutiv aktivierte Ras-Proteine, die aufgrund von Mutationen 

die Fähigkeit zur GTP-Hydrolyse verloren haben.134  

 

3.1 Die Ras-Familie 

Die Namensgeber der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen sind die Ras-Proteine. Ras-Gene wurden 

als erstes in retroviralen Sarkomen in Ratten gefunden (rat sarcoma). Sie gehören zu den ersten 

bekannten Onkogenen und tragen häufig maßgeblich zur Entstehung von Krebs bei.135,136 Sie 

wurden als mutierte Formen zellulärer Proto-Onkogene identifiziert und entsprechend der 

Stämme, in denen sie identifiziert wurden, als Harvey-Ras (H-Ras),137 Kirsten-Ras (K-Ras)138 und 

Neuroblastoma-Ras (N-Ras)139 bezeichnet. Die drei humanen Ras-Gene codieren vier Proteine mit 

einer Größe von ca. 21 kDa: H-Ras, N-Ras und die beiden Splicevarianten K-Ras 4A und K-Ras 4B. 
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Die Sequenzen der vier Ras Isoformen zeigen eine große Homologie innerhalb der G-Domäne (1 -

 165), wobei die ersten 85 Aminosäuren in allen vier Isoformen identisch sind und bei den 

folgenden 80 Aminosäuren noch immer eine Sequenzidentität von ca. 90% besteht.140 Um die 

Verankerung in der Plasmamembran zu ermöglichen, durchläuft die C-terminale hypervariable 

Region (HVR) eine Reihe posttranslationaler Modifikationen, darunter die Farnesylierung und 

Carboxymethylierung des C-terminalen Cysteinrests. Während H-Ras, N-Ras und K-Ras4a zudem 

an ein oder mehreren Cysteinresten palmitoyliert werden, weist K-Ras4B eine Polylysin-Einheit 

auf, um mit der negativ geladenen Plasmamembran in Wechselwirkung zu treten. 

Ras-Proteine bilden den zentralen Knoten eines komplexen Signaltransduktionsnetzwerks 

(Abbildung 9). Die Bindung eines Wachstumsfaktors, wie beispielsweise Epidermal Growth Factor 

(EGF), an Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) bewirkt 

die Rekrutierung von Ras-spezifischen GEFs zur Plasmamembran und stimuliert dadurch die 

Aktivierung von Ras.121 In Säugern werden acht verschiedene GEFs codiert, darunter je zwei 

Isoformen von Son of sevenless (SOS) und Ras-specific guanyl nucleotide releasing factor (RasGRF) 

und vier Isoformen von Ras-specific guanine-nucleotide-releasing protein (RasGRP).121 Alle weisen 

eine CDC25-Homologiedomäne auf, die den Austausch von GDP zu GTP katalysiert. Am besten 

charakterisiert ist die Interaktion mit dem Nukleotidaustauschfaktor SOS, der eine wichtige Rolle 

im Ras mitogen activated protein kinase (MAPK)-Signaltransduktionsweg spielt.141,142 GTP-

gebundenes Ras wiederum interagiert durch ausgedehnte PPIs mit einer Reihe verschiedener 

Effektorproteine über Ras-bindende-Domänen (RBDs) oder Ras-assoziierte (RA) Domänen. 

Dadurch werden essentielle nachgeschaltete Signaltransduktionswege, wie der Raf/MEK/ERK, 

MEKK/SEK/JNK und der PI3K/Akt/NF-KappaB-Weg aktiviert, die eine wichtige Rolle bei der 

Kontrolle von Zelldifferenzierung, Zellproliferation und das Zellüberleben einnehmen.143  
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Abbildung 9. Ras interagiert als Knoten zellulärer Signaltransduktionswege (adaptiert von Ahearn et al.
119

) mit 
zahlreichen GEFs, GAPs und Effektoren: Calcium-promoted RAS inactivater (CAPRI), GAP1 InsP4-binding protein 
(GAP1

IP4BP
), MAPK/ERK-Kinase (MEK), Neurofibromin 1 (NF1), Phospholipase Cε (PLCε), Phosphoinositide 3-kinase 

(PI3K), RAL guanine nucleotide dissociation stimulator (RalGDS), RasGAP-activating-like (RasAL); RAS-specific guanyl 
nucleotide releasing factor (RasGRF); RAS-specific guanine nucleotide releasing protein (RasGRP); Ras association 
domain-containing family (RasSF); Ras and Rab interactor 1 (RIN1); synaptic RasGAP (SynGAP); T lymphoma invasion 
and metastasis-inducing 1 (TIAM1). 

 

Ras selbst zeigt nur eine äußerst geringe GTP-Hydrolyserate (                 ), die aber durch 

Wechselwirkung mit GAP-Proteinen um fünf Größenordnungen gesteigert werden kann.144 In 

Säugern existieren sieben verschiedene Ras-spezifische GAPs, wie beispielsweise das p120 

RasGAP.116 Diese insertieren einen Arginin-Rest („Arginin-Finger“) in die Nukleotidbindetasche von 

Ras, der die intermediären, negativen Partialladungen des Übergangszustands der 

Hydrolysereaktion kompensiert. Zudem bewirkt die Bindung des GAPs eine Umorientierung von 

Gln61 in der Switch II-Region von Ras, wodurch ein Wassermolekül für den nukleophilen Angriff 

auf das γ-Phosphat von GTP positioniert wird.145  

Ras-Mutationen finden sich in 20-30% aller menschlichen Tumore und sind zumeist mit schlechten 

Überlebensprognosen verbunden.4,6,146 Die einzelnen Gene sind dabei unterschiedlich häufig 

mutiert und treten je nach Krebsart unterschiedlich stark in Erscheinung. So ist K-Ras das am 

häufigsten mutierte Ras-Gen (86%), gefolgt von N-Ras (11%) und H-Ras (3%).4 Während 
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beispielsweise in mehr als 80% aller Bauchspeicheldrüsentumore K-Ras-Mutationen vorliegen, 

sind Blasenkarzinome hauptsächlich mit Mutationen im H-Ras-Gen assoziiert. Dagegen werden 

Mutationen im N-Ras-Gen vornehmlich bei akuter lymphatischer Leukämie und in Melanomen 

gefunden.147 Die häufigsten Ras Mutationen sind an den Resten Gly12, Gly13 und Gln61 lokalisiert 

(Abbildung 10) und verhindern die intrinsische bzw. GAP vermittelte Hydrolyse von GTP.147 

Mutationen von Gln61 verhindern die korrekte Platzierung des nukleophilen Wassers.148,149 

Dagegen bewirken Mutationen von Gly12 und Gly13 durch sterische Abschirmung die Platzierung 

des Arginin-Fingers und behindern die korrekte Orientierung des Ras‒GAP-Komplexes.149 Es 

kommt zu einer Ansammlung von konstitutiv aktiviertem, GTP-gebundenen Ras und dadurch zu 

einer übermäßigen Aufrechterhaltung der zellulären Überlebens- und Proliferationssignale. 

 

 

Abbildung 10. Strukturelle Eigenschaften und häufige Mutationen von Ras-Proteinen. Kristallstrukturen der GDP- und 
GppNHp-gebundenem G-Domäne von H-Ras. (PDB: 1Q21, 5P21). Die flexiblen Switch I- und Switch II-Regionen 
(hellblau), koordiniertes Magnesium (dunkelgrau) und die Nukleotide (GDP blau und GppNHp orange) sind farblich 
hervorgehoben. Die häufigsten Mutationen von konstitutiv aktiviertem Ras (Gly12, Gly13 und Gln61) sind explizit 
dargestellt.

5
 

 

3.2 Die Rab-Familie 

Die Familie der Rab-GTPasen bildet mit mehr als 60 Mitgliedern im menschlichen Organismus die 

größte Untergruppe kleiner GTPasen.125,150 Sie enthält zahlreiche Paraloge (z.B. Rab5a, Rab5b und 

Rab5c), von denen teilweise noch alternative Spleißvarianten existieren. Auf Basis vergleichender 

Sequenzanalyse können Rab-Proteine nochmals in 14 Unterfamilien eingeordnet werden, die aber 

nicht zwingend funktionelle Gemeinsamkeiten oder gleiche Interaktionspartner aufweisen.150 

Abseits der für kleine GTPasen konservierten Elemente der G-Domäne teilen Rab-Proteine einige 
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weitere strukturelle Gemeinsamkeiten. Rab-Familien-Motive (RabF1 - RabF5), die sich um die 

Switch I- und Switch II-Regionen herum befinden, unterscheiden Rab-Proteine von anderen 

Familien kleiner GTPasen. Dagegen erlauben die Rab-Subfamilienmotive (RabSF1 - RabSF4) die 

Untergliederung in weitere Subfamilien.151,152 Die größte strukturelle Heterogenität der Rab-

GTPasen befindet sich in den Switch-Domänen und der α3/β5-Schleife benachbart zu Switch II und 

beeinflusst wahrscheinlich die Effektorspezifität.153 Die C-terminale HVR von Rab-GTPasen ist je 

nach Isoform kovalent mit einer, zumeist aber zwei Geranylgeranylgruppen als Cysteinylthioether 

modifiziert und bedingt vermutlich die subzelluläre Lokalisation.125  

Wie alle kleinen GTPasen sind auch Rab Proteine für ihre Aktivierung und Deaktivierung auf die 

Hilfe von GEFs und GAPs angewiesen. Interessanterweise steht der großen Zahl bekannter Rab-

Proteine nur eine niedrige Zahl bisher identifizierter RabGEFs und RabGAPs gegenüber.116 RabGEFs 

besitzen kein einheitliches Strukturmotiv und sind dazu in der Lage mehrere verschiedene Rabs zu 

adressieren. In Säugern werden Rab-GTPasen durch mindestens vier verschiedene Typen von GEFs 

mit jeweils unterschiedlichen Mechanismen aktiviert. Die RabGEFs mit einer DENN (differentially 

expressed in normal and neoplastic cells)-Domäne (18 bekannte Mitglieder)154 oder mit einer 

Vps9-Domäne (10 bekannte Mitglieder)155 enthalten jeweils die konservierte Domäne, sind dabei 

aber Bestandteile großer Proteinkomplexe, die gleichzeitig auch Effektoren für andere Rab-

Proteine darstellen. Dadurch kann die Aktivierung eines Rabs den Nukleotidbindungszustand eines 

nachgeschalteten Rabs kontrollieren und dergestalt eine Signalfortpflanzung in Form einer Rab-

GEF-Kaskade ermöglichen.125 Dagegen funktionieren die RabGEFs Rabin8156 und der TRAPP-

Komplex157 als Homodimere Komplexe mit hoher Substratspezifität. 

Aktivierte Rab-GTPasen sind in ein äußerst komplexes molekulares Signalnetzwerk involviert. So 

können Rab-Proteine mehrere verschiedene Effektoren binden. Ebenso interagieren manche 

Effektoren mit unterschiedlichen Rab-GTPasen, sodass die jeweilige Funktion auch wesentlich mit 

der spezifischen subzellulären Lokalisation verknüpft ist.123,158,159 Beispielsweise bindet aktiviertes 

Rab5 an mehr als 20 verschiedene Proteine.160 Dabei verfügen Effektoren zwar oftmals über 

Bindedomänen, die für ein bestimmtes Rab spezifisch sind, können aber gleichzeitig mehrere 

dieser Bindedomänen beinhalten.161 Die intrinsische Hydrolyserate variiert deutlich innerhalb der 

verschiedenen Rab-Proteine (von 2 × 10-3 s-1 für Rab5 bis 5 × 10-6 s-1 für Rab6),162,163 ist aber wie 

bei allen kleinen GTPasen als relativ gering anzusehen. RabGAPs beschleunigen die GTPase-

Aktivität und enthalten trotz teils deutlicher struktureller Unterschiede alle eine katalytisch aktive 

TBC-(Tre2/Bub2/Cdc16)-Domäne. Auch sind sie häufig dazu in der Lage, mit mehreren 
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verschiedenen Rab-Proteinen zu interagieren.164 Im Gegensatz zum Mechanismus der RasGAPs 

reicht dabei neben dem „Arginin-Finger“ noch ein konservierter Glutamin-Rest in die 

Nukleotidbindungstasche, der die Wirkung eines Rab eigenen Glutamins ersetzt.165  

Rab-GTPasen regulieren zahlreiche Aspekte vesikulärer und Membrantransportprozesse wie die 

Bildung von Vesikeln an der Donormembran, das Sortieren des Transportguts, die Translokation 

von Vesikeln am Zytoskelett sowie die Anbindung und Verschmelzung mit der Zielmembran. Sie 

kontrollieren die räumliche und zeitliche Organisation des exozytotischen und endozytotischen 

Transportwegs, den vesikulären Transport zwischen Zellkompartimenten und das Recycling von 

Membranen.125 Dadurch sind sie in verschiedene essentielle Prozesse wie dem Recycling von 

Rezeptoren, der Ausschüttung von Botenstoffen und der Regulation von Zellwachstum, -viabilität 

und – metabolismus involviert. Die fehlerhafte Funktion von Rab-GTPasen wird daher zunehmend 

mit einer Reihe von vererbten und erworbenen Krankheiten in Verbindung gebracht, darunter 

neurodegenerative Erkrankungen, Diabetes und verschiedene Formen von Krebs.131,166 Diese 

gehen sowohl auf direkte Mutationen von Rab GTPasen als auch auf Störungen innerhalb der 

regulatorischen Ebene zurück. So stehen beispielsweise Mutationen an hoch konservierten Resten 

der Oberfläche von Rab7, das den endozytotischen Transport zu den Lysosomen reguliert, direkt 

mit der Marie-Tooth Typ 2B-Krankheit in Verbindung. Hier bedingen Punktmutationen einen 

beschleunigten Nukleotidaustausch und beeinträchtigen die GTP-Hydrolyse, sodass es zu einer 

Ansammlung von aktiviertem Rab7(GTP) kommt.167 Dagegen bedingt die Überexpression von 

Rab25, welches in das Recycling bestimmter Integrine involviert ist, eine aggressivere 

Metastasierung und schlechte klinische Prognosen in Ovarial- und Mammakarzinomen.168 

Konstitutiv aktivierte Rab8 Mutanten wurden dagegen mit MT1-Matrix Metalloproteinase (MT1-

MMP) vermittelter Invasion von Krebszellen in Verbindung gebracht, jedoch ist die genaue 

Wirkungsweise noch unklar.169 Rab8 spielt eine wichtige Rolle beim exozytotischen Transport vom 

Trans-Golgi-Netzwerk bzw. Recyclingendosom zur Plasmamembran.170 Hohe Expressionslevel von 

Rab8 wurden zudem mit einer gesteigerten Resistenz gegen cis-Platin assoziiert.171 

 

3.3 Modulierung der Signalwirkung kleiner GTPasen 

Aufgrund ihrer Bedeutung bei der Entstehung und Entwicklung verschiedener Erkrankungen, 

stellen kleine GTPasen vielversprechende Ansatzpunkte für die Medikamententwicklung dar. Dies 

hat sich in der Vergangenheit jedoch als äußerst schwierig erwiesen, sodass nach mehr als vier 
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Jahrzehnten intensiver Bemühungen von Seiten der akademischen und industriellen Forschung 

bisher kein Medikament gegen kleine GTPasen auf den Markt gebracht werden konnte.5,134,135,146 

Vielmehr gelten kleine GTPasen heutzutage weithin als pharmakologisch unzugänglich 

(„undruggable“). Das wesentliche Problem besteht darin, dass Mitglieder der Ras-Superfamilie 

abseits der Nukleotidbindetasche, keine offensichtlich adressierbaren Oberflächenmerkmale 

aufweisen. Während im Fall von Kinasen zahlreiche spezifische Inhibitoren entwickelt wurden, die 

wirksam um die ATP-Bindetasche konkurrieren,172 wurden bisher keine wirksamen Moleküle für 

die GDP/GTP-Bindetasche kleiner GTPasen gefunden. Dies ist unter anderem damit zu erklären, 

dass Kinasen ATP mit Affinitäten im mikromolaren Bereich binden, wohingegen GTPasen 

üblicherweise Affinitäten im pikomolaren Bereich aufweisen.173 Sowohl Bibliotheken von 

modifizierten Nukleotidanaloga,174,175 als auch Hochdurchsatz-Screening (HTS)176,177 brachten 

bisher lediglich Derivate mit moderaten Affinitäten und geringer inhibitorischer Wirkung hervor. In 

Anbetracht millimolarer intrazellulärer Nukleotidkonzentrationen erscheint diese Strategie daher 

als wenig erfolgversprechend. 

Die Signalweiterleitung und ein Großteil der Regulation kleiner GTPasen wird über ausgedehnte 

und gering profilierte PPIs vermittelt, die mit klassischen Methoden der medizinischen Chemie 

nicht zugänglich waren.5,134 Bisherige Ansätze konzentrierten sich daher auf vor- und 

nachgeschaltete Positionen der jeweiligen Signalkaskaden oder versuchten, die räumliche und 

zeitliche Organisation der GTPasen zu stören (Abbildung 11A). 

 

Abbildung 11. Bisherige Strategien zur Modulation der Signalaktivität kleiner GTPasen. A) Störung der GTPase-
Lokalisation. B) Störung der GTPase-Aktivierung durch Inhibition der GTPase‒GEF-Wechselwirkung, irreversible, 
kovalente Modifikation. C) Stabilisierung einer inaktiven Konformation; orthosterische oder allosterische Inhibition 
der GTPase–Effektor-Wechselwirkung. D) Erhöhung der GTP-Hydrolyserate.

5
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Die mit Abstand größten Anstrengungen wurden aufgrund ihrer herausragenden Stellung bei der 

menschlichen Krebsentstehung für Ras-Proteine unternommen.178 Die entscheidende post-

translationale Modifikation von Ras ist die C-terminale Farnesylierung durch Farnesyltransferase. 

Sie ist essentiell für die Verankerung in der Plasmamembran und damit für die korrekte 

Lokalisation und Funktion der Ras-Proteine. Diese Entdeckung motivierte in den 1990er Jahren 

intensive Anstrengungen für die Entwicklung von Farnesyltransferase Inhibitoren (FTIs) .179 Trotz 

guter Ergebnisse in vorklinischen Studien und Tiermodellen, scheiterten diese Moleküle jedoch 

letztlich in der späten Phase klinischer Studien an mangelnder Wirksamkeit im menschlichen 

Organismus.179 Inhibitoren wie Lonafarnib180 (18, Abbildung 12) oder Tipifarnib181 (19) blockierten 

zwar die Membranbindung der H-Ras-Isoform, zeigten aber keine Wirksamkeit für die deutlich 

häufiger mutierten K-Ras- und N-Ras-Proteine, da diese auf unerwartetem alternativen Weg durch 

Geranylgeranyltransferase I mit einer Geranylgeranyl-Einheit modifiziert werden können.182 

Aktuelle Bemühungen konzentrieren sich daher darauf, die Ras nachgeschalteten Kinasen des Raf-

MEK-ERK- und PI3K-Akt-Signalwegs zu inhibieren und resultierten in spezifischen 

Kinaseinhibitoren.183 Allerdings beeinträchtigen Resistenzbildungen, sowie komplexe und teils 

noch unzureichend verstandene Rückkopplungsmechanismen die klinische Wirksamkeit dieser 

Moleküle und können paradoxerweise sogar entgegengesetzte Effekte bewirken. Beispielsweise 

verursachte der B-Raf-Inhibitor Vemurafenib (20) eine rasche Feedback-Aktivierung des EGF-

Rezeptors und dadurch verstärkte Proliferationssignale.184 MEK-Inhibierung führte hingegen zu 

einer verstärkten Signalwirkung aufgrund von Hyperaktivierung der RTK ErbB3 und scheiterte an 

mangelnder Wirksamkeit in klinischer Phase III.185 Vor kurzem waren allerdings erste 

weiterentwickelte Inhibitoren, wie der B-Raf-Inhibitor PLX8394 (21), dazu in der Lage, gewisse 

Resistenzmechanismen zu überwinden und die paradoxe Aktivierung zu umgehen.186  

Daneben wurde auch der phänotypische Ansatz des sog. Synthetic Lethal Screening auf der Suche 

nach kleinen Molekülen verfolgt, die dazu in der Lage sind, selektiv das Wachstum von Ras-

mutierten Krebszellen zu hemmen. In einigen Studien wurden dabei mögliche Leitstrukturen 

identifiziert, deren zelluläre Ziele jedoch nicht abschließend geklärt werden konnten. Auch 

variierten die Ergebnisse teils deutlich je nach verwendeter Zelllinie, sodass ein Ras-spezifischer 

Wirkmechanismus erst noch validiert werden muss.183  
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Abbildung 12. Auswahl einiger niedermolekularer Moleküle, die die Signalwirkung kleiner GTPasen modulieren. Das 
jeweilige Zielprotein und der Wirkmechanismus sind angegeben. 
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Auf der Suche nach alternativen Ansatzpunkten wurde daher nach Substanzen gesucht, die dazu in 

der Lage sind, an kleine GTPasen zu binden und die PPIs mit regulatorischen Proteinen oder 

Effektoren direkt zu modulieren.5 Frühe Studien lieferten erste niedermolekulare Verbindugnen, 

Peptide oder Peptid-Derivate, die jedoch unter geringer zellulärer Aufnahme und Wirksamkeit 

oder unzureichend validierten Wirkmechanismen litten. 187–189 Das Scheitern der indirekten 

Modulatoren von Ras-Proteinen in der späten klinischen Phase, wie auch ein neues Verständnis 

der Biologie und Struktur kleiner GTPasen sowie technologische Fortschritte bei der Adressierung 

schwieriger PPIs leitete jedoch in den letzten Jahren eine regelrechte Renaissance des Feldes ein.5 

Die zahlreichen Studien lassen sich entsprechend der verwendeten Strategie in verschiedene 

Kategorien ordnen (Abbildung 11B - D). Bei dem am weitesten verbreiteten Ansatz soll die 

Aktivierung der GTPase durch vorgeschaltete Signalwege verhindert werden. So wurden 

orthosterische Inhibitoren von GTPase‒GEF-Wechselwirkungen entwickelt.  Mit Hilfe von 

Hochdurchsatz-Screens von Fragmentbibliotheken und strukturgestützter Optimierung wurden 

orthosterische Inhibitoren Ras‒SOS-Wechselwirkung wie beispielsweise die Verbindung DCIA (22) 

generiert.190–193 Mit einer ähnlichen Strategie wurden in Hochdurchsatzverfahren und durch 

computergestützte Analysen orthosterische Inhibitoren von Ral‒GEF- (z.B. RBC8 23)194, Rho‒GEF- 

(z.B. ZINC69391, 24) 195–198 und Rac‒GEF-Wechselwirkungen aus verschiedenen 

Substanzbibliotheken identifiziert. Zudem wurden kovalente Inhibitoren wie das Vinylsulfonamid 

VSA8 (25) oder das Nukleotidanalogon SML-8-73-1 (26) generiert, die mutantenselektiv an den 

Cysteinyl-Rest der K-Ras(G12C)-Mutation binden und dadurch die GTPase in ihrer inaktivierten 

Form einfrieren.199,200 Einer der potentesten Inhibitoren der Nukleotidaustauschreaktion ist 

wahrscheinlich der Naturstoff Brefeldin A (27). Er stabilisiert einen ternären Komplex von Arf(GDP) 

und dem zugehörigen GEF ARNO in einer inaktiven Konformation und blockiert so die 

Nukleotidaustauschreaktion.201,202 Diese Entdeckung inspirierte die Entwicklung von LM11 (28), 

einem Stabilisator des Arf‒ARNO-Komplexes203 und motivierte Versuche, Stabilisatoren der 

Ras‒SOS-Wechselwirkung zu entwerfen.204 In einer Studie von Patgiri et al. wurde dagegen 

kürzlich die αH-Helix aus SOS als Ausgangspunkt für die Synthese Peptid-basierter Ras‒SOS-

Inhibitoren genutzt.205 Dafür wurde die Sequenz zunächst auf bessere Löslichkeit optimiert und 

anschließend mittels Wasserstoffbrückenersatz (HBS) konformativ stabilisiert.64 Das beste Derivat 

zeigte dabei eine Dissoziationskonstante von KD = 158 µM für die GDP gebundene, sowie von 

KD = 28 µM für die nukleotidfreie Form von H-Ras und war dazu in der Lage, den SOS vermittelten 

Nukleotidaustausch in vitro und ERK Phosphorylierung in vivo zu unterdrücken. Allerdings war 



3 Die Superfamilie kleiner GTPasen 
 

27 
 

trotz der vergleichsweise großen Interaktionsfläche die Affinität zu Ras(GDP) selbst für das beste 

Derivat noch um mehr als das ca. 10-fache niedriger als die Affinität des Ausgangsproteins SOS 

(KD = 14.5 µM). Generell kann das Potential von Ras‒GEF-Inhibitoren im Fall von konstitutiv 

aktiviertem Ras noch nicht abschließend abgeschätzt werden.134 Obgleich diese Moleküle 

möglicherweise geringe Auswirkungen auf dauerhaft aktivierte Ras-Proteine zeigen, könnten sie 

dennoch Antitumorwirkung über eine vorhandene Ras-Wildtyp-Population entfalten.206–208 So 

wurden beispielsweise in jüngerster Zeit Effekte niedermolekularer GEF-Inhibitoren auf Zellen mit 

mutiertem Ras nachgewiesen.134 

Die Adressierung von GTPase‒Effektor-Wechselwirkungen zielt darauf ab, die Weiterleitung an 

nachgeschaltete Signalkaskaden zu unterbinden, was insbesondere im Fall konstitutiv aktivierter 

GTP-gebundener GTPasen von Vorteil sein könnte. So wurde die Wirksamkeit orthosterischer 

Ras‒Effektor-Inhibitoren bereits prinzipiell mit Hilfe von Antikörper-Fragmenten gezeigt, die die 

Effektor-Bindestelle von H-Ras-GTP blockieren.209 Indem diese die Wechselwirkung von mutiertem 

Ras mit Effektoren unterdrücken, konnte die Tumorbildung im Lungenkrebsmodell transgener 

Mäuse verhindert werden.210 Niedermolekulare, orthosterische Inhibitoren der Ras-Raf-

Wechselwirkung wie Verbindung MCP110 (29) oder Kobe0065 (30) wurden in unterschiedlichen 

Assay-Setups aus Substanzbibliotheken identifiziert.211–213 Die Entdeckung eines dynamischen 

Wechsels zwischen verschiedenen Konformationen GTP-gebundener GTPasen und deren 

unterschiedliche Effektor-Affinität, sowie die Identifikation transienter Taschen auf der Ras-

Oberfläche motivierte die Suche nach allosterischen Ras-Inhibitoren, wie dem Metallkomplex Zn2+-

Bis(2-picolyl)amin (BPA, 31).214–216  

Ein weiterer attraktiver Ansatz besteht prinzipiell in der Induktion bzw. Beschleunigung der GTP-

Hydrolyse durch die Generierung synthetischer GAPs, um die Konzentration an aktivierten 

GTPasen und damit die krankhafte Signalweiterleitung zu verringern. Diese Substanzen würden 

dabei katalytisch wirken und müssten daher keine übermäßig hohen Affinitäten bzw. Umsatzraten 

aufweisen. Die Suche nach GTPase-aktivierenden kleinen Molekülen für mutiertes Ras scheiterte 

aber bisher.217,218 Aufgrund der strukturellen Gegebenheiten der aktivierenden Mutationen 

erscheint eine Umsetzung zudem als äußerst schwierig.134 Mutationen der Glycin-Reste in Position 

12 und 13 blockieren durch gesteigerten sterischen Anspruch der Aminosäureseitenketten den 

Eintritt des katalytisch wirksamen GAP-Arginin-Fingers in die Nukleotidbindetasche und 

verhindern zudem die korrekte Orientierung von Gln61 in der Ras Switch II-Region (Abbildung 10). 

Dies stellt jedoch ebenso ein Hindernis für therapeutisch wirksame Moleküle dar, die zunächst 



3 Die Superfamilie kleiner GTPasen 
 

28 
 

eine Konformationsänderung von Ras induzieren müssten, um die Bindetasche zugänglich zu 

machen. Mutationen von Ras Gln61 deplatzieren hingegen das für die Hydrolyse entscheidende 

Wassermolekül, sodass eine Verbindung einen gänzlich anderen Hydrolyse-Mechanismus erlauben 

müsste.178 Allerdings können in weitaus weniger häufigen Fällen auch Mutationen in RasGAP 

Allelen eine Einschränkung der GAP-Aktivität und dadurch eine gesteigerte Signalwirkung von Ras 

bewirken.219 In derartigen Fällen, müssten Verbindungen tatsächlich nur eine artifizielle GAP-

Aktivität aufweisen. 

Trotz zahlreicher Studien zur direkten Adressierung kleiner GTPasen und ersten Erfolge in jüngster 

Zeit, leiden die bisher entwickelten Moleküle zum Großteil unter geringer Affinität zum Zielprotein 

sowie unzureichender zellulärer Aufnahme und Wirksamkeit. Obwohl auf den Oberflächen kleiner 

GTPasen zwischenzeitlich transiente Bindungstaschen identifiziert wurden, welche die Bindung 

niedermolekularer Substanzen erlauben, haben die meisten derartigen Moleküle 

Fragmentcharakter und weisen nur eine relativ geringe Interaktionsfläche und Affinität auf.220 In 

den meisten Fällen handelt es sich um Machbarkeitsstudien, die prinzipiell die Adressierbarkeit 

von GTPase‒Protein-Wechselwirkungen unterstreichen, aber nicht dazu in der Lage sind die PPIs 

kleiner GTPasen wirksam zu modulieren. Für die Generierung von PPI-Inhibitoren ist daher eine 

weitergehende Optimierung oder der Einsatz gänzlich anderer Chemotypen erforderlich.5,134 

Mögliche derartige Kandidaten sind Makrozyklen und Peptide, die eine deutlich größere 

Interaktionsfläche bieten können, um mit den flachen und ausgedehnten Proteinoberflächen 

kleiner GTPasen in Wechselwirkung zu treten. Einige Beispiele in jüngerer Zeit zeigten bereits die 

prinzipielle Anwendbarkeit von Peptiden für die Adressierung kleiner GTPasen, litten jedoch 

ebenfalls noch an geringer Affinität sowie unzureichender zellulärer Aufnahme und 

Wirksamkeit.64,188,221 
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4 Zielsetzung der Arbeit 

Die Regulierung und Signalweiterleitung kleiner GTPasen wird über Wechselwirkungen 

ausgedehnter und gering profilierter Proteinoberflächen vermittelt, die mit Hilfe traditioneller, 

niedermolekularer Verbindungen sehr schwer direkt zu adressieren sind. Indirekte Strategien zur 

Singalmodulierung kleiner GTPasen, wie die Inhibition nachgeschalteter Kinasen oder die 

Hemmung posttranslationaler Modifikationen, zeigten jedoch bisher keine ausreichende 

Wirksamkeit im menschlichen Organismus. Einige kürzlich beschriebene Binder kleiner GTPasen 

zeigen prinzipiell deren direkte Adressierbarkeit. Jedoch litten auch diese Verbindungen zumeist 

unter niedrigen Affinitäten und geringer zelluläre Wirksamkeit. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher der Einsatz Peptid-basierter 

Sekundärstrukturmimetika als PPI-Inhibitoren kleiner GTPasen untersucht werden. Diese 

Substanzklasse erlaubt es, die Seitenkettenfunktionalitäten definierter Bindungsepitope in 

chemisch stabilisierte Moleküle zu transferieren und bietet im Vergleich zu niedermolkularen 

Verbindungen größere Wechselwirkungsflächen. In Anbetracht der herausragenden Rolle bei der 

Entstehung und Entwicklung zahlreicher Krebserkrankungen war dabei die Familie der Ras-

Proteine von besonderem Interesse. Zum anderen wurden Rab-Proteine als die größte 

Unterfamilie kleiner GTPasen für eine genauere Untersuchung ausgewählt. Sie spielen eine 

zentrale Rolle bei der Kontrolle vesikulärer Transportprozesse in Zellen und werden zunehmend 

mit einer Reihe menschlicher Erkrankungen in Verbindungen gebracht.  

Dabei war geplant, die Wechselwirkung kleiner GTPasen mit verschiedenen Arten von 

Interaktionspartnern zu adressieren, um unterschiedliche Aspekte ihrer Regulation und 

Signalweiterleitung zu modulieren. So können Inhibitoren von GTPase‒GEF-Wechselwirkungen die 

Aktivierung der GTPase hemmen. Die Inhibition von GTPase‒Effektor-Wechselwirkungen erlaubt 

dagegen möglicherweise, gleichzeitig die Signalweiterleitung an verschiedene nachgeschaltete 

Signalwege zu blockieren. Außerdem könnte die Signalwirkung von Ras-GTPasen durch Moleküle 

mit artifizieller GAP-Aktivität beeinflusst werden und so eine Deaktivierung von GTP-gebundenem 

GTPasen bewirken. 

Die Gestaltung der Peptid-basierten PPI-Inhibitoren war ausgehend von strukturellen Daten 

bekannter GTPase‒Protein-Komplexe geplant. Dazu sollten systematisch die strukturell 

charakterisierten Proteinkomplexe zwischen GTPasen und deren Interaktionspartnern untersucht 

und in den Bindungsdomänen α-Helices und β-Stränge identifiziert werden, die einen 
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wesentlichen Anteil zur Wechselwirkung beitragen. Die entsprechenden Peptidsequenzen sollten 

anschließend durch chemische Modifikation in ihrer bioaktiven Konformation stabilisiert werden. 

Dabei war geplant, die Stabilisierung der β-Stränge durch Zyklisierung der Termini sowie 

Seitenkettenverknüpfungen innerhalb der Sequenzen zu vermitteln. Für die konformative 

Stabilisierung α-helikaler Bindungsepitope war hingegen die Synthese α-methylierter, 

kohlenwasserstoffverbrückter Peptide (hydrocarbon stapled peptides) als bisher erfolgreichste 

Variante α-helikaler Peptidmimetika vorgesehen. Die Peptide sollten mittels Fmoc-basierter 

Festphasensynthese (solid-phase peptide synthesis, SPPS) aufgebaut und auf ihre Affinität zu den 

Zielproteinen untersucht werden. Für geeignete Kandidaten war zudem eine weitergehende 

Affinitätsoptimierung durch Variation der Peptidsequenzen und Verbrückungsarchitekturen 

geplant. Des Weiteren sollte eine strukturelle Charakterisierung der GTPase‒Peptid-Komplexe 

sowie eine funktionale Charakterisierung der in vitro und in cellulo erfolgen.  
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5 Ergebnisse und Diskussion 

5.1 Synthese α-helikal stabilisierter Peptide 

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Stabilisierung von Bindungsepitopen basiert auf dem 

Einbau nicht-natürlicher Aminosäuren in die jeweiligen Peptidsequenzen und deren 

anschließender Makrozyklisierung. Einige dieser Bausteine waren nicht kommerziell verfügbar 

bzw. wurden in größeren Mengen benötigt und daher anhand etablierter Synthesemethoden 

hergestellt. Für die Stabilisierung von β-Faltblättern wurde eine Reihe verschiedener 

Zyklisierungsarchitekturen getestet, bei denen die Schutzgruppenstrategie und Syntheseprotokolle 

abhängig von der jeweiligen Peptidsequenz angepasst wurden. Die Stabilisierung α-helikaler 

Peptidsequenzen erfolgte durch den Einbau α-methylierter Kohlenwasserstoffverbrückungen und 

Wasserstoffbrückenersatz (HBS) anhand etablierter Synthesestrategien, die im Folgenden 

allgemein erläutert werden. 

5.1.1 Synthese Fmoc-geschützter Bausteine  

Die Generierung α-methylierter, Kohlenwasserstoffverbrückungen erfordert den Einbau von α-

Alkenyl-α-methyl-funktionalisierten Aminosäurebausteinen. Für die Darstellung optisch aktiver α-

Aminosäuren existiert eine Reihe verschiedener Synthesestrategien, wie asymmetrische Strecker-

Reaktionen oder die asymmetrische Hydrierung von α,β-Dehydro-α-aminosäurederivaten.222 Eine 

zunehmend populäre Methode basiert auf der Alkylierung von Ni(II)-Komplexen von Aminosäure-

Schiffbasen. Diese Strategie zeichnet sich durch ein breites Substratspektrum, einfache 

präparative Handhabung, gute Skalierbarkeit und leichten Zugang zu α-methylierten Derivaten aus 

und wurde daher für die Bausteinsynthese ausgewählt.223–225 Die Darstellung des häufig genutzten 

α-methylierten Bausteins Fmoc-S5-OH (32) erfolgte aufbauend auf literaturbekannten 

Syntheseprotokollen226,227 und verlief über die Alkylierung des chiralen Ni(II)-Komplexes einer 

Alanin-Schiffbase (Abbildung 13). Für die Synthese des Komplexes wurde in einem ersten Schritt L-

Prolin (33) mit Benzylchlorid unter basischen Bedingungen N-alkyliert. Die anschließende 

Aktivierung des Benzylprolins (34) zum Säurechlorid mittels Thionylchlorid und Amidierung mit 

dem vergleichsweise gering nukleophilen 2-Aminobenzophenon lieferte (S)-2—[N-(N‘-

Benzylprolyl)aminobenzophenon (35). Die Reaktion verlief zunächst nur mit geringer Ausbeute, 

konnte jedoch entsprechend eines von Ueki et al. optimierten Protokolls227 durch den Wechsel zu 

Mesylchlorid als Aktivierungsreagenz und der Zugabe von N-Methylimidazol erheblich gesteigert 
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werden. Die folgende Umsetzung mit racemischem Alanin und Nickel(II)-nitrat unter basischen 

Bedingungen lieferte schließlich Komplex 36.227 Die folgende Deprotonierung der α-Alanylposition 

und Alkylierung mittels 5-Bromopent-1-en lieferte Komplex 37 mit exzellenter 

Diastereoselektivität. Nach saurer Zersetzung von 37 konnte das chirale Auxiliar 35 regeneriert 

und die α-Alkenyl-α-methylaminosäure mit N-Fmoc-Succinimid (Fmoc-OSu) zum Baustein 32 

umgesetzt werden. 

 

 
 

Abbildung 13. Synthese eines α-Alkenyl-α-methyl-Bausteins Fmoc-S5-OH (32) zur Generierung α-methylierter, 
Kohlenwasserstoffverbrückungen. a) NaOMe, BnCl, MeOH, 50° C, 60h; b) 1. N-Methylimidazol, Mesylchlorid, DCM, 
0°C, 2. 2-Aminobenzophenon, Reflux, 20h . c) 1. D/L-Alanin, Ni(NO3)2, MeOH, 50° C, 30 min 2. KOH, reflux, 1.5h. d) 5-
Bromopent-1-en, KOH, 0° C bis RT, 2h. e) 1. HClaq., MeOH, Reflux, 2. Fmoc-OSu, NaCO3, Dioxan/Wasser, 7d. 

 

5.1.2 Synthese α-helikal stabilisierter Peptide mit α-methylierter, 

Kohlenwasserstoffverbrückungen 

Die α-helikal stabilisierten Peptide wurden als C-terminale Carboxyamide unter Standard-Fmoc-

Bedingungen an NovaSyn-TGR-Harz aufgebaut. Bei der Synthese der 

kohlenwasserstoffverbrückten Peptide erfolgte der Einbau der dargestellten bzw. kommerziell 

verfügbaren α‒methylierten Aminosäuren sowie die Kupplung der jeweils folgenden Bausteine mit 

Hilfe des Kupplungsreagenzes COMU,228 um bei den sterisch anspruchsvolleren Kupplungen 

vollständigen Umsatz zu erreichen. Die Ringschlussmetathese verlief quantitativ direkt an der 

Festphase unter Schutzgasatmosphäre und Verwendung des Grubbs-I-Katalysators.84 
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Abschließend wurden die Peptide für die Affinitätsbestimmung N-terminal funktionalisiert und von 

der Festphase abgespalten (Abbildung 14). 

 

 

 
Abbildung 14. Synthese der α-methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Derivate. a) Fmoc-Entschützung: 
Piperidin(20%), DMF , RT, 2 × 5min; b) Fmoc-AS-OH, HCTU, DIEA, DMF, RT,  2 × 60min; c) 32, COMU, Oxyma, DIEA,  
DMF, RT,  1 × 60min; d) Fmoc-AS-OH, COMU, Oxyma, DIEA, DMF, RT, 1 × 60min; e) Grubbs-I, DCE, Argon-Atmosphäre, 
RT,  3 × 2h; f) Fmoc-O2Oc-OH, HCTU, DIEA, DMF, RT, 2 × 60min; g) Fluoreszenzmarkierung: FITC, DIEA, DMF, 12h; h) 
Abspaltung: TFA, TIPS, H2O, RT, 3 × 2h. 
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5.1.3 Synthese α-helikal stabilisierter Peptide mit Wasserstoffbrückenersatz 

Das mittels HBS-Strategie stabilisierte Derivat wurde entsprechend der von Aurora und 

Mitarbeitern entwickelten Methode erhalten,64 wobei die abschließende Markierung mit 

Fluorescein an der Seitenkette eines C-terminal ergänzten Lysin-Restes erfolgte (Abbildung 15). Im 

Gegensatz zur Makrozyklisierung der α-methylierten Kohlenwasserstoffverbrückungen erforderte 

die Ringschlussmetathese des N-terminalen Wasserstoffbrückenersatzes die Anwendung harscher 

Reaktionsbedingungen und verlief erst unter Einsatz von Hoveyda-Grubbs II-Katalysator und 

Mikrowellenbestrahlung quantitativ. 

 

 

Abbildung 15. Synthese der mittels Wasserstoffbrückenersatz stabilisierten SOS Peptidsequenz. a) Fmoc-
Entschützung: Piperidin(20%), DMF , RT, 2 × 5min; b) Fmoc-AS-OH, HCTU, DIEA, DMF, RT, 2 × 60min; c) 
Bromessigsäure, DIC, DIEA,  DMF, RT, 2 × 60min; d) Allylamin, DMF, RT, 1h; e) Fmoc-AS-OH, COMU, Oxyma, DIEA,DMF, 
RT, 2 × 60min; f) 4-Pentensäure, HCTU, DIEA, DMF, RT, 2 × 60min; f) Hoveyda-Grubbs-II, DMF, Argon-Atmosphäre, µw, 
120° C  2 × 10min; f) Fmoc-O2Oc-OH, HCTU, DIEA, DMF, RT,  2 × 60min; g) TFA (1%), TIPS,  DCM; h) FITC, DIEA, DMF, 
12h; i) Abspaltung: TFA, TIPS, H2O, RT, 3 × 2h. 
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5.2 Adressierung der Ras-Aktivität mittels stabilisierter Peptid-

Sekundärstrukturen 

5.2.1 Adressierung von Ras‒Effektor-Wechselwirkungen mit stabilisierten 

β-Haarnadel-Peptiden 

Strukturelle Analyse von Ras‒Effektor-Komplexen 

Ausgehend von den Bindungsepitopen verschiedener Ras-Effektoren wurden konformativ 

stabilisierte Peptide generiert, die potentiell als orthosterische Inhibitoren von Ras‒Effektor-

Wechselwirkungen eingesetzt werden können. In einem ersten Schritt wurden dazu alle 

verfügbaren Strukturdaten von Ras‒Effektor-Komplexen nach α-Helices oder β-Strängen 

untersucht, die als Startpunkt für die Synthese Peptid-basierter Inhibitoren genutzt werden 

können. Insgesamt sind in der Proteindatenbank Strukturdaten von Ras gebunden an sechs 

verschiedene Effektoren verfügbar (Tabelle 1 und Abbildung 16).143  

 

Tabelle 1. Übersicht über Ras‒Effektor-Wechselwirkungen für deren Interaktionen Strukturdaten verfügbar sind. (RBD 
= Ras-bindende Domäne, RA = Ras-assoziierte Domäne) 

GTPase Effektor Fragment Quelle Nukleotid Auflösung PDB Referenz 

H-Ras Byr2 (Raf) RBD Hefe GppNHp 3.0Å 1K8R Scheffzek
229

 

H-Ras c-Raf RBD huma GppNHp 2.5Å 4G0N Fetics
230

 

H-Ras c-Raf
A85K

  RBD Mensch GppNHp 2.2 Å 3KUD Flichtinski
231

 

Rap1A c-Raf RBD Mensch GppNHp 2.2Å 1C1Y Nassar
232

 

Rap1A c-Raf RBD Mensch GppNHp 2.0Å 1GUA Nassar
233

 

H-Ras
G12V

 GRB14 RA Mensch GTP 2.4Å 4K81 Qamra
234

 

H-Ras PI3Kγ volle Länge Mensch GppNHp 3.0Å 1HE8 Pacold
235

 

H-Ras PLCε1-1 RA-2 Mensch GTP 1.9Å 2C5L Bunney
236

 

H-Ras RalGDS RA Ratte GppNHp 2.1Å 1LFD Huang
237

 

H-Ras Nore1  RA Maus GppNHp 1.8 Å 3DDC Stieglitz
238
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Abbildung 16. Übersicht über Kristallstrukturen von Ras‒Effektor-Wechselwirkungen. Die konservierte Interaktion 
eines antiparallelen β-Faltblatts des Effektors (grau) mit dem β2-Faltblatt von Ras (weiß) ist jeweils rot 
hervorgehoben. (Byr2 ist ein Raf-Homolog aus Hefe) 
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Trotz teils deutlicher Unterschiede auf der Ebene der Proteinsequenz, offenbarte ein Vergleich der 

Kristallstrukturen Gemeinsamkeiten auf struktureller Ebene.143 Ein Vergleich der in der PDB 

verfügbaren Ras‒Effektor-Komplexe zeigte, dass ein Teil der Bindung über ein anti-paralleles 

β-Faltblatt des Effektors vermittelt wird, das in allen Fällen bis auf Nore1 durch eine Kehre zu einer 

β-Haarnadel geschlossen ist (Abbildung 17). Zusammen mit dem Ras β2-Faltblatt wird ein 

intermolekulares β-Faltblatt gebildet. Dabei zeigten computergestützte Untersuchungen von 

Ras‒Raf-Komplexen, dass Reste, die einen wesentlichen Teil zur Bindungsenergie beitragen („hot 

spots“), im Bereich I36 - Y40 des Ras β2-Faltblatts liegen.15  

 

 
Abbildung 17. Wechselwirkung verschiedener Effektoren an das β2-Faltblatt von Ras. Die Strukturen der 
verschiedenen β-Faltblätter wurden in der Software PyMol auf die Struktur der Raf‒Ras-Interaktion überlagert. Zudem 
wurden die zugehörigen Peptidsequenzen mit Hilfe der Software ClustalW2 überlagert. Die mit Ras interagierenden 
Reste sind dabei fett hervorgehoben. 

 

Bei einem Vergleich literaturbekannter Affinitäten der verschiedenen Ras-assoziierten (RAs) und 

Ras-bindenden Domänen (RBDs) zeigten sich allerdings deutliche Unterschiede. Während sich die 

Affinitäten der meisten Effektoren im niedrigen mikromolaren bis hohem submikromolaren 

Bereich befinden, zeichnet sich die Interaktion mit c-Raf durch niedrig nanomolare Affinitäten aus 

und wurde daher für eine eingehendere Analyse ausgewählt (Tabelle 2).239  

 

Tabelle 2. Affinitäten Ras assoziierender (RA) und Ras-bindender Domänen (RBDs) verschiedener Effektorproteine 
gebunden zu Ras(GppNHp).  

 c-Raf
240

 GRB14
234

 Nore1
240

 PI3Kγ
235

 Plc1ε1
240

 RalGDS
240

 

Reste 53-131 106-356 199-358 217-309 2133-2246 789-885 

GTPase H-Ras H-Ras G12V  H-Ras N-Ras  H-Ras H-Ras 

KD (Methode) 0.08 µM (ITC) 3.6 µM (SPR) 0.32 µM (ITC) 2.9  µM (ITC) 0.82 µM (ITC) 1.0 µM (ITC) 
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Eine Übersicht über die verschiedenen Kontaktstellen zwischen H-Ras und der c-Raf-RBD gibt 

Abbildung 17 (PDB 4G0N). Das β1- und β2-Faltblatt der c-Raf-RBD sind über eine α-Kehre zu einer 

β-Haarnadel verbunden. Diese Haarnadel bindet über mehrere Rückgrat- und 

Seitenketteninteraktionen an das β2-Faltblatt von H-Ras und bildet ein erweitertes 

intermolekulares, antiparalleles β-Faltblatt. Neben den Rückgrat-Interaktionen der Raf-Reste 

Lys65, Asn67 und Val67, bildet Gln66 eine Wasserstoffbrückenbindung mit der Amid-Funktion des 

Rückgrats von Ras Arg41 aus und stabilisiert gleichzeitig mit einer weiteren 

Wasserstoffbrückenbindung die α-Schleife durch intramolekulare Wechselwirkung mit dem 

Rückgrat-Carbonylsauerstoff von Raf Pro63. Zudem bilden Arg67 von Raf β2 sowie Arg59 von Raf 

β1 eine Salzbrücke mit Glu37 in der Switch I-Region von Ras. Des Weiteren interagiert Raf Val69 

mittels van-der-Waals-Bindung mit Ile36 in der Ras Switch I-Region (Abbildung 18 und Abbildung 

19A). 

 

 

Abbildung 18. Wechselwirkungen der c-Raf-RBD mit H-Ras(GppNHp) (PDB 4G0N). Die Switch 1- und Switch 2-Region 
von H-Ras (blau) und die β1/2-Haarnadel von Raf (rot) sind farblich hervorgehoben. Interagierende Reste beider 
Proteine sind explizit gezeigt. 
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Neben den Wechselwirkungen der β-Faltblätter bestehen im Ras‒Raf-RBD-Komplex 

Kontaktpunkte zwischen Resten der Raf-RBD α1-Helix (Lys84, Val88 und Arg89) zur Switch I-Region 

von Ras, die einen wichtigen Beitrag zur Gesamt-Affinität des Komplexes leisten.230 Insbesondere 

die R89L Mutante der Raf-RBD zeigt zu H-Ras nur noch eine Affinität im hohen mikromolaren 

Bereich.233,241 Diese Reste sind strukturell allerdings so weit von der c-Raf β-Haarnadel entfernt, 

dass sie nicht in die Synthese stabilisierter Peptide einbezogen werden können 230 

 

Synthese und Evaluierung makrozyklischer β-Faltblatt-Peptide aus Effektor-Domänen 

Die Synthese der Peptide erfolgte auf Basis der c-Raf β1/β2-Haarnadel (Thr57 - Val72), die alle 

genannten Schlüsselinteraktionen sowie die α-Kehre (Pro61 - Asn66) enthält, welche 

möglicherweise zur Vororientierung des Peptids beitragen und die Zyklisierung erleichtern könnte 

(Abbildung 19A). Wie in Kapitel 2.2 dargelegt, wurden für die Synthese stabilisierter β-Faltblätter 

eine Reihe verschiedener Strategien und deren Kombination beschrieben. Um das Vorhandensein 

der α-Schleife der Wildtyp-Peptidsequenz zu nutzen und das komplexe Netzwerk aus inter- und 

intramolekularen Wasserstoffbrückenbindungen der Ras‒c-Raf-RBD-Wechselwirkung zu erhalten, 

sollte die Peptidsequenz terminal zu einem Makrozyklus geschlossen werden. Dazu wurde die 

Peptidsequenz C-terminal um einen an der γ-Carboxy-Funktion Allyl-geschützten 

Asparaginsäurerest und N-terminal um einen an der ε- Amino-Funktion Mtt-geschützen Lysinrest 

erweitert. Eine der beiden Amino-Funktionen des N-terminalen Lysins wurde dabei jeweils für den 

Ringschluss genutzt, während die verbliebene Amino-Funktion zur Einbringung einer 

Fluoreszenzmarkierung diente. Durch diese Seitenketten-zu-Seitenketten-Verknüpfung 

(side chain-to-side chain) bzw. N-Terminus-zu-Seitenketten-Verknüpfung (head-to-side chain) 

konnten rasch zwei verschieden lange Verbrückungen getestet werden. Außerdem wurde noch 

der Ringschluss über ein rigides D-Pro-L-Pro-Dipeptidtemplat untersucht. Um die relativ lange 

Sequenz zusätzlich zu stabilisieren, wurden außerdem Derivate mit weiteren intramolekularen 

Disulfid- und Alken-Verbrückungen synthetisiert. Dazu wurden entsprechend funktionalisierte 

Aminosäuren an den Positionen Val60 und Thr68 in die Peptidsequenz eingebaut, deren 

Seitenketten nicht in die Interaktion mit Ras oder die intramolekulare Stabilisierung der Haarnadel 

involviert sind (Abbildung 19B). 
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Abbildung 19. Planung konformativ stabilisierter Derivate des antiparallelen c-Raf-RBD β1/β2-Faltblatts. a) Ausschnitt 
der Kristallstruktur des H-Ras‒c-Raf-RBD-Komplexes (PDB 4G0N) mit dem H-Ras α2-Faltblatt (weiß) und dem Raf 
β1/β2-Faltblatt (grau). Wechselwirkung der Rückgrate sowie interagierende Reste sind explizit dargestellt. b) 
Strukturformel des antiparallelen c-Raf-RBD β1/β2-Faltblatts und geplante Makrozyklisierungen. 

 

Die Synthese der linearen Peptide erfolgte an NovaSyn-TGR-Harz unter Verwendung von Standard-

Fmoc-Festphasenbedingungen. Die Seitenketten-zu-Seitenketten-Verknüpfung bzw. N-Terminus-

zu-Seitenketten-Verknüpfung der Peptide wurde nach Entfernen der orthogonalen Schutzgruppen 

direkt an der Festphase unter Einsatz des Kupplungsreagenz PyBOP (Benzotriazol-1-yl-

oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat) durchgeführt. Generell zeichnen sich 

Peptidzyklisierungen an der Festphase im Vergleich zur Zyklisierung in Lösung durch zumeist 

kürzere Reaktionszeiten und verminderte Bildung von Multimeren aus.242 Der Einsatz von PyBOP 

sollte eine Guanylierung der freien Aminogruppe verhindern, was eine mögliche Nebenreaktion 

bei einem Überschuss von Ammoniumsalz- bzw. Uroniumsalz-basierten Kupplungsreagenzien 

darstellt.242,243 Die Zyklisierungsreaktionen verliefen für die Peptide 38 – 41 (Abbildung 20) 

quantitativ und racemisierungsfrei bei einer vergleichsweise kurzen Reaktionszeit von 1 - 2h, was 

möglicherweise auch auf eine Vororientierung des Peptids durch das bereits vorhandene zentrale 

α-Kehrenmotiv zurückzuführen ist.244  
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Abbildung 20. Strukturen der terminal zyklisierten Derivate der c-Raf-RBD β1/2-Haarnadel. 

 

Die intramolekulare Verbrückung der Peptide erfolgte durch Bildung eines Disulfids zweier in die 

Sequenz eingebrachter Cystein-Reste (Abbildung 21A). In der Literatur sind dafür eine Reihe 

verschiedener Methoden beschrieben, die in Lösung oder an der Festphase unter Verwendung 

verschiedener Oxidationsmittel, wie Luftsauerstoff und Dimethylsulfoxid oder stärkeren 

Oxidationsmitteln, wie Wasserstoffperoxid oder Iod, verlaufen.245  
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Abbildung 21. Exemplarisches Syntheseschema der von der c-Raf-RBD β1/2-Haarnadel abgeleiteten stabilisierten 
Peptide. A) N-Terminus-zu-Seitenketten-Zyklisierung und Einbau einer Disulfid-Verbrückung: a) 1. [Pd(PPh3)4], PhSiH3, 
THF, 2 × 20min, RT; 2. Piperidin(20%), DMF , RT, 2 × 5min. b) PyBOP, DIEA, DMF, 1 h , RT. c) 1. 1% TFA/DCM, 2 × 
20 min, RT; 2. NCS, DMF, 15min. d) 1. FITC, DIEA, DMF, 12h; 2. TFA, TIPS, H2O, RT, 3 × 2h. B) N-Terminus-zu-
Seitenketten-Zyklisierung und Einbau einer Alkenverbrückung: a) 1. [Pd(PPh3)4], PhSiH3, THF, 2 × 20min, RT; 2. 
Piperidin(20%), DMF , RT, 2 × 5min. b) PyBOP, DIEA, DMF, 1 h , RT. c) [Grubbs-I], DCE, 3 × 2h, RT. d) 1. 1% TFA/DCM, 2 
× 20 min, RT; 2. FITC, DIEA, DMF, 12h; 3. TFA, TIPS, H2O, RT, 3 × 2h. 
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Kürzlich wurde der Einsatz von N-Chlorsuccinimid (NCS) beschrieben, der eine rasche und 

effiziente Oxidation direkt an der Festphase erlaubt.246 Nach Synthese des linearen Peptids 

konnten die 4-Methoxytriyl(Mmt)-Schutzgruppen der Cystein-Reste orthogonal mit 1%-iger TFA-

Lösung entfernt und die freien Thiol-Gruppen durch Umsetzten mit NCS oxidiert werden. Während 

die Bildung des Disulfids im Falle des offenen und des N-Terminus-zu-Seitenketten-verknüpften 

Peptids 44 mit einem moderaten Überschuss an NCS (1.5 eq) bei kurzer Reaktionszeit (10 min) 

erfolgte, war das Disulfid im Falle des Seitenketten-zu-Seitenketten-verknüpften Peptids 

synthetisch nicht zugänglich. Bei vorausgehender Seitenketten-zu-Seitenketten-Makrozyklisierung 

unterblieb die Bildung des Disulfids auch bei stark ausgedehnten Reaktionszeiten und deutlich 

höheren Überschüssen an NCS. Wurde hingegen zunächst die Disulfidbrücke gebildet, konnte die 

terminale Makrozyklisierung nicht geschlossen werden (Abbildung 22). 

 

 

Abbildung 22. Strukturen der mittels Disulfidbrücke stabilisierten Derivate der c-Raf-RBD β1/2-Haarnadel. 
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Neben der Disulfid-Brücke wurde die Ringschlussmetathese zweier α-Alkenylaminosäuren 

untersucht. Dazu wurden zwei Fmoc-(S)-Aminohept-6-ensäure-Bausteine in die Sequenz 

eingebracht und direkt an der Festphase unter Verwendung von Grubbs-I-Katalysator durch 

Ringschlussalkenmetathese verknüpft (Abbildung 21B). Im Gegensatz zur Synthese 

kohlenwasserstoffverbrückter Peptide kamen keine α-methylierten Bausteine zum Einsatz, da die 

α-Methylgruppe die Ausbildung helikaler Konformationen begünstigt.53 Anhand von HPLC-MS 

Analytik war die Bildung von cis-/trans-Isomeren zu beobachten, die einzeln für die 

Affinitätsbestimmung isoliert wurden (46A/B und 47A/B). Bei der Synthese der bizyklischen 

Verbindungen war wie bereits bei den Disulfid-verbrückten Derivaten wiederum nur die Variante 

des N-Terminus-zu-Seitenketten-verknüpften Peptids synthetisch zugänglich, was auf ungünstige 

sterische Verhältnisse im Fall der Seitenketten-zu-Seitenketten-Verknüpfung hindeutet (Abbildung 

23).  

 

Abbildung 23. Strukturen der mittels Alkenverbrückung stabilisierten Derivate der c-Raf-RBD β1/2-Haarnadel. Im Fall 
von Peptid 46 und 47 wurden bei der Ringschlussmetathese cis-/trans-Isomere erhalten. 
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In Anlehnung an die von Robinson und Mitarbeitern36 beschriebenen Inhibitoren der p53‒HDM2-

Wechselwirkung (Abschnitt 2.2) wurde zudem noch ein D-Pro-L-Pro-Templat in das kürzere 

Fragment Ile58 -Val70 integriert und das Rückgrat zyklisiert, um rigidere Derivate mit geringer 

konformativer Freiheit zu generieren (Peptide 48 und 49). Für die Einbringung einer 

Fluoreszenzmarkierung wurden die Positionen Val60 bzw. Phe61 gewählt, die beide nicht an der 

Interaktion mit Ras bzw. der intramolekularen Stabilisierung des Faltblatts beteiligt sind. Diese 

Reste wurden durch Lysin ersetzt und nach selektiver Entschützung mit FITC ligiert. Im Fall 

Rückgrat-zyklisierter Peptide kann die Synthese der linearen Sequenz prinzipiell an jeder Position 

gestartet werden. Jedoch kann eine Vororientierung des Makrozyklus durch das Vorhandensein 

von Kehren-Strukturen die Effizienz der folgenden Zyklisierungsreaktion deutlich steigern.244  

Obwohl sowohl die α-Kehre als auch das D-Pro-L-Pro-Templat prinzipiell zur Vororientierung des 

Peptids beitragen können, wurde die Sequenz innerhalb der α-Kehre gestartet, um die sterisch 

anspruchsvolle Rückgrat-Zyklisierung auf die sekundäre Amino-Funktion von Prolin zu vermeiden. 

Dazu wurde die Seitenkette eines Allyl-geschützten Aspartat-Bausteins über die Seitenkette an 

NovaSyn-TGR-Harz immobilisiert, die nach Abspalten vom polymeren Träger die Amid-Funktion 

des Asn64-Rests bildet. Nach dem Aufbau der linearen Sequenz und Entfernung der orthogonalen 

Schutzgruppe gelang die Makrozyklisierung unter Verwendung von PyBOP direkt an der festen 

Phase (Abbildung 24). 
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Abbildung 24. Synthese der mittels D-Pro-L-Pro-Dipeptidtemplat stabilisierten Derivate der c-Raf-RBD β1/2-Haarnadel. 
A) Repräsentative Syntheseroute: a) Fmoc-Entschützung: Piperidin(20%), DMF , RT, 2 × 5min; b) Fmoc-AS-OH, HCTU, 
DIEA, DMF, RT, 2 × 60min; c) Bromessigsäure, DIC, DIEA,  DMF, RT, 2 × 60min; d) Allylamin, DMF, RT, 1h; e) Fmoc-AS-
OH, COMU, Oxyma, DIEA,DMF, RT, 2 × 60min; f) 4-Pentensäure, HCTU, DIEA, DMF, RT,  2 × 60min; B) Strukturformeln 
der beiden stabilisierten Derivate. 

 

Alle zyklisierten Peptide wurden abschließend mit Fluorescein ligiert und dann in einem FP-

Bindungsexperiment auf ihre Affinität zu H-Ras1-188 in allen drei Nukleotidbindungszuständen 

getestet (Abbildung 25). 
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Abbildung 25. Ergebnisse des Fluoreszenzpolarisationsbindungsexperiments der stabilisierten Derivate der c-Raf-RBD 
β1/2-Haarnadel mit H-Ras(GppNHp). Im Gegensatz zur Wildtyp-Peptidsequenz 38 sind teils deutliche Verbesserungen 
zu erkennen. Jedoch zeigen alle Peptide eine KD > 500 µM. (cmax.[H-Ras(GppNHp)] = 550 µM; N = 1). 

 

 Dazu wurde H-Ras1-188 rekombinant in E. coli exprimiert und aufgereinigt. Ras-Proteine liegen 

aufgrund ihrer GTP-Hydrolyseaktivität nach ihrer Aufreinigung vornehmlich in der GDP-

gebundenen Form vor. Daher wurde GDP entsprechend etablierter Protokolle unter Verwendung 

von alkalischer Phosphatase entfernt und durch das nicht-hydrolysierbare GTP-Analogon 5'-

Guanylylimidodiphosphat (GppNHp) ersetzt.247 Bei H-Ras(GppNHp) war für die modifizierten 

Derivate im Vergleich zu den jeweiligen Wildtyp-Peptiden teils ein deutlich stärkerer Anstieg der 

Fluoreszenzanisotropie zu erkennen, wobei zwischen den verschiedenen 

Stabilisierungsarchitekturen deutliche Unterschiede bestehen. Zudem zeigten die Peptide eine 

deutliche Präferenz für die GppNHp-gebundene Form auf, was darauf hindeutet, dass die Peptide 

bei ausreichender Affinität möglicherweise selektiv Ras in seiner aktivierten Form adressieren 

könnten. Allerdings wurden auch für die Derivate durchweg hohe Dissoziationskonstanten 

(KD > 500 µM) beobachtet. Auch wenn in der Literatur Beispiele existieren, bei denen durch eine 

nachfolgende Sequenzoptimierung deutliche Affinitätsgewinne erzielt werden konnten,36 wäre die 

Affinität der resultierenden Derivate noch immer um Größenordnungen geringer als die des 
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Ausgangsproteins (Tabelle 2), sodass die Peptide nicht für weitergehende Untersuchungen genutzt 

wurden.  

Zwar deuten die FP-Experimente auf eine erhöhte Affinität der konformativ stabilisierten Peptide 

hin, resultieren jedoch nicht in ausreichend guten Bindern, die als Startpunkt für eine weitere 

Optimierung dienen könnten. Auf der Suche nach einem besseren Startpunkt wäre 

möglicherweise eine Strategie notwendig, die von einer kombinatorischen Bibliothek stabilisierter 

Peptidstrukturen ausgeht. Nach Abschluss dieser Studien wurden kürzlich derartige Inhibitoren für 

Ras‒Effektor-Wechselwirkungen beschrieben, die ausgehend von einer Bibliothek zyklischer 

Peptide sukzessive optimiert wurden und bei moderater Zellgängigkeit dazu in der Lage sind, die 

Signalwirkung von Ras in cellulo zu unterdrücken.188,248,249 

 

 

5.2.2 Adressierung von Ras‒GEF-Interaktionen 

Strukturelle Analyse Ras‒GEF-Komplexen 

Ausgehend von den Bindungsepitopen verschiedener Ras-GEFs sollten konformativ stabilisierte 

Peptide generiert werden, die als orthosterische Inhibitoren von Ras‒GEF-Wechselwirkungen 

eingesetzt werden können. Analog zur Synthese der von Ras-Effektoren abgeleiteten Peptide 

wurden in einem ersten Schritt alle verfügbaren Strukturdaten verschiedener Ras‒GEF-Komplexe 

untersucht, um Peptidsequenzen aus α-Helices oder β-Sheets zu identifizieren, die als Startpunkt 

für die Synthese Peptid-basierter Inhibitoren genutzt werden können. Im Falle der Ras‒SOS-

Wechselwirkung existieren in der Proteindatenbank (protein data base, PDB)250 vier verschiedene 

Kristallstrukturen (PDB-Code 1NVU, 1NVV, 1NVW, 1NVX). Darin enthalten die Einheitszellen 

jeweils zwei Ras- und ein SOS1-Molekül (von jetzt an kurz SOS), wobei sich die Proteine und 

Nukleotidbindungszustände teils unterscheiden. Lediglich die Kristallstruktur 1NVW enthält Ras in 

seiner Wildtyp-Form. Die Strukturen 1NVU und 1NVX weisen dagegen die Ras-Mutation A59G 

abseits der Wechselwirkungsfläche und 1NVV die Ras-Mutation Y62A in direkter Nähe zur 

Wechselwirkungsfläche auf, sodass 1NVW als Grundlage weiterer Untersuchungen gewählt wurde. 

In diesem Komplex bindet die katalytische Einheit von SOS (SOSkat.) an zwei H-Ras-Moleküle in 

unterschiedlichen Nukleotidbindungszuständen.142 Das aktive Zentrum von SOS (SOSakt.) 

interagiert darin mit nukleotidfreiem H-Ras, während H-Ras(GppNHp) an einer davon abgelegenen 

Position an SOS bindet (SOSallost.), um die katalytische Domäne allosterisch zu stabilisieren 
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(Abbildung 26). In beiden Fällen wird die Bindung von SOS über mehrere Kontaktstellen in 

Kehrenstrukturen sowie über Reste aus α-helikalen SOS-Peptidsequenzen vermittelt. Um die 

Eignung dieser helikalen Sequenzen als Startstrukturen für einen Stabilisierungsansatz 

abzuschätzen, wurde die jeweilige Wechselwirkungsoberfläche mit H-Ras und der prozentuale 

Anteil an der gesamten Interaktionsfläche berechnet. Dazu wurden mit Hilfe der Software MSMS 

(Maximal Speed Molecular Surface)251 die lösungsmittelzugänglichen Oberflächen der 

Proteinkomplexe und der isolierten Bindungspartner bzw. Peptidfragmente berechnet und 

zueinander in Relation gesetzt. Diese Berechnungen ergaben, dass die meisten α-helikalen 

Sequenzen von SOS nur jeweils einen geringen Anteil der Wechselwirkungsfläche mit den beiden 

Ras-Proteinen ausmachen (< 300 Å2 und damit weniger als 20% der jeweiligen Interaktionsfläche). 

Die einzige Ausnahme stellt dabei die αH-Helix aus SOSkat (Phe929-Gln944) mit einer 

Wechselwirkungsfläche von 611 Å2 und einem Anteil von ca. 40% dar, die auch kürzlich von Patgiri 

et al. für die Synthese orthosterischer Ras‒SOS-Inhibitoren genutzt wurde.64 Die αH-Helix sowie 

die von Patgiri et al. auf Löslichkeit optimierte Peptidsequenz wurden daher als Startpunkt für 

weitergehende Untersuchung ausgewählt (Abbildung 26). 

 

 

Abbildung 26. Die Ras‒SOS-Wechselwirkung. (PDB-Code 1NVW). Die katalytische Untereinheit von SOS1 gebunden an 
nukleotidfreies H-Ras am aktiven Zentrum, sowie H-Ras(GppNHp) als allosterischer Aktivator der 
Nukleotidaustauschreaktion. Die Vergrößerung zeigt nukleotidfreies (NF) H-Ras in Oberflächendarstellung und die αH-
Helix der katalytischen Einheit von SOS1 in Cartoon-Darstellung (rot). Die interagierenden Seitenketten der Helix sind 
explizit dargestellt. 
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Abseits der Kristallstrukturen der Ras‒SOS-Interaktion waren keine anderen 

Strukturinformationen für weitere Ras-GEFs verfügbar. Allerdings wurde in einer anderen Studie 

ein Homologiemodell der H-Ras‒RasGRF1-Wechselwirkung entwickelt und für die Synthese 

Peptid-basierter Inhibitoren genutzt. 252 Anhand dieses Modells ließ sich eine weitere potentiell α-

helikale Sequenz ableiten, die ebenfalls als Ausgangspunkt für eine konformative Stabilisierung 

genutzt werden könnte (Abbildung 27). 

 

 

Abbildung 27. Evaluierung des Bindungsverhaltens der aus Ras-GEFs abgeleiteten Peptidsequenzen. A) Synthetisierte 
Peptidsequenzen und Bindungsdaten mit H-Ras in verschiedenen Nukleotidbindungszuständen. (* von Patgiri et al. 
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auf Löslichkeit optimierte Peptidsequenz) B) Repräsentative Daten der Fluoreszenzpolarisationsexperimente (N = 1). 
(Maximale Proteinkonzentrationen: H-Ras(NF) = 300 µM, H-Ras(NF) = 300 µM und H-Ras(NF) = 250 µM). 
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Design und Evaluierung α-helikal stabilisierter Ras-GEF-Peptide 

Um die beste Startsequenz für diesen Stabilisierungsansatz auszuwählen, wurden zunächst die 

Wildtypsequenz der SOS αH-Helix (50), die von Patgiri et al.205 auf Löslichkeit optimierte Sequenz 

(51) sowie die anhand des Homologiemodells252 abgeleitete Sequenz aus RasGRF1 (52) auf ihre 

Affinität zu Ras in verschiedenen Nukleotidbindungszuständen getestet. Dazu wurden die drei 

Peptide an Rinkamid-Harz mittels Fmoc-basierter Festphasenpeptidsynthese (Solid phase peptide 

synthesis, SPPS) mit einem Mikrowellen-unterstützten Syntheseroboter aufgebaut und 

anschließend N-terminal mit einer Fluorescein-PEG-Einheit ligiert (Abbildung 27A). Die drei 

Sequenzen wurden in einem FP-Bindungsexperiment mit H-Ras in allen drei 

Nukleotidbindungszuständen getestet und zeigten durchweg hohe Dissoziationskonstanten 

(KD > 300 µM), wobei keine Abhängigkeit der Ergebnisse vom eingesetzten Puffer oder 

Detergenzien beobachtet wurde. Allerdings zeigten Peptide 50 und 51 einen steileren Anstieg der 

Fluoreszenzanisotropie (Abbildung 27B), was unter der Annahme ähnlicher Plateauwerte auf eine 

höhere Affinität hindeutet. Daher wurden diese beiden Sequenzen als Startpunkte für die 

Synthese seitenkettenverbrückter Derivate ausgewählt.  

Der Einbau der nicht-natürlichen Aminosäuren wurde auf Grundlage der Struktur des H-Ras‒SOS-

Komplexes geplant (Abbildung 28A). Dazu wurden diejenigen Reste identifiziert, die nicht an der 

Bindung zu H-Ras(NF) beteiligt sind und bei denen eine Einbringung der Seitenkettenverbrückung 

keine sterische Hinderung erwarten lässt. Für die gängigste Architektur, die sog. i, i+4-

Verbrückung, 79 ergaben sich dafür jeweils drei stabilisierte Peptide (53 – 55 und 57 - 59). Zum 

Vergleich wurden zudem das Peptid 56 in der weniger gebräuchlichen i, i+3-Architektur, sowie ein 

mittels Wasserstoffbrückenersatz stabilisiertes Peptid (60)64 dargestellt (Abbildung 28C).  

Die stabilisierten Peptide wurden in einem Fluoreszenzpolarisationsexperiment auf ihre Affinität 

zu H-Ras in den unterschiedlichen Nukleotidbindungszuständen untersucht. Im Vergleich zu den 

Wildtyp-Sequenzen wurden zwar teils geringfügig steilere Anstiege der Fluoreszenzanisotropie 

beobachtet, was unter Annahme eines vergleichbaren Plateaubereichs auf gesteigerte Affinitäten 

hindeutet. Allerdings binden die modifizierten Peptide noch immer um ein Vielfaches schlechter 

als das zu inhibierende Ausgangsprotein. Interessanterweise ließen sich dabei die von Patgiri et al. 

beschriebenen Bindungsdaten64 nicht reproduzieren, wobei das HBS-stabilisierte Peptid ein 

schlechteres Bindungsverhalten als die α-methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide 

zeigte. Die Peptide adressieren die hochkonservierte G-Domäne von Ras, sodass eigentlich kein 

großer Unterschied im Bindungsverhalten der einzelnen Ras-Isoformen zu erwarten ist. Um 
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trotzdem eine Abhängigkeit der erhaltenen Ergebnisse von der eingesetzten Ras-Isoform 

auszuschließen, wurden die Peptide ebenfalls mit den Konstrukten N-Ras1-188 und K-Ras1-174 

getestet. Dazu wurden die Proteine rekombinant in E. coli exprimiert, aufgereinigt und in die 

GppNHp-gebundene bzw. nukleotidfreie Form überführt. Allerdings ergab sich auch für diese 

beiden Isoformen ein vergleichbar negatives Ergebnis. (Abbildung 28) 

 

 

Abbildung 28. Design und Evaluierung α-methylierter, kohlenwasserstoffverbrückter Derivate der αH-Helix von SOS. 
A) Struktur der SOS αH-Helix (rot) gebunden an nukleotidfreies H-Ras (grau) (PDB. 1NVW) und die von Patgiri et al.
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abgeleitete Sequenz (ptSOS). An der Bindung beteiligte Seitenketten sind explizit dargestellt, wohingegen Positionen, 
die für den Einbau der nicht-natürlichen Aminosäuren verfügbar sind, grau hervorgehoben wurden. B) Repräsentative 
Daten der Fluoreszenzpolarisationsexperimente (N = 1). (Maximale Proteinkonzentrationen: H-Ras(NF) = 330 µM, H-
Ras(GDP) = 470 µM und H-Ras(GppNHp) = 330 µM; N-Ras(NF) = 280 µM, H-Ras(GDP) = 400 µM und H-Ras(GppNHp) = 
400 µM; K-Ras(GDP) = 50 µM und K-Ras(GppNHp) = 50 µM) C) Synthetisierte Peptidsequenzen und Ergebnis des FP-
Bindungsexperiments der drei Ras-Isoformen in verschiedenen Nukleotidbindungszuständen. 
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Wie bereits bei den stabilisierten β-Haarnadeln deuten die Ergebnisse prinzipiell auf höhere 

Affinitäten der modifizierten Peptide im Vergleich zu den jeweiligen Wildtypsequenzen hin, sind 

jedoch für den Einsatz als PPI-Inhibitoren zu gering, was auch eine weitergehende 

Sequenzoptimierung als wenig erfolgversprechend erscheinen lässt. Als Technologie ist α-

methylierte Kohlenwasserstoffverbrückung üblicherweise in der Lage, Affinitätsgewinne von bis zu 

zwei Größenordnungen zu bewirken.79 In einigen Fällen wurden auch deutlich höhere Gewinne 

beobachtet, was auf zusätzliche hydrophobe Wechselwirkungen des Makrozyklus mit der 

Oberfläche des Zielproteins zurückzuführen war.79 Um wirksame Modulatoren für Ras‒GEF-

Wechselwirkungen zu entwickeln wären daher höher affine Startpeptide oder die Generierung 

zusätzlicher Interaktionen notwendig. Im Falle der Ras-Proteine sind dafür jedoch derzeit keine 

weiteren nutzbaren Peptidsequenzen in GEFs bekannt. Auch für den umgekehrten Ansatz, der 

Stabilisierung eines Sekundärstrukturelements aus Ras konnten keine geeigneten 

Ausgangssequenzen identifiziert werden. 

Nach Abschluss der vorgestellten Untersuchungen wurden kürzlich Studien veröffentlicht, die eine 

ähnliche Strategie verfolgen.253 Ausgehend von der αH Wildtyp-Sequenz aus SOS wurde darin 

anhand analoger Überlegungen ein Satz α-methylierter, kohlenwasserstoffverbrückter Peptide 

generiert und auf ihre Affinität zu verschiedenen K-Ras Konstrukten getestet. Dabei unterscheiden 

sich die beiden besten Kandidaten nur in der Gestalt der verwendeten Linkergruppe von Peptiden 

35 und 36. Für diese Peptide wurden in einem Fluoreszenzpolarisationsexperiment nanomolare 

Affinitäten zu K-Ras im GDP- und GppNHp-gebundenen Zustand beschrieben. Trotz intensiver 

Versuche konnten diese Ergebnisse des FP-Bindungsexperiments für die Peptide 35 und 36 

allerdings nicht unter den beschriebenen Bedingungen reproduziert werden. Allerdings sind die 

beschriebenen Beobachtungen prinzipiell sehr überraschend. Selbst die gesamte katalytische 

Domäne von SOS zeigt nur eine Dissoziationskonstante von KD = 14.5µM254 mit H-Ras(GDP). Die 

verwendete Startsequenz der αH-Helix macht aber nur ca. 40% der Ras‒SOS-

Wechselwirkungsfläche aus und sollte daher eine deutliche geringere Affinität besitzen. Zudem 

wurden, wie bereits erläutert, mit einer anderen Stabilisierungsmethode bei vergleichbaren 

Peptiden nur Affinitäten im hohen mikromolaren Bereich erzielt (KD (HBS3-H-Ras) = 158 µM). 

Obwohl sich die Konformation der Switch I und II Regionen von K-Ras je nach 

Nukleotidbindungszustand ändert, wurden überraschenderweise nahezu identische Affinitäten für 

die GDP- und GTP-Form von K-Ras beobachtet.  
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5.2.3 Modulation von RasGAP Aktivität 

Eine Störung des GAP-vermittelten Inaktivierungsprozess ist das Resultat der häufigsten 

onkogenen Ras-Mutationen. Sie verhindern die korrekte Bindung und Funktion von RasGAPs und 

bewirken dadurch eine Akkumulation von aktivierten, GTP-gebundenen Ras-Proteinen. Moleküle, 

die dazu in der Lage sind, die GTP-Hydrolyserate zu erhöhen, wären von großem therapeutischen 

Nutzen.  

In Säugern existieren eine Reihe verschiedener Proteine, die GAP-Aktivität für die drei 

verschiedenen Ras-Isoformen aufweisen, darunter p120GAP, Neurofibromin (NF1), RASAL, 

Proteine der GAP1 Familie wie GAP1IP4BP, und die SynGAP-Familie wie SynGAP oder DAB2IP.116 

Davon sind allerdings lediglich für den Komplex von H-Ras und der katalytischen Domäne von 

p120GAP (PDB. 1WQ1) strukturelle Daten verfügbar.149 Die p120GAP Domäne besteht aus 

zahlreichen α-Helices verbunden über diverse Schleifenmotive. Dabei befindet sich der für die 

Katalyse entscheidende Arginin-Finger (Arg789) in einer ausgedehnten Schleife, die keine 

geordnete Rückgratstruktur erkennen lässt und somit für einen Stabilisierungsansatz ungeeignet 

ist (Abbildung 29A). Aus Mangel an geeigneten Startstrukturen wurde daher die Suche auf 

Komplexe von RapGAPs ausgedehnt. Rap-GTPasen sind die nächsten Verwandten der Ras-

Proteine, wobei Rap1 über 50% Sequenzidentität mit Ras aufweist. Ras- und Rap-GTPasen teilen 

einige Effektoren und GAPs, die dazu in der Lage sind, mit Mitgliedern beider Proteinfamilien zu 

interagieren.255 In Bezug auf den GTP-Hydrolysemechanismus unterscheiden sich Rap-Proteine 

durch einen Threonin-Rest (Thr61) in der Switch II-Region, der nicht die katalytische Funktion des 

Gln61 von Ras ausüben kann. Es existieren einige GAP-Proteine mit breiter Substratspezifität (z.B. 

SynGAP oder GAP1), die sowohl Ras- als auch Rap-Proteine deaktivieren können, sowie Rap-

spezifische GAPs.256 Erstere besitzen eine konventionelle RasGAP-Domäne, während letztere einen 

abweichenden Katalysemechanismus aufweisen. Die einzige verfügbare Komplexstruktur eines 

RapGAPs ist die Kristallstruktur des Rap-spezifischen Rap1GAPs gebunden an Rap1 (PDB. 3BRW). 

Darin ragt das Asn290 von Rap1GAP („Asparagin-Daumen“) in die Nukleotidbindetasche von Rap1 

und übernimmt die Rolle des nicht vorhandenen Gln61-Rests. Zudem trägt Tyr32 der Rap1 Switch 

I-Region zur Stabilisierung der negativen Ladung des Übergangszustands (Abbildung 29B) bei.257 Im 

Gegensatz zu RasGAP befindet sich das katalytisch aktive Asn290 am C-terminalen Ende einer α-

Helix (Q280-D291). Rap1GAP zeigt selbst zwar keine GAP-Aktivität bei Ras-Proteinen, jedoch 

könnte ein stabilisiertes Peptid, das in direkter Nähe der Nukleotidbindetasche an Ras bindet, 
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möglicherweise durch Substitution des Asn-Daumens zu einem Moleküle mit RasGAP-Aktivität 

umgewandelt werden. 

Daher wurden analog zu den von der SOS αH-Helix abgeleiteten Peptiden, ausgehend von dieser 

Peptidsequenz, vier mittels α-methylierter Kohlenwasserstoffverbrückung stabilisierte Peptide in 

der i, i+4-Architektur dargestellt. Die Peptide wurden N-terminal mit Fluorescein markiert und in 

einem FP-Experiment auf ihre Bindung zu H-Ras(GppNHp) getestet (Abbildung 29C). Leider zeigten 

die Peptide keinerlei nennenswerte Affinität (KD > 500 µM). Lediglich für Peptid 63 war ein 

geringer Anstieg in der Anisotropie zu erkennen. 

 

 

 
Abbildung 29. GAP-Komplexe als Ausgangspunkte für die Generierung artifizieller RasGAP-Aktivität. A) Struktur des H-
Ras‒p120GAP-Komplexes (PDB. 1WQ1). Der für die GTP-Hydrolyse entscheidenden Arginin-Finger (Arg789) und Gln61 
aus Ras sind explizit dargestellt. Die häufig mutierten Positionen Gly12 und Gly13 sind markiert. B) Struktur des 
Rap1‒Rap1GAP-Komplexes (PDB. 3BRW). Der für die GTP-Hydrolyse entscheidende Asparagin-Daumen (Asn290) und 
Tyr32 aus Ras, sowie das bei der Hydrolyse nicht involvierte Gln61 sind explizit dargestellt. Die als Ausgangspunkt für 
die Synthese konformativ stabilisierter Peptide genutzte α-Helix (Q280-D291) aus Rap1GAP ist rot markiert. C) Von 
derRapGAP1 α-Helix (Q280-D291) abgeleitete Peptidsequenzen. Der katalytisch wirksame Asn-Rest ist rot markiert. D) 
Ergebnis des FP-Bindungsexperiments mit H-Ras(GppNHp). (cmax.[H-Ras(GppNHp)] = 550 µM). 
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5.3 Modulation der Rab-Aktivität mittels stabilisierter Peptid-

Sekundärstrukturen 

(Diese Studie wurden in Zusammenarbeit mit M.Sc. P. M. Cromm durchgeführt. Die 

Proteinexpression und Aufreinigung erfolgte in Kooperation mit Frau Nathalie Bleimling und der 

Dortmund Protein Facility) 

 

Die Synthese von Ras-Modulatoren auf Basis stabilisierter Sekundärstrukturelemente von 

natürlichen Bindungspartnern lieferte Peptide, deren Affinitäten zu niedrig waren, als dass sie als 

Inhibitoren entsprechender PPIs in Frage kommen. Dies war in den untersuchten Fällen jedoch 

vornehmlich auf die geringe Auswahl an möglichen Startsequenzen und deren niedrige Affinitäten 

zurückzuführen. Nichtsdestoweniger zeigte sich dabei das Potential dieses Ansatzes, da einige der 

stabilisierten Derivate beachtliche Affinitätsgewinne gegenüber der jeweiligen Wildtyp-Sequenz 

aufwiesen. Daher wurde die gleiche Strategie im auf die Familie der Rab-Proteine angewendet. Für 

die größte Unterfamilie kleiner GTPasen existiert eine Vielzahl verschiedener Wechselwirkungen, 

die bereits strukturell und biochemisch charakterisiert sind und sich daher ausgezeichnet für eine 

umfassende Machbarkeitsstudie anbieten. Zudem wurden Fehlfunktionen von Rab-Proteinen in 

letzter Zeit vermehrt mit verschiedenen Erkrankungen in Verbindung gebracht, wodurch Rab-

GTPasen verstärkt als potentielle therapeutische Ziele an Bedeutung gewonnen haben.131,166 

Inhibitoren von Rab‒Protein-Wechselwirkungen können somit als Werkzeuge für die 

Untersuchung verschiedener biologischer Fragestellungen, sowie als Ausgangspunkt für die 

Medikamententwicklung dienen. 

 

5.3.1 Strukturelle Analyse von Rab-Protein-Wechselwirkungen 

Auf der Suche nach Peptidsequenzen, die für die Synthese stabilisierter Sekundärstrukturelemente 

aus Bindungsdomänen geeignet sind, wurden die, in der PDB zugänglichen, Proteinkomplexe von 

humanen Rab-GTPasen gebunden an ihre Interaktionspartner untersucht. Im Gegensatz zur Ras-

Familie, bei der in vielen Wechselwirkungen ein intermolekulares β-Faltblatt involviert ist, weisen 

die Bindungspartner von Rab-Proteinen häufig eine oder mehrere α-Helices in ihrer 

Bindungsdomäne auf.143,152 Oftmals bestehen die Wechselwirkungsflächen dabei zum großen Teil 

oder sogar vollständig aus Helix-Kehre-Helix- oder Doppelwendel (coiled-coil)-Motiven. Daher 
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wurden im Folgenden stabilisierte α-helikale Peptide als neuartige Bindungspartner von Rab-

GTPasen und als potentielle PPI-Inhibitoren untersucht. Um aus den zahlreichen α-helikalen 

Peptidsequenzen die vielversprechendsten Startstrukturen auszuwählen, wurde erneut deren 

Wechselwirkungsoberflächen mit Hilfe der Software MSMS (Maximal Speed Molecular Surface)251 

berechnet und zur Gesamtoberfläche in Relation gesetzt (Tabelle 3).  

 

5.3.2 Evaluation der Wildtyp-Peptide 

Anschließend wurden Sequenzen selektiert, die eine Interaktionsfläche von mindestens 600 Å2 

und einen hohen Anteil an der gesamten Bindungsoberfläche aufwiesen. Dabei wurden allerdings 

Peptide von weiteren Betrachtungen ausgeschlossen, die aus Strukturen nicht humaner Rab-

Proteine bzw. Rab-Homologen abgeleitet sind. Gleiches galt für Peptidsequenzen, bei denen 

bereits aus literaturbekannten Studien mit Mutanten oder Proteinfragmenten eine geringe 

Affinität zum Zielprotein zu erwarten war (Tabelle 3). Anhand dieser Kriterien wurden die 

vielversprechendsten elf Kandidaten für eine weitere Untersuchung ausgewählt (Abbildung 30). 

Die Peptidsequenzen wurden analog zu den vorhergehenden Abschnitten an Rink Amid-MBHA-

Harz unter Verwendung von Standard-Fmoc-Festphasenbedingungen mit einem Syntheseroboter 

synthetisiert und N-terminal mit einer Fluorescein-PEG-Einheit funktionalisiert (66 – 76, Abbildung 

31). Die Mikrowellen-unterstützte Peptidsynthese führte dabei in einigen Fällen zu 

Aspartimidbildung, die jedoch durch Zugabe von 0.1 M HOBt während Fmoc-Entschützung 

unterdrückt werden konnte.258  
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Tabelle 3. Übersicht über die Bindungsparameter α-helikaler Peptidsequenzen aus Bindungsdomänen von Rab-
Proteinen. Peptidsequenzen die für eine weiter Betrachtung ausgewählt wurden sind mit einem * markiert. 

α-helikale Domäne Sequenz Kontaktfläche 
(% Gesamtinteraktion) 

bekannte 
Zielproteine 

PDB 
Code 

Ref. 

*Rab6-IP1900-V916 DDEKEQFLYHLLSFNAV 1035 Å
2
 (65%) Rab6, Rab11 3CWZ 

259
 

      
*LidAL398-S415 
*LidAL427-A439 
*LidAT537-V557 

LSLEMEKQLETINNLIMS 
LLHKHNGLNLKLAN 
TVKKLVHHNKGLETTIHKERV 

616 Å
2
 (17%) 

998 Å
2
 (29%) 

982 Å
2
 (29%) 

Rab1, Rab8 3TNF 
260

 

      
*Rabaptin5V817-V830 VQRDFVKLSQTLQV 1065 Å

2
 (72%) Rab5 1TU3 

261
 

     
 

*RILPF248-E269 FEQILQERNELKAKVFLLKEE 1437 Å
2
 (100%) Rab7 1YHN 

156
 

     
 

*GCC185L1589-R1605 LMEQIKLLKSEIRRLER 616 Å
2
 (100%) Rab6, Rab9 3BBP 

262
 

      
*Rabin8L189-V208 LGQELEELTASLFEEAHKMV 1689 Å

2 
(75%) Rab8 4LHY 

156
 

     
 

*REP1G378-F391 GELPQCFCRMCAVF 760 Å
2 

(36%) various Rabs  1VG9 
263

 
     

 

*FIP2L477-V498 LEDYIDNLLVRVMEETPSILRV 810 Å
2
 (60%) Rab11, Rab25 2GZD 

264 

     
 

*FIP3N730-K755 NFRLQDYIDRIIVAIMETNPSILEV
K 

870 (63%) Rab11, Rab25 2HV8 
265 

     
 

Sec2K99-118
[a]

 KEVEDLTASLFDEANNMVAD 1747 (73%) Sec4 2EQB 
266 

     
 

RabexE351-F365 EDGYYFTNLCCAVAF 1007(42%) Rab5, Rab21 2OT3 
266 

     
 

GDIE241-Y253
[a]

 ELPQGFARLSAIY 887(50%) YPT1, YPT7 3CPH 
267 

     
 

DrraQ407-R418 

DrraT427-S440 

QSLWGAASDYSR 
TVEPGLVSAVNKMS 

945 (27%) 
1098 (32%) 

Rab1, Rab8 3JZA 
268 

     
 

TRAPPN32-Q50
[a] 

NEYLILASTLHGVFAIASQ 1118 (58%) YPT1 3CUE 
269 

     
 

EEA1A54-H65 ADELFKHYEAVH 488 (40%) Rab5 3MJH 
270 

     
 

RabphillinE51-R72
[b] 

EKEIINRVIARAEKMETMEQER 1260 (55%) Rab3 1ZBD 
271 

     
 

Rabenosyn5P460-A475
[c] 

Rabenosyn5D482-L491
[c] 

PLLQQIHNITSFIRQA 
DEVRTLQENL 

709 (37%) 
652 (34%) 

Rab4, Rab22 1Z0K 
272 

     
 

Exophilin4E11-R32
[d] 

EQEAIMKVLQRDAALKRAEEER 1288 (61%) Rab27 3BC1 
273 

     
 

GYP1Q480-C488
[a] 

GYP1Q338-T346
 [a] 

GYP1F597-Q605
 [a] 

QFAFRWMNC 
QIEIDIPRT 
FQETITFLQ 

637 (23%) 
586 (22%) 
458 (17%) 

Rab33 2G77 
165 

     
 

RabexE351-F365
[e] 

EDGYYFTNLCCAVAF 1007(42%) Rab5, Rab21 2OT3 
266 

     
 

[a]
 Homolog aus S. cerevisiae.

 
Aus der Literatur war bereits für Bindungspartner bekannt, dass die isolierte α-helikale 

Sequenz eine sehr geringe Affinität zum Zielprotein zeigt: siehe Referenzen [b]
274

, [c]
272

, [d]
200

 und [e]
275

. 
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Abbildung 30. Kristallstrukturen von Rab‒Protein-Komplexen mit α-helikalem Bindungsmotiv. Für eine konformative 
Stabilisierung geeignete, α-helikale Peptidsequenzen sind rot markiert. 

 

Viele der Peptidsequenzen stammen aus Bindungspartnern, die mit mehreren verschiedenen Rab-

GTPasen interagieren (vgl. Abschnitt 3.2). Daher wurden die Peptide in einem FP-

Bindungsexperiment auf ihre Affinität zu einer Auswahl an Rab GTPasen getestet. Zu diesem 

Zweck wurden Rab-Proteine mit Unterstützung der Dortmund Protein Facility und Frau Nathalie 

Bleimling in E. coli rekombinant exprimiert und mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt. Um 

eine verbesserte Expressionsausbeute und Proteinstabilität zu erzielen, wurden C-terminal 

verkürzte Konstrukte exprimiert, welche jedoch mindestens die vollständige G-Domäne und somit 
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die relevanten Bindestellen der jeweiligen Interaktionspartner umfassten. Rab1b3-174, Rab5a2-216, 

Rab6a2-211, Rab7a2-207 und Rab8a6-176 konnten nach etablierten Protokollen problemlos in 

ausreichenden Mengen aufgereinigt werden.162,163,268,276 Rab9a1-203 und Rab11a1-218 wurden durch 

die DPF in pOPINF Vektoren kloniert, in den bakteriellen Wirt transformiert und als Fusionsprotein 

mit N-terminalem His6-Affinitätsanker und einer PreScission-Schnittstelle exprimiert. Nach 

Aufreinigung mittels Affinitätschromatographie konnte dieser katalytisch durch TEV (Tabacco Etch 

Virus Nla )-Protease entfernt werden.  

Der Nukleotidbindungszustand der Rab-Proteine hat einen entscheidenden Einfluss auf die 

Affinität der verschiedenen Bindungspartner. So weisen Effektoren wie Rab6-interacting protein 1 

(R6IP1), LidA, Rabaptin5, Rab interacting lysosomal protein (RILP), GRIP and coiled-coil domain-

containing protein 185 (GCC185) und Family interacting protein 2/3 (FIP2/FIP3) die stärkste 

Affinität zur GTP-assoziierten, aktivierten Form von Rab-Proteinen auf. Dagegen binden 

Nukleotidaustauschfaktoren wie Rabin8 bevorzugt an nukleotidfreie Rab-GTPasen, während 

Eskortproteine wie Rab escort protein 1 (REP1) insbesondere an GDP-assoziierte Rab-Proteine 

binden. Daher wurden die Rab-GTPasen in den drei Nukleotidbindungszuständen (GTP- und GDP-

gebunden sowie nukleotidfrei) hergestellt und untersucht. Die meisten Rab-Proteine liegen nach 

der Aufreinigung vorwiegend in der GDP-gebundenen Form vor. Lediglich Rab6 weist eine derart 

niedrige intrinsische GTP-Hydrolyserate auf, dass es in der GTP-assoziierten Form erhalten 

wird.162,277 Für alle anderen Rab-Proteine wurde GTP durch das hydrolysestabile Derivat GppNHp 

ersetzt. Ohne die stabilisierende Wirkung eines zugehörigen GEFs, das die Kontakte des fehlenden 

Nukleotids durch zusätzliche Wechselwirkungen kompensieren kann, sind nukleotidfreie Rab-

Proteine thermodynamisch relativ instabil und neigen zur Aggregation.278 Daher konnten nur 

vergleichsweise geringe Maximalkonzentrationen erreicht werden, wobei die Stabilität der 

verschiedenen Rabs teils deutlich variierte (Abbildung 31). Dadurch bedingt konnte bei der 

Affinitätsmessung teils nicht bis in den Sättigungsbereich titriert werden, sodass die 

Bindungskurven extrapoliert werden mussten, um einen Vergleich des Bindungsverhaltens zu 

ermöglichen. 
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Abbildung 31. Untersuchung α-helikaler Wechselwirkungsmotive aus Rab-Bindungspartnern. A) Die 
vielversprechendsten Peptidsequenzen wurden als N-terminale Fluorescein-Konjugate dargestellt. Die „Heatmap“-
Darstellung der Ergebnisse des Fluoreszenzpolarisations-Bindungsexperiments gibt eine Übersicht über die 
Dissoziationskonstanten mit verschiedenen nukleotidfreien Rab-Proteinen. * Nukleotidfreie(NF) Rab-Proteine zeigen 
häufig eine geringe Löslichkeit, was sich in relativ niedrigen maximalen Proteinendkonzentrationen äußert (maximale 
Konzentration im FP-Assay: Rab1b(NF)=105 mm, Rab5a(NF)=4 mm, Rab6a(NF)=140 mM, Rab7a(NF)=57 mM, 
Rab8a(NF)=34 mM, Rab9a(NF)=5 mM, Rab11a(NF)=171 mM). Einige Bindungskurven erreichten kein Plateau und 
wurden daher extrapoliert, um vergleichbare KD-Werte zu erhalten. B) Repräsentative Daten der 
Fluoreszenzpolarisationsmessungen.

279
 

 

Im Fluoreszenzpolarisations-Assay zeigten alle untersuchten Peptide geringe Affinitäten 

(KD > 300 µM) für die GDP- und GTP-gebundenen Rab-Proteine. Obgleich die getesteten Peptide 

teilweise die gesamte Wechselwirkungsfläche der jeweiligen Proteine enthalten und somit eine 

vergleichbare Affinität erhofft wurde, ist das Ergebnis nicht vollkommen unerwartet. So verlieren 

Peptidsequenzen oftmals ihre ursprüngliche Sekundärstruktur, wenn sie aus der stabilisierenden 

Tertiärstruktur des Ausgangsproteins entfernt werden. Da dem deutlich flexibleren Peptid bei 
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Assoziation an das Rab-Protein mehr Konformationsfreiheitsgrade verloren gehen, wird das 

Bindungsereignis bedingt durch entropische Verluste geschwächt.24,25 Dagegen zeigten einige der 

Peptide für die nukleotidfreien Rab-Proteine deutlich höhere Affinitäten (Abbildung 31 und 

Anhang Tabelle 15), sechs der Peptide (66, 68, 73 - 76) sogar mit Dissoziationskonstanten im 

niedrigen mikromolaren Bereich (KD < 20 µM). Die Selektivität für die einzelnen Rabs war dabei 

gering. Allerdings ist für einige der ursprünglichen Bindungspartner, aus denen die 

Peptidsequenzen entstammen, bekannt, dass sie an mehrere verschiedene Rab-GTPasen binden. 

In vielen Fällen besteht zudem keine Klarheit, ob die Ausgangsproteine mit weiteren Rabs 

assoziieren. So sind Studien, die systematisch das Interaktom von Rab-GTPasen untersuchen, 

bisher relativ selten. Die wenigen bisher verfügbaren Daten deuten daraufhin, dass oftmals eine 

unerwartet breite Substratspezifität besteht.158,159 Zudem bilden die isolierten α-helikalen 

Bindungsepitope in manchen Fällen nur einen Teil der ursprünglichen Interaktionsfläche ab. 

Darüber hinaus ermöglicht die höhere strukturelle Flexibilität der nukleotidfreien Rab-Proteine 

innerhalb der Switch 1- und Switch 2-Region und des P-Loops möglicherweise eine induced fit-

Bindung, bei der die Peptide eine bindende Konformation innerhalb der flexiblen Regionen 

induzieren können. 

Aus den Peptiden mit den höchsten Bindungsaffinitäten wurden vier Sequenzen für die 

nachfolgende Stabilisierung ausgewählt. Um einen möglichst repräsentativen Überblick für das 

Potential dieses Ansatzes zu schaffen, wurden Peptidsequenzen aus verschiedenen Klassen an 

Bindungspartner näher untersucht: zwei Sequenzen abgeleitet von Effektoren (66 aus R6IP1 und 

68 aus LidA), eine Sequenz abgeleitet von einem Nukleotidaustauschfaktor (73 aus Rabin8) und 

eine Sequenz aus einem Eskortprotein (74 aus REP1).  
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5.3.3 Gestaltung und Synthese α-helikal stabilisierter Peptid-Strukturen 

Analog zur Adressierung der Ras‒SOS-Wechselwirkung in Kapitel 5.2.2 wurden 

kohlenwasserstoffverbrückte Derivate synthetisiert, um Peptid-basierte Rab-Modulatoren mit 

potentiell vielversprechenden pharmakologischen Eigenschaften zu generieren. Der Einbau der 

Kohlenwasserstoffverbrückung erfolgte entsprechend der bereits diskutierten 

Gestaltungsprinzipien auf Basis der jeweiligen Kristallstrukturen, in der i, i + 4-

Verbrückungsarchitektur.  

In den Kristallstrukturen der Ausgangsproteine wurden Reste identifiziert, die nicht an der Bindung 

beteiligt sind und bei denen die Einbringung der α-methylierten Kohlenwasserstoffverbrückung 

voraussichtlich keine sterische Hinderung mit dem jeweiligen Rab-Protein erzeugt. So ergaben sich 

aus der Struktur des R6IP1‒Rab6a-Komplexes fünf verschiedene Positionen für den Einbau der 

nicht-natürlichen Aminosäuren (Abbildung 32). Im Falle der i, i + 4-Architektur erlaubte dies den 

Einbau dreier unterschiedlicher Verbrückungen (77 - 79). Darüber hinaus wurde noch ein 

verkürztes Peptid (80) synthetisiert, um den Einfluss der drei negativ geladenen N-terminalen 

Reste (Asp-Asp-Glu) zu untersuchen. Basierend auf dem LidA-Rab8a-Komplex ergaben sich anhand 

der gleichen Gestaltungsprinzipien die drei verbrückten Derivate (81 - 83). Anhand der Struktur 

des REP1‒Rab7a-Komplexes wurden ebenfalls drei Peptide (84 - 86) generiert, während auf 

Grundlage der Rabin8‒Rab8a-Wechselwirkung für die längere Rabin8 α-Helix vier Peptide (87 – 90) 

entworfen wurden. Dabei wurden neben der Rabin8‒Rab8-Wechselwirkung auch die Kontakte der 

Doppelwendel-Interaktion der katalytischen Domäne von Rabin8 in die Planung der 

Verbrückungen mit einbezogen, um eine potentiell gleichzeitige Bindung zweier stabilisierter 

Peptide zu ermöglichen. 
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Abbildung 32. Planung des Einbaus α-methylierter, Kohlenwasserstoffverbrückungen in die Wildtyp-Peptidsequenzen 
auf Basis der Kristallstrukturdaten. Strukturen des R6IP1‒Rab6a-Komplexes (PDB 3CWZ), LidA‒Rab8a-Komplexes (PDB 
3TNF), REP1‒Rab7a-Komplexes (PDB 1VG0) und Rabin8‒Rab8a-Komplexes (PDB 4HLX). An der Bindung beteiligte 
Seitenketten sind explizit dargestellt und Positionen, die für den Einbau des Bausteins 48 ausgewählt wurden, sind 
grau hervorgehoben. 
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Die Synthese der seitenkettenverbrückten Peptide erfolgte, wie bereits beschrieben, an NovaSyn-

TGR-Harz unter Standard-Fmoc-Bedingungen (Abbildung 14) und mit Grubbs I-Katalysator für die 

Ringschlussmetathese. Einzig das Leu380 - Phe384-verbrückte Derivat aus REP1 war synthetisch 

nicht zugänglich, da die Olefinmetathese nicht zum Ringschluss führte. Auch wiederholte und 

ausgedehnte Reaktionszeiten sowie der Einsatz anderer Katalysatoren und 

Mikrowellenbestrahlung bewirkten keine hinreichende Verbesserung. In Anbetracht der Tatsache, 

dass die beiden analogen Derivate 84 und 85 synthetisch zugänglich waren, sind die 

Schwierigkeiten bei der Makrozyklisierungsreaktion wahrscheinlich auf die Helix-brechenden 

Eigenschaften des Pro381 Restes zurückzuführen.  

 

5.3.4 Bindungsverhalten und strukturelle Eigenschaften 

seitenkettenverbrückter Peptide Rab-bindender Peptide 

Analog zu den Wildtyp-Peptiden wurden N-terminal mit Fluorescein-PEG konjugierte Derivate (77a 

– 89a) in einem FP-Assay auf ihr Bindungsverhalten bezüglich der Rab-Proteine Rab1b/-5a/-6a/-

8a/-9a und -11a in allen drei Nukleotidbindungszuständen untersucht. Im Fall der nukleotidfreien 

Rabs zeichneten sich fast alle stabilisierten Peptide durch verbesserte Affinitäten im Vergleich zum 

jeweiligen Wildtyp-Peptid aus. Die Affinitätsgewinne variieren dabei beträchtlich und erreichten 

eine bis zu 200-fache Steigerung. 

Nur für die stabilisierten Peptide 81a (für Rab9a(NF), und Rab11a(NF)) und 82a (für alle 

nukleotidfreien Rabs) konnte keine erhöhte Affinität beobachtet werden. Die N-terminale 

Verkürzung der Peptidsequenz 77 bewirkte einen deutlichen Affinitätsverlust (80). 

 

Die Dissoziationskonstanten einiger Liganden erreichten dabei sogar den submikromolaren 

Bereich. Die höchsten Affinitäten wurden für 79a/Rab11 (KD = 0.40±0.02 µM) und 84a/Rab8a 

(KD = 0.42±0.03 µM) bestimmt. Die besten Binder für Rab1b(NF), Rab5a(NF) und Rab6a(NF) wiesen 

ähnlich niedrige Dissoziationskonstanten im Bereich zwischen 1.0 µM und 1.1 µM auf. Dabei 

konnte durch den Einbau der Kohlenwasserstoffverbrückung ein bis zu ~40-facher 

Affinitätszuwachs erzielt werden. Lediglich für Rab9(NF) wurden KDs über 10 µM beobachtet. 

Wie bereits die Wildtyp-Peptide zeigten auch die stabilisierten Derivate eine geringe 

Diskriminierung zwischen den verschiedenen Rab-Proteinen. Unter Annahme eines zum 

Ursprungsprotein vergleichbaren α-helikalen Bindungsmodus, ist dies allerdings nicht unerwartet, 
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da der Einbau der Kohlenwasserstoffverbrückung und die damit verbundene Reduzierung der 

konformativen Freiheitsgrade vornehmlich den entropischen Verlust der Bindung kompensiert 

und sich somit auf die Affinität und weniger auf die Selektivität der Peptide auswirkt. 

Auch zeigten die verbrückten Peptide eine geringe Affinität (KD > 100 µM) gegenüber den GDP-

gebundenen und den meisten GTP-/GppNHp-gebundenen Rabs, was auf die geringen Affinitäten 

der Wildtyp-Peptide zurückzuführen ist. Einige der untersuchten Peptide banden jedoch an Rab8a 

in seiner GppNHp-assoziierten Form. Sechs Peptide (77a, 84a, 85a - 87a, 89a) zeigten moderate 

Affinitäten mit Dissoziationskonstanten im Bereich von 50 µM bis 100 µM. Allerdings band das von 

R6IP1 abgeleitete Peptid 79a aktiviertes Rab8a(GppNHp) mit einem KD von 22.2±1.2 µM, was 

bereits im Bereich einiger natürlicher Rab-Effektoren liegt.262,280 Dabei zeigte 79a eine mindestens 

5-fache Selektivität für Rab8a(GppNHp) gegenüber allen anderen getesteten Rab-Proteinen. Diese 

kann auch deutlich höher liegen, weil aufgrund der niedrigen Affinitäten für andere Rabs in der 

GppNHp-gebundenen Form keine exakten Werte bestimmt werden konnten. Damit stellt 79 den 

ersten Binder einer Rab-GTPase in ihrer aktivierten, GTP-gebundenen Form im niedrigen 

mikromolaren Bereich dar.  
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Abbildung 33. Evaluierung der kohlenwasserstoffverbrückten Peptide aus Rab-Bindungspartnern. A) Sequenzen der 
stabilisierten Peptide, „Heatmap“-Darstellung der Dissoziationskonstanten der N-terminal FITC-markierten Peptide 
(XXa) mit Rab-Proteinen in den drei Nukleotidbindungszuständen und α-Helizitäten der N-terminal acetylierten 
Peptide (XXb). *) Die maximal eingesetzten Protein-Konzentrationen waren: cmax.[Rab1b(NF)] = 110 µM, 
cmax.[Rab5a(NF)] = 5 µM, cmax.[Rab6a(NF)] = 100 µM, cmax.[Rab8a(NF)] = 34 µM, cmax.[Rab9a(NF)] = 68 µM and 
cmax.[Rab11a(NF] = 170 µM; die nukleotidfreien Proteine wurden nahe ihrer Löslichkeitsgrenze eingesetzt; 
cmax.[Rab(GDP)] = 300 µM and cmax.[Rab(GppNHp)] = 300µM. B) Exemplarische Bindungsdaten des FP-
Bindungsexperiments. (N = 3; Fehler repräsentieren 1σ) C) Exemplarische Daten eines Circulardichroismus-
Experiments von N-terminal acetylierten Derivaten der von R6IP1 abgeleiteten Peptidsequenzen zur Bestimmung des 
α-helikalen Anteils.

279
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Anschließend wurde der Einfluss der Verbrückungen auf die Sekundärstruktur der Peptide 

bestimmt. Dazu wurden die stabilisierten Peptide N-terminal mit Essigsäureanhydrid acetyliert 

(66b – 89b) und mittels Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie untersucht (Abbildung 33C).281 

Generell bewirkte die Isolierung der α-helikalen Bindungsepitope aus den Ursprungsproteinen 

einen deutlichen Verlust der konformativen Stabilität. So war die α-Helizität der Wildtyp-Peptide 

(66b, 68b, 73b, 74b) in Lösung gering und bewegte sich in einem Bereich von 2 – 10%. In den 

meisten Fällen konnte die Makrozyklisierung den α-helikalen Charakter der Peptide im Vergleich 

zu den unmodifizierten Startsequenzen zwar erhöhen, jedoch wiesen viele Peptide noch immer 

eine relativ niedrige α-Helizität auf. Den höchsten α-helikalen Anteil erreichten dabei die Peptide 

77b (36%) und 86b (35%). Wie am Beispiel von 77b/80b zu sehen ist, kann eine Verlängerung der 

Peptidsequenz zur Erhöhung des α-helikalen Charakters beitragen. Allerdings umfassen die 

Peptide, die von R6IP1 77 - 80, LidA 81 - 83 und REP1 86 - 89 abgeleitet wurden, bereits die 

vollständige Sequenz der α-helikalen Bindungsepitope, sodass dies lediglich im Fall der ohnehin 

schon relativ langen Sequenz aus Rabin8 eine Option darstellt. 

Der α-helikale Charakter korrelierte nicht immer mit gesteigerter Affinität zum Zielprotein. Zwar 

zeigten in vielen Fällen Peptide mit höherem α-helikalen Charakter auch gesteigerte Affinitäten zu 

den Rab-Proteinen. Oftmals war jedoch in einer Gruppe von Derivaten der jeweils affinste Binder 

nicht das Peptid mit der höchsten α-Helizität. Dieses Phänomen wurde allerdings bereits in vielen 

anderen Studien für α-helikal stabilisierte Peptide beobachtet.79 Offenbar stabilisiert die 

Verbrückung an einer bestimmten Position die bioaktive Konformation, aber nicht zwingend die α-

helikale Konformation in Lösung. Auch wurde bereits für eine Reihe α-methylierter, 

kohlenwasserstoffverbrückter Peptide gezeigt, dass die Verbrückung mit dem Zielprotein 

interagieren kann und so zusätzlich zur Bindung beiträgt. Ein derartiges Peptid muss aber nicht 

notwendigerweise die größte α-Helizität in Lösung aufweisen. 

 

5.3.5 Funktionale Evaluation Rab-bindender Peptide 

Die Regulation und Signalwirkung von Rab-Proteinen basiert auf einem komplexen Netzwerk aus 

PPIs mit unterschiedlichen Klassen an Interaktionspartnern. Diese Wechselwirkungen sind im 

Wesentlichen abhängig vom Nukleotidbindungszustand der GTPase, sodass Bindungspräferenzen 

Rückschlüsse auf den funktionalen Zusammenhang erlauben können. Bei der 

Affinitätsbestimmung der kohlenwasserstoffverbrückten Peptide zu Rab-Proteinen in den drei 
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verschiedenen Nukleotidbindungszuständen ergaben sich interessante Bindungsprofile, auf deren 

Grundlage sich einige potentielle Anwendungen ergeben, die im Folgenden näher untersucht 

wurden. 

 

Einfluss auf den  Nukleotidaustausch von Rab8a 

Die Ausbildung stabiler Komplexe mit GTPasen im nukleotidfreien Zustand gilt für Proteine 

gemeinhin als ein wesentliches Charakteristikum von Nukleotidaustauschfaktoren und wurde 

experimentell genutzt, um bisher unbekannte GEFs zu identifizieren.116,268 Während GEFs zumeist 

eine relativ moderate Affinität zu GDP-gebundenen GTPasen zeigen, binden sie um 

Größenordnungen stärker an die nukleotidfreie Form, um durch ausgedehnte Wechselwirkungen 

den thermodynamisch instabilen Zustand zu stabilisieren und die GTPasen vor Fehlfaltung oder 

Aggregation zu schützen. Dabei liegen die Affinitäten für den GDP-gebundenen Zustand der Rab-

Proteine oft im mittleren bis hohen mikromolaren Bereich, während sie für die nukleotidfreie 

Form mit Dissoziationskonstanten bis in den niedrigen nanomolaren oder subnanomolaren 

Bereich vorliegen können.156,268,275,282  

Zahlreiche der stabilisierten Peptide zeigten eine deutlich gesteigerte Affinität zu Rab-Proteinen im 

nukleotidfreien Zustand, teils mit Dissoziationskonstanten im submikromolaren Bereich. Obgleich 

die relativen Affinitäten im Vergleich zu katalytischen Domänen aus entsprechenden GEF-

Proteinen geringer sind, liegt dennoch ein vergleichbares Affinitätsprofil vor. Die Peptide 86 – 89 

sind sogar vom GEF Rabin8 abgeleitet und enthalten das vollständige Bindungsepitop der 

katalytisch aktiven Domäne (Abbildung 30). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die 

stabilisierten Peptide Auswirkungen auf die intrinsische Nukleotidaustauschrate von Rab8 oder auf 

den Rabin8-katalysierten Nukleotidaustausch zeigen. Dazu wurde Rab8 mit einem fluoreszenten 

GDP-Derivat Methylanthraniloyl(mant)-GDP283 beladen. Der Fluoreszenzmarker ist kovalent an die 

2‘- bzw. 3‘-Hydroxylgruppe der Ribose von GDP gebunden und hat keine bzw. nur minimale 

Auswirkung auf die Funktionsfähigkeit und Wechselwirkungen von Rab-Proteinen und ihren 

Bindungspartnern.156,275 Die umgebungssensitive mant-Gruppe zeigt einen Fluoreszenzanstieg bei 

Bindung an Rab8 und ermöglicht so, den Fortgang der Nukleotidaustauschreaktion zu verfolgen. 

Auch ohne die Präsenz eines Nukleotidaustauschfaktors zeigt Rab8 eine messbare, wenn auch 

geringe Nukleotidaustauschrate.284,285 Um zu untersuchen, ob diese durch seitenkettenverbrückte 

Peptide beeinflusst wird, wurde Rab8(mantGDP) mit N-terminal acetylierten Derivaten der 
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stabilisierten Peptide inkubiert, die eine niedrig mikromolare oder submikromolare Affinität 

(KD < 5 µM) zur nukleotidfreien Form von Rab8 gezeigt hatten (79 – 81 und 84 – 80). Anschließend 

wurde die Austauschreaktion durch Zugabe eines 500-fachen Überschusses an freiem GDP 

gestartet. Da ein vergleichsweise geringer Effekt erwartet wurde, mussten die Peptide in hohem 

Überschuss (bis zu 100-fach bezogen auf die Rab-Konzentration) eingesetzt und die Messungen 

über einen langen Zeitraum durchgeführt werden. Dabei wurden die Messungen allerdings teils 

durch begrenzte Löslichkeiten der Peptide und begrenzte Proteinsstabilität limitiert und durch 

Signalfluktuationen und Verdunstungseffekte zusätzlich erschwert. Dabei zeigten jedoch alle 

untersuchten Peptide weder eine Beschleunigung noch eine Verlangsamung der intrinsischen 

Austauschrate (Abbildung 34). Auch die Bildung eines Rab(NF)‒Peptid-Komplexes und die damit 

verbundene Verdrängung des markierten Nukleotids im ersten Schritt wurde im Rahmen der 

Messgenauigkeit nicht beobachtet.  

In früheren Studien wurde das Rabin8(Gly157-Leu232) Konstrukt als das minimale GEF aktive 

Fragment identifiziert.156 Aus der Kristallstruktur des Rab‒Rabin8-Komplexes ergibt sich, dass 

beide Stränge der Rabin8 Doppelwendel etwa zu gleichen Teilen zur Interaktion mit Rab8 

beitragen. Die Peptide 86 – 89 enthalten dabei sämtliche Kontaktstellen (Leu189 – Val208), die das 

parallele Homodimer der Rabin8 GEF-Region im Komplex mit Rab8 aufweist. Die 

Kohlenwasserstoffverbrückungen, die zur Stabilisierung der α-helikalen Struktur beitragen, sind 

zwar dergestalt in die Sequenz eingebaut, dass sie prinzipiell die gleichzeitige Bindung zweier 

Peptide als Homodimer erlauben, leisten aber keinen Beitrag zur Stabilisierung eines Dimers. 

Innerhalb der katalytisch aktiven Rabin8-Sequenz(Gly157-Leu232) tragen dagegen mehrere Reste 

zur Stabilisierung der bioaktiven Doppelwendel-Struktur bei, wie z.B. eine intermolekulare 

Disulfidbrücke von Cys179. Möglicherweise wäre eine zusätzliche intermolekulare Stabilisierung 

des Homodimers erforderlich, um GEF-Aktivität zu generieren. Darüber hinaus stellt die geringe 

Affinität zum GDP-gebunden Zustand von Rab8 ein zusätzliches Hindernis dar. So muss während 

des Nukleotidaustauschprozess zunächst ein ternärer Rab8(GDP)‒Rabin8-Komplex gebildet 

werden, der konformative Änderungen der Rab8-Struktur bedingt und dadurch die Freisetzung 

von GDP erlaubt.156 
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Abbildung 34. Einfluss seitenkettenverbrückter Peptide auf die intrinsische Nukleotidaustauschrate von Rab8. Der 
Austausch des umgebungssensitiven, fluoreszenten Nukleotidderivats mantGDP wurde in Abhängigkeit der Zeit 
beobachtet, nachdem die Reaktion durch Zugabe eines Überschusses an GDP (500 µM) gestartet wurde. Rab8(mant-
GDP) (1µM) zeigt keine veränderte Dissoziationskinetik in Gegenwart von N-terminal acetylierter Peptide (100 µM).  

 

Anschließend wurde untersucht, ob die von Rabin8 abgeleiteten Peptide (87 – 89) dessen GEF-

Aktivität unterdrücken können. Dazu wurde Rab8-mantGDP mit einer katalytischen Menge der 

Rabin8 GEF-Domäne und N-terminal acetyliertem Peptid vorinkubiert und die 

Nukleotidaustauschreaktion durch Zugabe eines Überschusses an GDP gestartet. Allerdings wurde 

selbst bei niedrigen Konzentrationen an Rabin8 und zehnfachem Peptidüberschuss im Rahmen der 

Messgenauigkeit keine signifikante Beeinflussung der Dissoziationskinetik beobachtet (Abbildung 

34). Möglicherweise sind die Affinitäten der Peptide zu gering, um wirksam mit Rabin8 in 

Konkurrenz zu treten. Die Verwendung höherer Inhibitorkonzentrationen war jedoch bedingt 

durch die limitierte Löslichkeit der kohlenwasserstoffverbrückten Peptide nicht möglich, 

wohingegen noch geringe Rabin8 Konzentrationen einen von der intrinsischen Austauschrate 

unzureichend unterscheidbaren Reaktionsverlauf lieferten.  
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Abbildung 35. Inhibition der GEF-Aktivität von Rabin8 durch α-methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptide. A) 
Das fluoreszente, umgebungssensitive Nukleotidderivat mant-GDP. B) GEF-Assay: Rab8-mantGDP (2 µM) wurde mit 
dem GEF His-Rabin8 (9 µM) oder mit Rabin8 (9µM) und einem N-terminal acetylierten Peptid (100 µM) inkubiert und 
die Austauschreaktion durch Zugabe eines Überschusses an GDP (500 µM) gestartet. Keines der verbrückten Peptide 
inhibierte den Rabin8-katalysierten Nukleotidaustausch. 

 

Rabin8 bindet die nukleotidfreie Form von Rab8 um etwa zwei Größenordnungen stärker als die 

kohlenwasserstoffverbrückten Peptide. So wurde für vergleichbare Rab8(NF)‒GRAB-

Wechselwirkung eine Dissoziationskonstante von 16.5 nM bestimmt.156 Im Fall von Rab8(GDP) 

(Rab8(GDP)‒GRAB KD = 43 µM) konnte das genaue Verhältnis aufgrund der geringen Affinität 

(KD > 300 µM) der Peptide nicht ermittelt werden. Vergleichbare mittels Wasserstoffbrückenersatz 

stabilisierten Peptidsequenzen der Ras-SOS-Wechselwirkung von Patgiri et al. beeinträchtigen den 

Nukleotidaustausch von Ras in vitro und in vivo. Die Dissoziationskonstante das besten Peptids, 

HBS3 mit Ras(NF) (KD = 28 µM),205 liegt ebenso um mehrere Größenordnungen über der von 

SOSkat.-Domäne (analoge murine HRas‒Cdc25-Interaktion: KD = 4.6 nM).286 Die Affinitäten für die 

GDP-gebundene Form unterscheiden sich aber nur um etwa das zehnfache 

(KD(Ras(GDP)‒Soskat.) = 15 µM und KD(Ras(GDP)‒HBS3) = 158 µM). Möglicherweise liegt die 

ausbleibende Wirksamkeit der Rabin Peptide also darin begründet, dass diese nur unzureichend 

mit Rabin8 um die Bindung an Rab8(GDP) konkurrieren können. So verläuft die Rabin8 katalysierte 

Nukleotidaustauschreaktion nach einer Kinetik Pseudo-1.Ordnung, bei der die initiale Bildung des 

ternären Rab(GDP)‒Rabin8-Komplexes den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt und 

die GTPase nur kurz in der nukleotidfreien Form verbleibt.156 Außerdem ist nicht auszuschließen, 

dass die Peptide an einer vom Ausgangsprotein abweichenden Position von Rab8(NF) binden und 

damit nicht die Rab8‒Rabin8-Wechselwirkung inhibieren können. 
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Inhibition einer Rab8‒Effektor-Wechselwirkung 

Das Peptid 79a zeigte im Fluoreszenzpolarisationsexperiment die höchste Affinität zur GppNHp-

assoziierten, aktivierten Form von Rab8a. Die Dissoziationskonstante des Peptids im niedrig 

mikromolaren Bereich liegt sogar in der gleichen Größenordnung einiger natürlicher Effektoren. 

Aus diesem Grund wurde der Einfluss von 79 auf eine Rab8-Effektor-Bindung untersucht. 

Exemplarisch wurde die Wechselwirkung mit dem Effektor oculocerebrorenal syndrome of Lowe 

protein (OCRL1) gewählt. OCRL1 ist ein peripheres Membranprotein, das hauptsächlich am Golgi 

Apparat lokalisiert ist und dessen Fehlfunktionen mit dem Ausbruch und dem Fortschreiten des 

Lowe Syndroms in Verbindung stehen und zu Fehlfunktionen von Niere, Augen und Nervensystem 

führen.287,288 Zunächst wurde die Rab8 Bindungsdomäne von OCRL1 (Val539 - E901) rekombinant 

in E. coli exprimiert, aufgereinigt und anschließend mit N-Hydroxysuccinimid-Fluorescein 

unspezifisch markiert. Als Kontrolle wurde die Bindung der markierten OCRL1-Domäne zu 

Rab8a(GppNHp) im Fluoreszenzpolarisationsexperiment bestimmt. Die ermittelte 

Dissoziationskonstante von 1.7 µM lag dabei nahe an einem Literaturwert (KD= 0.9 µM), der 

mittels ITC für unmodifiziertes OCRL1539-901 erhalten wurde (Abbildung 36A).280 Dagegen zeigt 

Fluorescein-markiertes 79a nur eine geringe Affinität zu unmodifiziertem OCRL1539-901, wobei die 

schwache Assoziation bei hohen Proteinkonzentrationen möglicherweise auf unspezifische 

Wechselwirkungen zurückzuführen ist (Abbildung 36B). 

Anschließend wurde ein vorgebildeter Proteinkomlex aus markiertem OCRL1539-901 und 

Rab8(GppNHp) mit verschiedenen N-terminal acetylierten Peptiden titriert. Während die gering 

affinen Kontrollpeptide 66b und 80b nicht dazu in der Lage waren, die Bindung zu stören, wurde 

OCRL1 durch steigende Konzentrationen an 79b aus einem Komplex verdrängt 

(IC50 = 490 ± 65 µM). (Abbildung 36C). 
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Abbildung 36. Das Peptid 79 wirkt als Inhibitor der Rab8–OCRL1-Wechselwirkung. a) Wechselwirkung der mit 
Fluorescein-markierten  Effektor-Domäne OCRL1539-901 mit Rab8(GppNHp) (KD = 1.7 µM). b) Im Vergleich zur Bindung 
an Rab8(GppNHp) zeigt das Fluorescein-markierte Peptid 79a nur eine sehr geringe Affinität zu OCRL1. c) Verdrängung 
von Fluorescein-markiertem OCRL1 aus einem Komplex mit Rab8(GppNHp) durch steigende Konzentrationen an 
acetyliertem Peptid 79b (IC50 = 490±65 µM). Die acetylierten Kontrollpeptide 66b und 80b zeigen keinen Effekt. 

 

Bindung des Zielproteins in Zelllysat und zelluläre Aufnahme des Peptids 

(Die Analyse der zellulären Aufnahme der Peptide wurde von Dipl. Biol. Philipp Küchler 

durchgeführt) 

Biologisch aktive Verbindungen müssen das Zielprotein auch in einer komplexen Mischung 

zellulärer Bestandteile und Proteine binden können. Aus diesem Grund wurde untersucht ob der 

beste Binder 79 mit Rab8(GppNHp) auch in Zelllysat noch stabil assoziieren kann. Dafür wurde ein 

Präzipitationsversuche mit HCT116-Lysat und auf Kunststoffkügelchen (beads) immobilisierten 

Peptiden durchgeführt. Die natürlichen Konzentrationen von Rab8 in Zelllysat lagen jedoch 

unterhalb der Nachweisgrenze des verwendeten Rab8-spezifischen Antikörpers. Daher wurde 

HCT116-Lysat eingesetzt, das mit 0.9 Gew.-% Rab8a(GppNHp) (bezogen auf die gesamte 

Proteinmenge) angereichert war. Die Peptide 79 und sein Vorläuferpeptid 66 wurden N-terminal 

mit Biotin und einer Linker-Gruppe funktionalisiert (79c und 66c) und auf mit Streptavidin 

beschichteten Kunstoffkügelchen immobilisiert. Anschließend wurden die Kügelchen mit Lysat 
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inkubiert und die Präzipitationseffizienz in einer Western Blot-Analyse mit Hilfe eines Rab8-

spezifischen Antikörpers ermittelt (Abbildung 37A). Die Ergebnisse spiegeln die 

Affinitätsverhältnisse wider, die im FP-Experiment ermittelt wurden und zeigen eine deutlich 

intensivere Bindung des kohlenwasserstoffverbrückten Peptids im Vergleich zur Wildtyp- bzw. 

Negativkontrolle.  

 

 

Abbildung 37. Bindung des Zielproteins in Zelllysat und zelluläre Aufnahme. A) Western-Blot Analyse eines 
repräsentativen Präzipitationsexperiments (N = 3; Fehler repräsentieren 1σ) mit N-terminal biotinylierten Derivaten 
66c und 79c in HCT116 Zelllysat, das mit 0.9 Gew.-% Rab8(GppNHp) angereichert wurde. B) Ladungsanalyse von 
Peptid 79. Reste mit negativem Beitrag sind rot gekennzeichnet, Reste mit positivem Beitrag blau gekennzeichnet. Die 
Berechnung erfolgte bei pH 7.4 mit Hilfe des Peptide property calculators (Innovagen).

289
 C) Analyse der Aufnahme des 

Fluorescein-markierten Peptids 79a in HCT116 Zellen (24h Behandlung) mittels Konfokalfluoreszenzmikroskopie. 
Überlagerte Abbildung mit nukleärer DNA (blau, Hoechst 33342) und Fluorescein (grün). 

 

Bei Rab8 handelt es sich jedoch um ein intrazelluläres Zielprotein. Daher wurde im Anschluss die 

zelluläre Aufnahme das Peptid 79 in HTC116 Zellen untersucht. Dafür wurden die Zellen mit 

steigenden Konzentrationen an markiertem Peptid inkubiert. Anschließend wurden die Peptide 

durch Waschen entfernt, die Zellen fixiert und die Fluoreszenzintensität optisch unter einem 

Konfokalmikroskop kontrolliert (Abbildung 37C). Die Methode ist zwar vergleichsweise anfällig für 

falschpositive Artefakte (Abschnitt 2.4),107,112,290 jedoch hat sie sich in vergangenen Studien häufig 

geeignet, um die Aufnahme stabilisierter Peptide im Vorfeld abzuschätzen. Das Fluorescein-

markierte Derivat 79a zeigt dabei eine relativ moderate zelluläre Aufnahme, die erst bei hohen 

Konzentrationen (>30 µM) sichtbar in Erscheinung tritt. Generell haben 

kohlenwasserstoffverbrückte Peptide in der Vergangenheit zwar oftmals eine gesteigerte 

Zellgängigkeit gezeigt, das Ausmaß der Zellgängigkeit ist aber stark von der jeweiligen Sequenz und 

der Platzierung des hydrophoben Makrozyklus abhängig.79,109,291 Zudem ist die vergleichsweise 

niedrige Aufnahme möglicherweise auf den relativ niedrigen α-helikalen Charakter der Sequenz 
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zurückzuführen. Auch könnte die über die gesamte Sequenz gemittelte negative Gesamtladung 

des Peptids ein weiteres Hindernis für eine zelluläre Aufnahme sein, denn obwohl die genauen 

Aufnahmemechanismen der Peptide noch immer nicht ganz verstanden sind, haben üblicherweise 

Peptide mit positiver Gesamtladung und/oder teils hydrophobem Charakter die tendenziell beste 

Aufnahme gezeigt.113,292 

 

5.4 Optimierung eines α-helikalen Rab8-Effektor-Inhibitors 

Im Zuge der durchgeführten Übersichtsstudie konnte die prinzipielle Anwendbarkeit 

kohlenwasserstoffverbrückter Peptide als Inhibitoren von Rab-PPIs gezeigt werden. Jedoch weisen 

die Peptide dieser ersten Generation bedeutende Limitierungen, wie unzureichende Affinität zum 

Zielprotein und geringe zelluläre Aufnahme auf, die sie für einen Einsatz als Werkzeuge für 

biologische Untersuchungen oder mögliche pharmakologische Anwendungen ungeeignet machen. 

Daher wurde in einer folgenden Studie versucht die Eigenschaften des Peptids 79 weiter zu 

verbessern. 

 

5.4.1 Kristallisationsstudien 

(Die Kristallisationsstudien wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Emmerich Mihai Gazdag 

durchgeführt) 

Die höchste Affinität zu Rab8(GppNHp) zeigte das von R6IP1 abgeleitete Peptid 79. Rab6 und Rab8 

wirken zwar im gleichen Transportweg (trans-Golgi-zu-Plasmamembran) und sind möglicherweise 

über R6IP1 verknüpft,293 im Gegensatz zur Rab6–R6IP1-Interaktion wurde eine direkte 

Rab8-R6IP1-Wechselwirkung bisher jedoch nicht nachgewiesen bzw. strukturell untersucht. Um 

die Bindungsverhältnisse aufzuklären, sollte 79 im Komplex mit Rab8(GppNHp) mittels 

Röntgenkristallstrukturanalyse untersucht werden. Dafür wurde das Kristallisationskonstrukt 

Rab8a6-176 exprimiert und aufgereinigt, das um einige dynamische und flexible Abschnitte verkürzt 

ist. Bei der Herstellung der Kristallisationsansätze wurde das verkürzte Rab8 entweder 

aufkonzentriert und mit einem Überschuss an acetyliertem 79b versetzt oder direkt in Gegenwart 

des Peptids aufkonzentriert. Dabei hatte das Peptid jedoch keinen erkennbaren Einfluss auf die 

Löslichkeit von Rab8. Anschließend wurden zahlreiche Kristallisationsbedingungen in einem 

Hochdurchsatzverfahren getestet. Nach wenigen Tagen wurden unter einigen Bedingungen 
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nadelförmige Kristalle erhalten. Diese Bedingungen wurden anschließend durch systematische 

Variation der Salzkonzentration, des pH-Wertes und der Proteinkonzentration weiter optimiert, 

sodass schließlich je nach Bedingung größere Nadeln sowie teils plattenförmige, rhombische 

Kristalle erhalten wurden (Abbildung 38).  

 

 
Abbildung 38. Kristallisationsversuche für Peptid 79b und Rab8(GppNHp). Im Hochdurchsatzverfahren wurden mit der 
sitting-drop-Methode einige Kristallisationsscreens getestet. Unter einigen Bedingungen wurden dabei nadelförmige 
und teils rhombische Kristalle erhalten, die nach röntgenkristallographischer Untersuchung aber keine 
Elektronendichte von 79b enthielten. 

 

Die röntgenkristallographische Untersuchung der verschiedenen Kristalle ließ jedoch in allen Fällen 

nur eine Elektronendichte erkennen, die Rab8 zugeordnet werden konnte, während das Peptid in 

keinem Datensatz identifiziert wurde. Zwar kristallisierte Rab8 dabei in einer Raumgruppe, die sich 

von der Struktur des reinen Rab-Proteins unterschied, offenbar war das Peptid jedoch nicht in 

ausreichend hohem Maße oder zu flexibel gebunden, sodass keine Elektronendichte in der 

Kristallstruktur erkennbar war. Auch in weiteren Studien konnten keine Bedingungen identifiziert 

werden, die eine röntgenkristallographische Analyse des gebundenen Peptids ermöglicht hätten. 

Daneben wurde versucht, 79b mit Rab8 im nukleotidfreien Zustand röntgenkristallographisch zu 

untersuchen. Trotz umfangreicher Studien im Hochdurchsatzverfahren konnte allerdings keinerlei 

Kristallbildung beobachtet werden. Dabei war die geringe Stabilität und damit verbundene geringe 

Löslichkeit von Rab8 für die Kristallisation hinderlich und konnte nicht erkennbar durch die 

Bindung von 79b gesteigert werden.  

 

5.4.2 Variation der Verbrückungsarchitektur 

Durch das Ausbleiben kristallographischer Daten war eine strukturgestütze Verbesserung des 

Peptids 79 nicht möglich. Daher wurden im Folgenden systematisch eine Reihe struktureller 

Parameter variiert, um die Affinität zum Zielprotein Rab8(GppNHp) zu verbessern. 
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In einem ersten Schritt wurde die Verwendung einer anderen α-helikalen Stabilisierungsmethode 

untersucht. Exemplarisch wurde die Strategie des N-terminalen kovalenten Wasserstoffbrücken-

Ersatzes (HBS)205 gewählt, die bereits erfolgreich für die Synthese von Ras‒SOS-Inhibitoren 

eingesetzt wurde.64 Peptid 90 wurde analog zu 60 (Abbildung 15) an der Festphase aufgebaut, 

wobei die Sequenz um ein C-terminales Lysin für die Einbringung einer Fluoreszenzmarkierung 

erweitert wurde. Die Ringschlussmetathese verlief quantitativ unter Verwendung von Hoveyda-

Grubbs II-Katalysator und Mikrowellenbestrahlung. Nach Markierung des C-terminalen Lysins mit 

FITC wurde 90 erhalten und auf seine Affinität zu Rab8(GppNHp) getestet. Dabei erhöhte der 

Einbau des N-terminalen kovalenten Wasserstoffbrücken-Ersatzes zwar die Affinität im Vergleich 

zur Wildtypsequenz 66a, konnte jedoch nicht die neunfache Verbesserung erzielen, die durch die 

α-methylierte Kohlenwasserstoffverbrückung in 79a erreicht wurde (Abbildung 39). Eine 

Kombination beider Methoden war hingegen synthetisch nicht zugänglich, da sich der Makrozyklus 

des Wasserstoffbrückenersatzes selbst durch einen Überschuss des Katalysators, ausgedehnte 

Reaktionszeiten und Mikrowellenbestrahlung nicht schließen ließ. 

Die Synthese kohlenwasserstoffverbrückter Peptide in der i,i+4-Architektur wird klassischerweise 

durch den Einbau zweier Bausteine vom Typ Fmoc-S5-OH erreicht, die nach Ringschlussmetathese 

eine hydrophobe Verbrückung bestehend aus acht Kohlenstoffatomen erzeugen.77,84 Um den 

Einfluss dieser Kohlenwasserstoffverbrückung zu untersuchen, wurden Derivate mit kürzerem und 

längerem Makrozyklus sowie ein unzyklisiertes Derivat synthetisiert. Die Synthese der Peptide 

(92 - 94) erfolgte analog zu 79 durch den Einbau entsprechend seitenkettenfunktionalisierter 

Aminosäure-Bausteine. Im Fall von Peptid 94 wurden mittels HPLC-MS-Analyse zwei Produkte der 

zu erwartenden Masse identifiziert. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um cis/trans-Isomere, 

von denen allerdings nur das Hauptprodukt isoliert werden konnte. Die Verkürzung (92) bzw. 

Verlängerung (93) des Makrozyklus um eine Methylen-Einheit bewirkte einen Affinitätsverlust, 

während die Verlängerung um zwei Methylen-Einheiten (94) zu einem Peptid mit geringfügig 

erhöhter Affinität führte. Interessanterweise hat der Ringschluss des C8-Makrozyklus keinen 

Einfluss, sodass das unverbrückte Derivat 91 eine vergleichbare Affinität zu Rab8(GppNHp) 

aufweist wie 79 mit geschlossenem Makrozyklus. Allerdings wurden bereits früher Fälle 

beschrieben, bei denen die abschließende Makrozyklisierung der α-Alkenyl-α-methyl-Bausteine 

nur einen geringen Einfluss auf die Affinität oder Helizität derartiger Peptide zeigte.77 
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Abbildung 39. Bindungsdaten der von 79 abgeleiteten Derivate mit Rab8(GppNHp). A) Peptidsequenzen und relative 
Dissoziationskonstaten, die auf den KD von 79b normiert wurden. Verbesserte Affinitäten in rot, verschlechterte 
Affinitäten in blau. (Die Messungen wurden zu verschiedenen Phasen des Optimierungsprozesses durchgeführt, 
sodass sich etwas unterschiedliche Dissoziationskonstanten für das Referenzpeptid 79a ergaben: 

[a]
KD = 11.7±0.3µM 

und 
[b]

KD = 62.1; cmax.[Rab8a(GppNHp)] = 1.00 mM). B) Nicht-natürliche Bausteine der verschiedenen 
Verbrückungsarchitekturen. C) Voraussichtliche Konfigurationen der dreifach-verbrückten Derivate 99, 100A und 
100B. D) Repräsentative Bindungsdaten des FP-Experiments. 
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Als nächstes wurde eine Reihe an Derivaten mit ausgedehnter konformativer Stabilisierung 

synthetisiert. Die Kohlenwasserstoffverbrückung in der i, i+7-Architektur verknüpft zwei 

Windungen einer α-Helix und wurde durch den Einbau der Aminosäuren Fmoc-R8-OH und Fmoc-

S5-OH erhalten (95). Des Weiteren wurde die Einbringung zusätzlicher α-methylierter 

Aminosäuren untersucht (vgl. Abschnitt 2.3). Dazu wurden die kommerziell verfügbare Fmoc-α-

Aminoisobuttersäure (A*) und Fmoc-α-Methylleucin (L*, 102) im Abstand i+4 und i+8 zur 

Kohlenwasserstoffverbrückung die Sequenz eingebracht (97). Der Fmoc-α-Methylleucin-Baustein 

wurde dabei analog zu dem in Abbildung 13 dargestellten Syntheseschema durch Alkylierung des 

chiralen Ni(II)-Komplexes 36 mit Isobutylbromid erhalten.  

Als nächstes wurde die gleichzeitige Einbringung zweier Kohlenwasserstoffverbrückungen der 

i, i+4-Architektur in die Peptidsequenz untersucht (96). Diese Strategie wurde bereits für die 

Stabilisierung ausgedehnter Peptidsequenzen, wie beispielsweise bei einem 37-mer HIV-Fusions-

Inhibitor, eingesetzt.85 Dabei waren die beiden i,i+4-Verbrückungen in einem großen Abstand (19 

Reste) in der Peptidsequenz platziert, um eine mögliche Kreuzreaktivität während der 

Metathesereaktion zu vermeiden. Im Fall von 96 befinden sich die beiden i, i+4-Paare jedoch in 

einem Abstand von drei Resten zueinander. Doch trotz des daraus resultierenden zentralen Si, i+4S-

Motivs wurden keine Nebenprodukte mit nur einem Ringschluss beobachtet. Nach Synthese des 

linearen Peptids erfolgte die gleichzeitige Ringschlussmetathese beider Verbrückungen und 

lieferte unter den gängigen Reaktionsbedingungen quantitativ das zweifach verbrückte Derivat. 

Darüber hinaus wurde der Einbau zweier direkt verknüpfter Kohlenwasserstoffverbrückungen 

untersucht (98). Für den Aufbau dieser vor Kurzem beschriebenen stitched-Architektur86 wurden 

zwei α-Methyl, α-alkenyl-Bausteine in den Positionen i und i+4+7 sowie ein zentraler Bisalkenyl-

Baustein (B5) in der Position i, i+4 in die Sequenz eingebracht. Dabei erforderte der Einbau des 

sterisch anspruchsvollen Bisalkenyl-Bausteins sowie die Kupplung der folgenden Aminosäure 

ausgedehnte Reaktionszeiten und Mehrfachkupplungen. Die abschließende Ringschlussmetathese 

lieferte unter Verwendung von Grubbs I-Katalysator quantitativ den geschlossenen spiro-Bizyklus.  

Auf dieser Architektur aufbauend wurden schließlich noch zwei Derivate mit drei direkt 

benachbarten Kohlenwasserstoffverbrückungen generiert. Dazu wurden nicht-natürliche 

Aminosäuren in den Positionen i, i+4, i+4+3 und i+4+3+3 (99) sowie i, i+4, i+4+4 und i+4+4+4 (100) 

der Peptidsequenz eingebracht. Im Fall von 99 verlief die gleichzeitige Ringschlussmetathese aller 

drei Verbrückungen quantitativ unter Standardbedingungen und lieferte ein einziges der vier 

möglichen Diastereomere, was auf eine deutlich bevorzugte Geometrie hindeutet. Im Fall von 100 
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hingegen erforderte die Metathesereaktion ausgedehnte Reaktionszeiten sowie den Einsatz von 

Grubbs II-Katalysator, wobei zwei der vier möglichen Diastereomere erhalten wurden (100A/B). 

Aufgrund der geringen erhaltenen Produktmengen konnte leider keine Zuordnung der 

Stereoisomere erfolgen. Allerdings wurden in früheren Studien bevorzugte Konfigurationen der α-

Alkenyl-funktionalisierten Bausteine für die i, i+4- bzw. i, i+3-Architektur ermittelt, die eine 

Abschätzung erlauben (Kapitel 2.4). Für die i, i+4-Architektur ermittelten Verdine und Mitarbeiter 

einen Makrozyklus bestehend aus acht Kohlenstoffatomen und die Konfigurationen Ri, i+4R und 

Si, i+4S als bevorzugte Geometrie, während für die Konfigurationen Ri, i+4S bzw. Si, i+4R kein 

Ringschluss beobachtet wurde.77 Im Fall der i, i+3-Architektur sind insbesondere die 

Kombinationen Ri, i+3S und Ri, i+3R bevorzugt, während Si, i+3S und Si, i+3R eine weniger günstige 

Geometrie darstellen.82 Daraus ergeben sich voraussichtlich die in Abbildung 39C dargestellten 

Diastereomere. 

Alle Derivate mit ausgedehnter konformativer Stabilisierung (95 – 100) zeigten im Vergleich zum 

Ausgangspeptid leicht erhöhte Affinität zu Rab8(GppNHp) und unterscheiden sich bis auf 100A nur 

geringfügig voneinander. Der deutlichste Affinitätsgewinn (Faktor 2.5) wurde dabei für Peptid 97 

mit zwei Kohlenwasserstoffverbrückungen der i, i+4-Architektur erhalten. Interessanterweise 

bewirkte der Ringschluss eines dritten Makrozyklus in 99 einen gewissen Affinitätsverlust im 

Vergleich zu 97. Möglicherweise verhindert die rigidere Struktur die Ausbildung der bioaktiveren 

Konformation. Auch sind sterische Hinderungen zwischen dem dritten Makrozyklus und der Rab8-

Proteinoberfläche nicht auszuschließen. Ein genaues Verständnis des Bindungsverhaltens der 

unterschiedlichen Peptide würde allerdings die Analyse struktureller Daten erfordern. Obwohl die 

Affinitätszugewinne vergleichsweise moderat ausfallen, zeigten einige zusätzlich stabilisierte 

Derivate in der Vergangenheit teils deutlich verbesserte pharmakologische Eigenschaften, wie 

verbesserte Proteasestabilität und erhöhte Zellgängigkeit, und eignen sich daher als 

Ausgangspunkt für die Synthese weiter verbesserter Derivate.86 
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6 Zusammenfassung 

Kleine GTPasen sind eine Klasse GDP-/GTP-regulierter Schalterproteine, die in ein Netzwerk aus 

zahlreichen Protein-Protein-Interaktionen (PPIs) involviert sind und dadurch eine Vielzahl 

wichtiger zellulärer Prozesse regulieren. Mitglieder dieser Proteinklasse gelten seit langer Zeit als 

pharmakologisch unzugänglich, da ihre Wechselwirkungen über ausgedehnte und flache 

Interaktionsflächen vermittelt werden. Dies gestaltet eine Entwicklung und Anwendung 

traditioneller niedermolekularer Inhibitoren äußerst schwierig.  

Die prominentesten Vertreter kleiner GTPasen sind Ras-Proteine, die eine Schlüsselrolle bei der 

Kontrolle von Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Zellüberleben einnehmen. Fehlfunktionen 

in der Ras-vermittelten Signalweiterleitung können dramatische Folgen haben. So sind mutierte 

Ras-Proteine seit nunmehr 50 Jahren als wesentliche Auslöser menschlicher Krebserkrankungen 

bekannt. Doch trotz intensiver Forschungsbemühungen und vielversprechender Ansätze existieren 

bisher keine Moleküle, die dazu in der Lage sind, direkt die Signalwirkung von Ras wirksam zu 

modulieren. Eine weitere Unterfamilie der kleinen GTPasen sind Rab-Proteine, die von zentraler 

Bedeutung für die Kontrolle des zellulären Membrantransports sind. Dies beinhaltet Funktionen 

wie die Vesikelbildung an der Donormembran, das Sortieren des Transportguts, die 

Translokalisierung von Vesikeln am Zytoskelett, sowie die Fusion mit der Zielmembran. Rab-

GTPasen wurden in den vergangenen Jahren ebenfalls zunehmend mit der Entstehung und 

Entwicklung verschiedener humaner Erkrankungen in Verbindung gebracht, sodass sie 

mittlerweile als attraktive therapeutische Zielproteine angesehen werden. Doch auch für Rab-

GTPasen waren bisher keine Verbindungen bekannt, die direkt an die Proteine binden und ihre 

PPIs modulieren können.  

Aufbauend auf Fortschritten bei der Adressierung schwer zugänglicher PPIs, wurden in dieser 

Arbeit Peptid-basierte Modulatoren für PPIs kleiner GTPasen generiert. Dazu wurden in 

Strukturdaten von Bindungsepitopen natürlicher Interaktionspartner systematisch 

Sekundärelemente identifiziert, die einen wesentlichen Anteil zur Wechselwirkung beitragen. 

Geeignete Kandidaten wurden durch Einbau chemischer Modifikationen stabilisiert und auf ihr 

Bindungsverhalten getestet. Im Fall der Ras Proteine wurde die αH-Helix des GEFs SOS durch α-

methylierte Kohlenwasserstoffverbrückung („Peptide Stapling“) stabilisiert. In Ras‒Effektor-

Komplexen wurden diverse β-Faltblätter identifiziert, von denen die β1/β2-Haarnadel der c-Raf-

RBD ausgewählt und mittels Makrozyklisierung und kovalente, intramolekulare Verbrückungen 
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stabilisiert wurde. Viele der modifizierten Peptide zeigten im FP-Bindungsexperiment zwar ein 

verbessertes Bindungsverhalten, allerdings waren die Affinitäten der jeweiligen Startsequenzen 

sehr gering (KD > 300 µM) und kamen daher nicht als PPI Inhibitoren bzw. für eine weitergehende 

Optimierung in Frage. Um potentiell eine Verbindung mit artifizieller GAP-Aktivität zu generieren, 

wurden schließlich kohlenwasserstoffverbrückte Derivate einer α-Helix aus Rap1GAP synthetisiert, 

da in Ras-spezifischen GAPs keine für eine Stabilisierung geeigneten Sekundärstrukturen 

identifiziert werden konnten. Obwohl Rap- und Ras-Proteine strukturell eng verwandt sind, konnte 

jedoch für keines der Peptide eine nennenswerte Affinität zu H-Ras festgestellt werden. 

In einer breit angelegten Machbarkeitsstudie wurde eine analoge Strategie auf Rab-Proteine, die 

größte Unterfamilie kleiner GTPasen, angewendet. Für Rab-GTPasen wurde in verschiedenen 

Klassen von Interaktionspartnern eine Vielzahl von α-helikalen Bindungsepitopen identifiziert. Eine 

Auswahl dieser Peptidsequenzen wurde synthetisiert und zeigte keine Bindung zu 

nukleotidgebundenen Rab-Proteinen. Dagegen banden einige Peptide mit niedrigen mikromolaren 

Dissoziationskonstanten (KD < 20 µM) an verschiedene nukleotidfreie Rab-Proteine. Vier der 

Peptide wurden mittels α-methylierter Kohlenwasserstoffverbrückung stabilisiert und ebenfalls 

auf ihre Bindung zu Rab-Proteinen untersucht. Der Einbau der Kohlenwasserstoffverbrückung 

erhöht dabei die Affinität für Rab-Proteine in nahezu allen untersuchten Fällen. So bewirkte der 

Einbau der Verbrückung in einem Beispiel eine mehr als 200-fach erhöhte Bindungsaffinität im 

Vergleich zum Ursprungspeptid. Die intensivste Bindung zeigten die Peptide 79 (KD = 0.4 µM mit 

Rab8(NF)) und 85 (KD = 0.4 µM mit Rab11(NF)) (Abbildung 40). Sie erreichten sogar 

submikromolare Dissoziationskonstanten. Obwohl das Affinitätsprofil vieler Peptide dem von 

Nukleotidaustauschfaktoren ähnelt, konnte weder ein Einfluss auf die intrinsische 

Nukleotidaustauschrate noch auf den GEF-vermittelten Nukleotidaustausch nachgewiesen 

werden.  

Auch wenn zumeist keine nennenswerte Affinität zu nukleotidgebundenen Rab-GTPasen gefunden 

wurde, konnten mehrere Peptide identifiziert werden, die selektiv mit Rab8a in seiner aktiven, 

GppNHp-gebundenen Form assoziieren. Das Peptid 79 weist dabei eine zu Rab-Effektorproteinen 

vergleichbare Affinität auf und zeigte funktionelle Aktivität in vitro durch die Inhibition einer 

Rab8a−Effektor-Interaktion. Dieses Peptid stellt die erste Verbindung dar, die direkt an Rab-

GTPasen bindet und eine Rab−Protein-Interaktion unterdrücken kann. Durch Variation der 

Kohlenwasserstoffverbrückung und Einbau anderer Verbrückungsarchitekturen wurde daher 

anschließend versucht, die Affinität zum Zielprotein Rab8(GppNHp) weiter zu verbessern. Die 
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meisten Derivate zeigten einen geringen Affinitätszuwachs, wobei im besten Fall (97) durch den 

Einbau einer zusätzlichen, C-terminalen α-methylierten Kohlenwasserstoffverbrückung eine 

Affinitätssteigerung um ca. Faktor 2.5 erreicht wurde. Eine strukturbasierte Optimierung war 

hingegen nicht möglich, da für keines der Peptide die Kristallisation eines Peptid‒Rab8(GppNHp)-

Komplexes gelang.  

 

 

Abbildung 40. Direkte Adressierung von Rab PPIs mit Hilfe stabilisierter Bindungsepitope. A) Anhand von 
Kristallstrukturdaten wurden in den Bindungsdomänen von Rab-Bindungspartnern diverse α-Helices identifiziert und 
durch den Einbau α-methylierter Kohlenwasserstoffverbrückungen stabilisiert. Einige der Peptide waren dazu in der 
Lage die GppNHp-gebundene Form von Rab8a mit Dissoziationskonstanten im niedrigen mikromolaren Bereich zu 
binden. Der stärkste Binder, Peptid 79, inhibierte zudem eine Rab8a-Effektor-Wechselwirkung (B) und assoziierte mit 
Rab8a in Zelllysat. D) Die zelluläre Aufnahme des Peptids war dabei allerdings relativ begrenzt.

294
 

 

Durch die Stabilisierung von Bindungsepitopen natürlicher Bindungspartner konnten in dieser 

Arbeit erstmals Verbindungen generiert werden, die dazu in der Lage sind, eine Rab‒Effektor-

Wechselwirkung zu modulieren. Obwohl die vorgestellte Strategie für viele untersuchte PPIs von 

Rab- und Ras‒GTPasen keine wirksamen Modulatoren hervorbrachte, bestand die wesentliche 

Limitierung in der geringen Affinität der verwendeten Ausgangssequenzen. Allerdings existieren in 

der Superfamilie kleiner GTPasen noch zahlreiche andere potentiell vielversprechende 

Ausgangssequenzen. Zudem liefert die stetig fortschreitende strukturelle und biophysikalische 

Charakterisierung weiterer GTPase-Protein-Komplexe möglicherweise neue Ansatzpunkte, die für 

die Generierung peptidbasierter Modulatoren von kleinen GTPasen genutzt werden können.  
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7 Experimentalteil 

7.1 Material und Geräte chemischer Experimente 

Die verwendeten Reagenzien und Lösungsmittel wurden von den Firmen Acros Organics, Aldrich, 

Alfa Aesar, Fisher Scientific, Merck, oder Sigma Aldrich bezogen und ohne weitere Reinigung 

eingesetzt. Wasserfreie Lösungsmittel wurden in der Qualitätsstufe „anhydrous“ bezogen oder 

nach gängigen Methoden absolutiert. DMF und DCM zur Peptidsynthese wurden von der Firma 

Biosolve erworben. 

Falls nicht selbst hergestelllt, wurden geschützte Aminosäuren und Kupplungsreagenzien von den 

Firmen Carl Roth GmbH, Iris Biochtech, Novabiochem, Okeanos bezogen. 

Das für die Festphasensynthese verwendete Harz (NovaSyn TGR-Harz und Rink Amid MBHA (mesh 

100-200)) wurde von der Firma Novabiochem bezogen. 

 

Die Festphasensynthesen wurden in Polypropylen-Spritzenreaktoren (2, 5, 10 und 20 mL) bestückt 

mit Polyethylen-Fritten der Firma Multisyntech durchgeführt.  

 

Die Kreuzmetathese wurde in Spritzenreaktoren auf einem VacMan-Manifold (Promega) 

ausgestattet mit Zweiwegehähnen für Vacuum und Argonstrom durchgeführt. 

 

Für die Dünnschichtchromatographie wurden DC-Folien der Firma Merck (Kieselgel 60, F254, 

Schichtdicke 0.2 mm) angefertigt. Die Detektion erfolgte durch UV-Licht (λ = 254 nm) oder mittels 

Kaliumpermanganat-basierte Färbelösung (1.6 g KMnO4, 10 g K2CO3, 2.5 mL 5%-ige NaOH, 200 mL 

Wasser). 

 

Die säulenchromatographischen Reinigungen (Flash-Chromatographie) wurden an Kieselgel der 

Firma Acros Organics (40 – 65 μm, 230 – 400 mesh) mit einem Überdruck von 0.2 – 0.5 bar) 

durchgeführt. 

 

Die 1H- und 13C-NMR-Spektren wurden an Geräten der Firma Bruker AMX 400 MHz, AMX 500 MHz 

und AMX 600 MHz und der Firma Varian Mercury 400 MHz bei 300 K in deutierten Lösungsmitteln 

aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen sind in [ppm] (bezogen auf Tetramethylsilan, 



7 Experimentalteil 
 

86 
 

TMS) angegeben und auf das Restsignal des jeweiligen Lösungsmittels kalibriert:  DMSO-d6 

(δ = 2.50 ppm (1H) bzw. (δ = 39.51 ppm (13C)) und CDCl3 (δ = 7.24 ppm (1H) bzw. (δ = 77.23 ppm 

(13C)). Die Signalmultiplizitäten sind abgekürzt angegeben: s = Singulett, d = Dublett, 

dd = doppeltes Dublett, t = Triplett, q = Quartett, m = Multiplett, b = breites Signal. Die Angabe der 

Kopplungskonstanten J erfolgt in Hertz [Hz]. 

 

Hochaufgelöste Massenspektren (HRMS) wurden mittels ESI (electro spray ionisation) an einem 

LTQ Orbitrap Spektrometer der Firma Thermo Scientific aufgenommen, das mit einem Accela 

HPLC-System gekoppelt war. Die Injektion erfolgte mittels Flow Injection mit einer Flussrate von 

250 μL/min. Als Lösungsmittel kam ein Gemisch (1:1) aus Wasser + 0.1% Ameisensäure und 

Acetonitril + 0.1% Ameisensäure zum Einsatz. 

 

Analytische Umkehrphasen-HPLC (analyt. HPLC) erfolgte an einem Agilent Series 1100/LC/MSD VL 

(Agilent) mit einer Nucleodur CC125/3 C18-Säule (Macherey Nagel)). Das System wurden unter 

Verwendung linearer Gradientenprofile von Laufmittel A (Wasser + 0.1% Trifluoressigsäure) und 

Laufmittel B (Acetonitril + 1% Trifluoressigsäure) bei einer Flussrate von 0.5 mL/min über 30 min 

betrieben. Die UV-Detektion erfolgte bei 210 nm, 254 nm und 280 nm.  

 

Analytische Umkehrphasen-HPLC-Massenspektren (analyt. HPLC-MS) erfolgte an einem Agilent 

Series 1100 (Agilent ) mit Säulen der Firma Macherey & Nagel (Nucleodur CC 125/4 C18-Säule und 

CC 125/4 C4-Säule). Die Massendetektion erfolgte mit einem Gerät der Firma Thermo Fisher (LCQ 

Advantage MAX). Die Ionisierung erfolgte mittels ESI (electro spray ionization). Parallel erfolgte 

eine UV-Detektion bei 210 nm, 254 nm und 280 nm sowie eine Corona-Detektion. Als Eluent 

kamen Laufmittelgemische aus Laufmittel A (Wasser + 0.1% Ameisensäure) und Laufmittel B 

(Acetonitril + 1% Ameisensäure) im linearen Gradientenbetrieb zum Einsatz. Die Flussrate betrug 

1 mL/min. Zur Reaktionskontrolle wurden zudem U-HPLC-Messungen an einem Agilent 1290 

Infinity LC-System (Agilent) mit einer Acquity UPLC BEH C18-Säule (Waters) durchgeführt. 

 

Die Aufreinigung mittels präperativer Umkehrphasen-HPLC (präp. HPLC) erfolgte an einem 

Agilent Series 1100/LC/MSD VL (Agilent) unter Verwendung einer Nucleodur CC 125/10 C18-Säule 

von Macherey & Nagel. Die Ionisierung erfolgte mittels ESI (electro spray ionization). Die 
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Massendetektion erfolgte mit einem LCQ Advantage MAX (Thermo Fisher) bei paralleler UV-

Detektion bei 210 nm, 254 nm und 280 nm.  

 

Die Enantiomerenreinheit wurde mittels chiraler HPLC Analyse an einem System Firma Agilent 

(1100 Series) und einer Säule mit chiraler stationärer Phase (CHIRALCEL IA) durchgeführt. Die UV-

Detektion erfolgte bei 210 nm, 254 nm und 280 nm. 

 

Für die Mikrowellen-unterstützte Peptidsynthese wurde ein Liberty-12 Channel Automated 

Peptide Synthesizer der Firma CEM eingesetzt. Der Discovery-Mikrowellenreaktor wurde in Single-

Mode Technik betrieben, wobei die Temperaturkontrolle durch einen faseroptischen Sensor 

erfolgte. 

 

Circular Dichroismus (CD)-Spektren wurden an einem Jasco J815 CD-Spektrometer in einer 

Quartzküvette der Weglänge 0.1 cm bei 25°C aufgenommen. 

 

Die Konzentrationsbestimmung fluoreszenz-markierter Peptide erfolgte mittels 

Absorptionsmessung an einem Infinite M200 (Tecan) und einem Nanodrop 2000c (Thermo 

Scientific). 
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7.2 Bausteinsynthese 

Synthese von L-N-Benzylprolin (34) 

 

 

 

Zu einer Lösung von L-Prolin (26.5 g, 230 mmol) und Natriummethanolat (24.9 g, 460 mmol, 

2.0 eq) in 230 mL Methanol wurde Benzylchlorid (26.7 mL, 232 mmol, 1.1 eq) portionsweise über 

30 min zugegeben und die Reaktionsmischung wurde für 60 h bei 50 °C gerührt. Nach Abkühlen 

auf RT wurde die Suspension mit konz. HCl (19.1 mL) neutralisiert, 230 mL Chloroform zugegeben 

und für weitere 1.5 h gerührt. Der weiße Niederschlag wurde abfiltriert und mit 3× 50 mL 

Chloroform gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden unter vermindertem Druck 

stark eingeengt und das Produkt in kaltem Aceton ausgefällt, abfiltriert und im Hochvakuum bis 

zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Produkt wird als weißer Feststoff erhalten (40.3 g, 

197 mmol, 85%). 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): δ = 7.39 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.34 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.29 (dd, J = 8.4, 

5.9 Hz, 1H), 4.08 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 3.76 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 3.34 (dd, J = 8.9, 5.8 Hz, 1H), 3.17 - 

2.97 (m, 1H), 2.60 (dd, J = 17.3, 8.6 Hz, 1H), 2.10 (dq, J = 12.7, 8.4 Hz, 1H), 1.87 (ddd, J = 12.9, 10.0, 

5.2 Hz, 1H), 1.78 (dtd, J = 16.2, 8.2, 4.2 Hz, 1H), 1.74 - 1.65 (m, 1H). 13C-NMR (126 MHz, DMSO): δ = 

172.3, 136.2, 129.2, 128.2, 127.6, 65.8, 57.2, 52.8, 28.5, 22.7. HRMS: berechnet für C12H15NO2: = 

206.1176 [m+H]+; gefunden 206.1181 [m+H]+. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% 

TFA), 13 min) = 6.22 min.  
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Synthese von L-[N-(N‘- Benzylprolyl)amino]benzophenonhydrochlorid (35) 

 

 

 

Zu einer Suspension aus 34 (40.3 g, 197 mmol) und N-Methylimidazol (37.2 g, 453 mmol, 2.3 eq) in 

250 mL Dichlormethan wurde Mesylchlorid (15.3 mL, 197 mmol, 1.0 eq) bei 0 °C portionsweise 

zugetropft. Zur orange-braunen Lösung wurde anschließend 2-Aminobenzophenon ( 35.0 g, 

177 mmol, 0.9 eq) in 300 mL Dichlormethan zugegeben und die Reaktionsmischung für 20 h 

refluxiert. Nach Zugabe von ges. Ammoniumsulfat-Lösung wurde die wässrige Phase mit 

Dichlormethan extrahiert (3 × 40 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. 

Natriumchlorid-Lösung gewaschen und über Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel 

wurde unter vermindertem Druck vollständig entfernt und das Rohprodukt als rot-brauner 

Feststoff erhalten. Dieser wurde in 200 mL Aceton gelöst, durch portionsweise Zugabe von konz. 

Salzsäure (32.6 mL, 354 mmol, 2 eq) ausgefällt, abfiltriert und mit Aceton gewaschen. Das Produkt 

wird in Form eines weißen Feststoffs im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und 

ohne weitere Reinigung verwendet (42.4 g, 110 mmol, 56%). 

 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): δ = 11.34 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 7.68 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.60 (ddd, J = 

15.4, 11.4, 4.5 Hz, 2H), 7.50 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.47 - 7.41 (m, 2H), 7.36 (tt, J = 15.2, 7.7 Hz, 6H), 

7.26 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.35 (dd, J = 16.5, 8.2 Hz, 1H), 4.25 (ddd, J = 30.3, 12.2, 5.0 Hz, 2H), 3.46 - 

3.35 (m, 1H), 3.32 - 3.15 (m, 1H), 2.22 (td, J = 16.2, 8.4 Hz, 1H), 1.95 (dd, J = 7.9, 4.0 Hz, 1H), 1.72 - 

1.55 (m, 1H), 1.28 (td, J = 13.5, 8.4 Hz, 1H). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-D6): δ = 194.1, 165.7, 136.6, 

136.6, 134.1, 132.9, 132.2, 131.4, 131.0, 130.0, 129.6, 129.4, 128.6, 128.4, 125.5, 124.3, 65.7, 56.6, 

54.1, 27.8, 22.1. HRMS: berechnet für C25H24N2O2: = 385.1911 [m+H]+; gefunden 385.1910 [m+H]+. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 6.22 min. 
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Synthese von Ala-Ni(II)-BPB (36) 

 

 

 

Eine Lösung aus 35 (50.4 g, 120 mmol), D/L-Alanin (21.3 g, 240 mmol, 2 eq) und Nickel(II)-nitrat 

gegeben in 450 mL Methanol wird für 30 min bei 50 °C gerührt, mit einer Lösung von 

Kaliumhydroxid (53.6 g, 960 mmol, 8 eq) in 200 mL Methanol versetzt und für 1.5h refluxiert. Nach 

Abkühlen auf RT wird Essigsäure (48 mL, 840 mmol, 7 eq) zugegeben und das Rohprodukt durch 

Zugabe von 1 L Wasser ausgefällt. Der rote Niederschlag wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen 

und am Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Produkt wird in Form roter 

Kristalle erhalten und kann ohne weitere Reinigung eingesetzt werden. 

1H NMR (500 MHz, DMSO-D6): δ = 8.35 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.58 (dt, J = 21.8, 

7.2 Hz, 1H), 7.50 (dd, J = 14.8, 7.4 Hz, 1H), 7.36 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.15 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 7.11 - 7.05 

(m, 1H), 6.68 (dt, J = 15.0, 7.5 Hz, 1H), 6.52 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.06 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.65 - 3.44 

(m, 2H), 3.43 - 3.33 (m, 1H), 2.47 - 2.38 (m, 1H), 2.24 - 2.13 (m, J = 16.4, 6.3 Hz, 1H), 1.44 (d, J = 7.0 

Hz, 1H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-D6): δ = 180.2, 178.3, 169.4, 142.2, 134.7, 133.4, 132. 5, 131.4, 

131.1, 129.5, 128.8, 128.7, 128.5, 128.28, 127.6, 127.3, 125.7, 123.32, 120.0, 69.5, 65.9, 62.5, 57.5, 

30.4, 23.7, 21.3. Rf: 0.32 (EtOAc/Pentan, 1/5, v/v). HRMS: berechnet für C28H27N3NiO3:  512.1479 

[m+H]+; gefunden 512.1453 [m+H]+. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 

min) = 7.39 min. 
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Synthese von BPB-Ni(II)-2-methylhept-6-enoat (37) 

 

 

 

Zu einer Lösung von 36 (2.57 g, 5.00 mmol) in trockenem DMF (25 mL) wurde unter Argon frisch 

gemahlenes Kahliumhydroxid geben (2.80 g, 50.0 mmol, 10 eq) und für 20 min bei 0 °C gerührt. 

Anschließend wurde 5-Bromopent-1-en (940 mg, 6.00 mmol, 1.2 eq) portionsweise zugetropft und 

das Reaktionsgemisch nach Erwärmen auf RT für weitere 2h gerührt. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden mit ges. Natriumchlorid-Lösung gewaschen und über Magnesiumsulfat getrocknet. 

Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck vollständig entfernt und das Produkt nach 

Koevaporation mit Toluol als roter Feststoff (2.82 g, 4.74 mmol, 95%) erhalten. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-D6): δ = 8.36 – 8.29 (m, 2H), 7.87 (dd, J = 8.6, 1.1 Hz, 1H), 7.58 – 7.48 (m, 

3H), 7.48 – 7.37 (m, 3H), 7.28 – 7.22 (m, 1H), 7.15 – 7.05 (m, 2H), 6.67 – 6.60 (m, 1H), 6.57 (dd, J = 

8.4, 1.6 Hz, 1H), 5.89 (ddt, J = 17.0, 10.3, 6.7 Hz, 1H), 5.13 – 4.96 (m, 2H), 4.07 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 

3.69 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.51 (dd, J = 10.0, 6.6 Hz, 1H), 3.40 – 3.34 (m, 1H), 3.10 – 2.94 (m, 1H), 

2.47 – 2.35 (m, 3H), 2.18 – 2.00 (m, 4H), 1.97 – 1.83 (m, 1H), 1.59 – 1.42 (m, 2H), 1.04 (s, 3H). 13C 

NMR (101 MHz, DMSO-D6): δ = 181.17, 180.70, 172.38, 169.23, 142.42, 138.93, 136.99, 135.42, 

133.51, 132.18, 131.46, 131.16, 130.01, 129.21, 129.15, 128.56, 128.53, 127.93, 127.64, 124.22, 

120.69, 115.87, 77.44, 70.31, 63.60, 57.68, 33.87, 30.89, 29.61, 25.28, 23.51. HRMS: berechnet für 

C33H36N3NiO3:  580.2105 [m+H]+; gefunden 580.2119 [m+H]+. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, 

MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.33 min. 
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Synthese von (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2methylhept-6-ensäure [Fmoc-
S5-OH] (32) 

 

 

Eine Lösung von 37 (2.20 g, 3.70 mmol) in 40 mL MeOH/HClaq. (3N) (1/1, v/v) wurde für 1 h 

refluxiert. Das Lösungsmittel der grünen Suspension wurde vollständig unter vermindertem Druck 

entfernt und der grüne Rückstand in 100 mL Dioxan/Wasser (1/1, v/v) aufgenommen. Die Lösung 

wurde mit gesättigter Natriumcarbonatlösung auf pH 7 eingestellt und anschließend 

Natriumcarbonat (1.60 g, 14.8 mmol, 4 eq) sowie Fmoc-OSu (1.83 g, 5.55 mmol, 1.5 eq; sowie 

weiteren 2 × je 0.5 eq nach 3 d und 5 d) zugegeben und die Suspension bei RT für 7 d gerührt. 

Nach Zugabe von 100 mL Wasser wurde mit wässriger HCl (3N) der pH-Wert der Lösung auf pH 2 

eingestellt und anschließend mit Dichlormethan (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden mit ges. Natriumchlorid-Lösung gewaschen, über Magnesiumsulfat 

getrocknet und das Lösungsmittel unter vermindertem Druck vollständig entfernt. Das Rohprodukt 

wurde mittels Flash-Chromatographie (Rf = 0.31, MeOH/DCM, 5/95, v/v) an Kieselgel isoliert und 

als weißer Feststoff erhalten (0.88 g, 2.33 mmol, 63%). 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ = 12.35 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J =7.5 Hz, 2H), 7.42 – 

7.38 (m, 2H), 7.35 – 7.28 (m, 2H), 5.88 – 5.65 (m, 1H), 5.08 – 4.87 (m, 2H), 4.35 – 4.11 (m, 3H), 2.07 

– 1.90 (m, 2H), 1.86 – 1.72 (m, 1H), 1.72 – 1.58 (m, 1H), 1.38 – 1.23 (m, 5H).  

13C NMR (101 MHz, DMSO) δ = 176.01, 155.44, 144.52, 141.37, 139.15, 128.28, 127.71, 125.92, 

120.74, 115.56, 65.91, 58.92,47.41, 36.89, 33.94, 23.21, 23.06. HRMS: berechnet für C23H26NO4 = 

380.1856 [m+H]+; gefunden 380.1862 [m+H]+. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% 

TFA), 13 min) = 9.72 min. EE: >97% 
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Synthese von BPB-Ni(II)-2-methyl-isocapronat (101) 

 

 

 

Zu einer Lösung von 36 (4.11 g, 8.00 mmol) in trockenem DMF (30 mL) wurde unter Argon frisch 

gemahlenes Kahliumhydroxid geben (4.50 g, 80.0 mmol, 10 eq) und für 20 min bei 0 °C gerührt. 

Anschließend wurde Isobutylbromid (1.39 g, 9.60 mmol, 1.2 eq) portionsweise zugetropft und das 

Reaktionsgemisch nach Erwärmen auf RT für weitere 1.5 h gerührt. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden mit ges. Natriumchlorid-Lösung gewaschen und über Magnesiumsulfat getrocknet. 

Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt nach 

Koevaporation mit Toluol als roter Feststoff (4.23 g, 7.40 mmol, 92%) erhalten. 

1H NMR (500 MHz, DMSO) δ =  8.08 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.51 – 7.43 (m, 1H), 

7.38 (dd, J = 15.9, 8.2 Hz, 1H), 7.26 – 7.21 (m, 1H), 7.20 – 7.14 (m, 1H), 7.14 – 7.08 (m, 1H), 7.08 – 

7.00 (m, 1H), 6.66 – 6.53 (m, 1H), 4.47 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 3.70 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 3.45 (dd, J = 

10.6, 6.1 Hz, 1H), 3.26 – 3.10 (m, 1H), 2.52 – 2.37 (m, 1H), 2.10 – 2.01 (m, 1H), 1.71 – 1.63 (m, 1H), 

1.27 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 1.21 (s, 1H), 1.14 (d, J = 6.7 Hz, 1H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ = 182.98, 

180.72, 172.47, 141.86, 136.89, 133.69, 133.64, 131.83, 131.74, 130.60, 130.20, 129.47, 129.12, 

129.01, 128.52, 127.93, 127.91, 127.03, 123.89, 120.74, 70.36, 63.75, 57.28, 48.66, 30.82, 30.80, 

25.67, 24.58, 23.43, 23.37. HPLC-MS berechnet für C32H35N3NiO3:  568.20 [m+H]+; gefunden 

568.14 [m+H]+. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.38 min. 
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Synthese von (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2,4-dimethylpentansäure [Fmoc-
α-Me-L-Leu-OH] (102) 

 

 

 

Eine Lösung von 101 (3.73 g, 6.50 mmol) in 50 mL MeOH/HClaqu. (3N) (1/1, v/v) wurde für 1 h unter 

Bildung einer grünen Suspension refluxiert. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck 

vollständig entfernt und der grüne Rückstand in 100 mL Dioxan/Wasser (1/1, v/v) aufgenommen. 

Die Lösung wurde mit ges. Natriumcarbonatlösung auf pH 7 eingestellt und anschließend 

Natriumcarbonat (2.82 g, 26.1 mmol, 4 eq) sowie Fmoc-OSu (3.30 g, 10 mmol, 1.5 eq; sowie 2 × je 

0.5 eq nach 3 d und 5 d) zugegeben und die Suspension bei RT für 7 d gerührt. Nach Zugabe von 

100 mL Wasser wurde mit wässriger HCl (3N) der pH-Wert der Lösung auf pH 2 erhöht und 

anschließend mit Dichlormethan (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurden mit ges. Natriumchlorid-Lösung gewaschen, über Magnesiumsulfat getrocknet und das 

Lösungsmittel unter vermindertem Druck vollständig entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels 

Flash-Chromatographie an Kieselgel isoliert und als weißer Feststoff erhalten (2.34 g, 4.46 mmol, 

68%). 

1H NMR (500 MHz, DMSO) δ = 12.52 (s, 1H), 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.41 (t, 

J = 7.4 Hz, 1H), 7.32 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.23 (s, 1H), 4.30 – 4.23 (m, 1H), 4.23 – 4.16 (m, J = 6.7 Hz, 

1H), 1.73 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 1.68 – 1.55 (m, 1H), 1.36 (s, 1H), 0.85 (q, J = 6.5 Hz, 3H). 13C NMR (126 

MHz, DMSO) δ = 175.64, 154.44, 143.82, 140.68, 127.56, 127.02, 125.20, 120.04, 65.19, 58.20, 

46.71, 44.42, 24.10, 23.73, 23.56, 23.20. HRMS: berechnet für : 368.1856 [m+H]+ =; gefunden 

368.1862 [m+H]+. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 24.2 min. EE: 

>95%. 
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7.3 Peptidsynthese 

7.3.1 Allgemeines 

Die Festphasensynthesen wurden in Spritzenreaktoren (2, 5, 20 mL) bestückt mit PE-Fritten oder 

bei größeren Ansatzgrößen in Rosenbaum-Reaktoren durchgeführt. Die Durchmischung der Harz-

Suspensionen erfolgte durch Schütteln der Spritzen bzw. Reaktoren auf einem automatischen 

Schüttler KS125basic (IKA Labortechnik). Die Vollständigkeit der Kupplungsreaktionen wurde nach 

Testabspaltung entsprechend AAV 16 mittels U-HPLC Analyse überprüft. Im Falle schwieriger 

Sequenzen wurde zudem die Harzbeladung AAV 3 überwacht. 

 

7.3.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften 

AAV 1: Beladung von NovaSyn TGR-Harz 

NovaSyn TGR Harz (0.24 mmol/g) wurde in einen Festphasenreaktor geeigneter Größe 

eingewogen und für 10 min in DMF gequollen. Anschließend wurde die erste Aminosäure 

entsprechend  

AAV 7a auf den freien N-Terminus gekuppelt und die Harz-Beladung anhand AAV 3 bestimmt. 

 

AAV 2: Beladung von MBHA Rinkamid-Harz 

MBHA Rinkamid-Harz (0.65 mmol/g) wurde in einen Festphasenreaktor geeigneter Größe 

eingewogen und für 10 min in DMF gequollen. Anschließend wurde der N-Terminus nach AAV 5 

entfernt und die erste Aminosäure entsprechend  

AAV 7a auf den freien N-Terminus gekuppelt und die Harz-Beladung anhand AAV 3 bestimmt. 

 

AAV 3: Bestimmung der Harzbeladung anhand der Fmoc-Gruppen mittels UV-Spektroskopie 

Eine geringe Menge (1-2 mg) des getrockneten Harzes wurde mit 1 mL einer Lösung aus 

Piperidin/DMF (1/4, v/v) versetzt und 15 min bei RT geschüttelt. Das Harz wurde abzentrifugiert, 

die Lösung 1:10 in Piperidin/DMF verdünnt und die Absorption des Fluorenyl-Addukts bei 301 nm 

bestimmt. Die Harzbeladung wurde mithilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes berechnet 

(ε =7800 L M-1 cm-1). 
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AAV 4: Automatische Synthese von Wildtyp-Sequenzen am CEM Liberty Syntheseroboter 

Die Fmoc-Gruppe wurde mit einer Lösung aus Piperidin/DMF (1/4, v/v) für 1  min bei 30 °C 

(Intensität = 40 W) und 5 min bei 70 °C (Intensität = 40 W) entfernt. Zur Unterdrückung von 

Aspartamid-Bildung wurde der Entschützungslösung gegebenenfalls zudem HOBt (0.5 M) 

zugesetzt. Die Kupplung der Aminosäuren erfolgte in Form von Doppelkupplungen in DMF unter 

Verwendung von Aminosäure (4 eq., 0.2 M in DMF), HCTU (3.9 eq., 0.2 M in DMF) und DIEA (8 eq., 

0.2 M in NMP) für 10 min bei 80 °C (Intensität = 20 W). Im Falle von His- oder Cys-Resten wurden 

die Reagenzien für 15 min bei 60 °C (Intensität = 20 W) zur Reaktion gebracht. 

 

AAV 5: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe an der Festphase 

Das mit DMF gewaschene Harz wurde mit einer Lösung aus Piperidin in DMF (1/4, v/v) versetzt 

und für 5 min geschüttelt. Nach einmaligem Waschen des Harzes mit DMF wurde der Vorgang für 

5 min wiederholt. Anschließend wurde das Harz mit DMF (3× 1 min), DCM (3×1 min) und DMF 

(3 × 1 min) gewaschen. 

 

AAV 6: Festphasensynthese des linearen Peptids mit der COMU/Oxyma Methode 

Nach dem Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe mittels AAV 5 wurde zum DMF gewaschenen Harz 

eine Lösung aus 4.0 eq Aminosäure, 3.9 eq COMU, 3.9 eq Oxyma und 8.0 eq DIEA (bezogen auf 

den freien N-Terminus) in DMF (0.5 M) gegeben. Das Reaktionsgefäß wurde für 30 min geschüttelt 

und mit DMF (5 × 1 min) gewaschen. Im Falle unvollständigen Umsatzes (UHPLC-Kontrolle) wurde 

die Kupplung wiederholt. 

 
AAV 7: Festphasensynthese des linearen Peptids mit der HCTU bzw. HATU/HOAt Methode 

Nach dem Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe mittels AAV 5 wurde zum DMF gewaschenen Harz 

eine Lösung aus 

a) 4.0 eq Aminosäure, 3.9 eq HCTU und 8.0 eq DIEA 

b) 4.0 eq Aminosäure, 3.9 eq HATU, 3.9 eq HOAt und 8.0 eq DIEA 

(bezogen auf den freien N-Terminus) in DMF (0.5 M) gegeben. Das Reaktionsgefäß wurde für 60 

min geschüttelt und mit DMF (5 × 1 min) gewaschen. Im Falle unvollständigen Umsatzes (UHPLC-

Kontrolle) wurde die Kupplung wiederholt. 
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AAV 8: Ringschlussmetathese Reaktion an der Festphase 

Das immobilisierte Peptid wurde mit DCM (3 ×) gewaschen und in DCE gequollen (10 min). Eine 

Lösung aus a) Grubbs I oder b) Hoveyda-Grubbs II  Katalysator in DCE (2 mg/mL, 1 mL/g Harz) 

wurde zum Harz gegeben und bei RT für 2 h zur Reaktion gebracht, wobei das entstehende Ethen 

durch Durchblubbern von Argon ausgetrieben wurde. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. 

Anschließend wurde das Harz mit DCM (3 × 1 min), DMF (3 × 1 min), Methanol (3 × 1 min) und 

DCM (3 × 1 min) gewaschen. 

 

AAV 9: Abspaltung von Alloc-/Allyl-Schutzgruppen an der festen Phase 

Das in DMF gewaschene Harz wurde dreimal eine Minute mit trockenem THF gewaschen. 

Anschließend wurde pro Alloc-/Allyl-Schutzgruppe eine Lösung aus 12 eq Phenylsilan und 0.12 eq 

Pd(PPh3)4 in trockenem THF (5 mL/g Harz) gegeben und für 30 min geschüttelt. Anschließend 

wurde das Harz mit THF (3 × 1 min), DCM (3 × 1 min)und DMF (3 × 1 min) gewaschen und der 

Waschvorgang ein weiteres Mal wiederholt. 

 

AAV 10: Abspaltung der Mmt- und Mtt-Schutzgruppe an der Festphase 

Das in DCM gequollene Harz wurde mit einer Lösung aus DCM/TFA/TIPS (97/1/2, v/v/v) versetzt,  

für 15 min geschüttelt und anschließend mit DCM (1 × 1 min) gewaschen. Die Prozedur wurde 

zweimal wiederholt (bzw. bis das Ausbleiben des gelben Monomethoxytritylium- bzw. Ions die 

vollständige Entfernung der Schutzgruppe anzeigte). Anschließend wurde das Harz mit DCM 

(3 × 1 min) gewaschen. 

 

AAV 11: Disulfidbildung an der Festphase 

Das immobilisierte und an den Cys-Resten partiell entschützte Peptid wurde in DCM gequollen und 

in einer Lösung von NCS (1.1 eq) in DCM (0.2 M) für 15 min geschüttelt. Anschließend wurde das 

Harz mit DCM (3 × 1 min), DMF (3 × 1 min) und DCM (3 × 1 min) gewaschen. 

 
AAV 12: Zyklisierung an der festen Phase 

Das immobillisierte und partiell entschützte Peptid wurde mit einer Lösung aus PyBOP (5 eq 

bezogen auf die freie Aminofunktion, 0.5 M) und DIEA (10 eq) in DMF versetzt und für 2 h 

geschüttelt. Anschließend wurde das Harz mit DMF (3 × 1 min), DCM (3 × 1 min) und DMF 

(3 × 1 min) gewaschen. 
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AAV 13: Markierung des N-Terminus mit FITC an der Festphase 

Nach dem Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe mittels AAV 5 wurde zum DMF gewaschenen Harz 

eine Lösung aus FITC (4.0 eq) und DIEA (8.0 eq , jeweils bezogen auf den freien N-Terminus) in 

DMF (0.5 M) gegeben. Das Reaktionsgefäß unter Lichtausschluss für 10 h geschüttelt, mit DMF (5×) 

und DCM (5×) gewaschen und im Vakuum getrocknet. 

 

AAV 14: Acetylierung des N-Terminus an der Festphase 

Nach dem Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe mittels AAV 5 wurde zum DMF gewaschenen Harz 

eine Lösung aus Ac2O/DIEA/DMF (1/1/8, v/v/v) gegeben und für 10 min geschüttelt. Das Harz 

wurde DMF gewaschen und die Acetylierung wiederholt. Anschließend wurde das Harz mit DMF (3 

× 1 min), DCM (3 × 1 min) und DMF (3 × 1 min) gewaschen. 

 

AAV 15: Markierung des N-Terminus mit Biotin an der Festphase 

Nach dem Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe mittels AAV 5 wurde zum DMF gewaschenen Harz 

eine Lösung aus Biotin (5.0 eq), HCTU (5.0  eq) und DIEA (10.0 eq, jeweils bezogen auf den freien 

N-Terminus) in DMF (0.5 M) gegeben. Das Reaktionsgefäß wurde  unter Lichtausschluss für 2 h 

geschüttelt und mit DMF (5 × 1 min) und DCM (5 × 1 min) gewaschen. 

 

AAV 16: Testabspaltung eines Peptids vom Harz 

Zur Überprüfung des Synthesefortschritts des immobilisierten Peptids wurden ca. 1 mg des 

beladenen Harzes mit 100 µL einer Lösung aus TFA/TES/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v) in einem 1.5 mL 

Eppendorf Reaktionsgefäß behandelt und für 30 min geschüttelt. Anschließend wurde das 

Lösungsmittel im Argonstrom entfernt und der Rückstand unter Vortexen mit kaltem Diethylether 

gewaschen. Das Peptid wurde in der Tischzentrifuge präzipitiert (5 min, 16.7 rpm), und nach 

Entfernen des Diethylethers in einem Gemisch aus MeCN/H2O (1/1, v/v) gelöst und mittels U-HPLC 

untersucht. 

 

AAV 17:Abspaltung vom Harz 

Das DCM gewaschene Harz wurde einer Abspaltlösung aus TFA/TES/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v) bzw. 

im Fall oxidationsempfindlicher Peptide mit TFA/TES/H2O/DODT (94/2.5/2.5/1, v/v/v/v) versetzt 

und für 3 × 1h geschüttelt. Im Anschluss wurde das Harz mit Abspaltlösung gewaschen (3×). Nach 



7 Experimentalteil 
 

99 
 

dem Einengen der vereinigten Lösungen im Argonstrom wurde das Peptid in kaltem Diethylether 

präzipitiert und abzentrifugiert, mit kaltem Diethylether gewaschen, getrocknet und mittels 

präparativer HPLC aufgereinigt.  

 

7.3.3 Übersicht synthetisierter Peptide 

Peptide aus Abschnitt 5.2.1 

Peptid 38 

 

 

Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 

Asp(OAll) beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und AAV 6 aufgebaut. Anschließend 

wurde das Peptid N-terminal entsprechend AAV 13 mit FITC markiert, nach AAV 17 vom Harz 

abgespalten und mittels präparativer HPLC-MS aufgereinigt. 

Ausbeute: 0.17 µmol (1.7 %); Reinheit: 88%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 17.26 min.  

HRMS: berechnet für: 532.8788 [m+5H]5+ =; gefunden 532.8804 [m+5H]5+.  

 

Peptid 39 
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Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 mit 

Asp(OAll) beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und AAV 6 aufgebaut. Anschließend 

wurde die Seitenketten-Schutzgruppe des C-terminalen Asp(OAll) und des N-terminalen Lys(Mtt) 

entsprechend AAV 9 und AAV 10 entfernt und die Seitenketten-zu-Seitenketten-Zyklisierung nach  

AAV 12 durchgeführt. Im Anschluss wurde die N-terminale α-Aminofuntion nach AAV 5 entschützt 

und entsprechend AAV 13 mit FITC markiert. Nach Abspaltung vom Harz (AAV 17) wurde das 

Peptid mittels präparativer HPLC-MS aufgereinigt. 

Ausbeute: 0.33 µmol (3.3 %); Reinheit: >95%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 18.78 min.  

HRMS: berechnet für: 661.3441 [m+4H]4+ =; gefunden 661.3450 [m+4H]4+.  

 

Peptid 40 

 

 

Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 mit 

Asp(OAll) beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und AAV 6 aufgebaut. Nach 

Entfernen der Seitenketten-Schutzgruppe des C-terminalen Asp(OAll) (AAV 9) und α-Amino-

Schutzgruppe des N-terminalen Lysins (AAV 5) wurde die Makrozyklisierung entsprechend  

AAV 12 durchgeführt. Anschließend wurde die Mtt-Schutzgruppe des terminalen Lysins entfernt 

(AAV 10) und die Seitenkette entsprechend AAV 13 mit FITC markiert. Nach Abspaltung vom Harz 

(AAV 17) wurde das Peptid mittels präparativer HPLC-MS aufgereinigt. 

Ausbeute: 0.18 µmol (1.8 %); Reinheit: 88%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 19.07 min.  

HRMS: berechnet für: 625.0756 [m+4H]4+ =; gefunden 625.0756 [m+4H]4+.  
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Peptid 41 

 

Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 mit 

Asp(OAll) beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und AAV 6 aufgebaut. Nach 

Entfernen der Seitenketten-Schutzgruppe des C-terminalen Asp(OAll) (AAV 9) und α-Amino-

Schutzgruppe des N-terminalen D-Prolins (AAV 5) wurde die Makrozyklisierung entsprechend  

AAV 12 durchgeführt. Anschließend wurde die Mtt-Schutzgruppe des N-terminalen Lysins entfernt 

(AAV 10) und die Seitenkette entsprechend AAV 13 mit FITC markiert. Nach Abspaltung vom Harz 

(AAV 17) wurde das Peptid mittels präparativer HPLC-MS aufgereinigt. 

Ausbeute: 42 nmol (0.4 %); Reinheit: >95%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 19.88 min.  

HRMS: berechnet für: [m+4H]4+ 673.6020 =; gefunden 673.6035 [m+4H]4+.  
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Peptid 42 

 

 

Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 mit 

Asp(OAll) beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und AAV 6 aufgebaut. Anschließend 

wurde das Peptid N-terminal entsprechend AAV 13 mit FITC markiert, nach AAV 17 vom Harz 

abgespalten und mittels präparativer HPLC-MS aufgereinigt. 

Ausbeute: 0.61 µmol (6.1 %); Reinheit: >95%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 18.91 min.  

HRMS: berechnet für: 889.4280 [m+3H]3+ =; gefunden 889.42739 [m+3H]3+.  

 

Peptid 43 

 

 

Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 mit 

Asp(OAll) beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und AAV 6 aufgebaut. Anschließend 

wurden Mmt-Schutzgruppen der beiden Cysteinseitenketten und die Mtt-Schutzgruppe des N-

terminalen Lysins entsprechend AAV 10 entfernt und die Disulfidbrücke nach AAV 11 geschlossen. 

Dann wurde das Peptid an der Seitenkette des N-terminalen Lys entsprechend AAV 13 mit FITC 
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markiert. Nach Entfernung der Allyl-Schutzgruppe des C-terminalen Asp und der Fmoc-

Schutzgruppe des N-terminalen Lys entsprechend AAV 9 und AAV 5 wurde das Peptid nach AAV 

17 vom Harz abgespalten und mittels präparativer HPLC-MS aufgereinigt. 

Ausbeute: 23 nmol (0.02 %); Reinheit: >95%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 18.91 min. 

HRMS: berechnet für: 630.5499 [m+4H]4+ =; gefunden 630.5514 [m+4H]4+.  

 

Peptid 44 

 

Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 mit 

Asp(OAll) beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und AAV 6 aufgebaut. Nach 

Entfernen der Seitenketten-Schutzgruppe des C-terminalen Asp(OAll) (AAV 9) und der α-Amino-

Schutzgruppe des N-terminalen Lysins (AAV 5) wurde die Makrozyklisierung entsprechend  

AAV 12 durchgeführt. Anschließend wurden Mmt-Schutzgruppen der beiden Cysteinseitenketten 

und die Mtt-Schutzgruppe des N-terminalen Lysins entsprechend AAV 10 entfernt und die 

Disulfidbrücke nach AAV 11 geschlossen. Dann wurde das Peptid an der Seitenkette des N-

terminalen Lys entsprechend AAV 13 mit FITC markiert. Nach Abspaltung vom Harz (AAV 17) 

wurde das Peptid mittels präparativer HPLC-MS aufgereinigt. 

Ausbeute: 25 nmol (0.03 %); Reinheit: >95%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) =  19.97 min.  

HRMS: berechnet für: 882.7520 [m+3H]3+ =; gefunden 882.7520 [m+3H]3+.  
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Peptid 45 

 

 

Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 mit 

Asp(OAll) beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und AAV 6 aufgebaut. Anschließend 

wurde das Peptid N-terminal entsprechend AAV 13 mit FITC markiert, nach AAV 17 vom Harz 

abgespalten und mittels präparativer HPLC-MS aufgereinigt. 

Ausbeute:0.88 µmol (8.8 %); Reinheit: 92%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 17.32 min.  

HRMS: berechnet für: 904.1440 [m+3H]3+ =; gefunden 904.1464 [m+3H]3+.  
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Peptid 46A/B 

 

Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 mit 

Asp(OAll) beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und AAV 6 aufgebaut. Die 

Ringschlussmetathese wurde entsprechend  

 

 

AAV 8 durchgeführt. Anschließend wurde das Peptid N-terminal entsprechend AAV 13 mit FITC 

markiert, nach AAV 17 vom Harz abgespalten und die beiden cis/trans-Isomere mittels 

präparativer HPLC-MS aufgereinigt. 

Isomer A 

Ausbeute: 4 nmol (0.04 %); Reinheit: >95%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 22.8 min.  

HRMS: berechnet für: 671.3519 [m+4H]4+ ; gefunden 671.3520 [m+4H]4+.  

Isomer B 

Ausbeute: 9 nmol (0.09 %); Reinheit: >95%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 23.4 min.  

HRMS: berechnet für: 671.3519  [m+4H]4+ ; gefunden 671.3522 [m+4H]4+.  
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Peptid 47A/B 

 

 

Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 mit 

Asp(OAll) beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und AAV 6 aufgebaut. Nach 

Entfernen der Seitenketten-Schutzgruppe des C-terminalen Asp(OAll) (AAV 9) und α-Amino-

Schutzgruppe des N-terminalen Lysins (AAV 5) wurde die Makrozyklisierung entsprechend  

AAV 12 durchgeführt. Dann wurde die Ringschlussmetathese entsprechend  

 

 

AAV 8 durchgeführt. Anschließend wurde die Mtt-Schutzgruppe des N-terminalen Lysins 

entsprechend AAV 10 entfernt und die Seitenkette entsprechend AAV 13 mit FITC markiert. Nach 

Abspaltung vom Harz (AAV 17) wurden die beiden cis/trans-Isomere mittels präparativer HPLC-MS 

aufgereinigt. 

Isomer A 

Ausbeute: 4 nmol (0.04 %); Reinheit: >95%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 18.85 min.  

HRMS: berechnet für: 888.7967 [m+3H]3+ ; gefunden 888.7987 [m+3H]3+.  

Isomer B 

Ausbeute: 1 nmol (0.01 %); Reinheit: >95%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 19.76 min.  

HRMS: berechnet für: 888.7967 [m+3H]3+ ; gefunden 888.7956 [m+3H]3+.  
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Peptid 48 

 

 

Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 über 

die Seitenkette mit Fmoc-Asp(OH)-OAll beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und 

AAV 6 aufgebaut. Anschließend wurde die Allylschutzgruppe am C-terminalen Asp und die N-

terminale Fmoc-Schutzgruppe entsprechend AAV 9 und AAV 5 entfernt und die 

Rückgratzyklisierung nach  

AAV 12 durchgeführt. Nach Entfernung der orthogonalen Lys(Mtt)-Schutzgruppe (AAV 10) wurde 

die Lysin-Seitenkette entsprechend AAV 13 mit FITC markiert. Nach Abspaltung vom Harz (AAV 

17) wurde das Peptid mittels präparativer HPLC-MS aufgereinigt. 

Ausbeute: 0.15 µmol (1.5 %); Reinheit: >95%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 15.73 min.  

HRMS: berechnet für: 754.4015 [m+3H]3+ =; gefunden 754.4019[m+3H]3+.  
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Peptid 49 

 

 

Die Synthese wurde manuell im 10 µmol Maßstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g) 

durchgeführt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 über 

die Seitenkette mit Fmoc-Asp(OH)-OAll beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und 

AAV 6 aufgebaut. Anschließend wurde die Allylschutzgruppe am C-terminalen Asp und die N-

terminale Fmoc-Schutzgruppe entsprechend AAV 9 und AAV 5 entfernt und die 

Rückgratzyklisierung nach  

AAV 12 durchgeführt. Nach Entfernung der orthogonalen Lys(Mtt)-Schutzgruppe (AAV 10) wurde 

die Lysin-Seitenkette entsprechend AAV 13 mit FITC markiert. Nach Abspaltung vom Harz (AAV 

17) wurde das Peptid mittels präparativer HPLC-MS aufgereinigt. 

Ausbeute: 0.17 µmol (1.7 %); Reinheit: >95%. 

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 19.74 min.  

HRMS: berechnet für: 770.4015 [m+3H]3+ =; gefunden 770.4026 [m+3H]3+.  
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Peptide aus Abschnitt 5.2.2 
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Peptide aus Abschnitt 5.2.3. 
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Peptide aus Abschnitt 5.3.2.  
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Peptide aus Abschnitt 5.3.4. 
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Peptide aus Abschnitt 5.4.2. 
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7.3.4 Peptidquantifizierung 

Die Konzentration von Fluorescein-markierten Peptiden wurde anhand ihrer UV-Absorption in 20 

mM Phosphatpuffer (pH 8.5) bei 496 nm (ε = 77.000 cm-1 M-1) bestimmt. Die Konzentration 

acetylierter Peptide wurde gravimetrisch oder mittels UV-Absorption ihrer Trp- und Tyr-Reste bei 

280 nm ermittelt. 

 

7.3.5 Bestimmung des Sekundärstrukturanteils mittels CD-Spektroskopie 

Der α-helikalen Charakter der synthetisierten Peptide wurde anhand von CD-Spektren ermittelt. 

Die Peptide wurden in 20 mM PBS puffer (pH 8.0) in einer Konzentration von 50 µM gelöst und 

Spektren in einem Wellenlängenbereich von 190 nm bis 260 nm aufgenommen (kontinuierlicher 

Modus mit 50 nm/min und Messpunkten alle 0.1 nm). Für jede Probe wurde der Mittelwert aus 

fünf verschiedenen Messungen gebildet. Die Helizität wurde anhand der charakteristischen 

Elliptizität bei 222 nm errechnet:281 

 

                            
                        

Gleichung 1: Berechnung des helikalen Anteils der Peptide anhand der Zahl der Aminosäurereste n und  die Elliptizität 

bei 222 nm     
   . 

 

 

7.4 Material und Geräte biologischer Experimente 

7.4.1 Laborgeräte 

pH-Meter Schott, CG840 

Pipetten Eppendorf 

Reinstwassersystem Millipore, Milli-Q Advantage A-10 

Sterilbank NuncNalge, Sterilbank Microflow 

Vortexer Carl Roth, Vortex Genie 1 

Zentrifugen Eppendorf, Minispin Centrifuge  

 Eppendorf, 5415R 

Plattenleser Tecan, Safire 2 

CD-Spektrometer Jasco GmbH, J-815 
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Fluoreszenzspektrometer Jasco GmbH, FP6500 

Gelelektrophorese System BioRad, Miniprotean 3 

Fluoreszenz-Imaging System LI-COR Biosciences, Odyssey 

Blot Transferkammer BioRad, Trans-Blot 

 

7.4.2 Verbrauchsmaterial 

Reaktionsgefäße (0.5, 1.5, 2.0 mL) Eppendorf 

Reaktionsgefäße (15, 50 mL) Sarstedt 

Entsalzungsäule PD-10 GE Healthcare  

Entsalzungsäule NAP-5 GE Healthcare  

Zentrifugen Filtereinheiten  

(0.5 und 15 mL) 

Merck Millipore, Amicon Ultra 

Coomassie Brilliant Blau G-250 Serva 

Alkalische Phosphatase Roche 

GDP, GppNHp Sigma 

mant-GDP, mant-GppNHp Jena Bioscience 

NHS-Fluorescein Sigma 

Streptavidin Magnetic Beads 

(Dynabeads® Magnetic Beads M280) 

Invitrogen 

Bradford-Reagenz BioRad 

NP40 Sigma 

Protease Inhibitor Cocktail Sigma 

384-Loch Platten Corning 

Küvetten Sarstedt 

PVDF-Transfermembran Thermo Fisher Scientific 

Whatmann 3MM Papier Schleicher & Schüll 

384-Loch-Platten (small volume, 

black, flat-bottom, non-binding) 

Greiner 
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7.4.3 Antikörper 

Anti-Rab8 Cell signaling (Rab8(D22D8) XPTM Rabbit mAb; #6975) 

Anti-Kaninchen IgG  Thermo Scientific ((H+L) HRP-Konjugat) 

 

7.4.4  Puffer und Lösungen 

PBS (Phosphate buffered saline) 137 mM Nacl 

2.7 mM KCl 

11 mM Na2HPO4 

1.8 mM KH2PO4 

pH = 7.4 

 

TBS 20 mM Tris-HCl 

150 mM NaCl 

pH = 7.4 

 

TBST 20 mM Tris-HCl 

150 mM NaCl 

0.01% tween (v/v) 

pH = 7.4 

 

FP-Assay Pufer (GDP/GppNHp) 25 mM Hepes  

150µM NaCl 

1mM MgCl2 

1mM TCEP 

1µM GDP/GppNHp 

0.01% tween (v/v) 

pH = 7.5 

 

FP-Assay Puffer (nukleotidfrei) 20 mM Hepes  

50 mM NaCl 

1 mM TCEP 
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0.01% tween(v/v) 

pH = 7.5 

 

FP-Assay Pufer (GDP/GppNHp)  

(bei Disulfid-verbrückten Peptiden) 

25 mM Hepes  

150µM NaCl 

1mM MgCl2 

1µM GDP/GppNHp 

0.01% tween (v/v) 

pH = 7.5 

  

Puffer für Kinetiken 50mM NaCl,  

20mM Hepes  

5mM MgCl2 

1mM TCEP 

1nM mantGDP 

pH = 7.5 

 

5× SDS-PAGE Probenpuffer 250 mM Tris-Hcl pH = 6.8 

50% Glycerin (v/V) 

350 mM SDS 

360 µM Bromphenol Blau 

250 mM DTT 

 

SDS-PAGE Laufpuffer 250 mM Glycin 

250 mM Tris 

35 mM SDS 

  

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

45% Methanol 

10% Essigsäure (v/v) 

 

Entfärber-Lösung 30% Methanol (v/v) 
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10% Essigsäure (v/v) 

 

Transferpuffer 25 MM Tris-HCl 

0.2 M Glycin 

MeOH/H2O, 1/4, v/v 

 

Lyse-Puffer 150 mM NaCl 

20 mM Tris pH 7.6 

0.5% NP40 Alternative 

Protease Inhibitor Cocktail  

 

7.5 Biochemische und biophysikalische Methoden 

7.5.1 Präparativer Nukleotidaustausch zu GppNHp und mant-GppNHp 

Nach ihrer Aufreinigung sind GTPasen aufgrund ihrer GTP-Hydrolyseaktivität mit GDP assoziiert. 

Um die hohe Affinität der GTPase zum Nukleotid zu reduzieren, wurde in einem ersten Schritt das 

Mg2+ entzogen. Dazu wurde ein fünffacher Überschuss von EDTA zugegeben und für 1 h bei 4 °C 

inkubiert. Anschließend wurde die Proteinlösung durch Filtration über eine Entsalzungssäule 

geeigneter Größe mit einem Elutionspuffer bestehend aus 20 mM HEPES (pH 7.5), 50 mM NaCl, 

1 mM TCEP entsalzt. Um Präzipitation zu vermeiden wurde die Proteinkonzentration mit 

Elutionspuffer auf <100 µM eingestellt. Anschließend werden NH4SO4 (200 mM), ZnCl2 (500 µM), 

alkalische Phosphatase (5 U/mg GTPase) sowie ein dreifacher Überschuss GppNHp bzw. mant-

GppNHp zugesetzt und für 10 h am Rotator bei 4 °C inkubiert. Die GTPase wurde mittels Filtration 

über eine Entsalzungssäule umgepuffert (Puffer: 25 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM 

TCEP, 1mM MgCl2, 1 µM Nukleotid),  gegebenenfalls konzentriert, in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Effizienz des Nukleotidaustauschs wurde mittels 

analytischer Umkehrphasen-HPLC überprüft. 

7.5.2 Herstellung nukleotidfreier GTPasen 

Zur Entfernung des Mg2+ wurde die GTPase mit einem fünffachen Überschuss von EDTA 

zugegeben und für 1 h bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde die Proteinlösung durch Filtration 

über eine Entsalzungssäule geeigneter Größe mit einem Elutionspuffer bestehend aus 20 mM 
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HEPES (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM TCEP entsalzt. Um Präzipitation zu vermeiden, wurde die 

Proteinkonzentration mit Elutionspuffer auf <100 µM eingestellt. Anschließend werden NH4SO4 

(200 mM), ZnCl2 (500 µM), alkalische Phosphatase (5 U/mg GTPase) zugesetzt und für 10 h am 

Rotator bei 4 °C inkubiert. Das Protein wurde gegebenenfalls konzentriert und direkt eingesetzt. 

Die Effizienz des Nukleotidaustauschs wurde mittels analytischer Umkehrphasen-HPLC überprüft. 

7.5.3 Präparativer Nukleotidaustausch zu GDP und mant-GDP 

Die GTPase wurde mit einem fünffachen Überschuss von EDTA und dem zehn- bis zwanzigfachen 

Überschuss an GDP bzw. mant-GDP für 2 h bei RT inkubiert. Die GTPase wurde mittels Filtration 

über eine Entsalzungssäule umgepuffert (Puffer: 25 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM 

TCEP, 1mM MgCl2, 1 µM Nukleotid),  gegebenenfalls konzentriert, in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Effizienz des Nukleotidaustauschs wurde mittels 

analytischer Umkehrphasen-HPLC überprüft. 

 

7.5.4 Analytische Umkehrphasen-HPLC von GTPasen 

Die Effizienz des Nukleotidaustauschs wurde mittels analytischer Umkehrphasen-HPLC 

kontrolliert. Die Auftrennung gewöhnlicher Gunainnukleotide (GDP, GTP, GppNHp) erfolgte 

mittels isokratischer Elution (Puffer: 50 mM Kaliumphosphat pH , 10 mM 

Tetrabutylammoniumbromid, 8 % (v/v) Acetonitril, Flussrate 0.5 mL/min über 12 min). Die 

Detektion der Nukleotide erfolgte bei einer Wellenlänge von 256 nm.  

Die Auftrennung fluoreszenzmarkierter Nukleotide (mantGDP, mantGppNHp) erfolgte ebenfalls 

isokratisch mit anderem Laufmittel (Puffer: 50 mM Kaliumphosphat pH , 10 mM 

Tetrabutylammoniumbromid, 16 % (v/v) Acetonitril, Flussrate 0.5 mL/min über 12 min). Die 

Detektion erfolgte bei den Wellenlängen 256 nm (Guanin) und 350 nm (mant-Gruppe). 

 

7.5.5 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Trennung der zur analysierenden Proteine wurde denaturierende Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli durchgeführt.295 Proteine wurden in 

einem Sammelgel konzentriert und in einem 10 – 15%-igen Trenngel nach Molekulargewicht und 

Ladung getrennt. Sammel- und Trenngel wurden gemäß der in Tabelle 4 angegebenen 

Verhältnisse gemischt und sukzessive in einer BioRad Mini-Protean-II System Kassette gegossen. 
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Zur Probenvorbereitung wurden die Proben mit dem entsprechenden Volumen an SDS-PAGE 

Probenpuffer(5×) versetzt und fünf Minuten auf 95°C zur Denaturierung des Proteins und 

quantitativer Bindung von SDS erhitzt. Die Trennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 

80 V. Das Molekulargewicht der Proteine wurde anhand eines Molekulargewichtstandards 

(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas) bestimmt. DIe getrennten Proteine 

wurden mittels Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. Dazu wurden die Gele in SDS-PAGE 

Färbelösung aufgekocht. Anschließend wurden die Gele durch kurzes Aufkochen in 10%-iger 

Essigsäure entfärbt. Alternativ erfolgte ein Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran. 

 

Tabelle 4. Zusammensetzung eines 15%-igen Polyacrylamidgels. Gele abweichender Polyacrylamidgehalte wurden mit 
entsprechendem Acrylamid/Bisacrylamid-Anteil hergestellt. 

 Sammelgel Trenngel 

Sammelgelpuffer 0.35 mL - 

Trenngelpuffer - 1.1 mL 

10% SDS (w/v) 27 µL 45 µL 

30% Acrylamid/ Bisacrylamid (37.5/1) (w/v) 0.45 mL 2.2 mL 

10% APS  (w/v) 27 µL 45 µL 

TEMED 3 µL 2 µL 

Wasser 1 mL 1 mL 

 

7.5.6 Proteinexpression und -reinigung 

7.5.6.1 Ras-Proteine 

H-Ras, K-Ras und N-Ras wurden von Frau Christine Novak entsprechend etablierter Protokolle 

exprimiert und aufgereinigt.149,296 

 

7.5.6.2 Rab-Proteine 

Rab9a1-203 und Rab11a1-218 wurden von der Dortmund Protein Facility  (hattp://www.mpi-

dortmund.mpg.de/misc/dpf) in pOPINF Vektoren (N-terminal His6-tag gefolgt von einer 

Schnittstelle für PreScission Protease) mittels infusion cloning method297 kloniert. Die Proteine 

wurden in Escherichia coli BL21 (DE3) exprimiert. Die Induktion erfolgte mit 0.3 mM Isopropyl-β-

dithiogalactopyranosid bei 25 °C für 24 h. Rab9a und Rab11a wurden aus dem Bakterienlysat 

sukzessive durch Ni-NTA-Affinitätschromatographie gefolgt von einer 
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Größenausschlusschromatographie in 20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MagCL2, 1 mM 

TCEP, 1 µM GDP aufgereinigt. Der His6-tag wurde mit PreScission Protease entfernt. 

Rab1b3-174, Rab5a2-216, Rab6a2-211, Rab7a2-207, Rab8afl, Rab8a6-176, OCRL1539-901 und Rabin8 wurden 

von Frau Nathalie Bleimling entsprechend etablierter Protokolle in Escherichia coli BL21 (DE3) 

exprimiert und durch Ni-NTA-Affinitätschromatographie gefolgt von 

Größenausschlusschromatographie aufgereiningt.162,163,268,276 

 

7.5.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

Die Konzentration von Proteinen wurde durch UV-Absorption oder der Methode nach Bradford 

durchgeführt. 

 

7.5.7.1 Proteinbestimmung durch UV-Absorption 

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch UV-Detektion bei 280 nm. Der Proteingehalt wurde 

anhand des für die Proteine berechneten Extinktionskoeffizienten gemäß dem Lambert-

Beer’schen Gesetz ermittelt. 

 

7.5.7.2  Bradford 

Der Proteingehalt einer Lösung wurde photometrisch unter Verwendung verbrauchsfertiger 

Bradford-Reagenz (Bio-Rad) durchgeführt. Nach 5 minütiger Inkubation wurde dazu die 

Absorption des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 bei 595 nm bestimmt. Die 

Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand einer für BSA erstellten Eichgerade. 

 

7.5.8 Unspezifische Markierung mittels NHS-Fluorescein 

Die Proteine wurden in einem Puffer aus 20 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM TCEP und 

1 mM MgCl2 auf eine finale Konzentration zwischen 2 – 4 mg/mL verdünnt und für 16 h bei 4 °C 

mit NHS-Fluorescein (15 eq, 21 mM in DMSO) inkubiert. Anschließend wurde das überschüssige 

NHS-Fluorescein durch Filtration über NAP-5 Säule (Sephadex G-25, DNA Grade, GE Healthcare) 

entfernt. 
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7.5.9 Herstellung von Zelllysaten 

Adhärente HCT116 wurden bei Konfluenz von 90 - 100% mit TBS gewaschen und nach 5 min 

Kühlen auf Eis mit einem Schaber vom Boden der Zellkulturflaschen abgelöst und in einer geringen 

Menge Lysepuffer (150 mM Nacl, 20 mM Tris (pH 7.5), 1 mM PMSF und 0.5% NP40) suspendiert. 

Die Zellen wurden durch Behandlung mit Ultraschall (3× 15 s bei 40%) aufgeschlossen und 

unlösliche Bestandteile mittels Zentrifugation (20 min, 16,900 × g) entfernt. Das erhaltene Lysat 

wurde in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -20 °C gelagert. 

 

7.5.10 Präzipitationsexperiment (Pull-Down)  

Mit Streptavidin beschichtete, magnetische Kunstoffkügelchen (Dynabeads M280, Invitrogen) 

wurden mit einer Lösung der biotinylierten Peptide (100 µL, 10 µM) für 1 h bei RT inkubiert und 

mehrfach mit TBS + 0.01% Tween-20 gewaschen. Anschließend wurde Lysat von HCT116 Zellen 

(100 µL, 5.4 g/L) angereichert mit Rab8a (0.9 Gew.-%, 1µM) zu den Kunstoffkügelchen gegeben 

und für 1 h bei RT inkubiert. Die Kügelchen wurden mehrfach mit TBS + 0.01% Tween-20 

gewaschen und die gebundenen Proteine durch Erhitzen in SDS-Gel-Beladungspuffer (95°C, 

10 min) eluiert. Nach der Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden die Gele auf eine PVDF-Membran 

(Millipore) elektrotransferiert. Rab8a wurde mit einem spezifischen Antikörper (Cell Signaling) 

detektiert. 

 

7.5.11 Elektrotransfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran (Western-

Blot) 

Für den Elektrotransfer wurde eine Halbtrockenzelle verwendet, bei der das Polyacrylamid-Gel 

und die Membran zwischen zwei mit Transferpuffer getränkte Filterpapiere gelegt und dann 

zwischen zwei Plattenelektroden eingeklemmt wurden. Der Elektrotransfer der Proteine auf die 

Membran erfolgte unter Verwendung einer konstanten Spannung von 25 V für 60 min. 

 

7.5.12 Detektion mittels fluoreszenz-markierten Antikörper 

Zunächst wurden freie Bindungsstellen auf der PVDF-Membran durch Inkubation in Blockierpuffer 

(5% BSA in TBST) für 1h bei RT abgesättigt. Der Rab8a spezifische Primärantikörper wurde in 
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Blockierpuffer verdünnt (1: 1000) und die Membran für 12h bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde 

3 × 10 min mit TBS + 0.01% Tween-20 gewaschen und die Membran für 1 h bei RT mit einem 

fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper (HRP-rabbit, 1:10 000 in TBST mit 5% Milchpulver) 

behandelt. Nach erneutem Waschen (2 × 10 min mit TBS + 0.01% Tween-20) wurde das 

Fluoreszenzsignal an einem Odyssey Fc Imager (LI-COR Biosciences) ausgelesen. 

 

7.5.13 Fluroeszenzpolarisations Assay zur Bestimmung der 

Dissoziationskonstanten 

Fluoreszenzpolarisationsmessungen wurden mit einem Safarie2 Plattenleser (Tecan) in 384-Loch-

Platten (small volume, black, flat-bottom, non-binding, Greiner) durchgeführt. Die Proteine 

wurden seriell in einem geeigneten Puffer für nukleotid-gebundene bzw. nukleotid-freie GTPasen 

verdünnt, mit 50 nM des Fluorescein-markierten Peptids versetzt und 1 h bei RT inkubiert. Die 

Fluoreszenzpolarisation wurde anschließend bei RT und einer Anregungswellenlenge λex = 470 nm 

und einer Emissionswellenlänge λem = 525 nm ausgelesen. 

Initiale Screens wurden jeweils als Einzelmessungen durchgeführt und die Dissoziationskonstanten 

(Kd) mittels nicht-linearer Regression in der Software Prism 5.0 (Graphpad) ermittelt.298 

Die exakte Affinitätsbestimmung relevanter Peptide erfolgte in Form von Triplikaten. Nach einer 

Korrektur entsprechend der Änderung der Fluoreszenzintensität im Bindungszustand wurde aus 

den Fluoreszenzanisotropie Daten der gebundene Anteil bestimmt (Gleichung 2). Entsprechend 

dem Massenwirkungsgesetzt wurde anschließend unter Annahme einer einzigen Bindungsstelle 

die Dissoziationskonstante Kd als einzige Variable durch nicht-lineare Regression in Prism 5.0 

(Graphpad) errechnet (Gleichung 3).299 In Fällen, in denen aufgrund zu geringer Löslichkeit der 

nukleotid-freien Proteine kein Plateau erreicht werden konnte, wurden Plateau-Punkte anhand 

vergleichbarer Daten extrapoliert.  

 

Gleichung 2:                   
       

                      
  

A: beobachtete Anisotropie; Afrei: Anisotropie des freien Fluorophors; Agebunden Anisotropie des gebundenen 
Fluorophors; Q: Verhältnis der Fluoreszenzintensität im freien und gebundenen Zustand 

 

Gleichung 3:                   
                                               

    
  

Kd: Dissoziationskonstante; LT: Konzentration des markierten Peptids; cProtein: Proteinkonzentration 
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7.5.14 Kompetition im Fluoreszenzpolarisations-Assay 

In einer Lösung von 50 nm unspezifisch mit Fluorescein markiertem OCRL-1 und 10 µM 

Rab8a(GppNHp) wurde acetyliertes Peptid seriell verdünnt und für 1 h bei RT inkubiert. Die 

mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) wurde mittels nicht-linearer Regression in der Software 

Prism 5.0 (Graphpad) errechnet.298 

 

7.5.15 Bestimmung der Nukleotidaustauschkinetiken 

Um den Einfluss der Peptide auf den Nukleotidaustausch von Rab8 zu untersuchen, wurden 

Langzeitfluoreszenzmessungen durchgeführt. Dazu wurde Rab8 mit dem Fluoreszenz-markierten 

Nukleotidanalogon mant-GDP beladen und die Verdrängung durch freies GDP verfolgt. 

Typischerweise wurden dazu in einer Quartzküvette 100 µL Ansätze gemessen. Um den Einfluss 

der acetylierten Peptide auf die Dissoziationskinetik zu bestimmen, wurde eine Mischung aus 

Rab8(mant-GDP) (1 µM) und GDP (500 µM) vorgelegt. Anschließend wurde das jeweilige 

acetylierte Derivat zugegeben (100 µM) und die Abnahme des charakteristischen mant-

Fluoreszenzsignals bei 20 °C verfolgt (λex = 384 nm; λem = 440 nm).  

Um dagegen den Einfluss auf die GEF-Aktivität von Rabin8 zu bestimmen, wurde Rab8(mant-GDP) 

(2 µM) mit der GEF-Domäne von Rabin8 (9 µM) und dem acetylierten Peptid für 30 min bei RT 

vorinkubiert. Die Nukleotidaustauschreaktion wurde durch Zugabe von GDP (500 µM) gestartet 

und die Abnahme des charakteristischen mant-Fluoreszenzsignals bei 20 °C verfolgt. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 

AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift 

Ac2O Essigsäureanhydrid 

All Allyl 

Alloc Allyloxycarbonyl 

APS Ammoniumpersulf 

Boc tert-Butoxycarbonyl- 

CAPRI Calcium-promoted RAS inactivater 

CD Circulardichroismus 

DCM Dichlormethan 

DIC N, N‘-Diisopropylcarbodiimid 

DIEA N, N‘-Diisopropylethylamin 

DMF N, N‘--Dimethylformamid 

DMSO Dimethylsulfoxid 

EDT 1,2-Ethandithiol 

EGF Endothelial growth factor 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

ERK Extracellular regulated kinase 

ESI Elektro-Spray-Ionisation 

FIP Family interacting protein 

FITC Fluoresceinisothiocyanat 

Fmoc  9-Fluorenylmethoxycarbonyl 

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

FP Fluoreszenzpolarisation 

FTI Farnesyltransferase Inhibitor 

GAP GTPase aktivierendes Protein 

GAP1IP4BP GAP1 InsP4-binding protein 

GCC185 GRIP and coiled-coil domain-containing protein 

GDI Guaninnukleotiddissoziationsinhibitor 

GDP Guanosindiphosphat 

GEF Guaninnukleotidaustauschfaktor 

GppNHp 5'-Guanylylimidodiphosphat 

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor 
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GTP Guanosintriphosphat 

HATU 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat 

HBS Wasserstoffbrückenersatz (hydrogen bond surrogate) 

HCl Salzsäure 

HCTU (2-(6-Chloro-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminiumhexafluorophosphat 

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonsäure 

HOAt 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol 

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol 

HPLC High performance liquid chromatography 

HRMS High resolution mass spectroscopy 

HTS High-throughput screening 

IC50 Mittlere inhibitorische Konzentration 

IPTG Isopropyl-β-dithioglactopyranosid 

ITC Isotherme Titrationskalorimetrie 

JNK c-Jun N-terminale Kinase 

KD Dissoziationsgleichgewichtskonstante 

mant Mehtylanthraniloyl 

MAP Mitogen-aktivierendes Protein 

MAPK Ras mitogen activated protein kinase 

MeCN Acentonitril 

MEK MAPK/ERK-Kinase 

Mmt 4-Monomethoxytrityl 

MeOH Methanol 

MS Massenspektrometrie 

Mtt 4-Methyltrityl 

NCS N-Chlorsuccinimid 

NF1 Neurofibromin1 

NHS N-Hydroxysuccinimid 

NMP N-Methyl-2-pyrrolidon 

NMR Nuclear magnetic resonance 

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriacetat 

O2Oc 8-Amino-3,6-dioxooctansäure 

ORCL Oculocerebrorenal syndrome protein 

PBS Phosphate buffered saline 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase 



8 Abkürzungsverzeichnis 
 

127 
 

PLCε Phospholipase Cε 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PPI Protein‒Protein-Interaktion 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

PyBOP Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat 

R6IP1 Rab6-interacting protein 1 

Rab Ras-like proteins in brain 

Raf Rabid fibrosarcoma 

RalGDS Ral guanine nucleotide dissociation stimulator 

Ran Ras-like nuclear protein 

Rap Ras related proteins 

Ras Rat sarcoma 

RasAL RasGAP-activating-like 

RasGRF Ras-specific guanyl nucleotide releasing factor 

RasGRP Ras-specific guanine-nucleotide-releasing protein 

RasSF Ras association domain-containing famil 

RBD Ras-bindende Domäne 

REP Rab-Eskortprotein 

Rheb Ras homolog enriched in brain 

Rho Ras Homolog 

RILP Rab interacting lysosomal protein 

RIN1 Ras and Rab interactor 1 

RNA Ribonucleic acid 

RT Raumtemperatur 

RTK Rezeptortyrosinkinase 

SDS Natriumdodecylsulfat 

SOS Son of sevenless 

SPPS Solid phase peptide synthesis 

SPR Surface Plasmon Resonance 

SynGAP Synaptic RasGAP 

TBABr Tetrabutlyammoniumbromid 

TBC-

Domäne 

Tre2/Bub2/Cdc16-Domäne 

TBS Tris buffered saline 

TCR T-Zellenrezeptor 
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TECEP Tris(2-carboxyethyl)phosphin 

TEMED N, N, N‘, N‘-Tetramethylethylenediamin 

TEV-

Protease 

Tabacco Etch Virus Nla-Protease 

TFA Trifluoressigsäure 

THF Tetrahydrofuran 

TIAM1 T lymphoma invasion and metastasis-inducing 1 

TIS Triisopropylsilan 

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

Trt Trityl 

TTDS [N1-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-1,13-diamino-4,7,10-trioxatridecan-succinylsäure 

wt Wildtyp 

µw Mikrowelle 

 

Aminosäuren wurden gemäß den Empfehlungen der International Union of Pure and Applied 

Chemistry (IUPAC) and the International Union of Biochemistry (IUB) im Ein- bzw. Dreibuchstaben-

Code abgekürzt.300 
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10 Anhang 

Tabelle 5. Ergebnisse der FP-Bindungsexperimente der von der  
Ras-GEFs abgeleiteten Peptide(N = 1). KD-Werte sind in µM angegeben. 

Peptid H-Ras 
(NF) 

H-Ras 
(GDP) 

H-Ras 
(GppNHp) 

32 >300 >300 >300 
33 >300 >300 >300 
34 >300 >300 >300 

 

 

Tabelle 6. Ergebnisse der FP-Bindungsexperimente der von der SOS αH-Helix abgeleiteten Derivate mit den 
verschiedenen Ras-Isoformen in den drei Nukleotidbindungszuständen (N = 1). KD-Werte sind in µM angegeben. 

Peptid 

Protein  

H-Ras 
(NF) 

H-Ras 
(GDP) 

H-Ras 
(GppNHp) 

N-Ras 
(NF) 

N-Ras 
(GppNHp) 

N-Ras 
(GDP) 

K-Ras 
(GDP) 

K-Ras 
(GppNHp) 

32 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
35 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
36 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
37 >300 >300 >300 >300 >300 >300 n.b. n.b. 
38 >300 >300 >300 >300 >300 >300 n.b. n.b. 
33 >300 >300 >300 >300 >300 >300 n.b. n.b. 
39 >300 >300 >300 >300 >300 >300 n.b. n.b. 
40 >300 >300 >300 >300 >300 >300 n.b. n.b. 
41 >300 >300 >300 >300 >300 >300 n.b. n.b. 
42 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 

 

Tabelle 7. Ergebnisse der FP-Bindungsexperimente GPD-gebundener Rab-Proteine mit Wildtyp-Peptidsequenzen 
(N = 1). KD-Werte sind in µM angegeben. 

Peptid 

Protein 

Rab1b  
(GDP) 

Rab5a  
(GDP) 

Rab6a  
(GDP) 

Rab7a 
(GDP) 

Rab8a  
(GDP) 

Rab9a  
(GDP) 

Rab11a  
(GDP) 

66a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
67a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
68a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
69a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
70a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
71a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
72a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
73a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
74a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
75a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
76a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
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Tabelle 8. Ergebnisse der FP-Bindungsexperimente GppNHp-gebundener Rab-Proteine mit Wildtyp-Peptidsequenzen 
(N = 1). KD-Werte sind in µM angegeben. 

Peptid 
Protein 

Rab1b  
(GppNHp) 

Rab5a  
(GppNHp) 

Rab6a  
(GppNHp) 

Rab7a 
(GppNHp) 

Rab8a  
(GppNHp) 

Rab9a  
(GppNHp) 

Rab11a  
(GppNHp) 

66a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
67a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
68a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
69a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
70a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
71a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
72a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
73a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
74a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
75a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
76a >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 

 

 

Tabelle 9. Ergebnisse der FP-Bindungsexperimente nukleotidfreier Rab-Proteinen mit Wildtpy-Peptidsequenzen 
(N = 1). KD-Werte sind in µM angegeben. 

Peptid 

Protein 

Rab1b  
(NF) 

Rab5a  
(NF) 

Rab6a  
(NF) 

Rab7a 
(NF) 

Rab8a  
(NF) 

Rab9a 
 (NF) 

Rab11a  
(NF) 

66a 40 10 20 120 5 30 40 
67a >300 >300 110 >300 160 >300 >300 
68a 38 40 60 >300 30 20 >300 
69a >300 >300 110 >300 >300 >300 >300 
70a >300 150 >300 >300 >300 >300 >300 
71a >300 >300 120 >300 >300 >300 >300 
72a >300 >300 120 >300 170 >300 >300 
73a >300 40 60 >300 20 210 >300 
74a 170 10 8 50 50 20 >300 
75a 

       
76a 
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Tabelle 10. Ergebnisse der FP-Bindungsexperimente α-methylierter, kohlenwasserstoffverbrückter Peptide mit Rab-
Proteinen in verschiedenen Nukleotidbindungszuständen (N = 3; Fehler repräsentieren 1σ). KD-Werte sind in µM 
angegeben. 
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Tabelle 11. Ergebnisse der FP-Bindungsexperimente der von 79 abgeleiteten Derivate (N = 1). KD-Werte sind in µM 
angegeben. 

Peptid Sequenz KD[Rab8(GppNHp)] rel. KD 

66 DDEKEQFLYHLLSFNAV 80
[a]

 6.9 
90 XDDGKEQFLYHLLSFNAV 47

[a]
 5.1 

91 DDE-S4-EQF-S5-YHLLSFNAV 18.6
[a]

 2.0 
92 DDE-S6-EQF-S5-YHLLSFNAV 10.8

[a]
 1.2 

93 DDE-S6-EQF-S6-YHLLSFNAV 7.3
 [a]

 0.8 
94 DDE-S5-EQF-S5-YHLLSFNAV 11.5

[a]
 1.0 

95 DDE-R8-EQFLYH–S5-LSFNAV 6.0
[a]

 0.51 
96 DDE-S5-EQF-S5-YHL-L*-SFN-A*-V 6.2

[a]
 0.52 

97 DDE-S5-EQF-S5-YHL -S5-SFN-S5-V 5.1
[a]

 0.44 
98 DDE-S5-EQF-B5-YHLLSF-S8-AV 5.7

[a]
 0.49 

99 DDE-S5-EQF-B5-YHL-B5-SFN-S5-V  37
[b]

 0.6 
100A 
100B 

DDE-S5-EQF-B5-YH-B5-LS-S5-NAV 
DDE-S5-EQF-B5-YH-B5-LS-S5-NAV 

62
[b]

 
47

[b]
 

1.0 
0.8 

Die Dissoziationskonstanten der FITC-markierten Peptide wurden zu verschiedenen Zeitpunkten mit erneut 
exprimiertem Rab8 bestimmt (N=1). Die erneut ermittelten KDs des Referenzpeptids 79a wichen vom ursprünglich 
bestimmten Wert (22.2±1.2µM) ab. 

[a]
 KD(79a) = 11.7 µM; 

[b]
 KD(79a) = 62 µM. 
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