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Kurzzusammenfassung

Kleine GTPasen dienen als molekulare Schalter bei der Kontrolle zahlreicher wichtiger
zelluldrer 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 duflerst schwer direkt adressiert werden,
da ihre Regulierung und biologische Signalwirkung Uber ausgedehnte und flache
Protein—Protein-Interaktionen (PPls) vermittelt werden. Um Verbindungen zu generieren,
die an kleine GTPasen binden und potentiell ihre Signalwirkung modulieren kénnen, wurden
deshalb im Rahmen dieser Arbeit Bindungsepitope natirlicher 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 a-helikalen Bindungsmotiv  des
Nukleotidaustauschfaktors SOS wurden Peptide mit a-methylierter
Kohlenwasserstoffverbrickung (hydrocarbon stapled peptides) entwickelt, wahrend eine
vom Effektor c-Raf abgeleitete B-Haarnadel mittels unterschiedlicher
Verbriickungsstrategien stabilisiert wurde. Aufgrund der sehr geringen Affinitdt der
Ausgangssequenzen wurden jedoch keine Derivate erhalten, die flir eine Anwendung als PPI-

Inhibitoren geeignet waren.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde in einer breit angelegten Machbarkeitsstudie eine analoge
Strategie fir die groRte Unterfamilie kleiner GTPasen, sog. Rab-Proteine, verfolgt.
Ausgehend von diversen a-helikalen Bindungsmotiven wurde eine Bibliothek von stapled
peptides generiert, die sich im Vergleich zu den Ausgangssequenzen durch deutlich
gesteigerte Affinitdten 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. Abschliefend konnte durch Variation

der Verbriickungsarchitektur die Affinitat dieses Peptids weiter gesteigert werden.



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 a-helix of the nucleotide exchange factor SOS a
small library of hydrocarbon stapled peptides was generated, while a c-Raf derived B-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 a-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

1 Einleitung

Im Laufe der letzten Jahrzehnte fiihrten intensive Forschungsbemihungen zu einem immer
genaueren mechanistischen Verstandnis fiir 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 Ubergang von
normal reguliertem Wachstumsverhalten zu ungebremstem Tumorwachstum verursacht, die
Entwicklung maRgeschneiderter Therapiemethoden ermdoglichen kann." Es existieren jedoch noch
etliche Onkoproteine, die durch biologische Studien als Mitverursacher menschlicher
Krebserkrankungen validiert wurden, fir 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.”* Ein Paradebeispiel fiir einen derartigen Fall liefert die Ras-
Superfamilie kleiner GTPasen. Die Ras (rat sarcoma)-Gene zahlen mit einer Pravalenz von 20 -
30 % zu den am haufigsten mutierten Onkogenen menschlicher Krebserkrankungen,* aber auch
andere Unterfamilien kleiner GTPasen wurden zunehmend mit der Entwicklung verschiedener
menschlicher Erkrankung in Verbindung gebracht.” Ein GroRteil der Signalwirkung und Regulation
kleiner GTPasen wird durch Protein—Protein-Interaktionen (PPIs) von ausgedehnten und flachen
Wechselwirkungsoberflaichen vermittelt, die mit klassischen Methoden nur duferst 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.®
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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
oberflachennaher Proteindoménen zweier oder mehrerer Proteine.” Sie sind seit langem als ein
wesentliches Element zelluldrer Regulations- und Signaltransduktionsvorgange bekannt und
stellen attraktive Ansatzpunkte fir die Entwicklung von Medikamenten und biologischen
Werkzeugen dar. Die Assoziation und Dissoziation funktionaler Proteinkomplexe ist ein
dynamischer Prozess, der in groBen und komplexen Netzwerken organisiert ist. Diese
Wechselwirkungen werden zumeist durch dynamische und vergleichsweise gering profilierte
Proteinoberflichen vermittelt,® die typischerweise eine Ausdehnung von ca. 1000 - 3000 A?
haben.’? Eine computergestitzte 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.™ In vielen Fillen existieren allerdings einige wenige
Aminosauren, die den Hauptanteil der Gibbs-Energie der Wechselwirkung beitragen, sog. hot
spots.11 Klassische niedermolekulare Wirkstoffe (ca. 300 - 500 A%)° binden allerdings haufig in
wohldefinierte, konkave Taschen und bieten keine ausreichende Molekiilgrofie, um wirksam mit
natiirlichen Bindungspartnern in Konkurrenz zu treten.'” Daher galten PPIs fir lange Zeit als
pharmakologisch unzuganglich (,,undruggcrble”).13 Ein besseres Verstandnis der PPls durch
biophysikalische und biochemische Methoden, Fortschritte im Bereich struktur- und
computerbasierter Analysentechniken und das ErschlieBen eines geeigneten chemischen Raums
fihrten zunehmend zu vielversprechenden Ergebnissen. So wurden bereits einige potente
Molekile entwickelt, die durch die Bindung der Oberfliche eines Proteins die Anlagerung

714 Eir die Adressierung komplexer PPIs

natirlicher Wechselwirkungspartner verhindern kénnen.
haben sich zwischenzeitlich eine Reihe komplementarer Herangehensweisen mit jeweils eigenen
Vor- und Nachteilen etabliert.’> Durch das Screening geeigneter Molekiilbibliotheken im
Hochdurchsatzverfahren kdnnen Molekiile identifiziert werden, die in transiente Bindungstaschen
der Zielproteine binden oder die Proteinoberflache allosterisch modulieren.® Fragment-basierte

Methoden identifizieren mit Hilfe struktur- oder computergestiitzter Analysen niedrigmolekulare

Liganden von anfanglich geringer Affinitdt, die anschlieRend miteinander verbunden und
2
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sukzessive in Richtung geeigneter Oberflaichenmerkmale erweitert werden, um groRere,

1718 padurch wurden im Verlauf der letzten zehn Jahre

hochaffine Molekile zu generieren.
beeindruckende Erfolge erzielt. So wurden zwischenzeitlich mehr als 40 verschiedene PPIs
adressiert, wobei mehrere Inhibitoren die klinische Testphase erreicht haben.*

Allerdings weisen PPIl-Grenzflaichen unterschiedlich grofle Ausdehnungen und Affinitaten auf
(Abbildung 1). Am leichtesten zu adressieren sind Proteinoberflachen, bei denen die Assoziation
Uber eine kurze peptidische Primdrsequenz des Bindungspartners und einige wenige darin
enthaltene Schlisselaminosduren vermittelt wird. Ein hoheres Mal an Komplexitat bieten isolierte
Regionen, deren Wechselwirkung von einem Sekundarstrukturelement und der damit
verbundenen definierten rdaumlichen Orientierung der Aminosdureseitenketten bestimmt wird.

Die groRte Herausforderung stellen ausgedehnte Proteinoberflachen dar, bei denen die Bindung

tiber mehrere Regionen der Polypeptidsequenz vermittelt wird.’

Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
(Primarstruktur) (Sekundérstruktur) (Tertitidrstruktur)
Histon H3 BRDt MDM2 p53 IL-2Ra IL-2

Abbildung 1. Die Ausdehnung, Affinitdt und Komplexitdit von PPIl-Wechselwirkungsflichen bedingen deren
Adressierbarkeit. PPls lassen sich danach einteilen, ob das Bindungsepitop aus einer linearen Polypeptidsequenz
(grin, PDB. 2WP1), einer einzelnen Sekundérstruktur (orange, PDB. 1YCR) oder verschiedenen Sequenzabschnitten
bestehen, die eine definierte Tertidrstruktur (rot, PDB. 1Z92) erfordern. Die steigende GroRe der Interaktionsflache
erschwert die direkte Adressierung durch synthetische Verbindungen.19 Fir die verschiedenen Kategorien sind jeweils
Kristallstrukturen von Beispielen gezeigt, mit Bindungsepitopen in der Cartoon-Darstellung und interagierenden
Aminosaureseitenketten in expliziter Darstellung.

Dabei adressieren die bisher genannten Methoden zumeist PPIs der 1. Kategorie und stoRen in
komplexeren Fillen bisher meist an ihre Grenzen.?® Eine vielversprechende Strategie fur die
Adressierung  ausgedehnter Proteinoberflaichen besteht in der Nachahmung von
Bindungsepitopen, die den wesentlichen Anteil zur Assoziation der Proteine beitragen.’ Dieser

Ansatz macht sich die Strukturinformationen des Proteinkomplexes zunutze und resultiert in
3
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14,21-23

Molekiilen, die die bioaktive Konformation der Ausgangsproteine abbilden kdnnen. Isoliert

man Peptidsequenzen aus der stabilisierenden Tertidrstruktur des Ausgangsproteins verlieren sie
jedoch ihren hohen Ordnungsgrad und weisen in freier Losung zumeist sehr flexible

Konformationen auf (Abbildung 2).24%

Isolierung des Stabilisierung des
Bindungsepitops Bindungsepitops
g > gsepitop >

|

“J,.J (\/-/J __{://r °
L4 ¥ >
X ¥

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

Dies beeintrachtigt einerseits die Affinitat der Peptide, da fiir die Bindung des Zielproteins erst
wieder die definierte bioaktive Konformation eingenommen werden muss, was mit entropischen
Verlusten einhergeht. Andererseits weisen flexible Peptidsequenzen oftmals eine erhohte
Anfilligkeit fur proteolytischen Abbau und eine geringe Tendenz zu Zellgéingigkeit auf.”® Um diese
Nachteile zu Uberwinden, wurden verschiedene Arten von chemischen Modifikationen und
Geruststrukturen entwickelt, welche die Bindungseigenschaften des Peptidvorlaufers stabilisieren
bzw. nachahmen. Derartige Peptidmimektika wurden historisch anhand ihrer chemischen
Modifikation und ihres Substitutionsgrads klassifiziert.?” In der neusten Form der Einteilung
werden Peptidmimetika entsprechend ihrer Ahnlichkeit mit dem natiirlichen Vorlduferpeptid in
vier verschiedene Klassen unterschieden: Peptide der Klasse A bestehen Ulberwiegend aus a-

Aminosauren mit wenigen Seitenketten- oder Rickgratmodifikationen, wahrend Peptide der
4
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Klasse B zahlreiche Seitenketten- oder Riickgratmodifikationen wie auch Foldamere enthalten. In
den Klassen C und D ist dagegen das Peptidriickgrat vollstandig ersetzt, wobei Strukturmimetika
der Klasse C die Seitenkettentopographie des Peptidvorlaufer nachahmen. Mimetika der Klasse D
haben dagegen keine direkte Verbindung zum Ursprungspeptid mehr, sondern ahmen nur noch
dessen Funktion nach.?! 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,”” wurden in bisherigen Studien im Wesentlichen a-Helices und wenige B-
Faltblatter fiir die Generierung von PPI-Inhibitoren genutzt,21 sodass die wesentlichen Aspekte

dieser Strategie im Folgenden eingehend diskutiert werden.

2.2 Peptidmimetika von B-Strangen

Beim Sekundarstrukturelement der [-Strdange ist die Polypeptidkette ziehharmonikaartig
angeordnet, sodass die Seitenketten abwechselnd (iber oder unter das Riickgrat weisen. Die
Stabilisierung erfolgt durch Wasserstoff-Briicken zwischen den Carboxyamid-Gruppen des
Peptidrickgrats, die anders als bei der Helix nicht innerhalb eines Stranges, sondern zwischen zwei
benachbarten Strangen ausgebildet werden. Diese kdnnen sich zu parallelen oder anti-parallelen
B-Faltblattern anordnen und dadurch plattenartige Strukturen, sog. Faltblatter, ausbilden. Zwei
antiparallele Strange, die Gber einen Schleifenbereich miteinander verbunden sind bilden eine -
Haarnadel.?®?°

Fir die Stabilisierung von B-Strangen, parallelen oder antiparallelen B-Faltblattern und pB-

21 1 .
3031 1 einem

Haarnadeln wurden eine Reihe verschiedener Methoden entwickelt (Abbildung 3).
haufig gewahlten Ansatz wird eine Kehrenstruktur oder ein Kehrenmimetikum in eine
kontinuierliche Peptidsequenz eingebracht und so die Ausbildung von B-Faltblattern oder PB-
Haarnadeln beglinstigt. Dazu wurden b-Aminosauren in die Kehrenposition i+1 eingebracht, um
antiparallele B-Haarnadelstrukturen zu initiieren.>* Ebenso begiinstigt eine Kombination aus
Prolinen und aromatischen Resten sowie N-alkylierte Aminosduren in der Kehrenregion die
Ausbildung von B—Haarnadeln.33 Auch Dipeptidtemplate wie beispielsweise D-Pro-L-Pro® % (1)
oder Aib(a-Aminoisobuttersiure)-Gly*” wurden fir die Initiierung antiparalleler B-Faltblatter bzw.
B-Haarnadelstrukturen eingesetzt. Dagegen kann das Templat D-Pro-DADME (1,2-Diamin-1,1-

28,38,39

dimethylethan) parallele  B-Faltblattstrukturen  stabilisieren. AuBerdem  wurden

5
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niedermolekulare Template wie beispielsweise Dibenzofurane®® (2) oder Oligoharnstoffe‘:”O (3)
eingesetzt, um die Geometrie einer B-Kehre nachzuahmen und die Synthese dreier verknilpfter B-

Strange zu ermdglichen.®

A)

Kehrenmimetika NC, Makrozyklisierung

B-Strang-induzierende Bausteine Strukturmimetika

R? R2 R3
HN;:/>~N/\:>~N;:/>—N/\:>—N;:/>—O\
o) o) o)
9

Abbildung 3. Stabilisierung von B-Strang-Strukturen. Beispiele fiir verschiedene Stabilisierungstechniken und
Geristmimetika, die fiir die Adressierung von Protein genutzt wurden.”

Durch zusatzliche kovalente und nichtkovalente terminale Verknipfung oder Verbriickung
innerhalb der B-Strange, sowie durch den Einbau strangstabilisierender Aminosaurebausteine
kann das Netz aus Wasserstoffbriickenbindungen unterstitzt und einer Entfaltung der PB-
Faltblatter entgegengewirkt werden. Das Prinzip der Makrozyklisierung findet sich dabei auch in
naturlich vorkommenden Peptiden, wo Disulfidbriicken der Stabilisierung von p-
Haarnadelkonformationen dienen.*! Analog wurden auch in andere Peptidsequenzen Cysteine
eingebracht und zu Disulfidbriicken (4) verkniipft.**™** Ebenso wurde Azid-Alkin-Klickchemie (5)

verwendet, um B-Haarnadeln durch die Bildung von 1,2,3-Triazolen (6) zusatzlich zu stabilisieren.
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Kovalente Riickgratverkiipfungen wurden hdufig genutzt, um eine Entfaltung aus Richtung des N-
und C-Terminus zu verhindern, %7394

Weniger hdufig wurden nichtkovalente Stabilisierungsmethoden eingesetzt, um durch
elektrostatische oder hydrophobe Wechselwirkungen, B-Faltblattstrukturen zu stabilisieren.*® Des
Weiteren wurden rigide niedermolekulare Bausteine in Peptidsequenzen eingebracht, die der
natlirlichen Wasserstoffbriickengeometrie nachempfunden sind. So wurden beispielsweise die
nichtnatirliche  Aminosdure Hao  (5-Hydrzino-2-methoxybenzoylsdure, 7)*’ oder der
Diphenylacetylenbaustein (8)* fiir die Stabilisierung von antiparallelen p-Faltblittern eingesetzt.
Weniger intensiv erforscht wurde bisher der Einsatz niedermolekularer B-Strang-Strukturmimetika
wie Piperidin-Piperidon-Geriststrukturen (9)* die synthetisch deutlich aufwendiger zu realisieren
sind. Generell scheint die Stabilisierung von B-Strangen vergleichsweise schwierig zu sein. So
fihrte oftmals erst eine Kombination mehrerer Stabilisierungsstrategien zu einer
zufriedenstellenden MolekUIgeometrie.21 Zudem sind derartige Mimetika bisher nur wenig fir ihre

36,42,45,50

Anwendbarkeit als PPl-Inhibitoren untersucht. Zwei erfolgreiche Beispiele in Bezug auf ihre

36,45

Wirksamkeit stammen von Robinson und Mitarbeitern (Abbildung 4).

B-Faltblattmimetikum 0

Iz

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

Sie stabilisierten eine Schleife bestehend aus acht Aminosauren durch Einsatz eines p-Pro-L-Pro-
Templats zu einer Rickgrat-zyklisierten B-Haarnadelstruktur (24) und erreichten durch
anschlielende, iterative Sequenzoptimierung eine mittlere inhibitorische Konzentrationen im
submikromolaren Bereich. Allerdings handelt es sich um einen Spezialfall, da die B-Haarnadel nicht
von einem entsprechenden Bindungsepitop im Ausgangsprotein abgeleitet ist. Vielmehr bildet das

Peptidmimetikum die Seitenkettengeometrie dreier hydrophober Reste ab, die im natliirlichen
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Proteinkomplex Uber eine a-Helix vermittelt werden, die in eine definierte Furche auf der

Oberflache von HDM2 eingebettet ist.

2.3 Peptidmimetika von a-Helices

Helices sind mit mehr als 30% das haufigste in Proteinen gefundene Sekundarstrukturelement™"
und stellen daher einen sehr attraktiven Ausgangspunkt flr die Generierung von PPI-Inhibitoren
dar. Im Laufe der Jahre wurden zahlreiche Methoden zur Stabilisierung a-helikaler
Peptidsequenzen  entwickelt  (Abbildung  5).>> So  wurden  a-Helix-induzierende

53,54

Aminosiurebausteine®® und a-methylierte Aminosduren sowie die Koordination von

> um den helikalen Sekundarstrukturanteil von Peptiden zu steigern

Metallionen genutzt,
(Klasse A). Zudem konnten mit Architekturen, die die Bindungscharakteristika von a-Helices
nachahmen, bereits potente PPl-Inhibitoren generiert werden, darunter Foldamere
(peptidihnliche oligomere Strukturen mit definierten Faltungseigenschaften) wie a/B-Peptide’
oder Peptoide®® (Klasse B) oder Strukturgeriiste wie Terphenyle (Klasse C).>° 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
Verbrickung von Helixwindungen und a-methylierte Kohlenwasserstoffverbriickungen
(hydrocarbon peptide stapling). Letztere Technik ist von wesentlicher Bedeutung flr die
Betrachtungen dieser Arbeit und wird daher gesondert in Kapitel 2.4 diskutiert.

Die Kupplung N-terminaler Kappen, die eine a-helikale Geometrie imitieren, kann die Ausbildung
der a-helikalen Konformation in Richtung des C-Terminus induzieren. Beim sog.
Wasserstoffbriickenersatz (Hydrogen bond surrogates, HBS) handelt es sich um rigide
Geruststrukturen, die die Wasserstoffbriickenbindung der ersten Helixwindung durch eine
kovalente Verknlpfung ersetzen. In einer ersten Ausfihrung wurde dazu eine
Hydrazonverbriickung in die Peptidsequenz integriert.60 In einer Weiterentwicklung ist diese durch
eine vollstandig hydrophobe Verbrickung ersetzt, die mit Hilfe von Ringschlussmetathese

61,62 Derartige Peptide wurden erfolgreich fiir die Inhibierung einiger wichtiger

generiert wird (11).
PPIs eingesetzt. Mittels HBS stabilisierte Derivate des HIV gp41-Proteins konnten beispielsweise
die gp41-vermittelte Zellfusion unterdriickt werden. Zudem wurde eine HBS-stabilisierte p53 Helix

zur Inhibierung der p53-MDM2-Wechselwirkung eingesetzt.63 AulBerdem 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.®

Die kovalente Verbrickung von Helixwindungen wird seit langem fiir die konformative
Stabilisierung a-helikaler Peptidsequenzen genutzt, sodass zwischenzeitlich eine diverse Auswahl

an Architekturen existiert (Abbildung 5).

Abbildung 5. Stabilisierung von a-helikaler Strukturen. Beispiele fiir verschiedene Stabilisierungstechniken und
Architekturen.”*

Da jeweils Reste in den Positionen i, i+ 3, i + 4 bzw. i + 7, usw. die gleiche Orientierung aufweisen,
bewirken die kovalenten Verbriickungen der Seitenketten solcher Paare eine Stabilisierung der a-
helikalen Konformation. Frithe Studien basierten auf einer Quervernetzung von Disulfid—(12)65

oder Lactambriicken (13),%° die jedoch anfillig fiir reduktive bzw. proteolytische Spaltung sind. Die
9
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Disulfidbriicken wurden daher zu Thioethergeristen weiterentwickelt.®” Auch wurde der
gleichzeitige Einbau mehrerer Lactambriicken wuntersucht, um die Stabilitat langerer
Peptidsequenzen zu verbessern.®® Azid-Alkin-Click-Chemie wurde ebenfalls fir die Stabilisierung a-

970 7udem wurden die Seitenketten von - oder D-

helikaler Sequenzen eingesetzt (14).
Cysteinreste mit verschiedenen niedermolekularen, bifunktionalen Linkergruppen verbriickt. So
wurden beispielsweise durch den Einsatz von Diaryl-Verbriickungen (15) Peptide mit gesteigerter
Zellgangigkeit generiert.”! Dagegen wurden Azobenzol-basierte Bausteine (16) eingebaut, um eine

7273 cysteine konnten zudem

photosensitive Schaltung der a-helikalen Konformation zu erlauben.
mittels Thiol-en-Reaktion Uber diverse Dien-funktionalisierte Briicken verkniipft werden (17).”*

Die Verbriickungsarchitekturen unterscheiden sich in ihrer Polaritdt, ihrer Flexibilitdt und ihrer
Stabilitat unter biologischen Bedingungen. Meist hat auch die Position der Verbriickung einen
entscheidenden Einfluss auf die Eigenschaften der Derivate. Verbriickte Peptide zeichnen sich
zumeist durch einen grofReren a-helikalen Charakter, erhdhte Affinitaten und verbesserte
Stabilitat gegen proteolytischen Abbau aus. In einigen Fallen wurde auch eine erhéhte Tendenz zur
zellularen Aufnahme beobachtet. Allerdings zeigen nicht zwangslaufig die Derivate mit dem
hochsten Grad an Stabilisierung die groBte inhibitorische Wirksamkeit. Ein geringes Mal} an
Freiheitsgraden minimiert zwar potentiell die entropischen Verluste bei der Bindung der Peptide,
allerdings kénnen dadurch auch bioaktive Konformationen ausgeschlossen werden, deren
Geometrie geringfigig von der a-helikalen Konformation abweicht.?? Vergleichende Studien, die

die Auswirkungen verschiedener Stabilisierungsmethoden zueinander in Relation setzen, sind

bisher allerdings selten.”

2.4 a-Methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptide

Eine zusehends an Popularitat gewinnende Variante zur konformativen Stabilisierung a-helikaler
Peptidsequenzen sind a-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptide, sog. hydrocarbon
stapled peptides, die eine Kombination aus einer Seitenkettenverbriickung und den Helix-
induzierenden Eigenschaften a-methylierter Reste darstellen. Aufbauend auf einer Studie von
Grubbs zur Ringschlussmetathese von allylierten Homo-Serinresten’® und dem bereits

2354 \wurde die Methode erstmals im Jahr 2000

beschriebenen Einbau a-methylierter Aminosauren
von Verdine und Mitarbeitern vorgestellt.”” Sie wurde mit der Absicht entwickelt, a-helikale

Peptidanaloga mit hoher proteolytischer Stabilitdt und Zellgdngigkeit fiir die Adressierung

10
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intrazelluldrer Protein-Protein-Wechselwirkungen zu generieren.” Die Methode hat jedoch

mittlerweile auch breite Anwendung fiir die Modulation extrazellularer Zielproteine gefunden.78

A)

©
¢ W

Abbildung 6. Peptide mit a-methylierter Kohlenwasserstoffverbriickung zur konformativen Stabilisierung a-helikaler
Peptidsequenzen.79 A) Schematische Reprasentation der verschiedenen Verbriickungsarchitekturen. Der Einbau von
a, a-disubstituierten Aminosaurebausteinen (B) an definierten Positionen der Peptidsequenz und die nachfolgende
Makrozyklisierung mittels Ringschlussmetathese der alkenylfunktionalisierten Seitenketten verkniipft ein oder
mehrere Windungen einer a-Helix und bewirkt deren konformative Stabilisierung.

Dabei existieren eine Reihe verschiedener Architekturen (Abbildung 6A).2° Durch den Einbau einer
hydrophoben Seitenketten-Verbriickung an den Positionen |, i+3882 bzw. i, i+4”7 wird eine
Windung einer a-Helix Uberbriickt, wahrend der Einbau an den Positionen i, i+77% die
Uberbriickung zweier helikaler Windungen bewirkt. Dazu werden a-Methyl-a-alkenylaminosiuren
(Abbildung 6B) wahrend der Synthese des linearen Peptids an der Festphase eingebracht und
durch Ringschlusskreuzmetathese zu einem Makrozyklus geschlossen.®® Die unnatiirlichen
Aminosaure-Bausteine werden mit S, oder R, entsprechend ihrer absoluten Konfiguration (S- bzw.
R-konfiguriert) und der Anzahl der Kohlenstoffatome (n) in ihrer olefinischen Seitenkette
bezeichnet. Diese Synthesestrategie erlaubt eine anschlieRende Modifizierung des N-Terminus wie
z.B. eine Fluoreszenz- oder Affinitatsmarkierung oder eine Acetylierung. Die Ldnge und absolute
Konfiguration der eingebauten o-Methyl-a-alkenylaminosduren wurden fir die einzelnen

Architekturen in entsprechenden Studien optimiert, um eine maximale Stabilisierung der a-

11
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helikalen Konformation zu erzielen. Der Einbau einer i, i+3- und i, i+7-Verbriickung erfordert die
Verwendung von R-konfigurierten Bausteinen an Position i und von S-konfigurierten Bausteinen an

78 Bei der i, i+7-Architektur umfasst die Linge des Makrozyklus elf

Position i+3 bzw. i+7
Kohlenstoffatome nach Ringschlussmetathese (Rg + Ss).”’ Bei i, i+3-Architektur existieren hingegen
zwei verschiedene Architekturen mit Makrozyklen bestehend aus sechs oder acht
Kohlenstoffatomen.®! Die bisher am weitesten verbreitete Variante ist die i, i+4-Architektur, bei
der zwei S-konfigurierte Bausteine eingebaut werden (S5 + Ss), um eine Verbriickung bestehend
aus acht Kohlenstoffatomen zu generieren.”” Architekturen mit anderen Konfigurationen und
Verbriickungslangen sind zwar synthetisch zugadnglich, weisen aber oftmals geringere
Syntheseausbeuten und ungiinstigere biologische Eigenschaften auf. So zeigt beispielsweise die
entgegengesetzt konfigurierte Variante der i, i+4-Architektur mit zwei R-konfigurierten Bausteinen
(Rs + Rs) eine niedrigere Stabilisierung der a-Helix sowie deutlich geringere Zellgingigkeit.”” Um
langere Peptidsequenzen zu stabilisieren, kdnnen zudem zwei einzelne Verbriickungen eingebaut
werden, die sich im Abstand von mehr als vier Aminosduren befinden, um Kreuzreaktionen zu
vermeiden.®> Vor Kurzem wurden a-methylierte, kohlenwasserstoffverkniipfte Peptide (stitched
peptides) entwickelt, die das Peptid an den Positionen i, i+4, i+4+7 durch zwei direkt benachbarte

8 Der Einbau eines

Makrozyklen verbriicken und die bisher starkste Stabilisierung zeigen.
zentralen, bifunktionalen Bausteins (Bispentenylglycin, Bs) erlaubt dabei die Synthese zweier
verknupfter Makrozyklen, die als Spirozyklus miteinander verbunden sind.

Mittlerweile sind a-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptide als wichtiges Werkzeug fir
die Adressierung einer Vielzahl pharmakologisch schwer zuganglicher Zielproteine in biologischen
Studien wie auch als vielversprechende Plattform fiir die pharmazeutische Forschung etabliert.”
So wurden beispielsweise selektive Inhibitoren fiir Wechselwirkungen von Proteinen der Bcl-2-
Famlie durch Stabilisierung diverser Bcl-2 Homologie 3(BH3)-Domanen, wie BID,87’88 BAD,SS'90
BIM®**? und MCL-1°*°* generiert (Abbildung 7A). Diese Proteine spielen eine wesentliche Rolle bei
der Kontrolle von Apoptose und Zelliberleben. Des Weiteren wurden durch Stabilisierung einer a-
Helix des Tumorsuppressorproteins p53 Inhibitoren fir die Wechselwirkung von p53 und seinen
negativen Regulatoren MDM2 und MDMX generiert. Im Gegensatz zu niedermolekularen

%9 inhibieren die

Inhibitoren, die nur die p53-MDM2-Wechselwirkung hemmen koénnen,
stabilisierten Helices die Bindung beider negativer Regulatoren gleichermalRen. Sequenzoptimierte
Derivate binden MDM2 und MDMX mit niedrig nanomolaren Affinitaten und haben mittlerweile

die Phase klinischer Tests erreicht (Abbildung 7B).%’

12
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Des Weiteren wurden PPI-Inhibitoren fiir etliche intra- und extrazelluldre Zielproteine generiert,79
darunter diverse krebsrelevante Proteinkomplexe wie Untereinheiten des EGF-Rezeptors,98 der
CSL-MAML1-ICN1-Komplex der NOTCH-Signaltransduktion,” die B-Catenin-TCF4-Wechselwirkung

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

101

Methyltransferaseaktivitat des PcG-Protein-Komplexes.” ™ Auch fir antivirale und antibakterielle

1027104 hder des

Anwendungen, wie beispielsweise als Hemmstoffe der HIV-1 Partikelbildung
mikrobiellen Multidrug Efflux ~ Systems (MES)*® wurden a-methylierte,

kohlenwasserstoffverbriickte Peptide bereits erfolgreich eingesetzt.

A) = B) Z
MCL-1 SAHB,;: K 4, )

<are e ocs s s SAH-p53-8:Q T[F[R,N LR L§5Q N

Abbildung 7. Beispiele fiir Peptide mit a-methylierter Kohlenwasserstoffverbriickung. A) Struktur einer stabilisierten
p53 a-Helix gebunden an MDM?2. Interagierende Aminosdureseitenketten sowie die i, i+7-Verbriickung (rot) sind
explizit gezeigt (PDB. 2WP1). B) Struktur einer stabilisierten MCL-1 a-Helix gebunden an MCL-1. Interagierende
Aminosdureseitenketten sowie die i, i+4-Verbriickung (rot) sind explizit gezeigt. (PDB. 3MK8)

Die kohlenwasserstoffverbriickten Peptide zeichnen sich dabei Uberwiegend durch eine im

Vergleich zum Ausgangspeptid deutlich gesteigerte Helizitat und Affinitat zum Zielprotein aus.”*%

Auch war in vielen Fallen eine verringerte Anfalligkeit fir den Abbau durch Proteasen zu
beobachten. Manche langen Peptidsequenzen wurden allerdings noch immer proteolytisch
angegriffen,107 was den Einbau mehrerer Verbriickungen erforderlich machte.®> Das wohl
prominenteste und zugleich am kontroversesten diskutierte Merkmal von o-methylierten,

kohlenwasserstoffverbriickten Peptiden besteht in ihrer deutlich erhéhten Tendenz zur

108-110

Zellgangigkeit. Nach anfanglich grolRen Erfolgsmeldungen, wurde die Zellgangigkeit der

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

92,111,112

Serum-freiem Medium in Verbindung gebracht. Zellgangigkeit ist generell eine extrem

13
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schwer zu erreichende Peptideigenschaft und stellt oftmals eine wesentliche Limitierung flr die

113 Dje Mechanismen der zelluliren Aufnahme von

Anwendung Peptid-basierter Therapeutika dar.
stapled peptides sind bisher nicht abschlieRend gekladrt und der Erfolg scheint wesentlich von der
Platzierung und der Architektur der Verbriickung, sowie der Gesamtladung und Ladungsverteilung
der  Peptidsequenz  abhingig zu  sein.'®  Insgesamt  besitzen  a-methylierte,
kohlenwasserstoffverbriickte Peptide daher zwar eine erhéhte Tendenz zur zelluldaren Aufnahme.

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

den meisten Fillen eine zusatzliche Sequenzoptimierung der stabilisierten Derivate.””

14
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3 Die Superfamilie kleiner GTPasen

Die Ras-Superfamilie kleiner GTPasen umfasst eine Klasse monomerer, globularer Proteine mit
einem Molekulargewicht von 20 —30 kDa, die in Zellen als molekulare Schalter wirken.!'* Sie
spielen eine wesentliche Rolle bei der zelluldaren Signalweiterleitung und sind in die Kontrolle
essentieller zelluldarer Prozesse wie Zelldifferenzierung und Zellfortbestand, Proliferation und die
Organisation des Zytoskeletts sowie vesikularer und Membrantransportprozesse involviert.!
Daflr sind GTPasen in ein komplexes Netzwerk an regulatorischen Proteinen und Effektoren
eingebunden, die die zellulare Lokalisation, Aktivitdt und Signalweiterleitung von GTPasen Uber
zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen (protein—protein interactions, PPIs) vermitteln.'** Die
Schalterfunktion kleiner GTPasen beruht auf einem Wechsel zwischen einem inaktivierten GDP-
gebundenen und einem aktivierten GTP-gebundenen Zustand (Abbildung 8). Die G-Domane
kleiner GTPasen besteht aus einem zentralen sechsstrangigen B-Faltblatt umgeben von fiunf a-

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

geringe GTPase Aktivitat.

Elnlermembran—:
transport M GDI

. kleine
GTPase

ESignaI—
rweiterleitung

GTPase

GTP

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
zelluldre Signale weiterzuleiten. Die Bindung von GAPs beschleunigt die niedrige intrinsische Hydrolyserate und
bewirkt die Inaktivierung zuriick zur GDP-gebundenen Form. GDIs solubilisieren die C-terminale, hydrophobe Region
und erlauben den intrazelluldren Transport zwischen Membranen.’

Fiir 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.''® Die Bindung von GAPs
15
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aktiviert die enzymatische Aktivitat kleiner GTPasen und beschleunigt die geringe intrinsische
Hydrolyserate. Dagegen erleichtern GEFs die Dissoziation von GDP, stabilisieren den intermediaren
nukleotidfreien (NF) Zustand und katalysieren den Austausch zu GTP, das zelluldr etwa zehnfach
hoher konzentriert vorliegt. Der Wechsel des Nukleotidbindungszustands geht mit konformativen

17118 bies erlaubt

Anderungen, insbesondere in den sog. Switch I- und Switch II-Regionen einher.
GTPasen in der aktivierten Form spezifisch Effektoren zu binden, die die Weiterleitung
intrazelluldrer Signale vermitteln. Neben der hochkonservierten G-Domadne verfiigen die meisten
kleinen GTPasen (iber 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 rdumliche und =zeitliche Verteilung innerhalb der Zellen

119,120

kontrolliert. Dazu bilden Guaninnukleotiddissoziationsinhibitoren (GDIs) mit kleinen GTPasen

[6sliche Komplexe, um sie in ihrem inaktivierten Zustand im Zytosol zu halten oder den Transport
zwischen spezifischen Membranen zu erméglichen (Abbildung 8).1*

Die Ras-Superfamilie besteht aus mehr als 150 Mitgliedern und lasst sich in mindestens funf
Unterklassen unterteilen. Neben der Ras-Unterfamilie unterscheidet man Rab-, Ran-, Rho- und

14121 Die Ras-

Arf-Proteine, die jeweils unterschiedliche biologische Funktionen Ulbernehmen.
Unterfamilie zahlt in Sdugetieren 36 Mitglieder, darunter die namensgebenden Ras-, Ral- und Rap-
Proteine. Sie spielen eine Schlisselrolle bei der Regulation von Proliferation und Zelliberleben.'??
Die Rab-(ras related in brain) und Arf-(ADP-Ribosylierungs-Faktor) Unterfamilien sind hingegen die

123124 Rab-Proteine bilden mit mehr als 60

Hauptregulatoren intrazelluldrer Transportprozesse.
identifizierten Proteinen im menschlichen Organismus die groRte Untergruppe kleiner GTPasen.
Sie steuern intrazelluldaren 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 Zellpolaritat, Zellmotilitat, sowie

127-129

Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen. 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 rdaumlichen

93,130

Gradienten zwischen im Zellkern lokalisierten GEFs und zytosolischen GAPs reguliert. Ran ist

16
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dabei ein wichtiger Regulator des Zellkerntransports durch den Kernporenkomplex und der
Bildung der mitotischen Spindel.

In Anbetracht ihrer Schlisselrolle bei der Regulierung vieler zellularer Prozesse, wird die
fehlerhafte Signalwirkung kleiner GTPasen mit der Entstehung und Entwicklung zahlreicher
Krankheiten assoziiert. So stehen fehlregulierte GTPasen, allen voran (iberaktivierte Ras-Proteine,
in Verbindungen mit diversen Formen von Krebs. Sie sind aber auch an einer Vielzahl von
neurodegenerativen Krankheiten, Entziindungen und Erbkrankheiten beteiligt. So konnen
Mutationen in GEFs oder GTPasen den Nukleotidaustausch und damit die Aktivierung der GTPasen
beeintrachtigen. Ebenso verhindert die fehlerhafte Bindung von Effektoren die korrekte
Signalweiterleitung.131 Deutlich haufiger ist aber eine GbermaRige Aktivierung kleiner GTPasen und
die dadurch intensivierte Signalwirkung die Ursache von Erkrankungen. Dies kann aus einer
verstarkten Aktivierung vorgeschalteter Signalwege resultieren, die zu erhéhter GEF-Aktivitat und
damit einer erhohten Konzentration an GTP-gebundener Wildtyp-GTPase fiihrt. Ebenso bewirkt
ein Ausfall von GAP-Proteinen die Anhadufung aktivierter GTPasen. Eine weitere wesentliche
Ursache liegt in Mutationen kleiner GTPasen begriindet, die die Hydrolyse-Funktion der GTPasen
bzw. die korrekte Bindung von GAP-Proteinen einschranken und so zu einer unkontrollierten

132 Die Privalenz der Ursachen ist dabei zwischen den einzelnen

Signalweiterleitung fihren.
Unterfamilien verschieden. So sind beispielsweise Rho-GTPasen nur in seltenen Fallen selbst
mutiert, sondern werden bei Krebserkrankungen aufgrund der Uberexpression oder Mutation von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren oder anderer vorangeschalteter Signalwege aktiviert.*® Dagegen
finden sich in vielen Krebsformen konstitutiv aktivierte Ras-Proteine, die aufgrund von Mutationen

die Fahigkeit zur GTP-Hydrolyse verloren haben.**

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 gehoren zu den ersten

135,136 ¢
Sie

bekannten Onkogenen und tragen haufig mafligeblich zur Entstehung von Krebs bei.
wurden als mutierte Formen zelluldrer Proto-Onkogene identifiziert und entsprechend der
Stamme, in denen sie identifiziert wurden, als Harvey-Ras (H-Ras),**” Kirsten-Ras (K-Ras)**® und
Neuroblastoma-Ras (N—Ras)139 bezeichnet. Die drei humanen Ras-Gene codieren vier Proteine mit

einer Grofle von ca. 21 kDa: H-Ras, N-Ras und die beiden Splicevarianten K-Ras 4A und K-Ras 4B.
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3 Die Superfamilie kleiner GTPasen

Die Sequenzen der vier Ras Isoformen zeigen eine groBe Homologie innerhalb der G-Domaéne (1 -
165), wobei die ersten 85 Aminosauren in allen vier Isoformen identisch sind und bei den
folgenden 80 Aminosduren noch immer eine Sequenzidentitit von ca. 90% besteht.**® Um die
Verankerung in der Plasmamembran zu ermdglichen, durchlduft die C-terminale hypervariable
Region (HVR) eine Reihe posttranslationaler Modifikationen, darunter die Farnesylierung und
Carboxymethylierung des C-terminalen Cysteinrests. Wahrend 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

121

Aktivierung von Ras.”" In Sdugern werden acht verschiedene GEFs codiert, darunter je zwei

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

121 Alle weisen

und vier Isoformen von Ras-specific guanine-nucleotide-releasing protein (RasGRP).
eine CDC25-Homologiedomane 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.”l'142 GTP-
gebundenes Ras wiederum interagiert durch ausgedehnte PPls mit einer Reihe verschiedener
Effektorproteine (ber Ras-bindende-Domanen (RBDs) oder Ras-assoziierte (RA) Domaénen.
Dadurch werden essentielle nachgeschaltete Signaltransduktionswege, wie der Raf/MEK/ERK,

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

Kontrolle von Zelldifferenzierung, Zellproliferation und das Zelliberleben einnehmen.**
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3 Die Superfamilie kleiner GTPasen

. I @D. GAPs

GEFs @ \\‘A .

— GAP1 IP4BP

.4v.

Effektoren

Abbildung 9. Ras interagiert als Knoten zelluldrer Signaltransduktionswege (adaptiert von Ahearn et al.m) mit
zahlreichen GEFs, GAPs und Effektoren: Calcium-promoted RAS inactivater (CAPRI), GAP1 InsP4-binding protein
(GAP1""**"), MAPK/ERK-Kinase (MEK), Neurofibromin 1 (NF1), Phospholipase Ce (PLCe), 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 duBerst geringe GTP-Hydrolyserate (kjq.~ 2+ 107* s71), die aber durch

144
In

Wechselwirkung mit GAP-Proteinen um fiinf GroRenordnungen gesteigert werden kann.
Saugern existieren sieben verschiedene Ras-spezifische GAPs, wie beispielsweise das p120
RasGAP.'® Diese insertieren einen Arginin-Rest (,Arginin-Finger”) in die Nukleotidbindetasche von
Ras, der die intermediiren, negativen Partialladungen des Ubergangszustands der
Hydrolysereaktion kompensiert. Zudem bewirkt die Bindung des GAPs eine Umorientierung von
GIn61 in der Switch II-Region von Ras, wodurch ein Wassermolekil fiir den nukleophilen Angriff
auf das y-Phosphat von GTP positioniert wird.'*

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

Uberlebensprognosen verbunden.*%4¢

Die einzelnen Gene sind dabei unterschiedlich haufig
mutiert und treten je nach Krebsart unterschiedlich stark in Erscheinung. So ist K-Ras das am

hiufigsten mutierte Ras-Gen (86%), gefolgt von N-Ras (11%) und H-Ras (3%).* Wihrend
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3 Die Superfamilie kleiner GTPasen

beispielsweise in mehr als 80% aller Bauchspeicheldriisentumore K-Ras-Mutationen vorliegen,
sind Blasenkarzinome hauptsachlich mit Mutationen im H-Ras-Gen assoziiert. Dagegen werden
Mutationen im N-Ras-Gen vornehmlich bei akuter lymphatischer Leukdamie und in Melanomen

gefunden.147 Die haufigsten Ras Mutationen sind an den Resten Gly12, Gly13 und GIn61 lokalisiert

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

Mutationen von GIn61 verhindern die korrekte Platzierung des nukleophilen Wassers. 48149

Dagegen bewirken Mutationen von Gly12 und Gly13 durch sterische Abschirmung die Platzierung
des Arginin-Fingers und behindern die korrekte Orientierung des Ras—GAP-Komplexes.'*® Es
kommt zu einer Ansammlung von konstitutiv aktiviertem, GTP-gebundenen Ras und dadurch zu

einer GibermiRigen Aufrechterhaltung der zelluldren Uberlebens- und Proliferationssignale.

Switchll H-Ras

Switch Il N

A< T % Switchl

GppNHp

Abbildung 10. Strukturelle Eigenschaften und hdufige Mutationen von Ras-Proteinen. Kristallstrukturen der GDP- und
GppNHp-gebundenem G-Domane von H-Ras. (PDB: 1Q21, 5P21). Die flexiblen Switch I- und Switch Il-Regionen
(hellblau), koordiniertes Magnesium (dunkelgrau) und die Nukleotide (GDP blau und GppNHp orange) sind farblich
hervorgehosben. Die haufigsten Mutationen von konstitutiv aktiviertem Ras (Gly12, Glyl3 und GIn61) sind explizit
dargestellt.

3.2 Die Rab-Familie

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

groRte Untergruppe kleiner GTPasen.'*>**°

Sie enthalt zahlreiche Paraloge (z.B. Rab5a, Rab5b und
Rab5c), von denen teilweise noch alternative SpleiRvarianten existieren. Auf Basis vergleichender
Sequenzanalyse kdnnen Rab-Proteine nochmals in 14 Unterfamilien eingeordnet werden, die aber
nicht zwingend funktionelle Gemeinsamkeiten oder gleiche Interaktionspartner aufweisen. ™

Abseits der fiir kleine GTPasen konservierten Elemente der G-Domaéne teilen Rab-Proteine einige
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3 Die Superfamilie kleiner GTPasen

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

151,152

Untergliederung in weitere Subfamilien. Die groRte strukturelle Heterogenitat der Rab-

GTPasen befindet sich in den Switch-Doméanen und der a3/B5-Schleife benachbart zu Switch I/ und

beeinflusst wahrscheinlich die Effektorspezifitat.™>

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 subzelluldre Lokalisation.'*

Wie alle kleinen GTPasen sind auch Rab Proteine fiir ihre Aktivierung und Deaktivierung auf die
Hilfe von GEFs und GAPs angewiesen. Interessanterweise steht der groBen Zahl bekannter Rab-
Proteine nur eine niedrige Zahl bisher identifizierter RabGEFs und RabGAPs gegenuber.116 RabGEFs
besitzen kein einheitliches Strukturmotiv und sind dazu in der Lage mehrere verschiedene Rabs zu
adressieren. In Sdugern werden Rab-GTPasen durch mindestens vier verschiedene Typen von GEFs
mit jeweils unterschiedlichen Mechanismen aktiviert. Die RabGEFs mit einer DENN (differentially

154

expressed in normal and neoplastic cells)-Domane (18 bekannte Mitglieder)™" oder mit einer

Vps9-Domine (10 bekannte Mitglieder)**

enthalten jeweils die konservierte Domane, sind dabei
aber Bestandteile grofRer Proteinkomplexe, die gleichzeitig auch Effektoren fiir 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 ermc’jglichen.125 Dagegen funktionieren die RabGEFs Rabing™® und der TRAPP-
Komplex™’ als Homodimere Komplexe mit hoher Substratspezifitét.

Aktivierte Rab-GTPasen sind in ein duRerst komplexes molekulares Signalnetzwerk involviert. So
konnen Rab-Proteine mehrere verschiedene Effektoren binden. Ebenso interagieren manche
Effektoren mit unterschiedlichen Rab-GTPasen, sodass die jeweilige Funktion auch wesentlich mit

123,158,159

der spezifischen subzelluldren Lokalisation verknipft ist. Beispielsweise bindet aktiviertes

Rab5 an mehr als 20 verschiedene Proteine.®°

Dabei verfligen Effektoren zwar oftmals (ber
Bindedomanen, die fir ein bestimmtes Rab spezifisch sind, kénnen aber gleichzeitig mehrere
dieser Bindedomanen beinhalten.'® Die intrinsische Hydrolyserate variiert deutlich innerhalb der
verschiedenen Rab-Proteine (von 2 x 10 s fiir Rab5 bis 5 x 10° s fiir Rab6),162'163 ist aber wie
bei allen kleinen GTPasen als relativ gering anzusehen. RabGAPs beschleunigen die GTPase-

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

TBC-(Tre2/Bub2/Cdc16)-Domane. Auch sind sie haufig dazu in der Lage, mit mehreren
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3 Die Superfamilie kleiner GTPasen

verschiedenen Rab-Proteinen zu interagieren.'® 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.*®

Rab-GTPasen regulieren zahlreiche Aspekte vesikuldarer 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 raumliche und zeitliche Organisation des exozytotischen und endozytotischen
Transportwegs, den vesikuldren Transport zwischen Zellkompartimenten und das Recycling von

125 padurch sind sie in verschiedene essentielle Prozesse wie dem Recycling von

Membranen.
Rezeptoren, der Ausschittung von Botenstoffen und der Regulation von Zellwachstum, -viabilitat
und — metabolismus involviert. Die fehlerhafte Funktion von Rab-GTPasen wird daher zunehmend
mit einer Reihe von vererbten und erworbenen Krankheiten in Verbindung gebracht, darunter

131,166 .
Diese

neurodegenerative Erkrankungen, Diabetes und verschiedene Formen von Krebs.
gehen sowohl auf direkte Mutationen von Rab GTPasen als auch auf Stérungen innerhalb der
regulatorischen Ebene zuriick. So stehen beispielsweise Mutationen an hoch konservierten Resten
der Oberflache 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 beeintrachtigen die GTP-Hydrolyse, sodass es zu einer

17 Dagegen bedingt die Uberexpression von

Ansammlung von aktiviertem Rab7(GTP) kommt.
Rab25, welches in das Recycling bestimmter Integrine involviert ist, eine aggressivere
Metastasierung und schlechte klinische Prognosen in Ovarial- und Mammakarzinomen.'®®
Konstitutiv aktivierte Rab8 Mutanten wurden dagegen mit MT1-Matrix Metalloproteinase (MT1-
MMP) vermittelter Invasion von Krebszellen in Verbindung gebracht, jedoch ist die genaue

169

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

170

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

Rab8 wurden zudem mit einer gesteigerten Resistenz gegen cis-Platin assoziiert.'”*

3.3 Modulierung der Signalwirkung kleiner GTPasen

Aufgrund ihrer Bedeutung bei der Entstehung und Entwicklung verschiedener Erkrankungen,
stellen kleine GTPasen vielversprechende Ansatzpunkte fir die Medikamententwicklung dar. Dies

hat sich in der Vergangenheit jedoch als duBerst schwierig erwiesen, sodass nach mehr als vier
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Jahrzehnten intensiver Bemiihungen von Seiten der akademischen und industriellen Forschung
bisher kein Medikament gegen kleine GTPasen auf den Markt gebracht werden konnte,>3%+13%146
Vielmehr gelten kleine GTPasen heutzutage weithin als pharmakologisch unzuganglich
(,undruggable”). Das wesentliche Problem besteht darin, dass Mitglieder der Ras-Superfamilie
abseits der Nukleotidbindetasche, keine offensichtlich adressierbaren Oberflachenmerkmale
aufweisen. Wahrend im Fall von Kinasen zahlreiche spezifische Inhibitoren entwickelt wurden, die
wirksam um die ATP-Bindetasche konkurrieren,'’? wurden bisher keine wirksamen Molekiile fiir
die GDP/GTP-Bindetasche kleiner GTPasen gefunden. Dies ist unter anderem damit zu erklaren,
dass Kinasen ATP mit Affinitaten im mikromolaren Bereich binden, wohingegen GTPasen

173

Ublicherweise Affinitdten im pikomolaren Bereich aufweisen. Sowohl Bibliotheken von

V417 als auch Hochdurchsatz-Screening (HTS)"**” brachten

modifizierten Nukleotidanaloga,
bisher lediglich Derivate mit moderaten Affinitaten und geringer inhibitorischer Wirkung hervor. In
Anbetracht millimolarer intrazellularer Nukleotidkonzentrationen erscheint diese Strategie daher
als wenig erfolgversprechend.

Die Signalweiterleitung und ein Grof3teil der Regulation kleiner GTPasen wird (iber ausgedehnte
und gering profilierte PPIs vermittelt, die mit klassischen Methoden der medizinischen Chemie

nicht zuganglich waren.>"*

Bisherige Ansatze konzentrierten sich daher auf vor- und
nachgeschaltete Positionen der jeweiligen Signalkaskaden oder versuchten, die raumliche und

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

{

Signalweiterleitung

kleine
GTPase
GTP

Abbildung 11. Bisherige Strategien zur Modulation der Signalaktivitat kleiner GTPasen. A) Stérung der GTPase-
Lokalisation. B) Stérung 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) Erhéhung der GTP-Hydrolyserate.’
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Die mit Abstand groRten Anstrengungen wurden aufgrund ihrer herausragenden Stellung bei der

178 Die entscheidende post-

menschlichen Krebsentstehung fiir Ras-Proteine unternommen.
translationale Modifikation von Ras ist die C-terminale Farnesylierung durch Farnesyltransferase.
Sie ist essentiell fir die Verankerung in der Plasmamembran und damit fir die korrekte
Lokalisation und Funktion der Ras-Proteine. Diese Entdeckung motivierte in den 1990er Jahren

179 Trotz

intensive Anstrengungen fir die Entwicklung von Farnesyltransferase Inhibitoren (FTIs) .
guter Ergebnisse in vorklinischen Studien und Tiermodellen, scheiterten diese Molekiile jedoch
letztlich in der spaten Phase klinischer Studien an mangelnder Wirksamkeit im menschlichen
Organismus.179 Inhibitoren wie Lonafarnib*®° (18, Abbildung 12) oder Tipifarnib181 (19) blockierten
zwar die Membranbindung der H-Ras-Isoform, zeigten aber keine Wirksamkeit fiir die deutlich
haufiger mutierten K-Ras- und N-Ras-Proteine, da diese auf unerwartetem alternativen Weg durch
Geranylgeranyltransferase | mit einer Geranylgeranyl-Einheit modifiziert werden konnen.'®?
Aktuelle Bemiihungen konzentrieren sich daher darauf, die Ras nachgeschalteten Kinasen des Raf-
MEK-ERK- und PI3K-Akt-Signalwegs zu inhibieren und resultierten in spezifischen
Kinaseinhibitoren.’® Allerdings beeintrichtigen Resistenzbildungen, sowie komplexe und teils
noch unzureichend verstandene Riickkopplungsmechanismen die klinische Wirksamkeit dieser
Molekile und konnen paradoxerweise sogar entgegengesetzte Effekte bewirken. Beispielsweise
verursachte der B-Raf-Inhibitor Vemurafenib (20) eine rasche Feedback-Aktivierung des EGF-

184 MEK-Inhibierung fiihrte hingegen zu

Rezeptors und dadurch verstarkte Proliferationssignale.
einer verstarkten Signalwirkung aufgrund von Hyperaktivierung der RTK ErbB3 und scheiterte an
mangelnder Wirksamkeit in klinischer Phase . Vor kurzem waren allerdings erste
weiterentwickelte Inhibitoren, wie der B-Raf-Inhibitor PLX8394 (21), dazu in der Lage, gewisse
Resistenzmechanismen zu tGberwinden und die paradoxe Aktivierung zu umgehen.186

Daneben wurde auch der phanotypische Ansatz des sog. Synthetic Lethal Screening auf der Suche
nach kleinen Molekiilen verfolgt, die dazu in der Lage sind, selektiv das Wachstum von Ras-
mutierten Krebszellen zu hemmen. In einigen Studien wurden dabei moégliche Leitstrukturen
identifiziert, deren zelluldre Ziele jedoch nicht abschlieBend gekldart werden konnten. Auch

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

. . - 1
Wirkmechanismus erst noch validiert werden muss.*®3
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Abbildung 12. Auswahl einiger niedermolekularer Molekiile, 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 PPls mit regulatorischen Proteinen oder
Effektoren direkt zu modulieren.” Frithe Studien lieferten erste niedermolekulare Verbindugnen,
Peptide oder Peptid-Derivate, die jedoch unter geringer zellularer Aufnahme und Wirksamkeit

1877189 pas Scheitern der indirekten

oder unzureichend validierten Wirkmechanismen litten.
Modulatoren von Ras-Proteinen in der spaten klinischen Phase, wie auch ein neues Verstandnis
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.”
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 strukturgestitzter Optimierung wurden
orthosterische Inhibitoren Ras—SOS-Wechselwirkung wie beispielsweise die Verbindung DCIA (22)

generiert.lgo'193

Mit einer ahnlichen Strategie wurden in Hochdurchsatzverfahren und durch
computergestitzte Analysen orthosterische Inhibitoren von Ral-GEF- (z.B. RBC8 23)'**, Rho-GEF-
(z.B. ZINC69391, 24) ™  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

199,200

Form einfrieren. Einer der potentesten Inhibitoren der Nukleotidaustauschreaktion ist

wahrscheinlich der Naturstoff Brefeldin A (27). Er stabilisiert einen ternaren Komplex von Arf(GDP)
und dem zugehoérigen GEF ARNO in einer inaktiven Konformation und blockiert so die

201,202

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

einem Stabilisator des Arf—ARNO-KompIexes203 und motivierte Versuche, Stabilisatoren der

204

Ras—SOS-Wechselwirkung zu entwerfen.”" In einer Studie von Patgiri et al. wurde dagegen

kiirzlich die aH-Helix aus SOS als Ausgangspunkt fiir die Synthese Peptid-basierter Ras—-SOS-

295 pafir wurde die Sequenz zunichst auf bessere Loslichkeit optimiert und

Inhibitoren genutzt.
anschliefend mittels Wasserstoffbriickenersatz (HBS) konformativ stabilisiert.®* Das beste Derivat
zeigte dabei eine Dissoziationskonstante von Kp =158 uM fiir die GDP gebundene, sowie von
Kp = 28 uM fiir die nukleotidfreie Form von H-Ras und war dazu in der Lage, den SOS vermittelten

Nukleotidaustausch in vitro und ERK Phosphorylierung in vivo zu unterdriicken. Allerdings war
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3 Die Superfamilie kleiner GTPasen

trotz der vergleichsweise groRen Interaktionsflache die Affinitdat zu Ras(GDP) selbst fiir das beste
Derivat noch um mehr als das ca. 10-fache niedriger als die Affinitdt des Ausgangsproteins SOS
(Kp = 14.5 uM). Generell kann das Potential von Ras—GEF-Inhibitoren im Fall von konstitutiv

134

aktiviertem Ras noch nicht abschlielend abgeschatzt werden. Obgleich diese Molekiile

moglicherweise geringe Auswirkungen auf dauerhaft aktivierte Ras-Proteine zeigen, kénnten sie
dennoch Antitumorwirkung Uber eine vorhandene Ras-Wildtyp-Population entfalten.?®*2% 5o
wurden beispielsweise in jlingerster Zeit Effekte niedermolekularer GEF-Inhibitoren auf Zellen mit
mutiertem Ras nachgewiesen.™*

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 kdnnte. So wurde die Wirksamkeit orthosterischer
Ras—Effektor-Inhibitoren bereits prinzipiell mit Hilfe von Antikorper-Fragmenten gezeigt, die die
Effektor-Bindestelle von H-Ras-GTP blockieren.?®® Indem diese die Wechselwirkung von mutiertem
Ras mit Effektoren unterdriicken, konnte die Tumorbildung im Lungenkrebsmodell transgener

0

Mizuse verhindert werden.” Niedermolekulare, orthosterische Inhibitoren der Ras-Raf-

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

Assay-Setups aus Substanzbibliotheken identifiziert.?** %"

Die Entdeckung eines dynamischen
Wechsels zwischen verschiedenen Konformationen GTP-gebundener GTPasen und deren
unterschiedliche Effektor-Affinitdt, sowie die ldentifikation transienter Taschen auf der Ras-
Oberflache motivierte die Suche nach allosterischen Ras-Inhibitoren, wie dem Metallkomplex Zn**-
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 wiirden
dabei katalytisch wirken und missten daher keine ibermaRig hohen Affinitdten bzw. Umsatzraten
aufweisen. Die Suche nach GTPase-aktivierenden kleinen Molekilen fiir mutiertes Ras scheiterte

aber bisher. 278

Aufgrund der strukturellen Gegebenheiten der aktivierenden Mutationen
erscheint eine Umsetzung zudem als duRerst schwierig.** Mutationen der Glycin-Reste in Position
12 und 13 blockieren durch gesteigerten sterischen Anspruch der Aminosaureseitenketten den
Eintritt des katalytisch wirksamen GAP-Arginin-Fingers in die Nukleotidbindetasche und
verhindern zudem die korrekte Orientierung von GIn61 in der Ras Switch II-Region (Abbildung 10).

Dies stellt jedoch ebenso ein Hindernis fiir therapeutisch wirksame Molekiile dar, die zunachst
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3 Die Superfamilie kleiner GTPasen

eine Konformationsanderung von Ras induzieren missten, um die Bindetasche zugdnglich zu
machen. Mutationen von Ras GIn61 deplatzieren hingegen das fur die Hydrolyse entscheidende
Wassermolekiil, sodass eine Verbindung einen ganzlich anderen Hydrolyse-Mechanismus erlauben

178

misste.””" Allerdings konnen in weitaus weniger haufigen Fallen auch Mutationen in RasGAP

Allelen eine Einschrankung der GAP-Aktivitdt und dadurch eine gesteigerte Signalwirkung von Ras

bewirken.?*

In derartigen Fallen, mussten Verbindungen tatsachlich nur eine artifizielle GAP-
Aktivitat aufweisen.

Trotz zahlreicher Studien zur direkten Adressierung kleiner GTPasen und ersten Erfolge in jlingster
Zeit, leiden die bisher entwickelten Molekiile zum GroRteil unter geringer Affinitat zum Zielprotein
sowie unzureichender zellularer Aufnahme und Wirksamkeit. Obwohl auf den Oberflachen kleiner
GTPasen zwischenzeitlich transiente Bindungstaschen identifiziert wurden, welche die Bindung
niedermolekularer Substanzen erlauben, haben die meisten derartigen Molekiile

Fragmentcharakter und weisen nur eine relativ geringe Interaktionsflache und Affinitat auf.??% |

n
den meisten Fadllen handelt es sich um Machbarkeitsstudien, die prinzipiell die Adressierbarkeit
von GTPase—Protein-Wechselwirkungen unterstreichen, aber nicht dazu in der Lage sind die PPls
kleiner GTPasen wirksam zu modulieren. Fir die Generierung von PPI-Inhibitoren ist daher eine
weitergehende Optimierung oder der Einsatz ginzlich anderer Chemotypen erforderlich.>***
Mogliche derartige Kandidaten sind Makrozyklen und Peptide, die eine deutlich gréRere
Interaktionsflache bieten kdnnen, um mit den flachen und ausgedehnten Proteinoberflachen
kleiner GTPasen in Wechselwirkung zu treten. Einige Beispiele in jlingerer Zeit zeigten bereits die
prinzipielle Anwendbarkeit von Peptiden fir die Adressierung kleiner GTPasen, litten jedoch
ebenfalls noch an geringer Affinitdt sowie unzureichender zelluldarer Aufnahme und

Wirksamkeit.5 188221
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4 Zielsetzung der Arbeit

Die Regulierung und Signalweiterleitung kleiner GTPasen wird Uber Wechselwirkungen
ausgedehnter und gering profilierter Proteinoberflichen 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 kirzlich beschriebene Binder kleiner GTPasen
zeigen prinzipiell deren direkte Adressierbarkeit. Jedoch litten auch diese Verbindungen zumeist
unter niedrigen Affinitaten und geringer zellulare Wirksamkeit.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher der Einsatz Peptid-basierter
Sekundarstrukturmimetika als PPI-Inhibitoren kleiner GTPasen untersucht werden. Diese
Substanzklasse erlaubt es, die Seitenkettenfunktionalititen definierter Bindungsepitope in
chemisch stabilisierte Molekile zu transferieren und bietet im Vergleich zu niedermolkularen
Verbindungen groRRere Wechselwirkungsflachen. 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 groRte
Unterfamilie kleiner GTPasen fiir eine genauere Untersuchung ausgewahlt. Sie spielen eine
zentrale Rolle bei der Kontrolle vesikularer 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 kdnnen Inhibitoren von GTPase-GEF-Wechselwirkungen die
Aktivierung der GTPase hemmen. Die Inhibition von GTPase—Effektor-Wechselwirkungen erlaubt
dagegen moglicherweise, gleichzeitig die Signalweiterleitung an verschiedene nachgeschaltete
Signalwege zu blockieren. AulRerdem kdnnte die Signalwirkung von Ras-GTPasen durch Molekiile
mit artifizieller GAP-Aktivitdt beeinflusst werden und so eine Deaktivierung von GTP-gebundenem
GTPasen bewirken.

Die Gestaltung der Peptid-basierten PPl-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 Bindungsdomdnen a-Helices und B-Strange identifiziert werden, die einen
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wesentlichen Anteil zur Wechselwirkung beitragen. Die entsprechenden Peptidsequenzen sollten
anschlieBend durch chemische Modifikation in ihrer bioaktiven Konformation stabilisiert werden.
Dabei war geplant, die Stabilisierung der B-Strange durch Zyklisierung der Termini sowie
Seitenkettenverknipfungen innerhalb der Sequenzen zu vermitteln. Fir die konformative
Stabilisierung a-helikaler Bindungsepitope war hingegen die Synthese a-methylierter,
kohlenwasserstoffverbriickter Peptide (hydrocarbon stapled peptides) als bisher erfolgreichste
Variante a-helikaler Peptidmimetika vorgesehen. Die Peptide sollten mittels Fmoc-basierter
Festphasensynthese (solid-phase peptide synthesis, SPPS) aufgebaut und auf ihre Affinitat zu den
Zielproteinen untersucht werden. Fiir geeignete Kandidaten war zudem eine weitergehende
Affinitatsoptimierung durch Variation der Peptidsequenzen und Verbrickungsarchitekturen
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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5.1 Synthese a-helikal stabilisierter Peptide

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Stabilisierung von Bindungsepitopen basiert auf dem
Einbau nicht-natirlicher Aminosdauren in die jeweiligen Peptidsequenzen und deren
anschlieBender Makrozyklisierung. Einige dieser Bausteine waren nicht kommerziell verflgbar
bzw. wurden in groBeren Mengen bendtigt und daher anhand etablierter Synthesemethoden
hergestellt. Fur die Stabilisierung von B-Faltblattern wurde eine Reihe verschiedener
Zyklisierungsarchitekturen getestet, bei denen die Schutzgruppenstrategie und Syntheseprotokolle
abhangig von der jeweiligen Peptidsequenz angepasst wurden. Die Stabilisierung a-helikaler
Peptidsequenzen erfolgte durch den Einbau a-methylierter Kohlenwasserstoffverbrickungen und
Wasserstoffbriickenersatz (HBS) anhand etablierter Synthesestrategien, die im Folgenden

allgemein erlautert werden.

5.1.1 Synthese Fmoc-geschiitzter Bausteine

Die Generierung a-methylierter, Kohlenwasserstoffverbrickungen erfordert den Einbau von a-
Alkenyl-a-methyl-funktionalisierten Aminosaurebausteinen. Fir die Darstellung optisch aktiver a-
Aminosauren existiert eine Reihe verschiedener Synthesestrategien, wie asymmetrische Strecker-

222 (.
Eine

Reaktionen oder die asymmetrische Hydrierung von a,B3-Dehydro-a-aminosaurederivaten.
zunehmend populdre Methode basiert auf der Alkylierung von Ni(ll)-Komplexen von Aminosaure-
Schiffbasen. Diese Strategie zeichnet sich durch ein breites Substratspektrum, einfache
praparative Handhabung, gute Skalierbarkeit und leichten Zugang zu a-methylierten Derivaten aus

223-225

und wurde daher fiir die Bausteinsynthese ausgewahlt. Die Darstellung des haufig genutzten

a-methylierten Bausteins Fmoc-Ss-OH (32) erfolgte aufbauend auf literaturbekannten

Syntheseprotokollen®?*%*’

und verlief Uber die Alkylierung des chiralen Ni(ll)-Komplexes einer
Alanin-Schiffbase (Abbildung 13). Fiir die Synthese des Komplexes wurde in einem ersten Schritt L-
Prolin (33) mit Benzylchlorid unter basischen Bedingungen N-alkyliert. Die anschlieRende
Aktivierung des Benzylprolins (34) zum Saurechlorid mittels Thionylchlorid und Amidierung mit
dem vergleichsweise gering nukleophilen 2-Aminobenzophenon lieferte (S)-2—[N-(N'-
Benzylprolyl)aminobenzophenon (35). Die Reaktion verlief zundchst nur mit geringer Ausbeute,

konnte jedoch entsprechend eines von Ueki et al. optimierten Protokolls?®” durch den Wechsel zu

Mesylchlorid als Aktivierungsreagenz und der Zugabe von N-Methylimidazol erheblich gesteigert
31



5 Ergebnisse und Diskussion

werden. Die folgende Umsetzung mit racemischem Alanin und Nickel(ll)-nitrat unter basischen

Bedingungen lieferte schlieRlich Komplex 36.%’

Die folgende Deprotonierung der a-Alanylposition
und Alkylierung mittels 5-Bromopent-1l-en lieferte Komplex 37 mit exzellenter
Diastereoselektivitat. Nach saurer Zersetzung von 37 konnte das chirale Auxiliar 35 regeneriert
und die a-Alkenyl-a-methylaminosdaure mit N-Fmoc-Succinimid (Fmoc-OSu) zum Baustein 32

umgesetzt werden.

"{ a b 0 c _:‘,Nil” x
e {0

33 34 (85%) 35 (56%) 36 (87%)

37 (77%) 32 (63%)

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

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

Kohlenwasserstoffverbriickungen

Die a-helikal stabilisierten Peptide wurden als C-terminale Carboxyamide unter Standard-Fmoc-
Bedingungen an NovaSyn-TGR-Harz aufgebaut. Bei der Synthese der
kohlenwasserstoffverbriickten Peptide erfolgte der Einbau der dargestellten bzw. kommerziell
verfligbaren a—methylierten Aminosauren sowie die Kupplung der jeweils folgenden Bausteine mit

Hilfe des Kupplungsreagenzes COMU,**®

um bei den sterisch anspruchsvolleren Kupplungen
vollstandigen Umsatz zu erreichen. Die Ringschlussmetathese verlief quantitativ direkt an der

Festphase unter Schutzgasatmosphire und Verwendung des Grubbs-I-Katalysators.®*
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AbschlieBend wurden die Peptide fiir die Affinitatsbestimmung N-terminal funktionalisiert und von

der Festphase abgespalten (Abbildung 14).

1.a 1.a
2d  2b
—_—

FmocNH

Abbildung 14. Synthese der a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Derivate. a) Fmoc-Entschiitzung:
Piperidin(20%), DMF , RT, 2 x 5min; b) Fmoc-AS-OH, HCTU, DIEA, DMF, RT, 2 x 60min; c) 32, COMU, Oxyma, DIEA,
DMF, RT, 1 x 60min; d) Fmoc-AS-OH, COMU, Oxyma, DIEA, DMF, RT, 1 x 60min; e) Grubbs-I, DCE, Argon-Atmosphire,
RT, 3 x 2h; f) Fmoc-020c-OH, HCTU, DIEA, DMF, RT, 2 x 60min; g) Fluoreszenzmarkierung: FITC, DIEA, DMF, 12h; h)
Abspaltung: TFA, TIPS, H,0, RT, 3 x 2h.
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5.1.3 Synthese a-helikal stabilisierter Peptide mit Wasserstoffbriickenersatz

Das mittels HBS-Strategie stabilisierte Derivat wurde entsprechend der von Aurora und
Mitarbeitern entwickelten Methode erhalten,®® wobei die abschlieRende Markierung mit
Fluorescein an der Seitenkette eines C-terminal erganzten Lysin-Restes erfolgte (Abbildung 15). Im
Gegensatz zur Makrozyklisierung der a-methylierten Kohlenwasserstoffverbriickungen erforderte
die Ringschlussmetathese des N-terminalen Wasserstoffbriickenersatzes die Anwendung harscher

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

Mikrowellenbestrahlung quantitativ.

Abbildung 15. Synthese der mittels Wasserstoffbriickenersatz stabilisierten SOS Peptidsequenz. a) Fmoc-
Entschiitzung: Piperidin(20%), DMF , RT, 2x5min; b) Fmoc-AS-OH, HCTU, DIEA, DMF, RT, 2x60min; c)
Bromessigsaure, DIC, DIEA, DMF, RT, 2 x 60min; d) Allylamin, DMF, RT, 1h; e) Fmoc-AS-OH, COMU, Oxyma, DIEA,DMF,
RT, 2 x 60min; f) 4-Pentensdure, HCTU, DIEA, DMF, RT, 2 x 60min; f) Hoveyda-Grubbs-1l, DMF, Argon-Atmosphére, pw,
120° C 2 x 10min; f) Fmoc-020c-OH, HCTU, DIEA, DMF, RT, 2 x 60min; g) TFA (1%), TIPS, DCM; h) FITC, DIEA, DMF,
12h; i) Abspaltung: TFA, TIPS, H,0, RT, 3 x 2h.
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5.2 Adressierung der Ras-Aktivitat mittels stabilisierter Peptid-

Sekundarstrukturen

5.2.1 Adressierung von Ras—Effektor-Wechselwirkungen mit stabilisierten
B-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 koénnen. In einem ersten Schritt wurden dazu alle
verfligbaren Strukturdaten von Ras—Effektor-Komplexen nach a-Helices oder [-Strdangen
untersucht, die als Startpunkt fiir die Synthese Peptid-basierter Inhibitoren genutzt werden
konnen. Insgesamt sind in der Proteindatenbank Strukturdaten von Ras gebunden an sechs

verschiedene Effektoren verfiigbar (Tabelle 1 und Abbildung 16).**

Tabelle 1. Ubersicht iiber Ras—Effektor-Wechselwirkungen fiir deren Interaktionen Strukturdaten verfiigbar sind. (RBD
= Ras-bindende Domaéne, RA = Ras-assoziierte Domane)

GTPase Effektor Fragment  Quelle  Nukleotid Auflésung PDB Referenz

229

H-Ras Byr2 (Raf) RBD Hefe GppNHp 3.0A 1K8R  Scheffzek
H-Ras c-Raf RBD huma GppNHp 2.5A 4GON  Fetics”®
H-Ras c-Raf"®* RBD Mensch  GppNHp 2.2A 3KUD  Flichtinski®**
RaplA c-Raf RBD Mensch  GppNHp  2.2A 1C1Y  Nassar’>”
RaplA c-Raf RBD Mensch  GppNHp 2.0A 1GUA Nassar’®
H-Ras®®  GRB14 RA Mensch  GTP 2.4A 4K81  Qamra”™*
H-Ras PI3Ky volle Léinge Mensch  GppNHp 3.0A 1HE8  Pacold®®
H-Ras PLCel-1  RA-2 Mensch GTP 1.9A 2C5L  Bunney®®
H-Ras RalGDS RA Ratte GppNHp  2.1A 1LFD  Huang®’
H-Ras Norel RA Maus GppNHp 1.8A 3DDC Stieglitz238
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H-Ras(GppNHp)
PDB: 1K8R PDB: 4GON

PDB: 3DDC H-Ras(GppNHp) PDB: 1LFD H-Ras(GppNHp) ppg: 1Hes

PLCe1-1

H-Ras(GTP)

PDB: 2C5L PDB: 4K81

Abbildung 16. Ubersicht {ber Kristallstrukturen von Ras—Effektor-Wechselwirkungen. Die konservierte Interaktion
eines antiparallelen B-Faltblatts des Effektors (grau) mit dem p2-Faltblatt von Ras (weiB) 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.’”® Ein Vergleich der in der PDB
verfligbaren Ras—Effektor-Komplexe zeigte, dass ein Teil der Bindung liber ein anti-paralleles
B-Faltblatt des Effektors vermittelt wird, das in allen Fallen bis auf Norel durch eine Kehre zu einer
B-Haarnadel geschlossen ist (Abbildung 17). Zusammen mit dem Ras B2-Faltblatt wird ein
intermolekulares B-Faltblatt gebildet. Dabei zeigten computergestiitzte Untersuchungen von
Ras—Raf-Komplexen, dass Reste, die einen wesentlichen Teil zur Bindungsenergie beitragen (,,hot

spots®), im Bereich 136 - Y40 des Ras B2-Faltblatts liegen.™

cRaf TIRVELPNKQRTVV

Byr2a CILRFIACNGQTRAVQSR
KEQVIKVYSEDETSRALDV

Nore1 GFIKVHLKLRR PLDATKQLHI

PI3Ky CIFIVIHRSTTSQTIK

ESFFVQVHDVSPEQPRTVIKA
RalGDS IKAPITIRVSLDVDNGNMYKSILVTS

H-Ras(GppNHp) T

Abbildung 17. Wechselwirkung verschiedener Effektoren an das P2-Faltblatt von Ras. Die Strukturen der
verschiedenen B-Faltblatter wurden in der Software PyMol auf die Struktur der Raf-Ras-Interaktion tberlagert. Zudem
wurden die zugehorigen Peptidsequenzen mit Hilfe der Software ClustalW2 Uberlagert. Die mit Ras interagierenden
Reste sind dabei fett hervorgehoben.

Bei einem Vergleich literaturbekannter Affinitdten der verschiedenen Ras-assoziierten (RAs) und
Ras-bindenden Domanen (RBDs) zeigten sich allerdings deutliche Unterschiede. Wahrend sich die
Affinitdaten der meisten Effektoren im niedrigen mikromolaren bis hohem submikromolaren
Bereich befinden, zeichnet sich die Interaktion mit c-Raf durch niedrig nanomolare Affinitaten aus

und wurde daher fiir eine eingehendere Analyse ausgewihlt (Tabelle 2).2*°

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

240 234 240 235 240 240

c-Raf GRB14 Norel PI3Ky Piclel RalGDS
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

Kp (Methode) 0.08 uM (ITC) 3.6 uM (SPR) 0.32 uM (ITC) 2.9 uM (ITC) 0.82 uM (ITC) 1.0 uM (ITC)
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Eine Ubersicht Giber die verschiedenen Kontaktstellen zwischen H-Ras und der c-Raf-RBD gibt
Abbildung 17 (PDB 4GON). Das B1- und B2-Faltblatt der c-Raf-RBD sind (iber eine a-Kehre zu einer
B-Haarnadel verbunden. Diese Haarnadel bindet {ber mehrere Rickgrat- und
Seitenketteninteraktionen an das [2-Faltblatt von H-Ras und bildet ein erweitertes
intermolekulares, antiparalleles B-Faltblatt. Neben den Riickgrat-Interaktionen der Raf-Reste
Lys65, Asn67 und Val67, bildet GIn66 eine Wasserstoffbriickenbindung mit der Amid-Funktion des
Rickgrats von Ras Argdl aus und stabilisiert gleichzeitig mit einer weiteren
Wasserstoffbriickenbindung die a-Schleife durch intramolekulare Wechselwirkung mit dem
Rickgrat-Carbonylsauerstoff von Raf Pro63. Zudem bilden Arg67 von Raf 2 sowie Arg59 von Raf
B1 eine Salzbriicke 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).
e %_
Raf-RBD N 90°
switch 1
/

switch 2 Glu31_

H-Ras(GppNHp)

Abbildung 18. Wechselwirkungen der c-Raf-RBD mit H-Ras(GppNHp) (PDB 4GON). Die Switch 1- und Switch 2-Region
von H-Ras (blau) und die B1/2-Haarnadel von Raf (rot) sind farblich hervorgehoben. Interagierende Reste beider
Proteine sind explizit gezeigt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Neben den Wechselwirkungen der B-Faltblatter bestehen im Ras—Raf-RBD-Komplex
Kontaktpunkte zwischen Resten der Raf-RBD al-Helix (Lys84, Val88 und Arg89) zur Switch I-Region
von Ras, die einen wichtigen Beitrag zur Gesamt-Affinitit des Komplexes leisten.”* Insbesondere
die R89L Mutante der Raf-RBD zeigt zu H-Ras nur noch eine Affinitat im hohen mikromolaren

233,241
h.

Bereic Diese Reste sind strukturell allerdings so weit von der c-Raf B-Haarnadel entfernt,

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

Synthese und Evaluierung makrozyklischer 6-Faltblatt-Peptide aus Effektor-Domdnen
Die Synthese der Peptide erfolgte auf Basis der c-Raf B1/B2-Haarnadel (Thr57 - Val72), die alle
genannten Schlisselinteraktionen sowie die a-Kehre (Pro61-Asn66) enthdlt, welche
moglicherweise zur Vororientierung des Peptids beitragen und die Zyklisierung erleichtern kénnte
(Abbildung 19A). Wie in Kapitel 2.2 dargelegt, wurden fiir die Synthese stabilisierter B-Faltblatter
eine Reihe verschiedener Strategien und deren Kombination beschrieben. Um das Vorhandensein
der a-Schleife der Wildtyp-Peptidsequenz zu nutzen und das komplexe Netzwerk aus inter- und
intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen 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 y-Carboxy-Funktion Allyl-geschiitzten
Asparaginsaurerest und N-terminal um einen an der e- Amino-Funktion Mtt-geschiitzen Lysinrest
erweitert. Eine der beiden Amino-Funktionen des N-terminalen Lysins wurde dabei jeweils flr den
Ringschluss genutzt, wahrend die verbliebene Amino-Funktion zur Einbringung einer
Fluoreszenzmarkierung  diente. Durch  diese  Seitenketten-zu-Seitenketten-Verknlpfung
(side chain-to-side chain) bzw. N-Terminus-zu-Seitenketten-Verkniipfung (head-to-side chain)
konnten rasch zwei verschieden lange Verbriickungen getestet werden. Aullerdem wurde noch
der Ringschluss (iber ein rigides D-Pro-L-Pro-Dipeptidtemplat untersucht. Um die relativ lange
Sequenz zusatzlich zu stabilisieren, wurden auBerdem Derivate mit weiteren intramolekularen
Disulfid- und Alken-Verbriickungen synthetisiert. Dazu wurden entsprechend funktionalisierte
Aminosduren 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 B1/B2-Faltblatts. a) Ausschnitt
der Kristallstruktur des H-Ras—c-Raf-RBD-Komplexes (PDB 4GON) mit dem H-Ras a2-Faltblatt (weifl) und dem Raf
B1/B2-Faltblatt (grau). Wechselwirkung der Rickgrate sowie interagierende Reste sind explizit dargestellt. b)
Strukturformel des antiparallelen c-Raf-RBD B1/B2-Faltblatts und geplante Makrozyklisierungen.

Leu62

Die Synthese der linearen Peptide erfolgte an NovaSyn-TGR-Harz unter Verwendung von Standard-
Fmoc-Festphasenbedingungen. Die Seitenketten-zu-Seitenketten-Verkniipfung bzw. N-Terminus-
zu-Seitenketten-Verknipfung der Peptide wurde nach Entfernen der orthogonalen Schutzgruppen
direkt an der Festphase unter Einsatz des Kupplungsreagenz PyBOP (Benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat)  durchgefiihrt. Generell zeichnen sich
Peptidzyklisierungen an der Festphase im Vergleich zur Zyklisierung in Losung durch zumeist

kiirzere Reaktionszeiten und verminderte Bildung von Multimeren aus.**?

Der Einsatz von PyBOP
sollte eine Guanylierung der freien Aminogruppe verhindern, was eine mogliche Nebenreaktion
bei einem Uberschuss von Ammoniumsalz- bzw. Uroniumsalz-basierten Kupplungsreagenzien

darstellt.?*%2%

Die Zyklisierungsreaktionen verliefen fir die Peptide 38 — 41 (Abbildung 20)
guantitativ und racemisierungsfrei bei einer vergleichsweise kurzen Reaktionszeit von 1 - 2h, was
moglicherweise auch auf eine Vororientierung des Peptids durch das bereits vorhandene zentrale

. .. .. )
a-Kehrenmotiv zuriickzufiihren ist.?**
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Abbildung 20. Strukturen der terminal zyklisierten Derivate der c-Raf-RBD B1/2-Haarnadel.

Die intramolekulare Verbriickung der Peptide erfolgte durch Bildung eines Disulfids zweier in die
Sequenz eingebrachter Cystein-Reste (Abbildung 21A). In der Literatur sind dafiir eine Reihe

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

verschiedener Oxidationsmittel,

wie Luftsauerstoff und Dimethylsulfoxid oder

Oxidationsmitteln, wie Wasserstoffperoxid oder lod, verlaufen.?*
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Abbildung 21. Exemplarisches Syntheseschema der von der c-Raf-RBD B1/2-Haarnadel abgeleiteten stabilisierten
Peptide. A) N-Terminus-zu-Seitenketten-Zyklisierung und Einbau einer Disulfid-Verbrickung: a) 1. [Pd(PPh;),], PhSiH;,
THF, 2 x 20min, RT; 2. Piperidin(20%), DMF , RT, 2 x 5min. b) PyBOP, DIEA, DMF, 1 h, RT. c¢) 1. 1% TFA/DCM, 2 x
20 min, RT; 2. NCS, DMF, 15min. d) 1. FITC, DIEA, DMF, 12h; 2. TFA, TIPS, H,0, RT, 3 x 2h. B) N-Terminus-zu-
Seitenketten-Zyklisierung und Einbau einer Alkenverbriickung: a) 1. [Pd(PPhs),], PhSiH;, THF, 2 x 20min, RT; 2.
Piperidin(20%), DMF , RT, 2 x 5min. b) PyBOP, DIEA, DMF, 1 h, RT. c) [Grubbs-I], DCE, 3 x 2h, RT. d) 1. 1% TFA/DCM, 2
x 20 min, RT; 2. FITC, DIEA, DMF, 12h; 3. TFA, TIPS, H,0, RT, 3 x 2h.
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Klrzlich wurde der Einsatz von N-Chlorsuccinimid (NCS) beschrieben, der eine rasche und

effiziente Oxidation direkt an der Festphase erlaubt.?*®

Nach Synthese des linearen Peptids
konnten die 4-Methoxytriyl(Mmt)-Schutzgruppen der Cystein-Reste orthogonal mit 1%-iger TFA-
Losung entfernt und die freien Thiol-Gruppen durch Umsetzten mit NCS oxidiert werden. Wahrend
die Bildung des Disulfids im Falle des offenen und des N-Terminus-zu-Seitenketten-verknupften
Peptids 44 mit einem moderaten Uberschuss an NCS (1.5 eq) bei kurzer Reaktionszeit (10 min)
erfolgte, war das Disulfid im Falle des Seitenketten-zu-Seitenketten-verknipften Peptids
synthetisch nicht zuganglich. Bei vorausgehender Seitenketten-zu-Seitenketten-Makrozyklisierung
unterblieb die Bildung des Disulfids auch bei stark ausgedehnten Reaktionszeiten und deutlich

héheren Uberschiissen an NCS. Wurde hingegen zunichst die Disulfidbriicke gebildet, konnte die

terminale Makrozyklisierung nicht geschlossen werden (Abbildung 22).
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Abbildung 22. Strukturen der mittels Disulfidbriicke stabilisierten Derivate der c-Raf-RBD B1/2-Haarnadel.
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Neben der Disulfid-Bricke wurde die Ringschlussmetathese zweier a-Alkenylaminosduren
untersucht. Dazu wurden zwei Fmoc-(S)-Aminohept-6-ensdure-Bausteine in die Sequenz
eingebracht und direkt an der Festphase unter Verwendung von Grubbs-I-Katalysator durch
Ringschlussalkenmetathese verknipft (Abbildung 21B). Im Gegensatz zur Synthese
kohlenwasserstoffverbriickter Peptide kamen keine a-methylierten Bausteine zum Einsatz, da die
a-Methylgruppe die Ausbildung helikaler Konformationen begijnstigt.53 Anhand von HPLC-MS
Analytik war die Bildung von cis-/trans-lsomeren zu beobachten, die einzeln fir die
Affinitatsbestimmung isoliert wurden (46A/B und 47A/B). Bei der Synthese der bizyklischen
Verbindungen war wie bereits bei den Disulfid-verbriickten Derivaten wiederum nur die Variante
des N-Terminus-zu-Seitenketten-verkniipften Peptids synthetisch zuganglich, was auf unglinstige
sterische Verhaltnisse im Fall der Seitenketten-zu-Seitenketten-Verknipfung hindeutet (Abbildung

23).
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Abbildung 23. Strukturen der mittels Alkenverbriickung stabilisierten Derivate der c-Raf-RBD B1/2-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 Mitarbeitern®® beschriebenen Inhibitoren der p53-HDM2-
Wechselwirkung (Abschnitt 2.2) wurde zudem noch ein D-Pro-L-Pro-Templat in das kirzere
Fragment Ile58 -Val70 integriert und das Riickgrat zyklisiert, um rigidere Derivate mit geringer
konformativer Freiheit zu generieren (Peptide 48 und 49). Fir die Einbringung einer
Fluoreszenzmarkierung wurden die Positionen Val60 bzw. Phe61 gewahlt, 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 Entschiitzung mit FITC ligiert. Im Fall
Rickgrat-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 a-Kehre als auch das D-Pro-L-Pro-Templat prinzipiell zur Vororientierung des
Peptids beitragen kénnen, wurde die Sequenz innerhalb der a-Kehre gestartet, um die sterisch
anspruchsvolle Riickgrat-Zyklisierung auf die sekundare Amino-Funktion von Prolin zu vermeiden.
Dazu wurde die Seitenkette eines Allyl-geschiitzten Aspartat-Bausteins liber die Seitenkette an
NovaSyn-TGR-Harz immobilisiert, die nach Abspalten vom polymeren Trager 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 b-Pro-L-Pro-Dipeptidtemplat stabilisierten Derivate der c-Raf-RBD B1/2-Haarnadel.
A) Reprasentative Syntheseroute: a) Fmoc-Entschiitzung: Piperidin(20%), DMF , RT, 2 x 5min; b) Fmoc-AS-OH, HCTU,
DIEA, DMF, RT, 2 x 60min; c) Bromessigsaure, DIC, DIEA, DMF, RT, 2 x 60min; d) Allylamin, DMF, RT, 1h; e) Fmoc-AS-
OH, COMU, Oxyma, DIEA,DMF, RT, 2 x 60min; f) 4-Pentensaure, HCTU, DIEA, DMF, RT, 2 x 60min; B) Strukturformeln

der beiden stabilisierten Derivate.

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

Bindungsexperiment auf ihre Affinitdt zu H-Rasii1gg in allen drei Nukleotidbindungszustanden

getestet (Abbildung 25).
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Abbildung 25. Ergebnisse des Fluoreszenzpolarisationsbindungsexperiments der stabilisierten Derivate der c-Raf-RBD
B1/2-Haarnadel mit H-Ras(GppNHp). Im Gegensatz zur Wildtyp-Peptidsequenz 38 sind teils deutliche Verbesserungen
zu erkennen. Jedoch zeigen alle Peptide eine Ky > 500 UM. (Cpnax. [H-Ras(GppNHp)] = 550 uM; N = 1).

Dazu wurde H-Ras;.igg rekombinant in E. coli exprimiert und aufgereinigt. Ras-Proteine liegen
aufgrund ihrer GTP-Hydrolyseaktivitat 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.?’

Bei H-Ras(GppNHp) war fir die modifizierten
Derivate im Vergleich zu den jeweiligen Wildtyp-Peptiden teils ein deutlich starkerer Anstieg der
Fluoreszenzanisotropie Zu erkennen, wobei zwischen den verschiedenen
Stabilisierungsarchitekturen deutliche Unterschiede bestehen. Zudem zeigten die Peptide eine
deutliche Praferenz fiir die GppNHp-gebundene Form auf, was darauf hindeutet, dass die Peptide
bei ausreichender Affinitdat moglicherweise selektiv Ras in seiner aktivierten Form adressieren
konnten. Allerdings wurden auch fiir die Derivate durchweg hohe Dissoziationskonstanten
(Kp > 500 uM) beobachtet. Auch wenn in der Literatur Beispiele existieren, bei denen durch eine

nachfolgende Sequenzoptimierung deutliche Affinititsgewinne erzielt werden konnten,® wire die

Affinitat der resultierenden Derivate noch immer um GréRenordnungen geringer als die des
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Ausgangsproteins (Tabelle 2), sodass die Peptide nicht fiir weitergehende Untersuchungen genutzt
wurden.

Zwar deuten die FP-Experimente auf eine erhdhte Affinitat der konformativ stabilisierten Peptide
hin, resultieren jedoch nicht in ausreichend guten Bindern, die als Startpunkt fiir eine weitere
Optimierung dienen konnten. Auf der Suche nach einem besseren Startpunkt ware
moglicherweise eine Strategie notwendig, die von einer kombinatorischen Bibliothek stabilisierter
Peptidstrukturen ausgeht. Nach Abschluss dieser Studien wurden kiirzlich derartige Inhibitoren fiir
Ras—Effektor-Wechselwirkungen beschrieben, die ausgehend von einer Bibliothek zyklischer
Peptide sukzessive optimiert wurden und bei moderater Zellgangigkeit dazu in der Lage sind, die

Signalwirkung von Ras in cellulo zu unterdriicken. 824324

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 kdénnen. Analog zur Synthese der von Ras-Effektoren abgeleiteten Peptide
wurden in einem ersten Schritt alle verfligbaren Strukturdaten verschiedener Ras—GEF-Komplexe
untersucht, um Peptidsequenzen aus a-Helices oder B-Sheets zu identifizieren, die als Startpunkt
fiir die Synthese Peptid-basierter Inhibitoren genutzt werden koénnen. Im Falle der Ras—SOS-
Wechselwirkung existieren in der Proteindatenbank (protein data base, PDB)*° vier verschiedene
Kristallstrukturen (PDB-Code 1NVU, 1NVV, 1INVW, 1NVX). Darin enthalten die Einheitszellen
jeweils zwei Ras- und ein SOS1-Molekil (von jetzt an kurz SOS), wobei sich die Proteine und
Nukleotidbindungszustande teils unterscheiden. Lediglich die Kristallstruktur INVW enthalt Ras in
seiner Wildtyp-Form. Die Strukturen 1INVU und 1NVX weisen dagegen die Ras-Mutation A59G
abseits der Wechselwirkungsfliche und 1NVV die Ras-Mutation Y62A in direkter Nahe zur
Wechselwirkungsflache auf, sodass INVW als Grundlage weiterer Untersuchungen gewahlt wurde.
In diesem Komplex bindet die katalytische Einheit von SOS (SOSk.:) an zwei H-Ras-Molekiile in
unterschiedlichen NukIeotidbindungszustéinden.142 Das aktive Zentrum von SOS (SOSak:)
interagiert darin mit nukleotidfreiem H-Ras, wahrend H-Ras(GppNHp) an einer davon abgelegenen

Position an SOS bindet (SOS,j0st), um die katalytische Domane allosterisch zu stabilisieren
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(Abbildung 26). In beiden Fallen wird die Bindung von SOS lber mehrere Kontaktstellen in
Kehrenstrukturen sowie Uber Reste aus a-helikalen SOS-Peptidsequenzen vermittelt. Um die
Eignung dieser helikalen Sequenzen als Startstrukturen fir einen Stabilisierungsansatz
abzuschatzen, wurde die jeweilige Wechselwirkungsoberflache mit H-Ras und der prozentuale
Anteil an der gesamten Interaktionsflache berechnet. Dazu wurden mit Hilfe der Software MSMS
(Maximal Speed Molecular Surface)™' die |6sungsmittelzugénglichen Oberflichen der
Proteinkomplexe und der isolierten Bindungspartner bzw. Peptidfragmente berechnet und
zueinander in Relation gesetzt. Diese Berechnungen ergaben, dass die meisten a-helikalen
Sequenzen von SOS nur jeweils einen geringen Anteil der Wechselwirkungsflache mit den beiden
Ras-Proteinen ausmachen (< 300 A? und damit weniger als 20% der jeweiligen Interaktionsfliche).
Die einzige Ausnahme stellt dabei die aH-Helix aus SOSy,: (Phe929-GIn944) mit einer
Wechselwirkungsfliche von 611 A% und einem Anteil von ca. 40% dar, die auch kiirzlich von Patgiri
et al. fur die Synthese orthosterischer Ras—SOS-Inhibitoren genutzt wurde.®* Die aH-Helix sowie
die von Patgiri et al. auf Loslichkeit optimierte Peptidsequenz wurden daher als Startpunkt fir

weitergehende Untersuchung ausgewahlt (Abbildung 26).

H-Ras(NF) .
am aktiven Zentrum (gggéﬂNeguﬁ]

|

4

N

H-Ras / ‘»%\f ing

an allosterischer
Bindestelle

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 VergroRerung zeigt nukleotidfreies (NF) H-Ras in Oberflachendarstellung und die aH-
Helix der katalytischen Einheit von SOS1 in Cartoon-Darstellung (rot). Die interagierenden Seitenketten der Helix sind
explizit dargestellt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Abseits  der  Kristallstrukturen ~ der  Ras—SOS-Interaktion = waren  keine  anderen
Strukturinformationen fiir weitere Ras-GEFs verfligbar. Allerdings wurde in einer anderen Studie
ein Homologiemodell der H-Ras—RasGRF1-Wechselwirkung entwickelt und fir die Synthese

22 Anhand dieses Modells lieB sich eine weitere potentiell a-

Peptid-basierter Inhibitoren genutzt.
helikale Sequenz ableiten, die ebenfalls als Ausgangspunkt fir eine konformative Stabilisierung

genutzt werden konnte (Abbildung 27).

A) H-Ras \ng
Peptid | a-helikale Doméne  Sequenz & OOQOQQ
50 | SOS(929-944) FITC-020c-FFGIYLTNILKTEEGN-NH, [N
51 | ptsos* FITc-020c-FEGIYRLELLKAEEAN-NH, [N

52 | RasGRF1(1178-1193) FITC-020¢-Y LGMYLTDLVFIEEGT-NH, [N
W K.<20 uM | 20 pM < K,<100 pM 100 pM < K,< 300 pM il K,> 300 uM

B) Izoo- H-Ras(NF) IZDD_ H-Ras(GDP)
= 150 1504
< — 51 E — 51
S 100 J S 1001
© ° /
£ 501 i == Z 50 3 —,
D T T T 0 L] T T
-8 6 -4 -8 -6 4
log c(H-Ras(NF)) [M] — log c(H-Ras(GDP)) [M] —*
[ 200- H-Ras(GppNHp)
§1so- - :2
- - 52
2 1004
2 . .
£ 50
0 L} T T
-8 6 -4

log c(H-Ras(GppNHp)) [M]=—

Abbildung 27. Evaluierung des Bindungsverhaltens der aus Ras-GEFs abgeleiteten Peptidsequenzen. A) Synthetisierte
Peptidsequenzen und Bindungsdaten mit H-Ras in verschiedenen Nukleotidbindungszustanden. (* von Patgiri et al. 64
auf Loslichkeit optimierte Peptidsequenz) B) Repradsentative Daten der Fluoreszenzpolarisationsexperimente (N = 1).
(Maximale Proteinkonzentrationen: H-Ras(NF) = 300 uM, H-Ras(NF) = 300 uM und H-Ras(NF) = 250 uM).
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5 Ergebnisse und Diskussion

Design und Evaluierung a-helikal stabilisierter Ras-GEF-Peptide
Um die beste Startsequenz fiir diesen Stabilisierungsansatz auszuwahlen, wurden zunachst die
Wildtypsequenz der SOS aH-Helix (50), die von Patgiri et al.”® auf Loslichkeit optimierte Sequenz

2 abgeleitete Sequenz aus RasGRF1 (52) auf ihre

(51) sowie die anhand des Homologiemodells
Affinitat zu Ras in verschiedenen Nukleotidbindungszustanden getestet. Dazu wurden die drei
Peptide an Rinkamid-Harz mittels Fmoc-basierter Festphasenpeptidsynthese (Solid phase peptide
synthesis, SPPS) mit einem Mikrowellen-unterstiitzten Syntheseroboter aufgebaut und
anschlieBend N-terminal mit einer Fluorescein-PEG-Einheit ligiert (Abbildung 27A). Die drei
Sequenzen wurden in einem FP-Bindungsexperiment mit H-Ras in allen drei
Nukleotidbindungszustanden getestet und zeigten durchweg hohe Dissoziationskonstanten
(Kp>300 uM), wobei keine Abhangigkeit 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 dhnlicher Plateauwerte auf eine
hohere Affinitat hindeutet. Daher wurden diese beiden Sequenzen als Startpunkte fir die
Synthese seitenkettenverbriickter Derivate ausgewahlt.

Der Einbau der nicht-natirlichen Aminosauren 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 Seitenkettenverbriickung
keine sterische Hinderung erwarten lasst. Fir die gangigste Architektur, die sog. i, i+4-
Verbriickung, 9 ergaben sich dafiir jeweils drei stabilisierte Peptide (53 — 55 und 57 - 59). Zum
Vergleich wurden zudem das Peptid 56 in der weniger gebrduchlichen i, i+3-Architektur, sowie ein
mittels Wasserstoffbriickenersatz stabilisiertes Peptid (60)** dargestellt (Abbildung 28C).

Die stabilisierten Peptide wurden in einem Fluoreszenzpolarisationsexperiment auf ihre Affinitat
zu H-Ras in den unterschiedlichen Nukleotidbindungszustanden untersucht. Im Vergleich zu den
Wildtyp-Sequenzen wurden zwar teils geringfligig steilere Anstiege der Fluoreszenzanisotropie
beobachtet, was unter Annahme eines vergleichbaren Plateaubereichs auf gesteigerte Affinitaten
hindeutet. Allerdings binden die modifizierten Peptide noch immer um ein Vielfaches schlechter
als das zu inhibierende Ausgangsprotein. Interessanterweise lieBen sich dabei die von Patgiri et al.
beschriebenen Bindungsdaten64 nicht reproduzieren, wobei das HBS-stabilisierte Peptid ein
schlechteres Bindungsverhalten als die a-methylierten, kohlenwasserstoffverbriickten Peptide
zeigte. Die Peptide adressieren die hochkonservierte G-Domédne von Ras, sodass eigentlich kein
grofBer Unterschied im Bindungsverhalten der einzelnen Ras-Isoformen zu erwarten ist. Um
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5 Ergebnisse und Diskussion

trotzdem eine Abhdngigkeit der erhaltenen Ergebnisse von der eingesetzten Ras-Isoform
auszuschliefen, wurden die Peptide ebenfalls mit den Konstrukten N-Ras;.igs und K-Rasi.izs
getestet. Dazu wurden die Proteine rekombinant in E. coli exprimiert, aufgereinigt und in die
GppNHp-gebundene bzw. nukleotidfreie Form uUberfiihrt. Allerdings ergab sich auch fir diese

beiden Isoformen ein vergleichbar negatives Ergebnis. (Abbildung 28)

929 934 939 944 -
A) SOS:FFGIYLTNILKTEEGN (50  B) 300- H-Ras(NF)
ptSOS: (51) | —~— 50 - 53 —— 54 — 55 — 56
T —~— 51 — 57 —— 58 —— 59 60
£, 200- :
2
Q.
o s
2 100 J
T | s s s’
0 T T T T 1
-8 -7 -6 -5 -4 -3
log c(H-Ras(NF)) [M] =—>
: 300- H-Ras(GppNHp)
! <
< E
£, 2004 < 200
5 / 5
2 . o
o 2
2 100 : < 100
< ~—e—e " J — ——p—
0 T T r T ] 0 T T T r ,
-8 7 -6 -5 -4 -3 -8 -7 -6 -5 -4 -3
log ¢(H-Ras(GDP)) [M] — log c(H-Ras(GppNHp)) [M] —
nukleotid- GDP- GppNHp-
frei* gebunden* gebunden*
BB ® BB BBt
C) Peptid Sequenz Q‘,Q;\,Q:{:Q- ng'\;g:l.g' SEE
50 FITC-020c-F FGIYLTNILKTEE G N-NH, EEE BEE
53 FITC-020c-F F GI YL TN S;L KT S;E G N-NH, EEE BEEE
54 FITC-020c-F F G I S;L TN S;L K T E E G N-NH, mEE
55 FITC-020c-F F GI Y S;TN I S;KTE E G N-NH, [ | ||
56 FITC-020c-F F G I YR;T N S;L KT E E G N-NH, [ | |
51 FITC-020c-FEGIYRLELLKAEE A N-NH, Bl
57 FITC-020¢c-F E G I SsRL E S;L KA E E A N-NH, [ | ||
58 FITC-020c-F EG I YRLE S;L K A S;E A N-NH, HER
59 FITC-020c-F EG I Y S;LEL S;GKAE E A N-NH, Bl
60 XFEGIYRLELLKAEEANKFTONH [HIHE HEBR

B K,<20 uM [ 20 uM < K,<100 uM | 100 uM < K,< 300 M il K,>300uM [l n.b.

Abbildung 28. Design und Evaluierung a-methylierter, kohlenwasserstoffverbriickter Derivate der aH-Helix von SOS.
A) Struktur der SOS aH-Helix (rot) gebunden an nukleotidfreies H-Ras (grau) (PDB. INVW) und die von Patgiri et al.**
abgeleitete Sequenz (ptSOS). An der Bindung beteiligte Seitenketten sind explizit dargestellt, wohingegen Positionen,
die fur den Einbau der nicht-natirlichen Aminosauren verflgbar sind, grau hervorgehoben wurden. B) Repradsentative
Daten der Fluoreszenzpolarisationsexperimente (N = 1). (Maximale Proteinkonzentrationen: H-Ras(NF) = 330 uM, H-
Ras(GDP) = 470 uM und H-Ras(GppNHp) = 330 uM; N-Ras(NF) = 280 uM, H-Ras(GDP) = 400 uM und H-Ras(GppNHp) =
400 uM; K-Ras(GDP) = 50 uM und K-Ras(GppNHp) = 50 uM) C) Synthetisierte Peptidsequenzen und Ergebnis des FP-
Bindungsexperiments der drei Ras-Isoformen in verschiedenen Nukleotidbindungszustanden.
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Wie bereits bei den stabilisierten B-Haarnadeln deuten die Ergebnisse prinzipiell auf hoéhere
Affinitaten der modifizierten Peptide im Vergleich zu den jeweiligen Wildtypsequenzen hin, sind
jedoch fiir den Einsatz als PPl-Inhibitoren zu gering, was auch eine weitergehende
Sequenzoptimierung als wenig erfolgversprechend erscheinen lasst. Als Technologie ist a-
methylierte Kohlenwasserstoffverbriickung tblicherweise in der Lage, Affinitatsgewinne von bis zu
zwei GrolRenordnungen zu bewirken.” In einigen Fallen wurden auch deutlich hoéhere Gewinne
beobachtet, was auf zusatzliche hydrophobe Wechselwirkungen des Makrozyklus mit der
Oberfliche des Zielproteins zuriickzufihren war.”> Um wirksame Modulatoren fiir Ras—GEF-
Wechselwirkungen zu entwickeln waren daher hoher affine Startpeptide oder die Generierung
zusatzlicher Interaktionen notwendig. Im Falle der Ras-Proteine sind daflir jedoch derzeit keine
weiteren nutzbaren Peptidsequenzen in GEFs bekannt. Auch fiir den umgekehrten Ansatz, der
Stabilisierung  eines Sekundarstrukturelements aus Ras konnten keine geeigneten
Ausgangssequenzen identifiziert werden.

Nach Abschluss der vorgestellten Untersuchungen wurden kiirzlich Studien veroffentlicht, die eine

ahnliche Strategie verfolgen.253

Ausgehend von der aH Wildtyp-Sequenz aus SOS wurde darin
anhand analoger Uberlegungen ein Satz a-methylierter, kohlenwasserstoffverbriickter Peptide
generiert und auf ihre Affinitat 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. Fir diese Peptide wurden in einem Fluoreszenzpolarisationsexperiment nanomolare
Affinitaten zu K-Ras im GDP- und GppNHp-gebundenen Zustand beschrieben. Trotz intensiver
Versuche konnten diese Ergebnisse des FP-Bindungsexperiments fiir die Peptide 35 und 36
allerdings nicht unter den beschriebenen Bedingungen reproduziert werden. Allerdings sind die
beschriebenen Beobachtungen prinzipiell sehr Gberraschend. Selbst die gesamte katalytische
Domane von SOS zeigt nur eine Dissoziationskonstante von Kp = 14.5;1M254 mit H-Ras(GDP). Die
verwendete Startsequenz der aH-Helix macht aber nur ca. 40% der Ras—SOS-
Wechselwirkungsfliche aus und sollte daher eine deutliche geringere Affinitat besitzen. Zudem
wurden, wie bereits erlautert, mit einer anderen Stabilisierungsmethode bei vergleichbaren
Peptiden nur Affinitdten im hohen mikromolaren Bereich erzielt (Kp (HBS3-H-Ras)= 158 uM).
Obwohl sich die Konformation der Switch | und |l Regionen von K-Ras je nach
Nukleotidbindungszustand andert, wurden liberraschenderweise nahezu identische Affinitaten fiir

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

Eine Storung des GAP-vermittelten Inaktivierungsprozess ist das Resultat der haufigsten
onkogenen Ras-Mutationen. Sie verhindern die korrekte Bindung und Funktion von RasGAPs und
bewirken dadurch eine Akkumulation von aktivierten, GTP-gebundenen Ras-Proteinen. Molekiile,
die dazu in der Lage sind, die GTP-Hydrolyserate zu erhéhen, waren von groRem therapeutischen
Nutzen.

In Sdugern existieren eine Reihe verschiedener Proteine, die GAP-Aktivitdt fir die drei
verschiedenen Ras-Isoformen aufweisen, darunter p120GAP, Neurofibromin (NF1), RASAL,
Proteine der GAP1 Familie wie GAP1™*®", und die SynGAP-Familie wie SynGAP oder DAB2IP.'*®
Davon sind allerdings lediglich fiir den Komplex von H-Ras und der katalytischen Domane von
p120GAP (PDB. 1WQ1) strukturelle Daten verfiigbar.'*® Die p120GAP Domine besteht aus
zahlreichen a-Helices verbunden uber diverse Schleifenmotive. Dabei befindet sich der fir die
Katalyse entscheidende Arginin-Finger (Arg789) in einer ausgedehnten Schleife, die keine
geordnete Rickgratstruktur erkennen lasst und somit fiir einen Stabilisierungsansatz ungeeignet
ist (Abbildung 29A). Aus Mangel an geeigneten Startstrukturen wurde daher die Suche auf
Komplexe von RapGAPs ausgedehnt. Rap-GTPasen sind die nachsten Verwandten der Ras-
Proteine, wobei Rapl liber 50% Sequenzidentitdat mit Ras aufweist. Ras- und Rap-GTPasen teilen
einige Effektoren und GAPs, die dazu in der Lage sind, mit Mitgliedern beider Proteinfamilien zu
interagieren.”> In Bezug auf den GTP-Hydrolysemechanismus unterscheiden sich Rap-Proteine
durch einen Threonin-Rest (Thr61) in der Switch llI-Region, der nicht die katalytische Funktion des
GIn61 von Ras ausiiben kann. Es existieren einige GAP-Proteine mit breiter Substratspezifitat (z.B.
SynGAP oder GAP1), die sowohl Ras- als auch Rap-Proteine deaktivieren kbnnen, sowie Rap-

> Erstere besitzen eine konventionelle RasGAP-Domine, wihrend letztere einen

spezifische GAPs.
abweichenden Katalysemechanismus aufweisen. Die einzige verfligbare Komplexstruktur eines
RapGAPs ist die Kristallstruktur des Rap-spezifischen Rap1GAPs gebunden an Rapl (PDB. 3BRW).
Darin ragt das Asn290 von Rap1GAP (,Asparagin-Daumen®) in die Nukleotidbindetasche von Rap1
und tGbernimmt die Rolle des nicht vorhandenen GIn61-Rests. Zudem tragt Tyr32 der Rap1 Switch

I-Region zur Stabilisierung der negativen Ladung des Ubergangszustands (Abbildung 29B) bei.”’ |

m
Gegensatz zu RasGAP befindet sich das katalytisch aktive Asn290 am C-terminalen Ende einer a-
Helix (Q280-D291). Rap1GAP zeigt selbst zwar keine GAP-Aktivitdt bei Ras-Proteinen, jedoch

konnte ein stabilisiertes Peptid, das in direkter Nahe der Nukleotidbindetasche an Ras bindet,
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moglicherweise durch Substitution des Asn-Daumens zu einem Molekiile mit RasGAP-Aktivitat
umgewandelt werden.

Daher wurden analog zu den von der SOS aH-Helix abgeleiteten Peptiden, ausgehend von dieser
Peptidsequenz, vier mittels a-methylierter Kohlenwasserstoffverbriickung 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 Affinitdt (KD > 500 uM). Lediglich fiir Peptid 63 war ein

geringer Anstieg in der Anisotropie zu erkennen.

A)

TR
‘ QY
P120GAP Gjy12/13—__
N7
H-Ras /™) ¢f

C) Peptid | Sequenz D) 250 H-Ras(GppNHp)
61 | FITC-020c-0 Q LQRKRH I G [N D-NH, I 200{ — 61
62 | FITC-020c-Q0 Q L Q R S;R H I Sl D-NH, z —-— 62
63 | FITC-020c-0 O L O SsK R H SsG [l D-NH, E150{ . g3
64 | FITC-020c-Q Q L SR K R S5 G Ml D-NH, o - 64
65 | FITC-020c-Q Q S,Q R K S,H I G [ D-NH, £1000 oo .
2 __—
£ 50 —— —
0 : ; .
-6 -5 -4 -3

log c(H-Ras(GppNHp) [M] =

Abbildung 29. GAP-Komplexe als Ausgangspunkte fiir die Generierung artifizieller RasGAP-Aktivitat. A) Struktur des H-
Ras—p120GAP-Komplexes (PDB. 1WQ1). Der fiir die GTP-Hydrolyse entscheidenden Arginin-Finger (Arg789) und GIn61
aus Ras sind explizit dargestellt. Die haufig mutierten Positionen Glyl2 und Gly13 sind markiert. B) Struktur des
Rap1-Rap1GAP-Komplexes (PDB. 3BRW). Der fiir die GTP-Hydrolyse entscheidende Asparagin-Daumen (Asn290) und
Tyr32 aus Ras, sowie das bei der Hydrolyse nicht involvierte GIn61 sind explizit dargestellt. Die als Ausgangspunkt fiir
die Synthese konformativ stabilisierter Peptide genutzte a-Helix (Q280-D291) aus Rap1GAP ist rot markiert. C) Von
derRapGAP1 a-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 uM).
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5.3 Modulation der Rab-Aktivitat mittels stabilisierter Peptid-

Sekundarstrukturen

(Diese Studie wurden in Zusammenarbeit mit M.Sc. P. M. Cromm durchgefiihrt. Die
Proteinexpression und Aufreinigung erfolgte in Kooperation mit Frau Nathalie Bleimling und der

Dortmund Protein Facility)

Die Synthese von Ras-Modulatoren auf Basis stabilisierter Sekundarstrukturelemente von
natlirlichen Bindungspartnern lieferte Peptide, deren Affinitaten zu niedrig waren, als dass sie als
Inhibitoren entsprechender PPIs in Frage kommen. Dies war in den untersuchten Fallen jedoch
vornehmlich auf die geringe Auswahl an mdéglichen Startsequenzen und deren niedrige Affinitaten
zurlickzufiihren. Nichtsdestoweniger zeigte sich dabei das Potential dieses Ansatzes, da einige der
stabilisierten Derivate beachtliche Affinitatsgewinne gegenilber der jeweiligen Wildtyp-Sequenz
aufwiesen. Daher wurde die gleiche Strategie im auf die Familie der Rab-Proteine angewendet. Fir
die groRte Unterfamilie kleiner GTPasen existiert eine Vielzahl verschiedener Wechselwirkungen,
die bereits strukturell und biochemisch charakterisiert sind und sich daher ausgezeichnet fiir eine
umfassende Machbarkeitsstudie anbieten. Zudem wurden Fehlfunktionen von Rab-Proteinen in
letzter Zeit vermehrt mit verschiedenen Erkrankungen in Verbindung gebracht, wodurch Rab-
GTPasen verstirkt als potentielle therapeutische Ziele an Bedeutung gewonnen haben.**%®
Inhibitoren von Rab-Protein-Wechselwirkungen konnen somit als Werkzeuge fir die
Untersuchung verschiedener biologischer Fragestellungen, sowie als Ausgangspunkt fiir die

Medikamententwicklung dienen.

5.3.1 Strukturelle Analyse von Rab-Protein-Wechselwirkungen

Auf der Suche nach Peptidsequenzen, die fiir die Synthese stabilisierter Sekundarstrukturelemente
aus Bindungsdomanen geeignet sind, wurden die, in der PDB zugéanglichen, Proteinkomplexe von
humanen Rab-GTPasen gebunden an ihre Interaktionspartner untersucht. Im Gegensatz zur Ras-
Familie, bei der in vielen Wechselwirkungen ein intermolekulares B-Faltblatt involviert ist, weisen
die Bindungspartner von Rab-Proteinen haufig eine oder mehrere a-Helices in ihrer
Bindungsdomane auf.2*3152 Oftmals bestehen die Wechselwirkungsflachen dabei zum groRen Teil

oder sogar vollstindig aus Helix-Kehre-Helix- oder Doppelwendel (coiled-coil)-Motiven. Daher
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wurden im Folgenden stabilisierte a-helikale Peptide als neuartige Bindungspartner von Rab-
GTPasen und als potentielle PPIl-Inhibitoren untersucht. Um aus den zahlreichen a-helikalen
Peptidsequenzen die vielversprechendsten Startstrukturen auszuwdhlen, wurde erneut deren
251

Wechselwirkungsoberflachen mit Hilfe der Software MSMS (Maximal Speed Molecular Surface)

berechnet und zur Gesamtoberflache in Relation gesetzt (Tabelle 3).

5.3.2 Evaluation der Wildtyp-Peptide

AnschlieBend wurden Sequenzen selektiert, die eine Interaktionsfliche von mindestens 600 A?
und einen hohen Anteil an der gesamten Bindungsoberflache aufwiesen. Dabei wurden allerdings
Peptide von weiteren Betrachtungen ausgeschlossen, die aus Strukturen nicht humaner Rab-
Proteine bzw. Rab-Homologen abgeleitet sind. Gleiches galt flir Peptidsequenzen, bei denen
bereits aus literaturbekannten Studien mit Mutanten oder Proteinfragmenten eine geringe
Affinitdat zum Zielprotein zu erwarten war (Tabelle 3). Anhand dieser Kriterien wurden die
vielversprechendsten elf Kandidaten fiir eine weitere Untersuchung ausgewahlt (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-unterstitzte Peptidsynthese flihrte dabei in einigen Fallen zu
Aspartimidbildung, die jedoch durch Zugabe von 0.1 M HOBt wahrend Fmoc-Entschiitzung

unterdriickt werden konnte.>*®
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Tabelle 3. Ubersicht iiber die Bindungsparameter a-helikaler Peptidsequenzen aus Bindungsdominen von Rab-

Proteinen. Peptidsequenzen die fir eine weiter Betrachtung ausgewahlt wurden sind mit einem * markiert.

a-helikale Doméane Sequenz Kontaktflache bekannte PDB Ref.
(% Gesamtinteraktion) Zielproteine Code
*Rab6-1P1ogovo16 DDEKEQFLYHLLSFNAV 1035 A’ (65%) Rab6, Rab1l  3cwz  *°
*LidA 398.5415 LSLEMEKQLETINNLIMS 616 A* (17%) Rab1, Rab8 3TNF 260
*LidA 427-a430 LLHKHNGLNLKLAN 998 A’ (29%)
*LidArss7.vss TVKKLVHHNKGLETTIHKERV 982 A% (29%)
*RabaptinSygi7.vsso VQRDFVKLSQTLQV 1065 A” (72%) Rab5 1TU3
*RILPr4g.£269 FEQILQERNELKAKVFLLKEE 1437 A” (100%) Rab7 1YHN  *°
*GCC185)1580.r1605 LMEQIKLLKSEIRRLER 616 A’ (100%) Rab6, Rab9 3BBP 262
*Rabin8,1s0.v208 LGQELEELTASLFEEAHKMV 1689 A (75%) Rab8 4LHY e
*REP L6378 r301 GELPQCFCRMCAVF 760 A” (36%) various Rabs ~ 1vG9 %
*FIP2477.va0s LEDYIDNLLVRVMEETPSILRV 810 A’ (60%) Rabll, Rab25 2GzD  **
*FIP3y730.755 NFRLQDYIDRIIVAIMETNPSILEV ~ 870 (63%) Rab1l, Rab25 2HV8 >
K
Sec2vo0.118" KEVEDLTASLFDEANNMVAD 1747 (73%) Secd 206 *°
Rabexess:.r3ss EDGYYFTNLCCAVAF 1007(42%) Rab5, Rab21 2073  **
GDlesaryass” ELPQGFARLSAIY 887(50%) YPT1, YPT7 3CPH 267
Drraqaor-rats QSLWGAASDYSR 945 (27%) Rabl, Rab8  3JZA 268
Drrar7-saa0 TVEPGLVSAVNKMS 1098 (32%)
TRAPPy32.050" NEYLILASTLHGVFAIASQ 1118 (58%) YPT1 3CUE
EEAL s mes ADELFKHYEAVH 488 (40%) Rab5 3MIH - 7°
Rabphillings; gy, EKEIINRVIARAEKMETMEQER 1260 (55%) Rab3 1z8D0 !
RabenosynSpasonazs  PLLQQIHNITSFIRQA 709 (37%) Rab4, Rab22  1Z0K 7
RabenosynSpass.a9: . DEVRTLQENL 652 (34%)
Exophilindgy gz EQEAIMKVLQRDAALKRAEEER 1288 (61%) Rab27 3BC1 7
GYP1qag0-cass” QFAFRWMNC 637 (23%) Rab33 2677 '®
GYP1g338.1306 " QIEIDIPRT 586 (22%)
GYP1ese7.q605 FQETITFLQ 458 (17%)
RabeXess1.r3es EDGYYFTNLCCAVAF 1007(42%) Rab5, Rab21 2073

fel Homolog aus S. cerevisiae. Aus der Literatur war bereits fir Bindungspartner bekannt, dass die isolierte a-helikale
Sequenz eine sehr geringe Affinitdt zum Zielprotein zeigt: siehe Referenzen [b]m, [c]m, [d]200 und [e]275.
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Rabaptin5

PDB 3CWZ PDB 3TNF PDB 1TU3

GCC185

r
" Rab7
PDB 1YHN PDB 3BBP PDB 4LHY

Rab7
PDB 1VG9 PDB 4UJ4

Abbildung 30. Kristallstrukturen von Rab—Protein-Komplexen mit a-helikalem Bindungsmotiv. Fiir eine konformative
Stabilisierung geeignete, a-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 Affinitat zu einer Auswahl an Rab GTPasen getestet. Zu diesem
Zweck wurden Rab-Proteine mit Unterstltzung der Dortmund Protein Facility und Frau Nathalie
Bleimling in E. coli rekombinant exprimiert und mittels Affinitatschromatographie aufgereinigt. Um
eine verbesserte Expressionsausbeute und Proteinstabilitdit zu erzielen, wurden C-terminal

verkiirzte Konstrukte exprimiert, welche jedoch mindestens die vollstandige G-Domé&ne und somit
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die relevanten Bindestellen der jeweiligen Interaktionspartner umfassten. Rablbs 174, Rab5a; 51,
Rabb6a,,11, Rab7a;307 und Rab8as.i76 konnten nach etablierten Protokollen problemlos in

162,163,268,276 Rab9a;.,03 Und Rablla;,is wurden durch

ausreichenden Mengen aufgereinigt werden.
die DPF in pOPINF Vektoren kloniert, in den bakteriellen Wirt transformiert und als Fusionsprotein
mit N-terminalem Hisg-Affinitdtsanker und einer PreScission-Schnittstelle exprimiert. Nach
Aufreinigung mittels Affinitdtschromatographie konnte dieser katalytisch durch TEV (Tabacco Etch
Virus Nla )-Protease entfernt werden.

Der Nukleotidbindungszustand der Rab-Proteine hat einen entscheidenden Einfluss auf die
Affinitat 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 starkste
Affinitat zur GTP-assoziierten, aktivierten Form von Rab-Proteinen auf. Dagegen binden
Nukleotidaustauschfaktoren wie Rabin8 bevorzugt an nukleotidfreie Rab-GTPasen, wahrend
Eskortproteine wie Rab escort protein 1 (REP1) insbesondere an GDP-assoziierte Rab-Proteine
binden. Daher wurden die Rab-GTPasen in den drei Nukleotidbindungszustanden (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.*®*?*"7 Fiir alle anderen Rab-Proteine wurde GTP durch das hydrolysestabile Derivat GppNHp
ersetzt. Ohne die stabilisierende Wirkung eines zugehdérigen GEFs, das die Kontakte des fehlenden
Nukleotids durch zusatzliche 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 Stabilitdt der
verschiedenen Rabs teils deutlich variierte (Abbildung 31). Dadurch bedingt konnte bei der
Affinitdtsmessung teils nicht bis in den Sattigungsbereich titriert werden, sodass die

Bindungskurven extrapoliert werden mussten, um einen Vergleich des Bindungsverhaltens zu

ermoglichen.
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nukleotidfrei*

A GBS P p
Peptid | a-helikale Doméine Sequenz FLELLLET
66 | Rab-interacting protein1(900-916) FITC-020¢-DDEKEQFLYHLLSFNAV-NH, [ ]| ]
67 |LidA (398-415) FITC-020¢-LSLEMEKQLET INNLIMS-NH, BN B BER
68 |LidA(427-439) FITC-020¢-LLAKHNGLNLKLAN-NH,
89 | LidA (537-557) FITC-020c-TVKKLVHENKGLETTIHKERV-NH, [l HIEEE
70 | Rabaplin5(817-830) FITC-0206-VORDFVETLSQOTLOV-NH, (L[ L[]
4l Rab-interacting lysosomal protein (248-269) FITC-020¢-FEQILOERNELKAKVFLLKEE-NH, .. ....
72 | GCC185(1589-1605) FITC-020¢-LMEQIKLLKSEIRRLER-NH, EE B BER
73 | Rabing(189-208) FITC-020¢c-LGOELEELTASLFEEAHKMV-NH, [l
74 |Rabescortprotein (378-391) FITC-020¢-GELPQCFCRMCAVE-NH, [ [ ] | | |
75 Rab11 family-interacting protein2 (L477-E491) FITC-020¢c-LEDY I DNLLVRVME-NH,
76 | Rab11family-interacting protein3 (N730-E747) FITC-020¢-NFRLQDY I DRI IVATME-NH, HEEEEER
B K.<20puM 20 pM < K, <100 pM 100 UM < K,< 300 uM il K, > 300 uM
B) 1300- Rab1 (NF) T 300 Rab1 (GDP)
= —_
3 £
2200+ o 200-
[=9 [= %
£ £
[=] Q
2 @
£100- £ 1004
()} . . T 0 T r T
-8 6 -4 8 6 -4
log c(Rab1 (NF)) [M] — log c(Rab1 (GDP)) [M] —
1300 Rab1 (GppNHp) —~ 66— 72
T —-— 67 — 13
E —~ 68 — T4
200- .
Y — 69 75
2 —~ 70 — 76
2 ~ 71
Z 1004 . ——
()} ; . ’
-8 6 -4

log ¢(fRab1 (GppNHp)) [M]—

Abbildung 31. Untersuchung a-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 Ubersicht {ber die
Dissoziationskonstanten mit verschiedenen nukleotidfreien Rab-Proteinen. * Nukleotidfreie(NF) Rab-Proteine zeigen
haufig eine geringe Loslichkeit, was sich in relativ niedrigen maximalen Proteinendkonzentrationen dufert (maximale
Konzentration im FP-Assay: Rablb(NF)=105 mm, Rab5a(NF)=4 mm, Rab6a(NF)=140 mM, Rab7a(NF)=57 mM,
Rab8a(NF)=34 mM, Rab9a(NF)=5 mM, Rabl1la(NF)=171 mM). Einige Bindungskurven erreichten kein Plateau und
wurden daher extrapoliert, um vergleichbare Ky-Werte zu erhalten. B) Reprasentative Daten der
Fluoreszenzpolarisationsmessungen.””

Im Fluoreszenzpolarisations-Assay zeigten alle untersuchten Peptide geringe Affinitdten
(Kp > 300 uM) fur die GDP- und GTP-gebundenen Rab-Proteine. Obgleich die getesteten Peptide
teilweise die gesamte Wechselwirkungsflache der jeweiligen Proteine enthalten und somit eine
vergleichbare Affinitat erhofft wurde, ist das Ergebnis nicht vollkommen unerwartet. So verlieren
Peptidsequenzen oftmals ihre urspriingliche Sekundarstruktur, wenn sie aus der stabilisierenden

Tertidrstruktur 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

242> Dagegen zeigten einige der

Bindungsereignis bedingt durch entropische Verluste geschwacht.
Peptide fir die nukleotidfreien Rab-Proteine deutlich hohere Affinitaten (Abbildung 31 und
Anhang Tabelle 15), sechs der Peptide (66, 68, 73 - 76) sogar mit Dissoziationskonstanten im
niedrigen mikromolaren Bereich (Kp < 20 uM). Die Selektivitat fir die einzelnen Rabs war dabei
gering. Allerdings ist fir einige der urspriinglichen Bindungspartner, aus denen die
Peptidsequenzen entstammen, bekannt, dass sie an mehrere verschiedene Rab-GTPasen binden.
In vielen Fallen 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 verfligbaren Daten deuten daraufhin, dass oftmals eine

1815 7udem bilden die isolierten a-helikalen

unerwartet breite Substratspezifitat besteht.
Bindungsepitope in manchen Fallen nur einen Teil der urspriinglichen Interaktionsflache ab.
Darliber hinaus ermoglicht die hohere strukturelle Flexibilitat der nukleotidfreien Rab-Proteine
innerhalb der Switch 1- und Switch 2-Region und des P-Loops moglicherweise eine induced fit-
Bindung, bei der die Peptide eine bindende Konformation innerhalb der flexiblen Regionen
induzieren kénnen.

Aus den Peptiden mit den hochsten Bindungsaffinititen wurden vier Sequenzen fir die
nachfolgende Stabilisierung ausgewahlt. Um einen moglichst reprasentativen Uberblick fiir das
Potential dieses Ansatzes zu schaffen, wurden Peptidsequenzen aus verschiedenen Klassen an
Bindungspartner ndaher 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 a-helikal stabilisierter Peptid-Strukturen

Analog zur Adressierung der Ras-SOS-Wechselwirkung in Kapitel 5.2.2 wurden
kohlenwasserstoffverbriickte Derivate synthetisiert, um Peptid-basierte Rab-Modulatoren mit
potentiell vielversprechenden pharmakologischen Eigenschaften zu generieren. Der Einbau der
Kohlenwasserstoffverbriickung erfolgte entsprechend der bereits diskutierten
Gestaltungsprinzipien auf Basis der jeweiligen Kristallstrukturen, in der i, i+4-
Verbriickungsarchitektur.

In den Kristallstrukturen der Ausgangsproteine wurden Reste identifiziert, die nicht an der Bindung
beteiligt sind und bei denen die Einbringung der a-methylierten Kohlenwasserstoffverbriickung
voraussichtlich keine sterische Hinderung mit dem jeweiligen Rab-Protein erzeugt. So ergaben sich
aus der Struktur des R6IP1-Rab6a-Komplexes funf verschiedene Positionen fiir den Einbau der
nicht-natiirlichen Aminosauren (Abbildung 32). Im Falle der j, i + 4-Architektur erlaubte dies den
Einbau dreier unterschiedlicher Verbrickungen (77 - 79). Darliber hinaus wurde noch ein
verkiirztes 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 verbriickten Derivate (81 - 83). Anhand der Struktur
des REP1-Rab7a-Komplexes wurden ebenfalls drei Peptide (84 - 86) generiert, wahrend auf
Grundlage der Rabin8—Rab8a-Wechselwirkung fir die langere Rabin8 a-Helix vier Peptide (87 — 90)
entworfen wurden. Dabei wurden neben der Rabin8—Rab8-Wechselwirkung auch die Kontakte der
Doppelwendel-Interaktion der katalytischen Domadne von Rabin8 in die Planung der
Verbriickungen mit einbezogen, um eine potentiell gleichzeitige Bindung zweier stabilisierter

Peptide zu ermoglichen.
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900 905 910 915 . 427 431 436
R6IPDDEKEQFLYHLLSFNAV LIdA:LLHKHNGLNLEKLA

l
66 DDEKIE O BNElY HEIL S FJA V 68 L LERHNGENLEKLA
77 DDE[KE Q BEY HSsL S F|SA V 81 LLHEKHNSENLSLA
78 DDEKE O SSEY HSL S FNA V 82 LLHSHNGSNLKLA
79 DDESE Q B8y HIL S FNAV 83 L L SgK|H N SgEIN LKL A

80 KEQELY HSsL S FSAV

378 383 388
REPI:GELPQCFCRMCAVF

84 GELPOQ Cssl CEM%l AVF
85 GELPQS!'ECRSQCAVE‘

. 189 194 199 204
Rabin8: LGCQELEELTASLFEEAHKMV

73 LGOELEE[ET ASEr EEA 1 KMV
86 LGQELEETTASKLF ESA HKSV
87 LGQELEEWTASKE ESAHKMV
88 LGQE'LEEgsTAa-S.SFE‘EAHKMV
89 LGOQISJLEESTASLFEEAHKMV

Abbildung 32. Planung des Einbaus a-methylierter, Kohlenwasserstoffverbriickungen in die Wildtyp-Peptidsequenzen
auf Basis der Kristallstrukturdaten. Strukturen des R6IP1-Rab6a-Komplexes (PDB 3CW?Z), LidA—Rab8a-Komplexes (PDB
3TNF), REP1-Rab7a-Komplexes (PDB 1VGO0) und Rabin8—Rab8a-Komplexes (PDB 4HLX). An der Bindung beteiligte
Seitenketten sind explizit dargestellt und Positionen, die fiir den Einbau des Bausteins 48 ausgewahlt wurden, sind
grau hervorgehoben.
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Die Synthese der seitenkettenverbriickten Peptide erfolgte, wie bereits beschrieben, an NovaSyn-
TGR-Harz unter Standard-Fmoc-Bedingungen (Abbildung 14) und mit Grubbs I-Katalysator fiir die
Ringschlussmetathese. Einzig das Leu380 - Phe384-verbriickte Derivat aus REP1 war synthetisch
nicht zuganglich, da die Olefinmetathese nicht zum Ringschluss fihrte. 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 zuganglich waren, sind die
Schwierigkeiten bei der Makrozyklisierungsreaktion wahrscheinlich auf die Helix-brechenden

Eigenschaften des Pro381 Restes zuriickzufiihren.

5.3.4 Bindungsverhalten und strukturelle Eigenschaften

seitenkettenverbriickter 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 bezuglich der Rab-Proteine Rablb/-5a/-6a/-
8a/-9a und -11a in allen drei Nukleotidbindungszustanden untersucht. Im Fall der nukleotidfreien
Rabs zeichneten sich fast alle stabilisierten Peptide durch verbesserte Affinitdten im Vergleich zum
jeweiligen Wildtyp-Peptid aus. Die Affinitatsgewinne variieren dabei betrachtlich und erreichten
eine bis zu 200-fache Steigerung.

Nur fur die stabilisierten Peptide 81a (fir Rab9a(NF), und Rabl11a(NF)) und 82a (fur alle
nukleotidfreien Rabs) konnte keine erhohte Affinitdit beobachtet werden. Die N-terminale

Verkirzung der Peptidsequenz 77 bewirkte einen deutlichen Affinitatsverlust (80).

Die Dissoziationskonstanten einiger Liganden erreichten dabei sogar den submikromolaren
Bereich. Die hochsten Affinitaten wurden fir 79a/Rab11 (Kp = 0.40+0.02 uM) und 84a/Rab8a
(Kp =0.42%0.03 uM) bestimmt. Die besten Binder fiir Rab1b(NF), Rab5a(NF) und Rab6a(NF) wiesen
dhnlich niedrige Dissoziationskonstanten im Bereich zwischen 1.0 uM und 1.1 uM auf. Dabei
konnte durch den Einbau der Kohlenwasserstoffverbriickung ein bis zu ~40-facher
Affinitatszuwachs erzielt werden. Lediglich fiir Rab9(NF) wurden Kps tGber 10 uM 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 a-helikalen Bindungsmodus, ist dies allerdings nicht unerwartet,
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da der Einbau der Kohlenwasserstoffverbriickung und die damit verbundene Reduzierung der
konformativen Freiheitsgrade vornehmlich den entropischen Verlust der Bindung kompensiert
und sich somit auf die Affinitdt und weniger auf die Selektivitdt der Peptide auswirkt.

Auch zeigten die verbriickten Peptide eine geringe Affinitat (Kp > 100 uM) gegeniiber den GDP-
gebundenen und den meisten GTP-/GppNHp-gebundenen Rabs, was auf die geringen Affinitaten
der Wildtyp-Peptide zurilickzufiihren ist. Einige der untersuchten Peptide banden jedoch an Rab8a
in seiner GppNHp-assoziierten Form. Sechs Peptide (77a, 84a, 85a - 87a, 89a) zeigten moderate
Affinitaten mit Dissoziationskonstanten im Bereich von 50 uM bis 100 uM. Allerdings band das von
R6IP1 abgeleitete Peptid 79a aktiviertes Rab8a(GppNHp) mit einem Kp von 22.2+1.2 uM, was

bereits im Bereich einiger natirlicher Rab-Effektoren liegt.?**?%°

Dabei zeigte 79a eine mindestens
5-fache Selektivitat fiir Rab8a(GppNHp) gegeniiber allen anderen getesteten Rab-Proteinen. Diese
kann auch deutlich hoher liegen, weil aufgrund der niedrigen Affinitdten flir 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 kohlenwasserstoffverbriickten 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 Nukleotidbindungszustanden und a-Helizitditen der N-terminal acetylierten
Peptide (XXb). *) Die maximal eingesetzten Protein-Konzentrationen waren: cpna[Rab1b(NF)] =110 uM,
Cmax.[Rab5a(NF)] =5 uM,  cna[Rab6a(NF)] =100 uM,  cnac[Rab8a(NF)] =34 uM,  cmax[Rab9a(NF)] =68 uM  and
Cmax[Rab11a(NF] = 170 uM; die nukleotidfreien Proteine wurden nahe ihrer Loslichkeitsgrenze -eingesetzt;
Cmax [Rab(GDP)] =300 uM  and  cnac[Rab(GppNHp)] =300uM. B) Exemplarische Bindungsdaten des FP-
Bindungsexperiments. (N =3; Fehler reprasentieren 1c) C) Exemplarische Daten eines Circulardichroismus-
Experiments von N-terminal acetylierten Derivaten der von R6IP1 abgeleiteten Peptidsequenzen zur Bestimmung des
a-helikalen Anteils.””
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AnschlieBend wurde der Einfluss der Verbriickungen auf die Sekundarstruktur der Peptide
bestimmt. Dazu wurden die stabilisierten Peptide N-terminal mit Essigsaureanhydrid acetyliert
(66b — 89b) und mittels Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie untersucht (Abbildung 33C).2%
Generell bewirkte die Isolierung der a-helikalen Bindungsepitope aus den Ursprungsproteinen
einen deutlichen Verlust der konformativen Stabilitdat. So war die a-Helizitat der Wildtyp-Peptide
(66b, 68b, 73b, 74b) in Losung gering und bewegte sich in einem Bereich von 2 — 10%. In den
meisten Fallen konnte die Makrozyklisierung den a-helikalen Charakter der Peptide im Vergleich
zu den unmodifizierten Startsequenzen zwar erhdhen, jedoch wiesen viele Peptide noch immer
eine relativ niedrige a-Helizitat auf. Den hochsten a-helikalen Anteil erreichten dabei die Peptide
77b (36%) und 86b (35%). Wie am Beispiel von 77b/80b zu sehen ist, kann eine Verlangerung der
Peptidsequenz zur Erhohung des a-helikalen Charakters beitragen. Allerdings umfassen die
Peptide, die von R6IP1 77 - 80, LidA 81 - 83 und REP1 86 - 89 abgeleitet wurden, bereits die
vollstandige Sequenz der a-helikalen Bindungsepitope, sodass dies lediglich im Fall der ohnehin
schon relativ langen Sequenz aus Rabin8 eine Option darstellt.

Der a-helikale Charakter korrelierte nicht immer mit gesteigerter Affinitat zum Zielprotein. Zwar
zeigten in vielen Fallen Peptide mit hoherem a-helikalen Charakter auch gesteigerte Affinitaten zu
den Rab-Proteinen. Oftmals war jedoch in einer Gruppe von Derivaten der jeweils affinste Binder
nicht das Peptid mit der héchsten a-Helizitat. Dieses Phanomen wurde allerdings bereits in vielen
anderen Studien fur a-helikal stabilisierte Peptide beobachtet.”” Offenbar stabilisiert die
Verbriickung an einer bestimmten Position die bioaktive Konformation, aber nicht zwingend die a-
helikale Konformation in Losung. Auch wurde bereits flir eine Reihe a-methylierter,
kohlenwasserstoffverbriickter Peptide gezeigt, dass die Verbrickung mit dem Zielprotein
interagieren kann und so zusatzlich zur Bindung beitragt. Ein derartiges Peptid muss aber nicht

notwendigerweise die grofSte a-Helizitat in Losung 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 abhangig vom Nukleotidbindungszustand der GTPase, sodass Bindungspraferenzen
Rickschliisse auf den funktionalen Zusammenhang erlauben kdnnen. Bei der

Affinitatsbestimmung der kohlenwasserstoffverbriickten Peptide zu Rab-Proteinen in den drei
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verschiedenen Nukleotidbindungszustdanden ergaben sich interessante Bindungsprofile, auf deren
Grundlage sich einige potentielle Anwendungen ergeben, die im Folgenden naher untersucht

wurden.

Einfluss auf den Nukleotidaustausch von Rab8a

Die Ausbildung stabiler Komplexe mit GTPasen im nukleotidfreien Zustand gilt fiir Proteine
gemeinhin als ein wesentliches Charakteristikum von Nukleotidaustauschfaktoren und wurde

116.268 \n'shrend GEFs zumeist

experimentell genutzt, um bisher unbekannte GEFs zu identifizieren.
eine relativ moderate Affinitdit zu GDP-gebundenen GTPasen zeigen, binden sie um
GroBenordnungen stdarker an die nukleotidfreie Form, um durch ausgedehnte Wechselwirkungen
den thermodynamisch instabilen Zustand zu stabilisieren und die GTPasen vor Fehlfaltung oder
Aggregation zu schitzen. Dabei liegen die Affinitaten flir den GDP-gebundenen Zustand der Rab-
Proteine oft im mittleren bis hohen mikromolaren Bereich, wahrend sie fir die nukleotidfreie
Form mit Dissoziationskonstanten bis in den niedrigen nanomolaren oder subnanomolaren
Bereich vorliegen kénnen,°%26%27>.282

Zahlreiche der stabilisierten Peptide zeigten eine deutlich gesteigerte Affinitdt zu Rab-Proteinen im
nukleotidfreien Zustand, teils mit Dissoziationskonstanten im submikromolaren Bereich. Obgleich
die relativen Affinitaten im Vergleich zu katalytischen Domanen aus entsprechenden GEF-
Proteinen geringer sind, liegt dennoch ein vergleichbares Affinitatsprofil vor. Die Peptide 86 — 89
sind sogar vom GEF Rabin8 abgeleitet und enthalten das vollstindige Bindungsepitop der
katalytisch aktiven Domédne (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)-GDP*® 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 Funktionsfahigkeit und Wechselwirkungen von Rab-Proteinen und ihren

Bindungspartnern.156’275

Die umgebungssensitive mant-Gruppe zeigt einen Fluoreszenzanstieg bei
Bindung an Rab8 und ermoglicht so, den Fortgang der Nukleotidaustauschreaktion zu verfolgen.
Auch ohne die Prasenz eines Nukleotidaustauschfaktors zeigt Rab8 eine messbare, wenn auch

284,285

geringe Nukleotidaustauschrate. Um zu untersuchen, ob diese durch seitenkettenverbrickte

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 Affinitat
(Kp < 5 uM) zur nukleotidfreien Form von Rab8 gezeigt hatten (79 — 81 und 84 — 80). AnschlieRend
wurde die Austauschreaktion durch Zugabe eines 500-fachen Uberschusses an freiem GDP
gestartet. Da ein vergleichsweise geringer Effekt erwartet wurde, mussten die Peptide in hohem
Uberschuss (bis zu 100-fach bezogen auf die Rab-Konzentration) eingesetzt und die Messungen
Uber einen langen Zeitraum durchgefiihrt werden. Dabei wurden die Messungen allerdings teils
durch begrenzte Loslichkeiten der Peptide und begrenzte Proteinsstabilitdt limitiert und durch
Signalfluktuationen und Verdunstungseffekte zusatzlich 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 Verdrangung des markierten Nukleotids im ersten Schritt wurde im Rahmen der
Messgenauigkeit nicht beobachtet.

In friheren Studien wurde das Rabin8(Gly157-Leu232) Konstrukt als das minimale GEF aktive
Fragment identifiziert.”® Aus der Kristallstruktur des Rab—Rabin8-Komplexes ergibt sich, dass
beide Strange der Rabin8 Doppelwendel etwa zu gleichen Teilen zur Interaktion mit Rab8
beitragen. Die Peptide 86 — 89 enthalten dabei samtliche Kontaktstellen (Leu189 — Val208), die das
parallele Homodimer der Rabin8 GEF-Region im Komplex mit Rab8 aufweist. Die
Kohlenwasserstoffverbriickungen, die zur Stabilisierung der a-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
Disulfidbriicke von Cys179. Mdglicherweise ware eine zusatzliche intermolekulare Stabilisierung
des Homodimers erforderlich, um GEF-Aktivitdt zu generieren. Darliber hinaus stellt die geringe
Affinitdat zum GDP-gebunden Zustand von Rab8 ein zusatzliches Hindernis dar. So muss wahrend
des Nukleotidaustauschprozess zunachst ein terndrer Rab8(GDP)-Rabin8-Komplex gebildet
werden, der konformative Anderungen der Rab8-Struktur bedingt und dadurch die Freisetzung

von GDP erlaubt.**®

70



5 Ergebnisse und Diskussion

I1::: l1.0
P P
3 3
2 « DMSO 2 + DMSO
S 0.59 . 86b S 0.5 « 77b
T . 87b Z « 78b
3 . 88b = . 79b
- 89b = - 80b
0-0 Ll Ll Ll Ll 0-0 T T T 1
0 5000 10000 15000 20000 0 5000 10000 15000 20000
t[s] — tfs] —
1.0 Ttm
& 3
50-5' . DMSO 505' + DMSO
= . 84b e . 81b
3 . 85b =
0-0 L Ll Ll L} 0-0 T L L 1
0 5000 10000 15000 20000 0 5000 10000 15000 20000
tls] —» tfs] —

Abbildung 34. Einfluss seitenkettenverbriickter Peptide auf die intrinsische Nukleotidaustauschrate von Rab8. Der
Austausch des umgebungssensitiven, fluoreszenten Nukleotidderivats mantGDP wurde in Abhangigkeit der Zeit
beobachtet, nachdem die Reaktion durch Zugabe eines Uberschusses an GDP (500 uM) gestartet wurde. Rab8(mant-
GDP) (1uM) zeigt keine verdanderte Dissoziationskinetik in Gegenwart von N-terminal acetylierter Peptide (100 uM).

AnschlieBend wurde untersucht, ob die von Rabin8 abgeleiteten Peptide (87 — 89) dessen GEF-
Aktivitat unterdriicken kénnen. Dazu wurde Rab8-mantGDP mit einer katalytischen Menge der
Rabin8 GEF-Domadne und N-terminal acetyliertem Peptid vorinkubiert und die
Nukleotidaustauschreaktion durch Zugabe eines Uberschusses an GDP gestartet. Allerdings wurde
selbst bei niedrigen Konzentrationen an Rabin8 und zehnfachem Peptidiiberschuss im Rahmen der
Messgenauigkeit keine signifikante Beeinflussung der Dissoziationskinetik beobachtet (Abbildung
34). Moglicherweise sind die Affinitditen der Peptide zu gering, um wirksam mit Rabin8 in
Konkurrenz zu treten. Die Verwendung hoherer Inhibitorkonzentrationen war jedoch bedingt
durch die limitierte Loslichkeit der kohlenwasserstoffverbriickten Peptide nicht moglich,
wohingegen noch geringe Rabin8 Konzentrationen einen von der intrinsischen Austauschrate

unzureichend unterscheidbaren Reaktionsverlauf lieferten.
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Abbildung 35. Inhibition der GEF-Aktivitdt von Rabin8 durch a-methylierte, kohlenwasserstoffverbriickte Peptide. A)
Das fluoreszente, umgebungssensitive Nukleotidderivat mant-GDP. B) GEF-Assay: Rab8-mantGDP (2 uM) wurde mit
dem GEF His-Rabin8 (9 uM) oder mit Rabin8 (9uM) und einem N-terminal acetylierten Peptid (100 uM) inkubiert und
die Austauschreaktion durch Zugabe eines Uberschusses an GDP (500 uM) gestartet. Keines der verbriickten Peptide
inhibierte den Rabin8-katalysierten Nukleotidaustausch.

Rabin8 bindet die nukleotidfreie Form von Rab8 um etwa zwei GroRenordnungen starker als die
kohlenwasserstoffverbriickten Peptide. So wurde fiir vergleichbare Rab8(NF)-GRAB-
Wechselwirkung eine Dissoziationskonstante von 16.5 nM bestimmt.”*® Im Fall von Rab8(GDP)
(Rab8(GDP)-GRAB Kp =43 uM) konnte das genaue Verhiltnis aufgrund der geringen Affinitat
(Kp > 300 uM) der Peptide nicht ermittelt werden. Vergleichbare mittels Wasserstoffbriickenersatz
stabilisierten Peptidsequenzen der Ras-SOS-Wechselwirkung von Patgiri et al. beeintrachtigen den
Nukleotidaustausch von Ras in vitro und in vivo. Die Dissoziationskonstante das besten Peptids,
HBS3 mit Ras(NF) (Kp =28 uM),205 liegt ebenso um mehrere GréRenordnungen Uber der von
SOSyat-Domane (analoge murine HRas—Cdc25-Interaktion: Kp = 4.6 nM).286 Die Affinitaten fur die
GDP-gebundene Form unterscheiden sich aber nur um etwa das zehnfache
(Kp(Ras(GDP)—Soskat.) =15 uM  und  Kp(Ras(GDP)-HBS3) = 158 uM). Moglicherweise liegt die
ausbleibende Wirksamkeit der Rabin Peptide also darin begriindet, dass diese nur unzureichend
mit Rabin8 um die Bindung an Rab8(GDP) konkurrieren konnen. So verlauft die Rabin8 katalysierte
Nukleotidaustauschreaktion nach einer Kinetik Pseudo-1.0rdnung, bei der die initiale Bildung des
terndren Rab(GDP)—-Rabin8-Komplexes den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt und

136 AuRerdem ist nicht auszuschlieRen,

die GTPase nur kurz in der nukleotidfreien Form verbleibt.
dass die Peptide an einer vom Ausgangsprotein abweichenden Position von Rab8(NF) binden und

damit nicht die Rab8—Rabin8-Wechselwirkung inhibieren kénnen.
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Inhibition einer Rab8-Effektor-Wechselwirkung

Das Peptid 79a zeigte im Fluoreszenzpolarisationsexperiment die hochste Affinitat zur GppNHp-
assoziierten, aktivierten Form von Rab8a. Die Dissoziationskonstante des Peptids im niedrig
mikromolaren Bereich liegt sogar in der gleichen GréRRenordnung einiger natirlicher 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) gewahlt. OCRL1 ist ein peripheres Membranprotein, das hauptsachlich 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
fuhren.”®”?® Zunachst wurde die Rab8 Bindungsdoméne von OCRL1 (Val539 - E901) rekombinant
in E. coli exprimiert, aufgereinigt und anschlieRend mit N-Hydroxysuccinimid-Fluorescein
unspezifisch markiert. Als Kontrolle wurde die Bindung der markierten OCRL1-Doméane zu
Rab8a(GppNHp) im Fluoreszenzpolarisationsexperiment  bestimmt. Die  ermittelte
Dissoziationskonstante von 1.7 uM lag dabei nahe an einem Literaturwert (Kp= 0.9 uM), der

mittels ITC fiir unmodifiziertes OCRL1s39.901 erhalten wurde (Abbildung 36A).280

Dagegen zeigt
Fluorescein-markiertes 79a nur eine geringe Affinitat zu unmodifiziertem OCRL1539.909;, WObei die
schwache Assoziation bei hohen Proteinkonzentrationen moglicherweise auf unspezifische
Wechselwirkungen zuriickzufiihren ist (Abbildung 36B).

AnschlieBend wurde ein vorgebildeter Proteinkomlex aus markiertem OCRL1s39.901 und
Rab8(GppNHp) mit verschiedenen N-terminal acetylierten Peptiden titriert. Wahrend die gering
affinen Kontrollpeptide 66b und 80b nicht dazu in der Lage waren, die Bindung zu storen, wurde

OCRL1 durch steigende Konzentrationen an 79b aus einem Komplex verdrangt

(ICso = 490 + 65 uM). (Abbildung 36C).
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Abbildung 36. Das Peptid 79 wirkt als Inhibitor der Rab8—0OCRL1-Wechselwirkung. a) Wechselwirkung der mit
Fluorescein-markierten Effektor-Domane OCRL1s34.99; Mit Rab8(GppNHp) (Kp = 1.7 uM). b) Im Vergleich zur Bindung
an Rab8(GppNHp) zeigt das Fluorescein-markierte Peptid 79a nur eine sehr geringe Affinitat zu OCRL1. c) Verdrdngung
von Fluorescein-markiertem OCRL1 aus einem Komplex mit Rab8(GppNHp) durch steigende Konzentrationen an
acetyliertem Peptid 79b (IC5, = 490165 pM). Die acetylierten Kontrollpeptide 66b und 80b zeigen keinen Effekt.

Bindung des Zielproteins in Zelllysat und zellulére Aufnahme des Peptids

(Die Analyse der zelluliren Aufnahme der Peptide wurde von Dipl. Biol. Philipp Kiichler
durchgefiihrt)

Biologisch aktive Verbindungen missen das Zielprotein auch in einer komplexen Mischung
zelluldrer Bestandteile und Proteine binden kdnnen. Aus diesem Grund wurde untersucht ob der
beste Binder 79 mit Rab8(GppNHp) auch in Zelllysat noch stabil assoziieren kann. Daflir wurde ein
Prazipitationsversuche mit HCT116-Lysat und auf Kunststoffkiigelchen (beads) immobilisierten
Peptiden durchgefiihrt. Die natlrlichen Konzentrationen von Rab8 in Zelllysat lagen jedoch
unterhalb der Nachweisgrenze des verwendeten Rab8-spezifischen Antikdrpers. Daher wurde
HCT116-Lysat eingesetzt, das mit 0.9 Gew.-% Rab8a(GppNHp) (bezogen auf die gesamte
Proteinmenge) angereichert war. Die Peptide 79 und sein Vorlauferpeptid 66 wurden N-terminal
mit Biotin und einer Linker-Gruppe funktionalisiert (79¢ und 66¢) und auf mit Streptavidin

beschichteten Kunstoffkiigelchen immobilisiert. AnschlieRend wurden die Kiigelchen mit Lysat
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inkubiert und die Prazipitationseffizienz in einer Western Blot-Analyse mit Hilfe eines Rab8-
spezifischen  Antikorpers ermittelt (Abbildung 37A). Die Ergebnisse spiegeln die
Affinitatsverhaltnisse wider, die im FP-Experiment ermittelt wurden und zeigen eine deutlich
intensivere Bindung des kohlenwasserstoffverbriickten Peptids im Vergleich zur Wildtyp- bzw.

Negativkontrolle.

A)  Pulldown aus Zelllysat B) Sequenz Ladung
angereichert mit O T S F Y, -3.9
0.9 Gew.-% Rab8(GppNHp) 70 DIDEEISEIO F S;Y[HLLSEFNAY
O
o )
N &

55 -
35-
e ' : Immunblot:

 S— . <— Rab8
15 -

30uM 79a 60uM 79a

10 -

Abbildung 37. Bindung des Zielproteins in Zelllysat und zellulare Aufnahme. A) Western-Blot Analyse eines
reprasentativen Prazipitationsexperiments (N = 3; Fehler reprdsentieren 10) mit N-terminal biotinylierten Derivaten
66¢c 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.
Uberlagerte Abbildung mit nukledrer DNA (blau, Hoechst 33342) und Fluorescein (griin).

Bei Rab8 handelt es sich jedoch um ein intrazelluldres Zielprotein. Daher wurde im Anschluss die
zelluldre Aufnahme das Peptid 79 in HTC116 Zellen untersucht. Dafiir wurden die Zellen mit
steigenden Konzentrationen an markiertem Peptid inkubiert. AnschlieRend wurden die Peptide
durch Waschen entfernt, die Zellen fixiert und die Fluoreszenzintensitat optisch unter einem
Konfokalmikroskop kontrolliert (Abbildung 37C). Die Methode ist zwar vergleichsweise anfallig fiir

falschpositive Artefakte (Abschnitt 2.4),1%71122%

jedoch hat sie sich in vergangenen Studien haufig
geeignet, um die Aufnahme stabilisierter Peptide im Vorfeld abzuschatzen. Das Fluorescein-
markierte Derivat 79a zeigt dabei eine relativ moderate zelluldre Aufnahme, die erst bei hohen
Konzentrationen (>30 uM) sichtbar in Erscheinung tritt. Generell haben
kohlenwasserstoffverbriickte Peptide in der Vergangenheit zwar oftmals eine gesteigerte
Zellgangigkeit gezeigt, das Ausmald der Zellgangigkeit ist aber stark von der jeweiligen Sequenz und

79,109,291

der Platzierung des hydrophoben Makrozyklus abhangig. Zudem ist die vergleichsweise

niedrige Aufnahme moglicherweise auf den relativ niedrigen a-helikalen Charakter der Sequenz
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zuriickzufihren. Auch kénnte die Uber die gesamte Sequenz gemittelte negative Gesamtladung
des Peptids ein weiteres Hindernis fur eine zellulare Aufnahme sein, denn obwohl die genauen
Aufnahmemechanismen der Peptide noch immer nicht ganz verstanden sind, haben Ublicherweise
Peptide mit positiver Gesamtladung und/oder teils hydrophobem Charakter die tendenziell beste

Aufnahme gezeigt.!'**%

5.4 Optimierung eines a-helikalen Rab8-Effektor-Inhibitors

Im Zuge der durchgefilhrten Ubersichtsstudie konnte die prinzipielle Anwendbarkeit
kohlenwasserstoffverbriickter Peptide als Inhibitoren von Rab-PPIs gezeigt werden. Jedoch weisen
die Peptide dieser ersten Generation bedeutende Limitierungen, wie unzureichende Affinitat zum
Zielprotein und geringe zelluldre Aufnahme auf, die sie fiir einen Einsatz als Werkzeuge fir
biologische Untersuchungen oder mogliche 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
durchgefiihrt)

Die hochste Affinitat zu Rab8(GppNHp) zeigte das von R6IP1 abgeleitete Peptid 79. Rab6 und Rab8
wirken zwar im gleichen Transportweg (trans-Golgi-zu-Plasmamembran) und sind moéglicherweise
iber R6IP1 verknipft,”®® im Gegensatz zur Rab6-R6IP1-Interaktion wurde eine direkte
Rab8-R6IP1-Wechselwirkung bisher jedoch nicht nachgewiesen bzw. strukturell untersucht. Um
die Bindungsverhdltnisse aufzukldaren, sollte 79 im Komplex mit Rab8(GppNHp) mittels
Rontgenkristallstrukturanalyse untersucht werden. Dafiir wurde das Kristallisationskonstrukt
Rab8as.176 exprimiert und aufgereinigt, das um einige dynamische und flexible Abschnitte verkiirzt
ist. Bei der Herstellung der Kristallisationsansdtze wurde das verkirzte Rab8 entweder
aufkonzentriert und mit einem Uberschuss an acetyliertem 79b versetzt oder direkt in Gegenwart
des Peptids aufkonzentriert. Dabei hatte das Peptid jedoch keinen erkennbaren Einfluss auf die
Loslichkeit von Rab8. Anschliefend wurden zahlreiche Kristallisationsbedingungen in einem

Hochdurchsatzverfahren getestet. Nach wenigen Tagen wurden unter einigen Bedingungen
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nadelformige Kristalle erhalten. Diese Bedingungen wurden anschlieBend durch systematische
Variation der Salzkonzentration, des pH-Wertes und der Proteinkonzentration weiter optimiert,
sodass schlieRlich je nach Bedingung grolRere Nadeln sowie teils plattenférmige, rhombische

Kristalle erhalten wurden (Abbildung 38).

750 uM Rab8a(GppNHp)
3.2mM 79b

750 uyM Rab8a(GppNHp)
3.2mM 79b

Bedingungen:
0.2 M Natriumtartrat
20% PEG 3350

Bedingungen:
0.1 M Natriumcitrat
20% PEG 8000

24 h, bei 20 °C 36 h, bei 20 °C

St s

Abbildung 38. Kristallisationsversuche fiir Peptid 79b und Rab8(GppNHp). Im Hochdurchsatzverfahren wurden mit der
sitting-drop-Methode einige Kristallisationsscreens getestet. Unter einigen Bedingungen wurden dabei nadelformige
und teils rhombische Kristalle erhalten, die nach rontgenkristallographischer Untersuchung aber keine
Elektronendichte von 79b enthielten.

Die rontgenkristallographische Untersuchung der verschiedenen Kristalle lieR jedoch in allen Fallen
nur eine Elektronendichte erkennen, die Rab8 zugeordnet werden konnte, wahrend 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 MaBe oder zu flexibel gebunden, sodass keine Elektronendichte in der
Kristallstruktur erkennbar war. Auch in weiteren Studien konnten keine Bedingungen identifiziert
werden, die eine rontgenkristallographische Analyse des gebundenen Peptids ermoglicht hatten.
Daneben wurde versucht, 79b mit Rab8 im nukleotidfreien Zustand réntgenkristallographisch zu
untersuchen. Trotz umfangreicher Studien im Hochdurchsatzverfahren konnte allerdings keinerlei
Kristallbildung beobachtet werden. Dabei war die geringe Stabilitdt und damit verbundene geringe
Loslichkeit von Rab8 fir die Kristallisation hinderlich und konnte nicht erkennbar durch die

Bindung von 79b gesteigert werden.

5.4.2 Variation der Verbriickungsarchitektur

Durch das Ausbleiben kristallographischer Daten war eine strukturgestiitze Verbesserung des
Peptids 79 nicht moglich. Daher wurden im Folgenden systematisch eine Reihe struktureller

Parameter variiert, um die Affinitdt zum Zielprotein Rab8(GppNHp) zu verbessern.
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5 Ergebnisse und Diskussion

In einem ersten Schritt wurde die Verwendung einer anderen a-helikalen Stabilisierungsmethode
untersucht. Exemplarisch wurde die Strategie des N-terminalen kovalenten Wasserstoffbriicken-
Ersatzes (HBS)’® gewihlt, die bereits erfolgreich fir die Synthese von Ras—-SOS-Inhibitoren
eingesetzt wurde.® Peptid 90 wurde analog zu 60 (Abbildung 15) an der Festphase aufgebaut,
wobei die Sequenz um ein C-terminales Lysin fir die Einbringung einer Fluoreszenzmarkierung
erweitert wurde. Die Ringschlussmetathese verlief quantitativ unter Verwendung von Hoveyda-
Grubbs lI-Katalysator und Mikrowellenbestrahlung. Nach Markierung des C-terminalen Lysins mit
FITC wurde 90 erhalten und auf seine Affinitdt zu Rab8(GppNHp) getestet. Dabei erhohte der
Einbau des N-terminalen kovalenten Wasserstoffbriicken-Ersatzes zwar die Affinitat im Vergleich
zur Wildtypsequenz 66a, konnte jedoch nicht die neunfache Verbesserung erzielen, die durch die
a-methylierte Kohlenwasserstoffverbriickung in 79a erreicht wurde (Abbildung 39). Eine
Kombination beider Methoden war hingegen synthetisch nicht zuganglich, da sich der Makrozyklus
des Wasserstoffbriickenersatzes selbst durch einen Uberschuss des Katalysators, ausgedehnte
Reaktionszeiten und Mikrowellenbestrahlung nicht schlieRen liel3.

Die Synthese kohlenwasserstoffverbriickter Peptide in der j,i+4-Architektur wird klassischerweise
durch den Einbau zweier Bausteine vom Typ Fmoc-Ss-OH erreicht, die nach Ringschlussmetathese

77,84
# Um den

eine hydrophobe Verbriickung bestehend aus acht Kohlenstoffatomen erzeugen.
Einfluss dieser Kohlenwasserstoffverbriickung zu untersuchen, wurden Derivate mit kiirzerem und
langerem Makrozyklus sowie ein unzyklisiertes Derivat synthetisiert. Die Synthese der Peptide
(92 -94) erfolgte analog zu 79 durch den Einbau entsprechend seitenkettenfunktionalisierter
Aminosaure-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-lsomere,
von denen allerdings nur das Hauptprodukt isoliert werden konnte. Die Verkiirzung (92) bzw.
Verlangerung (93) des Makrozyklus um eine Methylen-Einheit bewirkte einen Affinitatsverlust,
wahrend die Verlangerung um zwei Methylen-Einheiten (94) zu einem Peptid mit geringfligig
erhohter Affinitat flhrte. Interessanterweise hat der Ringschluss des C8-Makrozyklus keinen
Einfluss, sodass das unverbriickte Derivat 91 eine vergleichbare Affinitdit zu Rab8(GppNHp)
aufweist wie 79 mit geschlossenem Makrozyklus. Allerdings wurden bereits frither Falle

beschrieben, bei denen die abschlielende Makrozyklisierung der a-Alkenyl-a-methyl-Bausteine

nur einen geringen Einfluss auf die Affinitit oder Helizitit derartiger Peptide zeigte.”’
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Abbildung 39. Bindungsdaten der von 79 abgeleiteten Derivate mit Rab8(GppNHp). A) Peptidsequenzen und relative
Dissoziationskonstaten, die auf den Kp von 79b normiert wurden. Verbesserte Affinitaten in rot, verschlechterte
Affinitdten in blau. (Die Messungen wurden zu verschiedenen Phasen des Optimierungsprozesses durchgefihrt,
sodass sich etwas unterschiedliche Dissoziationskonstanten fiir das Referenzpeptid 79a ergaben: [a]KD= 11.7+0.3uM
und [b]KD= 62.1; Cma[Rab8a(GppNHp)] =1.00 mM). B) Nicht-natiirliche Bausteine der verschiedenen
Verbrickungsarchitekturen. C) Voraussichtliche Konfigurationen der dreifach-verbriickten Derivate 99, 100A und
100B. D) Reprasentative Bindungsdaten des FP-Experiments.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Als ndchstes wurde eine Reihe an Derivaten mit ausgedehnter konformativer Stabilisierung
synthetisiert. Die Kohlenwasserstoffverbriickung in der i, i+7-Architektur verknipft zwei
Windungen einer a-Helix und wurde durch den Einbau der Aminosdauren Fmoc-Rg-OH und Fmoc-
Ss-OH erhalten (95). Des Weiteren wurde die Einbringung zusatzlicher a-methylierter
Aminosauren untersucht (vgl. Abschnitt 2.3). Dazu wurden die kommerziell verfligbare Fmoc-a-
Aminoisobuttersaure (A*) und Fmoc-a-Methylleucin (L*, 102) im Abstand i+4 und i+8 zur
Kohlenwasserstoffverbriickung die Sequenz eingebracht (97). Der Fmoc-a-Methylleucin-Baustein
wurde dabei analog zu dem in Abbildung 13 dargestellten Syntheseschema durch Alkylierung des
chiralen Ni(ll)-Komplexes 36 mit Isobutylbromid erhalten.

Als nachstes wurde die gleichzeitige Einbringung zweier Kohlenwasserstoffverbriickungen der
i, i+4-Architektur in die Peptidsequenz untersucht (96). Diese Strategie wurde bereits fir die
Stabilisierung ausgedehnter Peptidsequenzen, wie beispielsweise bei einem 37-mer HIV-Fusions-
Inhibitor, eingesetzt.85 Dabei waren die beiden i,i+4-Verbriickungen in einem groRen Abstand (19
Reste) in der Peptidsequenz platziert, um eine mogliche Kreuzreaktivitdit wahrend der
Metathesereaktion zu vermeiden. Im Fall von 96 befinden sich die beiden j, i+4-Paare jedoch in
einem Abstand von drei Resten zueinander. Doch trotz des daraus resultierenden zentralen S; j.45-
Motivs wurden keine Nebenprodukte mit nur einem Ringschluss beobachtet. Nach Synthese des
linearen Peptids erfolgte die gleichzeitige Ringschlussmetathese beider Verbriickungen und
lieferte unter den gdngigen Reaktionsbedingungen quantitativ das zweifach verbriickte Derivat.
Darliber hinaus wurde der Einbau zweier direkt verknlpfter Kohlenwasserstoffverbriickungen
untersucht (98). Fiir den Aufbau dieser vor Kurzem beschriebenen stitched-Architektur® wurden
zwei a-Methyl, a-alkenyl-Bausteine in den Positionen i und i+4+7 sowie ein zentraler Bisalkenyl-
Baustein (Bs) in der Position j, i+4 in die Sequenz eingebracht. Dabei erforderte der Einbau des
sterisch anspruchsvollen Bisalkenyl-Bausteins sowie die Kupplung der folgenden Aminosaure
ausgedehnte Reaktionszeiten und Mehrfachkupplungen. Die abschlieBende Ringschlussmetathese
lieferte unter Verwendung von Grubbs |-Katalysator quantitativ den geschlossenen spiro-Bizyklus.
Auf dieser Architektur aufbauend wurden schlieflich noch zwei Derivate mit drei direkt
benachbarten Kohlenwasserstoffverbriickungen generiert. Dazu wurden nicht-natirliche
Aminosauren in den Positionen i, i+4, i+4+3 und i+4+3+3 (99) sowie j, i+4, i+4+4 und i+4+4+4 (100)
der Peptidsequenz eingebracht. Im Fall von 99 verlief die gleichzeitige Ringschlussmetathese aller
drei Verbrickungen quantitativ unter Standardbedingungen und lieferte ein einziges der vier

moglichen Diastereomere, was auf eine deutlich bevorzugte Geometrie hindeutet. Im Fall von 100
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5 Ergebnisse und Diskussion

hingegen erforderte die Metathesereaktion ausgedehnte Reaktionszeiten sowie den Einsatz von
Grubbs lI-Katalysator, wobei zwei der vier moglichen Diastereomere erhalten wurden (100A/B).
Aufgrund der geringen erhaltenen Produktmengen konnte leider keine Zuordnung der
Stereoisomere erfolgen. Allerdings wurden in frilheren Studien bevorzugte Konfigurationen der a-
Alkenyl-funktionalisierten Bausteine fiir die i, i+4- bzw. i, i+3-Architektur ermittelt, die eine
Abschatzung erlauben (Kapitel 2.4). Fur die i, i+4-Architektur ermittelten Verdine und Mitarbeiter
einen Makrozyklus bestehend aus acht Kohlenstoffatomen und die Konfigurationen R; ;.4R und
Si i+aS als bevorzugte Geometrie, wahrend fir die Konfigurationen R;.4S bzw. ;iR kein
Ringschluss beobachtet wurde.” Im Fall der i, i+3-Architektur sind insbesondere die
Kombinationen R; ix3S und R; 3R bevorzugt, wahrend S; 135S und §; :3R eine weniger glinstige
Geometrie darstellen.®? Daraus ergeben sich voraussichtlich die in Abbildung 39C dargestellten
Diastereomere.

Alle Derivate mit ausgedehnter konformativer Stabilisierung (95 — 100) zeigten im Vergleich zum
Ausgangspeptid leicht erhohte Affinitat zu Rab8(GppNHp) und unterscheiden sich bis auf 100A nur
geringfligig voneinander. Der deutlichste Affinitatsgewinn (Faktor 2.5) wurde dabei fiir Peptid 97
mit zwei Kohlenwasserstoffverbrickungen der i, i+4-Architektur erhalten. Interessanterweise
bewirkte der Ringschluss eines dritten Makrozyklus in 99 einen gewissen Affinitatsverlust im
Vergleich zu 97. Moglicherweise verhindert die rigidere Struktur die Ausbildung der bioaktiveren
Konformation. Auch sind sterische Hinderungen zwischen dem dritten Makrozyklus und der Rab8-
Proteinoberflache nicht auszuschlieBen. Ein genaues Verstandnis des Bindungsverhaltens der
unterschiedlichen Peptide wiirde allerdings die Analyse struktureller Daten erfordern. Obwohl die
Affinitatszugewinne vergleichsweise moderat ausfallen, zeigten einige zusatzlich stabilisierte
Derivate in der Vergangenheit teils deutlich verbesserte pharmakologische Eigenschaften, wie
verbesserte Proteasestabilitdit und erhdhte Zellgangigkeit, und eignen sich daher als

Ausgangspunkt fir die Synthese weiter verbesserter Derivate.®
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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 zelluldarer Prozesse regulieren. Mitglieder dieser Proteinklasse gelten seit langer Zeit als
pharmakologisch unzuganglich, da ihre Wechselwirkungen Uber ausgedehnte und flache
Interaktionsflaichen vermittelt werden. Dies gestaltet eine Entwicklung und Anwendung
traditioneller niedermolekularer Inhibitoren duBerst schwierig.

Die prominentesten Vertreter kleiner GTPasen sind Ras-Proteine, die eine Schlisselrolle bei der
Kontrolle von Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Zelliiberleben einnehmen. Fehlfunktionen
in der Ras-vermittelten Signalweiterleitung kdnnen dramatische Folgen haben. So sind mutierte
Ras-Proteine seit nunmehr 50 Jahren als wesentliche Ausloser menschlicher Krebserkrankungen
bekannt. Doch trotz intensiver Forschungsbemiihungen und vielversprechender Ansatze existieren
bisher keine Molekiile, 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 fiir die Kontrolle des zelluldren 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 fiir Rab-
GTPasen waren bisher keine Verbindungen bekannt, die direkt an die Proteine binden und ihre
PPIs modulieren kdnnen.

Aufbauend auf Fortschritten bei der Adressierung schwer zugdnglicher PPIs, wurden in dieser
Arbeit Peptid-basierte Modulatoren fir PPls kleiner GTPasen generiert. Dazu wurden in
Strukturdaten ~ von  Bindungsepitopen natirlicher  Interaktionspartner  systematisch
Sekundarelemente 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 aH-Helix des GEFs SOS durch a-
methylierte Kohlenwasserstoffverbriickung (,Peptide Stapling”) stabilisiert. In Ras—Effektor-
Komplexen wurden diverse B-Faltblatter identifiziert, von denen die B1/B2-Haarnadel der c-Raf-

RBD ausgewadhlt und mittels Makrozyklisierung und kovalente, intramolekulare Verbriickungen
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stabilisiert wurde. Viele der modifizierten Peptide zeigten im FP-Bindungsexperiment zwar ein
verbessertes Bindungsverhalten, allerdings waren die Affinitaten der jeweiligen Startsequenzen
sehr gering (Kp > 300 uM) und kamen daher nicht als PPI Inhibitoren bzw. fir eine weitergehende
Optimierung in Frage. Um potentiell eine Verbindung mit artifizieller GAP-Aktivitat zu generieren,
wurden schliefllich kohlenwasserstoffverbriickte Derivate einer a-Helix aus Rap1GAP synthetisiert,
da in Ras-spezifischen GAPs keine filir eine Stabilisierung geeigneten Sekundarstrukturen
identifiziert werden konnten. Obwohl Rap- und Ras-Proteine strukturell eng verwandt sind, konnte
jedoch fiir keines der Peptide eine nennenswerte Affinitat zu H-Ras festgestellt werden.

In einer breit angelegten Machbarkeitsstudie wurde eine analoge Strategie auf Rab-Proteine, die
grofRte Unterfamilie kleiner GTPasen, angewendet. Flir Rab-GTPasen wurde in verschiedenen
Klassen von Interaktionspartnern eine Vielzahl von a-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 (Kp <20 uM) an verschiedene nukleotidfreie Rab-Proteine. Vier der
Peptide wurden mittels a-methylierter Kohlenwasserstoffverbriickung stabilisiert und ebenfalls
auf ihre Bindung zu Rab-Proteinen untersucht. Der Einbau der Kohlenwasserstoffverbriickung
erhoht dabei die Affinitat fir Rab-Proteine in nahezu allen untersuchten Fallen. So bewirkte der
Einbau der Verbriickung in einem Beispiel eine mehr als 200-fach erhéhte Bindungsaffinitat im
Vergleich zum Ursprungspeptid. Die intensivste Bindung zeigten die Peptide 79 (Kp = 0.4 uM mit
Rab8(NF)) und 85 (Kp=0.4uM mit Rab11(NF)) (Abbildung 40). Sie erreichten sogar
submikromolare Dissoziationskonstanten. Obwohl das Affinitatsprofil vieler Peptide dem von
Nukleotidaustauschfaktoren &dhnelt, konnte weder ein Einfluss auf die intrinsische
Nukleotidaustauschrate noch auf den GEF-vermittelten Nukleotidaustausch nachgewiesen
werden.

Auch wenn zumeist keine nennenswerte Affinitdt 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 Affinitat auf und zeigte funktionelle Aktivitat 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 unterdriicken kann. Durch Variation der
Kohlenwasserstoffverbriickung und Einbau anderer Verbriickungsarchitekturen wurde daher

anschlielend versucht, die Affinitdat zum Zielprotein Rab8(GppNHp) weiter zu verbessern. Die
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meisten Derivate zeigten einen geringen Affinitdtszuwachs, wobei im besten Fall (97) durch den
Einbau einer zusatzlichen, C-terminalen a-methylierten Kohlenwasserstoffverbriickung eine
Affinitatssteigerung um ca. Faktor 2.5 erreicht wurde. Eine strukturbasierte Optimierung war
hingegen nicht moglich, da fiir keines der Peptide die Kristallisation eines Peptid—Rab8(GppNHp)-

Komplexes gelang.
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Einbau a-methylierter
y Kohlenwasserstoffverbriickungen
{ 66 DDEJKIE Q FMllY HEIL s FINIA V
- ——
. 77 DDEREQELY H|SJL S F|S4A V
——
/ 78 DDEKE QSsL Y H|SLSFNAV
\ I ————
/r 79 DDESEQES;YHLLSFNAV
B) 200- c
I Pulldown aus Zelllysat
x i 3 * o % o 3 angereichert mit
< 1804 LI I 0.9 Gew.-% Rab8(GppNHp)
© 160- B
< (¢]
§ * 66b N &
S 1401 _ 35— : ;
§ *79h IC,, =490+65 uM 27 — : : 60M 79a
1204 *80b | ] <338
1001 . . 15 -

-4.5 -4.0 -3.5 -3.0 -2.5
log c(Peptid) [M] —

Abbildung 40. Direkte Adressierung von Rab PPls mit Hilfe stabilisierter Bindungsepitope. A) Anhand von
Kristallstrukturdaten wurden in den Bindungsdomanen von Rab-Bindungspartnern diverse a-Helices identifiziert und
durch den Einbau a-methylierter Kohlenwasserstoffverbriickungen stabilisiert. Einige der Peptide waren dazu in der
Lage die GppNHp-gebundene Form von Rab8a mit Dissoziationskonstanten im niedrigen mikromolaren Bereich zu
binden. Der starkste Binder, Peptid 79, inhibierte zudem eine Rab8a-Effektor-Wechselwirkung (B) und assoziierte mit
Rab8a in Zelllysat. D) Die zelluldre Aufnahme des Peptids war dabei allerdings relativ begrenzt.”**

Durch die Stabilisierung von Bindungsepitopen nattrlicher 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 fiir viele untersuchte PPIs von
Rab- und Ras—GTPasen keine wirksamen Modulatoren hervorbrachte, bestand die wesentliche
Limitierung in der geringen Affinitat 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 moglicherweise neue Ansatzpunkte, die fir
die Generierung peptidbasierter Modulatoren von kleinen GTPasen genutzt werden kénnen.
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7.1 Material und Gerate chemischer Experimente

Die verwendeten Reagenzien und Losungsmittel wurden von den Firmen Acros Organics, Aldrich,
Alfa Aesar, Fisher Scientific, Merck, oder Sigma Aldrich bezogen und ohne weitere Reinigung
eingesetzt. Wasserfreie Losungsmittel wurden in der Qualitatsstufe , anhydrous” bezogen oder
nach gangigen Methoden absolutiert. DMF und DCM zur Peptidsynthese wurden von der Firma
Biosolve erworben.

Falls nicht selbst hergestelllt, wurden geschiitzte Aminosauren und Kupplungsreagenzien von den
Firmen Carl Roth GmbH, Iris Biochtech, Novabiochem, Okeanos bezogen.

Das fir 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) best{ickt

mit Polyethylen-Fritten der Firma Multisyntech durchgefiihrt.

Die Kreuzmetathese wurde in Spritzenreaktoren auf einem VacMan-Manifold (Promega)

ausgestattet mit Zweiwegehahnen fir Vacuum und Argonstrom durchgefiihrt.

Fir die Diinnschichtchromatographie wurden DC-Folien der Firma Merck (Kieselgel 60, F;sg,
Schichtdicke 0.2 mm) angefertigt. Die Detektion erfolgte durch UV-Licht (A = 254 nm) oder mittels
Kaliumpermanganat-basierte Farbelosung (1.6 g KMnO,, 10 g K,CO3, 2.5 mL 5%-ige NaOH, 200 mL

Wasser).

Die sdaulenchromatographischen Reinigungen (Flash-Chromatographie) wurden an Kieselgel der
Firma Acros Organics (40 — 65 pum, 230 —400 mesh) mit einem Uberdruck von 0.2 — 0.5 bar)

durchgefiihrt.

Die 'H- und 13'C—NMR-Spektren wurden an Geraten 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 Losungsmitteln

aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen sind in [ppm] (bezogen auf Tetramethylsilan,
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TMS) angegeben und auf das Restsignal des jeweiligen Losungsmittels kalibriert: DMSO-ds
(6 =2.50 ppm (*H) bzw. (6 =39.51 ppm (**C)) und CDCl5 (6 = 7.24 ppm (*H) bzw. (6 = 77.23 ppm
(**c)). Die Signalmultiplizititen sind abgekiirzt angegeben: s=Singulett, d = Dublett,
dd = doppeltes Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett, b = breites Signal. Die Angabe der

Kopplungskonstanten J erfolgt in Hertz [Hz].

Hochaufgeloste 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 pL/min. Als Losungsmittel kam ein Gemisch (1:1) aus Wasser + 0.1% Ameisensaure und

Acetonitril + 0.1% Ameisensaure zum Einsatz.

Analytische Umkehrphasen-HPLC (analyt. HPLC) erfolgte an einem Agilent Series 1100/LC/MSD VL
(Agilent) mit einer Nucleodur CC125/3 C18-Saule (Macherey Nagel)). Das System wurden unter
Verwendung linearer Gradientenprofile von Laufmittel A (Wasser + 0.1% Trifluoressigsaure) und
Laufmittel B (Acetonitril + 1% Trifluoressigsaure) bei einer Flussrate von 0.5 mL/min Gber 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 Saulen der Firma Macherey & Nagel (Nucleodur CC 125/4 C18-Saule und
CC 125/4 C4-Saule). Die Massendetektion erfolgte mit einem Gerat der Firma Thermo Fisher (LCQ
Advantage MAX). Die lonisierung 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% Ameisensaure) und Laufmittel B
(Acetonitril + 1% Ameisensdure) 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-Saule (Waters) durchgefiihrt.
Die Aufreinigung mittels praperativer Umkehrphasen-HPLC (prap. HPLC) erfolgte an einem

Agilent Series 1100/LC/MSD VL (Agilent) unter Verwendung einer Nucleodur CC 125/10 C18-Saule

von Macherey & Nagel. Die lonisierung 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 Saule mit chiraler stationdrer Phase (CHIRALCEL IA) durchgefiihrt. Die UV-
Detektion erfolgte bei 210 nm, 254 nm und 280 nm.

Fir die Mikrowellen-unterstiitzte 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

Quartzkiivette der Wegldange 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)

O

OH

Zu einer Losung von L-Prolin (26.5g, 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 tber
30 min zugegeben und die Reaktionsmischung wurde fiir 60 h bei 50 °C geriihrt. Nach Abkihlen
auf RT wurde die Suspension mit konz. HCl (19.1 mL) neutralisiert, 230 mL Chloroform zugegeben
und fur weitere 1.5 h gerihrt. Der weile Niederschlag wurde abfiltriert und mit 3x 50 mL
Chloroform gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden unter vermindertem Druck
stark eingeengt und das Produkt in kaltem Aceton ausgefillt, abfiltriert und im Hochvakuum bis
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Produkt wird als weiller Feststoff erhalten (40.3 g,
197 mmol, 85%).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-Dg): 6 = 7.39 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.34 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.29 (dd, ) = 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). **C-NMR (126 MHz, DMSO): & =
172.3, 136.2, 129.2, 128.2, 127.6, 65.8, 57.2, 52.8, 28.5, 22.7. HRMS: berechnet fir C;,H1sNO;: =
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)
o}
N HN
Q,,,,\ﬁo O

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 Losung wurde anschlieRend 2-Aminobenzophenon ( 35.0g,
177 mmol, 0.9 eq) in 300 mL Dichlormethan zugegeben und die Reaktionsmischung fir 20 h
refluxiert. Nach Zugabe von ges. Ammoniumsulfat-Losung wurde die wassrige Phase mit
Dichlormethan extrahiert (3 x40 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck vollstandig entfernt und das Rohprodukt als rot-brauner
Feststoff erhalten. Dieser wurde in 200 mL Aceton geldst, durch portionsweise Zugabe von konz.
Salzsaure (32.6 mL, 354 mmol, 2 eq) ausgefallt, abfiltriert und mit Aceton gewaschen. Das Produkt
wird in Form eines weiRen Feststoffs im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und

ohne weitere Reinigung verwendet (42.4 g, 110 mmol, 56%).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-D): & = 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, ) = 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, ) = 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). *C-NMR (126 MHz, DMSO-D¢): & = 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 fiir C;sH,4N50,: = 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(ll)-BPB (36)

SXeds
e

o]

Eine Losung aus 35 (50.4 g, 120 mmol), b/L-Alanin (21.3 g, 240 mmol, 2 eq) und Nickel(ll)-nitrat
gegeben in 450 mL Methanol wird fir 30 min bei 50 °C gerihrt, mit einer Losung von
Kaliumhydroxid (53.6 g, 960 mmol, 8 eq) in 200 mL Methanol versetzt und fir 1.5h refluxiert. Nach
Abkuhlen auf RT wird Essigsaure (48 mL, 840 mmol, 7 eq) zugegeben und das Rohprodukt durch
Zugabe von 1L Wasser ausgefallt. 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.

'H NMR (500 MHz, DMSO-Dg): & = 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, ) = 7.6 Hz, 1H), 7.15 (t, ) = 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). *C NMR (126 MHz, DMSO-Dg): 6 = 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 fiir C;g3H,7N3NiO3: 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(ll)-2-methylhept-6-enoat (37)

/

Zu einer Losung 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 fiir 20 min bei 0 °C gerihrt.
AnschlieBend wurde 5-Bromopent-1-en (940 mg, 6.00 mmol, 1.2 eq) portionsweise zugetropft und
das Reaktionsgemisch nach Erwarmen auf RT flir weitere 2h geriihrt. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen und Gber Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck vollstandig entfernt und das Produkt nach
Koevaporation mit Toluol als roter Feststoff (2.82 g, 4.74 mmol, 95%) erhalten.

'H NMR (400 MHz, DMSO-Dg): § = 8.36 — 8.29 (m, 2H), 7.87 (dd, J = 8.6, 1.1 Hz, 1H), 7.58 — 7.48 (m,
3H), 7.48 = 7.37 (m, 3H), 7.28 = 7.22 (m, 1H), 7.15 = 7.05 (m, 2H), 6.67 —6.60 (m, 1H), 6.57 (dd, J =
8.4, 1.6 Hz, 1H), 5.89 (ddt, J = 17.0, 10.3, 6.7 Hz, 1H), 5.13 — 4.96 (m, 2H), 4.07 (d, J = 12.4 Hz, 1H),
3.69 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.51 (dd, J = 10.0, 6.6 Hz, 1H), 3.40 — 3.34 (m, 1H), 3.10 — 2.94 (m, 1H),
2.47 —2.35 (m, 3H), 2.18 — 2.00 (m, 4H), 1.97 — 1.83 (m, 1H), 1.59 — 1.42 (m, 2H), 1.04 (s, 3H). **C
NMR (101 MHz, DMSO-Dg): 6 = 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 fiir
C33H36N3NiOs: 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-ensdure [Fmoc-
$5-OH] (32)

Eine Losung von 37 (2.20g, 3.70 mmol) in 40 mL MeOH/HCl,q (3N) (1/1, v/v) wurde fir 1 h
refluxiert. Das Losungsmittel der griinen Suspension wurde vollstandig unter vermindertem Druck
entfernt und der griine Rickstand in 100 mL Dioxan/Wasser (1/1, v/v) aufgenommen. Die Losung
wurde mit gesattigter Natriumcarbonatlosung auf pH 7 eingestellt und anschlieRend
Natriumcarbonat (1.60 g, 14.8 mmol, 4 eq) sowie Fmoc-OSu (1.83 g, 5.55 mmol, 1.5 eq; sowie
weiteren 2 x je 0.5 eq nach 3 d und 5 d) zugegeben und die Suspension bei RT fir 7 d gerihrt.
Nach Zugabe von 100 mL Wasser wurde mit wassriger HCl (3N) der pH-Wert der Lésung auf pH 2
eingestellt und anschlieBend mit Dichlormethan (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, iber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck vollstandig entfernt. Das Rohprodukt
wurde mittels Flash-Chromatographie (Rf = 0.31, MeOH/DCM, 5/95, v/v) an Kieselgel isoliert und
als weiRer Feststoff erhalten (0.88 g, 2.33 mmol, 63%).

'H NMR (400 MHz, DMSO) & = 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) 6 = 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 fiir C;3H6NO,4 =
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(ll)-2-methyl-isocapronat (101)

Zu einer Losung 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 fiir 20 min bei 0 °C gerihrt.
AnschlieBend wurde Isobutylbromid (1.39 g, 9.60 mmol, 1.2 eq) portionsweise zugetropft und das
Reaktionsgemisch nach Erwarmen auf RT fur weitere 1.5 h geriihrt. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen und Gber Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt nach
Koevaporation mit Toluol als roter Feststoff (4.23 g, 7.40 mmol, 92%) erhalten.

'H NMR (500 MHz, DMSO) & = 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, ) = 6.7 Hz, 1H). *C NMR (126 MHz, DMSO) & = 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 fiir C3,H3sN3NiOs: 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.

93



7 Experimentalteil

Synthese von (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2,4-dimethylpentansaure [Fmoc-
a-Me-L-Leu-OH] (102)

Eine Losung von 101 (3.73 g, 6.50 mmol) in 50 mL MeOH/HCl,q,. (3N) (1/1, v/v) wurde fiir 1 h unter
Bildung einer griinen Suspension refluxiert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
vollstandig entfernt und der griine Rickstand in 100 mL Dioxan/Wasser (1/1, v/v) aufgenommen.
Die Losung wurde mit ges. Natriumcarbonatlésung auf pH 7 eingestellt und anschlieRend
Natriumcarbonat (2.82 g, 26.1 mmol, 4 eq) sowie Fmoc-OSu (3.30 g, 10 mmol, 1.5 eq; sowie 2 x je
0.5 eq nach 3 d und 5 d) zugegeben und die Suspension bei RT fir 7 d geriihrt. Nach Zugabe von
100 mL Wasser wurde mit wassriger HCl (3N) der pH-Wert der Losung auf pH 2 erhoht und
anschlieBend mit Dichlormethan (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, iber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Loésungsmittel unter vermindertem Druck vollstandig entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels
Flash-Chromatographie an Kieselgel isoliert und als weilRer Feststoff erhalten (2.34 g, 4.46 mmol,
68%).

'H NMR (500 MHz, DMSO) & = 12.52 (s, 1H), 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.41 (t,
J=7.4Hz, 1H), 7.32 (t, ) = 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, ) = 4.6 Hz, 1H), 1.68 — 1.55 (m, 1H), 1.36 (s, 1H), 0.85 (q, J = 6.5 Hz, 3H). *C NMR (126
MHz, DMSO) & = 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 fiir : 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) bestiickt mit PE-Fritten oder
bei groReren Ansatzgroflen in Rosenbaum-Reaktoren durchgefiihrt. Die Durchmischung der Harz-
Suspensionen erfolgte durch Schiitteln der Spritzen bzw. Reaktoren auf einem automatischen
Schittler KS125basic (/KA Labortechnik). Die Vollstandigkeit der Kupplungsreaktionen wurde nach
Testabspaltung entsprechend AAV 16 mittels U-HPLC Analyse Uberprift. Im Falle schwieriger

Sequenzen wurde zudem die Harzbeladung AAV 3 lGberwacht.

7.3.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Beladung von NovaSyn TGR-Harz

NovaSyn TGR Harz (0.24 mmol/g) wurde in einen Festphasenreaktor geeigneter GroRe
eingewogen und fir 10 min in DMF gequollen. AnschlieRend wurde die erste Aminosadure
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 GroRe
eingewogen und fir 10 min in DMF gequollen. Anschlieend wurde der N-Terminus nach AAV 5
entfernt und die erste Aminosaure 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 (1-2mg) des getrockneten Harzes wurde mit 1 mL einer Losung aus
Piperidin/DMF (1/4, v/v) versetzt und 15 min bei RT geschuttelt. Das Harz wurde abzentrifugiert,
die Lésung 1:10 in Piperidin/DMF verdinnt und die Absorption des Fluorenyl-Addukts bei 301 nm
bestimmt. Die Harzbeladung wurde mithilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes berechnet

(e=7800 L M™* cm™).
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AAV 4: Automatische Synthese von Wildtyp-Sequenzen am CEM Liberty Syntheseroboter

Die Fmoc-Gruppe wurde mit einer Losung aus Piperidin/DMF (1/4, v/v) fir 1 min bei 30 °C
(Intensitdat = 40 W) und 5 min bei 70 °C (Intensitat = 40 W) entfernt. Zur Unterdriickung von
Aspartamid-Bildung wurde der Entschiitzungslosung gegebenenfalls zudem HOBt (0.5 M)
zugesetzt. Die Kupplung der Aminosauren erfolgte in Form von Doppelkupplungen in DMF unter
Verwendung von Aminosaure (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) fiir 10 min bei 80 °C (Intensitdat = 20 W). Im Falle von His- oder Cys-Resten wurden

die Reagenzien fir 15 min bei 60 °C (Intensitdt = 20 W) zur Reaktion gebracht.

AAV 5: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe an der Festphase

Das mit DMF gewaschene Harz wurde mit einer Losung aus Piperidin in DMF (1/4, v/v) versetzt
und flir 5 min geschiittelt. Nach einmaligem Waschen des Harzes mit DMF wurde der Vorgang fiir
5 min wiederholt. AnschlieBend wurde das Harz mit DMF (3x 1 min), DCM (3x1 min) und DMF

(3 x 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 Losung aus 4.0 eq Aminosaure, 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 Reaktionsgefall wurde fiir 30 min geschiittelt
und mit DMF (5 x 1 min) gewaschen. Im Falle unvollstandigen 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 Losung aus

a) 4.0 eqg Aminosaure, 3.9 eq HCTU und 8.0 eq DIEA

b) 4.0 eq Aminoséaure, 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 Reaktionsgefall wurde fiir 60
min geschittelt und mit DMF (5 x 1 min) gewaschen. Im Falle unvollstandigen 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 x) gewaschen und in DCE gequollen (10 min). Eine
L6sung aus a) Grubbs | oder b) Hoveyda-Grubbs Il Katalysator in DCE (2 mg/mL, 1 mL/g Harz)
wurde zum Harz gegeben und bei RT fiir 2 h zur Reaktion gebracht, wobei das entstehende Ethen
durch Durchblubbern von Argon ausgetrieben wurde. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt.
AnschlieBend wurde das Harz mit DCM (3 x 1 min), DMF (3 x 1 min), Methanol (3 x 1 min) und

DCM (3 x 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.
AnschlieRend wurde pro Alloc-/Allyl-Schutzgruppe eine Lésung aus 12 eq Phenylsilan und 0.12 eq
Pd(PPhs)s in trockenem THF (5 mlL/g Harz) gegeben und fur 30 min geschuttelt. AnschlieRend
wurde das Harz mit THF (3 x 1 min), DCM (3 x 1 min)und DMF (3 x 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 Losung aus DCM/TFA/TIPS (97/1/2, v/v/v) versetzt,
flr 15 min geschittelt und anschlieend mit DCM (1 x 1 min) gewaschen. Die Prozedur wurde
zweimal wiederholt (bzw. bis das Ausbleiben des gelben Monomethoxytritylium- bzw. lons die
vollstandige Entfernung der Schutzgruppe anzeigte). AnschlieRend wurde das Harz mit DCM

(3 x 1 min) gewaschen.

AAV 11: Disulfidbildung an der Festphase

Das immobilisierte und an den Cys-Resten partiell entschiitzte Peptid wurde in DCM gequollen und
in einer Losung von NCS (1.1 eq) in DCM (0.2 M) fur 15 min geschiittelt. Anschliefend wurde das
Harz mit DCM (3 x 1 min), DMF (3 x 1 min) und DCM (3 x 1 min) gewaschen.

AAV 12: Zyklisierung an der festen Phase

Das immobillisierte und partiell entschiitzte Peptid wurde mit einer Lésung aus PyBOP (5 eq
bezogen auf die freie Aminofunktion, 0.5 M) und DIEA (10 eq) in DMF versetzt und fir 2 h
geschittelt. AnschlieBend wurde das Harz mit DMF (3 x 1 min), DCM (3 x 1 min) und DMF

(3 x 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 Losung aus FITC (4.0 eq) und DIEA (8.0 eq , jeweils bezogen auf den freien N-Terminus) in
DMF (0.5 m) gegeben. Das ReaktionsgefaR unter Lichtausschluss fiir 10 h geschittelt, mit DMF (5x)

und DCM (5x) 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 Losung aus Ac,0O/DIEA/DMF (1/1/8, v/v/v) gegeben und fur 10 min geschuttelt. Das Harz
wurde DMF gewaschen und die Acetylierung wiederholt. AnschlieRend wurde das Harz mit DMF (3

x 1 min), DCM (3 x 1 min) und DMF (3 x 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 LOsung 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 Reaktionsgefda wurde unter Lichtausschluss fir 2 h

geschittelt und mit DMF (5 x 1 min) und DCM (5 x 1 min) gewaschen.

AAV 16: Testabspaltung eines Peptids vom Harz

Zur Uberpriifung des Synthesefortschritts des immobilisierten Peptids wurden ca. 1 mg des
beladenen Harzes mit 100 plL einer Losung aus TFA/TES/H,0 (95/2.5/2.5, v/v/v) in einem 1.5 mL
Eppendorf Reaktionsgefall behandelt und fir 30 min geschittelt. AnschlieBend wurde das
Loésungsmittel im Argonstrom entfernt und der Rickstand unter Vortexen mit kaltem Diethylether
gewaschen. Das Peptid wurde in der Tischzentrifuge prazipitiert (5 min, 16.7 rpm), und nach
Entfernen des Diethylethers in einem Gemisch aus MeCN/H,0 (1/1, v/v) gel6st und mittels U-HPLC

untersucht.

AAV 17:Abspaltung vom Harz
Das DCM gewaschene Harz wurde einer Abspaltlosung aus TFA/TES/H,0 (95/2.5/2.5, v/v/v) bzw.
im Fall oxidationsempfindlicher Peptide mit TFA/TES/H,0/DODT (94/2.5/2.5/1, v/v/v/v) versetzt

und fiir 3 x 1h geschuittelt. Im Anschluss wurde das Harz mit Abspaltlosung gewaschen (3x). Nach
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dem Einengen der vereinigten Losungen im Argonstrom wurde das Peptid in kaltem Diethylether
prazipitiert und abzentrifugiert, mit kaltem Diethylether gewaschen, getrocknet und mittels

praparativer HPLC aufgereinigt.

7.3.3 Ubersicht synthetisierter Peptide

Peptide aus Abschnitt 5.2.1
Peptid 38

H H %
NN J{ JL N¢L )\WNJL )\(
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HO O O Asn ;
© O HO)k H Asn O H val O H Armg
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Die Synthese wurde manuell im 10 pumol MaRstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
durchgefliihrt. 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. AnschlieRend
wurde das Peptid N-terminal entsprechend AAV 13 mit FITC markiert, nach AAV 17 vom Harz
abgespalten und mittels praparativer HPLC-MS aufgereinigt.

Ausbeute: 0.17 umol (1.7 %); Reinheit: 88%.

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 17.26 min.

HRMS: berechnet fiir: 532.8788 [m+5H]>" =; gefunden 532.8804 [m+5H]"".

Peptid 39

Asn'

Al y © Va
N\/U\ /'\W \/U\ /HTN\{U\'?'/H(N
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Die Synthese wurde manuell im 10 pumol MaRstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
durchgeflihrt. 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. Anschliefend
wurde die Seitenketten-Schutzgruppe des C-terminalen Asp(OAIll) und des N-terminalen Lys(Mtt)
entsprechend AAV 9 und AAV 10 entfernt und die Seitenketten-zu-Seitenketten-Zyklisierung nach
AAV 12 durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die N-terminale a-Aminofuntion nach AAV 5 entschiitzt
und entsprechend AAV 13 mit FITC markiert. Nach Abspaltung vom Harz (AAV 17) wurde das
Peptid mittels praparativer HPLC-MS aufgereinigt.

Ausbeute: 0.33 umol (3.3 %); Reinheit: >95%.

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 18.78 min.

HRMS: berechnet fiir: 661.3441 [m+4H]*" =; gefunden 661.3450 [m+4H]*".

Peptid 40
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Die Synthese wurde manuell im 10 pmol MaRstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
durchgeflihrt. 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 a-Amino-
Schutzgruppe des N-terminalen Lysins (AAV 5) wurde die Makrozyklisierung entsprechend

AAV 12 durchgefiihrt. AnschlieBend 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 praparativer HPLC-MS aufgereinigt.

Ausbeute: 0.18 umol (1.8 %); Reinheit: 88%.

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 19.07 min.

HRMS: berechnet fiir: 625.0756 [m+4H]*" =; gefunden 625.0756 [m+4H]*".
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Peptid 41
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Die Synthese wurde manuell im 10 pumol MaRBstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
durchgeflihrt. 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 a-Amino-
Schutzgruppe des N-terminalen p-Prolins (AAV 5) wurde die Makrozyklisierung entsprechend

AAV 12 durchgefiihrt. Anschliefend 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 praparativer 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 fiir: [m+4H]* 673.6020 =; gefunden 673.6035 [m+4H]*".
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Peptid 42
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Die Synthese wurde manuell im 10 pumol MaRstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
durchgeflihrt. 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. AnschlieRend
wurde das Peptid N-terminal entsprechend AAV 13 mit FITC markiert, nach AAV 17 vom Harz
abgespalten und mittels praparativer HPLC-MS aufgereinigt.

Ausbeute: 0.61 umol (6.1 %); Reinheit: >95%.

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 18.91 min.

HRMS: berechnet fiir: 889.4280 [m+3H]*" =; gefunden 889.42739 [m+3H]*".

Peptid 43
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Die Synthese wurde manuell im 10 pmol MaRstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
durchgefiihrt. 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. AnschlieRend
wurden Mmt-Schutzgruppen der beiden Cysteinseitenketten und die Mtt-Schutzgruppe des N-
terminalen Lysins entsprechend AAV 10 entfernt und die Disulfidbriicke 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 praparativer 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 fiir: 630.5499 [m+4H]*" =; gefunden 630.5514 [m+4H]*".

Peptid 44
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Die Synthese wurde manuell im 10 pumol MaRstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
durchgeflihrt. 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 a-Amino-
Schutzgruppe des N-terminalen Lysins (AAV 5) wurde die Makrozyklisierung entsprechend

AAV 12 durchgefiihrt. AnschlieBend wurden Mmt-Schutzgruppen der beiden Cysteinseitenketten
und die Mtt-Schutzgruppe des N-terminalen Lysins entsprechend AAV 10 entfernt und die
Disulfidbriicke 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 praparativer 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 fiir: 882.7520 [m+3H]** =; gefunden 882.7520 [m+3H]>".
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Peptid 45
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Die Synthese wurde manuell im 10 pumol MaRBstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
durchgeflihrt. 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. AnschlieRend
wurde das Peptid N-terminal entsprechend AAV 13 mit FITC markiert, nach AAV 17 vom Harz
abgespalten und mittels praparativer HPLC-MS aufgereinigt.

Ausbeute:0.88 pmol (8.8 %); Reinheit: 92%.

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 17.32 min.

HRMS: berechnet fiir: 904.1440 [m+3H]*" =; gefunden 904.1464 [m+3H]*>".
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Peptid 46A/B
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Die Synthese wurde manuell im 10 pumol MafRstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
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durchgefiihrt. 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 durchgefiihrt. AnschlieRend wurde das Peptid N-terminal entsprechend AAV 13 mit FITC
markiert, nach AAV 17 vom Harz abgespalten und die beiden cis/trans-lsomere mittels
praparativer 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 fiir: 671.3519 [m+4H]*"; gefunden 671.3520 [m+4H]*".

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 fiir: 671.3519 [m+4H]*"; gefunden 671.3522 [m+4H]*".
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Peptid 47A/B

Die Synthese wurde manuell im 10 pumol MaRBstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
durchgeflihrt. 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 a-Amino-
Schutzgruppe des N-terminalen Lysins (AAV 5) wurde die Makrozyklisierung entsprechend

AAV 12 durchgefihrt. Dann wurde die Ringschlussmetathese entsprechend

AAV 8 durchgefiihrt. Anschliefend 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 praparativer 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 fiir: 888.7967 [m+3H]*"; gefunden 888.7987 [m+3H]*".

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 fiir: 888.7967 [m+3H]*"; gefunden 888.7956 [m+3H]>".
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Peptid 48

Die Synthese wurde manuell im 10 pumol MaRstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
durchgefiihrt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 (ber
die Seitenkette mit Fmoc-Asp(OH)-OAll beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und
AAV 6 aufgebaut. Anschliefend wurde die Allylschutzgruppe am C-terminalen Asp und die N-
terminale Fmoc-Schutzgruppe entsprechend AAV 9 und AAV 5 entfernt und die
Riickgratzyklisierung nach

AAV 12 durchgefiihrt. 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 praparativer HPLC-MS aufgereinigt.

Ausbeute: 0.15 pumol (1.5 %); Reinheit: >95%.

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 15.73 min.

HRMS: berechnet fiir: 754.4015 [m+3H]*" =; gefunden 754.4019[m+3H]*".
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Peptid 49
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Die Synthese wurde manuell im 10 pumol MaRstab an NovaSyn TGR-Harz (0.24 mmol/g)
durchgefiihrt. Dazu wurde das Harz in einen 2 mL Spritzenreaktor eingewogen, nach AAV 1 (ber
die Seitenkette mit Fmoc-Asp(OH)-OAll beladen und die lineare Sequenz anhand von AAV 5 und
AAV 6 aufgebaut. Anschliefend wurde die Allylschutzgruppe am C-terminalen Asp und die N-
terminale Fmoc-Schutzgruppe entsprechend AAV 9 und AAV 5 entfernt und die
Rlckgratzyklisierung nach

AAV 12 durchgefiihrt. 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 praparativer HPLC-MS aufgereinigt.

Ausbeute: 0.17 umol (1.7 %); Reinheit: >95%.

HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 19.74 min.

HRMS: berechnet fiir: 770.4015 [m+3H]*" =; gefunden 770.4026 [m+3H]*".
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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 (¢ = 77.000 cm™ M™) 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 Sekundarstrukturanteils mittels CD-Spektroskopie

Der a-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 uM geldst und
Spektren in einem Wellenlangenbereich von 190 nm bis 260 nm aufgenommen (kontinuierlicher
Modus mit 50 nm/min und Messpunkten alle 0.1 nm). Fiir jede Probe wurde der Mittelwert aus
finf verschiedenen Messungen gebildet. Die Helizitat wurde anhand der charakteristischen

Elliptizitat bei 222 nm errechnet:*!

% helikaler Anteil = 100 [Q955/(39,500(1 — 2.57/n))]

Gleichung 1: Berechnung des helikalen Anteils der Peptide anhand der Zahl der Aminosaurereste n und die Elliptizitat
bei 222 nm Q5s.

7.4 Material und Gerate biologischer Experimente

7.4.1 Laborgerate

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
Gelelektrophorese System
Fluoreszenz-lmaging System

Blot Transferkammer

Jasco GmbH, FP6500

BioRad, Miniprotean 3
LI-COR Biosciences, Odyssey
BioRad, Trans-Blot

7.4.2 Verbrauchsmaterial

ReaktionsgefdRe (0.5, 1.5, 2.0 mL)

ReaktionsgefaRe (15, 50 mL)
Entsalzungsaule PD-10
Entsalzungsaule NAP-5
Zentrifugen Filtereinheiten
(0.5 und 15 mL)

Coomassie Brilliant Blau G-250
Alkalische Phosphatase

GDP, GppNHp

mant-GDP, mant-GppNHp
NHS-Fluorescein

Streptavidin Magnetic Beads

(Dynabeads® Magnetic Beads M280)

Bradford-Reagenz

NP40

Protease Inhibitor Cocktail
384-Loch Platten

Klvetten
PVDF-Transfermembran
Whatmann 3MM Papier
384-Loch-Platten (small volume,

black, flat-bottom, non-binding)

Eppendorf
Sarstedt

GE Healthcare
GE Healthcare

Merck Millipore, Amicon Ultra

Serva
Roche
Sigma
Jena Bioscience
Sigma

Invitrogen

BioRad

Sigma

Sigma

Corning

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific
Schleicher & Schiill

Greiner
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7.4.3 Antikorper

Anti-Rab8 Cell signaling (Rab8(D22D8) XP™ Rabbit mAb; #6975)
Anti-Kaninchen IgG Thermo Scientific ((H+L) HRP-Konjugat)

7.4.4 Puffer und Lésungen

PBS (Phosphate buffered saline) 137 mM Nacl
2.7 mM KClI
11 mM NayHPO,
1.8 mM KH,PO,
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
150uM NaCl
1mM MgCl,
1mM TCEP
1uM GDP/GppNHp
0.01% tween (v/v)
pH=7.5

FP-Assay Puffer (nukleotidfrei) 20 mM Hepes
50 mM NacCl
1 mM TCEP
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0.01% tween(v/v)

pH=7.5

FP-Assay Pufer (GDP/GppNHp) 25 mM Hepes
(bei Disulfid-verbriickten Peptiden) 150uM NacCl
1mM MgCl,

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

Puffer fur Kinetiken 50mM Nacl,
20mM Hepes
5mM MgCl,
1mM TCEP
1nM mantGDP
pH=7.5

5x SDS-PAGE Probenpuffer 250 mM Tris-Hcl pH=6.8
50% Glycerin (v/V)
350 mM SDS
360 uM Bromphenol Blau

250 mM DTT
SDS-PAGE Laufpuffer 250 mM Glycin
250 mM Tris
35 mM SDS
Coomassie-Losung 0.25% Coomassie Brilliant Blau G-250 (w/v)

45% Methanol

10% Essigsaure (v/v)

Entfarber-Losung 30% Methanol (v/v)
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10% Essigsaure (v/v)

Transferpuffer 25 MM Tris-HCl
0.2 M Glycin
MeOH/H,0, 1/4, v/v

Lyse-Puffer 150 mM NacCl
20 mM Tris pH 7.6
0.5% NP40 Alternative

Protease Inhibitor Cocktail

7.5 Biochemische und biophysikalische Methoden

7.5.1 Praparativer Nukleotidaustausch zu GppNHp und mant-GppNHp

Nach ihrer Aufreinigung sind GTPasen aufgrund ihrer GTP-Hydrolyseaktivitdt mit GDP assoziiert.
Um die hohe Affinitat der GTPase zum Nukleotid zu reduzieren, wurde in einem ersten Schritt das
Mg2+ entzogen. Dazu wurde ein fiinffacher Uberschuss von EDTA zugegeben und fiir 1 h bei 4 °C
inkubiert. AnschlieRend wurde die Proteinlésung durch Filtration Uber eine Entsalzungssdule
geeigneter Grofle mit einem Elutionspuffer bestehend aus 20 mM HEPES (pH 7.5), 50 mM NacCl,
1 mM TCEP entsalzt. Um Prazipitation zu vermeiden wurde die Proteinkonzentration mit
Elutionspuffer auf <100 uM eingestellt. AnschlieBend werden NH;SO4 (200 mM), ZnCl, (500 uM),
alkalische Phosphatase (5 U/mg GTPase) sowie ein dreifacher Uberschuss GppNHp bzw. mant-
GppNHp zugesetzt und fir 10 h am Rotator bei 4 °C inkubiert. Die GTPase wurde mittels Filtration
Uber eine Entsalzungssaule umgepuffert (Puffer: 25 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM
TCEP, 1mM MgCl,, 1 uM Nukleotid), gegebenenfalls konzentriert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Effizienz des Nukleotidaustauschs wurde mittels

analytischer Umkehrphasen-HPLC Gberprift.

7.5.2 Herstellung nukleotidfreier GTPasen

Zur Entfernung des Mg2+ wurde die GTPase mit einem fiinffachen Uberschuss von EDTA
zugegeben und fir 1 h bei 4 °C inkubiert. Anschlielfend wurde die Proteinlésung durch Filtration

Uber eine Entsalzungssaule geeigneter GroBe mit einem Elutionspuffer bestehend aus 20 mM
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HEPES (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM TCEP entsalzt. Um Prézipitation zu vermeiden, wurde die
Proteinkonzentration mit Elutionspuffer auf <100 uM eingestellt. Anschlieend werden NH;SO,4
(200 mM), ZnCl, (500 uM), alkalische Phosphatase (5 U/mg GTPase) zugesetzt und fiir 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 Gberprift.

7.5.3 Praparativer Nukleotidaustausch zu GDP und mant-GDP

Die GTPase wurde mit einem fiinffachen Uberschuss von EDTA und dem zehn- bis zwanzigfachen
Uberschuss an GDP bzw. mant-GDP fiir 2 h bei RT inkubiert. Die GTPase wurde mittels Filtration
Uber eine Entsalzungssdule umgepuffert (Puffer: 25 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM
TCEP, 1mM MgCl,, 1 uM Nukleotid), gegebenenfalls konzentriert, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Effizienz des Nukleotidaustauschs wurde mittels

analytischer Umkehrphasen-HPLC Gberprift.

7.5.4 Analytische Umkehrphasen-HPLC von GTPasen

Die Effizienz des Nukleotidaustauschs wurde mittels analytischer Umkehrphasen-HPLC
kontrolliert. Die Auftrennung gewohnlicher Gunainnukleotide (GDP, GTP, GppNHp) erfolgte
mittels  isokratischer  Elution  (Puffer: 50 mM  Kaliumphosphat pH , 10mM
Tetrabutylammoniumbromid, 8 % (v/v) Acetonitril, Flussrate 0.5 mL/min Uber 12 min). Die
Detektion der Nukleotide erfolgte bei einer Wellenlange 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 Uber 12 min). Die

Detektion erfolgte bei den Wellenlangen 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-

2 . .
% Proteine wurden in

Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli durchgefiihrt.
einem Sammelgel konzentriert und in einem 10 — 15%-igen Trenngel nach Molekulargewicht und
Ladung getrennt. Sammel- und Trenngel wurden gemaf der in Tabelle 4 angegebenen
Verhaltnisse gemischt und sukzessive in einer BioRad Mini-Protean-Il System Kassette gegossen.
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Zur Probenvorbereitung wurden die Proben mit dem entsprechenden Volumen an SDS-PAGE
Probenpuffer(5x) versetzt und funf Minuten auf 95°C zur Denaturierung des Proteins und
guantitativer Bindung von SDS erhitzt. Die Trennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von
80V. Das Molekulargewicht der Proteine wurde anhand eines Molekulargewichtstandards
(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas) bestimmt. Dle getrennten Proteine
wurden mittels Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Dazu wurden die Gele in SDS-PAGE
Farbelosung aufgekocht. AnschlieBend wurden die Gele durch kurzes Aufkochen in 10%-iger

Essigsaure entfarbt. 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 0.35mL -
Trenngelpuffer - 1.1mL
10% SDS (w/v) 27 uL 45 L
30% Acrylamid/ Bisacrylamid (37.5/1) (w/v) 0.45 mL 2.2mL
10% APS (w/v) 27 uL 45 L
TEMED 3uL 2puL
Wasser 1mL 1mL

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

. . .. 149,2'
exprimiert und aufgereinigt.***%

7.5.6.2 Rab-Proteine

Rab9a;.03 und Rablla;,;z wurden von der Dortmund Protein Facility (hattp://www.mpi-
dortmund.mpg.de/misc/dpf) in pOPINF Vektoren (N-terminal Hiss-tag gefolgt von einer
Schnittstelle fir PreScission Protease) mittels infusion cloning method®’ kloniert. Die Proteine
wurden in Escherichia coli BL21 (DE3) exprimiert. Die Induktion erfolgte mit 0.3 mM Isopropyl-B-
dithiogalactopyranosid bei 25 °C flir 24 h. Rab9a und Rablla wurden aus dem Bakterienlysat
sukzessive durch Ni-NTA-Affinitatschromatographie gefolgt von einer
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GréRenausschlusschromatographie in 20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MagCL;, 1 mM
TCEP, 1 uM GDP aufgereinigt. Der Hisg-tag wurde mit PreScission Protease entfernt.

Rablbs.174, Rab5aj.516, Rabb6ay.;11, Rab7a,.507, Rab8asn, Rab8ag 176, OCRL1539.901 Und Rabin8 wurden
von Frau Nathalie Bleimling entsprechend etablierter Protokolle in Escherichia coli BL21 (DE3)
exprimiert und durch Ni-NTA-Affinitatschromatographie gefolgt von

GroRenausschlusschromatographie aufgereiningt.162’163"268’276

7.5.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentration von Proteinen wurde durch UV-Absorption oder der Methode nach Bradford

durchgefihrt.

7.5.7.1 Proteinbestimmung durch UV-Absorption
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch UV-Detektion bei 280 nm. Der Proteingehalt wurde
anhand des fir die Proteine berechneten Extinktionskoeffizienten gemaR dem Lambert-

Beer’schen Gesetz ermittelt.

7.5.7.2 Bradford

Der Proteingehalt einer Losung wurde photometrisch unter Verwendung verbrauchsfertiger
Bradford-Reagenz (Bio-Rad) durchgefiihrt. Nach 5 minttiger Inkubation wurde dazu die
Absorption des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 bei 595 nm bestimmt. Die

Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand einer fir 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 MgCl, auf eine finale Konzentration zwischen 2 —4 mg/mL verdiinnt und fiir 16 h bei 4 °C
mit NHS-Fluorescein (15 eq, 21 mM in DMSO) inkubiert. AnschlieBend wurde das Uberschissige
NHS-Fluorescein durch Filtration Gber NAP-5 Saule (Sephadex G-25, DNA Grade, GE Healthcare)

entfernt.
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7.5.9 Herstellung von Zelllysaten

Adhdrente HCT116 wurden bei Konfluenz von 90 - 100% mit TBS gewaschen und nach 5 min
Kihlen auf Eis mit einem Schaber vom Boden der Zellkulturflaschen abgeldst 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 (3x 15s bei 40%) aufgeschlossen und
unlésliche Bestandteile mittels Zentrifugation (20 min, 16,900 x g) entfernt. Das erhaltene Lysat

wurde in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -20 °C gelagert.

7.5.10 Prazipitationsexperiment (Pull-Down)

Mit Streptavidin beschichtete, magnetische Kunstoffkiigelchen (Dynabeads M280, Invitrogen)
wurden mit einer Losung der biotinylierten Peptide (100 pL, 10 uM) fir 1 h bei RT inkubiert und
mehrfach mit TBS + 0.01% Tween-20 gewaschen. AnschlieRend wurde Lysat von HCT116 Zellen
(100 L, 5.4 g/L) angereichert mit Rab8a (0.9 Gew.-%, 1uM) zu den Kunstoffkiigelchen gegeben
und fir 1h bei RT inkubiert. Die Kiigelchen 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 Antikorper (Cell Signaling)

detektiert.

7.5.11 Elektrotransfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran (Western-

Blot)

Fir den Elektrotransfer wurde eine Halbtrockenzelle verwendet, bei der das Polyacrylamid-Gel
und die Membran zwischen zwei mit Transferpuffer getrankte 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 fiir 60 min.

7.5.12 Detektion mittels fluoreszenz-markierten Antikorper

Zunachst wurden freie Bindungsstellen auf der PVDF-Membran durch Inkubation in Blockierpuffer

(5% BSA in TBST) fiir 1h bei RT abgesattigt. Der Rab8a spezifische Primarantikdrper wurde in
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Blockierpuffer verdinnt (1: 1000) und die Membran fir 12h bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde
3 x 10 min mit TBS + 0.01% Tween-20 gewaschen und die Membran fir 1 h bei RT mit einem
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper (HRP-rabbit, 1:10 000 in TBST mit 5% Milchpulver)
behandelt. Nach erneutem Waschen (2 x 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 Safarie” Plattenleser (Tecan) in 384-Loch-
Platten (small volume, black, flat-bottom, non-binding, Greiner) durchgefiihrt. Die Proteine
wurden seriell in einem geeigneten Puffer fiir nukleotid-gebundene bzw. nukleotid-freie GTPasen
verdlinnt, mit 50 nM des Fluorescein-markierten Peptids versetzt und 1 h bei RT inkubiert. Die
Fluoreszenzpolarisation wurde anschlieend bei RT und einer Anregungswellenlenge Aex = 470 nm
und einer Emissionswellenlange Ae, = 525 nm ausgelesen.

Initiale Screens wurden jeweils als Einzelmessungen durchgefiihrt und die Dissoziationskonstanten
(Kq) mittels nicht-linearer Regression in der Software Prism 5.0 (Graphpad) ermittelt.”®®

Die exakte Affinitatsbestimmung relevanter Peptide erfolgte in Form von Triplikaten. Nach einer
Korrektur entsprechend der Anderung der Fluoreszenzintensitidt im Bindungszustand wurde aus
den Fluoreszenzanisotropie Daten der gebundene Anteil bestimmt (Gleichung 2). Entsprechend
dem Massenwirkungsgesetzt wurde anschlieRend unter Annahme einer einzigen Bindungsstelle
die Dissoziationskonstante Ky als einzige Variable durch nicht-lineare Regression in Prism 5.0

299

(Graphpad) errechnet (Gleichung 3).””" In Fallen, in denen aufgrund zu geringer Loslichkeit der

nukleotid-freien Proteine kein Plateau erreicht werden konnte, wurden Plateau-Punkte anhand

vergleichbarer Daten extrapoliert.

A—Afrei
A_Afrei+Q(Agebunden_A)
A: beobachtete Anisotropie; Age: Anisotropie des freien Fluorophors; Agepunden Anisotropie des gebundenen
Fluorophors; Q: Verhaltnis der Fluoreszenzintensitat im freien und gebundenen Zustand

Gleichung 2: gebundener Anteil =

Kd+LT+CPr0tein_\/(Kd"'LT"'CProtein)z_4‘LT CProtein
2Lt
Ky: Dissoziationskonstante; L;: Konzentration des markierten Peptids; Cpyotein: Proteinkonzentration

Gleichung 3: gebundener Anteil =
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7.5.14 Kompetition im Fluoreszenzpolarisations-Assay

In einer Losung von 50 nm unspezifisch mit Fluorescein markiertem OCRL-1 und 10 uM
Rab8a(GppNHp) wurde acetyliertes Peptid seriell verdiinnt und fiir 1 h bei RT inkubiert. Die
mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) wurde mittels nicht-linearer Regression in der Software

Prism 5.0 (Graphpad) errechnet.”®

7.5.15 Bestimmung der Nukleotidaustauschkinetiken

Um den Einfluss der Peptide auf den Nukleotidaustausch von Rab8 zu untersuchen, wurden
Langzeitfluoreszenzmessungen durchgefiihrt. Dazu wurde Rab8 mit dem Fluoreszenz-markierten
Nukleotidanalogon mant-GDP beladen und die Verdrangung durch freies GDP verfolgt.
Typischerweise wurden dazu in einer Quartzkiivette 100 uL Ansatze gemessen. Um den Einfluss
der acetylierten Peptide auf die Dissoziationskinetik zu bestimmen, wurde eine Mischung aus
Rab8(mant-GDP) (1 uM) und GDP (500 uM) vorgelegt. AnschlieBend wurde das jeweilige
acetylierte Derivat zugegeben (100 pM) und die Abnahme des charakteristischen mant-
Fluoreszenzsignals bei 20 °C verfolgt (Aex = 384 nm; Ay, = 440 nm).

Um dagegen den Einfluss auf die GEF-Aktivitat von Rabin8 zu bestimmen, wurde Rab8(mant-GDP)
(2 uM) mit der GEF-Domaéane von Rabin8 (9 uM) und dem acetylierten Peptid fir 30 min bei RT
vorinkubiert. Die Nukleotidaustauschreaktion wurde durch Zugabe von GDP (500 uM) gestartet

und die Abnahme des charakteristischen mant-Fluoreszenzsignals bei 20 °C verfolgt.
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8 Abkirzungsverzeichnis

AAV
Ac,0

All

Alloc
APS

Boc
CAPRI
CD
DCM
DIC
DIEA
DMF
DMSO
EDT
EGF
EDTA
ER

ERK

ESI

FIP

FITC
Fmoc
Fmoc-OSu
FP

FTI

GAP
GAPlIP4BP
GCC185
GDI
GDP
GEF
GppNHp
GPCR

Allgemeine Arbeitsvorschrift
Essigsdaureanhydrid

Allyl

Allyloxycarbonyl
Ammoniumpersulf
tert-Butoxycarbonyl-
Calcium-promoted RAS inactivater
Circulardichroismus
Dichlormethan

N, N‘-Diisopropylcarbodiimid

N, N‘-Diisopropylethylamin

N, N‘--Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

1,2-Ethandithiol

Endothelial growth factor
Ethylendiamintetraacetat
Endoplasmatisches Retikulum
Extracellular regulated kinase
Elektro-Spray-lonisation

Family interacting protein
Fluoresceinisothiocyanat
9-Fluorenylmethoxycarbonyl
N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-succinimid
Fluoreszenzpolarisation
Farnesyltransferase Inhibitor
GTPase aktivierendes Protein
GAP1 InsP4-binding protein

GRIP and coiled-coil domain-containing protein
Guaninnukleotiddissoziationsinhibitor
Guanosindiphosphat
Guaninnukleotidaustauschfaktor
5'-Guanylylimidodiphosphat

G-Protein-gekoppelter Rezeptor
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GTP Guanosintriphosphat

HATU 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
HBS Wasserstoffbriickenersatz (hydrogen bond surrogate)
HCl Salzsdure

HCTU (2-(6-Chloro-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminiumhexafluorophosphat
HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonsidure
HOAt 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HPLC High performance liquid chromatography

HRMS High resolution mass spectroscopy

HTS High-throughput screening

ICso Mittlere inhibitorische Konzentration

IPTG Isopropyl-B-dithioglactopyranosid

ITC Isotherme Titrationskalorimetrie

JNK c-Jun N-terminale Kinase

Ko 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 Neurofibrominl

NHS N-Hydroxysuccinimid

NMP N-Methyl-2-pyrrolidon

NMR Nuclear magnetic resonance

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriacetat

020c 8-Amino-3,6-dioxooctansaure

ORCL Oculocerebrorenal syndrome protein

PBS Phosphate buffered saline

PI3K Phosphoinositide 3-kinase
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PLCe
PMSF
PPI
PVDF
PyBOP
R6IP1
Rab

Raf
RalGDS
Ran
Rap
Ras
RasAL
RasGRF
RasGRP
RasSF
RBD
REP
Rheb
Rho
RILP
RIN1
RNA

RT

RTK
SDS
SOS
SPPS
SPR
SynGAP
TBABr
TBC-
Domaéne
TBS
TCR

Phospholipase Ce
Phenylmethylsulfonylfluorid
Protein—Protein-Interaktion
Polyvinylidenfluorid
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat
Rabé6-interacting protein 1

Ras-like proteins in brain

Rabid fibrosarcoma

Ral guanine nucleotide dissociation stimulator
Ras-like nuclear protein

Ras related proteins

Rat sarcoma

RasGAP-activating-like

Ras-specific guanyl nucleotide releasing factor
Ras-specific guanine-nucleotide-releasing protein
Ras association domain-containing famil
Ras-bindende Domaéne

Rab-Eskortprotein

Ras homolog enriched in brain

Ras Homolog

Rab interacting lysosomal protein

Ras and Rab interactor 1

Ribonucleic acid

Raumtemperatur

Rezeptortyrosinkinase

Natriumdodecylsulfat

Son of sevenless

Solid phase peptide synthesis

Surface Plasmon Resonance

Synaptic RasGAP
Tetrabutlyammoniumbromid

Tre2/Bub2/Cdc16-Doméane

Tris buffered saline

T-Zellenrezeptor
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TECEP Tris(2-carboxyethyl)phosphin

TEMED N, N, N’, N““Tetramethylethylenediamin

TEV- Tabacco Etch Virus Nla-Protease

Protease

TFA Trifluoressigsaure

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-succinylsaure
wt Wildtyp

Mw Mikrowelle

Aminosauren wurden gemall den Empfehlungen der International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) and the International Union of Biochemistry (IUB) im Ein- bzw. Dreibuchstaben-

Code abgekurzt.300
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10Anhang

Tabelle 5. Ergebnisse der FP-Bindungsexperimente der von der
Ras-GEFs abgeleiteten Peptide(N = 1). Kp-Werte sind in UM angegeben.

Peptid H-Ras H-Ras H-Ras
(NF)  (GDP) (GppNHp)

32 >300 >300 >300
33 >300 >300 >300
34 >300 >300 >300

Tabelle 6. Ergebnisse der FP-Bindungsexperimente der von der SOS aH-Helix abgeleiteten Derivate mit den
verschiedenen Ras-Isoformen in den drei Nukleotidbindungszustédnden (N = 1). Kp-Werte sind in uM angegeben.

Protein
Peptid H-Ras H-Ras H-Ras N-Ras N-Ras N-Ras K-Ras K-Ras
(NF) (GDP) (GppNHp) (NF) (GppNHp) (GDP) (GDP) (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). Kp-Werte sind in uM angegeben.

Protein
Peptid Rablb Rab5a Rab6a Rab7a Rab8a Rab9a Rablla
(GbP) (GDP) (GDP) (GDP) (GDP) (GDP) (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). Kp-Werte sind in uM angegeben.

Protein
Peptid Rabilb Rab5a Rab6a Rab7a Rab8a Rab9a Rablla
(GppNHp)  (GppNHp)  (GppNHp)  (GppNHp)  (GppNHp)  (GppNHp)  (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). Kp-Werte sind in uM angegeben.

Protein
Peptid Rablb Rab5a Rab6a Rab7a Rab8a Rab9a Rablla
(NF) (NF) (NF) (NF) (NF) (NF) (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

154



10 Anhang

Tabelle 10. Ergebnisse der FP-Bindungsexperimente a-methylierter, kohlenwasserstoffverbriickter Peptide mit Rab-
Proteinen in verschiedenen Nukleotidbindungszustanden (N

angegeben.

in uM

Fehler reprasentieren 1c0). Ky-Werte sind

’

=3
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10 Anhang

Tabelle 11. Ergebnisse der FP-Bindungsexperimente der von 79 abgeleiteten Derivate (N =1). Kp-Werte sind in uM
angegeben.

Peptid Sequenz Kp[Rab8(GppNHp)] rel. Kp
66 DDEKEQFLYHLLSFNAV 80" 6.9
90 XDDGKEQFLYHLLSFNAV 47" 5.1
91 DDE-5,-EQF-Ss-YHLLSFNAV 18.6" 2.0
92 DDE-S¢-EQF-Ss-YHLLSFNAV 10.8" 1.2
93 DDE-S-EQF-S5-YHLLSFNAV 7.3" 0.8
94 DDE-Ss-EQF-Ss-YHLLSFNAV 11.5° 1.0
95 DDE-Rg-EQFLYH-S5-LSFNAV 6.0" 0.51
96 DDE-$5-EQF-Ss-YHL-L*-SFN-A*-V/ 6.2" 0.52
97 DDE-S5-EQF-Ss-YHL -S5-SFN-S5-V 5.1 0.44
98 DDE-S5-EQF-Bs-YHLLSF-Sg-AV 5.7" 0.49
99 DDE-Sg-EQF-Bs-YHL-Bs-SFN-Ss-V 37" 0.6
100A DDE-S5-EQF-Bs-YH-Bs-LS-Ss-NAV 62" 1.0
1008 DDE-$5-EQF-Bs-YH-Bs-LS-55-NAV 47" 0.8

Die Dissoziationskonstanten der FITC-markierten Peptide wurden zu verschiedenen Zeitpunkten mit erneut
exprimiertem Rab8 bestimmt (N=1). Die erneut ermittelten Kps des Referenzpeptids 79a wichen vom urspriinglich
bestimmten Wert (22.2+1.2uM) ab. ) K5(79a) = 11.7 uM; ! K5(79a) = 62 uM.
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10 Anhang
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